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Vorwort.

Die machtige Entwicklung der Virusforschung muBte in stetig zunehmendem
Ausmafle das Verlangen nach zusammenfassenden Darstellungen steigern, um
den Uberblick iiber die Ergebnisse der Beobachtung und des Experiments nicht
zu verlieren und die verzweigten Wege beurteilen zu konnen, welche die Hypo-
thesenbildung verfolgte. Es hat in den letzten Jahren nicht an Bemithungen
gefehlt, diese berechtigten Forderungen zu befriedigen und manches verdienst-
volle Werk verdankt ihneri seine Entstehung. Das Hauptgewicht wurde aber
ausnahmslos auf die Viruskrankheiten und ihre spezielle Atiologie gelegt und diese
thematische Einstellung erfuhr iiberdies meist noch eine willkiirliche Begrenzung
durch die Auswahl bestimmter Bezugsobjekte.

Auf dem Untergrund einer gewaltig ausgedehnten Laboratoriumsarbeit hebt
sich jedoch heute in scharfem Umri} die Erkenntnis ab, daf} die Zielsetzung der
Virusforschung weit {iber die Interessensphire hinausragt, welche durch die
Infektiositét und Pathogenitidt der Virusarten bedingt ist. Die Virusforschung
ist zur Physik und zur Eiweilchemie, zur allgemeinen Physiologie und Pathologie
der Zellen, zur Genetik in engere Beziehung getreten und hat schlieBlich das
Lebensproblem in neuer und schon aus diesem Grunde verheiBungsvoller Fassung
aufgerollt. Gleichzeitig muBte sich eine Methodik herausbilden, welche an die
Dimensionen der Viruselemente angepa8t ist und an den Experimentator eigen-
artige und hochgespannte Anforderungen stellt.

Problematik und Methodik sind es, welche der Virusforschung ein einheit-
liches Geprige aufdriicken und ihre Sonderstellung im Reiche der biologischen
Wissenschaften bestimmen, nicht die Phinologie der Viruskrankheiten und noch
weniger eine biologische Zusammengehorigkeit der Virusarten. Eine so ver-
standene Ganzheit wegen ihres hohen erkenntnistheoretischen Wertes zu wahren
und ibre befruchtende Auswirkung auf andere Wissenzweige zu sichern, war die
Aufgabe, die sich dieses Handbuch gestellt. Dem engeren Fachmann will es An-
regung fiir erfolgversprechende Fragestellungen bieten und als zuverldssiger
Berater bei der Anordnung und Durchfiihrung seiner Experimente dienen, weiteren
Kreisen der Naturwissenschaft ein Fiihrer sein in einem schwer zugénglichen
Gebiet von allgemeinster biologischer Bedeutung.

Die werbende Kraft, die in dem Plane lag, gewann uns Mitarbeiter, welche —
obwohl von ihrer experimentellen Tétigkeit voll in Anspruch genommen — grof3e
Opfer brachten, um eine Losung zu ermdglichen, welche uns in tragbarem Ver-
hiltnis zum Gewollten zu stehen scheint. Die Personlichkeit der Autoren sollte
voll zum Ausdruck kommen; trotz Unterstellung unter die leitenden Grund-
gedanken des Werkes wurde daher den einzelnen Abschnitten eine gewisse Un-
abhéngigkeit und Selbstindigkeit eingeriumt.

Bei der Auswahl der Abbildungen war das Bestreben mafigebend, den Preis
des Werkes nicht in die Hohe zu treiben und dadurch seine Verbreitung zu er-
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schweren. Bilder von Objekten, welche jeder Mikrobiologe kennen muf, wurden
nicht aufgenommen, auf mehr dekorative als instruktive Tafeln verzichtet.
Dagegen sind die Literaturangaben mit ungewohnter Raumverschwendung
reproduziert. Nicht ohne Absicht; das unrichtige Zitieren und das Zitieren nach
Zitaten sollten verhindert werden.

Damit ist gesagt, was wir dem ,,Handbuch der Virusforschung® zum Geleit
auf seinem Weg mitgeben wollen.

Dem Verlag Julius Springer in Wien danken wir fiir sein verstindnisvolles
Entgegenkommen und fir die unermiidliche Bereitwilligkeit, das Zustandekom-
men dieses Handbuches durch Rat und Tat zu férdern und die Hemmungen zu
iiberwinden, mit welchen ein solches Unternehmen zu kdmpfen hat.

Basel und Bern, im November 1938.
R. DoERR und C. HALLAUER.
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Erster Abschnitt.

Die Entwicklung der Virusforschung und

ihre Problematik.
Von
R. DoErr, Basel.

I. Die Entwicklung der Virusforschung.

Die ersten Hypothesen iiber unsichtbare Krankheitserreger.

Daf} krankheitserregende Organismen existieren, welche sich infolge ihrer ge-
ringen GroBenausmafe der optischen Wahrnehmung entziehen, ist eine Hypo-
these, die auf ein hohes Alter zuriickblicken kann. 36 Jahre v.Chr. G. schrieb
der zu jener Zeit schon hochbetagte M. TERENTIUS VARRO (Rerum rusticarum
Lib. I, XII, 2): ,,Advertendum etiam, siqua erunt loca palustria, et propter
easdem causas, et quod crescunt animalia quaedam minuta, quae non possunt
oculi consequi, et per aera intus in corpus per os ac nares perveniunt atque
efficiunt difficilis morbos.” Es ist mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen,
daf VARRO mit den ,,animalia minuta, quae non possunt oculi consequi‘‘ die
Erreger der Malaria gemeint hat, wie sich aus dem Zusammenhang zwischen
Sumpfgegend und langwierigen Krankheiten (,,morbi difficiles*) ergibt (vgl. den
Kommentar von Lroyd SToRR-BEST). Jedenfalls macht die viel zitierte Stelle
nicht den Eindruck, als ob VARRO seine eigene Ansicht vortragen wiirde; die sehr
bestimmte und dogmatische Fassung spricht vielmehr dafiir, daBl die Vorstellung
von unsichtbaren krankheitserregenden Lebewesen, welche in Stiimpfen wachsen,
schon damals so verbreitet war, daB man sich darauf ohne weiteres berufen
durfte.

1794 duBerte sich REMARUS in Hamburg in d4hnlichem Sinne. Er war davon
iiberzeugt, daf3 die kausalen Agenzien der ansteckenden Krankheiten lebende Ge-
bilde sein miissen, weil sie sich im Korper der infizierten Menschen und Tiere
vermehren, hilt es aber im Gegensatze zu manchen seiner Zeitgenossen nicht fiir
richtig, diese Lebensformen unter den Insekten zu suchen ; es miisse sich ,,um etwas
Feineres‘‘ handeln, vielleicht um Infusorien oder gar um Wesen, welche ,,die
VergréBerungsglidser nicht mehr entdecken®. Die Erfindung und die steigende
Vervollkommnung der Mikroskope sowie die dadurch bedingte ErschlieBung einer
bisher unbekannten Welt winziger Organismen hatten somit den Gedanken an
invisible Krankheitserreger keineswegs zu verdringen vermocht; geiindert hatte
sich die Situation nur insofern, als die Invisibilitit durch ein anderes Kriterium,
némlich durch die begrenzte Leistungsféhigkeit eines optischen Hilfsapparates
definiert wurde. Man konnte die spitere Entwicklung der Virusforschung als
eine lineare Fortsetzung der Ideenrichtung von REMARUS betrachten, als eine
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fortschreitende Anpassung des urspriinglich rein dimensionalen Begriffes an die
sukzessive Ausweitung des optischen Wahrnehmungsbereiches, wie sie die Ver
besserungen des Mikroskopbaues mit sich brachten. Wer sich an einige, auch
heute noch iibliche Ausdriicke, wie ,,Inframikroben‘, ,,Ultramikroben®, ,,sub-
mikroskopische* oder ,,invisible* Virusarten halt, wird vielleicht eine in diesem
Sinne orientierte historische Darstellung fiir richtig halten; vom erkenntnis-
theoretischen Standpunkt ist sie zweifellos verfehlt und wire daher ein ernstes
Hindernis, den gegenwirtigen Stand der Virusforschung und ihre Ideologie aus
ihrer Vergangenheit zu begreifen.

Zur Zeit von REtMARUS war die Existenz belebter pathogener Keime an und
fiir sich eine bloBe Hypothese, die Aussage iiber die ,,Invisibilitit” dieser Keime
daher ein weiterer spekulativer Zusatz, dem keine tatséchlichen Befunde im Wege
standen. Im Laufe des 19. Jahrhunderts vollzog sich aber eine grundsétzliche
Anderung dieser Primissen: es wurden die ersten Erreger menschlicher und
tierischer Infektionskrankheiten entdeckt, und um das Jahr 1892 — die Wahl
dieses Zeitpunktes soll spéter begriindet werden — war bereits eine stattliche
und, wie man mit Sicherheit voraussagen durfte, noch lange nicht abgeschlossene
Reihe bekannt. Alle diese pathogenen Mikroben waren jedoch mikroskopisch
sichtbar; feierte so die Pathologia animata einen Sieg auf der ganzen Linie, so
entfiel doch auf der anderen Seite die Notwendigkeit, an der Konzeption unsicht-
barer und belebter Erreger festzuhalten. In der Tat rechnete man auch nicht
mehr mit dieser Moglichkeit, und als sie unter Beweis gestellt werden sollte,
wirkte dieses Ereignis, sobald es zur Kenntnis weiterer wissenschaftlicher Kreise
gelangte, als Uberraschung.

D. Iwanowsky; das erste Filtrationsexperiment.

Am 12. Februar 1892 teilte D. Iwanowsky (1) in der Kaiserlichen Akademie
der Wissenschaften in St. Pefersburg ein Experiment mit, das er mit dem Safte
von mosaikkranken Blattern der Tabakpflanze ausgefithrt hatte. ADoLF MAYER
hatte schon 1886 gezeigt, daB3 der Quetschsaft der kranken Blitter ansteckend
ist d. h. daB er, in das Parenchym gesunder Pflanzen eingeimpft, nach einer be-
stimmten Zeit die Mosaikkrankheit hervorruft, ferner daf3 der Saft seine anstecken-
den Eigenschaften einbiit, wenn man ihn bis zu einer dem Siedepunkt nahen
Temperatur erhitzt. IWANOWSKY bestétigte diese Beobachtungen, bestritt da-
gegen die Angabe von A. MAYER, daB eine Filtration durch doppeltes Filterpapier
geniige, um das infektidse Agens aus dem Safte mechanisch zu entfernen. Um
diese Behauptung sicher zu widerlegen, verschirfte Iwaxowsky die Bedingungen
der Filtration und stellte fest, daB der Saft der mosaikkranken Bldtter seine
ansteckenden Fihigkeiten sogar nach der Passage durch CHAMBERLANDsche
Filterkerzen bewahrt.

Man hat sich hier zu erinnern, daB die aus pordsem Material verfertigten Hart-
filter 1871 durch TIEGEL, einen Schiiler von E.KLEBS, in die mikrobiologische
Technik eingefithrt wurden, u. zw. zu dem Zwecke, um aus bakterienhaltigen Fliissig-
keiten (milzbrandigem Blut, septischen Produkten) die Bakterien oder — wie sich
KLEBS selbst an einer Stelle bezeichnend ausdriickt — die ,kérperlichen Theile
mittelst Filtration abzuscheiden. Waren es die Bakterien, welche die krankhaften
Prozesse erzeugten, so muBten die Filtrate im Tierexperiment unwirksam sein, und
dieser Erwartung entsprachen auch — sofern bei der Filtration kein Fehler unter-
lief — die Resultate, welche mit Hartkerzen verschiedener Sorten von TIEGEL,
PASTEUR und JouBERT, RoUX und CHAMBERLAND erzielt wurden. Die ,,keimfreie
Filtration* entwickelte sich rasch zu einem anscheinend prézis definierbaren Begriff,
der fur Hartfilter aus verschiedenem Material ebenso Geltung haben sollte wie fiir



D. IwANOWSKYs erstes Filtrationsexperiment. 3

Bakterien von verschiedener GréBenordnung. Sehr charakteristisch ist in dieser
Hinsicht eine AuBerung von H. BITTER aus dem Jahre 1891: ,,Es ist vor allem zu
bemerken, daB jeder Kieselgurkérper, sowohl der weniger durchldssigen wie der
durchlédssigen Sorte, stets ein keimfreies Ililtrat gab, mochte die zur Filtration benutzte
Probe auch noch so viel Bakterien enthalten. Selbst die kleinsten bis jetzt bekannten
Bakterien, die Bacillen der Mé&usesepticdmie, werden, wie ich noch speziell fest-
stellte, mit Sicherheit zuriickgehalten.

Wie hat nun IwaNnowsKy unter diesen Umstdnden seinen Filtrationsversuch
interpretiert ? Ebenso wie schon vor ihm A.MAYER, hielt er es fiir das wahr-
scheinlichste, daBl die Mosaikkrankheit des Tabaks durch Bakterien hervor-
gerufen wird, und da die Passage durch Chamberlandkerzen damit in Wider-
spruch stand, wollte er den Konflikt durch folgendes Dilemma 16sen: 1. Am ein-
fachsten sei die Annahme eines im filtrierten Safte aufgelosten Giftes, welches
von den in der kranken Pflanze vorhandenen Bakterien. ausgeschieden wird;
2. kénne man an Materialfehler der verwendeten Chamberlandfilter (,,feine
Risse und Offnungen®) denken, welche den Bakterien den Durchtritt gestatten,
obwohl die iiblichen Kautelen beriicksichtigt wurden, um solche Irrtumsquellen
auszuschalten. Die Existenz von Mikroben, welche wesentlich kleiner sind als
Bakterien, hat IwaANowsKY — nach dem Wortlaut seiner ersten Publikation zu
schliefen — iiberhaupt nicht in Erwigung gezogen, und es ist daher wohl in
erster Linie einer ungentigenden Kenntnis der Originalpublikationen zuzuschreiben,
wenn dieser Autor immer wieder als ,,Vater der Virusforschung® hingestellt wird.
Dafl IwaNnowsky den Filtrationsversuch zuerst ausgefiihrt und die Infektiositit
des Filtrats nachgewiesen hat, kann hier nicht entscheiden; mafgebend ist die
Fragestellung, welche zum Experiment Veranlassung gab, und die Verwertung des
der bisherigen Erfahrung widerstreitenden Resultates; von diesem Standpunkt be-
urteilt kann IwaNowsky nicht als Begriinder einer neuen Richtung gelten.

Die zweite Mitteilung iiber diesen Gegenstand hat IWANOWSKY (2) erst sieben
Jahre spéter (im April 1899) verdtfentlicht, in erster Linie, um die Prioritdt des
Filtrationsexperiments gegeniitber M. W. BEERINCK festzustellen. Jedoch ent-
halt diese Arbeit auch sachliche Angaben, welche die ganze Einstellung Iwa-
NOWSKYs zum Problem scharf beleuchten und daher hier nicht iibergangen
werden koénnen.

IwaNOWSKY konstatiert nunmehr, ,,da3 von einer mit filtriertem Safte geimpften
Pflanze die Krankheit weiter beliebig lange Zeit von einer Pflanze auf die andere
tibergeimpft werden kann‘‘. Es erscheint ihm jetzt bewiesen, da$ sich das filtrierbare
Agens in der lebenden Pflanze vermehrt; er sagt aber nicht, daf damit seine urspriing-
liche Vermutung widerlegt wird, wonach das Filtrat blo8 das spezifische Gift des
Erregers enthalten sollte (siehe oben). In Opposition gegen die von BEIJERINCK
aufgestellte ,kithne Hypothese* vom Contagium vivum fluidum glaubt er, ,,daB
die bakterielle Natur des Contagiums kaum zu bezweifeln ist. Was man unter
dieser Aussage zu verstehen hat, geht klar daraus hervor, dafl IwWANOWSKY aus dem
Saft der mosaikkranken Blitter Bakterien herausziichtete und mit den gewonnenen
Reinkulturen die Mosaikkrankheit zu erzeugen versuchte, was ihm auch nach seiner
Angabe gelang, u. zw. auch dann, wenn die Kulturen drei N&hrbodenpassagen durch-
gemacht hatten. Iwanowsky hatte offenbar mikroskopisch sichtbare Bakterien
in Hinden und wenn er in ihnen die Erreger der Mosaikkrankheit vermutete, bedeutet
das implicite, daB er sich iiber die Tatsache der Filtrierbarkeit des infektiésen Agens
einfach hinwegsetzte. Die positiven Resultate, welche IwaNowsky durch Ver-
impfung seiner Bakterien erzielt haben wollte, sind nicht geniigend beglaubigt, aber
auch nicht unméglich, da das spezifische Agens der Mosaikkrankheit sehr wider-
standsfahig und in hohem Grade verdimnungsféhig ist und sich daher bei den von
IWANOWSKY vorgenommenen Prozeduren nicht nur halten, sondern auch durch
einige ,,Nihrbodenpassagen®* mitgeschleppt werden konnte. Der SchluB, der aus
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den positiven Resultaten gezogen wurde, war jedoch, wie sich bald zeigte, ein Fehler,
der uns hier zum erstenmal entgegentritt, der aber spéter als stereotype Erscheinung
in der Literatur der Virusziichtung oft genug wieder auftauchte.

IwANOWSKY erwihnt in seiner zweiten Mitteilung die 1897 erschienenen
Untersuchungen von LOFFLER und Froscx iiber das Agens der Maul- und Klauen-
seuche nicht; sie sind ihm als Botaniker wahrscheinlich entgangen, sonst hitte
er wohl die zentrale Bedeutung seiner Filtrationsversuche erfafit, statt sich auf
eine abwegige Kombination einzulassen.

LorrFLER und FRrOSCH.

LoFrLER und FroscH bestimmten zunidchst die kleinste Menge virushaltigen
Materials, mit welcher man noch eine Infektion hervorrufen kann. Von der
Lymphe, wie sie sich in den Blasen maul- und klauenseuchekranker Rinder findet,
wirkten 0,005 cem sicher, 0,0001—0,00005 ccm in einzelnen Versuchen und erst
bei einer Dosis von 0,00002—0,00001 ccm waren die Resultate ausnahmslos
negativ. Die Verdiinnung der Originallymphe erfolgte mit abgekochtem Wasser;
das ganze Verfahren stellt — nebenbei bemerkt — wohl das erste Beispiel einer
2u etnem bestimmten Zweck vorgenommenen Titrierung der Infektiositdt einer virus-
haltigen Flissigkeit dar. In dem Blaseninhalt konnten keine fiir die Maul- und
Klauenseuche charakteristischen geformten Gebilde nachgewiesen werden und
ebenso gaben Kulturversuche auf den in der Bakteriologie gebrauchlichen Néhr-
medien negative Resultate. Bei ihren Bestrebungen, ein praktisch verwendbares
Immunisierungsverfahren zu finden, versuchten nun LOFrFLER und Froscm aus
der Blasenlymphe einen Impfstoff in der Weise zu gewinnen, daf sie die Lymphe
mit 39 Teilen Wasser verdiinnten und durch Kieselgurkerzen durchzogen; die
Filtration sollte das Ausgangsmaterial von den darin enthaltenen ,,korpuskuldren
Elementen' befreien und so die Infektiositit unter Konservierung geldster
immunisierender Stoffe ausschalten.

Wie man sieht, wurde die Filtration keineswegs ausgefiihrt, weil die mikroskopische
und kulturelle Untersuchung der Lymphe ergebnislos geblieben war, also nicht etwa
in der Absicht, das Vorhandensein ,,submikroskopischer* oder , filtrierbarer‘ Mikroben
zu beweisen. Die Filtration sollte ja das infektitse Agens mechanisch beseitigen,
und daB sie das nicht tat, d. h. da die mit dem Filtrat geimpften Kélber und Schweine
ebenso erkrankten wie die mit unfiltrierter Lymphe infizierten Kontrolltiere, war
daher fiir LOFFLER und FROSCH ,.einigermafBlen tiberraschend‘.

Bei der Erklirung des Filtrationsversuches gingen LOrFLER und FroscH von
der Alternative aus, daf3 das in der filtrierten Lymphe enthaltene Agens entweder
ein gelostes Gift sein miisse oder ein spezifischer Mikroorganismus von so mini-
malen Dimensionen, daf3 er die Poren eines Filters, welches die kleinsten bekannten
Bakterien sicher zuriickhielt, zu passieren vermag. Die Annahme eines Giftes
wurde als unwahrscheinlich abgelehnt, weil eine sehr kleine Menge Lymphe, von
welcher das wirksame Prinzip wieder nur einen winzigen Bruchteil ausmachen
kann, geniigte, um ein Kalb von 200 kg krank zu machen, und weil 0,02 ccm
der Blasentlissigkeit dieses Kalbes ein Schwein von 30kg zu infizieren ver-
mochten. Unter der Voraussetzung einer gleichméafigen Verteilung im empféng-
lichen Kérper wiirden so enorme Verdiinnungen resultieren, wie sie selbst Gifte
von stirkster Wirksamkeit (es wurde das Tetanustoxin zum Vergleich heran-
gezogen) nicht ertragen, ohne ihre Toxizitét einzubiiBen. Da die Vorstellung eines
im Filtrat gelésten Giftes nicht befriedigte, erwogen LOFrLER und Froscu die
andere Losung, den spezifischen, vermehrungsfihigen und submikroskopischen
Erreger. Sie verwiesen auf die von R. PFEIFFER entdeckten Influenzabacillen,
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die nur eine Linge von 0,5—1 yu besitzen; ,,wiren die supponierten Erreger der
Maul- und Klauenseuche nur '/,, oder selbst nur /; so gro wie diese, was ja
durchaus nicht unmdéglich wiére, so wiirden sie, nach der Berechnung des Professors
ABBE in Jena iber die Grenze der Leistungsfdhigkeit unserer Mikroskope, auch
mit den besten modernen Immersionssystemen nicht mehr erkennbar sein‘. Fiir
den Fall der Bestatigung ihrer Filtrationsexperimente mit den infektidsen Pro-
dukten der Maul- und Klauenseuche sahen LOFFLER und FroscH die allgemeinere
Anwendbarkeit ihrer Auffassung voraus. ,,Die Erreger zahlreicher anderer In-
fektionskrankheiten der Menschen und Tiere, so der Pocken, der Kuhpocken,
des Scharlachs, der Masern, des Flecktyphus, der Rinderpest usw., welche bisher
vergeblich gesucht worden sind, kdnnten zur Gruppe dieser allerkleinsten Organis-
men gehoren.

Diese (im Original recht weitschweifigen) Auseinandersetzungen waren im
Grunde genommen tiberfliissig. Sie brachten nichts, was nicht schon vorher klarer
und iiberzeugender gesagt worden war. Gifte und Kontagien hatte schon Fra-
CASTOR 1546 voneinander abgegrenzt, und 1840 hatte JaroB HENLE den Satz
aufgestellt, ,,daf die Materie der Kontagien nicht nur eine organische, sondern
auch eine belebte, u. zw. eine mit individuellem Leben begabte ist, die zu dem
kranken Korper im Verhéltnisse eines parasitischen Organismus steht“. Das
Hauptargument war fir FracasTor wie fiir HENLE die Uberlegung, daB fort-
gesetzte Ubertragungen — ,,Infektketten‘, wie man sich heute ausdriickt — nur
moglich sind, wenn sich das pathogene Agens im kranken Organismus vermehrt;
denn jede Ubertragung (Ansteckung) ist notwendigerweise mit einer starken Ver-
diinnung verbunden, welche sofort zum FErloschen der spezifischen Wirkung
fithren miifite, wenn sie nicht durch einen zwischengeschalteten Vermehrungs-
prozell immer wieder kompensiert wiirde. Bei FrRacASTOR heilit es, ganz exakt
formuliert: ,,Differunt autem® (scil. venena et contagia) ,,inter se non parum,
quod venena nec proprie putrefacere possunt, nec fale in secundum gignere, quale
m primo fuit principium et seminarium; cuius signum est, guod venenati ad alios
contagiost non sunt.” JAKOB HENLE hat dann diese fundamentale Differenz dahin
interpretiert, daf die Fahigkeit, sich durch Assimilation fremder Stoffe zu ver-
mehren, nur von lebendigen, organisierten Wesen bekannt sei; keine tote che-
mische Substanz, auch nicht eine organische, vermehre sich auf Kosten einer
anderen, sondern gehe immer nur Verbindungen ein, aus denen sich die urspriing-
lichen Quantititen der aufeinanderwirkenden Stoffe wieder abscheiden lassen.

HENLE hatte seine Auffassung als allgemein giiltige Hypothese vorgetragen,
die also — falls man sich wie LOFFLER und Froscu derselben Beweisfithrung be-
diente — ohne weiteres auf den Spezialfall der Maul- und Klauenseuche an-
zuwenden war. Zudem befanden sich LOFFLER und FroscH insofern in einer
dhnlichen Lage wie JAROB HENLE, als sie eine Aussage iber die Beschaffenheit
eines unbekannten Contagiums zu machen hatten; sie waren jedoch in einem
Punkte HENLE gegeniiber im Vorteil, indem sie sich auf die Analogie mit den
zahlreichen, inzwischen entdeckten und zweifellos belebten Erregern stiitzen
konnten, und man hitte daher von ihnen eine bestimmtere, weniger verklausu-
lierte Stellungnahme erwarten diirfen. Aber vielleicht erschien ihnen gerade der
Sprung vom sichtbaren zum unsichtbaren Krankheitskeim als ein Wagnis be-
sonderer Art. Fiir JeaN Louis PASTEUR (2) war er es nicht, der in einem 1899
verdffentlichten Aufsatz iiber die Lyssa seine Auffassung in die kategorische Form
kleidete: ,,Le charbon du bétail est produit par un microbe; le croup est produit
par un microbe... Le microbe de la rage n’a point encore été isolé; mais, & en
juger par P’analogie, il faut en admettre Uexistence. En résumé: tout virus est un
microbe.
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Den apodiktischen Standpunkt hatte also PASTEUR mit HENLE gemein ; aber
fir HENLE war der belebte Erreger eine apriorische Denknotwendigkeit, fiir
PASTEUR ein zwingender Analogieschlul. Der erste Autor, welcher diese vor-
gezeichnete Bahn verliel3, war M. W. BEIJERINCK.

Das ,,Contagium vivam fluidum* (M. W. BEIERINCK).

M. W. BEDERINCK hatte 1885 an der landwirtschaftlichen Schule in Wage-
ningen (Holland) Gelegenheit, die schon erwéhnten Experimente von M. ADOLF
MaYER iiber die Ubertragbarkeit der Mosaikkrankheit des Tabaks selbst zu sehen
und an ihnen teilzunehmen. Ebensowenig wie MAYER vermochte er in den in-
fizierten Tabakpflanzen Mikroben nachzuweisen, die man mit der Mosaikkrank-
heit in &tiologischen Zusammenhang bringen konnte. Er nahm diese Unter-
suchungen 1887, nachdem er die Knéllchenbakterien der Leguminosen entdeckt
hatte, erneut auf, benutzte auler mikroskopischen auch kulturelle Methoden und
beriicksichtigte speziell die Moglichkeit anaérober Keime. Aber die Resultate
waren immer wieder negativ, und BEIJERINOK kam schlieflich, wie er selbst aus-
driicklich sagte, zu der Uberzeugung, daf die gesuchten Mikroorganismen diber-
haupt nicht vorhanden seien, und dafy somit die Mosaskkrankheit des Tabaks als
eine infektiose Krankheit betrachiel werden miisse, welche nicht durch Mikroben
hervorgerufen wird. An submikroskopische und nichtkultivierbare Mikroorganis-
men dachte BEWERINCK gar nicht. Als er 1897 in die Lage versetzt wurde, an
der polytechnischen Hochschule in Delft Ubertragungsversuche anzustellen, hielt
er von vornherein an der Vorstellung eines nichtorganisierten Contagiums fest
und suchte seine, von dem gewdhnlichen Begriff eines ,,Contagium fixum* ab-
weichenden Eigenschaften zu ermitteln.

Die Ergebnisse seiner Experimente versffentlichte BEITERINCK (I) in mehreren
Mitteilungen 1898—1900. In sachlicher Hinsicht lassen sie sich in wenige Sétze
zusammenfassen: :

1. BEERINCK filtrierte den Saft kranker Pflanzen durch Porzellanfilter und
fand, daB3 die Filtrate zwar noch infektios, aber mikroskopisch und kulturell
(aérob und anaérob) steril waren. BEIJERINCK (2) kannte die Arbeiten von
D. IwWANOWSKY nicht, anerkannte aber, als er darauf aufmerksam gemacht wurde,
bereitwillig an, daf ,,die Prioritit des Versuches mit dem Bougiefiltrat® Iwa-
NOWSKY zukomme.

2. Auf dicke und grole Agarplatten wurden einige Tropfen des Quetschsaftes
kranker Bldtter oder Fragmente zerriebener Blatter deponiert. Nach einiger Zeit
wurde die Oberfliche der Agarplatten zuerst mit Wasser, dann mit Sublimat-
I6sung abgespiilt, und schlieBlich wurde noch an der Stelle, wo das infektiose
Material aufgelegen hatte, eine zirka 0,5 mm dicke Agarschicht mit Hilfe eines
scharfrandigen Platinspatels abgetragen und verworfen. Die auf diese Weise frei-
gelegten tieferen Agarmassen wurden nun in zwei aufeinanderfolgenden Schichten
entnommen und erwiesen sich als infektios, die obere in hohem, die darunter
befindliche in geringerem Grade. Es wurde berechnet, daB das Virus im Laufe
von zehn Tagen bis auf etwa 2 mm in den Agar eingedrungen war.

Schon IwaNowSKY bezweifelte (allerdings ohne nidhere Begrimdung) die Be-
weiskraft dieses Agarversuches; heute miissen wir zugestehen, dal die Vorsichts-
maBregeln, welche eine einfache Verschleppung des Virus von der Oberfliche in
die freigelegten tieferen Agarlagen verhindern sollten, unzureichend waren. Aber
der Versuch beansprucht noch immer in hohem MaBe unser Interesse, nicht durch
seine, wie eben betont, unzulidngliche Technik und daher auch nicht durch sein
Resultat, sondern durch die Frage, welche er nach BEIJERINCKs Meinung ent-
scheiden sollte.
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BEIERINCOK sagte sich nédmlich, daB die Filtration durch Porzellankerzen
nicht geeignet sei, die ,,korpuskuldre Natur des Virus® definitiv auszuschlieBen.
Der Agarversuch dagegen sollte diese Fihigkeit besitzen. Kann das Virus in
seitlicher und in senkrechter Richtung in die Agarmasse eindringen, so miisse es
diffusibel und daher wasserloslich sein; wire es aber nicht diffusibel, wenn auch
auBlerordentlich fein verteilt, so miiite man es als , korpuskulir® betrachten
d. h. als ein Contagium fixum.

Um diese primitive Vorstellung und ihre sprachliche Einkleidung zu verstehen,
hat man sich vor Augen zu halten, daf} die eigentliche Entwicklung der Kolloid-
chemie erst mit dem Beginn des 20. Jahrhunderts einsetzte und daB es auch dann
noch eine gewisse Zeit brauchte, bis die neuen Auffassungen in die biologischen
Wissenschaften Eingang fanden. Als BEIWERINCK seine letzte ausfiihrliche Mitteilung
tiber das Mosaikvirus niederschrieb (1900), stand er noch ganz unter der Herrschaft
des alten Losungsbegriffes als eines molekulardispersen Zustandes. Das Resultat
einer Losung in Wasser oder, was damals eben dasselbe bedeutete, einer molekularen
Aufteilung entsprach allerdings nicht dem Sinne, den man mit dem Worte ,,Korpuskel‘‘
verband; denn dieser Ausdruck (das Diminutiv von corpus = Kérper) war dem Ge-
biete der mechanischen Teilbarkeit entlehnt und bezeichnete daher nicht das Molekiil,
zu dem man durch mechanische Teilung nicht gelangen kann, sondern grofiere
Komplexe von zahlreichen gleichartigen oder ungleichartigen Molekiilen. Die Er-
kenntnis, daB es Sole gibt, die sich duBerlich von echten Losungen nicht unterscheiden
und in welchen die disperse Phase nicht in Form von Molekiilen, sondern von relativ
groflen Molekiilaggregaten vorhanden ist, brachte ja erst die Erfindung des Ultra-
mikroskops durch SIEDENTOPF und ZSIGMONDY (1903).

Immerhin mul es BEIJERINCK doch schon empfunden haben, daf die Antithese
von ,,diffusibel = wasserloslich und nichtdiffusibel = korpuskulér unrichtig sein
koénnte. Man darf das zunéchst aus der Art schlieBen, wie er von der Herstellung
von Metallsolen durch Zerstdubung im elektrischen Lichtbogen (M. BREDIG, 1898)
Notiz nahm. Er warf sofort die Frage auf, ob diese wisserigen Losungen von Gold
und Platin die Poren von Hartfiltern passieren und ob sie in Gelatine oder Agar-
gallerte diffundieren, war also offenbar bereit, seine Ansichten erforderlichenfalls
zu korrigieren. Zweitens muBte sich BEIERINCK selbst tiberzeugen, daf das Virus
der Mosaikkrankheit nur schwer diffusibel ist und da es durch die Wand der
Porzellanfilter partiell zuriickgehalten wird, da der filtrierte Saft in gleicher Dosis
schwicher wirkte als der unfiltrierte. Aber er erledigte diesen Konflikt durch folgen-
den ,,Gegenbeweis*: Filtriert man Malzextrakt durch eine Porzellankerze, so geht
von den im Extrakt enthaltenen Fermenten die Granulase weit schwerer durch das
Filter. ,,Und doch — heiB3t es weiter — ,,ist die Granulase ein in Wasser sehr leicht
16slicher Stoff, also nicht korpuskuldr; daher sei es auch ganz verfehlt, aus der
erschwerten Passage des Mosaikvirus durch die némlichen Filter auf seine korpus-
kuldre Natur zu schliefen.

BEIJERINCK hat aber das Mosaikvirus nicht einfach als fliissiges bzw. wasser-
16sliches Contagium, sondern als Contagium vivum fluidum bezeichnet. Wie ist
das zu verstehen? DafBl sich das Virus in der infizierten Tabakpflanze stark ver-
mehrt, war nicht zu bestreiten und wurde auch von BEIJERINCK als absolut sicher
betrachtet, weil eine kleine Virusquantitat ausreicht, um zahlreiche Blatter krank
zu machen, und weil man aus diesen kranken Blittern wieder Material gewinnt,
um unbegrenzt viele neue Pflanzen zu infizieren. Diese Tatsache mulite aber mit
der Hypothese der Wasserloslichkeit in Konnex gesetzt werden, und BEIJERINCK
sah ein, ,,daf Reproduktion und Wachstum eines geldsten Kérpers zwar nicht
undenkbar, dennoch schwierig vorstellbar ist”. Fiir ihn hatte ja, wie oben aus-
gefithrt wurde, das Wort ,,wasserldslich” die Bedeutung von ,,molekulardispers®‘,
und auf den Begriff des sich erndhrenden und durch Teilung vermehrenden Molekiils
wollte er sich nicht einlassen, da er ihm ,,unklar, wenn nicht naturwidrig* zu sein
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schien. Er hatte jedoch festgestellt, daB das Mosaikvirus aulerhalb der Wirts-
pflanze zwar existenzfahig ist, dafl es sich aber nur in der Pflanze vermehren
kann, ja daB nur junge, in reger Zellteilung begriffene Gewebe (Blattanlagen)
empfinglich sind, und gerade dieser Umstand, die Bindung der Vermehrungs-
fahigkeit an das lebende Protoplasma der Wirtspflanze, war nach seiner Meinung
mit der gelosten oder flilssigen Natur des Agens vereinbar, besser als mit der
Vorstellung von mikroskopisch unsichtbaren Organismen. Denn diese sollten
sich wie die gewohnlichen parasitischen Bakterien auch aufBlerhalb des Wirtes
vermehren kénnen und entweder sichtbare Kolonien bilden oder wenigstens den
Néahrboden verindern, was aber BEIERINCK selbst bei Verwendung optimaler
Substrate fiir parasitische und saprophytische Pflanzenbakterien nie konstatieren
konnte, wenn er das Mosaikvirus zu ziichten versuchte.

Es ist klar, da3 BEIJERINCK mit diesen Ausfiihrungen den belebten Charakter
der Viruselemente in Abrede stellte: wie er sich aber das Verbéltnis des geldsten
(molekulardispersen) Agens zur Wirtszelle dachte und wie er trotz seines Standpunktes
zu dem Attribut ,,vivum‘‘ kam, ist seinen Arbeiten hdéchstens andeutungsweise zu
entnehmen. In einer seiner Publikationen findet sich der Passus: ,,GewissermafBen
ist es als eine Erklérung zu betrachten, daf3 das Contagium, um sich zu reproduzieren,
in das lebende Protoplasma der Zelle einverleibt werden muf, in dessen Vermehrung
es sozusagen passiv mit hineingeschleppt wird. Jedenfalls werden durch diesen Um-
stand zwei Rétsel auf eins zuriickgefiihrt, wobei allerdings nicht geleugnet werden
kann, daB die Einverleibung eines Virus in das lebende Protoplasma, wenn auch
als Thatsache festgestellt, durchaus nicht als ein klarer Vorgang zu betrachten ist.*
Es scheint also, da3 sich BEIJERINCK den ProzeB3 so vorstellte, da3 das Virus von
der Wirtszelle produziert wird; dafiir spricht jedenfalls, daB er gewisse, wenn auch
nicht vollstdndige Analogien mit den Enzymen erwidhnt, ,,welche auf dhnliche Weise
wie das Contagium fluidum in den Zellen gebildet werden und gleichfalls als selbsténdig
existenzfahig betrachtet werden mdiissen®.

Die Entdeckung des Erregers der Peripneumonie, eines mikro-
skopisch sichtbaren und gleichzeitig filtrierbaren Keimes
(Nocarp und Roux).

Die Arbeiten von LOFFLER und FroscH, IwaANowsKY und M. W. BEIJERINCK
schufen eine Basis, auf welcher sich die Problematik und Methodik der Virus-
forschung weiterentwickelte. Was in tatséichlicher Beziehung sowie an wider-
streitenden Hypothesen vorlag, 146t sich in folgende Sétze zusammenfassen:

1. Es gibt pathogene Agenzien, welche sich in praktisch unbegrenzter Folge
von einem Wirt auf den anderen iibertragen lassen, deren Elemente aber — im
Gegensatze zu den bekannten Erregern aus dem Reiche der Bakterien und
Protozoén — mikroskopisch nicht nachweisbar sind.

2. Diese Infektionsstoffe miissen sich im empfinglichen Wirtsorganismus
vermehren, da sonst ihre unbegrenzte Ubertragbarkeit sowie ihre intensive
pathogene Auswirkung nach Ansteckungen mit kleinsten Mengen undenkbar
wiéren.

3. AuBerhalb ihrer Wirte kommt eine Vermehrung dieser Agenzien nicht zu-
stande.

4. Diese Infektionsstoffe treten durch die Wiénde von Hartfiltern hindurch,
welche die kleinsten Mikroorganismen (Bakterien) zuriickhalten. ,,Invisibilitét
und ,,Filtrierbarkeit‘ sind so miteinander verbunden, daf3 die Filtrierbarkeit als
technischer Indicator und als Beweis fiir die submikroskopische Dimension der
Elementarteilchen gelten darf.

5. Uber die Natur der so charakterisierten pathogenen Stoffe sind verschie-
dene hypothetische Aussagen méglich. Es kann sich handeln:
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a) um Mikroben, welche kleiner sind als die bekannten, durch Hartfilter nicht
passierenden Bakterien (LOFFLER und FroscH);

b) um Bakterien (Ap. MAYER, IWaNOWSKY), also nicht um Mikroben von un-
bekannter, sondern von bestimmter Art, eine Annahme, die sich jedoch mit der
Filtrierbarkeit in Widerspruch setzte;

c) um geldste (molekulardisperse) Substanzen, welche in die Wirtszellen ein-
dringen und von diesen reproduziert werden (M. W. BEIJERINCK);

d) um lebende und vermehrungsfihige Molekiile, eine Kombination, die von
BEIJERINCK zwar erwihnt, aber abgelehnt wurde (siehe oben) und erst nach
laingerer Zeit wieder in der Diskussion auftauchte.

Da sich diese Feststellungen und Vermutungen zunéchst nur auf die Agenzien
der Maul- und Klauenseuche und der Mosaikkrankheit des Tabaks beschrinkten
und auch diese beiden Stoffe — von der Ubertragbarkeit und pathogenen Wirkung
abgesehen — nur negativ definiert waren, bestand keine Veranlassung, sie als
Vertreter einer besonderen Kategorie zu betrachten. BEIJERINCK befand sich
jedoch in dieser Hinsicht in einer Zwangslage. Seine Hypothese vom ,,Contagium
vivam fluidum‘ stiitzte sich der Hauptsache nach (nicht ganz!) auf dieselben
experimentellen Befunde, wie sie LOFrLER und FroscH am Agens der Maul- und
Klauenseuche erhoben hatten ; um konsequent zu bleiben, durfte er sich daher den
Ansichten dieser Autoren iiber die korpuskulire (mikrobische) Natur des Virus
der Maul- und Klauenseuche nicht anschlieBen und hat dies auch expressis verbis
abgelehnt. Damit war — wenn auch nur implicite — eine Ausdehnung der Theorie
der geldsten Kontagien angestrebt, w. zw. nicht nur auf das Virus der Maul- und
Klauenseuche, sondern ganz allgemein auf alle Fille, in denen sich kinftighin ein
identischer Sachverhalt ergeben wiirde.

Diese Generalisationstendenz wurde jedoch sozusagen im Keime erstickt. Zu
derselben Zeit, in der BEITERINCK seine Untersuchungen publizierte (1898), gelang
Nocarp und Roux der Nachweis, da die Peripneumonie der Rinder durch einen
Mikroorganismus hervorgerufen wird, der zwar noch mikroskopisch sichtbar war,
dessen Dimensionen aber weit kleiner waren als die Ausmafle der damals be-
kannten Bakterien ; eine Aussage iiber die Form der Gebilde konnten NocarDp und
Roux selbst auf Grund geférbter Priparate nicht machen. Die Ziichtung in vitro
erwies sich als méglich, und die Vermehrung auf unbelebten Medien war so leb-
haft, daB das Wachstum trotz der minimalen GréBe der Elemente makroskopisch
erkennbar war (Triibung in Rinderserumbouillon). Als NocarD diese Forschungs-
ergebnisse auf dem internationalen KongreB fiir Hygiene in Madrid 1898 mitteilte,
richtete LOFFLER an ihn die Frage, ob ,,das Virus der Peripneumonie durch
Filterkerzen hindurchgehe‘; NocaARD gab eine verneinende Antwort, korrigierte
sie aber schon 1899 in dem Sinne, daB die entdeckten Erreger Hartfilter zu
passieren vermogen, wenn man das Ausgangsmaterial (Lungensaft, serdse Exsu-
date) hinreichend verdiinnt und Kerzen von héherer Durchléssigkeit verwendet.

Nocarp und Roux waren sich dariiber im klaren, daB ihren Untersuchungen
eine iiber die Losung eines Spezialproblems hinausgehende Bedeutung zukomme.
Sie erblickten in ihrer Entdeckung die Anwartschaft auf analoge Erfolge bei
anderen Virusarten, ,,dont le microbe est resté jusqu’a présent inconnu‘, rechneten
also damit, daB sich der mikroskopische Nachweis ebenso wie die Ziichtung auf
unbelebtem Nihrsubstrat auch in anderen Fillen als moglich erweisen wiirden.
Da sich ferner der Erreger der Peripneumonie noch gerade diesseits der mikro-
skopischen Sichtbarkeitsgrenze befand, hielten sie es eben aus diesem Grunde fiir

! Das Wort ,,Mikroben‘* wurde von M. Sgpirror 1878 eingefiihrt, um Mikro-
organismen verschiedener Art zusammenfassend zu bezeichnen.
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statthaft, die Existenz noch kleinerer Mikroben anzunehmen, welche jenseits von
dieser Grenze, d.h. unsichtbar sind. Schérfer prézisiert — wie das die retro-
spektive Betrachtung gestattet — lag die prinzipielle Wichtigkeit der Befunde
von NocarD und Roux in der Tatsache, dafl dort, wo man eine tiefe Kluft an-
nehmen zu miissen glaubte, ein Bindeglied eingeschaltet wurde, womit die Vor-
stellung einer ununterbrochenen Grofenskala der Mikroorganismen angebahnt war.

Die niichsten Konsequenzen der Untersuchungen von Nocarp und
Roux iiber den Erreger der Peripneumonie.

Als unmittelbare Konsequenz ergab sich aus diesen Arbeiten die Kinsicht,
daB3 sich Invisibilitdt und Filtrierbarkeit keineswegs decken miissen. In ver-
schiedenen Fassungen wurde dieser Satz von E. Roux, A. BorrEL, E. v. EsMARCH
und REMLINGER wiederholt unterstrichen, und zum Erreger der Peripneumonie
gesellten sich bald andere Beispiele gleicher Art, die man, auch wenn sie keine
infektiosen Keime betrafen, besonders hervorhob (Esmarcrs Spirillum parvum,
die Micromonas Mesnili BORRELs u. a.). Aber gerade der Umstand, dal man auf
die Feststellung dieses Sachverhaltes so grofies Gewicht legte, beweist, daf3 sich
bereits die gegenteilige Ansicht eingewurzelt hatte, von der man sich nun auch
angesichts der widersprechenden Tatsachen nicht ohne weiteres freimachen konnte.
Der Nachweis der Kombination von Sichtbarkeit und Filtrierbarkeit wirkte
offenbar als Uberraschung, und wie nachhaltig diese Empfindung war, geht u. a.
daraus hervor, dafl B. LipscrtTz noch im Jahre 1909 als wesentlichstes Verdienst
von Nocarp und Roux die erste Entdeckung eines wisiblen und gleichzeitig
filtrierbaren Virus bezeichnete. Dieses latente Festhalten an einer unhaltbar ge-
wordenen Vorstellung erscheint auf den ersten Blick um so weniger versténdlich,
als zur Zeit der Entdeckung des ersten ,sichtbaren und filtrablen Mikroben‘
auch schon die variable Durchléssigkeit der Hartfilter bekannt war.

Nocarp selbst hat dazu einen Beitrag geliefert, indem er feststellte, daB3 der Er-
reger der Peripneumonie die Chamberlandkerze F und Berkefeldkerzen mit Leichtig-
keit passiert, durch die Filter von Kirasato und die Chamberlandkerze B dagegen
zuriickgehalten wird. Schon dieser Umstand allein hétte geniigen sollen, um ein-
zusehen, daB das Verhalten gegen beliebige Hartfilter nicht dazu dienen kann, einen
dimensionalen Grenzwert zu bestimmen, und daB es keinen Sinn hat, von ,,filtrier-
barem Virus® zu sprechen, wenn man nicht zumindest die Filtertype angibt, fur
welche diese Aussage zu gelten hat.

Aber schlieBlich miissen solche Vorginge im Gebiete der Wissenschaft, auch
wenn sie hinterher als unlogisch imponieren, doch ihre bestimmten Griinde haben,
die sich auch im vorliegenden Falle unschwer ermitteln lassen.

BE1sERINOK hat den Saft der mosaikkranken Tabakbldtter durch Porzellan-
filter gezogen, weil die mikroskopische und kulturelle Untersuchung desselben irotz
aller aufgewendeten Miihe negative Resuliate gab. Das Filtrationsexperiment sollte
mit anderen Worten den negativen morphologischen Befund legitimieren und diese
methodologische Bestimmung hat es in der Folgezeit behalten. Fand man in einem
spezifisch infektiosen Material keine Mikroorganismen, die als Erreger ange-
sprochen werden konnten, so wurde die Filtration durch Hartfilter ausgefiihrt
und die Wirksamkeit des Filtrats galt als zureichende Erklérung fiir den MiB3-
erfolg der mikroskopischen Priifung. Und obwohl wir heute auf einem anderen
Standpunkt stehen, verfahren wir doch praktisch noch immer in gleicher Weise.
Die Passage durch Hartfilter ist zwar jetzt nicht mehr ein zureichender Beweis
fiir die Invisibilitdt des Erregers und 148t daher auch die mikroskopische Unter-
suchung nicht mehr als aussichtslos erscheinen, aber sie ist ein bequemes Orien-
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tierungsmittel geblieben, welches Aufschlufl bietet, in welches GroBenbereich der
gesuchte Keim gehéren kann, und besonders auch, in welchem Bereiche er nicht
zu finden ist. Wir benutzen die Hartfilter ferner, um Infektionsstoffe verschie-
dener Groflenordnung voneinander zu sondern. Daf sich die Bezeichnung
,ofiltrierbar® in der Mikrobiologie als versuchstechnische Qualifikation einbiirgern
konnte, wire somit begreiflich. Wie konnte aber die Filtrierbarkeit die Be-
deutung eines biologischen Kriteriums gewinnen ?

Entstehung der Bezeichnung ,filtrierbares Virus‘.

Die Zahl der Infektionsstoffe, welche &dhnliche Eigenschaften aufwiesen wie
das Agens der Maul- und Klauenseuche, nahm rasch zu. Als die erste zusammen-
fassende Darstellung aus der Feder von E. Roux erschien (1903), gab es bereits
zehn, und damit war zunéchst einmal die sprachliche Notwendigkeit vorhanden,
das Objekt der neuen Forschungsrichtung zu benennen. E. Roux entschied sich
fir ,,sogenannte invisible Mikroben® (,,sogenannte’‘, weil der Erreger der Peri-
pneumonie, den er miteinbezog, sichtbar war). P. REMLINGER, von dem die
zweite Ubersicht (1906) stammt, erklirte Bezeichnungen wie ,,invisible Mikroben
oder ,,ultramikroskopische Organismen® fiir zuldssig, gab aber dem Ausdruck
,sftltrierbare Mikroben den Vorzug, jedoch nur aus dem Grunde, um nicht schon
durch den Namen etwas iber die Natur dieser Keime zu prajudizieren. Und man
begreift diese Motivierung, wenn man an einer anderen Stelle des Referats er-
tahrt, dal REMLINGER nicht geneigt war, in den filtrierbaren Infektionsstoffen
Reprisentanten einer besonderen Klasse der Mikroorganismen zu sehen. Er hielt
es fir wahrscheinlich, daB der groBere Teil zu den Bakterien gehort, wollte aber-
einigen Agenzien, wie z. B. den durch Insekten iibertragbaren Kontagien (Gelb-
fieber, Horse-sickness) eher den Charakter von Protozoén zusprechen; obwohl er
eine Reihe von allgemeinen oder fast allgemeinen FEigenschaften aufzdhlt (In-
visibilitdt, Unféhigkeit der Vermehrung auf unbelebtem Néhrsubstrat, geringe
Hitzeresistenz, Bildung von Zelleinschliissen, Ahnlichkeit der anatomischen Ver-
anderungen), hilt er sie doch offenbar fiir unzureichend, um auf dieselben die
Behauptung der biologischen Homogenitit der ganzen Gruppe zu basieren. Die
Filtrierbarkeit und die durch sie bestimmte Dimension der Mikroben zu einem
biologischen Kriterium zu erheben, lag Roux sowohl wie REMLINGER fern, was
schon daraus hervorgeht, daB sie Abstufungen dieser Eigenschaft (schwer, leicht
oder besonders leicht filtrierbar) unterscheiden. DaB sie ausfiihrlich auf die
Kautelen der Filtration durch Hartkerzen eingehen, welche man streng beachten
mulB, um ein Agens unter die filtrierbaren Mikroben einreihen zu diirfen, bedeutet
an sich noch keine Inkonsequenz.

Nur in einer Beziehung bestand weder bei RoOUX noch bei REMLINGER ein
Zweifel an der Einheitlichkeit der filtrierbaren Infektionsstoffe: es sollte sich in
jedem der damals bekannten Félle um Mikroben handeln.

Roux besprach die Arbeiten von BEIERINCK und fand die Hypothese vom
»»Contagium vivum fluidum*‘ zwar sehr originell, meinte aber doch, es sei weit einfacher,
auch beim Virus der Mosaikkrankheit des Tabaks einen Mikroorganismus von mini-
malen Dimensionen anzunehmen. Dafl dieses Virus einer Temperatur von 70°C
oder einer mehrmonatigen Einwirkung von 95%, Alkohol widersteht, wollte Roux
durch die Hilfshypothese umgehen, daB der supponierte Keim Sporen bildet; ein
frithes Beispiel fiir die in der Folge noch oft wiederkehrende Willkiir, mit welcher
man Tatsachen beiseite zu schaffen suchte, welche einer einheitlichen Auffassung
widerstrebten. Doch wahrt Roux insofern die Kritik, als er die Frage aufwirft,
ob sich das Mosaikvirus auch bei der Filtration durch weniger durchlissige Filter,
als sie BEWERINCK benutzt hatte, wie eine geloste Substanz verhalten wiirde.
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Die Ansicht, dal jeder filtrierbare Infektionsstoff ein Mikroorganismus sein
muB, erweckte, obwohl sie eine nicht streng bewiesene Verallgemeinerung war,
keine Bedenken. Fiir die Annahme einer geldsten Substanz im Sinne BErI1sE-
RINCES fehlte, wie A. LopE und I. GRUBER in einer Mitteilung tiber das Hithner-
pestvirus (1901) schrieben, ,,eine Analogie und subjektiv der Glaube“. So ver-
schwand die Vorstellung eines unbelebten Contagiums zeitweilig aus der Dis-
kussion. Die Bezeichnung , filtrierbare Mikroben‘ vermochte sich jedoch nicht
durchzusetzen; man wollte der Unsicherheit der Situation eben doch Rechnung
tragen und einigte sich ohne ausdriickliche Ubereinkunft auf das ,.filtrierbare
Virus®.

Die wechselnde Definition des Virusbegriffes in historisch-
kritischer Beleuchtung.

Es ist nicht iiberfliissig, an dieser Stelle zunéchst eine kurze Erorterung iiber
die Vokabel ,,virus‘“ einzuschalten. Das Wort, das im klassischen Latein nur im
Singular gebraucht wurde, bedeutete urspringlich ein Gift u.zw. ein Gift
tierischer Provenienz z. B. Schlangengift, Geifer eines tollwiitigen Hundes,
eitrige Materie usw. Mit der Erkenntnis des prinzipiellen Unterschiedes zwischen
Giften und Infektionsstoffen gewann ,,Virus® immer mehr die Bedeutung von
Contagium, d. h. jener hypothetischen Substanz, welche bei der Ansteckung vom
Kranken auf den Gesunden iibertragen wird. PASTEUR verwendet ,,Virus‘‘ schon
in seinen ersten Arbeiten iiber &tiologische Probleme nur noch in diesem Sinne
und versteht unter ,,maladies virulentes” die Infektionskrankheiten. PASTEUR
sprach jedoch auch dann von einem Virus, wenn der Erreger bereits bekannt war,
wie z. B. beim Milzbrand oder bei der Hiihnercholera, und diese — an sich be-
rechtigte — Ausdrucksweise hat sich vereinzelt in der neueren Literatur erhalten ;
im allgemeinen ist dies aber heute nicht mehr iiblich.

In dem Mafle, als sich die Entdeckungen von morphologisch und biologisch
bestimmbaren pathogenen Mikroorganismen mehrten, wurde aus dem ,,Virus
wieder das, was es frither war, ndmlich das unbekannte oder — besser gesagt —
das nicht oder wicht genaw bestimmie Contagium. Der Begriff umfalt somit den
nicht vollig gelosten Teil der ditiologischen Forschungsprobleme, also nicht ausschlief3-
lich den aus dimensionalen Griinden unldsbaren Teil; ein nicht niher bekanntes
bzw. nicht bestimmtes Agens wiirde heute jedermann unbedenklich und ohne
Widerspruch zu erfahren als Virus bezeichnen, auch wenn es ,,nicht filtrierbar‘
wire. Daraus erhellt, da das Virusgebiet verdnderlich sein muf3, insbesondere,
daB es sich nicht nur durch Feststellung neuer Infektionsstoffe erweitern, sondern
auch durch schirfere Bestimmung der bereits als spezifische Agenzien erkannten
Kontagien verkleinern kann.

Sehr charakteristisch fiir solche nachtrigliche Ausscheidungen aus dem Kreis
der ,,echten‘ Virusarten ist die Einstellung vieler neuerer Autoren zu den Erregern
der Pleuropneumonie und der Agalaktie. LEDINGHAM meint in seinen ,,Studies
on virus problems®, dafl diese Keime offenbar keinen Anspruch auf die Bezeich-
nung ,,Virus® hitten, weil sie sich auf kiinstlichen Nihrbiden ganz wie Bakterien
verhalten (,,in view of their frankly bacterial nature when cultivated on artificial
media, so simple as serum agar or serum broth*“). Das heilit natiirlich nicht, daf3
ein Virus kein Bacterium sein kann oder, préziser formuliert, daBl es sich hier
um zwei biologisch oder auch nur systematisch inkompatible Begriffe handelt,
sondern nur, daf} ein Virus, dessen bakterielle Natur erwiesen ist, bei den Bak-
terien eingereiht werden darf.

In primitiver, aber unverhiillter Gestalt tritt uns dieser Standpunkt bei F. Luckscua
entgegen, der 1934 vorschlug, jeden Krankheitserreger als ,,Virus®“ zu bezeichnen,
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,»der weder zu den Bakterien noch zu den Protozoén gehért. Wir werden auf diese
Verhiéltnisse noch an anderer Stelle zuriickkommen und beschrédnken uns vorldufig
auf die Feststellung, da8 es bis zu einem gewissen Grade dem subjektiven Ermessen
anheimgestellt ist, wann ein Contagium als hinreichend determiniert zu gelten hat,
um seine Eliminierung aus der Reihe der Virusarten mit Erfolg beantragen zu kénnen.
Es ist jedoch unverkennbar, daf auch heute noch nicht so sehr biologische Kriterien
mafgebend sind als die Unmdéglichkeit oder Unvollkommenheit der morphologischen
Differenzierung. Auch fir LEDINGHAM ist die Erforschung der Morphologie der Keime
der Pleuropneumonie und Agalaktie das entscheidende Motiv und nicht die Kultivier-
barkeit auf unbelebtem Né&éhrsubstrat; solange man in den Kulturen nichts sah
als winzigste Granula, war die Zuordnung dieser Mikroben zu den Virusarten trotz
der gelungenen Ziichtung nach seiner Auffassung zuldssig (vgl. 1. c., S. 338).

Um einen dem Mikrobiologen geldufigen Vergleich heranzuziehen, standen und
stehen die Virusarten zu den parasitischen Bakterien und Protozoén in einem &hn-
lichen Verhéltnis wie die Typen I, IT und IIT der Pneumokokken zur Gruppe IV
in dem frither iiblichen Schema. Die ,,Gruppe IV‘ ist jetzt in bestimmte Typen
aufgeldst und hat damit aufgehort zu existieren; das gleiche Schicksal ist dem Virus-
begriff zufolge seiner Entstehungsgeschichte potentiell beschieden, nur kann man
derzeit nicht voraussehen, ob und wann er sich durch genauere Bestimmung und
Sichtung seines heterogenen Inhaltes als tiberfliissig erweisen wird.

Die Versuche, den Virusbegriff im Widerspruch mit seiner
Entstehungsgeschichte biologisch zu interpretieren.

Wie der Gedanke entstand, daB die Virusarten eine biologisch einheitliche
Gruppe von Infektionsstoffen (itbertragbaren Agenzien) représentieren, und wie
er sich trotz seiner Unhaltbarkeit bis auf die Gegenwart zu behaupten vermochte,
wurde zum Teil bereits angedeutet. Den ersten Schritt in dieser Richtung hat
wohl BEITERINCK gemacht, indem er fiir alle filtrierbaren Kontagien die Wasser-
loslichkeit d.h. die molekular-disperse Aufteilung forderte. Aber BEIJERINCK
blieb mit seiner Auffassung ganz isoliert; so gut wie alle Autoren hatten sich zur
Ansicht von LOorFLER und FroscH bekannt, welche in der Annahme kleinster
Mikroben die einzige rationale Lésung sahen, und von diesem Standpunkt beurteilt,
muflite die Lehre von der biologischen Zusammengehdrigkeit simtlicher Virus-
arten naturgemifl anders begriindet werden. In letzter Instanz beruhte sie
zweifellos auf dem FehlschluB3, dafl eine einheitliche und eigenartige Methodik
biologisch identische oder verwandte Objekte besonderer Art voraussetze, ein
Schluf}, der um so weniger zuldssig war, als die benutzten Methoden zunichst
fast durchwegs negativ charakterisiert waren (Wegfall der mikroskopischen Unter-
suchung, Ausschliefung gréferer Dimensionen durch die Filtration, beherrschende
Stellung des Tierexperiments infolge des Versagens anderer Forschungsmittel).
Es kam aber noch ein anderes Motiv hinzu.

Es setzten Bestrebungen ein, bei einer kleineren oder gréferen Zahl von Virus-
arten gemeinsame Eigenschaften festzustellen u. zw. biologische Eigenschaften
oder doch solche, die von den rein dimensionalen Aussagen und ihren unmittel-
baren Konsequenzen unabhéingig waren.

Den ersten Vorsto8 in dieser Richtung machte A. BORREL (2) schon im Jahre 1903.
BORREL wollte allerdings keinen Beweis fiir die biologische Einheitlichkeit der Virus-
arten erbringen, sondern die mikroparasitire Atiologie der Carcinome auf indirektem
‘Wege stiitzen. Von dieser Absicht geleitet, suchte er zu zeigen, dafl gewisse infektitse
Agenzien die Fahigkeit haben, Epithelien zur Proliferation anzuregen und sogar
die Bildung kleiner tumorartiger Wucherungen hervorzurufen. Unter den Agenzien,
welche solche ,,infektiose Epitheliosen® erzeugen, nannte BORREL besonders eine
Reihe von Virusarten: Schafpocken, Vaccine, Variola, Maul- und Klauenseuche,
Rinderpest, Gefligelpocken. Diese Studie BORRELs beeinflute die Entwicklung
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der Virusforschung, so weit sich dies in dem zeitgendssischen Schrifttum spiegelt,
kaum in nennenswertem Grade und konnte daher unerwihnt bleiben, wenn sie
nicht die Ansétze zu so manchen Ideen enthielte, die auch in der Gegenwart eine Rolle
spielen. Vor allem hat BORREL als ordnendes und zusammenfassendes Prinzip die
Art der pathologischen Auswirkung herangezogen, u. zw. in doppelter Hinsicht,
einmal, indem er die Affinitdt der Virusarten zu bestimmten Wirtszellen betonte,
dann aber auch, indem er die Natur der krankhaften Verénderung (die Proliferation
im betrachteten Falle) beriicksichtigte. Auf derselben Basis wurden spéter, als die
Zahl der Virusarten stetig anschwoll, verschiedene Gruppierungen und Systeme
der Virusarten aufgebaut, so von B.LipscEUTZ (2), C. LEVADITI, TH. RIVERS (2b),
E. W. Hurst (2) u. a.

Allgemeine Beachtung, wenn auch nicht allgemeine Zustimmung, fand da-
gegen S.V.ProwazEx (I), als er 1907 mit dem Vorschlag hervortrat, aus der
Masse der Virusarten eine bestimmte Gruppe herauszuheben und sie provisorisch
als Chlamydozoén zu bezeichnen. Den Ausgangspunkt bildete ein mikroskopischer
Befund. Die Firbung von Trachomeinschliissen nach Gremsa liel zwei Bestand-
teile erkennen : eine amorphe blaue Grundsubstanz und feinste, scharf umschriebene,
anscheinend in Teilung begriffene, rot gefirbte Kérnchen. PRowazEk nahm an, daf3
die Kérnchen die Viruselemente reprasentieren und dafl die Grundsubstanz das
Reaktionsprodukt der Wirtszellen auf die Anwesenheit und Vermehrung des Er-
regers darstelle ; da die Grundsubstanz die Kérnchen mantelartig umhiillte, wihlte
er den Namen ,,Chlamydozoén‘‘ (von zAeuts = Mantel und {@ov = Tier) und
wollte damit auch gleichzeitig zum Ausdruck bringen, daf3 er diesen Mikroorganis-
men nicht den Charakter von Bakterien, sondern eher von Protozoén zuzuschreiben
geneigt war. v.ProwAzEK dehnte alsbald diese Theorie auf andere Viruskrank-
heiten aus, bei welchen typische Zelleinschliisse festgestellt worden waren.

DaB unter diesen Krankheiten auch der Scharlach aufgefuihrt wurde (die MALLORY -
schen ,,Scharlachkérperchen‘® werden in einer der ersten Arbeiten PROWAZEKs aus-
fithrlich besprochen und abgebildet), ist nicht blo von historischem Interesse, weil
die Anerkennung des MALLORYschen ,,Cyclasterion scarlatinae‘ als eines spezifischen
Zelleinschlusses einen Irrtum bedeutet, der einem Forscher ersten Ranges unterlief.
Sollten nicht jene Autoren, welche in der Interpretation mikroskopischer Befunde
keine Hemmung kennen, dazu verhalten werden, den ,,Fall der Scharlachkérperchen‘
eingehend zu studieren ?

B. LipscrUTz hat es spiter als ,fast paradox‘ bezeichnet, dal es sich auf
Grund der Untersuchungen von LINDNER herausstellte, der Chlamydozoénbegriff
passe gerade auf die Trachomeinschliisse am wenigsten ; nach LINDNER existiert
hier ndmlich kein ,,Mantel im Sinne ProwAzEks, so dalBl die Einschliisse als
,nackte Aggregate der Viruselemente anzusehen wiren. Uberlegt man sich je-
doch den Sachverhalt, so erscheint die Bezeichnung ,,Manteltiere” ohnehin ver-
fehlt, da die Hiillsubstanz — nach der Ansicht von PROWAZEK — nicht von den
Mikroben, sondern von den Wirtszellen produziert wird. Die Hiillsubstanz ist
in der Konzeption von PROwWAzEK nur der sichtbare Ausdruck der pathologischen
Reaktion infizierter Wirtszellen, sie ist ihm ein Beweis, daB nicht eine bloBe
Phagocytose vorliegt, wie etwa bei der Lagerung von Gonokokken im Cyto-
plasma polymorphkerniger Leukocyten, sondern eine Invasion parasitirer Mikro-
organismen. Von diesem Standpunkt aus wie auch wenn man das Fortleben der
Vorstellungen als Priifstein verwendet, gelangt man zu anderen Ansichten iiber
den wesentlichen Inhalt der Chlamydozoéntheorie. Drei fithrende Motive heben
sich vom nebensichlichen und ephemeren Beiwerk ab:

1. Die Tendenz, die Viruselemente morphologisch (in erster Linie durch ge-
eignete Férbungen) zu erfassen und so den Weg weiter zu verfolgen, den Roux
und NocARD beim Agens der Peripneumonie betreten hatten.
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v. PROWAZEK (3) selbst hatte schon friher (1905) Elementarkérperchen (die
spéateren PAsCHENschen Korperchen) in Vaccinelymphe festgestellt, beschrieben
und abgebildet; in das Jahr 1904 fillt ferner die Entdeckung solcher Gebilde bei
den Gefliigelpocken [A. BORREL (4)]. Elementarkérperchen in Vaceinelymphe
scheinen auch CALMETTE und GUERIN 1901 gesehen zu haben. Nach einer historischen
Studie von M. GORDON gehen analoge Befunde sogar noch viel weiter zuriick, da
JouN Buist schon 1887 ein Buch iiber Vaceine und Variola publiziert hatte, in welchem
er iiber kleinste, 0,15 u im Durchmesser haltende Kérnchen berichtete, die — nach
den Abbildungen und sonstigen Daten zu schlieBen — die PAscHENschen Kérperchen
gewesen sein diirften; die Befunde von J.BUIST fallen indes noch in die Zeit vor
Iwanowsky und fanden keine Beachtung.

2. Die Aufstellung des Begriffes der ,,intracelluldren Viruskolonie; der Aus-
druck stammt zwar aus einer spéateren Epoche, doch ist es klar, dal er das be-
nennt, was PROWAZEK gemeint hat.

3. Das Abriicken von der einfachen Auffassung, die Virusarten seien nicht
nur dimensional, sondern auch biologisch als eine bloe Fortsetzung der GroBen-
skala pathogener Bakterien zu betrachten, einer Auffassung, die vom Beginn an
in Iwanowsky sowie LOFFLER und FroscE Vertreter gefunden hatte. v.Pro-
WwAZzEK konnte sich von dieser primitiven Analogie emanzipieren, indem er nicht
von den Dimensionen, sondern von biologischen Kriterien ausging, um seine
Chlamydozoén zu kennzeichnen, von ihrem Verhalten gegen (alle und taurochol-
saures Natrium sowie gegen Saponin, von den Immunitétsphidnomenen der in-
fizierten Wirte und ganz besonders auch vom Verhalten der Erregerelemente zu
den Wirtszellen.

Es wurde bereits betont, da3 PRowazex die intracellulire Lage der ,,Chlamydo-
zoén‘’ nicht auf phagocytédre Vorgénge bezog, sondern auf eine Zellinfektion,
daB er also diesen Mikroben die Eigenschaften von Zellschmarotzern zuerkannte.
Da er aber sah, daf die parasitierten Zellen zunéchst fast gar nicht geschadigt
werden, ja daf sie sich noch normal teilen kénnen, wollte er die Beziehung ,,im
Sinne der Zelle als eine Art Symbiose auffassen, die erst in spiteren Stadien des
Prozesses ,,zu einer eigentlichen Schidigung ausartet®‘. Biologisch erscheint dies
insofern wichtig, als PRowAzEK hier von der in der Medizin gangbaren Vor-
stellung der Infektion als eines Kampfes zwischen zwei Antagonisten abweicht
und einen erheblichen Infektionszustand der Wirtszellen mit normalem Funktions-
ablauf fiir vereinbar hilt. Hervorzuheben ist ferner, dal PrRowazex seine Chla-
mydozoén keineswegs als obligate Zellparasiten betrachtete, die sich auBerhalb
bestimmter Wirtszellen iiberhaupt nicht zu vermehren vermdgen. Er hat wieder-
holt festgestellt (so noch 1912 in dem gemeinschaftlich mit B. LiescutTz ab-
gefalten Artikel ,,Chlamydozoén‘ im Handbuch der pathogenen Protozoén), daf
die Entwicklung dieser Keime einen ,,dimorphen Charakter hat, d. h. daf} die
Viruselemente sowohl extracelluldr als auch intracelluldr auftreten und daff man
in beiden Fillen die hantelformigen Teilungsstadien beobachten kann. Der Ver-
such, eine méglichst grofe Zahl von Virusarten als obligate Zellschmarotzer hin-
zustellen (GooprasTurEs Theorie des Cytotropismus) gehért einer spéateren
Epoche an.

PROWAZEK (2) anerkannte 1912, daB seine urspriingliche Ansicht iiber die Struktur
der Trachomeinschliisse auf Grund der Forschungen von LINDNER (siehe oben)
einer Korrektur bediirfe. Dieser Umstand sowie eigene Studien brachten ihn zu
der ﬁberzeugung, ,,daB die vorldufige Chlamydozoéngruppe einer weiteren tiefgreifen-
den Gliederung unterworfen werden miisse’. Er nahm selbst eine Einteilung in
drei Untergruppen (hauptséchlich nach der besonderen Beschaffenheit der Zell-
einschliisse) vor, verzichtete aber darauf, die Unterschiede durch eine spezielle
Nomenklatur zum Ausdruck zu bringen, ,,weil die Entwicklung des Virus und das
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Verhalten der Einschlisse noch nicht definitiv gekldrt sei‘. Man darf sich jedoch
fragen, was nach dem Aufgeben des einheitlichen Charakters der Chlamydozoén-
gruppe noch bestehen blieb; wohl nicht mehr als die oben formulierten allgemeinen
Gedanken, welche PROWAZEK bei der Aufstellung dieses klassifikatorischen Begriffes
leiteten, den er selbst nur als ein Provisorium einschétzte.

Die Chlamydozoéntheorie wurde, kaum dal} sie von ihrem Urheber zur Dis-
kussion gestellt worden war, in einer sehr eigenartigen Form ,.erweitert u. zw.
von B. Lrpscmtitz. LipscuUTz fihrte den Ausdruck ,,Strongyloplasmen’
(oT@dyyvAos = rund) ein, und wollte damit sagen, dafl man bei einer Reihe von
Virusarten kleinste, rundliche Gebilde mikroskopisch feststellen kann, welche als
die Erreger der Krankheiten, bei welchen sie nachweisbar sind, angesehen werden
koénnen. LipscHUTZ, dessen grofle Verdienste um die Morphologie der Virusarten
ohne Riickhalt anerkannt werden sollen, hat nun den Vorschlag gemacht, die
Virusarten in zwei grole Gruppen einzuteilen, in die ,mikroskopisch unsichtbaren
filtrierbaren Infektionserreger’ und in die Gruppe der Chlamydozoén-Strongylo-
plasmen (Prowazeg-LipscutTz), d.h. jene Virusarten, bei denen in den er-
krankten Wirtsgeweben ,,charakteristische mikroskopische Befunde konstant
festgestellt werden konnen‘‘. Ob diese Befunde Zelleinschliisse sind oder nur die
feinen, rundlichen Elementarkérperchen (die Strongyloplasmen), war fir Lip-
scH{Tz irrelevant; und als Strongyloplasmen bezeichnete wiederum LipscHUTz
die Elementarkorperchen der Variola-Vaccine oder des Molluscum contagiosum
ebenso wie die ,,filtrierbaren und ziichtbaren Korperchen der Peripneumonie der
Rinder‘‘. LrpscutTz, dem sich merkwiirdigerweise PRowAzEK anschlo3, meinte,
daB der Name Strongyloplasmen zu den Chlamydozo&en nicht im Gegensatz
stiinde. Das ist allerdings richtig, weil eben ein Gegensatz infolge des disparaten
Inhaltes der beiden Begriffe a limine ausgeschlossen ist. Die Chlamydozoén
repriisentierten eine biologisch charakterisierte Gruppe, die Strongyloplasmen
waren dagegen von dem Rest der Virusarten blof dimensional bzw. durch die
mikroskopische Sichtbarkeit ihrer Elemente abgegrenzt. Es darf wohl gesagt
werden, dafl die Einteilung der Virusarten in Strongyloplasmen und solche, bei
denen man eine analoge Beschaffenheit der Elemente nicht konstatieren kann,
einen Riickfall in die primitive Denkweise der ersten Epoche der Virusforschung
bedeutete, mit dem Unterschiede, dafi die Trennungslinie zwischen sichtbaren
und unsichtbaren Erregern nach abwérts verschoben und in den Bereich der
Virusarten selbst verlegt wurde. Wie es gar nicht anders sein konnte, umfaf3ten
die Strongyloplasmen ebenso wie die Restgruppe ganz verschiedene Dinge, und
anderseits war es mit Sicherheit anzunehmen, daB nahe verwandte infektiGse
Agenzien durch die Einteilung von LipscHUTZ auseinandergerissen wurden.

Zwischen den Chlamydozoén und den Strongyloplasmen bestand, wie aus den
Ausfithrungen von LipscHUTzZ und von ProwAzek klar hervorgeht, nur insofern
ein loser Zusammenhang, als die fir die Chlamydozoén charakteristischen Zell-
einschliisse ganz oder zum Teil aus kleinsten, rundlichen Elementarteilchen aufgebaut
sein koénnen, also aus ,,Strongyloplasmen‘‘ nach der Definition von LipscEtTZ. Doch
rechtfertigte dies selbstverstédndlich nicht die Verkuppelung der beiden heterogenen
Begriffe zu einem einzigen (,,Chlamydozoén-Strongyloplasmen®), unter welchen
dann der Erreger der Peripneumonie ebensogut subsumiert werden durfte wie
der Variolakeim. Aber das so ungleiche Gespann fand Beifall, und als Lipscutitz 1930
seinen Artikel im Handbuch der pathogenen Mikroorganismen verdffentlichte, konnte
er sich darauf berufen, daB die Ausdriicke Chlamydozoén und Strongyloplasmen
von namhaften Autoren verwendet worden waren und daf3 sie sogar als einheitlicher
Begriff ihren Einzug in ein vielbenutztes Lehrbuch gehalten hatten.

Die Episode der Strongyloplasmen beleuchtet in besonders scharfer Art die
Hartnackigkeit der Bestrebungen, hinter dem Worte ,,Virus“ etwas zu suchen,
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was es kraft seiner Entstehungsgeschichte und vor einer rationalen Uberlegung
nicht sein konnte, ndmlich eine besondere und durch gemeinsame Kriterien aus-
gezeichnete Kategorie von Infektionsstoffen. ,,Um sich ein Bild zu schaffen, wie
weit man sich auf diese Art von der Wirklichkeit entfernen kann, braucht man
sich nur vorzustellen, daB8 das Auflésungsvermdgen der Mikroskope wesentlich
geringer wire, als das de facto der Fall ist, und sich die Ergebnisse einer For-
schungsrichtung auszumalen, die das so begrenzte Reich der ,,Inframikroben zu
einer natiirlichen Entitdt zusammenschweiBlen wollte [DoERR (10)]. Aber dieses
Gedankenexperiment wollte, obwohl es gewil nahelag, niemand anstellen, und
aus den neuesten Publikationen ist auch keine Neigung herauszulesen, dort
doppelt kritisch und vorsichtig zu sein, wo die optische Kontrolle ganz fehlt oder
wo das, was in das sichtbare Bereich geriickt werden kann, aus uncharakte-
ristischen ,,Elementarkérperchen‘ oder vieldeutigen Einschliissen besteht.

Hier wird aber Geschichte zur Gegenwart, und die gegenwirtige Problematik
der Virusforschung soll den folgenden Kapiteln dieses Abschnittes vorbehalten
bleiben.

Das Problem des kleinsten Organismus und die Hypothese der
unbelebten Infektionsstoffe.

Im Rahmen der historischen Darstellung muf3 aber noch das Wiederaufleben
der Diskussion Platz finden, ob man den Viruselementen in Anbetracht ihrer
minimalen GréBenausmaBe den Charakter von Mikroorganismen d. h. von Lebe-
wesen zuerkennen diirfe oder ob es sich um unbelebte Stoffe handeln miisse.

Angeschnitten wurde diese Frage bereits von BEIJERINCK (siehe S.6), aber
seine Theorie vom Contagium vivum fluidum galt selbst in jenen Fillen nicht als
annehmbar, wo — wie bei der Hithnerpest — das Filtrationsexperiment auf besonders
kleine Dimensionen hinwies; A.LODE, der in seiner ersten Arbeit mit I. GRUBER
(1902) die Méglichkeit einer fliissigen oder halbfliissigen, mit Vermehrungsfihigkeit
begabten Substanz erwog, kam noch im gleichen Jahre davon ab und bekannte
sich zu der Auffassung, die LOFFLER und FrROSCH beim Virus der Maul- und Klauen-
seuche vertreten hatten, ndmlich zur Hypothese submikroskopischer und daher
filtrierbarer Mikroben.

Die Opposition galt in erster Linie dem inneren Widerspruch zwischen ,,lebend
und ,,fliissig”. Eine formlos-fliissige oder gar geldste lebende Substanz schien un-
denkbar; wenn die Viruselemente aus lebender Substanz bestehen, dann miiBten
sie eben geformte Gebilde sein (JOEST, MROWKA). Es wandten sich daher einige
Autoren der zweiten Moglichkeit zu, dem Contagium inanimatum, wobei speziell
das Hithnerpestvirus als geeignetes Objekt fiir das Experiment wie fiir die Spekulation
betrachtet wurde. CENTANNI, welcher schon vor LODE ein filtrierbares Virus als
Erreger der Hithnerpest festgestellt hatte (1901), dachte sich dasselbe als ein chemisches
Agens von der Art eines Autokatalysators, welches die Wirtszellen zu reizen und
durch eine pathologische Deviation ihres Stoffwechsels zur Produktion eines mit
ihm identischen Stoffes anzuregen vermag. Wie auf S. 8 auseinandergesetzt wurde,
findet man einen &hnlichen, nur weit weniger préizise ausgedriickten Gedanken
schon bei BEIJERINCK.

ZahlenmiBige Uberlegungen haben aber erst MacKENDRICK (1901) und LEo
Errera (1903) angestellt. Zwar hatte MAXWELL lange vor MAacKENDRICK die
Frage zu beantworten gesucht, wieviel Molekiile organischer Substanz ein Lebe-
wesen enthilt, das gerade an der Grenze der mikroskopischen Sichtbarkeit steht;
auf Grund von Voraussetzungen, die nicht mehr zutreffen, kam er zu dem SchluB,
daB ein Wiirfel von 0,25 1 Seitenlinge etwa 1 Million organische Molekiile fassen
kénnte. Als aber MacKENDRICK und Leo ErrErA das Problem aufgriffen, hatten
Physik und Chemie gewaltige Fortschritte gemacht, und vor allem standen diese
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beiden Autoren schon unter dem Eindruck der ersten Entdeckungen invisibler
Krankheitserreger.

Sowohl MacKENDRICK als Lro ERRERA gingen von der diskontinuierlichen
(molekularen) Struktur der Materie aus sowie von der These, daB Leben ohne Eiweif3
undenkbar sei; sie berechneten daher, in welchem Mafe die Menge der EiweiBmolekiile
mit den fallenden Dimensionen kleinster geformter Gebilde abnimmt. Nach MaAc
KeNDRICK konnten die kleinsten, im Mikroskop eben noch sichtbaren Organismen
nicht mehr als zirka 1250 EiweiBmolekiile beherbergen. ERRERA fand unter Zu-
grundelegung der zu jener Zeit bekannten Daten tber das Molekulargewicht der
EiweiBkorper, daf ein Mikrococcus

von 0,15 4 Diameter nicht mehr als 30000,

2 O,]' » 2 2» 2» 2 10000’
» 0,05, » » 5» 5 1000 und ein Coccus
. 0,01,, 5y ' s ' 10 EiweiBBmolekiile

enthalten konnte.

Das Detail der Berechnungen bietet heute kein Interesse, wohl aber die
Folgerung, welche ERRERA aus denselben ableitete. Mit derselben Wahrschein-
lichkeit, welche die Theorie des molekularen Aufbaues der Materie fiir sich in
Anspruch nehmen darf, miisse man zugeben, daB keine Organismen existieren
koénnen, welche sich hinsichtlich ihres Volums und-ihres Gewichts zu den ge-
wohnlichen Bakterien verhalten wie diese zu héheren Wesen (etwa zum Menschen
oder zum Kucalyptusbaum), d. h. welche in der linearen Dimension millionfach
kleiner sind als Bakterien und daher 10% X 10% x 10®mal weniger wiegen. Ja,
meint ERRERA, man kénne ruhig noch weiter gehen: Die sog. ,invisiblen Mi-
kroben‘* diirften sehr wahrscheinlich nur um weniges kleiner sein als die kleinsten
sichtbaren. Man erkenne, daf3 die Kleinheit der Organismen eine Grenze habe
und daB diese nicht sehr weit von dem entfernt sei, was uns das Mikroskop bereits
zu sehen gestattet.

Haxs Morisca hat sich 1909 in einem in Wien gehaltenen Vortrag dieser Ansicht
seines Fachgenossen angeschlossen und kam zu einer noch schirferen Formulierung.
Der Satz soll hier wortlich zitiert werden: ,,Wenn auch die Méglichkeit, daB es ultra-
mikroskopische Lebewesen gibt, nicht bestritten werden soll, so wird doch die kiinftige
Forschung zeigen, daB dieselben, falls sie iiberhaupt existieren sollten, keineswegs
héufig, sondern relativ selten und daB sie nicht viel kleiner sein diirften als die
kleinsten bisher bekannten Lebewesen. Derzeit ist bisher meines Wissens kein einziger
Ultraorganismus mit Sicherheit nachgewiesen und auch das Ultramikroskop hat
uns keine kennen gelernt.* In der zehn Jahre spiter (1920) herausgegebenen Samm-
lung seiner populéren biologischen Vortrige hat Movrisca diesen Passus unveréndert
gelassen. Dafl die Keime der Peripneumonie der Rinder eben noch mikroskopisch
sichtbar sind, betrachtete MOLISCH als einen Beweis fiir seinen Standpunkt; daf
aber die submikroskopischen Kontagien der Maul- und Klauenseuche, der afrikani-
schen horse-sickness, des Gelbfiebers, der Rinderpest usw. Mikroben sein kénnten,
hielt er fiir unwahrscheinlich. Fiir die Mosaikkrankheit des Tabaks stellte er die
mikrobielle Natur direkt in Abrede und nahm mit HUNGER an, daBl es sich um ein
Stoffwechselprodukt der Tabakspflanze selbst handle, eine Hypothese, die auch
ErwIN BAUR fiirdie infektidse Chlorose (Panaschiire) der Malvaceen vertreten hatte.

Durch MacKeNDRICK und LEo ERRERA war ein Problem zur Diskussion ge-
stellt worden, welches bis zum gegenwirtigen Moment seine Aktualitit und seine
biologische Bedeutung bewahrt hat, das Problem, von welcher GréBenordnung
angefangen die Vorstellung eines Elementarorganismus mit dem Raumerfordernis
des Eiweiles zu kollidieren beginnt. Es ist bezeichnend, daB man sich offenbar
scheute, mit dieser Grenzlinie weit unter die, mikroskopische Sichtbarkeit hinab-
zugehen; besonders bei MoLiscH tritt dies sehr deutlich zutage. Nun wuBte man
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aber von der Teilchengréfle der invisiblen Kontagien nur, daB sie das Auflésungs-
vermégen der Mikroskope unterschreiten miisse, konnte aber iiber die GréBe der
Differenz keine genaueren Angaben machen. Die Situation dringte dazu, die
bestehende Liicke auszufiillen; es wihrte aber bis zum Jahre 1915, bis AN-
DRIEWSKY im Institut von BorDET Experimente anstellte, welche insofern in der
von MacKeNDrICK und L. ERRERA eingeschlagenen Denkrichtung lagen, als sie
eine vergleichende Messung von Eiwei3- und Viruspartikeln bezweckten. Benutzt
wurden die Eisessig-Collodiumfilter in verschiedenen Permeabilititsabstufungen,
wie sie H. BECcHHOLD (I) angegeben hatte. ANDRIEWSKY fand — wie er eingesteht
zu seiner Uberraschung — daB Hiihnerpestvirus Filter passierte, welche Héimo-
globin zuriickhielten. Der Durchmesser der Hdmoglobinmolekiile wurde nach
ZSIGMONDY mit 2,3—2,5 mu angenommen, und ANDRIEWSKY folgerte daher, daf
die Molekiile oder Micellen des Virus noch kleiner sein miiBBten, und in weiterer
Folge, dafl die Virusteilchen keine Gebilde sein kénnen, welche den bisher be-
kannten tierischen oder pflanzlichen Zellen dhnlich sind; in Anbetracht dieser
Resultate fiihlte sich ANDRIEWSKY versucht, der Hypothese vom Contagium
vivum fluidum zuzustimmen — soweit das Virus der Hiihnerpest zur Diskussion
steht. Dieser einschrinkende Zusatz ist prinzipiell wichtig.

Die Teilchen des Hiithnerpestvirus sind zwar nach neueren Bestimmungen weit
grofler als Héamoglobinmolekiile, d.h. sie besitzen einen mindestens 1lmal
langeren Durchmesser (BECHHOLD und SCHLESINGER, ELFORD und Topp). Es
wurde auch ferner bisher keine andere Virusart gefunden, bei welcher der
Partikeldurchmesser kleiner wére als der eines Hamoglobinmolekiils. Wohl aber
erfolgte eine Annéherung der Eiwei- und der Virusdimensionen in der Form,
daf bei einer ganzen Reihe von Virusarten lineare Ausmessungen im Bereiche
von 10—25 my festgestellt werden konnten, und daB anderseits die Angaben tiber
die Durchmesser der verschiedenen Eiweilmolekiile nicht unerheblich hinauf-
riickten (4,34—24 mu). Es entstand so eine Zone gegenseitiger Uberschneidung,
und innerhalb dieser Zone wird die Méglichkeit von Organismen selbst von
Autoren in Zweifel gezogen, die sonst jede andere Erklidrung als die des Con-
tagium animatum energisch zuriickweisen; sie weichen nur dem Zwang einer dem
EiweiBmolekiil angeniherten Dimension und stellen sich damit auf den Stand-
punkt, den ANDRJEWSKY vor mehr als 20 Jahren eingenommen hatte. Das
Resultat ist naturgemi eine Spaltung der Virusarten in zwei Gruppen, von denen
die erste jene Agenzien umfafit, fir welche man den mikrobiellen Charakter
gelten lassen mul} oder auch nur kann, und eine zweite, innerhalb welcher die
GroBenausmalle der Elemente dies verbieten. Das war wohl nicht die Lésung,
die MacKEexDprIcK, L. ERRERA und H. Moriscr vorgeschwebt hatte!

Die Rolle der Bakteriophagen in der Virusforschung.

Von vereinzelten Ausnahmen abgesehen, wurde tibrigens der Streit um die
belebte oder unbelebte Natur der Virusarten in dem Zeitraume von BEIJERINCK
(1898) bis zu der ersten zusammenfassenden Arbeit F.p’Hererres iiber die
Bakteriophagen (1921) nicht besonders lebhaft gefiihrt. Unter dem Patronat der
Medizin hatte sich die Mikrobiologie als die ,,Lehre von den pathogenen Mikro-
organismen‘‘ die thematische Einstellung einer Zweckwissenschaft zugelegt und
war kein geeigneter- Boden fiir Diskussionen, die praktisch verwertbare Ergeb-
nisse nicht voraussehen lieBen. Stehen doch auch jetzt noch manche namhafte
Mikrobiologen dem Problem des Contagium inanimatum ohne Interesse, somit
auch ohne Verstindnis gegeniiber.

Als p’Herernes Untersuchungen allgemein bekannt wurden, beméichtigte
sich die medizinisch orientierte Mikrobiologie mit beispiellosem Eifer des neuen

PAS
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Forschungsobjektes. Die sinnfilligen Phénomene der Bakteriolyse und die ein-
fache Technik der Experimente machten das neu erschlossene Gebiet allgemein
zugdnglich, und darin lag wohl auch einer der Griinde, weshalb die theoretische
Seite der iibertragharen Lyse, die Frage nach der Natur des wirksamen Agens
so vielseitige Beachtung fand.

p’HerELLEs Hypothese, da3 eine parasitire Erkrankung der Bakterien vor-
liege, daB also die wirksamen Agenzien — die ,,Bakteriophagen — Mikro-
organismen seien, welche durch ihren Stoffwechsel die von ihnen besiedelten
Bakterien 16sen, stiell auf Widerspruch. Nicht so sehr, weil eine Infektion patho-
gener Bakterien, ein Befallenwerden von Parasiten durch andere Parasiten an-
genommen wurde; der ,,Hyperparasitismus war eine speziell im Reiche der
pathogenen Protozoén wohlbekannte Erscheinung (vgl. das Referat von D. N.
SassvcHIN). Es war vielmehr die Art des Grundphénomens, die in kurzer Zeit-
spanne erfolgende, restlose Auflésung dichter Bakterienpopulationen und die
zwanglaufige Bindung an den Vermehrungsprozel3 der Bakterien, welche dem
Gedanken an ,,Bakterienseuchen‘‘ widerstrebten. Und dann war ja der angeb-
liche Hyperparasit mikroskopisch nicht sichtbar und die Hypothese ’HERELLES
beruhte daher in letzter Instanz nur auf der Tatsache der unbegrenzten Ubertrag-
barkeit der Bakteriophagen, die sich schlieBlich auch auf andere Weise erklédren lieB3.

Auf der anderen Seite gewann aber D’HERELLE zahlreiche Anhédnger, und
selbst diejenigen, welche die mikrobielle Natur der Bakteriophagen nicht ohne
weiteres zugestehen wollten, dachten in der tiberwiegenden Mehrzahl an ein von
auBen eindringendes, im Binnenraum der Bakterien vermehrungsfihiges Agens.
Der Virusbegriff in seiner Unbestimmtheit vermochte die Verschiedenheit der
Auffassungen zu umspannen, und so wurden auch die Bakteriophagen ohne viel
Opposition hier untergebracht, die Heterogenitédt der Gruppe bis ins Extrem
steigernd. Diese Ernennung der Bakteriophagen zum ,,phytopathogenen Virus‘
hatte die Konsequenz, daBl von den Bakteriophagen aus das alte, latent ge-
wordene Problem des Contagium inanimatum in seiner Totalitit wieder aufgerollt
wurde, wobei die Bakteriophagen als das ma3gebende Objekt der Beweisfithrung
galten. Wenn auch nicht immer eingestandenermaflen, war man doch offensicht-
lich auf folgende primitive Uberlegung eingestellt: Jene Richtung, welche nur
Mikroorganismen als unbegrenzt tibertragbare Infektionsstoffe anerkennen wollte,
betrachtete die Bakteriophagen als den ,,unwahrscheinlichen Fall*“, mit dessen posi-
tiver Erledigung die Lehre als Ganzes gesichert sein wiirde ; der Gegenpartei schienen
wieder die Verhiltnisse bei der Bakteriophagie besonders giinstig zu liegen, um
den Nachweis zu fithren, daB die serienweise Ubertragbarkeit auch bei einem un-
belebten Stoff zustande kommen kann, falls im Milieu stets lebende Zellen vor-
handen sind, welche fiir seine Neubildung (Vermehrung) sorgen. Ob diese Er-
wartungen an sich berechtigt waren, braucht nicht erértert zu werden; erfiillt
hat sich bisher keine von beiden, und die Auffassungen iiber die Natur der Bak-
teriophagen sind noch immer von der subjektiven Bewertung der vorgebrachten
Argumente beherrscht. Sieht man von dem Auftrieb ab, den das Interesse an
theoretischen Fragen erhielt, so hat die extensive Bearbeitung der Bakteriophagen
keine prinzipiell neuen Gesichtspunkte in die Virusforschung gebracht. Die Ent-
tduschung dariitber kommt in doppelter Gestalt zum Ausdruck, einmal in der
Schrumpfung der Bakteriophagenliteratur und zweitens in der auftauchenden
Neigung, die Bakteriophagen wieder von den Virusarten abzutrennen (TopLEY
und WILSON u. a.) oder sie als Anhéngsel zu behandeln, das nicht anders placiert
werden kann.

Damit ist der Entwicklungsgang der Virusforschung historisch-kritisch dar-
gestellt, in seinen ersten Anfingen ausfithrlicher, spiter nur in grofien Umrissen.
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Die spiteren Epochen waren jedoch hauptséichlich durch die Entdeckung neuer
Virusarten und durch die Feststellung ihrer speziellen Eigenschaften ausgefiillt;
sie haben wohl ein iiberreiches Tatsachenmaterial zutage gefordert, auch vieles
an der Methodik gedndert und vervollkommnet, aber die allgemeinen Probleme
behielten den Sinn und den Inhalt, den ihnen die Pioniere der Virusforschung
verliehen hatten. Mit Riicksicht auf den Zusammenhang dieser Probleme unter-
einander ist eine Gliederung des Stoffes nicht leicht durchzufiihren, ohne Zu-
sammengehoriges auseinanderzureilen oder Wiederholungen in Kauf zu nehmen.
Indes ist doch insofern eine Direktive vorhanden, als naturgemif die dimen-
sionalen Verhéltnisse vorangestellt werden miissen.

Von vornherein sei bemerkt, daf kein Versuch gemacht wird, der Diskussion
iber die Natur der Virusarten auszuweichen, und jeder Erdrterung, ob es sich um
Mikroorganismen oder um unbelebte Stoffe handeln kénnte, dngstlich aus dem
‘Wege zu gehen, obwohl diese ,,Abstinenzpolitik® von namhaften Autoren, wie
T. H. R1vers (2a), H. ZINssER u. a. angelegentlich empfohlen, ja geradezu als
die Konsequenz der jiingsten Fortschritte der Virusforschung hingestellt wurde.
N. W. Pirie duBert sich hierzu in der Festschrift fiir F. G. Hoprins wie folgt:
,,Until a valid definition has been framed it seems prudent to aovid the use of
the word »life« in any discussion about border-line systems and torefrain from saying
that certain observations on a system have proved that it is or is not »alive«.

Méinner wie MAXweLL, McKENDRICK, LE0 ERRERA, HAaNS MoriscHE und
HormeIsTER haben in diesem Punkte anders gedacht. Die Vertiefung mensch-
licher Erkenntnis kann nicht davon abhingig gemacht werden und ist auch nie
davon abhéngig gemacht worden, dafl man Worte dchtet, fiir welche keine all-
gemein anerkannte Definition zur Verfiigung steht. Hinter dem Worte ,,Leben‘
steckt ein Problem ersten Ranges, welches seine wissenschaftliche Durchdringung
zu allen Zeiten gebieterisch gefordert hat und in Hinkunft fordern wird, gleich-
giiltig, ob man es mit seinem bisherigen Namen nennen will oder nicht. Ein
neuentdeckter Grenzfall (ein ,,border-line system), welcher sich auf Grund
unserer augenblicklichen Kenntnisse nicht glatt erledigen, bzw. klassifizieren
1aBt, kann nicht als Anlafl gelten, Fragen von solcher Tragweite einfach auf
sich beruhen zu lassen, sei es aus Scheu vor ,,metaphysischen Spekulationen‘
(H.Z1inssER), sei es, weil unter Hinweis auf nicht zutreffende Analogien an-
genommen wird, daf sich die Unterscheidung zwischen ,,belebt* und ,,unbelebt*
einmal als im Grunde unberechtigt erweisen konnte (N. W. PIriE). Die prinzipiell
wichtigen Tatsachen, welche die Virusforschung zutage geférdert hat, schlieBen
vielmehr die Verpflichtung in sich, ihre Beziehungen zum Lebensproblem kritisch
zu untersuchen, so weit als dies im gegenwirtigen Zeitpunkt moglich ist, und
festzustellen, wo sich und ob sich neue Ausblicke erdffnet haben [R. DoErr (13)].
Dieser Verpflichtung sucht die folgende Darstellung Geniige zu leisten.

IL. Die aktuelle Problematik der Virusforschung.

A. Die Dimensionen der Virusarten als Ausgangspunkt
der Betrachtung.

Die Bestimmung der Dimensionen der Viruselemente und die bisher erzielten
Ergebnisse hat W. J. ELFORD im zweiten Abschnitt dieses Werkes behandelt.
Hier werden die ziffernmiBigen Angaben einfach als Tatsachenmaterial iiber-
nommen; es wird untersucht, zu welchen Uberlegungen die vorliegenden Daten
Veranlassung geben.
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Die Resultate der Messungen der Viruselemente werden wie jene der Molekiil-
grofen stets auf den Durchmesser unter der vereinfachenden Voraussetzung einer
sphérischen Konfiguration bezogen, also in linearer Dimension ausgedriickt. Man
hat sich dabei vor Augen zu halten, dal vom biologischen Gesichtspunkt das
Volumen maBgebend ist und daB sich die Volumina von Kugeln wie die dritten
Potenzen ihrer Durchmesser verhalten; die bloBe Angabe des Durchmessers oder
die an die Fliche gebundenen graphischen Darstellungen der Virusgréfen sind
geeignet, bei dem mathematisch nicht geschulten Leser unrichtige Vorstellungen
Zu erzeugen.

Nach den am frischen Objekt ausgefithrten Untersuchungen von J. E. BARr-
NARD (2, 3) sind die Elemente der gréBeren Virusarten (Vaccine, Gefliigelpocken,
KixuTasches Kanarienvirus, Hithnerpest u. a.) de facto kugelig geformt, wenn man
von den sogenannten ,,Teilungsformen® absieht. In geférbten Priparaten sieht
man ebenfalls kokkenartige bzw. diplokokkenartige Gebilde (K.HERZBERG u. a.).
H. ScHLESINGER (3) gelangte ferner zur Annahme der Kugelgestalt fir Bakterio-
phagenteilchen. Merkwirdigerweise scheint dies aber nicht fir die kleineren Virus-
elemente zuzutreffen, wenigstens nicht ausnahmslos. Mit Hilfe der Methode der
Stromungsanisotropie konnten TARAHAsHI und RAWLINS fir die Elemente des
Mosaikvirus des Tabaks die Stdbchenform wahrscheinlich machen, und nach J. E.
BARNARD (2) besitzen auch andere kleine Virusarten stdbchenartige Gestalt, insbe-
sondere die Elemente des Virus der Maul- und Klauenseuche. Diese Verhéltnisse
sind noch nicht geniigend durchgeprift, um irgendwelche Folgerungen daran zu
kniipfen. R.DoOERR (8) (L. c., S.127) wies indes schon 1934 darauf hin, daB auch
die Molekiile bzw. Micellen gelSster Proteine die Form von Stdbchen oder Féden
haben konnen (siehe die Monographie von M. ULMANN), und es ist wahrscheinlich
nicht ohne Bedeutung, daf die Viruselemente, sobald ihre GréBe unter ein gewisses
MaB.sinkt, die Tendenz haben, aus der Kugelform in die Stédbchenform tiberzugehen.
In diesem Konnex ist es von Interesse, da3 BAWDEN, PIRIE, BERNAL und FANKUCHEN,
sowie R. J. BEST, welche mit W. M. STANLEY annehmen, daBl das Virus des Tabak-
mosaiks ein hochpolymeres Protein ist, diesem stdbchenformige Molekiile zuschreiben.

1. Dimensionierung der Elemente innerhalb der gleichen Virusart.

Optische Befunde [K. HERZBERG (2) u. a.] sowie indirekte Messungen haben
im allgemeinen ergeben, daB die Elemente einer und derselben Virusart ,,gleich
groB*‘ sind. Das war keineswegs selbstverstandlich, gleichgiiltig welchen Stand-
punkt man hinsichtlich der Natur der Virusstoffe einnimmt. Molekiile der gleichen
Art besitzen allerdings auch gleiche Gréfie. Aber unbelebte Substanzen, besonders
hochpolymere Naturstoffe (Kohlehydrate, Proteine, Enzyme) sind in ihren
Lésungen nicht immer molekulardispers und die ,,Teilchengrofe® kann dann
je nach den Versuchsbedingungen auch bei der gleichen Substanz schwanken und
selbst in der gleichen Losung differieren (siehe die zusammenfassende Darstellung
von Max Urmawnw, die Untersuchungen von P. GRaBAR und A. RIEGERT iiber
die GroBe der Ureaseteilchen usw.). Anderseits wissen wir, daB die GroBe von
Organismen derselben Art, auch wenn es sich um idioplasmatisch gleichwertige
Individuen (reine Linien) handelt, in einem bestimmten Intervall variiert. Bei
den Organismen kommen zu den durch-die Peristase und die Erbanlage be-
dingten GrofSenunterschieden noch jene hinzu, welche vom Wachstum des
Individuums abhingen.

Bei den mikroskopischen Formen der Protisten und namentlich bei den Bakterien,
die in der Virusforschung gerne zu Vergleichen herangezogen werden, lassen sich
derartige individuelle GréBendifferenzen leicht feststellen u. zw. sowohl bei kugeligen
Formen (Meningokokken, Gonokokken) als ganz besonders bei stibchenférmigen
Organismen (Bac. influenzae, Brucella-Arten, Bact. pneumosintes u. a.).



Dimensionierung der Elemente innerhalb der gleichen Virusart. 23

Die Behauptung, daf3 die Elemente ein und derselben Virusart untereinander
,»gleich groB“ sind, darf tibrigens aus einem doppelten Grunde nicht allzu wort-
lich genommen werden.

Bei den indirekten Messungen (Filtration oder Zentrifuge) werden nicht
prizise Zahlenwerte, sondern Intervalle ermittelt, innerhalb welcher die wahre
Dimension liegen soll. Fiir das Poliomyelitisvirus z. B. nennen ErForp, GALLO-
waY und PERDRAU einen Teilchendurchmesser von 8—12 my, die Teilchengrofie
des Bakteriophagenstammes S 13 wird mit 15—17 myu bestimmt (ELFORD), jene
der Elemente des Rous-Sarkoms mit 60—70 my (ELFoRD und ANDREWES) usw.
Diese Intervalle sind aber nicht der Ausdruck der natiirlichen Variabilitdt der
Virusteilchen, sondern entsprechen nur dem Wesen und der begrenzten Leistungs-
fahigkeit der Methoden, die, auch auf identische Objekte angewendet, etwas
differierende Resultate liefern. Dementsprechend ergeben auch die Messungen
des Teilchendurchmessers unbelebter Stoffe Werte, die innerhalb einer gewissen
Breite voneinander abweichen, selbst dann, wenn man ein optimal geeignetes
Objekt wahlt wie das Hémocyanin, das in Pufferlosungen vom pr = 4,5—7,6
monodispers ist und Teilchen von sphérischer Gestalt bildet (vgl. die Versuchs-
protokolle von W.J. ELForp iiber die Teilchenmessungen von Hémocyanin,
Edestin und verschiedenen Bakteriophagen).

Besonders lehrreich ist ein Parallelversuch, den ELFORD an einem mikroskopisch
gut sichtbaren Objekt, einer Suspension von B. prodigiosus, angestellt hat. Mikro-
skopisch gemessen, schwankte der Durchmesser zwischen 0,5 und ‘1,0 4, mit einer
als besonders verlafllich befundenen Zentrifugiermethode ergab sich nach einigen
rechnerischen Korrekturen ein Durchmesser von 0,7—O0,8 u. Eine sehr gute Uber-
einstimmung, wie ELFORD hervorhebt, wenn man das arithmetische Mittel der opti-
schen Extremwerte einsetzt ; ebenso evident ist jedoch, dal die indirekte Bestimmung
durch Sedimentierung keinen AufschluBl iiber die tatséchlichen individuellen GréBen-
differenzen der Prodigiosuszellen geliefert hat. Die optische Messung bzw. Schétzung
im frischen, moglichst unverénderten Material bietet also in der hier erdrterten
Beziehung unleugbare Vorteile.

Zweitens zeigen Viruselemente, die noch mit der gewohnlichen mikrosko-
pischen Untersuchung erfaBt werden kénnen und mit groBler Wahrscheinlichkeit
als Mikroben anzusprechen sind, ebenfalls individuelle Grofen- und Form-
unterschiede, wie z. B. der Erreger der Psittacose, dessen ,,Polymorphismus® von
W. LEVINTHAL anschaulich geschildert wurde, und die Elementarkérperchen der
Variola-Vaccine (PAScHEN, Tan1icucHI, Hosokawa, Kuvea und FurRuMURA u. a.).
J. E. BARNARD (2) hat neuerdings mit seinen verfeinerten optischen Methoden
(Mikrophotographie im ultravioletten Licht) festgestellt, dal auch die Elemente
mittelgroBer und kleiner Virusarten (Virus der Vesicularstomatitis und Virus der
Maul- und Klauenseuche) ziemlich groBe Differenzen in Form und Gré8e erkennen
lassen; die Befunde standen indes beim Virus der Maul- und Klauenseuche in
erheblichem, vorliufig noch nicht aufgeklirtem Widerspruch zu den Filtrations-
experimenten von GaLr.oway und ELFORD sowie von SCHLESINGER und GGALLO-
WwAY, und es erscheint auch nicht sicher, ob alle auf der photographischen Platte
abgebildeten Formen tatsichlich Viruselemente d.h. Elemente des spezifischen
Agens waren. :

Wir miissen uns somit vorldufig damit zufrieden geben, daf den Elementen
einer bestimmten Virusart oder Virusrasse ein konstanter, enger begrenzter Griflen-
bereich zugeordnet werden kann. Die Tatsache, daBl Messungen verschiedener
Autoren in verschiedenen Landern, an der gleichen Virusart vorgenommen, sehr
gut iibereinstimmende Frgebnisse lieferten, wie z.B. die Bestimmungen der
Dimensionen des Poliomyelitisvirus, des Encephalitisvirus von St. Louis, des
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Phagenstammes S 13, verleihen dieser Behauptung ausreichenden Riickhalt. Dazu
kommt, daBl Bestimmungen der TeilchengréBe einer Virusart auch dann an-
nihernd iibereinstimmen, wenn verschiedene Methoden benutzt werden, z. B. die
Ultrafiltration und ein Sedimentierungsverfahren. Aber wir kénnen, sofern die
mikroskopische Untersuchung undurchfithrbar ist, nicht sagen, ob alle Elemente
einer Virusart gleich grof sind oder ob sie untereinander nach der Art von
Organismen differieren, und selbst die mikroskopische Untersuchung vermag
nicht immer eine klare Entscheidung zu bringen, da eben nicht jedes ,, Kornchen**
oder , Korperchen, das man sieht, ein Viruselement sein muf (siehe die
obige Bemerkung zu BaA®RNARDs Untersuchungen und die Ausfithrungen auf
S. 48). :

Bei manchen Autoren (H.BECHHOLD u.a.) sté8t man auf die Behauptung,
daB gleiche Grofie und Gestalt der Viruselemente ein hinreichender Beweis fiir
ihre belebte Natur seien. Man braucht sich indes nur an irgendeine molekular-
disperse Losung z. B. jene des Hédmocyanins (siehe oben), an das geformte
Melanin in den Malariaplasmodien oder an die Silberkornchen im menschlichen
Gewebe bei der Argyrie zu erinnern, um einzusehen, dafl der Satz in dieser Form
abzulehnen ist. Dagegen wire eine negative Fassung in dem Sinne zuléssig, daf3
ein ausgesprochen polydisperses Verhalten einer Virusaufschwemmung gegen Mi-
kroben sprechen wiirde,.falls eine Anlagerung und Wiederablésung der Virus-
elemente an bzw. von korpuskuldren Tragern mit geniigender Sicherheit aus-
geschlossen werden kann.

Besitzen wir nun Anhaltspunkte, daB bei irgendeiner Virusart solche Ver-
héltnisse tatsichlich bestehen? Soweit es sich um die gesicherten Ergebnisse
mikroskopischer oder indirekter Messungen handelt, war das imt allgemeinen nicht
der Fall. Die Extremwerte, welche sich bei solchen Bestimmungen ergeben, liegen
wohl zuweilen etwas weiter auseinander, aber doch nicht so weit, um die Annahme
eines polydispersen Zustandes unter Berticksichtigung der Leistungsfahigkeit der
Methoden zu rechtfertigen; mit der Vervollkommnung der MeBtechnik ist es
iibrigens mehrfach gelungen, die Extremwerte einander stérker anzundhern, als
das bei fritheren Untersuchungen der Fall war. Soweit sich das jetzt beurteilen
laBt, kénnten nur die von WycKOFF, BiscoE und STANLEY bei einigen Mosaik-
virusproteinen mit Hilfe der Ultrazentrifuge festgestellten Verhédltnisse als Aus-
nahme betrachtet werden; doch ist dieser Fall noch nicht geniigend aufgeklirt
(siehe S.107).

G. PyL versuchte, die Variabilitit des Verteilungszustandes auf andere Weise
wahrscheinlich zu machen u. zw. fir das Virus der Maul- und Klauenseuche. PyL
fand, daB dasselbe Ausgangssubstrat (zellfreier Blaseninhalt) bei Zimmertemperatur
stérker verdimnt werden kann (ohne seine Infektiositdt einzubiien) als bei 0° C.
Um die Beobachtung zu erkldren, nahm PyL an, daf3 sich die Virusteilchen bei 0° C
zu grofBeren Aggregaten zusammenballen, so daB der terminale (noch infektidse)
Verdimnungsgrad frither erreicht wird, als wenn die Partikel gleichméBiger im
Menstruum aufgeteilt sind. Eine Verifizierung der Hypothese durch Messung der
TeilchengroBen bei verschiedenen Temperaturen wurde nicht vorgenommen, so dafB
die Deutung des (von anderer Seite nicht nachgepriiften) Verdinnungsexperimentes
zweifelhaft blieb (DOERR und SEIDENBERG); dies um so mehr, als G. Pz und K. KOBE
durch besondere Untersuchungen gezeigt haben wollen, daB die Virusteilchen in
wésseriger Suspension nicht durchwegs frei, sondern zu einem nicht bestimmbaren,
wenn auch kleinen Teile an kolloidale Trager (unspezifische Globuline) adsorptiv
gebunden sind und die Moglichkeit, daf sich diese adsorbierte Quote mit der Tem-
peratur dndert, nicht ausgeschlossen wurde (siche oben). SchlieBlich wurde von
DoErr und SEIDENBERG darauf hingewiesen, daB die als Mikroben gedachten Virus-
teilchen in der Kilte agglutinieren und in der Wérme wieder dissoziieren kénnten,
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was natiirlich etwas anderes ist als die Anderung des Dispersititsgrades eines un-
belebten Stoffes.

Untersuchungen iiber die Haltbarkeit des Maul- und Klauenseuchevirus bei
verschiedener H--Konzentration des Suspensionsmittels fithrten ferner G. PYL sowie
K. RopPIN und G.PyrL zu der Auffassung, daB dieses Virus durch Wasserstoff-
oder Hydroxylionen in eine ,,zweite Form‘ iibergefithrt werden kann. Die Beob-
achtungen wurden im wesentlichen von I. A. GALLOWAY und W. J. ELFORD bestétigt,
miissen aber an dieser Stelle nicht eingehend besprochen werden, da kein Anhalts-
punkt vorhanden ist, daB die kiinstliche Anderung des genuinen Virus mit einer
Anderung der TeilchengroBe einhergeht oder gar durch dieselbe verursacht wird.

Nach LEvADITI, PAIlc und KRASSNOFF sollen die Elemente des StraBenvirus der
Lyssa etwas grofer sein als jene der Virus fixe-Stdmme. Die Differenz der durch
Ultrafiltration bestimmten Werte war in Anbetracht der Fehlergrenzen der Methode
nicht sehr groB; der mittlere Durchmesser betrug beim StraBenvirus 200—225 muyu,
beim Virus fixe 175—200 mpu (vgl. hierzu ELFORD, dies. Handb.). LEevADITI hielt sich
fiir berechtigt, auf derartige Daten die Theorie aufzubauen, daB das StraBenvirus
nicht homogen, sondern aus zwei Arten von Elementen (R und F) zusammengesetzt
sei; die Umziichtung in Virus fixe soll auf der Zuriickdréngung der groBeren R- und
dem prozentuellen Uberwiegen von kleineren F-Elementen beruhen, d. h. also auf
einer Selektion durch den Kaninchenorganismus. Diese Hypothese wird — ohne
weitere experimentelle Begrimdung — auch auf andere Virusarten ausgedehnt; sie
kann im Hinblick auf ihre ganz unzureichende Fundierung keinen Anspruch auf An-
erkennung erheben.

2. Abhiingigkeit der Griofle der Elementarkorperchen von der
Virusart. — Die dimensionale Skala der Viruselemente und ihre
Interpretation.

Sobald Messungen in gentigender Zahl vorlagen, hat man sie nach dem
fallenden Teilchendurchmesser geordnet, wobei in der Regel weder die ange-
wendete Methode noch die Zuverlissigkeit der Untersuchung beriicksichtigt
wurden. In der Folge wurden diese Tabellen ergéinzt und die fritheren Angaben
vielfach korrigiert, so dal es nunmehr in erhéhtem Grade zuléssig erscheint, die
dimensionalen Reihen zu weitergehenden Folgerungen zu verwerten. Betrachtet
man die Tafel in dem von ELFORD abgefafiten Kapitel iiber ,,die Dimensionen
der Viruselemente und ihre Bestimmung®, so fallen vorerst folgende Momente
auf:

a) Die GréBenordnung, mit welcher die Skala der Virusarten beginnt.

b) Die GréBenordnung, mit welcher sie aufthért oder, mit anderen Worten,
der kleinste, bisher gemessene Durchmesser der Viruselemente.

¢) Die zwischen dem Maximum a und dem Minimum b bestehende Differenz.

d) Die Kontinuitét der Reihe.

ad a) Die Abgrenzung der Virusarten gegen Infektionsstoffe, welchen man
diese Bezeichnung nicht zuerkennen will, ist auch heute noch: nicht tibereinstim-
mend fixiert. Man ist zwar im allgemeinen der Ansicht, daB die Erreger der Peri-
pneumonie der Rinder und der Agalaktie der Ziegen aus der Liste zu streichen
seien [LEpINGHAM (I)]; tiber die Stellung der Rickettsien sind dagegen die
Meinungen geteilt, und den Keim der Psittacose, der meist unter den Virusarten
aufgefithrt wird, hat W. LEVINTHAL als Bacterium psittacosis multiforme be-
nannt und ihm damit den Viruscharakter abgesprochen.

Diese Unsicherheit ist leicht verstdndlich: Die Invisibilitdt ist als differential-
diagnostisches Kriterium schon seit Roux und NocarDp fallen gelassen worden
und etwas anderes ist nicht an ihre Stelle getreten. Die Trennungslinien sind
vielmehr jetzt noch viel verschwommener, als das um die Jahrhundertwende der
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Fall war. Durch die Verbesserung der optischen Apparate, speziell durch die
Verwendung von ultraviolettem Licht und besondere Farbeverfahren wurde' die
Grenze der Sichtbarkeit herabgedriickt, ohne daf} dies eine entsprechende Ein-
schrinkung des Bereiches der Virusarten nach sich zog. Daf sich die biologischen
Merkmale durchwegs als insuffizient erwiesen haben, wird noch spéter aus-
einandergesetzt werden.

Der ,,Teilchendurchmesser der groften Virusart® 148t sich unter diesen Um-
stinden nicht prézis oder richtiger nicht so angeben, dafl man allgemeiner Zu-
stimmung sicher wire. Eine Skala von E. HAAGEN beginnt z. B. mit den Rickett-
sien (D = zirka 300 mu), eine andere von K.HERzBERG mit den Elementar-
kérperchen der Pocken (D = 160—180 my). Um aber doch einen brauchbaren
Wert fiir die folgenden Betrachtungen zu haben, kann man 250 my als Maximum
einsetzen, eine Ziffer, welche dem Psittacose-Erreger und den Elementarkérper-
chen des Molluscum contagiosum entsprechen wiirde; doch ist jedenfalls daran
festzuhalten, daf3 diese Zahl keine scharfe Grenze markiert.

Man kann natiirlich einwenden, dafl die Frage nach einer ,,gréfiten Virusart‘
oder, was in gewissem Sinne gleichbedeutend ist, nach einer scharfen oberen Grenze
im Prinzip verfehlt sei, indem die Infektionsstoffe den virusartigen Charakter vielleicht
nicht bei einem genau bestimmbaren Teilchendurchmesser, sondern innerhalb eines
weiter begrenzten GréBenintervalls, etwa zwischen 350 und 200 mp, annehmen. Unter
dieser Voraussetzung wire eine dimensionale Uberschneidung des Gebietes der Virus-
arten und der nichtvirusartigen Infektionsstoffe versténdlich, und das bloBe Fehlen
einer scharfen Grenze wirde somit nicht gegen einen einheitlichen, dimensional
bedingten Virusbegriff sprechen, wenn sich zur Groflenklasse noch ein anderes biolo-
gisches Kriterium hinzugesellen wiirde. Dieser (Gedankengang mag K. HERZBERG
vorgeschwebt haben, wenn er es als ,,zum mindesten auffillig bezeichnet, daB
mit der Unterschreitung einer bestimmten GréBenordnung die Féhigkeit der Ver-
mehrung auf unbelebten Néhrmedien aufhért; ein ,,biologischer Sprung‘ besteht
jedoch nur, wenn man die Virusarten als Bakterien betrachtet, wofiir keine stich-
haltige Begriindung beigebracht werden kann.

ad b) Der kleinste, bisher bestimmte Durchmesser von Viruselementen be-
trigt 8—12, im Mittel also 10 my (Virus der Poliomyelitis, kleinste Bakterio-
phagen).

Mehrfach zitiert wird noch eine Angabe von J.MopROW, wonach dem Maul-
und Klauenseuche-Virus Typus A ein Teilchendurchmesser von 2—3 mu zukommen
soll. J.Moprow hat aber nur (durch vergleichende Filtration) festgestellt, daB
der Durchmesser des Virus zwischen dem Diameter eines Ovalbumin- und eines
Hémoglobinmolekils liegen durfte, fir welche er auf Grund der Angaben BECH-
HOLDs die obigen, zu niedrigen Werte einsetzte; die heute fiir richtiger angesehenen
Schétzungen der MolekiilausmaBe wiirden einen Virusdurchmesser von 4,4—5,6 mu
ergeben, falls man die Resultate der Filtrationsversuche von MoDROW gelten 14Bt.
Doch sind auch diese Zahlen zweifellos noch viel zu niedrig. Mit den neueren ver-
besserten Verfahren wurde von ELFORD und GALLOWAY sowie von SCHLESINGER und
GALLOWAY ein Wert von 10—20 bzw. 20—25 my ermittelt. Im Gegensatz zu MODROW
hat es sich iibrigens auch herausgestellt, da sich die verschiedenen Typen des Virus
der Maul- und Klauenseuche durch ihre GréBe nicht unterscheiden (ELFORD
und GALLOWAY, SCHLESINGER und GALLOWAY). DaB die neuerdings mitgeteilten
optischen Befunde von BARNARD mit den Angaben von ELFORD und GALLOWAY
sowie von SCHLESINGER und GATLLowAY in Widerspruch stehen, wurde bereits er-
wihnt; nach BARNARD wiren jedoch die Elemente noch gréBer, so daB jedenfalls auch
hier keine Anniéherung an MODROW vorliegt.

Ein Teilchendurchmesser von 8—12 my féllt in den Bereich der Molekiil-
groBlen. der Proteine, die nach den Untersuchungen von THE SVEDBERG im
Stabilitdtsbereich (d. h. wenn sich der pr der Losung innerhalb gewisser Grenzen
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halt) fir jeden EiweiBlstoff konstant sind. Fir verschiedene native Proteine ist
das Molekulargewicht und damit auch die MolekiilgréBe bzw. der Molekiildurch-
messer verschieden. Die Molekulargewichte schwanken zwischen 34500 und
6000000, u. zw. bei den meisten untersuchten nativen Proteinen so, daB3 das
Gewicht ein Vielfaches von 34500 betrigt, so daB es den Anschein hat, daB die
Eiweilstoffe aus Einheiten vom Molekulargewicht 34500 aufgebaut sind. Die
Molekiildurchmesser steigen natiirlich in einem anderen Verhiltnis wie die
Molekulargewichte an, wie man aus der nachstehenden, auf finf Beispiele be-
schrinkten Tabelle entnehmen kann.

Tab. 1. Molekulargewichte und Molekildurchmesser einiger nativer

Proteine.
Molekulargewicht .
EiweiBart Molekulargewicht in Einheiten von Molektﬁ;h;rrlchmesser

34 500 “
Ovalbumin .............c.ooe.. 34500 1 4,34
Protein von BENCE-JONES ....... 35000 1 4,36
Hamoglobin aus Pferdeblut ...... 68000 2 zirka, 5,5
Edestin aus Hanfsamen ......... 208000 6 8
Héamocyanin aus Helixblut ...... 6000000 zirka 174 24

Dies bedeutet zunichst, dal das Volum eines Viruselementes dem eines
Eiweillmolekiils von héherem Molekulargewicht gleich sein kann. Diese Aussage
beschriankt sich, wie aus der Tabelle ohne weiteres ersichtlich ist, nicht auf den
bisher ermittelten Minimaldurchmesser der Viruselemente von 10 my, sondern
kann naturgemil auch auf Elemente von etwas gréfleren Ausmafen angewendet
werden; das Hémocyanin aus den Korperflissigkeiten von Helix pomatia hat
einen Molekiildurchmesser von 22—24 mu (THE SvEDBERG, W. J. ELFORD), und
man kennt anderseits eine Reihe von Virusarten, deren Teilchendurchmesser fast
geradeso groB} ist (Gelbfieber, Riftvalley-Fieber, Louping-ill, Encephalitisvirus
von St. Louis). .

Man kann aber selbstversténdlich nicht behaupten, daB Viruselemente mit
einem Durchmesser von 10—25 my aus einem einzigen EiweiBmolekiil bestehen
miissen, d. h. dafl Suspensionen solcher Virusarten als molekulardisperse Eiweif3-
l6sungen aufzufassen sind. Es wurde ja betont, daB die MolekiilgroBen der ver-
schiedenen nativen Proteine innerhalb sehr weiter Grenzen variieren, ein Virusele-
ment kénnte daher mehrere Eiweiimolekiile beherbergen, auch wenn sein Diameter
nur 10 my betrigt, falls eben Proteine von niederem Molekulargewicht in Frage
kommen. Doch wére in diesem Falle die Zahl der EiweiBmolekiile, welche in einem
Viruselement Platz finden kénnten, sehr klein. Stellt man sich die Verhiltnisse rein
geometrisch vor, so kénnen nur zwei Drittel des Volumens von kugeligen, gleich
groflen Gebilden erfiillt sein. Ein Staphylococcus von 1000 my Durchmesser
kénnte unter dieser Voraussetzung noch 8 . 108 Molekiile von der GroBenordnung
des Ovalbumins fassen, ein Viruselement von 25 myu Durchmesser nur mehr 130
und eines von 10 my nur noch 8. Es entsteht dann automatisch die Frage, ob
ein Organismus aus so wenigen chemischen Einheiten aufgebaut sein kann, ein
Organismus, der dieselben Leistungen aufzubringen vermag wie jeder andere, da
man ja bei den virusartigen Infektionsstoffen nicht nur Vermehrung, sondern
auch die auf Vererbung beruhende Konstanz von Art und Rasse kombiniert mit
der fiir Lebewesen charakteristischen Anpassungsfihigkeit beobachtet. Also das
némliche Problem, das schon LEo ErrErA, H. Morisca und MacKENDRICK be-
schéftigt hatte; nur daB wir jetzt Tatsachen d.h. Messungsresultaten gegen-
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iiberstehen, welche die apodiktische Behauptung, daBl ein Elementarorganismus
ohne eine grofile Zahl von Eiweillmolekiilen undenkbar sei, erschiittern. Wir
miissen jetzt glatt zugeben, dall Agenzien existieren, welche sich — zumindest in
einem ,,Wirtskorper* — so wie pathogene Mikroben verhalten, obwohl sie das
von ERRERA formulierte ,,Raumbediirfnis des EiweiBes* nicht befriedigen.
R. DoErr und spiter DEGEKWITZ haben diese neue Fassung des Konflikts klar
prézisiert. Unter den verschiedenen Ldsungsversuchen besitzt einer insofern
prinzipielle Bedeutung, als er iiber die durch den EiweiBgehalt bedingte Schwierig-
keit durch den Nachweis von eiweififreiem Virus hinweghelfen wollte. Hs hat
aber nicht den Anschein, als ob dieser Weg zum Ziele fiithren kénnte.

KLIGLER sowie KLIiGLER und OLITZKI gaben zwar an, daB gereinigte Phagen-
suspensionen weder auf empfindliche Eiweiproben reagieren noch auch die Nin-
hydrinreaktion geben; der N-Gehalt betrug nur mehr 1,9 mg pro 100 ccm Suspension.
Nach den Berechnungen von DOERR (8) waren jedoch die Phagensuspensionen nicht
geniigend konzentriert, so daB die EiweiBireaktionen aus diesem Grunde versagen
konnten. M. SCHLESINGER stellte einen Colibakteriophagen in weitgehend gereinigtem
Zustande und in wégbaren Mengen (als Trockensubstanz) dar, so daB die Elementar-
analyse nach PREGL vorgenommen werden konnte; es fanden sich 13,2% N, die mit
groBer Wahrscheinlichkeit auf EiweiB bezogen werden durften. Uber die Dimensionen
der Bakteriophagen, mit welchen KLIGLER und OLITzKI gearbeitet haben, liegen
keine Angaben vor. Die Colibakteriophagen, welche M. SCHLESINGER chemisch
analysierte, hatten einen Durchmesser von zirka 100 my, und fiir so groBe Gebilde
besteht der Konflikt mit dem Raumerfordernis des Eiweilles gar nicht, ein Einwand,
den man auch gegen den Nachweis von Protein in den Elementarkérperchen der
Vaccine (HUGHES, PARKER und RiIVERS) erheben kann (D = 160—180 mu). Es ist
daher wichtig, daB durch die neuen Untersuchungen von W.M. STANLEY, RUPERT
J. BesT, F.C. BAWDEN, BEARD und WyckorF festgestellt wurde, daB3 auch klein-
kalibrige Virusarten (Virus der Mosaikkrankheit des Tabaks, Virus des SHOPEschen
Kaninchenpapilloms, Virus der equinen Encephalomyelitis) Eiweil enthalten, ja
da3 sie geradezu aus EiweiB3 bestehen. Doch ist dadurch das ,,eiweiBfreie Virus
noch nicht definitiv erledigt; der Standpunkt, daB Feststellungen an einem Virus
oder einigen wenigen Virusarten generelle Giltigkeit besitzen, ist jetzt noch unhalt-
barer als je zuvor. Das zeigt sich ja gerade in dieser Teilfrage deutlich, da das Eiweil3
des kristallisierbaren Mosaikvirus offenbar ganz anders beurteilt werden muB als
das Protein in den Vaccinekérperchen, das so wie in Bakterienzellen und anderen
protoplasmatischen Formen nur einen der chemischen Bestandteile darstellt, neben
welchem Salze, Fette und Kohlehydrate nachweisbar (HUGHES, PARKER und RIVERS)
und fiir die funktionellen Auswirkungen auch zweifellos notwendig sind. Die Existenz
von ,etweiffretem Virus kann also wicht als unmdglich bezeichnet werden; aber sie
ast vorldufig wicht sicher bewiesen, ja, wenn man sich noch einen Schritt weiter vorwagen
will, micht sehr wahrscheinlich.

Unter diesen Umsténden muB man sich nach anderen Méglichkeiten umsehen,
welche das Problem der Minimaldimensionen der Viruselemente unserem Ver-
stdndnis erschlieBen kénnten. Bevor wir darauf eingehen, soll jedoch die Dis-
kussion der dimensionalen Skala der Virusarten zu Ende gefiihrt werden.

ad 3) Zwischen den maximalen und den minimalen Virusdimensionen be-
steht eine sehr erhebliche Differenz; sie betrigt fiir die Durchmesser mindestens
das 25fache (10:250 mu), fiir die Volumina (im Falle sphirischer Gestalt) etwa
das 12—15000fache. Wie DoERR (10) betonte, ist es vollig ausgeschlossen, diese
Differenzen in dimensionale Zusammengehérigkeiten umdeuten zu wollen, wenn
man sich nicht auf den rein untersuchungstechnischen Standpunkt stellt.

ad 4) Ob die dimensionale Skala der Virusarten in dem Sinne kontinuierlich
ist, daB sich zwischen das Maximum und das Minimum alle moglichen Ab-
stufungen ohne erkennbare Periodizitit einschalten, oder ob an einem oder
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mehreren Punkten Diskontinuititen d.h. unausgefiillte Liicken zu konstatieren
sind, 148t sich nicht sicher beantworten. Einerseits sind noch nicht geniigend
viele Virusarten mit verldfllichen Methoden und tibereinstimmenden Ergebnissen
gemessen worden, und auf der anderen Seite werden auch die vertrauenswiirdigen
Resultate nicht in Form einer bestimmten Zahl, sondern als Zahlenintervall an-
gegeben, innerhalb dessen die wahre Linge des Durchmessers liegen diirfte; oft
genug sind die Grenzen solcher Intervalle um 25, ja um 509, verschieden.

Schon an einer der ersten tabellarischen Zusammenstellungen (DOERR) fiel es
jedoch auf, daB sich die Virusarten in zwei Gruppen einordnen, von welchen die
eine von den groBten Ausmessungen bis zu einem Teilchendurchmesser von zirka
70—100 myu hinabreicht, wéhrend die zweite erst bei einem Diameter von etwa
30 my beginnt und sich bis zum Minimum von 10 myu fortsetzt. Zwischen beiden
Gruppen schien eine Liicke zu bestehen, welche nur durch die innerhalb sehr weiter
Extreme variablen Dimensionen der Bakteriophagen (> 100—10myu) ausgefiillt
wurde. An diesem Sachverhalt haben neuere Messungen insofern wenig geédndert,
als in die beiden bezeichneten Gruppen mehrere andere tier- und pflanzenpathogene
Virusarten eingetragen werden konnten, wihrend das Intervall von 70—30 mu
Diameter wohl von beiden Seiten her etwas eingeengt wurde, aber im zentralen
Anteil von 60—40 mu doch nur von Bakteriophagen besetzt blieb, speziell nachdem
einige der fritheren Schitzungen eine Korrektur erfahren hatten. Teilt man mit
K. HERZBERG und anderen Autoren die Auffassung, daB die Bakteriophagen eine
besondere, von den iibrigen Virusarten abzutrennende Klasse tibertragbarer Agenzien
représentieren, so wire der dadurch entstehende Sprung in der dimensionalen Skala
zweifellos merkwiirdig und auf die Volumina bezogen auch ziemlich betréchtlich;
vor allem aber kénnte der Umstand, dafl die zweite Gruppe dort beginnt, wo das
Raumerfordernis des EiweiBles zum Problem wird, zu manchen Kombinationen Ver-
anlassung geben. Auch wenn man sich nicht zu weit in Spekulationen einlassen will,
mulBl man iibrigens dem gegensétzlichen Verhalten von Bakteriophagen und anderen
Virusarten Beachtung schenken, ein Gegensatz, der ja nicht nur darin zutage tritt,
dafBl bei den Bakteriophagen Dimensionen vorkommen, die den anderen Virusarten
zu fehlen scheinen, sondern auch dadurch markiert wird, daB3 die Bakteriophagen,
obwohl sie in ihren Auswirkungen so einheitlich zu sein scheinen, der GréBe nach so
variabel sind, auch dann, wenn sie sich gegen ein und dieselbe Bakterienart richten.

Wenn aber tatséchlich eine Diskontinuitdt in der dimensionalen Stufenfolge
der Virusarten — nach Ausschaltung der Phagen — vorhanden sein und durch
weitere Messungen nicht ausgefiillt werden sollte, so kommt sie doch weder in
den biologischen Eigenschaften noch in den pathogenen Funktionen der beiden
Gruppen zum Ausdruck. Es gibt vielmehr keine Eigenschaft, die innerhalb der
Skala als Funktion der GréBe aufgefalBt werden konnte,! in dem Sinne, dafl sie
entweder mit dem Partikeldurchmesser stetig zu- oder abnimmt oder daf sie erst
bei einer bestimmten TeilchengroBe auftritt bzw. verschwindet [R. DoBrr (10)].
Das septikdmische Verhalten im Wirtsorganismus beobachtet man bei groflen
und kleinen Virusarten (Hiihnerpest, Gelbfieber, Louping-ill); das gleiche gilt
fiir die ausschlieBliche Vermehrung in Gegenwart lebender Zellen, fiir die Bildung

1 C. LEVADITI hilt es fiir moglich, daf jedes Viruselement aus einem Eiweiltréger
besteht, durch welchen die allen Virusarten gemeinsamen Eigenschaften bedingt sind,
und an diesen angekoppelten ,,aktiven Gruppen®, welche den speziellen Charakteren
zugrunde liegen (vgl. hiezu S. 104). Von der GroBe des EiweiBtragers und der Zahl der
Funktionsgruppen soll die Affinitéit der Virusarten zu bestimmten Geweben und zu
bestimmten Wirtsspezies abhingen, und zwar in dem Sinne, dal die Mannigfaltigkeit
der Affinitdten mit den Dimensionen der Elemente zunimmt. LEVADITI sucht nach-
zuweisen, daB diese GesetzmiBigkeit innerhalb der von ihm so genannten Gruppe
der ,,Ectodermoses neurotropes de facto besteht. Doch ist dieser Nachweis nichts
weniger als {iberzeugend und die Hypothese auch an sich nicht diskutabel.
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von EinschluBkérperchen, fiir die Affinitdten zu bestimmten Wirtsgeweben (ein-
schlieBlich der Neurotropie) und fiir die eigentiimliche Art der Reaktionen mit
viruliciden (neutralisierenden) Antisera. Und da anderseits auch nach oben keine
scharfe Grenze existiert, sondern ein flieBender Ubergang zu den Dimensionen
der morphologisch definierten und systematisch bestimmbaren Erreger, da ferner
fast alle oben aufgezdhlten Eigenschaften auch aulBerhalb des als legitim an-
erkannten Kreises der Virusarten festgestellt werden kénnen, hielten bis vor ganz
kurzer Frist die meisten Autoren den SchluB fiir gerechtfertigt, ja unvermeidlich,
daB alle Infektionsstoffe ohne Riicksicht auf die GroBe ihrer Elemente biologisch
gleich, u. zw. im Sinne der aprioristischen Uberlegungen von Jaxos HENLE als
Contagia animata d.h. als Elementarorganismen zu bewerten seien. Diese
Mentalitdt trat noch auf dem 2. internationalen KongreB fiir Mikrobiologie in
London (Juli 1936) sehr deutlich zutage; die sachlichen Einwénde gegen die un-
bedingte Zuverlissigkeit des HENLEschen Dogmas, insbesondere auch das Raum-
erfordernis des Eiweifles, fanden relativ geringe Beachtung. Immerhin wurde
von W. J. Errorp, dem wir die meisten und exaktesten Virusmessungen ver-
danken, eingerdumt, daB bei den kleineren Virusarten und den Bakteriophagen
Zweifel an ihrer belebten Natur in Anbetracht ihrer Dimensionen nicht einfach
abgewiesen werden diirfen.

B. Die Virusproteine (W. M. STANLEY).

Nun hatte W. M. STANLEY (I) kurz vor dem Londoner Kongre (1935) in der
,,Science’’ mitgeteilt, dafl man aus dem Quetschsaft mosaikkranker Tabakblitter
ein kristallisierbares Protein darstellen kann, welches noch in sehr geringen
Mengen (10-9g) infektiés wirkt. Auf dem Londoner Kongre8 sprach STANLEY
iiber seine Forschungsergebnisse, die — man darf wohl sagen zur Uberraschung
der Versammlung — von F. C. BAWDEN bestétigt wurden; iibrigens kam auch
RUPERT BEST in Australien 1936 zu dem SchluBl, daB3 ,,das Virus der Mosaik-
krankheit des Tabaks ein Protein sein miisse. 1937 isolierten STANLEY und
WyckorF noch andere phytopathogene Virusarten in Form von hochmolekularem
Eiweil}, und BEArRD und Wyckorr konnten das Virus des Smoreschen Kaninchen-
papilloms mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifuge so weit reinigen, daB es
schlieBlich beim Ausschleudern der Losungen das scharf begrenzte Verhalten
einer einheitlichen Molekiilart zeigte. Dall noch weitere, in der gleichen Richtung
liegende Resultate zu erwarten sind, lehren die Angaben von R. WYcKOFT iiber
die Darstellung eines homogenen, schweren, vermutlich eiweiartigen Stoffes aus
Geweben, welche mit dem Virus der equinen Encephalomyelitis infiziert waren.

Die Vorfrage, ob die dargestellten Proteine selbst als die im Ausgangsmaterial
vorhandenen Virusarten zu betrachten waren, darf man — wenigstens fiir die
kristallisierten Proteine der Mosaikkrankheiten des Tabaks und verwandter
Pflanzen — ,mit der jetzt erreichbaren Sicherheit* (STANLEY) bejahen.

Da sich STANLEY selbst im IV. Abschnitt dieses Handbuches ,,Biophysik und
Biochemie der Virusarten* hierzu #uBern wird, brauchen hier nur die wichtigsten
Argumente kurz aufgezdhlt zu werden, ndmlich 1. die Konstanz der physikalischen,
chemischen, serologischen und biologischen Eigenschaften des Tabakmosaik-Proteins,
gleichgiiltig aus welcher Probe dasselbe isoliert und wie oft es umkristallisiert wurde
(vgl. hierzu 8.103); 2. die Tatsache, daB die Eigenschaften auch von der Art der
Darstellung des Proteins unabhéingig sind, indem verschiedene chemische Methoden
(W. M. STANLEY, BAWDEN) oder mechanische Verfahren (Ausschleudern des Pref-
saftes kranker Pflanzen nach R. Wyckorr und CorEY) gleiche Produkte liefern;
3. die Unmdglichkeit, die infektiése und pathogene Wirkung des Virus vom Eiweil3
abzusondern, sowie der Umstand, daB Eingriffe am Protein mit einer Anderung bzw.
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mit dem Verlust der spezifischen Viruswirkung einhergehen; 4. die Homogenitéit
des Proteins mit Beziehung auf seine Partikelgrofle und den isoelektrischen Punkt
(siehe jedoch 8.107); 5. die Feststellung, daB das von DUGeGAR und HOLLANDER
ermittelte Spektrum der Viruszerstérung durch Licht in den wesentlichsten Punkten
mit dem Absorptionsspektrum des Proteins tibereinstimmte.

Die theoretische Einordnung der Virusproteine in die Virusforschung.

Wie stellt sich nun die Situation dar, wenn man diese Voraussetzung als be-
wiesen ansieht ? In kurzer und drastischer Fassung kann man sagen, daf an die
Stelle des ,,eiweilifreien Virus‘, in welchem man frither einen Ausweg aus dem
Problem der minimalen Dimensionen erblicken wollte, das Gegenteil, ndmlich
das ,,Eiwei} als Virus getreten ist, u.zw. das in wésseriger Losung molekular-
disperse EiweiBl. Simtliche der bisher von StaNLEY, WYCcKOFF, BAWDEN und
Bzsr isolierten Proteine waren ungewéhnlich hochmolekular. Sie tibertrafen im
Molekulargewicht und daher auch im Molekularvolumen das Hémocyanin aus
Helixblut, dem ein Molekulargewicht von zirka 6000000 zugeschrieben wird
(SvEDBERG und CHIRNOAGA, SVEDBERG und HavroTH, ELFORD). Die Molekular-
gewichte der bisher untersuchten Virusproteine schwanken zwischen 9 . 108 fiir
ein latentes Mosaikvirus der Kartoffeln (Loring und Wycrorr, STANLEY und
Wryckorr) und 42,5 .10° (der neue, von M. A. LAUFFER angegebene Wert fiir
das Protein des Tabakmosaiks). Die Molekiildurchmesser liegen im Intervall
von 25—45 mu, eine Aussage, die natiirlich nur dann einen Sinn hat, wenn die
Molekiile sphérisch konfiguriert sind; das trifft aber nach den Untersuchungen
von TARAHASHI und RAWLINS, BAWDEN, Pirie, BERNAL und FANKUCHEN,
M. A. LAUFFER, R. J. Best fiir die Virusproteine nicht zu, vielmehr dirfte es
sich um langgestreckte, stdbchen- oder fadenférmige Gebilde handeln, deren
Langsdimension die Breite um ein Vielfaches iibertrifft. Man sollte unter diesen
Umstédnden bei vergleichenden Betrachtungen mit dem Teilchenvolum oder
Teilchengewicht und nicht mit dem Teilchendurchmesser operieren, ist aber
vorldufig noch gendtigt, an dieser Dimension festzuhalten, weil die anderen nicht
in hinreichendem Umfang bestimmt bzw. geschitzt sind.

STANLEY zog aus seinen Untersuchungen iiber das Protein des Tabakmosaiks
den SchluB, da wahrscheinlich auch andere Virusarten hochmolekulare Eiweil3-
stoffe sein diirften. Dieses Virus sei ja zuerst entdeckt worden und héitte lange
Zeit als Reprisentant der ganzen Gruppe ibertragbarer Agenzien gegolten; eine
Verallgemeinerung in beschrinktem AusmafBe scheine daher erlaubt. Aber in
welchem AusmaBe ? Geht man Schritt fiir Schritt vor, so wird man konstatieren :

1. DaB es Virusarten gibt, deren Elemente wesentlich kleiner sind als die
Molekiile der von STANLEY, WYCKOFF, ERIKSSON-QUENSEL und SVEDBERG,
M. A. LAUFFER gemessenen Virusproteine; die Durchmesser kénnen 20—25,
ja 8—12mu betragen. Eines der kleinsten Gebilde scheint der von
J. H. NorTHROP untersuchte Staphylokokken-Bakteriophage mit einem Mole-
kulargewicht von 500000 zu sein. Die von STANLEY angestrebte Verall-
gemeinerung wird man naturgemdf3 fiir solche Virusarten in erster Linie zu-
lassen, welche in der dimensionalen Virusskala wunter dem Mosaikvirus des
Tabaks oder dem Virus des SHoPEschen Kaninchenpapilloms rangieren. Geht
man so vor, so werden die Virusarten in zwei Klassen geschieden, von denen
die eine die noch sichtbaren und firbbaren Arten umspannen wiirde, deren
Elementen der Charakter von Zellen zugesprochen werden kann, wihrend die
zweite aus molekulardispersen Virusproteinen bestinde. In diesem Sinne kénnte
man die bereits an anderer Stelle erwihnte, nur durch die Bakteriophagen iiber-
briickte Liicke der dimensionalen Virusskala deuten. Anderseits ist nicht zu
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leugnen, dafl auf diese Weise sehr dhnliche Virusarten, wie z. B. die biologisch
schwer zu unterscheidenden Virusstoffe der Vesicularstomatitis (D = 60 bis
70 mu) und der Maul- und Klauenseuche (D = 10—20 mu) aus dimensionalen
Griinden als grundsétzlich differente Dinge hingestellt werden.

2. Wenn sich Proteine in einem geeigneten Wirtsorganismus wie Infektions-
stoffe verhalten, d. h. wenn sie sich daselbst unter Beibehaltung ihrer spezifischen
Eigenschaften vermehren, kann die Ursache nicht oder doch nicht ausschlieflich
in ihrem hochmolekularen Bau gesucht werden. Denn das Hamocyanin aus Helix-
blut hat ein Molekulargewicht von 6000000 (der mit 22—24 mu bestimmte
Molekiildurchmesser kommt der TeilchengroB3e des Virus der Maul- und Klauen-
seuche gleich und ist etwa doppelt so gro3 wie der Durchmesser des Poliomyelitis-
virus oder der kleinsten Bakteriophagen), und THE SVEDBERG bestimmte kiirzlich
das Molekulargewicht eines polymeren Thyroglobulins mit 15 Millionen; aber
Eiweil3stoffe mit solchen ,,Riesenmolekiilen“ sind keine Infektionsstoffe d.h.
keine tibertragharen Agenzien, sondern bekunden, wenn man sie in einen Organis-
mus bringt, die Natur unbelebter Substanzen.

3. Mit Riicksicht auf den oft herangezogenen Vergleich zwischen Virus und Enzym
sei bemerkt, daB die MolekulargréBen der Enzyme nicht der GréBenordnung der
Virusproteine angehoren. NORTHROP (I) gibt als Molekulargewicht fiir Pepsin
36000 an (von PHILPOT und ERIKSON-QUENSELL bestétigt), fir Trypsin 34000,
fur Chymotrypsin und Chymotrypsinogen 40000. Die Differenz gegeniiber dem
kristallinischen Virus des Tabaksmosaik (42,5 X 108) und selbst gegeniiber dem latenten
Mosaikvirus der Kartoffeln (9 X 10°%) wire also recht betrédchtlich (zirka 1000- bis
200fach). Neuerdings konnte aber von SUMNERS, GRALEN und ERIESSON-QUENSEL
in der Urease mit einem M.-G. von 473000 ein Bindeglied festgestellt werden. Die
GroBe des Ureasemolekiils ist nicht viel geringer als jene des Bakteriophagen von
NorTEROP (500000) und als die Dimension der Elemente des Poliomyelitisvirus; nimmt
man an, daB es sich auch in diesen beiden Fillen um molekulardisperse Proteine handelt,
so bestiinde zwischen Ferment und Virus kein dimensionaler Sprung. Die Enzyme
selbst bestehen — was man hierbei zu beriicksichtigen hat — aus Eiweifl oder enthalten
zumindest spezifisches Eiwei3 als Tréger der ,,Wirkungsgruppe‘ (WILLSTATTER).

Die weitere Entwickelung der von STANLEY inaugurierten Forschungsrichtung
188t sich naturgemé nicht voraussagen. Nimmt man an, daf der Fundamental-
satz ,,Virus = hochmolekulares Protein® aufrechterhalten bleibt und auf alle
Virusarten, bei welchen das Raumerfordernis des Eiweiles Schwierigkeiten macht,
ausgedehnt werden kann, so sieht man doch auf Grund der vorstehenden Aus-
fithrungen ein, dal das Hauptproblem nur auf ein anderes Geleise geschoben
wurde. Die Unméglichkeit, sich eine Zelle mit so winzigen AusmaBen, daf nicht
einmal das unentbehrliche Eiweil Platz findet, vorzustellen, beschwert das
Denken allerdings nicht mehr, wenn man die Elementarteilchen eben nicht als
Zellen, sondern als Molekiile aufzufassen hat; aber wir verstehen nicht, warum
sich solche ,.freie Molekiile* ganz wie infektidse Mikroben verhalten, d. h. wie mono-
cellulire Parasiten. Offenbar stehen nur zwei Erkldrungen oderrichtiger Hypothesen
zur Verfiigung, welche die Einordnung der Ergebnisse STANLEYS in ie d Anschauung
der Natur gestatten: 1. Die Annahme, daf sich die molekulardispersen Virusproteine
nicht autonom (,,aus sich heraus) vermehren, sondern vom infizierten Wirts-
organismus produziert werden, und 2. die Konzeption des ,,lebenden Molekiils‘‘. Das
ist aber nichts anderes als die Alternative, die sich schon BEIJERINCK vor vier Jahr-
zehnten stellte; nur war die Fassung bei BEIJERINCK nicht ganz prizis (vgl.
S.7) und die Idee des ,,Contagium vivum fluidum®, des molekulardispers
gelosten Virusstoffes, experimentell nicht oder nur véllig unzureichend begriindet.

Im folgenden soll nun dieses wieder aktuell gewordene Dilemma eingehender
diskutiert werden.
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C. Virusstoffe als Erzeugnisse des infizierten
Wirtsorganismus.

Diese Auffassung zwingt an sich nicht dazu, Virusstoffe solchen Ursprungs als
,s;unbelebt** zu bezeichnen. Aber sie ergab sich aus dem Widerstand, Teilchen von
zu geringen Dimensionen als Mikrobenzellen, als lebende Elementarorganismen zu
betrachten, und so entwickelte sich im Widerstreit der Meinungen automatisch die
Identifizierung von ,.endogen‘‘ mit ,,unbelebt auf der einen und von ,exogen‘‘ mit
slebend* auf der anderen Seite. In der Tat liegt ja gerade nach der durch STANLEY
herbeigefiihrten Wendung die Sache so, dal uns die endogene Genese von der schwer
tragbaren Notwendigkeit befreit, isolierten EiweiBmolekiilen die Féhigkeit der Er-
néhrung, Vermehrung, Vererbung und Anpassungsfihigkeit zuzuerkennen, und das
ist vom erkenntniskritischen Standpunkt ein Vorzug. Ein weiterer Vorteil ist der
Umstand, daB die Lehre vom endogenen Ursprung einer experimentellen Beweis-
fiithrung unterstellt werden kann, die Konkurrenzhypothese vom ,lebenden Eiweif3-
molekiil“ dagegen nicht. ’

Die Annahme der endogenen Bildung von Virus als Erzeugnis des infizierten
Wirtskorpers besagt, dafl ein Agens dieser Art, in einen empfinglichen Wirt ein-
gefiihrt, auf bestimmte Gewebe als Reiz wirkt; die Reizfolge ist eine pathologische
Deviation des Stoffwechsels, welche mit der Neubildung des reizenden Stoffes
einhergeht. Essoll sich also um eine Art von autokatalytischem Vorgang handeln,
bei welchem das Virus die Rolle des Autokatalysators iibernimmt. Diese Auf-
fassung, zu welcher sich R. DoERR (12) schon seit 1923 bekannte und welche
infolge der Untersuchungen iiber die Virusproteine naturgemil neue Anhénger
gewann [H. H. Dixow, StanLey (2), K. M. Smrtr (8), H. H. DarE (1, 2) u. a.],
sucht zunédchst nur zu erkldren, warum ein Agens, ohne selbst vermehrungsfihig
zu sein, in unbegrenzter Folge von Tier zu Tier bzw. von Pflanze zu Pflanze iiber-
tragen werden kann. Sie hat aber auch die notwendige Folge, dafi die Frage
nach dem ,,ersten Beginn‘ derartiger Ketten einen anderen Sinn annimmt als bei
den infektiosen Mikroben. Kénnen wir uns im zweiten Falle nur denken, daB
der Anfang simtlicher Infektketten die Synthese einer neuen Gast-Wirt-Be-
ziehung, die Umwandlung eines freilebenden Wesens in einen Parasiten war, so
zwingt uns die Hypothese der endogenen Virusreproduktion dazu, auch die erste
Entstehung solcher Stoffe den Wirtsorganismen anzulasten. Wir miissen also
annehmen, daf durch irgendwelche unspezifische Faktoren pathologische Ande-
rungen des Stoffwechsels hervorgerufen werden kénnen, welche als zufillige und
erstmalige Produkte hochmolekulare und reizend wirkende Proteine liefern, mit
Hilfe welcher dann endlose Serien spezifischer Ubertragungen realisiert werden
koénnen. Bezeichnet man mit « den unspezifischen Faktor und mit V das spezi-
fische Virusprotein, so wiirde sich folgendes Schema fiir die supponierten Prozesse
ergeben: )

1. Virusentstehung: x— Zelle — V.
I1. Virusiibertragung: V — Zelle — V.

Welche Anhaltspunkte wir fiir die tatsichliche Existenz so verwickelter und an
sich wenig wahrscheinlicher Vorginge haben, soll spéter zur Sprache kommen.

1. Einwiinde gegen die Hypothese der endogenen Virusentstehung.
a) Die vom Wirtsorganismus unabhingige Konstanz der Spezifitit der Virusarten.

DaB ein und dasselbe Protein, wenn es als Reiz wirkt, den Stoffwechsel in stets
gleicher Weise und unter Bildung identischer Stoffwechselprodukte modifiziert,
gilt als verstindlich oder doch wenigstens als frei von innerem Widerspruch, falls
der Schauplatz des Vorganges der gleiche bleibt, d. b. falls es sich um Wirtstiere

Hdb. d. Virusforschung, I. 3
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oder Wirtspflanzen der gleichen Ari handeli. DaB aber beispielsweise aus Herpes-
virus nur immer Herpesvirus wird, gleichgiiltig ob seine Vermehrung in der Haut
des Menschen oder im Gehirn des Kaninchens erfolgt, wird von manchen
Autoren, besonders von A. GRATIA als hinreichender Beweis gegen die Hypo-
these der endogenen Virusentstehung bewertet. Herpesvirus hat aber eine so
bedeutende TeilchengréBe (100—150 my nach ErLrorD, PERDRAU und SMITH),
daB an ein molekulardisperses Protein kaum zu denken ist; es empfiehlt sich
daher aus naheliegenden Griinden, die Verhéltnisse an den phytopathogenen
Virusarten, speziell am Virus der Mosaikkrankheit des Tabaks zu erdrtern, das
ja von STANLEY zuerst als kristallinisches Protein dargestellt wurde.

Die Immunochemie sagt uns, daf zwar nicht alle chemischen Differenzen
hochmolekularer Proteine in ihrer serologischen Spezifitdt zum Ausdruck kommen
miissen, daB aber vorhandene serologische Unterschiede ausnahmslos auf Ver-
schiedenheiten der chemischen Struktur beruhen. Es besteht daher die Moglich-
keit, die Virusproteine durch serblogische Reaktionen zu identifizieren und sie
von den EiweiBstoffen der Wirtspflanzen zu unterscheiden. Solche Unter-
suchungen wurden von H.A.Purpy, Marsvmoro (I,2), Marsutmoro und
Somazawa, K. SmmeeErscamipT, H. BeArE (2), A. GraTiA (1,2), GrATIA und
MAaNTL (3) angestellt, wobei man stets von der Voraussetzung ausging, dafl kranke
Pflanzenteile das Virusantigen, das in der gesunden Pflanze nicht vorhanden ist,
in Mengen enthalten, welche fiir die Erzeugung von Antikérpern (an Kaninchen)
und fiir die serologischen Vitroreaktionen (Prézipitation, Komplementbindung,
Virusneutralisation) ausreichen. In methodologischer Hinsicht bestand der Ein-
wand zu Recht, daf die Extrakte aus kranken Pflanzenteilen neben den spezi-
fischen Virusproteinen auch die Eiweillantigene der normalen (nicht-infizierten)
Pflanzengewebe enthalten kénnen und dafl man daher durch Immunisierung mit
einem solchen Antigengemisch keinen einheitlichen Antikérper erhalten muf,
sondern ein Antikérpergemenge erzielen kann, wodurch die serologische Differen-
zierung von Virusantigen und normalem Pflanzenprotein erschwert oder unmog-
lich gemacht wiirde. Wahrend manche Autoren, wie Purpy und K. SILBER-
ScHMIDT, derartige, durch die komplexe Beschaffenheit der Antigenpréparate be-
dingte Storungen tatsdchlich beobachten konnten, kam A. GrRATIA nach seinen
Angaben — obwohl er die Vitroreaktionen nur qualitativ, d.h. ohne quanti-
tative Abstufungen der Reaktionskomponenten ausfithrte — zu ganz eindeutigen
Ergebnissen, die er in einem Vortrag mit P. MANIL (3) auf der Londoner Kon-
ferenz fiir Mikrobiologie (1936) in folgende Satze zusammenfalte:

1. Verschiedene phytopathogene Virusarten enthalten verschiedene, streng
spezifische, durch prézipitierende Antisera identifizierbare und differenzierbare
Antigene.

2. Diese Antigene sind von den Antigenen der Pflanzengewebe verschieden.
Stellt man sich ndmlich ein Prizipitin mit dem Saft einer Tabakpflanze her,
welche mit einem fiir Kartoffeln pathogenen ,,Virus X infiziert ist, so wird es
mit dem Saft jeder beliebigen Pflanze, die mit ,,Virus X* infiziert ist, reagieren,
u. zw. ohne Riicksicht auf die Artzugehdrigkeit der Pflanze; es reagiert dagegen
nicht mit dem Saft aus normalen Tabakpflanzen oder mit dem Extrakt aus
Tabakpflanzen, welche mit einem heterologen Virus, z. B. mit dem Mosaikvirus
des Tabaks, infiziert waren.

3. Das Virusantigen bewahrt seinen serologischen Charakter auch dann, wenn
es mehrere Passagen durch eine ungew6hnliche Wirtspflanze durchgemacht hat.

Die Untersuchung der gereinigten Virusproteine hat GRATIAs Angaben
bestatigt. W.M. StaNLEY sowie K.S.CHESTER konstatierten zuniichst, daf
das kristallinische Virusprotein der mosaikkranken Tabakpflanze Antigen-
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charakter besitzt, indem es im XKaninchenorganismus Préazipitine erzeugt,
welche mit den Losungen der Kristalle sowohl (10— ¢ g Protein pro Kubikzenti-
meter) als mit dem Quetschsaft infizierter Blitter, aber nicht mit dem Extrakt
aus normalen Blidttern reagieren; dementsprechend miBllangen auch alle Ver-
suche, in dem Safte normaler Pflanzen das hochmolekulare Virusprotein, sei es
auch nur in Spuren, chemisch, durch die Ultrazentrifuge, serologisch oder spektral-
analytisch (LaviN und STANLEY) nachzuweisen. Auf der anderen Seite war es
StanLEY und LorING [siehe auch LoriNg und STANLEY (I)] mdglich, dasselbe
hochmolekulare Protein, das zuerst aus tiirkischen Tabakpflanzen isoliert worden
war, auch aus anderen, mit demselben Virus infizierten Pflanzenarten darzustellen,
u. zw. zundchst aus Tomaten; spéiter konnte es aber STANLEY aus infiziertem
Spinat oder Phlox und BEALE aus infizierten Petunien gewinnen, also aus
Pflanzenspezies, die vom ,,natiirlichen Wirt* im System schon ziemlich weit ab-
standen. Es blieb somit nur noch der erste der oben zitierten Séitze von GRATIA
und MANTIL tibrig; doch konnte auch er auf dem véllig neuen Wege verifiziert
werden, da es sich zeigte, dal vier verschiedenen Stimmen des Tabakmosaik-
virus vier differente hochmolekulare Virusproteine entsprachen [STANLEY (9)].

STaNLEY (9) fithrt diese Befunde in erster Linie als Beweise an, welche im
Zusammenbalt mit den anderen bereits erwédhnten Griinden (siehe S. 30) dafir
sprechen, daf die spezifische Viruswirkung eine Eigenschaft der von ihm rein
dargestellten Proteine ist. Da sich aber diese Befunde so weitgehend mit den
Angaben von GrATIA decken und da GRATIA aus seinen Untersuchungen den
Schluf3 ableitete, dafl das phytopathogene Virus einschlieflich des Mosaikvirus
des Tabaks ein wirtsfremdes, von auflen eingedrungenes Agens, ein mit Ver-
mehrungsfiahigkeit begabter infekticser Keim sein miisse, sieht man sich gendtigt,
zu dieser Folgerung Stellung zu nehmen, im allgemeinen sowohl als unter spezieller
Beriicksichtigung der Forschungsergebnisse STANLEYs und der Deutung, die ihnen
ihr Autor gegeben hat.

R. DoERR (8) hat schon 1934 in seiner Monographie tiber ,,filtrierbare Virusarten‘
(1. c., 8. 188) auseinandergesetzt, daB die Kontrollexperimente von A. GRATIA und
anderen Experimentatoren, welche sich mit den serologischen Reaktionen des Mosaik-
virus befaBten, von der Pramisse ausgehen, daB kranke Pflanzenteile auBer den
spezifischen Virusantigenen nur die Eiweifantigene der betreffenden normalen Pflanze
enthalten koénnen. Nur unter dieser Voraussetzung darf man ja ein in den kranken
Pflanzenteilen gefundenes, in der normalen Pflanze nicht vorhandenes Antigen
auf ein von auBen eingedrungenes Agens beziechen. Wie aber DOERR bemerkt, ist
der Antigenbestand eines Organismus unter pathologischen Bedingungen nicht nur
ganz betrdchtlichen quantitativen Schwankungen ausgesetzt, sondern es kénnen
unter Umsténden auch neue Stoffe mit Antigencharakter auftreten. Man braucht
sich da nur an die Antikérper und an das Amyloid zu erinnern,! die auch insofern
eine suggestive Analogie zu der supponierten endogenen Virusreproduktion bilden,
als sie 1. entstehen, wenn artfremdes Eiweil in den Organismus eingefithrt wird;
2. dadurch, da8 ihre Entstehung mit Stérungen des EiweiBstoffwechsels einhergeht
und 3. daB3 das abnorme Produkt (der Antikérper bzw. das Amyloid) von der Natur
der auslésenden Noxe abhéngt, wihrend die Artzugehérigkeit des Organismus, in
dem sich der Vorgang abspielt, die Beschaffenheit des Produkts nicht entscheidend
beeinfluBt. Endlich wird als Grundlage des Amyloids ein globulinartiger Eiwei3-
korper, das Amyloidprotein, angesehen (A.DieTRICH), und die Antikérper galten

1 Weitere Beispiele von abnormen EiweiBkorpern, welche unter pathologischen
Bedingungen entstehen, sind das Protein von BENcE-JoNEs (M.-G. 35000) und der
im Blutserum eines Myelompatienten von BoNSDORFF, GROTH und PACKALEN nach-
gewiesene EiweiBkorper, der serologisch spezifisch war, in der Kélte in Form von
2—3 mm langen kahnférmigen Kristallen ausfiel und ein M.-G. von 200000 besaB3.

Rid
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frither und gelten namentlich auch wieder jetzt als modifizierte Globuline
[WyckoOFF (4)]. Vollkommen laB8t sich indes, wie leicht einzusehen, diese Parallele
nicht durchfithren, und sie wirkt daher auch nicht tiberzeugend genug, um die Hypo-
these der endogenen Virusbildung zu stiitzen; sie reicht aber aus, um Zweifel an dem
Standpunkt von GRATIA zu erwecken.

STANLEY, der — wie ausgefiihrt wurde — im Tatsichlichen mit GrATIA
iibereinstimmt, zieht aus seinen Untersuchungsergebnissen keineswegs die Kon-
sequenz, daf die endogene Virusreproduktion abzulehnen sei. Nach seiner An-
sicht kann die Infektion (Ubertragung) als die Einfithrung einiger weniger Mole-
kiile eines Virusproteins in einen empfinglichen Wirtskdérper betrachtet werden;
diese wenigen Molekiile wiirden dann die Fihigkeit haben, den Stoffwechsel des
Wirtes so zu beeinflussen, dal3 dieser keine normalen Eiweilkérper, sondern
Virusproteine erzeugt, und in dieser Umstellung des Stoffwechsels wére die Ur-
sache und das Wesen der Viruskrankheit zu suchen. Im Grunde genommen steht
diese Auffassung der fritheren Konzeption eines ,autokatalytischen® Vorganges
ziemlich nahe; sie ist nur bestimmter, indem sie die Virusvermehrung als Folge
einer ,,oligodynamisch® ausgel6sten Storung des EiweiBstoffwechsels der Wirts-
zellen hinstellt. Hierfiir war nicht blof der Umstand mafBgebend, daf nach
STaNLEY das Virus eben nichts anderes ist als ein hochmolekulares und in seinen
Losungen molekulardisperses Protein, sondern auch die iberraschende Fest-
stellung, daB erkrankte Tabakblitter zweimal soviel Eiweil enthalten kénnen
als normale und dal 80—909, dieses hohen Eiweillgehaltes auf das makro-
molekulare Virusprotein entfallen. Es bestand also nicht nur eine ge-
steigerte Produktion abnormen, sondern auch eine erhebliche Abnahme
des normalen Eiweilles, zwei Prozesse, die miteinander in Konnex zu sein
schienen.

Wenn das Virusprotein mit dem normalen Eiweil der Wirtspflanze irgend-
welche Verwandtschaft — sei es in chemischer, sei es in serologischer Hinsicht —
zeigen wiirde, stiinde die Hypothese von der endogenen Virusproduktion auf
weitgehend gesichertem Boden [R.DoERR (8), BAWDEN und Pmrie (I)]. Aber
gerade das ist nicht der Fall. CHESTER glaubte anfangs mit Hilfe der Kom-
plementbindung und der Anaphylaxie gekreuzte Reaktionen zwischen kristal-
linischem Mosaikvirusprotein und normalem Eiweil der Tabakpflanze nach-
gewiesen zu haben; Nachpriifungen ergaben jedoch, daB die Priparate
des Virusproteins mit Normaleiweil verunreinigt waren und daB sich
reinere, hochaktive Proteine darstellen lassen, welche die gekreuzten Reak-
tionen nur noch in geringem Grade oder sogar tiberhaupt nicht mehr geben
[K. S. CHESTER (2), STANLEY (§), SEASTONE, LorING und CHESTER, BAWDEN
und PIrie (2), siehe auch S. 34]. Unter diesen Umstinden dringen sich
doch einige Einwénde auf, die zum Teil in der Richtung der Argumentationen
von GRATIA liegen.

Es fallt auf, daB identische oder zumindest sehr &hnliche hochmolekulare
Proteine in Pflanzen entstehen sollen, deren normale EiweiBkérper keine sero-
logische Verwandtschaft zeigen wie z. B. das Mosaikvirusprotein in der Tabak-
pflanze und in Phloxpflanzen. Es bilden allerdings nicht alle infizierbaren
Wirtsspezies gleichviel Virus bzw. Virusprotein, die Tomate z. B. weniger als der
Tabak. Das erleichtert aber das Verstindnis nicht, sondern bedeutet eine neue
Schwierigkeit. Wenn schon einige wenige Molekiile Virusprotein imstande sein sollen,
die virusproduzierende Umwilzung des EiweiBstoffwechsels in so verschiedenen
Pflanzen hervorzurufen, begreift man die Existenz quantitativer Differenzen nicht.
Ja, man kann schlieBlich fragen, warum so viele Pflanzenspezies gegen das Mosaik-
virus refraktér sind, wenn die umstimmende Wirkung des Virusproteins von der
Qualitdt des normalen EiweiBbestandes anscheinend unabhingig ist. Man kann



Einwénde gegen die Hypothese der endogenen Virusentstehung. 37

allerdings annehmen, daf3 nicht in allen Wirten sémtliche Bausteine fiir ein bestimmtes
Protein vorhanden sind; mit dem Fehlen notwendiger Stoffe kann man jedoch, ab-
gesehen davon, dal es sich um eine Hilfshypothese handelt, in gleicher Weise auch
das refraktére Verhalten gegen Parasiten der verschiedensten Organisationsstufen
erkldren (vgl. z. B. die Untersuchungen tiber die Erndhrung der Trypanosomen von
M. LwoOFF).

Daf3 es mehrere Rassen oder Stédmme des Mosaikvirus gibt, fiir welche die Tabalk-
pflanze der natiirliche Wirt ist, méchte STANLEY mit seiner Auffassung in folgender
Weise in Einklang bringen. Bei der Produktion von Millionen Molekiilen eines be-
stimmten Virusproteins kénne es sich ereignen, daf3 gelegentlich eines eine etwas
abweichende Struktur hat, und wenn sich dann dieses Molekiil vermehrt, entstehe
ein neuer Stamm ; das wiirde dem Phénomen der Mutation entsprechen.! Es ist jedoch
nicht klar, warum gerade neue ubertragbare Virusproteine gebildet werden sollen,
wenn die hypothetische Umwilzung des Stoffwechsels partiell unregelméBig verlduft;
man wirde eher vermuten, daf wunter solchen Umsténden irgendwelche andere
EiweiBkérper auftreten, denen die Aktivitét eines Virus fehlt. Und wenn man solche
Vorgénge zugibt, versteht man nicht, warum die Rassen iiberhaupt konstant sind
und nicht bestéindig ineinander regellos iibergehen. Ferner, wenn ein Virusprotein,
sei es auch nur in geringer Masse, neben einem anderen produziert werden kann,
wie soll man es sich dann zurechtlegen, dafl die meisten Rassen des Tabakmosaiks
zueinander in einem antagonistischen Verhéltnis stehen, derart, daB die Infektion
mit einer Rasse, selbst wenn sie schwach pathogen (,,virulent*‘) ist, gegen die Infektion
mit einem kriftig wirkenden Stamm schiitzt ? Wenn man vorgibt, daf der milde
Stamm die Bausteine vollig aufbraucht, welche fiir den hochpathogenen Stamm, d. h.
fir die Synthese des Virusproteins notwendig sind (die alte ,,Erschopfungshypothese**
der erworbenen Immunitét!), mu man sich fragen, wie die Wirtszellen fortbestehen
koénnen, wenn wichtige Substanzen (Proteine der Eiweil3bausteine) dauernd aus ithnen
schwinden.

Anderseits kennt man Fille, da3 ein und dieselbe Pflanze gleichzeitig mit zwei
oder mehreren Virusarten infiziert ist, z. B. die Kartoffel mit ,,X‘- und ,,Y*‘‘-Virus,
der Tabak mit Mosaikvirus und Ringfleckvirus (ring spot virus). Man mif3te in solchen
Fallen annehmen, daB der pathologische Eiweil3stoffwechsel im gleichen Wirt mehrere
Sorten hochmolekularer Proteine hervorzubringen vermag, die aber trotzdem ihre
besonderen Eigenschaften bewahren, da sie sich durch eine Reihe von Methoden
isolieren lassen; und diese Methoden sind nicht bloB mechanische oder physikalische
Verfahren, bei welchen man an eine verschiedene Resistenz der makromolekularen
Proteine denken kénnte, sondern zum Teil so geartet (selektive Ubertragung durch
ein bestimmtes Insekt, Ubertragung auf ungewohnte Wirtspflanzen, in welchen sich
nur eine der im Ausgangsmaterial vorhandenen Virusarten zu vermehren vermag),
daB man in Verlegenheit gerét, wie man die beobachteten Tatsachen der Idee, die
Virusarten seien nichts als Proteinmolekiile, anpassen soll (vgl. KENNETH M. SMITH,
Plant viruses, S. 21ff.).

1 Eine dhnliche Auffassung wie STANLEY vertritt in letzter Zeit auch E. KOHLER,
welcher aus einer Linie des X-Mosaikvirus der Kartoffel vier Varianten isolieren
konnte, welche sich voneinander nicht durch die Qualitét, wohl aber durch die In-
tensitdt der pathogenen Auswirkung unterschieden. KOHLER stellt sich vor, dal die
sprunghaften Anderungen solcher Stimme auf Vorgiingen an den Molekiilen des
Virusproteins beruhen und zwar auf Assoziationen oder Dissoziationen gleichartiger
Teile; die Polymerisation soll durch ,,Steigerung des Virusquantums* die Patho-
genitédt erhéhen, die Depolymerisation soll sie abschwéchen. G. A. KAuscHE, der
mit dem von KGHLER untersuchten Stamm experimentierte, hilt es sogar fiir moglich,
daBl man derartige Verinderungen durch chemisch-physikalische Eingriffe in vitro
bewerkstelligen kann. KOuLERs Hypothese kénnte durch Messung der Teilchen-
grofen der vier Virusvarianten verifiziert werden; das ist aber bisher meines Wissens
nicht geschehen. Die beschriebenen Virusvariationen sind jedenfalls rein quantitativ,
wihrend STANLEY — wie das schon aus dem Vergleich mit den Mutationen der Genetik
hervorgeht — qualitative Differenzen im Auge hatte.
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b) Die Inaktivierung der Virusarten, besonders der Virusproteine.

Gegen die endogene Entstehung der Virusproteine spricht iibrigens, wenn nur
die wichtigsten Momente unterstrichen werden sollen, noch ein Umstand. Es
wurde bereits aus der Diskussion der dimensionalen Virusskala gefolgert, daf die
hochmolekulare bzw. makromolekulare Beschaffenheit der Virusproteine allein
kaum die Ursache ihrer Infektiositit oder unprdjudizierlich gesprochen ihrer
Ubertragbarkeit sein kann (siehe S.32). Nun war es schon lange vor STANLEY
bekannt, daf} sich die verschiedenen Virusarten durch bestimmte physikalische
und chemische Einfliisse ,,abtoten bzw. inaktivieren lassen, so daf3 das ver-
dnderte virushaltige Material nicht mehr infektits war; auch firr das Mosaikvirus
des Tabaks lagen solche Angaben in grofler Zahl vor. Das kristallisierte Tabak-
mosaik-Virusprotein kann, wie STANLEY gezeigt hat, durch H,0,, Formaldehyd,
salpetrige Saure, ultraviolettes Licht ebenfalls inaktiviert werden; dabei treten
wohl nach STANLEYs Untersuchungen Verschiebungen des isoelektrischen Punktes,
Anderungen der Loslichkeit und des Gehaltes an Amino-N auf, welche fiir Altera-
tionen im Proteinmolekiil sprechen, aber die chemischen und serologischen HEigen-
schaften (die Flockbarkeit durch spezifische Antisera und die produktive Antigen-
funktion) bleiben erhalten, ja die Inaktivierung beeinfluBt nicht einmal die Form
der mikroskopischen Kristalle.

Daf3 wir Zellen, insbesondere Bakterien, ihrer Vermehrungsfihigkeit und damit
auch ihrer Infektiositit berauben, da wir sie abtoten konnen, ohne die chemische
Zusammensetzung ihrer Leibessubstanzen erkennbar zu modifizieren und insbesondere
ohne die Antigenfunktionen irgendwie zu tangieren, ist dem Mikrobiologen und
Immunologen geldufig; was da irreversibel zerstort (oder nur reversibel unterbrochen)
wird, ist fiir uns das ,,Leben®, und daB das Leben ohne wesentliche Anderung im
chemischen oder serologischen Gefiige der Organismen geschédigt werden kann,
nehmen wir hin, weil wir von einer restlos mechanistischen Erfassung des Lebens-
prozesses weit entfernt sind, vielleicht auch weil wir stillschweigend zugeben, daB
unsere Methoden zu grob sind, um eventuell vorhandene chemische Unterschiede
zwischen abrollendem Leben, ruhendem Leben und endgiltigem Tod zu erfassen.

Was soll aber verdndert werden, wenn das Molekiil eines Virusproteins in-
aktiviert wird ¢ Wenn wir die Vorstellung des lebenden Eiweilmolekiils ablehnen,
kommt kaum etwas anderes als ein chemischer Vorgang in Betracht, der, obwohl
er nach StanrLrys Untersuchungen nicht tiefgreifend sein muf}, doch ausreicht,
um das Virusprotein seiner Féahigkeit zu berauben, die supponierte Umwélzung
des Eiweilistoffwechsels im Wirte anzuregen. In der Tat konnten A.F. Ross
und W. M. STANLEY zeigen, daf3 die Aktivitét des Virusproteins des Tabakmosaiks
durch Einwirkung von Formaldehyd auf 10—0,19, ihres Ausgangswertes ver-
mindert werden kann und dafB hierbei die Aminogruppen und die (mit Forins
Reagens nachweisbaren) reduzierenden Gruppen (vermutlich die Indolkerne
des Tryptophans) abnehmen; die Entfernung des Formaldehyds mit Dimethyl-
dihydroresorcinol oder Histidin hatte eine partielle Reaktivierung (auf das Zehn-
fache) und gleichzeitig eine Zunahme des Amino-N sowie der reduzierenden
Gruppen zur Folge. Merkwiirdig war auch, daB die Reaktivierung noch méglich
war, wenn die inaktivierten Losungen monatelang gestanden hatten. Ross und
STANLEY betrachten ihre Beobachtungen als einen direkten experimentellen
Beweis dafiir, dal die Aktivitéit eine spezifische Eigenschaft der Virusproteine
sein muB, da sie sonst nicht durch chemische Vorginge am Eiweill abgeschwécht
und wiederhergestellt werden kénnte.

Ob aber die Inaktivierung in dem von Ross und STANLEY untersuchten Fall
auf einer Blockierung der Aminogruppen und Indokerne beruht, erscheint fraglich.
Eine generelle Aussage iiber den Mechanismus der Inaktivierung, eines zumindest
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im Endeffekt einheitlichen Phdnomens, ist vollends unmdglich. Die als ,,Virus-
aktivitdt bezeichnete Eigenschaft ist bei manchen Virusarten duBerst labil,
bei anderen in hohem Grade widerstandsféhig und die Extreme finden sich oft
bei Virusarten, welche derselben Wirtspflanze zugeordnet sind (Virus X und Y
der Tomaten, extreme Resistenz des Nekrosevirus der Tabakpflanze gegen Alkohol
und Formaldehyd; cit. nach KENNETH SmiTH, Plant viruses, S. 48ff. und VII. Ab-
schnitt dieses Handbuches); es besteht auch kein durchgéngiger Parallelismus
der Resistenz gegen verschiedene inaktivierende Einfliisse (Austrocknung, Form-
aldehyd, Alkohol, Erhitzen, H--Konzentration des Losungsmittels usw.). Wenn
es also Verdnderungen des Eiweilles sein sollten, auf welchen die Virusinaktivierung
beruht, so konnen es doch nicht immer die gleichen chemischen Prozesse sein,
welche diese Wirkung haben. Man erhilt vielmehr den Eindruck, daf das, was
bei der Inaktivierung verlorengeht, durch einen von Virus zu Virus wechselnden
Faktorenkomplex bedingt sei, und im ganzen ein Verhalten erkennen 1483t,
welches mehr der Empfindlichkeit von Organismen gegen mikrobizide Agenzien
nahesteht, als der physikalisch-chemischen Stabilitdt einer bestimmten Gruppe
von Substanzen (Proteinen). Erschwert wird iibrigens dieser Sektor der Virus-
probleme durch die Schwierigkeit, reversible Inaktivierungen von irreversiblen
Zerstorungen zu unterscheiden, eine Differenzierung, die naturgemifl ausschlag-
gebende Bedeutung besitzt; zweitens storen gewisse Fehlerquellen, welche da-
durch gegeben sein kénnen, daf die angeblich inaktivierten Produkte nur des-
halb nicht wirken, weil sie fiir das Protoplasma der Wirtszellen toxisch sind
(J. CALDWELL, Ross und STANLEY u.a.).

Die Inaktivierung gibt auch noch in einer anderen Beziehung Anlal zu Bedenken.
Die Virusarten und unter ihnen in erster Linie die kleindimensionierten (Durchmesser
der Elemente = 40 my) sollen hochmolekulare Proteine sein, und es ist im Prinzip
stets dieselbe Wirkungsart, welche bei der Inaktivierung geschidigt wird. FaBt
man aber die phytopathogenen Virusarten ins Auge, welche auch noch durch ihre
gemeinsame Abstammmung aus dem Eiweilstoffwechsel von Pflanzen (zum Teil
sogar von denselben Pflanzen!) miteinander verbunden sein sollten, so ist man iiber
die verschiedene Resistenz gegen inaktivierende Faktoren erstaunt. Manche halten
sich im Quetschsaft kranker Blétter oder in getrockneten Pflanzengeweben monate-
lang, andere nur wenige Stunden, manche ertragen die Einwirkung von Form-
aldehyd, hochkonzentriertem Alkohol oder von Temperaturen von 80—90° C, wéhrend
sich andere als labil erweisen; und die Extreme finden sich oft bei Virusarten, welche
der gleichen Wirtspflanze zugeordnet sind (Virus X und Virus Y der Tomaten,
extreme Widerstandsfdhigkeit des Nekrosevirus der Tabakpflanze gegen Alkohol
und Formaldehyd; cit. nach KENNETH SMITH, Plant viruses, S. 48ff. und siebenter
Abschnitt dieses Handbuches).

2. Argumente, welche fiir die Moglichkeit der endogenen:
Virusentstehung sprechen.

Wenn somit von STANLEY und anderen Experimentatoren einige Virusarten
in Form von makromolekularen Proteinen dargestellt wurden, d. h. von Proteinen,
deren groBe Molekiile im Losungszustand mit den Viruselementen identifiziert
werden diirfen, so wird die Theorie der endogenen Virusproduktion dadurch wohl
gestiitzt, aber nicht so zwingend bewiesen, dafi man sie unter allen Umsténden ak-
zeptieren muf. Die Griinde, welche schon vorher zugunsten dieser Hypothese geltend
gemacht wurden, insbesondere von R. DOERR, haben daher ihren Wert nicht ein-
gebiiBt; aber es hat sich iiberraschenderweise herausgestellt, daB sie nur zum Teil
auf jene Virusarten angewendet werden kénnen, welche sich durch besonders
kleine Elemente auszeichnen und von denen einige als hochmolekulare Eiweif3-
korper isoliert wurden. Sehen wir von dieser Inkongruenz vorliufig ab, so lassen
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sich folgende Argumente fiir die Entstehung von Virusarten im Organismus
der ,,Wirte“ anfiihren:

a) Das spontane Auftreten einer Viruskrankheit oder einer latenten Virus-
infektion ohne nachweisbare Ubertragung des spezifischen Agens.

b) Die Erzeugung einer Viruskrankheit auf unspezifischem Wege.

¢) Der Nachweis einer serologischen (immunochemischen) Verwandtschaft
zwischen Virus- und Wirtsproteinen. .

d) Die straffe Bindung der Virusvermehrung an den intensivierien Stoffwechsel
( Wachstumsvorginge) der Wirtszellen.

e) Ein Beweis e contrario: Eigenschaften der Virusarten, welche sich mit dem
Begriffe eines lebenden Organismus nicht vertragen, machen ihre unbelebte Natur
und nfolgedessen auch thre Enistehung tm Wirte wahrscheinlich.

a) Das spontane Auftreten von Viruskrankheiten oder latenten Virusinfektionen
ohne nachweisbare Ubertragung des spezifischen Agens.

Es handelt sich hier um Beobachtungen von ganz verschiedener Art, gewisser-
mafen um eine Kasuistik, so dafl auch die Darstellung nur in einer Aufzihlung
und Diskussion von ,,Fillen bestehen kann.

«) Spontane Virusinfektionen von Pflanzen.

Ganz besonderes Interesse beanspruchen Untersuchungen, welche KENNETH
M. Smrra in Cambridge mit dem sog. Nekrosevirus der Tabakpflanze ausgefithrt
hat. K. M. SmrtH konstatierte zunéchst, dal normale, &ufBerlich gesunde Pflanzen,
die wahrend ihrer ganzen Lebensdauer keinerlei Zeichen einer krankhaften
Storung darbieten, dieses Virus beherbergen kénnen u. zw. nur in den Wurzeln,
nicht in den oberirdischen Teilen. Unter bestimmten Bedingungen (im Winter
und im ersten Frithjahr) kann aber das Virus in den Stamm der Pflanze aufsteigen,
und die unteren Blitter zeigen dann pathologische Symptome. Weit merk-
wirdiger aber war, dafl aus den Samen solcher Tabakpflanzen gezogene Keim-
linge, die gegen exogene Infektionen geschiitzt wurden, zwar zuniichst in allen
Teilen frei von nachweisbarem Virus waren, daB3 aber die meisten nach Ablauf
von fiinf Wochen reichlich Virus enthielten u. zw. gerade wieder in den Wurzeln.

SmitH sah fir diese Beobachtungen drei mégliche Erklirungen voraus. Erstens
kénne man willkiirlich annehmen, daf das Virus zu allen Zeiten in den oberirdischen
Teilen der Mutterpflanzen vorhanden ist, aber in einer Form oder Konzentration,
welche durch die bekannten Methoden des Virusnachweises nicht erfaBt werden kann ;
vom Stamm kénnte das Virus dann in die Samen und durch diese in die Keimlinge
ubertreten, miilte aber alle diese Etappen in der maskierten Form passieren, um
erst nach fiinf Wochen in den Wurzeln der jungen Pflinzchen manifest zu werden.
Zweitens wire ein Versuchsfehler denkbar, falls es Arten der Ubertragung gibt,
die man bisher nicht kennt. Drittens erwog SmiteH die endogene Entstehung des
Virus in den Tabakpflanzen und betrachtete diese Hypothese — auch im Hinblick
auf die bereits ausfithrlich besprochenen Arbeiten von W.M. STANLEY — als zu-
lassig, wenn auch noch nicht als hinreichend bewiesen.

K. Smrra bezeichnete jedoch die an zweiter Stelle angefithrte Erklirung als die
wahrscheinlichste. Da das Virus in den Wurzeln der aus Samen gezogenen Keimlinge
zuerst auftrat, kam als Vermittler einer exogenen Infektion nur der Boden in Be-
tracht; da aber anderseits auch die Wurzeln von in sterilisiertem Boden aufgewach-
senen Sémlingen virushaltig wurden, muBte man an eine nachtrigliche Kontamination
des Bodens durch das Wasser oder die Luft denken. In der Tat war SMITH imstande,
das Nekrosevirus experimentell (durch Ubertragung auf Phaseolus vulgaris) im
Bodenschlamm eines Tanks, aus welchem Wasser zum Begiefien der Pflanzen ent-
nommen wurde, und bald darauf auch in der Luft des Glashauses nachzuweisen.
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Den Virusnachweis in der Luft hielt SmrTH fiir so wichtig, daB er geradezu von einem
,,air borne plant virus‘‘ sprach.

SuitH begniigte sich jedoch nicht mit dem Virusnachweis im Wasser und in
der Luft, sondern suchte die beiden anderen der oben erwéhnten Erkldrungsmdoglich-
keiten auszuschlieBen. Er ziichtete Tabaksamen, deren Oberfliche mit 2,5%,,
Sublimat desinfiziert worden war, auf einem besonderen Néhragar in groBen ge-
schlossenen Glasflaschen und fand das Virus auch nach drei Monaten nie in den
Wurzeln der entwickelten Pflinzchen. Auch blieben virusfreie Wurzelstiicke von
Sémlingen, wenn sie unter entsprechenden Kautelen nach der Methode von P. R.
WHITE in vitro kultiviert wurden, 3—4 Monate lang virusfrei. Aus diesen zwei
Versuchsresultaten schlieBt SmiTH, daB3 das Nekrosevirus in keinem Teile der Wirts-
pflanze spontan auftritt und daB Tabakpflanzen, die vor jeder &uBeren Einwirkung
geschiitzt bleiben, kein Virus enthalten. Das Ergebnis des ersten Versuches besagt
uberdies nach SwmitH, daf das Nekrosevirus von einer infizierten Tabakpflanze
nicht durch die Samen auf die Tochterpflanzen tibertragen werden kann, eine An-
gabe, die mit der vielfdltigen Erfahrung der Phytopathologen [K. SmiTH, E. SCHAF-
FERIT, A. GrRATIA und P. MANIL (1, 2) u. a.] Gbereinstimmt, daf3 diese Art der here-
ditéren Infektion bei den Viruskrankheiten der Pflanzen auBerordentlich selten
vorkommt (siehe weiter unten).

So wére also das scheinbar spontane Auftreten des Nekrosevirus in anfénglich
virusfreien Wurzeln bestimmter Tabakrassen als Paradigma endogener Virus-
bildung abzulehnen. Man wird aber diese Angelegenheit kaum fiir definitiv erledigt
halten, da viele Punkte in Schwebe geblieben sind, so z. B. warum das Virus auf die
Glashiuser beschrinkt schien und bei Pflanzen, die im Freien wuchsen, nicht nach-
gewiesen werden konnte, warum auch im Glashause stets eine Zeitspanne von
mehreren Wochen verstreichen muBte, bis das Virus in den Wurzeln zu finden war.

GrATIA und MANTIL (1, 3) erblicken in der ,,Unmdglichkeit der Virusiiberiragung
durch die Samen' ein Argument gegen die endogene Virusbildung. Wie aber T.
MATSUMOTO (2) sowie GRATIA und MANIL (2) durch die Prizipitinreaktion fest-
stellen konnten, ist daran die ungleiche Verteilung des Virus in den infizierten Pflanzen
schuld. Selbst wenn sich die Infektion generalisiert, ist das Virus im Gegensatze zu
anderen Teilen der blihenden Pflanze im Griffel und in den StaubgefdBen nicht
oder nur in duBerst geringer Menge enthalten; GRATIA und MANIL nehmen an, daB
es zur Zeit der Gametenbildung langst aus den Fruktifikationsorganen verschwunden
ist und daB dies die Unméglichkeit der Virustibertragung durch die Samen zu er-
klidren vermag.

Die Ubertragung phytopathogener Virusarten durch Samen ist nun zwar nicht
gerade héufig, aber doch in einigen Fillen zuverlissig beobachtet worden, insbesondere
bei den Mosaikkrankheiten der Bohnen und anderer Leguminosen [KENNETH
SMiTH (1, 8)]; wiren die Ausfithrungen von GRATIA und MANIL zutreffend, so miifite
sich hier das Virus in der blithenden Pflanze anders verteilen und als solches in die
Samen iibertreten. In der Tat konnte SmiTH (6) zeigen, dafl sich aus kinstlich mit
Nekrosevirus geimpften Samen von Phaseolus vulgaris zum Teil infizierte und schwer
geschidigte Pflinzchen entwickeln. Geht man von der Voraussetzung aus, dafl eine
Ubertragung durch Samen nur dann erfolgen kann, wenn das Virus aus der Mutter-
pflanze in den Samen gelangt und sich in diesem bis zum Auskeimen erhélt, so wire
ein derartiger Vorgang als Analogon einer transplazentaren Infektion des Fetus
bei Sdugetieren zu betrachten und kénnte selbstverstéindlich nicht als Beispiel fiir
eine endogene Virusbildung dienen. Es ist indes nicht sicher bewiesen, daB diese
Voraussetzung tatsichlich zutrifft, d. h. daB jeder Fall von Ubertragung durch Samen
auf einer Infektion der Samen beruht, welche wihrend ihrer Entwicklung in der
Mutterpflanze stattgefunden hat.

f) Der Herpes febrilis.

Der Typus einer ohne nachweisbare exogene Infektion auftretenden u.zw.
héufig auftretenden Viruskrankheit ist der Herpes febrilis des Menschen. R.DOERR
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vertrat seit 1925 die Ansicht, dall das iibertragbare Agens keine Mikrobe sein
konne, sondern im menschlichen Organismus entstehen miisse, also zu einer Zeit,
wo noch keine GroBenbestimmungen dieser Viruselemente (D = zirka 120 mu)
vorlagen ; in der Folge schloB sich O. NigrLI dieser Auffassung mit identischer
und nur in manchen Punkten etwas erweiterter Begriindung an, ohne von den
Arbeiten seiner Vorgénger besondere Notiz zu nehmen.

Die Einwiinde, welche gegen den endogenen Ursprung des Herpesvirus geltend
gemacht wurden bzw. heute geltend gemacht werden, sind:

a) Die meisten Menschen sind mit Herpesvirus latent infiziert und die latente
Infektion wird durch eine Reihe unspezifischer Faktoren aktiviert d.h. in eine
manifeste Erkrankung umgesetzt. Als Stdtten, wo das latente Virus zu finden
sein soll, werden ,,nach Bedarf das Blut, der Liquor, frither infiziert gewesene
Hautstellen, regionidre Nervenganglien, die Mundhthle genannt, und es liegen
auch Angaben iiber positive Befunde, besonders im Liquor, vor (FLEXNER und
AMoss, Bastat und Busacca, L. JaccHa, St. ZurRUuKzoGgLU). Der Nachweis im
Liquor gelang manchen Autoren (Bastar und Busacca, L. Jaccr1a) leicht und
in einem hohen Prozentsatz der untersuchten Proben, anderen, wie FLEXNER und
Awmoss oder ZURUKzZOGLU, nur ganz ausnahmsweise, K. ScHEMIDT sowie DOERR
und seinen Mitarbeitern (SCHNABEL, M. FISCHER, S. SEIDENBERG) nie. Die Zahl
der im Institute von DoERR gepriiften Liquorproben belief sich im Jahre 1931
auf 85 (Bericht von SEIDENBERG); neuerdings wurden abermals 62 Proben unter-
sucht, u.zw. wieder mit absolut negativem Ergebnis (noch nicht publiziert),
wobei noch zu bemerken ist, daB ein Teil der Liquores von Individuen stammte,
welche entweder vor der Lumbalpunktion einen Herpesausschlag gehabt -hatten
oder bei denen kurz nach der Punktion der Herpes (durch Fiebertherapie) aus-
gelost werden konnte. Berticksichtigt man das groBe Material von DOERR sowie
den Umstand, daBl positive Resultate vorgetduscht oder durch Versuchsfehler
bedingt sein konnen, so wird man Dorrr beipflichten, daf8 der Nachweis der
latenten Herpesinfektion bisher nicht erbracht wurde. Es ist ja auch véllig unklar,
warum sich das Depot fiir das latente Virus gerade im Liquor befinden soll und
wie das Virus von dort an die Stelle der kutanen Lokalisation gelangt.

St. ZURUKZOGLU will in zwei von 50 Liquorproben Herpesvirus nachgewiesen
haben; einer der beiden positiven Befunde wurde bei einer Frau erhoben, welche
nie zuvor Herpes gehabt hatte und ZuRUKZOGLU meint, daB gerade dieses Ergebnis
»gegen die Hypothese eines unbelebten Virus* spreche. Das ist nicht verstdndlich;
das Vorhandensein von Herpesvirus bei einem Individuum, das frither nie manifest
infiziert war, kénnte man eher zugunsten des endogenen Ursprungs anfiithren.
ZURUKZOGLU hatte in einer fritheren Arbeit (in Gemeinschaft mit H. HRUSZEK) ange-
geben, daf man bisweilen an Stellen abgeheilter Herpeseruptionen durch unspezifische
Reize (Tuberkulin, Gonovacecine, Pyrifer, Adrenalin) Herpesrezidive hervorrufen kénne,
u. zw. ziemlich lange (fiinf Monate) nach der Abheilung des priméren Prozesses. Es war
aber ZURUKzZOGLU und HRUSZEK ebensowenig wie frither F. FREUND méglich, das
Herpesvirus in abgeheilten Effloreszenzen festzustellen, so da die Annahme eines
latenten Verharrens des Agens am Ort eines vorausgegangenen Infektes als willkiirlich
bezeichnet werden muB. Man erhilt vielmehr auch hier wieder den Eindruck der
endogenen Virusbildung; nach Analogie der anamnestischen Agglutininprodulktion
kénnte die Virusbildung, falls sie einmal durch einen spezifischen Reiz ausgeldst
worden war, auch unspezifisch wieder in Gang gebracht werden. Damit stimmt
die Beobachtung, da8 Hautstellen, welche kiinstlich mit Herpesvirus infiziert waren,
erneute Herpesausbriiche zeigen, wenn man die unspezifischen Reizsubstanzen
(Pyrifer, Sanovaccine) nicht lokal einwirken 148t, sondern an beliebiger Kérperstelle
einspritzt (STALDER und ZURUKZOGLU); es ist das nichts anderes als die bekannte
Provozierbarkeit des Herpes (siehe S.44) an einer durch die vorausgehende kiinst-
liche Impfung erzeugten Pridilektionsstelle. Latente Virusdepots kommen eben-
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sowenig in Frage wie in jenen Fillen, in welchen eine Herpeseruption bei einem vorher
nie herpeskranken Individuum ausgelést wird, wobei ja bekanntlich auch bestimmte
Lokalisationen bevorzugt sind (Herpes labialis). Einen Versuch, seine verschiedenen
experimentellen Ergebnisse und ihre disparaten Deutungen untereinander in Be-
ziehung zu setzen, hat ZURUKZOGLU nicht unternommen.

b) Ist die Annahme einer allgemein verbreiteten latenten Herpesinfektion der
Menschen sachlich nicht oder nicht geniigend unterbaut, so kann ein anderer Ein-
wand nicht ohne weiteres abgelehnt werden: die Grofe der Elemente dieser
Virusart.

Bei wenigen Virusarten gehen allerdings die Angaben iiber den Teilchen-
durchmesser so weit auseinander wie gerade beim Herpesvirus, wo sie zwischen
dem Molekiildurchmesser eines Serumproteins (LEvaprr: und Nrcorau) und
180—220 my (BEcEEOLD und SCHLESINGER) schwanken. Die Messungen von
ELrorDp, PERDRAU und SMITH ergaben einen wahrscheinlichen Wert von 100
bis 150 mu, und diese Autoren sprachen daher — wie schon friiher S. P. BEDsoN —
die Vermutung aus, dafl die Virusteilchen innerhalb der Grenzen mikroskopischer
Sichtbarkeit liegen diirften. Davon ausgehend, versuchte 1936 K. HErRzBERG die
Elementarkorperchen des Virus in Ausstrichpriparaten aus menschlichen Herpes-
effloreszenzen und in Klatschprédparaten von der herpetisch infizierten Kaninchen-
cornea durch Farbung mit Victoriablau darzustellen, u. zw. insofern mit positivem
Erfolg, als rotviolette, kokkenartige Gebilde von der nach ErrorDs Messungen
zu erwartenden GréBenordnung zu sehen waren, welche ,,verschiedentlich auch
die charakteristischen Teilungsformen erkennen lieBen.

Bis zur Niederschrift dieses Abschnittes ist das meines Wissens die einzige Mit-
teilung uber die optische Erfassung der Elemente des Herpesvirus. Es fehlen daher
vorldufig die Kontrollen mit den anderen, in solchem Gréf3enbereich anwendbaren
Methoden (Photographie im ultravioletten Licht, Fluoreszenzmikroskopie, ,,Leucht-
bildmethode®‘). Ferner sind die fraglichen Gebilde in Abstrichen aus herpetischen
Lippeneffloreszenzen so spirlich, daf ein Widerspruch zur quantitativ titrierbaren
Infektiositét des Materials (siche R. DOERR und E. BERGER, l. c., S.1419) vorliegt;
HEeRzBERG findet freilich eine Ubereinstimmung, aber nur, weil er eine fiir die Aus-
wertung der Infektiositit unbrauchbare Technik verwendet (Fr.MAcrassi, R.
DoERR, dieses Handbuch, V, 3. Kap. Wenn die Begrindung der #tiologischen Be-
deutung der PascEENschen Korperchen so auBlerordentlich diirftig wire, wie das
bisher bei den von HERZBERG geféirbten Partikeln in Herpesmaterial der Fall ist,
so miite man diesen Befunden mit der gleichen Skepsis begegnen, mit welcher sie
urspriinglich aufgenommen wurden. Und daB die PascEENschen Koérperchen jetzt
fast allgemein als die belebten Erreger der Variolavaccine anerkannt sind, berechtigt
keineswegs dazu, die Strenge der wissenschaftlichen Forderungen in dem Ausmaf3e
zu lockern, wie das in der jungsten Phase der ,,Elgmentarkt')rperchenforschung"
geschieht. Zu warnen ist unter anderem auch vor der Uberwertung von sogenannten
,»Teilungsformen ; was unter dieser Bezeichnung abgebildet wird, kann man unschwer
an verschiedenen, zweifellos unbelebten, mikroskopischen Partikeln in ganz &hnlicher
‘Weise konstatieren.

Man kann somit vorderhand nicht behaupten, dall eine Mikrobe von der
GréBenordnung der PascaeNschen Korperchen als Erreger des Herpes simplex
nachgewiesen ist, und muB sich daher um so mehr Rechenschaft dariiber ablegen,
welche Tatsachen gegen die Existenz eines solchen Keimes geltend gemacht
werden koénnen. Sie sind ziemlich zahlreich:

1. Der Herpes ist bei Siuglingen eine Seltenheit, wird nach dem fiinften
Lebensjahr und insbesondere von der Pubertit an hiufig und bevorzugt —
speziell als habitueller Herpes — das weibliche Geschlecht.

2. Der Herpes tritt in manchen Familien gehduft auf und zeigt dann bei
Aszendenten und Deszendenten die gleiche, zuweilen ganz atypische Lokali-
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sation, z. B. am Ohrlippchen (Pu. REzEK, LAUDA und LUGER, LEENDORFF). Zu-
weilen sind nur Mutter und Tochter, meist in der Form des habituellen bzw.
menstrualen Herpes betroffen, wihrend die Véter verschont bleiben, obwohl sie
einer exogenen Kontaktinfektion in gleichem oder héherem Grade exponiert sind
(0. NAGELI).

3. Die Ubertragung von Mensch zu Mensch, die sich experimentell leicht be-
werkstelligen 148t, spielt unter natirlichen Verhéltnissen offenbar keine oder nur
eine ganz untergeordnete Rolle.! Die herpetischen Manifestationen werden viel-
mehr durch eine Reihe heterogener unspezifischer Faktoren ausgeldst, so z. B.
durch die Menstruation, durch den Geschlechtsakt, durch bestimmte Infektions-
krankheiten, durch Injektionen verschiedenartiger, besonders pyrogener Stoffe,
durch den Aufenthalt in der Schnee- und Eisregion des Hochgebirges (Beob-
achtungen von E. KoppiscH am Jungfraujoch, cit. nach DoERR), ja sogar durch
psychische Suggestion (Hem1e und Horr), die nach dem Zeugnis von Br. Brocu
auch noch eine andere Viruskrankheit (die Warzen) entscheidend beeinfluft.

4. Obzwar die Erzeugung des Herpes simplex durch Verimpfung des spezi-
fischen Agens an keine bestimmten Stellen der Hautdecke gebunden ist, erscheint
der Ausschlag unter natiirlichen Bedingungen meist an bevorzugten Orten
(Herpes labialis, Herpes progenitalis) und — falls es sich um habituellen oder
rezidivierenden Herpes handelt — beim gleichen Individuum an gleicher Stelle,
u. zw. auch dann, wenn die Lokalisation ganz ungewdhnlich ist (Kasuistik bei
Dorrr und BERGER, S.1458, und bei S. Nicorau, S.322).

5. Die Rezidive beim habituellen Herpes kénnen durch gesetzmifBige Intervalle
getrennt sein. Daf der Herpes menstrualis in Abstdnden von 4—5 Wochen
wiederkehrt, wire im Hinblick auf die Periodizitit des auslosenden Faktors be-
greiflich ; man hat aber auch die zeitliche Bindung der Rezidive an eine bestimmte
Jahreszeit beobachtet.

6. Um den Zusammenhang nicht zu stdren, sei schon hier auf die willkiirliche
unspezifische Provokation des Herpes hingewiesen, obwohl sie erst in das folgende
Kapitel gehéren wiirde. Aber schlieflich wird ja, wie bereits betont wurde, auch
der ,,spontane’ Herpes durch unspezifische Faktoren ausgeldst, und die absicht-
liche Provokation ahmt nur einen Vorgang nach, der sich ohne unser Zutun be-
sténdig abspielt. Es ist bekannt, daB die Provokation, falls man geeignete Mittel
verwendet, bei einem hohen Prozentsatz der Versuchspersonen gelingt. Dem
Verfasser wurde vor kurzem eine ,,Vaccine“ aus verschiedenen abgettteten
Bakterien eingeschickt, welche zur Erzeugung von Fieber (Fiebertherapie) be-
stimmt war; sie wirkte aber so regelméfBig und so intensiv herpetogen, daB sich
die Arzte dariiber beschwerten und der Darsteller des Priparates auf den Ge-
danken verfiel, dasselbe kénnte mit Herpesvirus verunreinigt sein!

7. Bei Menschen, welche an atypischen Stellen mit Herpesvirus erfolgreich
infiziert worden waren, halten sich die provozierten Eruptionen an die abgeheilten
Impfstellen (STALDER und ZURURZOGLU).

Alle diese Beobachtungen konvergieren dahin, daB das Agens des Herpes
simplex kein Infektionsstoff ist, der sich in Infektketten erhilt, sondern daf es
im Organismus des Menschen, also ,,endogen‘‘ entsteht. Man erhilt den bestimm-
ten Eindruck, dafl gewisse Gewebsbezirke fiir die Virusproduktion von Haus aus
besser geeignet sind als andere, und dafl eine einmalige Erkrankung — sei sie
nun spezifisch oder unspezifisch ausgelost — diese Fahigkeit erheblich steigert,
auch wenn der Primdraffekt nicht an einer Pradilektionsstelle saB.

! Uber herpetische Infektionen durch Kohabitation (Herpes conjugalis) siehe
O. NigELl, ferner JANET und L. Bivg.
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Es gelang allerdings STALDER und ZURUKZOGLU nicht, die lokale Gebundenheit
der Herpesdisposition dadurch zu beweisen, da8 sie Hautstellen, welche zu Herpes-
rezidiven geneigt waren, mit Hilfe der TaierscHchen Autotransplantation an andere
Orte verpflanzten ; ein provozierender Eingriff hatte nie eine Eruption im angeheilten
Transplantat zur Folge, obwohl die Stellen, von denen die Oberhaut abgetragen
worden war, in einem Falle ihre Rezidivierfahigkeit bzw. Provozierbarkeit eingebiit
hatten. Doch lassen sich aus den wenigen Versuchen (an zwei Patienten) wohl {iber-
haupt keine Schliisse ableiten, was STALDER und ZURUKzZOGLU selbst zugeben.

Selbst wenn eine Mikrobe als Erreger des Herpes einwandfrei sichergestellt
wére, miifte man sich mit diesen Tatsachen, die sich so wenig in unsere Vor-
stellungen von Infektion und Infektionskrankheit einfiigen lassen, auseinander-
setzen. Daf} wir sie jetzt wegen der unbewiesenen Hilfshypothese einer allgemeinen
latenten Durchseuchung des Menschengeschlechtes mit Herpesvirus und wegen
der Angaben iiber die GroBe der Viruselemente einfach beiseite schieben, erscheint
vom wissenschaftlichen Standpunkt aus unzuldssig.

Anderseits ist es ein Gebot der Objektivitit, Bedenken, welche sich ohne vor-
gefaBte Lehrmeinung aus der Hypothese der endogenen Virusbildung ergeben,
gebiihrend zu beriicksichtigen. Und da wire hervorzuheben, da sich das Herpesvirus
auf zahlreiche und untereinander verschiedene Tierspezies mit Erfolg {ibertragen
laBt. Die Annahme, da das Herpesvirus den Zellstoffwechsel aller dieser Wirte
in ,,autokatalytischem Sinne*, d. h. derart beeinfluBlt, daB es selbst als Endprodukt
des pathologischen Prozesses entsteht, ist trotz vorhandener Analogien (siche S. 34)
mit innerer Unwahrscheinlichkeit belastet. Abgesehen davon, erscheint es unter
dieser Voraussetzung nicht verstéindlich, warum die herpetischen Manifestationen
gerade nur beim Menschen und hier so leicht und regelmiBig durch unspezifische
Faktoren hervorgerufen werden kénnen, nicht aber — so weit wir das bis jetzt wissen —
bei den herpesempfinglichen Tierarten.

Beim Pferde hat man eine Blischenflechte (den Herpes communis) beobachtet,
welche sich insofern analog verhilt wie der Herpes simplex des Menschen, als sie
im Anschlusse an fieberhafte Erkrankungen (Brustseuche, Druse, Magendarmkatarrhe)
auftritt, u. zw. mit Bevorzugung der gleichen Korperstellen (Herpes labialis). Es
handelt sich aber hier nicht um dasselbe Virus wie beim Menschen; Pferd, Esel und
Maultier sind gegen das Virus des Herpes simplex refraktdr (VERATTI und SArA,
REMLINGER und BAILLY).

y) Die onkogenen Virusarten; serologische Verhédltnisse und
Elementarkérperchen.

Ein weiteres Beispiel fiir das evidente Fehlen einer exogenen Infektion als
spezifischer Entstehungsursache sind die Tumoren, die in diesem Zusammenhang
natiirlich nur soweit in Betracht kommen, als sie durch zellfreien Tumorsaft
d. h. durch ein virusartiges Agens, iibertragen werden kénnen. In erster Linie
gehoren hierher die ,transplantablen Hiihnertumoren, von welchen PryTon
Rovus, dem eine besonders groBe Erfahrung zu Gebote steht, schreibt: ,,The
natural incidence of the chicken tumors yields no sign whatever that they are
caused by a virus.*

J. B. MURPHY (2) ist da noch einen Schritt weitergegangen, indem er unter aus-
fithrlicher experimenteller und theoretischer Begriindung seiner Auffassung zu dem
Schlusse kommt, daB zwischen den Virusarten und den tumorerzeugenden Agenzien
prinzipielle Differenzen bestehen und daf} diese daher dem Begriff ,,Virus*.gar nicht
unterstellt werden diirfen. MURPHY will aber unter Virus ein s»sexogenes Agens oder
einen Parasiten‘ verstehen (1. c., S. 30) und bezeichnet bloB die Ubertragung dieser
Vorstellung auf die tumorerzeugenden Substanzen als unhaltbar. MURPHY mdchte
die fraglichen Stoffe ,,transmissible Mutagene* nennen und ihnen eine Sonderstellung
unter den {ibertragbaren Agenzien anweisen. Aber P. RoUs konstatierte etwa zwei
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Jahre spéter (Oktober 1936), daB man von den Virusarten in genereller Hinsicht
nicht mehr wisse, als daB sie Krankheiten hervorrufen und dafB diese Krankheiten
durch sie iibertragen werden kénnen, und solange sich dieser Zustand nicht édndere,
diirfe man auch den Agenzien der Hithnertumoren den Viruscharakter nicht ab-
sprechen. Dabei ist es bis jetzt geblieben.

P. Rous betont, daf die Hithnertumoren dem Herpes simplex insofern
ghneln, als ihr natiirliches Auftreten keine exogene Infektion vermuten 14Bt.
Das ist aber nicht die einzige Analogie. Die Hithnertumoren kénnen auf unspezi-
fischem Wege provoziert werden; wie im folgenden Kapitel gezeigt werden wird,
ergeben sich jedoch dabei Differenzen gegeniiber der unspezifischen Provokation
des Herpes, von denen sich vorldufig noch nicht mit Bestimmtheit sagen 148t,
ob ihnen eine grundsétzliche Bedeutung zukommt oder nicht. Nur das eine mag
hier vorweggenommen werden: Ein durchgreifender Unterschied zwischen
spontanen und provozierten Hithnertumoren in dem Sinne, da nur die ersten,
aber nicht die zweiten einen virusartigen (zellfrei iibertragbaren) Stoff enthalten
bzw. bilden, scheint nicht zu bestehen. Das ist natiirlich fiir die Parallele zwischen
Hithnertumoren und Herpes auflerordentlich wichtig, eine Parallele, die sich auch
noch darauf erstreckt, dafl das Tumorvirus hinsichtlich seiner GréBenordnung
dem Herpesvirus nahesteht. Nach den Untersuchungen von ELrorD und AX-
DREWES (1935 und 1936) haben die Viruselemente (im infektiosen Saft des RoUs-
Sarkoms ,,Nr. 1*) untereinander gleiche Gréfle und einen Partikeldurchmesser
von etwa 60—70 my ; sie kénnen bei entsprechender Umdrehungsgeschwindigkeit
auszentrifugiert werden (LEDpINGHAM und GyE, MacInrtosa, R. Amies) und er-
scheinen in gefarbten Praparaten des ausgeschleuderten Bodensatzes als distinkte
Kérnchen, die etwa halb so groB sind als PascaENsche Kérperchen bei gleicher
Farbetechnik (LEpiNcEAM und Gyr). Wie die meisten Virusarten, das Herpes-
virus mitinbegriffen, erzeugen auch die Agenzien der Hiihnertumoren virus-
neutralisierende Antikorper mit den besonderen Wirkungseigentiimlichkeiten
dieser Gruppe von Immunstoffen.

Es ergibt sich somit derselbe Widerspruch wie beim Herpesvirus: die Un-
wahrscheinlichkeit eines exogenen (parasitiren) Agens auf der einen, und die
Schwierigkeit, sich ein endogenes Agens von dieser gleichmiBigen und erheblichen
Teilchengréfie vorzustellen, auf der anderen Seite.

Doch ist hier die Beurteilung auch noch durch den Umstand kompliziert, daB
die tatsichlichen Ergebnisse der experimentellen Forschung divergieren. MURPHY,
HerLMER, CLAUDE und STURM, M.R.Lewis und MENDELSSOHN, SITTENFIELD und
JOHNSON gaben iibereinstimmend an, daB man Extrakte aus Rous-Sarkomen so
weitgehend enteiweifien kann, da sowohl chemische als auch serologische Reaktionen
auf Eiweil negative Resultate liefern; die tumorerzeugende Aktivitdt wird aber
dadurch nicht abgeschwicht, sondern eher noch gesteigert, und die Fahigkeit, virus-
neutralisierende Antikérper zu produzieren, bleibt erhalten. Dagegen bilden die ent-
eiweiBten Tumorextrakte keine Prézipitine. Das gereinigte Virus der Tabakmosaiks
besteht hingegen aus Eiweil, es erzeugt auBer virusneutralisierenden auch prézipi-
tierende, komplementbindende und anaphylaktische Antikérper [K. S. CHESTER (2)]
und es besitzt alle diese Féhigkeiten auch dann, wenn es inaktiviert, d. h. seiner In-
feltiositdt beraubt wird [STANLEY (5)]. Indes ist der Widerspruch vermutlich nicht
so groB als es auf den ersten Blick den Anschein hat. Es ist, wie schon an anderer
Stelle (siehe 8. 28) betont wurde, mit der Moglichkeit zu rechnen, daB der experi-
mentelle Virusnachweis weit empfindlicher ist als die Fahigkeit, EiweiBreaktionen zu
geben, und die Entstehung von sichtbaren Niederschligen (Immunprizipitaten) in
vitro ist gleichfalls an eine bestimmte Minimalmasse des Antigens (M. H. MERRIL)
gebunden. Die Steigerung der Wirkung durch EnteiweiBen der Tumorextrakte diirfte
auf der Eliminierung eines Hemmungsfaktors (,,Inhibitor*‘) beruhen. Fiir diese Auf-
fassung sprechen neuere Untersuchungen von A.CLAUDE, welcher das Agens des
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Rovus-Tumors I durch Zentrifugieren reinigen und 2800fach konzentrieren konnte,
also durch dieselbe physikalische Methode, mit Hilfe welcher die Isolierung hoch-
molekularer Virusproteine moglich ist;! auch die Abscheidung des hemmenden
Faktors gelang auf einem &hnlichen Wege [A. CLAUDE (2)].

MurprY hat es noch im Januar 1935 als unwahrscheinlich bezeichnet, daf
das extensive Studium der antigenen Eigenschaften der Tumoragenzien Auf-
schliisse iiber die Natur derselben liefern konnte, und dafiir kann man auB3er den
eben zitierten Angaben noch andere Belege anfiihren, welche mit der Alternative
,»exogen® bzw. ,parasitir’ oder ,.,endogen‘ zusammenhidngen. In einer Be-
ziehung haben sie allerdings eine wichtige Aufklirung gebracht. Der endogene
Ursprung, fiir den sich MurpHY (2) entschieden hat, impliziert die Moglichkeit,
daB3 die tumorerzeugenden Agenzien serologische Verwandtschaft mit den Stoffen
der Wirtsgewebe zeigen; das ist nun de facto der Fall.

GyE und Purpy (2, 3) immunisierten Pferde, Ziegen, Kaninchen und Enten
mit dem Gewebe normaler Hiihnerembryonen, in einigen Versuchen auch mit
den Geweben erwachsener Hiithner. Sie erhielten Antisera, welche im inaktivierten
Zustande Tumorvirus nicht zu neutralisieren vermochten, wohl aber nach Hinzu-
fiigung von (an sich unwirksamem) Meerschweinchenkomplement. Der neutrali-
sierende Antikérper wurde durch normales Hithnergewebe gebunden. Antisera
hingegen, welche die Autoren durch Immunisierung mit Tumorextrakten ge-
wannen, vermochten das Virus auch im inaktivierten Zustande zu neutralisieren
und biilten ihre Wirksamkeit beim Kontakt mit normalen Hiihnerzellen nicht
ein. Einen analogen Effekt gab folgende Versuchsanordnung: Das Hiihner-
sarkom von Fusinamr kann auf Hithner und Enten mit Hilfe zellfreier Filtrate
iibertragen werden. Antisera, welche durch Immunisierung mit normalem
Hiihner- oder Entengewebe dargestellt wurden, neutralisierten das Virus nur
dann, wenn es vom gleichen Wirt, d. h. vom Huhn oder von der Ente stammte.
Antisera, die mit Tumorextrakt vom Huhn oder von der Ente gewonnen worden
waren, neutralisierten dagegen das Virus auf jeden Fall, gleichgiiltig, ob es sich
im Huhn oder in der Ente entwickelt hatte. R.DoERR (8) meinte, dafl die be-
schriebenen Differenzen der Antigenfunktionen von normalen Wirtszellen und
Tumorextrakt (Sarkomvirus) nichts an der Tatsache dndern kénnen, daBl eine
Verwandtschaft zwischen beiden nachgewiesen wurde, ,,die sich wohl nur durch
eine genetische Beziehung erkliren 148t“, ein Standpunkt, den unabhéngig von
DoErrr auch A. Happow vertrat und dem sich kiirzlich C. R. AmIigs mit be-
sonderer Motivierung angeschlossen hat. C.R. Amims stellte ndmlich aus Ex-
trakten des Rous-Sarkoms Nr. 1 und des Fusmnami-Sarkoms mit Hilfe der Ultra-
zentrifuge hochaktive und von Hiihnereiweill befreite Virussuspensionen dar;
diese konnten durch Antihiihnerserum von Kaninchen neutralisiert werden,
wobet sich die Mitwirkung des Komplements (sieche oben) als dberfliissig erwies.

Die serologischen Verhiltnisse weisen jedoch anderseits auch einige, ihren
theoretischen Wert einschrinkende Komplikationen auf. Es gibt Hithnertumoren
— namentlich unter den durch Teer, Dibenzanthracen usw. induzierten Ge-
schwiilsten —, welche durch zellfrei filtrierte Tumorséifte nicht tibertragen werden
koénnen. Aber diese Tumorsifte erzeugen, als Antigene verwendet, virusneutrali-
sierende Antisera, enthalten also Virus [GYE und Fourps, ANDREWES (9, 6),
H. J. Fucus]; in welcher Form ? Wenn es sich um Elementarkérperchen handelt

1 Das von A. CLAUDE dargestellte konzentrierte Tumoragens konnte iibrigens durch
krystallynisches Trypsin inaktiviert werden, so daf angenommen werden konnte,
daB FEiweil zumindest einen wesentlichen Bestandteil der ausgeschleuderten Par-
tikel bildete.
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und wenn diese Elementarkorperchen parasitische Mikroben, die ,,Erreger®* der
Sarkome sein sollen, begreift man nicht, warum sie dann, in einen neuen Wirt
eingefithrt, vollig unwirksam sind. Sind aber de facto im Saft von Tumoren,
welche zellfrei nicht verimpfbar sind, Elementarkorperchen vorhanden ?

F. GERLACH (I, 2) hat diese Frage schrankenlos bejaht. Er findet die Elementar-
kérperchen in Carcinomen und Sarkomen des Menschen und der Tiere, im Primér-
tumor und in den Metastasen, im EHRLICEschen Miusecarcinom, im RoUs-Sarkom
der Hiithner, im JENSEN-Sarkom der Ratte und im BrROWN-PEARCEschen Kaninchen-
epitheliom ; nach GERLACH gelingt der Nachweis mit den Férbemethoden von PASCHEN,
K. HERZBERG, K. H. HAGEMANN (Verwendung von Primulin zur Erzeugung sekundérer
Fluoreszenz im ultravioletten Licht) usw., also anscheinend ohne besondere Schwierig-
keit. Damit wéire das Problem der Tumoren oder doch der ,,Malignome** in seiner
Totalitdt auf die Virusétiologie zuriickgefiihrt, eine Loésung, die — wie viele andere
Autoren vor ihm — MURPHY (2) als unhaltbar bezeichnete, falls man unter ,,Virus‘
ein exogenes parasitéres Agens verstehen will; gerade dies wollen aber die Elementar-
koérperchenbefunde besagen. Der Widerspruch aber, da man in allen Tumorséften
als Erreger angesprochene Korperchen nachweisen kann und dafl die Séfte nichts-
destoweniger nicht beféhigt sind, Tumorwachstum auszuldsen (siche unter anderem
J. KLIMKE und A. SYMEONIDES), wird durch die Verallgemeinerung im Sinne von
* GERLACH nur noch krasser, und man mufl sich daher tiiberlegen, ob und wo da
grundsétzliche Fehler begangen worden sein kénnten.

Auf dem 2. internationalen KongreB fir Mikrobiologie in London teilte C. A.
MaAwsoN mit, daB man aus normalen Gewebsextrakten und aus Glykogenlésungen
durch Ausschleudern (15000 Umdrehungen pro Minute) winzige Koérperchen von
gleicher GroBe erhalten kann, welche in jeder Hinsicht den ,,Elementarkérperchen‘
gleichen, die man mit derselben Technik aus einem aktiven zellfreien Tumorsaft
(Rous-Sarkom Nr. 1) erhélt. MAwsoN bestétigt zwar die Angaben, daB sich das
Agens der Hiihnersarkome restlos auszentrifugieren 148t, so daB die {iberstehenden
Flussigkeiten nicht mehr onkogen wirken (siehe S. 47), und gibt damit auch implicite
das zu, was man die ,,partikulédre* oder , korpuskuldre‘‘ Beschaffenheit des Sarkom-
virus nennt; aber er betont, daB sich diese Tréger der spezifischen Viruswirkung
in keiner Weise von anderen verunreinigenden Partikeln gleicher Dimension unter-
scheiden. DafB sdmtliche Teilchen untereinander gleich groB oder, wie A. CLAUDE
angibt, anndhernd gleich grof3 sind, ist eine natiirliche Folge der Technik des
fraktionierten Zentrifugierens. Als weiteren Beweis fiir die Richtigkeit seiner Aus-
fithrungen gab MAwWSON (siehe auch FRAENKEL und MAWSON) an, daB man durch
Adsorption und Elution Préparate herstellen kann, welche nur relativ wenig
,,Blementarkérperchen enthalten, und welche trotzdem ebenso intensiv wirken
wie durch Zentrifugieren erhaltene Sedimente, in welchen die Zahl der Kérperchen
ungeheuer grof} ist.

Die Konsequenz, die sich aus den vorstehenden Ausfithrungen ergibt, liegt
auf der Hand: Wenn wir iiber den Verteilungszustand von Tumorvirus in einer
Fliissigkeit Aussagen machen dirfen, ist die Wirkung des Schwerefeldes, die
Moglichkeit, das wirksame Agens ausschleudern zu kénnen, im Vereine mit der
Eliminierung des Agens durch Filtration maBgebend und nicht der optische Be-
fund im Sediment oder im Filtrat. Ist der zellfreie Extrakt aus einem Tumor
iiberhaupt nicht imstande, eine Geschwulstbildung hervorzurufen, so kénnen wir
auf Grund der optischen Untersuchung, die dann allein anwendbar ist, nicht be-
haupten, daBl er geformte Viruselemente enthilt; das gilt auch fiir den Fall, daf3
ein solcher Extrakt spezifische Antigenfunktionen entfaltet, es wire denn, daB
die antigene Wirkung durch die Zentrifuge oder das Filter unter denselben Be-
dingungen aufgehoben werden kann wie die tumorerzeugende Wirkung eines
wirksamen Extrakts. Derartige Versuche sind jedoch bisher nicht angestellt
worden, so dafi wir dber die Form und die Beschaffenheit des Virusantigens in
einem nicht onkogenen Extrakt ganz im unklaren sind, in weiterer Folge natiirlich
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auch tiber den Grund, warum die Geschwulstbildung nach Verimpfung eines
solchen Extrakts auf ein empfiangliches Versuchstier ausbleibt. Schlieflich landet
man bei dem Zweifel, ob ,nicht-filtrierbare“ Tumoren, blof weil sie Antigen-
substanzen enthalten, als Viruskrankheiten hingestellt werden diirfen [T. M.
Ri1vers (6)].

Die Entdeckung von R. E. SHOPE, dafl auch ein Siugetiertumor, das Kanin-

chenpapillom, durch zellfrei filtrierten Geschwulstsaft erfolgreich {ibertragen
werden kann, lehrte, daB3 die Hiithnersarkome in dieser Hinsicht keine Sonder-
stellung einnehmen und lie3 daher die Tendenz erstarken, die Virusitiologie auf
alle Tumoren auszudehnen. Zwar wulte man schon vorher, daB die gewShnlichen
‘Warzen des Menschen sowie gewisse infektise Papillome der Hunde und Rinder
zellfrei verimpfbar sind; aber diese epithelialen Wucherungen verhalten sich in
vielen Beziehungen anders als echte Tumoren und zeigen nicht das Verhalten der
,,Malignome®. Das Tumorproblem war von jeher ein ,Krebsproblem®. Das
SuorEsche Kaninchenpapillom liefl dagegen unter bestimmten Bedingungen ganz
den Charakter eines bosartigen, schrankenlos wuchernden und metastasierenden
Epithelkrebses zutage treten und eignete sich daher zu Riickschliissen auf
Carcinome im allgemeinen. Nun stand aber solchem Vorhaben die Tatsache im
Wege, daBl die Mehrzahl der Tumoren durch zellfreie Extrakte nicht iibertragen
werden kann, und man suchte daher nach Mdglichkeiten, diesen Unterschied zu
iiberbriicken. Eine dieser Moglichkeiten, der Antigengehalf der nichtonkogenen
Tumorséfte, wurde bereits kritisch besprochen. Die zweite lag in einer Reihe
von Beobachtungen, wonach die Ubertragbarkeit durch zellfreien Tumorsaft
keine konstante Eigenschaft reprisentiert, sondern bei ein und demselben Tumor
bald nachweisbar ist, bald wieder anscheinend vollstindig fehlt. Die Ubertrag-
barkeit kann sich im Laufe von Transplantationspassagen einstellen, nachdem
sie vorher nicht vorhanden war, oder sie kann, wie beim SmoPEschen Kaninchen-
papillom, in den Frithstadien des Tumorwachstums festgestellt werden, um
gerade dann zu verschwinden, wenn sich die Malignitét zu manifestieren beginnt,
d. h. zu einer Zeit, wo man eine besondere Ausbeute an aktivem Virus erwarten
wiirde [P. Rous, MacInTosH (2), C. H. ANDREWES (4§) u. a.].

Man kann natiirlich der Meinung sein, dafl solche Erfahrungen den scharfen
Gegensatz zwischen |, filtrierbaren und nicht-filtrierbaren Tumoren®, wie er
beispielsweise in der Auffassung von P. R. PEacock zum Ausdruck kommt, ab-
schwichen oder sogar im Prinzip aufheben. Etwas anderes ist es aber, ob sie sich
mit der Annahme eines exogenen (‘parasitiren) Agens veriragen. Diese Frage 148t
sich wohl nicht bejahen, obwohl auch hier wieder verschiedene Analogien aus dem
Bereiche der belebten Infektionsstoffe als Hilfshypothesen herangezogen werden
kénnen. So wurde z. B. gesagt, es hinge von der Virulenz d. h. von der Infek-
tiositdt und Pathogenitit des Virus ab, ob die zellfreie Ubertragung durchfiihrbar
ist oder nicht (MacIntosu), was fiir das SmorPEsche Papillom (siehe oben) gar
nicht stimmt, oder ,,die Nicht-Filtrierbarkeit“ sei vielleicht dadurch bedingt,
daB manche onkogene Virusarten normale Zellen nicht anzugreifen vermégen,
so daB fiir eine erfolgreiche Ubertragung die Beigabe von Geschwulstzellen not-
wendig ist [C. H. ANDREWES (5)]. Uber alle Schwierigkeiten hilft schlieBlich die
Annahme von antagonistischen Faktoren (,Inhibitoren) hinweg; es konnten
zwar experimentelle Beweise fiir die Existenz solcher Substanzen in Tumor-
extrakten erbracht werden (siehe u.a. A. CLAUDE), es ist aber nicht klar, in welchem
quantitativen Verhiltnis Virus und Hemmungsfaktor vorhanden sein miissen, um
die tumorerzeugende Wirkung des ersteren zu unterdriicken. Es ist mit anderen
Worten einigermafBen willkiirlich, jedes positive Resultat auf das Uberwiegen des
Virus und jedes negative auf die Dominanz des Antagonisten zuriickzufithren.

Hdb. d. Virusforschung, I. 4
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Unter diesen Umstdnden miissen vorldufig folgende Tatsachen als gerechtfertigte
Einwinde gelten: a) dafl das Wachstum des Tumors an die Anwesenheit des hypo-
thetischen ,,Erregers‘ gebunden sein miite, und daf3 der Erreger, wenn er im Tumor
vorhanden ist, auch in den Tumorsaft iibertreten wiirde; b) dafl es nicht verstéand-
lich wiére, daB der Erreger ein und desselben Tumors einmal in infektiGser und
andere Male in nicht-infektioser Form im Tumorsaft auftritt; ¢) daf man die
nicht-filtrierbaren Tumoren zwar nicht durch zellfreien Tumorsaft, wohl aber
durch Transplantation von Tumorgewebe verimpfen kann, obgleich auch im
zweiten Falle nur der Erreger das pathogene Agens sein kénnte; d) daf3 sich durch
Tumorsaft und durch Tumorgewebe erzeugte Geschwiilste in serologischer Hin-
sicht verschieden verhalten. Das Hiihnersarkom von FusmnamI kann zellfrei auf
Hithner und Enten iibertragen werden; das Agens der auf diese Weise entstan-
denen Ententumoren 148t sich nur durch Entenembryonen-Antiserum, nicht aber
durch Hiihnerembryonen-Antiserum neutralisieren. Das Rovussche Hiihner-
sarkom kann ebenfalls auf junge Enten verpflanzt werden, jedoch bloB durch
Transplantation von Tumorgewebe; das Agens der in der Ente gebildeten
Geschwiilste verhdlt sich wumgekehrt, es wird durch Hithnerembryonen-
Antiserum und nicht durch Entenembryonen-Antiserum neutralisiert (GyE
und PurDY).

R. DOERR (8) hat den sub d) beschriebenen Sachverhalt so formuliert, daB der
durch das zellfreie Agens erzeugte Tumor von den Zellen des Wirtes aufgebaut wird,
der durch Gewebsverpflanzung hervorgerufene von den Zellen des Transplantats;
im ersten Fall entsteht in der Ente ein ,,Ententumor‘‘, im zweiten dagegen ein ,,Hiihner-
tumor‘. Dal bei der zellfreien Impfung im neuen Wirt ein Wechsel der urspriing-
lichen serologischen Spezifitét erfolgt, hilt DOERR fiir unvereinbar mit der Annahme,
daB die tumorerzeugenden Agenzien Mikroben sind; man kann aber natiirlich ein-
wenden, daB die Virusneutralisation durch Antisera gegen normale Embryonal-
gewebe einen noch nicht aufgeklédrten Vorgang darstellt [C. R. AuiEs (2)] und daB
sie daher nicht zu weitergehenden Folgerungen verwertet werden soll. H&lt man
sich jedoch ausschlieBlich an die Neutralisation durch ,,spezifische’* Tumorantisera,
so schwinden die inneren Widerspriiche nicht. Die Hithnertumoren unterscheiden
sich voneinander histologisch zum Teil in hohem Grade (Myxome, Spindelzellsarkome,
Osteochondrosarkome, Rundzellensarkome, Endotheliome usw.) und halten ihren
Charakter durch jahrelange Passagen mit solcher Zdhigkeit fest, daB die Variabilitét
des Agens in Frage gestellt erscheint; aber serologisch zeigen die vom Huhn stammen-
den Tumoren trotz ihrer histologischen Differenzen oft engste Verwandtschaft
(C. H. ANDREWES). Diese Abhéngigkeit der serologischen Spezifitit von der Wirts-
spezies im Vereine mit der Unabhéngigkeit von der Art der pathologischen Auswirkung
ist micht gerade das, was wir bei Mikroben zu beobachten gewdéhnt sind.

Serologisch verwandt sind ferner auch gewisse vom XKaninchen stammende
tumorerzeugende Virusarten, wie z. B. das Virus des SHoPEschen Kaninchenfibroms
und das Myxomvirus (R. E. SHOPE, BERRY, LicHTY und DEDRICK, E. W. HURST,
Ko-Da Guo u. a.). In klinischer und pathologischer Beziehung sind die Unterschiede
der korrespondierenden Krankheitsprozesse noch gréBer als bei den Hithnertumoren,
so daB man, wie E. W. HURsT konstatiert, die bestehenden Bezichungen ohne immuno-
logische Untersuchungen nicht nachweisen kénnte. Hier sind jedoch manche Autoren
geneigt, die Verwandtschaftsreaktionen darauf zuriickzufiihren, daB die betreffenden
Virusarten Varianten einer gemeinsamen Stammform repriisentieren — ein Ge-
danke, der durch die experimentelle Transformation von Fibromvirus in Myxom-
virus [BERRY und DEDRICK, E. W. HURST (4)] eine Stiitze erhielt. Der Mechanismus
dieser ,,Transformation‘ ist jedoch vorldufig unbekannt; insbesondere ist es nicht
wahrscheinlich, da8 der Vorgang mit der von GgrirriTH entdeckten Typen-
transformation der Pneumokokken etwas gemein hat, und gerade diese Analogie
wire es ja, welche fir die Ergrindung der Natur der onkogenen Virusarten Be-
deutung besifSe.
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0) ,,Spontane Bakteriophagie.” — Durchleitung von Bakteriophagen
durch Bakteriensporen (DEN DOOREN DE JONG).

Es liegen sehr zahlreiche Angaben vor, daB3 in Bakterienkulturen spontan
Balkteriophagen (itbertragbare Lysine) auftreten kénnen (siehe OrTo und MUNTER,
H. MUNTER u. a.). Allgemeine Anerkennung konnte bisher keine einzige erringen,
weil die Beweise, daB die Bakterienkultur vorher ,lysinfrei“ und nicht mit
Phagen ,,latent infiziert” war, oder dall die Ausgangskultur im Laufe der mit ihr
vorgenommenen Prozeduren nicht mit Phagen verunreinigt werden konnte, als
nicht ganz zureichend bezeichnet wurden. Die Gegner der ,,spontanen Bakterio-
phagie‘ betonen die Ubiquitdt der Bakteriophagen, welche die Kontamination
der Bakterienkulturen erleichtert, die oft bedeutenden Schwierigkeiten, eine be-
stehende latente Phageninfektion eines Bakterienstammes nachzuweisen und die
Tatsache, daB lysogene Stdmme bei bestimmten Bakterienarten geradezu die
Regel darstellen [G.H. SmiTE und E.F. Jorpaw, F.M. Burner (I), R. MAN-
NINGER u.a.]. Zur Sicherung gegen latente Phageninfektionen der Bakterien-
kulturen verlangt R. S. MuckENFUss die Untersuchung, ob man durch Immuni-
sierung mit der fraglichen Kultur Antilysine gewinnen kann; fillt diese Probe
positiv aus, so ist — nach MUCKENFUSS — das Vorhandensein von Bakteriophagen
sichergestellt. Ein negatives Ergebnis soll dagegen nicht beweisend sein, weil es
sich um ein ,,schwaches Antigen* handeln konnte, das keine Antikérperbildung
auszulésen vermag. Das wiirde bedeuten, daf sich die latente Phageninfektion
diberhawpt nicht mit Sicherheit ausschliefen lif3t, und daBl man daher das Phanomen
der spontanen Bakteriophagie zwar als moglich zugeben kann, dafl aber a priori
keine Aussicht besteht, seine reale Existenz durch Laboratoriumsexperimente un-
zweifelhaft darzutun. Diese Sachlage und die ihr zugrunde liegende Mentalitdt
14Bt sich kaum besser charakterisieren als durch den folgenden Satz aus dem
Lehrbuche von TorrEy und WiLsox (. c., S.239): ,,We must then, if we are
to accept the virus hypothesis, to which all other evidence clearly points, also
accept the view that symbiosis between phage and bacterium is an exceedingly
common event; so common, that it would at the moment be unwise to assert
that any bacterial strain was certainly not carrying phage.*

Man kann aber der Meinung sein, daB es nicht angezeigt ist, auf diese Art die
Briicken abzubrechen. Wenn die Lysogenitét bei manchen Bakterien zu den Spezies-
merkmalen zu gehéren scheint, spricht dies eher fiir einen endogenen als fiir einen
exogenen Ursprung der ibertragbaren Lysine. Die Beobachtung von MUCKENFUSS,
daB Bakterienstdmme, welche kein Lysin abgeben, die Produktion von Antilysinen
auslésen konnen, erinnert an die Angaben iber zellfreie Tumorextrakte, welche
zwar keine Geschwiilste, aber virusneutralisierende Antikdrper erzeugen. (siche S. 47);
sie mull keineswegs in dem Sinne gedeutet werden, daB die betreffenden Kulturen
durch ein exogenes Agens infiziert sind, und die aprioristische Entwertung negativer
Resultate ist willkiirlich (vgl. auch H. MUNTER, L c., S.3). Man erhilt tiberhaupt
hier wie anderwirts den Eindruck einer einseitigen Einstellung, die offenbar ganz
unwillkiirlich zustande kommt. So wird z. B. angefiihrt, die Dimensionen mancher
Phagen (50—75mpu) seien zu groB, um die Ansicht aufrechterhalten zu koénnen,
daB sie molekulardisperse Stoffe oder kolloidale Zellbestandteile sein kénnen. Es
wird jedoch nicht beriicksichtigt, daf sich gerade unter den Phagen die kleinsten
Viruselemente vorgefunden haben und daf sich diese ,,Minimalphagen in keiner anderen
Hinsicht von den Stimmen mit grofien Elementen unterscheiden.

Festzuhalten ist jedenfalls, dafl die Angaben iiber spontane Bakteriophagie
zum groBten Teil nicht eigentlich widerlegt wurden ; man hat ihnen nur mit Riick-
sicht auf mégliche Fehlerquellen die Anerkennung versagt oder den Einwand
erhoben, daB sich die mitgeteilten Versuchsanordnungen nicht reproduzieren
lassen, d. h. daB sich Prozeduren, welche das Auftreten von Phagen in phagen-

4*
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freien Kulturen zur Folge haben sollten, bei der Nachpriifung als wirkungslos
erwiesen (vgl. hierzu S. 53).

In einem anderen Falle muBite die experimentelle Tatsache als solche zu-
gegeben werden; aber hier richtete sich die Kritik gegen die Deutung. DEN
DoorenN pE JonNg lie lysogene Stimme von Bac. megatherium versporen und
erhitzte sodann die Sporensuspensionen auf Temperaturen, welche freie Phagen
unwirksam machen und ihrer Regenerationsfihigkeit berauben, welche aber die
Keimfihigkeit der Sporen nicht vernichten (90° C durch 10 oder 100° C durch
5 Minuten). Die aus solchen erhitzten Sporen hervorgegangenen Bacillen zeigten
nun reichliche Phagenbildung, sobald sie sich auf geeigneten Nahrboéden ver-
mehrten. Daraus schlo DEN DoorEN DE JonG, die Phagen miilten Produkte
der lebenden Bakterienzelle sein. VEDDER stellte jedoch fest, daBl freie Phagen
im lufttrockenen Zustande durch 10 Minuten auf 100° C erhitzt werden kénnen,
ohne ihre Aktivitdt einzubiiBen, und da man die Thermoresistenz der Bakterien-
sporen auf die Wasserarmut ihres Plasmas zuriickzufiihren pflegt, beliebte der
,,Kurzschluf“, daf§ die Phagen im Binnenraum der Spore ebenfalls wasserfrei
werden und infolgedessen der Abtotung durch Hitze ebenso entgehen wie die
Spore selbst (CowLes, VEDDER u. a.).

R. DoERR hat indes auseinandergesetzt, daf diese Hypothese nicht nur will-
kiirlich, sondern an sich unhaltbar ist, falls man sich die Phagen als Parasiten der
Bakterien d.h. als Elementarorganismen vorstellt. Denn aus dieser Primisse
folgt unmittelbar 1. daf die Phagen ebenso wie sporulierende Bakterien in zwei
Formen, einer vegetativen und einer Dauerform, vorkommen miiiten; 2. daB die
Dauerform der Phagen nur bei sporenbildenden Bakterien existiert und auch bei
diesen nur in der Spore, und 3. daf sich die vegetative Phase der Phagen in die
resistente Form umwandelt und umgekehrt, wenn das Bacterium die gleich-
sinnigen Entwickelungsstadien durchlduft. SchlieBlich ist iiber den Wassergehalt
von Phagen im freien, d. h. nicht in Sporen eingeschlossenen Zustande nichts
Sicheres bekannt. Nach M. ScHLESINGER (I) sollen die grofieren Phagen (110 my
Teilchendurchmesser) auffallend wasserarm (<< 509,) sein, auch wenn man nicht
nur das innere (in den Phagenpartikeln eingeschlossene) Wasser, sondern auch die
Solvathiille mitrechnet; es ist sehr wohl mdglich, daB sie (speziell die kleineren
und kleinsten Formen) tiberhaupt kein Wasser enthalten, wie das nach BAWDEN
und Prrig (I) bei den phytopathogenen Virusarten der Fall ist. Die erhéhte
Hitzeresistenz der Phagen im lufttrockenen Zustande hétte dann besondere, vor-
laufig noch nicht bekannte Ursachen. Geht man dagegen von der Annahme aus,
daB die Phagen Produkte der Bakterien sind und daf} somit nicht die Phagen als
solche das Sporenstadium passieren, sondern daB das, was durch die Spore hin-
durchgeleitet wird, nichts anderes ist als die Fahigkeit der Bakterien, Phagen zu
bilden, so schwinden alle grundsétzlichen Bedenken. Denn die Beobachtung lehrt
ja ganz unzweideutig, dafl sémtliche vitalen und hereditiren Eigenschaften der
Bakterien in der Spore der Erhitzung widerstehen, und wir diirfen diese Aussage
um so mehr auf das lysogene Vermégen ausdehnen, als die Bakterien die einmal
angenommene Fihigkeit der Phagenbildung mit gr6Bter Zihigkeit durch zahllose
aufeinanderfolgende Generationen — wie eine idioplasmatisch verankerte An-
lage — festhalten. Aus der von einem lysogenen Bacterium gebildeten Spore
entwickelt sich nicht nur ein Bacterium, das selbst wieder lysogen ist, sondern
simtliche von einem solchen Individuum abstammende Nachkommen zeigen die
gleiche Higenschaft; legt man sich auf den Standpunkt p’HerELLES fest, so wiirde
daraus folgen, dall zwischen Bakterien und Phagen eine derart koordinierte
Assoziation besteht, dafl bei den Bakterienteilungen jede Tochterzelle gesetz-
méBig ihre Quote von Parasiten erhilt (F. M. BURNET).
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Es soll und kann hier nicht das ganze Bakteriophagenproblem aufgerollt
werden: An dieser Stelle steht nur die spontane Bakteriophagie zur Diskussion,
wobei naturgemif auch auf einige mit ihr zusammenhingende Punkte ein-
gegangen werden mubte.

b) Die Erzeugung von Viruskrankheiten auf unspezifischem Wege.

Diese Phénomene, welche man unter dem Namen der Provokationsverfahren
zusammenfassen kann, sind dadurch ausgezeichnet, dafl die Virusinfektion will-
kdirlich ohne Zuhilfenahme des spezifischen Agens hervorgerufen wird. Sie lassen
sich von dem spontanen Auftreten von Viruskrankheiten, welches im vorigen
Kapitel behandelt wurde, insofern nicht scharf abtrennen, als das spontane Auf-
treten ebenfalls durch unspezifische Faktoren ausgelost sein kann wie z. B. beim
Herpes febrilis. Aber im Experiment ist die Moglichkeit gegeben, bestimmie
Faktoren systematisch auf ihre provozierende Wirkung zu priifen, und der Konnex
zwischen dem ausl6senden Moment und dem Effekt tritt iiberzeugender in Er-
scheinung als unter natiirlichen Verhéltnissen. Auch im Experiment kann jedoch
die Beobachtung tduschen, d.h. es ist nicht immer der beabsichtigte Eingriff,
welcher die Viruskrankheit in Erscheinung treten 148t, sondern irgendein anderer,
vom Experimentator nicht beachteter oder unbekannter Umstand; in solchen
Fillen lassen sich die positiven Resultate nicht reproduzieren (siehe S. 52).

Gemeinsam ist allen Provokationsverfahren die kontradiktorische Verwertung.
Von einer Reihe von Autoren werden sie als Beweise fiir die endogene Entstehung
der betreffenden Virusarten angesehen, wihrend die anderen von aulen ein-
gedrungene Parasiten annehmen und demgemifB8 die Provokation als die Um-
wandlung einer bestehenden latenten Virusinfektion in eine Viruskrankheit de-
finieren. Eine Entscheidung kann nur durch die Beantwortung der Frage herbei-
gefiithrt werden, ob eine latente Infektion mit dem spezifischen Agens zur Zeit
der Provokation tatsichlich bestanden hat und ob diese latente Infektion der
ganzen Sachlage nach als ein exogen induzierter Ausnahmszustand aufgefalt
werden muf.

Untereinander sind die Provokationsverfahren je nach der Art des die Mani-
festationen auslésenden Eingriffes sehr verschieden oder, besser gesagt, so hetero-
gen, daB eine Klassifikation nach einheitlichen Gesichtspunkten nicht durchfiihr-
bar erscheint. Es mufl daher bei einer Aufzihlung der wichtigsten Félle sein
Bewenden haben, wobei die Provokation der Hiithnertumoren als eigenartiges
Phénomen vorangestellt werden soll.

«) Die unspezifische Erzeugung der Hithnersarkome.

Bekanntlich gelang es zuerst MUurRPHY und LANDSTEINER (1925), Spindelzell-
sarkome bei Hithnern dadurch zu erzeugen, daf sie normales Hiithnerembryonen-
gewebe in das subkutane Zellgewebe brachten und Steinkohlenteer in die sich
entwickelnden Embryome injizierten; Versuche, diese Teersarkome durch
filtrierten Tumorsaft oder getrocknetes Tumorgewebe zu iibertragen, schlugen
fehl, und nur die Transplantation gab positive Resultate. Im gleichen Jahre be-
richtete A.CARREL (1), daB er durch Teer, Indol und arsenige Siure Sarkom-
bildung hervorrufen konnte; seine Tumoren konnten jedoch ausnahmslos durch
filtrierten Tumorextrakt verimpft werden. Es trat somit hier ein Gegensatz
zutage, von dem man annehmen sollte, daf3 er durch weitere Versuche leicht zu
beseitigen war. An Experimenten hat es auch nicht gefehlt [vgl. die tibersicht-
liche Zusammenstellung von C. H. ANDREWES (4), 1. c., S. 64], und das Vorhanden-
sein eines filtrierbaren Agens wurde wiederholt und von verschiedenen Forschern
festgestellt, zuletzt in ausgedehnten und sorgfiltigen Versuchen von MacINTOSH
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(1, 2). Wie sich aber auf dem 2. internationalen Kongre fiir Mikrobiologie in
London (1936) zeigte, sind die Zweifel an der Filtrabilitdt der provozierten Hiihner-
sarkome noch immer nicht verstummt, teils weil einzelne Autoren mit der zell-
freien Ubertragung solcher Tumoren negative Ergebnisse hatten [P. R. PEACOCK,
C. H. ANDREWES ()], teils weil eine nachtragliche Kritik simtlicher positiven
Resultate — von CARREL angefangen bis MacINTOsH — herausfand, daB nicht
alle denkbaren Fehlerquellen ausgeschlossen worden waren (Spontantumoren,
Sarkombildung auf dem Boden einer Leukdmie usw.). Die Opposition gegen die
Filtrierbarkeit der Teersarkome erinnert durchaus an die Beurteilung der experi-
mentellen Beweise fiir die spontane Bakteriophagie; die Triebfeder ist in beiden
Fallen, daBl eine Anerkennung der Giiltigkeit mit einem exogenen (parasitéren)
Agens unvereinbar wire, und daB man sich zu dieser Konsequenz nur auf Grund
einer unwiderlegbaren Sachlage entschliefen will.

Objektiv betrachtet, gentiigen jedoch die Untersuchungen von MacINToSH
auch strengeren Anforderungen, und die Filtrierbarkeit provozierter Hiihner-
tumoren darf als weitgehend gesichert gelten, wobei der Streit, ob sie als ,,echte
Neoplasmen qualifiziert sind oder nicht, fiir die hier zu erérternden Probleme
nicht ins Gewicht fallt.

Von den sechs Teertumoren, iiber welche MAcINTOSH berichten konnte, waren
nur drei filtrierbar, und auch bei diesen war die Moglichkeit, durch zellfreien Saft
positive Impfresultate zu erzielen, nicht im Beginne, sondern erst nach einigen Passagen
voll entwickelt. Ferner hatten PEACOCK, BURROWS sowie GYE und PURDY beob-
achtet, daB bei Teersarkomen oft auch die Ubertragung mit Hilfe von Zellen un-
durchfiihrbar ist. Ganz dieselben Erfahrungen zeitigten nun auch die Experimente
mit Spontantumoren, und da die induzierten Geschwiilste auch sonst kein abweichendes
Verhalten darbieten, weder in anatomischer noch in pathologisch-physiologischer
Hinsicht, so muB man logischerweise zugeben, daf es nichi nur merkwiirdig, sondern
geradezu unverstindlich wdre, wenn die Spontantumoren zellfrei iberiragen werden
kénnten und die induzierten nicht und wenn man infolgedessen beiden eine prinzipiell
verschiedene Atiologie zugestehen miipte.

Immerhin féllt es auf, daB eine so groBe Zahl von Experimenten, in denen zellfreie
Extrakte von chemisch induzierten Tumoren verimpft wurden, negative Resultate
gaben. MACINTOSH meint, daB das Entwicklungsstadium der Tumoren maBgebend sei;
die MiBerfolge beruhen nach seiner Meinung darauf, da3 man meist abwartet, bis sich
ein groBer lokaler Tumor infolge der chemischen Reizung entwickelt hat, statt das
Material in den ersten Phasen aktiven Wachstums zu entnehmen. In einer kiirzlich
erschienenen Arbeit stellt sich aber E. MELLANBY auf den Standpunkt, da3 die posi-
tiven Resultate nur vorgetduscht sein kénnten. Er erzeugte bei Hithnern gleichzeitig
einen chemischen und einen RoUs-Tumor; es gelang, mit dem zellfreien Safte des
chemischen Tumors ein gesundes Huhn erfolgreich zu infizieren, was sich aber ent-
wickelte, was histologisch nicht dem chemischen Tumor, sondern dem RoUs-Sarcom
dhnlich ; um die histologische Identitidt mit dem chemischen Tumor zu erzielen, mu3ten
die Zellen desselben transplantiert werden. MELLANBY nimmt an, daB das Virus des
Rous-Sarcoms, wie es alle Gewebe des Huhnes infiltriert, auch in den chemischen
Tumor eindringt. Wird der zellfreie Saft dieses Tumors iibertragen, so komme eben
nur das mitgeschleppte Rous-Virus zur Gelbung. Warum jedoch bei der Verimpfung
von Zellmaterial das Virus, das ja in demselben voraussetzungsgemi vorhanden sein
miite, tiberhaupt nicht zur pathologischen Auswirkung gelangt, kan MELLANBY
nicht erkliren. Auch sonst enthalten die Versuchsergebnisse des Autors manche
Widerspriiche. Er hilt aber doch auf Grund seiner eigenen Erfahrungen daran fest,
daB Virustumoren und chemisch induzierte Tumoren essentiell verschieden seien, und
méchte die Angaben von MacINTosHE dahin auslegen, daB die zellfreie Ubertragung
chemisch induzierter Tumoren nur gelingt, wenn die Hithner, von welchen das Impf-
material genommen wird, latente Triger des RoUs-Virus sind. Diese Behauptung ist
jedoch nicht bewiesen. MELLANBY schlieBt die Besprechung seiner Versuche mit dem
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charakteristischen Satz: ,,At the same time I must admit that these deductions are
contrary to everything I expected and the discovery of a link connecting the initiating
factors in the two types of tumour would no doubt alter the interpretation of the
experimental results described.

Nach A. FiscuER, H. LASER und V. BiscecLiE soll es méglich sein, embryonale
Normalzellen vom Huhne ¢n witro d. h. im wachsenden Gewebsexplantat, durch
minimale Konzentrationen von arseniger Siure oder von Teer oder durch Rontgen-
strahlen in maligne Geschwulstzellen umzuwandeln, welche bei der Verimpfung
auf gesunde Hiihner transplantable und metastasierende Sarkome gaben. Nach-
priifungen durch A.CARREL (3), DEFRISE u. a. verliefen negativ. O.TEUTSCH-
LANDER und R. WERNER meinen, daf die Neuerzeugung von Rous-Tumoren,
falls sie noch von anderer Seite einwandfrei bestdtigt werden konnte, der beste
Beweis wire, ,,daB die Rous-Tumoren selbst nicht spezifisch infektitser Natur
sind“. KEs ist aber keineswegs sicher, ob dieser Beweis widerspruchslos hin-
genommen wiirde. Denn man kann gegen alle Provokationsverfahren — auch
wenn sie am explantierten Wirtsgewebe (,,in vitro‘) vorgenommen werden —
einwenden, daBl das Ausgangsmaterial nicht virusfrei, sondern durch einen
exogenen Keim latent infiziert war.

Als indirekter Anhaltspunkt fiir diese Konzeption wird angefiihrt, daB3 die Sera
normaler Hiihner Stoffe enthalten kénnen, welche die Wirkung des Rous-Agens
hemmen, meist nur schwach, selten in stirkerem Grade; im Normalserum von
Menschen, Kaninchen, Enten und Fasanen wurden sie nicht nachgewiesen. Wie
schon an anderer Stelle ausgefithrt wurde (siehe S. 50) und wie auch E. M. FRAENKEL
unter eingehender Begrimdung hervorhebt, ist jedoch die Natur und der Wirkungs-
mechanismus dieser Hemmungsstoffe vorderhand vieldeutig bzw. unbekannt; die
Behauptung, da sie sich sowohl im normalen wie im tumortragenden Huhn —
bei diesem auch in der Geschwulst selbst — stets nur infolge der spezifischen Antigen-
wirkung eines exogenen Agens entwickeln, ist nicht fundiert. Selbst wenn die in
normalem Hiihnerserum nachweisbaren ,,Inhibitoren‘ als Antikérper legitimiert
wiren, miite ihre immunisatorische Entstehung, wie wir das auf Grund gesicherter
Analogien zu fordern haben, unter Beweis gestellt werden.

Daf} ein Huhn frei von invisiblem Virus ist, schreibt C.H. ANDREWES (4),
kann man auf Grund einer bloBen Besichtigung ebensowenig bezeugen wie daf3
eine Milchprobe frei von Tuberkelbacillen ist. Dagegen 148t sich natiirlich nichts
vorbringen. In gleichem MaBe erscheint es aber selbstverstindlich, dal man das
Vorhandensein von Tuberkelbacillen in einer Milchprobe nur behaupten darf,
wenn der Nachweis derselben tatsichlich erbracht wurde, und daB der direkte
Nachweis an Zuverlissigkeit jeder Art von indirekter Beweisfithrung weit tiber-
legen ist. Im Organismus gesunder Hiihner konnte Sarkomvirus nie festgestellt
werden,® und es vermag auch niemand Auskunft zu geben, wie man sich eine
,,Jatente Infektion mit einem onkogenen Virus“ vorzustellen hat, wo es lokalisiert
ist, und auf welche Weise es vom infizierten auf das nicht-infizierte Huhn iiber-

1 Auf der internationalen Krebskonferenz in London (1928) teilte J. B. MUrPHY (1)
mit, daB es ihm gelungen sei, aus normalem Hihnerhoden mit bemerkenswerter
RegelmiBigkeit eine chemische Substanz herzustellen, welche, normalen Hiihnern
injiziert, die Bildung maligner Tumoren hervorrief, u. zw. gleichfalls ,,with a con-
siderable degree of regularity‘. Bei dem gleichen AnlaB berichtete LEITCH, daB
er in einem Falle durch die Injektion von normalem Hiihnerpankreas ein ,,R0US-
Sarkom‘‘ zu erzeugen vermochte; zahlreiche Versuche, dieses Resultat zu reprodu-
zieren, schlugen jedoch fehl. Genauere Angaben iiber die verwendeten Methoden
wurden nicht gemacht, und es sind auch keine weiteren Arbeiten tiber dieses Spezial-
thema erschienen, so daB3 sich die zitierten und hinsichtlich der Konstanz der
Ergebnisse so stark abweichenden Daten nicht verwerten lassen.
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tragen wird. Die Existenz hemmender Stoffe im normalen Hiithnerserum gentigt
als Indicator latenter Infektionen nicht, wie eben betont wurde; wie verhilt es
sich nun in dieser Hinsicht mit der unspezifischen Provokation der Hiihner-
sarkome im besonderen und der Tumoren im allgemeinen ?

Jene Autoren, welche sich auf Grund der zellfreien Ubertragung der Hiihner-
sarkome wieder der bereits verlassenen parasitiren Krebstheorie angeschlossen
haben [P. Rous, Gy, C. H. ANDREWES (£) u. a.], gehen zum Teil so weit, dall
sie eine allgemein verbreitete (,,ubiquitire’’) Infektion der Individuen tumor-
empfanglicher Spezies annehmen, eine Infektion, die in den Zellen sitzt und hier
den Charakter einer Symbiose zwischen Virus und Wirtszelle besitzen soll. Wenn
Teer, Rontgenstrahlen oder andere reizende Agenzien einwirken, bedarf es keiner
exogenen Virusinfektion; das Virus ist schon vorhanden [,,indigenous®, wie das
ANDREWES (4) nennt], und der unspezifische Eingriff macht die Zelle nur fiir
die pathogene Auswirkung des Virus empfinglich, er stért das symbiotische
Gleichgewicht. Auf diese Weise wire die Provokation die Aktivierung eines
latenten Infekts. Man kennt jedoch kein Beispiel fiir einen solchen Vorgang, der
sich ohne erhebliche Vermehrung des bis dahin in Schranken gehaltenen Keimes
abspielen wiirde. Bei der Provokation sehen wir nichts davon. Viele der aspezi-
fisch hervorgerufenen Tumoren der Vogel wie der Sdugetiere sind zellfrei nicht
tibertragbar, manche gewinnen diese Fahigkeit erst nach mehr oder minder zahl-
reichen Passagen, und oft genug miflingt sogar die Verimpfung von Tumor-
gewebe. Schon A. BorREL verfiel — bevor sich die Erforschung der Hithner-
tumoren auswirken konnte — auf den Ausweg, dafl normale, d. h. durch unter-
stiittzende Faktoren nicht sensibilisierte Zellen fiir das Tumorvirus vermutlich
nicht empfanglich sind, und in neuester Zeit wurde diese komplizierende Hypo-
these wieder aufgegriffen, um die Kompliziertheit der Beobachtungen, welche
der Annahme eines exogenen Krebsparasiten widerstrebten, zu meistern. Doch
ist auch dieser Ausweg nicht gangbar, da er nur die Unmdglichkeit der zellfreien
Ubertragung erkliren wiirde, nicht aber die Moglichkeit, also gerade jenes Faktum,
dem die parasitiren Theorien der Onkogenese ihre Wiederbelebung verdanken.
Man hat viel debattiert, ob die Teersarkome der Hiihner zellfrei iibertragbar
sind oder nicht, und bei dem Streit um diese Alternative darauf nicht geachtet,
daB sie der tatsichlichen Beobachtung nicht gerecht wird, weder bei den Spontan-
tumoren noch bei den Teersarkomen; denn bei beiden liegen neben zahlreichen
negativen auch positive Ergebnisse vor, und gerade dieses zwiespiltige Verhalten
ist mit der Idee des ,,Sarkomerregers” inkompatibel.

C. H. ANDREWES (4) wirft die Frage auf, wo sich die Erreger der Tumoren ver-
mehren, also, wie man sich in der Lehre von den Infektionskrankheiten ausdriickt,
die Frage nach den Infektionsquellen. Er schlieBt die Tumorzellen aus, weil diese
Vermehrungsstétte die Verbreitung der Geschwiilste nicht erkliren koénnte, und
weil Rous und BOTsFORD zeigen konnten, dal man bei Méusen, welche gegen exogene
Infektionen weitgehend geschiitzt waren, in gleichem Prozentsatz Teertumoren
erzeugen kann wie bei ungeschiitzten Tieren. ANDREWES verlegt daher die Ver-
mehrung in den normalen Organismus, mit Wahrscheinlichkeit in die Zellen der
normalen Gewebe, weil der intracellulire Parasitismus fiir die Virusarten als die
Regel zu betrachten sei. Die daraus resultierenden Vorstellungen einer intracellu-
ldiren Symbiose und eines stets gegenwértigen (,,indigenous*) Virus beseitigen aller-
dings die mit der Beobachtung unvertrigliche, mit der Annahme eines Parasiten
jedoch verbundene Notwendigkeit, eine Invasion von auBen her zuzugeben. Der
theoretische Gewinn ist indes nur scheinbar. Denn es bleibt ja noch immer die wissen-
schaftliche Verpflichtung aufrecht, die Fortpflanzung des latenten Infekts von
Tier zu Tier aufzukliren. Der Hinweis auf die Einrichtungen, welche bei gewissen
Insekten lebensnotwendige Symbiosen derart sicherstellen, daB sie geradezu den
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Charakter von Arteigenschaften gewinnen (vgl. hierzu P. BUCHNER), ist eine ad hoc
herangezogene, sachlich nicht begriindete und vom biologischen Standpunkt nicht
versténdliche Analogie. Eher kénnte man sich auf die tatséchlich nachgewiesenen
latenten Virusinfektionen (Virus ITI des Kaninchens, Virus der lymphozytéren
Choriomeningitis der Maus, Speicheldriisenvirus des Meerschweinchens) berufen;
aber diese Phénomene sind selbst noch nicht hinreichend klargestellt (siehe S. 61),
und es ist etwas anderes, ob man latente Infektionen nachweist oder intracellulire
Symbiosen annimmt.

Die Hypothese der intracelluldiren Symbiose als eines bereits vorhandenen
und in der Natur weit verbreiteten Zustandes stellt eine unverkennbare und sehr
weitgehende Anndherung an jenen Standpunkt dar, welcher die endogene Virus-
bildung als die wahrscheinlichste Losung betrachtet. Beide haben ihre Wurzel
in dem Unvermoégen, das natiirliche und das experimentell hervorgerufene
Krankheitsgeschehen auf die Erscheinungsweisen exogener Infektionen durch
parasitische Mikroben zuriickzufithren. Die These der intracelluldren Symbiose
hélt aber an dem Gedanken des eingedrungenen korperfremden Keimes fest und
schiebt das Hindernis, welches die Invasion (die ,,Ansteckung‘) reprdsentiert,
beiseite, indem sie dieses Ereignis von der Frkrankung zeitlich trennt und in
die ontogenetische oder gar in die phylogenetische Vorgeschichte des Individuums
verlegt; aus dem ,,endogenen‘ Agens wird das ,,indigene‘, das eingeborene, an
Ort und Stelle entstandene, das aber gleichwohl kein Erzeugnis des Wirtes,
sondern ein eingebiirgerter, sein eigenes Leben fithrender Gast ist. Schauplatz
der Virusentstehung ist fiir die eine wie fiir die andere Anschauung der Binnen-
raum der Zelle.

p) Die Provozierung des Herpes febrilis.

Die unspezifische Hervorrufung des Herpes simplex wurde bereits an anderer
Stelle besprochen. Sie unterscheidet sich von der Provokation der Hiihner-
sarkome insofern, als bei dieser als unspezifische Agenzien chemische Substanzen
in Betracht kommen, die als ,,cancerogene Noxen‘ bekannt sind (Teer, Dibenz-
anthracen, arsenige Sdure usw.) und welche nicht nur mesenchymale, sondern
auch epitheliale Gewebe zu neoplastischer Wucherung anregen. Die Erzeugung
der sog. Teersarkome beim Huhn entspricht somit in pathologisch-physiologischer
Hinsicht der allgemeinen Wirkungsweise der provozierenden Stoffe; ferner kennt
man einige dieser Substanzen in chemisch reinem Zustande. Endlich entstehen
die induzierten Hithnersarkome in der Regel am Orte der Einwirkung des reizen-
den Agens (Peacock); daB dies in den Versuchen von MAcINTOSH nicht immer
der Fall war, gab sogar C. H. ANDREWES (£) Anlal zum Zweifel, ob Teerung und
Sarkombildung in diesen Experimenten kausal koordiniert waren.

Beim induzierten Herpes simplex stofen wir auf ganz andere Verhiltnisse.
Die auslésenden Momente reprisentieren eine bunte Mannigfaltigkeit; es finden
sich da physiologische und pathologische Zustinde der heterogensten Art, ja
sogar psychische Einwirkungen. Das Fieber ist nur einer von vielen ,herpeto-
genen‘ Faktoren, und auch hier ist jede Aussage iiber den intimeren Konnex
zwischen Pyrogenese und Herpeseruption unmdoglich. Die Hohe des Fiebers ist
sicher nicht mafBigebend. Wir wissen nicht, warum der Herpes bei der Cere-
brospinalmeningitis so hdufig, beim Abdominaltyphus so selten ist, warum von
mehreren pyrogenen Mitteln eines fast regelméBig (sieche S. 44), das andere nur
gelegentlich den Ausschlag hervorruft, warum sich der Herpes bei der Fieber-
therapie im Winter hiufiger einstellt als in anderen Jahreszeiten und warum er
sich zuweilen erst nach dem dritten oder vierten Fieberanfall zeigt (Boax, CAR-
PENTER und WARREN). Rechnet man die typischen und atypischen Lokalisationen
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sowie die Pradisposition nach Alter und Geschlecht hinzu, so begreift man, daf3
die Kasuistik des induzierten Herpes nur ein ebenbiirtiges Pendant hat: die
Kasuistik der Idiosynkrasien. Vielleicht ist das mehr als ein bloBer Vergleich.

Um den regelméBig rezidivierenden und den induzierten Herpes zu erkliren,
wurde und wird angenommen, daB fast alle Menschen — nach dem Uberschreiten
der ersten herpesfreien Lebensjahre — mit dem spezifischen Virus latent infiziert
sind. Demgegeniiber wurde betont (siehe S. 42), dafi der Nachweis des Virus
im Organismus von Individuen, welche zur Zeit der Untersuchung keine her-
petischen Manifestationen zeigen, nicht gelingt oder, wenn man die positiven
Befunde ohne Bedenken gelten lassen will, nur so selten, daf dies mit der Provo-
zierbarkeit des Herpes in Widerspruch steht; von 200 Patienten, bei denen
Boax, CARPENTER und WARREN kiinstliches Fieber erzeugten, reagierten 122 mit
Herpes.

Man hat daher die Sera von Menschen auf ihren Gehalt an spezifischen (virus-
neutralisierenden) Antikérpern untersucht. Die fritheren Angaben lauteten wider-
sprechend (DoERR und E. BERGER, 1. c., S. 1493), wohl infolge der unzulinglichen
Technik. Neuere Arbeiten (ZINSSER und Fri-Faxa-Tane, ANDREWES und CARr-
MICHAEL, HupsoN, Coor und ApATR, GILDEMEISTER und AHLFELD U.a.m.)
lassen den Schluf zu, dafl man bei 75—909/ aller Erwachsenen positive Resultate
erhdlt und daB die Befunde bei Kindern ein allméhliches Ansteigen des Anti-
kérpergehalts mit zunehmendem Alter ausweisen (ZINsSER und FEi1-Fana-Tawg,
WeyER). Ein Unterschied zwischen ménnlichen und weiblichen Erwachsenen
ergab sich — im Gegensatz zur differenten Herpesanfilligkeit beider Geschlechter
— nicht; dagegen wurden bei Schwangeren die héchsten Prozentzahlen (95,89%)
festgestellt (Hupson, Coor und Aparr). Auffallenderweise sollen bei Kindern
mit beginnender Poliomyelitis die Antivirusstoffe regelmiBig fehlen (WEYER).

Ob diese Daten als Ausdruck einer mit dem Alter zunehmenden Durch-
seuchung der Menschen mit Herpesvirus aufgefaBit werden diirfen, erscheint mehr
als fraglich. Sicher ist, daB sich die virusneutralisierenden Substanzen sowohl
im Serum von Menschen finden, die oft an Herpes leiden, wie bei solchen, bei
welchen die Herpesanamnese véllig negativ ist (GILDEMEISTER und AHLFELD);
die immunisatorische Entstehung miilte sich als ganz unabhingig von her-
petischen Manifestationen vollziehen — wie, das bleibt spekulativer Erwigung
iiberlassen oder wird {iberhaupt nicht erértert. s handelt sich ferner gar nicht
darum, eine allgemeine latente Durchseuchung nachzuweisen. Was der ,,exogene
Herpesparasit® als Stiitze braucht, ist die dauernde latente Infektion der diber-
wiegenden Mehrzahl aller Menschen, also eines dhnlichen Zustandes der Wirts-
massen, wie er in Gestalt der intracelluliren Symbiose fiir die onkogenen Virus-
arten postuliert wird. Das stefe Vorhandensein eines latenten Infekts ist natiirlich
nicht festgestellt, wenn man Antikérper im Blute findet und sie auf stattgehabte
latente Infektionen zuriickfiihrt.

) Umwandlung phagenfreier in lysogene Bakterien.

Auf die Methoden, durch welche nicht-lysogene (phagenfreie) Bakterienkulturen
in lysogene transformiert wurden (OTTO und MUNTER, 1. c., S. 365—369), kann hier
nicht ausfiihrlich eingegangen werden. Es wurde planlos allerlei versucht, und es
soll auch allerlei zum Ziele gefiihrt haben. Gerade dieser Umstand 148t es als be-
greiflich erscheinen, dal die positiven Resultate von anderen Autoren meist nicht
reproduziert werden konnten; es ist nicht wahrscheinlich, daB jeder beliebige Ein-
griff den gleichen Effekt (das Auftreten lysogener Fahigkeiten) zur Folge haben kann
(siehe 8. 51). Solange man iiber das ,,Warum® der Transformation nichts wei
bzw. solange keine verliliche, unter angebbaren Bedingungen stets erfolgreiche
Technik bekannt ist, kann man auch das ,,DaB bezweifeln, und eine Fortsetzung
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der Untersuchungen auf der alten grob-empirischen Basis wird daran kaum etwas
éndern. Die bestehende UngewiBheit ist zu bedauern; bei der Bakteriophagie schienen
die Aussichten besonders giinstig, das wichtige Problem der Neuerzeugung iibertrag-
barer Agenzien zu entscheiden. Zu beachten wire, da3 sich die Mitteilungen iiber
die Gewinnung von Phagen aus phagenfreien Kulturen nicht auf abgetdtete oder
auf ruhende, sondern auf lebende und sich vermehrende Bakterien beziehen. Wenn
somit die fragliche Transformation tatsichlich zustande kommt, miilte sie sich nicht
unbedingt sprunghaft nach Art einer Mutation in einem oder mehreren Wirtsindivi-
duen (worunter hier die Bakterienzellen zu verstehen wéren) vollziehen; sie konnte
sich auch allméhlich im Laufe zahlreicher, rasch aufeinanderfolgender Generationen
entwickeln und moglicherweise bei allen Individuen eines Stammes gleichzeitig,
wofiir Angaben sprechen, denen zufolge das Lysin erst nach mehreren (10—20) Néhr-
bodenpassagen auftrat. H&lt man sich gegenwiirtig, wie enge auch die Vermehrung
schon vorhandener Phagen an das Bakterienwachstum gekniipft ist, so wird man
geneigt sein, als den wesentlichsten Faktor der Neuentstehung von Phagen die Be-
einflussung der generativen Prozesse der Bakterien zu betrachten; und hier bereitet
dann das Objekt Schwierigkeiten, weil wir das Bakterienleben nicht in Form von
Individualexistenzen, sondern als Werden und Vergehen von Populationen untersuchen.

6) Unspezifisch erzeugte Viruskrankheiten als Aktivierungen
latenter Infektionen.

Wir kommen nun zu einer Gruppe von Viruskrankheiten, die hinsichtlich der
unspezifischen Provokation eine andere Stellung einnehmen als die bisher be-
sprochenen und beginnen mit der Virus-III-Infektion des Kaninchens.

Die durch dieses Virus hervorgerufenen Krankheitserscheinungen kommen
unter natiirlichen Bedingungen nicht vor; sie kénnen nur experimentell erzeugt
werden, u.zw. durch ein eigenartiges, um nicht zu sagen seltsames Verfahren.

RiveErs und TiLreT (1) wollten das Virus der Varicellen nachweisen und inji-
zierten zu diesem Zwecke Blut von Varicellenkranken in den Hoden von Kaninchen.
Obwohl keine Reaktion auftrat, wurden mit Hodengewebe weitere intratestikulidre
Passagen mit Intervallen von 3—>5 Tagen angelegt und die zur Impfung verwendeten
Hodenemulsionen jeweils durch kutane und korneale Ubertragungen auf ihre Patho-
genitdt fiir andere Gewebe gepriift. In finf von elf solchen Serien @nderte sich pl6tz-
lich das Resultat, u. zw. nie vor dem wvierten, zuweilen aber auch erst beim achten
Tiere der positiven Reihen: die Hodenemulsionen riefen nunmehr intensive Ent-
zindungen hervor, nicht nur in den injizierten Testikeln, sondern auch an anderen
Korperstellen (Haut, Muskel, Auge usw.). War einmal dieser Erfolg erreicht, so
konnten Passagen in unbegrenzter Folge vorgenommen werden und das iibertrag-
bare Agens entsprach in vielen Beziehungen (Filtrierbarkeit, Glycerinresistenz,
Kerneinschliisse) anderen bereits bekannten Virusarten. RIVERS und TILLET glaubten,
wie schon aus dem Titel ihrer ersten Mitteilung (,,Studies on varicella*) hervorging,
das Virus der Varicellen isoliert zu haben. Das erwies sich indes bald als ein Irrtum;
um das Virus zu gewinnen, muf3 man n#émlich nicht von Varicellenmaterial ausgehen,
man kann zur ersten Hodenimpfung Blut von anderen Patienten, ja sogar Kaninchen-
blut (ANDREWES und MILLER) benutzen. Im iibrigen blieb der sonderbare Tatbestand
unverdndert, vor allem die Angabe, daB mindestens 3—4 intratestikulire Blind-
passagen notwendig sind, um das Virus in Erscheinung treten zu lassen.

C. H. ANDREWES (,,Virus diseases of rabbits and guinea-pigs”) und mit ihm
fast alle Autoren, welche sich mit dem Virus IIT selbst beschéftigt haben, deuten
den Vorgang der Virusgewinnung so, daB manche Kaninchenzuchten latent
infiziert sind. Das Virus soll in geringen Quantititen im Hoden der Kaninchen
als apathogener und schlummernder Keim vorhanden sein und erst durch 3—4
Hodenpassagen die Fihigkeiten der Infektiositét und Pathogenitit erwerben.
Zugunsten dieser Auffassung wird angefihrt, da8 Rivers und Timier (2) unter
ihren Kaninchen 15—209, fanden, welche gegen das Virus immun waren und
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neutralisierende Antikérper im Blute hatten. Auf der anderen Seite konnte
AxDREWES (I) unter den Kaninchen, welche er in London untersuchte, keine
Exemplare feststellen, welche eine natiirliche Immunitét besaflen, und mit diesen
Kaninchen milgliickte auch der Versuch, einen neuen Stamm des Virus IIT mit
demselben Verfahren zu isolieren, das in Amerika Erfolg hatte. Aus dem Zu-
sammenhalt der Angaben von Rivers und TILLET und von ANDREWES scheint
sich zu ergeben, da8 die Isolierung des Virus III nur gelingt, wo eine latente
enzootische Verseuchung der Kaninchenbestdnde vorhanden ist.

Aber diese Auffassung gibt keinen AufschluBl dariiber, warum die Hoden-
passage die Pathogenitét eines sonst wirkungslosen Infektionsstoffes so auBer-
ordentlich erhdht und warum zu diesem Zwecke eine Minimalzahl von auf-
einanderfolgenden, durch kurze Intervalle getrennten intratestikuliren Uber-
tragungen notwendig ist. Und wenn man sich die negativen Resultate von
ANDREWES auf die oben prézisierte Weise zurechtlegen kann, versteht man doch
nicht, warum die Serien von Ri1vErs und TILLET in mehr als der Hilfte zu keinem
positiven Ergebnis fithrten, obwohl hier die postulierte Vorbedingung der latenten
Verseuchung erfiillt gewesen sein sollte. Deuten nicht die kurzen Intervalle, die
zwischen die intratestikuliren Impfungen eingeschaltet werden miissen, um das
Virus zu ,,gewinnen‘ und zu ,erhalten®, darauf hin, daB nicht eine Infektion,
sondern ein pathologischer Prozef}, nimlich eine akute Entziindung {ibertragen
wird u. zw. mit Hilfe unbelebter Substanzen, die der EntziindungsprozeB liefert
und die selbst imstande sind, entziindungserregend zu wirken ? R. DoOERR (2),
welcher sich zu dieser Auffassung bekannte, verwies darauf, daB die Entstehung
solcher Stoffe im Entziindungsherd durch R. ROsSLE wahrscheinlich gemacht
wurde, und daB man mit dem Safte mechanisch erzeugter Quaddeln wieder
Quaddeln erzeugen kann. Die Versuchsanordnung, welche zur Isolierung des
Virus IIT fiihrte, sollte jedenfalls unter entsprechender Variierung der Faktoren
sorgfaltig nachgepriift werden, wozu neuere Arbeiten von Inamura, Oxo, Expo
und KAwAMURA iiber das sog. Scharlachvirus (Virus S) und besonders auch
die Widerlegung derselben durch Levaprri, MARTIN, ScEON und ROUESSE un-
mittelbaren AnlaB geben.

Der Virus-IIT-Infektion des Kaninchens stehen andere Virusinfektionen in-
sofern nahe, als auch bei ihnen das Bestehen latenter Verseuchung und die Um-
wandlung des latenten Infekts in schwere, meist letal verlaufende Krankheits-
formen durch unspezifische Eingriffe angenommen bzw. beobachtet wird: die
Speicheldriiseninfektion des Meerschweinchens (Core und KurrNER), die akute
lymphocytire Choriomeningitis der Tiere und Menschen (E.TRAUB, ARMSTRONG
und Litiie, Rivers und Scorr, ARMSTRONG und WooLEY wu. a.), die von
J. LATGRET und R. DURAND beschriebene latente Virusinfektion des Gehirns
weiller Mause u.a.m. Dieses Spezialgebiet der Forschung ist zweifellos
noch nicht abgeschlossen, da die neuen Entdeckungen nicht auf syste-
matischen Untersuchungen, sondern auf mehr zufilligen Beobachtungen oder
nicht vorausgesehenen Versuchsresultaten beruhen. Schon das vorliegende
Material enthilt jedoch eine Menge eigentiimlicher und nicht aufgeklirter Tat-
sachen, auf die hier aus Mangel an Raum nicht eingegangen werden kann; der
Leser sei auf die zitierten Publikationen verwiesen.

PeyToN Rovus, der geneigt ist, fiir alle malignen Tumoren Virusarten als
Erreger anzunehmen, gibt die Schwierigkeit zu, welche in der enormen Vielfaltig-
keit der Neoplasmen einerseits und der hochspezifischen Wirkung der Virus-
arten anderseits gegeben ist; man sei auf diese Weise gezwungen, einen ganzen
Mikrokosmus von onkogenen Virusarten zuzugestehen. Da nun, wie er weiter
ausfithrt, auch andere Prozesse (Herpes, Virus III, Submaxillardriisenvirus,
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lymphocytére Choriomeningitis usw.) auf weitverbreitete latente Virusinfektionen
zuriickgefiihrt werden, komme man zu der Vorstellung, daB der gesunde Kérper
eine Sammlung von Virusarten beherbergt, die noch reichhaltiger ist als die
normale Bakterienflora. Wéhrend jedoch die Bakterien im gesunden Organismus
epiphytisch in Schlupfwinkeln der Haut und der Schleimh&ute leben, wo sie vor
den humoralen und celluliren Abwehrkriften geschiitzt sind, befinden sich die
Viruskeime im Innern von Zellen und seien dort noch weit besser geborgen,
solange sie die Zelle nicht téten oder zerstoren. Gegen die Existenz solcher
Symbiosen konne kein grundsitzlicher Einwand erhoben werden: ,,Whereever
a cell is, there may a virus live, if symbiosis is enough for its needs.*

Man wird da unwillkiirlich an Ideen erinnert, wie sie von P. PORTIER und
in wissenschaftlicherer Form von J. E. WALLIN vertreten wurden. Spiter (1926)
hat U. PIERANTONI auseinandergesetzt, daB die Dimensionen der mikroskopischen
Symbionten von den Hefen und anderen volumingseren Pilzen iiber die Bakterien,
Rickettsien und Chlamydozoén nach abwirts fithren; dem ultravisiblen patho-
genen Virus miisse man daher folgerichtig ein filtrierbares Symbiontenvirus, einen
., Ultramikrosymbionten‘‘ gegeniiberstellen. Die Symbiose mit einem Virus, das
unter Umstédnden pathogen werden kann, ist gleichfalls keine contradictio in
adjecto, denn wie U. BERNARD sich treffend ausdriickt: ,,La symbiose est & la
frontiére de la maladie.” Wenn aber auch keine prinzipiellen Bedenken bestehen,
so darf doch die Hypothesenbildung, gegen die innere Wahrscheinlichkeit
streitend, nicht weitergehen, als sie sich durch verstindliche Beobachtungen
stiitzen 14Bt. Analogien geniigen nicht. Suggestive Analogien aus dem Bereiche
der Infektionen mit exogenen Parasiten stehen fiir alle Phinomene der natiir-
lichen und experimentellen Viruspathologie zur Verfiigung, ganz besonders auch
im Hinblick auf die latenten Infektionszustinde einzelner Individuen oder ganzer
Populationen. Sie kénnen aber nicht befriedigen, nicht nur weil es eben bloBe
Analogien sind, sondern auch weil sie versagen, wenn man sie streng durch-
zufithren sucht.

Um ein oder das andere Beispiel zu zitieren, hat man keine Erklirung dafiir,
daB das Speicheldriisenvirus der Meerschweinchen intracerebral verimpft eine akute
Meningitis mit Fieber und Kréimpfen hervorruft, welcher die Tiere innerhalb von
fiinf Tagen erliegen, da$l aber intracerebrale Meerschweinchenpassagen nicht méglich
sind; dieser Gegensatz wird dadurch noch ritselhafter, daB alle anderen, bisher ge-
priiften Tierspezies auf die intracerebrale Impfung mit dem Virus iiberhaupt nicht
reagieren, so dafl die Wirkung auf Meerschweinchen kaum als Intoxikation aufgefaBt
werden kann. Ein analoges Verhalten zeigt das Agens, das M. H. GorpoN in den
Lymphdriisen bei der Hopekinschen Krankheit festgestellt hat; er wirkt bei Kanin-
chen und Meerschweinchen, intracerebral injiziert, pathogen, u. zw. nach Ablauf
einer 2—6tégigen Inkubation, was auf eine Vermehrung im Zentralnervensystem
deutet, kann aber nicht von Hirn zu Hirn {ibertragen werden. — Angefiihrt sei ferner
das Mausevirus von LAIGRET und DURAND, das bei Mdusen jeder Altersstufe, ja sogar
schon bei Embryonen vorhanden sein soll und das von den genannten Autoren
deshalb als ,,inframicrobe habitué des souris® bezeichnet wird; handelt es sich auch
hier um einen urspriinglich kérperfremden Keim, so miite man noch weitergehen
und ihn als einen erblich gewordenen Symbionten definieren, dessen Nutzen fiir
den Mausorganismus unbekannt ist, der aber ebensogut fiir die Maus ganz bedeu-
tungslos sein kann. Und dieses Virus wollen LAIGRET und DURAND im Liquor eines
mit M&usehirn geimpften Menschen (Gelbfieberschutzimpfung), ja sogar im Liquor
eines nicht-geimpften Individuums (durch die Wirkung auf das Meerschweinchen
und durch gekreuzte Immunitétsexperimente) nachgewiesen haben!

Es sind, wie man schon aus den vorstehenden Ausfithrungen ersieht, nicht
nur einzelne widerspruchsvolle Details, es ist die Haufung solcher Tatsachen, vor
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die man sich durch die Annahme von urspriinglich exogenen, zu permanenten
Symbionten gewordenen ,,Inframikroben‘ gestellt sieht. Und wenn wir auch
einzelne Fille von latenten und dauernden Gast-Wirt-Beziehungen kennen,
welche dem alten Begriffe einer mutualistischen Symbiose nicht entsprechen,
weil die ZweckmiBigkeit des Zustandes fiir den Wirt nicht erkennbar oder nicht
vorhanden ist, sollen wir deshalb zugeben, daB sich solche Ausnahmen bei den
Virusinfektionen hiaufen, daB gerade der Binnenraum von Zellen nicht imstande
ist, sich nutzloser und unter Umstidnden sogar gefidhrlicher Eindringlinge zu ent-
ledigen, daB die latente Dauerinfektion nicht nur bei hoheren Wirtspezies, sondern
auch bei Einzellern (Bakterien und Bakteriophagen) zum Normalzustand, zu
einer erblich fixierten Einrichtung wird ? P. BUCHNER schliefit sein vortreffliches
Werk ,,Tier und Pflanze in Symbiose* mit dem Satze, dal das Studium der
Symbiose unzweideutig gelehrt habe, daB sich der Symbiontentréger wie eine
urteilsfihige und entsprechend handelnde Personlichkeit verhélt. Davon ist in
den Auffassungen iiber die Virussymbiosen nichts zu bemerken, und wenn man
diese Zustinde als latente (und eventuell hereditire) Dauerinfektionen bezeichnet,
sndert sich nur der Titel, aber nicht das Wesen des Problems.

¢) Der Nachweis einer serologischen (immunochemischen) Verwandtschaft
zwischen Virus- und Wirtsproteinen.

Was hieriiber bekannt ist, wurde an anderer Stelle (S. 34 und 36) besprochen.

d) Die straffe Bindung der Virusvermehrung an den intensivierten Stofiwechsel
(Wachstumsvorgiinge) der Wirtszellen.

R. DoErr (8) (1934) hob hervor, daB die Virusarten hinsichtlich ihrer Ver-
mehrung in vitro in zwei Gruppen geteilt werden kénnen. Die erste Gruppe
wiirde jene Virusarten umfassen, welche nur geziichtet werden kénnen, wenn die
Wirtszellen selbst proliferieren, wihrend fiir die zweite die Anwesenheit von diber-
lebenden Wirtszellen geniigt. Die Entscheidung, daf die Gewebsproliferation fiir
die Virusvermehrung nicht erforderlich ist, kann — was auch DoER® betonte —
auf Schwierigkeiten stoBen, weil man sich erfahrungsgemif auf Angaben iiber
gelungene Virusziichtungen, selbst wenn sie von anerkannten Autoren stammen,
nicht verlassen kann, bevor nicht mehrfache Bestétigungen von anderer Seite
vorliegen (vgl. hierzu R. DOERR, l. c., S. 155, und C. HALLAUER, dieses Handbuch,
dritter Abschnitt), und zweitens, weil die Ziichtungsverfahren meist so geartet
sind, daB Proliferationsprozesse an den Wirtszellen nicht mit Sicherheit aus-
geschlossen werden koénnen. In der Regel sagt uns die Beobachtung bloB, ob die
Virusvermehrung von Teilungen der Wirtszellen in geringem oder in hohem Grade
abhingig ist, belehrt uns also eher iiber quantitative als iiber absolute Differenzen.
Es ist deshalb wichtig, daB wir in der Rickettsienziichtung in vitro ein optisch
gut kontrollierbares Modell besitzen, aus dem wir schlieen diirfen, da8 sich diese
(den Virusarten sehr nahestehenden) Organismen im Cytoplasma bestimmter
Zellen stark vermehren, u. zw. auch dann, wenn letztere keine Anzeichen von
Teilungsvorgingen erkennen lassen (PINKERTON und Hass).

So wie die Rickettsien scheinen sich nun auch manche als legitim anerkannte
Virusarten zu verhalten. Sie konnten zum Teil in Medien zur Vermehrung ge-
bracht werden, in welchen die Proliferation des Explantatgewebes keine grofie
Rolle spielen kann wie etwa bei dem urspriinglich von MAITLAND angegebenen
Kulturverfahren (Kaninchenniere in Kaninchenserum oder in Hiithnerserum -+
Tyrodelésung). Ferner konnte K.HErRzBERG mit Hilfe besonderer Firbe-
methoden die Vermehrung der Elemente gewisser Virusarten (Kanarienvogel-
krankheit, Variolavaccine usw.) im Inneren von Zellen mikroskopisch verfolgen.
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Nach seiner durch Mikrophotographien belegten Beschreibung vermehren sich
die Elementarkérperchen rasch, ohne dafi sich die beherbergende Wirtszelle teilt;
diese wird vielmehr schwer geschidigt, aufgetrieben und platzt schon 1—3 Tage,
nachdem sie infiziert wurde, wobei die Elementarkérperchen frei und in der Um-
gebung verstreut werden. Auch ist daran zu erinnern, daf3 sich manche Virus-
arten im Inneren von Zellen vermehren oder vermehren konnen, welche tiber-
haupt nicht teilungsfihig sind, z. B. in Ganglienzellen, wie das fiir das Polio-
myelitisvirus durch die Untersuchungen von M. BRODIE u. a. wahrscheinlich ge-
macht wurde.

DaB die Vermehrung bzw. die Teilung der Wirtszellen ohne Stoffwechselsteigerung
nicht vorstellbar ist, kann wohl nicht bestritten werden. Das heif3t aber naturlich
nicht, daB Zellen, welche sich nicht teilen, keinen Stoffwechsel haben. Die Virusver-
mehrung kénnte daher an den Teilungsvorgang als solchen oder auch nur an die damit
einhergehende Stoffwechselsteigerung gebunden sein; bei Virusarten, die sich auch
ohne Teilung der Wirtszellen vermehren, wiren ebenfalls zwei Moglichkeiten zu be-
riicksichtigen, némlich, da das auch ohne Teilungen bestehende Stoffwechselausmaf
geniigt oder daB schon die véllig ruhende Zelle die fiir die Virusproduktion erforder-
lichen Bedingungen bietet. Die Moglichkeit, diese vier Beziehungen experimentell zu
differenzieren, wére ein erheblicher Gewinn. Letzten Endes dreht sich ja alles um die
Frage, wie die Virusvermehrung vor sich geht und warum sie im Binnenraum von
Wirtszellen zustandekommt; jeder Beitrag, welcher uns dem Verstédndnis des Mecha-
nismus dieses Vorganges néherbringt, kann als eine Etappe auf dem Wege zur Er-
kenntnis der Natur kleinster Virusarten Anspruch auf Beachtung machen. Als ein
erster Ansatz, in dieser Richtung vorzudringen, sind die Untersuchungen von
H. ZixssErR und E. B. SCHONBACH zu betrachten.

Z1NSSER und SCHONBACH ziichten das Virus der equinen Encephalomyelitis (west-
licher Typus) sowie Rickettsien in einem Maitland-Medium (mit Hithnerembryonal-
gewebe); bestimmt wurde einerseits der zeitliche Ablauf der Virusvermehrung, ander-
seits die Gewebeatmung (mit der WaRBURGschen  Modifikation des BARCROFT-HAL-
pANEschen Mikrorespirometers). Die maximale Konzentration des Virus war 12
bis 24 Stunden nach dem Zeitpunkt nachweisbar, zu welchem die Respiration der
Zellen ganz oder fast ausgesetzt hatte; nach erreichtem Maximum nahm das
Virus rasch wieder ab. Rikettsien vermehrten sich dagegen erst dann in merklichem
Grade, wenn der Zellstoffwechsel zum Stillstand gekommen war, und proliferierten
noch zu einer Zeit, wo die Zellen ihre Lebensféhigkeit eingebii3t hatten. ZINSSER
will aus dieser Differenz einen Gegensatz zwischen Rickettsien und ,,echten‘ Virus-
arten herauslesen, was naturlich nicht gerechtfertigt ist (siehe DOERR, dies. Handb.,
V. Abschnitt, 5. Kapitel). Man kann eben nur schlieBen, daB die Rickettsienprolife-
ration, obwohl sie gleichfalls in Zellen stattfindet, von ganz anderen Faktoren ab-
hingt als die Vermehrung des gepriiften Virus. Nach einer kurzen Notiz von ZINSSER
und ScEONBACH soll die Kultur der Rickettsien sogar mit Hilfe von gefrorenen und
aufbewahrten Embryonalgeweben gelingen, eine Angabe, die allerdings einer Bestéti-
gung bedarf, da man in diesem Falle nicht einsehen wiirde, wozu iiberhaupt Zellen
notwendig sind bzw. warum die Ziichtung nicht auch auf unbelebtem Néhrsubstrat
moglich ist.r DafB alle ,,echten‘’ Virusarten in der Versuchsanordnung von ZINSSER

1 In den Versuchen von Ipa A. BENGTSON gelang die Ziichtung von Rickettsien
verschiedener Provenienz jedenfalls nie ohne Zellzusatz und es ergab sich auch —
in Bestétigung fritherer Angaben — kein Anhaltspunkt fiir eine Rickettsienvermehrung
auBlerhalb der Zellen im Maitland-Medium. Eine neue Technik fiir die Rickettsien-
kultur hat ZINSSER in Gemeinschaft mit WEI und FITZPATRICK in der Folge wohl be-
schrieben; sie soll zwar auf die Beobachtung aufgebaut sein, daf die Rickettsien-
proliferation im Maitland-Medium erst dann stark einsetzt, wenn der Gewebestoff-
wechsel verzégert oder abgestoppt ist, beniitzt aber nicht abgetStete (gefrorene oder
lange gelagerte) Zellen, sondern operiert sogar mit einem Uberschu lebenden Ge-
webes.
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und ScHONBACH dasselbe Verhalten zeigen wiirden wie das Virus der equinen Ence-
phalomyelitis, ist nicht nur unbewiesen, sondern in Anbetracht der Erfahrungen tiber
Virusziichtung sehr unwahrscheinlich. Da vorlégufig prézise Daten hieriiber nicht vor-
liegen, erscheint es rationell, sich vorldufig an die Beziehungen der Virusvermehrung
zur Zellteilung zu halten.

Die Virusvermehrung ohne Teilung der Wirtszellen kann das Dilemma
,exogener Parasit oder endogenes Zellprodukt naturgemif nicht entscheiden,
sofern sich nicht andere Anhaltspunkte ergeben. Desgleichen 148t sich auch kein
sicherer Schlufl aus der Beobachtung ableiten, dafl die Teilung der Wirtszellen
zwar nicht notwendig ist, daf} sie aber die quantitative Virusausbeute merklich
steigert; eine groBere Zahl von Wirtszellen kann ebensowohl mehr Parasiten be-
herbergen als mehr Virus bilden.

Anders liegt die Sache, wenn umgekehrt der Nachweis erbracht werden kann,
daB die Virusvermehrung in vitro ohne Teilungen der Wirtszellen unméglich ist;
es wire nicht ohne weiteres einzusehen, warum ein exogener Parasit eine Zelle
bloB deshalb nicht infizieren kann, weil sie sich in dem betreffenden Zeitintervall
nicht teilt. Aus den bereits angefiihrten Griinden lassen sich Teilungen der Wirts-
zellen im Experiment kaum vollig ausschlieBen; aber es kann gezeigt werden,
dafB zwischen der Virusvermehrung und der Proliferation der Wirtszellen ein
zeitlicher und quantitativer Parallelismus besteht. Dieser Beweis ist von ALEXIS
CarrEL (1926) fiir das Agens des Rous-Sarkoms erbracht worden, der durch
besondere Versuche zu dem Schlusse kam, dal zwischen der Reproduktion dieses
Virus in vitro und der proliferativen Tétigkeit der im Kulturmedium vorhan-
denen Gewebe eine unverkennbare Beziechung zu konstatieren sei. Noch deut-
licher tritt dies bei der Bakteriophagenziichtung zutage, die nach dem iiber-
einstimmenden Urteil aller maBgebenden Untersucher an die Anwesenheit, proli-
ferierender Bakterien gebunden ist. In frisch angelegten, mit Phagen infizierten
Kulturen setzt die Zunahme der Phagen mit dem Anstieg der Bakterienzahl ein,
und Faktoren, welche das Bakterienwachstum hemmen; hindern auch die Phagen-
bildung (iiber Ausnahmen von dieser Regel siche weiter unten). Auch K. HERZBERG
hat sich neuerdings der Auffassungangeschlossen, daB die Phagen dadurch in Gegen-
satz zu jenen Virusarten treten, fiir deren Vermehrung die ,,ruhende®’, d. h. nicht
in Teilung begriffene Wirtszelle ausreicht. An dritter Stelle wiiren nach unseren
jetzigen Kenntnissen phytopathogene Virusarten, vor allem die Agenzien der
durch StaANLEY in den Vordergrund des Interesses geschobenen Mosaikkrank-
heiten, zu nennen. Schon die Besichtigung der infizierten Pflanzen 1iBt den
stirkeren Befall der jungen Pflanzen und Blétter erkennen; dementsprechend
erhielten LoriNG und STANLEY die beste Ausbeute an kristallisierbarem Virus-
protein aus jungen, rasch wachsenden Glashauspflanzen.

Bei den Mosaikvirusarten kommt iibrigens noch ein anderer, in dieselbe
Richtung weisender Umstand hinzu. Nach CaLpweLrs Untersuchungen, welche
mit Angaben von F. M. L. SHEFFIELD iibereinstimmen, kénnen solche Agenzien
in unverletzte Zellen der empfindlichen Pflanzen nicht eindringen und vermégen
auch totes Gewebe nicht zu passieren. IThre Ausbreitung in der Wirtspflanze ist
an lebendes Protoplasma gebunden, und es sind protoplasmatische Briicken
(Plasmodesmen), welche ihnen den Ubertritt von einer Zelle in die andere ermsg-
lichen; auch hierbei zeigt sich der EinfluB der Wachstumsenergie der Wirts-
gewebe: werden an Tabakpflanzen die allerjiingsten, die halb ausgewachsenen
oder die dltesten Bliatter mit Virus geimpft, so treten die Symptome der All
gemeininfektion in der ersten Gruppe am frithesten auf, dann erst in den meisten
Pflanzen der zweiten Gruppe und zuletzt und nur ausnahmsweise in jenen der
dritten (J. CALDWELL).
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Wie sich der kausale Zusammenhang zwischen Zellteilung und Virusvermehrung
gestaltet, ist nicht bekannt.

Man wei3 nur, da§ die Zellteilung allesn nicht mafBgebend sein kann, zumindest
nicht fiir die Vermehrung der Bakteriophagen. Denn R. DOERR und W. GRUNINGER
sowie H. HORSTER stellten fest, daB sich ein bestimmter Colistamm (,,Coli sensibel®‘)
sowohl bei 18 wie bei 37 und bei 43° C gut vermehrte, da3 aber zugesetzte geringe
Phagenmengen nur bei 37° C gewaltig an Menge zunahmen und Lyse bewirkten ;
bei 43° C nahm das Lysin nicht zu, sondern verschwand binnen 5—7 Stunden aus
der Kultur, und die aus einer solchen Bouillon nach eingetretenem Lysinschwund
geziichteten Colistdémme waren nicht lysogen; bei 18° C trat ebenfalls weder Lysin-
produktion noch Bakteriolyse auf, aber das zugesetzte Lysin schwand nicht, sondern
blieb in seiner initialen Konzentration wihrend der ganzen Versuchsdauer erhalten.
Es scheinen also Stoffwechselvorgéinge zu sein, welche bei der Teilung der Bakterien
auftreten konnen, aber nicht unter allen Umstinden auftreten miissen, welche die
Phagenbildung verursachen.

Das von DoERR und seinen Mitarbeitern beschriebene Phinomen der Dissoziation
von Bakterienwachstum und Phagenvermehrung konnte bisher nur bei einem Phagen-
stamm und der zugehodrigen Bakterienkultur beobachtet werden; andere Bakterien-
Phagen-Kombinationen verhielten sich anders. Da aber anderseits an der Richtig-
keit der oft wiederholten und stets gleichsinnig verlaufenen Dissoziationsexperimente
nicht zu zweifeln ist, darf man sie als einen der iiberzeugendsten Beweise gegen
die mikroparasitdre Natur der Phagen bewerten. Denn wir hétten hier Wirtszellen
vor uns, welche bei 18, 37 und 43° C nicht nur leben, sondern sich auch vermehren,
und auf der anderen Seite einen Parasiten, der sich bei jeder der drei Temperaturen
aktiv (,,Jebend‘‘) erhilt, der aber nur bei 37° C in die Wirtszellen eindringt und sich
daselbst binnen wenigen Stunden um sieben Zehnerpotenzen vermehrt, bei 18° C
untétig auBerhalb der Zellen verharrt und bei 43° C nach einigen Stunden restlos
verschwindet.

In neuerer Zeit haben iibrigens auch A. P. KRUGER und J. FoNG iiber dhnliche
Beobachtungen berichtet. Das Wachstumsoptimum der Staphylokokken liegt bei
40°, jenes der zugehérigen Phagen bei 35° C; im Temperaturintervall von 35—40° C
nimmt die Vermehrungsgeschwindigkeit der Staphylokokken mit steigender Tempe-
ratur zu, das Tempo der Phagenvermehrung hingegen ab. KRUGER und seine Mit-
arbeiter geben auBerdem an, dal unter besonderen Bedingungen auch eine Dissoziation
in entgegengesetztem Sinne, nédmlich eine Phagenvermehrung ohne Bakterienwachs-
tum moglich ist. So konnte durch Einstellung des pr der Néhrbouillon auf 6,0 und
der Temperatur auf 28° C das Wachstum von Staphylokokken voéllig unterdriickt
werden, wahrend die Konzentration der Phagen rasch zunahm (KrUGER und FONG);
auch durch Zusatz von NaCl (0,25Mol) sollen sich Reaktionsphasen erzielen
lassen, in welchen die Zahl der Bakterien stationér bleibt, obwohl der Phagentiter
noch etwas ansteigt (SCRIBNER und KRrUGER). SchlieBlich soll der Titer einer Phagen-
suspension (nicht konstant, sondern nur in 809, der Einzelversuche) dadurch erhéht
werden koénnen, dal man die Suspension mit einem zellfreien Kulturfiltrat der zu-
gehorigen Bakterien mischt bzw. fortschreitend verdiinnt (KRUGER und BALDWIN).
KRUGER und BALDWIN nahmen an, daB ruhende Bakterienzellen Vorstufen von Phagen-
produzieren, welche sich in Gegenwart von aktiven Phagen in solche umwandeln.
Ohne sich dieser, wohl recht zweifelhaften Hypothese anzuschlieen, mul man doch
die Bedeutung der experimentellen Ergebnisse, falls sie einer sorgféltigen Nach-
priifung standhalten sollten, anerkennen; sie sprechen jedenfalls dagegen, daf3 die
Phagen exogene Parasiten der Bakterien sein koénnen.

In diesem Zusammenhang wire noch der Versuche zu gedenken, Virus-
krankheiten von Pflanzen durch die Einwirkung hoherer Temperaturen thera-
peutisch zu beeinflussen. Das Prinzip erinnert an die oben zitierten Experi-
mente von DorRr und GRUNINGER insofern, als ja auch in diesem Falle
eine mit Phagen infizierte Bakterienpopulation durch das Wachstum bei hoher
Temperatur von Phagen befreit, also gewissermaflen geheilt wurde. Die haupt-

Hdb. d. Virusforschung, I. 5
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séchlichsten Kenntnisse tiber die Hitzebehandlung der Viruskrankheiten wver-
danken wir L. O. KuNkEL, auf dessen Publikationen hier verwiesen werden
mull. Es sind jedenfalls nur wenige Krankheiten der Pfirsichbdume und der
Astern (,,Peach yellows*, ,little peach®, ,,red suture”, und , Aster yellows*),
welche dadurch geheilt werden konnen, daBl man infizierte Pflanzen einige
Tage bei zirka 35° C hilt, infizierte Knospen in warmes Wasser taucht usw.;
die meisten Viruskrankheiten haben sich, soweit sie daraufhin gepriift wurden,
als refraktir erwiesen. Sofern sich die Sachlage auf Grund des Schrifttums
beurteilen 148t, scheint es sich einfach um eine extreme Temperaturempfind-
lichkeit einiger weniger Virusarten zu handeln. Denn das Virus kann eben
nicht nur in der wachsenden, sondern auch in der ruhenden Pflanze oder in
den Knospen, ja, wo Insekten als Ubertriger in Betracht kommen (Cicadula
sexnotata bei den ,,Aster yellows) auch in diesen vernichtet werden. Die
Verhéltnisse sind somit anscheinend andere als in den Experimenten von
DoERR und GRUNINGER, wo die Eliminierung der Phagen bei einer Temperatur
vor sich geht, welche weit unter der Inaktivierungstemperatur freier Phagen
liegt. Schliisse auf die Natur der hitzeempfindlichen Virusarten kénnen aus
den Angaben von L. O. KUNKEL nicht abgeleitet werden. Mit Riicksicht auf
die Hypothese, dall die Virusarten den Genen der Wirte dhnlich sein und wie
diese endogen entstehen koénnen, hebt KUNKEL hervor, daBl die Gene der
Pfirsichpflanzen durch Temperaturen, welche das Virus zerstérten, in keiner
Weise geschadigt wurden, gibt aber zu, daB diese Feststellung nicht als defini.
tive Widerlegung der bezeichneten Theorie gelten kann.

DaB hier die Agenzien der Hiihnersarkome, die Bakteriophagen und die Mosaik-
virusarten unter einem Gesichtswinkel zusammengefaB3t werden kénnen, ist inso-
fern von Bedeutung, als gerade bei diesen drei Kategorien von Infektionsstoffen
stets eine lebhafte Opposition gegen das Zugestédndnis ihrer mikrobischen Natur
bestanden hat.

e) Eigenschaften der Virusarten, welche sich mit dem Begriffe eines lehenden
Organismus nicht vertragen.

Es liegt im Wesen dieser Fragestellung, daf man nicht etwa nach einer ex-
zeptionellen Labilitdt, sondern nach besonders hohen Graden der Resistenz gegen
,,keimschidigende® Einfliisse gefahndet hat; Labilitit bzw. Resistenz wurde mit
Verlust bzw. Konservierung der Infektiositit oder, noch priziser ausgedriickt, der
Ubertragbarkeit identifiziert, weil irgendein anderes Kriterium nicht zu Gebote
stand.

Halt sich die Resistenz in den Grenzen, welche man bei Mikroorganismen
feststellen kann, so wird dies auch heute noch als Beweis betrachtet, daB3 auch
die Virusarten als Mikroben anzusehen sind. Das ist indes a priori unrichtig,
weil ja ein unbelebter Stoff denselben Grad von Empfindlichkeit besitzen kann
wie ein einzelliges Lebewesen.

Ein zweiter Fehler wird bei der Festsetzung der Resistenzgrenzen fiir Mikro-
organismen gemacht. Man sucht sie moglichst weit hinaufzuschieben, damit jedes
ungew6hnliche Verhalten der Virusarten noch ,,unter das MaB fallt*, und wahlt
zu diesem Zwecke die Dauerformen der sporulierenden Bakterien. Daf} aber auch
nur einige der bekannten Virusarten Bakterien sein koénnten, ist nicht wahr-
scheinlich, wie DoERR (8) im Gegensatze zu BURNET und ANDREWES (siehe auch
Bur~NET, KEoGH und LusH) auseinandergesetzt hat, und selbst wenn dem so
wire, miilte man die Bildung von sporendhnlichen Entwicklungsstadien a limine
ausschlieBen. Es gibt indes jetzt einen direkfen Beweis, der in einem anderen
Rahmen als zufilliges Nebenprodukt erbracht wurde.
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M. A. MACHEBOEUF und JAMES BASSET priiften verschiedene biologische Objekte
auf ihre Widerstandsféhigkeit gegen exzessiv hohe Drucke (Ultrapressionen). In
einer zusammenfassenden Mitteilung (1936) kommen sie zu folgender Skala:

Abtétend bzw. inaktivierend oder

denaturierend wirkender Druck: Objeks:
zirka 1800 Atm. Geschwulstzellen,
> 2000 und < 6500 Atm. Virusarten und Bakteriophagen,
6000 Atm. vegetative Formen der Bakterien,
> 7000 ,, Globuline des Blutserums wund des
Hiihnereiereiweifes,
10000—15000 Atm. Diastasen, Balkterientoxine,

nicht bestimmbar (> 20000 Atm.) Subtilissporen.

MACHEBOEUF und BASSET meinen, dafl man durch Bestimmung der Resistenz gegen
Ultrapressionen ermitteln kann, ob das wirksame Agens eines physiologischen oder
pathologischen Phénomens ein Ferment, ein Bakterium, ein invisibles Virus ist.
Das ist wohl nicht in vollem Umfang richtig. Serumnglobuline z. B. wurden durch
Drucke von mehr als 7000 Atm. denaturiert (koaguliert) und die Antigenfunktion
(das schockauslésende Vermogen) hinsichtlich ihrer Spezifitét schon durch 4500 Atm.
modifiziert; aber die Albumine zeigten selbst bei viel stdrkerer Kompression keine
sichtbare Verédnderung. Das Virusprotein des Tabakmosaiks wurde durch Drucke
bis zu 6000 Atmosphéren nicht alteriert und erst durch 8000 Atmosphéren inaktiviert
oder zerstort (BASSET, GRATIA, MACHEBOEUF und MANIL), so da3 man es nach Belieben
bei den Globulinen einreihen oder zwischen diese und die Gruppe der Enzyme und
Toxine stellen, von den tierpathogenen Virusarten abtrennen koénnte usw. Meines
Erachtens ist nur die Tatsache verwertbar, daB Bakteriensporen auch durch Druck-
stiarken von 20000 Atmosphéren nicht beeinflult werden konnten ; denn sie berechtigt
uns zweifellos, die Existenz von sporenartigen Stadien der Virusarten generell ab-
zulehnen.

Der dritte Irrtum, dem man bei den SchluBfolgerungen aus Resistenz-
versuchen begegnet, ist, daB aus dem #hnlichen Verhalten von mehreren oder
zahlreichen Virusarten die biologische bzw. systematische Gleichartigkeit ab-
geleitet wird, oder dall man ein iibertragbares Agens aus der Liste der Virusarten
streichen will, weil es hinsichtlich seiner Widerstandsfahigkeit eine Sonderstellung
einnimmt. Der Pneumococcus gehért aber, obwohl er durch gallensaure Salze
abgetotet und aufgeldst wird, nicht zu den Protozoén, und der Meningococcus ist
trotz seiner Empfindlichkeit gegen Temperaturdifferenzen und der eigentiim-
lichen Kurzlebigkeit in der Kultur ein Bacterium. Diese Beispiele lehren, daf ein
identisches oder dhnliches Verhalten der zu den Virusarten gerechneten Infektions-
stoffe auch dann nicht zu erwarten wire, wenn es sich um eine besondere und
einheitliche Gruppe von Mikroorganismen handeln wiirde — eine Voraussetzung,
die heute noch unhaltbarer ist als je zuvor [R. DoERR (10)].

So sind z. B. die vergleichenden Resistenzprifungen zu beurteilen, die von
STurRM, GATES und MurRPHY ausgefiihrt wurden, um zu beweisen, dal das Agens
des Rous-Sarkoms I ,,kein Virus sein kénne‘. Es wurden verschiedene Testobjekte
mit monochromatischem ultraviolettem Licht von verschiedener Wellenlinge und
Strahlungsenergie bestrahlt und die fiir die Abtétung (Inaktivierung) erforderlichen
‘Werte ermittelt. Staphylococcus aureus, Vaccinevirus und ein Phagenstamm ver-
hielten sich #hnlich, das Agens des Rous-Sarkoms zeigte quantitative und quali-
tative Abweichungen (weit hohere Inaktivierungsenergie, andere Verteilung der
optimalen Effekte auf die verschiedenen Wellenldingen). Da die Lichtwirkung als
Funktion der Lichtabsorption angesehen werden kann und da diese von der chemischen
Beschaffenheit der bestrahlten Objekte abhingt, nehmen die Autoren an, da3 Bakterien
und Virusarten (einschlieBlich der Phagen) einen gemeinsamen Faktor oder nahe
verwandte Bausteine enthalten, wihrend die Substanz, durch deren Zerstérung die

b*
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Inaktivierung des Sarkomagens bedingt ist, einen vollig differenten chemischen
Charakter besitzen soll. Schon der Umstand, daB auf diese Weise der Staphylococcus,
der Vaccinekeim und die Bakteriophagen auf eine Stufe geriickt werden, 14t das
Unzulissige solcher Vergleiche bzw. ihrer Interpretation erkennen. Ubrigens waren
auch in den Versuchen von STURM, GATES und MUrPHY die Bakterien dadurch von
der Vaccine und den Phagen verschieden, dafl ihre Abtotung eine wesentlich geringere
Strahlungsenergie erheischte, was spéter von DUGGAR und HOLLANDER (fiir ein anderes
Bacterium und das Mosaikvirus des Tabaks) bestétigt wurde. Auf andere Einwénde
einzugehen, besteht kein AnlaB; es sei nochmals auf den vierten Abschnitt dieses
Handbuches verwiesen.

Sowohl bei MACHEBOEUF und BASSET als bei STurM, GATES und MURPHY
wie tibrigens auch bei vielen anderen Autoren stoBt man auf die Identifizierung
von ,,Inaktwierung‘ und ,,4btdtung’‘, was insofern nicht ganz zutreffend ist, als
wir unter ,,Abtétung‘‘ einen irreversiblen Endzustand verstehen, wihrend der
Ausdruck ,,Inaktivierung® wenigstens potentiell die Reversibilitdt zugesteht.
Gemeint ist in beiden Féllen, wenn wir uns streng an die Tatsachen halten, der
Verlust der Ubertragbarkeit (der ,,Infektiositdt‘‘). Dieser Verlust kann nur
darauf beruhen, dal} entweder das vorliegende Agens die immanente Fahigkeit
einbii3t, sich ,,aus sich heraus in einem geeigneten Wirtsorganismus zu ver-
mehren, oder daBl es infolge der erlittenen Verdnderungen nicht mehr imstande
ist, die Wirtsgewebe zur Produktion seiner selbst anzuregen. Welche von diesen
beiden Moglichkeiten in einem bestimmten Fall d. h. bei einem bestimmten
Agens zutrifft, sucht man durch die Resistenzpriifung zu entscheiden, wobei man
von der Voraussetzung ausgeht, dall es Eingriffe gibt, welche die an erster Stelle
genannte Fahigkeit (die autonome Reproduktionskraft) unter allen Umstédnden
vernichten, die aber die ,,autokatalytische Wirkung auf die Wirtsgewebe nicht
unbedingt ausléschen miissen. Fir diese Voraussetzung fehlt indes jede zuver-
lassige Begriindung. Die ,,autokatalytische Wirkung auf die Wirtsgewebe ist
vorldufig eine durch gewisse Beobachtungen veranlaBte Hilfshypothese, und auf
der anderen Seite vermdgen wir auch nicht prézis anzugeben, durch welche
Prozesse die autonome Reproduktionskraft aufgehoben wird.

Sicher bekannt ist, daB der Verlust der autonomen Reproduktionskraft nur
tempordr (reversibel) sein kann. Als Beispiel mag die Tatsache dienen, daf
Staphylokokken, welche durch Einwirkung von Sublimat die Wachstumsfihig-
keit in vivo und in vitro verloren haben, durch Behandlung mit Sulfiden ,,geheilt*
werden konnen, so daf sie sich wieder vermehren (V. GEGENBAUER). Wenn man
aber bei Virusarten solche Phinomene feststellt, wie das in mehreren Fillen
[VinsoN und PrrrE, KrRUGER und BALDWIN (1, 2) und in besonders einwand-
freier Art von Ross und Stanrey] de facto geschehen ist, wire der Analogie-
schlufl nicht zuldssig, dafl damit die autonome Vermehrungsihigkeit dieser
Agenzien bewiesen ist. Toxine konnen ihre Giftigkeit einbiillen und wieder-
gewinnen [siehe u.a. R. DoERR (I)], Enzyme ihre aufspaltende Funktion, obwohl
sich diese Substanzen zweifellos nicht aus sich heraus vermehren.

Ob eine irreversible oder eine reversible Inaktivierung einer Virusart vorliegt,
14846 sich héufig nicht entscheiden; und da man fiir den ersten Fall im allgemeinen
eine tiefer greifende Verdnderung des Agens anzunehmen hat, ersieht man auch
hieraus, mit welchen Schwierigkeiten die theoretische Auswertung von Resistenz-
priifungen verkniipft sein muB.

Es ist auf Grund der vorstehenden Ausfithrungen leicht einzusehen, warum
die Resistenzpriifungen der Virusarten keine eindeutigen Aufschliisse iber die
Natur dieser Agenzien geliefert haben. Einige Untersuchungsresultate sind indes
doch bekannt, welche sich mit der Vorstellung von Mikroorganismen kaum in
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Einklang bringen lassen, sobald man zugibt, daB die Widerstandsfihigkeit der
Bakteriensporen nicht als Analogie herangezogen werden darf (siehe S. 66). Sie
beziehen sich fast zur Génze auf phytopathogene Virusarten und auf Bakterio-
phagen, eine Kombination, die uns schon wiederholt bei Betrachtungen anderer
Art entgegentrat.

Hierher gehért die Resistenz des Tabak-Nekrose-Virus gegen 999%igen Alkohol
(M. K. SmitE und J.G. BALD), die Thermoresistenz des TabakvirusI, das erst
durch zehn Minuten langes Erhitzen auf 90° C inaktiviert wird (M. K. SmrTH, 1. C.,
S. 52), die Thermoresistenz gewisser Phagenstdmme, welche, in Bouillon suspendiert,
die einstiindige Einwirkung von 84—85° C ertragen (R. DOERR und G. RoSE) und —
vielleicht in erster Linie — die geradezu unbegrenzte Konservierbarkeit von Phagen
in feuchtem Medium. DOERR hielt eine Suspension von Colibakteriophagen in steriler
Bouillon in zugeschmolzenen Ampullen zw6lf Jahre lang bei Zimmertemperatur
und stellte nach Ablauf dieser Frist nicht nur die Wirksamkeit der Phagen fest,
sondern fand auch bei der quantitativen Auswertung den gleichen Titer, welchen
die Suspension vor zwélf Jahren gehabt hatte (von J. BORDET bestitigt). Zu bertick-
sichtigen sind hier die fiir die Konservierung lebender Mikroben ungiinstigen Bedin-
gungen (fliissiges und durch das vorherige Wachstum von Colibakterien angeséuertes
Medium, Zimmertemperatur), namentlich aber der Umstand, daf alle Phagenelemente
aktiv geblieben waren, daf3 also die fiir Mikroben so charakteristische Absterbe-
ordnung nicht einmal angedeutet war.

D. Die kleinsten Dimensionen saprophytischer Organismen
(,,saprophytische Virusarten‘).

Nach der allgemein herrschenden Auffassung stammt jeder Parasit von frei-
lebenden Wesen ab, welche sich selbst zu erndhren und zu vermehren vermochten ;
die Verlegung des Lebensraumes in einen Wirtsorganismus und die dadurch be-
dingte, mehr oder minder strenge Abhéngigkeit des eigenen von fremdem Leben
gilt entwicklungsgeschichtlich als eine sekundédre Anpassung. Dieser Anpassungs-
prozel vollzieht sich naturgemiB nur bei einem kleinen Prozentsatz der jeweils
vorhandenen Organismen ; die Majoritit der freilebenden Arten bleiben als solche
erhalten. Daher iberwiegen auch im Reiche der Protisten (Bakterien, Hefen,
Schimmelpilze, Protozoén usw.) die unabhingig existierenden Spezies, die ,,Sapro-
phyten®‘, weitaus, die parasitischen sind in verschwindender Minderzahl ver-
treten. Sind somit die Virusarten auch nur zum Teil Mikroben, so sollten sich
in der freien Natur korrespondierende Saprophyten von &hnlicher Beschaffenheit
und namentlich von analoger Gréfe vorfinden. Sonst wére man zu der Hilfs-
hypothese genétigt, dal entweder sdmtliche Aszendenten der jetzt bekannten
Virusarten ausgestorben sind, oder dafl die kleinen Dimensionen der Virusformen
Riickbildungen hoherer und groBerer Organismen (Konvergenzphéinomene) dar-
stellen, die erst durch den fortgesetzten Parasitismus ermdglicht bzw. bewirkt
wurden [R.DoErr (4, 8)].

Dieser Gedankengang ist das Motiv der Bestrebungen, ,kleinste Sapro-
phyten‘ oder, wie man.das paradoxal auszudriicken pflegt, ,saprophytische
Virusarten* nachzuweisen. Mitbestimmend war die Erwartung, die Kluft
zwischen organischer Substanz (Protein) und Zelle iiberbriicken zu kénnen und
tatsidchliche Anhaltspunkte fiir die Art der Entstehung der ersten und primi-
tivsten Lebensformen auf der Erdoberfliche zu gewinnen.

Der direkte mikroskopische Nachweis solcher Keime ist, auch wenn sie hin-
reichend dimensioniert wiren, ausgeschlossen; es ist unmdglich, Gebilde dieser
GroBenklasse als Mikroben zu agnoszieren. Man ist daher auf die Ziichtung in
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vitro bzw. auf die Isolierung von Reinkulturen angewiesen; da sich derartige
Organismen auf unbelebtem Néhrstrat vermehren koénnen, falls ihnen im Reagenz-
glase dieselben Umweltsverhéltnisse geboten werden kénnen wie an den Orten
ihres natiirlichen Vorkommens, erscheint selbstverstdndlich. Es ist jedoch denk-
bar, daB die Erfiillung der eben genannten Bedingung Schwierigkeiten macht,
die u. a. auch dadurch verursacht werden kénnen, dafl man den gesuchten Mikro-
organismen a priori die Eigenschaften von Bakterien zuschreibt und daher
schematisch die in der Bakteriologie (u.zw. meist in der medizinischen Bakte-
riologie) iiblichen Methoden anwendet. Die Ausbeute an positiven und reprodu-
zierbaren Ergebnissen ist jedenfalls duBerst bescheiden.

Man hat zwei Kategorien von Angaben auseinanderzuhalten, ndmlich erstens
solche, die sich auf zwar sehr kleine, aber mikroskopisch leicht faBbare und férb-
bare ,,Saprophyten‘‘ beziehen, und zweitens jene, bei denen die Keime unterhalb
der Grenze mikroskopischer Sichtbarkeit lagen und ihre Anwesenheit bzw. ihre
Vermehrung nur mehr durch iibertraghare Verdnderungen der Kulturmedien
verrieten.

1. Zu der ersten Kategorie gehoren die Mitteilungen von OrRsKOV und von
DIENES iiber virusartige Symbionten von Bakterien; sie sind abzulehnen [vgl. hierzu
R. DOERR (8)], schon aus dem Grunde, weil die Isolierung und die Fortfithrung in
Passagen nicht gelang. E. KLIENEBERGER (I) sah in Kulturen des Streptobacillus
moniliformis LEvaDpITI und eines Streptobacillus aus dem Nasopharynx gesunder
Meerschweinchen winzige farbbare Mikroorganismen, welche morphologisch den
Erregern der Pleuropneumonie und der Agalaktie sehr nahestanden. Aus den
Kulturen des Streptococcus moniliformis vermochte KLIENEBERGER diese Keime
wiederholt abzusondern wund in vielgliedrigen N#hrbodenpassagen fortzufiihren.
In der Diskussion der Alternative, ob es sich um filtrierbare Phasen der Bakterien
(der Streptobacillen) oder um Symbionten dieser Bakterien handelt, entschied sich
KLIENEBERGER (2) vorldufig (d. h. bis zum iiberzeugenden Beweis des Gegenteils)
fir die zweite Deutung. — Endlich wére eine Publikation von J. E. BARNARD zu er-
wihnen, dem es auffiel, daB in sterilen Nihrfliissigkeiten, denen Pferde- oder
Kaninchenserum zugesetzt worden war, zuweilen Préizipitate auftraten. Die mikro-
skopische Untersuchung (Photographie im ultravioletten Licht bei Dunkelfeld-
beleuchtung) ergab das Vorhandensein korpuskuldrer Elemente, welche morpholo-
gisch den FElementarkérperchen pathogener Virusarten glichen; der Durchmesser
(0,15—0,17 u) entsprach ungefdhr dem des Vaccinevirus. Vier Subkulturen konnten
bestenfalls angelegt werden, und auch dann wurde das ,,sichthare Wachstum* von
Passage zu Passage schwécher, so daB BARNARD seinen Schlu$, daB es sich um lebende
Mikroben mit saprophytischem Charakter handeln miisse, auf das mikroskopische
Bild (gleiche Grofe und Gestalt, Teilungsfiguren usw.) aufbaute. Neue Beobachtungen
gleicher Art liegen nicht vor und die Angelegenheit ist daher als unentschieden zu
betrachten, zumal es nicht klar ist, auf welchem Wege das ,,saprophytische Virus*
mit Pferde- oder Kaninchenserum in die Ndhrmedien gelangte.

Zuverlissiger und auch eindeutiger sind die Befunde von P. Larpraw und
W. J. ELrorp, welche kiirzlich von G. SEIFFERT bestétigt wurden. Aus Kloaken-
wasser, welches durch keimdichte Filter durchgeschickt worden war, konnten auf
unbelebten Medien Mikroben geziichtet und in unbegrenzter Folge fortgeimpft
werden, welche kokkendhnliche Form hatten und erhebliche GréBenunterschiede
aufwiesen; der Durchmesser der groBten Exemplare belief sich auf zirka 0,5,
jener der kleinsten auf 0,2 u. Die kleinen (virusartigen) Formen konnten sich
in der Kultur eine Zeitlang als solche vermehren, gingen dann aber in die gréBeren
Formen iiber, die ihrerseits ebenfalls vermehrungsfihig waren; die erstgenannten
werden daher als Entwicklungsstadien einer neuen Gruppe von Organismen auf-
gefallt, Beziehungen zu den sog. ,filtrierbaren Formen* der Bakterien dagegen
in Abrede gestellt.
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Larpraw und ELFORD meinen, dafi sich diese Mikroben einmal als Bindeglied
zwischen den Bakterien und den pathogenen Virusarten erweisen kénnten. Das
mag dahingestellt sein, da die pathogenen Virusarten im allgemeinen nicht die
biologischen Eigenschaften der Bakterien besitzen [R.Doxrr (§)]. Wohl aber
bedeutet der Pleomorphismus und besonders die innerhalb so weiter Grenzen
variable GroBe in gewissem Sinne eine Uberraschung fiir diejenigen, welche
gleiche Grofle und Gestalt als zureichende Beweise fiir die mikrobische Natur
von Elementarkérperchen oder von Gebilden, die blol mit diesem Namen belegt
werden, hinstellen wollen (siehe S.24). Ferner ist hervorzuheben, dafl selbst
die kleinen Formen, auf welche natiirlich das Hauptgewicht gelegt wird, noch
immer Ausmafe hatten, welche man nur bei den gré8ten der anerkannten Virus-
arten findet; durch ihre GréBe, ihren Pleomorphismus und ihre Kultivierbarkeit
im zellfreien Medium stehen sie den Erregern der Pleuropneumonie und der
Agalaktie néher als den ,,eigentlichen‘ Virusarten, was von LADLAW und ELFoRD
sowie von G.SEIFFERT und neuerdings auf Grund einer Uberpriifung der
SEIFFERTschen Stdmme auch von J. Orsrov (2) besonders unterstrichen wird.
(Auf dieselbe Analogie berufen sich ibrigens auch E. KuIENEBERGER und
J. BARNARD bei der Besprechung ihrer Befunde.) Ob es ein Zufall ist, daf} die
von Larpraw und ErLrorDp sowie von G. SEIFFERT isolierten saprophytischen
Keime gerade diesem GroBenbereich angehéren bzw. daB kleinere, aber noch
sichtbare Mikroben bisher nicht nachgewiesen wurden, 148t sich derzeit nicht
beantworten.

Sehr beachtenswert sind die Stoffwechseluntersuchungen, welche von ANTOINETTE
PirIE sowie von BARBARA HOLMES an den von LAIDLAW und ELFORD isolierten
Stdmmen angestellt wurden. Die Wachstumsbedingungen der beiden gepriiften
Stémme ,,A* und ,,0* waren insofern verschieden, als sich ,,A“ auf gewdhnlichen
peptonhaltigen Medien vermehrte, wéhrend fur ,,C — wie bereits LAtpLAW und
ELFORD konstatiert hatten — der Zusatz von Blut notwendig war; es erhebt sich
daher die Frage, welche Substanz das Blut am Orte des natiirlichen Vorkommens
von ,,C (Kanalwasser) ersetzt. Weiters konnten PIRIE und HorLmES zeigen, daB
die Stdmme ,,A“ und ,,C** einen leicht nachweisbaren respiratorischen bzw. fermenta-
tiven Stoffwechsel entfalten, durch welchen sie die fur ihre Vermehrung erforderliche
Energie aufbringen. Sie gleichen darin den Erregern der Pleuropneumonie und der
Agalaktie, welche HoLMES und PIrit schon frither studiert hatten. Im einzelnen
ergaben sich aber zwischen den genannten vier filtrierbaren Mikroben erhebliche
Unterschiede, besonders auch zwischen ,,A‘ und ,,C¢‘, was in Anbetracht der differen-
ten Wachstumsbedingungen zu erwarten war. Diese Resultate sind auch deshalb
wichtig, weil es bei den ,,echten‘‘ Virusarten bisher nicht mdglich war, Respiration
und Stoffwechsel einwandfrei nachzuweisen, auch wenn ein durch seine GréBe und
seine gesicherte mikrobielle Natur a priori geeignetes Objekt (Vaccinekérperchen)
gewdhlt wurde [B. HoLMmES, 1. c., S. 107, siehe auch H. ScHULER und R. DOERR (8),
1. c., S.137]. Leider sind die vorliegenden negativen Ergebnisse vieldeutig, da man
nicht sagen kann, ob sie de facto auf dem Mangel des Gaswechsels der Virusarten
beruhten, oder ob die Versuchsbedingungen den Nachweis von Stoffwechselvorgédngen
unmoglich gemacht haben [R.DOERR (8), B. HoLMES].

2. Ungleich gréBere Bedeutung — besonders im Hinblick auf die von STANLEY
inaugurierte Forschungsrichtung — hitte der Nachweis von submikroskopischen
Saprophyten (Durchmesser kleiner als 0,07 u). Als Indicatoren der Vermehrung
miissen in diesem Falle Verdnderungen der Néahrmedien benutzt werden, z. B.
Verfirbungen (F. W. TworT), fermentative Prozesse (G. Semrrert), Triitbungen
(D’HERELLE, Twort); diese Verdnderungen miilten in praktisch unbegrenzter
Folge von einem Nihrboden auf den anderen iibertragbar sein (siehe weiter unten).
Sodann wire die Méglichkeit ins Auge zu fassen, daf selbst so kleine Mikroben
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sichtbare (ev. mikroskopisch sichtbare) Ansiedelungen auf starren Nahrmedien
bilden. Einwandfreie Angaben iiber positive Befunde liegen nicht vor.

G. SEIFFERT filtrierte Aufschwemmungen von Kompost und &hnlichem Material
durch Membranfilter und impfte die Filtrate in Nahrfliissigkeiten, welche Stérke
oder geringe Gelatinekonzentrationen enthielten. Es trat nach einigen Tagen Stdrke-
abbau bzw. Verfliissigung der Gelatine ein, Erscheinungen, die sich auch in Subkulturen
zeigten. DaB die Ubertragung auf einer bloBen Verdinnung von Fermenten beruhte,
die schon im Ausgangsmaterial vorhanden waren, will SEIFFERT durch Kontroll-
versuche ausgeschlossen haben. Dauerkulturen konnten nicht gewonnen werden;
sichtbare Zeichen eines Wachstums (Triibungen, Kolonien) waren nicht vor-
handen. Der Text der Mitteilung gestattet keine Beurteilung und die ungenaue
Wiedergabe der Versuche keine Nachpriifung; fiir das Problem der Existenz von
unsichtbaren frei lebenden Organismen kommen diese Untersuchungen in der vor-
liegenden Form nicht in Betracht.

E. Die Vermehrungsbedingungen der Virusarten und ihre
biologische Interpretation.

a) Die Notwendigkeit der Wirtszellen als Funktion der Dimensionen
der Viruselemente.

Uber die kleinsten GroBenausmaBe frei lebender Mikroben 1ift sich somit
nur so viel aussagen, daf sie bis in den dimensionalen Bereich der Virusarten
hineinragen; die Existenz ,filtrierbarer Saprophyten war iibrigens schon seit
1902 (E. v. EsmarcH, A. BORREL) bekannt, so daf3 der erzielte Fortschritt eigent-
lich nur in der grofleren Genauigkeit der Messungen liegt. Aber diese kleinsten
Saprophyten sind noch immer ohne Zuhilfenahme verfeinerter optischer Methoden
sichtbar und — sofern die kugelige Gestalt einen Vergleich erlaubt wie bei den
von LaiprAw und ELFORD abgebildeten Formen — etwas groBer als beispiels-
weise die Elementarkérperchen der Variolavaccine. Man kann das auch so aus-
driicken: Das Intervall zwischen einem Teilchendurchmesser von 10 und zirka
150—170 myu wird auch jetzt noch lediglich durch pathogene Virusarten und nicht
durch frei lebende Mikroben ausgefills. Es ist aber klar, daB dieser Satz méglicher-
weise nur den momentanen Stand unserer Kenntnisse widerspiegelt. Die Me-
thoden fiir den Nachweis pathogener Virusarten sind zweifellos einfacher und
besser durchgearbeitet, und dem Experimentator, welcher sich der Feststellung
kleinster saprophytischer Organismen widmen will, winkt kein Lorbeer. Da wir
nun nicht voraussehen kénnen, ob sich die gegenwirtige Situation in der Folge
als ein Provisorium herausstellen oder ob sie definitive Giiltigkeit erlangen wird,
sind die Verhiltnisse, welche sich bei der Ziichtung der pathogenen Virusarten
ergeben haben, nicht leicht bzw. nicht sicher zu beurteilen.

Die Virusarten vermehren sich nur in Gegenwart von lebenden Zellen. Diese
Aussage ist allerdings nur richtig, wenn man die Erreger der Pleuropneumonie
und der Agalaktie nicht zu den Virusarten rechnet, und wenn man gleichzeitig
annimmt, daB die bisherigen MiBerfolge der Ziichtung auf zellfreien (,,unbelebten ‘)
Medien in der Natur des Objekts und nicht in der Mangelhaftigkeit der gewihlten
Versuchsbedingungén begriindet waren. Akzeptiert man diese beiden Voraus-
setzungen, so stellt die Notwendigkeit von Wirtszellen fiir die Vermehrung der
Virusarten eine der allgemeinsten Eigenschaften dieser Gruppe von Infektions-
stoffen dar. Es erscheint daher verstindlich, daB man dieses Verhalten auf eine
gemeinsame Ursache zuriickzufiihren suchte und daB man in Ermanglung anderer
positiver Anhaltspunkte die Dimensionen der Viruselemente verantwortlich
machen wollte.
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Man hat — was fast nie geschieht — zwei Dinge auseinanderzuhalten: die
Vermehrung in Gegenwart lebender Zellen und die Unfihigkeit zur Vermehrung in
Abwesenheit lebender Zellen oder, wie man das gewdhnlich zu nennen pflegt,
des Wachstums auf unbelebtem Ndhrsubstrat. Dall man diese beiden Feststel-
lungen schlankweg miteinander identifiziert, geht darauf zuriick, dafl die Lehre
von den pathogenen Mikroorganismen anféinglich eine medizinische Nutz-
anwendung der Bakteriologie war. Nur bei den pathogenen Bakierien gilt es als
Regel, daB neben der parasitischen Lebensweise in bestimmten Wirten auch noch
die Moglichkeit des saprophytischen Wachstums besteht, aber nicht mehr in der
freien Natur, sondern nur noch unter oft sehr komplizierten Laboratoriums-
bedingungen, welche als Konzessionen an den parasitischen Charakter der ,,Er-
reger‘‘ aufzufassen sind. DaB sich die Virusarten unter saprophytischen Ver-
haltnissen nicht vermehren, ist somit durchaus nicht auffallend, sondern, sofern
sie Organismen sind, eine der Folgen, welche die Anpassung an den Parasitismus
mit sich bringt. Die Unfidhigkeit zu einer selbstéindigen Existenz findet man
dementsprechend bei Parasiten der verschiedensten Art und aller GroBlenklassen;
eine Veranlassung, sie mit dem Absinken der Kérpermasse unter ein bestimmtes
Niveau in Konnex zu bringen, ist also zunéchst nicht vorhanden.

Bei den groferen Virusformen (Psittacose, Variolavaccine) kann man sich
auch darauf berufen, dafl Organismen von ungefihr gleicher Gréfe bekannt sind,
welche sich auf unbelebten Medien vermehren; wenn die grofen Virusformen
dies nicht konnen, so beruht das also nicht auf ihrer zu geringen Masse. Den
kleineren Virusarten stehen keine Saprophyten von identischen rdumlichen Aus-
messungen gegeniiber, und es wére daher im Prinzip méglich, dal solche Dimen-
sionen nur mehr mit dem Parasitismus vereinbar sind. Das ist aber weder die
einzige noch eine besonders wahrscheinliche Erkldrung; es ist nicht anzunehmen,
daB ein Teilchendurchmesser von 120—150 mu eine Grenze reprisentiert, ober-
und unterhalb welcher die Unfdhigkeit zu saprophytischem Wachstum durch
verschiedene Ursachen bedingt wird.

Die vorstehenden Ausfithrungen gelten nur fiir Lebewesen oder — unpréjudi-
zierlich ausgedriickt — fiir geformte Gebilde, welche die Fahigkeit des Wachs-
tums und der Vermehrung iiberhaupt, wenn auch unter differenten Bedingungen
besitzen. Sobald wir der Vorstellung Rowm geben, daf es sich um Produkte des
Wirtskorpers handelt, dafi also nur dieser fir die Vermehrung aufkommt, ist eine
Ziichtung tm zellfreien Medium eo ipso ausgeschlossen. Die neueren Forschungen
machen es in hohem Grade wahrscheinlich, daB Virusarten in der Form von
schweren molekulardispersen Proteinen auftreten kénnen, und es wurde bereits
eroértert (siehe S. 36), daB es gerade diese Ergebnisse sind, welche die Hypothese
der endogenen Virushildung, zumindest in ihrer Anwendung auf bestimmte Falle,
stiitzen. Lehnen wir diese Hypothese ab, so wiirde sich bei dem jetzigen Stande
der Forschung ergeben, daf3 es EiweiBmolekiile gibt, welche sich unter Wahrung
samtlicher Eigenschaften endlos zu teilen vermégen. Auch eine ungehemmte
Phantasie wiirde erlahmen, wie sie Auskunft geben sollte, aus welchen frei leben-
den Vorstufen sich solche ,,parasitierende Molekiile** entwickelt haben kénnten,
bzw. wie durch Anpassung an den Parasitismus die Kombination von enormem
Substanzverlust mit dem Aufbau von Riesenmolekiilen entstanden ist (vgl. S. 105).

In summa existieren fiir die Unféhigkeit der Virusarten, auf totem Nahr-
substrat zu proliferieren, nur zwe: plausible Erklarungen: ein durch Anpassung
zustande gekommener strenger Parasitismus oder die endogene Virusbildung.
Nur fiir die erste Variante wird — von der Mehrzahl der Mikrobiologen — noch
heute allgemeine Giiltigkeit beansprucht, fiir die zweite nicht mehr [R. DOERR
(8, 10)]. Die erste vermag aber eine Reihe von wichtigen Phinomenen (unspezi-
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fische Erzeugung tibertragbarer Viruskrankheiten, molekulardisperse Virus-
proteine usw.) nicht aufzukldren, und die zweite hat wieder kein scharfbegrenztes
Anwendungsgebiet, sondern wird dort herangezogen, wo sie die Tatsachen besser
befriedigt als die erste. Eine Konvergenz in dem Sinne, daf die Hypothese der
endogenen Virusbildung mit abnehmender GroBe der Viruselemente an Boden
gewinnt, laft sich derzeit nicht nachweisen [R. DoERr (8, 10)]; die schweren
Virusproteine machen eine Ausnahme, aber — wenigstens vorldufig — nicht
wegen ihrer geringen Dimensionen, sondern wegen ihrer molekularen Verteilung.

b) Der obligate intracellulare Parasitismus der Virusarten.

Noch vieldeutiger wie der negative ist der positive Inhalt der Aussage, daf3
sich die Virusarten nur in Gegenwart von lebenden Zellen vermehren. Dal3
lebende Zellen fiir die Virusvermehrung notwendig und hinreichend sind, 148t
sich sowohl mit hochgetriebenem Parasitismus wie mit endogener Virusbildung
vereinbaren, und im ersten Falle konnte der Parasit auf Stoffe angewiesen sein,
welche nur die lebende Zelle nach auBlen abgibt, oder auf Faktoren, die nur im
Inneren der Wirtszelle zur Verfiigung stehen. Wie in der Virusforschung tiber-
haupt, so ist jedoch auch in dieser Spezialfrage ein sichtbares Modell mafigebend
gewesen: der intracellulare Parasitismus, ein Bild, das jedermann aus den Be-
ziehungen der Malariaplasmodien zu den Erythrocyten vertraut ist. Aber gerade
diese Analogie ist keineswegs so bestechend, wie man ohne Uberlegung annehmen
konnte. " Denn die Malariaplasmodien sind relativ grofie und hochdifferenzierte
Mikroben, was auch fiir viele andere obligate Zellschmarotzer gilt; wenn man
daher fiir die zellbedingte Vermehrung der Virusarten die Notwendigkeit des
Schmarotzens in Wirtszellen als Ursache annimmt, darf dieser Zusammenhang
nicht auf die exzessive Kleinheit der Viruselemente zuriickgefithrt werden,
wenigstens nicht in dem Sinne, daf das Parasitieren in Zellen zu einem so enormen
Verlust an Substanz und Funktion fithren muf, wie das bei den Virusarten der
Fallist (R. GreEN, K. HERZBERG, P. LATDLAW u. v. a.). Zweitens sehen wir bei den
Malariaplasmodien, daB3 die Beziehung zwischen Parasit und Wirtszelle (bei der
asexualen Schizogonie) extrem spezifisch ist, indem nur bestimmte Zellen, die Ery-
throcyten einer Wirtsspezies befallen werden ; wie ausgefiihrt werden wird, trifft das
fiir die tiberwiegende Majoritét der Virusarten nicht zu. Und drittens sind die Wirts-
zellen der Plasmodien, die Erythrocyten, Zellen, welche sich nicht mehr zu teilen
vermogen, keinen Kern und zweifellos einen ganz anderen Stoffwechsel haben
als kernhaltige und vermehrungsfihige Zellen des gleichen Wirtes. Auch in
diesem Punkte zeigen die Virusarten ein abweichendes Verhalten. Warum sich
schliellich die ungeschlechtliche Form des Plasmodium malariae in menschlichen
Blutkérperchen zu vermehren vermag und in keiner anderen Zellart, ist nicht
bekannt; trotz der anscheinend ginstigen Verhéltnisse ist eine Kultur dieser
Protozoén in vitro bisher nicht gelungen. Unter diesen Umstdnden ist es an-
gezeigt, die Basis kritisch zu priifen, auf welcher die These vom intracellularen
Parasitismus der Virusarten ruht.

«) Mikroskopische Befunde.

Die Aussage, dall die ungeschlechtlichen Formen der Malariaplasmodien
obligate Zellschmarotzer sind, ist eine unmittelbare Ableitung aus wohldefinierten
mikroskopischen Befunden. Wir sehen, da die Merozoiten in rote Blutkérperchen
eindringen, daf} sie dort heranwachsen, die Wirtszellen verindern und daB sie
sich schlieBlich in bestimmter Weise teilen, um neue Scharen von Erythrocyten
zu besiedeln. Solche Bilder kénnen wir auch bei jenen Virusarten nicht erzielen,
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deren etwas groBere Formen die optische Erfassung durch die Photographie im
ultravioletten Licht oder durch besondere Farbemethoden gestatten. Die
Elementarkérperchen sind auf jeden Fall winzige, punkt- oder kérnchenfdrmige,
morphologisch nicht differenzierbare Gebilde, die man nicht ,,aus dem Priparat
heraus® diagnostiziert, sondern ,,ex juvantibus®, speziell auf Grund der be-
kannten Provenienz des untersuchten Materials. Wir kénnen uns nicht vorstellen,
wie sie in die Wirtszellen eindringen, wir konnen nicht beobachten, daB sie
wachsen und daf sie sich teilen. Was uns im Mikroskop entgegentritt, ist eigent-
lich nur die intracellulare Lage. Nachzuweisen ist aber die Virusvermehrung im
Binnenraum der Zelle, also ein in der Zeit ablaufender Vorgang. Man kann aller-
dings, wie das K. HERZBERG u. a. getan haben, so vorgehen, dafl man die mikro-
skopische Untersuchung bei einem und demselben Prozel} zu aufeinanderfolgenden
Zeiten vornimmt und diese Momentaufnahmen zwecks Rekonstruktion des zeit-
lichen Geschehens in passender Weise aneinanderreiht. Doch ist man bei
diesem Verfahren bekanntlich in besonders hohem Grade der Selbsttduschung
ausgesetzt. SchlieBlich kann die Zahl der in Zellen lokalisierten Elementar-
kérperchen auch durch Phagocytose zunehmen, und extracellular gelagerte
Korperchen konnen nicht nur durch Platzen von parasitierten Wirtszellen,
sondern auch durch Vermehrung auflerhalb von Wirtszellen entstanden sein
(siehe S. 74).

Die durch K.HEerzBERG eingefiihrte Viktoriablaufdrbung bedeutet an sich
sowie im Hinblick auf frithere Verfahren zur tinktoriellen Darstellung der
Elementarkorperchen (PascrEN, TaNiaucHI) zweifellos einen wesentlichen Fort-
schritt und ist als solcher auf Grund ihrer Leistungen bereitwilligst anerkannt
worden. Aber selbst wenn man die von HErzBERG gezogenen Schliisse akzeptiert,
wird man sich vor Augen halten miissen, dal bisher nur einige wenige Virus-
krankheiten untersucht wurden, und daB zu Verallgemeinerungen um so weniger
AnlaB vorliegt, als schon die vorliegenden Mitteilungen grundsitzliche Ver-
schiedenheiten zwischen den gepriiften Virusarten feststellen. Nach den ersten
Berichten zu schlieBen, darf man auch von der direkten Beobachtung des
Infektionsablaufes in der Chorioallantois mit Hilfe eines Opakilluminators
(F. HIMMELWEIT) eine bessere morphologische Erfassung der Beziehungen
zwischen Elementarkérperchen und Wirtszelle erwarten.

Divergenzen ergaben sich aus den Untersuchungen von HERZBERG, seinen Mit-
arbeitern und Schilern, sowie von F. HiMMeELwrIT auch hinsichtlich der Struktur
der EinschluBkoérperchen, die man gerne einheitlich als intracellulare Viruskolonien
aufgefaBt hitte. Es hat sich gezeigt, da die Einschliisse auch dort, wo sich gelegent-
lich ein Aufbau aus Elementarkorperchen und einer ,,Einschlufimasse nachweisen
148+, keineswegs als biologisch gleichwertige Gebilde aufgefat werden diirfen, weder
bei einer und derselben und noch weniger natirlich bei verschiedenen Virusarten
(Variola-Vaceine, Gefliigelpocken, Ectromelie usw.). In der lebenden Chorio-Allantois,
welche mit Vaceine infiziert ist, kann man nach den Angaben von HIMMELWEIT
iiberhaupt nur Elementarkérperchen sehen; GUARNIERIsche Einschliisse treten nur in
gefirbten Priparaten (vermutlich durch die Fixierung und Férbung kinstlich er-
zeugt) auf, entsprechen irreguliren lokalen Anhéufungen von Elementarkérperchen
und fehlen in den Frithstadien der Infektion. DaB in einer Zelle massenhaft PASCHEN -
sche Korperchen vorhanden sein kénnen, wihrend GuUaRNIERIsche Einschliisse ver-
miBt werden, und daf man umgekehrt einschluBartige Gebilde ohne PAscHENsche
Korperchen beobachten kann, wird auch von E. HAAGEN und H. Kopana angegeben,
so daB diese Autoren, obgleich sie nicht ganz auf dem Standpunkt von HIMMELWEIT
stehen, doch zu dem SchluB kommen, daB die GUARNIERIschen Einschlisse ,,ihren
Ursprung nicht unmittelbar aus den Elementarkorperchen* nehmen. Jedenfalls darf
man die alte Ansicht, daB die GUARNIERIschen Einschliisse ,,intrazellulare Virus-
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kolonien‘ seien, als erledigt ansehen, und ihr Vorhandensein ist daher auch kein zu-
reichender Beweis fiir die intracellulare Vermehrung des Vaccinervirus.

Es gibt ferner zahlreiche Einschliisse, bei welchen ein Aufbau aus Elementar-
korperchen und emmer Grundsubstanz bisher nicht wahrscheinlich gemacht werden
konnte, und auch sie wurden trotz vereinzelter Opposition als der morpho-
logische Ausdruck der Virusinvasion und der intracellularen Virusvermehrung
gedeutet; in erster Linie gehoren hierher die acidophilen Kerneinschlisse, wie
man sie beim Herpes simplex, beim Gelbfieber, bei der Pseudorabies, der equinen
Encephalomyelitis usw. beschrieben hat. Hier darf wohl von einer Hemmungs-
losigkeit in der Interpretation mikroskopischer Bilder gesprochen werden, um
so mehr, als eine stattliche Zahl &lterer und neuerer Experimente lehrt, daB
sich ganz &hnliche HEinschliisse auf unspezifischem Wege erzeugen lassen. In
zwel jiungst erschienenen Publikationen, welche iiber die Entstehung von intra-
nuclearen und cytoplasmatischen Einschlissen nach Bleivergiftung (S. NICOLAU
und O. BarreT) und von acidophilen Kerneinschliissen nach subcutaner Injektion
von Al- und Fe-Verbindungen (P. K. Oritsky und G. HARFORD) berichten, erdrtern
die Autoren die Moglichkeit, ob die Versuchstiere nicht etwa mit irgendeinem Virus
latent infiziert waren, und OrITSKY und HARFORD fiithrten sogar umfangreiche Kontroll-
experimente aus, um diese Eventualitit sicher ausschliefen zu dirfen. Man erkennt,
wie festgewurzelt die Meinung ist, daB ,,Zelleinschliisse’ fir Viruskrankheiten
spezifisch und pathognomonisch seien, obwohl unter der Bezeichnung ,,Einschluf3-
korperchen® (j,inclusion bodies®) Gebilde zusammengefaft werden, die sich schon
durch ihre Lokalisation in der Zelle, durch ihre Struktur, durch ihre mikrochemischen
Reaktionen weitgehend voneinander unterscheiden, und obwohl zahlreiche Virus-
infektionen bekannt sind, welche ohne EinschluBbildung verlaufen.

K. HerzBERG hilt auf Grund seiner Untersuchungen den ,,Nachweis der
Virusvermehrung innerhalb der Wirtszelle, des Zellschmarotzertums® fiir ge-
sichert und fiigt hinzu: ,,Es ist nicht ausgeschlossen, daf diese Vermehrung in
der Zelle zwanglaufig ist, weil die EL.-K. allein nicht mehr imstande sind, die zur
Vermehrung notwendigen Lebensvorginge selbst zu leisten und daf der Grund
hierfiir in jhrem ungeniigenden Rauminhalt zu suchen ist.” Diese Formulierung
ist nicht ganz prézis. Es scheint indes, dal HERZBERG mit dem ersten Satz sdmt-
liche Virusarten (mit Ausnahme der Bakteriophagen) meint und nicht nur die-
jenigen, auf welche sich seine morphologischen Studien erstreckten; das wére
natiirlich nicht berechtigt. Der zweite Satz kann so verstanden werden, daf
HEerzBERG den obligaten Zellparasitismus blo8 als eine Moglichkesit und nur den
fakultativen als bewiesen ansieht ; das lige aber keineswegs in den Intentionen jener
Richtung, welche auf den exklusiven Zellparasitismus der Virusarten eine ganze
Reihe von Phiénomenen zuriickzufithren suchen, nicht nur die negativen und
positiven Bedingungen der Vermehrung in vitro, sondern auch die EinschluB-
bildung, die Organotropien, die Wanderung in Nerven, die Wirkungslosigkeit der
Serotherapie usw. Daf} es nicht stichhaltig ist, wenn man aus den Dimensionen
der Virusarten die Notwendigkeit ihrer Vermehrung innerhalb von Wirtszellen
ableitet, wurde bereits erdrtert (siehe S.74), wobei in diesem Falle noch zu
bedenken ist, dal HErRzBERGs Methoden naturgemiB nur die gréBeren Virus-
arten umspannen.

B) Indirekte Beweise.

AuBer durch optische Befunde hat man den obligaten Zellparasitismus oder —
wie man unpréjudizierlich und daher richtiger sagen sollte — die ausschlieBliche
Vermehrung der Virusarten in Wirtszellen auch auf indirektem Wege zu beweisen
versucht. Eine der am héiufigsten angewendeten und interessantesten Methoden
geht von der Uberlegung aus, daB die Viruselemente, wenn sie sich auBerhalb
von Zellen befinden, durch schidigende Einfliisse leichter abgetétet bzw. in-
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aktiviert werden miilten, als wenn sie in Wirtszellen liegen und durch diese ge-
schiitzt sind.

In der Tat konnten Rous und Jongs schon 1916 zeigen, daB phagocytierte
Typhusbazillen oder Erythrocyten gegen Cyankalium oder gegen cytotoxische
Sera widerstandsfahiger sind als extracellulare. Virusarten wurden erst mehrere
Jahre spéiter zu analogen Versuchen herangezogen, wobei es sich herausstellte,
dafB nur lebende, nicht aber abgetotete Wirtszellen gegen virusschidigende Ein-
fliisse (wie virusneutralisierende Antisera, photodynamische Aktion des Methylen-
blaus) schiitzen (Rivers, HaacEN und MuckeNFUSS, HAAGEN, PERDRAU und
Topp, Rous, MacMaster und HUDACK u. a.).

Eine Schwierigkeit, ,,zellfreie‘ Virussuspensionen zu gewinnen, bestand nicht;
diese sollten jedoch mit virushaltigen Aufschwemmungen lebender Wirtszellen ver-
glichen werden, die so beschaffen sein sollten, dafl zumindest ein Teil der Virus-
elemente in den Zellen lag, eine Forderung, die sich streng genommen ohne optische
Kontrolle gar nicht befriedigen liel. Es boten sich zwei Auswege. Man konnte
entweder das Virus in empféngliche Gewebe lebender Tiere injizieren, diese Gewebe
nach Ablauf einer bestimmten Frist herausnehmen, zerkleinern und feststellen,
ob das Virus in der Gewebsemulsion (im Vergleich zu einer zellfreien Virussuspension)
geschiitzt war, oder man konnte empféngliche Gewebszellen in vitro mit Virus ver-
setzen und die Mischungen nach Ablauf einer ,,Bindungszeit zum Schutzversuch
verwenden. Im ersten Falle sollte das Eindringen des Virus in die Zellen in einem
geeigneten Wirtsorganismus, im zweiten im Reagenzglase vor sich gehen; beides wurde
versucht, und die Resultate waren, wenn man sie in globo bewertet, als positiv im
Sinne der Fragestellung wie auch der zahlreichen hypothetischen Prémissen zu be-
zeichnen. So wurde von PERDRAU und TopD konstatiert, daB verschiedene Virus-
arten im lebenden Tier eine gewisse Zeit gegen die photodynamische Wirkung des
Methylenblaus empfindlich bleiben und erst nach Ablauf dieser Inkubation resistent
werden; die Inkubation der Schutzwirkung war fir ein und dieselbe Virusart an-
nihernd konstant, fiir verschiedene Virusarten dagegen auBerordentlich verschieden,
und beim Vacecinevirus stimmte sie mit der Angabe von HERZBERG iiberein, derzufolge
die Elementarkérperchen der Vaccine in den Zellen der Chorio-Allantois des Hithner-
eies zwoOlf Stunden nach der Infektion sichtbar werden.

Bei genauerem Studium der einschligigen Arbeiten verdndert sich aber die
zustimmende Beurteilung. Insbesondere erscheint es fraglich, ob man die oben
erwihnte Inkubation der Schutzwirkung ohne weiteres als die Zeit auffassen
dart, die das Virus zur Einwanderung in die Wirtszellen benotigt. Da8 die Virus-
elemente aktiv in Zellen ,,einzudringen vermogen, ist nicht anzunehmen, da
sie — auch wenn es sich durchwegs um Organismen handeln sollte — zweifellos
unbeweglich sind; sie miissen offenbar zuerst physikalisch an die Oberfliche von
Zellen adsorbiert werden, und die Aufnahme in das Zellinnere erfolgt dann
sekundir, sei es durch ,,Einwachsen® der sich vermehrenden Keime, sei es
passiv durch Intussuszeption (Phagocytose). Dafiir spricht, daf auch abge-
totete Zellen in vitro rasch Virus fixieren; nur bleibt eben in diesem Falle die
Schutzwirkung aus, welche die Anwesenheit lebender Zellen erfordert. Rous,
MacMasTER und Hupack stellen sich vor, daB die unmittelbare Umgebung
lebender Zellen eine Art Schutzzone reprisentiert, innerhalb welcher die Virus-
elemente schidlichen Einfliissen bereits entzogen sind, wihrend PERDRAU und
Topp keine Méglichkeit sehen, ihre Resultate anders als durch die Verlagerung
des Virus in das Innere der Zellen erkliren zu kénnen. Die Lokalisation im
Inneren einer Zelle ist aber noch kein schliissiger Beweis fiir obligaten Zellpara-
sitismus, und gegen diesen sprechen mehrfache Beobachtungen, nicht nur in den
Experimenten von PErpRAU und Topp, sondern auch in den Erfahrungen tiber
die Ziichtung der Virusarten in vitro.
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¥) Die Viruskultur in vitro und die Lehre vom obligaten
Zellparasitismus der Virusarten.

Die Schutzversuche sowie die Ziichtungen in vitro gelingen zum Teil ohne
Riicksicht darauf, ob die verwendeten Zellen von einem fiir das Virus empféang-
lichen Organismus stammen oder nicht. Hs feklt das fiir alle Formen des Para-
sittsmus und speziell fiir den obligaten Zellparasitismus wesentliche Kriterium der
spezifischen Beziehung zwischen Gast und Wirt. Man mul} allerdings bei dieser
Aussage berticksichtigen, daf3 sich gerade in neuerer Zeit viele Wirtsspezies, die
frither fiir refraktér gehalten wurden, als empféanglich erwiesen haben, sei es auch
nur in Form einer latenten Infektion. Auf der anderen Seite ist aber wieder zu
bedenken, daf man aus begreiflichen Griinden nur wenig unspezifische Kom-
binationen gepriift und die spezifischen, von denen positive Ergebnisse zu er-
warten waren, bevorzugt hat, so dal das vorliegende Material einseitig orientiert
ist. Indes existieren doch Daten, welche gegen die Spezifitit der Empfénglich-
keit streiten.

Bakteriophagen kénnen z. B. gegen die photodynamische Aktion des Methylen-
blaus auch durch Bakterien geschiitzt werden, auf welche sie nicht lytisch wirken
(PErRDRAU und Topp). — Hiihnerpestvirus wurde gegen das gleiche Agens durch
Hiihnerblut und Kaninchenblut, aber nicht durch M&use- und Rattenblut geschiitzt,
ein Verhalten, das auch durch die Berufung auf eine méglicherweise vorhandene
geringe Empfianglichkeit des Kaninchens (PERDRAU und Topp) nicht verstidndlich
gemacht werden kann. — Die Schutzwirkung gegen die photodynamische Aktion
des Methylenblaus konnte bei tierpathogenen Virusarten durch die lebenden Zellen
erwachsener Tiere, auch wenn diese hochempfénglich waren, in vitro nicht oder
nur ganz ausnahmsweise erzielt werden, wihrend sich embryonales Hiithnergewebe
gut eignete (PERDRAU und TobDD).

Die soeben erwdhnte Schutzwirkung des wachsenden embryonalen Hiihner-
gewebes soll nach PERDRAT und Topp die Vermutung nahelegen, da die Virus-
infektion der Zellen besonders leicht stattfindet, wenn sie sich in Teilung oder
im Stadium aktiven Wachstums befinden. Von diesem Standpunkt aus wird es
jedoch nicht verstindlich, warum sich die Schutzwirkung desembryonalen Hiihner-
gewebes auf Hithnerpestvirus ebenso erstreckt wie auf das Virus des Louping-ill
und warum sie bei beiden Virusarten nach ungefahr gleich kurzer Kontaktdauer
(30 bzw. 60 Minuten) nachweisbar wurde. Es mufl wohl jedem auffallen, daB
zwischen diesen Angaben und der schon frither bekannten Eignung des embryo-
nalen Hiihnergewebes, die Vermehrung tierpathogener Virusarten in Gang zu
bringen und zu erhalten, ein nicht blof duBerer Zusammenhang zutage tritt.
Denn die Virusziichtung in vitro lieB ja gleichfalls, sofern sie mit embryonalem
Hiihnergewebe bewerkstelligt wurde, die Spezifitit vermissen. Seit die von
GoopPASTURE, WooDRUFF und BuppincH (1931) eingefiihrte Viruskultur in der
Chorio-Allantois des bebriiteten Hiihnereies in groBem Umfange verwendet wird,
ist dies besonders deutlich geworden; F.M. BurNET (dritter Abschnitt dieses
Handbuches) stellt neuerdings fest, daB nicht nur alle fir Végel pathogenen
Virusarten (einschlieBlich des Virus des Rous-Sarkoms) auf der Chorio-Allantois
des sich entwickelten Hiihnerembryos leicht zur Vermehrung gebracht werden
kénnen, sondern dafl auch die iiberwiegende Mehrzahl der fiir Sdugetiere und fiir
den Menschen infektiosen Virusformen auf bzw. in dieser Membran proliferiert.
Interessant ist iibrigens auch die Liste der Virusarten, bei denen sich die Ziichtung
auf der Chorio-Allantois als undurchfithrbar erwiesen hat (siehe BurNET, 1. c¢.);
denn man findet hier neben dem Virus der Poliomyelitis und dem Virus III, die
sich bekanntlich nur auf eine bzw. auf wenige Séugetierspezies iibertragen lassen,
das Virus der Tollwut und der Maul- und Klauenseuche, bei welchen die Zahl der
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natiirlichen und experimentellen Wirte ganz aullerordentlich grof} ist; fiir die
Lyssa sind auch Vogel empfénglich und tiber natiirliche sowie experimentelle
Infektionen von Végeln mit Maul- und Klauenseuche liegen ebenfalls Angaben vor.

Leider wissen wir nicht, ob es sich um eine allgemeine Eigenschaft aller friithen
Embryonalgewebe handelt, oder ob die Gewebe des Hithnerembryos eine Sonder-
stellung einnehmen. Aber trotz dieser Liicke liegen die Dinge doch so, dafl man
die Wirkung des embryonalen Hiihnergewebes im Schutzversuch oder in der
Viruskultur nicht auf den obligaten Zellparasitismus der Virusarten beziehen
kann. Sind die Virusarten Zellschmarotzer, so miissen sie diesen Charakter vor
allem im Organismus ihrer Wirte manifestieren, und wenn man andere Phénomene
(Schutzwirkung lebender Zellen, Notwendigkeit lebender Zellen fiir die Virus-
vermehrung in vitro, Uberlegenheit embryonaler iiber ruhende Zellen) aus dem
gleichen Grunde erkléren will, ist zu verlangen, daf sich in diesen Phénomenen
die GesetzméBigkeiten des Verhaltens im Wirtsorganismus widerspiegeln. Das
ist aber nicht der Fall, und es muf3 daher eine andere Ursache fiir die Beziehung
der Virusvermehrung und des Virusschutzes zu den Lebensfunktionen von Zellen
gesucht werden. Ist nicht schon die Tatsache, daf} eine Steigerung dieser Funk-
tionen, d. h. ein Ersatz ruhender durch wachsende und sich teilende Zellen Virus-
schutz und Virusvermehrung begiinstigt, ein Argument gegen die Tendenz, den
Zellparasitismus fiir alle moglichen Erscheinungen verantwortlich zu machen ?

Nach einer vorlaufigen Mitteilung von SABIN und OLITSKY soll sich ein
Protozoénstamm, welchen sie zuféllig aus dem Gehirne von Méusen isolierten und
welcher morphologisch zu den Toxoplasmen zu gehéren schien, ausschlieflich in
Zellen vermehrt haben. Diese Toxoplasmen, groe und relativ hoch organisierte
Parasiten (6—7p lang und 3—4 u breit) konnten auf unbelebtem Nahrsubstrat
nicht geziichtet werden, wohl aber in dem Medium von Li-RivERS (zerkleinerter
Hiithnerembryo suspendiert in Tyrodel6sung), wo sie sich wieder innerhalb von
Zellen entwickelten. Der Stamm war fir viele Tierarten infektits, fir Méuse,
Meerschweinchen, Kaninchen, Affen, aber auch fiir frisch ausgeschliipfte und er-
wachsene Hithner. Tiere, welche die Injektion tiiberstanden hatten (Affen,
Kaninchen) waren gegen Reinfektionen immun, und in ihrem Serum lieBen sich
Antikérper nachweisen, welche sich so wie die virusneutralisierenden Antikérper
verhielten, indem sie die Toxoplasmen in vitro nicht direkt schidigten, aber mit
toxoplasmenhaltigem Material versetzt nicht-infektiose Gemenge lieferten. Die
Ahnlichkeiten zwischen diesen Protozoén und manchen tierpathogenen Virus-
arten werden von SABIN und OLITSKY besonders unterstrichen und auf den
obligaten intracellularen Parasitismus als gemeinsame Ursache zuriickgefiihrt.
Wihrend sich somit fast alle Autoren bemiiht haben, die generellen Eigenschaften
der Virusarten mit den Dimensionen dieser Stoffe in Zusammenhang zu bringen,
wird dieser leitende Gedanke von SaBIN und OLiTsKY iiber Bord geworfen und
intimiert, daf das Schmarotzen in Wirtszellen in zahlreichen und wichtigen Be-
ziehungen zu einer Angleichung (Konvergenz) fithren kann, mégen die Parasiten
nach GroBe, Differenzierung, Stellung im System der Organismen so verschieden
sein als sie wollen.

Da die ausfithrliche Arbeit unseres Wissens noch nicht erschienen ist und da
auch Nachpriifungen und eventuelle Ergénzungen der Angaben abgewartet werden
miissen, ist eine definitive und erschopfende Stellungnahme einstweilen nicht méglich.
Es ist aber fiir jeden Fall unrichtig, die Toxoplasmen gewissermaflen als Représen-
tanten der héheren obligaten Zellschmarotzer hinzustellen. Diese Protozoén leben
in ihren Wirten keineswegs ausschlieflich in Zellen, sondern auch frei in Korper-
séften (siche KNutH und pu Toit), und wenn sie kraft ihrer Eigenbeweglichkeit
in verschiedene Zellen (mononucleare und polynucleare Leukocyten, Endothelzellen,
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Bindegewebs- und Parenchymzellen der Organe) eindringen, um sich dort durch
Zweiteilung oder Schizogonie zu vermehren, ist dies noch nicht als obligater Zell-
parasitismus zu qualifizieren. Dafl es SABIN und OLITSKY gelang, die Toxoplasmen
mit Hilfe von embryonalen Hihnerzellen in mindestens sechs Subkulturen ohne
Verlust ihrer Infektiositét fortzufithren, ist im Hinblick auf die zahlreichen &dlteren
negativen Kulturversuche bemerkenswert, aber insofern kein Widerspruch zur
Erwartung, als die Toxoplasmen bekanntlich unter natiirlichen und experimentellen
Bedingungen auf zahlreiche Vogelarten, darunter auch auf Hihner verschiedenen
"Alters iibertragen werden kénnen (KNUTH und DU To1T, N1corAU und KOPCIOWSEKA,
SABIN und OLITSKY u. v. a.); auch fehlen Ziichtungsversuche mit anderen lebenden
Zellen, unter anderem mit Zellen von erwachsenen Hithnern, so da8 man nicht weil,
wie weit die Parallele mit der Viruszichtung in vitro geht. Schlielich konnte
S. N1corau Tiere durch cerebrale Verimpfung von Milzemulsionen infizierter Kanin-
chen oder Meerschweinchen erfolgreich infizieren, obwohl in zahlreichen Schnitt-
praparaten solcher Milzen nie Toxoplasmen zu sehen waren; merkwirdigerweise lie3
sich das infektiése Agens aus den verdimnten Milzemulsionen nicht auszentrifugieren,
war aber anderseits auch durch durchldssigere Hartkerzen (Chamberland L; und Lj)
nicht filtrierbar. Diese Angaben miiten wohl vorerst aufgeklirt werden. Vorldufig
kann man aus der Mitteilung von SABIN und OLITSKY nur schlieen, daf3 Eigenschaften,
die man frither als ausschlieBliches Attribut der Virusarten betrachtete und aus
ihren Dimensionen abzuleiten suchte, auch bei groBen und relativ hochorganisierten
Mikroben beobachtet werden kénnen; daB das von SABIN und OLITSKY gebrachte
Beispiel Protozoén und nicht Bakterien betrifft, hat besondere Bedeutung.

In einem neueren Aufsatz von T. M. RIvers hei3t es: ,,The viruses have not
been cultivated in vitro in absence of living susceptible cells, and in that sense
they are obligate parasites. Wir sahen soeben, daf3 zahlreiche Angaben vorliegen,
welche dagegen sprechen, daf3 die Zellen nicht nur leben, sondern auch ,,empfing-
lich'* sein miissen. Fillt aber die Bedingung der Empfinglichkeit, wenn auch
nur bei einem Teil der hinreichend beglaubigten Virusziichtungen dahin, so be-
steht die Notwendigkeit nicht mehr, den EinfluBl der Zellen auf die Virusver-
mehrung allgemein darauf zu beziehen, dafl simtliche Virusarten biologisch als
obligate Zellschmarotzer zu betrachten sind. Es ist oft genug wiederholt worden,
der obligate intracellulare Parasitismus sei die naheliegendste und einfachste Er-
klirung. Man sollte vielleicht sagen, die ,,bequemste Erklirung, weil wir uns
durch die Feststellung, daf3 diese Beziehung vorliegt, von dem wissenschaftlichen
Zwang befreit fithlen, auf den Mechanismus derselben genauer einzugehen; es
geniigt die genetische Aussage, daf die Anpassung des Gastes an den Wirt eben
diese Form angenommen hat. Gibt man dagegen nicht zu, daB diese biologische
Relativitdt vorliegt, so wird eine besondere Begriindung fiir die Beobachtung
verlangt, daf die Virusvermehrung ohne lebende Zellen nicht vor sich gehen kann,
und dieses Postulat kénnen wir derzeit nicht befriedigen.

Vielleicht werden einmal die interessanten Feststellungen von C. LuvaDITI
und seinen Mitarbeitern iiber die Affinitit bestimmter Virusarten zu dem Ge-
webe von Neoplasmen in diesem Zusammenhang Bedeutung gewinnen. So
haben z. B. LEvaprtr und P. HABER gezeigt, dall sich ein fir Miuse patho-
gener Hiihnerpeststamm in epithelialen Tumoren, welche die geimpften M&use
tragen, lokalisiert, im Geschwulstgewebe stark proliferiert und ausgedehnte
Nekrosen der Tumorzellen verursacht. In analoger Weise konnte- Vaccinevirus
in experimentellen Miusecarcinomen und das StraBenvirus der Lyssa in Ka-
ninchentumoren (Carcinom von PEARCE, SHOPEsches Papillom) angereichert
werden (LEvADITI und Nicorav, LEvapiTi, ScHON und REINIE). DaBl die Tumor-
zellen durch die Schnelligkeit ihres Wachstums und durch die Intensitéit ihres
Stoffwechsels den Embryonalzellen nahestehen, ist ja immer wieder betont
und zu verschiedenen Hypothesen iiber die Entstehung der Tumoren heran-
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gezogen worden. In den von LEevaprr: untersuchten Kombinationen war aber
die tumortragende Wirtsspecies fiir das benutzte Virus empfénglich, wenn auch
zuweilen nur in geringem Grade (Anreicherung von Hiihnerpestvirus in Ka-
ninchentumoren), wihrend man diese Beziehung bei der Virusziichtung im
im Embryonalgewebe, wie oben betont, vermifit. Ferner konnte keine Fixierung
und Vermehrung von Herpesvirus in Kaninchentumoren erzielt werden, obzwar
sich dieses Virus nicht nur im Hiihnerembryonalgewebe, sondern auch in ex-
plantierten Kaninchengeweben kultivieren 148t. Immerhin sollte aber diese
Richtung verfolgt werden; wenn sie auch héchstwahrscheinlich nicht zu einer
neuen Krebstherapie fithren wird, kénnte sie doch im Verein mit anderen
Methoden zur ErschlieBung des Mechanismus der Virusvermehrung hinleiten
(vgl. hierzu S.179). :

0) Art und Lokalisation der anatomischen Verdnderungen.
Organo- und Cytotropismus.

DaB die tierpathogenen Virusarten Zellschmarotzer sind, hat man auch aus
der Lokalisation der pathologischen Verinderungen im Wirtsorganismus sowie
aus Untersuchungen schlieBen wollen, denen zufolge die Virusvermehrung
groBtenteils an den Orten der anatomischen Auswirkung vor sich geht. Es sollen
Affinitédten bestimmter Virusformen zu bestimmten Wirtszellen bestehen (,,Cyto-
tropien nach einem von PHILIBERT vorgeschlagenen Ausdruck), Affinitédten,
denen man je nach Erfordernis jeden beliebigen Grad von Spezifitdt zuschreibt.

So hat E.W.HursT angenommen, daf sich das Poliomyelitisvirus in den
Ganglienzellen der Vorderhdérner des Lendenmarkes und vielleicht noch in geringerem
Grade in den BEetzschen Zellen des motorischen Cortex vermehrt. Bei anderen Virus-
krankheiten soll die Zugehérigkeit der Wirtszellen zu einem bestimmten embryonalen
Keimblatt maBgebend sein u. zw. in solchem Grade, daf3 der spétere Differenzierungs-
zustand keine Rolle spielt; Epithel- und Ganglienzellen werden, weil ektodermaler
Abstammung, als gleichwertig angesehen (die ,,Ectodermoses neurotropes* LEVADITIs),
und das Vaccinevirus, welchem LEVADITI ektodermotropen Charakter zuschrieb,
ist fiir LEDINGHAM ein ,,mesodermotroper’ Keim. In einer dritten Gruppe soll
weder ein hochspezifizierter Zelltypus noch die ontogenetische Provenienz den Aus-
schlag geben; es sind anatomische und funktionell unscharf begrenzte, bald kleinere,
bald groBere Bezirke (,,Zones électives” nach LEVADITI), welche die bevorzugten
Ansiedlungsstétten représentieren.

Unvoreingenommen betrachtet, tritt uns in der Lokalisation der anatomischen
Verinderungen wie im pathologischen (Geschehen tberhaupt nur die grofie
Mannigfaltigkeit der Viruskrankheiten entgegen, welche der Mannigfaltigkeit der
Infektionen mit anderen Agenzien (Bakterien, Protozoén, Spirochéiten, Rickett-
sien usw.) die Waage hilt. Es ist daher nicht einzusehen, warum man nur bei den
Viruskrankheiten eine Focussierung der Phénomenologie auf ein Zentralmotiv,
den intracellularen Parasitismus, angestrebt hat, und es ist auch nicht ohne
weiteres ersichtlich, wie dies zustande gebracht werden koénnte.

T. M. Rivers erblickt einen gemeinsamen Zug in der pathologischen Aus-
wirkung der Virusinfektionen insofern, als Verénderungen an Zellen im Vorder-
grunde stehen, wihrend Entziindungen zuriicktreten und als sekundére Prozesse
zu betrachten sind. Die Zellverinderungen konnen entweder rein hyperplasti-
schen Charakter haben (wie bei den Hiihnersarkomen und Kaninchenpapillomen),
oder es schliefien sich an proliferative Initialstadien degenerative und destruktive
Gewebsprozesse an (Pocken, Varicellen, Bakteriophagie), oder die Nekrobiose
und die Auflésung der Zellen beherrscht von vornherein das Bild (Poliomyelitis,
Rabies, Louping-ill). Diese Fassung kommt aber weniger einer scharfen Charak-
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teristik der Viruseffekte als einer Aufzihlung der iiberhaupt moglichen Zell-
reaktionen gleich; Proliferation, Degeneration, Absterben und Auflésung von
Zellen findet man bei Prozessen der verschiedensten Atiologie, namentlich auch
bei Infektionen, welche nicht durch virusartige Agenzien hervorgerufen werden.
Die Entziindung anderseits ist eine komplexe Reaktionsform der mesenchymalen
Strukturen, an welcher sich zahlreiche pathologische und physiologische Partial-
funktionen dieser Gewebsarten in wechselndem Ausmafe beteiligen (R. ROSSLE).
Ob, in welchem Umfange und in welcher Reihenfolge Entziindungen an Infek-
tionsprozessen partizipieren, wird nicht blo durch den Erreger bestimmt, sondern
auch durch den Sitz des Infektes.

Wer einmal die Reaktionen von Erstimpflingen nach subcutaner Injektion
lebender Vaccine gesehen hat, wird nicht daran zweifeln, daB die Entzindung hier
priméren Charakter hat und nicht erst durch den Untergang von zelligen Elementen
ausgeldst wird; dal man von der Entwickelung der Impfpustel oder von der Vaccine-
infektion der geféBlosen Kaninchencornea einen anderen Eindruck erhalten kann
(RIVERS), ist natiirlich. Es sei hier ferner an die experimentelle Vaccinemeningitis
nach intracisternalen Virusinjektionen (H.PETTE und St. KORNYEY u. a.) erinnert,
an die Fille von akuter Virusmeningitis des Menschen (RIVERS und ScoTT), an die
lymphocytére Choriomeningitis (ARMSTRONG und LILLIE, E.TRAUB), an das mit
dem Fibromvirus des Kaninchens verwandte, akut entziindungserregende Virus I A
(C. H. ANDREWES, ANDREWES und SHOPE), an die Pneumonie bei der Psittacose usw.
In Anbetracht dieser Tatsachen kann man somit nicht daran festhalten, daB3 die
Entziindung im pathologischen Bilde der Viruskrankheiten fehlt oder stets nur
sekundér entsteht, falls diese Behauptung allgemeine Giltigkeit haben soll; wird
sie nur auf einen Teil der Viruskrankheiten bezogen, so verliert sie ihre Bedeutung
als abgrenzendes Merkmal, da sich dann nach keiner Richtung Verhéltnisse ergeben,
die von Infektionen mit anderer Atiologie abweichen wiirden.

GOODPASTURE mé&chte es in gewissem, ndmlich in heuristischem Sinne als
einen Vorteil betrachten, daf3 man die Virusarten nicht auf unbelebten Medien
ziichten kann, und daB der Forscher infolgedessen gendtigt ist, das infektidse
Agens in Zusammenhang mit den Lisionen, die es erzeugt, zu studieren ; so werde
der Konnex zwischen Pathologie des Wirtes und Parasitologie durch die Natur
des Objekts gewahrt. Es besteht aber anderseits die Gefahr, daf man sich bei
der Ausdeutung der anatomischen bzw. histologischen Befunde zu weit vorwagt.
Dalfiir gibt es zahlreiche, zum Teil sehr lehrreiche Beweise, von denen hier nur die
markantesten zitiert werden sollen.

Durch Verfiitterung des Wasserschierlings (Cicuta virosa) bzw. von aus dieser
Pflanze hergestellten Extrakten konnten ADELHEIM, AMSLER, NICOLAJEW und
RENTZ bei Kaninchen eine Meningoencephalitis erzeugen, welche durch entziindliche
Verdnderungen in den weichen Hirnhduten, durch méchtige perivasculdre und
subependymaére Infiltrate, durch degenerative Prozesse in der Glia und Degenerationen
in den Ganglienzellen ausgezeichnet war, also durch Verdnderungen, wie man sie
auch bei den Virusencephalitiden konstatiert. Aus der ,,Prozefstruktur‘’, auf welche
die Nervenpathologie ein so groBes Gewicht legt, war die toxische Atiologie jedenfalls
nicht herauszulesen; und da die perivasculdren Infiltrate hier méglicherweise durch
die hdmatogene Zuleitung des Cicutoxins entstanden sein konnten, ergab sich die
Frage, wie sich diese histologischen Befunde bei den Virusencephalitiden entwickeln,
wo die h#matogene Induktion nach den herrschenden Ansichten durch die Im-
permeabilitét der Blut-Hirn-Schranke ausgeschlossen sein soll. Am wahrschein-
lichsten war eine Infektion der perivasculdiren Réume. M. KoN und B. Fust konnten
jedoch durch intraneurale und intracisternale Injektionen von Tuberkelbacillen
beim Kaninchen eine tuberkuldse Meningomyelitis hervorrufen; Tuberkelbacillen
waren aber nur (in sehr groBen Mengen) im meningealen Infiltrat vorhanden, wihrend
sie in den méchtigen perivasculiren Infiltraten im Riickenmarksstrang ginzlich
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fehlten, ein unzweideutiger Beweis, daf der Sitz anatomischer Ldisionen keine sicheren
Anhaltspunkie fir die Verteilung und Ausbreitung infektioser Agenzien liefert.

Die Untersuchungen von KoN und Fusrt illustrieren die Vorteile, welche der
Virusforschung erwachsen koénnen, wenn sie in méglichst breitem Umfange Infek-
tionen mit mikroskopisch leicht nachweisbaren Parasiten zum Vergleiche heranzieht,
wie dies ja auch seit IwWANOWSsKYs Zeiten stets geschehen ist und in den letzten
Jahren erneut gefordert wurde (R.DOERR, G.STEINER, GOODPASTURE, BURNET
und ANDREWES, R. GREEN, J. E. BARNARD u. v.a.). Aber die Vorteile liegen nicht
dort, wo sie in der Regel gesucht werden, nimlich im Ausfindigmachen von Analogien
(z. B. zwischen Virusarten und Bakterien) oder im mdglichst scharfen Herausarbeiten
von Gegensitzen zwischen den Virusarten und anderen infektiésen Keimen; der
Gewinn ist erkenntniskritischer Natur, er besteht in der Einsicht, wie kompliziert
und schwer zu deuten die Gast-Wirt-Beziehungen schon in dem optisch gut zuging-
lichen Gebiet sind und daB daher doppelte Vorsicht notig ist, wenn sich das, was
wir zu sehen vermégen, fast ganz oder ganz auf die Wirtsreaktionen beschrénkt.
Das gilt insbesondere fiir den intracellularen Parasitismus und das damit zusammen-
héngende Problem der Organotropie (bzw. ,,Cytotropie‘‘) der Virusarten.

g) Intracellular und extracellular.

GOODPASTURE bezeichnet in einem seiner letzten Vortrége iiber dieses Thema
die Konzeption des Cytotropismus als eine Hypothese, die den Ausgangspunkt
fiir weitere erfolgreiche Untersuchungen bilden kann. Das steht in erfreulichem
Gegensatze zu der dogmatischen Art, wie die Lehre vom obligaten intracellularen
Parasitismus der Virusarten von anderer Seite vertreten wird. Am gleichen Orte
tritt GooDPASTURE fiir eine Einteilung der Parasiten in drei Gruppen ein, die
extracellularen, die fakultativ intracellularen und die obligat intracellularen.
‘Wie schon frither J. A. ARRWRIGHT, bestreitet GoODPASTURE, dafl die Lage von
Parasiten in Wirtszellen nur zwei extreme Auffassungen zulasse, namlich daB es
sich entweder um eine Phagocytose d.h. um eine Abwehrreaktion im Sinne von
E. METscENIROFF handeln muf}, bei welcher die aufgenommenen Mikroben zer-
stort (verdaut) werden, oder um obligaten Zellparasitismus. Es bestehe gewisser-
maBen als Bindeglied die Moglichkeit, daf die phagocytierten Organismen von
der Zelle nicht nur nicht abgetotet werden, sondern daf} sie sich im Innern der
Zélle vermehren.! Fiir jede der drei Gruppen filhrt GOODPASTURE eine Reihe von
instruktiven Beispielen an und betont, daf die Ziichtung auf totem Néhrsubstrat
bei den extracellularen Formen leicht, bei den fakultativ intracellularen moglich,
aber oft erschwert und bei den obligat intracellularen {iberhaupt nicht realisierbar

1 GOODPASTURE hat (in Gemeinschaft mit K. ANDERSON) diese Beziehung durch
sehr interessante Modellversuche illustriert. Er infizierte die Chorio-Allantois von
Hihnerembryonen mit Reinkulturen pathogener Bakterien (Streptococcus viridans,
Gefliigeltuberkelbacillen, B. aérogenes, B. typhi, Bruc. abortus) und konstatierte,
daB diese Keime in fixe und bewegliche mesodermale, aber auch in epitheliale Zellen
eindrangen und daselbst giinstige Bedingungen fiir ihre Vermehrung fanden. Die
Phagocytose funktionierte also nicht als Abwehrreaktion im Sinne von E. METSCHNI-
KOFF, sondern erleichterte bzw. vermittelte das Zustandekommen der Infektion.
Wie unbewegliche und bewegliche Bakterien in das Innere von fixen Zellen der ver-
schiedenen Keimblitter gelangen konnen, erklirt GoOODPASTURE fir ein wichtiges
Problem, gleich R. DOERR (8, 9), der dieses Thema schon vor Jahren in seiner Be-
deutung fiir die Infektionspathologie im allgemeinen und fiir die Pathologie der
Viruskrankheiten im besonderen erdrtert hatte (vgl. hierzu S. 75). Daf die intra-
celluldre Lage von groBeren Viruselementen in Zellen der Chorio-Allantois des infi-
zierten Hithnerembryos nicht ohne weiteres als Ausdruck eines obligaten Zellparasitis-
mus aufgefaBt werden darf, ergibt sich aus den Experimenten von GOODPASTURE
und K. ANDERSON von selbst.

6*



84 R.DorrR: Die Entwicklung der Virusforschung und ihre Problematik.

ist. Die Virusarten méchte GooDPASTURE in die dritte Gruppe stellen. Mit Riick-
sicht auf die Forschungen von StanvLEY iiber das Mosaikvirus des Tabaks hilt
er es jedoch fiir denkbar, daf manche Virusarten keine Parasiten d. h. Organis-
men, sondern unbelebte Substanzen (autokatalytische Agenzien) sind, welche von
den Wirtszellen gebildet werden; er schligt daher, um beide Moglichkeiten zu
erfassen, vor, bei den Virusarten nicht von Zellparasitismus, sondern von Cyto-
tropismus zu sprechen. Da die gesamten Ausfithrungen von (G00ODPASTURE auf
die Idee der Anpassung der Parasiten an ihre Wirte aufgebaut sind, ist diese
Zusammenfassung inkonsequent; fiir ein unbelebtes Agens, das in der Wirtszelle
entsteht, hat der Ausdruck ,,cytotrop” und der Gegensatz zu ,extracellular®
keinen Sinn. ‘

Vom allgemein biologischen Standpunkt ist die Klassifikation von Goob-
PASTURE berechtigt und stiitzt sich auf Tatsachen, welche schon frither bekannt,
wenn auch nicht in gleicher Weise schematisiert waren. Die Virusforschung
kann hier Nutzen ziehen. Man betrachtet die gréBeren Formen der Elementar-
korperchen als parasitierende Protisten ; wenn man sie mit Hilfe neuerer Methoden
in Wirtszellen nachweisen kann, so hat man sich keineswegs blof3 fiir die Alter-
native ,,Phagocytose oder obligater Zellparasitismus® zu entscheiden (K. HERz-
BERG), und wenn es gelingt, die Vermehrung in der Zelle glaubhaft zu machen,
so ist durch diesen Umstand allein die extracellulare Vermehrung noch nicht
ausgeschlossen. ’

GooDPASTURES Schema erschopft aber nicht die Vielgestaltigkeit der Be-
ziehungen zwischen Parasit und Wirt bzw. Wirtszelle. Das hat sein Autor selbst
implicite anerkannt, indem er einen Unterschied macht, je nachdem die infek-
tiosen Keime nur in phagocytierenden Zellen (Leukocyten, Wanderzellen, Zellen
der serdsen Haute, Reticuloendothelien) gefunden werden und sich dort ver-
mehren, oder ob sie in nicht-phagocytierenden Zellen proliferieren, z.B. in
Epithelien. Wichtiger sind zweifellos jene Differenzen, in welchen die Spezifitit
der Wirtszellen innerhalb desselben Organismus zum Ausdruck kommt. Daf3 sich
manche Parasiten nur in bestimmten Zellen vermehren, wie z. B. die asexualen
Formen der Malariaplasmodien in Erythrocyten, andere, wie die Leprabacillen
oder das Schizotrypanum Cruzi, in Zellen von sehr verschiedener Form und
Funktion, kann nicht aus eimem Grunde erklirt werden. Der Priifstein eines
Systems ist seine Anwendbarkeit auf den einzelnen Fall; es 148t sich leicht zeigen,
dafBl das Schema von GoopPASTURE unter Umstéinden versagt.

Die Leprabacillen vermehren sich extra- und intracellular. Man findet sie oft
in groBen Massen in den verschiedensten Zellen, in Zellen der Leber, des Hodens
und Nebenhodens, in Hautepithelien, in Zellen des Bindegewebes, in Ganglienzellen,
in Zellen der ScawaNNschen Scheiden usw. Die parasitierten Zellen leiden unter
der Infektion oft auffallend wenig, auch wenn es sich um empfindliche Elemente
(Ganglienzellen) handelt; anderseits sieht man wieder Zellen (Makrophagen), welche
infolge der intensiven Keimvermehrung platzen. Auch die intracellular gelagerten
Bacillen verhalten sich verschieden; bald sind sie nach Form und Firbbarkeit wohl
erhalten, bald verlieren sie, namentlich in polymorphkernigen Leukocyten, ihre
S#urefestigkeit und werden zerstoért. Die Leprabacillen kénnen ferner in die Haut-
nerven eindringen, sich daselbst ansiedeln und interstitielle Neuritiden erzeugen,
sie kénnen in den Nervenstridngen zentripetal bis zum Riickenmark fortwuchern
und an diesem pathologische Verdnderungen hervorrufen, wobei sie meist den Weg
iber die dorsalen Wurzeln einschlagen. Auf totem Né#hrsubstrat konnte der Lepra-
bacillus bisher trotz vielfacher Bemithungen nicht geziichtet werden. Wie soll man
das Verhéltnis des Parasiten zu den Wirtszellen in diesem Falle definieren ? Es sind
alle Kombinationen in umfangreichen Diskussionen erértert worden: der extracellulare
Keim, welcher nur der Phagocytose unterliegt, der obligate Zellschmarotzer, der
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Symbiont, der sich nicht auf XKosten der Zelle, sondern von denselben Stoffen wie
diese erndhrt, der fakultative Zellparasit (vgl. J. JADASSOHN, 1. c., S.1151—1159),
aber eine Einigung wurde nicht erzielt, obwohl es sich um ein mikroskopisch leicht
nachweisbares Bacterium handelt, dessen Lagerung im Gewebe ohne jede Schwierig-
keit feststellbar ist. GOODPASTURE rechnet den Leprabacillus zu den fakultativen
intracellularen Parasiten; es ist aber klar, daf diese Einordnung nur befriedigen
konnte, wenn die Kultivierung méglich wére.

Und dann: sind die Leprabacillen neurotrop oder neurocytotrop, ist vielleicht
die Lepra eine neurotrope ,,Ektodermose*“? G.STEINER, der sich diese Frage selbst
gestellt hat, antwortet, daB3 ,,die Wanderung auf der peripheren Nervenbahn bei
der Lepra einen wenn auch héufigen Sonderfall darstellt und daB die Verbreitung
der Leprabacillen auch im nicht-nervésen Gewebe groB ist*‘, wéhrend z. B. beim Herpes
der Versuchstiere ,,die Vorliebe flir die Benutzung der peripheren Nervenbahn auf-
fallend regelméBig ist und das Virus in anderen nicht-nervésen Organen zwar vor-
kommt, dieses Vorkommen fiir die Krankheitsvorgéinge aber ziemlich bedeutungs-
los ist‘. Zieht man dagegen das von E.W.HUrsT aufgestellte System der neuro-
tropen Virusarten heran, dem sich I.A. GALLOWAY vorbehaltlos anschlieBt, so
wird man nicht umhin kénnen, dem Leprabacillus neurotrope Eigenschaften zuzu-
erkennen. E.W.HURST unterscheidet drei Kategorien neurotroper Virusarten:
1. Die streng neurotropen (Lyssa, Poliomyelitis, BorNAsche Krankheit); 2. die neuro-
tropen und gleichzeitig pantropen vom Typus I (Pseudorabies, Herpes, Virus B von
SaBIN) und 3. die neuro-pantropen vom Typus IT (Gelbfieber, Louping-ill, amerikani-
scher Typus der equinen Encephalomyelitis). Man wiirde die Leprabacillen unbe-
denklich entweder bei der zweiten oder bei der dritten Gruppe von HURST einreihen,
wenn sie die Dimensionen der eben noch sichtbaren oder de facto unsichtbaren Virus-
elemente besédBen; dafl diese Bedingung nicht erfiillt erscheint, ist aber natiirlich kein
Grund, sich auf einen abweichenden Standpunkt (wie STEINER) zu stellen.

Das austiihrlich besprochene Beispiel der Leprabacillen mag hier gentigen.
Die Lehre von den pathogenen Protozoén ist weit ergiebiger, wenn die auBer-
ordentliche Mannigfaltigkeit der Gast-Wirt-Beziehungen beleuchtet und eine
kritische Grundlage fiir die Beurteilung der Verhéltnisse bei den Virusinfektionen
gewonnen werden soll. Leider ist die medizinisch orientierte Mikrobiologie ge-
neigt, alle auftauchenden infektionspathologischen Probleme ,bakteriologisch
anzufassen und zu beurteilen — eine Folge ihrer geschichtlichen Entwicklung.

Eine Bemerkung erfordert zum Schlusse dieses Kapitels noch die verbreitete
Auffassung, dafl der obligate intracellulare Parasitismus mit dem Verlust der
Féhigkeit zu saprophytischer Lebensweise bzw. mit dem Verlust der Vermehrungs-
fdahigkeit auf totem Néhrsubstrat zwangliufic verkniipft sei. Man kénnte dies
als selbstverstindlich bezeichnen, weil der Ausdruck ,,obligater intracellularer
Parasit” einer Definition gleichkommt, welche jede andere Existenzméglichkeit,
also auch das Wachstum auf unbelebten Medien ausschlieBt. Wenn wir jedoch
einem Mikroorganismus die Eigenschaften eines obligaten intracellularen Para-
siten zuerkennen, so wenden wir nicht die in diesem Ausdruck implicite ent-
haltene Definition an; wir machen vielmehr eine beschreibende Aussage, welche
sich darauf stiitzt, da wir den betreffenden Organismus in seinen Wirten nie
anders als innerhalb von Zellen gesehen haben oder dafl zumindest Wachstum
und Vermehrung nur innerhalb von Zellen beobachtet werden konnten. Diese
Befunde beziehen sich aber nur auf das Verhalten im empfinglichen Wirt und
geben uns keineswegs die apodiktische GewiBheit, da Wachstum und Ver-
mehrung auBlerhalb von Wirtszellen und ev. auch auf totem Nihrsubstrat un-
moglich sind. In der Tat konnten zahlreiche intracellulare Symbionten von
Pflanzen und Tieren isoliert und unabhéngig von ihren Wirten geziichtet werden
(siche P. Bucungr). Auf der anderen Seite ist die Kultur von extracellularen
Parasiten durchaus nicht immer leicht zu bewerkstelligen, sondern erfordert oft
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ganz bestimmte und komplizierte Bedingungen (Spirochaeta pallida, Hamokultur
der Baxnag-Bakterien, Pasteurella tularensis u. a. m.).

J. ALEXANDER erwagt sogar die Moglichkeit, da3 alle obligaten Parasiten -abseits
von anderen Lebewesen geziichtet werden kénnten, wenn die prizise Formel ihrer
Bediirfnisse bekannt und im Laboratorium erfiillbar wire; das Attribut ,,obligat®
ist seiner Meinung nach nur ein Ausdruck unserer Unkenntnis, aber nicht ein berech-
tigter SchluB. Ob man, wenn auch blof in der theoretischen Spekulation, so weit
gehen soll, erscheint aber doch fraglich; es ist denkbar, daB in der lebenden oder
sich vermehrenden Wirtszelle Faktoren gegeben sind, welche auBlerhalb derselben
nicht realisiert werden koénnen und welche . fir die Existenz obligater Zellpara-
siten — nicht aller, die so genannt werden, aber vielleicht einiger von ihnen -—
notwendig sind.

Praktisch ergibt sich aus diesen Betrachtungen die Konsequenz, dafl der
Versuch, sog. ,,0bligate intracellulare Parasiten auf unbelebten Medien zu
ziichten, nicht als aussichtsloses Beginnen zu qualifizieren ist und daf man sich
durch MiBerfolge nicht abschrecken lassen darf. Das gilt natiirlich auch fiir die
Virusarten, um so mehr als es ja nicht einmal feststeht, ob sie durchwegs auch
nur die Lagebeziehungen obligater Zellschmarotzer aufweisen. Strenge ge-
nommen existiert blof ein unmoéglicher Fall, ndmlich daf es Virusformen gibt,
welche von den Wirtszellen gebildet werden und welche als unbelebte (aus sich
heraus nicht vermehrungsfihige) Substanzen zu betrachten sind; dieser Fall ist
jedoch vorldufig nicht mehr als eine hypothetische Konstruktion. Sind dagegen
die Virusarten Mikroben oder muB dies auch nur als méglich zugegeben werden,
so besteht kein Grund, ihre Ziichtung im Reagenzglase ohne Zuhilfenahme
fremden Lebens als ein a priori unlésbares Problem (Cu. NicoLLe) hinzustellen.

F. Allgemeine Beurteilung der Immunitiitsverhiiltnisse bei
Viruskrankheiten.

1. ,,Natiirliche Resistenz* und erworbene Immunitiit.

Im sechsten Abschnitt des Handbuches werden die natiirliche und die er-
worbene Immunitdt gegen Virusinfektionen sowie die Antigenfunktionen und die
serologischen Reaktionen der Virusarten in vitro behandelt. An dieser Stelle soll
nur geprift werden, ob sich aus dem Studium der Immunititsverhiltnisse all-
gemeine Gesichispunkte biologischer Natur ergeben.

Wie in anderen Beziehungen, hat man auch hier versucht, gemeinsame Eigen-
schaften der Virusinfektionen festzustellen und sie in Gegensatz zu den Verhilt-
nissen zu bringen, welche man bei Infektionen beobachtet, welche nicht durch
virusartige Agenzien hervorgerufen werden [E.W. Scaurrz, E. W. Goob-
PASTURE (2), T. M. RivERrs (3) u.a.].

Im allgemeinen darf man diese Bemithungen insofern als erfolglos betrachten,
als es bisher nicht gelungen ist, durchgreifende Differenzen zwischen Virusarten und
anderen Infektionsstoffen zu ermitieln [R. Dorrr (8, 10), S. P. Bepsox (2)].

Was zunichst die natirliche Resistenz anlangt, konnte R.DoERR (6, 7, 11)
zeigen, daf} dieser Begriff auf die vom parasitologischen Standpunkt unhaltbare
Lehre aufgebaut ist, welche in der Infektion einen Kampf zwischen dem Erreger
und seinem Wirt erblickt, welcher mit dem Untergang des einen oder des anderen
Antagonisten endigen mufBl. De facto ist aber die Infektion nichts anderes als
eine Gast-Wirt-Beziehung, und in der Natur kann die Synthese solcher Be-
ziehungen blol dann zustande kommen, wenn sich der Gast an das Leben in dem
ihm bisher fremden Lebensraum eines neuen Wirtes anpaft. ‘Es ist im Prinzip
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ganz gleichgiiltig, ob die entstehende Gemeinschaft den Charakter der Symbiose,
des Kommensalismus, des Gewebs- oder Zellparasitismus annimmt; auch der
Parasit ist kein Antagonist seines Wirtes, sondern ein angepaliter Gast, welcher
nach der Erhaltung seiner Art strebt.

Die Frage nach der natiirlichen Resistenz hat daher als negative Einkleidung
eines positiven Gedankens keinen Sinn und, da sie eine unbegrenzte heterogene
Mannigfaltigkeit umfassen will, auch keinen heuristischen Wert. In der Tat ist
iiber die Ursachen der natiirlichen Resistenz so gut wie nichts bekannt und es
besteht auch keine Aussicht, auf diesem Wege prinzipielle Fortschritte zu er-
zielen. Nach dem Vorschlage von DoErr (7, 1) sollte man daher das Studium
der natiirlichen Resistenz aufgeben und durch die Analyse der Anpassungs-
zusténde ersetzen. Da aber hier vorldufig noch kein geniigendes Material vorliegt,
muB man sich vorldufig darauf beschrinken, die natirliche Empfinglichkeit oder
Disposition der Wirte (den indirekten Ausdruck der Anpassung des Parasiten)
rein empirisch festzustellen. Die Summe der natiirlichen und experimentellen
Wirte, welche einem Infektionsstoff zugeordnet ist, kann man als sein ,,Infek-
tiositdtsspektrum® [R. DoErR (6, 9)] bezeichnen. Der Vergleich zwischen Virus-
arten und anderen iibertragbaren Agenzien liBt keinen grundlegenden Unter-
schied erkennen (vgl. das Kapitel ,Natiirliche und experimentelle Wirte* des
sechsten Abschnittes dieses Handbuches).

Die erworbene Immunitit besteht in einer spezifischen Reaktion auf die Ein-
wirkung eines bestimmten Infektionsstoffes, beruht also auf einer individuellen
Leistung des Wirtes und dient, sofern sie bei weitverbreiteten und bosartigen
Seuchen zahlreiche Existenzen schiitzt (Durchseuchung), auch der Erhaltung der
Wirtsarten. Wie aus der Lehre von der Anaphylaxie und Allergie [R. DoERR
(3, 4)] bekannt ist, miissen spezifische Abwehrreaktionen nicht unbedingt zweck-
maéfiigen Charakter aufweisen. Das gilt auch fiir die Reaktionen gegen infektisse
Agenzien. Die erworbene Immunitét reprisentiert nur einen der méglichen Fille ;
es gibt ibertragbare Krankheiten, welche eine spezifisch gesteigerte Disposition
hinterlassen [R.DoERR (6), A. ZIRONI].

Alle Reaktionen werden von zwei Hauptfaktoren bestimmt: von der Natur
des auslosenden Reizes und von der Eigenart des reagierenden Organismus. Es
ist daher vorauszusehen, daB die erworbenen spezifischen Anderungen der Dis-
position (Immunitit oder erhohte Empfinglichkeit) von der besonderen Art der
Infektionsstoffe abhingen werden, und es bestiinde daher im Prinzip die Mog-
lichkeit, daB grundlegende Unterschiede bestehen kénnten, je nachdem der In-
fekt durch pathogene Bakterien, Spirochdten, Protozoén oder schlieBlich durch
Virusarten hervorgerufen wird, falls diese ebenfalls als eine eigene Gruppe im
System der parasitiren Mikroben zu betrachten sind; man kénnte also mit
anderen Worten die biologische Homogenitit der Virusarten auf diesem in-
direkten Wege sichern oder wahrscheinlich machen. Indes wird diese Hoffnung
sofort zunichte, wenn man sich daran erinnert, daf3 die Immunititsverhéltnisse
auch innerhalb jeder der bekannten drei ersten Gruppen kein einheitliches Ge-
priage erkennen lassen; die bakteriellen Infektionen, bei denen man langdauernde
und kurzfristige Immunitét, gesteigerte Disposition und infektionsgebundene
Immunitidt beobachtet, kénnen in dieser Hinsicht als Muster dienen.

Dazu kommt, daB sich eben auch der zweite Faktor geltend macht. Die
Erwerbung der spezifischen Immunitit wurde als Leistung des Wirtes definiert,
und es ist daher selbstverstindlich, daf sie sich nach der Art, der Rasse und der
Individualitit des Wirtes richten mufl. Welcher der beiden Faktoren (Parasit
oder Wirt) im Endeffekt dominiert, 148t sich nur in besonders geeigneten Fillen
klar entscheiden, um so mehr als schon die Feststellung des spezifisch immunen
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Zustandes, seiner Dauer und seines Grades mit Schwierigkeiten verkniipft ist,
auch wenn man nicht gerade auf epidemiologische Beobachtungen angewiesen
ist, sondern experimentelle Priifungen zu Hilfe nehmen kann. Aber es existieren
doch zahlreiche Tatsachen, welche den EinfluB des Wirtes auf die Entwicklung
der spezifischen erworbenen Immunitdt unzweideutig beweisen; nur besteht ge-
ringe Neigung, hiervon gebiihrend Notiz zu nehmen.

Das kommt auf dem Gebiete der Viruskrankheiten besonders stark zum Aus-
druck. Man trigt anscheinend wenig Bedenken, die erworbene Widerstands-
fahigkeit von Bakterien gegen Phagen (die Lysoresistenz) mit den Immunitéts-
phidnomenen bei Vertebraten in Parallele zu setzen oder einen wesensgleichen
Typus der Immunitdt bei héheren Tieren und Pflanzen trotz der Verschiedenheit
der Organisation anzunehmen (K. S. CEESTER; vgl. hierzu die Einwinde von
E. J. BuTrer). Theoretisch ergibt sich die Méglichkeit zu solcher Verallgemeine-
rung durch die Reduktion der Immunititsprozesse auf das allen Organismen
gemeinsame Grundelement, auf die Zelle, und die Zelle erscheint wieder als
Triger der Immunitét in erster Linie qualifiziert, wenn sie auch der Schauplatz
der Infektion ist, so daB3 die Spekulation auch hier wieder auf den intracellularen
Parasitismus hingewiesen wird.

Betrachten wir die Phdnomene der erworbenen Immunitét gegen Viruskrank-
heiten einfach registrierend, d.h. ohne von ,heuristisch verwertbaren An-
nahmen® und ,Arbeitshypothesen” auszugehen, so miissen wir zwei Dinge
konstatieren:

1. Es gibt Viruskrankheiten des Menschen und der Siugetiere, deren Uber-
stehen eine auffallend dauerhafte (zuweilen lebenslingliche) und solide Immuni-
tdt hinterlaBt.

2. Hohere Pflanzen kénnen eine spezifische Immunitét gegen Virusinfektionen
erwerben [Trune, L. O. Kuxken, W.C. Price, R. N. Saraman, K. M. Smite
(1, 8), J. CatpweiL (I) u.a.]. Das wird auch von jenen Phytopathologen zu-
gegeben, welche die grundsétzliche Verschiedenheit von Infektion und Immunitét
bei Tier und Pflanze unterstreichen (E. GAvMANN, R. N. Saramaw, E. J. BUTLER
und andere).

ad 1. Es sind keineswegs alle Viruskrankheiten des Menschen und der Sduge-
tiere, welche so intensiv und nachhaltig immunisierend wirken. Vielmehr ist
diese Eigenschaft, wie sie Pocken, Masern, Mumps und Gelbfieber zeigen, als eine
Awusnahme zu bezeichnen. Andere Viruskrankheiten des Menschen hinterlassen
eine meist nur kurzfristige und individuell variable Immunitit, was fiir die
Dengue durch Smer, Harr und Hrrcrexs festgestellt und fiir die Influenza auf
Grund epidemiologischer Daten sehr wahrscheinlich ist; der Schnupfen und der
Herpes febrilis rufen sogar eine spezifische Steigerung der Empféinglichkeit hervor,
die weit hdufiger und stérker ausgeprégt ist, als man das bei bakteriellen Infek-
tionen (habituelles Erysipel, Furunkulose, Pneumomykosen usw.) beobachten
kann. Damit ist vorerst entschieden, daB die immunisierende Kraft des Infek-
tionsablaufes nicht davon abhéingt, daB das infektidse Agens zu den Virusarten
gehort oder richtiger dazu gerechnet wird.

Ist man somit zu dem Verzicht gezwungen, aus den immunologischen Ver-
haltnissen die biologische Gleichwertigkeit simtlicher tierpathogener Virus-
formen zu deduzieren, so wire noch immer die Frage zu beantworten, ob die
tntensiv  tmmunisierenden Virusinfektionen irgendetwas miteinander gemein
haben, was diese Fihigkeit begriindet. Das ist gewiB8 méglich; nur kénnen wir
derzeit nicht einmal vermutungsweise angeben, wo der gemeinsame Faktor zu
suchen wire. DaB aber der Cytotropismus bzw. der intracellulare Parasitismus
maBgebend ist, darf man mit groBer Wahrscheinlichkeit verneinen.
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Das Prototyp der Gruppe sind die Pocken. Die Blatternimmunitét ist aber nur
bei den weilen Rassen maximal, nicht beim Neger; tiber die Stdrke und Dauer des
Schutzes entscheidet somit die Beschaffenheit des Wirtes und nicht die besondere
Lokalisation des Erregers. Es ist ferner nicht plausibel, da die vier oben aufgezdhlten
Viruskrankheiten hinsichtlich ihrer Pathogenese auf eine Stufe gestellt werden diirfen;
iiber den Mumps ist zu wenig bekannt und Pocken, Masern und Gelbfieber differieren
in mehrfachen wichtigen Beziehungen (Verteilung des Virus im Kérper, erkrankte
Gewebsarten, Persistenz oder Schwund des Virus wéhrend des Krankheitsverlaufes,
BeeinfluBbarkeit des Prozesses durch Antiserum auch noch wihrend der Inkubations-
periode usw.).

Wir kennen anderseits unter den Protozoén zahlreiche Zellschmarotzer; die
durch sie hervorgerufenen Infektionen wirken aber nicht oder nur in geringem
Grade immunisierend. Auch die Rickettsien vermehren sich nur intracellular,
sei es im Cytoplasma, sei es im Kern (PIwkErTON und Hass, Nige¢ und LAND-
STEINER); die Fleckfieberimmunitét ist jedoch nicht so dauerhaft, als man frither
annahm, da nach den epidemiologischen Untersuchungen von H. ZINSSER Zweit-
und Dritterkrankungen vorkommen, nicht anders als bei der Diphtherie. Und
unter den Virusinfektionen gilt die Poliomyelitis auf Grund der an Affen aus-
gefiihrten Experimente als ein besonders streng an bestimmte Zellen gebundener
Prozel (E. W. Hurst, M. BRODIE u.a.); S. FLEXNER konnte nun neuerdings
zeigen, daf3 Affen, welche eine Attacke von experimenteller Poliomyelitis tiber-
standen haben, reinfiziert werden kénnen, u. zw. nicht etwa nur auf intracere-
bralem, sondern auf intranasalem Wege, und daB die Reinfektion haftet, gleich-
giiltig ob die erste Erkrankung milden oder schweren Charakter aufgewiesen
hatte.

ad 2. Die spezifische erworbene Immunitdt héherer Pflanzen gegen Virus-
infektionen ist, soweit sich dies nach den vorliegenden Daten beurteilen 148t, eine
infektionsgebundene Immunitét oder, wie sich K. M. SyiTH ausdrickt, ,,a immu-
nity of the non-sterile type“. Die Pflanze ist gegen homologe Reinfektionen nur
deshalb und nur solange geschiitzt, als sie noch Virus beherbergt. Wird sie virus-
frei, so ist sie auch wieder empfénglich ; Heilungen nach Viruskrankheiten kommen
aber bei Pflanzen selten vor [RiscErow (1), 1. ¢., S. 163], so dall man versteht,
warum man hier gerade diese Form der Immunitédt beobachten kann.

Der Mechanismus dieser infektionsgebundenen Virusimmunitédt hoherer Pflanzen
ist nicht bekannt [R1scEEROW (1), SATLAMAN, K. SmiTH (1), W. C. PRICE u. a.]. Da mehr-
fache Beweise dafiir sprechen, dafl sich die phytopathogenen Virusarten nur innerhalb
der Wirtszellen vermehren, hat man den Schutz, welchen eine bestehende Infektion
gegen eine homologe Superinfektion gewédhren kann, mit diesem Umstand hypo-
thetisch zu koppeln gesucht, wobei die Kleinheit des Raumes, auf welchem sich die
,, Konkurrenz* abspielt, die Kombinationen beeinflute. Es wurde z. B. angenommen,
daB das Virus, welches sich zuerst in der Zelle seBhaft macht, bestimmte Stoffe
(Proteine) benétigt, welche dann eben nicht mehr zur Verfiigung stehen, oder daf
die erste Infektion die Zellen bzw. bestimmte Teile derselben einfach rdumlich okku-
piert oder auch, dafl in den infizierten Zellen Immunstoffe auftreten (L. O. KUNKEL,
T. H. TEUNG), welche die schon vorhandene Infektion nicht beseitigen, eine Super-
infektion jedoch nicht aufkommen lassen usw.

Es wurde auch darauf hingewiesen, da die infektionsgebundene Immunitit
der héheren Pflanzen Beziehungen zu &dhnlichen Phénomenen bei Tieren aufweist
[Fr. MagraAsst, Riscaugow (7) u.a.]. Aber diese Analogie gibt keine weiteren
Aufschliisse. Auch bei Tieren beschrinken sich die Aussagen auf die schon in
der Definition des Zustandes enthaltene Feststellung, daB3 es sich um eine KEr-
schwerung oder Unméglichkeit einer Superinfektion bei bestehender Infektion
handelt, und was dariiber hinausgeht, ist vorliufigc Hypothese. Die Spekulation
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sollte sich daher nicht allzuweit von der tatsichlichen Beobachtung entfernen,
und diese sagt uns ganz unzweideutig: 1. dafl diese Form der Immunitét nicht
nur bei Virusinfektionen vorkommt (Syphilis, Recurrens, Tuberkulose, Ma-
laria u. a.); 2. daB, wie die sub 1 aufgezihlten Beispiele lehren, der intracellulare
Parasitismus keineswegs als unerliBliche Vorbedingung einer Immunitit gegen
Superinfektionen gelten kann, und 3. daf3 die Immunitét bei Viruskrankheiten
der Tiere nicht diesem Typus angehéren mufl. Die infizierte und aus diesem
Grunde spezifisch immune Pflanze enthilt das Virus in nachweisbarem Zustande
und kann zur Infektionsquelle fiir andere gesunde Pflanzen werden; in dem
Organismus eines Menschen, der durch Uberstehen der betreffenden Krankheit
gegen Pocken oder Masern immun geworden ist, findet man aber das spezifische
Agens nicht, und die Epidemiologie 148t keinen Zweifel zu, dafl von solchen
Individuen keine Neuansteckungen ausgehen, sondern dafl sie geradezu als
Diamme gegen die Ausbreitung der Seuchen fungieren. Hier mufl es sich also
um eine echte Heilungsimmunitit handeln.

Fr. MaGRASSI bemerkt in seinen ergebnisreichen Untersuchungen iiber die
Herpesimmunitdt des Xaninchens, da Virus im Gewebe vorhanden sein kann,
obwohl es selbst mit den empfindlichsten Methoden nicht nachweisbar ist ; die Leistungs-
fahigkeit jedes derartigen Verfahrens sei begrenzt, und es sei unwahrscheinlich, daf
es Methoden gibt, welche jede, wenn auch noch so kleine Spur von Virus festzu-
stellen vermogen. Wer auf dem Gebiete des qualitativen und quantitativen Virus-
nachweises eigene Erfahrung hat (siehe auch fiinfter Abschnitt, Kapitel 2 und 3 dieses
Handbuches), wird diesen Ausfihrungen im allgemeinen zustimmen. Wenn aber
eine homologe latente Infektion als Ursache einer bestehenden Immunitédt nicht
durch den Virusnachweis beglaubigt werden kann, stellt sie nur mehr eine bloBle
Annahme dar, der man sich nicht anzuschlieBen braucht.

Sicher besteht — und das mag an dieser Stelle unterstrichen werden — die
wissenschaftliche Pflicht, verschiedene Thesen, die sich auf das gleiche Objekt
beziehen, miteinander in eine wenigstens leidliche Ubereinstimmung zu bringen.
Dal} diesem Grundsatze nicht nachgelebt wird, mag man aus den Auffassungen
erkennen, welche hinsichtlich der Pathogenese des Herpes des Menschen ver-
treten werden. Das Agens soll ein obligater Zellschmarotzer sein und die un-
spezifische Provozierbarkeit des Herpes beim Menschen darauf beruhen, dafl die
Majoritat aller Individuen nach Ablauf der ersten Lebensjahre dauernd latent
infiziert ist. Das latente Herpesvirus wurde aber nicht in Zellen, sondern in
Korperflissigkeiten (Liquor, Blutserum) gesucht, und wenn man den Befunden
einiger Autoren Glauben schenken will (sieche S. 42), daselbst auch gefunden.
Beim Herpes des Menschen soll die latente Infektion die stetige Quelle spontaner
periodischer Rezidive sein, sie soll sich willkiirlich aktivieren lassen, und das
latent infizierte Individuum soll auch von auflen her erfolgreich mit Herpesvirus
inokuliert werden kénnen; auf der anderen Seite aber werden latente Virus-
infektionen als Schutz gegen homologe Superinfektionen betrachtet.

2. Virusantigene und Virusantikorper.

Die Antigenfunktionen der Virusarten lassen keine prinzipiellen Abweichungen
von den Antigenfunktionen anderer Infektionsstoffe (Mikroben) erkennen, weder
hinsichtlich der Spezifitit der entstehenden Antikérper noch auch mit Beziehung
auf die Art der Antikdrper oder, wie man vielleicht besser sagen kénnte, auf die
duBere Form und die Reversibilitit der Antigen-Antikirper- Reaktionen in vitro.
Wir stehen jetzt nicht mehr auf dem Standpunkte, den E. W. ScHuLTZ noch im
Jahre 1928 einnahm, demzufolge keine Virusart imstande sein sollte, ,kom-
plementbindende* Antikérper oder ,,Pricipitine® zu bilden, und daB die sog.
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,,viruliciden Immunstoffe die einzige und fiir die Virusarten zugleich charakte-
ristische Antikorperart darstellen. Auch dieser Versuch, den Virusarten eine
Sonderstellung unter den iibertragbaren Agenzien anzuweisen und damit gleich-
zeitig ihre biologische Zusammengehdrigkeit zu sichern, ist gescheitert, u. zw.
nach beiden Richtungen.

Die Behauptung, daf spezifische Flockungen und Komplementbhindungs-
reaktionen mit Virusarten nicht zu erzielen sind, wurde durch eine gréfiere Zahl
positiver Resultate widerlegt.

Die Ursache der fritheren MiBerfolge kann nur in der Beschaffenheit der als
,,In-vitro-Antigene benutzten virushaltigen Préparate gesucht werden. Da sich
diese Fehlerquelle — selbst wenn sie genau bekannt wére (siehe unten) — nicht
immer ausschalten 1&8t, haben negative Ergebnisse auch heute noch blof bedingten
Wert. Wenn z. B. R. M. MYERS und M. J. CHAPMAN berichten, da3 sie zwar mit
Vaccine und mit Virus ITI spezifische Komplementbindungen bekamen, daB sich
aber derartige Antikérper im Serum herpesimmuner Kaninchen nicht nachweisen
lieBen, mufB dies nicht auf eine besondere Beschaffenheit des Herpesvirus bezogen
werden, sondern kann auf der Verschiedenheit der Versuchsbedingungen beruhen.

Anderseits sind die virusneutralisierenden Antikérper kein Reservat der
Virusantigene. Bekanntlich 148t sich die Wirkung dieser Antikérper durch
Komplement nicht verstirken und besteht nicht in einer ,,Virulicidie®, in einer
Abtétung, Denaturierung oder Inaktivierung des Virus; die Verbindung zwischen
Virus und virusneutralisierendem Antikérper ist vielmehr reversibel, derart, da@3
aus einem neutralen Gemenge beider Komponenten wieder aktives, d. h. infek-
tioses Virus freigemacht werden kann. Die Reversibilitdt ist aber, wie man
seit langer Zeit weil}, eine allgemeine Eigenschaft aller Antigen-Antikérper-
Reaktionen und in der Natur dieser Reaktionen begriindet; es ist unwesentlich,
ob das Antigen ein Toxin, ein Erythrocyt oder ein hochmolekulares Protein ist
(vgl. u.a. J. R. MARRACK).

Es konnte also nur auffallen, daB das Virus durch die Einwirkung des Antikorpers
nicht ,abgetdtet” wird und daB auch der Zusatz von Komplement — im Gegen-
satze zu den bactericiden Amboceptoren — die Infektiositét des Virus nicht ver-
nichtet. Im bactericiden Reagenzglasversuch ist es jedoch eben nicht der Anti-
koérper, dem die zellzerstorende Funktion zukommt, sondern das Komplement,
welches auf die mit dem Antikoérper beladenen Bakterien einwirkt; der Unterschied
beschrinkt sich somit darauf, daB zwar auch die Virusinaktivierung ein ,,tertium
agens‘‘ erfordert, daf aber dieses Agens nicht das Komplement, sondern die lebende
Zelle bzw. ein in derselben vorhandener normaler Stoff ist. Und selbst diese Differenz
ist nicht durchgreifend. Kennt man doch schon lange im Milzbrandimmunserum
einen Antikdrper, welcher nicht nach Art eines bakteriolytischen Amboceptors wirkt,
die Mikroben im Reagenzglase nicht abtétet und auch durch Komplementzusatz
diese Fahigkeit nicht gewinnt, im Organismus aber gleichwohl spezifisch antiinfektitse
Eigenschaften entfaltet (G. SOBERNHEIM). Von neueren Untersuchungen, aus denen
hervorgeht, daB sich verschiedene bekannte Mikroben (Bakterien, Protozoén) gegen
ihre Antikérper ganz dhnlich verhalten kénnen wie Virusarten und daB insbesondere
das Phi#nomen der Dissoziation neutraler Gemenge (d. h. die Gewinnung infektioser
Mikroben aus nicht-infektidsen Gemischen von Mikroben und Antiserum) reprodu-
ziert werden kann, seien hier zitiert die Angaben {iber ,,neutralisierende Antikérper®
gegen Toxoplasmen (SABIN und OrLiTskY) und die Studien {iber dissoziierbare Kom-
plexe von Pneumokokken und ihren Immunsera von ENDERS und SHAFFER.

Aus der Tatsache, daB die Virusarten die allgemeinen Eigenschaften von
Antigenen besitzen, 148t sich kein sicherer Schlufl auf die Natur der Stoffe ab-
leiten, welche die Viruselemente aufbauen. Wohl sind die Vollantigene in den
meisten Féllen hochmolekulare Proteine; aber dies muf3 nicht notwendigerweise
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der Fall sein, und die Spezifitit der antigenen Proteine hingt auch nicht von
der Gesamtstruktur ihrer Molekiile ab, sondern von zum Teil ziemlich einfach
gebauten Gruppen, nach einem von R. DoEgrr (3) vorgeschlagenen Ausdruck von
den ,,immunologischen Determinanten. Soweit bisher chemische Untersuchungen
an gentigend gereinigtem Virusmaterial ausgefithrt werden konnten (siehe S. 28
und vierten Abschnitt dieses Handbuches), ergab sich, daf} die Virusarten Eiweild
enthalten oder aus Eiweill bestehen. Ob die in Vaccinekérperchen von HUGHES,
PARKER und Rivers, W. Smita sowie CH’EN und in Bakteriophagen von M.
ScHLESINGER nachgewiesenen Kohlehydrate spezifitdtsbestimmende Polysaccha-
ride sind, ist ungewi3; die Berufung auf die Analogie mit den bakteriellen Poly-
sacchariden (BurNET, KEOGH und LUSH u.a.) wirkt nicht tiberzeugend, da
wichtige Argumente existieren, welche die Auffassung der Virusarten als ,,Mini-
malbakterien (H. DALE, J.E. BARNARD, BURNET und ANDREWES) nicht zu-
lassen. Doch muf} nicht jeder Virusart nur ein einziges spezifisches Amntigen ent-
sprechen. Nach S.P. BEDsON enthilt das Psittacosevirus ein coctostabiles
Antigen und eines, welches durch die Siedehitze rasch zerstért wird; beide
konnten durch Komplementbindungsreaktionen nachgewiesen werden. Zwei
Antigene konnten auch Cralcie und WisHART beim Vaccinevirus feststellen,
die sich in vitro wie die Komponenten eines Komplexantigens verhielten.
Ferner sollen auch im Influenzavirus zwei Antigene vorkommen, ndmlich eines,
welches an die Elementarkorperchen fest gebunden und am Neutralisierungs-
effekt beteiligt ist, und ein zweites, das wasserloslich ist, ausgewaschen werden
kann, wahrscheinlich schon frei wird, wenn sich das Virus im Gewebe vermehrt
und in die Komplementbindungsreaktion eingeht (R.W.FAIRBROTHER und
L. Hovrg). Die aufgezéhlten Virusarten besitzen durchwegs relativ groBe Ele-
mentarkérperchen (zirka 100—200my). Es wére daher erwiinscht, diese Unter-
suchungen so weit als mdoglich zu vervollstindigen, um konstatieren zu kénnen,
bei welcher GroBenordnung der Elemente die Mehrzahl spezifischer Antigene
aufhort und dem einheitlichen, artspezifischen Antigen Platz macht.

Die fritheren Angaben, daf3 man das Virus des Rous-Sarkoms I in eiweiBfreiem
Zustande gewinnen kénne, beruhen wahrscheinlich nur darauf, daB die gereinigten
Priparate zu wenig Virus enthielten; die EiweiBreaktionen versagen, wenn der
Proteingehalt unter zirka 0,01 mg pro Kubikzentimeter absinkt. Nach PENTIMALLI
ist das Tumoragens oder zumindest der Tréiger des eigentlichen Agens ein P-haltiger
EiweiBkorper und die von CLAUDE durch die Ultrazentrifuge abgeschiedenen konzen-
trierten Produkte konnten durch Trypsin ihrer tumorerzeugenden Wirkung beraubt
(inaktiviert) werden, enthielten somit Eiweil als einzigen oder doch als wesentlichen
Bestandteil. Auch LEDINGHAM und GYE sowie C. R. AMIES konzentrierten das Tumor-
virus auf der Ultrazentrifuge; die aus Tumorfiltraten ausgeschleuderten Bodensitze
enthielten reichlich ,,Elementarkorperchen®, deren Suspensionen von Immunserum
agglutiniert wurden und welche daher LEDINGHAM und AMIES als die Viruselemente
des RoUs-Barkoms betrachteten. Darnach wirde also das Virus als Agglutinogen
bzw. Précipitinogen wirken und der in Abrede gestellte EiweiBcharakter auch aus
diesem Grunde wahrscheinlich werden. SchlieBlich wurde auch die Ansicht vertreten,
das wirksame Prinzip sei ein Lipoid; die Experimente, welche von JOBLING, SPROUL und
STEVENS mitgeteilt wurden, um dies zu begriinden, konnten jedoch von E. M. FRAEN-
KEL und MAWSON sowie von POLLARD und AMIES nicht bestitigt werden.

Nicht umstritten ist somit nur die Existenz virusneutralisierender Antikérper.
Die chemische Natur des Antigens, welchem dieser Antikérper seine Entstehung
verdankt, konnte dagegen bis jetzt nicht mit Sicherheit ermittelt werden, und es
erscheint vorderhand auch noch ungewiB, ob dieses Antigen mit Immunserum andere
Arten von Vitroreaktionen (Agglutination, Prézipitation) liefert. Damit ist die
herrschende Situation noch immer nicht geniigend charakterisiert. B. M. FRAENKEL
konstatiert (in Gemeinschaft mit MAwsoxN), daB die Priparate, welche man aus
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filtriertern Tumorsaft durch verschiedene Reinigungsverfahren (Ultrazentrifuge,
Adsorption und Elution) darstellen kann, keinen Parallelismus zwischen tumor-
erzeugender Wirkung und Zahl der sogenannten ,,Elementarkérperchen erkennen
lassen und vermutet daher, daB das eigentliche Agens an diese Korperchen, die aus
einem unwirksamen Stoff bestehen wiirden, sorptiv angelagert ist (vgl. hierzu S. 100).
Ist das richtig, dann présentieren sich die Agglutinationen von LEDINGHAM und GYE
sowie von C. R. AMIES in einem ganz anderen Lichte und in weiterer Folge auch die
Frage nach den Antigenfunktionen des Sarkomagens; und wenn man erfihrt, daB
die Agglutination in gereinigten Suspensionen der ,,Elementarkorperchen® nicht
konstant auftritt und daB die Agglutinine auch im Blutserum normaler erwachsener
Hiithner nachgewiesen werden konnten [C.R.AMIES (2)], wird man in der von
FRAENKEL inspirierten Skepsis bestérkt.

Der Stand der serologischen Erforschung des Agens der zellfrei {ibertragbaren
Hiihnersarkome wurde hier etwas ausfiihrlicher skizziert, obzwar solche spezielle
Themata den folgenden Abschnitten dieses Werkes vorbehalten bleiben sollten.
Die Agenzien der Gefliigeltumoren beanspruchen jedoch allgemeines Interesse;
dann sollte auch an einem geeigneten Modell demonstriert werden, mit welchen
Fehlerquellen und Unsicherheiten — gemessen an den widerspruchsvollen Er-
gebnissen — solche Untersuchungen behaftet sind. Natiirlich gilt diese Kritik
nicht allgemein. Die ausgezeichneten Arbeiten iiber die serologischen Reaktionen
des Vaccinevirus [CRaIGIE und TuLrocs, CrATGIE, CRAIGIE und WISHART (I, 2),
PArRKER und RIVERS u. a.] bedeuten, wenn auch nicht restlose Klirung, so doch
wesentlichen Fortschritt. Man darf indes nicht vergessen, erstens, daB das
Forschungsobjekt (die PascrEnschen Vaccinekdrperchen) in mehrfacher, nicht
zuletzt auch in dimensionaler Beziehung technische Vorteile bot, und zweitens,
daB kein Recht besteht, die fiir Vaccinevirus gesicherten Resultate auf andere
Virusarten zu iibertragen.

Inwiefern die Versuchsbedingungen fiir das Vaccinevirus mit seinen relativ
groBen Elementen giinstiger sind als fiir die kleinen und kleinsten Virusarten,
bedarf eigentlich keines besonderen Kommentars. Dal ein bestimmtes Minimal-
quantum von Antigen notwendig ist, um einerseits die Produktion von Anti-
korpern im Organismus auszulosen und um anderseits mit Immunserum in vitro
sichtbar zu reagieren, ist natiirlich und auch experimentell vielfach festgestellt;
und daB dieses Minimalquantum bei gréBeren Viruselementen leichter zu ge-
winnen ist als bei kleineren, erscheint begreiflich. M. H. MERRILL hat aber diese
Verhiltnisse von einer besonderen Seite her analysiert, die wegen ihrer Be-
deutung hier diskutiert werden soll.

Auf Grund von Versuchen mit verschiedenen Objekten (Erythrocyten, Para-
typhusbacillen, Suspensionen von gewaschenen Vaccinekérperchen, einer Phagen-
suspension usw.) kommt MERRILL zu dem Schlusse, daf eine sichtbare serologische
Reaktion in vitro (Agglutination oder Prézipitation) nur dann eintritt, wenn im
Kubikzentimeter der verwendeten Antigenflissigkeit eine bestimmte Minimal-
zahl von Antigenpartikeln vorhanden ist und daf diese Minimalzahl ihrerseits
von der GroBe (Masse) der Antigenpartikel abhingt. Je kleiner die Partikel,
desto mehr miissen im Kubikzentimeter ,,Antigen‘’ enthalten sein; von Erythro-
cyten gentigten in MERRILLs Versuchen 4 X 10° pro Kubikzentimeter, von Para-
typhusbacillen waren 4 X 107 erforderlich, von Vaccinekérperchen 7,75 X 108;
fiir Gelbfiebervirus wurden 2,7 x 10", fiir Poliomyelitisvirus 1,9 x 102
Elemente pro Kubikzentimeter berechnet. Wenn daher mit gewissen Virusarten
keine Reaktionen in vitro erzielt werden kénnen, mufl man sich nach MERRILL
zunichst fragen, ob die als Antigen benutzte Priparation die quantitative Forde-
rung erfiillt hat, d.h. ob die Antigenmasse (das Produkt aus der Teilchenzahl
pro Kubikzentimeter und der Masse des Einzelteilchens) den fiir eine sichtbare
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Reaktion geniigenden Schwellenwert erreichen konnte. Im allgemeinen wird
sich dieses Postulat bei den Virusarten befriedigen lassen: a) wenn die Elemente
relativ groB sind (Vaccine, groBe Phagen), b) wenn sich die Suspensionen der
Elemente in hochkonzentriertem Zustande gewinnen lassen (Vaccine, Phagen)
und c) wenn das Ausgangsmaterial bereits eine hinreichend dichte Suspension
reprisentiert, was durch die Titrierung der Infektiositit (V. Abschnitt,
3. Kapitel) schitzungsweise beurteilt werden kann. Da die Kompliment-
bindungsreaktion etwa 10mal empfindlicher ist als die Prézipitation, nimmt
MEeRRILL an, dafl sich die minimale Antigenmasse fiir die erstgenannte Methode
etwa um eine Zehnerpotenz niedriger stellen diirfte.

Burner, KeocH und LusH zitieren in ihrer Monographie iiber die immuno-
logischen Reaktionen der filtrierbaren Virusarten zahlreiche Daten, aus welchen
hervorzugehen scheint, da die tatséchlichen Ergebnisse — bis zu einem gewissen
Grade und nicht ohne Hilfsannahmen — den Ansichten von MERRILL entsprechen.

MzrriuLs Hypothese beansprucht jedoch noch in anderer als methodologischer
Hinsicht volle Beachtung. Wie aus den vorstehenden Ausfithrungen erhellt,
macht MerrirL keinen Unterschied zwischen Agglutination und Prézipitation;
er faBt sie als Flockungsreaktionen auf, die nur durch die Grofle der geflockten
Elemente (Erythrocyten, Bakterien, Virusarten, Molekiile) differieren. Das ist
der Standpunkt, den heute mit wenigen Ausnahmen alle Immunologen ein-
nehmen, auch jene, welche sich mit der radikal unitarischen Ansicht von der
prinzipiellen Identitdt aller Antikérper nicht befreunden kénnen. Wenn aber
auch ,,Agglutinogen und Agglutinin® einerseits, ,,Précipitinogen und Précipitin‘
anderseits nur verschiedene Namen fiir gleiche Dinge wéren, so sind doch die
mit ,,Agglutination® und ,,Prézipitation’ bezeichneten Reaktionsformen bekannt-
lich nicht an gleiche Versuchsbedingungen gebunden. Bei der Agglutination kann
das Immunserum, u.zw. meist in hohem, zuweilen sogar exzessivem Grade
(1 : 10°) verdiinnt werden, bei der Prazipitation das Antigen; bei der Agglutination
iiberwiegt daher im Niederschlag das Antigen, bei der Prézipitation das Immun-
serum. MERRILL hat das auch beriicksichtigt und darauf zuriickgefiihrt, daf3 mit
abnehmender PartikelgréBe und gleichbleibender Antigenmasse die fiir die An-
lagerung des Immunserums verfiigbare Gesamtoberfliche der Antigenpartikel
wéchst; deshalb braucht man nach MErRrRLL 0,1 mg Erythrocyten, um einen
sichtbaren Niederschlag zu bekommen, aber nur 0,01 mg Paratyphusbacillen,
und nicht mehr als 0,0002 mg Pneumokokkenpolysaccharid.

Darnach wire, wenn man hinreichend feine Abstufungen der fillbaren Antigen-
teilchen zur Verfugung hitte, ein allméhlicher Ubergang des Reaktionstypus der
Agglutination in jenen der Prézipitation zu erwarten, und man kénnte ev. nach
dem Grade, bis zu welchem dieser Ubergang gedlehen ist, den Dispersitétsgrad
des Antigens beurteilen. DafB diese Uberlegungen eine Nutzanwendung auf die
serologischen Reaktionen der Virusarten zulassen, liegt auf der Hand.

Leider hat man sich bisher mehr mit der Komplementbindlmg als mit den
Flockungsreaktionen befaBt. Immerhin wissen wir aus den Untersuchungen von
W. M. STANLEY, daB das Tabakmosaikvirus (dessen Teilchen wahrscheinlich Stidbchen
von 430 my Linge und 12 mu Breite darstellen) in der gereinigten Form des kristallisier-
baren Virusproteins Reaktionen vom ausgesprochenen Typus der Prazipitation gibt;
Antigenverdiinnungen von 1:105—108 lieferten mit Antiserum Niederschlidge, wahrend
das Antiserum nur so weit verdiinnt werden kann, als das auch sonst bei der Pécipitin-
reaktion von EiweiBlésungen (Ovalbumin, Pferdeserum usw.) der Fall ist (K. S. CHE-
STER). Die beiden Phagenstdmme, welche F. M. BURNET und M. SCHLESINGER unter-
suchten, hatten groBere TeilchenausmaBe (die Schatzungen bewegten sich zwischen 50
und 90 my); die Reaktionen zeigten insofern eine deutliche Annéherung an die Aggluti-
nation, als das Immunserum auf 1:160—640 verdiinnt werden konnte und die
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Hauptmasse des Niederschlages aus dem Antigen und nicht aus dem Immunserum
stammte (F.M. BURNET). Bei den serologischen Reaktionen der Vaccinekdérperchen
sind die Verhiltnisse etwas weniger durchsichtig. Nach dem Teilchendurchmesser
(zirka 150 mp) hétte man eine weitere erhebliche Annédherung des Reaktionstypus
an die Agglutination zu gewértigen. In den als ,,Antigene‘‘ verwendeten Priparaten
kénnen jedoch neben den eigentlichen Viruselementen (den PascHENschen Korper-
chen) auch geldste spezifisch flockbare Substanzen vorhanden sein, welche von den
Elementarkdérperchen abdissoziieren, so da die Reaktion in solchem Fall eine Kom-
bination von Agglutination und Prézipitation représentieren mufl (J. CRAIGIE,
CrATGIE und WISHART). Man muB daher Suspensionen von Elementarkérperchen,
welche durch oftmaliges Waschen von den abdissoziierbaren Stoffen befreit wurden,
benutzen (CRAIGIE und WISHART) und kann dann in der Tat konstatieren, dal sich
die Antisera bis etwa 1:160—320 verdinnen lassen und daB sich die entstehenden
Flocken, wie die mikroskopische Kontrolle lehrt, aus Elementarkérperchen, d. h.
aus dem Antigen aufbauen (CRAIGIE).

Vermutlich wéren von ausgedehnteren und vertieften Untersuchungen dieser
Art weitere Aufschliisse zu erhoffen, wenn man auch naturgemi auf diese Weise
nicht erfahren kann, ob die Suspensionen kleinster Viruselemente molekulardisperse
Proteinlésungen darstellen. Vorldufig bestehen auch noch Schwierigkeiten, von
denen man nicht sagen kann, ob sie ausschlieBlich in den von MERRILL diskutierten
quantitativen Beziehungen begriindet sind. So konnte bisher keiner der kleineren
Phagenstdmme agglutiniert werden (BURNET, KEoGH und Luss, L c., S.251). Mit
Gelbfiebervirus und dem Virus des Rift-Valley-Fiebers (Teilchengrofien von zirka
25 mu) sollen dagegen spezifische Komplementbindungsreaktionen méglich sein
(BrooyM und Finpray, M. FROBISHER). G. E.DAvis und namentlich T. P. HUGHES
konnten aber zeigen, daBl im Laufe schwerer Gelbfieberinfektionen bei Menschen
und Affen neue Antigene im Blute auftreten, welche nicht mit dem Virus identisch
sind, sondern vom infizierten Organismus gebildet werden; diese Antigene erzeugen
Autoantikérper, welche in der Rekonvaleszenz zu finden sind und mit dem im akuten
Stadium kreisenden Antigen ausflocken. Damit ist eine Fehlerquelle aufgedeckt,
auf die man wenig geachtet hatte, und der spezifische Charakter der Komplement-
bindungsreaktionen beim Gelbfieber erscheint in Frage gestellt.

Mit der Prézipitation steht eine andere Immunitétsreaktion, die Anaphylaxie,
in engstem Zusammenhang [vgl. R. DoErr (3, 4)]. Im aktiv anaphylaktischen
Experiment tritt das Antigen zweimal in Funktion, einmal bei der Sensibili-
sierung des Versuchstieres und das zweite Mal bei der Auslésung der anaphylak-
tischen Reaktion; die Auslésung kann entweder am intakten Tier durch eine
intravendse Injektion oder am isolierten glatten Muskel (Uterushorn) mit Hilfe
der ScrurLTz-Darmschen Technik erfolgen. Die anaphylaktischen Antigene
(Anaphylaktogene) kénnen in Form von Lisungen oder als Zellsuspensionen (z. B.
als Aufschwemmungen von Erythrocyten, Bakterien, Spermatozoén usw.) ver-
wendet werden, u.zw. nicht nur fir die Sensibilisierung, sondern auch fiir die
Probe. Das gilt jedoch nur, wenn die Probe am intakten Tiere durch intra-
vendse Antigeninjektion vorgenommen wird. Priift man hingegen den Uterus
eines gegen artfremde Erythrocyten oder gegen Bakterien sensibilisierten Meer-
schweinchens im Ringerbad, so bewirken die zugesetzten Zellen keine anaphylak-
tische Kontraktion; um einen positiven Erfolg zu erhalten, mul man ,,geloste
Zellen‘“ (Zellextrakte) als Priifungsantigene benutzen (ZINsSER und PARKER,
Friepri). Diese Tatsache wurde bisher stets so gedeutet, dafl in der Blutbahn
des injizierten Tieres eine rapide Auflésung der zugefiithrten Zellen stattfinden
muf, da sonst der Schock, der beim Meerschweinchen auf einer spastischen Zu-
sammenziehung glatter Muskeln beruht, ausbleiben wiirde. W. GERLACH und
'W. FINKELDEY konnten in der Tat diesen als notwendig angenommenen Prozef3
mikroskopisch konstatieren, indem sie Meerschweinchen mit Hiihnererythrocyten
(die sich wegen ihrer Kernhaltigkeit leicht nachweisen lassen) aktiv priparierten
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und intravends reinjizierten; es fand eine stiirmische Héimolyse des Fremdblutes
statt, die nicht nur zum Austritt von Hb, sondern auch zum Poréswerden und
zum Zerfall der Stromata fithrte und oft schon in 2 Minuten beendet war.

Mehr als bei anderen Immunititsreaktionen wirkt sich im anaphylaktischen
Experiment der unreine Zustand der untersuchten Substanzen, insbesondere das
Vorhandensein von zwei oder mehreren Antigenen im gleichen Substrat stérend
aus. Daran mag es zum grofen Teil liegen, daB anaphylaktische Versuche mit
Virusarten bisher nicht ausgefiihrt wurden,! obwohl die technischen Voraus-
setzungen bei einzelnen Formen, wie z. B. bei der Vaccine, nicht ungiinstig liegen.
Bei der Vaccine lassen sich, wie die Untersuchungen von CRAIGIE und seinen
Mitarbeitern gezeigt haben, die Elementarkorperchen von spezifischen l6slichen
Antigenen (L und S) absondern und reinigen, so daf die Moglichkeit gegeben
wére, anaphylaktische Versuche am intakten Meerschweinchen und am Uterus-
horn unter analogen Bedingungen anzustellen, wie etwa mit Bakterien und den
aus ihnen hergestellten Extrakten bzw. den aus Bakterien isolierten Polysaccha-
riden (Tomcsik und KUROTCHEIN).

Allerdings miiten die in l8slicher Form abdissoziierbaren LS-Antigene auch in
den Elementarkoérperchen enthalten, sie miuBten Bestandteile ihrer Leibessubstanz
sein, da man sonst natiirlich das gegensétzliche Verhalten von ,,gelostem Antigen
und ,,Antigen in Zellform‘‘ nicht untersuchen koénnte. SABIN und in seinen neueren
Publikationen auch J.CRAIGIE (siche CRAIGIE und WiSHART) vertreten die Auf-
fassung, da die fraglichen Antigene nicht ¢» den Viruselementen, sondern auferhalb
derselben in dem durch die Infektion pathologisch verdnderten Gewebe entstehen
und an die Oberfliche der Viruselemente sekundér adsorbiert werden; ihr Ab-
dissoziieren wére nur die in vitro erfolgende Umkehrung dieses in vivo stattfindenden
Anlagerungsvorganges, gewissermafen die ,,Elution‘‘ der adsorbierten Stoffe. Bisher
ist nichts dariiber bekannt, ob sich Vaccinekdérperchen ohne Denaturierung ihrer
Antigenfunktionen 16sen lassen; sonst wire es am einfachsten, geloste und ungeldste
(eventuell auch vorher gewaschene) Koérperchen hinsichtlich ihrer sensibilisierenden
und schockauslésenden Eigenschaften miteinander zu vergleichen. Indes wiirde
schon der Vergleich der Elementarkérperchen mit den abdissoziierten Antigenen
Interesse bieten, da es ja nicht ausgeschlossen erscheint, da die These vom exogenen
Ursprung der Virusagglutinogene von dieser Seite her einer weiteren Kldrung zuge-
fithrt werden kann.

Das Virus des Tabakmosaiks kann in sehr reinem Zustande dargestellt werden.
Dieser Umstand wurde von K. G. CHESTER sowie von SEASTONE, LorING und
CHESTER ausgenutzt, um anaphylaktische Experimente auszufithren. In erster
Linie war aber unzweifelhaft die auf W. M. StaNLEYs Ergebnisse gestiitzte Auf-
fassung maBgebend, daB dieses Virus als ein hochmolekulares Protein zu be-
trachten sei, was auch STANLEY selbst veranlaBt hatte, mit seinen Priparaten
Priicipitine vom Kaninchen zu gewinnen. War aber das Virusprotein prici-
pitinogen, so konnte a priori mit dem positiven Resultat aktiv anaphylaktischer
Versuche gerechnet werden. In der Tat konnten die oben genannten Autoren
Meerschweinchen mit dem Mosaikvirusprotein sensibilisieren und durch intra-
venose Injektion der gleichen Substanz schweren, oft akut letalen Schock (mit
typischem Obduktionsbefund) auslésen. Dagegen reagierten die Uterushérner
von sperzifisch priparierten Meerschweinchen nicht in vitro, wenn dem Ringerbad,

1 Versuche mit Bakteriophagen ergaben negative Resultate. JUNGEBLUT und
E. W. ScuuLrz, welche die Scmurrz-DALEsche Technik beniitzten, konnten keine
Antigenfunktion der Phagen konstatieren, glauben aber ausihren Ergebnissen schliefen
zu diirfen, daB bei der Phagolyse neue Antigenkomplexe aus den Bakterienproteinen
entstehen, welche bei der Autolyse der Bakterien nicht auftreten.
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in welchem sie suspendiert waren, 0,5—1,75 mg Virusprotein pro Kubikzenti-
meter zugesetzt wurden.

SEASTONE, LoRING und CHESTER médchten den Kontrast zwischen dem posi-
tiven Resultat einer intravenésen Erfolgsinjektion und dem volligen Versagen
der Darmschen Methode darauf zuriickfihren, daB das Virusprotein im ersten
Fall in intimeren Kontakt mit dem sensibilisierten glatten Muskelgewebe gebracht
wird, wahrend es bei der Priifung in vitro die dullere Schicht des Uterushornes
(also wohl den serésen Uberzug) infolge seiner hochmolekularen Beschaffenheit
nicht zu durchdringen vermag. SEasToNE, LoriNGg und CHESTER zogen jedoch
zum Vergleiche ein anderes hochmolekulares Protein heran, das Hémocyanin
von Limulus polyphemus (Molekulargewicht nach THE SvEDBERG 3000000, d. h.
ein Siebzehntel des Molekulargewichts des Virusproteins, das mit 50000000 ange-
nommen wird), und fanden, dafB dieses sowohl in vivo als auch in vitro als schock-
auslosendes Antigen funktioniert; da aber das H&mocyanin in verdiinnten
Losungen in kleinere Komplexe dissoziieren kann und nicht festgestellt wurde,
ob dies bei der Auslosung der Reaktionen in vitro der Fall war, wird die Moglich-
keit offen gelassen, daB nicht das hochmolekulare Protein, sondern ein Dis-
soziationsprodukt desselben fiir den positiven Erfolg verantwortlich war.

Ob diese Vermutungen nach beiden Seiten hin, d. h. sowohl fir das Mosaik-
virus wie fiir das Limulushdmocyanin richtig sind, kann bezweifelt werden.
Der vom Peritoneum bekleidete Uterus zieht sich auf Antigenkontakt ebenso
schnell zusammen wie auf die Beriihrung mit Histamin, obwohl es sich um Stoffe
von sehr verschiedenem Molekulargewicht und auBerordentlich differenter
Diffusibilitdt handelt. Auffallend ist dagegen die von CHESTER und seinen Mit-
arbeitern nicht erwihnte Tatsache, daf} sich das Mosaikvirus in vivo und in vitro
ganz dhnlich verhielt wie ein geformtes Antigen d. h. wie antigenhaltige Zellen
(Brythrocyten, Bakterien), nur daB eben das Pendant, ndmlich das aus dem Zell-
verband befreite bzw. in Losung gebrachte Antigen (geldste Erythrocyten,
Bakterienextrakte, Polysaccharide) fehlt. Wenn es sich auch zunéchst blo um
eine Analogie handelt, deren weitliufige Interpretation verfritht wire, wird man
ihr doch Beachtung zollen miissen. Denn es wird ja hier von einer véllig un-
erwarteten Seite her die Frage aufgerollt, ob das Mosaikvirus wirklich nichts
anderes darstellt als ein hochmolekulares und in seinen wirksamen Losungen
molekulardisperses Protein, oder ob die Viruselemente biologische Einheiten sein
konnten, von denen wir uns keine prézise Vorstellung machen kénnen, weil unser
Konkretisierungsvermogen an das grofiere und qualitativ verschiedene Modell
der Zelle gebunden ist. Es ist klar, daB diese Alternative allgemeine Bedeutung
hat, zumindest fiir die Virusarten mit gleich geringer TeilchengrsBe.

SEASTONE, LoriNg und CHESTER bezeichnen ihre Untersuchungen, soweit sie
sich auf das Limulushimocyanin beziehen, als unvollstdndig, weil nicht er-
mittelt wurde, ob diese Substanz in der Daruschen Versuchsanordnung als hoch-
molekulares Protein oder als relativ niedermolekulares Dissoziationsprodukt
wirkte. Diese Liicke wire zunéchst auszufiillen, u. zw. in der Weise, dal man
den EinfluB des Molekulargewichtes bzw. der TeilchengroBe auf die schockaus-
16senden Fihigkeiten der Priifungsantigene in vitro systematisch priift, wozu
sich insofern die Moglichkeit bietet, als die Molekulargewichte der Proteine nach
THE SVEDBERG zwischen 34500 und 6000000 variieren. Mit der DALEschen
Technik sind iibrigens auch die nicht-proteiden Azofarbstoffe noch nicht unter-
sucht worden, welche letalen Schock zu erzeugen vermdégen, wenn man sie spezi-
fisch priparierten Meerschweinchen intravends einspritzt (LANDSTEINER und VAN
DER ScHEER). Auf der anderen Seite kénnen auch die Experimente mit dem
Virus des Tabakmosaiks keineswegs als abgeschlossen gelten, da die Resultate

Hdb. d. Virusforschung, I. 7
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unregelméiflig waren und einige Punkte weiterer Aufklirung bediirfen. Schlief3-
lich stehen jetzt auch anders Virusarten in weitgehend gereinigter Form zur
Verfiigung.

Man sieht, wie sich immer neue Wege erschlieBen, um in ein Gebiet einzu-
dringen, das frither weit unzugéinglicher schien, als noch alles mit Ausnahme der
Erzeugung iibertragbarer Krankheitsformen Objekt der Hypothesenbildung war.

G. Zusammenfassende Betrachtungen.

Soweit die Virusforschung Tatsachenforschung ist, hat man die genauere Be-
stimmung der Dimensionen der Viruselemente als eine der wichtigsten Errungen-
schaften der letzten Jahre zu bewerten. Zwar waren diese Ergebnisse zum Teil
schon friiher in verschwommenen Umrissen erkennbar; aber es fehlte jene Pri-
zision, die wir bei Angaben nach MaB und Zahl iiberhaupt fordern miissen und
die gerade in der Virusforschung berufen war, die Grenzen aufzuzeigen, innerhalb
welcher sich die Hypothese bewegen durfte. Die vorliegenden Daten — wenn
auch in mancher Beziehung noch der Ergénzung und Korrektur bediirftig —
lehren zunichst ganz eindeutig, daf sich die Ausmessungen der verschiedenen
Virusarten ganz gewaltig voneinander unterscheiden. Die urspriingliche Auf-
fassung, welche die biologische Einheitlichkeit dieser Infektionsstoffe aus ihrer
dimensionalen Zusammengehorigkeit ableiten wollte, ist dadurch ein fiir allemal
unhaltbar geworden, und diese Zerstorung der historischen Basis des Virus-
begriffes berechtigt zur Skepsis gegeniiber den gewissermaBen ,nachtréglichen‘
Bestrebungen, den nun einmal vorhandenen Ausdruck ,,Virus mit neuem, seine
biologische Homogenitédt beweisendem Inhalt zu fiillen.

Es ist begreiflich, daB sich der Umschwung der Anschauungen nicht mit
einem Ruck vollziechen konnte und daB er selbst jetzt bloB angebahnt, aber nicht
konsequent durchgefithrt ist; in der Praxis wird er sich fiir absehbare Zeit tiber-
haupt nicht durchsetzen. Wer iiber Virus und Viruskrankheiten Untersuchungen
anstellen will, mufl Methoden anwenden, welche mit den Forschungsmitteln der
Mikrobiologie nur wenige Berithrungspunkte haben; das muBl sich schlieflich in
der Vorstellung auswirken, daB der besonderen und einheitlichen Methodik auch
ein besonderes und einheitliches Objekt entspricht. Es ist das derselbe Weg, auf
dem sich das Schisma zwischen der Parasitologie und der Lehre von den patho-
genen Mikroben entwickelt hat, obzwar beide Disziplinen im Grunde genommen
dasselbe Thema, den Parasitismus behandeln und sich nur durch die Methoden,
welche die verschiedene Art der Parasiten erfordert, unterscheiden.

Immerhin hat sich die theoretische Einstellung doch in letzter Zeit gedndert.
Wihrend es noch vor kurzem nur wenige Autoren gab (wohl in erster Linie R. DOERR),
welche gegen die Erfassung der Virusarten als einer biologisch einheitlichen Gruppe
Einsprache erhoben, bekennen sich jetzt mehrere Spezialisten der Virusforschung
zu diesem Standpunkt, so z. B. KENNETH M. SMmITH, der 1936 schrieb: ,,In speculating
upon the nature of viruses wether of animals or plants, as a whole, it is well to re-
member that they are a heterogenous collection of disease agents and is by no means
certain that they are necessarily all of the same nature.“ Auch T. M. RIvERs hat
das unitarische Prinzip aufgegeben, da er sich 1936 &uBert: ,,To predicate that all
viruses are identical in nature would at least be bold if not foolish.*

T. M. Rivers, der a. a. O. die verschiedenen Hypothesen iiber die Natur der
Virusarten kurz bespricht, meint, daB drei Kategorien von Ideen existieren,
welche die iibersehbaren Moglichkeiten umspannen: 1. Die groen Virusarten
diirften ,,Mikromikroben‘‘ sein, gewissermaBen die Zwerge der Mikrobenwelt.
2. Die mittelgroBen Virusarten kénnten primitive, uns unbekannte Lebensformen
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reprisentieren. 3. Die extrem kleinen Virusarten endlich sind vielleicht unbelebte
pathogene Agenzien. Diese Dreiteilung ist nun zunéchst nichts anderes als das
Zugestdndnis, dal unsere Vorstellungen von der Organisation eines Lebewesens
um so weniger anwendbar werden, je stirker die GroBe der fraglichen Gebilde
abnimmt. , Es erscheint uns dann in zunehmendem Grade undenkbar, daf3 sich
aus so wenigen letzten Einheiten der Materie alle jene Partialstrukturen auf-
bauen, welche als substantielle Trédger der mannigfaltigen Lebensfunktionen
(Atmung, Assimilation und Dissimilation, Vermehrung, Vererbung) fungieren
sollen, wenn wir eben nicht die ,Organisation’ als Kriterium jedes ,Organismus
iiber Bord werfen wollen. [R. DoEgr (8), L. c., S. 128.)

Ebensowenig wie sich die GréBenverhiltnisse eignen, um die Virusarten von
anderen Infektionsstoffen biologisch abzugrenzen, sind sie als klassifikatorisches
Prinzip innerhalb der Virusgruppe brauchbar. Das Schema von RIVERS kann
daher nicht als ,,natiirliches System® der Virusarten gelten und verdankt seine
Entstehung auch nicht dem Wunsche, ein solches System zu schaffen. Es bringt,
um das nochmals mit anderen Worten zu sagen, die Absicht zum Ausdruck, die
von JAKOB HENLE, JEAN Louls PasTEuR und ROBERT KocH fest begriindete
Lehre, daB alle Infektionsstoffe Mikroben d.h. Elementarorganismen sind, so
lange aufrecht zu erhalten, als das irgendwie mdéglich ist, und abweichende Auf-
fassungen nur dann und nur soweit zuzulassen, als sie durch unwiderlegbare
Argumente erzwungen werden.

Solche Argumente sind aber gerade durch die Gr68enbestimmungen der Virus-
elemente erbracht worden. Wir kennen heute eine ganze Reihe von Virusarten,
deren Elemente einen Teilchendurchmesser von 10—35 myu aufweisen, und in
diesem Bereich wird die Idee eines Lebewesens aus mehrfachen Griinden unhalt-
bar, nicht zuletzt, weil das Raumbediirfnis des Eiweilles, des ,,unbedingt not-
wendigen Baumaterials jeder Zelle (vgl. S. EDLBACHER, 1. c., S. 68) in solchem
Teilchenvolum nicht mehr befriedigt werden kann [R. Doxrr (8)]. Das wird
ziemlich allgemein zugegeben, u. a. auch von W. J. ELFORD; nur wird die obere
Grenze dieses Bereiches heute niedriger angesetzt als das seinerzeit von Mac
KeNDRICK, Luo ErrErRA, HormEeIsTER und Haxs MOLISCH in Aussicht ge-
nommen war (siche S. 18).

Auf der anderen Seite sind wir wieder durch die Messungen dariiber unter-
richtet, daB es Virusarten mit erheblich gréBeren Teilchendimensionen gibt; fiir
sie gelten natiirlich die eben diskutierten Erwégungen nicht oder nicht in gleichem
MaBe. Die groBeren Formen konnten iiberdies mit verschiedenen Methoden
optisch erfaflt werden, und wenn auch die Deutung der Befunde in diesem Teil
der ,,Elementarkorperchenforschung‘ oft unkritisch und rein willkiirlich erscheint,
muB doch anerkannt werden, daf3 die dargestellten Gebilde in einigen Féllen,
in erster Linie bei der Psittacose, der Variolavaccine und den Gefliigelpocken
den Eindruck kleiner Mikroben machen. Das Urteil stiitzt sich zudem nicht blof3
auf morphologische Kriterien (gleiche Grofle, Form und Farbbarkeit der Elemente
einer Virusart), sondern wird durch die Grofenbestimmung mit Filter und Zentri-
fuge, durch den qualitativen und quantitativen Parallelismus zwischen dem Ge-
halt an sichtbaren Elementarkorperchen und Infektiositdt des Substrats, in
manchen Fillen, wie z. B. bei der Vaccine, auch durch serologische Reaktionen
(Agglutination) weitgehend gesichert.

Drittens haben wir den Messungen zu entnehmen, daf in den Groéflen-
abstufungen der Viruselemente kein Sprung existiert, wenn wir alle dibertragbaren
Agenzien (einschlieflich der Bakteriophagen und der tumorerzeugenden Stoffe)
beriicksichtigen (siehe S. 29). Aber wenn auch eine Diskontinuitit der dimen-
sionalen Skala bestiinde, so wiirde das nichts an der Tatsache &ndern, daf sich

*



100 R.Dorrr: Die Entwicklung der Virusforschung und ihre Problematilk.

grof3- und kleinkalibrige Virusarten in allen wesentlichen Higenschaften gleichen und
daB sie auch keine grundsitzliche Abweichung von anderen infektitsen Keimen
(Bakterien, Protozoén, Spirochiten usw.) erkennen lassen. Alle vermehren sich
in geeigneten Wirten und fristen ihre Existenz in Wirtsketten, alle zeigen einer-
seits die Konstanz der Merkmale ihrer Art und auf der anderen Seite eine gewisse
Variabilitit und Anpassungsfihigkeit, die besonders dann zutage tritt, wenn ihre
Vermehrung in eine andere Wirtsspezies verlegt wird usw. Da sich die Virus-
arten ferner von den bekannten pathogenen Mikroorganismen in dimensionaler
Beziehung nicht scharf abgrenzen lassen (siehe S.25), so sieht man a priori
nicht ein, warum eine Scheidewand vorhanden sein soll — und noch dazu mitten
im Bereiche der Virusarten —, welche die ungeheure Schar der parasitischen
Mikroben von einer Minderzahl von Infektionsstoffen trennt, die irgend etwas sein
diirfen, nur eben keine Mikroben (Elementarorganismen), u. zw. nur wegen ihrer
minimalen, in die Region der Eiweilmolekiile hinabreichenden GroBenausmale.

Durch diese Ausfithrungen ist der Konflikt objektiv gekennzeichnet, in den
uns die Bestimmungen der Dimensionen der Viruselemente versetzt haben. Nach
meinem Ermessen qibt es nur zwei Moglichketten, wie man sich mit dieser Sachlage
abfinden kann: Entweder sucht mon den Konflikt zu beseitigen, und muf3 dann auch
den kleinsten Viruselementen den Charalkter lebender Einheiten zuerkennen, oder
man lift den Konflikt bestehen, indem man meben belebien Infektionsstoffen (Mi-
kroben) unbelebte uibertragbare Agenzien annimmt. In dem einen wie im anderen
Falle mull man derzeit den Beweis schuldig bleiben und zu hypothetischen Kon-
struktionen greifen.

Erkenntnistheoretisch ist natiirlich die Beseitigung des Konflikts vorzuziehen;
es fragt sich jedoch, um welchen Preis sie erkauft werden mull. Zwei Losungen
lassen sich hier voraussehen, die man mit den Schlagworten ,,Leben ohne Eiweif3*
und ,,lebendes Eiweifs in kleinster Masse’* bezeichnen kann.

Die erste Losung, ndmlich daf die Lebensvorginge nicht an Proteine ge-
bunden sein miissen, konnen wir heute ablehnen. AuBerhalb der Virusarten
kennen wir kein Beispiel dieser Art: und im Bereiche der Virusarten selbst
konnte durch neuere Untersuchungen gezeigt werden, da8 iiberall dort, wo eine
chemische Analyse durchgefithrt wurde, Eiweill festzustellen war, u.zw. bei
Virusarten mit relativ grofen Teilchen sowohl (Vaccine) als auch bei iibertrag-
baren Agenzien von mittlerer Gréfe (Bakteriophagen) und, was natiirlich am
wichtigsten ist, bei Virusarten von besonders kleinen Dimensionen (Virus des
SropEschen Kaninchenpapilloms, der equinen Encephalomyelitis und der Mosaik-
krankheiten héherer Pflanzen). Es ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit anzu-
nehmen, dafl das nachgewiesene Protein in allen diesen Fillen tatséchlich ,, Virus-
protein ist, d. h. daB es der Substanz der Viruselemente angehort und daB man
es nicht als Triger des adsorbierten eigentlichen Virus aufzufassen hat. Normale
Proteine des Wirtsorganismus kommen aus immunologischen wie aus physi-
kalischen und chemischen Griinden iiberhaupt nicht in Betracht. Es kénnte sich
also nur um pathologische Hiweilstoffe des Wirtskdérpers handeln, an welche das
Virus angelagert sein miifite; doch liegt hierfiir kein Beweis vor, da es bisher
nicht gelungen ist, den supponierten Komplex von Virus und pathologischem
Wirtsprotein zu dissoziieren, d.h. Virus in eiweilfreiem Zustande zu gewinnen.

Die zweite Losung, die sich in der Devise ,lebendes Eiweil in kleinster
Masse‘* verkérpert, ist kein durch die moderne Virusforschung erzwungenes Denk-
produlkt.

Die Vorstellung, daB die Zelle die primitivste und nicht weiter teilbare Grund-
form allen Lebens reprisentiert, hat schon im vorigen Jahrhundert nicht be-
friedigt. So entstanden zunichst die Bestrebungen, Strukturen des Zellplasmas,
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wie die Granula (Mitochondrien) als selbstéindige, der Zelle urspriinglich fremde,
aber von ihr abhingig gewordene Lebewesen (Symbionten) zu definieren (vgl.
P. BUCHNER, 1. c., S. 8091ff.). Mit dieser Richtung, die 1875 einsetzte und in ver-
schiedenem Gewande bis in die neuere Zeit Anhénger fand, ist eine andere ver-
wandt, welche die Zelle ebenfalls nicht als niederste und unteilbare Lebenseinheit
gelten 148t, die aber insofern abweicht, als sie die Zellstrukturen als zelleigene
Formelemente betrachtet, die — wenn auch nur innerhalb des Zellverbandes —
eine gewisse Selbstindigkeit der Lebensfunktionen besitzen. Die Regenerations-
erscheinungen an verstiimmelten Protisten, die morphologische Zellforschung und
insbesondere das Studium der Vorgénge bei der mitotischen Zellteilung und bei
der Befruchtung der Eizellen mufBten der Idee, daf3 die Zelle keine Einheit,
sondern bereits ein Komplex von weit kleineren Einheiten sei, stets neue Impulse
zufithren. Dazu kam die Erwigung, daB das Leben auf Erden nicht mit einer
Zelle begonnen haben kann. Der nicht abweisbare Gedanke der gemeratio
aequivoca verlangt, dafl wir die Existenz von ungleich einfacheren Lebensformen
zugeben (vgl. die zusammenfassende Darstellung von T. M. RIvers, ferner H. F.
OsBORN, D’HERELLE, J. ALEXANDER U. a.).

In der Virusforschung hat sich aber am stirksten die morphologische Inter-
pretation der MENDELschen Vererbungsgesetze ausgewirkt, die Lokalisation der
Erbfaktoren oder Gene in den Chromosomen. Aus den Ergebnissen der experi-
mentellen Vererbungsforschung schlieflen wir, daBl jedem Gen ein winziges Stoff-
teilchen als materielles Substrat der betreffenden Erbanlage entspricht und daf
diese Teilchen in den Chromosomen fadenférmig aneinandergereiht sind. Kennt
man die Masse der Chromosomen und die Zahl der in ihnen lokalisierten mendeln-
den Erbfaktoren, so kann man den Raum, den jedes Gen fiir sich beansprucht,
bzw. seine TeilchengroBe berechnen. An geeigneten Objekten (Gameten von
Drosophila melanogaster) wurden auf diese Weise Durchmesser von 20—80 my:
ermittelt, Werte, die als maximal anzusehen sind, da nicht anzunehmen ist, daf
man selbst an einem so genau untersuchten Objekt, wie es die Drosophila de facto
ist, sdémtliche mendelnde Unterschiede kennt (cit. nach FERGUSON). 20—80 mu
entsprechen aber den linearen Dimensionen der kleinsten bis mittelgroBen Virus-
elemente, womit ein Bertihrungspunkt gegeben wére.

Anderseits schreibt die Vererbungslehre den Genen einen hohen Grad von
Selbsténdigkeit und Unverdnderlichkeit zu, der aber mit einer gewissen, alle
Organismen auszeichnenden Plastizitét einhergeht; die Gene kénnen unter kiinst-
lichen Bedingungen (Bestrahlung) sowie spontan variieren (Mutation) und die
spontane Variabilitdt kann sich soweit steigern, daB die Bezeichnung ,,labiles
Gen‘‘ gerechtfertigt erscheint (A. Erxst). Bei der Mitose verdoppeln sich be-
kanntlich sémtliche Gene, ein Vorgang, der entweder so gedeutet werden kann,
daB sich die Gene durch Wachstum vergréfiern und dann durch Zweiteilung ver-
mehren, oder daBl neben jedem Gen ein homologes durch die Zelle gebildet wird ;
hélt man die erste Auffassung fiir richtig, so bedeutet dies, wie A. ERNST aus-
fithrt, daB man den Genen eine Fundamentaleigenschaft der lebendigen Substanz
zuerkennt, daf man sie nicht mehr als bloBe Bestandteile der Zellsubstanz,
sondern als vermehrungsfihige Plasmaprodukie betrachtet. Die Kleinheit der
Gene hat die Genetiker jedenfalls nicht gehindert, ihnen hypothetisch den Rang
von Lebenseinheiten zuzusprechen. Bei M. DEMEREC stoBen wir sogar 1933 (also
schon vor der ersten Publikation von W. M. STANLEY) auf die Ansicht, daB die
Gene chemisch-physikalisch als einfache, wenn auch besonders grofle Molekdiile,
u. zw. als Proteinmolekiile zu denken wiren, eine Konzeption, welche sich mit
dem ,Jlebenden Molekiil* BrrseriNcks und den ,,Molekulobionten‘ spéterer
Autoren (J. ALEXANDER, R. S. Arcock u. a.) deckt.
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DaB sich durch die Geneforschung ein Weg 6ffnet, um zu einem Verstédndnis
der Eigenschaften kleinster Virusarten zu gelangen, hat zuerst E. WoLLMAN in
einer Reihe von Arbeiten auseinandergesetzt. Es ist kein Zufall, da3 sich die
Ausfiihrungen von WorLLMAN gerade auf die Bakteriophagen bezogen, da die
Erfassung der Phagen als Parasiten der Bakterien (0’HERELLE) vielfach auf
Widerspruch stie und andere Hypothesen, welche iiber die Natur dieser Agenzien
aufgestellt worden waren, gleichfalls nicht allgemein zu befriedigen vermochten.
Mit vielen anderen Autoren nahm auch WoLLMAN an, daf die Phagen Produkte
der Bakterien seien, aber nicht irgendwelche Fragmente des Bakterienleibes und
auch keine Enzyme, sondern freigewordene modifizierte Gene. Seither haben sich
zahlreiche Autoren in gleichem Sinne gedufBlert, zum Teil mit anregender und
suggestiver Begriindung, zum Teil in mehr oder weniger oberflichlicher Weise ; es
seien hier genannt H. J. MULLER, DuccaR und ARMSTRONG, H. v. EULER, MURPHY,
CARREL, A. Lworr, D. KosTorr, J. Daranyr, J. W. Gowex und W. C. PricE.

In mancher Hinsicht konnten die Beziehungen oder richtiger Analogien zwischen
Virus und Gen noch vertieft werden, so z. B. von A. LworrF, der darauf hinwies, daf3 die
Vermehrung der Gene ebensowohl wie jene der Phagen und der Mosaikvirusarten
der Pflanzen an Zellteilungen zwangliufig gebunden ist, oder von KOSTOFF, der
zeigte, daB ein und dieselbe Krankheit der Tabakpflanze (,,Frenching‘‘) in manchen
Fillen auf einer Virusinfektion, in anderen auf Storungen des Genoms beruhen kann.
Wie die zitierten Beispiele erkennen lassen, erstreckten sich die Vergleiche — von
wenigen Ausnahmen abgesehen — nicht auf alle Virusarten, sondern beschrénkten
sich auf die Phagen, die Mosaikvirusarten der Pflanzen und die tibertragbaren Agenzien
der Hiithnersarkome (J.B. MuUrpHY, A. CARREL), also auf eine Gruppe, in welcher
die mikrobielle Natur nicht so sehr aus dimensionalen wie aus anderen Grinden als
unwahrscheinlich anzusehen ist (R. DoERr, E. M. FRAENKEL).

Mag die Analogie mit den Genen in mancher Hinsicht bestechend sein, so
verblaBt dieser Eindruck doch sofort bei einer eingehenderen Analyse. Wenn
wir auch wenig iiber die Natur der Gene wissen und die Hypothesenbildung
infolgedessen weiten Spielraum hat, erscheint doch die Idee duBlerst gewagt, daB
sie aus dem Zellverband ohne Schidigung ihrer Eigenschaften losgeldst und dann
bei der Ubertragung auf gesunde Zellen wieder eingefiigt werden kénnen. Nor-
male Erbfakioren bekunden im Zellverband oft eine hohe Resistenz gegen &duflere
Einfliisse (Anabiose, Pflanzensamen, Bakteriensporen usw.); daBl man aber
1solierte Gene jahrzehntelang unverdndert aufbewahren kann, wie das bei den
Phagen festgestellt wurde [R. DoErr (10), J. BorDET], dal man sie im feuchten
wie im trockenen Zustande auf hohe Temperaturen erhitzen kann wie die Phagen
und manche Arten des Mosaikvirus (DoErr und Rosg, VEpDER, K. M. SMITH u.a.),
ist durchaus unwahrscheinlich und weder fiir normale noch fiir pathologische
Gene durch experimentelle Erfahrungen beglaubigt. Die Widerstandstdhigkeit
der Gene reicht, soweit wir dariiber unterrichtet sind, nicht weiter als die Lebens-
fahigkeit der Zelle, welcher sie angehoren; die Resistenz der Phagen dagegen
iiberschreitet jene der Bakterien gewaltig.

Die Vorstellung des Gens, das als winziges Gebilde in den Chromosomen
lokalisiert ist, hat sich auf Grund der Resultate von Bastardierungsexperimenten
entwickelt, also durch die Analyse des Erbganges bei der zweieltrigen (getrenni-
geschlechilichen) Fortpflanzung; da ferner der Bastardierung enge Grenzen ge-
zogen sind, speziell wenn man fruchtbare Bastarde erzielen will, kennen wir das
Gen hauptséichlich als Tréger mendelnder Rassenunterschiede. Bei der zweieltrigen
Fortpflanzung konnen wir daher nicht behaupten, daB die Vererbung sdmilicher
Anlagen einschlieBlich der Artmerkmale durch die Chromosomen bzw. die
chromosomalen Gene vermittelt wird. Das Protoplasma ist zweifellos an der
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Vererbung in hohem Grade beteiligt, u. zw. nicht bloB durch die zwischen ihm
und den Chromosomen bestehenden Wechselbeziehungen (A. Bracuer, R. HARr-
DER, F. OEHLKERS u. a.). Anderseits ist es nicht ohne weiteres zulissig, die Idee
des Gens auf Protisten zu iibertragen, welche sich ungeschlechtlich vermehren und
keine Chromosomen besitzen wie die Bakterien. Die Aussage, daf die Phagen
krankhaft modifizierte Gene der Bakterien seien, ist also auch vom Standpunkt
der Genetik anfechtbar. Man kann sich hier nicht damit helfen, dafl man unter
,,Gen® einen beliebigen materiellen Triger einer Erbanlage verstehen will; denn
es war gerade der Genbegriff, den die Chromosomenforschung gezeugt hat, der
zum Vergleich mit dem Virus herausforderte.

E. WoLLMAN gehort — um einen Ausdruck von A. GRATIA zu gebrauchen —
zu den ,,Endogenisten, d.h. er betrachtet die Phagen nicht als Parasiten,
welche von aulen her in die Bakterien eindringen, sondern als Stoffe, welche in
den Bakterien entstehen. Fiir den Endogenisten ertibrigt sich vom Standpunkte
der Okonomie der Hypothesenbildung die Notwendigkeit, den Agenzien, welche
nach seiner Meinung durch die Lebenstétigkeit der Wirtszellen produziert werden,
eigene Lebensfunktionen, insbesondere die Vermehrungstihigkeit zuzuschreiben
(vgl. S. 33). Der Vergleich der Virusarten mit den Genen verfolgt aber gerade
diesen Zweck und konnte daher — zumal er sich ohnehin nicht durchfiihren
laBt — beiseite geschoben werden, sobald man sich in einem bestimmten Falle
fiir die endogene Virusbildung entschieden hat. In dem Vergleich zwischen Virus
und Gen steckt aber ein theoretisches Moment, welches von diesem Bekenntnis
unabhingig ist, ndmlich der Hinweis auf Formelemente — eben die Gene —,
welche sehr klein sein miissen, so klein wie die kleinsten Virusarten und vermut-
lich nicht viel grofler als kompliziertere Proteinmolekiile, und die trotzdem mit
(bis zu einem gewissen Grade selbstindigen) Lebensfunktionen ausgestattet zu
sein scheinen. Spricht man in diesem Sinne von den Virusarten als von ,,freien
Genen‘‘, so bedeutet dies nur, daB man vor der Annahme kleinster Lebens-
einheiten nicht zuriickzuschrecken braucht, weil eine allerdings nicht sehr trag-
féhige Analogie fiir diese Moglichkeit vorhanden ist; vom Gen im Zellverband
zum Parasiten mit einem Durchmesser von 10—30 my wére noch immer ein
weiter Schritt.

Die Untersuchungen von W. M. STANLEY und ihr weiterer Ausbau durch
STANLEY selbst, durch F. C. BAwbpEeN, R. Wyckorr, R. J. Bust, K. S. CHESTER
werden allgemein als eine besonders wichtige Etappe der modernen Virus-
forschung angesehen, obwohl begreiflicherweise bei manchen Autoren eine vor-
sichtigere Einschitzung zu konstatieren ist [T. M. R1vERs (), L. W. RISCHROW
(2), A. GRATIA u.a.] und auch einige Einwinde erhoben wurden, iiber die sich
der Leser im vierten Abschnitt dieses Handbuches orientieren kann.

Hier sei nur erwidhnt, dafl man der Kristallisierbarkeit des Tabakmosaikvirus
nicht mehr jene Bedeutung beilegen will als in der ersten Zeit nach dem Bekannt-
werden der STaNLEYschen Ergebnisse. Einmal, weil es sich nicht um ,,Kristalle‘
im mineralogischen Sinne, sondern wahrscheinlich um biindelférmig aneinander-
celagerte langgestreckte (fadenférmige) Eiweillmolekiile handelt, welche senk-
recht zur Lingsachse hexagonal angeordnet sind, so daB bei der Durchleuchtung
mit Rontgenstrahlen in dieser Richtung eine Kristallgitterfigur entstehen muf,
wahrend die Molekille in der Léngsachse der Biindel keine regelmifBige An-
ordnung besitzen (BAwDEN, Prrie, Berwvan und Fawruvceer, K. H. MEYER,
J.D. BERNAL und J. FANKUCHEN); dann aber auch, weil die ,Kristallisation‘
und selbst das wiederholte ,,Umkristallisieren‘ keineswegs die absolute Reinheit
der Endprodukte verbiirgt [K. S. CHESTER, SEASTONE, LORING und CHESTER,
BAwDEN und Prrie, A. GRATIA und P. MANTL (4)].
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Es hat sich jedoch gezeigt, daB man den Reinheitsgrad der Priparate steigern
kann, z. B. durch die Ultrazentrifuge (Wycxo¥F und Corzry), durch die Kom.
bination von ,,Umkristallisieren‘ und Zentrifuge, durch Wegdauen des normalen
Pflanzenproteins (BAWDEN und Prrie). Auch der erstgenannte Umstand (die
Deutung der Kristallform) schmilert nicht die Tragweite der Feststellung, daB
STANLEY aus krankem Wirtsgewebe einen Stoff isoliert hat, der 1. ein Protein,
2. serologisch spezifisch und von den Normalproteinen der Wirtspflanze ver-
schieden, 3. hochinfektiés war und 4. in Losungen (innerhalb eines bestimmten
pr-Bereiches) einen einheitlichen Dispersitétsgrad zeigte, wie das Verhalten
auf der analytischen Ultrazentrifuge lehrte (Wycrorr). Es liegt bisher
keine Veranlassung fiir die Vermutung vor, daB dieses Protein das eigentliche
Virus nur als akzidentelle Beimengung enthalten kdnnte, wie das manche Autoren
(T. M. Rivers, A. GRATIA und P. MANIL u. a.) als moglich hingestellt haben, viel-
mehr sprechen die Untersuchungen, die am Mosaik des Tabaks und anderen
Viruskrankheiten von Pflanzen, ja sogar von Tieren angestellt wurden, dafir,
daB die dargestellten Produkte de facto Virusproteine waren, d. h. daf3 die In-
fektiositit der Priparate als eine an die isolierten Eiweilkorper gebundene Eigen-
schaft zu betrachten ist.

STANLEY schloB einen seiner Vortrige iiber dieses Thema mit dem Satze:
,»BEITERINCK’s description of tobacco-mosaic virus in 1898 as a “contagious living
fluid” and as a new type of infectious agent appears to be correct.” Wie das zu
verstehen ist, geht aus folgender, bei der gleichen Gelegenheit gemachten AuBerung
hervor: ,,In any event, it now appears possible to list protein molecules along
with bacteria, fungi and protozoa, as infectious disease-producing agents.*
STANLEY hilt also die Ldsungen des Virusproteins fiir molekulardispers, was sich
auch aus dem Umstande ergibt, daB aus dem Verhalten auf der Zentrifuge nicht
TeilchengréBen bzw. Partikelgewichte, sondern Molekulargewichte berechnet
werden. Der Frage, ob diese Proteinmolekiile als lebend oder unbelebt zu gelten
haben, méchte STANLEY eben auf Grund seiner experimentellen Ergebnisse und
jhrer Deutung die Berechtigung absprechen. Die Grenze zwischen belebt und
unbelebt existiere vermutlich nicht, da die Virusproteine einerseits die Charakte-
ristika von Lebewesen besitzen (spezifische Empfénglichkeit bestimmter Wirts-
arten, Fahigkeit der Vermehrung, Variabilitdt), und da sie nichtsdestoweniger
EiweiBmolekiile sind und als solche auch als unbelebt gelten kdnnen. In den
letzten Worten liegt natiirlich eine Inkonsequenz, der man schon bei BEITERINCK
begegnet und die durch die Scheu bedingt ist, Molekiile als Lebenseinheiten an-
zuerkennen. STANLEY tut das aber, wenn er die Proteinmolekiile mit Vermehrungs-
fahigkeit ausstattet.

Das Wagnis wird dadurch nicht geringer, da man die komplizierte Struktur
groBer Proteinmolekiile als eine Art von Organisation hinstellt, welche wesentliche
Leistungen lebendiger Substanz ermoglicht (STANLEY); es wird auch nicht abge-
schwicht, wenn man — wie das iibrigens auch bei den Genen von G. HAASE-BESSEL
proponiert wurde — eine Anleihe bei der WiLLsTATTERschen Theorie der ,,Simplex-
verbindungen* macht und das Proteinmolekiil als Tréger (,,Pheron‘‘) betrachtet,
dem prosthetische, die vitalen Funktionen vermittelnde Gruppen (die ,,Agonten®)
angekoppelt sind (R. J. BEST). Es ist und bleibt eine Absage an den ,,berechtigten
Vitalismus®, als dessen Programm GUSTAY WOLFF den ,,offenen und riickhaltlosen
Verzicht auf die mechanistische Grundlage und die Stellung des Problems unter den
Gesichtswinkel einer vitalen Eigengesetzlichkeit® bezeichnet.

G. Worrr schlieBt einen Aufsatz iiber den ,,alten und neuen Darwinismus
mit dem Ausspruch: ,,Es scheint, daf alle erdenkbaren Verbesserungsversuche
auf der bisherigen® (scil. mechanistischen) ,,Grundlage durchprobiert werden
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miissen, bis wir uns zu der Uberzeugung durchringen werden, daB eine nur in
den Lebenserscheinungen sich offenbarende und die scharfe Grenze zwischen
Lebendem wund Nichtlebendem bezeichnende, d. h. vitalistische Gesetzlichkeit
sowohl die individuellen Vorgéinge im einzelnen Lebewesen als auch das phylo-
genetische Geschehen im Laufe der Geschlechter beherrscht. Der zitierte Aufsatz
erschien 1937, und WoLrF wuBlte natiirlich von den Resultaten der Virusforschung
sowie von der durch STANLEY herbeigefiihrten Peripetie; er hat aber ebenso wie
Haxs DriEscH in seinen ,,Studien zur Theorie der organischen Formbildung‘
(1937) an der zu keiner Konzession bereiten vitalistischen Einstellung festgehalten.

Auf der anderen Seite hat die Virusforschung durch ihre neueren Ergebnisse
jene Bestrebungen michtig geférdert, welche, von den gewaltigen Umwilzungen
in Physik und Chemie ausgehend, die Kluft zwischen lebendiger Substanz und
unbelebter Materie zu tiberbriicken suchen. Es ist natiirlich ausgeschlossen, an
dieser Stelle auf das umfangreiche, zum Teil naturwissenschaftliche, zum Teil
philosophische Schrifttum einzugehen, in welchem diese Richtung mannigfaltigen
Ausdruck gefunden hat; wenn die Namen von BUrRr und NortHROP, MAX
HarTMANN, L. v. BERTALANFFY, N. W. Pirig, H. REICHEL hier genannt werden,
geschieht das nur, um dem TLeser einige literarische Ausgangspunkte anzugeben,
von denen aus ihm die weitere selbstédndige Orientierung, soweit er ihrer bedart,
leicht sein diirfte. Sofern es sich um Arbeiten der letzten Zeit handelt, wird oft
auf die Virusarten (Bakteriophagen) hingewiesen, wenn auch meist nur, um an
einem aktuellen Beispiel zu zeigen, da8 es in einem gegebenen Falle schwer sein
kann zu entscheiden, ob Lebewesen oder ,,blo Fermentsysteme* anzunehmen
sind; es wird daraus gefolgert, daB eine scharfe Grenze zwischen ,,belebt** und
,»»unbelebt*‘ mdglicherweise gar nicht existiert, wie ja auch andere Abgrenzungen
(z. B. zwischen ,,Tier und ,,Pflanze”) mit fortschreitender Naturerkenntnis
ihren prinzipiellen Wert eingebii3t haben. Es ist im Wesen doch nur die Tendenz,
dem Vitalismus, in welchem ein verfrithter Verzicht auf naturwissenschaftliche
Erklirung steckt (M. HaArTMANN), die Hoffnung entgegenzusetzen, daf es einmal
gelingen koénnte, ,,die spezifischen Gesetze des Organischen aus jenen Grund-
prinzipien abzuleiten, die fiir die Welt des Anorganischen gelten®. Es wird aber
nicht behauptet, dal diese Erwartung nunmehr insofern bereits erfiillt sei, als
die Virusproteine den Ubergang von jenem Organisationstypus im Atom oder
Molekiil, welcher den Chemiker interessiert, zum Organisationstypus der Zelle,
mit welchem sich bisher die Biologen befalBten, reprisentieren, wie das von
STANLEY als moglich hingestellt wurde.

J. ALEXANDER fithrt 1936 aus, daB die Wahrscheinlichkeit sowie biologische
und entwicklungsgeschichtliche Daten, insbesondere aber der Nachweis von ultra-
mikroskopischen Lebenseinheiten (Bakteriophagen, filtrierbare Virusarten, Agen-
zien der Mosaikkrankheiten) die Auffassung unterstiitzen, dafB das Leben auf der
Erde mit Gebilden von molekularer oder fast molekularer Beschaffenheit be-
gonnen hat. Je einfacher die Urform des Lebens gedacht wird, desto hoher darf
man die Aussichten ihrer Verwirklichung durch die generatio aequivoca ein-
schitzen, und die einfachste vorstellbare Form sei eben der hypothetische
,,Molekulobiont”, ein Molekiil, das die notigen chemischen Prozesse katalytisch
einzuleiten und zu unterhalten vermag und das gleichzeitig seine eigene Ver-
dopplung zu bewirken imstande ist, also ein ,autokatalytischer Katalysator;
dieser primitive Biont miisse die Fiahigkeit gehabt haben, auf &hnliche Art zu
wachsen und sich zu vermehren wie die noch jetzt existierenden autotrophen
Bakterien. Diesen idealen Molekulobionten entsprechen jedoch die Eigenschaften
der Virusproteine nicht. In ihren Vermehrungsbedingungen gleichen sie den
streng parasitischen Mikroben, und es ist nicht recht verstdndlich, daf} sich gerade
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dieses Verhalten aus dem Autotrophismus entwickelt haben soll. Die Virus-
proteine sind ferner hochmolekular, und fiir die Voraussetzung, dalBl sich
solche Stoffe in der Natur auferhalbl wvon Orgamismen bilden konnen, fehlt
jeder Anhaltspunkt, es fehlt auch, wie man zugeben mul}, die Wahrschein-
lichkeit.

Bekanntlich werden tber den Aufbau ,,hochmolekularer oder ,,hochpoly-
merer Naturstoffe in neuerer Zeit Auffassungen vertreten, welche von der
dlteren Vorstellung der Riesenmolekiile abweichen (vgl. M. ULmaxy). Dal} sich
diese Richtung — obwohl noch selbst erst in Entwicklung begriffen und Schau-
platz divergierender Hypothesen — mit der Lehre von den hochmolekularen
Virusproteinen auseinandersetzen wiirde, war zu erwarten. In der Tat erhob
K. H. MavzRr, welcher die Struktur der hochpolymeren Naturstoffe durch seine
Theorie der Hauptvalenzketten zu erkliren versucht hat, dagegen Einsprache,
daf3 den Virusproteinen ,,Molekulargewichte** von 17 und mehr Millionen zu-
geschrieben werden. Nach seiner Ansicht hatte man blof das Recht, die mit
Hilfe der analytischen Ultrazentrifuge bestimmten Werte als ziffernméBigen Aus-
druck des absoluten Gewichtes von kolloiden EiweiBSpartikeln (fadenférmigen
Micellen) zu betrachten, weil sie nicht das Gewicht von chemischen Einheiten
anzeigen. Die Teilchen des Virusproteins des Tabakmosaiks sollen nach BAWDEN,
Pirig, BErRNAL und FANKUCHEN nicht sphérisch, sondern stibchenférmig sein,
was dafiir sprechen wiirde, daf} bei diesem Protein eine sozusagen morphologische
Prémisse fiir die Anwendbarkeit der Ideen iiber die Struktur der hochpolymeren
Naturstoffe erfiillt ist. Es ist aber nicht einzusehen, warum sich die Sachlage
dndern muf, wenn man den von K. H. MEYER vertretenen Standpunkt theore-
tisch akzeptiert. Wie bereits in anderem Konnex (siehe S.30) auseinander-
gesetzt wurde, besitzen nur zwei Fragen eine essentielle Bedeutung fiir die grund-
sitzliche Erfassung des Gesamtproblems, ndmlich: 1. sind die Virusproteine die
Triger der Wirkung (der Infektiositit) und 2. ist diese Wirkung an die Intaktheit
der Proteinpartikel gebunden, wie man sie durch Ausschleudern aus den Pref-
siften erkrankter Gewebe oder aus Losungen der chemisch isolierten Virus-
proteine gewinnen kann ? Konnen die Antworten auf beide Fragen positiv lauten,
so hat es sekunddre Wichtigkeit, ob man die Partikel als ,,Molekiile‘ oder als
,,Micellen* betrachten will.

Nun 148t sich die erste Frage nach dem jetzigen Stande der Forschung be-
jahen (siehe S.30), nicht ohne erhebliche Vorbehalte dagegen die zweite.

R. W. G. Wyckorr, J. Biscor und W. M. STANLEY untersuchten Losungen von
Virusproteinen, die sie mit verschiedenen Stimmen des Tabakmosaiks gewonnen
hatten, auf ihr Verhalten in der Ultrazentrifuge. Einige von diesen Proteinen er-
wiesen sich als homodispers, d. h. die Partikel (Molekiile) in den Lésungen hatten
gleiche GroBe. Wurden ferner verschiedene Pflanzen mit dem gleichen Virusstamm
infiziert, so zeigten die — wunter identischen Bedingungen dargestellten — Virus-
proteine dieselbe Sedimentierungskonstante; umgekehrt verhielten sich die mit
verschiedenen Virusstdmmen gewonnenen Proteine verschieden. SchlieBlich wurde
konstatiert, u. zw. nicht nur bei den schweren Proteinen des Tabakmosaiks, sondern
auch bei den Virusproteinen des SHOPEschen Kaninchenpapilloms, daB eine Ver-
ringerung der TeilchengréBe (Fragmentierung der Partikel) mit dem Schwunde der
spezifischen Viruswirkung einhergehen kann (WyckKoOrF, BiscoE und STANLEY,
R. J. Bust, WYcKOFF und BEARD). Soweit wiirden also die Daten mit der Annahme
stimmen, daB die Intaktheit der ,,Proteinmolekiile‘‘ fiir die Viruswirkung not-
wendig ist.

Anderseits enthielten aber die Losungen mancher Virusproteine zwei durch die
analytische Zentrifuge trennbare Arten von Teilchen bzw. Molekiilen, und in einer
dritten Reihe von Fillen ging die Sedimentierung so vor sich, daB der SchluB auf
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eine betrachtliche Heterogenitéit der Verteilung, d. h. auf ein Gemenge von verschieden
groflen Partikeln gezogen werden mufite. Nun ist es bekannt, da8 die Viruskrank-
heiten der Pflanzen zuweilen auf Mischinfektionen mit zwei oder mehreren Virus-
arten bzw. Virusstémmen beruhen kénnen und daB die biologische Analyse dieses
Sachverhaltes unter Umsténden groBe Schwierigkeiten bereitet (KENNETH M. SMITH,
1. c., S. 21); es wére daher mdglich, daf jene Virusproteine, deren Lésungen heterogene
Partikel enthalten, Gemenge von Virusstdmmen sind, worauf auch Wyckorr, BISCoE
und STANLEY hinweisen. Die Beobachtung der gleichen Autoren, dafi Differenzen
in der Sedimentierungsgeschwindigkeit auftreten, wenn man die Proteine aus Pflanzen
derselben Art, aber verschiedenen Alters darstellt, sind nicht so einfach zu erledigen.
Es konnte ferner festgestellt werden, da die Behandlung mit H,0, die biologische
Aktivitét der Virusproteine des Tabakmosaiks zerstért, da3 aber die Prote’irgnolekﬁle
nicht aufgesplittert werden und daB die Homogenitét der Verteilung keine Anderung
erfahrt (WYCKOFF, BISCOE und STANLEY).

In der zitierten Arbeit meinen WYCKOFF, BisSCoOE und STANLEY, daf} eine einfache
Beziehung zwischen Gestalt und GroéBe der Proteinmolekiile und ihrer spezifisch
biologischen Wirkung wohl bestehen koénnte, da man dies aber erst dann wird fest-
stellen kénnen, wenn die innerhalb jeder Virusart moglichen Varianten (,,Stdmme*‘)
vollstédndig bekannt und standardisiert sein werden. Vorldufig sei nur zu konstatieren,
daB groBe Unterschiede in den Sedimentierungskonstanten phytopathogener Proteine
mit Unterschieden im Erscheinungsbild der Krankheiten einhergehen, welche diese
Proteine hervorrufen.

Wenn wir somit, wie die Dinge jetzt liegen, die Virusproteine als Triger der
Infektiositdt und Pathogenitét bestimmter Virusarten anerkennen wollen, so ist
doch keine zuverlissige Aussage dariiber méglich, in welcher Grundform sie diese
Wirkungen ausiiben (Molekiil, Micelle, geformte Partikel), daher auch nicht, ob
an der biologischen Aktivitdt der chemische Aufbau, die micellare Struktur oder
irgendeine andere Art von Organisation beteiligt ist. Sodann haben wir zu be-
riicksichtigen, daf} die Darstellung ,,schwerer’ und spezifisch wirkender Eiweil3-
korper vorerst nur bei einer kleinen Zahl von Viruskrankheiten gegliickt ist. Es
gibt aber eine Reihe von anderen Virusarten, deren Elemente ebensogrofl oder
sogar noch erheblich kleiner sind; fiir sie besteht natiirlich der Konflikt zwischen
TeilchengréBe und Raumerfordernis des Eiweifles in gleichem oder noch weit
hoherem Grade. Von diesen Virusarten wissen wir zwar, daf ihre Elemente die
Dimensionen der EiweiBmolekiile nicht unterschreiten, daB sie aber — falls es
sich auch hier um Virusproteine handeln sollte — nicht durchwegs die ,,hoch-
molekulare‘ Beschaffenheit der bisher dargestellten Virusproteine haben kénnen.
Die Elemente des Virus der Poliomyelitis z. B. haben einen Durchmesser von
8—12 mu, was nicht mehr einem Molekulargewicht von mehreren Millionen,
sondern nur noch von einigen Hunderttausend entsprechen wiirde; der Molekiil-
durchmesser des Edestins, das hier als Vergleichsobjekt dienen mége, wird mit
7,92 my, das Molekulargewicht mit 208000 angegeben (cit. nach J. R. MARRACK).
Schon aus diesem Grunde lassen sich die Ergebnisse der von STANLEY inaugu-
rierten Forschungsrichtung nicht auf alle Virusarten ibertragen, bei welchen der
Konflikt zwischen GréBenordnung der Elemente und Raumerfordernis des Ei-
weiBes gegeben ist; tut man das aber nicht, so liegt nur eine partielle und eben
darum nicht véllig befriedigende Lésung des fundamentalen Problems vor. Auch
in der entgegengesetzten Richtung der GroBenskala ist eine prézise Beurteilung
derzeit noch nicht méglich. Den Virusproteinen werden Molekiile von 256—45 my
Durchmesser und Molekulargewichte von 9—50 Millionen zugeschrieben (ERIks-
SON- QUENSEL und THE SVEDBERG, WYCKOFF, BIsScOE und STANLEY, J. W. BEARD
und Wyckorr, R. W. G. WYCKOFF); gibt es noch ,,hchermolekulare” Proteine,
und wo ist die Grenze, iiber welcher an die Stelle vermehrungsfahiger Molekiile
Lebenseinheiten von hoherer Rangordnung der Organisation treten ?
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Wie man wohl erkennt und wie dies auch von Stavuey (5) (L. c., S. 66) ein-
gerdumt wurde, 1aBt sich die experimentell begriindete Lehre von den Virus-
proteinen einstweilen noch nicht harmonisch in alle die Zusammenhinge ein-
ordnen, welche sich bei der Betrachtung der Probleme ergeben. Insbesondere
sind Zweifel an der Konzeption der vermehrungsfihigen, exzessiv groBen Protein-
molekiile gerechtfertigt. Die ersten Mitteilungen von STANLEY wurden auch
nicht als die Entdeckung der einfachsten Lebensformen, sondern vielmehr als
Beweis fir die Existenz unbelebter Infektionsstoffe begriift [R. DoERR (10),
H. H. Drxox u.a.), und diese Deutung ist es auch heute noch, welcher die leb-
hafte Opposition mancher Autoren (A. GraTIA) gilt.

Da die Vermehrung der Virusarten im empfinglichen Wirt eine unleugbare
Tatsache ist, und da man unter einem ,,unbelebten‘‘ Infektionsstoff ein iibertrag-
bares Agens versteht, dem die Fihigkeit der Vermehrung ,,aus sich heraus
definitionsgemi mangelt, sieht man zunéchst nur einen Weg vor sich, um dieser
contradictio in adjecto einen logischen und biologischen Sinn zu unterstellen.
Man muf} annehmen, daB3 solche Stoffe einen Reiz auf bestimmte Zellen ausiiben
und dafl die Reaktion dieser Zellen in der Produktion des reizenden Stoffes be-
steht; wiinscht man einen Vergleich, so kénnte man den hypothetischen Vorgang
als einen autokatalytischen ProzeB, das Agens, das ihn einleitet, als Autokataly-
sator bezeichnen. Das Pro und Kontra dieser Hypothese der endogenen Virus-
bildung wurde bereits so eingehend erértert, daB sich ein Resumé an dieser
Stelle eriibrigt.

Der Haupteinwand, der insbesondere von A. GraTia und seinen Mitarbeitern
in vielfach variierter Form vorgebracht wurde, ist, daB selbst diejenigen Virus-
arten, fir welche die mikrobielle Natur als besonders unwahrscheinlich gilt
(phytopathogene Virusarten, Bakteriophagen), ihren urspriinglichen Charakter
bei der serienweisen ﬂbertragung wahren, u.zw. auch dann, wenn die Wirts-
spezies wechselt. Als untriiglichen Priifstein dieses autonomen Verhaltens be-
trachtet Gratra die serologische Spezifitit, welche unabhingig vom Wirt kon-
stant bleibt und dadurch bekundet, da das Virus Fremdstoffe in spezifisch
korpereigene Substanz umzusetzen, daB es wie ein lebendes Wesen zu assimilieren
vermag. Neuere Untersuchungen und Anschauungen iiber die materiellen Grund-
lagen der serologischen Spezifitéit der Virusarten (A. SABIN, CRAIGIE und WISHART,
HueHES u.a.) sowie die Moglichkeit, bei Pneumokokken die serologische Spezi-
fitdt in vivo und in vitro zu dndern (GriFFITH, DAWSON und S1A, ALLOWAY),
ferner die von G.P. BERRY beschriebene Transformation von Kaninchenfibrom-
virus in Myxomvirus u. a. m. lassen es aber als fraglich erscheinen, ob die sero-
logische Beweisfiihrung GrATIAS so zwingend ist, daB sie jede andere hypo-
thetische Kombination ausschlieBt. Selbst wenn man dies zugeben wollte, be-
stiinde nach wie vor die Notwendigkeit, jene Phinomene aufzukliren, welche
mit der Annahme, daB alle Virusarten Lebewesen sein miissen, nicht kompatibel
sind, ja sie bestiinde fiir eine dogmatische Formulierung dieser Annahme in
héherem Grade als fiir eine hypothetische Einkleidung. Von GrATIA wie iibrigens
auch von anderen Autoren, welche prinzipiell auf dem gleichen Standpunkt
stehen, wurde aber in dieser Hinsicht nichts Entscheidendes vorgebracht. In
einer kiirzlich erschienenen Notiz von GraTia und H. FREDERICQ, in welcher
die Analogie zwischen Virusvermehrung und serienweisen Ubertragungen un-
belebter Stoffe (serienweise Aktivierung von Fibrinferment oder Trypsinogen)
abgelehnt wird, heiflt es: ,,Les virus et bactériophages se reproduisent & I’image
d’une cellule autonome, cellule trés simple sans doute, réduite & un micelle, en
tout cas & I'image d’un germe.* DaB in diesem Satze die Reduktion einer ,,Zelle*
auf eine ,Micelle” als denkbar hingestellt und daB anderseits zwischen ,,Zelle*
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und ,,Keim* noch ein Unterschied gemacht wird, zeigt aufs deutlichste, daB sich
keineswegs simtliche Probleme mit einem Schlage erledigen, wenn man die These
von der autonomen Vermehrung der Virusarten fiir bewiesen hilt. Die Vor-
stellung, dafl es unbelebte Ansteckungsstoffe gibt, und die aus ihr abgeleitete
Konsequenz, dal solche Stoffe von den Zellen des Wirtsorganismus produziert
werden, sind entstanden, um Tatsachen zu erkliren, die sonst nicht verstédndlich
wiren, und behalten ihre Existenzberechtigung, solange nicht dieser Beweggrund
wegfillt; man kann nicht behaupten, daB diese Verschiebung der erkenntnis-
kritischen Basis eingetreten ist, weder durch die serologischen Untersuchungen von
GraTIiA noch durch die Darstellung gereinigter Virusproteine durch W. M. STANLEY.

Das starre Festhalten an der Doktrin, dafl jedes unbegrenzt iibertragbare
Agens ein Mikroorganismus sein muf}, mag dies nun wahrscheinlich oder nicht
wahrscheinlich, vorstellbar oder nicht vorstellbar sein, ist schlieflich als kon-
sequente Anwendung des Analogieprinzips ein Beharren des Denkens in der
Richtung des ,,geringsten Widerstandes. Es ist selbstverstandlich nicht aus-
geschlossen, daf sich dies einmal als richtig erweisen wird, nur ist der Schliissel
zu dieser radikalen Losung einstweilen noch nicht gefunden. Hier kann nur die
Forschung weiterhelfen, sofern sie uns — sei es theoretisch oder auch nur technisch
— auf neue Wege leitet. Die Messungen der Virusdimensionen und die Darstellung
der Virusproteine diirfen als Fortschritte in diesem Sinne beurteilt werden.

Demgegeniiber haben Spekulationen iiber die Phylogenese der Virusarten,
wie sie seit Jahren angestellt und oft genug unter Nichtachtung der literarischen
Prioritit als neue Ideen vorgebracht werden (F. W.Tworr, R.DoERR, R. G.
GREEN, J.ALEXANDER, T. M. RIVERS u.v.a.), sekundire Bedeutung, obwohl
nicht zu leugnen ist, dafl sie unter Umstdnden einen jetzt noch nicht voraus-
zusehenden Wert gewinnen konnen.

Das Interesse, welches der Virusforschung von Biologen, Physikern, Chemikern
und Philosophen entgegengebracht wird, beruht darauf, da die Frage, was man
unter ,,Leben® zu verstehen hat, von dieser Spezialwissenschaft in eigenartiger
und beziehungsreicher Form zur Diskussion gestellt wurde. Die Antwort, be-
rufen, das Gravitationszentrum des menschlichen Weltbildes zu werden, wird nie
vollstindig sein, wenn sie nicht auch iiber das ,,Woher* Auskunft gibt. Wenn
man auch trotz der gewaltigen schon geleisteten Arbeit die Erwartungen nicht
ins Utopische steigern soll, so wird man doch zugeben, dafl der Virusforschung
hohe Erkenntnisziele winken und daf eine kleine Strecke des Weges, der zu
diesen Zielen fithren kann, zuriickgelegt ist.
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Zweiter Abschnitt.
Morphologie der Virusarten.

A. Die Viruselemente.

1. The sizes of viruses and bacteriophages, and
methods for their determination.
By
W. J. Errorp, London.
(National Institute for Medical Research, Hampstead, London.)

Numerous diseases affecting plants and animals are caused by minute infective
agents now known as viruses, which are capable of passing through filters that
retain effectively the smallest bacteria. Although more than forty years have
elapsed since the earliest observations were recorded in 1892 by Ivanowskr (103)
and in 1898 by LorrrLER and FroscH (136) on the causative agents of tobacco
mosaic disease and of foot-and-mouth disease respectively, the true nature of
these “filterable viruses” has yet to be revealed. The subject under survey here,
“The sizes of viruses and methods for their determination”, will be recognised
as one having an important bearing upon this fundamental question. The acquisi-
tion of knowledge concerning the state of dispersion of the infective agents suggests
itself as a primary objective in their study and information regarding their particle
sizes should prove of much value in orienting conceptions as to the physical
nature of viruses. ’

Analogous in some ways to the viruses are the bacteriophages (often referred
to simply as phages), the agents responsible for the phenomenon of transmissible
lysis of bacteria [Twort 1915 (208); D’HerErLe 1917 (97, 1, 2)]. They are con-
veniently to be regarded as bacterial parasites. It is significant, however, that
multiplication of the phage is known to occur only in the presence of the actively
growing organism, an interesting parallelism to the behaviour of viruses, which
also need the presence of living tissue for successful in vitro cultivation. The
bacteriophages too are readily filterable through the ordinary type of bacterio-
logical filter candle.

There exists also a group of filter-passing micro-organisms [e. g. bovine pleuro-
pneumonia, agalactia, sewage organisms (121) and other micro-organisms
described by SHOETENSACK (182, 1, 2), KLIENEBERGER (108, 1, 2), SEIFFERT (181)
and GerracHu (81, 1, 2)], which in contrast to the general behaviour of viruses
can be cultivated in certain enriched, but cell-free, culture media. Nevertheless,
from the point of view of their physical properties, particularly their state of
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dispersion, these cultivable, filter-passing organisms present a problem similar
to that of certain of the larger viruses, and so will be included for consideration
with the viruses and bacteriophages.

No exhaustive references will be made to plant viruses, but applications of
the methods under review to the classical case of the virus of tobacco mosaic
disease will be discussed.

At the outset it will be well to view our subject in the perspective afforded
by the earliest relevant observations in this field. Two outstanding facts were
established. Firstly, viruses could pass through ordinary bacteriological filter
candles (filter candles made of porcelain, diatomaceous earth or kieselguhr were
customarily used) that would effectively retain the test organism, B. Prodi-
giosus. Some viruses were found to traverse such filters very readily, while
others did so only with the greatest difficulty. This suggested that viruses gene-
rally were less than 500 my in diameter, and that they might differ greatly in
their individual sizes. More than this could not be deduced from the results yielded
by the filtration methods then available. Moreover, the evidence cited by different
authors for a particular virus was often very conflicting. Secondly, no resolved
characteristic virus bodies were to be observed by the direct microscopical
examination of infective filtrates, a fact suggesting that the elementary virus
particles were probably less than 300 mu in diameter. The only evidence of the
presence of a virus was the manifestation of the typical symptoms of the disease
of which it was the causative agent. It became clear that further advancement
in knowledge of the state of dispersion of viruses awaited the elaboration of new
and more refined methods suitable for the analysis of suspensions, the particle
sizes of which might range from 500 my downwards possibly to molecular dimen-
sions.

Before proceeding to consider the methods that have been developed for use
in this field during the past ten years or so, there are certain features peculiar
to the main problem that may be profitably emphasised at this stage, since they
must perforce be borne in mind when considering the applicability of any parti-
cular experimental method for investigating the physical properties of viruses.

The nature of the starting material.

The source of virus is invariably the infective tissue or some secretory fluid
of the diseased host — e. g. tissue of brain, liver, lung, testis, spleen, spinal cord,
sometimes vesicular fluid, and in some instances nasal and throat washings. A bac-
teria-free filtrate containing the virus is prepared from such material extracted
in a selected medium. (Details in later section.) The important point to be appre-
ciated here is that the suspensions of viruses and bacteriophages contain
tissue protein or cellular products of bacterial lysis in overwhelming amount
compared with the particular active agent. The actual amount of virus or
bacteriophage present in a stock filtrate is extremely small, probably of the
order 10-8gr./c. c.

The estimation of the concentration of viruses and bacteriophages.

It will be at once appreciated from the preceding paragraph that both on
grounds of quantity and purity of the virus contained in stock filtrates, the direct
employment of physical or physico-chemical methods of estimation is precluded.
The biological test based on animal inoculation is the only one generally available.
Tests are usually made on suitable serial dilutions of the liquid, and the limiting
dilution proving to be infective gives an indication of the potency of the original
fluid, and is often referred to as the “titer’’ of the virus activity. Even when a
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number of tests are made with each dilution in order to minimise the influences
of chance variation in host susceptibility, it is seldom that less than tenfold
differences in virus concentration may be reliably detected by this method.
Somewhat more accurate estimations may be possible in special cases, e. g.
titrations in terms of specific skin reactions due to the virus when a series of
readings can be made on the skin of the same animal, or numerical counts of
isolated lesions—as recently found possible with certain animal viruses propa-
gated on the chorio-allantoic membrane of the developing egg (40, 4, 5; 107)—
and, of course, as in the favourite local lesion method of estimating the concentra-
tion of certain plant viruses (101, 2). Generally the estimated concentrations
of viruses are relative, and little is known of just how many elementary particles
constitute the minimum infective dose, which most certainly will vary greatly
among different viruses and with different hosts.

More accurate methods are available for estimating the bacteriophages, e. g.
the method of plaque counts, statistical evaluation (92), and the proportionality
between the concentration of bacteriophage and the time of lysis of a standard
suspension of the susceptible organism (115). Such methods enable the
bacteriophage’ concentration to be expressed with an accuracy of 5 to 10
per cent.

We are not immediately concerned here with the details of technique, but it is
essential to realise the nature and limitations of the methods that are used in
estimating the concentration of viruses and phages.

Aseptic technigue.

Any experimental method designed for application in virus studies should
lend itself to the adoption of an aseptic technique. It is a point frequently over-
looked when new methods are suggested. Means can usually be devised for en-
suring sterile conditions, although often only at the expense of much complication
and inconvenience in manipulation.

While in principle any of the methods available for investigating the particle
size of colloidally dispersed systems (120; 194, 1; 23, 6) might be deemed appli-
cable to our problem, the foregoing introduction should have served to indicate
the nature of the obstacles which combine to make many of the methods at
present impracticable. So far three methods have found serious application in
determining the particle size of viruses: 1. Ultrafiltration analysis, 2. Ultraviolet
light photography, and 3. Centrifugation analysis. The principles and techniques
of these methods together with the evidence provided by each for the particle
sizes of particular viruses and bacteriophages will now in turn be discussed.

Ultrafiltration analysis.

The most extensively employed of the methods that have contributed to our
knowledge of the particle sizes of viruses and bacteriophages has been ultra-
filtration. BecmmEOLD in 1907 established this experimental method for the in-
vestigation of disperse systems based upon the differential sieving properties
of gel membranes, of which he evolved the first series with graded porosities.
The systems amenable to such study being principally in the colloidal state of
dispersion, i. e. the particles of the disperse phase being ultramicroscopic in size,
BrceHOLD introduced the name Ultrafiltration for this method. Likewise any
filter with pores of colloidal dimensions was designated an “ultrafilter”. Many
types of membranes, both natural and artificial, can serve as ultrafilters, but we
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shall confine our attention to the gel membranes prepared from collodion, a solu-
tion of nitro-cellulose, which has most generally served as the basis for graded
ultrafilters. Particulars of other membranes, and also a more detailed account
of the historical aspect of the subject than can be attempted here, have been
admirably summarised in the reviews by ROSENTHAL (173), FERRY (73, 1) and
GrABAR (85, 3). The present contribution aims at presenting an essentially prac-
tical account of the general methods of ultrafiltration to meet the requirements
of anyone who may contemplate applying them in virus studies.

Ultrafiltration analysis as a means of estimating the particle size of suspensions
demands

1. A series of suitable membranes of established uniformity and reproducibility,
providing a range of graded porosities from 1 u say downwards, possessing
adequate stability and mechanical strength, and being relatively, inert
chemically.

2. Knowledge of the principles governing filtration through such membranes.

3. Knowledge of the relationship existing between the porosity of the limiting
membrane which just completely retains the particles of a given suspension, and
the size of such particles. This will enable the probable dimensions of the particles
of an unknown suspension to be deduced from the limiting porosity experimentally
determined for that particular suspension.

Graded collodion membranes.

Two general methods are available for preparing collodion membranes for
ultrafiltration. 1. A solution of nitro-cellulose in a non-volatile solvent, like acetic
acid, may be used. In this case filter-paper or some other suitable porous support
is first of all impregnated with the viscous solution and is then immersed in water
for the collodion to gel. Washing is continued until all the acid has been removed.
2. Alternatively a volatile solvent, such as a mixture of ether and alcohol, may be
employed in preparing the collodion solution. The latter is distributed as a thin
uniform layer and exposed in a controlled draught-free atmosphere. As the sol-
vents evaporate the concentration of the nitro-cellulose gradually increases until
at a critical point the collodion will set to a gel spontaneously. The film is then
washed thoroughly in water to remove the remaining solvent. A significant
difference is to be noted between the two processes responsible for the formation
of the film. In the one gelation is enforced by the replacement, through the process
of diffusion, of the solvent acetic acid by the non-solvent water. In the other
method the gelling occurs spontaneously as the system becomes concentrated
through the evaporation of solvent, and the equilibration with water is effected
after the film has set.

Forms of membranes used.

Collodion membranes have been widely used in two forms, (@) as sacs or
thimbles and (b) as flat dises. The collodion sacs are very useful for special
purposes like dialysis and the concentration of colloids, where a relatively
high tolerance in the porosity is permissible. The chief requirement in such
cases is that the crystalloids shall diffuse or filter rapidly through the membrane
while the colloidal constituent is retained. Sacs are definitely not suited for
filtration analysis, for the reasons that good reproducibility is not readily
obtained, the porosity varies at different parts of the sac (210), and difficulty
is invariably experienced in mounting the sac satisfactorily for the purposes
of pressure filtration. Our attention therefore will be concentrated on the flat
membranes.

Hdb. d. Virusforschung, I. 9
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Collodion solutions.

a) Selection of mnitro-cellulose. The properties of a nitro-cellulose depend upon
the nature of the raw material cellulose which may vary widely, and on the degree
to which it has been nitrated. A pyroxylin of nitrogen content close to 11 per cent
will generally be found suitable, both as to solubility and gelling qualities, for mem-
brane studies. The variability among different batches makes it advisable to secure
an adequate stock in order to avoid the necessity for repeated standardisation. Nitro-
cellulose should be stored in the dark and moistened with methylated spirit. When
required for use it should be dried to constant weight at 60° C.—70° C. Higher tempe-
ratures are detrimental.

Certain commercial collodions may be used, such as “Celloidin’ by Schering-
Kahlbaum, ‘“Necoloidin” by Nobel Chemical Finishes Co., and ‘Parlodion’’ by
Du Pont, obtainable in the form of tablets or shreds. These should be thoroughly
washed first of all in water and then given several rinsings in alcohol before drying
at 60° C. for use.

b) Treatment of solvents. Reproducibility in experiments with nitro-cellulose
solutions is best ensured by using carefully dried solvents throughout. The following
treatments are recommended for the principle solvents.

Glacial acetic acid. A good commercial quality should be submitted to at least
three fractional crystallisations by freezing.

Alcohol. This should be freshly dried over quicklime and distilled. N.B. Long
standing (for months) in contact with quicklime is not advisable owing to the formation
of oxidation products of aldehyde nature. The development of a reddish-brown
coloration is generally indicative of more than adequate drying.

Ether. This is dried over metallic sodium and distilled.

Acetone. This is dried over potassium carbonate and distilled.

¢) Preparation of solutions. Nitro-cellulose solutions are prepared on a percentage
by weight basis, and shaken thoroughly in a mechanical shaker until homogeneous,
the time and rate of shaking to be consistent throughout. If a solution is modified
in any way by addition of new solvent it should be re-shaken.

d) Storage of solutions. It will be appreciated that having used dry solvents in
preparing the solutions the systems should be kept in bottles with good fitting stoppers
in order to prevent absorption of moisture and evaporation of solvent. To obviate
the effects of ‘‘aging’ due to prolonged storage of nitro-cellulose solutions it is well
to prepare only such quantities as may be used quickly. Generally a solution kept
for some months will furnish a membrane of slightly higher porosity than originally.

Acetic acid collodion membranes.

The procedure of impregnating filter paper with acetic acid collodion followed
by gelling in water was that first described by Brcmmorp (1907, 23, 7). The
porosity of a membrane so formed depended on the concentration of nitro-cellu-
lose in the parent solution, and decreased as the concentration was raised. A very
simple means of preparing a graded series of ultrafilter membranes was thus
provided.

Preparation.

The technique of preparation most recommended by BrCHHOLD, and followed
by the majority of workers who have since used such membranes, consists
in suspending discs of filter paper in a vessel which may be conveniently eva-
cuated, and which is also connected, via a stop-cock, to a reservoir containing
the collodion solution. The latter is cautiously admitted to the evacuated chamber
and impregnation of the filter paper proceeds in a partial vacuum. Finally air is
allowed to enter and the impregnation is completed under atmospheric pressure,
the dises being left in the collodion for about one hour. Each filter paper disc when
withdrawn from the solution is allowed to drain while being constantly rotated.
When drainage is complete—the time necessary will, of course, vary with the viscosity
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of the solution—the disc is immersed in water for the collodion to gel. Washing in
water is continued until all the acid has been removed. Membranes so prepared
become thicker as the solutions used are more concentrated. This increased thickness
slows down the rate of filtration and causes greater adsorption by the membrane.
Membranes of constant thickness for all concentrations of the acetic acid collodion
may be obtained by drawing the impregnated disc horizontally between a pair of
gold-plated nickel, or of glass, cylinders which are set at a given distance apart by
accurately turned collars fitting the ends of the lower cylinder (57, 2). The disc is
then at once immersed in water and washed as before. This procedure, in addition
to standardising the membrane thickness, produces an improvement in the repro-
ducibility among membranes.

Properties of acetic acid collodion membranes.
The range of porosity (expressed in terms of the average pore diameter
calculated from the rate of flow of water) provided by the acetic acid collodion
series of membranes extends from about 1000mgy downwards to 50 my as the
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concentration of nitrocellulose is varied from 0,5 to 8 per cent. The actual values
in any particular case will, of course, depend on the quality of the nitro-cellulose
employed. The curves of fig. 1 show the variation of average pore diameter with
the percentage of nitro-cellulose in the acetic acid collodion found by different
workers (57, 2; 116; 49; 2; 152).

A point of practical importance in using acetic collodion membranes concerns
their strength. The fragile nature of the gel produced from the more dilute solu-
tions of nitro-cellulose makes it very necessary to determine the maximum pres-
sure that may be applied for each grade of membrane without causing rupture

9%
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of the gel. A margin of safety may then be allowed in selecting filtration pressures
for actual experiments.

Unfortunately, acetic acid collodion membranes do not exhibit very uniform
porosities, the pores in any given membrane varying greatly in size. The maximum
pore diameter, M. P. D., (from the critical air pressure—see later section on
calibration of membranes) is often found to be as much as ten times the average
pore diameter A.P.D. This heteroporosity renders differential filtration ex-
tremely difficult and makes the membranes unsuited for purposes of particle size
determinations. However, the simple means of varying the porosity of acetic acid
collodion membranes and the fact that they may be readily adapted to supports of
various shapes and sizes—e. g. porcelain cones, thimbles and flasks—[BEcHHEOLD-
Kox1a, see (25)]; alundum thimbles [BRONFENBRENNER (36), QUIGLEY (168)]—
has led to their use for purposes of concentrating viruses, bacteriophages, enzymes,
antibodies etc.

Ether-Alcohol collodion membranes.

Ether-alcohol collodion membranes are sufficiently strong not to need reinforce-
ment by filter paper, and can be clamped between rubber washers for effective
mounting. Several techniques yielding reproducible films of uniform porosity
have been described (30, 2; 32; 166; 210; 9, 1; 9, 2).

Preparation.

A convenient concentration of nitro-cellulose to use is about 2,5 per cent. This
provides a solution of low viscosity which when poured on to the glass cell quickly
forms a uniform layer and furnishes a gel film of suitable thickness and mechanical
strength The following are important practical points to be observed to ensure success
in preparing these membranes:

1. Careful attention to the details already mentioned regardmg the preparation
of the parent solutions.

2. Accurate levelling of the glass surface on which the membrane is made. A
mercury surface may be used, and is ideal from the point of view of being automatically
perfectly horizontal, but it has some disadvantages. The maintenance of a high
degree of purity in the mercury entails much laborious cleaning, and when considering
the application of the membrane in bacteriological studies the possibility of systems
becoming contaminated with traces of mercurial salts is sufficient to preclude the
use of mercury.

3. The evaporation of the solvents should proceed in an atmosphere free from
draughts, at constant temperature, and preferably at constant humidity.

4. Exact timing of the evaporation period.

5. Efficient washing to ensure complete equilibration against water.

Varying the porosity.

The porosity of ether-alcohol membranes may be varied in the following ways:
a) By varying the time of evaporation. The maximum porosity is obtained when

the evaporation is arrested (by flooding the membrane surface with water) at the

point when gelation has just definitely occurred throughout the film. The porosity

decreases progressively as the evaporation period is extended beyond this point.
b) By altering the proportions of alcohol and ether in the solvent. The higher the

proportion of ether the thinner and somewhat less porous will be the membrane.
¢) By incorporating additional constituents in the solvent.

Acetone—increases porosity slightly. AsmrsHOV (5, I).

Methyl acetate—increases the porosity. ASHESHOV (5, 2).

Ethyl acetate—increases the porosity. ASHESHOV (5, 2).

Amyl alcohol—decreases porosity. ASHESHOV (5, I).

Glycerol—increases the porosity. ScHOEP (179).
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Ethylene glycol—increases the porosity. PIERCE (166).
Lactic acid—increases the porosity. EGGERTH (55).
Acetic acid—decreases the porosity and improves elasticity. EGGERTH (55).
Water—increases the porosity. NELsoN and MoOrGAN (157).

d) By drying the film completely and then soaking it in an aqueous alcohol so-
lution before finally equilibrating against water. BrROWN (38). The porosity
increases with the percentage of alcohol used.

Properties of ether-alcohol collodion membranes.

Ether-alcohol collodion membranes are excellent in strength and uniformity.
Unfortunately they do not provide a very wide range of porosities. The maximum
porosity attainable consistent with requisite strength corresponds to an average
pore diameter approaching 100 my. Filtration experiments confirm this, for,
while membranes may be prepared to be freely permeable to proteins, certain
bacteriophages cannot be filtered through them without much loss.

Other membranes.

Membrane filters. A series of graded collodion filters was described in 1918
by ZsiemonDY and BAcEMAN (222), and these are known as “Membrane filters”.
They are made by a patented process and supplied commercially by the Mem-
branfilter Gesellschaft, Gottingen. The collodion is spread on glass plates, and
the solvents allowed to evaporate in an atmosphere of predetermined moisture
content. The porosity of the final membrane is regulated by varying the prevailing
humidity (221). These filters have been extensively used by Continental workers
in bacteriological studies.

The strueture in permeable collodion gel films.

An optical study of the structure in permeable collodion gel films by means
of an ultramicroscopical method has revealed the existence of two general types
of structure:—I. the “microgel structure” consisting of a microscopic sponge-like
network, and II. the ‘‘ultragel structure”, a compact arrangement of granules
not fully resolved by the microscope (57, 3). Acetic acid collodion films possess
a dual micro-ultragel structure, the microgel predominating in gels prepared from
dilute nitro-cellulose solutions but being gradually replaced by ultragel as the
concentration of nitro-cellulose is increased. Ether-alcohol collodion membranes
on the other hand show only the uniform ultragel structure. It is significant
however that when gelation is enforced upon an ether-alcohol collodion by
immersing it in water before the incidence of spontaneous gelling, i. e. while the
system is still fluid, then in this case too the microgel structure is exhibited.
The general excellence in uniformity and strength shown by normal ether-alcohol
collodion membranes is attributable to the fact that the process of gelling is
permitted to take place spontaneously. The conditions favourable for gelation
are attained gradually as the solvent evaporates and the nitro-cellulose particles
have the opportunity to marshal and orientate themselves if so disposed. Hence
a general uniformity of distribution is assumed before linking up to form the gel
matrix occurs. In contrast with this is the relatively precipitate gelling process
accompanying the inter-diffusion of solvent and non-solvent when acetic acid
collodion membranes are prepared. An explanation is thus provided for the dis-
parity in uniformity of pore size shown by these two types of collodion membranes.

The ultramicroscopical studies also revealed that gel formation was essentially
the outcome of an aggregating process among the colloidal nitro-cellulose particles
(cf. Hiromcock 100, 2). These particles are not spherical but somewhat elongated
and tend to link themselves into chains which eventually become transformed
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into closed rings and groups. This suggests that the individual particles possess
a certain polarity and in consequence their arrangement in the ultimate structure
of nitrocellulose gel films is probably not entirely haphazard, but may possess
some degree of orientation.

In order to produce a series of membranes with graded porosities and possessing
the degree of uniformity characterising ether-alcohol collodion films, two require-
ments are necessary, 1. the use of such solvents as will ensure that the collodion
will undergo ‘“‘spontaneous gelation’ and 2. a convenient means of regulating
the state of aggregation of the nitro-cellulose at the moment when “setting”
oceurs.

Gradocol membranes.

A new series of graded collodion membranes furnishing a wide range of
uniform and reproducible porosities to meet the general requirements of ultra-
filtration analysis, particularly.for use in bacteriological and virus studies, was
evolved in 1931 (57, 4). These membranes were named for convenience Gradocol”’
membranes. In the search for a satisfactory means of regulating the state of
aggregation of nitro-cellulose in gel films the influence of combinations of water-
miscible nitro-cellulose solvents and non-solvents on the porosities of ether-
alcohol collodion membranes was studied. It was found that certain liquids
although behaving as good solvents individually might exhibit antagonistic
solvent properties when present together in the collodion. Thus acetone and
amyl alcohol added singly to ether-alcohol provide good solvents, yet both
together in appropriate proportions (amyl alcohol 80 per cent) will bring about
visible precipitation of the nitro-cellulose. This phenomenon of mutual anta-
gonistic solvent action coupled with the fact that the amyl alcohol is relatively
non-volatile, suggested a means whereby the aggregation of the nitro-cellulose at
the time of gelation might be regulated. As anticipated, it was found that when
acetone and amyl alcohol were combined in the correct experimentally deter-
mined proportions with ether and alcohol as solvent for the nitro-cellulose, the
collodion furnished a membrane of high porosity, excellent in uniformity and
reproducibility, and possessed of adequate mechanical strength. The increase in
the ratio of amyl alcohol to acetone attending the evaporation of the volatile
solvent constituents of the collodion assisted the aggregation of the nitro-cellulose
particles. This was well advanced by the time gelation occurred, and in con-
sequence a porous membrane resulted. The “parent collodion’ for the gradocol
series of membranes contains the four solvents, alcohol, ether, acetone and amyl
alcohol. Membranes having porosities progressively lower than that given by
the “parent”” are obtained when the aggregation is repressed by adding to the
“parent collodion” small percentages of a good solvent, e. g. acetic acid. Con-
versely, when the aggregation is promoted by adding a non-solvent, like water,
then the porosity is raised. Graded membranes with porosities ranging from
about 3 down to 10 my and less can be prepared on these principles (57, 8).

Preparation of gradocol membranes.

Starting material.

The commercial Necol solution No. 356A/9 (Nobel Chemical Finishes Ltd.,
Slough, England), a 13-14 per cent solution of nitro-cellulose in equal parts of
alcohol and ether is generally used, but a comparable series of membranes may
be prepared from Schering’s Celloidin (57, 4; 218). The American workers BAUER
and HueHES (11, 7) have successfully employed two different brands of Parlodion
by Du Pont and the Mallinckrodt Chemical Works.
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Stock solution.

N.B. The remarks already made regarding the preparation of collodion
solutions apply with special emphasis here.

a) Necol.—The commercial “Necol” is usually received in half-gallon cans.
The collodion is very viscous and will quickly gel on losing ether, so it is at once
diluted with an equivalent weight of dry acetone, thoroughly shaken, and stored
as “Stock Necol”.

b) Celloidin.—Starting with dry celloidin shreds a 10 per cent solution is
made in equal parts by weight of dry alcohol and ether, and this is then diluted
with its own weight of dry acetone to yield “Stock Celloidin”.

“ Parent collodion’.

The “parent collodion’ is prepared by taking a weighed amount of “Stock
Necol” and adding to it 8 g. of amyl alcohol® for every 40 g., and then diluting
this with its own weight of a mixture of 1 part of alcohol to 9 parts of ether.
This “parent” solution, when using Necol, is described as an N 8/40 (1 : 9) solu-
tion. (Experience may indicate that a 6/40 (1:9) or 10/40 (1: 9) recipe preferable
for other collodions.) The final solution is then shaken mechanically for 4 hours
to ensure homogenity.

A corresponding system prepared from Stock Celloidin would be described
as C8/40 (1:9) solution. N.B. The ‘“parent” for a celloidin series is usually
C 8/40 (1:0) (57, 4).

Secondary collodions for oblaining series of graded membranes.

The ‘“parent collodion” is adjusted to provide a membrane of average pore
diameter (A.P.D.) about 750 my, which is the porosity most used for obtaining
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Fig. 2. Variation of membrane porosity due to additions of non-solvent or solvent to the “parent” collodion.

1 The amyl alcohol of commerce is a mixture of isomerides but consists principally
of iso-amyl alcohol. The liquid should be clear and colourless, and when shaken with
an equal volume of concentrated sulphuric acid should produce only a golden yellow
colour. The amyl alcohol A.R. (pyridine and nitrogen free) supplied by British
Drug Houses Ltd., has been found suitably consistent in its properties. The use of
inferior grades of amyl alcohol may seriously affect the quality of membranes.
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bacteriologically sterile filtrates. Membranes more porous than this are obtained
when small percentages of water are added to the “parent’’, yielding “secondary
collodions” described as N 8/40 (1:9) -+ x per cent H,0. = may be 0,25, 0,5, 1,
and so on. The collodion modified in this way is thoroughly shaken for 4 hours,
before being used. In a similar way, secondary systems furnishing progressively
less porous membranes are made by adding to the “parent’ small percentages of
a good solvent, like acetic acid or ethylene glycol monoethyl ether. These are
described as N 8/40 (1:9) -+ x per cent HAc systems, where x is again 0,25,
0,5, etc. The curves of fig. 2 show how the porosities of membranes prepared from
various ‘‘secondary collodions” vary in relation to the amount of the solvent
or non-solvent added to the “parent’. Intermediate grades in porosity may be
obtained by varying the evaporation period. The longer the period the less
porous will be the membrane.

Membrane preparation room.

A convenient size for the room in which the membranes are to be made is 8 to
10 feet cube (i. e. approx. 3 metres cube). It should be possible to maintain an at-
mosphere free from draughts during the formation of the film, but with facilities
for complete ventilation to sweep out all solvent vapours after a membrane has
been made. The temperature should be regulated to within 4+ 0,2° C. and under
ideal conditions provision would be made for constant humidity also. However,
this necessitates expensive equipment and the alternative procedure may be adopted
of recording the humidity prevailing for each membrane prepared. The wet and
dry bulb thermometer is used. When the humidity of the atmosphere is higher than
normal, the porosity of the membrane will also be greater.

Qlass cell in which the membrane ts poured.

The glass cell is made from two squares of polished plate glass 1/, inch in thickness.
A central circular piece, having the desired diameter of the cell, is cut from one of

Fig. 3. (A) Glass cell and spirit-level. (B) Shield for cell. (C) Measuring cylinderand collodion. (D) ‘““Parent’’ collodion.

the squares which are then cemented together by means of egg white. A perfectly
flat cell of convenient depth is obtained in this way (see fig. 3 A). For experimental
purposes a cell 20 cms. in diameter is convenient, but when preparing a large stock
of membranes a cell 40 cm. in diameter is used.

The cell is mounted on three levelling screws on a very stable table or bench
in the centre of the room, and is adjusted to be quite horizontal by means of a sensitive
spirit level. The need for great care in this adjustment must be emphasized since
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it is such an important factor in determining the uniformity in thickness of the mem-
brane. The cell is cleaned with alcohol before use.

Convection shreld.

A circular shield, seen in fig. 3 B, is placed on the cell during the evaporation
period in order to maintain a steady undisturbed atmosphere in the immediate
neighbourhood of the film. The shield may be cylindrical or slightly conical in form—
e. g. base angle approx. 80°. It is well too that the shield be raised about /4 inch
from the glass surface by having three small dises of this thickness to rest it on, so
that the heavy ether vapour, tending to accumulate within the shield, may be able
to leak away. The diameter of the shield at the top should be 22 cms. for the small
cell and 44 cms. for the large cell. A convenient height is 15 cms. SMmITH and
DoxcaASTER (187, 1) have used a shield of rectangular shape, but this is not recom-
mended in view of the uneven distribution of vapour occasioned by the angles.

Preparing a membrane.
All the apparatus and materials to be used in making the membrane must
be placed in the constant temperature room for at least one hour to attain the
uniform temperature 22,5° C. The levelling of the cell should always be checked

Fig. 4. Showing how small discs are cut from large membrane.
(A) using the 20 cm. cell; (B) with the 40 cm. cell.

immediately before pouring the collodion. The requisite volume of the collodion,
50 c.c. or 75 c.c. for the 20 cm. cell, and 200 or 250 c. c. for the 40 cm. cell,
is measured in a calibrated measuring cylinder and carefully poured into the
centre of the cell. It flows quickly to the periphery forming a uniform layer and
should any air bubbles have formed these may be quickly drawn to the edge of
the cell with the lip of the measuring cylinder. The shield is placed in position, and
the evaporation of the solvents is allowed to proceed in the still atmosphere of
the room. A period of 75 to 90 minutes is generally necessary for the film to set
and then the surface is flooded with distilled water (also at 22,5° C.). The film
is left so for about half an hour when it is possible to lift it cleanly from the cell
and no deposit should be left on the glass. The presence of a deposit indicates
that the aggregation had been too far advanced before “setting” of the film
occurred. It may be remedied by adding a small amount of acetic acid to the
collodion — one to two tenths per cent should suffice.

The film is removed from the cell and placed in a large petri-dish filled with
distilled water. The 20 cms. film is placed as a whole in the water, but the large
40 cms. film is always cut into four sections. After having been in the water
overnight the film is removed and placed on a moistened sheet of filter paper
which rests in turn on a square of plate glass. Small circular discs of the sizes
required for the filter apparatus employed are cut from the large film by means
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of steel punches. From the 20 cms. film one central disc and one complete ring
only of discs are cut (see fig. 4, A), the marginal strip more than 1 inch in width
being discarded. The 7 or 8 discs so obtained will be found to exhibit excellent
uniformity. When dealing with the sectors of the larger film discs lying on the
arcs of three or four concentric circles are cut, see fig. 4, B. Again a marginal
strip about 1!/, inches wide is neglected. The discs are washed in sterile distilled
water contained in small glass pots, changes of water being made twice daily.
Alternatively a continuous washing process is used in which glass containers for
the membranes are arranged in cascade and sterile distilled water syphons con-
tinually through the series. Complete equilibration of the membrane against
water takes from 10 to 14 days. This period may be shortened to 6-8 days if on
the first two days following the overnight washing in distilled water the discs
are washed in changes of 25 per cent alcohol. This hastens the removal of the
amyl alcohol which is the least water-soluble of the solvents used.

Sterilisation of gradocol membranes.

Gradocol membranes may be sterilised by steaming without seriously affecting
their porosities, but autoclaving treatment is too drastic. The membranes con-
tained in distilled water in glass pots (see fig. 13, E) are placed in the open steamer
when cold. The temperature is gradually raised to boiling point of water and
kept so for 11/, hours. The membranes are then allowed to cool slowly. Any
alteration in the rate of flow of water shown on recalibrating membranes after
such treatment seldom exceds 5 per cent and is stabilised after the first steaming.
GRrABAR (85, 2) finds heating to 80° C. for an hour on each of three successive
days with intermediate incubation at 37° C. a satisfactory procedure.

Storage of membranes.

The sterilised membranes may be kept in distilled water for months, in fact,
years, without appreciable change, but in instances where the membranes have
received frequent steamings a slight increase in porosity may be detected. It
is an advisable procedure, therefore, always to check the porosity of membranes
that have been stored for some time. A determination of the R.F.W. value (see
later paragraph) will suffice to indicate whether any significant change has
occurred.

Uniformity of pore size in gradocol membranes.

The ratio of the maximum pore size (critical air pressure method) to the
average pore size (rate of flow of water method) provides a convenient
criterion of the uniformity in pore size of membranes. The value of this
ratio for Gradocol membranes is close to 2, whereas for acetic acid collodion
films the value may be as high as 10. GraBAR and NIKITINE (87) have
applied ERBE’s method (68) in studying the distribution of pore size in
gradocol membranes.

When examined microscopically in the form of a section cut parallel or at
right angles to the surface, gradocol membranes exhibit a uniform granular
appearance (57, 10; 86). The granularity increases in fineness as the porosity
decreases. The interstices between aggregated nitro-cellulose particles con-
stitute the pores of the membrane, and these must inter-communicate
and ramify in all directions. The unidirectional capillary structure postulated
when calculating the pore size of a membrane is clearly an ideal picture,
the degree of justification for which will be discussed in the section on
calibration methods.
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Reproductbility.

The uniformity among discs cut from the same large membrane should be
such that their R.F.W. values agree within 4 5 per cent, and this is readily
obtained if the technical details already mentioned are carefully observed. The
reproducibility shown among different batches poured from the same parent
collodion depends upon having reproducible conditions, but porosities should
check within 10 per cent. The possibility of reproducing these membranes in
comparable series of graded porosities has been well demonstrated by the con-
cordant results obtained in filtration studies by workers in different laboratories.

Grading of “gradocol” membranes.

Gradocol membranes are graded throughout the series in terms of their
average pore diameters determined by the rate of flow of water method.

The calibration of membranes.

Brcmmorp (23, 2) in his early studies with ultrafilter membranes applied
these methods for their calibration: 1. the ‘bubble-pressure’ or ‘critical air
pressure’ method, 2. the rate of flow of water method, and 3. the filtration of
standard colloidal suspensions. Methods 1 and 2 are to be recommended for the
grading of ultrafilters, since they give values for the porosities dependent solely
upon the physical structure of the membrane, while method 3 expresses permeabi-
lities and involves therefore the physical properties (electric charge, homogeneity
of dispersion, etc.) of the colloid filtered in addition to the structure and surface
properties of the membrane.

1. The ‘bubble pressure’ or ‘eritical air pressure’ method.
Literature: 10; 23, 2; 56; 57, 4; 9, 1.

This method provides a means of determining the size of the largest pores
in ultrafilters. The membrane, saturated with water, is mounted so that its
uppermost face is covered with water,

and an air pressure may be applied Table 1.
to the under face. The pressure is A.P.D. from |Maximum pore Diameter in mu
increased gradually until at a critical R.F.W., Water Isobutyl alcohol
value p, streams of air bubbles are e o="135 o=228
observed to escape from the upper
surface of the membrane. Then, know- 1670 2240 2400
. . . 1050 1420 1650
ing the surface tension, o, for air/water 690 90 1110
at the temperature of measurement, 460 750 330
the value for the radius, r, of the pore 340 520 610
capillaries is given by the relation, 210 — 320
20 100 — 140
=22
P’ N. B. The equilibration of the mem-

r given in cms., when ¢ in dynes/cm. brane against a non-solvent organic

and the pressure in dynes/sq. cm. When
examining a hetero-porous membrane
a few isolated large pores will first be
detected, followed by an increasing
number as the pressure is raised further.

liquid is generally attended by slight
swelling or contraction due to altered
solvation (11, 7). This probably accounts
for the higher valves for M. P. D. given
by isobutyl alcohol than by water.

This happens with acetic acid collodion membranes. With a relatively isoporous
structure, the bubbling is confluent at the critical air pressure, as found with
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gradocol membranes. Unfortunately the range of applicability of this method is
limited owing to the distension of the membrane produced by the excessive
pressures needed to force air through the fine capillaries. Thus with water
(o0 = 73,5) saturating the membrane the practical lower limit of porosity is about
300 my, but this may be extended to 100 my by using isobutyl alcohol (¢ = 22,8).
The requirements of the liquid used are that it should completely wet (angle of
contact zero), yet be without solvent action upon the membrane substance.
Some measurements on gradocol membranes are given in the preceding table 1.

II. The rate of flow of water method.

Literature: 80; 32; 53; 23, 2; 57, 2, 4; 60, 2; 139; 30, 1, 2; 100, 1, 2; 85, 2; 11, I;
49; 5, 2; 187, 1.

Measurement of the rate at which water flows through a membrane under
standard conditions may serve as a basis for characterising the membrane, and if
a simple capillary structure be assumed, then a value for the average pore dia-
meter may be derived. ELrorp (57, 4) has adopted the rate of flow of water
(R.F.W.) value defined as the volume of water in c. cs. passing per sq. cm. per
minute, through a membrane 0,1 mm. in thickness, under 100 cms. water pressure
at 20° C. The formula for calculations

Vit.60000
R.F.W.—"z‘.T'P. F)
V = volume, c. cs.; £ = membrane thickness in mm.; 4 = membrane area; T' = time
of flow in secs; P = pressure in cms. water.

The flow of water through collodion membranes is found to obey POISEUILLE’s
Law govering the flow of fluids through capillaries (53; 30, 1; 57, 2; 30, 2).
Hence if the pores through which water is flowing are assumed to be cylindrical
capillaries of circular cross-section and running perpendicular to the membrane
surface, with length corresponding to the thickness of the membrane, then

v _ NarP

T 8¢t °
where V = vol. c. cs. passing/sq. em./T" secs; N = no. of pores per sq. cm.; r = radius
of capillary in em.; 5 = viscosity of water C. G. S. units; ¢ = thickness of membrane

in cm.; P = pressure causing flow, in dynes.

Now if the further assumption is made that the measured specific water constant
(3.W.C.) of the membrane gives the fraction of the total volume of membrane
occupied by the effective pores, then since S.W.C. =8 = N 7 72, we may write
Z S.12P
879t

o VAR IS
—V 1.8 — N
where F' = R.F. W.

By the suitable adjustment of units, an expression for j, the average diameter
of the pores in microns, may be deduced.

. T
] = 0,234: l/? .

Since comparable conditions obtain throughout the series in preparing gradocol
membranes and the values of S remain reasonably constant over a wide
range of porosities, it is convenient to construct a graph plotting values of §
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against F. A continuous curve is obtained which once established is very useful
for the purpose of rapid preliminary calibration of membranes from the measured
R.F. W. (i.e. F) values.

How far are the assumptions made in calibrating gradocol
membranes justified ?

This question has been considered by ErLrorD and FERRY (60, 2), who advance
evidence in support of the simple structure assumed (see also MANEGOLD and
Sorr 140). The specific water contents of gradocol membranes ranging in poro-
sities from 2000 myu down to 20 my remain at the high value 0,8-0,9, meaning
that the total pore volume in such membranes is reasonably constant, and that
the variation in porosity is probably determined by alterations in the state of
aggregation and hydration of the nitro-cellulose. The mode of formation of the
films by the linking together of particulate units must lead to a system of inter-
secting channels. The possibility of individual pores is also precluded by the
high S. W.C. values. Consideration of an ideal structure comprising straight
cylindrical pores distributed uniformly in three mutually perpendicular directions
and intersecting one another, shows that for values of the specific pore volume, V,
equal to 0,8-0,9, the volume, V,, of pores effective in rate of flow measurements,
i. e. those directly connecting two opposite faces, represents about 60 per cent
of the total free space in the membrane (60, 2; 140). The assumption, therefore,
that S = N & r2 whereas in fact the true relation is @ § = Nz 2, @ being V,/V,
means that the calculated pore diameter will be too low, and for @ = 0,6 the
shortcoming will be to the extent of 30 per cent. For pores of square cross-section
instead of circular, but under otherwise the same conditions, V, = 0,7 V (63;140),
and the value of § based on @ = 1 instead of @ = 0,7 will be low by about 15 per
cent. MANEGOLD and SoLF (loc. cit.) have in addition considered an intersecting
system of endless slits, but this form of structure appears to be ruled out, in so
far our problem is concerned, by the very nature of the membrane formation.
The cross-sections of the pores are probably polygonal in contour. (Reference
should be made to the comprehensive studies by MaxEGoLD et al. [Kolloidzeit-
schrift 1930 onwards] on the permeabity of collodion membranes under various
conditions).

The operation of forces favouring orientation during the formation of the
film may be expected to cause the porosity to be greatest in the direction per-
pendicular to the membrane surface. This will favour the assumption @ =1
in calculating the value of j.

Hydration.

The degree of hydration of the nitro-cellulose is assumed to be negligible.
This is probably justified for the coarsest membranes, where the nitro-cellulose
is in a highly coagulated form, as indicated by the fact that membranes of poro-
sities greater than 100 my may be dried with little shrinking or curling, and be
rewetted. There is evidence that with less porous membranes hydration assumes
increasingly significant proportions. However, in the absence of any quantitative
data on this point it is only possible to indicate the direction of the error due
to this factor. The calculated pore diameter will again be too low.

Length of pores.
The length of the pores is assumed equal to the membrane thickness. It is
fairly obvious that for a system of closely packed intersecting capillaries, since
flow will follow the path of least resistance between points of equivalent pressure
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difference, that the thickness of membrane must give a good indication of the
length of the pore. Any error present here will be one of underestimation and the
value of § will be too low in consequence. In instances where the pores possess
a high degree of individuality then the effects of tortuosity will become pro-
nounced.

PoiseviLLe’s Law.

The influences of electrokinetic effects and anomalous viscosity relationships
in very fine capillaries of less than 10 my porosity may be expected to produce
rates of flow less than required by PoISEUILLE's Law (57, 6; 114).

Thus the several assumptions involved in the formula used for calculating
the A.P.D. of membranes from R.F. W. measurements combine generally to
yield a value of § which is too low but probably within 259, of the true value for
membranes ranging in porosities from 2000 my down to 20 mu. For still less
porous membranes, however, the discrepancy assumes progressively greater
proportions due to a modified membrane structure and finally departure from
PorsguitLe’s Law of flow.

Technique of membrane calibration.
a) Measurement of membrane thickness.

The piece of membrane is placed between two circular uniform cover-glasses
and the combined thickness measured by means of a delicate micrometer gauge.
Knowing the thickness of the cover-glasses alone, that of the membrane is obtained
by difference. A convenient form of gauge reading to 0,001 mm. is seen in fig.5,C.
Alternative methods are available, viz. using the principle of the optical lever (106),
direct microscopical measurement of the thickness of a strip of membrane (60, 2),
or using a spherometer (188).

The thickness may also be calculated from the weight of the wet and dry
membrane, knowing the density of nitrocellulose (value 1,6), from
. W,
(Irw — W d) + 1.6

= 1 ,

t = thickness of membrane in cm.; 4 = area of membrane sq. cm.

N. B. In Evrorp and Frrry’s paper (60,2), (W, — W,;) was written as W, to
mean weight of water, but overlooking the fact that ¥, had been used to indicate
weight of the wet membrane.

b) Specific water content.

A large membrane (4 cms. diameter) is used for this determination. A small
sector is cut for the purpose of measuring the thickness and then the superficial
water is removed from the membrane (complete with sector used for thickness
measurement) by placing it between the folds of a smooth hardened filter paper
(No. 575 ScHLEICHER and ScHULL or No. 50 WxatMaN). The filter paper is
plied so that contact is made with the membrane surface without its being
pressed in handling. The membrane is then placed in a pair of tared watch-
glasses and weighed to give W,, the weight of the wet membrane. It is then
dried in the hot-air oven at 60-70° C. for 6 hours. After being allowed to cool in
a dessicator, the dried membrane and watch-glasses are re-weighed to give 11,
the weight of the dry membrane. An alternative procedure is to dry the membrane
over sulphuric acid in a vacuum dessicator (11, 1).
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The specific water content is given by

y Ww_Wd
S=- d¢

A = area of membrane sq.cm.; ¢ = thickness of membrane in cm.

Fig. 5. Apparatus set for R.F. W. determination.

(A) Calibration cell in water bath at 20°C; (B) Aspirator bottles as arranged to give required pressures of
water; (C) Micrometer guage.

Alternatively the volume of the solid nitrocellulose present may be calculated
from the determined dry weight W, and the density of nitrocellulose, p, for
which 1,6 is an average value. Then S follows from the ralationship

Wa

Szl_A.t.g'

BecHHOLD (23, 2), in calibrating acetic acid collodion membranes, assumed
the water content equivalent to the percentage of acetic acid in the parent
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collodion. This is a convenient approximation permissible for this type of mem-
brane, and assumes the specific volume of the collodion unchanged by gelation
and neglects any difference in specific volumes of nitrocellulose and acetic acid.

¢) Measurement of R.F. W.

Apparatus: — A simple form of calibration cell is shown in fig. 6. The mem-
brane is held vertically between two carefully aligned half cells made of glass,
rubber washers being inserted on either side of the membrane to ensure a good
joint when the ebonite clamp is tightened. The side arms carrying matched
bulbs of known volumes are attached by means of waxed rubber bungs. Modifi-
cations of this cell have been used, the central half cells being made of metal

(11, 1; 187, 7). If these components
are accurately machined, the tech-
nique of aligning the cell and also
the method of clamping are simpli-
fied. Measurements are conveniently
made at 20° C., and the time required
for the volume of water contained
within one of the calibrated bulbs
to pass through the membrane and
fill the opposite bulb under a known
applied pressure is taken by means
of a stop watch. The direction of
flow is then reversed and the average
of three readings in each direction
found. Conditions should be chosen
so that the time of flow is of the
order 100 seconds.
An improved form of all-glass
Fig. 6. Simple form of calibration cell. calibration cell recommended for
general use is shown in fig. 7. The
use of rubber bungs is avoided, this being very desirable when calibrating
membranes of low porosities to eliminate possible small leakages and
deformations affecting the volume of water enclosed in either arm under
pressure. The cell assembled as illustrated is held rigidly in a level position in
a thermostat at 20°C. (see fig. 5, A). The arrangement of stop-cocks provides
a convenient means of applying pressure to either side of the membrane in turn,
so that consecutive determinations of the time of flow may be made without
disturbing the mounting.

The value of F' may vary a millionfold for porosities ranging from 2000 mgy

down to 2 mu. In practice therefore, it is necessary to make adjustments to

Table 2. Ranges of application of pressures and bulb volumes in
R.F.W. measurements. (Area of membrane exposed to flow = 0,8 sq. cm.)

Description of bulb Volume of bulb Range of pressure Range of application
C. 8. cms. water R.F. W. ‘ AP.D. mp
Large bulbs. .. 2,5 10-60 1-30 250-1300
Small bulbs . .. 0,25 40-70 0,08-1,5 ! 80-300
Capillaries . ... 0,01-0,03 40-70 0,005—0,08 1 20-80
300-350 0,00003-0,005 | 2—-20
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maintain a convenient value for the time of flow, 7', which on grounds of accuracy
should certainly not be less than 30 seconds, nor for convenience greater than
10 minutes. Table 2 gives suitable values for the bulb volumes and the applied
pressures together with the ranges of R.F. W.and A.P.D. for which they apply.

The area of the membrane, 4, functioning is calculated from the mean diameter
of the circular opening at the flange of each half-cell. Since the values of V and 4

Fig. 7. All-glass calibration cells.
(a) Bulb type; (b) Capillary type.

are constant for each calibration cell, the R. F. W. may be calculated from the
simple relation

K.t
7.P

where K is known as the ‘“‘bulb constant” and is equivalent to Z .60000; while ¢, T'and

F:

P are as in earlier equation.

The general assembly for an R. F. W. determination is shown in fig. 5.

Practical points in technique of R.F.W. measurements.

The cells are kept with the bulbs immersed in sulphuric and chromic acid cleaning
mixture to ensure grease-free surfaces and perfect wetting and drainage during rate
of flow tests. Assembling the calibration cell.

1. The central openings of the two half-cells must be accurately aligned. The
cell should be made so that the openings are concentric with the circular rims of
the flanges. Alignment of the latter then ensures alignment of the central openings.
To the faces of the flanges are connected (rubber solution cement used) rubber
washers to fit exactly the diameter of the circular opening of the cell. The mounting
of these washers should be examined frequently since after standing in the water
bath the cement tends to break away from the glass surface and may give rise to
leakage. The washers must adhere firmly to the glass at all points. The sheet
rubber as used by dentists, is very suitable for making these washers. With the mem-
brane inserted in position between the two half-cells, aligned as stipulated, the clamp-

Hdb. d. Virusforschung, I. 10
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ing screws are then tightened, gradually and uniformly to ensure even pressure
and a sound joint.

2. Attention to stop-cocks.—The ground surfaces should be carefully greased
to give clear unbroken films. This is important especially when calibrating membranes
of low porosities with the capillary cells, as otherwise small leaks may occur.

3. The compartments on either side of the membrane are filled with water through
the respective stop-cocks. The latter too may be used in adjusting the levels in the
bulbs although a fine capillary pipette is often preferable. When one bulb is full,
the opposite one should be just empty.

4. Source of applied pressure.—Pressures up to 70 cms. water are obtained by
adjusting the relative height of two aspirator bottles, and the pressure is measured
with a water manometer. For higher pressures a mercury reservoir is adjusted in
conjunction with a mercury manometer.

5. Levelling of cells.—A horizontal levelling wire (see fig. 5) permits opposite
bulbs to be adjusted in a level position, and then since the heights of the water columns
are so arranged that when one bulb is just full the opposite one is just empty, no
correction is necessary for the difference in heights between the rising and falling
meniscuses during the measurement of the time of flow. When the capillaries are
being used such an arrangement is not always convenient and a correction for the
difference between the mean meniscus heights may have to be made, depending on
the magnitude of the error involved.

6. Capillary cells.—a) Since the volumes of the capillaries are small the time
of flow should never be less than 100 seconds. Attention must always be paid to
the elimination of error due to drainage of liquid into the capillary. Sufficient time
must elapse between applying the pressure and the moment the meniscus crosses
the upper calibration mark to allow drainage to be complete and a uniform movement
of the meniscus to be established. To check upon this condition the fall of the meniscus
may be timed over two consecutive portions of the calibrated capillary.

b) Owing to the relatively high pressures necessary in calibrating membranes of
low porosities the membrane bulges appreciably and in consequence of this the water
displacement may be 0,1-0,15 c. c. The use of any form of support is not permissible
in view of the requirement that the area through which flow occurs be defined and
known. Hence the levels of the meniscuses must be suitably adjusted so that the
drop in water level when the pressure is applied still permits an adequate interval
for drainage and the attainment of steady conditions before the timing over the cali-
brated portion of the capillary is commenced.

7. Detection of leaks.—a) The water levels above the stop-cocks should be care-
fully observed during the measurement of flow. If the meniscus rises in either tube
indication is given of a leak through the corresponding stop-cock.

b) The water levels in the bulbs must also be noted following consecutive reversals
of the pressure during runs. Should the level in either arm drop, then a leak is indi-
cated due either to the clamp not being tightened sufficiently or to bad contact
between the glass flange and the rubber washer.

Errors due to leakages result in the measured values of R. F. W. being too high,
while drainage errors cause the values to be too low.

III. The filtration of standard colloidal suspensions.

This method demands full appreciation of the principles of filtration since it
concerns the permeability as distinct from the porosity of a membrane. Two
factors of particular importance are 1. the degree of homogenity of the standard
suspensions used and 2. the extent to which adsorption of the dispersed particles
by the filter occurs. Any calibration in which these influences are neglected can
prove very misleading. The following section is devoted to the consideration of the
factors governing filtrability with particular reference to the filtration behaviour
of gradocol membranes towards suspensions of known constitutions and particle
sizes.
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Principles of filtration.

Too often the early users of ultrafiltration methods regarded the process invol-
ved to be as simple as that operating when one sorts out the sizes of particles by
means of a sieve, in others words, that the size of mesh in relation to the size of
particle was the sole determining factor. This inadequate conception led to
erroneous interpretation of results, since the influences of other important factors
were neglected. In a collodion membrane the channels through which filtration
occurs may be 1000 times, and often more, as long as they are wide, and may
be far from regular in cross-section and direction. In consequence, surface
adsorption and mechanical blocking in the pores must inevitably have great
significance in ultrafiltration processes. Equally important are the properties
of the disperse systems filtered, e. g. the concentration and nature of the disperse
phase, its stability, lyophilic or lyophobic properties, degree of homogeneity of
dispersion etc.; also the composition and reaction of the medium. All these
factors must be carefully considered in membrane filtration and be studied in
relation to such extraneous conditions as applied pressure, temperature, and the
volume filtered per unit area of membrane surface.

Filtration pressure.

The rate at which a liquid filters through a membrane of which the pores
are large compared with any particles contained in the liquid becomes proportional
to the applied pressure. However, when the membrane is actually functioning
as a filter, i. e. when some or all of its pores are smaller than the dispersed particles
or when the pores are narrowed sufficiently by adsorption or mechanical blocking,
then this direct proportionality does not hold. Under such conditions there exists
an optimum pressure giving the best rate of filtration. This is due to the fact that
when the pressure is increased beyond a certain point it packs the retained particles
more tightly in the pores of the membrane with consequent retardation of filtra-
tion. Devices found to improve the rate of filtration by reducing blocking have
included the use of pulsating pressure (23, 3; 82), alternating pressure (57, 2),
and stirring (23, §; 39). The degree of success attending such measures depends
largely upon whether or not the blocking is due to congestion at the entrance
to the pores by a surface layer of particles formed there, or whether the particles
have penetrated into the membrane and adhere there by virtue of their “sticky”
nature, e. g. mucinous substances are notorious in this respect. In the former
case stirring and periodic reversal of the pressure can be very helpful, but in the
other circumstances little improvement, if any, is effected.

When filtering emulsions the factor of deformability of the globules of the
disperse phase enters. Thus BEcHHOLD and NEUScHLOSS (24) found that lecithin
dispersed in water in the form of droplets several microns in diameter was able,
when the applied filtration pressure exceeded 150 gm./sq.cm. to traverse an
acetic collodion membrane that would retain haemoglobin. The droplets, deformed
in the capillaries, emerged to revert once again to their normal size and shape in
the filtrate. The question of the filterability of emulsions has been analysed by
HarscHEKR (94).

Temperature.

Temperature affects the rate of filtration mainly through its influence upon
the viscosity of the system. This is illustrated well in the case of serum which
filters much more readily at 25° C. than when brought directly from the ice-box
at 0° C. It is advisable always to adjust the temperature of systems that have
been stored in the cold to 25° C. before filtering.

10*
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Volume filtered per unit surface area.

The volume of liquid filtered per unit surface area of membrane should always
be considered in filtration experiments, since in certain circumstances it may
be a factor deciding the potency of the filtrate. Particularly is this so when
adsorption is prominent. On filtering a small volume of suspension the filtrate
may be found to contain little of the disperse phase, which, however, may pass
the membrane readily on filtering a volume sufficient for the surface to become
saturated. This will be appreciated in the next paragraph dealing with adsorption
in ultrafilters.

Surface adsorption.

The importance of surface adsorption in filtration has long been recognised
(23, 1; 100. 1; 135; 171; 70; 89), and in his early descriptions of the application
of ultrafiltration methods, BEcAHOLD (23,1) emphasised the necessity of checking,
in the case of each system studied, whether or not adsorption by the membrane

was appreciable or not. This he

tested by shaking up small pieces of

the membrane in the suspension.

Other workers have studied the

adsorption on collodion particles

(135; 57, 6). In general positively

charged colloids are more strongly

adsorbed than those negatively

charged, as would be expected on

electrostatic grounds since the collod-

ion membrane carries a negative

charge. Protein substances in solut-

ion are found to exhibit maximum

adsorption at the isoelectric point.

Fig. 8. Typical forms of filtration curves. More precise knowledge of the role of

adsorption in the ultrafiltration of

any particular system may be gained from the form of the filtration curve,

which is constructed by plotting the relative filtrate concentration (i.e. the

concentration in the filtrate expressed as a fraction of the original) against the

volume of filtrate collected (60, 7). The general types of curve obtained are

shown in fig. 8. Curve I relates to a system of which the disperse phase, after

the initial adsorption has become saturated, can readily pass the filter, the final

filtrate concentration being equivalent to the original. When a portion of the

disperse phase is retained by the membrane the relationship in curve II holds,

and the filtrate concentration never reaches that of the original. In addition to

adsorption, mechanical blocking of the membrane may occur, and in this case

the filtration curve will take the form shown by curve III. The filtrate concen-

tration rises to a maximum value and then falls off more or less rapidly according

to the extent of ““blocking” in the pores. Types I and II are the curves of “normal”

filtration, i. e. adsorption without any significant blocking, while type III denotes

“abnormal” filtration with pronounced blocking (60, 1). It is recommended that,

whenever possible, filtration curves should be determined when applying ultra-
filtration methods.

The amount of adsorption occurring in any particular instance is proportional
to the surface area of pores in the membrane, and therefore varies directly as
the area of membrane surface and the thickness of the membrane. This relationship
has been verified experimentally for dyes and proteins (57, 6) and also for the
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virus of foot-and-mouth disease (79, I). When the filtration pressure is increased
the amount of adsorption is slightly diminished. This is due presumably to the
increased kinetic energy of the liquid as it passes through the pores enabling
particles to overcome certain surface forces of attraction, and thereby mini-
mising any tendency towards the formation of multiple adsorbed layers.

Nature of medium.

a) Hydrogen-ion concentration. — The pm value prevailing in the system
is of great importance in determining the filterability, particularly when dealing
with amphoteric substances such as the proteins. Filtration proceeds with
greatest difficulty in the neighbourhood of the isoelectric point, where, as already
mentioned, the adsorption is at a maximum.

b) Electrolyte content.—The degree of ionization and surface charge on
colloids may be greatly influenced by changes in the salt concentration of the
medium. The stability and state of aggregation of the suspension may in conse-
quence be affected and hence in turn its filterability. Salt effects are more pro-
nounced in lyophobic systems, particularly in the absence of any ‘“‘protective
colloid”. In the case of proteins, salts exert their greatest influence at px values
near the isoelectric point (135; 60, 3).

¢) Presence of a capillary-active constituent. — ‘Capillary active’ or ‘surface
active’ substances possess the general property of accumulating at interfaces
and lowering the surface or interfacial tension. It is not surprising therefore to
find that the presence of such compounds in the medium may greatly influence
the filterability of suspensions by altering the surface equilibria involved. ‘Pro-
tective colloids” are surface-active, and, by forming an adsorbed layer around
the dispersed particles, exert a stabilising effect on the suspension. Lyophobic
suspensions, which often produce a rapid ‘“blocking’ of filters, are generally
rendered more readily filterable by the presence of a “‘protective agent” (23, I;
223). All capillary active substances do not necessarily have a stabilising in-
fluence, but may under certain conditions bring about the coagulation of a sus-
pension depending on whether or not the stabilising influence of adsorbed colloid
can off-set the precipitating influence of charged ions present. Soap solutions,
for example, may behave in this way. The concentration of the capillary active
substance present is also important. The phenomenon is frequently encountered
of a stabilising or ‘‘peptising” action being confined to a particular range of
concentration (ions or colloids) beyond which a precipitating influence may
prevail.

Brixkmax and SzENT-GYORrGYI (35) found that collodion sac membranes
ordinarily impermeable to haemoglobin under given conditions were rendered
permeable for this protein when sodium oleate was either first filtered through
the membranes or added directly to the haemoglobin solution before filtration.
Sodium linoleate, sodium glycocholate, digitonin (cryst.), glycerol mono-oleinate
and WITTE’s peptone each acted in a similar way to sodium oleate, differing
only in degree according to their specific surface activities. ELForD (57, 6)
studied the influence of sodium oleate and saponin on the filtration of night blue.
The alteration in the filtration curve is strikingly illustrated in fig. 9, showing
that capillary active substances exert their effect of improving filterability
through modifying the primary adsorption of the dye.

WarD and Taxa (211) recorded that hormone broth, a medium consisting
of an extract of digested animal tissue, greatly facilitates the filtration of vaccinia
and herpes viruses through filter candles, as compared with their behaviour
when saline or RINGER solutions are used as media. This effect is to be ascribed
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to the presence of a capillary active constituent in the broth. BRONFENBRENNER (36)
had previously found that broth improved the filterability of bacteriophages
through collodion membranes and thought this was due to the broth facilitating
the dissociation of the bacteriophage from larger carrier particles. Yaor and
Kasar (216) reported that egg white facilitated the passage of vaccinia virus
through filter candles. GarLoway and ErLrorp (79, 1) found that the virus of
foot-and-mouth disease when contained in a phosphate-saline medium is con-
sistently retained, for 10 ccms. filtered, by membranes of A. P. D. less than 60 mu,
but in a medium containing HARTLEY’s broth at pr 7,6 the virus passes a 60 mu
membrane undiminished in potency and is not completely retained until mem-
branes of A. P. D. 25 myu or less are used. The improvement in the filterability
of foot-and-mouth disease virus through a 45 my membrane when broth is con-
tained in the medium is shown
by the broken-line curves in
fig. 9. Broth also facilitates
the filtration of proteins, but
the magnitude of the effect
depends on pm, being greatest
at pa 7 to 8 (60,1,3). It
is important, however, that
during the preparation of the
broth the digestion process
is not permitted to proceed
to the amino-acid stage of
protein degradation. If this
stage is reached then the

v medium no longer facilitates
ig. 9. Influence of surface active substances in minimising : : DN

adsorption. Continuous line curves , Night Blue (57, 6). fﬂtrafflon and lS ln, no W:ay
Broken line curves ==m======_ Foot-and-mouth disease virus (79, I). superior to physwloglcal saline

(60,1). The constituent of
broth responsible for assisting filtration is a highly surface-active intermediate
breakdown product of protein.

The general behaviour of capillary-active substances in facilitating filtration
is due to the fact that the surface active molecules are adsorbed preferentially
both on the walls of the pores and on the particles in the suspension being
filtered, exerting thereby a kind of lubricating action in minimising blocking and
adsorption and so assisting the passage of particles through the membrane.
The significance of the effect in any particular instance depends not only on the
relative adsorbabilities but also on the relative magnitudes of the molecules of
the surface active substance and the dispersed particles of the suspension. The
spatial relationships involved are readily seen from fig. 10, which portrays
diagrammatically, for ideal conditions, the mechanism concerned. Thus the
limiting porosity D for particle 4, assuming a monolayer only on the wall of the
capillary, is equal to three times the particle diameter (fig. 10, b). When multiple
adsorbed layers are formed then the limiting pore diameter may be many times
the diameter of the particle (fig. 10, a). In the presence of the relatively small
molecule of the capillary active substance the conditions pictured in fig.10,c
obtain. The particle 4 can now readily pass through a pore of three times its
own diameter and the limiting conditions for retention are given by D=4¢ + 4
(c and A the diameters of surface active molecule and particle respectively).
Theoretically therefore as long as ¢ is small compared with 4, filtration may
be expected to be greatly facilitated by the presence of the capillary active
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component and the limiting pore diameter will bear a close relationship to the
size of particle just completely retained. When ¢ approximates to 4 it may be
anticipated from spatial considerations that except in circumstances when
blocking due to multiple layer adsorption is pronounced the influence of the
capillary active substance may not be appreciable. It is not difficult to visualise
conditions under which it might result in a slightly higher end-point.

Nogrris (158) failed to detect any improvement in the rate of diffusion of
calcium chloride through collodion membranes treated with sodium oleate and
other capillary active substances. There being no blocking of the membrane
normally during the diffusion of calcium
chloride and the substitution of an ad-
sorbed layer of capillary active substance
for a layer of adsorbed chloride ions at the
pore surface having a negligible influence
on the effective pore diameter, except in
excessively fine membranes, no change in
permeability would be expected under
these conditions.

CLAUSEN (46) found that certain collodion
membranes,under ordinary conditionsimper- . ) ) ,
meable to protein, were rendered permeable 1% 1% Smate mprntaton shovin e
when first treated with an aqueous solution of ditions.

a surface active substance which he was able  (a) Multiple-layer adsorption. (b) Monolayer
to extract from urine of patients suffering adsorption. (Cgug;’;la‘lizieofr:s’gg.suﬁa"e active
with parenchymatous nephritis. BEbsow

(28), Braxp (33), and TALLERMAN (197) found that the permeability of collodion
membranes for proteins was improved by saturating the membranes first of all
with serum. NATTAN-LARRIER, GRIMARD-RICHARD, and Noueuss (156) reported
that the passage of complement through collodion membranes was facilitated
by sodium oleate, and sodium tauro- or glyco-cholate, whereas egg albumin was
not effective. Rao (170) has studied the influence of surface active substances
on the permeabilities of various types of membranes, including collodion, towards
acids and sugar in diffusion experiments (see also EDERER 71).

Ultrafiltration apparatus.

The foremost requirements of any form of ultrafilter apparatus are (1) a suit-
able support for the membrane and (2) a clamping device such as will ensure
a sound joint between the membrane and its mounting. Brief descriptions of
suitable ultrafiltration apparatus follow.

Apparatus of metal:—The forms of ultrafiltration apparatus used to-day
are essentially modifications of that originally described by BrcrHOLD (23, 1).
The design shown in fig. 11 has been generally used in recent years for virus
studies (7). The filter is made of brass and suitably electroplated, with nickel
normally, or chromium, but when studying systems of acid reaction silver should
be used. [ForLEYy and MATTICK (75) have described an ultrafilter of stainless steel
for high pressure filtration.] The filter funnel carries a perforated plate on which
the membrane is laid and next comes a rubber washer to ensure a good joint
when the top part of the filter is clamped in position. The twoslots x x fig. 11 prevent
any shear being transmitted to the membrane when the screw clamp is tightened
by means of spanners. (N. B. In the original design of BEcEHOLD the clamping
of the filter parts was effected by means of nuts and bolts, the adjustment of
which in tightening needs to be very uniform to give a sound joint. This becomes
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automatic with the screw clamp.) The perforated plate supporting the membrane
is made by drilling 1 mm. holes, closely arranged to give maximum filtering area,
in a disc of silver or stainless steel. It is important that the perforations do not
extend to the periphery of the disc, but to leave a marginal ring of plane metal
sufficient to accommodate the rubber washer and so to eliminate any danger of
leaks arising through the membrane being forced into the perforations on tighten-
ing up the filter.

In assembling a negative pressure filter (79, 6) it is necessary to insert a rubber
washer below the perforated plate as well as one above the membrane.

Fig. 11. Sectional drawing of metal ultrafilter (7). Fig. 12. Jena glass filter with slotted disc support
for membrane.

Apparatus of glass:—In some circumstances it may be desirable to avoid
bringing the system under study into contact with metal—viz. in studying acid
systems, or when oligo-dynamic action of certain metals may influence results
with labile biological systems. Purified suspensions of viruses and bacteriophages
in absence of protective colloid are very susceptible to such influences. It is
advisable then to use glass ultrafilter apparatus.

A form of filter for negative pressure made of glass except for the perforated
metal plate supporting the membrane has been used by the author extensively
in preparing washed preparations of viruses and phages. Since in such experiments
the system above the membrane is being studied, it will be seen that this does
not come into direct contact with metal. However, for similar purposes and
whenever a truly all-glass filter is required, the model made by the Jena glass
Company! is recommended. Fig. 12 shows a modification of the filter described
by GrRABAR (85, 1), the disc of sintered glass fused into the filter funnel and used
to support the membrane having been replaced by the slotted glass disc. This, in

1 To whom acknowledgement is due for the sketch fig. 12.
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the experience of the author, although reducing slightly the filtering surface,
scores on the grounds of convenience in cleaning, and there is very little fluid lost
through retention within the supporting disc. Both forms are available. The metal
clamp is tightened by means of keys and an effective joint can thereby be ensured.

Fig. 13, (A) Assembled filter. (B) and (C) Filter parts as sterilised. (D) Forceps for handling membranes.
(E) Membranes as sterilised. (F) Rubber washers as sterilised. (G) Adapter and small washers as sterilised.

Sterilisation of filter parts.—The component parts of the ultrafilter are steri-
lised as follows:

1. The metal or glass ultrafilter parts are conveniently put up as shown in
tig. 13, B-C, to be sterilised in the hot air oven or the autoclave as the apparatus
permits.

2. The filter membranes are contained in sterile distilled water in small glass
pots (fig. 13, E), having been sterilised by steaming.

3. The rubber washers are autoclaved (fig. 13, ).

The complete filter is then assembled in the sterile atmosphere of an ultra-
violet-light chamber (57, 2) or with suitable precautions in a draught-free room.

Estimation of particle size by ultrafiltration.

Ultrafiltration provides a very convenient means of investigating the particle
sizes of suspensions, but as already mentioned, a reliable analysis demands
certain important conditions be secured. A graded series of reasonably isoporous
filters is essential, and is now provided by the gradocol membranes. The filtration
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curves should be “normal” in type and the influence of all factors hindering
filtration—e. g. adsorption and blocking—should be eliminated as far as
possible. Hence any material more coarsely dispersed than the particles under
investigation should be
fractionally removed. The
extent to which this is
practicable, and the re-
quisite porosities to be
employed, will be revealed
by the filtration curves.

Filtration ‘end-point’.
The porosity of the limit-
ing membrane just able to
retain completely all the
dispersed particles, under
conditions most favour-
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filtration of the suspension

through membranes of progressively finer porosities. The maximum relative
filtrate concentration (i.e. filtrate concentration expressed as a fraction of the
original) is read from each curve and plotted against the respective porosity
value to furnish a graph known as the “‘end-point curve’’, which will intersect
the abscissa axis at the end-point porosity, (see fig. 14). FERRY (73, 2) has discussed

- — the form of end-point curve to be
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o8k when a monodisperse system is

§ ——/— filtered through a truly isoporous
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Fig. 15. Experimental curve showing relationship between  would be feasible to predict the
. particle diameter 3 . . . .
the ratio e e diameter 204 the logarithm of the  filtration end-points to particles
limiting porosity. of various sizes. However, as our
collodion membranes are still
far from being ideal and precise knowledge of their structure is lacking, it is necessary
to adopt the practical procedure of establishing their behaviour as ultrafilters
towards suspensions of standardised particle size. The relationship between particle
diameter and limiting pore diameter may thus be revealed experimentally.
The filterabilities of suspensions of bacteria, the larger viruses, gold sols, and
proteins, of which the particle sizes had been determined by the methods of
microscopy, ultraviolet light photography, ultramicroscopical count, and ultra-
centrifugation analysis respectively, were studied by ELrorD (57, 6), and ELForD
and FErry (60, 1, 3). The values of the ratio particle diameter/limiting pore
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diameter (L.P.D.) for protein-like systems when plotted against the corresponding
values of log L.P.D. give the curve in fig. 15. The end-point data on which the
curve is based are summarised in table 3.

Table 3. End-point data for the calibration curve fig. 15.

Limiting | 5, tiete dia- | Ratio
System gfel:e;i, IZ: meter. p. Ea Reference
o mp a

B. Prodigiosus ...... 750 500-1000 | 1,0 (av)| Microscopical measurement
Vaccinia virus ...... 250 150-180 0,66 (av)| U.V.L.P. (6, 4) F. (58, 1)
Infectious Ectromelia

VITUS . oo as 200 130-140 0,67 (av)| U.V.L.P. (7) F. (7)
Haemocyanin (Helix) 55 24 0,44 C. (195) F. (60, 3)
Edestin ............ 18 8 0,44 C. (196) F. (60, 3)
Pseudo-globulin

(horse) .......... 11-12 6,9 0,60 C. (194, 2) F. (60, 1)
Serum albumin (horse) 9-10 5,4 0,57 C. (194, 2) F. (60, 1)
Oxyhaemoglobin

(horse) .......... 10 5,6 0,56 C. (194, 2) F. (57, 6)
Egg albumin ....... 6 4,34 0,72 C. (194, 2) F. (57, 6)

U.V.L. P. =ultraviolet light photography; F'.= filtration; C. = ultracentrifugation
analysis.

It will be noticed that the ratio approaches unity for the more porous mem-
branes (nearing 1000 mu) but as the porosity decreases the ratio too becomes
smaller until in the neighbourhood of 20 my its value is close to one third. An
interesting feature of the curve is its reversal in slope in the region of 10-20 my.
This is the nett result of a combination factors which assume importance in this
region of porosity, viz. transition in membrane structure as indicated by S.W.C.
data, and influences due to electrokinetic effects in extremely small capillaries
and accompanying anomalous viscosity relationships, all of which affect in
increasing degree the calibration of the fine membranes below 10 mu.

A factor F has been adopted (57, 6) permitting the particle diameter, p, to
be deduced from the determined end-point porosity, d, by means of the rela-
tionship

p=1F.d.
Thus
Value of factor I Limiting pore m‘j:ameter’ d
0,33=0,50 -+ -+ et 10-100
0,50-0,75 .. .0 iiiiiiiiiiiiiii i 100-500
0,76—=1,00 ..o ov i 500—-1000

The shaded bands in fig. 15 serve to indicate the relation borne by the ‘factor’
to the experimental curve. The value of ‘F” for any particular end-point may
be read directly from the curve provided always that the filtration conditions
have been comparable with those for which the filtration curve was established.
The values of F given above, enabling the probable limits for the particle size
to be deduced, were intended to allow for uncontrolled variations arising in virus
studies due particularly to the variable amounts of extraneous tissue protein
according to the source of the virus. The results by both methods are in good
agreement (73, 1). It is to be recommended that when interpreting ‘end-points’
falling within 10 my of the porosities where a sudden change in the value of the
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factor occurs, the mean of the alternative values of F should be applied, e. g.
in the range 90 to 110 mu, F' = 0,4-0,6.

It must be constantly appreciated that the adopted values of F and the
calibration curve of fig. 15 apply to gradocol membranes employed under con-
ditions most favourable for filtration. Under other conditions quite different
relationships between particle size and limiting pore diameter will obtain, as has
been well illustrated in the studies on the filterabilities of proteins in various
media (60, 7). ‘End-points’ determined for other than the most favourable
filtration conditions, and hence too, the value of particle diameter obtained on
applying F, will be too high.

Ultrafiltration analysis applied in determining the particle
sizes of viruses and bacteriophages.

The medium consistently employed in recent ultrafiltration studies with
viruses and phages has been HARTLEY’s broth at pz 7,6 (93). This has been found
very favourable both for the stabilities of the active agents concerned and in
ensuring filtration with minimum adsorption.

Recipe for HARTLEY’s broth:

Ox heart or horse musele ...............cooiiinn. 1500 gs.

Tap Wabter ...ccoeeeeintiniinnineeenennnneeenan 2500 c. cs.
Sodium carbonate (anhyd.) 0,8 per cent solution.... 2500 ,, ,,
Pancreatic extract [COLE and ONSLOW (48)]........ 50 ,, ,,
(621763 305 ) i o'+ MNP N 50 ,, ,,
Hydrochloric acid (concentrated) .................. 40 ,, ,,

“Remove all fat from the ox heart, or horse flesh, and mince. To this add the
2500 c. cs. of water in a large enamel vessel and heat in the steamer until a temperature
of 80°C. is reached. Then add the 2500 c. cs. of cold sodium carbonate solution,
cool to 45° C., and add the pancreatic extract and chloroform. Place in a water bath
at 37°C. for 6 hours, stirring occasionally. At the end of this time (6 hours) add
the 40 c. es. of hydrochloric acid (up to 5 per cent extra may be added, since if not
sufficiently acid the digest will not filter). Steam for 30 minutes. Then strain through
muslin and filter. Adjust the reaction to pg 8,2-8,4 with sodium hydroxide (i. e.
until the system just gives pink coloration with phenol-phthalein indicator). It is
important not to exceed pg 8,4. Distribute in bottles and steam for 30 minutes;
cool and add 0,25 per cent of chloroform.

For use: Steam for half an hour to drive off the chloroform, filter and adjust
the reaction as required, usually pg 7,6, and sterilise by steaming for half an hour
on three successive days.”

To obtain a broth suitable for filtration purposes the digestion of the muscle
must be arrested at a certain stage to yield a fairly constant proportion of
the intermediate break-down products. This is ensured by conducting the
digestion as detailed above provided the pancreatic extract is of the correct
activity. This may be controlled (a very necessary procedure in view of the wide
variation in potencies of pancreas extracts) by a simple test carried out as fol-
lows:—(cf. CoL®: Pract. Physiological Chemistry, 7th Edn., p. 253).

“5c.c. amounts of fresh calcified milk [50c.cs. milk + 10 c.cs. N. calcium
chloride (5,55 per cent) and total volume made to 100 c. cs.] are measured into test
tubes and placed in water bath at 38° C. Serial five-fold dilutions of the trypsin
solutions are made and in each instance 1 c.c. is added to 5 c. cs. of the calcified
milk, immediate and thorough mixing being essential. The tube is quickly replaced
in the bath and the time taken for a precipitate to form is noted by means of a stop
watch. The dilution giving a clotting time between 1Y/, and 13/, minutes is deter-
mined and the strength of the trypsin solution may then be calculated. The tryptic
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unit is defined as the amount of trypsin required to clot 5 c. cs. of the calcified milk
in 100 seconds. Thus if 1 c. c. of the 25-fold dilution clots the milk in 90 seconds, then,
strength of trypsin = 25 X 19—0(;) = 28 units.”

A suitable activity for the above formula is represented by 50-60 tryptic units.
Pancreas extracts may vary between 20 and 120 units in strength. (I am indebted
to Dr. P. HartrLEY and Mr. F. A. HoLBrOOK for details of broth preparation.)

The broth suited for filtration should froth readily on shaking.

Stock bacteria-free filtrate.

The following is a schematic representation of the procedure followed in
preparing a bacteria-free filtrate of a virus suspension, which then serves as the
stock for subsequent studies:

Infective tissue or fluid +4 broth at pg 7,6.

2 per cent suspension by grinding tissue in medium with sand,
glass powder or alundum.

Centrifuged 5 minutes at 1000 r./m. to sediment course material.

Supernatant further clarified by filtration through a sand and
paper pulp filter or an asbestos filter.

The clear to opalescent filtrate is then filtered through amembrane

of grade 0,7-0,8 p to yield a bacteria-free filtrate. This stock

filtrate containing the virus serves as the starting point further
studies.

The preliminary clarification may or may not be necessary in the case of
a bacteriophage preparation depending upon the degree of
lysis effected in the bacterial culture.

Sand and paper pulp filter: Paper pulp is thoroughly washed by
repeated boiling in distilled water, and then kept with a little
chloroform added. Silver sand, graded through a 60 mesh sieve,
is treated with hydrochloric acid, and then thoroughly washed in
repeated changes of hot distilled water. Finally the sand is dried
and stored for use. The filter is shown in fig. 16. The assembly
will be self-evident from the drawing, the filter bed consisting of
a layer of graded sand between two layers of paper pulp. A Jena

glass filter with G 4 disc may replace the glass tube. The bed is /’;Z'/”‘”’
compressed by means of a plunger conveniently made from a stout  E=2 G’n:a'eo’
glass rod inserted in a rubber bung. The filters may be roughly Sand

standardised in terms of the volume of water filtering through per N Coton Wool

minute, when a 10 cm. column of water is contained in the tube. Plug

Experience of the efficiencies in clearing tissue extracts shown by

filters of various degrees of compression, have proved this form of

filter well suited for the preliminary clarification of virus suspensions.

Tt is important that after the compression and subsequent steaming,

the filter is not allowed to become dry before use. For this reason

filters are found most satisfactory when used soon after being prepared. ~ Fig. 16. Sand and
Asbestos filters: Asbestos pulp is thoroughly washed in boiling — Paper-pulp filter.

distilled water and stored for use with addition of chloroform.

A Jena glass filter funnel containing a G 3 or G4 glass disc is mounted in

a pump flask. Sufficient of the asbestos pulp to give a thin layer (about Y/;4"")
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when distributed over the glass disc (suitable amount learned by experience)
is introduced into a 50c.c. measuring cylinder which is then almost filled
with water. Vigorous shaking thoroughly suspends the asbestos and the whole
is quickly transferred to the glass filter. Slight suction is applied by the
water pump and the asbestos settles down to form a thin even layer. The suction
is increased and the layer repeatedly washed with sterile distilled water to remove
traces of chloroform. In this way a very efficient filter is rapidly made ready for
use. However, for some of the larger viruses, e. g. vaceinia, this form of filter is too
tight. In all cases before adopting it for regular use with a particular virus the titer
of filtrate obtained should be determined to see that no great loss is sustained. A
slightly more porous filter, having different absorbing properties, may be made by
substituting paper pulp for the asbestos.

Tissue extracts.

The broth extracts of infected tissue should not exceed 2!/, per cent
in concentration. Experience has proved that nothing is gained by using
higher concentrations. Any improvement there may be in the virus potency
of the crude extract is usually too small to be detected, and filtration is invariably
very much hampered through the increased viscosity and the greater tendency
to blocking.

The preliminary clarification is very important, and while aiming always to
obtain a filtrate showing the highest possible activity, the liquid ready to be
passed through the 0,75 y membrane should not be more than opalescent, defin-
itely not turbid, in appearance. Otherwise early blocking of the membrane will
most certainly occur and a filtrate of low infectivity will result.

Determination of filtration ‘end-point’.
The stock membrane filtrate is filtered through membranes of progressively
lower porosities, the quantity filtered being at least 5 c.c. per sq. cm.
membrane surface, and preferably 10 c.cs. In exploring the region of
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TFig. 17. Influence of titer of virus on ‘“apparent end-point”.

porosity near the end-point even larger quantities should be filtered, and this
is particularly necessary when the titer of the virus is low. In such
circumstances preliminary filtration of broth through the membrane may be
helpful. Experiments with vaccinia virus, bacteriophages and foot-and-mouth
disease virus have shown the influence of virus concentration on the ‘“‘apparent
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end-point” (see fig. 17). When filtering 5 c.cs. per sq.cm. of membrane surface
at 15 lbs./sq.in. it is desirable that the titer should be at least 10% in order that
a reliable deduction of the particle size may be made. When the titer is lower
than this the need for filtering larger quantities is real, otherwise the tendency will
be for the “apparent end-point” to be too high ; cf. experiments with Rous sarcoma
virus and poliomyelitis virus. The filtration pressure applied need not exceed
25 cms. mercury for membranes of porosities greater than 300 my, but for mem-
branes less porous than this pressures of air or nitrogen up to 15 lbs. per sq.in.
are used. The concentration of virus in the filtrates is estimated and the titers
plotted against the A.P.Ds of the respective membranes. It will generally be
found for reasonably mono-disperse systems that the porosity yielding a filtrate
with relative concentration 0,1 will have about twice the ‘end-point’ value. For
example, the virus of foot-and-mouth disease in broth medium filters with
little loss through membranes of A.P.D. = 50 my and is completely
retained by membranes of A.P.D. 25 mu. Should there be a notable departure
from homogeneity in particle size, as, for example, is the case with the organism
of bovine pleuro-pneumonia, then a drop in filtrate concentration will be ob-
tained over a much wider range of porosities, yielding a relatively flat ‘end-point’
curve. Therefore, when determining the end-point curve of an unknown virus,
it is advisable first of all to ascertain the lowest porosity that can be safely
employed to provide a filtrate without detectable loss of virus, and then to
employ this filtrate in exploring carefully the range of porosity down to the
end-point. This must always be done and each system treated on its merits.
There are no short cuts to reliable results. Levaditi et al. have taken a limited
number of points—maybe one only (132; 129, 3) and apparently superimposed
a standard form of ‘end-point’ curve to indicate the limiting porosity. There is
no justification for such a procedure. The end-point must be determined experi-
mentally to give reliable indication as to particle size values.

Having established the end-point porosity d, then the particle diameter p
may be derived by using the appropriate value of the factor F in the relation
p=F .d, as discussed earlier.

Cultivable filterable micro-organisms.

Bovine pleuro-pneumonia.

Cultures of this micro-organism grown in serum broth for 2 to 3 days at
37° C. when subjected to ultrafiltration analysis yield an end-point curve showing
that the organism is retained to an appreciable extent even by relatively porous
membranes. This suggests heterogeneity in particle size, and, in addition to the
smallest viable phase, indicated by the end-point at 250 mu to be 125 to 175 my,
in size, there are probably larger forms present (57, 4, 6). It should be emphasised
that the filtration studies have been carried out on a culture of bovine pleuro-
pneumonia which has been maintained in artificial medium for several years.
A newly isolated strain would probably reflect in its filtration behaviour the
character of pleomorphism in even more striking manner in view of the obser-
vations recorded on the microscopical appearances of the bovine pleuro-pneumonia
organism (198; 199; 207).

Agalactia.

Serum broth cultures of agalactia behave, when filtered through gradocol
membranes, in a way analogous to bovine pleuro-pneumonia (57, 10). The end-
point is 300 mu giving the size of the smallest phase of this organism to be
150-200 mu, but the presence of larger forms is also suggested.
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Sewage organisms.

Lamnraw and Errorp (121) in 1936 isolated a group of closely related fil-
terable saprophytic micro-organisms from samples of London sewage by means
of fractional ultrafiltration with gradocol membranes. These organisms, known
as sewage organisms A, B and C, could be cultivated at 37° C. in HARTLEY’S
broth at pa 8,0 that was enriched with a peptic digest of red cells as described
by Fildes (72) for haemophilic bacteria. The filterabilities of three day old cultures
through graded membranes were fully investigated and the end-point curve,
fig. 14 is typical of each organism. Upwards of 90 per cent of viable organisms
may be retained by a 0,8 4 membrane. The limiting porosity for complete reten-
tion is 250 my, indicating the smallest phase to be 125-175 my in size, but the
curve suggests the presence of forms larger than this, ranging possibly up to
500 my in diameter. .
Other filterable organisms.

Other cultivable filterable organisms to be included probably in this general
group but which so far have not been subjected to ultrafiltration analysis are
those described by ScmoETENSACK (182, 1, 2), SEIFFERT (181), GERLACH (81, 1, 3)
and KuiENEBERGER (108, 1, 2), KLIENEBERGER and STEABBEN (109).

Viruses.
Vaecinia.

Little success had attended the efforts of numerous investigators to demon-
strate the filterability of vaccinia virus even through filter candles until 1929
when WARD and Tang (211) described the facilitating influence of hormone broth
as the medium in filtering the virus, as compared with saline or RINGER’s solution.
An apparently incongruous result had been obtained in 1923 by LevaDITI and
Nicorau (126) who stated that the virus passed collodion sacs that were generally
impermeable for proteins but permitted peptones and amino-acids to pass readily.
This implied that the causative agent of vaccinia was extremely small in size,
but later experiments by Branp 1928 (33) did not confirm this, the virus being
consistently retained by collodion membranesreadily permeable for serum proteins.

In 1932 Errorp and ANDREWES (58, 1) studied the filterability of neuro-
vaccine (Pasteur Institute strain) using gradoeol membranes. The virus was
passaged in rabbit testes, and 21/, per cent suspensions of infected tissue in
HarTLeY’s broth at pw 7,6 were employed. Stock filtrates through membranes
of A.P.D. 0,6-0,8 4 were readily obtained with titers 104-108, as indicated by
intradermal inoculation in epilated skin of the rabbit. The filtration end-point
for the virus was 250 my indicating a particle size 125-175 mu. It was found
that with virus suspensions of low titer—less than 104—the apparent end-point
was considerably higher than 250 myu. The importance of the titer of the virus
in determining the end-point was emphasised. Estimations of the particle diameters
of viruses based on the filtration of suspensions having low titers are liable to be too
high. The optimum region of ps for the filtration of vaccinia virus is pa 7 to 8.

Levaprri, PArc and KrassNorF (129, 2) have also used gradocol membranes
in filtering vaccinia virus—strain neuro-vaccine LEVADITI and NICOLAU.—
Suspensions of infected rabbit brain and testicle were separately investigated and
gave similar results. The end-point was close to 300 mu and the particle size given
as 140-160 my. When suspensions of virus purified by adsorption and elution after
the method of KrieLer (110) were used the apparent end-point porosity was
twice as great. This was probably due to the combined effects of increased ad-
sorbability and aggregation, and the lower titer of the purified suspensions.
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Canary Pox. -

Burn~ET (40, 2) has reported on the filterability of this virus through gradocol
membranes. Infected skin and oedematous subcutaneous tissue from a typical
lesion in the canary were ground up in HARTLEY’s broth at pr 7,6. Stock mem-
brane filtrates (0,75 1) possessed titers 10% and the end-point porosity was deter-
mined as 250 mu. The results suggested the virus particles to be reasonably
uniform in size, their diameter being 125-175 mu.

Sheep Pox.

The filterability of the virus of sheep pox (la clavelée) has been studied
recently by LEvaDITI, BRIDRE and KrRASSNOFF (133). 10 per cent suspensions of
the pocks (“claveau’’) in HARTLEY’s broth were first of all centrifuged to remove
coarse material and then filtered through gradocol membranes. The filtrates were
tested on sheep, and from a limited number of experiments the end-point was
found to fall between 350 and 540 my. The authors quote a probable size value
170-260 my, i. e. very similar to that of vaccinia. Unfortunately the prohibitive
cost prevented a complete titration of the stock material, which however was at
least 1/140 (highest dilution tested).

Herpes febrilis or simplex.

Herpes virus is known to pass filter candles fairly readily, particularly when
a broth medium is used [WARD and Taxe (211)]. EARLY estimations of its size
varied considerably. Thus LevapiTI and Nicornau 1923 (126) found the virus
would filter partially through collodion sacs that retained completely or in part
proteins while allowing peptones and amino-acids to pass readily. BEDsoN 1927 (28),
however, found that flat collodion membranes tested and found readily permeable
for guinea-pig serum proteins retained the virus completely. Then in 1927 ZINSSER
and TanNe (220) concluded from experiments made with acetic acid collodion
membranes that the size of herpes virus lay within the limits 20-100 my.

Evrrorp, PERDRAU, and Syt 1933 (65) studied the filterability of both
cerebral and testicular strains of herpes virus ELI [PErDrAU (164)], through
gradocol membranes. a) Cerebral strain: 21/, and 5 per cent emulsions of infected
rabbit brain in HARTLEY s broth were used. Stock membrane filtrates possessed
a titer 10* as indicated by the intracerebral test. The filtration end-point was
200 my. Diffusates were also prepared by placing lightly crushed infective rabbit
brain in broth at px 7,6 under a surface layer of liquid paraffin, and keeping at
room temperature for 7 to 10 days. At the end of this time sufficient virus had
diffused to give a titer 10% The end-point with this material too was 200 my.
b) Testicular stratn: 5 per cent emulsions of infected rabbit testis were used.
Stock membrane filtrates were variable in titer as indicated by intradermal
inoculation of epilated rabbit skin, a widely differing susceptibility to herpes
being found among rabbits. The virus passed a 300 mu membrane readily and
was retained completely by membranes of 210 my porosity and less, thus agreeing
with the result for the cerebral strain. The studies indicated that the virus was
essentially of the same size whether derived from the brain or testicle of the rabbit,
its probable particle diameter being 100-150 my.

LEevapiti, Pi1c, and Krassyorr 1936 (129, I) employed gradocol membranes
in filtration studies with the neurotropic strain “B” of herpes virus. Extracts
of infected rabbit brain and cord in HARTLEY’s broth yielded stock membrane
filtrates with titer 10%. The filtration end-point was 200 my, but varied between
this value and 500 my depending on the concentration of virus. The particle
size was expressed as lying between 100 and 300 mp.

Hdb. d. Virusforschung, I. u
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Psittacosis.

The filterability of psittacosis virus through gradocol membranes was studied
by LEvINTHAL 1935 (134) while at the National Institute for Medical Research,
London. He used 1 to 2 per cent suspensions of infected mouse spleen, the tissue
being ground up in Tyrode solution and diluted in HARTLEY’s broth. The stock
membrane filtrates (1,0 u) were usually infective at 105 dilution. The titers of
filtrates through less porous membranes, tested by the inoculation of mice,
were as follows: 640 my = 10%; 500 my undil. to 1/10; while 440 my consistently
retained the virus. The particle size of psittacosis virus was therefore indicated
to be 0,22-0,33 u.

Lazarus, EpDIE, and MeyEr 1937 (123) studied a strain of psittacosis virus
obtained from naturally infected parakeets, and which had been passaged in
mice and on the chorio-allantoic membrane of the developing hen’s egg. Filtration
experiments using gradocol membranes were conducted with suspensions of the
virus after the 434 passage in eggs; the virus remained fully virulent for mice.
Egg membrane cultures 72 hours old were employed, suspensions in broth being
mechanically shaken and then centrifuged for 20 minutes at 3000 r./min. The
millionfold dilution of the supernatant proved infective when tested by intra-
peritoneal inoculation in mice. Filtration experiments with graded gradocol
membranes indicated the filtration end-point to be 400 mu, giving the particle
size as 200-300 mg.

Lymphogranuloma Inguinale; — Climatic bubo.

The filterability of the virus of this disease, using gradocol membranes, was
well studied by the Japanese workers, Mivacawa, MiTaMURA, Yaor, Isat, and
Oxanismr (153) in 1935. A human strain and one adapted to mice were investig-
ated. In the former case 2 to 3 per cent suspensions of infected lymph gland
in HARTLEY’s broth at pa 7,6 was used, and the filtrates yielded by graded mem-
branes were tested on monkeys. The virus was found to pass membranes of
porosities down to 300 my but was retained at 200 mu. The experiments with
the virus adapted to mouse brain were made with 2!/, per cent brain emulsions
in HARTLEY’s broth at pm7,6. Stock membrane filtrates (0,8 u) were filtered
through 430, 330, and 240 my membranes. Positive filtrates were obtained with
the former two membranes while the 240 my filtrates were consistently negative.
A 240 my filtrate was concentrated manyfold on a 100 my membrane, but the
concentrate remained non-infective. These results indicate the particle size of
this virus to be 125-175 my, and the same for freshly isolated human virus or
the mouse-adapted strain.

Broom and Finpray 1936 (37, 2), using 10 per cent suspensions of infected
mouse brain as starting material, analysed the filterability of the virus through
gradocol membranes, the filtrates being tested on mice. Their results confirmed
those of Mryacawa et al., the virus passing membranes of A.P.D. 350 my, but
being retained by 250 my and 150 mu membranes. The end-point was therefore
determined at 250 my, indicating the particle diameter of the virus to be
125-175 mu.

Levapiri, PA1c, and KrassNOFF 1936 (129, 4) also used gradocol membranes
in filtration experiments with the ‘“Kam” strain of lymphogranuloma virus,
that had been passaged regularly in monkeys and mice. Nervous tissue from
both these animal species was used as source of virus. Filtrates were tested on
monkeys and also on mice, and considerable variation in susceptibility was
noted. The experiments indicated that the end-point was close to 250 mu, and the
authors gave the probable size as being 100-140 my.
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Trachoma.

TrYGESON 1934 (204, 1, 2) has reported success in preparing bacteriologic-
ally sterile ultrafiltrates containing the elementary bodies of trachoma with
gradocol membranes of A.P.D. 0,75, and 0,6 u. He emphasised the importance
of obtaining material from sub-acute cases since in the chronic stage of the
disease the number of free elementary bodies is small. The observations were
extended and confirmed in later experiments by THycEsoN and ProcTor (205).
The epithelial scrapings from the diseased conjunctivae were ground up lightly
in broth at pm 7,6 and clarified by filtration through filter paper before passing
the membranes. The filtrates were tested on African Sphinx-baboons. The
findings suggested the causative agent to be a relatively large virus, similar to
psittacosis.

StEwART 1934-35 (192), on the other hand, has generally failed to obtain
active filtrates from 0,70 1 and 0,60 & gradocol membranes, when filtering broth
emulsions of swabs taken from the eyes of trachoma patients. Tests were con-
ducted on grivets and baboons. One positive filtrate only was recorded with a
0,70 » membrane but it is perhaps significant that in this instance the virus
suspension was only lightly treated in the clarification process by spinning for
5 minutes at 2500 r./min. The positive filtrate test was given by a grivet. It is
important with the large viruses to take due care that the initial clarification prior
to membrane filtration does not remove too much virus. There is a real danger
of this if centrifugation speeds greater than 2500 r./min. are applied for periods
longer than 5 minutes.

Fibroma of rabbits.

The filterability of the fibroma virus was investigated by SCHLESINGER and
AnprEWES 1937 (176). The OA strain, described by ANDREWES (3), as passaged
intratesticularly in rabbits, was used. Five per cent suspensions of infected
testes were prepared in broth-RINGER solution and clarified by centrifugation
and filtration through sand and paper pulp (N.B. the asbestos filter is not suited to
this virus). Stock filtrates with 1z membranes possessed titers 103 to 10% by the
intradermal inoculation into the skin of rabbits. The filtration end-point for the
virus was not very well defined but the evidence pointed to its being near to
250 my, and the corresponding particle size therefore 125-175 mu, comparable
with that of vaccinia virus.

cf. PascrEN 1936 (163, 3) from. microscopical examinations thought the
elementary bodies of fibroma virus to be about 150 my in size.

Papilloma of cotton-tail rabbits (SHOPE).

ScHLESINGER and ANDREWES 1937 (176) studied the filterability of papilloma
virus through gradocol membranes and took 5 per cent suspensions of wart tissue
from cotton-tail rabbits as the starting material. The medium used was a broth-
RiNGER mixture, and after clarifying the extract by filtering through asbestos
pulp, stock membrane filtrates with membranes of A.P.D. 0,7-1,0 4 were pre-
pared. These usually titrated to 102 or 103 by the method of rubbing suitable
dilutions into scarified areas on the flanks of rabbits. The filtration end-point
was determined at 70 mu, indicating a particle diameter for the virus of 23 -35m.

Infectious Eetromelia.

This virus disease was first described by MarcHAL (141) in 1930, it having
occurred as an epidemic among mice, which developed a necrotic form of foot
lesion. The liver of a diseased mouse is found to be bleached and often mottled

*11*
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in appearance, and provides a good source of virus. BARNARD and Errorp 1931(7)
in filtration studies with this virus, used a 1 per cent emulsion in broth of infected
mouse liver as starting material. The stock membrane filtrates, 0,7-0,8 u, usually
proved infective in dilutions up to 105. The end-point was 200 my, indicating
the particle diameter of the virus to be 100~150 my.

Rabies (Fixed strains).

The filterability of the strain of “fixed” rabies virus (Pasteur Institute, Paris)
was studied by Garroway and Errorp 1933 (79, 2, 5). Two per cent suspensions
of infected rabbit brain ground up with sterile quartz powder in HARTLEY’s
broth at px 7,6 were found to yield stock membrane filtrates which varied in
titer between 10 and 103 as indicated by intracerebral tests in rabbits. The fil-
tration end-point was determined to be 200 my, membranes of this porosity
having given consistently negative filtrates even with as much as 12 c.cs. of
a 0,5 4 membrane filtrate (titer 10°) through 1 sq.cm. membrane. 250 my mem-
branes, on the other hand, generally yielded infective filtrates. The particle
diameter of the virus of this strain of rabies was therefore indicated to be
100-150 mu.

The Japanese workers Yaor, KaNazawa, and Saro 1936 (219) studied the
“Fukuoka’ strain of fixed rabies virus. They used 5 per cent suspensions of
infected rabbit brain in HARTLEY’s broth at pm 7,6, and their stock membrane
filtrates usually had titers of 103-10%. Filtration through a graded series of gra-
docol membranes showed the end-point for this strain of virus to be 200 mu,
giving the probable particle size 100-150 my.

Levaprri, PArc, and Krassvorr 1936 (129, 3) experimented with the Paris
strain of fixed. rabies virus employing 10 per cent brain (rabbit) suspensions,
clarified by filtration through filter paper and low speed centrifugation. The
titer of the stock filtrates was 103 tested on rabbits and mice, and the virus
was found to pass gradocol membranes of 430 my A.P.D. but was retained by
membranes having porosities 250 mu and less. The authors inferred the particle
diameter for the virus to be 140-210 my.

AUJESZKY’s disease “Pseudo-Rabies”. Mad iteh; Infectious bulbar paralysis.

Two strains of Auseszky’s disease virus have been studied by ELForD and
Garroway 1936 (61, 3), the A.P. strain of AusEszky, and the M.I. or “mad itch”
strain of SHOPE. Both strains had been passaged many times in rabbits, and for
the filtration experiments 5 or 10 per cent suspensions of infected brain or lung
were used. The stock filtrates possessed titers of 10%. The virus in both strains
was found to have the same end-point, 200 mu, and the particle diameter
100-150 mye.

" Rabies (Street).

Levapiti, PArc, and KrassNoFF 1936 (129, 3) filtered the Bucarest II strain
of street rabies virus through gradocol membranes. They used 10 per cent sus-
pensions of infected rabbit brain and the stock filtrates titrated to 103. Filtrates
through 320 mu membranes were positive but those through membranes of
250 my porosity and less were all non-infective. The size assigned to the
virus was 160-240 my. This value, like that obtained by the same authors for
“fixed” rabies virus, is based on a very limited number of observations, and is
probably too high. The fact that the stock brain suspension was only cleared by
filtration through filter paper and low speed centrifugation would be expected
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to result in excessive blocking of the membrane pores. Certainly the evidence as
given by these studies does not warrant the decision that street rabies virus is
of larger size than fixed rabies virus [see also (125)].

Influenza.

The filterabilities of human and swine strains of influenza virus have been
studied by ELrorD, ANDREWES, and TaNc 1936 (59). Five per cent suspensions
of infected mouse lung ground up with Pyrex glass powder in a mixture of equal
parts of broth and saline were used. Stock filtrates (0,65 u) were active at a
dilution 10° in the case of the human virus and at 10* with the swine strain.
Filtration through a graded series of gradocol membranes indicated that for both
strains of influenza the virus possessed the same filtration end-point 160 my,
the corresponding particle size being 80-120 mu.

Vesicular Stomatitis.

This disease, which affects both horses and cattle under natural conditions,
in its clinical character resembles closely foot-and-mouth disease, in that the
lesions produced are indistinguishable, while generally the same animals (horse
possibly excepted) are susceptible to both diseases. GALLOWAY and ELFORD (79, 3)
in 1933 estimated the size of the virus of vesicular stomatitis by ultrafiltration
analysis and found it to be about eight times that of the virus of foot-and-mouth
disease. The “Indiana’” and “New Jersey’” strains of vesicular stomatitis virus
were studied, the vesicular fluid contained in the lesions at the site of intradermal
inoculation in the pads of guinea-pigs served as a potent source of virus. Stock
filtrates (0,4-0,6 u) prepared from broth emulsions of 48 hour vesicle lymph
and pad tissue possessed titers 104-105. The lymph taken 24 hours after inocu-
lation yielded filtrates of lower potencies, 103-10% Preliminary exploratory
experiments showed that the virus of both strains was considerably larger than
foot-and-mouth disease, greater even than C 36 bacteriophage which had been
found to be 20-30 my in diameter. The true filtration end-point of the virus was
then determined to be 130 mu, the same value being found for both strains. The
particle size was therefore 70-100 my, and compared with the value 8-12mpu
for the virus of foot-and-mouth disease, was regarded as direct evidence of the
distinet individuality of the two diseases.

Baurr and Cox 1935 (13) studied the filterability of vesicular stomatitis
virus that had been passaged intracerebrally in mice and also maintained in
tissue cultures. Two per cent suspensions of infected mouse brain in a medium
consisting of equal parts of hormone broth, ascitic fluid and distilled water were
used. Stock filtrates furnished by a Serrz filter possessed titers 10#-10° both
for the “Indiana’” and the “New Jersey’ strains. The filtration end-point with
gradocol membranes was the same for both strains at 130 my. In the case of the
tissue culture virus a mixture of 20 c.cs. hormone broth -+ 20 c.cs. ascitic fluid
-+ 60 c.cs. tissue culture served as the starting material, which was centrifuged
at low speed. Portions of the supernatant fluid, which had a titer 105, were
filtered through graded membranes without previous Srrz filtration. The end-
point was determined at 140 mu. Thus the size of the virus appeared to have
the same value 70-100 my irrespective of the source, whether from mouse brain,
tissue culture or vesicle lymph from infected pads of guinea-pigs (GALLOWAY
and ELFORD), or immunological type—“Indiana’ or ,New Jersey’.

Later Garroway and Errorp 1935 (79, 4) in the course of experiments on
the cultivation of the virus of vesicular stomatitis on the chorio-allantoic mem-
brane of the hen’s egg, determined the size of virus derived from this source.
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Again the size found for both strains of virus agreed closely with the earlier
results, the end-point being 120 my.

Levaprri, PA1c, KrassnorF, and VorT 1936 (130) have also made filtration
experiments with the two strains of vesicular stomatitis virus, employing gradocol
membranes. They used vesicle lymph from the pads of guinea-pigs as the source
of virus, with HARLEY’s broth as medium, and obtained an end-point 120 mg,
giving the particle size 60-90 my. These authors too compared the behaviour of
this virus with that of foot-and-mouth disease and confirmed the facts already
established by Garroway and ELFORD.

Fowl Plague or Fowl Pest.

ANDRIEWSKY (4) in 1914 filtered mixtures of haemoglobin and infected fowl
serum diluted with physiological saline through acetic acid collodion membranes.
He found the virus of fowl plague to be present in the filtrate through a 3 per cent
membrane which apparently retained the haemoglobin completely. His con-
clusion therefore was that the virus must be smaller than 2,3-2,5 my, the figure
given by ZsieMoNDY for the size of the haemoglobin molecule.

Evrorp and Topp 1933 (66) studied the filterability of the strain of fowl
plague virus known as “Stamm Brescia”. Gradocol membranes were used and
stock membrane filtrates (0,7-0,8 i) of pericardial fluid and also of serum from
infected fowls, in each case diluted with broth, were separately prepared. The
titers of the stock filtrates were frequently 10°® as indicated by intramuscular
inoculations in three month-old cockerels. The filtration end-point for the virus
was very sharply defined at 120 my, giving the particle diameter 60-90 mu.
It was possible to show by the differential filtration of mixtures that the virus
of fowl plague is slightly larger than staphylococcus bacteriophage (KRUEGER),
for which' the end-point is 110 mu (cf. section of bacteriophages).

Bur~NET and Frrry 1934 (43) confirmed the value obtained by ELForD and
Toop for the end-point of fowl plague virus, in experiments in which they used
virus that had been passaged in the developing hen’s egg.

Levaprri, PA1c, HaBErR and KrAssNOFF 1936 (132) investigated the filter-
abilities of two strains of Fowl Plague virus using gradocol membranes: (1) a strain
pathogenic for fowls and which had been maintained in tissue culture by Prorz,
and (2) a strain “ScEMIDT” generally virulent for birds and mice. A very restricted
number of observations, one point only between 500 and 200 my, led the authors
to regard 200 my as the end-point and assign the particle size 100-150 myg.
They further concluded that the “‘end-point” was not affected by the source
(blood or brain) of the virus or the method used for test, viz. whether on fowls
or mice. The stock virus suspensions were only clarified by filtration through
filter paper. This treatment was probably inadequate to prevent abnormal
blocking of the membranes, hence glvmg an apparent end-point relatively high
compared with the findings of previous investigators.

Neweastle disease of fowls.

Bur~ner and Ferry 1934 (43) studied the filterability of the virus of this
disease using the gradocol series of membranes. They employed virus which had
been passaged in the developing hen’s egg, where it forms a characteristic lesion
on the chorioallantoic membrane and is also found in the embryo liver and brain.
Experiments with chick embryo liver as the source of virus were not very successful
on account of the low titers of the stock filtrates, but highly potent preparations
were obtained when the lesions on the chorio-allantoic membrane were finely
ground with quartz powder in distilled water and later diluted with HARTLEY's
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broth. Stock filtrates (0,75 u) from this material usually titrated to 10° as indi-
cated by the egg inoculation method. The filtration end-point for Newcastle
disease virus was found to be 160 mu, giving the particle size as 80-120 mpu.
It was possible to differentiate this virus from fowl plague virus and one of the
larger coli phages C 16, both of which are somewhat smaller in size, by means
of filtration through suitably chosen membranes.

Fowl Leucaemia.

Furte and MLLer 1932 (78) made comparative studies of the filterability
of the causative agent of fowl leucaemia with plasma from infected fowls. They
used acetic collodion membranes whose permeabilities for B. Prodigiosus, bovine
pleuro-pneumonia, a coli-bacteriophage and various colloids had been determined.
The virus passed 3 per cent membranes in reduced concentration very like the
coli-bacteriophages, and the conclusion was drawn that the causative agent
transmitting leucaemia is much smaller than the bovine pleuro pneumonia
organism and that it approximates to the size of bacteriophages.

Laryngo-tracheitis and Coryza of Chickens.

Purified suspensions of these viruses were prepared by Giss 1935 (83)
through the isoelectric precipitation of tissue proteins by means of citric acid.
The supernatant left after spinning down the precipitate was readjusted to
neutrality by sodium carbonate. The filterabilities of the viruses contained in
suspensions purified in this way were investigated by means of the BEcEHOLD
acetic collodion membranes of Cox and HypEe (49). The following conclusions.
were drawn as to the particle sizes of the viruses:

Laryngo-tracheitis virus = less than 88 mu.
Coryza = » 135 mu.

Rous sarcoma.

Z1nssER and Taxe 1927 (220) estimated the size of Rous No. 1 sarcoma virus
to be between 20 and 100 my, FRANKEL 1929 (76) made it 10 my, while MENDEL-
sonN, CLirroN and LEwIs 1931 (152) thought it must be less than 50 mu. In each
case the results of filtration experiments through acetic collodion membranes
were being interpreted [see also TEUTSCHLANDER (201), Owo (161), June (106a)].

Errorp and ANDREWES 1935 (58, 3) employed the gradocol series of mem-
branes to arrive at the size of this virus. There are factors combining to render
filtration experiments with Rous sarcoma virus more than ordinarily difficult.
The degrees of infectivity of extracts of tumour tissue are relatively low, titers
102 to 103, and further a mucinous constituent of the fluid tends rapidly to block
the filter. In an attempt to remove the latter difficulty ELFORD and ANDREWES
prepared purified suspensions by washing the virus on a membrane (porosities
50-150 my were used) by which it was completely retained. Preliminary experi-
ments with unpurified virus had suggested the end-point was in the neighbour-
hood of 200 my. Filtration experiments with the purified virus contained in broth
confirmed this, active filtrates being obtained with 250 my membranes while
those through less porous membranes were consistently negative. In view of
previous experience of the manner in which the end-point was influenced by low
concentration of virus, and since in the case of the Rous virus the stock filtrates
did not exceed 102 in titer, the end-point experimentally determined at 200 my
was interpreted as indicating the particle diameter of the virus to be probably
about 100 my but possibly as small as 75 my.
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Yaor and NaArAHARA 1935 (218) have also estimated the size of Rous sarcoma
virus by filtration through gradocol membranes. They purified their virus by
the method of precipitation with isoelectric gelatin [CLAUDE and MurPHY (45)] which
under adjusted conditions takes down the mucinous material leaving the virus
largely in suspension. Another slight modification in technique was introduced
by Yaor and NAKAHARA who found that in detecting the presence of small
amounts of Rous sarcoma virus the simultaneous injection of a little silica along
with the liquid under test into the muscle tissue of the chicken gave greater
consistency in results. The Japanese workers found the filtration end-point
140 my, indicating the particle diameter of the virus to be 70-100 mu.

Fujinami Myxosareoma.

This fowl sarcoma is transmissible also to ducks. ELFORD and ANDREWES
1935 (58, 3) conducted a limited number of filtration experiments with virus
derived from tumour tissue of both sources. The fowl tumour virus was washed
on a membrane as in the case of the experiments with the Rous sarcoma virus,
but the broth extracts from duck tumours, being much less sticky than fowl
tumour extracts, were filtered directly. The stock virus preparations usually
titrated to 103. Two out of three experiments gave positive filtrates with 250 my
membranes, but a single experiment using a 200 my filter with duck tissue virus
having a titer 102-103 yielded an inactive filtrate. The study was not extended,
its purpose being to indicate whether or not there was evidence of any appre-
ciable difference in size between the Fujinami sarcoma virus and the Rous
sarcoma virus. The results suggested the two viruses were about the same size.

Borna disease. (Encephalo-myelitis of horses, cattle and sheep.)

The literature on the filterability of the virus of this encephalomyelitis
disease shows that investigators generally have found it passes filter candles only
with much attendant loss of infectivity in the filtrate. ELFORD and Garroway
1933 (61, 1) studied the filtration of the virus with the graded “gradocol” series
of membranes. An equine strain that had received many passages in rabbits was
used. Emulsions of infected rabbit brain in broth at pg 7,6, ranging in concen-
tration from 2 to 10 per cent were employed. The 2 per cent system was found
the best to use, the rate of filtration being highest and the degree of blocking the
least in this case, while the titer of infectivity in stock filtrates through 0,75 p
membranes was usually 104 and in no way inferior to the more concentrated
suspensions. The optimum reaction of the medium both for the stability and
filterability of the virus was pm 7,4-7,6. The filtration end-point was determined
at 175 my giving the probable particle size of the virus to be 85-125 mu.

St. Louis Enecephalitis.

BauEsr, F1TE and WEBSTER 1934 (12) determined the size of the virus of this
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