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EIN VIRUS ALS URSACHE MYELOISCHER LEUKAMIEN
BEI DER MAUS UND DER RATTE* **

A. Graffi

(Eingegangen am 1. Dezember 1958)

Im Jahre 1954 gelang uns der Nachweis, da myeloische Leukdmien der
Maus (Abb. 1) durch ein virusartiges filtrierbares Agens erzeugt werden [1—4]
und damit ein &hnlicher Tatbestand vorliegt, wie ihn Gross 3 Jahre friher
fur die lymphatische Mduseleukdmie festgestellt hat [5]. Die ersten positiven
Resultate (ca. 50% Leuk&mien) erzielten wir mit zellfreien Filtraten aus ver-
schiedenen transplantablen M&ausetumoren, z. B. den Sarkomen Sa |l und Sali,
dem Ehrlich-Ascites-Karzinom und unserer transplantablen Leukose SOV 16
(Tab. I). Bald konnten wir jedoch nachweisen, dafl zellfreie Filtrate leukdmi-

Tabelle 1
f ami % .
Versuchsanordnung Tierzahl Leukamien Leukamien (Monute)
Unbehandelte Kontrollméause......... 2548 19 < i >12
Behandelte Kontrollen (Filtrate aus
Normalgewebe und Rattentumo-
ren) 466 40 9 ~17
N& sa 1 1120 561 50 - 7
Z &
Ss Sa 2 33 15 45 ~ 7
s s
Ehrlich-A sCites .. 146 74 50 r> 7
in _(_t
o) o SOV 16 79 49 62 -~ 4
£ P
ﬁ leukdmische Lymphknoten . 234 172 74 4
© 3 Gehirn leukamischer Mause 72 51 71 r a
o

scher Lymphknoten sowie der Milz, der Leber und des Gehirns nach Filtrat-
applikation erkrankter Mduse noch viel wirksamer sind als Filtrate der genann-
ten Ausgangstumoren, in dem ein noch héherer Prozentsatz an Leuk&mien mit
abgekirzter Latenzzeit (3—4 Monate) erzielt wird [6, 7]. Aus diesem Grunde
wurden von uns in den letzten Jahren hauptsédchlich leukdmische Lymphkno-

*Vortrag, gehalten vorder Ungarischen Akademie der W issenschaften, am 29. Nov. 1958.
** Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. K. Thomas zum 75. Geburts-
tag gewidmet.
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ten zur Herstellung zellfreier Filtrate angewandt. Ich mdchte lThnen nun im
Rahmen dieses Referates Gber einige neuere Ergebnisse uber die Wirkungsweise
sowie die chemische und biologische Natur des Virus der myeloischen Leukose
der Maus berichten. Wir verfiigen zur Zeit Uber ein Material von tber 3 000
Leuk&mien, die durch zellfreie Filtrate hervorgerufen wurden.

Abb. 1. Cchiloroleukdmie einer Maus 7 Monate nach Injektion eines zellfreien Filtrats aus
dem Tumor Sa II.

Nachdem wir in friheren Untersuchungen nachgewiesen hatten, daf
die Wirkung unseres Leukdmievirus von der genetischen Konstitution der
Tiere weitgehend unabhéngig ist [8], da es bei drei verschiedenen Inzucht-
stimmen ungefdhr die gleiche Leukdmiequote auslést (40—60%) und auBer-
dem sowohl auf neugeborene Tiere als auch in abgeschwéachtem MaRe auf
erwachsene Mé&use [9] wirksam ist (Tab. Il), wandten wir uns der Frage der
Spezies-Spezifitdt dieses Virus zu. Es wurde versucht, durch zellfreie Filtrate
aus leukdmischen Lymphknoten der Maus bei Ratten Leukdmien zu erzielen
[10] (Tab. Ill). Die Filtrate wurden neugeborenen Ratten subcutan, intra-
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Tabelle 11
) . ; Zahl
Tiermaterial Tierzahl der Leukamien Leukimien
Alter der Tiere bei der Filtrat- bis 24 Stunden 82 38 46
injektion 2— 11 Tage 89 38 42
3—4 Monate 101 22 22
Unterschiedliche genetische Stamm AB 87 42 48
. . Stamm sg 41 29 70
Konstitution
Stamm db 51 21 41
Tabelle 111

Leuk&mieerzeugung bei Ratten durch zellfreie Filtrate leuk&mischer Lymphknoten der Maus

Tierzahl 2l
1erz der Leukosen Leukosen
Unbehandelte Kontrollratten (W istarstamm)....... 317 - -
Behandelte Kontrollen (Filtrate von Ratten-

TU M O T M )ttt 107 - -
Filtrate aus leukdamischen Lymphknoten der Maus

an neugeborene R atten 126 19 15

cerebral oder intraperitoneal appliziert, wobei hauptsdchlich W istartiere zur
Anwendung gelangten, bei denen wir spontane Leuk&mien bisher GUberhaupt
noch nicht beobachten konnten. 15% der mit Mduseleukdmiefiltrat behandel-
ten Tiere erkrankten im Alter von 3—5 Monaten an einer tddlich verlaufenden,
vorwiegend myeloischen Leukose, die in den meisten Féllen als intrathorakaler
Tumor in Erscheinung trat, der WalnuRgroRe erreichte (Abb. 2). Diese Ratten-
leukosen waren gut transplantabel. Filtrate aus ihnen fihrten bei Ratten und
Mdusen wiederum zu myeloischen Leuk&mien, die sich fir den elektronenmikro-
skopischen Virusnachweis (s. spdter) im ultradiinnen Schnitt alsbesonders gunstig
erwiesen. Damit war der Beweis erbracht, daB das Virus der myeloischen Leu-
k&mie der Maus eine breitere, Uber diese Spezies hinausgehende W irksamkeit
besitzt, und es wird von uns zur Zeit untersucht, ob auch andere in der phylo-
genetischen Reihe weiter entfernte Tierarten darauf ansprechen.

In einer weiteren Versuchsserie konnten wir einen interessanten Zusam -
menhang zwischen Viruswirkung und Milzfunktion nachweisen (Tab. V).
Durch eine Splenektomie unmittelbar vor oder nach der Filtratinjektion wird
bei Mé&usen die Leuk&miequote stark herabgesetzt [11]. Eine Milzextirpation
einige Wochen nach der Filtratverabfolgung 14t diesen Effekt nur andeutungs-
weise erkennen, und im spéteren Alter ist sie vollig unwirksam. Der Mechanis-
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mus dieser Milzwirkung ist uns noch weitgehend unbekannt. Es ist jedoch
interessant, dall auch hinsichtlich der Erzeugung von myeloischen Mduseleu-
kdmien durch Réntgenstrahlen eine dhnliche Wirkung der Splenektomie nach-

gewiesen werden konnte, wéhrend die Entstehung

Abb. 2. Intrathorakale Leukose hei einer W istar-Ratte 5 Monate nach

freien Filtrats aus leukdmischen Lymphknoten der Maus

Tabelle 1V

Beziehung zwischen Filtratwirkung bei der Maus und Splenektomie

Tierzahl
1. Kontrollen (ohne Splenektom ie) ... 73
2. Splenektomie kurz vor Filtratinjektion ......... 24
3. Splenektomie 1— 5 Tage nach Filtratinjektion 20

4. Splenektomie 1— 2 Monate nach Filtratinjek-
tion 26

Zahl
der Leukamien

53

14

Injektion

lymphatischer Strahlen-

eines zell-

% .
Leukamien
73

15

54
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leuk&mien durch eine Thymektomie weitgehend unterdriickt werden kann.
Auf Grund unserer cytologischen und histologischen Untersuchungen wissen
wir, dal Knochenmark und Milz wahrscheinlich die priméren Angriffspunkte
des Virus der myeloischen Mdéduseleuk&mien sind. Zur Zeit wird von uns unter-
sucht, ob durch die Injektion von Milzextrakten die negativen Auswirkungen
einer Splenektomie im Hinblick aufdie Viruswirkung wieder aufgehoben werden
kdnnen.

Ich méchte nun einige Versuche zur chemischen und physikalischen Charak-
terisierung des Leuk&mievirus anfithren [12]. Aus fritheren Experimenten ergab
sich seine Thermolabilitdt, corpusculdre Natur, Resistenz gegenlber Einfrie-
rung und Glycerin, hohe Empfindlichkeit gegeniiber Ather, Desoxycholsiure,
Formalin und anderen Einwirkungen. In der letzten Zeit haben wir uns vor
allem mit der Resistenz des Virus gegenuber verschiedenen Fermenten befal3t
und nachweisen konnen, daR seine Wirksamkeit durch DNase und RNase
auch bei kombinierter Wirkung beider Fermente Gberhaupt nicht beeintrdch-
tigt wird, wéhrend eine sehr kraftige Trypsinbehandlung zu einer deutlichen
Abschwéchung der Wirkung fihrt. Daraus resultiert, daR es sich bei diesem
Virus sicher nicht um eine freie Nukleinsdure handelt, sondern EiweiBsubstan-
zen und eventuell auch Lipoide als weitere Bausteine beteiligt sind. Mit
chemisch isolierter DNS (Dodecylsulfatmethode) und RNS (Phenolmethode
nach Gierer und Schramm) konnten wir bis jetzt ebenfalls keine eindeutigen
Resultate erzielen. Auch gegentber einer UV -Bestrahlung mit der Wellenlédnge
260 m Ll ist eine um mindestens 2 Zehnerpotenzen geringere Empfindlichkeit
vorhanden als bei dem aus reiner DNS bestehenden transforming principle
der Bakterien, was gleichfalls gegen die reine Nukleinsdurcnatur dieses Agens
spricht.

Wir haben weiterhin unsere immunologischen Kenntnisse Uber das Leuké-
mievirus zu erweitern versucht (Tab. 5). Bekanntlich konnten wir 1955 nach-
weisen, daB es spezifische Antigeneigenschaften besitzt und durch ein hetero-
loges Antiserum vom Kaninchen inaktiviert wird [13], wa&hrend Antiseren

Tabelle V

Immunologische Versuche mil dem leukdmogenen Agens der Maus

. Zahl 9
Versuehsanordnung Tierzahl der Leukamien Leuk/gmien
Sa 1— Filtrat + Anti-Sa 1 — Kaninchenserum
(Kombiniert an neugeborene MAuUSe) .. 155 7 5

Sa 1— Filtrat -f- Kaninchen-Antiserum gegen nor-
males Mauseknochenmark 65 51 78

Leukéamiefiltrat (bei der Geburt) -}- Anti-Leukéam ie-
Kaninchenserum nach 1— 2 Monaten (Therapie-
versuch) 85 46 54
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gegen normales Mdausegewebe (Knochenmark, Lymphknoten) wirkungslos
waren. Zunachst untersuchten wir, ob mit einem Kaninchenantiserum auch
dann ein therapeutischer bzw. prophylaktischer Effekt erzielt werden kann,
wenn das Serum nicht gleichzeitig mit dem Filtrat, sondern erst mehrere Wo-
chen oder Monate spdter verabfolgt wird [14]. Eine derartige Wirkung konnte
leider nicht nachgewiesen werden. Weiterhin wurde untersucht, ob auch bei
homologer Immunisierung mit Filtraten, d. h. also bei der Maus spezifische
Antikdrper gegen das Virus erzeugt werden. Die Testung erfolgte in der Weise,
dal das Mauseimmunserum, kombiniert mit Filtrat, neugeborenen M4dusen
appliziert wurde, also mit der gleichen Methode, die sich bei den Versuchen
mit dem Kaninchenantiserum als sehr wirksam erwiesen hatte (Tab. V). Das
Mé&useimmunserum zeigte nur einen geringen Inaktivierungseffekt, der sich in
einer leichten Herabsetzung des Leukdmieprozentsatzes und in einer Verldn-
gerung der Latenzzeit &ufRerte. Auch Versuche einer aktiven Immunisierung
von Mausen, wobei durch Formalinzusatz oder l&ngeres Stehen bei 0° abge-
schwdchtes Filtrat als Vakzine benutzt wurde, verliefen bis jetzt nicht sehr
erfolgreich.

In den letzten Jahren haben wir uns intensiver mit Ziuchtungsversuchen
unseres Virus in der Geweb.kultur und auf der Chorioallantois des Huhnereies
beschéftigt [15, 16]. Es konnte zun&chst festgestellt werden, dall das Virus
auch in der Kultur von leuk&mischen Zellen laufend an die Nahrflussigkeit
abgegeben wird, da diese, in filtriertem Zustand an neugeborene Tiere verimpft,
selbst, nach mehreren Passagen leukdmogene Wirkung erkennen laRt. Wich-
tiger sind jedoch Zichtungsversuche unter Verwendung der Chorioallantois
des Hiuhnereies. Schon 1955 konnten wir nachweisen, daB in Klatschpréparaten
der mit Filtrat beimpften Chorioallantois stark virusverddchtige Partikeln
in Haufenformen mit Hilfe des Elektronenmikroskops nachweisbar sind, die
einen Durchmesser von 40—60 m/Mm aufwiesen [17]. In der letzten Zeit stellten
wir fest, daB nach einer ausreichenden Anzahl von Passagen der Virusnachweis
mit Filtraten der beimpften Chorioallantois auch im Tierversuch maglich ist,
indem nach Verimpfung an neugeborene Mé&use Leukdmien auftraten. Diese
Versuche werden von uns zur Zeit auf breiterer Grundlage wiederholt.*

Vorausgehend wurde schon auf den elektronenmikroskopischen Nachweis
unseres Leuk&mievirus hingewiesen. Es handelte sich zundchst um virusver-
déchtige Partikeln in Ausstrichen von hochtourigen Sedimenten der Ascites-
flussigkeit vom leukdmogen wirksamen Tumor Sa | und von der beimpften
Chorioallantois. Speziell die Partikeln aus der Ascitesflissigkeit hatten eine
sehr charakteristische morphologische Struktur [18], indem sie eine zentrale
Eindellung erkennen lieBen, die auch Gross beim Virus der lymphatischen
M &useleukdmie 1956 beschrieben hat. Im vergangenen Jahr ist uns nun die
elektronenmikroskopische Sichtbarmachung unseres Virus auch im ultradin-

* Siehe Anmerkung bei der Zusammenfassung
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nen Schnitt gelungen [19], und zwar sowohl im Cytoplasma leuk&dmischer
Zellen aus den erkrankten Lymphknoten als auch auferhalb der Zellen im
extrazelluldren Raum (Abb. 3, 4). Die Teilchen, die einen Durchmesser von
60 —90 mLl besitzen und von runder Gestalt sind, haben eine duRere Membran

Abb. 3. Extrazelluldre virusverdachtige Partikeln im ultradinnen Schnitt eines leukdmischen
Lymphknotens der Maus. 32 000 X

und einen inneren zentralen oder auch exzentrisch gelegenen dichteren Kern
von ungefahr 30—40 m // Durchmesser. Sie zeigen damit Ahnlichkeit mit dem
Milchfaktor, Rous—Agens und den Viren der Hihnerleukdmien. Vielfach
findet man die Viruspartikeln auf der duBeren Oberflache der Zellmembran
in kleinen knopfartigen Ausstilpungen derselben. Mdglicherweise sind dies
Phasen der Virusausschleusung, die bekanntlich von Obertling und Bern-
hard [20] vor allem fir das BIiTTNERSche Virus des Mamma-Karzinoms der
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Maus beschrieben wurde. Allenfalls zeigen unsere elektronenmikroskopischen
Untersuchungen recht eindeutig, dall es sich bei dem leukdmogenen Agens
in unseren Filtraten tatsdchlich um ein echtes Virus konkreter Form und
Struktur handelt.

Abb. 4. wie Abb. 3 bei 80 000 facher VergroBerung. In vielen Viruspartikeln sind die auflere
Membran und eine Innenstruktur zu sehen

Zusammenfassend ergibt sich aus unseren Unte rsuchungen, dal auch
die myeloische Leuk&mie der Maus durch ein Virus bedingt wird, wobei es
besonders bemerkenswert ist, dal dieses Virus auch auf andere Spezies, z. B.
auf die Ratte, wirksam ist, so daB man ihm madglicherweise fast den Charakter
eines allgemeinen Leuk&mievirus zusprechen kénnte. Wir erblicken in unseren
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Befunden aufRerdem einen weiteren Beitrag zur Frage der Virusatiologie malig-
ner Tumoren, da wir die Leukdmien und Leukosen auch auf Grund unserer
eigenen Untersuchungen als echte Geschwiilste im Sinne eines Blastoms ansehen
mussen.

Es ergibt sich die Frage, die bereits 1903 von Bé&rrel [21] erstmalig ge-
stellt wurde und in der Folge von einer Reihe sehr namhafter Wissenschaftler
wie RoOUS [22], Oberling [23], Gye [24], Bittner [25], Silber [26], Stanley
[27] u. a. immer wieder diskutiert worden ist, ob nicht allen bésartigen Tumo-
ren ein Virus als ursdchlicher Faktor zugrunde liegt.

In Anbetracht der hohen Spezifitdt verschiedener chemischer Cancero-
gene, z. B. der wirksamsten cancerogenen Kohlenwasserstoffe wie Benzpyren,
Methylcholantheren etc., von denen bereits Bruchteile eines mg bei verschie-
denen Tierarten fast 100 %ig zu malignen Tumoren fuhren, méchten wir zu
dieser Frage zundchst noch eine abwartende Stellung einnehmen. Die Annahme,
daB diese Cancerogene einem ubiquitdren, allgemeinen Tumorvirus nur den
Boden zu seiner Wirkung vorbereiten oder es aktivieren, erscheint mir vorerst
zu hypothetisch trotz gewisser Analogien bei den Bakteriophagen lysogener
Bakterienstimme. Wir bemihen uns daher um eine einheitliche Konzeption
der Cancerogenese, bei welcher die Auslésung der Geschwulstbildung sowohl
durch Viren als auch durch chemische oder physikalische Cancerogene ver-
stdndlich wird, also der groBen Heterogenitdt der onkogenen Reize Rechnung
getragen wird.

Ich méchte mir erlauben, einige zundchst noch rein spekulative Gedan-
kengénge zu diesem Fragenkomplex zu &uBern.

Man kénnte sich zum Beispiel vorstellen, dal der Generalnenner der
Cancerogenese ganz allgemein im Auftreten neuer genetischer Materie in einer
somatischen Zelle besteht. Hierbei ist in erster Linie an eine neue genetisch
aktive Nukleinsdure zu denken [28, 38]. Es sind dabei beide Formen der Nuk-
leinsduren, ndmlich DNS und RNS, in gleichem MaRe in Betracht zu ziehen,
da beiden genetische Bedeutung zugesprochen werden mufl. Wéahrend die DNS
das genetische Material der Chromosomen bildet, ist die RNS bekanntlich der
wesentliche Determinant vieler Viren, z. B. des Tabakmosaikvirus etc., weiter-
hin der pflanzlichen Plastiden und der autoreduplizierbaren Organellen (Mito-
chondrien, endozelluldres Reticulum usw.) des Cytoplasmas der tierischen Zelle.
Auch das Rous-Agens und die Viren der Hihnerleukosen enthalten ausschlief-
lich RNS [29, 30, 31]. Wir haben jedoch heute ausreichenden Grund zu der
Annahme, daB eine genetisch wirksame RNS in der Zelle im Zuge ihrer M atrizen-
funktion auch auf die DNS einen EinfluB ausiben kann und selbstverstandlich
auf die Konfiguration und die funktionellen Eigenschaften der Proteine, die ja
unter ihrer unmittelbaren Mitwirkung entstehen. Folgendes Schema einer gegen-
seitigen Beeinflussung der genetischen Matrizen der Zelle und ihrer priméren
oder sekunddren Produkte ist durchaus diskutierbar :
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1DNS < 2RNS

3Protein (z. B. Ferment)

4Lipoide etc.

--------------- dominierende Beeinflussung
------------ — schwache Beeinflussung
magliche Beeinflussung

Abb. 5. (s. Text)

Auf Grund dieses Schemas wiirde sich ergeben, daB eine Anderung der gene-
tischen Eigenschaften einer Zelle — wie dies fur die Tumorzellen als neue Zell-
rasse a priori angenommen werden muB — am leichtesten dadurch zustande-
kommt, dal ein neues Nukleinsduremuster (DNS oder RNS) entsteht oder von
aullen in die Zelle aufgenommen wird. Andererseits bleibt jedoch die Mdéglich-
keit offen, daB eine primé&r abnorme RNS (z. B. Virus) auch die DNS der Zelle
beeinfluft und auBerdem gleichzeitig neue Proteinmuster erzeugt. Weiterhin
wirden diese abgednderten Nukleinsduren entweder direkt oder sekundér auf
dem Wege einer primdren strukturellen Abdnderung von Proteinen oder Lipoi-
den entstehen kdnnen. Damit wére die Mdglichkeit gegeben, dal genetische
Anderungen in der Zelle auf verschiedenen Wegen, d. h. iiber sehr unterschied-
liche primare Angriffspunkte (DNS, RNS, Proteine, Lipoide) zustande kommen
kénnen, womit die Heterogenitdt cancerogener Reize eventuell verstandlich
wird.

Es wurde bereits erwdhnt, dal einer Abdnderung des zelluldren Bestandes
an Nukleinsduren wegen ihrer direkten genetischen Wirkung allenfalls die
erstrangige Bedeutung zukommen durfte. Bei einer Virusinfektion der Zelle
wirde dieser Zustand unm ittelbar auftreten, da nach unserem heutigen Wissen
genetisch wirksame Nukleinsduren (DNS oder RNS) in allen Féllen die wesent-
lichen Bestandteile der Viren sind (s. Versuche von Gierer und Schramm [32]
und Fraenkel—Conrat [33] mit reiner RNS vom Tabakmosaik-Virus).
Bei den chemischen und physikalischen Cancerogenen kann mit gutem Grund
eine Anderung des zelluliren Bestandes an genetisch wirksamen Nuklein-
sduren durch einen Mutationsvorgang (K. H. Bauer [34]) angenommen wer-
den, gleichgultig ob diese Mutation durch eine direkte oder indirekte Wirkung
(uber Proteine und Lipoide) des betreffenden Cancerogens auf die Nuklein-
sduren zustande kommt. Auch hierbei ist in gleichem MaRe sowohl an die
RNS der Chromosomen als auch an die RNS des Kerns (Nukleolus) und vor
allem der cytoplasmatischen Organellen: System der aus Lipoid-Ribonukleo-
proteiden aufgebauten Doppelmembranen (Mitochondrien, endozelluldres
Reticulum, Golgi-Apparat etc.) zu denken, in welchen speziell die lipoidléslichen
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Cancerogene wie z. B. die polyzyklischen Kohlenwasserstoffe besonders stark
angereichert werden [35].

Wenn man die Folgen, die eine abnorme Nukleinsdure mit Matrizen-
funktion in der Zelle haben dirfte (Synthese abgeé&nderter Proteine, z. B. Fer-
mente, abnorme Lipoid-Eiweilkomplexe etc.), bedenkt, gleichglltig ob diese
auf dem Wege einer Mutation entstanden ist oder als exogene Nukleinsdure
durch die Infektion mit einem Virus in die Zelle gelangte, so lassen sich viele
Eigenschaften der Tumorzelle ziemlich zwanglos erkldren. Die Erblichkeit der
malignen Eigenschaften ist durchaus verstandlich, da ja auch die als Virus ein-
gebrachte Nukleinsdure sich im Zuge der Zellteilung vermehrt und auf die
Tochterzellen verteilt. Es wird weiterhin die verminderte Korrelationsfahig-
keit (Korrelationstaubheit) und gesteigerte Autonomie der Tumorzelle ver-
stdndlich, da die abgednderten Nukleinsdure- und Eiweilmuster zwangs-
ldufig zu einer verminderten Ansprechbarkeit der Zelle auf alle humoralen und
geweblichen korrelativen Krafte des Organismus fihren mussen, durch welche
die normalen Zellfunktionen und vor allem auch die zelluldre Wachstums-
leistung reguliert werden. SchlieBlich kann angenommen werden, da sich eine
abnorme, genetisch wirksame Nukleinsdure auch auf die morphologische
Feinstruktur der Zelle im Sinne einer Stdrung derselben auswirkt. Es ist dabei
gleichgiultig, ob die strukturelle Minderwertigkeit, die sich auch in der Funktion
und im Zellstoffwechsel zeigen muB, unmittelbar durch die abnorme Nuklein-
sédure bedingt wird, die ja auch als wichtiges morphologisches Strukturelement
der Zelle anzusehen ist, oder die Folge einer abgeé&nderten Protein- und Lipoid-
synthese darstellt. Bekanntlich zeigt die Tumorzelle auch auf Grund der elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen verschiedene Anomalien ihrer Fein-
struktur [36, 37], die vor allem die cytoplasmatischen Doppelmembranen
betreffen (Mitochondrien, Ergastoplasma, endozelluldres lleticulum) und die
alle im Sinne einer Struktursch&digung und strukturellen Minderwertigkeit zu
deuten sind. Gerade auch bei einer Virusinfektion kann angenommen werden,
daR die neueingefiihrte Nukleins&ure in den Verband der zelleigenen Nuklein-
sduren (RNS oder DNS) einbezogen wird und damit am Aufbau der NS-haltigen
Zellbestandteile (Mitochondrien, Kerne etc.) unmittelbar beteiligt ist und auf
Grund ihrer Zellfremdheit submikroskopische Strukturfehler dieser hoch-
organisierten Zellelemente veranlaBt. Es ist nd&mlich ziemlich sicher, daB nur
ein relativ kleiner Anteil der Virusnukleinsédure in Form charakteristischer
infektioser Viruspartikeln vorliegt und der groRere Anteil in morphologisch
nicht faBbarer Form in die Strukturelemente der Zelle selber eingeht. Damit
erklart sich auch die Tatsache, dall bei Virustumoren elektronénmikroskopisch
nur in einer Minderzahl der Zellen und nur bei ganz bestimmten Zelltypen
(Differenzierungsgrad, Alter etc.) charakteristische Viruspartikeln nachgewie-
sen werden kénnen (bei Shope-Papillomen zum Beispiel nur in den verhornten
Zellen!) [38].
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Die strukturelle Minderwertigkeit der Tumorzelle ist auch aus verschie-
denen biologischen Eigenschaften zu entnehmen, ihrer besonderen Hinféllig-
keit, Labilitdt und Empfindlichkeit z. B. gegeniuber Wdarme, Strahlen, Nah-
rungsmangel (schnelle Nekrose) etc.

Es ist nun nicht uninteressant, daB man gerade von der Grundlage dieser
strukturellen Minderwertigkeit der Tumorzelle aus eventuell in der Lage ist,
auch deren charakteristische Stoffwechseleigenschaft, ndmlich ihre abnorm
hohe und autonome aerobe und anaerobe Glykolyse zu verstehen [39, 40, 28].

Abb. 6. Steigerung der anaeroben Glykolyse (Ordinate) eines hochtourigen Homogenisat-

Uberstandes vom Sarkom S37 durch verschiedene Mitochondrienmengen (Verdinnungsstufen

auf der Abszisse) aus Ehrlich-Ca. MS = Milchsaurebildung(h)WarburggefaR in fl mol. BTS =

= Brenztraubensdurebildung(h)Warburggefad. Ges. Glykol. = Gesamtglykolyse. O = Ansatz
ohne Mitochondrienzugabe

W ir konnten nachweisen, dafl durch strukturgeschédigte Mitochondrien
oder Mikrosomen die Glykolyse eines hochtourigen Gewebsextrakts stark gestei-
gert wird (Abb 6) (maximal um das 5—10 fache) [40]. Wir glauben, daR dieser
Effekt vorwiegend auf die ATPase-Aktivitat der strukturgesché&digten Zellorga-
nellen zurickzufuhrenist. In normalen Zellen ist die ATPase dieser Zellstruktu-
ren vollig latent, womit der Glykolyse ein Riegel vorgeschoben wére. Dagegen
wird sie sehr schnell im Zuge der mannigfachen Strukturschéddigungen aktiv,
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und dies kann auch fur eine Strukturschadigung innerhalb der Zelle in gleicher
Weise wie in vitro angenommen werden. Auch die sogenannte Schadigungsgly-
kolyse von normalen Geweben, die in wenigen Minuten nach erfolgter Schadi-
gung einsetzt (z. B. nach kurzer Anaerobiose), diirfte z. T. durch eine Steigerung
der intrazelluldren ATPase-Aktivitdt infolge Strukturschddigung der Zell-
organellen zustande kommen.

Eine zweite Mdoglichkeit bestiinde darin, dalR die erhdhte Glykolyse geschadigter Zellen
auf eine erhdhte Glukosedurchlassigkeit der &uBeren Zellmembran zuruckzufihren ist. In
diesem Fall muf3te der gleiche Mechanismus auch fir die Tumorglykolyse in Betracht gezogen
werden und eine irreversible Strukturschadigung der auBeren Membran der Tumorzelle als
wesentliches Element der Malignitdt angenommen werden. Die vorausgehend postulierte
strukturelle Minderwertigkeit der Tumorzelle infolge einer abnormen Nukleinsdure ware also
auf die Zellmembran auszudehnen, was keinerlei gedankliche Schwierigkeiten bereiten durfte,
da die &uBere semipermeable Zellmembran wahrscheinlich einen den inneren cytoplasma-

tischen Membranen sehr &hnlichen chemischen und feinstrukturellen Aufbau haben durfte
(evtl, ebenfalls Mosaik aus Lipoiden und Nukleoproteiden).

Von der autonomen Glykolyse der Tumorzelle aus ist es nun relativ leicht,
die verschiedenen Stoffwechsel- und Wachstumsqualitdten derselben verstadnd-
lich zu machen [41, 42]. Durch das MilRverhdltnis zwischen Atmung und Glyko-
lyse muB es zwangslaufig

1. zu einer starken Stauung von halb oxydierten Zwischenprodukten des
Citronensaurezyklus (Oxy- und Ketosauren) kommen, so daB ein hoher Uber-
schull an Bausteinen fir die Eiweill-, Nukleinsdure- und Lipoidsynthese zur
Verfugung steht, woraus ein starker Wachstumsdruck resultieren muf3 [43, 44].

2. Das stark erhohte Reduktionspotential, das durch das Ubergewicht der
Gérung bedingt wird (sichtbarer Ausdruck dieser Situation ist die Tatsache der
Milchsdurebildung, d. h. die Brenztraubenséure wird selber zum Akzeptor fur
den von der Atmung nicht mehr zu bewdltigenden Substrat-W asserstoff), dirfte
wesentlich dazu beitragen, daB a) die Aminosdurebildung aus Oxyséduren auf
dem Wege der reduktiven Aminierung geférdert wird, b) das Gleichgewicht
zwischen Ribose und Desoxyribose zugunsten der letzteren verschoben wird,
womit die Synthese der DNS und damit der das Wachstum wahrscheinlich
limitierenden Zellsubstanz aktiviert wird [42].

3. dirften meiner Meinung nach eventuell auch gewisse Besonderheiten
des Garungs-ATP gegenuber dem Atmungs-ATP fir das spezielle Verhalten
der Tumorzelle von Bedeutung sein [42]. Wdahrend das ATP der Atmung, das
durch oxydative Phosphorylierung innerhalb der Mitochondrien gebildet
wird (strukturgebundenes ATP nach Warburg), nur begrenzte Beweglichkeit
hat, da es zum grofen Teil innerhalb der Membranen dieser Zellorganellen
festgehalten und fur intramitochondriale Funktionen und Synthesen verbraucht
wird, ist das im strukturlosen Grundplasma durch die Glykolyse entstehende
ATP durch Diffusion voéllig frei beweglich. Wir glauben, da damit eine gun-
stigere Versorgung des Zellkerns mit diesem Energiematerial verbunden sein
kénnte und damit eine Forderung der innerhalb des Kerns sich abspielenden
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synthetischen (Wachstum) und Bewegungsfunktionen (Mitose etc.) erfolgt.
AuBerdem durften auch die verschiedensten Bewegungsvorgdnge im Cyto-
plasma (amdboide Bewegung beim infiltrativen und destruktiven Wachstum,
Zellteilung) eine positive Beeinflussung erfahren, da ja auch hierfir leicht
diffusibles, nicht strukturgebundenes ATP fir die kontraktilen Elemente
(Proteine) des Grundplasmas erforderlich ist. Auch bei den sich sehr intensiv
bewegenden Leukozyten und Makrophagen findet man eine hohe Glykolyse,
desgleichen bei der sich kontrahierenden Muskelzelle !

SchlieRlich kann auf Grund neuester Untersuchungen von Scheid [45]
angenommen werden, dal der Milchsdure, die bei der Garung im Tumor ent-
steht, eine besondere Bedeutung fir die Bereitung gunstiger Erndhrungs-
bedingungen flur die Geschwulstzellen zukommt, indem durch sie in spezi-
fischer Weise das lokale GefdBnetz im Sinne einer ginstigen Nahrungszufuhr
beeinfluft wird. Damit wirden durch die autonome Glykolyse des Tumors
praktisch alle intra- und extrazelluldren Bedingungen geschaffen werden, die
fir ein autonomes und gesteigertes Wachstum erforderlich sind.

Auf den zunéchst rein hypothetischen Charakter dieser Betrachtungen
Uber eine modgliche Wirkungsweise von onkogenen Viren und chemischen und
physikalischen Cancerogenen mdchte ich jedoch abschlieBend nochmals aus-
driicklich hinweisen.

Anmerkung : In der letzten Zeit ist uns eine Zichtung des Virus auf Trypsinkultu-
ren von Mauseembryo gelungen (Graffi, Gimmy, u. Krause, Naturwiss. 1959. 330.). Die zell-
freie Kulturflussigkeit erzeugt bei Ratten in 4—8 Wochen in sehr grosser Zahl Nieren- und
Knochensarkome. Im Gegensatz zum Polyoma-Virus von Stewart und Eddy, gibt unser
polyvalentes Sa-Virus einen negativen Hamagglutinationstest. In der Kultur findet man
cytoplasmatische Einschlusskdrperchen und einen starken cytopathogenen E ffekt.

Zusammenfassung

Ahnlich wie L. Gross und Bergolz gelang dem Vortragenden und seinen Mitarbeitern
die zellfreie Ubertragung bestimmter Maéauseleukdmien. Das Virus wurde in verschiedenen
transplantablen Méausetumoren und in den Organen, speziell den Lymphknoten leukdmie-
kranker Tiere nachgewiesen. Die zellfreien Filtrate wurden sowohl an neugeborene als auch
erwachsene Tiere mit Erfolg appliziert. Bei den Leuk&mien handelt es sich ausschlieBlich um
myeloische Formen. Die Filtrate sind auch bei der Ratte, also heterolog wirksam. Durch
Splenektomie wird die Wirkung des leukdmogenen Virus fast vollig aufgehoben. Die Isolierung
dieses wahrscheinlich humoralen Milzfaktors wurde in Angriff genommen. Das Virus hat
spezifische Antigeneigenschaften und wird durch ein heterologes Antiserum inaktiviert. Es
wird von den Leuk&miezellen auch in der Gewebekultur laufend produziert, da die filtrierte
Nahrldsung starke leukdmogene Wirkung besitzt. — AuBerdem gelang die Zichtung des
Virus auf der Chorio-allantois des Huhnereies. Das Virus ist sehr empfindlich gegen héhere
Temperaturen (65°), Formalin, Ather, Desoxycholsdure ; weniger empfindlich gegen Trypsin,
Glycerin und UV-Strahlen und weitgehend resistent gegen DN-ase, RN-ase und Lipase. RNS
und DNS aus dem leukdmischen Gewebe sind vdllig unwirksam. Das Virus konnte elektro-
nenoptisch in ultradiinnen Schnitten leukdmischer Lymphknoten in Form runder Partikel
von 60— 90 mfi Durchmesser mit charakteristischer Innenstruktur nachgewiesen werden.

Es wird der Versuch unternommen eine einheitliche Konzeption der Onkogenese zu
entwerfen. Dabei wird als Generalnenner das Auftreten einer neuen genetisch wirksamen
Nukleinsdure (RNS oder DNS) in einzelnen Zellen angenommen. Dieser Zustand kann ent-
weder auf dem Wege einer Mutation durch ein chemisches oder physikalisches Cancerogen
oder durch die zelluldre Infektion mit einem Virus zustande kommen. Die abnorme Nuklein-
saure vermindert die normale Ansprechbarkeit der Zellen auf die korrelativen Wachstums-



EIN VIRUS ALS URSACHE MYELOISCHER LEUKAMIEN ].29

kréafte und fuhrt zur Autonomie. Auflerdem wird durch das abnorme genetische Substrat
eine Minderwertigkeit und Hinfalligkeit der morphologischen Feinstruktur mit erblichem
Charakter bedingt. Als Folge dieser strukturellen Labilitdt speziell der cytoplasmatischen
Doppelmembranen (Mitochondrien, Mikrosomen, Ergastoplasma, etc.) kann eine gesteigerte
aktuelle ATPase-Aktivitat in der Zelle angenommen werden, durch welche eine irreversible
Steigerung der Glykolyse hervorgerufen wird. Die gesteigerte Glykolyse schafft alle weiteren
wichtigen Voraussetzungen fur die gesteigerte Wachstumstatigkeit und Zellvermehrung.
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BPYC, KAK MPUUUNHA MVI9ﬂOVI,EI,HOI7I NENKEMWW Y MbIWEN N KPbIC
A. TPAGON

ABTOpY M cOTpyAHMKaM — nogo6Ho J1. Fpoccy M Bepronbly — yaanocb MpoBecTy
6eCKNMETOUHYIO Mepeaady onpeaefieHHbIX NeliKo30B Mbilleid. Bupyc 6bU1 BbISB/IEH B Pa3/IMUHbIX
nepecaxmBaeMblX OMyXonsaxX Mbilleid, TakKe Kak U B opraHax cTpafatolyx neiikemueii Xunsot-
HbIX, B YaCTHOCTU B MMM{ATUYECKUX y3nax. BeckneTouHble (unbTpaTbl GbiM YCMEeWHo Npu-
MeHeHbI, KaK Ha HOBOPOXEHHbIX, TaK W Ha B3POC/bIX XXMBOTHbIX. Peub LiIa BCerga 0 MUaona-
HbIX (hopMax fieikeMuii. OUNLTPATbl 0KA3aINCh 3PMEKTUBHLIMU TaKXe Yy KPbIC, 3HAUYUT OHU
reTeponiorMyHo 3MeKTVBHbI. Y AaneHWeM Cene3eHKW felicTBMe NeiKoreHHoro Bupyca 6bIo
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MoyTV COBEPLUEHHO MpeKpalleHo. ABTOPbI MPUCTYNUAN K U30/IALNUM 3TOFO0 NPEANOIoKNUTENbHO
rymMopasibHOro Cefne3eHOYHOro thaktopa. Bupyc vMmeeT crneumduueckne aHTUreHHble CBOMCTBa
N WHAKTUBUPYETCS FeTeposiorMyHoOA MPOTUBOCHLIBOPOTKOW. OH MOCTOSIHHO MPOW3BOAUTCS Jeit-
KEMWYECKMMIM KETKaMK, TakXe U B TKaHeBbIX Ky/NbTypaX, TaK KakK (UIbTPOBaHHbIA nuTa-
TeNbHbIA pacTBOp 06/1afaeT CUIbHBIM NeKEMOreHHbIM AeiicTBMeM. Kpome 3Toro yganock Bblpa-
LUMBaHWe 3TOF0 BUpYCa TaKXe Ha XOpPUOHa/NaHTOMAHOW Mem6paHe KypuiiHOro siiua. Bupyc
BecbMa YyBCTBMTE/IEH B OTHOLLEHWM 6oflee BbICOKMX Temnepatyp (65° C), fanee K hopManiunHy,
3hupy 1 Ae30KCUX0eBOI KucnoTe. OH MeHee YyBCTBUTENEH K TPUMCUHY, TNIMLEPUHY U yNbTpa-
(DMONETOBLIM JlydaM, BeCbMa Pe3UCTEHTHbIA B OTHOLUEHUW [e30KCMHYKIeasbl, PUOOHYK/easbl
1 nunasbl. PUGOHYKMIEUMHOBAs KUCOTA U [e30KCUHYK/IEMHOBAsA KUC0Ta NIeMKEMUYECKON TKaHN
COBEPLUEHHO He3a(PEKTMBHBLI. Bupyc 6bin BbISB/EH 3/1eKTPOHHOONTUYECKMM METOA0M B Y/bTpa-
TOHKMX Cpe3ax NIeMKeMUYECKMX MMMaTUUECKMX Yy3M0B, B (POpMe KPYr/bIX YacTUYeK AnameT-
pom 60—90 T/n ¢ XapaKTepHO BHYTPEHHER CTPYKTYpPOI.

ABTOpbI NOMbITA/INUCL COCTaBUTb OAHOPOAHYH (POPMYIMPOBKY OHKOreHesa. [pu 3ToM
OHM B KauyecTBe 06LLEro 3HaMeHaTensl MPUHUMAOT MOsIBNeHWE B OTAENbHbIX K/eTKaxX HOBOM,
reHeTMYeCcKn 3hheKTUBHOM HYKNEMHOBOW KUCNOTbI (PUBOHYKNENHOBOW KWCIOTbI UAN Ae30KCU-
HY/IEMHOBOM KMWCMOTbI). 3TO COCTOSIHME MOXET BO3HUKHYTb NIM60 MyTeM MyTauuu MOCPeACTBOM
XUMUWYECKOT0 WM (IU3NYECKOr0 KaHLIePOreHHOro BELLeCTBa, /IM60 MyTeM BMPYCHON WHGEKLUN
KNeTKN. HeHopManibHasi HyK/IEMHOBasi KMUCMOTa CHUDKAET HOPMaslbHYH peaKTUMBHYIK Crnoco6-
HOCTb K/EeTOK B OTHOLLEHUM KOPPENATUBHBLIX CU/1 poCTa U MPUBOAWT K aBTOHOMMU. Kpome Toro
HeHOpMaslbHbI FeHeTUYecKUiA cy6eTpaT 06yc/oBMBaeT HEMO/IHOLEHHOCTb M HeyCTOWUYMBOCTb
MOPMOSIOrMYecKOl TOHKOV CTPYKTYpbl C Hac/leACTBEHHbIM XxapakTepoM. Kak cnefcTBue 3Toi
CTPYKTYPHOW HeycTOAYMBOCTU, B YACTHOCTU LMUTOMMNA3MATUYECKUX ABOWMHbIX MemMbpaH (MUTO-
XOHAPWEB,MUKPOCOMOB,3pracTponiasmbl UT. f.), MOXHO NpeAnosaraTb NOBbILLEHHYIO aKTyalb-
HYl0 afleHO3MHTpUdocthaTasHyl0 akTUBHOCTb B KJETKe, 06YCM0B/MBalOLWY0 HeobpaTumoe
MOBbILLEHVE T/IMKOMM3A. [OBbILEHHBIA [/IMKONN3 CO34aeT BCe fa/bHelluve BaXkKHble Npepno-
CbI/IKM A/151 MOBbILLEHHOr0 NpoLiecca pocTa U 4151 Pa3MHOXEHUS KIETOK.

A VIRUS AS THE CAUSE OF MYELOID LEUCAEMIA IN THE MOUSE AND RAT
A GRAFFI

Just like L. Gross and Rergolz, Graffi et al. succeeded in transferring certain kinds
of mouse leucaemia with cell-free media. The virus was demonstrated in various transplantable
mouse tumours and in the viscera, especially in the lymph nodes, of animals suffering from
leucaemia. The cell-free filtrates proved to he effective in newborn and adult animals alike.
The leucaemia was exclusively of the myeloid type. Since the filtrates cause disease also in
the rat, the transfer is heterologous. Splenectomy almost completely inhibits the leucaemia-
inducing activity of the virus. Attempts have been made to isolate this splenic factor of appar-
ently humoral nature. The virus has specific antigenic properties and is inactivated by a
heterologous antiserum. It is produced continually by the leucaemic cells even in tissue cul-
tures, because the filtered culture medium is highly leucaeinogenic. Moreover, the virus was
successfully grown on the chorio-allantoic membrane of the embryonated hen’s egg. The
virus is very sensitive to high temperature (65° C), formalin, ether, desoxycholic acid, and
less sensitive to trypsin, glycerol and ultraviolet rays. It is greatly resistant to DN-ase,
RN-ase and lipase. RNA and DNA from leucaemic tissue are wholly inactive. The virus could
be demonstrated by electron microscopy in ultra-thin sections of leucaemic lymph nodes,
as round particles 60 to 90 m/i in diameter, with characteristic inner structure.

Attempts have been made to offer a uniform conception to explain oncogenesis. The
appearance of a new genetically active nucleic acid (RNA or DNA) in certain cells is suggested
as a factor. This may result either from mutation caused by a chemical or physical cancero-
genic agent or from cellular infection with virus. The abnormal nucleic acid interferes with
normal correlative cell growth and leads to autonomy. Moreover, the fine morphologic struc-
ture will become inferior in quality and this may be hereditary. This structural lability, parti-
cularly of the cytoplasmic double membranes (mitochondria, microsomcs, ergastoplasm, etc.)
may give rise to an increased ATP-ase activity in the cell, that in turn may result in an irre-
versible increase of glycolysis. The increased rate of glycolysis will then create all the other
important criteria of increased growth and multiplication.

Prof. Dr Arnold Graffi, Berlin-Buch, Lindenberger Weg 70. D. D. R.
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