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Bei unseren  B em ü h u n g en , das in  u n se rem  L ab o ra to riu m  iso lierte  V irus 
der m yeloischen L eu k äm ie  der M aus (E le k tro n en m ik ro sk o p isch er N achw eis: 
H e i n e , Gr a f f i , B i e r w o l f , H elm ck e , R a n d t , 1957 u n d  1959; G r a f f i , H e i n e , 
H e l m c k e , B i e r w o l f , R a n d t , 1960) in  d e r G ew eb ek u ltu r zu z ü ch ten , t r a t  bei 
d er B eim pfung  v o n  try p s in ie r te n  M äu seem b ry o k u ltu ren  m it e iner G ew ebssus- 
pension aus leu k äm isch em  Gewebe n ach  w enigen  T agen  eine cy to p a th o lo - 
gische V erän d eru n g  d e r E m b ry o n a lze llen  au f. D iese ließ sich d u rc h  zellfrei 
f iltr ie r te  N äh rlö su n g  so lcher K u ltu re n  serienw eise w e ite r ü b e rtra g e n  u n d  ste llte  
sich bei den  P assag en  m it R ege lm äß igke it 5 — 8 T age n ach  d e r B eim pfung 
frisch  ausgew achsener M äu seem b ry o k u ltu ren  ein (Gr a f f i , Gim m y  u . K r a u se  
1959). Z u n äch st w u rd e  v o n  uns eine V erm eh ru n g  des L eu k äm iev iru s  als U rsache 
d ieser E rsch e in u n g  v e rm u te t.  D ie V erim pfung  d e r zellfrei f il tr ie r te n  N äh rlö ­
sung  solcher d eg en e ra tiv  v e rä n d e rte r  K u ltu re n  a u f  neugeborene  R a tte n , G old­
h a m s te r  u n d  M äuse zeig te  u n s  jedoch  sehr b a ld , d aß  d er c y to p a th o g èn e  E ffek t 
n ic h t a u f  das L eu k äm iev iru s  zu rü ck zu fü h ren , so n d e rn  m it g roßer W ahrsch e in ­
lich k e it einem  zw eiten  A gens zuzusch re iben  is t . E s  e n ts ta n d e n  näm lich  bei 
den  im  neugeborenen  Z u s ta n d  b e h a n d e lte n  T ie ren  in  hohem  P ro z e n tsa tz  die 
v e rsch ied en sten  m esen ch y m alen  T u m o ren , w ie N ieren -S arkom e, gu t- und  
b ö sa rtig e  K n o c h e n tu m o re n , L ipom e, T u m o ren  in  d er P a ro tisg eg en d , F ib rom e 
e tc ., w äh ren d  L eu k äm ien  völlig  feh lten  (G r a f f i , G im m y , K r a u s e , 1959; Gim m y , 
G r a f f i , K r a u s e , 1959). D am it h a tte n  sich in  un seren  V ersuchen  B efunde 
ergeben , die in m eh rfach er B eziehung zu d en  R e su lta te n  von  G ross  (1953) und 
von  S t e w a r t  undE D D Y (1958)m it d em P a ro tis -T u m o r-P o ly o m a v iru sP a ra lle le n  
zeigen, in  deren  V ersu ch en  zellfreie F iltra te  d e r ly m p h a tisch en  L eukäm ie  des 
A K -In z u c h ts ta m m e s  d er M aus au ß er L eu k äm ien  noch  P a ro tis -T u m o ren  sowie 
ve re in ze lt su b c u ta n e  S arkom e h e rv o rzu ru fen  v erm ögen . E rs te  H inw eise fü r 
das V o rh an d en se in  zw eier versch iedener V iren , von  denen  das eine die L eu k ä ­
m ien  u n d  das an d ere  die P aro tis-C arc in o m e u n d  -S arkom e b ed in g t, e rgaben  sich 
au s V ersuchen  v o n  G r o s s , indem  er nachw eiscn  k o n n te , daß  des L eukäm ieagens 
sich  bei b ed eu ten d  n ied rig e re r T o u ren zah l sed im en tie ren  lä ß t als das P a ro tis ­
tu m o rag en s u n d  d aß  es im  G egensatz zum  P a ro tis tu m o r-F a k to r  d u rch  Ä th er
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in a k t iv ie rb a r  is t. B e k a n n tlic h  k o n n te  le tz te res  v o n  St e w a r t  u n d  E d d y  (1958) 
in  d e r  G ew ebeku ltu r a u f  M äuseem bryona lzellen  zu r V erm eh ru n g  g e b ra c h t 
w e rd e n , w obei es einen s ta rk e n  c y to p a th o g en en  E ffe k t erk en n en  ließ . F i l t r a te  
so lch e r K u ltu re n  ze ig ten  z u e rs t  be i M äusen u n d  s p ä te r  bei R a tte n  u n d  H a m ­
s te rn  e in e  sta rk e  onkogene W irk u n g , w obei in  d en  v e rsch iedenen  O rg an en  
S a rk o m e , Carcinom e sow ie g u ta r t ig e  T u m o ren  a u f tra te n . E s ergab sich  n u n  die 
F ra g e , ob  das von uns au s v iru sb e d in g te n  m yelo ischen  L eu k äm ien  d e r M aus 
iso lie r te  p o lyva len te  G esch w u lstag en s, dem  w ir die B ezeichnung  B B —T  2-V irus 
g a b e n , m it  dem  P a ro tis tu m o r-P o ly o m a v iru s  v o n  G ross  — S t e w a r t  u n d  E d d y  
v ö llig  id en tisch  is t oder gew isse U n tersch ied e  zw ischen  b e id en  b e s te h e n . E in e  
d e r  c h a ra k te ris tisch e n  E ig e n sc h a fte n  des STEWART-EDDY’schen  P o ly o m a ­
s ta m m e s  is t dessen s ta rk e  H ae m a g g lu tin a tio n sw irk u n g  a u f  v e rsch ied en e  
E r y th r o c y te n a r te n , .z. B . des M eerschw einchens, des F rosches u n d  d e r B lu t­
g ru p p e  О vom  M enschen. I n  a u sg e d e h n te n  U n te rsu ch u n g en  in  u n se rem  L a b o ra ­
to r iu m  gem einsam  m it G . P a s t e r n a k  k o n n te  fü r  u n se r  B B —T  2-V irus diese 
h a e m a g g lu tin ie ren d e  W irk u n g  n ic h t nachgew iesen  w erden . E in  w e ite re r  
H in w e is  fü r  eine gewisse U n te rsc h ie d lic h k e it b e id e r V iru sstäm m e e rg ab  sich 
au s  d e m  S pek trum  d er b e i d e n  versch iedenen  Spezies a u f tre te n d e n  T u m o ren , 
w obei fü r  unseren V iru ss ta m m  die bei d er R a t te  u n d  auch  beim  K a n in c h e n  
e rz e u g te n  Lipom e u n d  L ip o sa rk o m e  die v o n  St e w a r t  u n d  E d d y  n ic h t b e o b a c h ­
t e t  w u rd e n , c h a rak te ris tisch  zu  sein  scheinen. A us diesen b io logischen  D a te n  
e rg a b  s ich  die S ch luß fo lgerung , d aß  es sich hei dem  P o ly o m av iru s  v o n  G r o s s , 
S t e w a r t  u n d  E d d y  u n d  u n se re m  B B —T 2-V irus w ahrsche in lich  u m  zwei n ah e  
v e rw a n d te  S täm m e d er g le ich en  V irusfam ilie  h a n d e ln  d ü rfte .

D ie  nachfolgend b e sc h rie b e n en  U n te rsu ch u n g en  d ien ten  dem  e le k tro n e n ­
m ik ro sk o p isch en  N achw eis u n se re s  B B —T 2-V irus. E s  w urde  d a m it die A b sich t 
v e rb u n d e n , au f G rund d e r  m o rp h o lo g isch en  S tru k tu r  eine w eitere  K lassifiz ie rung  
d ieses V irus vorzunehm en  u n d  v o r  allem  dessen v e rw a n d tsc h a ftlich e  B ezie­
h u n g  z u  dem  Gross — STEWART’schen  P o ly o m a-S tam m  w eite r zu  k lä re n . E in  
d e ra r t ig e r  V ersuch ersch ien  u m so  aussich tsre icher, als es kü rz lich  zw ei v e rsch ie ­
d e n e n  A rbeitsk re isen  ge lan g , d a s  G ross  —SïEWART’sche P o lym a-V irus e le k tro ­
n en m ik ro sk o p isch  im  u l t r a d ü n n e n  S c h n itt nachzuw eisen  ( B e r n h a r d , F e b v r e , 
Cr a m e r , 1959; B a n f i e l d , D a w e , B r i n d l e y , 1959). E s h a n d e lt sich  d ab e i um  
g le ich fö rm ig  runde P a r t ik e l  m it  einem  D urchm esser v o n  3 0 —40 т/л, d ie h a u p t ­
sä c h lic h  im  Zellkern u n d  s p ä te r  au ch  im  C ytop lasm a d er Zellen an z u tre ffen  sind .

M ate ria l und  M ethodik

A ls G rundlage fü r  d ie  V e rm e h ru n g  u n d  Z ü ch tu n g  des V irus w u rd en  G ew eh ek u ltu ren  
v o n  try p s in ie r te m  E m b ry o n a lg ew e b e  de r M aus v e rw en d e t. D ie  E m b ry o n e n  v o n  trä c h tig e n  
W e ib c h e n  des A B -S tam m es w u rd e n  k u rz  v o r dem  W erfen  (18 — 20. T ag  d e r E m b ry o n a le n t­
w ic k lu n g )  s te ril aus dem  U te ru s  e n tn o m m e n  u n d  m ech an isch  fe in  z erk le in e rt. D iese  G ew ebe­
s tü c k c h e n  w urd en  m it e in e r 0,25 % ig e n  T ry p sin lö su n g  (D ifco) in  P P S -L ö su n g  aufgesch lossen , 
d ie  e rh a l te n e  Zellsuspension m e h rm a ls  d u rc h  Z en trifu g ie ren  in  P P S  gew aschen u n d  a n sch ließ en d
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in  d e r N äh rlö su n g  (5 Teile T y rode, 3 T eile  K ä lb e r-  o d er P ferdeserum  u n d  1 T eil H ü h n e r­
e m b ry o n a le x tra k t, 250 i. E . P en icillin  u n d  250 m g S trep to m y cin /m l) a u fg esc h w e m m t m it 
e in e r Z ellzahl v o n  e tw a  600 000 — 700 000 Z ellen  p ro  m l. D iese Z ellsuspension w u rd e  in  R o u x ­
flasch e n  o d er R o lle r-T ubes ausgesät. N ach  g u te m  A nw achsen  der Zellen zu e in e m  M onolayer- 
R asen  a u f  de r G lasfläche  w urden  die K u ltu re n  2m al w öchentlich  g e fü tte r t  u n d  n a c h  etw a 
6 — 8 T ag en  m it e in e r G ew ebssuspension au s  leu k äm isch em  Gewebe be im  p r im ä re n  A n satz  
oder m it v iru sh a ltig e r  N ährlösung  schon  in f iz ie r te r  K u ltu re n  bei de r p assag en w eisen  Z ü ch tu n g  
des V irus b e im p ft. Z um  Zwecke der e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  P rä p a ra t io n  w u rd e n  die 
Z ellrasen  am  6 — 8. T age , also dem  Z e itp u n k t des d e u tlic h  sich tb a ren  c y to p a th o g e n e n  E ffek te s  
m it dem  S p a te l v o rs ich tig  von de r G lasfläche  g e lö s t u n d  die feinen zu sa m m en h ä n g e n d en  Zell­
f lä c h en  d ire k t in  l% ig e r  au f p H  7,2 g e p u ffe r te r  0 s 0 4 2 S tu n d en  fix ie r t. D ie  E n tw ä sse ru n g  
erfo lg te  in  ü b lic h e rw e ise  m it Ä th y la lk o h o l 2 5 %  — 100%  u n te r  e in g esch alte te r K o n tra s tie ru n g  
m it P W S , u n d  d a ra u f  die E in b e ttu n g  in  e in em  G em isch von M e th y lm e th a c ry la t  (1 Teil) 
u n d  B u th y lm e th a c ry la t  (3 Teile) u n te r  Z u sa tz  v o n  1%  D ibenzoy lperoxyd  a ls K a ta ly sa to r . 
D ie P o ly m erisa tio n  w urde  bei 56° C v o rg en o m m en . D ie U ltrad ü n n sch n itte  w u rd e n  m it einem  
U ltra m ik ro to m  n a c h  N ik low itz  a n g efe rtig t. A ls M ikroskope s tan d en  das ÜM  100 v o n  S iem ens 
u n d  das ÜM  60 v o n  Siem ens zu r V erfü g u n g . H e r rn  P ro f. H e l m c k e  u n d  se in en  M ita rb e ite rn  
(B erlin -D ah lem ) d a n k e n  w ir fü r  die freu n d lich e  Ü b erlassu n g  d e r E le k tro n en m ik ro sk o p e . 
F ri. A. R a n d t  m ö ch ten  w ir fü r ih re  te c h n isch e  A ssistenz  danken .

E rgebn isse

W ie b e re its  in  der E in le itu n g  d a rg e s te llt  w urde, zeig t das v o n  u n s au f­
gefundene V irus in  d er G ew eb ek u ltu r e in en  eindeu tigen  c y to p a th o g e n e n  E ffek t, 
d er sich  be i V erw endung  von  M äuseem bryona lzellen  erstm alig  n a c h  4 — 5 T agen 
e rk en n en  lä ß t  u n d  nach  einer W oche e in  seh r ausgepräg tes S ta d iu m  e rre ich t. 
L ich tm ik ro sk o p isch  ä u ß e rt sich d ieser E ffe k t in  einer zu n eh m en d en  A b ru n d u n g  
d e r Zellen  u n d  V erlu st der n o rm alerw eise  sch lanken  A u släu fer, w ie sie fü r 
F ib ro b la s te n  c h a ra k te ris tich  sind  (A b b . l a  u n d  16). W eite rh in  v e rlie re n  die 
Zellen im  n a tiv e n  Z u stan d  das o p tisc h  w eitg eh en d  hom ogene A u sseh en  des 
C y to p lasm as u n d  w erden zu nehm end  trü b e  und  lich tb rechend  d u rc h  d as  A uf­
t r e te n  von  fe in eren  und  gröberen  G ra n u la  u n d  Schollen im  C y to p la sm a  und  
K ern . D ie K ern v e rän d eru n g en  k ö n n e n  überw iegend  als fo r tsc h re ite n d e  
P y k n o se  angesehen  w erden , w äh re n d  die Prozesse im  C y to p la sm a  z u n ä c h s t 
w ohl am  b e s te n  in  die K a teg o rie  d e r  trü b e n  Schw ellung e in z u o rd n e n  sind. 
Schließ lich  k o m m t es zum  fo rtsc h re ite n d e n  Zellzerfall, indem  sich  sow ohl Zell­
k e rn  als au ch  C y top lasm a in  einzelne u n reg e lm äß ig e  F rag m en te  au flö sen . D ieser 
Z ellau flösung  g eh t fa s t ausnahm slos ein  Z erfa ll der M ono layer-S ch ich t in  e in­
zelne S trän g e  u n d  d ich tere  Z e llk o n g lo m era te  v o rau s, der d an n  eine T o ta la b ­
lösung  d er Zellen u n d  eine freie S u sp en d ie ru n g  derselben  im  N ä h rm e d iu m  folgt.

E s seien noch  einige kurze  H in w eise  a u f  bestim m te  cy to lo g isch e  V er­
än d e ru n g en  d er Zellen im  m ittle re n  S ta d iu m  dieses D eg en era tio n sv o rg an g es 
gegeben, die m öglicherw eise eine A ussage  zu r V iru sv erm eh ru n g  g e s ta tte n . 
(G r a f f i  1959.) E s h a n d e lt sich um  te ils  s ta rk  lich tb rechende, c h ro m o p h o b e  E in ­
sch lüsse, d e ren  chem ische N a tu r  noch  n ic h t  n ä h e r  defin iert w erden  k o n n te , teils 
sind  es cy to log ische S tru k tu re n  u n c h a ra k te ris tisc h e r  G es ta lt, d ie  F eu lgen- 
p o sitiv e  R e a k tio n  zeigen. E rs te re  la ssen  sich  w eder m it F e ttfa rb s to f fe n  noch 
d u rch  sau re  oder basische F a rb s to ffe  im p räg n ie ren , sie sind  P A S -n e g a tiv  und
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Abb. la .  N orm ale  M ä u se em b ry o n a lk u ltu r  
lb . K u l tu r  m it c y to p a th o g en e m  E ffek t 

F ä rb u n g : M ay —G rü n w ald  — G iem sa

im  e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  Bild bis a u f  ein  fe ines N etzw erk  op tisch  leer. 
B ei e in er d r itte n  F o rm  v o n  E inschlüssen im  C y to p la sm a  h an d e lt es sich um  
o vale  b is ru n d e  v a k u o le n a rtig e  H öh len  m it e inem  zen tra len  B in n en k ö rp er, 
d e r sich  bei G iem safä rb u n g  s ta rk  im p rä g n ie rt u n d  einen hohen G rad  v o n  
O sm iophilie  au fw eist (A bb . 2). Die k ausa len  B ez ieh u n g en  dieser 3 E in sc h lu ß ­
ty p e n  zu r V iru sw irk u n g  u n d  V irus V erm ehrung m u ß  als w eitgehend u n g e ­
k lä r t  angesehen  w erd en . B ei den F eu lg en -p o sitiv en  E inschlüssen  h a n d e lt es 
sich  w ohl in  e rs te r  L in ie  u m  A nsam m lungen  v o n  V irus im  C ytoplasm a, w as 
sich  v o r  allem  beim  S tu d iu m  der e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  B efunde e rg ib t 
(A bb. 4). Bei den  b e id en  a n d e ren  E in sc h lu ß ty p e n  is t  an  P ro d u k te  zu d en k en , 
die in  d er sich d e g e n e ra tiv  v e rän d e rn d en  Zelle e n ts te h e n .

A n h an d  d ieser cy to log ischen  V erän d eru n g en , die n ach  der V iru sin fek tion  
a u f tre te n  u n d  schon  m it dem  L ich tm ik roskop  g u t zu  erkennen  sind, lä ß t sich 
das S tu d iu m  des c y to p a th o lo g isch en  P rozesses u n d  d a m it der V irusw irkung  
a u f  die Zelle g u t ab lesen  u n d  zu den e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  B efunden  in  
B eziehung  setzen.
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U nser H a u p ta n lie g e n  bei den  e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  S tu d ie n  w ar 
d e r N achw eis u n d  die n ä h e re  C h arak te ris ie ru n g  des c y to p a th o g en en  u n d  im  
T ierv ersu ch  onkogenen  V irus. N achdem  in den  e rs te n  4 T agen  nach  d er In fe k ­
tio n , wo also lich tm ik ro sk o p isch  keine e in d eu tig en  V erän d eru n g en  n ach w eis­
b a r  sind , keine s icheren  V irusbefunde  zu e rh eb en  w aren , w urde  h au p tsä c h lic h  
d as  S tad ium  des ausgesp ro ch en  cy topa th o lo g isch en  E rsche in u n g sb ild es  fü r die 
e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  U n tersu ch u n g en  heran g ezo g en . D ies Avar zw ischen

Abb. 2. S ta rk  osm io p h ile r, c y to p la sm atisch e r E in sch lu ß  in  e in e r Zelle aus e in e r 
m it B B —T  2-V irus in fiz ie rten  G ew eb ek u ltu r. 1 : 45 000

dem  6 —8. Tag p o st in fek tio n em  der F all. S p ä te re  S ta d ie n  w aren  m eist w egen zu 
s ta rk e r  D egenera tion  d er Zellen n ic h t m ehr v e rw e rtb a r .

Z un äch st w a n d te n  w ir u ns der allgem einen T o p o g rap h ie  des V irus in  d er 
Zelle zu . Als ein fü r  dieses V irus sehr ch a rak te ris tisch es  B ild  w urde  seine ä u ß e rs t 
s ta rk e  A nreicherung  im  Z ellkern  nachgew iesen (A bb. 3). In  v ielen  Zellen is t d er 
K ern  p ra ll m it k le inen  ru n d e n , ca. 3 0 -4 0 m /t g roßen  P a r tik e ln  an g efü llt. E in g e­
la g e rt in  die V irusm asse sin d , v o r allem  auch  an  d er P e rip h e rie  des Z ellkernes, 
osm iophile , d ich te  M assen v o n  w echselnder G es ta lt, bei denen  es sich  v o rw ie­
gend  um  das p y k n o tisch e  C h ro m atin  h an d e ln  d ü rf te  (K e rn w an d h y p e rch ro -
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m asie  d eg en era tiv en  U rsp ru n g s). A ußerdem  f in d e n  sich m ehr o d e r w en iger im  
Z e n tru m  des v iru sg efü llten  Z ellkerns m eist e tw as  w eniger d ic h te  R este  des 
N u k le o lu s . M it der V iru sp ro d u k tio n  im  Z ellkern  geh t also eine deg en era tiv e  
K e rn v e rä n d e ru n g  para lle l.

A b b . 3. M it V iru sp a rtik e ln  p ra ll  g e fü llte r  Z ellkern . H erdw eise  V erd ich tu n g  des C h rom atins.
1 : 36 800

A u ß er im  Z ellkern  w e rd e n  die g leichen V iru sp a rtik e l au ch  im  C y top lasm a 
d e r  Z ellen  angetro ffen , w e n n  au ch  n ich t so regelm äß ig , in  g e rin g ere r Z ah l u n d  
m it  e in e r  gewissen ze itlich en  V ersch iebung  gegenüber dem  A u ftre te n  im  K ern . 
E s  k a n n  also angenom m en w erd en , daß  das cy to p la sm a tisch e  V irus zum  großen
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T eil aus dem  K ern  s ta m m t u n d  du rch  A u fre iß en  der K e rn m e m b ra n  in  das 
C y to p lasm a a u sg e tre te n  is t , w enn auch  eine p rim äre  Y iru sv e rm eh ru n g  im  
C y to p lasm a  n ic h t ganz ausgeschlossen w erd en  k a n n . In  d iesem  Sinne sp rech en  
v o r allem  cy to p la sm a tisch e  Y irushaufen , d ie in  re la tiv  g rö ß erer E n tfe rn u n g  
v o n  d er K e rn m e m b ra n  liegen (A bb. 4). D ie H a u fe n fo rm  is t die h äu fig s te  V iru s ­
an o rd n u n g  im  C y to p lasm a , zuw eilen k a n n  a b e r  au ch  eine diffuse V erte ilu n g  
ü b er das C y to p lasm a vorliegen . E ine b eso n d ere  Y iru san o rd n u n g  in n e rh a lb  des

Abb. 4. V iru san sam m lu n g en  im  K ern  (rech ts) u n d  im  C y to p la sm a  (links). Bei К  k ris ta llin e  
A n o rd n u n g  der P a rtik e l (siehe a u c h  A u ssch n itt) .

1 : 28 800, A u ssch n itt 1 : 72 000

C ytop lasm as is t in  d e r A bb . 5 w iedergegeben . E s h a n d e lt sich um  v a k u o le n ­
artig e  G ebilde, die w ahrschein lich  m it F lü ss ig k e it gefü llt sind  u n d  im  In n e re n  
V iru ste ilch en  in  b e trä c h tlic h e r  Zahl e n th a lte n . V or allem  an  der W an d  d ieser 
V akuo len  scheinen  sich  die s ta rk  agg reg ie renden  V iruse lem en te  in  e in fach er 
oder d o p p e lte r  S ch ich t an zu o rd n en . Ä hnliche B ild u n g en  w erden  von  B a n f i e l d  
u n d  M ita rb . (1959) beim  P o lyom a besch rieben .

Schließlich  is t das V irus oft in b e trä c h tlic h e n  M assen a u ß e rh a lb  d er 
Zellen an zu tre ffen . E s m u ß  zu n äch st o ffen b le ib en , ob es in  das e x traze llu lä re  
M edium  v o n  noch  in ta k te n , v iru sh a ltig en  Zellen  ausgesch leust w ird  o d er d u rch
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Z e llu n te rg a n g  in die F lü ss ig k e it Ü b e rtr itt. D ie s ta rk e  N eigung des V irus zu r 
A g g re g a tio n  zeigt sich auch  e x tra z e llu lä r , in d em  im  e lek tro n en m ik ro sk o p isch en  
B ild  d ie  v e rsch ied en sten  G irlan d en fo rm en  u n d  r in g a rtig e n  S tru k tu re n  (A b b . 6), 
d ie  a u s  e inzelnen  V iru se lem en ten  zu sam m en g ese tz t s ind , angetro ffen  w erd en .

A bb . 5. V iru san sam m lu n g  in  e in e r cy to p la sm a tisch e n  V akuo le  u n d  d iffuse V erte ilu n g  im  C y to ­
p lasm a  (siehe Pfeile)

1 : 28 800

D iese  b eso n d ere  H a ftfä h ig k e it  d er P a r tik e l u n te re in a n d e r  d rü c k t sich  au c h  im  
Z e llk e rn , im  C ytoplasm a u n d  im  e x traze llu lä ren  R au m  in der B ild u n g  v o n  
re g e lre c h te n  V iruskrista llen  au s  (A bb. 4), w obei allerd ings noch  offenb leiben  
m u ß , ob  diese E rsch e in u n g  n ic h t u n m itte lb a r  m it d er V iru sv e rm eh ru n g  in  
Z u sa m m e n h a n g  s teh t.
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W ie b e re its  g esag t, h an d e lt es sich  b e i d en  V irusp artik e ln  u m  k le in e  ru n d e  
E lem en te  v o n  3 0 —40 m,« D urchm esser. E in e  besondere F e in s tru k tu r  im  Sinne 
v o n  M em b ran en  u n d  N ukleo iden , wie b e i a n d e re n  onkogenen V iren  (L eu k äm ie , 
M ilchfak tor) k o n n te n  w ir bis je tz t  n ic h t  e in d eu tig  nachw eisen . A llerd ings

ЛЬЬ. 6. E x tra ze llu lä re  V irusan h ü u fu n g  u n d  A u sb ild u n g  von  »G irlanden- u n d  K in g s tru k tu re n «
1 : 110 000

ze igen  einige w enige P a rtik e l eine z e n tra le , le ich te  A ufhellung, die je d o c h  auch 
e in  K u n s tp ro d u k t oder eine D egen era tio n sersch e in u n g  d a rs te lle n  k ö n n te . 
M an gew inn t also den  E in d ru ck , daß  es sich  b e i den  P a rtik e ln  um  e in  » n ack tes«  
V irus (Ob e r l i n g ) h a n d e lt, wie z. B . b e im  V irus des S hope—P a p illo m s  des

1 7 A cta Morphologien X /2— 4.
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K an in ch en s . N eben  d e n  ru n d e n , ziem lich g le ich fö rm ig en  V iru sp artik e ln  f in d e t  
m a n  jed o ch  im  Z e llk e rn  fadenförm ige E le m e n te  g leichen  D urchm essers u n d  
g le icher E le k tro n e n d ic h te , die eine Länge v o n  d u rch sch n ittlich  300 m /t a u f ­
w eisen k ö n n en  u n d  m a n c h m a l die A nzeichen e in e r  an g e d e u te ten  S eg m en tie ru n g

Abb. 7. A u ssch n itt aus e in em  m it  V irus gefü llten  Z e llk e rn . A u sb ild u n g  von F a d e n s tru k tu re n  
u n d  V e rd ic h tu n g  des C hrom atins a n  d e r  K ern m em b ran .

1 : 40 000

e rk e n n e n  lassen (A bb . 7). E s  is t n ich t zu k lä re n  gew esen , ob aus diesen fa d e n ­
fö rm ig en  E lem en ten  d u rc h  A bschnürungs- o d e r S egm en tie rungsvorgänge  ru n d e  
P a r t ik e l  en ts te h e n . A uffä llig  is t, daß  diese F ä d e n  oft in  G ruppen  g e h ä u f t  
V orkom m en. A uch  d ie  B eziehung  dieser k o m p a k te re n  F äd en  zur p e rlsch n u r-
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a rtig e n  A nordnung  v o n  E in z e lp a rtik e ln  im  C y to p lasm a u n d  au ß e rh a lb  der Zelle 
(A bb. 6) is t u n g e k lä rt. E v e n tu e ll is t diese A n o rd n u n g  jed o ch  a u f  das schon 
e rw äh n te  A gg reg a tio n sp h än o m en  zu rü ck zu fü h ren . A uch  B e r n h a r d  und  
M ita rb . (1959) b esch re ib en  fü r  das Gross — STEWART’sche P o lyom a-V irus die

Abb. 8. V iru sv e rd äch tig e  P a r tik e l im  C y top lasm a e in e r P a ro tis tu m o rze llc .
1 : 64 000

im  K ern  v o rk o m m en d en  F a d e n s tru k tu re n  u n d  d isk u tie re n  ih ren  ev en tuellen  
Z usam m enhang  m it d e r Y irusb ildung .

E ine  w ichtige F rag e  g e h t dah in , w elche k a u sa le n  u n d  genetischen  
B eziehungen  zw ischen d en  s tru k tu r ie r te n  B e s ta n d te ile n  des Z ellkerns (C hrom a-

17
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t in  u n d  N ukleolen) u n d  d em  V irus b esteh en . G enerell k a n n  g esag t w erden , 
d a ß  m it  zunehm ender A n h ä u fu n g  v o n  V iru sp a rtik e ln  im  Z ellkern  eine V erän ­
d e ru n g  d e r typ isch en  K e rn s tru k tu r  e in h erg eh t. A nfangs liegen n u r  einzelne 
V iru s p a r tik e l und  die g e n a n n te n  F ä d e n  in  d er g ran id ä r-n e tz ig en  G ru n d su b s ta n z  
des K e rn s  v e rs tre u t u n d  C h ro m a tin b ro c k e n  u n d  N ukleo lus zeigen noch  die 
ty p is c h e  S tru k tu r . M it zu n e h m e n d e r V iru sv erm eh ru n g  v e rsch w in d e t jed o ch  
die c h a ra k te ris tisch  s t ru k tu r ie r te  G ru n d su b stan z  u n d  d er g esam te  R au m  des 
K e rn e s  w ird  n u r von  V iru sp a rtik e ln , ein igen F äd en  u n d  p y k n o tisc h e m  C hrom a­
t in -  u n d  N u k leo lu sm ate ria l e ingenom m en , w obei die Z w ischen räum e zw ischen 
d e n  g e n a n n te n  S tru k tu re n  j e tz t  e lek tro n en o p tisch  völlig  leer s in d . D u rch  die 
s ta rk e  herdw eise V e rd ic h tu n g  des K e rn in h a lte s  w äh ren d  d er P y k n o se  ist 
z u n ä c h s t  noch  n ich t zu  en tsc h e id e n , ob auch  K e rn m a te r ia l u n m itte lb a r  in  
d ie  V iru se lem en te  u m g e w a n d e lt w ird .

D e r  V irusnachw eis in  d e r G ew eb ek u ltu r w ar zum  Z e itp u n k t des e in d e u ti­
g en  A u ftre te n s  des c y to p a th o g e n e n  E ffek tes  ein k o n s ta n te s  P h ä n o m e n  und  
k o n n te  fü r  eine große Z ah l v o n  v e rsch ied en en  Zellen aus dem  gle ichen  P rä p a ­
r a t  e rb ra c h t  w erden . E s e rg a b  sich  n u n  die w ich tige F rag e , ob au ch  in  den 
d u rc h  d as  V irus in  vivo  e rz e u g te n  T u m o ren  V iruse lem ente  e lek tro n en m ik ro sk o ­
p isc h  nachgew iesen  w erden  k ö n n e n . A n einer g roßen  Z ahl von  m esenchym alen  
T u m o re n  des G o ldham sters u n d  d er R a tte  is t u ns b is j e tz t  d er N achw eis noch 
n ic h t  gelungen . Diese B e o b a c h tu n g  s tim m t auch  m it dem  b io logischen  T est 
ü b e re in , indem  aus den  T u m o re n  n u r  ausnahm sw eise ü b e r die G ew ebeku ltu r 
e in e  R eiso lierung  m öglich  w a r . D ie d ire k te n  F iltra te  aus den  T u m o re n  h ab en  
im  T ie rv e rsu c h  selten  onkogene W irk u n g  gezeigt.

Schließlich  w u rd en  v o n  u ns n och  d u rch  B B  —T 2-V irus aus d er G ew ebe­
k u l tu r  erzeug te  P a ro tis tu m o re n  be i der M aus im  F e in sc h n itt u n te rsu c h t. 
D iese  T u m o ren  u n te rsc h e id e n  sich  von  den  m eisten  R a tte n -  u n d  H a m s te r­
tu m o re n  du rch  eine w esen tlich  längere  L a ten zze it. Als v o rläu fig e r  B efund 
k o n n te n  in  einem  F alle  eines P a ro tis tu m o rs  der M aus v iru sv e rd ä c h tig e  P a r t i ­
k e l, d ie  an  das B B —T  2-V irus aus der G ew eb ek u ltu r e rin n e rn , nachgew desen 
w e rd e n . D ie Größe der P a r t ik e l  lieg t m it 40 — 50 m/J, e tw as ü b e r d er des B B —T 2- 
V iru s  in  der K u ltu r . D ie P a r t ik e l  sind  im  C y top lasm a d er Z ellen  lokalisiert 
(A b b . 8).

D iskussion

A u f  G rund  der d a rg e le g te n  B efunde g lau b en  w ir b e re c h tig t zu  sein, die 
a u fg e fu n d e n en  V iru se lem en te  als das B B —T 2-V irus an zu sp rech en . V or allem  
s p r ic h t  au ch  die P a ra lle li tä t  zw ischen  dem  c y to p a th o g en en  E ffe k t u n d  den 
m orph o lo g isch en  V iru sb e fu n d en  u n d  ebenso die hochgrad ige  onkogene W irk ­
s a m k e it  d er N ährlö sungen  so lcher G ew eb ek u ltu ren  fü r  diese T a tsa c h e . W ie in  
d e r  E in le itu n g  bere its  h e rv o rg eh o b en , is t das P o lyom a-V irus v o n  St e w a r t  u n d
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E d d y  sowie einige an d ere  P o ly o m a-S täm m e v o r  ein iger Zeit von  v e rsch ied en en  
A u to re n  ( B e r n h a r d  u n d  M ita rb ., 1959; D o u r m a s h k in  und N e g r o n i , 1959; 
B a n f i e l d , D a w e , B r i n d l e y , 1959; D m o c h o w s k i , Gr e y , Ma g e e , 1959) 
e lek tro n en m ik ro sk o p isch  nachgew iesen  w o rd en . Beim  V ergleich  u n se re r  
B efunde m it denen  dieser A u to ren  f in d e t sich  eine g u te  Ü b ere in s tim m u n g , die 
sow ohl in  B ezug a u f  die L o k a lisa tion , als au c h  a u f  G röße und  F o rm  d e r V irus- 
e lcm en te  b e s te h t. D ad u rch  e rg ib t sich  ein w e ite re r  H inw eis fü r  die Z u g eh ö rig ­
k e it unseres V irus-S tam m es zur G ruppe  d e r Polyom a-V iren . A u ch  unsere  
B efu n d e  zeigen, daß  es sich bei d ieser V irusfam ilie  m it au sg ep räg t v ie lse itig e r 
o n k o g en er W irk sam k e it um  eine von  den  m e is ten  onkogenen V iren m o rp h o lo ­
gisch  abw eichende K lasse h a n d e lt. Als B eso n d e rh e iten  sind zu n e n n e n : D ie 
K le in h e it des V irus, das F eh len  einer spezifischen , e lek tro n en m ik ro sk o p isch  
fa ß b a re n  F e in s tru k tu r  und  v o r allem  au ch  die h au p tsäch lich e  L o k a lisa tio n  im  
Z ellk ern . E s is t in  d ieser H in s ich t am  b e s te n  m it dem  S hope-P ap illom -V irus des 
K a n in ch en s  zu verg leichen . B ek an n tlich  s ind  die m eisten  üb rigen  onkogenen  
V iren , v o r  allem  die L eukäm ie- u n d  M am m a-C arcinom  erzeugenden  V iren  der 
M aus, sow ie die V iren  der H ü h n e rle u k ä m ie n  m in d esten s do p p e lt so g roß  und  
b es itzen  durchw eg  N ukleoide und  b eg renzende  M em branen , m it d en en  zuw ei­
len  eine P o lym orph ie  v e rb u n d en  ist.

E in  besonders n en n en sw erte r U m sta n d  is t  das seltene V o rk o m m en , bzw . 
völlige F eh len  der P a r tik e l in  den e rzeu g ten  T u m o ren  m it A u sn ah m e ein iger 
P a ro tis tu m o re n  (D o u r m a sh k in  u n d  N e g r o n i , 1959) und  N ie ren sa rk o m e 
( H o w a t s o n  u n d  M ita rb ., 1960). D as zw ing t zu  d er A nnahm e, daß  in n e rh a lb  der 
au sg eb ild e ten  T um orzellen  das V irus n ic h t in  F o rm  von E le m e n ta rp a r tik e ln , 
also n ic h t  in  s tru k tu r ie r te m  Z u stan d  v o rlie g t, sondern  m öglicherw eise als 
m a sk ie rte s  V irus, even tue ll als N u k le in säu re  o d er N uk leop ro te id  in  e in e r B in ­
d u n g  an  den  genetischen  N u k le in säu re -rep ro d u z ie ren d en  A p p a ra t d e r  Zelle. 
Dieses P ro b lem  is t von  ganz besonderem  In te re sse  und  dü rfte  einen  w ich tig en  
Schlüssel zu r K lä ru n g  der W irkungsw eise onkogener V iren b e im  M aligni- 
s ie rungsp rozeß  in  sich bergen .

Z usan in ien fassu n g

E s w ird ü b e r  die e lek tro n en m ik ro sk o p isch e  C h a rak teris ie ru n g  eines V iru s , d a s  aus 
leu k äm isch em  Gew ebe der m yelo ischen  L eu k äm ie  d e r M aus in  der G e w c b ek u ltu r  iso lie rt 
w u rd e , b e r ic h te t .  D as V irus m uß  in  die F am ilie  des P o lyom a-V irus e in g eo rd n et w e rd en  u n d  
u n te rs c h e id e t sich w esen tlich  (W irkungsw eise  u n d  M orphologie) vom  L eu k ä m ie v iru s . In  de r 
G c w eb ek u ltu r  e rzeu g t es n ach  5 — 8 T agen  a u f  M o n o la y erk u ltu ren  vom  M äu seem b ry o  einen 
c y to p a th o g e n c n  E ffe k t, de r sich passagenw eise  ü b e r tra g e n  lä ß t.

E lck tro n en m ik ro sk o p isch  w urden  in  e rs te r  L in ie  im  Z ellkern , sowie au ch  im  C y to p lasm u  
u n d  im  cx tra ze llu lä re n  R a u m  V iru sp a rtik e l v o n  30 — 40 m fi D urchm esser u n d  g le ich fö rm ig er 
G e s ta lt  o h n e  In n e n s tru k tu r  nachgew iesen. E s  w e rd en  d ie L o k alisa tio n  in  de r Zelle, die A n o rd ­
n u n g  d e r P a r tik e l,  sowie deren  m ögliche E n ts te h u n g sw e ise  n äh er besprochen .
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ЭЛЕКТРОИНОМИКРОСКОПИЧЕСКОЕ ВЫЯВЛЕНИЕ ШТАММА ВИРУСА
ПОЛИОМЫ В В - Т  2

Д . БИ РВ О Л ЬФ , А. ГРАФФИ и Л . БАУМ БАХ

Авторы дают электронномикроскопическую характеристику вируса, изолирован­
ного из лейкемической ткани при миэлоидной лейкемии мышей. Вирус следует отнести к 
семейству виросов полиомы и он существенно отличается (в отношении действия и мор­
фологии) от вируса лейкемии. Он вызывает в тканевых культурах по истечении 5 —8 
дней на мономолекулярных культурах зародиша мышей цитопатогенный эффект, пере­
даваемый от одного пассажа к другому.

В электронном микроскопе были выявлены в первую очередь в клеточно.м ядре, 
но и в цитоплазме и в внеклеточном пространстве вирусные частицы с диаметром в 30— 
40 мк, однородной формы без внутренней структуры. Подробно обсуждаются локализа­
ция в клетке и распределение этих частиц, как и их предположительный способ возник­
новения.

E L E C T R O N -M IC R O S C O P IC  D E M O N ST R A T IO N  O F  T H E  POLYOM A S T R A IN  B B - T 2

D. BIERWOLF, A. GRAFFI and L. BAUMBACH

T h e  c lcc tron -m icroscop ic  d e te rm in a tio n  o f  a  v iru s  iso la ted  from  c x p la n te d  m ouse 
m y elo id  leu caem ia  tis su e  is d escribed . T he v iru s belongs to  th e  po lyo inav irus fam ily  an d  is 
b o th  in  e ffec t and  m o rpho logy  fu n d a m e n ta lly  d iffe re n t fro m  th e  v irus o f leu caem ia . A fte r 
5 to  8 d a y s  in  m ouse e m b ry o  m o n o lay e r cu ltu res th e  v iru s  p ro d u ces a c y to p a th o g cn ic  e ffec t 
w h ich  c a n  be  passaged .

E lec tro n -m ic ro sco p y  rev ea led , ch iefly  in  th e  n u c leu s  b u t  also in th e  cy to p la sm  a n d  th e  
e x tra c e l lu la r  space, u n ifo rm  v ira l  p a rtic les  30 to  40 m /t in d iam ete r. C ellular lo ca liza tio n , 
a r ra n g e m e n t and  th e  p re su m ab le  origin of the  p a r tic le s  a rc  discussed in d e ta il.

D r. D . BlERWOLF 
P ro f. D r. A. G r a f f i  
D r. L . B aum b ach

B erlin -B uch , L in d e n b e rg e r Weg 70., D . D . К
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