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Hygiene-Institut der Universitit Basel, Direktor: Prof. J. Tomesik

Immunofluoreszenz von onkogenen Viren

Von Hans Liffler

Die Coonssche Methode der fluoreszierenden Antikérper ermoglicht
die intracellulire Lokalisation von Virusantigen. Es spielt dabei keine
Rolle, ob der Vermehrungszyklus des Virus in der Bildung infektidser
Partikel endet oder nicht; auch sogenanntes inkomplettes Virus ldlt sich
mit fluoreszierenden Antikérpern nachweisen (Ldffler, Henle und Henle;
Léffler). Die Grenze der Methode ist vielmehr dadurch bestimmt, daf3
Virusbausteine, welche keinen Proteinanteil besitzen und somit nicht als
Antigen wirken, nicht erfaBt werden; dies gilt fiir Nucleinsduren, und
zwar auch dann, wenn sie infektios sind.

In der Zellkultur lieB sich die Entwicklung mehrerer onkogener Virus-
arten mittels fluoreszierender Antikérper verfolgen. Eingehend unter-
sucht ist das Verhalten von Rous-Sarkomvirus. In den Beobachtungen
an infizierten Hiihnerfibroblastenkulturen wurde von Noyes das Virus
vom 2. Tag post infectionem an bemerkt, und zwar in Form von im
Cytoplasma verteilten leuchtenden Punkten, die etwa vom 4. Tag an
konfluierten. Vogt und Rubin (1961) beschrieben die kurz nach der In-
fektion auftretende Anhidufung von Virusantigen im Bereich der Zell-
peripherie, wobei es noch weiterer Abklarung bedarf, wie der auffallende
zeitliche Ablauf der Erscheinungen zu deuten ist, d. h. das Auftreten der
Fluoreszenz zuerst an der Peripherie und erst nachher in den tiefer ge-
legenen Teilen des Cytoplasmas. Die Autoren vermuten, dall beim Aus-
tritt von Virusmaterial die Zellmembran derart verindert wird, dal die
Zelle nicht mehr auf die Beriihrung mit anderen Zellen und eine dadurch
ausgeliste Hemmung ihrer Vermehrungstendenz ansprechen kann, mit
anderen Worten, dal} die infizierte Zelle ihre Sensibilitit gegen Kon-
taktinhibition verliert (Abercrombie und Ambrose). Dies ist vielleicht die
Vorbedingung der ungeordneten Vermehrung bzw. der malignen Trans-
formation von Zellen, wie sie zum erstenmal von Halberstaedter u. a. be-
schrieben wurde. Das bemerkenswerteste Charakteristikum dieser in
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vitro umgewandelten Zellen besteht in ihrer Fihigkeit, bei Transplan-
tation auf homologe Tiere Tumoren zu erzeugen (Vegt und Dulbecco).

Ahnliche Bilder wie das Rous-Sarkomvirus (RSV) ergeben das mit ihm
hiufiz zusammen vorkommende Rous-assoziierte Virus (RAV) von
Rubin und Vogt (1961), ein avidres Leukosevirus, dessen niihere Bezie-
hung zum Rous-Sarkom noch weiterer Abklirung bedarf (Rubin und
Hanafusa), sowie das ebenfalls von Vogt und Rubin (1963) untersuchte
avidre Myeloblastosevirus (AMV) und schlieBlich das von Ichakawa
und Notake untersuchte SL-Leukiimievirus der Maus.

Im Gegensatz zu den erwihnten RNS-Viren (RSV, RAV, AMV, SL)
steht das erstmals von Henle, Deinhardt und Redriguez, spiiter auch von
Sachs, u. a. und von Williams u. a. mit fluoreszierenden Antikérpern dar-
gestellte, DNS enthaltende Polyomavirus. Dieses leuchtet in Miuse-
fibroblasten zuerst in den scharf begrenzten Zellkernen auf; spiiter wird
es auch im Cytoplasma sichtbar, wiihrend gleichzeitig an den Zellen
Degenerationserscheinungen auftreten.

Das ebenfalls onkogene, zu den DNS-Viren zu ziihlende SV 40 (Eddy
u. a.) zeigt in Nierenzellkulturen von Rhesusaffen eine auf die Zellkerne
beschrinkte Fluoreszenz (Shein und Levinthal). Die seit langem bekannte
und hinsichtlich ihrer Pathogenitit fiir den Menschen als relativ harmlos
angesehene Gruppe der DNS-haltigen Adenoviren kann unter bestimm-
ten Versuchsbedingungen auch biésartige Tumoren erzeugen. Trentin u.a.
(1962) haben durch intrapulmonale Injektion des Typus 12 in neuge-
borenen Hamstern Sarkome hervorgerufen, an welchen die Tiere innert
1 bis 3 Monaten starben; Hilleman fiigte der Liste noch den Typus 18
des Adenovirus hinzu. Die Immunofluoreszenz von Adenovirus wurde
1959 von Pereira und von Boyer u. a. studiert. Die in den Kernen der
HelLa-Zellen aufleuchtenden Massen entsprechen den mit anderen mi-
kroskopischen Methoden erkennbaren kristallartigen, aus Virusteilchen
bestehenden Strukturen.

Neben der cytologischen Lokalisation ist mit der Coonsschen Methode
auch die histologische lLokalisation von Virusantigen im Versuchstier
miglich. Die Untersuchung von Rous-Sarkomschnitten (Malmgren u. a.,
Mellors u. a.) zeigte, daB die Zahl der mit fluoreszierenden Einschliissen
versehenen Zellen in direkter Abhingigkeit von der Menge des injizierten
Virus stand, daB sich aber fluoreszierende und nicht-fluoreszierende
Tumorzellen morphologisch anderweitig nicht unterschieden.

Uberraschende Resultate ergaben sich jedoch mit einem DNS-Virus
dem Shope-Papillomvirus des wilden Kaninchens. Noyes und Mellors
fanden bei der Untersuchung von Schnitten durch Papillome eine virus-
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spezifische Fluoreszenz in den Zellkernen der Keratohyalinschichten,
seltener in den oberflichlich gelegenen, vollstindig verhornten Schich-
ten, keine aber in den tiefer gelegenen proliferierenden Zellschichten.
Im Bereich dieser letzteren — so nehmen die Autoren an — befinde sich
das Virus erst in Form der Nucleinsidure, welche dann in den mehr peri-
pher gelegenen Schichten durch die Proteinkomponente erginzt wiirde.
Im gleichen Sinn kann die relativ hohe Ausbeute an onkogener DNS
interpretiert werden, die Ite aus virusarmen Tumoren extrahieren
konnte.

Noch merkwiirdigere Diskrepanzen zwischen der Lokalisation des
Virusantigens und des neoplastischen Gewebes ergaben sich mit Polyo-
mavirus. Levinthal, Jakobovits und Eaton untersuchten Vorkommen und
Verteilung des Virus in der Maus in situ. Bei verschiedenen Driisen-
tumoren erschien das fluoreszierende Virus in den deutlich geschidigten
Epithelien der Ausfithrungsgiinge, nicht aber in den soliden, stark wu-
chernden Geschwulstpartien. Dies ist eine eindriickliche Bestitigung
von Befunden, die frither von McCulloch u. a. und von Leuchtenberger
u. a. mit anderen Mitteln, so der klassischen Histologie und der Infek-
tiositétspriifung, bzw. der quantitativen DN S- Bestimmung, erhoben wor-
den waren.

Wenn auch die von einem Zelluntergang begleitete Virusvermehrung
im allgemeinen friither auftritt als die ohne Virusvermehrung fortschrei-
tende iiberbordende Zellvermehrung, ist nicht gekliirt, ob die erste Er-
scheinung Vorbedingung der zweiten ist, oder ob es sich um zwei von-
einander unabhiingige Folgen einer Virusinfektion handelt. Die beiden,
sich offensichtlich ausschlieBenden Phiénomene stehen nach Leuchien-
berger und Leuchtenberger in einem Kausalzusammenhang, weil das pri-
mir infizierende Polyomavirus anders aussehende Zelleinschliisse er-
zeugen soll als die sekundiir zelltransformierende Virusgeneration.

Diese Deutung gilt allerdings nur fiir die primér im Kern sichtbaren
DNS-Viren, nicht aber fiir die extranucleiir lokalisierten RNS-Viren, wo
die «malignen» und die virusproduzierenden Zellen mindestens teilweise
identisch sind (fwakata; Vogt und Rubin 1963). Dall man aber auch in
Friihstadien der Polyomainfektion im gleichen Tier beide Phinomene
beobachten kann - allerdings in verschiedenen Zellen — weist darauf hin,
dall kein prinzipieller Unterschied zwischen «infektiés-nekrotisierenden»
und «onkogenen» Viren zu bestehen scheint. In diesem Sinne muf3 wohl
auch die Beobachtung interpretiert werden, dall sich Polyomavirus in
Kulturen von Miusefibroblasten stark vermehrt und vorwiegend einen
cytopathischen Effekt ergibt (Stewart, Eddy u. a.), in Kulturen von
Hamsterfibroblasten dagegen eine geringe Vermehrung und keine Zell-
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zerstorung, in einigen Zellen jedoch eine sogenannte maligne Transfor-
mation (Vegt und Dulbecco) bewirkt.

In derart transformierten Zellen lieB sich tatsidchlich bis jetzt kein
Virus nachweisen, weder direkt als antigenes, fluoreszierendes Yollvirus
(Fraser und Gharpure), noch indirekt durch den Nachweis einer Resi-
stenz gegen Superinfektionen mit Polyomavirus, ein Phiinomen, das
von den lysogenen Bakterien her bekannt ist. In den durch SV 40 bzw.
Adenovirus hervorgerufenen Hamstertumoren ist die Lokalisation von
allfillig vorhandenem Virus bis heute nicht ermittelt worden (Gerber;

Trentin 1963).

Zusammenfassung

Zusammenfassend konnen wir sagen, daB sich die Methode der fluores-
zierenden Antikérper fiir den Virusnachweis eignet, ganz unabhingig
davon, ob die betreffende Virusart onkogene Fihigkeiten besitzt oder
nicht. Zum Gelingen der Methode bedarf es aber des Vorhandenseins
von proteinhaltigem Virusmaterial — eine Voraussetzung, die in vitro,
d. h. in der virusinfizierten Zellkultur hiufig vorhanden, in vivo, d. h.
in ausgebildeten Tumoren in der Regel aber nicht erfiillt sein diirfte.
Im Gegensatz zu Infektionen mit RNS-Viren, wo infizierte Zellen durch
den Virusaustritt moglicherweise enthemmt werden, scheint bei den
DNS-Viren ein weitgehender gegenseitiger Ausschlull von Virusproduk-
tion und maligner Zellwucherung zu bestehen. Dies ist vielleicht die Er-
klidrung fiir die vielen erfolglosen Versuche, Viren in den kaum im Friih-
stadium erfallbaren menschlichen Tumoren nachzuweisen.

Résumé

La localisation intracellulaire de virus peut se faire par la méthode
d’immunofluorescence, pourvu que la matiére virale soit antigénique,
c’est-a-dire de nature protéinique. Cette condition est souvent remplie
dans des cultures cellulaires infectées par des virus oncogéniques, mais
beaucoup moins souvent dans les tumeurs observées in vivo.

Dans les tumeurs provoquées par des virus contenant I’acide désoxy-
ribonucléique (polyoma, SV 40, adénovirus), il existe apparemment une
exclusion mutuelle de multiplication du virus et de prolifération des
cellules tumorales. Les virus, contenant I’acide ribonucléique, se multi-
plient dans les cellules formant les néoplasies (sarcome de Rous, leucoses
aviaires).

Riassunito

La localizzazione intracellulare di virus pud’essere ottenuta col me-
todo di immunofluorescenza, ammesso che la materia virale sia anti-
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genica, vale a dire di natura proteica. Questa condizione & realizzata
sovente nelle colture cellulari infettate da virus oncogenici, raramente
invece nei tumori cresciuti in vivo. Nei tumori provocati da virus con-
tenenti 'acido desossiribonucleico (polyoma, SV 40, adenovirus) sembra
esistere una mutua esclusione tra la moltiplicazione del virus e la proli-
ferazione delle cellule tumorali, mentre che i virus contenenti I'acido
ribonucleico, si moltiplicano nelle cellule formanti i neoplasmi (sarcoma
di Rous, leucosi aviarie).

Summary

Oncogenic and non-oncogenic viruses can be traced in infected cells
by the fluorescent antibody technique. The method works, as long as
the virus material is antigenic, i.e. of protein nature. This condition is
often fulfilled in virus infected cell culture systems, but rather seldom
in vivo. In tumors due to DNA-viruses (polyoma, SV 40, adenovirus)
there seems to be a mutual exclusion of virus producing and of proliferat-
ing cells. In RNA-virus tumors (Rous sarcoma, Leucosis group of birds)
this difference of cell behaviour can not be seen.
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