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Das Verhiltnis Zellen — Virus beim Rous-Hiihnersarkom

Es wird die Frage gestellt, ob die starken Schwankungen
der Virusausbeute, die die einzelnen Extrakte zeigen, nicht
durch das verschiedene Verhalten der einzelnen Zellbevolke-
rungen des Tumors verursacht seien.

Durch Trypsinisierung wurden Zellsuspensionen aus Tu-
moren, die von beimpften Kilken und Chorioallantoismembra-
nen stammten, hergestelit und die Zahl der lebenden Zellen
nach Neutralrotfirbung mit dem Himocytometer bestimmt.
Ein Teil der Zellen wurde in destilliertem Wasser aufge-
schwemmt und mehrere Male eingefroren und aufgetaut
(= Virus), die anderen Zellen desselben Tumors in Hanksscher
Salzlosung aufgeschwemmt. Nach geeigneter Verdilunnng
wurden sowohl Virus wie Zellen auf die Choriocallantois-
membran {1tigiger Hithnerembryonen beimpft, und nach
7 Tagen wurde die Zahl der Herde bestimmt!), ?).

Unter den verschiedenen Tumoren des Experiments
varilerte das Verhiltnis der aufgetretenen Herde zwischen
einem Herd fiir 25 bis zu 622 verimpften Zellen. Auch die Zahl
der Herde, die durch Viren erzeugt wurden, schwankte je nach
dem Tumor zwischen 1:112 und 1:2750 Zellen, aus denen das
Virus extrahiert wurde. Aber das daraus berechnete Ver-
héltnis Herde durch Virus pro Herde durch Zellen verdnderte
sich bei den einzelnen Tumoren nur von 1:4 bis 1:16.

Es hat den Aunschein, als ob die Zellbevdlkerung eines
Rous-Sarkoms im Moment des Versuches aus drei verschiede-
nen Zellgruppen besteht: 1. Die grole Mehrheit der Zellen ist
nicht imstande, Tumoren auf der Choricallantois zu bilden
(= nonproliferative Zellen). 2. Ein sehr variabler Anteil der
Zellen beinhaltet kein infektionstiichtiges Virus im Momente
des Versuches, kann aber die Bildung von Tumoren ausldsen
(= proliferative Zellen). 3. Aus einer Anzahl von Zellen, die
in einem ziemlich konstanten Verhdltnis zur Menge der
proliferativen Zellen stehen, ist die Extraktion von Virus
moglich.

Durch die Anwesenheit von nonproliferativen Zellen unter-
scheidet sich das Rous-Sarkom von anderen transplantablen
Tumoren — wie z. B. Ascitessarkom von Yoshida —, bei denen
jede Tumorzelle proliferativ ist3). Die starken Schwankungen
des Verhiltnisses zwischen nonproliferativen und proliferativen
Zellen sowie die relative Konstanz des Verhiltnisses zwischen
tumorerzeugenden Zellen und Virus und die Tatsache, da die
Tumorbildung beim Rous-Hithnersarkom an die Anwesenheit
von Virus eng gebunden ist, erlanben folgende Hypothese: die
proliferativen Zellen enthalten im Momente des Versuches
Virussubstanzen (Provirus ?), die anf der Choricallantoismem-
bran zum infektionstiichtigen Virus heranreifen und dann —
ebenso wie die virushaltigen Zellen — Tumoren erzeugen
kdnnen. Diese Virusentwicklung geht nach einem bestimmten
Rhythmus vor sich, woraus sich die Konstanz des Verhiltnisses
proliferative Zellen—Virus erkliren 1iBt. Die nonproliferativen
Zellen konnen sich moglicherweise aus zwei Zellarten zusam-
mensetzen. Ein Teil dieser Zellen kénnte keine Virusinfektion
durchgemacht haben. Es ist aber wahrscheinlicher, da zu-
mindest der gréBte Teil der nonproliferativen Zellen zwar das
Virus aufgenommen hat, aber da8 es nur zu einer abortiven
Virussynthese in verschiedenen Stadien kommt. Diese Hypo-
these von der Bildung von ,,imperfekten’ Viruspartikeln steht
in gutem Einklang mit den heutigen Auffassungen {iber die
Phylogenese der Gefliigeltumorviren®) und besitzt eine Paral-
lele in der Entwicklung des Shopeschen Kaninchenpapilloms5)
vom virushaltigen Tumor zum ,,Verlust der Filtrierbarkeit*.
Freilich wurden bei dem letzteren Tumor keine Analysen der
Zellpopulationen durchgefithrt; die angenommene Entwick-
lung beim Rous-Sarkom vollzieht sich auch innerhalb des-
selben Tumors. Die Bestatigung der Hypothese bedarf jedoch
noch zahlreicher Versuche.
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Der elektronenmikroskopische Nachweis der Mitochondrien
in Saccharomyces cerevisiae
Bei den Hefen sind die Mitochondrien seit den Unter-
suchungen von GUILLIERMOND3®) immer wieder Gegenstand
der cytologischen Forschung gewesen!®). Als Ergebnis aller
Naturwiss, 1957

Bemiihungen darf man zusammenfassend berichten, daf3 von
einer Reihe von Autoren'?) mit den spezifischen Firbeme-
thoden fiir Mitochondrien (Altmann, Regaud, TTC-, Nadi-,
Janusgrin-Reaktion) runde oder lange faden{érmige Struktur-
elemente in der Hefezelle als Mitochondrien identifiziert
wurden. Diese Spezifitit ist aber durch kritische Arbeiten
in Frage gestellt worden®®),2),4),12) so dafl heute als einzig
sicherer Beleg fiir die Existenz der Mitochondrien in einem
Organismus die elektronenmikroskopische Abbildung ge-
wertet werden kann. Das gilt sicher fiir die Mitochondrien
der hoheren Pflanzen, deren Feinstruktur von Parapz®),
MUHLETHALER 7}, PERNER®), HeITZ®), STRUGGER'®?) beschrie-
ben wurde. Bei den niederen pflanzlichen Organismen sind
bei den Pilzen nur Mitochondrien von Allomyces macro-
gynus!l) bekannt geworden, bei den Schizophyta wurden sie
bislang trotz der positiv verlaufenden Nachweisreaktionen
nicht gefunden. Es ist deshalb nicht ausgeschlossen, daf diese
,,Orte mit Mitochondrienfunktion“®) eine andere Struktur
besitzen.

Die eigenen Untersuchungen wurden an der Bickerhefe
Saccharomyces cerevisiae durchgefithrt. Die Zellen wurden
nach der Fixation mit gepufferter Osmiuvmsiure mit dem von
STRUGGER 1°2) eingefiihrten Uranylacetat 2 Std lang behandelt.

Fig. 1 a—c¢ Fig. 2
Fig. 1a—c. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochon-
drien mit ,,cristae mitochondriales’ in Hefezellen (Saccharomyces
cerevisiae). Os.-Fix. Uranylkontrast. PV 8000, EV 38000

Fig. 2. Elekironenmikroskopische Aufnahme von Mitochondrien

aus 3 Tage alter Wurzelspitze von Allium cepa. Os-Fix.-Uranyl-

kontrast. PV 8000, EV 27000. Aufnahme von Herrn Prof, STRUG-
GER zur Verfiigung gestellt

Am gleichen Material wurden zunichst lichtmikroskopi-
sche Untersuchungen ausgefithrt. Nach Farbung mit Janvs-
griin B waren die runden Mitochondrien nur in Nzhe der Zell-
wand zu finden. Die Ultradiinnschnittbilder zeigten im
Elektronenmikroskop ebenfalls in Zellwandnihe entsprechende
Kérper, die langgestreckt, elliptisch bis oval waren, aber nie
rund oder fadig. Diese fiir Mitochondrien gehaltenen Kérper
besitzen eine Lange von 0,45 bis 0,65 u und eine Breite von
0,27 bis 0,38 w. Die Anzahl der Mitochondrien in einem Ultra-
diinnschnitt schwankt bei diesem Material zwischen 6 und 10

An geniigend dilnnen Schnitten erkennt man sicher, daf}
sie von einer 150 bis 200 A dicken Doppelmembran umgeben
sind. Von der inneren Membran erstrecken sich tubuldse
Aussackungen, die groBe Ahnlichkeit mit den ,,cristae mito-
chondriales” der hoheren Pflanzen und Tiere haben (Fig. 1a
und b). In Fig. 1c ist ein groBer Teil dieser ,cristas” wegen
der Dicke des Schnittes erhalten geblieben, und man erkennt
ithre Linge daran, dal einige von ihnen fast die gegeniiber-
liegende Wand erreichen. Ihr Durchmesser wurde zwischen
175 und 225 A gefunden.

Betrachtet man zum Vergleich die Mitochondrien aus der
Warzelspitze von Allium cepa in Fig. 2 (die Aufnahme wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. STRUGGER zur Verfiigung
gestellt), so findet man nicht nur eine weitgehende Uberein-
stimmung im Feinbau, sondern auch der GroBenverhiltnisse.
Die duBlere Doppelmembran bei Allium cepa miBt 150 bis
200 A, und die Durchmesser der ,,cristae’ liegen zwischen
200 und 250 &. Die Mitochondrien sind hier von 0,6 bis 0,9 1
(maximal 1,4 @) lang und durchschnittlich 5,5 breit. Es
besteht somit kein Zweifel, daB die beschricbenen Kérper mit
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