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Die Wirkung von natiirlich vorkommendem Leukimievirus
aus dem Landschiitz-Sarkom bei Agnes-Bluhm-M&usen *

Von
A. GEoreu
Mit 4 Textabbildungen
{ Bingegangen am 31. Oktober 1964 )

Morphologische Untersuchungen zeigten, dall die nach Angaben von GRAFFI
u. Mitarb. erzeugten Mauseleukémien vorwiegend der myeloischen Form ange-
héren [FrY, GrORrGII (1 u. 3)]. Inzwischen wurden von anderer Seite aus Impf-
geschwiilsten der Maus einheitliche Viruslinien geziichtet, die vorwiegend lymphoide
[Gross (1—3) bzw. MoLoNEY (1)], reticulocytéire (FRIEND) oder lymphoid-erythro-
blastdire (RavscHER) Leukémieformen induzieren. Aus einem namensgleichen
Impftumor, dem Mausesarkom 37 wurden beispielsweise 3 verschieden hochaktive
Viruslinien abgeleitet, die zu biologisch und histologisch verschiedenen Leukémie-
formen fihren (BATHER, FRANKS et al., MorLoNEY). Dabei ist einschrdnkend zu
bemerken, dall jeweils Empfangertiere verschiedener Mausestdmme verwendet
wurden. Es ergibt sich daraus die Frage, ob Miusegeschwiilste im allgemeinen
verschiedene Virusarten enthalten oder die Leuk#dmieformen durch die Stamm-
eigentiimlichkeiten der Wirtsméuse bedingt sind, wie Gross vermutet.

In den vorliegenden Untersuchungen verwendeten wir zellfreie Geschwulst-
filtrate aus Landschiitz-Sarkom-Sa I und infizierten mit dem darin enthaltenen
ungereinigten Leukadmie-Virus neugeborene Mause des gleichen Inzuchtstammes.
Die histologisch faBbare Wirkung von Virus einer Infektionsquelle sollte damit
an genetisch einheitlichen Empfangertieren untersucht werden. KEin Teil der
Ergebnisse wurde auf der 48. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Patho-
logie vorgetragen.

Material und Methode

Virus. Im Mé&useimpftumor Sarkom I (Landschiitz) ist leukdmieinduzierendes Virus
enthalten, wie eigene [ GEORrGII (2)] und von GraFFI u. Mitarb. durchgefiihrte Untersuchungen
zeigten. Das Landschitz-Sarkom wird in Ascitesform auf nicht ingeziichteten M&usen der
Stimme Agnes-Bluhm bzw. jetzt NMRI/Han. seit 1956 gehalten und wurde uns damals von
Prof. GrAFFI, Berlin, iberlassen. Die Viruslosung far eine Versuchsgruppe wurde wie folgt
gewonnen: Der Tumorascites einer Maus mit Landschiitz-Sarkom wurde auf eine Gruppe von
10—20 Empiingermiusen transplantiert und deren am 9. Tag gesammelter Ascites zu Filtrat
aufgearbeitet. Zellfreie Filtrate wurden durch Abnutschen aus Schottschen Glasfiltern G, und
G, (fiktive mittlere Porenweite 10u bzw. 3 u) wie frither beschrieben [ Grorai (3)], hergestellt
und bis zur Verwendung in geschlossenen Ampullen bei —24° C aufbewahrt.

Empfingermiuse. Neugeborene Miuse vom ingeziichteten AB-Stamm wurden innerhalb
der ersten 5 Lebenstage mit 0,2 ml der Standardviruslésung subcutan beimpft. Nach 4 Wochen

wurden die Wiirfe nach Geschlechtern getrennt, in Kunststoffkéfigen bei Koérnerfutter ge-
halten.

* Durchfihrung der Untersuchungen mit Unterstitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft. Unter technischer Mitarbeit von GisErA BAcHL.
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Ergebnisse

A. Latenzzeit und Hdufigkeit der Leukidmien

Die vorliegenden Untersuchungen stiitzen sich auf 3 verschiedene Versuchs-
reihen, die in Tabelle 2 angegeben sind. Sie unterscheiden sich durch das verwen-
dete Leukadmievirus, welches jeweils einer getrennten Préparation, d.h. einer
Tumormaus aus verschiedenen Passagen unseres Landschiitz-Sarkoms entstammt ;

die 3 Versuchsreihen sind auch nicht zur

Tabelle 1. Die Leukimierate und Uber- gleichen Zeit durchgefiihrt; die in Ta-

lebenszeit der A B-Mduse aus gleichartigen
Versuchsreihen, die mit demselben virus-
haltigen zellfreien Filtrat als neugeborene

belle 1 aufgefithrten Méuse unserer ersten
Versuchreihen (10, 1—5) wurden zwar

infiziert worden sind mit gleichem Virus aber zu verschiedenen

Versuchs- | Leukimien | Uberlebenszeit (in Tagen) Zeiten infiziert.
nummer | mueont | Stremung | Mittelwert Die Diagnose der Leukdmie stiitzt sich
allein auf die histologische Auswertung
10/1 2/3 1229360 — der Organe verendeter und getoteter Tiere.
10/2 3/4 98—409 ) — Auf eine hématologische Beurteilung
10/3 | 13/42 |219—515| 345 .
10/ 115 |147—495| 371 wurde schon .deshalb weitgehend ver-
10/5] 1 39/84 | 73—548] 311 zichtet, weil im Verlauf von monate-
41/42 5/17 |427—439| 432 langen Beobachtungszeiten sekundére,
0 20—t leukocytosefordernde Infektionen ohne

keimfreie Tierhaltung unvermeidlich sind.
161 L Bei den Angaben unserer Latenzzeit han-
14 L delt es sich deshalb um den Termin, an
124 I dem die Maus sichtbar erkrankt oder die

18 1 r

Absterberate in%der leukdmiemdus

10 +  Lymphknotentumoren tastbar geworden

8+ - waren. Viele Leukdmietiere wurden unter

61 - den 12 oder 19 Monate nach Geburt und

41 _I— Virusinfektion getoteten Mausen gefunden.

21 r Daraus geht hervor, daB die Leukémie

0 —T—T—— L ohne Symptome bereits wahrend einer un-
B § g § <L‘°\3 § @ § § § § bekanns‘;eaneit bestanden haben mul3.

t in 50~Tage-Perioden

Die kiirzeste Latenzzeit betrug etwa
Abb. 1. Darstellung der prozentualen Absterbe-

rate der gesamten Leukimie-Méuse bezogen auf
50-Tage-Perioden. Die getdteten Tiere wurden
mit einbezogen, weil sie ohnehin innerhalb der
Periode verendet wiren. Die élter als 500 Tage
gewordenen Miuse wurden alle get6tet und dabei
noch 4,9% unserer Leukimien gefunden

73 bzw. 98 Tage, der Mittelwert von 5
verschiedenen, mit gleichem Virus infi-
zierten Versuchsgruppen lag zwischen 311
und 432 Tagen (Tabelle 1). Betrachtet

man die Absterberate der Leukimietiere
bei einer Einteilung in Zeitperioden von 50 Tagen und bezogen auf die Gesamt-
zahl von 78 Leukimien, so ergibt sich folgendes (Abb. 1): Zwischen 200 und 250
Tagen besteht ein Gipfel von 19% und zwischen 400 und 450 Tagen ein zweiter
Gipfel von 15% abgestorbener Leukimietiere. Nach 450 Tagen endet die spontane
Absterberate, und die aufgefithrten Tiere wurden alle getétet, um den Versuch zu
beenden.

Im iibrigen wurde in der Abb. 1 nicht zwischen spontan verendeten und geto-
teten Miusen unterschieden, weil letztere als Kranke entfernt wurden und ohnehin
bald verendet waren, so dal sie die Einteilung der 50-Tage-Periode nicht wesent-
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lich verschoben héatten. Die spater geschilderten verschiedenen Leukdmieformen
zeigten keine Unterschiede in ihrer Uberlebenszeit.

Die Haufigkeit der Leukdmierate liegt in den verschiedenen Versuchsansitzen
zwischen 30 und 40% (Tabelle 1 u. 2). Nachdem bei unseren AB-Méusen die
spontane Leukidmierate bis zu einem Jahr deutlich unter 1% und bis zum 2. Jahr
um 1% liegt, ist ohne vergleichende Kontrolluntersuchungen eine echte Neu-
induktion von Leukosen zu unterstellen. Dabei liegt die Trefferquote etwa in der
Hohe, wie sie von anderen Autoren in Induktionsversuchen mit ungereinigtem
Leukémievirus angegeben wird [ GRa¥®1, GROSS (2, 3), TENNANT]. Unsere eigenen
fritheren Untersuchungen mit wildem Leukdmievirus aus Ehrlichschem Méiuse-
tumor hatten mit 25% eine etwas geringere Héufigkeit ergeben. Diese Treffer-
quote darf jedoch nicht mit der Wirkung einer isolierten oder aktivierten Virus-
linie verglichen werden, die im allgemeinen zwischen 80—95% betragt.

Tabelle 2. Aufgliederung der virusinduzierten Leukdmien nach dem histologischen Bild

Ausgewertet wurden drei Versuchsreihen, in denen virushaltiges, zellfreies Filtrat aus
drei verschiedenen Passagen des Landschiitz-Sarkom Sa I zur Leukdmieerzeugung verwendet
wurde. In der untersten Rubrik sind die Prozentwerte auf die Gesamtzahl der Mduse und
auf die Leukdmie-Miuse bezogen.

: . Myelo- Myelo- Reticulo- .
Versuchsnummer ?iziaﬁ;ﬁzgl E&:&Z&giiz? Myelosen | blasten- sarko- sarko- L}:ﬁg{gﬁiﬁle
= leukimien | matosen | matosen
10/1—10/5 148 56 21 18 6 9 2
41 und 42 17 5 3 — —_— 2 —
53 43 17 2 8 3 2 2
Gesamtzahlen 208 78 26 26 9 13 4
Prozentwerte 100 37 34 34 11 16 5

B. Morphologie der Leukdmien

Bei der histologischen Auswertung fanden wir 5 verschiedene Leukoseformen,
die nachfolgend einzeln besprochen werden. Die makroskopischen Befunde
waren in Form von Lymphknoten- und Milztumoren oft sehr eindrucksvoll,
jedoch zeigte nur gut die Hélfte der Leukdmietiere diese Verdnderungen (Tabel-
le 3). Mit zunehmender Unreife des vorherrschenden Zelltyps nahmen die Lymph-
knotentumoren der Méuse zu; auch fanden sich dann héufiger Chloroleukdmien,
die bei reifzelligen Myelosen vollig fehlen. Hervorzuheben ist, daB wir keine Tu-
moren im Mediastinum fanden, wie sie besonders von GRATFI et al. beschrieben
worden sind.

1. Myeloische Leukiimien. Die Zahl der reifzelligen myeloischen Leukédmien
betrug etwa ein Drittel der gesamten Leukdmien (Tabelle 2). Definiert ist die
Myelose als systemisierte, das Knochenmark und das RHS weitgehend einbe-
ziehende Proliferation von Zellen der Granulopoese, wobei segmentkernige
Granulocyten einen betrichtlichen Teil der Zellinfiltrate ausmachen und Myelo-
blasten bzw. undifferenzierte Zellen selten vorkommen. Dabei sind makroskopi-
sche Milz- und Lymphknotenvergréferungen nicht obligatorisch, sondern wurden
nur in einem Dritte]l der Félle gefunden. Chloroleukdmien wurden unter den reif-
zelligen Myelosen nicht beobachtet (Tabelle 3).
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Die mikroskopischen Leberverdnderungen kénnen sowohl von diffusen intra-
capilldren wie von ausgesprochenen herdférmigen, portalen Infiltraten gepragt sein.
In dieser starken periportalen Lokalisation unterscheidet sich die murine Leuk-
amie von der menschlichen Erkrankung. Félle ohne Leberbeteiligung wurden
nicht beobachtet. Im lymphatischen Gewebe war die Milz stirker beteiligt als

Abb. 2a—c. 4 verschiedene eytologisch abzugrenzende Leukimieformen. a Reifzellige myeloische Leukdmie,

b Myeloblasten-Leukdmie, ¢ Reticulo-Sarkomatose, d Lymphatische Leukimie. Alle Aufnahmen aus Lymph-

knoten; VergroBerung 1000 x (auf **/,, verkleinert) (Objektiv 40, 1,32 P1. Apo, Okular 10 X, bei 40 cm Balgen-
linge, Panphot)

die Lymphknoten. Wahrend die Milzstruktur durch die myeloische Zellproli-
feration stark verwischt wurde, fanden sich besonders in den nicht vergréBerten
Lymphknoten oft die Follikel- und Markstrangstrukturen trotz Infiltraten gut
erhalten. Das Knochenmark der untersuchten Wirbelsdule war zwar stets an der
myeloischen Proliferation beteiligt, doch war die Zelldichte selten gro genug, um
die Sinusrdume wesentlich zu komprimieren oder zu verwischen. Auch ist die
Ausreifung zu segmentkernigen Granulocyten gegeniiber den meist etwas unrei-
feren extraossiren Infiltraten bemerkenswert.
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2. Myeloblasten-Leukiimien. Ebenso hdufig wie Myelosen fanden sich in einem
Drittel der Leukédmiefille Myeloblastenleukdmien (Tabelle 2). Sie sind durch das
Vorherrschen der unreifen diberwiegend peroxydasenegativen Zellformen in den
Infiltraten gekennzeichnet. Die Myeloblastenleukamie ist hiufiger von Milz-
und LymphknotenvergréBerungen begleitet und verlduft oft als Chloroleukdmie
mit grasgriiner Lymphknotenfarbe (Tabelle 3).

Tabelle 3. Zuordnung der makroskopischen Verdinderungen, Vergrofierung
von Milz und Lymphknoten sowie Chlorolewkdmien, zu den histologisch
unierschiedenen Leukdmieformen

Gesamt- Tumoren von Chloro-
Diagnosen zahl der Milz und leukdmien
Fille Lymphknoten
Myeloische Leukédmien . 21 7/21 0/21
Myeloblastenleukéimien . 18 9/18 5/18
Myelosarkomatosen . . . 6 5/6 3/6
Reticulosarkomatosen . . @ 6/9 1/9
Lymphatische Leukdmien 2 2/2 0/2

3. Myelosarkomatosen. Grundsétzlich findet sich hier, wie bei myeloischen
Leuk#mien eine systemisierte Proliferation unreifer Zellen der Granulopoese.
Vorherrschend sind dabei zumeist Myeloblasten mit kleinem Kern und meist ein
oder zwei Nukleolen; innerhalb dieser Zellart besteht eine erhebliche Polymorphie
mit ungleichen Zell- und KerngréBen. Reifere Zellen der Granulopoese sind auch
durch Peroxydase-Reaktion immer nachweisbar. Megakaryocyten sind in den
Organ- und Lymphknoteninfiltraten eingestreut. Die entscheidende Besonder-
heit der Myelosarkomatose ist die tumorférmige Proliferation in den Organen,
besonders in Leber und Nieren, sowie im perilymphatischen Bindegewebe, in
der periostalen und muskuldren Umgebung der Wirbelsdule, im Speicheldriisen-
interstitium und anderen Zwischengeweben. Zumeist ist die Myelosarkomatose
mit Milz- und Lymphknotentumoren und oft mit dem Bild der Chloroleukdmie
verbunden (Tabelle 3).

So berechtigen 2 Besonderheiten, die Polymorphie des Zellbildes und der
Tumorcharakter der Organinfiltrate, diese der proliferierenden Granulopoese zuzu-
ordnende Systemerkrankung unter dem Begriff Myelosarkomatose von reif-
zelligen oder myeloblastiren Verdnderungen abzugrenzen. Der Name Myelosarko-
matose ist entsprechend der Definition von HERXHEIMER gewihlt, der damit die
tumorférmige, oft mit Knotenbildung in Haut und Organen verbundene Myelo-
blastenleukdmie bezeichnet hat.

4. Reticulosarkomatosen. Diese Verédnderungen entsprechen etwa der durch
Friend-Virus verursachten Reticulumzellenleukémie. Dabei besteht ein Milz-
tumor, zumeist Lymphknotenvergroferung und eine Knochenmarksbeteiligung
mit finaler leukdmischer Zellausschwemmung. Das Zellbild ist von groBkernigen,
plasmaarmen Elementen mit 1—2 deutlichen Nukleolen, hellem Kernplasma und
scharfem Kernrand bestimmt. Weiter konnen sich am Rand dieser Zellinfiltrate
auch Herde der Granulopoese, der Erythropoese und Megakaryocyten finden.
Erstere bedingt eine stellenweise positive Oxydasereaktion in den Organschnitten
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Abb. 3a u. b. Myelo-Sarkomatose. a Tumorférmige Infiltration der paravertebralen Muskulatur durch Myelo-
blasten wie im Markraum des links angrenzenden Wirbels (180 x, Maus 10-5-81). b Tumorférmige Infiltration
einer Niere durch Myeloblasten mit Zerstérung von Harnkandlchen (450 X )

(Tabelle 4). Die sehr zelldichten, oft knotigen Zellinfiltrate enthalten ein dichtes
Silberfasernetz, dem die Zellen anliegen. Das Knochenmark ist in die Verdnde-
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Abb. 4a u. b. Leberveriinderungen bei 2 verschiedenen Leukosen. a Intracapillire Infiltrate durch Myeloblasten
bei einer Myelosarkomatose, s.a. Abb. 3a (Vergr. 300 X, Maus 10-5-81). b Reticulosarkomatose mit vorwiegend

periportalen Zellproliferaten und Gitterfaserbildung (Vergr. 450 x, Versilberung nach BIELSCHOWSKI, Maus
10-5-124)
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rungen einbezogen. Unter den Reticulosarkomatosen sind in unseren Fillen keine
Chloroleukémien.
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Tabelle 4. Histochemischer Nachweis von Chloracetat-Esterase und Oxydase bet einigen der
histologisch unterschiedenen Leukdmieformen
Zusammenfassung der Ergebnisse von Milz-, Lymphknoten und Leberschnitten und Wer-
tung als positiv nur bei dicht liegenden granulierten Zellen in allen Organen.

Untersuchte Fille Untersuchte Fille
Chloracetat-E.-positiv Peroxydasepositiv

Leukosefille

Myeloische reifzellige Leukémien 19/18 7/7
Myeloblastenleukdmien . . . . 17/14 8/8
Myelosarkomatosen . . . . . . 6/6 4/4
Reticulosarkomatosen . . . . . 8/1 3/0
Lympbhatische Leukdmien . . . 2/0 2/0

5. Lymphatische Leukémien. Es handelt sich um eine systemisierte Wucherung
kleinkerniger lymphoider Rundzellen mit einem dichten Kern, der sehr kleine
Nucleolen enthélt, zumeist kaum und selten von breiterem Cytoplasma umgeben
ist. Die Zellen durften, auch wegen fehlender Peroxydasegranula und fehlender
Chloracetat-Esterase-Reaktion, wohl den undifferenzierten kleinen Lympho-
cyten entsprechen. Weiter zeigen diese Leukédmieformen keinerlei Gitterfaser-
bildung in den Infiltraten, was ebenfalls den gewdhnlichen Lymphadenosen ent-
spricht.

Die Verinderungen gleichen weitgehend den Méiuseleukédmien, die durch
Moloney-Virus verusrsacht werden; sie diirften weiter der von BATHER sogenann-
ten monocytiren Miuseleukdmie dhnlich sein, die durch Virus aus Méuse-Sarkom
37 induziert werden konnte. Dem entsprechen auch die Lymphknoten- und Milz-
tumoren dieser Fille.

C. Histochemische Untersuchungen

Bei einer Leukédmierate zwischen 30 und 40% und Manifestationszeit von vie-
len Monaten war eine gezielte fermenthistochemische Untersuchung von nativem
Material technisch nicht durchzufithren. Dagegen wurde das formolfixierte
Gewebe aller getoteten Mause mit der Peroxydase-Reaktion am Gefrierschnitt
untersucht. In Tabelle 4 sind unsere Ergebnisse zusammengefalit. Als positiv
wurden nur solche Fille bezeichnet, die in Lymphknoten, Milz und Leber eine
intensive schwarz-braune Granulierung dichtliegender Zellen zeigten. Einzeln
eingestreute peroxydasepositive Leukocyten blieben unberiicksichtigt. Wir
fanden, daB die Reticulosarkomatosen und monocytoiden Leukdmien peroxydase-
negativ und die ibrigen 3 Leukémieformen durchwegs positiv waren. Allein damit
ist eine Aufgliederung der 5 Formen in 3 der Granulopoese und 2 des Iympho-
retikuldren Systems moglich.

Durch die von LepER kiirzlich angegebene Methode ist es moglich geworden,
auch am paraffineingebetteten Gewebe diejenigen Hsterasen nachzuweisen, die
nach Angaben von MoLONEY et al. eine spezifische Abgrenzung der Zellen der
Granulopoese erlauben. Die Naphthyl-AS-D-Chloracetat-Esterase wurde an
einem reprisentativen Querschnitt getoteter Mause in den von uns histologisch
abgegrenzten 5 Leukdmieformen durchgefithrt (Tabelle 4). Nach Kontrollunter-
suchungen mit menschlichen, leukdmischen und formolfixierten Lymphknoten
wurden zuerst die reifzelligen, granulocytenreichen Myelosen untersucht. Positive
Testschnitte wurden mitgefiihrt und jeder Organschnitt wenigstens zweimal mit
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verschiedenen Losungen des Substrates geprift. Dabei erwies sich an unserem
nach Maxmow fixierten Material die Reaktion mit Fast Garnet GBC als wesent-
lich kraftigerer Farbkomplex als die mit Pararosanilin.

Es zeigte sich, dafl in den 3 peroxydasepositiven Leukidmieformen der
Granulopoese die meisten Félle esterasepositiv. waren. Lediglich unter den
Myeloblasten-Leukédmien waren einige auch bei mehrmaligem Wiederholen der
Reaktion negativ. Dies entspricht dem vollstindigen Uberwiegen von granula-
freien Myeloblasten in den extraosséren leukdmischen Infiltraten. Die von uns
auf Grund histologischer Kriterien als Reticulosarkomatosen oder monocytoid-
lymphoide TLeukdmien bezeichneten Verdnderungen gaben keine Esterase-
Reaktion. Wie durch die Peroxydase-Reaktion wird auch durch den Ausfall des
Chloracetat-Esterase-Nachweises deutlich, dal3 die beiden letztgenannten Leuk-
dmieformen dem lymphoretikuldren und damit einem anderen Zellsystem ent-
stammen.

Diskussion

Die Untersuchungen hatten das Ziel, den Wirkungsbereich eines natiirlich
vorkommenden Leukdmievirus der Maus vor allem durch histologische Unter-
suchung des blutbildenden Gewebes abzugrenzen. Mit einheitlichem, ungereinig-
tem Leukdmie-Virus wurden Méuse eines Inzuchtstarames infiziert. Einheitliches
Virus wird dabei das Material bezeichnet, welches an einem Zeitpunkt aus einem
virushaltigen Mauseimpftumor entnommen und zur Infektion zahlreicher Wiirfe
neugeborener Mause verwendet wurde. Eine angemessene Zahl von genetisch
einheitlichen, vergleichbaren Mausen sollte dabei die Grenzen der Viruseinwir-
kung aut das zur Hamopoese fahige Gewebe festlegen.

Diese Versuchsanordnung ist erforderlich, um einen Einblick dariiber zu
bekommen, welche Transformationspotenzen fir das blutbildende Gewebe
natirlich vorkommendes Virus besitzt. Diese Frage kann nicht mit den bekannten
gereinigten und hochaktiven Leuk#mieviruslinien entschieden werden, die jeweils
nur eine, fir sie charakteristische Leukédmieform induzieren.

Neben der Auswertung der histologisch-histochemischen Ergebnisse sind unsere
ibrigen Befunde, wie die Leukidmierate und Manifestationszeit, unwesentlich,
weil sie lediglich Erfahrungen anderer Autoren mit Leukdmievirus aus anderen
Miusegeschwiilsten bestitigen. Hervorgehoben sei, dal in 3 verschiedenen Ver-
suchsreihen tibereinstimmende Ergebnisse erzielt wurden (Tabelle 2).

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigen, dall durch natiirliches, ungereinigtes
Leukédmievirus 5 verschiedene Leukdmieformen hervorgerufen werden kénnen.
Dies betrifft zunidchst die wechselnde Ausreifung innerhalb der Granulopoese mit
reifzelligen, myeloblastdren und tumorartigen, sarkomihnlichen Leukosen.
Dartber hinaus kann auch eine vollig andere Zellrasse, die Reticulumzelle, von
der Viruswirkung betroffen sein. Mit einem Anteil von 15% an den Gesamt-
leukosen sind die Reticulosarkomatosen mehr als eine zufillige Entwicklung.

Die histologisch erfolgte Abgrenzung der 5 Leukdmieformen wird durch histo-
chemische Untersuchungen entscheidend gestiitzt und bestétigt, weil der Ausfall
der Fermentreaktionen dem Reifegrad bzw. der Abkunft der leukdmiebildenden
Zellen entspricht. Dabei beweist insbesondere das Ergebnis mit der fiir die Granu-
lopoese spezifischen Chloracetat-Esterase, dall die als Reticulosarkomatosen oder
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lymphatische Leukédmien bezeichneten Verdinderungen von einem anderen, dem
lymphoreticuldren Zellsystem abstammen.

Wir hatten 1958 darauf hingewiesen, daf} bei Leukdmieinduktion durch natiir-
liches Virus nach der Graffi-Methode vorwiegend myeloische Leukdmien entstehen.
Damals verwendeten wir Ehrlichschen Méusetumor als Virusmaterial und fanden
auch bereits Myelosarkomatosen. Unsere nunmehr mit Inzuchtméusen nnd Virus
aus einem anderen Miuseimpftumor, dem Landschiitz-Sarkom durchgefihrten
Untersuchungen erweitern diese Befunde. Es ergibt sich deshalb die Frage, die
wir einleitend fiir die Isolierung von Viruslinien gestellt hatten, ob ein Mause-
tumor mehrere Virusarten gleichzeitig enthalt. Alleine durch unsere Versuchs-
anordnung ist dies nicht eindeutig zu beantworten. Es miiiten dazu vor allem
die immunologischen Eigenschaften, besonders die Antigenwirkung des Leukdmie-
gewebes untersucht werden. Dazu sind jedoch Transplantationslinien der gefun-
denen Leukimieformen eine notwendige methodische Voraussetzung. Die Uber-
fithrung in eine Transplantationsleukdmie bedeutet jedoch eine Selektion und den
Verlust von Virus, weshalb die Frage nach primér verschiedenen Leukdmievirus-
arten im Ausgangsmaterial auch damit nicht zu kldren ist.

Trotz der genannten Einschrinkungen sind wir iiberzeugt, dall unsere indu-
zierten Leukiamieformen durch ein Virus mit polyvalenter Wirkung auf die Granu-
lopoese und reticulogene Zellreihe verursacht werden. Fir diese Auffassung spre-
chen folgende experimentelle Erfahrungen.

Gross zeigte, daB sein gereinigtes Virus der lymphatischen Mauseleukimie,
Passage-A-Virus, bei bestimmten Méuselinien (BALB) unter den Leukémien bis
zu 60% myeloische neben lymphatischen verursacht [Gross (4)], bei thymekto-
mierten Miusen induzierte Gross-Virus ebenfalls Myelosen neben den sonst
allein auftretenden Lymphadenosen [Gross (2, 3)]. GmMMY et al. fanden myeloi-
sche, lymphatische und reticulogene Leukosen bei Ratten, die mit dem Graffi-
Virus der myeloischen Méuseleukdmie beimpft waren. FrY et al. zeigten, dal
Leukémie-Virus von GRAFFI neben myeloischen auch reticulogene und lymphati-
sche Leukosen verursacht, wenn es nach heterologer Mause-Ratten-Passage auf
die Maus zuriickgefiihrt wird. GRATFI et al. beobachteten Reticulumzellen-
Leukéamien, wenn ihre gereinigte Viruslinie zeitweilig auf Mauseembryonalzellen
geziichtet worden war.

Es kommt also unter gewissen experimentellen Bedingungen sowohl dem Gross-
Vlrus der lymphatischen wie dem Graffi-Virus der myeloischen Méauseleukédmie
eine breitere histogenetische Wirkungsweise zu. Diese Erfahrungen stiitzen unsere
Auffassung, daB die 5 verschiedenen Leukémieformen unseres Experimentes
durch eine Virusart mit transformativer Potenz fiir beide Zellreihen verursacht
werden.

Die Annahme einer polyvalenten Wirkung von natiirlichem Leukimievirus
steht der immunologisch gesicherten Feststellung von der Existenz verschieden
wirksamer Arten von Leukamievirus (Rows; MoLONEY) nicht entgegen. Wihrend
jene gereinigten Viruslinien grundsétzlich eine ziemlich begrenzte Cytotropie mit
Transformation eines Zellsystems aufweisen, zeigen unsere Ergebnisse, dafl natiir-
lich vorkommendes Virus ein breiteres Wirkungsspektrum hat, welches neben der
Granulopoese auch das lymphoretikulire Zellsystem mit einbezieht. Die Er-
fahrung, daB gereinigtes isoliertes Virus unter den oben zitierten, besonderen
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experimentellen Bedingungen ebenfalls zu verschiedenen Leukdmieformen fihrt,
bestitigt unsere Vorstellung. Somit ergibt sich aus unseren Befunden, daf
natiirlich vorkommendes Leukémievirus einer Infektionsquelle verschiedene
Formen der Leukdmie verursachen kann. Die leukamogene Potenz einer Virus-
linie ist also nicht notwendig mit einer typischen morphischen Wirkung verbunden.

Zusammenfassung

Durch natiirlich vorkommendes Virus eines Méiuseimpftumors kénnen bei
neugeborenen Inzuchtméusen 5 verschiedene Leukdmieformen induziert werden.
In mehreren Versuchsreihen entstanden Myelosen (34 %), Myeloblastenleukimien
(34 %), Myelosarkomatosen (11%), Reticulosarkomatosen (16%) und lymphati-
sche Leukémien (5%). Durch histochemische Nachweise von Peroxydase und
Naphthyl-ASD-Chloracetat-Esterase wird die histologische Einteilung gesichert.
Somit ist nachgewiesen, daf durch ein natirlich vorkommendes Virus bei In-
zuchtmiusen eines Stammes 2 verschiedene Zellsysteme, das myeloische und
Iymphoretikulire, von der leukdmogenen Virustransformation betroffen werden.
Natiirlich vorkommendes, ungereinigtes Leukamievirus hat also ein vielfiltigeres
Wirkungsspektrum als gereinigte, aktivierte Viruslinien, die jeweils nur ein
Zellensystem betreffen.

The Aetion of Naturally Occurring Leukemia Virus Obtained from the Landschutz
Sarcoma of Agnes Bluhm Mice

Summary

Five different forms of leukemia can be induced in newborn inbred mice by
means of a naturally occurring virus of a transplantable mouse tumor. In several
series of experiments there were induced: myelosis (34 %), myeloblastic leukemia
(34%), myelosarcomatosis (11%), reticulosarcomatosis (16%), and lymphatic
leukemia (5%). The histological classification is corroborated by the histochemi-
cal demonstration of peroxidase and naphthyl — ASD — chloracetate-esterase.
Consequently, it can be shown, that with a naturally occurring virus of inbred
mice of one strain, two different cell systems, the myeloid and the lymphoreticular,
may be involved in the leukemogenic viral transformation. Naturally occurring
impure leukemia virus has, therefore, a more widespread range of action than puri-
fied activated viral lines which attack only one cell system.

Literatur

BarHER, R.: Observations on murine monocytic leukaemia induced by a virus isolated from
Sgy sarcoma. Brit. J. Cancer 15, 114 (1961).

Fry, F.: Untersuchungen zur Charakterisierung der durch zellfreie Tumorinfiltrate erzeugten
Leukdmien der Maus. Acta biol. med. germ. 1, 15 (1958).

— J. Gmmmy u. A. GravrFr: Himatologische und histologische Untersuchungen an Miuse-
leukdmien, die durch zellfreie Filtrate aus leukimischen Rattengeweben induziert wurden.
Acta biol. med. germ. 3, 598 (1959).

Franks, W.R., A. McGrEGoRr, M.M. SHAW, and J. SkuBLIcs: Development of leukosis by
cell-free filtrates of solid tumors or in mice surviving immune to these tumors. Proc. Amer.
Ass. Cancer Res. 8, 19 (1959).

FrienD, CH.: Leukemia of adult mice caused by a transmissible agent. Ann. N.Y. Acad.
Sci. 68, 522 (1957).



28 A. Groreir: Wirkung von Leukédmievirus aus Landschiitz-Sarkom bei Agnes-Bluhm-Miusen

GEOReIL, A.: (1) Morphologische Befunde bei der experimentellen Filtrationslenkimie der
Maus. Naturwissenschaften 45, 444 (1958).

— (2) Leukdmie und leukdmoide Reaktion im Experiment. Verh. dtsch. Ges. Path. 48, 351
(1959).

— (3) Experimentelle und morphologische Untersuchungen zur Aetiologie der Sdugetier-
leukosen. Beitr. path. Anat. 124, 183 (1961).

Givmy, J., F. Fey u. A. Grarrr: Hématologische und histologische Untersuchungen an
Rattenleukosen, die durch zellfreie Filtrate von Mauseldukimien erzeugt wurden. Arch,
Geschwulstforsch. 16, 118 (1960).

GRAFFL, A.: Zur Virusaetiologie verschiedener Miuseleukémien. Acta haemat. (Basel) 20,
49 (1958).

— L.BavmBacH, T.ScHRAMM u. D. BiIERwWOLF: Untersuchungen zur Frage der Ziichtbarkeit
des Virus der myeloischen Leukémie der Maus in der Gewebekultur. Z. Krebsforsch. 65,
385 (1963).

— H. Brerga u. F. Fry: Leukdmieerzeugung durch ein filtrierbares Agens aus malignen
Tumoren. Acta haemat. (Basel) 15, 145 (1956).

Gross, L.: (1) High susceptibility of 1 to 14 days old C3H mice to ‘‘Passage A” leukemic

~filtrates. Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.) 97, 300 (1958).

— (2) Biological and pathogenic properties of a mouse leukemia virus. Acta haemat. {Basel)
23, 259 (1960).

— (3) Development of myeloid (chloro-) leukemia in thymectomized C3H mice following
inoculation of lymphatic leukemia virus. Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.) 103, 509 (1960).

— (4) Pathogenic potency and host range of the mouse leukemia virus. Acta haemat. (Basel)
29, 1 (1963).

LEDER, L.D.: Uber die selektive fermentcytochemische Darstellung von neutrophilen myeloi-
schen Zellen und Gewebsmastzellen im Paraffinschnitt. Klin. Wschr. 42, 553 (1964).

MoroxEey, J.B.: (1) Biological studies on a lymphoid-leukemia virus extracted from sarcoma
37. 1. Origin and introductory investigations. J.nat. Cancer Inst. 24, 933 (1960).

— (2) The murine leukemias. Fed. Proc. 21, 19 (1962).

Moroxey, W.C., K. McPrERSON, and L. FrLiEGELMANN: Esterase activity in leukocytes
demonstrated by the use of Naphthol-As-D-Chloracetate substrate. J. Histochem,
Cytochem. 8, 200 (1960).

RavscrEr, F.J.: A virus-induced disease of mice characterized by erythrocytopoiesis and
lymphoid leukemia. J. nat. Cancer Inst. 29, 515 (1962).

Rowg, W.P.: Resistance of mice infected with Moloney leukemia virus to Friend virus
infection. Science 141, 40 (1963).

TENNANT, J.R.: Derivation of a murine lymphoid leukemia virus. J. nat. Cancer Inst. 28,
1291 (1962).

P.D. Dr. A. GEoraiz,
Pathologisches Institut der Universitit
8 Miinchen 15, Thalkirchner Str. 36



