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A. Einleitung 
GLEDKILL und  ANDlCEW]~S bescbx'ieben 1951 eine v i rusbedingte ,  f iber t ragbare  

M~usehepat i t is ,  die wegen der  J~hnlichkeit ihres his tologischen Bildes mi t  dem der  
aku t en  menschi ichen Vi rushepa t i t i s  besonderes  In teresse  gefunden hat .  I n  der  
Folge  stel l te  sicl~ heraus ,  da3  es verschiedene Viruss t s  gibt ,  die der  Gruppe  
der  M~usehepat i t i sv i ren  zuzurechnen s ind (A~D~EW]~S, 1964). Ff i r  unsere Ver- 
suche ve rwende ten  wir  das  yon  DICK et  al. 1956 isolierte Miiusehepat i t i sv i rus  3 
(MHV-3). Es zeigt  bei  der  F i l t r a t i o n  durch  Gradoeo l -Membranen  eine GrSl3e yon  
80- -100  m~,  es wird  bei  56 o C in 30 rain i nak t i v i e r t  und  ist  ~ therempfindl ich  
(DICK, 1956). FUDI~  und  Ac t inomyc in  D h e m m t e n  die Vi rusvermehrung  n ieht ;  
wahrscheinl ich  hande l t  es sicll u m  ein l~NS-Virus,  das  zur  Gruppe  der  Myxo-  
vi ren geh6r t  (MALLUCCI~ 1965). MALLUCCI (1965) beobachte te ,  dal~ der  cy topa tho -  
logische Ef fek t  des MHV-3 in M~usemakrophagenku l tu ren  mi t  der  E n t s t e hung  
yon Riesenzel len e inhergeht .  Es sell nun  virologiseh,  f lourescenzserologiseh und  
au to rad iograph i sch  un te r such t  werden,  welcher  Z u s a m m e n h a n g  zwischen der  
Vi rusvermehrung  und  der  E n t s t e h u n g  mehrkern iger  Riesenze]len besteht .  

B. Material und Methoden 
Virus. ])as MHV-3 Virus, das Dr. GLED~Lr, ~reundlicherweise als lyophilisiertes M~use- 

leberhomogenisat zur Verffigung stellte, wurde 8--10 g schweren (16--22 Tage alten) Jung- 
m~usen des Stammes CF 1 intraperitoneal injiziert. Aus den Lebern der moribunden Tiere 
wurde mit physiologiseher NaC1-LSsung ein l0 %iges Homogenisat hergestellt. ])ieses wurde 
bei -+4 o C zentrifugiert (1500 rpm fiir 10 rain) und der Uberstand bei --60 o C aufbewahrt. 

Zelllcultur. Ausgewachsene M~use (Stature CF 1) beiderlei Geschlechts erhielten eine 
2 %ige sterile St~trkel6sung (2 g St~rke in 100 ml phys. NuC]) intraperitoneal injiziert. 60 Std 
sparer wurde die PeritonealhShle rnit 2 m] Kulturmedium ausgespfilt. Die Anzahl der Zellen 
dieser Suspension wurde in einer Z~hlkammer bestimmt und dutch Verdfinnung in N~hr- 
medium auf 3 • 108 Zellen/ml eingestellt. Je 2 ml Zellsuspension wurden in Kulturflaschen mit 
])eckg]~seI~ (Boden/l~che 45 • 10 ram) geffillt. Ku]turrShrchen zur Virustiterbestimmung er- 
hielten ]ediglich je 1 ml Zellsuspension. Die Kulturen wurden im Brutschrank bei 370 C ge- 
halten. Nach 12 Std wurclen sie beim Wechsel der ~T~hrlSsung mit SalzlSsung nach HANKS ge- 
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waschen. Die am Glas haftenden, fast ausschliel~lich mononucle~ren Zellen erwiesen sich im 
Phagocytoseversuch mit Tusehepartikeln Ms Makrophagen. Die Makrophagen teilen sieh in 
der Zellkultur nicht. Die Zellzahl nach 24 Std ist der Menge der Makrophagen proportional, 
mit der die Kultur  angelegt wurde. Fiir die naehfolgend beschriebenen Versuehe wurden 
24 Std a]te Deckglaskulturen verwendet. Das N~hrmedium enthielt 20 % 30 min bei 560 C 
erhitztes K~lberserum und 0,2% Natriumbicarbonat in TCM 199 sowie 10 I E  Heparin/ml. 

Virustitration. Herstellung einer Verdfinnungsreihe in log10 Stufen. Beimpfung yon je- 
wefts 4 t%6hrchen der Zel]diehte 2 • 106 Makrophagen/ml mit  je 1 m] der betreffenden Verdfim 
hung. Die Riesenzellbildung und die folgende ZerstSrung der Zellkultur wurde 6 Tage lung mit 
dem Mikroskop abgelesen. Zu sp~terer Zeit wurde niemals ein zus~tzlicher CPE beobachtet. 
Der Endti ter  ist im allgemeinen sehon am 3. Tag erreicht. Die Berechnung des Virustiters 
effolgte nach RE~D und MvE~c~, Angaben in TCID 50/ml. 

Anti-MHV-3 Serum. 9 ml Virussuspension wurden mit 1 ml 1%igem Aluminiumhydro- 
xyd 10 rain lung bei Zimmertemperatur gesehfittelt. Das Aluminiumhydroxyd wirkt als Ad- 
juvans und scheint die Pathogenit~t des Virus abzuschw~chen. Bei dem Adsorbens handelt 
es sich um ein Tonerdegel c~, hergestellt nach einem modifizierten Veffahren nach WILL- 
STXTT~ und KRAUT. Ausgewachsene M~use (Stamm CF 1) wurden zuerst mit  102 TCID 50/m] 
an das Adsorbens gekuppeltem Virus und dann in 12t~gigem Abstand 4real mit 10 ~ TCID 50/ml 
i.p. infiziert. Das Serum dieser Tiere wurde gesammelt und bei --20 ~ C aufbewahrt. Der ~eu- 
tralisationstiter wurde im RShrchentest bestimmt, er lag bei einer Verdfinnung yon 1 : 1024. 
Das in N~hrmedium verdfinnte Antiserum wurde dabei zusammen mit gleichen Mengen Vi- 
russuspension eine Stunde in vitro inkubiert. Das ffir die Neutralisation verwendete Virus 
wurde parallel titriert;  danach betrug die in den Virus-Serum-Gemisehen vorhandene Virus~ 
infektiosit~t etwa 500 TCID 50 pro I~Shrehen. 

Identitgt des Virus. Nach 10 Kulturpassagen lieB sich das MHV-3 durch das gleiche AntL 
serum neutralisieren. Es verlor dutch Kultur- und Tierpassagen nicht seine F~higkeit, in der 
Zellkultur l~iesenzellen und bei Jungm~usen eine akute Virushepatitis hervorzurufen. 

Virusbeimp/ung. Die Virusadsorptionszeit betrug ] Std. Danach wurde der Ze]lrasen ge- 
wasehen nnd wieder mit  frischem N~hrmedium oben angegebener Zusammensetzung fiber- 
schichtet. 

Intra~ und extracelluldires Virus. ~0 Deckg]askulturen (der Zelldichte 3•  106 Makropha- 
gen/m]) wurden gleiehzeitig mit je 10~, 5 TCID 50/ml Virus beimpft. Jeweils eine Kultur  wurde 
zur stfindliehen Virustitration herangezogen. Aus dem ~berstand der Kultur  (1 ml) wurde der 
extraeellul~re Virustiter bestimmt. Zur Bestimmung des intracellul~ren Virustiters wurde der 
Zellrasen gewasehen und durch wiederholtes Einfrieren in 1 ml phys. NaC1 bei --600 C zer- 
stSrt. 

Immunfluorescenz. Zum Antigennachweis mit  fluoreseierenden AntikSrpern wurde die yon 
CooNs (1950) angegebene direkte Methode angewendet. Die Globuline des Anti-MttV-3 Se- 
rums und des Kontrollserums, durch F~tllung bei 50,40 und 40% Ammoniumsulfats~ttigung 
gewonnen, wurden mit Fluoresceinisothiocyanat (5 mg FITC/100 rag) nach den Angaben yon 
NAIg~ (1962) gekuppelt. Zur Entfernung der unspezifisehen Fluoreseenz wurden die mar- 
kierten Globulinfraktionen fiber Sephadex G-25 gelfiltriert und anschlieBend fiber DEAE- 
Cellulose stufenweise (0,02, 0,05 und 0,1 m Phosphatpuffer pH 8,0) ehromatographiert. Die 
optimal markierten Portionen (gewShnlich bis zu einer EIution yon 0,05 m) wurden gepoolt. 

Die 1VIakrophagendeckglaskulturen wurden zu verschiedenen Zeiten nach Virusbeimpfung 
in gep. NaC1 gewaschen, 10 rain in Aceton fixiert und nach Lufttrocknung in gep. NaC1 ge- 
w~ssert. Die Kulturen wurden in der feuchten Kammer mit dem fluoresceinmarkierten Anti- 
serum fiberschichtet, nach 60 min gew~ssert und in verdfinntes Glycerin fiir die Fluoreseenz- 
mikroskopie eingebettet. Die Kontrollen bestanden aus nicht infizierten Zellen, die mit spe- 
zifischem fluoreseierendem Antiserum sowie aus infizierten Zellen, die mit  fluorescierendem 
Normalserum behandelt wurden. 

Einbau yon SH-Cytidin und SH-Thymidin. Es wurden 20 Makrophagendeckglasku]turen 
unter gleichen Bedingungen aus einem Zellpool mit 2 • 106 Zellen/ml hergestellt und gleich- 
zeitig mit  je 10 s,5 TCID 50/ml MttV-3 Virus beimpft. Nach der Beimpfung wurde in der l., 
6., 12, 18. und 24. S tdder  3H-Cytidin- und 2H-Thymidin-Einbau untersueht. Dazu wurde der 
NghrlSsnng der Kulturen 10 rain lung 15 ~C/ml Tritium-Cytidin bzw. -Thymidin zugesetzt 
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und danach sorgf~ltig abgewaschen. Die Deckglaskulturen wurden anschlieBend in Formalin- 
dampf fixierL mit der Zellsehicht naeh oben auf Objekttr~ger aufgekleb~ und mit fliissiger 
Photoemulsion (K 2 yon Ilford) iiberzogen. Naeh vierwSehiger Expositionszeit wurden die 
Autoradiogramme entwickelt, fixiert und dutch die Photoemulsion hindurch mit H//mato- 
xilin-Eosin gef~rbt. 

e. Ergebnisse 

I. Virusvermehrung in der Maus 

Das M~usehepatitisvirus-3 ffihrt bei Jungmgusen zur akuten Hepatitis, die 
der akuten Virushepatitis beim Mensehen histologiseh sehr hhnlieh ist. Bereits 
38 Std nach Infektion sind herdfSrmige Ver~nderungen regellos fiber die Leber- 

Abb. 1. Experimentelle Yh'ushepatitis bei der Jungmaus 58 Std p.i.: Eosinophile Gruppennekrosen, )[esenchym- 
sehwellung und polynucle/ire Leukoeyten, ]~eachte Councilmank6rper (Pfeile). u 360x,  Fiirbung HE 

lgppchen verteilt. Die Primgrlgsionen bestehen aus einer aeidophilen Degenera- 
vion einzelner oder kleiner Gruppen yon Leberzellen. Vereinzelt sind Couneilman- 
K6rper  naehweisbar. Naeh 58 Std haben sieh die Einzelzellnekrosen zu Gruppen- 
nekrosen zusammengesehlossen (Abb. 1). Man erkennt eine deutliehe Sehwellung 
des Mesenehyms und einzelne polynuelegre Leukoeyten. Die Leberzellkerne sind 
gesehwollen, die Nueleolen vergr6bert nnd verdiehtet. Die Primgrherde ver- 
gr6gern sieh und versehmelzen mit  benaehbarten Herden. Es bilden sieh band- 
artige Nekroseabsehnitte, die in das Bild einer akuten Leberdystrophie tiber- 
gehen. Die Mguse erliegen der Infektion am 3. Tag. 

Der Infektiositgtstiter des Leberhomogenisates betrug bei der Titration in 
Jungmgusen 10%~ 0 LD 50/mi, bei der Titration in der Makrophagenzellkultur 
10~,~ ~ TOlD 50/ml. Da die dureh Verwendung der Zellkulturen gewonnenenen 
Titerwerte in guter ~bereinst immung mit  den dureh Infektion erzielten Werten 
stehen, wurde zur Bestimmung yon Viruskonzentrationen das leiehter zu hand- 
habende Imdtrosys tem der Zellkulturen verwendet. 
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II.  Virusvermehrung in der Zellkultur 

1. Morphologisehe Vers bei der Riesenzellentstehuzlg 

Die Infektion yon Makrophagendeekglaskulturen mit MHV-3 (10-~---10 -5 
TCID 50 pro Zelle) fiihrt zur Bildung yon gleiehm~l~ig fiber den Zellrasen vertefl- 
ten Riesenzellen (Abb. 2). Die l~iesenzellbfldung bleibt aus, wenn man Kontroll- 
kulturen mit virusfreiem Leberhomogenisat beimpft (Abb. 3). Die Riesenzellen 
bilden sieh dureh Verschmelzung einzelner Makrophagen. W~hrend ihrer Ent- 
stehung k6nnen keine Mitosen beobaehtet werden. 

Abb. 2 Abb. 3 

Abb. 2. Mehrkernige l~iesenzellen in einer Makrophagenk~fltur nach Beimpfung mit dem MHV-3, Vergr. 100 x ,  
F~rbung I-IE 

Abb. 3. .Nicht infizierte KontrollkulttLr 24 Std nach Anlegen der Deckglaskultur mit  3 x 106 Makrophagen/ml. 
Yergr. 1150 • 

Im einzelnen laBt sieh die 1%iesenzellbildung auf folgende Art eharakterisie- 
ten: Zu Beginn der Riesenzellbildung schlieBen sieh an mehreren Stellen des ZelI- 
rasens zun/~chst zwei oder drei Makrophagen dutch Zellfusion zusammen, denen 
in kurzer Zeit wei~ere folgen. Die Zellkerne liegen im Zentrum des Zellverbandes 
zusammengerfick~. Sie sind deutlich geschwollen, ihre Nucleoli erscheinen ver- 
diehtet und vermehrt. Das Cytoplasm~ dieser jnngen Riesenzellen ist weniger 
dieht als das der nicht infizierten Makrophagen und hat  sieh breit auf dem Deck- 
glas ausgedehnt. Die Zellgrenzen sind nur noch schwaeh zu erkennen (Abb. 4). 

Die Riesenzelle t r i t t  dureh ihre Pseudopodien mit Makrophagen der Umge- 
bung in Verbindung (Abb. 4 und 6). Dabei versehmelzen Pseudopodien der l~ie- 
senzelle mit Pseudopodien des M~krophagen. An den Berfihrungsstellen der Pseu- 
dopodien seheinen sich die Zellmembranen aufzul6sen, und es entstehen Cyto- 
plasmabrfieken. Unmittelbar naeh Vol|zug der Verbindung zur l~iesenzelle gndert 
sieh das cytologische Bfld des Makrophagen. Das Cytoplasma wird ausgezogen, 
was eine auff/~llige Verbreiterung der eytoplasmatischen Zone zur Folge hat. Der 
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Zellkern vergr6Bert sieh, und das Chromatin loekert sich auf. Die Nucleolen tre- 
ten deuflich hervor. 

Nun beginnt der Makrophage seinen Standort zu vergndern und wandert in 
Richtung auf die Riesenzelle. Die Verschmelzung mit der giesenzelle erfolgt fiber 
mehrere Cytoplasmabrficken, die sich zunehmend verbreitern. Zwischen diesen 
Cytoplasmabr/icken bilden sieh runde, cytoplasmafreie Areale aus, die langsam 

Abb. 4 Abb. 5 

Abb. 4. ~iesenzelle 6 Std nach Beimpfung einer 3~krophagenkultm" mit  3IHu Die Zellkerne liegen im Zentrum 
der ZeIle zusammengeNickt. Sie sind deutlich geschwollen. Die Nttcleoli erscheinen verdichtet. Cytopl~smabrficken 

verbinden die l~iesenzelle mit  mnliegenden 3/Iakrophagem Yergr. 460 x 

Abb. 5. II, iesenzelle nach 12 Std. Beginnende eosinophile Ver~nderung des zentralen Cytoplasmas. Um die l~iesen- 
zelle beginnt, sich ein zell~rmer I{of auszubilden. Vergr. 360 x 

kleiner werden und schlieglich ganz verschwinden. W/~hrenddessen wandert der 
Zellkern durch alas Cytoplasma in das Zentrum der l~iesenzelle (Abb. 4). 

Im weiteren Verlauf der Riesenzellentstehung bildet sich durch das Abwan- 
dern der Makrophagen um die Riesenzelle ein zellarmer Hof aus (Abb. 5), der sich 
mebr und mehr verbreitert (Abb. 6). Jetzt  wandern die Makrophagen in Gruppen, 
meist kettenf6rmig angeordnet, auf dde Riesenze]le zu. Das Cytoplasma dieser 
Zellen ist bereits miteinander verschmolzen und erweckt den Eindruek yon 
,,Stragen", in denen sieh Kerne und Cytoplasma durch den zellfreien Hof zur 
Riesenzelle hin bewegen (Abb. 6). 

Die Lage der Zellkerne ~ndert sich beim Wachstum der Riesenzelle. Sie wan- 
dern dabei aus dem Zentrum (Abb. 4) in die Zellperipherie (Abb. 6). Der Wande- 
rung der Zellkerne geht eine eosinophile Ver/~nderung des Cytoplasmas voraus, 
die im Zentrum der giesenzelle beginnt (Abb. 5) und langsam zur Zellperipherie 
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hin zunimmt. Dabei wandern ihr die Zellkerne voraus und umschlieBen sie kranz- 
f6rmig (Abb. 6). U m  den Ring der Zellkerne entsteht an der Zellperipherie ein 
Cytoplasmasaum. 

Zu sp/~ten Versuchszeiten werden die Kerne der I~iesenzelle pyknotiseh. Zu- 
erst sind davon die an das eosinophil ver~nderte Cytoplasma angrenzenden Kerne 
betroffen. Die absterbende Riesenzelle steht noch fiber Pseudopodien mit  den in 

Abb. 6 Abb. 7 

Abb. 6. l%iesenzelle nach 24 Std. Die Zellkerne haben sich in die Zellperipherie zurfickgezogen und umschliegen 
kranzf6rmig die zentrale Cytoplasmadegenerationszone. In der Umgebung frisch infizierte lVIakrophagen auf 

der Wanderung zur l%iesenzelle. Vergr. 360 • 

Abb. 7. Die in der Umgebung der absterbenden l%iesenzelle liegenden Makrophagen stellen sich radi~ir zu ihr ein. 
Es bilden sich Tochterriesenzellen. Vergr. 250 • 

ihrer unmittelbaren N~he liegenden Makrophagen in Verbindung (Abb. 7). Diese 
wandern jedoch nicht mehr auf die Riesenze]le zu, sondern stellen sich radi/~r zu 
ihr ein. Sie treten untereinander in Verbindung und bilden Tochterriesenzellen. 
Gelegentlich beobachtet  :man eine radi/~re Einstellung der Makrophagen ohne 
Ver~nderung ihres Zellbildes and  ohne Bfldung yon Tochterriesenzellen. 

Kernzahl und In/ektionsdauer. Die ersten Riesenzellen sind unter den oben ge- 
nannten Versuchsbedingungen 6 Std nach Infektion des Ze]lrasens zu beobach- 
ten. Sie haben zu dieser Zeit durchschnittlich 11 Kerne (s ~-Jc 7). Die Kernzahl 
steigt in den fo]genden Stnnden r~sch an, sie liegt 9 Std nach Infektion bei durch- 
schnittlich 114 Kernen pro Riesenzelle (s = • 32) und nach 12 Std bei 169 Kernen 
(s==h38) (Abb. 8). Nach der 12. Std w~chst die l%iesenzelle nur noch gering- 
ftigig. Das zentrale Cytoplasma beginnt sich eosinophil zu ver~ndern, und die 
Kerne wandern in die Zel]peripherie. Nach 24 Std bilden sie einen Ring um das 
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zentral ver/mderte Cytoplasma, und die ersten Kernpyknosen treten auf. In  den 
folgenden Stunden ]5st sich die zugrundegehende Riesenzelle vom Deckglas ab. 

Wanderungsdauer. Die Wanderung der Makrophagen yon Beginn der Kern- 
sehwel]ung bis zu ihrer Eingliederung in die l~iesenzelle dauert zu Beginn der 
l~iesenzellbildung in der 6. Std nach Infektion ungefahr 20 rain. Diese Zeitspanne 
n immt in sp~teren Versuchszeiten mit  steigender Entfernung des Makrophagen 
yon der Riesenzelle zu. 

EMelct des Zelldichte. Wird die Zelldiehte der Makrophagenkulturen erhSht, so 
w/~chst entsprechend aueh die Kernzuwaehsrate der Riesenzellen, und die ~ber-  
lebenszeit der l%iesenzellen verkfirzt sich. 

Multiplizit~it des Imp/virus. Wenn der Titer des Impfvirus im Bereich nied- 
riger Multiplizitgt erhSht wird, so andert sieh bei gleicher Zelldiehte der Kul tur  
nur die Anzahl der Riesenzellen, nicht abet  die Gesehwindigkeit der Zellfusion. 

Phagocytose. 12 Std naeh Infektion is~ die Phagoeytosef~higkeit aller l~iesen- 
zellen in der Kul tur  gegeniiber nicht infizierten Makrophagen noeh nieht ver~n- 
der~. Sie speiehern im gesamten Cytoplasmabereieh Tuschepartikel, Eisenalbu- 
minat, Neutralrot  und in N~hrl5sung emulgiertes OlivenS1. Naeh 24 Std bleibt 
die Phagoeytose im zentralen eosinophil ver~nderten Cytoplasms der Riesen- 
zellen aus. 

2. Korrelation der cytologischen Ver/~nderung mit  der Virusvermehrung 

a) Intra- und extracelluliire Virustiter 
Urn den zeitlichen Zusammenhang der Riesenzellbildung mi~ der Virusver- 

mehrung zu kl/~ren, wurde die intra- und ex*racellul~re Viruskonzentration 
stiindlich gemessen. 

Nach dem Waschen der mit  Virus infizierten Zellkulturen bleibt nut  intra- 
cellul/~r eine gewisse Restinfektiosi~/~t nachweisbar, die in den folgenden 4 Std 
nicht welter ansteigt. 6 Std nach Infektion beginnt die intracellul/~r nachweisbare 
Virusinfektiosit~t rasch anzusteigen. Der intrucellulgre Virustiter erreicht in der 
10.--12. Std ein Maximum mit  104, 5 TCID 50/ml. Nach der 12. Std f~llt die intra- 
cellul~re Viruskonzentration langsam ab. Der extracellul~re Virustiteranstieg ver- 
zSgert sich gegeniiber dem intr~cellulgren um 1 Std. Die ex~racellul~re Virus- 
konzentr~tion geht der intracellul~ren mit  einem zeitlichen Abstand yon 1--2 Std 
parallel und liegt yon der 14. Std an hSher als die intracellul~ire (Abb. 8). 

Bei diesen Befunden ist zu beriicksichtigen, da~ das MHV-3 Virus bei W~rme 
schnell inaktiviert. Eine Virussuspension des Titers 105, 5 TCID 50, die bei 360 C 
inkubiert wird, verliert ca. 0,5 log 10 TCID 50 pro Stunde. 

Es besteht eine deutliche Korrelation zwischen der intracellulgren Virusneu- 
synthese und der Kernzahl der Riesenzellen, wie aus Abb. 8 zu ersehen ist. So- 
bald intracellulgr in der 6. Std p.i. neusynthetisiertes Virus nachweisbar ~4rd, 
treten auch die ersten Riesenzellen ~uf. Die Anzahl ibrer Kerne nimmt mit  dem 
intracellul/~ren Virustiter zu. Wenn dieser in der 12. Std sein Maximum erreicht 
hat, w~chst die Kernzahl der l~iesenzellen nur noch geringftigig. Je tiefer die intra- 
cellulgre Viruskonzentration absinkt, um so ausgedehnter wird die eosinophile 
Vergnderung des zentralen Cytoplasmas der l~iesenzelle. 
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Abb. 8. IntraceUul~re u (Kreise), extracellul~re u (Dreiecke) und durchschnittliche Kernzahl der 
l~iesenzellen (schwarze l~unkte) im Verlauf der l~iesenzellbildung 

Wirkung yon Antiserum. Um die Adsorption des Virus an die Zellen zu verhin- 
dern, wurde die Zellkultur vor der Zugabe des Virus mit Antiserum (1:10 ver- 
dfinnt in N~hrmedium) fiberscl~ichtet. Unter diesen Bedin~mgeu blieb die intra- 
eelluli~re Virusvermehrung und die Bildung yon Riesenzellen aus. Wenn man je- 
doch das Virus zuerst ffir 60 min an die Zellen adsorbieren li~Bt, ehe das Antiserum 
der Kultur zugeffigt wird, so vollzieht sich die Riesenzellbildung wie gewohnt, 
ohne dab extracellul~r freies Virus nachweisb~r ist. Dieser Befund spricht d~ffir, 
dab Antiserum nicht die Zellfusion infizierter Zellen verhindert, und dab die extra- 
celluli~re Virus~usbreitung ffir die l%iesenzellb~ldung wahrscheinlich keine Bedeu- 
tung hat. Sekund/~re Infektionszentren sind unter diesen Bedingungen in der Kul- 
tur nicht zu beobachten. 

b) Immun/luorescenz 
Mit Hilfe fluoresceinmarkierter AntikSrper wurde untersucht, wo Virusanti- 

gen im Verl~ui der l~iesenzellentstehung nachweisb~r ist. Alle Ang~ben beziehen 
sich d~bei auf die mit dem bier verwendeten AS spez. reagierenden Antigene. 

Untersucht man eine infizier~e Zellkultur 6 Std p.i., so finder man spez. 
Fluorescenz aussch]ieBlich im Cytoplasma der zu dieser Zeit vorhandenen I~iesen- 
zellen, nicht dagegen in den einzelnen Makrophagen (Abb. 9). Die Zellkerne der 
•iesenzellen sind yon tier Fluorescenz deutlich ausgesp~rt. 9 Std nach Infektion 
der Makrophagenkultur (Abb. 10) ist die cytoplasmatische Fluorescenz deutlich 
erkennbur, ihre Intensit~t in den l~iesenzellen nimmt mit der Zahl der Kerne der 
•iesenzellen zu. Die l~iesenzellen sind untereinander und mit den umliegenden 
M~krophagen durch Cytoplasmabrficken verbunden, in denen deutlich Antigen 
nachweisbar ist. Es finder sich in der Peripherie der Pseudodien der Riesenzellen 
herdf6rmig angereichert. In  den einzelnen Makrophagen beobachtet man wieder- 
um keine Fluoreseenz. Die Fluoreseenz des Cytoplasmas erreicht ihren H6he- 
punkt nach 12 Std. Nach 24 Std linden sieh erstmals einzelne fluoreseierende 
Makrophagen, die durch den weiten Abstand yon den anderen Zellen keine Chance 
des Kontaktes mehr haben (Abb. 11). 



Entstehung yon Riesenzellen nach Infektion mAt M~usehepati~isvirus 177 

Abb. 9, 6 Std nach Infektion der Zellkultur wird die erste spezifische Immunfluorcscenz im Cytoplasma der jungen 
l~iesenzellen erkennbar. Vergr. 300 • 

Abb. 10. 9 Std nach Infektion findet sich eine starke cytoplasmatische Fluorescenz in den l~icsenzellen, yon der 
die Zellkerne deutlich ausgespart sind. Auch die in unmittelbarer l~iesenzellniihe liegenden 3iakrophagen zeigen 

keine spczifische Fluorescenz, Yergr. 300 • 

Abb.] l .  ~Nach 24 Std linden sich dutch Cytoplasmabriicken verbundene Riesenzellen, in denen 4as Virusantigen 
nachweisbar ist, Dalleben erstmals auch ein einzelner virussynthetisierender bIakrophage. Vergr. 300 • 

c) Autoradiographie 
Bei Kontrollkulturen, die mit virusfreiem Leberhomogenisat beimpft wurden, 

beobachtet man n~ch 6 Std bei 10 man langer Markierung mat 15 ~C Tritium- 
Cytidin/ml und sofort anschliei3ender Fixierung eine fast aussehliei~liche M~rkierung 
der Zel]kerne, das Cytoplasmu dagegen ist weitgehend frei yon SilberkSrnern 
(Abb. 12). Das gleiche BAld zeigen auch die einzeln liegenden Makrophagen der 
infizierten Zellkulturen. Bei den zu diesem Zeitpunkt vorhandenen Riesenzellen 
liegt jedoch tin anderes M~rkierungsmuster vor. Die Zellkerne sAnd deutlich ge- 
schwollen. Die SilberkSrner liegen fiber dem Euehrom~tin, ws die !queleoli 
weitgehend frei yon SilberkSrnern sand. Zus~tzlieh ist im ausgezogenen Cyto- 
plasma jetzt erstmals eine geringe Markierung" erkennbar (Abb. 13). 

12 Virchows Arch. path. Anat., ]]d. 342 
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Abb. 12 Abb. 13 

Abb. 12. iVlal~'ophagen einer nicht infizierten Kontrollkultur nach 10 min langer Inkubation mit at[-Cytidin. Sie 
zeigen eine fast ausschlie~liche Markierung der Zellkerne, das Cytoplasma ist weitgehend frei yon SilberkSrnern. 

Vergr. 1150 • 

Abb. 13. Riesenzelle 6 Std nach Infektion des Zellrasens. ]~ei gleicher Versuchsanordnung wie • 12 tritt  jetzt 
auch eine initiale 1Vlarkierung des Cytoplasmas aui. Yergr. 900 • 

12 Std nach Beginn der Infektion hat sich dss Markierungsmuster der l%iesen- 
zellen welter ges Charakteristisch ist ]etzt die suffallende Zunshme der 
SilberkSrner fiber dem Cytoplasms. Aueh die Markierung des Euchromatins der 
Zellkerne scheint diehter als bei dem nseh 6 Std gefundenen Zelltyp (Abb. 14). 
Die umliegenden Makrophagen zeigen das bei nieht infizierten Kontrol]kulturen 
gefundene Markierungsbi]d, vor allem keine Aktivitit fiber dem Cytoplssma. 
Naeh 2r Std haben sieh die Zellkerne der l~iesenzelle in das Cytoplasms der Zell- 
periloherie zurfickgezogen. Das zentrale Cytoplasms ist eosiphil ver~ndert und 
zeigt keinen Cytidineinbsu mehr. In den zellperipheren Abschnitten dsgegen er- 
folgt der Cytidineinbsu unver~tndert. Auch fiber den zellperipheren Kernen lieo 
gen noeh zahlreiehe SilberkSrner (Abb. 15). 

Zu keiner Versuehszeit konnte ein Einbau yon ~H-Thymidin in die Riesen- 
zellen oder einzelne Mskrophagen beobaehtet werden. 

Autoradiographiseh zeigt sich demnach, dab bei kurzer Inkubstion mit Tri- 
tium-Cytidin im Cytoplasms der Riesenzellen 8H-Cytidin eingebaut wird, nicht 
aber im Cytoplasms der einzelnen Makrophagen, such nicht in unmittelbarer 
Umgebung der Riesenzellen. Unter gleichen Bedingungen konnte in Zellen nicht- 
infizierter Kulturen ebenfa]ls keine eytoplasmatische Markierung nachgewiesen 
werden. Die cytoplasmatisehe Aktivitit setzt in den l~iesenzellen zum gleichen 
Zeitpunkt ein wie das Auftreten einer virusspezifischen Fluorescenz und wie der 
Nachweis yon intrseellular neugebildetem infektiSsem Virus in der Kultur. Die 
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Abb. 14 Abb. 15 

Abb.  14. Das  ~Markierungsmuster der Riesenzelle ha t  sieh nach  12 Std wei ter  ver~ndert .  Charakter is t iseh is~ je tz t  
die auffa]lende Zunahme  der Silberkorndich~e tiber d e m  Cy~oplasma. Gleiche Versuchsanordnung wie Abb.  12 u. 13. 

u  1150 x 

Abb. 15. Nach  24 Std wird  in] zentralen Cytoplasma der l~iesenzelien kein  Cytidin mehr  eingebau~. In  den 
peripheren Zel labschni t ten erfolgt tier E inbau  unveri indert .  Gleiehe Versuehsanordnung  wie Abb.  12--14.  

Vergr.  1000 x 
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Abb. 16. 3I-I-Cy~idineinbau der l~iesenzellen schema~iseh in zei t l iehem Z u s a m m e ~ h a n g  mi~ der intracellulftren 
Viruskonzentrabion dargestel l t  
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Silberkorndichte fiber dem Cytoplasma der giesenzellen strebt zur gleichen Zeit 
wie der intraeellul/~re Virustiter und die virusspezifische cytoplasmatisehe Fluor- 
eseenz in der 12. Std p.i .  einem HShepunkt zu (Abb. 16). 

D. Bespreehung der Ergebnisse 
Viele Virusst/s besitzen die F~thigkeit, in Ze]lkulturen eine Zellfusion aus- 

zulSsen. Aueh die dureh des MHV-3 hervorgerufenen Riesenzellen (MALLVCC~, 
1965) entstehen durch Versehmelzung einzelner Zellen. Die vorliegende Arbeit 
bestgtigt diesen Befund; amitotische Kernteilungen, wie sie ffir das Pseudo- 
rabies Virus (R~IssIG and KAPLAN, 1960) und das Herpes simplex Virus (GnAY, 
1958), beides DNS-Viren, beschrieben worden sind, wurden nieht beobaehtet. 
Aul3erdem war autoradiographiseh w/~hrend der I~iesenzellbildung keine DNS- 
Neubfldung naehweisbar. 

Ausgangspunkt der t~iesenzellbildung ist naeh eytologischen und virologischen 
Ergebnissen eine prim/tr mit MHV-3 infizierte Zelle, in der naeh 6 Std Latenz- 
zeit eine Virusneubildung nachweisbar ist. Dieses Stadium wird in den vorliegen- 
den Untersuehungen dureh die ersten Riesenzellen, die noch wenig Kerne ent- 
halten (11, s : ~ = 7 ) ,  repr~sentiert. Zu diesem Zeitpunkt sind in der Kultur die 
ersten neusynthetisierten Viren nachweisbar. Ira Cytoplasma der Riesenzellen 
treten die erste spezifisehe Immunfluorescenz und die erste 3H-Cytidinmarkie- 
rung auf, w~hrend Fluoreseenz und Radioaktivit~t im Cytoplasma der einzeln 
liegenden Makrophagen nicht nachweisbar sind. 

Die prim/tr infizierte und virussynthetisierende Zelle t r i t t  fiber ihre Pseudo- 
podien mit den umHegenden Makrophagen in Verbindung. An den Kontakt- 
stellen bflden sieh eytoplasmatisehe B~4ieken aus, die sieh verbreitern und fiber die 
es sch]ielMich zur Zellfusion kommt. Stets wanderu dabei einzeln liegende Makro- 
phagen, in denen eine Virussynthese nieht naehweisbar ist, zur virussyntheti- 
sierenden l~iesenzelle hin. Dutch das Abwandern der Makrophagen bildet sieh um 
die lgiesenzelle ein zellarmer Hof ans. 

Unmittelbar bei Beginn der Zellfusion setzt eine auffallende Volumenver- 
gr6I]erung des Zellkernes des zur Riesenzelle wandernden Makrophugen ein. Seine 
Nucleolen treten deutlich hervor. Der sH-Cytidineinbau in den Zellkern ist zu 
dieser Zeit jedoch nieht vermehrt. Ob diese initiale KernvergrSl~erung der Aus- 
druek der durch die Zellwanderung und Zellfusion erhShten Stoffwechselleistung 
des Makrophagen (OJ~ADA, 1962b) oder aber erster Ausdruek der Virusinfektion 
ist, bleibt often. 

Im Anschlul~ an die Bfldung der ersten t~iesenzellen erfolgt zwischen der 6. 
und 12. Std p.i. eine stetige Zunahme der GrSl~e der l~iesenzellen durch weitere 
Anlagerung yon Makrophagen, die mit dem Virustiteranstieg, der Zunahme der 
spezifischen cytoplasmatisehen Fluoreseenz und dem cytoplasmatischen stt-Cy- 
tidineinbau gut korreliert ist. Auch in dieser Phase, deren Ende durch maxima- 
len Virustiter und hohe Kernzahl der lgiesenzellen (169, s ~ 38) gekennzeieh- 
net ist, wurden in den einzeln liegenden Makrophagen bis auf einige Ausnahmen 
keine Ver/~nderungen gefunden, die auf eine Virussynthese hinweisen, z.B. spe- 
zifisehe Fluoreseenz oder ag-Cytidineinbau im Cytoplasma. Aus diesen Befunden 
kann gefolgert werden, dalt alles bis 12 Std naeh Infektion neugebfldete Virus in 
den Riesenzellen synthetisiert wurde. 
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Der Einbau des RNS-Vorl/~ufers ~H-Cy~idin in das Cytoplasma der Riesen- 
zellen wird aus folgenden Grfinden als Ausdruek einer virusspezifischen RNS- 
Synthese angesehen: Die eytoplasmatisehe Aktivit/tt wird nur in infizierten Kul- 
turen beobaehtet. Sie finder sieh nut  im Cytoplasm~ jener Zellen, in denen 
auch eine spezifische Fluorescenz auftritt.  Ihre St/~rke nimmt mit dem Virus- 
titer und der Fluorescenz zu. Bei der gew/ihlten knrzen Markierungszeit mit 3H- 
Cytidin ist es unwahrscheinlich, dub es sieh bei der im Cytoplasma naehweis- 
baren Aktivit/~t urn im Kern synthetisierte, markierte und dana ausgeschleuste 
RNS handelt. 

Eine unspezifische F~higkeit der Riesenzellen zur Aufnahme yon fluores- 
ceinmarkierten Seren wurde durch Kontrollen ausgeschlossen. Ein AusschluB der 
MSgliehkeit, dag Virusbestandteile anger im Cytoplasma aueh in den Zellkernen 
gebildet werden, ist nicht m6glieh, da nicht bekannt ist, ob das verwendete 
Antiserum AntikSrper gegen alle in der Zelle gebi]deten Virusantigene enthglt. 

Wie eingangs erwghnt, gehSrt das MHV-3 naeh den Befunden yon MALLUCCI 
(1965) wahrseheinlich zur Gruppe der i~NS-Viren. Ein weiteres Beweisstfiek da- 
ffir, dug das MHV-3 ein RNS-Virus ist, ergibt sieh daraus, dab in den Makropha- 
genkulturen, die reine postmitotisehe Zellpopulationen sind, auch w/ihrend der 
Synthese des Virus weder in den einzelnen Makrophagen noeh in den Riesenzellen 
eine DNS-Neubildung naehweisbar ist. 

Als Ausbreitungsweg des MHV-3 in der Zellkultur kommen die beobaehteten 
Cytoplasmabrfieken oder aber der Weg dutch das N/~hrmedium in Betraeht. 
Unsere Befunde sprechen daffir, dug die Infektion der in der Umgebung einer sich 
entwiekelnden Riesenzelle liegenden Makrophagen fiber die Cytoplasmabrfieken 
erfolgt. Daffir sprechen folgende Ergebnisse: ]. Die Zellfusion lguft auch bei An- 
wesenheit sloezifischer neutralisierender Antik6rper im Nghrmedium unver/~n- 
dert ab. 2. Das Virus ist fluoreseenzoptisch in den Cytoplasmabrfieken naeh- 
weisbar. 3. Extracellu]/~res Virus tr i t t  erst 1 Std nach Beginn der I~iesenzellbil- 
dung auf. t~iesenzellen, die durch Infektion fiber das N/~hrmedium hinweg ent- 
standen sein kSnnten, werden erst 12 Std nach Infektion der Zellkultur beobach- 
tet. Diese Riesenzellen kSnnen an ihrer GrSBe erkannt werden, denn die prim/~r 
entstandenen Riesenzellen vergrSBern sieh bemerkenswert synehron und zeigen 
zu diesem Zeitpunkt eine hohe, wenig streuende mittlere Kernzahl. 

Bis zum Auftreten der ersten Riesenzellen und dem Naehweis des ersten neu- 
gebildeten Virus vergeht eine Latenzzeit yon 6 Std. Die riesenzellbildende Eigen- 
schaft des ?r tr i t t  in dieser Latenzzeit nicht in Erseheinung, in einem Zeit- 
raum, in dem in den primgr infizierten Zellen sicherlich virusspezifische Syathese- 
vorggnge ablaufen. Andererseits nimmt die Zahl der Zellfusionen nach der Latenz- 
zeit in Korre]ation mit der Anzahl der inlektiSsen Viruspartikel zu. Es seheint 
deshalb m6glich, dab die riesenzellbildende Eigensehaft des MHV-3 yon reifem 
Virus oder Bestandteilen yon reffem Virus a.bh//ngig ist. 

Nimmt man an, dab die Infektion der yon der Riesenzelle aufgenommenen 
Makrophagen erst bei Kontakt  mit der Riesenzelle erfolgt, so ergibt ein Vergleich 
der Latenzzeit nach prim~rer Infektion mit der Geschwindigkeit der Virussyn- 
these in den friseh fusiottierten Zellen, dab bier die lunge Latenzzeit bis zum Auf- 
treten der reifen Viruspartikel nicht notwendig ist. Man kann daraus den SchluB 
ziehen, dub m6glieherweise initiale Mecbanismen der Virussynthese, die w/~hrend 
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der Latenzzeit in den prim/~r infizierten Zellen in Gang gesetzt werden, auch den 
bei Fusion neu infizierten Zellen zur Verffigung stehen und somit eine raschere 
Virussynthese erm6glichen. 

Zusammenfassung 
Die durch das MHV-3 in der Makrophagenkultur hervorgerufenen mehrker- 

nigen Riesenzellen (bis fiber 200 Kerne) entstehen durch Zellfusion. Dies ergibt 
sieh aus morphologisehen and  autoradiographischen Studien (keine DNS-Neu- 
bildung). Naeh 6 Std treten die ersten noch wenig Kerne enthaltenden I~iesen- 
zellen auf. Zum gleiehen Zeitpunkt  ist die erste intraecllul/~re, neugebildete In- 
fektiosit/it in der Kultur,  sind ferner die erste spezifische Immunfluorescenz und 
die erste spezifische autoradiographische RNS-Aktivit/s (nach Einbau yon aH- 
Cytidin) im Cytoplasma der I~iesenzellen naehweisbar. Ansehliegend besteht bis 
zur 12. Std zwischen der Kernzahl der Riesenzellen und dem Anstieg des intra- 
cellul/~ren Virustiters eine gute Korrelation. Aueh Flnorescenz und Cytidineinbau 
nehmen zu. Spezifisehe Fluoreseenz und I~adioaktivit/it werden bis zu dieser Zeit 
stets nut  im Cytoplasma der Riesenzellen, nicht im Cytoplasma der einzeln lie- 
genden Makrophagen nachgewiesen. In  den bei der Riesenzellbildung durch Zell- 
fusion infizierten Makrophagen scheint die Virussynthese mit  einer kfirzeren 
Latenzzeit als in der prim/~r infizierten Zelle anznianfen. 

The Formation oi Giant Cells in Mouse Macrophage Cultures 
Intected with Mouse Hepatitis Virus (MHV-3) 

Summary 
MHV-3 stimulates the formation of multinucleated giant cells (with more than 

200 nuclei) in culture of macrophages. As is shown by  morphological and auto- 
radiographic studies (i.e., there is no synthesis of DNA) giant cells originate by  
cell fusion. Six hours after infection the first young giant cells containing up to 
11 nuclei (s = =~ 7) may  be detected. At the same time the first, newly-formed 
virus is found intrace]lularly. Simultaneously, the first specific immunofluoreseent 
loci and the first autoradiographic RNA activities (uptake of aH-Cytidine) appear 
in the cytoplasm of the giant cells. From the 6th to the 12th hour after infection 
there is a good correlation between the number of nuclei in the giant cells and the 
increase in the titer of infectious virus. Up to the 12th hour the fixation of specific 
fluorescent ant ibody and the incorporation of sH-Cytidine also increase, but  can 
be detected only within the cytoplasm of the giant cells, not within the cytoplasm 
of single ceils. Viral synthesis begins with a much shorter latent period in cells tha t  
have been infected by  fusion with a giant cell than  in cells tha t  have been prima- 
rily infected. 
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