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Common antigens, mammalian C-type onkornaviruses

In C-type particles of mammalian origin, two different antigenic determinants of the inter-
species type have been revealed by a comparative study of murine-, feline-, suidian-, simian
(woolly monkey) (SSV-1)-and RD,,,-viruses. With respect to the distribution of interspecies de-
terminants, these viruses can be arranged into two distinct groups; one comprises the rodent- and
cat-, the other the pig- and monkey-viruses. RD,,-virus appears to sharea certain non-interspecies
antigenic component with cat viruses (strains Rickard and Gardner) but behaves, as far as its
interspecies antigenic determinant is concerned, more similar to pig- and woolly monkey-viruses.

In showing the serological differences mentioned, IgG antibody could replace whole serum.

Von den Antigenen, die in RNS-haltigen Tumor-
viren des C-Typs (C-Viren) der Siuger vorkommen,
haben vor allem diejenigen eine grofiere Beachtung ge-
funden, die iiber ein breiteres Reaktionsspektrum ver-
fiigen und als gruppen-spezifische (gs) Antigene be-
zeichnet werden. Neben mehreren species-spezifischen
gs-Antigenen (gs-spec. Antigene), die in den verschie-
denen C-Virus-Serotypen der gleichen Siugerspecies
vorhanden sind, konnte — zunichst durch Unter-
suchungen an C-Viren von Katze, Maus, Ratte und
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Hamster — noch eine weitere gs-Komponente nach-
gewiesen werden, die auch in C-Viren anderer Siuger-
arten enthalten ist'3 und deshalb als gs-interspecies
Antigen (gs-interspec. Antigen) bezeichnet wurde?.
GEERING et al.2, die sie zuerst beschrieben, nannten sie
gs/3. In C-Viren des Huhnes und der Schlange liefl
sich das gleiche Antigen nicht nachweisen2.%.8.

Das grofle Interesse an den gs-Antigenen ist aus
verschiedenen Griinden berechtigt. Zunichst einmal
scheinen sie die Entwicklungsgeschichte der C-Viren
und, da deren genetisches Material offenbar in allen
Zellen enthalten ist und vertikal iibertragen wird?-19,
auch die ihrer Wirte widerzuspiegeln. Durch ihre ge-
nauere Analyse miifiten sich demnach Aufschliisse iiber
die entwicklungsgeschichtlichen Beziehungen der ver-
schiedenen C-Virusarten bzw. ihrer Wirtstiere zuein-
ander gewinnen lassen. Auflerdem ist es an Hand
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dieser Antigene moglich, C-Viren mit relativ cinfach
durchfithrbaren, serologischen Reaktionen zu identi-
fizieren, was vor allem bei der Suche nach Vertretern
dieser Gruppe in weiteren Siugern, z. B. beim Men-
schen, von Bedeutung ist. Dafiir sind natiirlich Anti-
seren, die den Nachweis von gs-interspec. Antigen ge-
statten, von besonderem Nutzen.

Fuflend vor allem auf den Ergebnissen, die bei C-
Viren verschiedener Nager und der Katze gewonnen
wurden, herrschte bisher die Ansicht vor, dafl nur
eine einzige antigene Determinante vom interspecies-
Typ bei den verschiedenen Siuger-C-Viren vorkommt.
Nachdem inzwischen solche Viren bei einer Reihe
weiterer Sdugerspecies gefunden wurden, sind wir
dieser Frage noch einmal nachgegangen. Fiir die ver-
gleichende serologische Untersuchung standen uns
neben C-Viren der Maus und der Katze auch solche
von Affe und Schwein zur Verfiigung sowie ein
Stamm (RDy,,), der in einer Gewebekultur mensch-
licher Tumorzellen gefunden wurde. Diese Viren wur-
den unter Verwendung von vier verschiedenen Anti-
seren miteinander verglichen, die simtlich mit gs-inter-
spec. Antigen reagieren, aber in dieser Hinsicht, wie
sich im Laufe der Untersuchungen herausstellte, unter-
schiedliche Reaktionsbreiten besitzen. Als serologische
Nachweismethode wurde ausschliefllich der Immuno-
diffusionstest nach Ouchterlony benutzt, der es
gestattet, etwa vorhandene, verschiedene antigene
Determinanten voneinander zu unterscheiden.

Material und Methoden

Virusprdaparate
Miuse-Leukimie-Viren (MulLV)

Friend-Virus (FLV) wurde in STU-Maus-Embryo-
Zellen!!, Rauscher-Virus (RLV) in JLSV;-Zellen3 und
Gross-Virus (GLV) in permanenten Ratten-Thymus-
Zellkulturen3, die wir von Dr. JoacHmM, New York,
erhielten!2, produziert. Die Viren wurden durch zwei-
maliges Ultrazentrifugieren bei p: 103 konzentriert,
darauf im Zuckergradienten bei einer Dichte von
1,16 g/cm3 gebandet und schliefllich gegen Phosphat-
gepufferte (pH 7,2) Kochsalzlésung (NaCl 7,2) dialy-
siert. Die Typspezifitit der Virusstimme wurde in
frilheren Untersuchungen durch Neutralisationsver-
suche nachgewiesen!4.

Katzen-C-Viren

Katzen-Leukidmie-Virus (Rickard) (FeLV). Das
Virus stammte von einer permanenten Katzen-Zell-
Linie (F 422)3.
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Katzen-Sarkom-Virus (Gardner) (FeSV). Das Virus
wurde in Kulturen von embryonalen Katzen-
zellen produziert, die durch FeSV transformiert
worden waren3. Die fiir die Reinigung der beiden
Katzenviren benutzte Prozedur entsprach der bei den
Miuse-Viren verwendeten. Die gereinigten Viruspri-
parate wurden uns freundlicherweise von Dr. F. de
NORONHA, Ithaca, zur Verfiigung gestellt.

Schweine-Virus (SV). Das Virus wurde aus perma-
nent in Gewebekultur gehaltenen Zellen eines lym-
phoblastischen Lymphknotens von einem Schwein ge-
wonnen (H. STRANDSTROM et al., V. MOENNIG et al.,
in Vorbereitung), nachdem diese mit Bromdeoxyuridin
behandelt worden waren. Es wurde entweder
auf die vorher beschriebene Weise isoliert oder zu-
nichst durch Polyithylenglykoll prizipitiert!® und an-
schlieffend im Dichtegradienten gereinigt. Seine physi-
kalisch-chemischen und biochemischen Eigenschaften
(elektronenoptisches Verhalten, Dichte, 60-70S RNS,
reverse Transkriptase) entsprechen denen anderer C-
Viren. Serologisch unterscheidet es sich von MuLV und
FeLV (V. MOENNIG et al., in Vorbereitung).

Affen (Lagothrix)-Sarkom-Virus, Typ 1 (AV)1S.
Das Virusmaterial, das ein Gemisch aus einem
Sarkom-Virus (SSV-1) und einem ihm assoziierten
nicht-Sarkom-bildenden C-Virus (SSAV-1) darstellt!?,
wurde in Kulturen von Marmoset-Tumorzellen pro-
duziert’® und durch Dichtegradienten-Zentrifugation
gereinigt.

RD,,-Virus stammt von menschlichen Rhabdo-
myosarkomzellen, die in Katzenembryonen passagiert
wurden!?. Es standen uns davon zwei durch Dichte-
gradienten-Zentrifugation gereinigte Priparate zur
Verfiigung. Eines wurde uns von Pfizer Research
Laboratories, Maywood, iiberlassen, das andere von
Dr. James BoweN, Houston/Texas. Beide verhielten
sich serologisch gleich.

Simtliche Viren wurden nach der Reinigung durch
Behandeln mit Tween-80 und Ather degradiert!4, an-
schlieflend, um nicht zerlegtes Virus zu entfernen, bei
pi 7,5 zentrifugiert und schliefflich durch Druckdialyse
gegen NaCl 7,2 konzentriert. Im allgemeinen wurden
fir den Ouchterlony-Test Priparate verwen-
det, die 1-4 mg Protein/cm3 enthielten. Ergab ein ent-
sprechender Ansatz keine klare Prizipitationslinie, so
wurde eine 3-4fach groflere Menge von Antigen ein-
gesetzt.

Antiseren
MuLV-Antiseren

Rgs-Serum14 stammt von einem Kaninchen, das mit
isoliertem gs-Antigen (~ 32000 d Protein) des RLV
hyperimmunisiert wurde. Das Virus wurde aus JLSV;-
Zellkulturen gewonnen, gereinigt, durch Behandeln
mit Tween-Ather zerlegt und das erwihnte Protein
durch Sephadex-Chromatographie und Dichtegradien-
ten-Zentrifugation isoliert??. Bei Priifung in der Ace-
tat-Zellulose-Elektrophorese2® (Trennung nach La-
dung) und in der Gelelektrophorese?! (Trennung nach
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Grofle) erwies es sich als rein. Das Serum gestattet
sowohl die Darstellung der Haupt-gs-spec. Kompo-
nenten (gs/1 und gs/2) wie von gs-interspec. (gs/3)
Antigen im Prizipitationstest!4:22.

FP,-Serum. Fir die Immunisierung eines Kanin-
chens verwendeten wir eine fiir uns freundlicherweise
durch Dr. D. P. BorogNEst und Dr. R. GREEN, Dur-
ham, isolierte ~ 32 000 d Protein-Fraktion von FLV,
das in STU-Maus-Embryozellen!! produziert worden
war. Das Protein wurde durch Behandeln des Virus
mit Guanidinhydrochlorid in Losung gebracht und an-
schliefend durch Chromatographie in gelelektropho-
retisch reiner Form gewonnen23. Zur Immunisierung
wurde es in komplettem Freund’schen Adjuvans
emulgiert. Bei zwei Impfungen im Abstand von
5 Wochen wurden etwa 1,7 mg Protein appliziert.
10 Tage nach der letzten Impfung wurde das Serum
gewonnen. Aufler gs/1 und gs/2 spec. Antigenen von
MuLV lafit sich mit diesem Serum auch gs-interspec.
Antigen darstellen24.

MSV-Serum. Das Serum stammt von Ratten, auf
die Material eines Tumors iibertragen wurde, der
durch Maus-Moloney-Sarkom-Virus (MSV) in Ratten
erzeugt worden war?. Eine geringere Menge dieses
Serums wurde uns freundlicherweise von Dr. R.
GiLDEN, Bethesda, fiir Vergleichsversuche iiberlassen.
Das Serum ist, wie die Untersuchungen der Gruppe
in Bethesda sowie unsere Erfahrungen zeigten, gut zur
Darstellung von gs-spec. Antigenen von MuLV und
gs-interspec. Antigen der Sdugerviren geeignet.

Katzen-Virus-Antiserum

FeLV-Serum. Das Serum wurde durch Dr. R. WiLs-
NACK, Huntingdon Laboratories, Baltimore, Md.,
unter der Laborbezeichnung ’Goat-1-S-8-Serum’ her-
gestellt. Es stammt von einer Ziege, die mit gereinig-
tem FeLV hyperimmunisiert wurde, welches vorher
durch Tween-Ather-Behandlung zerlegt worden war.
Nach Untersuchungen von OroszLAN et /.28, die das
gleiche Serum verwendeten, und eigenen Erfahrungen
stellt es im Ouchterlony-Test neben verschie-
denen gs-spec. Antigenen der Katzenviren auch eine
gs-interspec. Komponente dar.

Simtliche Seren erwiesen sich in umfangreichen
Kontrollversuchen (Prizipitations- und z. T. auch
Komplementbindungs-Teste) als virusspezifisch. Als
Kontrollantigene wurden Extrakte aus verschiedenen
Arten normaler Zellen (von Maus, Katze, Schwein,
Affe, Mensch), Blutplasmen der verschiedenen Tier-
species und foetales Kilberserum benutzt. Bei der
Herstellung der Extrakte wurde 1 cm3 gewaschener,
gepackter Gewebekulturzellen in 1 ¢cm3 NaCl 7,2
homogenisiert. Das Homogenat wurde 10 min bei
3000 U/min zentrifugiert und der Uberstand als An-
tigen verwendet.

Mit Ausnahme des FeLV-Serums wurden die Seren,
um klarere Reaktionen zu erhalten, vor der Verwen-
dung im Immunodiffusionstest etwa 3:1 durch Druck-
dialyse gegen NaCl 7,2 konzentriert!®. Vom FeLV-
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Serum wurde jeweils das 1'/2fache der Menge, die fiir
die Fiillung eines Loches im Agargel ausreicht, ange-
setzt (Nachfiillen).

1gG Antikérper von FP,-Serum

a. Behandlung mit f-Mercaptoithanol

Es wurde das von OROSzLAN et al2® bei entspre-
chenden Untersuchungen benutzte Verfahren verwen-
det, das urspriinglich von DeuTscH und MoRrTON27
beschrieben wurde.

b. Isolierung von IgG

Nach der von WEIR2® beschriebenen Methode wurde
IgG AntikGrper zundchst mit Ammonsulfat gefillt
und anschlieflend iiber eine DEAE-Siule chromato-
graphiert. Die gewonnene IgG Fraktion wurde schlief3-
lich durch Druckdialyse konzentriert. Das Endvolu-
men entsprach etwa !/; der eingesetzten Serummenge.
In der Immunoelektrophorese lieferte das Priparat
gegen Anti-Kaninchen-Globulin-Serum nur eine Bande.
Sie entsprach derjenigen, die Kaninchen-Normal-
Serum bildete, wenn es gegen Anti-Kaninchen-IgG-
Serum reagierte.

Immunodiffusions-Test nach Ouchterlony

Fir den Test wurden die “Immunoplates, Pattern
C¢, der Hyland-Laboratories, Costa Mesa, Cal., mit
2% Noble Agar verwendet'4. Nach dem Ansetzen
wurden die Platten bis zu 72 Stdn. in einer feuchten
Kammer bei 20 °C gehalten. Sie wurden mit einer
Polaroid-Kamera in Abstinden von etwa 12 Stdn.
fotografiert.

Ergebnisse

1. Priifung der verschiedenen Viren
mit Rgs- und FeLV-Serum

Zunichst priiften wir die von uns bisher in erster
Linie zum Nachweis von gs-interspec. Antigen be-
nutzten Rgs- und FeLV-Seren auf ihre Reaktion mit
den verschiedenen Viren (Abb. 1).

a. Rgs-Serum

Wurde das gegen gereinigtes MuLV-gs-Antigen ge-
richtete Rgs-Serum gegen FeLV und FeSV angesetzt
(Abb. 1a), so bildeten die beiden Katzenviren eine
starke durchgehende gs-interspec. Prizipitationslinie,
welche in die von den verschiedenen MuLV-Serotypen
gebildeten Linien einmiindet, ohne jedoch deren Haupt-
teile abzubiegen (partielle Identititsreaktion). Die in
der urspriinglichen Richtung weiterverlaufenden Teile
(Spuren) der MuLV-Linien sind auf die in den Mause-
Viren enthaltenen gs-spec. Antigene gs/1 und gs/2, mit
denen das Serum ebenfalls reagiert, zuriickzufiihren.
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Abb. 1. Reaktionen der verschiedenen Viren mit Rgs- (a-d)
und FeLV- (e-h) Serum. RgsS = Rgs-Serum; FeLVS =
FeLV-Serum. NMZ = Extrakt aus normalen Maus-Em-
bryo-Zellen. fKS = Foetales Kilberserum. Ubrige Abkiir-
zungen siehe Text.

Abb. 2. Reaktionen der verschiedenen Viren mit FP4- (a-c)
und MSV- (d-f) Serum. FP4S = FP4-Serum; MSVS =
MSV-Serum. SVZ = Extrakt aus SV enthaltenden
Schweinezellen, hergestellt wie Extrakte aus normalen
Zellen (s. Text). Bei GLV (Abb. 2d) bildet das gs-interspec.
Antigen eine eigene, feine Linie!*.
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Abb. 3. Vergleich verschiedener MuLV-Antiseren miteinan-
der. Verhalten gegeniiber einigen Viren. a. Vergleich von
FP4- und MSV-Serum. b. Vergleich von FP4- und Rgs-

Serum.
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Abb. 4. Prizipitation von MuLV(FLV), FeLV und SV durch
IgG-Antikdrper. a. und b. f-Mercaptoithanol behandeltes
FP4-Serum (MC FP4S). c. Isoliertes IgG des FPs-Serums.

Zeitschrift fiir Naturforschung 28¢, Seite 216b
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Gelegentlich gaben sich MulV gs/1-, gs/2- und
gs/3 (interspec.)-Antigen durch besondere Linien zu
erkennen.

Im Gegensatz zu den Katzenviren lieferten AV, SV
und RD,,,-Virus (Abbn. 1b-d), obwohl sie — bezogen
auf Proteingehalt — in bis zu 10-fach héherer Kon-
zentration eingesetzt wurden, nur sehr feine, kaum
erkennbare Linien (Pfeile), wenn sie mit dem hetero-
logen Rgs-Serum reagierten. Sie zeigen eine partielle
Identitidtsreaktion sowohl mit MuLV wie mit FeLV.

b. FeLV-Serum

FeLV-Serum bildete mit Katzen-Sarkom-Virus
(FeSV) zwei Hauptlinien und eine feine innere Linie
(Abb. 1e), die sich nicht immer von der benachbarten
Hauptlinie absetzte (Abbn. 1f, g, h). Simtliche Linien
werden durch gs-Antigene verursacht. Bei FelV,
gegen welches das Serum gerichtet ist, wurde gelegent-
lich eine zusitzliche Linie beobachtet, die sehr wahr-
scheinlich durch das entsprechende typspezifische An-
tigen hervorgerufen wird. Sie liegt in der Nizhe der
inneren gs-Linie(n); meist verschmilzt sie damit
(Abb. 1h).

Bei Reaktion von FeLV-Serum mit dem heterologen
MuLV wurde eine relativ starke interspec.-Bande ge-
funden (Abbn. le, f, g, h), die sich gelegentlich (Abbn.
le, f, g) in zwei Linien aufspaltete. Sie miindet(n) in
nur eine der FeSV- oder FeLV-Banden ein (Spurbil-
dung durch die eng benachbarte(n) Linie(n)), die
offenbar das gs-interspec. Antigen der Katzenviren
reprisentiert (Abbn. le, h).

Von den iibrigen Viren verhielten.sich SV und AV
gegeniiber FeLV-Serum Zhnlich wie gegen Rgs-Serum,
d. h. es entstanden kaum erkennbare Prizipitations-
linien (Abbn. 1f, g (Pfeile)), die partielle Identitits-
reaktionen sowohl mit FeLV wie mit MuLV zeigen
(Spurbildungen durch die letzteren).

Das als Menschenvirus angesehene RD,,,-Virus,
dessen Wirtszellen in Katzenembryonen passagiert
wurden und das mit Rgs-Serum in zhnlicher Weise
wie AV und SV reagierte, zeigte gegeniiber dem
Katzenvirus-Antiserum ein anderes Verhalten als diese
beiden Viren. Im Gegensatz zu ihnen bildete es eine
klare Prizipitationslinie (Abbn. le, f, h). Dies ge-
schah selbst dann, wenn nur 1/, der Antigenmenge
verwendet wurde, die von thm bei der Reaktion mit
Rgs-Serum eingesetzt war. Die betreffende Linie
nimmt im Gegensatz zu der durch MuLV gebildeten
(Abbn. 1le, h) beide inneren gs-Antigen-Linien von
FeSV auf (Abbn. 1e, f, h). Es muf danach im RD,,,-
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Virus eine mit FeLV-Serum reagierende Komponente
enthalten sein, die in MuLV nicht vorkommt. Das
ergibt sich auch aus der Feststellung, daff die RD,,,-
Linie eine klare Spur gegeniiber der von MuLV bildet
(Abbn. 1e, f, h). Sie wurde regelmiflig bei Verwen-
dung der verschiedenen RD,,,-Virus- und MulLV-
Priparate beobachtet. Wurde anstelle von FeSV FeLV,
d. h. das fiir das Antiserum homologe Katzenvirus
verwendet (Abb. 1h), so gab sich bei diesem eine zu-
sitzliche Komponente durch Bildung einer Spur zu er-
kennen, die in RD,,;,-Virus nicht enthalten ist. Sie
diirfte dem typspezifischen Antigen des FeLV zuzu-
schreiben sein. Dieser Befund entspricht dem von
OROSZLAN et al.26 mit FeLV-Antiserum erhobenen,
wurde aber von diesen Autoren in anderer Weise in-
terpretiert (s. Besprechung der Ergebnisse).

Wie die beschriebenen Ergebnisse zeigen, reagieren
die verschiedenen Viren im heterologen Ansatz in un-
terschiedlicher Weise mit den beiden verwendeten
Seren. Die beiden Katzenviren und MuLV bilden mit
Rgs- bzw. FeLV-Serum klare, AV und SV dagegen
kaum erkennbare Prizipitationslinien. RD,,,-Virus
verhilt sich gegeniiber Rgs-Serum wie die beiden
letzteren, nicht aber gegen FeLV-Serum. Sein Ver-
halten gegeniiber diesem lifit vermuten, daf} es neben
einem interspecies Antigen noch eine fiir Katzen-C-
Viren charakteristische antigene Komponente enthilt.

2. Priifung der verschiedenen Viren
mit FPy- und MSV-Serum

Die unterschiedlichen Reaktionen der beiden vorher
behandelten Seren mit den verschiedenen Viren legten
den Verdacht nahe, daf bei den Siuger-C-Viren
mehrere Arten von interspec.-Determinanten vorkom-
men. Die Untersuchungen mit FP,- und MSV-Serum
(Abb. 2), die klar erkennbare Prizipitationslinien vom
interspecies Typ mit allen untersuchten Viren liefern,
bestitigten diese Annahme.

Beide Antiseren bildeten — wie Rgs-Serum — mit
den heterologen Katzenviren Linien, die partielle
Identititsreaktionen mit den von verschiedenen
MuLV-Serotypen hervorgerufenen gs-Antigen-Banden
zeigen (Abbn. 2a, d).

SV, AV und RD,,,-Virus verursachten mit FP,-
und MSV-Serum selbst dann klare Prizipitationslinien,
wenn wir von ihnen nur etwa !/; der Antigenmengen
verwendeten, die bei den Reaktionen mit Rgs- und
FeLV-Serum eingesetzt waren (Abbn. 2b, c, e, f, Abb.
3a). Bei SV und AV war nur eine Linie zu sehen, bei
RD,,,-Virus spaltete sie sich, wenn FP,-Serum be-
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nutzt wurde, gelegentlich in eine Haupt- und zwei
feine Nebenlinien auf (Abb. 2b), die aber simtlich in
die FeLV-interspec.-Linie einmiinden. Wichtig fiir
unsere Fragestellung ist, daf} die durch FP,- und MSV-
Serum mit SV, AV und RD,,-Virus gebildeten gs-
interspecies Prizipitationsbanden nur partielle Identi-
titsreaktionen mit den FeLV-interspec.-Banden liefer-
ten (starke Spurbildungen durch die letzteren) (Abbn.
2b, ¢, e, f, Abb. 3a). Untereinander scheinen die durch
die beiden Seren darstellbaren interspecies Antigene
von Schwein-, Affen-und ,,Menschen“-Virus aber weit-
gehend dhnlich zu sein. Thre Prizipitationslinien gehen
im allgemeinen voll ineinander iiber (Abbn. 2b, e,
Abb. 3a). Bei RD,,,-Virus besteht die Moglichkeit,
dafl eine antigene Determinante, die durch eine der
feinen Prizipitationslinien dargestellt wird (duflere
Linie bei Reaktion mit FP,-Serum (Abb. 2b)), in SV
und AV interspec. Antigen nicht enthalten ist (Ver-
dacht auf Spurbildung in Abb. 2b).

Aufgrund dieser Ergebnisse nehmen wir an, dafl die
gs-interspec. Antigene von AV, SV und RD,,,-Virus
untereinander eng verwandt, aber verschieden von
denen der Miuse- und der bisher niher untersuchten
Katzen-C-Viren sind.

3. Unmittelbarer Vergleich von MuLV-Antiseren

Wurden im gleichen Ansatz die Prizipitationsreak-
tionen von MuLV-Antiseren miteinander verglichen,
dann zeigte sich, daf} FP,- und MSV-Serum, wie nach
den vorher beschriebenen Versuchen zu erwarten, sich
gegen FeLV bzw. RD,,,-Virus gleich verhalten (Abb.
3a). Die von beiden Seren gebildeten Prizipitations-
linien gehen jeweils kontinuierlich ineinander iiber.

FP,- und Rgs-Serum differieren, obwohl sie beide
gegen das ~ 32000 d Protein von MuLV hergestellt
wurden, nach den vorher beschriebenen Versuchen in
ihrem Verhalten gegeniiber den untersuchten Viren.
Es wurde erwartet, dafl die unterschiedliche Qualitit
der beiden Seren auch dann zum Ausdruck kommt,
wenn sie zusammen gegen FeLV angesetzt werden,
das mit beiden klare interspecies Reaktionen liefert.
Das Ergebnis eines entsprechenden Experimentes gibt
Abb. 3b wieder. Entgegen unserer Erwartung bildet
danach die von FP,-Serum erzeugte Linie keine ein-
deutige Spur gegeniiber der von Rgs-Serum verursach-
ten Bande, sondern nur eine schwache Andeutung
einer solchen. Aufgrund dieses Befundes nehmen wir
an, dafl das Spektrum der interspec. Antikdrper in
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beiden Seren gleich ist, ihr Mengenverhiltnis aber
verschieden.

4. Darstellung der interspec.-Antigene
durch 1gG-Antikérper

Kiirzlich wurde von OroszLaN und Mitarb.25 be-
richter, dafl zumindest gewisse MuLV-Antiseren gs-
interspec. (gs/3) Antigen-Prizipitationslinien bei Kat-
zen-, Ratten- und Hamsterviren nur bilden, wenn
sowohl IgG wie IgM Antikorper vorhanden sind. Da
die Moglichkeit bestand, daf} die von uns beobachteten
partiellen Identititsreaktionen nicht auf Unterschieden
zwischen den einzelnen Antigenen beruhen, sondern
durch eine unterschiedliche Beteiligung der beiden
Antikorperklassen vorgetiuscht werden, setzten wir
entsprechende Versuche mit Serummaterial (FP,-
Serum) an, das nur IgG-Antikorper enthielt. Wie aus
Abb. 4a hervorgeht, stellt -Mercaptoithanol behan-
deltes FP,-Serum die FeLV interspec. Linie und deren
partielle Indentitdtsreaktion mit MuLV ebenso dar
wie unbehandeltes FP,-Serum. Auflerdem liefert es,
wie Abb. 4b ausweist, mit FeLV und SV ein Prizipi-
tationsbild, das dem mit komplettem FP,-Serum ent-
spricht (Abb. 2¢) Ahnlich verhielt sich das aus FP,-
Serum durch Chromatographie gewonnene IgG, das in
der Immunoelektrophorese auf Reinheit gepriift wurde.
In Abb. 4c ist seine Reaktion mit FeLV und SV dar-
gestellt.

Besprechung der Ergebnisse

Wie aus den beschriebenen Ergebnissen hervorgeht,
bestehen eindeutige Unterschiede im Prazipitations-
verhalten der gs-interspec. Antigene gewisser Sduger-
C-Viren. In dieser Hinsicht konnen beim gegenwir-
tigen Stand der Untersuchungen zwei Hauptgruppen
unterschieden werden. Die eine umfafit die Viren der
Maus und die bisher niher untersuchten Erreger der
Katze. Zu ihr gehdren sehr wahrscheinlich auch die
des Hamsters und der Ratte, deren gs-interspec. Anti-
gene nach serologischen Untersuchungen anderer Au-
toren®5 identisch mit denen der vorher genannten
Tierarten sind. In die zweite Gruppe ordnen wir das
SV und AV ein. Das RD,,,-Virus, auf das spiter noch
niher eingegangen wird, lehnt sich zwar enger an die
Viren der letztgenannten Gruppe an, unterscheidet
sich aber von diesen in gewisser Hinsicht.

Die vorgeschlagene Einteilung ergibt sich zunichst
einmal aus der Feststellung, dafl die gepriiften Seren
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im heterologen System (Darstellung von interspec.
Antigen) in unterschiedlicher Stirke mit den einzelnen
Viren reagieren. Tab. I faflt die entsprechenden Er-
gebnisse noch einmal zusammen. Die darin aufgezeig-
ten Unterschiede konnen nicht darauf beruhen, daff
von einigen Viren geringere Antigenmengen als von
anderen eingesetzt wurden. Sie waren in den betref-
fenden Versuchen bei den mit Rgs- und FeLV-Serum
schwach reagierenden Viren AV, SV und z. T. (Rgs-
Serum) RD,,, - bezogen auf Proteingehalt - bis zu 10
mal grofler als bei denen, die klare Reaktionen verur-
sachten (FeLV, MuLV). Auflerdem zeigte sich, daf} die
mit den beiden Seren kaum reagierenden Viren mit an-
deren (FP,- und MSV-Serum) noch in wesentlich ge-
ringerer Menge eindeutige Prizipitate lieferten. Dem-
nach diirften mit hoher Wahrscheinlichkeit Unter-
schiede in der antigenen Beschaffenheit der interspec.
Komponente der verschiedenen Viren fiir das beob-
achtete Phinomen verantwortlich sein. Dafl dies zu-
trifft, ergibt sich, wenn man die Prizipitationsbilder
betrachtet, die durch FP,- und MSV-Serum erzeugt
wurden, welche gut mit allen verwendeten Viren
reagieren. Wurden die zur zweiten Gruppe gehdren-
den Affen- und Schweine-Viren sowie das RDj,-
Virus gegen diese MuLV-Antiseren angesetzt, so lie-
ferten sie mit dem zur ersten Gruppe gehdrenden
FeLV nur partielle Identititsreaktionen. Da sich die-
ses Verhalten bei ausschlieflicher Verwendung von
IgG-Antikorper nicht dnderte, kann die unterschied-

Tab. 1. Verhalten der Antigene verschiedener Viren (Ouchterlony-Test) und
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liche Beteiligung verschiedener Antikorperklassen26 da-
fiir nicht verantwortlich sein.

Zu einer analogen Einteilung der verschie-
denen Siuger-C-Viren, wie sie aufgrund des Ver-
haltens ihrer interspec. Antigene hier vorgeschla-
gen wird, kommt man, wenn man die serologischen
Eigenschaften ihrer reversen Transkriptasen betrachtet
(s. Tab. I). Wie ScoLnick et «l.2® fanden, inhibiert
Antikorper gegen MuLV-Transkriptase zwar das
homologe Enzym am stirksten (> 95%), bis zu einem
gewissen Grade aber auch Ratten- (60°/o), Hamster-
(40%/¢) und Katzen (FeLV)- (60%) Virus-Polymerase,
nicht jedoch das entsprechende Enzym von zwei Affen-
viren (SSV-1 (= AV) und Gibbon Lymphom Virus)
und von RD,,,-Virus. Analog wirkte Antikorper ge-
gen FeLV-Transkriptase, der das Katzenvirus-Enzym
am stiarksten (> 90%), das der Nagerviren zu etwa
40-50%9 hemmte, die der Affenviren und des RD,,,
aber wiederum nicht. Etwas spidter berichtete die
gleiche Gruppe?®@, dafl die Polymerase des RDj,,-
Virus immunologisch von der der Affen-Viren ver-
schieden sei. LoNG et al.2%P stellten jedoch mit einem
Anti-RD,,-Polymerase-Serum fest, dafl enge serolo-
gische Beziehungen zwischen ihnen bestehen; auch mit
threm Serum konnten die Polymerasen des RD,,,-Virus
und der Affen-Viren von denen der Miuse- und Kat-
zen-Viren (FeLV) abgegrenzt werden. Schlief8lich wie-
sen Parks und ScoLnick2?¢ mit Hilfe von Radioim-
munversuchen nach, dafl die dabei erfafiten interspec.

ithrer reversen Transkriptasen

(Enzym-Inhibitionstest) gegeniiber homologen und heterologen Antiseren. Die Enzym-Inhibitionswerte (ausgedriickt
in %o Inhibition) wurden der Arbeit von ScoLnick et al?® entnommen. Die Stirke der Prizipitate ist durch * —

+++ ausgedriickt. Die durch * gekennzeichneten Reaktionen wurden durch homologe Antiseren verursacht. n. g. =

Nicht gepriift.

Viren
Teste Antiseren MuLV FelLV RDji4 AV SV
I Rgs-Serum ++++* ++ £ + =%
)
Z‘ FeLV-Serum ++ + 44 +* e + s
o
=
] FP4-Serum + - +* ++ ++ ++ A
z
o MSV-Serum +4++* ++ ++ ++ ++
;E‘ % MuLV-Polym.-S. >959,* 609, <59% <5%, n. g.
=1
g 2
> .8
g = FeLV-Polym.-S. 50%, >909,* <5% <5% n. g.
m
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Antigene von Nager- und Katzen-Viren sich von
denen der Affenviren unterscheiden.

Aufgrund der Ergebnisse unserer serologischen Ana-
lysen mit dem Ouchterlony-Test nehmen wir
an, dafl die interspec. Antigene der Viren der ersten
Gruppe (Nager-Viren, FeLV, FeSV) mindestens zwei
verschiedene Determinanten (a und b) enthalten. In
den Viren der zweiten Gruppe (AV, SV, RD,)
kommt von diesen nur b in klar nachweisbarer Menge
vor. Ob hier a ginzlich fehlt oder nur in wesentlich
geringerer Menge vorliegt, liefle sich durch Absorp-
tionsversuche entscheiden, die durchgefihrt werden
sollen, sobald die betreffenden Viren in ausreichender
Menge verfiigbar sind. Man kann wohl damit rech-
nen, dafl bei Priifung weiterer Seren und Viren
weitere interspec. Determinanten nachgewiesen wer-
den, zumal bei RD,,-Virus gelegentlich bis zu 3 inter-
species-Linien auftraten; dhnliches wurde auch bei
Reaktion von FeLV mit MuLV-Antiserum beobachtet.

Von den bei unseren Untersuchungen verwendeten
Antiseren reagieren FP,- und MSV-Serum mit beiden
postulierten Determinanten, wahrend Rgs- und FeLV-
Serum bevorzugt a prizipitieren. Worauf diese Unter-
schiede im Reaktionsspektrum beruhen, ist nicht klar.
Von Bedeutung konnte in dieser Hinsicht sein, dafl
fir die Herstellung der beiden letztgenannten Seren
Material verwendet wurde, das nach Behandeln der
Viren mit Tween-Ather gewonnen war. Beim FP,-
Serum stammte die zur Immunisierung benutzte
MuLV-Komponente, die in ithrem elektrophoretischen
Verhalten dem fiir die Gewinnung von Rgs-Serum
verwendeten Protein entsprach, dagegen aus Virus-
partikeln, welche mit Guanidin-Hydrochlorid behan-
delt wurden. Das MSV-Serum schliefllich wurde von
Ratten gewonnen, in die Material eines Sarkoms
transplantiert wurde, das durch MSV induziert wor-
den war. Es konnte sein, daf unter den beiden letzt-
genannten Bedingungen weitere antigene Determinan-
ten des Virus in eine immunogene oder besser immu-
nogene Form iiberfithrt wurden. Eine kombinierte
Aktion von IgG und IgM Antikorper scheint nur bei
gewissen Seren fiir die Erzeugung von gs-interspec.
Prizipitaten erforderlich zu sein. Darauf hatte be-
reits die Feststellung von ORoszLaN et al.25 hinge-
wiesen, dafl bei einem Ziegen-FeLV-Serum der IgG
Antikorper allein die Reaktion ausldst. Das gleiche
trifft, wie vorher bereits ausgefiihrt, fiir unser FP,-
Serum zu.

Die Tatsache, dafl FP,-Serum mit beiden interspecies
Determinanten reagiert, deutet darauf hin, daf} sowohl
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a wie b in der Virusproteinfraktion von MuLV ent-
halten ist, der ein Molekulargewicht von ~ 32000 d
zugeschrieben wird. In dieser Fraktion, die mehr als
309 des gesamten Virusproteins darstellt, wurden
auflerdem die gs-spec. Antigene gs/1 und gs/2 ge-
funden22. Man mufl aber wohl damit rechnen, daff
noch in weiteren Virusstrukturproteinen Determinan-
ten vom interspecies Typ vorkommen. Darauf deutet
u. a. die Feststellung hin, daf} sich aus degradiertem
(Tween-Ather) MuLV z. B. durch Sephadex-Filtration
eine Komponente gewinnen laflt, die keine nachweis-
bare Menge von gs/1 und gs/2, wohl aber interspecies
Antigen enthalt3?. Weiterhin wurden kiirzlich Hin-
weise dafiir gewonnen, dafl in der himagglutinieren-
den Virusoberflichenstruktur eine interspecies Deter-
minante enthalten ist3!. Schlieflich ist die reverse
Transkriptase bis zu einem gewissen Grade (s. Tab. I)
als interspec. Antigen anzusehen. Eine endgiiltige
Klirung der Verhiltnisse ist wohl erst zu erwarten,
wenn alle Viruskomponenten in reiner Form vor-
liegen.

RD,,,~Virus wurde, wie bereits erwahnt, aus
menschlichen Tumorzellen isoliert, die in Katzenem-
bryonen passagiert wurden?®, und dabei natiirlich der
Gefahr einer Infektion mit Katzen-C-Viren ausgesetzt
waren. Aufler in anderen serologischen Testen (z. B.
Enzyminhibitionstest??) wurde es auch im Immuno-
diffusionsversuch?¢ mit einer Reihe von C-Viren
verglichen. Dabei wurde unseres Wissens von den
Katzen-Viren jedoch lediglich das FeLV herangezo-
gen. In einem Versuch, in dem die betreffenden Auto-
ren?6 dieses zusammen mit RD,;,-Virus und MuLV
gegen Goat-1-S-8-Serum (= FeLV-Antiserum) an-
setzten, bildete die innere FeLV-Linie eine Spur so-
wohl gegeniiber der RD;;,- wie der MuLV-Bande,
wihrend die beiden letzteren kontinuierlich in-
Ubergingen. Aus diesen und weiteren
serologischen Befunden folgerten die Autoren, dafl
RD,,,-Virus kein fiir Katzenviren charakteristisches
gs-spec. Antigen enthilt, sondern nur das auch in
MuLV vorkommende gs-interspec. Antigen, und des-
halb wahrscheinlich ein reines Menschen-C-Virus
darstellt.

einander

Unsere Ergebnisse sind damit nicht in Einklang zu
bringen. Zwar fanden wir ebenso wie die vorher er-
wihnten Autoren2® eine Spurbildung, wenn wir das
FeLV-Antiserum gegen RD;,, und FeLV ansetzten,
nicht aber, wenn wir statt des letzteren FeSV ver-
wendeten. In diesem Fall beobachteten wir vielmehr,
dafl sich die innere FeSV-Linie in zwei Linien aufspal-
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tete und die von RD,,, gebildete Prizipitationsbande
beide voll aufnahm (s. Abb. 1e). Im Gegensatz dazu
ging die von MuLV gebildete Linie nur in eine der-
selben iiber, die offenbar das interspec. Antigen des
FeSV darstellt. Danach muf im RD,,,-Virus eine mit
FeLV-Serum reagierende antigene Komponente ent-
halten sein, die im MuLV gs-interspec. Antigen nicht
nachweisbar ist. Darauf deutete auch unsere, im Ge-
gensatz zu den vorher beschriebenen Beobachtungen?é
stehende Feststellung hin, daff die RD,,,-Linie gegen-
tiber der von MuLV eine deutliche Spur ausbildete,
selbst dann, wenn groflere Mengen von MuLV einge-
setzt wurden (s. u. a. Abb. le). Die Spur, die FeLV
(s. Abb. 1h), nicht aber FeSV, gegeniiber RD,,,-Virus
zeigte, diirfte nach unserer Ansicht durch ein typ-
spezifisches FeLV-Antigen hervorgerufen werden und
nicht, wie OROSZLAN et 2/.26 annehmen, durch ein
Katzenvirus-gs-spec. Antigen.

Schwer zu erkliren ist, warum wir, nicht aber
OROSZLAN et al.26, nur eine partielle Identititsreak-
tion zwischen RD,,;,-Virus und MuLV beobachteten,
obwohl das gleiche FeLV-Antiserum benutzt wurde.
Von uns konnte dieses Ergebnis in zahlreichen Ver-
suchen reproduziert werden, in denen wir verschiedene
MuLV-Stimme und zwei von verschiedenen Labora-
torien hergestellte RD,,,-Viruspriparate benutzten. In
diesem Zusammenhang konnte von Bedeutung sein,
dafl wir eine groflere Menge von Antiserum verwen-
deten und auflerdem die Reaktionen bis zu 72 Stdn.
beobachteten; hiufig treten die fiir partielle Identitits-
reaktionen charakteristischen Spuren erst nach lingerer
Zeit in Erscheinung.

Auch nach unseren Ergebnissen ist RD,,-Virus
sicher nicht identisch mit einem der bisher niher unter-
suchten Katzen-C-Viren; es enthilt jedoch eine anti-
gene Komponente, die zwar in diesen, nicht aber in
C-Viren der Maus vorkommt und wahrscheinlich ein
gs-spec. Antigen der Katzen-Viren darstellt. Nach
neuesten, noch nicht verdffentlichten Befunden (per-
sonliche Mitteilung von FISCHINGER sowie von Li-
VINGSTON u. Toparo) soll RD,,,-Virus serologisch
eng mit einem anderen, kiirzlich gefundenen C-Virus
der Katze verwandt sein.

Nach den nunmehr vorliegenden Erkenntnissen
scheinen die in den C-Viren enthaltenen Antigene die
Entwicklungsgeschichte dieser Viren und ihrer Wirte
in detaillierterer Form wiederzuspiegeln, als man ur-
spriinglich vermutete®:89. Bezieht man die hier beschrie-
benen Ergebnisse mit ein, dann kdnnte sich folgendes
Bild ergeben: die entwicklungsgeschichtlich iltesten An-
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tigene diirften diejenigen interspec. Komponenten sein,
die in allen bisher untersuchten Siuger-C-Viren vor-
kommen. Sie sind wahrscheinlich schon im Ursduger in
Erscheinung getreten. Die Feststellung, daf in C-Viren
der Nager eine andere Konstellation von interspec.
Determinanten vorliegt als in denen von Schwein und
Affe, laflit vermuten, daf} die entsprechenden Antigen-
Muster sich erst bei gemeinsamen Vorfahren der betref-
fenden Tiergruppen ausprigten. Entwicklungsgeschicht-
lich scheint in der Tat das Schwein den Primaten
niherzustehen als den kleinen Nagern32. In diesen
Rahmen lassen sich allerdings nicht ohne weiteres
unsere Befunde bei FeLV und FeSV einordnen. Dabei
mufl man aber beriicksichtigen, dafl im Laufe der
Entwicklung gelegentlich C-Viren entstanden, die
horizontal iibertragen werden konnten (z. B. Sarkom-
viren). Treten sie bei Nagern auf, so konnen sie aus
naheliegenden Griinden vor allem die Katze infizieren
und durch genetische Interaktion mit den urspriing-
lichen C-Viren dieser Tierart deren antigenes Spek-
trum verindern. Moglicherweise stellt das vorher er-
wihnte, neu isolierte C-Virus und damit u. U. auch
das mit ihm angeblich eng verwandte RD,,-Virus
das eigentliche Katzen-C-Virus dar. Die gs-species
Antigene, die sich auf die verschiedenen C-Viren der
gleichen Species beschrinken, sind aller Wahrschein-
lichkeit nach in den Urahnen der betreffenden Arten
aufgetreten. Die typ-spezifischen Antigene schliefllich
sind, wie vor allem die Untersuchungen bei C-Viren
des Huhnes gezeigt haben?®3, bis zu einem gewissen
Grade den jeweiligen Wirtsgenotypen angepafit. Wir
vermuten deshalb, daf sie sich erst zusammen mit die-
sen ausbildeten und die entwicklungsgeschichtlich
jingsten Antigene der C-Viren darstellen.

Die hier entwickelte Vorstellung iiber die Zusam-
menhinge zwischen den Antigenen der C-Viren und
der Entwicklungsgeschichte dieser ,Erreger® und ihrer
Wirte kann beim gegenwirtigen Stand der Unter-
suchungen nur hypothetischen Charakter haben. Die
serologische Analyse weiterer Viren dieser Art wird
zeigen, wie weit sie berechtigt ist.

Nachdem unsere Untersuchungen demonstriert ha-
ben, dafl sich die interspec. Antigene gewisse Sduger-
C-Viren verschieden verhalten und dafl eine Deter-
minante, die in C-Viren von Primaten vorkommt, nur
mit bestimmten Antiseren klar erfaflt werden kann,
iRt sich auch eine Erklirung dafiir finden, warum
serologisch noch kein zwingender Beweis fiir das Vor-
kommen eines C-Virus in menschlichem Tumormate-
rial erbracht werden konnte. Wir benutzten fiir diesen
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Zweck bisher unser Rgs-Serum. Mit ithm erhielten
wir in einigen Fillen positive Reaktionen, die aller-
dings relativ schwach waren34. Besser dafiir geeignet
diirfte nach den hier gewonnenen Erfahrungen ein
Serum wie das FP,-Antiserum sein. Die bisher in
dieser Richtung mit ihm durchgefiihrten Priifungen
lieferten bereits einige ermutigende Ergebnisse.
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