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D. K.: 576.809: 575.2

Varianten und Mutanten bei animal-pathogenen Virusarten!

Von C. Hallauer

Vorbemerkungen. Simtliche Virusarten repriisentieren heterogene Popu-
lationen von biologisch und genetisch differenten Partikeln, némlich
einem vorherrschenden, den biologischen Charakter bestimmenden Bio- -
typ und den sich in der Minderzahl befindlichen natiirlichen Mutanten.
Die Mutationsrate ist bei den verschiedenen Virusarten ungleich grof,
so dal} zwischen genetisch relativ stabilen Arten (z. B. Variola-, Masern-,
Gelbfieber-, Mumps-, Herpes simplex-, klassisches Hiithnerpestvirus) und
ausgesprochen labilen Arten (z. B. Influenza-, Polio-, Maul- und Klauen-
seuche-, atypisches Hiihnerpestvirus) unterschieden werden kann. Die
Potenz zur Variabilitit wird somit durch die jeder Virusart inhirente
Frequenz der Bildung spontaner Mutanten bestimmt. Die Umformung
einer Viruspopulation zu einer selbstindigen Variante bzw. Mutante er-
folgt — nach der vorherrschenden Meinung — ausschlieBlich durch Selek-
tion, d.h. durch die Begiinstigung natiirlich vorhandener Mutanten
gegeniiber dem bisher dominierenden Biotyp. Als natiirliche « Selektoren»
fungieren Gewebe, in welchen das Virus bisher nicht passiert wurde. Mit
dieser Vorstellung harmoniert die Erfahrung, wonach ein Wirtswechsel
oder die Virusdauerpassage in bestimmten Geweben (z. B. Gehirn) hiufig
Virustransformationen bewirken.

Isolierung von Varianten bzw. Mutanten bei der Dauerziichtung von
klassischem bzw. atypischem Gefliigelpest- und Gelbfiebervirus
in menschlichen Gewebsexplantaten®

Die seit vier Jahren laufenden Untersuchungen verfolgten zunichst
den Zweck, menschenapathogene Virusarten (Vaccine-, Gefliigelpest-,
Gelbfieber-, 17D-Virus) an explantiertes menschliches Tumorgewebe
(Carcinomstimme « HeLa», «KB», «Detroit-6») derart zu adaptieren, dafl
eine therapeutische Verwendung beim Menschen maoglich gewesen wiire.

! Die Abhandlung dieses Themas mul sich auf eine Reihe eigener Versuche be-
schrinken, in welchen die vorziigliche Eignung von Gewebsexplantaten fiir die Gewin-
nung von Virusvarianten und Mutanten nachgewiesen wurde und der Mechanismus
dieser Virusabwandlungen teilweise gekliirt werden konnte.

? Entsprechende Versuche mit Variolavirus sind z.Z. im Gang.
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Dieser Zweck wurde indessen nicht erreicht; simtliche «adaptierten»
Virusstimme vermochten zwar das explantierte Tumorgewebe villig zu
zerstoren, zeigten jedoch bei menschlichen Tumortrigern — von einer
einzigen Ausnahme® abgesehen — nicht die geringsten onkolytischen
Effekte.

Trotz dieses offensichtlichen Miflerfolges wurden diese Versuche auf
noch breiterer Basis (Einbezug des menschenpathogenen Gelbfieber-
stammes «Asibi»; zusitzliche Verwendung von menschlichem Normal-
gewebe [Amnion, Niere]) fortgefiihrt, und zwar im Hinblick auf die Er-
fahrung, wonach Virusarten (Gelbfieber-, Hiihnerpest-, Newcastle Dis-
ease-, Poliovirus) im Gewebsexplantat ungleich hdufiger und weitgehen-
der abgewandelt werden als im Tierversuch (vgl. Hallauer und Kronauer
[14]). AuBerdem bietet das Gewebsexplantat fiir das Studium der Va-
rianten- und Mutantenbildung noch eine Reihe weiterer Yorziige: 1, Ex-
plantate (Passagezellstimme) sind derart dedifferenziert, dafl die art-
und organspezifische Provenienz des Gewebes fiir die Eignung zur Virus-
ziichtung meist keine Rolle mehr spielt, d. h. Gewebe, die in vivo nicht
zu infizieren sind, kdnnen in vitro einen hohen Grad von Virusempfind-
lichkeit aufweisen (vgl. Hallauer und Kronauer [14]); 2. die Bildung von
Virusvarianten kann im Explantat durch die téigliche Prifung des cyto-
pathogenen Effektes, der Plaquebildung, der Hdmagglutinin- und In-
fektiositatstiter fortlaufend kontrolliert werden, und 3. erlaubt die Plaque-
Technik von Dulbecco, Virusvarianten rasch festzustellen und in reinen
Klonen zu isolieren.

Die Abwandlung, welche die gepriiften Virusarten bei der Dauerpassage
in menschlichen Gewebsexplantaten erfuhren, ist insofern einheitlich,
als stets hochgradig mitigierte, d. h. fiir die natiirlichen Wirte apatho-
gene Varianten gebildet wurden. Hiervon abgesehen, zeigte jede Va-
riante — in Abhiingigkeit von der Art des Ausgangsvirus, der zur Ziich-
tung verwendeten Gewebe und der Dauer der Kulturpassage — bestimmte
Besonderheiten.

1. Klassisches Gefliigelpestvirus (13, 14, 15)

Der seit mehr als dreiflig Jahren in Ei- und Hiithnerpassagen unter-
haltene Stamm « Brescia» wurde auf Explantate der menschlichen Carci-
nomstimme HeLa und KB sowie von menschlichem Amnion (Stamm
FL) iibertragen und in Dauerpassagen fortgefiihrt. Die Viruspassage er-
folgte in jedem dieser Explantate in zwei Serien, wovon die eine kon-
tinuierlich mit massiven, die andere mit kleinen Virusdosen infiziert

3 Vollige Riickbildung einer Struma maligna nach der intratumoralen Injektion von
Vaccinekulturvirus.
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wurde. Sobald sich Anzeichen fiir eine qualitative Verdnderung des
Passagevirus ergaben, wurde versucht, die entstandene Variante nach
dem Verdiinnungsverfahren (Uberimpfung von Virusgrenzdosen auf das
Explantat bzw. Brutei) zu isolieren. Derart isolierte Varianten wurden
hierauf in fortlaufenden Bruteipassagen auf die Stabilitit ihrer Eigen-
schaften gepriift. Die nachfolgende Zusammenstellung (Tab. 1) gibt iiber
diese Versuchsanordnung Auskunft.

Tabelle 1

Dauerpassage des klassischen Gefliigelpestvirus « Brescia» in menschlichen Explantaten.
Passagezahl: im gesamten, im Zeitpunkt des ersten Nachweises und der Isolierung der

Varianten
HeLa HeLa Amnion
Explantate M — S»* «Ziirich» KB «FL»
Gesamtzahl der Passagen . 76 62 60 54
Varianten:
erster Nachweis........ 18. 20. 5. 30.
Isolierung bzw. Stabilisie-
L 37./1-79** 30./1-32 20./1-29 24./1-9
50./1-25 48./1-22
62./1-19 60./1-17

* Stamm Minneapolis (1.-36. Passage), Stamm Sip (37.-76. Passage)
** Abzweigung des Kulturvirus der 37. Passage auf Brutei und 79 Eipassagen

Die Bildung von Varianten konnte in simtlichen der gepriiften Ex-
plantate — allerdings nach einer recht unterschiedlichen Anzahl von
Passagen — nachgewiesen werden. Die Art des explantierten Gewebes
bestimmte nicht nur die Raschheit der Virusabwandlung, sondern auch
die Stabilitdt der isolierten Varianten. So konnten aus Amnionexplan-
taten — trotz zahlreichen Selektionsversuchen — keine villig stabilen,
d. h. irreversibel mitigierten Virusvarianten gewonnen werden. Ferner-
hin hatte die Gréfle der Infektionsdosis, mit welcher die Explantate be-
impft wurden, einen unverkennbaren Einflul auf die Virusvariabilitit:
In HeLa- und Amnionexplantaten war die Isolierung von Varianten nur
in den massiv infizierten Passagereihen maglich.

Gegeniiber dem vollvirulenten Ausgangsvirus unterschieden sich die
Varianten in den folgenden Merkmalen:

a) Varianten sind - im Gegensatz zum originidren Virus — an mensch-
liche Explantate adaptiert. Die im Explantat erreichten Viruskonzen-

trationen betragen fiir Varianten log 5.5-6.3, fiir das Originalvirus
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b) Bei der Auswertung im Brutei zeigt das mitigierte Kulturvirus
durchschnittlich einen niedrigeren Infektiositiitstiter als im Explantat
(—log 4.3:5.7 IDy;). Zwischen mitigiertem Ei- und Originalvirus be-
stehen dhnliche Titerdifferenzen (—log 7.0:8.3). Charakteristisch fiir das
Verhalten mitigierter Yirusstimme sind jedoch vor allem die - gegeniiber
dem Originalvirus — konstant (um 1-6 Tage)} verlingerten Tétungszeiten,
in welchen der verzigerte Infektionsablauf bzw. die verlangsamte Virus-
generalisation deutlich zum Ausdruck kommt.

¢) Die Himagglutininbildung ist bei Varianten nicht herabgesetzt,
steht jedoch in einem offensichtlichen Mifiverhiltnis zum relativ nied-
rigen Infektiosititstiter, so daB auffallend kleine ID; /HA-Quotienten
(Kulturvirus: log 2.5-3.7; Eivirus: log 4.1-4.5; Originalvirus: log 5.6}
resultieren, ein Befund, der méglicherweise auf die Bildung von inkom-
plettem Virus hinweist.

d) Fiir Hithner sind die Varianten bei jeder Art von Applikation (in-
tramuskulér, intravends, intracerebral, peroral) und nach Verabreichung
grofter Infektionsdosen (105-107 ID,, ) vollig apathogen. Der Infektions-
ablauf ist wohl auch in dieser Tierspecies zeitlich verziogert, so dall der
pathogene Schwellenwert durch die friihzeitige (am 4.-5. Tag p.i. nach-
weisbare) Intervention von Antikdrpern nicht erreicht wird.

Durch die Dauerpassage bereits mitigierter Yirusstimme in bestimmten
Explantaten (HeLa «Ziirich», KB) kann die Infektiositit auch fir die
Species Huhn derart abfallen, daB3 die periphere (intramuskulire) Ein-
verleibung nur noch eine rilich begrenzte Infektion bewirkt (14).

e¢) Im Antigenbestand stimmen die erzeugten Varianten mit dem
Originalvirus iiberein, so dal} eine zuverlissige Immunisierung von Hiih-
nern moglich ist (13, 15).

2. Atypisches Gefliigelpestvirus (11, 15)

Der Pseudopeststamm «Valencia» wurde in derselben, bereits fiir klas-
sisches Virus beschriebenen Versuchsanordnung in menschlichen Ge-
websexplantaten (HeLa «Sip», KB und Amnion) passiert und auf Va-
riantenbildung gepriift. Die nachfolgende Ubersicht (Tab. 2) orientiert
itber die Anzahl der durchgefithrten Passagen, den Termin des ersten
Nachweises sowie der Isolierung und Stabilisierung gebildeter Varianten.

Auch fiir diese Virusart erwies sich jedes der gepriiften Gewebe fiir die
Virusabwandlung als geeignet, wenn auch wiederum in unterschiedlichem
Grade (KB>>HeLa>Amnion). Ebenso wurde auch in diesen Versuchen
die begiinstigende Wirkung groBler Infektionsdosen auf die Abspaltung
von Yirusvarianten festgestellt. Schlielllich zeigten die isolierten Varian-
ten — je nach ihrer geweblichen Provenienz — ebenfalls einen unterschied-
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Tabelle 2

Dauerpassage des atypischen Gefliigelpestvirus «Valencia» in menschlichen Explanta-
ten. Passagezahl: im gesamten, im Zeitpunkt des ersten Nachweises und der Isolierung
der Varianten

Explantate HeLa « Sip» KB Amnion
Gesamtzahl der Passagen .... 211 35 70
Yarianten:

erster Nachweis........... 40 6-15 53(7)
Isolierung bzw. Stabilisierung 70./1-35* 37./1-2 67./1-5
50./1-15

* Abzweigung des Kulturvirus der 70. Passage anf Brutei und 35 Eipassagen

lichen Grad von Stabilitit, und zwar in der Reihenfolge HeLa>KB>
Amnion.

Im Gegensatz zum klassischen Virus bedurfte nun aber das Pseudo-
pestvirus keiner irgendwelchen Anpassung an menschliche Explantate.
Fernerhin verhielten sich mitigierte Virusstimme im Explantat hin-
sichtlich der Hohe der Infektiositits- und Himagglutinintiter, IDg,/HA-
Quotienten, Grad der cytopathogenen Auswirkung durchaus gleich-
artig, wie das vollvirulente Ausgangsvirus. Die Charakterisierung von
Pseudopestvarianten beschriinkte sich daher auf drei Kriterien:

a) die verminderte Infektiositit und Pathogenitiit fiir das Brutei (ver-
lingerte Ahsterbezeiten);

b) die vbllige Apathogenitit fiir Hiihner und

c) die hochgradige immunisierende Potenz fiir Hiithner.

Diese Eigenschaften blieben auch bei einer langfristigen Dauerpassage
(211 Passagen im HeLa-Explantat) vollig konstant; ein extremer Grad
von Mitigierung wurde bei Pseudopestvarianten nicht beobachtet.

3. Gelbfiebervirus (12, 16)

Die Ziichtung von Gelbfiebervirus in menschlichen Gewebsexplantaten
erfolgte erstmalig und sollte vor allem die Frage abkliren, 1. ob der
menschenapathogene Impfstamm 17D durch die Dauerpassage in mensch-
lichen Explantaten seine hochgradige Mitigierung unveriandert beibe-
hilt, oder ob sich Anzeichen fiir eine Reversion in die pathogene Aus-
gangsform gewinnen lassen, und 2. ob der vollvirulente pantrope Asibi-
Stamm in menschlichen Explantaten in ihnlicher Art mitigiert werden
kann wie in Explantaten von embryonalem Hiihnergewebe.

In welcher Weise diese Stimme passiert wurden, zeigt die nachfol-
gende Zusammenstellung (vgl. Tab. 3).
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Tabelle 3
Dauerpassage von Gelbfiebervirusstammen in menschlichen Explantaten

Virusstimme Gewebe Pi?;Tn
17D (London) .............. HeLa/KB 99/66
17D (Amsterdam) ........... KB 64
French Neurotropic* (Dakar). HeLa 43
AsibiI......ociiiiiienans KB 71
Asibi II** ... ........... KB 28

* im Affenversuch nicht gepriift
** pleiches Ansgangsvirus wie Asibi I {nach 5jihriger Konservierung in lyophiler
Form); im Affenversuch noch nicht gepriift.

Die Ergebnisse dieser Ziichtungsversuche lassen sich wie folgt zu-
sammenfassen:

1. Die Anziichtung simtlicher Virusstimme in HeLa- und KB-Explan-
taten machte keine irgendwelchen Schwierigkeiten, und die bereits in
den Ausgangskulturen oder zumindest in den nachfolgenden Passagen
erreichten Infektiosititstiter (—log 6.5-7.5 1Dy,) deckten sich mit den
im cerebralen Miusetest ermittelten Werten. Auch bei der Dauerpassage
zeigten simtliche der gepriiften Stimme hinsichtlich Vermehrungsgrad
und cytopathogener Auswirkung ein weitgehend gleichartiges und kon-
stantes Verhalten, so daBl die fortlaufende Kontrolle der Explantate
keine Anhaltspunkte fiir eine Virusverinderung lieferte.

2. Die Bildung von Virusvarianten wurde erst durch die Pathogenitiits-
priiffung des Passagevirus im Méiuse- und Affenversuch sowie durch den
schlielich gelungenen Himagglutininnachweis im Explantat manifest.
Die Abwandlung zeigte fiir jeden Virusstamm ein besonderes Geprige:

a) von den I7D-Stimmen biillte der Stamm Amsterdam bereits
zwischen der 2, und 7. KB-Passage seine cerebrale Mdusepathogenitdt
villig ein; der Stamm London erhitt dagegen denselben Verlust erst nach
99 HeLa- und 44 KB-Passagen. Beide Stimme bewirken im Miusegehirn
eine latente Infektion mit nachfolgender sohder Immunitit gegen mas-
sive Reinfektionen mit vollvirulentem Virus (12). Hinsichtlich der Bil-
dung von Hdmagglutinin (16) unterschieden sich beide Stimme; in den
mit Stamm London infizierten Explantaten versagte der Haimagglutinin-
nachweis (Boratpufferextraktion des explantierten Gewebes) nach der
99. HeLa- und 54. KB-Passage regelmillig, wogegen der Stamm Amster-
dam bisher, d. h. nach 64 KB-Passagen, noch Himagglutinin von an-
nihernd konstantem Titer produziert, wobei natiirlich nicht ausgeschlos-
sen ist, daf} diese Eigenschaft schliellich ebenfalls verloren geht. Die
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Priifung auf Affenpathogenitit erfolgte bei beiden Stimmen nach der
39./40. HeLa-KB-Passage (Stamm London) bzw. 39. KB-Passage (Stamm
Amsterdam). Beide Stimme erwiesen sich nach der peripheren Einver-
leibung als véllig apathogen und erzeugten humorale Antikérper. Eine
Reversion im Sinne einer — durch die Dauerpassage in menschlichen
Gewebsexplantaten bewirkten — wiedererlangten Viscerotropie konnte
demnach nicht nachgewiesen werden.

b) Der Asibi-Stamm (I und II) verhielt sich wihrend 71 bzw. 28 KB-
Passagen hinsichtlich der Himagglutininbildung und Miusepathogenitiit
wie das Ausgangsvirus, Seine Abwandlung zur mitigierten Variante
wurde erst im Affenversuch (subcutane Injektion des Kulturvirus der
36. KB-Passage) evident. Nach einer massiven Infektionsdosis blieben
die Versuchstiere — von einer transitorischen Fiebererhebung abgesehen
— symptomlos und iiberlebten, wiihrend die Impfung mit dem originiren
Asibi-Virus eine letal verlaufende Infektion bewirkte. Auf Grund dieser
allerdings wenig zahlreichen, an insgesamt 8 Rhesusaffen durchgefiihr-
ten Versuche konnte angenommen werden, daB der pantrope Asibi-
Stamm durch die Passage in explantierten menschlichen Tumorgeweben
seine originire Viscerotropie verloren hatte.

Schlufbetrachtungen

Die vorliegenden Versuche bieten drei bemerkenswerte Aspekte, nam-
lich: 1. daB im Explantat die Bildung von Varianten auch bei Virus-
arten moglich ist, die unter natiirlichen und experimentellen Bedingun-
gen einen hohen Grad von Stabilitit aufweisen (klassisches Hiihnerpest-
virus), 2. daB die Isolierung von Varianten im Explantat auch dann ge-
lingt, wenn die Virusziichtung in Geweben des natiirlichen, hochempfing-
lichen Wirtes erfolgt (Gelbfiecbervirus) und 3. daB die Abwandlung der
drei gepriiften Virusarten im Gewebsexplantat ausschlieBlich zu Minus-
varianten fithrte, wobei zum Teil (klassisches Hiihnerpestvirus, 17D-
Stamm des Gelbfiebervirus) extreme Grade von Mitigierung erreicht
wurden.

Schon auf Grund dieser Befunde diirfte die Annahme gerechtfertigt
sein, da} dem Gewebsexplantat hinsichtlich der Selektionierung von
Virusvarianten eine Sonderstellung zukommt.

Avuf die vorziigliche Eignung explantierter Gewebe fiir die Erzeugung
von Varianten und Mutanten machte der Referent (8) bereits 1938 auf-
merksam, indem er nach der Sichtung der damaligen Literatur feststellte,
daB die Variabilitit von Virusarten im Gewebsexplantat auffallend grof8
ist und daB sich in vitro oft Varianten isolieren lassen, deren Gewinnung
in vivo durch die Viruspassage in entsprechenden Geweben nicht mog-

12 Bull. schweiz. Akad, med, Wiss, 1960 179



lich ist. Die seither erschienenen Mitteéilungen iiber Virusabwandlungen
im Gewebsexplantat — inshesondere iiber die Isolierung aparalytogener
Poliovarianten - sowie auch die Ergebnisse der vorliegenden Unter-
suchungen bestiitigen diesen Sachverhalt.

Die Besonderheit des Gewehsexplantates liegt nun bekanntlich darin,
dal} das explantierte Gewebe desorganisiert, dedifferenziert und in seiner
Vermehrungspotenz «embryonalisiert» ist. Fiir die Beziehungen zwischen
Virus und Wirtsgewebe ergeben sich hieraus zwei bemerkenswerte Kon-
sequenzen: 1. da} die Virusvermehrung im Gewebsexplantat hiufig auch
dann moglich ist, wenn dasselbe (ewebe in vivo zufolge seiner art- und
organspezifischen Provenienz virusresistent ist. Das Gewebsexplantat
besitzt demnach - idhnlich anderen embryonalen Geweben (Hiihner-
embryo, Siuglingsneonate) — die Qualitiit eines « Universalniihrbodens»,
und 2. daB die Variantenbildung im Explantat auch dann zu beobachten
ist, wenn die Viruspassage in Geweben desselben hochempfiinglichen
Wirtes durchgefiihrt wird. Die Ubertragung einer Viruspopulation vom
Tierkdrper in das Explantat desselben Wirtes diirfte daher einem eigent-
lichen Wirtswechsel entsprechen, durch welchen die Selektion bestimm-
ter Biotypen eingeleitet wird.

DaB} die artspezifische Provenienz des explantierten Gewebes fiir die
Variantenbildung im Explantat nicht unbedingt entscheidend ist, kann
fiir die von uns gepriiften Virusarten als weitgehend gesichert gelten.
So gelingt die Abwandlung des vollvirulenten Gelbfiebervirus in einen
mitigierten 17D-Stamm offensichtlich nicht nur in den von Theiler u.
Mitarb. (24) verwendeten Explantaten des Hiihnerembryos, sondern
auch — wie aus unseren eigenen Versuchen mit Wahrscheinlichkeit her-
vorgeht - im explantierten Tumor- und Normalgewebe des Menschen,
d. h. dem fiir Gelbfiebervirus hochempfiinglichen Hauptwirt. Ebenso
fiihrt die Dauerpassage des atypischen Gefliigelpestvirus in Explantaten
sowohl des hochempfinglichen Hiihnerembryos ( Bankowski u. Mitarb.
[1]) als auch des weitgehend resistenten Menschen (eigene Versuche) zu
Varianten, die nach dem Grad ihrer Mitigierung wohl nahezu identisch
sind. Ahnliche Parallelen ergeben sich fiir das klassische Gefliigelpest-
virus, das sowohl im menschlichen Explantat als auch im explantierten
embryonalen Hiithnerlebergewebe® (Hallauer [7]) oder im Brutei (Moses
u. Mitarb. [21]) zu einer fiir Hithner apathogenen Virusvariante abge-
wandelt wurde.

Bei der Passage von pantropen, septiciimischen Virusarten sind bisher
die folgenden Typen von Varianten festgestellt worden:

t Die Virusabwandlung in diesem Gewebe ist allerdings als Ausnahmebefund zu
bewerten, dessen Mechanismus nicht geklirt werden konnte.
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1. Minusvarianten, die durch eine verminderte Infektiositit und her-
abgesetzte bzw. aufgehobene Pathogenitit fiir die natiirlichen und experi-
mentellen Wirte gekennzeichnet sind. Derartige Varianten wurden beim
Vaccinevirus (22), Maul- und Klauenseuchevirus (23) und dem Virus der
klassischen und atypischen Gefliigelpest (13, 14, 11) isoliert. Fiir diese
Varianten ist charakteristisch, dafl die Virusvermehrung zwar im Ex-
plantat véllig ungehemmt, im empfinglichen Wirt jedoch soweit abge-
bremst ist, so daB die Infektion — wohl durch die rechtzeitige Intervention
gebildeter Antikérper — einen latenten bzw. immunisierenden Verlauf
nimmt. Durch die Dauerpassage im Explantat kdnnen extreme Grade
von Mitigierung erreicht werden; solche Varianten (14, 23) erzeugen
nur noch értliche Infektionen und sind zur hiimatogenen Generalisierung
nicht mehr befihigt.

2. Minusvarianten, die durch den Verlust desjenigen Tropismus (Vis-
cerotropie) charakterisiert sind, welcher fiir die Pathogenitiit des origi-
niiren Virus bestimmend ist. In diese Gruppe gehdren die im Explantat
erzeugten «neurotropen» Stimme des Gelbfieber- (24), Rift Valley
Fever- (2, 4), West Nile- (17) und equinen Encephalomyelitisvirus (18).
Die «Neurotropie» (encephalitogenes Vermégen nach intracerebraler In-
fektion) ist bei derartigen Varianten meist unveriindert erhalten, kann
jedoch bei einer langdauernden Kulturpassage schlieBlich — wie dies beim
17D-Stamm des Gelbfiebervirus nachgewiesen ist (24, 12) - ebenfalls
betriichtlich abfallen. Yon den Minusvarianten der ersten Kategorie un-
terscheiden sich diese «neurotropen» Varianten wohl lediglich durch ihre
Affinitiit zum zentralnerviésen Gewebe, die jedoch bereits dem Ausgangs-
virus zukommt und daher nicht als ein erworbenes Merkmal zu bewer-
ten ist, Der Verlust der «Viscerotropie» ist wohl auch bei diesen Varian-
ten nur der Ausdruck fiir eine verminderte Infektiositit fiir die visceralen
Organe empfiinglicher Wirte. Die Dauerpassage im Explantat kann auch
bei diesen Virusarten — wiederum in Analogie zum klassischen Gefliigel-
pestvirus — zur Bildung hochgradig mitigierter Varianten, die im Tier-
kbrper nicht mehr zu generalisieren vermégen, Anlall geben (24, 12, 14).

3. Plusvarianten von neurotroper Qualitidt konnten bei der Passage
von Influenzavirus (6), Vaccinevirus (19) und klassischem Gefliigelpest-
virus (10) in Explantaten von nervésem und bemerkenswerterweise auch
nicht-nervésem Gewebe gewonnen werden.

Virusvarianten ganz dhnlicher Art kénnen nun bekanntlich auch im
Tierkérper erzeugt werden, allerdings nur, wenn die Viruspassage in
ganz bestimmten Organen bzw. Geweben - Gehirn, Hoden, Chorion-
allantois des Bruteies, Tumoren — durchgefiihrt wird (vgl. Findlay [5],
Hallauer [9)).

12* Bull, schweiz. Akad. med. Wiss. 1960 181



So wird das pantrope Gelbfiebervirus durch die kontinuierliche Passage im Miuse-
bzw. Affen- und Kiickengehirn, Miusehoden, in Miusetumoren und auf der Chorion-
allantois des embryonierten Hilhnereies zu «neurotropens Stimmen unter weitgehen-
dem Verlust der Viscerotropie abgewandelt (vgl. Theiler [24]). Ahnliche Minusvarianten
entstehen durch Miausegehirnpassagen beim Rift Valley Fever-Virus, beim Virus der
afrikanischen Pferdesterbe, beim Dengue-Virus und durch Taubengehirnpassagen beim
Virus der equinen Encephalomyelitis. Dieselben Gewebe {Gehirn, Chorionallantois des
Bruteies) eignen sich fiir die Gewinnung von neurotropen Plusvarianten des klassi-
schen Gefliigelpest-, Vaccine- und Influenzavirus.

Auf die a priori iiberraschende Tatsache, daB eine Reihe von Geweben,
die sich nach ihrer art- und organspezifischen Provenienz in hohem
Grade unterscheiden, eine Viruspopulation in dhnlicher Weise zu selek-
tionieren vermégen, hat bereits Levaditi (20) bei seinen Untersuchungen
iiber die Abwandlung von Dermo- zu Neurovaccine eindriicklich hinge-
wiesen. Die nun vorliegenden Befunde iiber die Variantenbildung bei
andern septicimischen Virusarten bestitigen und erweitern die da-
malige Beobachtung, ohne jedoch das Phiinomen in befriedigender Weise
zu erkliren.

Uber die Art des Selektionsvorganges besteht allerdings kaum ein
Zweifel: sowohl die Gewebe in vivo als auch diejenigen des Explantates
begiinstigen die Vermehrung «neurotroper» gegeniiber viscerotropen
Viruspartikeln, so dall — in weitgehender Unabhingigkeit von der Art
des geweblichen «Selektors» — Minusvarianten von &@hnlicher Qualitit
entstehen. Die Gleichartigkeit solcher Varianten kommt in drei Merk-
malen, in welchen sie sich zugleich vom origindren Ausgangsvirus unter-
scheiden, zum Ausdruck; nimlich 1.im Verlust an septicimischer Infek-
tiositiit bzw. Viscerotropie, 2. in der Ausweitung des Infektiositédtsspek-
trums auf diejenigen Gewebe, die auch als Selektoren fungieren, und
3. in der relativ grofien Stabilitit ihrer biologischen Eigenschaften.

Die oft vorhandene «Neurotropie» ist daher nur ein Kriterium unter
andern und zeigt auBlerdem von Fall zu Fall ein unterschiedliches Ge-
prige5.

Bei dieser Sachlage wiire zu erwarten, daB auch zwischen den selek-
tionierenden Geweben irgendwelche Analogien bestehen. Die von Leva-
diti (20) vertretene Hypothese, wonach die Gewebe nach MaBgabe ihrer
entwicklungsgeschichtlichen Abstammung (embryonale Keimblitter)
selektionieren, entspricht dem Beobachtungsmaterial nur teilweise und
erscheint auch aus theoretischen Griinden als wenig wahrscheinlich.
Plausibler ist wohl die Annahme, daB3 die experimentelle Viruspassage
in Geweben, die unter natiirlichen Verhiiltnissen nicht infiziert werden,
schon ausreicht, um eine Umschichtung einer Viruspopulation zu be-

5 Auf die laxe und unkritische Anwendung des Begriffes « Neurotropie» hat bereits
R. Doerr (3) wiederholt hingewiesen.
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giinstigen. Fernerhin bieten embryonale, noch nicht ausgereifte bzw.
dedifferenzierte Gewebe natiirlichen Mutanten offensichtlich optimale
Vermehrungsbedingungen, wobei der «Selektionsdruck» durch die Ver-
impfung massiver Infektionsdosen noch verstirkt werden kann. Die
aullerordentliche Frequenz der Variantenbildung im explantierten Ge-
webe diirfte hierdurch eine hinreichende Erklirung finden. SchlieBlich
ist fiir die Virusvariabilitit im Explantat charakteristisch, dall die
Virusabwandlung héufig einen extremen Grad erreicht (14, 24, 12), so
dall man sich des Eindruckes nicht erwehren kann, daf} auch die Muta-
tionsrate im explantierten Gewebe erhdht ist.

Zusammenfassung

1. Septicimische Virusarten (klassisches und atypisches Gefliigelpest-
und Gelbfiebervirus) kénnen in menschlichen Explantaten von Tumeor-
und Normalgeweben zu apathogenen und immunisierenden Varianten
abgewandelt werden.

2. Die hervorragende Eignung des Gewebsexplantates zur Varianten-
bildung ist in seinen histologischen und physiologischen Besonderheiten
begriindet.

Résumé

1. Les espéces de virus a caractére septicémique (peste aviaire classique
et atypique, fievre jaune) peuvent étre transformées en variantes apa-
thogénes et immunisantes par passage en cultures de tissus humains
normaux et cancéreux.

2. L’effet de transformation est dii aux particularités histologiques et
physiologiques des explantats tissulaires.

Riassunto

1. Ceppi virali setticemici (peste aviaria classica ed atipica e virus
della febbre gialla) possono, in espianti umani di tessuti tumorali e
normali, essere trasformati in varianti apatogene ed immunizzanti.

2. L’eccellente attitudine degli espianti di tessuti alla produzione di
varianti & documentata nelle sue particolarita istologiche e fisiologiche.

Summary

1. Septicaemic viruses (fowl plague, Newcastle disease, yellow fever)
can be transformed in human tissue cultures (Amnion, tumor cell-lines)
to apathogenic and immunizing variants.

2. The suitability of the tissue explant for variant formation is based
on its histological and physiological peculiarities.
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Diskussion:

J.-L. Nicod (Lausanne): Sait-on pourquoi les lésions virales sont si différentes les
unes des autres (nécroses, tumeurs, granulomes, etc.) alors que le mécanisme de la
pénétration du virus dans la cellule de I’héte est si souvent le méme? Est-ce que cela
dépend de la composition chimique de I'enveloppe protéique que le virus abandonne
au moment oll il pénétre dans la cellule qu’il infecte ?

C. Hallauer: Die unterschiedliche Reaktivitiit der Wirtszelle auf die Virusinfektion
ist vom Permeierungsmodus sicher nicht abhiingig, sondern wird durch die Art des
jeweiligen Virus bestimmt.
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