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Quantitative histochemische Untersuchungen an der Chorion-
Allantoismembran nach Virusinfektion und unspezifischen Reizen

Von W. Sanpritrer und M. Berc

Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitdt Frankfurt/Main
(Direktor: Prof. Dr. A. Lauche)
(Z. Naturforschg. 14 b, 379—382 [1959] ; eingegangen am 29. Januar 1959)

UV-mikrospektrophotometrische Messungen der Nucleinsduren- und Eiweilkorper-Konzentration
sowie der Kern- und NukleolengroBe nach Virusinfektion und unspezifischer Reizung der Chorion-
Allantoismembran zeigen, dafl es in beiden Féllen zu einer gleich starken Stimulierung des nuclein-
siuren- und eiweiBlkorperbildenden Systems der Zelle kommt. Bei der Infektion mit Vaccinevirus auf
das Ektoderm setzt die Reaktion der Membranzellen in der Eklipse ein, nach Infektion mit Newcastle-
Disease-Virus fallt der Titeranstieg mit der Zellreaktion zeitlich zusammen.

Die Viren stellen obligate Zellparasiten dar. die
auf Kosten der Nucleinsduren und Eiweillkorper in
der Zelle identisch reproduziert werden. Diese Bil-
dung des Virusmaterials geht mit einer Anregung
der Nucleinsduren- und Eiweillkorper-Synthese im
Zellkern und Cytoplasma der Wirtszelle einher *~7.

Quantitative cytochemische Methoden bieten die
Moglichkeit, diese Zusammenhinge an der Einzel-
zelle bzw. dem Zellverband zu untersuchen. In den
vorliegenden Untersuchungen versuchten wir zu kla-
ren, inwieweit Viren mit verschiedener Vermehrungs-
intensitat und Gewebsaffinitat im Vergleich zu un-
spezifischen Reizen den Nucleinsduren- und Eiweif3-
stoffwechsel der Wirtszelle beeinflussen.

Als Kriterien der Leistungen des Zellstoffwechsels
wurden hierbei die Grofle der Zellkerne und Nukleo-
len sowie die uv-mikrospektrographisch gemessene
Nucleinsidure- und Eiweillkorper-Konzentration im
Cytoplasma der Wirtszellen herangezogen.

Material und Methode

Als Untersuchungsobjekt diente die Chorion-Allantois-
membran (CAM) 10 Tage alter Bruteier, bei denen die
Infektion entweder mit Vaccine-Virus auf das Ektoderm
oder mit Newcastle-Virus (NDV) in die Allantoishghle
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erfolgte, so daf} in diesem Falle die Entodermzellen in-
fiziert wurden. Die Infektionsdosen bestanden aus hohen
Viruskonzentrationen (Vaccine-Virus 0,2 cm3 10%, NDV
0,2 cm?® 10%), um eine etwa gleichzeitige Infektion einer
moglichst groen Zahl von Membranzellen zu gewihr-
leisten *. Der Himagglutinintiter in der Allantoisfliissig-
keit (NDV) und der Infektionstiter (Vaccine-Virus) wur-
den bis zu 24 Stdn. verfolgt. In einer Kontrollserie wur-
den 0,3 cm® unverdiinntes normales Rinderserum auf
das Ektoderm der Membranen aufgebracht. Sie wurden
nach Gefriertrocknung in Paraffin eingebettet und gallo-
cyanin-chromalaun gefirbt, bzw. fiir die UV-Messungen
prapariert. Die Groflen der Kerne und Nukleolen wur-
den mit einem Mikroplanimeter % ? bestimmt. Fiir die
Zellkerne betrdgt der mittlere Fehler bei zwei verschie-
denen Untersuchern im Durchschnitt fiir Kerne 4%, bei
kleineren Objekten wie Nukleolen 12 Prozent.

Die Nucleinsdure-Eiweilkorper-Konzentration im Cy-
toplasma der Zellen wurde mit einem automatisch regi-
strierenden UV-Mikrospektrographen 1% 1 bei den Wel-
lenldngen 4 265 mu, 4 280 mu und 4 313 mu gemes-
sen. Es handelt sich um ein nach der elektrischen Kom-
pensationsmethode arbeitendes Gerédt mit zwei Strahlen
und einem Photomultiplier. Die Messungen sind mit
einem Fehler von * 1% reproduzierbar. Die Messungen
erfolgten mit einem Quarzobjektiv der nA 0,85 und
einem Quarzkondensor, der auf eine Arbeitsappertur
von 0,3 abgeblendet wurde. Die automatisch registrie-
renden Messungen wurden mit einer Blende von 0,5
Grofle im Cytoplasmabereich von etwa 50 Zellen in je-
dem Prdparat im Abstand von 2 ¢ vorgenommen. Es
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wurden jeweils 2 Membranen untersucht und die mitt-
lere Extinktion bei den entsprechenden Wellenldngen
ermittelt. Von der gemessenen Extinktion bei 2 265 mu
und 2 280 mu wurde die Extinktion bei 2 313 mu ab-
gezogen. Die unspezifische Extinktion war in allen Fil-
len sehr gering (unter E 0,02).

Befunde
1. Morphologie
Wihrend das Ektoderm der unbeimpften CAM

nur aus einer dinnen Lage (1 —2 Zellen) von Zellen
mit runden bis ovalen Kernen und kleinen Nukleo-
len besteht, sieht man 6 Stdn. nach Infektion mit
Vaccine-Virus im Beimpfungsbereich eine Zellver-
mehrung, die mit einer Vergroferung der Zellkerne
und Nukleolen einhergeht. Haufig werden Mitosen
beobachtet sowie ein Odem und Blutungen im
Mesenchym. Die Zellproliferation nimmt kontinuier-
lich bis zur 16. Stde. zu. Im Epithel und Mesenchym
entstehen spéter (bis zu 24 Stdn.) Nekrosen und
Blutungen. Etwa von der 10. Stunde an beobachtet
man eine Lageverschiebung der Nukleolen. Sie
riicken ndher an die Peripherie des Zellkernes, und
manchmal sieht man eine Verschmelzung des peri-
nukledren Chromatins mit der Kernmembran. Ver-
einzelt beobachtet man auch eine Unterbrechung der
Kernmembran an dieser Stelle (Extrusion von Nu-
kleolarmaterial ?), wobei typische ,,Kernausbuchtun-
gen“ entstehen, wie sie von Arrmany !> 13 heschrie-
ben wurden.

Bei der Infektion mit NDV findet man am Ento-
derm prinzipiell gleiche Verdnderungen, die aller-
dings schon nach 4 Stdn. einsetzen und nach 12 Stdn.
ihr Maximum erreichen. Im Cytoplasma der prolife-
rierten Entodermzellen beobachtet man zahlreiche
optisch leere Vakuolen. Nach Uberschreiten der maxi-
malen Zellproliferation treten mit zunehmend léan-
gerer Zeit ausgedehnte Nekrosen und oberfliachliche
Ulcerationen in den Membranen auf. Dies ist der
Zeitpunkt, an dem die Nukleolen kleiner werden
und die Zellkerne als Ausdruck degenerativer Ver-
anderungen weiter an Grofle zunehmen. Im Meso-
derm treten ebenfalls Nekrosen und Blutungen auf.

Beim Einbringen von Rinderserum auf das Ekto-
derm der CAM beobachtet man nach 4 — 6 Stdn. eine
bis zur 18. Stde. zunehmende starkere Proliferation
der Membranzellen an der Impfstelle. Im Zentrum

13 H. W. Artvany, Z. Krebsforsch. 58, 632 [1952].
12 H. W. Arrvany, Z. Naturforschg. 4 b, 138 [1949].
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der gewucherten Membranzellen sieht man ein Ulcus,
das bis zum Mesenchym reichen kann und dessen
Rand von vergroflerten Epithelzellen gebildet wird.
Nach der 18. Stde. nimmt die Proliferation an Stirke
und Ausdehnung ab. Im Prinzip bestehen keine mor-
phologischen Unterschiede zwischen den durch Virus
und unspezifische Reize hervorgerufenen Membran-
reaktionen.

2. Ergebnisse der Messungen

Wie Tab.1 und Abb.1 zeigen, kommt es nach
Infektion mit Vaccine-Virus auf das Ektoderm der
CAM zu einer mit der 8. Stde. einsetzenden Ver-
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Kern- und Nukleolen-
groBe (u2), der mittleren Extinktion bei 4265 mu und
/280 mu sowie des Virus- und Hamagglutinintiters verschie-
dene Zeit nach Beimpfung der CAM. Oberste Abbildung zeigt
die Verdnderungen nach Beimpfung mit Rinderserum.
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| Kerne Nukleolen
[Stdn.] | n | [13] n [u?] E 265 mu E 280 my.
‘ |
\ 0 150 13,6 + 1,4 150 2,5+ 0,6 0,18 +0,029 | 0,15 -+ 0,027
‘ 8 150 20,1 + 1,6 150 38+1,0 0,33 4+ 0,05 0,27 4 0,048
Vaccine- 12 150 22,7 + 1,7 150 4.7+09 0,37 + 0,058 0,33 + 0,061
Virus 16 150 26,7 + 1,3 150 5,7+ 0,85 042 + 0,067 | 0,35+ 0,054
18 150 27,0 + 1,0 150 5,2+ 1,2 0,42 + 0,065 ‘ 0,37 4+ 0,072
24 150 | 29,74 0,7 150 4,6 + 1,1 0,34 + 0,056 ! 0,27 + 0,059
0 150 22,04+ 1,9 150 2,5+0,3 0,16 + 0,023 | 0,14 4+ 0,04
4 150 23,1+ 1,5 150 2,5+ 0,5 0,18 4-0,039 | 0,14 + 0,035
Newcastle- 8 150 | 235421 150 2.8 +0,9 0,36 i 0,065 0,31 + 0,07
Virus 12 150 | 248414 150 3.8+ 0,7 0,42 4+ 0,051 0,35 + 0,065
16 150 i 26,0 + 1,9 150 33+04 0,29 + 0,055 0,24 4 0,069
20 150 | 274 +22 150 2,9+ 0,9 0,33 j; 0,062 0,28 + 0,07
24 150 30,8 + 4,3 150 2.2 +0,8 0,38 4~ 0,062 0,32 + 0,051
0 100 13,56 + 1,5 100 2,5+ 0,7 0,15 + 0,024 0,13 + 0,031
6 100 16,9 + 1,3 100 3.6 +1,0 0,23 + 0,048 0,19 + 0,044
Rinder- 12 100 21,8 + 2,1 100 4,6 + 1,1 0,35 + 0,053 0,29 + 0,061
serum 16 100 274+ 1,5 100 4.9 + 0,6 — —
18 100 28,7 + 2,3 100 59 +0,8 0,43 + 0,062 0,37 4 0,07
20 100 30,1 +1,9 100 48+ 1,3 0,37 + 0,08 0,32 + 0,09

Tab. 1. Kernfliche, Nukleolenfliche und mittlere Extinktion des Cytoplasmas bei 1 265 mu und 4 280 mu nach Virusinfektion
und unspezifischer Reizung.

groBerung der Zellkerne und einem Anstieg der
mittleren Extinktion bei 1 265 mu und 4 280 mu.
Wihrend die Kernvergroflerung bis zur 24. Stde.
laufend fortschreitet, erreicht die Konzentration an
Nucleinsdure und EiweiBkorpern in der 16. bis
18. Stde. ihr Maximum, um dann wieder abzusin-
ken. Die Reaktion der Nukleolen setzt mit einer Ver-
groBerung schon in der 6. Stde. ein, erreicht mit
16 Stdn. das Maximum und féllt dann bis zur 24.
Stde. wieder ab. Wie der Vergleich mit dem Virus-
titer zeigt, liegen die Zunahme der Nucleinsduren-
und Eiweikorper-Konzentration sowie der Groflen-
anstieg der Kerne und Nukleolen zeitlich vor dem
Anstieg des Virustiters. Mit Freiwerden der Viren
setzen in zunehmendem Mafle degenerative Verdn-
derungen ein, die sich in einer Abnahme der mitt-
leren Extinktion und der Nukleolengrofe auspragen.

Bei der Infektion der Entodermzellen mit NDV
wird prinzipiell der gleiche phasenhafte Ablauf be-
obachtet. Allerdings fallen hier der Anstieg des
Virustiters, der Nucleinsdure- und Eiweilkorper-
Konzentration sowie der Nukleolengrof3e zeitlich zu-
sammen. Die Kerne vergroflern sich kontinuierlich
bis zum Ende des Versuches.

Die unspezifische Reizung des Ektoderms der
CAM pragt sich in einer bis zur 18. Stde. ansteigen-
den Zunahme der Nucleinsdure- und Eiweillkorper-
Konzentration aus. Gleichlaufend damit vergréfern

sich die Nukleolen. Der Anstieg der Kerngrof3e er-
folgt wie in den vorhergehenden Beobachtungen kon-
tinuierlich. Mit Verringerung der Proliferation in
der 20. Stde. sinkt sowohl die Nucleinsdure- und
EiweiBkorper-Konzentration als auch die Grofe der

Nukleolen.

Besprechung der Ergebnisse

Unsere Untersuchungen zeigen den bekannten Zu-
sammenhang zwischen Virussynthese und der An-
regung der Nucleinsdure-Eiweilkorper-Synthese im
Cytoplasma der Wirtszellen. Wie Caspersson  und
andere gezeigt haben, setzt die Nucleinsduren- und
EiweiBkorper-Vermehrung schon in der Eklipse
ein, zu einer Zeit also, in der noch kein infektioses
Virusmaterial gewonnen werden kann. Diese Zusam-
menhinge konnten neuerdings auch bei der Repro-
duktion von Phagen erneut bestitigt werden 4 15,
In unseren Versuchen ist die Reaktion der Membran-
zellen im Ektoderm (Vaccine-Virus) in der Eklipse
deutlicher ausgeprégt als im Entoderm nach Infek-
tion mit NDV. Allerdings ist im letzten Falle auch
der Beobachtungszeitraum kiirzer. Unterschiede in
der Zellart sowie im Ort der Virussynthese intra-
zellulir (Vaccine-Virus an der Kernmembran 16,

14 A.D. Hersuey, Brookhaven Sympos. Biol. 8, 6 [1956].
15 R. M. Herrior, Baltimore Johns Hopkin Press, S. 399, 1957.
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NDV im Ektoplasma!”) konnten ebenfalls dafir
verantwortlich sein.

Eine Gegeniiberstellung der Reaktionen des Ekto-
derms und Entoderms lafit erkennen. daf} die Ento-
dermzellen zwar die gleiche Nucleinsduren- und Ei-
weillkorper-Konzentration im Cytoplasma aufweisen.
die Nukleolen aber wesentlich kleiner bleiben als
im Ektoderm.

Die Reaktionen der Wirtszellen auf die Virus-
infektion sind, wie unsere Versuche gezeigt haben.
keineswegs spezifisch. So weit mit den verwendeten
Methoden zu erfassen, kommt es auch bei unspezi-
fischer Reizung zu einem Anstieg der Nucleinsduren-
Eiweiflkorper-Konzentration im Cytoplasma und Ver-
groBerung der Kerne und Nukleolen. Die Stirke der
Reaktion ist in virusinfizierten und unspezifisch ge-
reizten Zellen gleich % 18720, Bracuer und Mitarb. !
fanden nach ,,Infektion“ der CAM mit Mikrosomen
ebenfalls einen Anstieg der Basophilie und haben
auf Grund der Versuche von LeCLErc?? vermutet.
daf} es sich um einen ,,spezifischen Effekt handelt
(Mikrosomen als selbstreproduzierende Elemente).

Unsere Versuche mit einem nucleinsaurefreien Ei-
weillkorper sprechen gegen einen solchen Zusam-
menhang. Die Nucleinsduren- und Eiweillkorper-

16 W. H. Gavrorp u. J. L. MeLzick, J. exp. Medicine 98, 157
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17 F. B. Baxc, Bull. Johns Hopkins Hosp. 92, 291 [1953].

18 W. P. CoveLr, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 32, 51 [1934].

19 N. E. GorosworTuy u. W. Moepert, J. Pathol. Bacteriol. 41.
529 [1935].

20 R. WyLer u. H. A. E. v. Toxcerex, J. Pathol. Bacteriol. 74,

275 [1957].

I. R. Suaver u. J. Bracuer, Experientia [Basel] 5, 235
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(wahrscheinlich Mikro-
kann auf ganz verschiedene
Weise angeregt werden und bedarf keineswegs einer
spezifischen ,,Matrize“ wie bei Virusinfektion oder
Mikrosomen-,,Infektion®.

Diese unspezifische Reaktion der ,Wirtszellen®
laBt sich nach unseren Versuchen sehr deutlich mit
einer VergroBerung der Nukleolen und gleichzeiti-
gen Zunahme der Nucleinsduren- und Eiweillkorper-
Konzentration im Cytoplasma kennzeichnen. Damit
wird der Zusammenhang zwischen Nukleolus und
Nucleinsauren-Eiweiflkorper-Synthese % 10 erneut be-
statigt. Die Kerngrofle ist kein verlaBlicher Grad-
messer der Zellaktivitdt. In vielen Versuchen wurde
ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Kern-
gréfle und Synthese von Eiweillkorpern im Cyto-
plasma gefunden (z. B. bei der Stimulierung inner-
sekretorischer Organe 2*72%). Die KernvergroBerung
wurde als Kernodem 26 gedeutet bzw. durch die Zu-
nahme an Nichthistonprotein bedingt angesehen 2% 25,
Aus den vorliegenden Versuchen wird deutlich, daf3
die KernvergroBerung auch als Degenerationsvor-
gang eintreten kann, wobei die Nukleolen an Grofle
abnehmen und die Nucleinsduren-Eiweiflkorper-Kon-
zentration im Cytoplasma absinkt.

Synthese im Cytoplasma
somenvermehrung)
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