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Gesteigerte Immunogenitiit von Plasmamembranen
vaeciniavirusinfizierter BHK-Zellen!

Von

G. Baxprow, U. KosziNowsKI und R. THOMSSEN
Hygiene-Institut der Universitdt Gottingen, Bundesrepublik Deutschland

Mit 4 Abbildungen

Eingegangen am 20. Juli 1972

Zusammenfassung

Vacciniavirusinduzierte Zelloberflichenverdnderungen koénnen durch den
zytoziden Effekt virusspezifischer Antikérper auf infizierte Zellen sowie durch die
Agglutination virusinfizierter Zellen durch Concanavalin A demonstriert werden.
Diese Verinderungen treten zeitlich korreliert mit einer gesteigerten Immunogeni-
tit der Wirtszelle 2—3 Stunden nach Infektionsbeginn bereits vor der Produktion
reifer infektioser Viruspartikeln auf. Eine gesteigerte Antikérperproduktion gegen
Wirtszellantigene wird auch nach Immunisierung mit isolierten Plasmamembranen
vacciniavirusinfizierter Zellen erreicht, wahrend Zellkernfraktionen diesen Effekt
nicht auslosen. Bei den zytotoxischen Antikérpern, die zu den 7 S-Immunglobuli-
nen gehdren, handelt es sich — wie durch Absorption mit BHK-Zellmembranen
gezeigt werden kann — um spezifisch gegen BHK-Zellen gerichtete Antikorper.

Summary

Increased Immunogenicity of Plasma Membranes of BHK-Cells
Infected by Vaccinia Virus

Cell surface alterations induced by vaccinia virus can be demonstrated either
by the cytocidal effect of specific antibodies against vaccinia virus on the infected
cells or agglutination of the infected cells by Concanavalin A. This change occurs
2—3 hours after infection, that is before any mature particles of vaccinia virus
were produced. It coincides with an increased immunogenicity of the host cell.
The production of cytotoxic antibodies against host cell antigens was also increased
after active immunization with plasma membranes isolated from vacecinia virus-
infected BHK-cells. whereas the fraction of cell nuclei did not show up this effect.
The cytotoxic antibodies which proved to be 7 S immunoglobulines, are specifically
directed against BHK-cells as could be shown by absorption tests with membranes
of BHK-cells.

1 Gefordert mit Hilfe von Forschungsmitteln des Landes Niedersachsen.
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1. Einleitung

Verschiedene Viren kénnen die Synthese von virusspezifischen Antigenen an
der Wirtszelloberfliche induzieren. Erstmals wurden solche Verinderungen an
SV40- und polyomavirustransformierten Zellen beobachtet (1, 2). Diese durch
onkogene DNS-Viren induzierten Zelloberflichenantigene sind nicht identisch mit
virusinduzierten T-Antigenen oder viralen Strukturantigenen (2). Ebenso sind
offensichtlich nichtonkogene Viren — wie das Masernvirus (3), Herpes-simplex-
Virus (4) und Vacciniavirus (5) — in der Lage, antigene Veranderungen der Wirts-
zelloberfliche zu verursachen. Die durch das Vacciniavirus induzierten Zellober-
flachenverdnderungen sind mit verschiedenen Methoden schon 2—3 Stunden nach
Infektionsbeginn nachweisbar.

AuBerdem fithrt die Infektion mit Vacciniavirus zu einer gesteigerten Immuno-
genitdt der Wirtszelle (6). Nach Immunisierung mit heterologen vacciniavirus-
infizierten Zellen werden zytotoxische Antikorper gegen Wirtszellantigene in stér-
kerem MafBe gebildet als nach Immunisierung mit nichtinfizierten Zellen.

In diesem Zusammenhang interessierte es uns, ob die Ausprdgung virus-
spezifischer Oberflichenverdnderungen mit der verstirkten Immunogenitit der
Zelle korreliert ist. Trifft dies zu, so miilte eine vacciniavirusinfizierte Wirtszelle
schon 2—3 Stunden p.i. verstdrkt immunogen wirksam sein ; weiterhin mii3ten die
immunologisch wirksamen Antigene in der Zelloberflichenmembran und nicht in
einer anderen Zellfraktion — wie z. B. im Zellkern — lokalisiert sein. Die isolicrten
Plasmamembranen infizierter Zellen wiirden dann die immunologisch wirksame
Fraktion der Zellen darstellen.

2, Material und Methoden

2.1. Virus, Virusvermehrung und Virustitration
Vacciniavirus-Stamm WR wurde in permanenten BHK.-Zellen vermehrt (107TCID 30/
ml). Als Vermehrungsmedium diente Eagle’s Minium Essential Medium mit Earle’s
BSS. Die Infektiositit des Vaceiniavirus wurde durch Titration auf priméren Cerco-
pithecus-Nierengewebekulturen bestimmt.

2.2, Agglutinationstest mit Concanavalin A

Agglutinationsteste wurden nach Burcer (7) und INBar u. Sacus (8) durch-
gefthrt: Permanente BHK-Zellkulturen werden mit Vacciniavirusstamm WR (107
TCIDse/ml) inokuliert und nach einstindiger Adsorption zur Entfernung des nicht
adsorbierten Virus 3 X mit Kulturmedium gewaschen und anschlieBend in Eagle’s
Medium inkubiert. In stiindlichen Abstinden nach Infektion wird das Medium dekan-
tiert, die Zellen 2 in calecium- und magnesiumfreier phosphatgepufferter Kochsalz-
I6sung pH 7,2 gewaschen und der Zellrasen mit 0,029%iger EDTA (Titriplex I1I, Fa.
Merck, Darmstadt) in eine Einzelzellsuspension gebracht. AnschlieBend werden die
Zellen mit phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung pH 7,4 (PBS) ge-
waschen und auf 3 X 108 Zellen/ml eingestellt. Zu 0,5 ml Zellsuspension werden 0,5 ml
(1 mg/ml in Saline) Concanavalin A (Fa. Serva, Heidelberg) oder 0,5 ml Saline gegeben.
Nach vorsichtigem Schiitteln wird das Gemisch nach 15 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur beurteilt.

2.3. Praparation von BHK-Zellmembranen
Die Préiparation von Membranen vacciniavirusinfizierter und nichtinfizierter
BHK.-Zellen erfolgte in Anlehnung an die von NacuMaX, FERRIs und HirscH (9) sowie
WaARREN, GLICK u. Nass (10) angegebenen Methoden zur Priparation von Makro-
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phagenmembranen: Dreistindige mit 1x 109 TCID35¢ vacciniavirusinifzierte sowie
nichtinfizierte BHK-Zellen werden 2x mit PBS pH 7.4 gewaschen, das Sediment in
90 ml destilliertem Wasser unter vorsichtigem Schatteln aufgenommen und 10 Minuten
bet +21° C stehengelassen. Nach Zugabe von 10 ml 10%igem Glutaraldehyd (IFa.
Serva, Heidelberg) werden die Zellen 10 Minuten bei 1200 UpM zentrifugiert, in destil-
liertem Wasser einmal gewaschen und in 100 ml destilliertem Wasser wicder resuspen-
diert. In 5—10 ml-Portionen werden die Zellen anschlieBend in einem ,Dounce Zell-
homogenisator (Kontes Glass Co., Vineland, N.J., USA) mit einem eng schlieBenden
StoBel durch 5— 10 Sto8e, bis etwa 909, der Zellen aufgeschlossen sind, homogenisiert.
Der schrittweise Zellaufschluf3 wird hierbei mit dem Phasenkontrastmikroskop ver-
folgt. Zu den 100 ml Zellhomogenat wird anschlieBend ein gleiches Volumen 60%,iger
Saccharose (g/v) hinzugefagt; jeweils 50 ml der nun 309%igen Saccharose-Homogenat-
Suspension werden mit 40 ml 509%,iger Saccharose (g/v) tiberschichtet und 40 Minuten
bei 800 UpM bei +4° C zentrifugiert. Anschlieend wird die Oberschicht bis ca. 5 mm
in die Grenzschieht hinein abgehoben, nochmals auf 500,ige Saccharose gelagert und
wieder 40 Minuten bei 800 UpM zentrifugiert. Nach Abhebung — diesmal nicht in die
Grenzschicht hinein — wird die Oberschicht mit destillierten Wasser auf 20%ige
Saccharose verdunnt und 40 Minuten bei 8000 UpM bei -4° C zentrifugiert. Das Sedi-
ment wird in 10 ml 35%iger Saccharose aufgenommen und im ,Dounce Zellhomogeni-
sator’ mit dem locker schliefenden Stoel noch einmal durch einen Stofl aufgeschlossen.
Je 5 1l der partiell gereinigten Membransuspension werden auf einem linearen Saccha-
rosegradienten (40—659%, g/v) 2 Stunden bei 12.000 UpM in einem SW 27 Rotor der
Spinco L 50 (Fa. Beckman) sedimentiert. Die schmale Membranbande wird mit einer
Spritze abgesaugt. Nach Dialyse gegen PBS und anschlieBender Proteinbestimmung
nach Kjeldahl werden die Proben zur Immunisierung durch Verdiinnung mit PBS auf
Proteingleichheit eingestellt.

2.4. Praparation von BHK-Zellkernen
P

Dic Préaparation von Zellkernen erfolgte in Anlehnung an die von Munro (11)
und REIFENRATH (12) angegebenen Methoden zur Praparation von HeLa-Zellkernen:
Vacciniavirus- und nichtvirusinfizierte BHK-Zellen werden nach zweimaligem Wa-
schen in Hanksscher Losung durch 309ige Zitronensaure (in 0,85%, NaCl-Loésung)
mit | Vol.%, Lensodel AB6 (Decutsche Shell-Chemie AG., Hamburg) und 0,59%, Mg
durch Schiitteln auf einem Whirlimixer (10 Sekunden) aufgeschlossen. Die Kerne
werden anschlieBend bei 3000 UpM sedimentiert, 3 X mit PBS pH 7.4 gewaschen und
in Saccharose (Gradient: 60-, 50-, 40-, 309, Saccharose in 0,004 m MeclIlvaine-Puffer
pH 7.8) 15 Minuten bei 20.000 UpM in einem SW 27 Rotor der Spinco L 50 sedimentiert.
Mit einem Dichtegradientenfraktionator (Fa. Isco, Lincoln, Nebrasca, USA) wird
die Kernbande nach Messung der optischen Dichte bei 280 min getrennt mit einem
Fraktionensammler aufgefangen und gegen PBS bei 4 4° C dialysiert. Nach Bestim-
mung des Proteingehaltes nach Kjeldahl wird die Suspension infizierter und nicht
infizierter Zellen durch Verdinnen mit PBS auf Proteingleichheit eingestellt.

2.5. Immunseren

Dic verschiedenen Zellfraktionen infizierter und nichtinfizierter BHK-Zellen wur-
den 3 X in dreitdgigen Abstdnden und ein viertes Mal nach einer weiteren Woche an
Pirbright-Meerschweinchen (250 g/Tier) verimpft. Die Dosis, die jeweils an 2 Stellen
1.m. in die beiden Hinterbeine appliziert wurde, betrug bei der ersten Impfung 6 ml,
bei den folgenden jeweils 3 ml. Insgesamt erhielt ein Meerschweinchen 3 mg Protein.
Eine Woche nach der letzten Antigeninjektion wurden die Tiere entblutet.

2.6. Zytotoxizitidtsteste

Nach Inkubation der hitzeinaktivierten (30 Min. 56° C) Immunseren in Gegenwart
von aktivem Meerschweinchenkomplement mit den in Réhrchen ausgewachsenen
BHK.-Zellen wurde die Freisetzung von LDH und 3H-Uridin nach einer Methode
bestimmt, die einer vorangegangenen Publikation zu entnehmen ist (6).

Arch. ges. Virusforsch. 40/1—2
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3. Ergebnisse

3.1. Vacciniavirusinduzierte Oberflachenverdnderungen
bei BHK-Zellen

Zum Nachweis des zeitlichen Beginns der Ausbildung vacciniavirusinduzierter
Antigene auf der Zellmembran wurden die infizierten BHK-Zellen in stiindlichen
Abstdnden nach Infektionsbeginn mit Antivaccinia-Antikérpern vom Meer-
schweinchen (nach Immunisierung mit Vaceciniavirus, das auf menschlichen
Fibroblasten vermehrt wurde; diese Zellen besaBBen keine Kreuzreaktivitat mit
BHK-Zellen) in Gegenwart von frischem Meerschweinchenkomplement bei 37° C
inkubiert. Der Testansatz enthielt 0,3 ml Serum, 0,3 ml Meerschweinchenkomple-
ment und 1 ml Eagle’s MEM. Nach 20 Minuten wurde im Gewebekulturiiberstand
die freigesetzte LDH und 3H-Uridin bestimmt. Kontrolluntersuchungen wurden
mit nichtinfizierten Zellen durchgefiihrt.
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Abb. 1. Ausbildung vacciniavirusinduzierter Zelloberflichenantigene und  Concanavalin-A-Bindungsstellen so-
wie Replikation von Vaceiniavirus nach Infektion von BHK-Zellen in Abhiingigkeit von der Zeit

Nach Vacciniavirusinfektion Jassen sich bereits 2—3 Stunden nach Infektions-
beginn, noch bevor eine Virusvermehrung stattfindet, virusinduzierte Verdnde-
rungen auf der Wirtszelloberfliche durch Immunzytolyse nachweisen (Abb. 1).
Ein unspezifischer zytotoxischer Effeckt konnte durch Inkubation der Antiseren
mit nichtinfizierten Zellen ausgeschlossen werden. Eine virusbedingte Zytolyse
fallt gleichfalls auller Betracht, da nach Inkubation vacciniavirusinfizierter
BHK-Zellen mit Komplement allein keine vermehrte Zellschadigung nachgewiesen
werden konnte.
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Die vermehrte Freisetzung von LDH und 3H-Uridin durch vacciniavirus-
spezifische Antikorper ist zeitlich korreliert mit der Agglutinierbarkeit infizierter
BHK-Zellen durch Concanavalin A (Abb. 1). Beide Teste wurden gleichzeitig, d. h.

Abb. 2
a) 3 Stunden vaceiniavirusinfizierte BHEK-Zelle, glutaraldehydfixiert (Phasenkontrast, 400fache VergroBerung).
b) Isolierte Plasmamembran ciner 3 Stunden vacciniavirusinfizierten BHK-Zelle (Phasenkontrast, 1000fache
Vergrofierung).
¢) Isolierte Zellkerne von 3 Stunden vacciniavirus-infizierten BHK-Zellen (Phasenkontrast, 400fache VergroBerung)

bereits nach 2 Stunden p.i., positiv. Die Spezifitat des Concanavalin-Testes konnte
dadurch gesichert werden, dafl weder infizierte Zellen durch das Losungsmittel
(PBS) noch nichtinfizierte Zellen durch Concanavalin agglutiniert wurden.

5%
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3.2. Steigerung der Antikoérperproduktion gegen BHK-Zellen nach
Immunisiecrung mit Plasmamembranen vacciniavirusinfizierter
BHK-Zellen

Plasmamembranen wurden durch schonende Homogenisierung von gequolle-
nen, glutaraldehydfixierten BHK-Zellen gewonnen (Abb. 2 a). Durch die Glutar-
aldehydbehandlung wird erreicht, dal die Zytoplasmabestandteile fixiert werden
und sich an den Zellkern anheften. Dieser Effekt wird bei schwécherer Fixation
nicht in dieser Deutlichkeit beobachtet; meist zerfallt dann das Zytoplasma in
kleine Einheiten, die sich schlecht von den Membranen trennen lassen (10). Beim
Einbringen der Zellen in hypotones Milieu hebt sich die Membran vom Zytoplasma
ab und laBt sich durch die Scherkrifte des Homogenisators leicht abstreifen
(Abb. 2 b). Biochemische Reinheitskriterien wurden von anderen Autoren fiir diese
Priparationsmethode erbracht (9). Die auf diese Weise praparierten Plasmamem-
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Abb. 3. Antikérperbildung gegen BHK-Zellen nach Immunisierung von Meerschweinchen mit Plasmamembranen
und Kernen vaceiniavirusinfizierter und nichtvirusinfizierter BHK-Zellen

branen von 3 Stunden vacciniavirusinfizierten BHK-Zellen und nichtinfizierten
BHK-Zellen wurden an Meerschweinchen verimpft. Die quantitative Auswertung
der einzelnen Immunseren im Zytotoxizitédtstest in vitro zeigt, dafl die Immuni-
sierung mit Plasmamembranen virusinfizierter Zellen zu einer stirkeren Produk-
tion zytotoxischer Antikorper fithrt als die Vorbehandlung mit Membranen nicht-
infizierter Zellen oder intakter nichtinfizierte Zellen (Abb. 3). Die Zellkerne infi-
zierter sowie nichtinfizierter Zellen waren hingegen gleichermaflen schwach im-
munogen wirksam. Die BHK-Zellkerne wurden dazu mit einem Zitronensdure-
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Detergens-Gemisch isoliert. Mit diesem Gemisch lieBen sich im Gegensatz zu ande-
ren Methoden. bei denen entweder nur verdiinnte Zitronensdure (13) oder nur
Detergentien (14) zur Anwendung kommen, optisch vollig saubere Zellkerne pré-
parieren (Abb. 2 ¢).

Die immunologisch adjuvierenden Faktoren sind also offensichtlich nicht ubi-
quitdr in der Zelle, sondern an der Zelloberfliche lokalisiert.

3.3. Charakterisierung der vermehrt gebildeten Antikorper
Die vermehrt gebildeten Antikérper gehoren, wie die Sedimentationsanalyse
im Saccharosegradienten zeigte, zu den 7 S-Immunglobulinen. Sie sind spezifisch
in ihrer zytotoxischen Aktivitidt gegen BHK-Zellen. insbesondere gegen die Zell
oberflichenantigene gerichtet und lassen sich mit nichtinfizierten BHK-Zellen
sowie den isolierten Membranen dieser Zellen absorbieren (Abb. 4). Eine Absorp-
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bbb, 4 Zytotoxische Aktivitit von Anti-BHK-Antikorpern vom Meerschweinchen nach Absorption mit abfallen-

@n Proteinkonzentrationen von BHK-Plasmamembranen (0--0), BHK-Zellkernen (a--4) und homogeni-
sierten BHIK-Zellen (0-- o)

iion mit isolierten BHK-Zellkernen war hingegen nicht méglich. — Zur Absorption
vurden die vermehrt gebildeten Antikoérper mit den isolierten Plasmamembranen,
solierten Zellkerenen und nicht infizierten BHK-Zellen 12 Stunden bei 4-4°C
nkubiert. Kontrollabsorptionen wurden mit humanen embryonalen Fibroblasten
durchgefiihrt, die als heterologe Antigene auch keine absorbierende Wirkung hat-
ien. Hierdurch wurde die Spezifitdt der zytotoxischen Antikorper erwiesen und
tleichzeitig eine unspezifische Stimulierung des antikérperproduzierenden Zell-
tystems ausgeschlossen.
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%4. Diskussion

Vacciniavirusinduzierte Zelloberflichenantigene lassen sich mit verschiedenen
Techniken nachweisen, ndmlich durch Tmmunofluoreszenz (15), Hamadsorption
(16), gemischte Agglutination (4) und Zellagglutination durch Concanavalin A
(17). Wir haben diese virusinduzierten Oberflichenantigene durch den zytoziden
Effekt von Antiseren in Gegenwart von Komplement, dhnlich dem von RoaxEe und
Ro1zyvax (18) zum Nachweis von Herpes-simplex-Virus-induzierten Membranver-
anderungen beschriebenen Test, sowie durch Concanavalin-A-Agglutination
virusinfizierter Zellen nachgewiesen. Ob dabei die durch Antikorper nachgewiese-
nen Oberflichenantigene mit den Concanavalin-A-Bindungsstellen identisch sind,
ist bislang nicht eindeutig bestimmbar. Bei diesen Oberflachenantigenen, die
bereits 2 Stunden nach Infektion nachweisbar sind, handelt es sich offensichtlich
nicht um Virusstrukturproteine, sondern um ,.de novo‘-virusinduzierte und
virusspezifische Membranproteine. Denn nach Hemmung der viralen DNS-Syn-
these durch Cytosinarabinosid (17) ist die Bildung dieser Oberflichenverdnderun-
gen noch nachweisbar, nach Behandlung infizierter Zellen mit Cycloheximid,
einem Inhibitor der Proteinsynthese, jedoch unterbunden. Demzufolge kann ange-
nommen werden, dal} die Synthese dieser Oberflichenantigene bereits in der ersten
Stunde p.i. durch messenger RNS kodiert wird. Kin Aktivitdtsanstieg friiher
Enzyme im Zytoplasma lief} sich bereits 1.5 Stunden nach Infektion mit Vaccinia-
virus nachweisen (19).

Zeitlich korreliert mit dem Auftreten dieser virusinduzierten Oberflichen-
verdnderungen ist ein Anstieg der Immunogenitat der Wirtszelle festzustellen (20).
Auf Grund dieser Korrelation liegt die Vermutung nahe, dafl die virusinduzierten
Antigene mit den zellularen Oberflichenantigenen immunogen besonders wirk-
same komplexe Antigene bilden, die fiir die gesteigerte Produktion zytotoxischer
Antikérper verantwortlich sind. Die virusinduzierten Oberflichenantigene iiber-
decken die zelleigenen Antigene offensichtlich nicht, sondern verstirken deren
Immunogenitdt. Durch die Immunisierung mit isolierten Zellmembranen konnte
jedenfalls eindeutig nachgewiesen werden, dafl deren Antigenitéit durch die Zell-
infektion betrichtlich gesteigert wird. Offensichtlich werden die Membranproteine
bei schonender Glutaraldehydfixation nicht beeintrachtigt (9). AuBlerdem wird
bei dieser Methode die Zellmembran in intakten Stiicken erhalten, so dall die — bei
anderen Priaparationstechniken (21, 22) eventuell bestehende — Méglichkeit einer
Dissoziation der mutmafBlichen Antigenkomplexe kaum in Betracht féllt. Dic
Frage, ob es sich bei den virusinduzierten Oberflichenantigenen, Concanavalin-A-
Bindungsstellen und immunologisch adjuvierenden Faktoren um ein und dieselben
oder um verschiedene, gleichzeitig in der Zellmembran auftretende Antigene han-
delt, soll in weiteren Versuchen untersucht werden.

Die bisherigen Bemiihungen, die Immunogenitit von Tumorzellen durch
den Einbau eines Freundantigens, einer sogenannten , Helfer-Determinante.
zu stimulieren, erhalten aufgrund wunserer Versuchsergebnisse zumindest
Auftrieb. In weiteren Versuchen soll denn auch diese Moglichkeit gepriift
werden.

Die Autoren danken Fraulein A. Weilert far ihre tatkraftige Mitarbeit.



[N

Immunogenitit von Plasmamembranen vaceiniavirusinfizierter Zellen 71

Literatur

CTeveraia, S.S., and F. Rarp: Demonstration of new surface antigens in cells
g

transformed by papovavirus SV 40 by eytotoxic tests. Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.)
120, 455 (1965).

. Irnx, S. L.: Immunofluorescent demonstration of a specific surface antigen in

cells infected or transformed by polyoma virus. Virology 32, 725 (1967).

. Facraeus, A., and A. EspMark: Use of a ‘Mixed haemadsorption’ method in virus-

infected tissue cultures. Nature (Lond.) 190, 370 (1961).

. Iro. M., and A. Barrox: Surface antigen produced by herpes simplex virus (HSV).

J. Immunol. 3, 711 (1972).

. Mivaworo, H., and S. Kato: Immune hemadsorption by cells infected with pox-

viruses. Biken J. 11, 343 (1968).

. Banprow, G., . Kierine und R. THoMsseN: Viren als immunologische Adju-

vantien far die Produktion von Antikérpern gegen Wirtszellantigene. Arch. ges.
Virusforsch. 34, 287 (1971).

. BurGER, M.: A difference in the architecture of the surface membrane of normal

and virally transformed cells. Proc. nat. Acad. Sci. (Wash.) 62, 994 (1969).

. InBAR, M., and L. SacHs: Interaction of the carbohydrate-binding protein Con-

canavalin A with normal and transformed cells. Proc. nat. Acad. Sci. (Wash.) 63,
1418 (1969).

. Nacumaxn, R., B. Ferris, and J. G. Hirscu: Macrophage Plasma Membranes 1.

Isolation and studies on protein components. J. exp. Med. 133, 785 (1971).

. WaRrex, L., M. C. GLick, and M. K. Nass: Membranes of animal cells I. Methodes

of isolation the surface membrane. J. cell. Physiol. 68, 169 (1966).

. Muxro, G. F., A. L. Douxcg, and S. LErRman: Nucleic acid and protein composi-

tion of HeLa cell nuclei isolated by three methods. Exp. Cell Res. 55, 46 (1969).

. REIFENRATH, R.: Eine Methode zur Isolierung von HeLa-Zellkernen. (In Vorbe-

reitung.)

3. NEwroxN, A., and M. G. P. STorER: Changes in nucleic acid content of HeLa cells

infected with Herpes virus. Virology 5, 549 (1958).

. PExMmaw, S.: RNA Metabolism in the HeLa cell nucleus. J. molee. Biol. 17, 117

(1966).

. Uepa, Y., M. Ito, and I. Tacaya: A specific surface antigen induced by poxviruses.

Virology 38, 180 (1969).

5. MryamoTo, H., and 8. Karo: Cell surface antigens induced by poxviruses I. Effects

of antimetabolites on cell surface antigens. Biken J. 14, 311 (1971).

. Zarrixg, J. M., and S. S. TEVETHIIA: Expression of Concanavalin A binding sites

in rabbit kidney cells infected with vaceinia virus. Virology 45, 313 (1971).

. RoaxEg, Pu. R., and B. Rotzmax: Studies of the determinant antigens of viable

cells. IT. Demonstration of altered antigenic reactivity of HEp-2 cells infected with
herpes simplex virus. Virology 22, 1 (1964).

.Juxaewrirrh, C., and W. K. Jokrik: Studies on “‘early” enzymes in HeLa cells

infected with vacecinia virus. Virology 27, 80 (1965).

. Baxprow, G., W. FiscuEr und R. TrnomsseN: Untersuchungen zum Mechanismus

der immunologischen Adjuvanswirkung des Vacciniavirus. Arch. ges. Virusforsch.
1972 (im Druck).

. Kamar, V. B,, and D. F. HoerzL-WaLLacu: Separation and partical purification

of plasma-membrane fragments from Ehrlich-Ascites carcinoma mierosomes. Science
148, 1343 (1965).

. SpEAR, P. G., J. M. KELLER, and B. Rorzman: Proteus specified by Herpes sim-

plex virus II. Viral Glycoproteins associated with cellular membranes. J. Virol. 5,
123 (1970).

Anschrift der Verfasser: Dr. G. BaAxprow, Hygiene-Institut der Universitat Gottin-

gen, Kreuzbergring 57, D-3400 Gé6ttingen, Bundesrepublik Deutschland.



