Archiv fiir die gesamte Virusforschung 26, 271—282 (1969)

Institut fiir Hirnforschung der Universitét Zirich
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Im Zentralnervgnsrstem der Waldameisenspecies Formica IuHubns
Zett, fanden wir_kirzlich im .ZP]/IOBIasma der verschiedenen_ Zelftypen
zwei unterschiedliche virusahnliche Partikel. Das kleinere Partikel wurde
bisher nur in einem Fall fes%;estellt, wahrend das gréRere bei mehreren
Ameisenindividuen auftrat, Da nur gesund aussehende und sich normal
verhaltende Ameisen fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
%rafparlert wurden und es sich bei den vorliegenden Ergebnissen um

ufallsbefunde handelt, kénnen wir vorlaufig dber die Bedeutung und
mogliche Pathogenitat der virusdhnlichen Partikel fir den Wirtsorganis-
mus keine Aussagen machen.

Material und Methoden

Es wurden Oberschlung- uPd Prothorakal angliin von Arbeit%{innen der
WaLdamewenspemes Formuia ugubrls ett. 1m Elektronenmikros oR unter-
?_u% t. Zur Xerwendunpq F;e an tg Ameisen, dje zum Tell direkt vo nlatur-
ichen Standorten I Parpan Un WalenstadtberP sbammten,,,zum Tell aus
Bestanaden, \e im Labo atomm monatelang_mt threm natiirlichen_ Nest-
material in Plastikkasten ﬂe alten wErden_. ie zur Praparation bendtigten
Iwz{e wur e(}l ohne sBeme e Auslesekriterien aus den este[]n enénom en

zeAgten emeﬁro en Stdr*_n en Im Verhalten, Die Entnahme der Ober-
schluna- una Protfiorakalganglien erfolgte unter COZNarkose.

1 Mit Unterstitzung des Schweiz. Nanonalfonds f¥,r, wissenschaftliche
Forscﬂun Nr. 3807 sowie” der Hartmann-Muller-Stiftung tir medizinische
Forsc ung in Zrich.
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Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden folgende Verfahren
angewandt:

a) Kombinierte Glutaraldehyd-OsO4-Fixation nach Sabatini, Bensch und
Barrnett (8) nach der bei uns gebrduchlichen Modifikation (11).

b) Gleich wie a), aber an Stelle von Glutaraldehyd Acrolein 10%. Dieses
Verfahren hat sich zur Darstellung von Viruspartikeln besonders gut be-
wahrt (6).

c) Fixation mit Glutaraldehyd oder Acrolein und darauffolgende Im-
pragnation mit 1% Phosphorwolframsdaure (PTA) nach Aghajanian und
Bloom (1).

Die nach den Fixationsverfahren a) und b) gewonnenen Dinnschnitte
wurden mit Uranylacetat und Bleihydroxyd kontrastiert. Die nach dem
Verfahren c) erhaltenen Diinnschnitte wurden ohne Nachkontrastierung im
Elektronenmikroskop untersucht. Die photographischen Aufnahmen wurden
mit einem Siemens Elmiskop | gemacht. Primé&rvergréfRerungen 2500 x bis
67.000 X.

Resultate
Das groRere Partikel

Im Zentralnervensystem der Ameise wurden seit Einfiihrung der
Acrolein-Vorfixation in den finf bisher untersuchten Féallen frei im
Zytoplasma liegende Partikel mit mehr oder weniger ausgeprégten
sechseckigen Konturen gefunden. Ihr Gesamtdurchmesser betragt 120 bis
150 mu. In Abb. 1A erkennt man deutlich drei dieser Partikel. Bei den
speziell daraufhin untersuchten Ameisenindividuen wurden derartige
Partikel im Protoplasma aller innerhalb des Zentralnervensystems vor-
kommenden Zelltypen gefunden (Glia-, Perilemm- und Nervenzellen). Sie
sind in wechselnder Anzahl vorhanden; im Durchschnitt etwa 1 Partikel
pro 10 y2 Im elektronenmikroskopischen Schnittbild ist die sechseckige
Kontur der Partikel sowohl nach Acrolein-Osmium-Fixation (Abb. 1A)
als auch nach PTA-Blockimpragnation (Abb. 1B) deutlich erkennbar.
Nach Glutaraldehyd-OsO4-Fixation erscheinen diese Partikel eher rund-

Abb. 1 Einzelne virusdhnliche Partikel ddeszqhgﬁeren Typs (Mg) in verschiedenen Zellen
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Abb. 2. Viruséhnliche Partikel des groBeren Typs (Vg) in morphologisch unterscheidbaren
Zustandsformen:

A: Zwei Partikel ﬁPfeiIe_) in einer Nervenzelle. In ihrer Umgebung ist das Zytoplasma auf-
gehellt und enthé&lt fadige Strukturen. Dieses Feld ist von auffallend dichten Ribosomen-
haufen (r) umgeben. Fixation: Acrolein-OsO4 PrimérvergrdéfRerung: 22.000 x.

B: Im Zytoplasmabereich einer Perilemmzelle sind zwei Partikel mit homogen elektronen-

dichten Kernen erkennbar. Das mit Pfeil bezeichnete Partikel zeigt dieselbe Gestalt; aber

die unregelméRige Dichte seines Kerns ist beachtenswert (Bildungsstadium?). Im Gegensatz

zum Partikel in Abb. 2A ist es von einem dichtgelagerten Ribosomenhaufen umgeben.
Fixation wie 2A. PrimarvergrofRerung: 22.000 Xx.
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lich und sind wahrscheinlich von uns friher in Populationen von synap-
tischen Bléaschen irrtumlicherweise als ,,dark cored vesicles” identifiziert
worden (Abb. 1Cund 1D).

Die virusahnlichen Partikel bestehen aus einem mehr oder weniger
elektronendichten Kern und aus einer &uferen Hulle. Bei stérkeren Ver-
grolerungen zeigt die Hulle eine geschichtete Struktur von etwa 10 my
Dicke, ahnlich einer ,,unit membrane*. Der Kern ist meist durch einen
feinen hellen Hof deutlich von der Hiille abgesetzt (Abb. 2A, 2B). Be-
merkenswert ist die durch PTA-Behandlung bewirkte Differenzierung
der Viruspartikel in impragnierbare und nicht imprégnierbare Formen
(Abb. 1A, 1B). Die impragnierbaren sind dhnlich dargestellt wie nach
Acrolein-OsO4 Fixation.

Abb. 2A zeigt einen Zytoplasmabereich einer Nervenzelle, in welchem
zwei Partikel liegen. Dabei fallt auf, daB in ihrer unmittelbaren Umgebung
das Zytoplasma aufgehellt und mit fadigen Strukturen angereichert
ist. Am Rand dieser Zone liegen gruppenweise freie Ribosomen. Abb. 2B
zeigt einen &dhnlichen Ausschnitt, wobei hier die Viruspartikel durch
unterschiedliche Intensitat der Kerndichte gekennzeichnet sind. Ferner
fehlen die fadigen Strukturen; dafir liegen die Partikel in einer dichten
Masse von Ribosomen, die von auffallend vielen Mitochondrien um-
ringt ist.

Das kleinere Partikel

Der kleinere Typ ist charakterisiert durch Partikel von einem Ge-
samtdurchmesser von 60 bis 70 my. Wir haben diese bis jetzt nur in einem
Falle, in Nerven-, Glia- und Fettkdrperzellen des Prothorakalganglions
gefunden. Dabei waren die Partikel sehr reichlich und in verschiedenen
morphologischen Varianten zu finden (Abb. 3A bis D, 4A, 5A und 6A).
Besonders in Fettkorperzellen (Abb. 3A, 3B) gruppieren sie sich zu
ansehnlichen, bis mehrere y im Durchmesser erreichenden kristalloiden
Aggregaten.

Am hdufigsten zeigen diese Partikel in verschiedenen Schnittrichtungen
eine runde Form mit einem maximalen AuBendurchmesser von etwa
60 bis 70 my. Bei starker VergrdRerung kann man auch bei diesen Par-
tikeln einen dunklen Kern und eine durch einen hellen Hof deutlich
abgesetzte ,,Hille” von etwa 10 mpu Dicke erkennen. Der rundliche
dunkle Kern hat einen Durchmesser von 10 bis 45 my. Eine weniger
héufige Form besteht aus kernlosen Partikeln. Abb. 3C zeigt einige leere
LHullen” innerhalb eines fadigen Gerustes. In Abb. 3D liegen viele
»leere* und einige ,,volle* Hullen neben fadigen Strukturen. Diese treten
immer mehr in den Hintergrund und die Partikel gruppieren sich zu
regelmdRig geordneten, kristalloiden Aggregaten von 1 bis 2 y Durch-
messer (Abb. 3A).
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Abb. 5. Nebeneinander von ,,Bakterien® und ,,Viren*.

A: Der Zytoplasmabereich einer Fettkdrperzelle zeigt einen starken Befall mit kleinen

virusdhnlichen Partikeln (VK) und ferner mit einem groBeren Partikel (Vg). Beachtens-

wert sind die beiden ,,Bakterien* (Bc), von denen eines in Teilung begriffen ist. Die ,,Bak-

terien“ sind fast ganz von den kleinen Partikeln um%eben. Fixation: Acrolein-OsO4. Primar-
vergréBerung: 22.000 x.

B: ,Bakterium* _(Bc% und direkt angelagerter groBerer virusédhnlicher Partikel (Vg) im Zyto-
plasma einer Gliazelle. Ferner ist ein kleineres viruséhnliches Partikel (VK) erkennbar.
r: Ribosomen, L: Lakune. Fixation: Acrolein-OsO4 PrimadrvergroBerung: 22.000 x.
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Abb. 6. Nebeneinander von virusdhnlichen Partikeln (Vk) und ,Bakterien® (Bc) innerhalb

eines Gllazellfortsatzes aus dem Prothorakalganglion einer Waldameise. Die virusahnlichen

Partikeln sind im oberen Bildrand von einem stark gelichteten Zytoplasmahof umgeben.
Fixation: Acrolein-OsO4. PrimarVergréRerung: 22.000 x.
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Meist lie en die Partikel frei im Zytoplasma. Eine Ausnahme dazu
bildet Abb. ‘3B, wo ein kleings A?gregat von einer Membran um?eben
2 sein schelnt "Nicht selten findet man Partikel in lysosomenahnfichen
.dense bodies” (Abb. 4B und C). Diese Korperchen werden von einer
einfachen Membran umgrenzt und enthalten ein feinkdmiges Material
von mittlerer Dichte und nicht selten mye mahnhche Menibranfiguren.
Die virusahnlichen Partikel vom kleinen Typ sind darin in unregelmamger
Anordnung und teilweise fraqmenhert (A, 4B) anzutreffen.

GroRere und kleinere Partikel kommen auch gleichzeitig in derselben
Zelle vor. Abb.. 4A zelgit einen Ausschnitt aus dem Zytoplasma einer
Gliazelle mit reichlich Kleinen Partikeln und mindestens einer gut aus-
ebildeten, %roBeren sechseckigen Form. Denselben  Befund™ zeigen

4B und 4C. Dies bedeutet, daB zwei offensichtlich verschiedéne
Viren® in derselben Zelle vorhegen konnen.

Spezielle Beachtung verdlent auch das Nebenelnander von ,Bak-
terien“2 und ,Viren", 6. zeigen Im Zytoplasma von jewells
ein- und derselben ZeIIe neben den tblichen Zellorganellen beide” Arten
von virusahnlichem Partikel und Bakterien. Wir haben dieses unmittel-
bare Nebeneinander der verschiedenen ,Mikroorganismen® mehrmals
beobachten konnen, aber niemals waren Anzeichen einer gegenseitigen
Beeinflussung vorhanden.

Diskussion

Der gr6Bere Typ zeigt einen Maximaldurchmesser von etwa 150 mu
und oft gine deut ch hekagonale Form; er wurde in Form von solitdren
Partikeln un nicht von gogregaten angetroffen und_erweist sich oem
von Smith (9, 10) beschrigbenén Tlgula -Iridescent-Virus sehr ahnllch
sowohl in der Form als auch in der GroRe. Auch der Befall des Zytoplasmas
ISt beiden Formen 8eme|nsam

Die Kleineren Partikel wurden bisher nur im Prothorakalganglion
undim umllegenden FettkorB rgewebe eines e|n2| en Ameisenindividiums

efunden. Sig haben einen Durchmesser von 60 0is 70 muund sind mit
ezug auf Dimension und Gestalt den von Grace und Mercer (3) bel Motten
beschrlebenen sehr ahnlich, unterschelden smh Jedoch, indem diese nur
Im Kern und E(ene nur im l¥to plasma Vorkommen. Im Gegensatz zum
roReren Partikel bildet das Kleinere ausgedehnte kristalloidé Aggregate.
us dem Vorkommen der kleineren virusahnlichen Partikel in lySosomen-
ahnlichen Gebilden glauben wir auf die Moglichkeit einer “zelluldren
Abwehrreaktion schlieRen zu konnen.

2 Bej diesen , Bakterien” hand({elt g5 sich umdetfereltsfmhermn%etellte
Form (5, 12 e|rFs myco asmﬁ er nc}etts en-ahnlichen Mikroorganis
wgggn %v ler Form“und stark variierendem Langsdurchmesser von etwa



Virus-ahnliche Partikel im ZNS der Waldameise 21

Kurzlich fanden Philpot et al. (7) &hnliche Viruspartikel im Fett-
korper und im Zentralnervensystem von Drosophila melanogaster. Trotz-
dem ausgedehnte Aggregate den Kern dieser Zellen belegten, waren die
Tiere anscheinend normal (Mortalitatsrate). Dies ist erstaunlich, stimmt
jedoch mit unseren Erfahrungen (berein.

Von Interesse ist ferner die Tatsache, daf3 in ein und derselben Zelle
zwei verschiedene Viren nebeneinander Vorkommen konnen. Nach Huger
(4) kann wohl ein Insekt mit zwei verschiedenen Viren infiziert werden,
aber in ein und derselben Zelle soll nur ein Virus angehen kdnnen. Er
beruft sich dabei auf Bird (2), der hinsichtlich einer Infektion von Larven
von Choristoneura fumiferana mit fur sie pathogenen Viren vom ,,granu-
losis-“ und ,,nuclear polyhedrosis“-Typ waortlich schreibt: ,,The two
viruses compete for cells to infect, and apparently they do not develop
in one and the same cell. However, adjacent cells frequently are infected
by the different viruses.” Zahlreiche Beobachtungen aus dem vorliegenden
Material sprechen dafiir, daR auch bei Insekten Doppelinfektionen ein
und derselben Zelle VVorkommen.

Zusammenfassung

Im Zentralnervensystem von anscheinend normalen Arbeiterinnen
der Waldameisenart Formica lugubris Zett. wurden viruséhnliche Partikel
gefunden. Mit Hilfe des Elektronenmikroskops wurden zwei Typen
unterschieden:

1 Ein groRes Partikel von 120 bis 150 mu Durchmesser und hexa-
gonaler Kontur, welches in verschiedenen morphologischen Zustands-
formen, aber immer im Zytoplasma von Nerven-, Glia- und Fettkdrper-
zellen vorkommt.

2. Ein kleineres Partikel von rundlicher Form und einem Durchmesser
von 60 bis 70 my, welches ebenfalls das Zytoplasma der erwahnten Zell-
arten beféllt. Der erste Typ wurde bei allen untersuchten Tieren — aber
immer nur in geringer Zahl und in Solitarform festgestellt, wahrend der
zweite Typ nur bei einem einzigen Tier, aber in Form von ausgedehnten
kristalloiden Aggregaten angetroffen wurde. Die beiden Typen kdnnen
zusammen in einer einzigen Zelle, und in ndchster Nachbarschaft von
rickettsien- oder mycoplasma-ahnlichen Mikroorganismen Vorkommen.
Der erste Typ hat eine auffallende Ahnlichkeit mit Iridescent-Viren,
wahrend beim zweiten Typ eine Zuordnung noch offensteht. lhre Be-
deutung fur den Wirtsorganismus und ihre allféllige Verbreitung im Tier-
oder Pflanzenbereich ist nicht bekannt.

Summary
Virus-like particles have been found in the central nervous system of

normally appearing imagos (workers) of the common wood ant (Formica
lugubris’ Zett.). Two types of particles could be identified in the cytoplasm
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of nervous, glial and fat body cells with the aid of an electronmicroscope
] p%n ?1 roﬁ Q ; 5r
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