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Die erfolgreiche klinisehe Anwendung yon hoehgereinigtem Trypsin 
als Augenbad zur Behandlung oberfl~chlicher herpetischer Erkran- 
kungen der Hornhaut warf eine Reihe yon Fragen auf (LI~GL 1958). 
ES wttrde ein proteolytischer Vorgang vermutet, also eine hydrolytische 
Spaltung des ViruseiweiBes durch das Enzym in dem Sinne, dab das 
Virus der Adsorptionskraft, die Virusnucleins~ure ihres biologischen 
Sehutzes und der Stabilisierung dutch die Proteinkomponente beraubt 
wird. Die Infektiosit~t, d.h.  die Fiihigkeit zum Zellbefall wfirde da- 
dutch nahezu oder v6llig vertoren gehen. Aul~erdem wurde angenommen, 
dag infizierte, in der Virusreproduktion befindliche, vermutlich leichter 
angreifbare Zellen eventuell bereits vor der ]~reigabe einer neuen Virus- 
generation durch das Enzym zerstSrr werden und somit eine selektive 
Ausmerzung virusbefallener Zellen stattfindet. Zu erwi~gen war auch, 
ob durch Trypsin Receptorsubstanzen der Zellwand gesunder Epithe- 
lien abgebaut werden0 wodurch die spezifische Bindung der Viren un- 
mSglich wfirde. 

Trypsin bietet ifir die Anwendung am Auge gegenfiber anderen 
physikalisehen oder ehemisehen Behandlungsmethoden beim 0berfl/~ch- 
lichen Herpes einen Vorteil: es schont gesundes Gewehe. Durch experi- 
mentelle Untersuehungen ,,in vitro" sollten die klinisehen Ergebnisse 
der Trypsinbehandlung erh/~rtet und aufgekl/irt werden. 

Die Feststellung, daft bestimmte Viren gegeniiber proteolytischen 
Fermenten empfindlich sind, ist nicht neu. Man land aber, dad eine 
Inaktivierung schon allein durch Adsorption des ]~nzyms an das Virus 
erfo]gen kann ohne fermentative Abbauvorg~nge. Die Komplexbildung, 
z.B. zwischen Tabakmosaikvirus und Trypsin (KLEcZ]~OWSKI), ist 

* ])er I)eutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, sei fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit gedankt. 
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reversibel und lggt sich durch Verdfinnen oder andere Methoden wieder 
trcnnen. Nach SCgRAMM sind zahlreiehe Viren gegen protcolytisehe 
Enzyme recht best/~ndig. Diese Resistenz wird sogar zur l~einignng 
soleher Viren, z .B.  zu ihrer Befreinng yon Wirtseiweil~, ausgenfitzt 
(BAwDEN u. PIRIE, KALMANSON U. BI~ONFENBRENNEI% HAAS ll. a.). Mit 
Hilfe des Elektronenmikroskops erkannte man in jfingster Zeit, dab sich 
unter anderen bei Kuhpocken- und anderen Blatternviren (DAwson u. 
McFA~LA~E, L s  u. Mitarb., PETERS und NASF~MA~ U. a.) dutch 
Fermenteinwirkung Verdauungsprozesse abspiclen kSnnen. M~n~IL5 
erwog die M6glichkeit, Viren entsprechend ihrer l~esistenz gegenfiber 
Trypsin und anderen Enzymen zu klassifiziercn. 

Das Herpes simplex-Virus war nur selten Gegenstand solcher Unter- 
suchungen. BUDDINGH U. Mitarb. (1953) gelang es, Herpes simplex- 
Virus aus den Faeces yon Kindern mit prim/~rer herpetiseher Stomatitis 
zu isolieren. Man nahm deshalb an, dab es gegenfiber proteolytisehen 
Fermenten resistent sei. Um die gleiche Zeit berichtete A~os, dab ihm 
weder mit Trypsin noch mit Pepsin eine Inaktivierung des Herpes sim- 
plex-Virus gelungen sei, wohl aber mit Phosphatase-Enzymen. Neuer- 
dings fanden aber WILDY u. Mitarh. (1960) bci ihren elektronenmikro- 
skopischen Untersuchungen, dab sowohl dureh Trypsineinwirkung als 
auch mit anderen Behandlungsmethoden eine betr~ichtliche Zunahme 
der leeren inncnk6rperfreien Virusmembrancn erfolgt, womit eine Ab- 
nahme der Infektiosit~t einhergeht. Znletzt berichteten GRESSE~ und 
ENDERS (1961) fiber ein Absinken der Infektiosit/it auf 0,01% ffir mensch- 
lithe Amnionzellen bercits nach 15 min langer Trypsineinwirkung bei 
drei Herpes simplex-St/tmmen. Die Autoren erkl/~ren sich die gegen- 
s/itzliehen Resultate zu AMos dureh die Annahme, dag es Herpes- 
Virusst/~mme mit unterschiedlieher gesistenz gegenfiber tryptischen 
Fermenten gibt. 

Eigene Untersuchungen 
Die Einwirkung von Trypsin au] das Herpes simplex- Virus 

Die Bestimmung des Infektiosit~tstiters yon Suspensionen des Herpes simplex- 
Virus erfolgte durch Feststellung des ID 50-Endpunktes auf tier Chorioallantois- 
membran des Hiihnerembryos, bereehnet nach der 3s yon REED und 
MUENCtI. Die Suspensionen wurden in versehiedenen Phasen des Virusentwiek- 
lungscyclus auI der Chorioalluntoismembran (CAM) durch Verreibung der frisch 
geernteten, gewaschenen, im Infektionsbereich ausgeschnittenen Membran in 
sterilem Seesand und anschlieBende Verdtinnung mit gepufferter physio]ogiseher 
KochsalzlSsung bei Zimmertemperatur und pj~ 7 auf 1:10 (im Bedarfsfall auf 
1 : 3) gewonnen. Auf eine CAM (etw~ 0,3 g) kamen also in der I~egel 2,7 ml physio- 
logische KoehsalzlSsung. Naeh dem Absetzen wurde der Uberstand zur Verimp- 
lung bzw. zur Herstellung yon geometrischen Verdiinnungsreihen (mit physiologi- 
scher NaC1-LSsung) zweeks Verimpfung genommen. Verwendet wurde der im 
Robert Koch-Institut vor Jahren aus einem Eczema herpeticatum isolierte, an 
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Abb. 1. Herpcs  s implex-Herdchen  (Stature 53/ I I  54) auf  der Chor ioa l lanto ismembran;  
der rech ten  Seite unspezifische Reakt ionen  

Abb.  "2. Aussehni t t  aus e inem Herpes  s implex-Herdehen  auf  der Chorioal lantoismeml 
nach  H E - F ~ r b u n g  bei s ta rker  VergrSi~erung: Zellkerne m i t  abgrenzbaren  Einsehhl3kSr 
chen (<~) sowie Zellkerne, die m i t  Einschliissen vo l lkommen  ausgefiillt  sind t 
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die CAM des Hiihnerembryos adaptierte Vinlsstamm 53/II 54. Die Ausgangs- 
suspensionen stammten yon virusinfizierten, mit Herpesherdchen fibers~ten, 
bei - -700 C aufbewahrten Vorratsmembranen. Die 11 Tage alten, bebriiteten Eier 
wurden mi~ je 0,1 ml des Inoculums beimpf~ und bei 350 C zum Titrieren und zur 
Gewinnung yon Vorratsmembranen 48 Std lang, sonst je nach Plan yon 0 bis zu 
72 Std lang, naehbebrfitet_ 

tn Vorversuehen wurde gefunden, da~ geringe p~Sehwa, nkunge~ um den 
Neu~ralpunkg w~hrend tier Versuchsprozeduren keine besendere Beeinflussung 
der Infek~iosit~t mit  sich brkngen. Es konnte fesggestellt werden, dag aueh zehm 
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Waohs~umskurve des Herpes simplex-Virus (53/]:I 54) auf tier Chorioallantois- 
membra~ 

maliges Waschen der ffisch geernteten, virusinfizierten Membranen gegeniiber 
einmaligem Waschen praktiseh keine wesentlich weitere l~einigung yon ,,freien" 
Viruspartikeln ergibt. Quantitativ zeigte sieh auch, dab eine Temperatur yon 370 C 
bei einer Versuehsdauer bls zu 60 min keinen Titerabfall durch thermische Inakti- 
vierung bewirkt. Nach K ~ L A ~  tr i t t  der Titersturz bei 370 C durch thermische 
Inaktivierung beim Herpes simplex-Virus erst nach 6--8  Std ein. Auch Soja- 
bohneninhibitor hat  in den verwendeten Konzentrationen keh]en Einflug auf die 
Iniektiosit~t. 

Yon den Ausgangsst~spens~onen bzw. dora Stammvirus wu~de in S~iehprohen 
der Infektiositggstiter bestimmt. Das Wachsbum des Herpes simplex-Virus auf der 
CAM wurde dureh Bestimmung der Infektiositgb der in Gruppen zu verschiedenen 
Zeiten der Entwicklungsphasen geernteten Membranen veffolgt. Die gewonnene 
Titerkurve gleich~ etwa den Waehstumskurven, die andere Autoren, wie SCOTW 
u. Mitarb., WIt, bY u .a .  (Ubersicht bei S T O ~ )  erhalten haben. Naeh einer 
La~enzperiode (Eklipse) von etwa 8 Std (abhi~ngig unter anderem yon der 2r 
des Einsaatvirus) folgt ein stefler, logarithmischer Anstieg der Infektiosi~iit bis 
zur 18. Std, der bis zur 24. Std noeh zunimmt, um bis zur 72. Std wieder flacher 
abzufallen (Abb. 3). DaB innerhalb der Latenzperiode iiberhaupt Infektiositgts- 
kon~rollen posltiv werden, beruht wahrseheinlich auf nieht adsorbiertem bzw. noeh 
nicht in die Zellen eingedrungenem Einsaatvirus. 
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Das aus entsprechend diesen Enfwicklungsphasen geernteten Membranen 
erhultene Virusmaterial wurde naeh Hers~etlung einer u (Fak- 
for 2, Verdiinnungsfliissigkeit physiologisehe NaC1-LSsung) mit 1/2%iger Trypsin- 
15sung (Trs~pnre Novo in physiologiseher NaC1-LSsung bei p]z 7) 1:5 weiter ver- 
dfinnt und jade Verdiinnungsstufe im Wasserbad bei 37 o C 60 rain lang der Ferment- 
wirkung ausgesetzt. Die Enzymwirkung wurde durch Sojabohneninhibitor (Novo, 
Kopenhagen) naeh Kv~ZTz gestoppt, indem jede Verdiinnungsstufe noeh einmal 
mit 1/2 %iger Inhibitorl5sung 1:2 verdiinnt wurde. Die aus den trypsinbehandelten 
Suspensionen gewonnenen Titerwerte der Infektiositgt sind zum Vergleich neben 
denjenigen der unbehandelten Suspensionen in Tabelle 1 aufgeffihrt. Es ergibt 
sich ein hoehgradiger Titerabfall der InfektiositKt durch die Trypsineinwirkung 
ira Verlauf des ganzen Virusentwicklungscyclns. 

Tabelle 1. Inaktivierung des Herpes simplex-Virus durch Trypsin in verschiedenen 
Phasen seiner Entwicklung au] der Chorioallantoismembran. Bestimmung der ID 50; 
die Werte sind in der Regel das arithmetische Mitre1 mehrerer Titrationen 

Titer des Ausgangsmateri~ls 1 : 44790 

Zeit naoh Beimpfung Titer ohne Titer nach Inaktivierung 
der CAM Trypsinbeh~ndlung Trypsinbeh~ndlung dutch Trypsin 

nach 4 Std 
nach 8 Std 
n a e h l $  Std 
naeh 24 Std 
naeh48 Std 
nach 72 Std 

1: 441 
t :  334 
1:103970 
1:675520 
1:191003 
1:25580 

0 
0 

1 : 16900 
1 :4614  
1 :8372  
1 :1103  

Eklipse 
Eklipse 
83,7 % 
99,4 % 
95,6% 
95,7 % 

Qualitative Untersuchungen dureh Schgtzen der I-terpesherdchen (-~-, + + ,  
§ § §  auf der beimpften CAM IieSen erkmmen, dab die Zeitspanne der Trypsin- 
einwirkung auf das Inoculum nicht unwichtig ist. So ergaben, insbesondere bei 
schwgcheren Viruskonzentrationen des Materials, nach 30 und 60 rain langer 
Trypsineinwirkung die Infektiosit~tsbestimmungen weniger ]?Ierpesherdehen als 
nach nur 10 bzw. 20 rain langer Fermentwirkung. 

Eine Trypsinbehandlung yon in der Latenzperiode gewonnenen Suspensionen 
auch nur yon 10 rain Dauer hut die Infektiositgt yon Resten des Einsaatvirus 
ausgelOseht. Mit dam beginnenden Anstieg der Infektiositgt nach der Eklipse 
durch die neue Virusgeneration, z.B. 9 Std naeh der Infektion, reieht eine nur 
10 rain dauernde Trypsineinwirkung zur vSlligen Inaktivierung der Viruspopul~- 
tion bereits nieht mehr aus. 

Die Einwirkung yon Trypsin au] die inlizierte Zelte 

Zur  K lg rung  der  F rage ,  ob d u t c h  T ryp s in  auch eine s d e k t i v e  Aus-  
merzung  v i rus inf iz ier te r  Zel len erfolgt,  eventue l l  bere i t s  v e t  de r  Fre i -  
gabe  einer  neuen  Virusgener~t ion,  wurden  die  En twiek lungsphasen  des 
l-Ierpes s implex-Virus  an  pe rm~nen ten  menschl iohen Amnionze l len  (FI- 
Zellen) beobaoh te t .  Zu versch iedenen  Zei ten  der  Vi rusen twick lung  
wurden  aus den  inf iz ie r ten  Ze l lku l tu ren  mi t t e l s  Versene Zel lsuspensionen 
gewonnen,  yon  denen  im einen F a l l  ohne, im ande ren  Fa l l  nach  Tryps in -  
b e h a n d l u n g  dnrch  Eos in fg rbung  u n d  naehfo lgende  Auszghlung in der  
Z g h l k a m m e r  die Re l a t i on  yon t o t e n  a n d  l ebenden  Zellen e rmi t t e l t  wurde .  
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Diese Versuche wurden mit dem aus den USA stammenden, in Zellkulturen 
gut ziichtbaren Herpes simplex-Virus H4 ausgefiihrt. Der aus einer Affennieren- 
zellkultur tibernommene Virusstamm wurde in sechs Passagen auf menschliche 
F1-Zellen adaptiert. Das Material yon Kulturflaschen tier ffinften und sechsten 
Passage wurde dann zur Herstellung des Virusantigens verwandt. I)rei Tage alte 
F1-Einschichtkulturen in Vierkantflaschen mit dicht zugewachsenem Zellrasen 
wurden nach Entfernung des Anziichtungsmediums fiir 11/2 Std bei 350 C mit 5 ml 
des Infektionsmaterials besehickt. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden 
die Kulturen mit phosphatgepufferter SalzlSsung (PBS) zweimal gewasehen. 
Ansehlieitend wurden die Kulturen mit 10 ml Parker-Medium versetzt und bei 
35 o O gehalten. Bis zur 24. Std nach der Infektion wurde stiindlieh einem Teil 
der Kulturen jeweils 1 ml frisches Parker-Medium hinzugeffigt, mit dem alten 
Medium vermischt, danaeh 1 ml dem Kulturmedium entnommen, einer zweiten 
in der gleichen Entwicklungsstufe sieh befindenden Knltur hinzugegeben und von 
dieser wieder 1 ml des Kulturmediums entnommen, der dann bei --200 C in 
Ampullen eingefroren wurde. Auf diese Weise sollte gleichzeitig der Antigen- 
verlust <lurch die stiindliehen Entnahmen etwas ausgeglichen werden. 

Die inf iz ier ten K u l t u r e n  wurden  jede S tunde  im Vergleieh zu n ich t  
inf iz ier ten Kon t ro l l ku l t u r en  auf mikroskopische  Zel lver / inderungen hin 
beobach te t .  Der  ey topa thogene  Ef fek t  (CPE) m a c h t  sieh dureh  Ab- 
rundung ,  opt isches  Diehterwerden,  Z u s a m m e n k l u m p e n  zu Nes te rn  und  
sehliel31iches Abheben  der  Zellen yon  der  Unte r l age  bemerkbar .  Der  
CPE k a n n  gelegent l ieh als spon tane  Abl6sung der  gesamten  K u l t u r  yon 
der  Unter lage ,  gleieh einer Membran,  auf t re ten .  Ein  beg innender  CPE 
dureh  Versti~rkung der  Zel lgranula t ion  und  beginnende A b r u n d u n g  der  
Zellen in Nes te rn  konn te  zum Teil berei ts  yon  der  9. S td  an naeh  der  
In fek t ion  beobaeh te t  werden (abhangig  yon der  I n f ek t i o s i t a t  des Ant i -  
gens und  der  Beschaffenhei t  der  Kul tu r ) .  I n  der  14. S td  pos t  in fec t ionem 
war  der  CPE in allen K u l t u r e n  deut l ich  erkennbar .  E r  ve r s tg rk t e  sieh 
welter,  so dab  in der  26. S td  naeh  der  In fek t ion  alle K u l t u r e n  s t a rk  
aufgelocker t  waren  und  fas t  nur  noch Rundzel len  zeigten,  d ie  zum Teil 
in k le inen  Verb/~nden abschwammen.  

His tologisehe Unte r suchnngen  wurden  an herpes inf iz ier ten  Deck-  
g lasku l tu ren  vorgenommen,  die naeh  Luf t t rocknung  und  Methanol-  
f ix ierung mi t  Giemsa-LSsung gefi~rbt waren.  Urn die 9. S td  nach  der  
In fek t ion  sehienen gegeni iber  den nega~iven Kon t ro l Iku l tu r en  Zellen 
mi t  e inem rosa  I-Iof um das  Kernk6rpe rchen  v e r m e h r t  zu sein. 12 S td  
pos t  infec t ionem waren  in den Zellkernen,  meis t  nm den Nueleolus,  
EinsehluBkSrperchen gu t  e rkennbar .  Die Zahl  der  Zellen mi t  Ein-  
schlui~kSrperchen sowie die Menge der E insch lu~kSrperchen  in den 
einzelnen Zellen n a h m  im wei teren Verlauf  der  Virusentwicklung noeh 
zu und  erre ichte  um die 20. S td  pos t  in fec t ionem ihren  HShepunk t .  
Spare r  wurde  die Beur te i lung  immer  schwieriger,  weft immer  mehr  Zellen 
infolge des CPE vor  der  F ix ie rung  bere i ts  abgesehwommen waren.  

Die, wie oben beschrieben,  zu versehiedenen Zei ten  der  Virusent-  
wicklnng abgenommenen,  bei  - - 2 0 0  C eingefroren gewesenen Medium- 

Albrecht  ~-. Graefes  Arch. Ophthal ,  Bd. 165 24 
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proben wurden naeh Herstellung einer Verd/innungsreihe (I:5,  1:10, 
1:50, 1:100 usw.) mi t  Parker-Medium in 2 Tage alten bei 370 C ange- 
zfiehteten Sehr/~grShrehenkulturen yon F1-Zellen austitriert. Das An- 
ziiehtungsmedium der Sehr/~grShrehenkulturen wurde verworfen, und 
jeweils zwei RShrehen wurden mit  1 ml einer Verd/innungsstufe be- 
sehiekt. Die t~eststellung der Grenzverdfinnung, die noeh einen CPE 
ergab, erfolgte in der 17. bzw. 24. und 40. Std der Naehbebrtitung bei 
35 ~ C. Ein raseher und steiler Titeranstieg im Medium t ra t  um die 
18. Std naeh der Infektion ein. 

Abb. 4. EinschlugkOrperehen in den Zellkernen yon F1-Zellen, 20 Std naeh  der Infekt ion  
mi t  Herpes  s implex-Virus (H4) ;  Deekglaskul tur ,  I t E - F ~ r b u n g  

Die zur Eosinfs hergestellten Zellsuspensionen wurden in 
versehiedenen Zeiten der Virusentwieklung dureh Abl6sung infizierter 
Sehrggr6hrehenkulturen yon F1-Zellen und nicht ~nfizierter Kontroll- 
kulturen mit  Versene gewonnen. Naeh einer Versene-Einwirkung yon 
10--15 rain Dauer bei 37 o C liegen sieh die Kulturen vom Glasboden 
mit der Pipette abspiilen und wurden dann fiir 10 min bei 1000 U/min 
zentrifugiert. Naeh dem Verwerfen des ~bers tandes  wurde das Zell- 
sediment yon infizierten, wie yon nieht infizierten Kultnren in 1 ml 
0,5%iger Trypsinl6sung bzw. in i ml physiologiseher NaC1-LSsung auf- 
genommen. Alle Suspensionen wurden dann 1 Std unter der Einwirkung 
yon Trypsin bzw. physiologischer NaC1-L6sung bei 370 C gehalten. Die 
trypsinierten Suspensionen wurden danaeh zur Inaktiviernng des Fer- 
ments 1:2 mit  0,5%igem Sojabohneninhibitor versetzt. Naeh dem 
Abzentrifugieren, 10 min lang bei 1000 U/min, wurden die Zetlsedimente 
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in je 1 ml physiologiseher NaC1-LSsung aufgenommen und wieder sus- 
pendiert. Jeweils 0,5 ml der vier versehiedenen Gruppen yon Zell- 
suspensionen wurden dutch Zugabe eines Tropfens einer 10 %igen Eosin- 
16sung gefKrbt und in der Zghlkammer (BO~KER/T~)~K) ausgez/~hlt. Ab- 
gestorbene und verletzte Zellen f/~rben sieh sogleieh rot an, w~hrend 
tebende Zellen ungefgrbt bleiben bzw. ein zart gr/ingelbes Aussehen 
haben. Naeh der F/~rbung mnB die Ausz/s umgehend erfolgen, 
weft unter anderem infolge Austroeknung der Suspension in der Z/~hl- 
kammer sieh naeh 12--15 min weitere vorher farblos gewesene Zellen 
anf/~rben. Die zum Tell gr6geren DJ_fferenzen der Ausz/~hlungswerte in 
der Tabelle 2 zwisehen den einzelnen Erntezeiten, die aber entspreehende 
Zellsuspensionen ziemlieh gleiehmKBig betreffen, beruhen auf solehen me- 
thodisehen Momenten. Ausgez/~hlt wurden jeweils 50 Zellen und das Ver- 
h/fltnis von den gef/~rbten zu den ungef~rbten Zellen auf 100 umgereehnet. 
Tabelle 2 zeigt, dab Trypsin offenbar keinen st~rkeren EinfluB auf den 
Untergang virusinfizierter Zellen im Verhs zu nichtinfiziergen Ver- 
gMehszellen hat. 

Tabelle 2. Tote, mit Eosin ang@irbte Zellen in Prozentzahlen in Zellsuspensionen 
herpesin/izierter und nichtin]izierter E1-Zellkulturen nach Behandlung mlt Trypsin- 

bzw. NaCL-Ldsung 

S t u n d e n  herpes in i iz ie r te  
pos t  

infectionerc n a c h  60 r a in  
Trypsinbehandltm 

4 22 
9 64 
12 9 
16 68 
20 22 
24 36 

Tote  ZeUen in  P r o z e n t  

Zel l suspens ionen .. nieht_____infizierte Zells] lspensionen 

naeh 60 min l .... nach 60 min 
NaCI- T na.cn ~o man NaCI- 

B e h a n d h m g  rypsinbehemffi lm ~Behandl~ng 

26 
26 
18 
30 
20 
41 

18 
40 
15 
88 

44 

28 
30 
23 
56 
16 
40 

Zum gleichen SchluB gelangt man auch bei folgender Versuehsanord- 
hung: Eine Reihe yon F1-Zellknlturen in Vierkantflaschen, yon denen 
die Hglfte mit  Herpes simplex-Virus (H4) Lnfiziert war und sieh kurz 
naeh der zweistfindigen Adsorptionszeit noeh sieher in der Eklipse 
befand, wurde naeh Entfernung des Ubersiandes 1 Std lang mit 0,5 %iger 
Trypsinl6sung bei 370C behandelt. Die aus den Zellrasen hervor- 
gegangenen Zellsuspensionen wurden naeh dem Inaktivieren des Tryp- 
sins durch eine aquivalente Menge Sojabohneninhibitor zentrifugiert 
(10 rain lang bei 1000 U/min) und jedes Zellsediment in tIanks-L6sung 
je 20% K/~lberserum aufgenommen, in Vierkantflasehen einges/~t und 
bei 370 C naehbebrfitet. Die niehtinfizierten Zellsuspensionen hatten 

Albrecht v. Graefes Arch. Ophthal.  Bd. 165 2 4 a  
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nach 2 Tagen bereits wieder einen normalen, dichten Zellrasen ent- 
wiekelt. Von den infizierten Zellsuspensionen befand sieh 16 Std nach 
der Einsaat zwar der gr6Bte Teil der Zellen an der Glaswand, die meisten 
Zellen waren aber abgerundet als Ausdruek des cytopathogenen Effektes, 
der durch die trotz Trypsineinwirkung erfolgte intracelluls Virusent- 
wicklung bedingt war. Die infizierten Kulturen zeigten keine normale 
Zellvermehrung. Am 2. Tag nach der Einsaat war das Bild ahnlich, 
nur war etwa die Hglfte der Zellen in das Medium iibergegangen. 

LieB man Trypsin 24 Std lang einwirken, so ergaben infizierte wie 
niehtinfizierte Zellkulturen einander/~hnlieh aussehende Zellsuspensionen. 
Bei einer Kontrolle naeh 72 Std langer Fermenteinwirkung bestanden 
infizierte und nichtinfizierte Suspensionen nur noeh aus Zelltrfimmern. 

Die Einwirlcung von Trypsin au] Receptorsubstanzen der Zellwand 

Zur Feststellung, ob durch Trypsin die Zellwand so ver~ndert wird, 
dag eine spezifisehe Bindung des Virus erschwert bzw. unm5glieh ist, 
wurde ~olgendermaBen vorgegangen: Zwei F1-Zellkulturen in Vierkant- 
flaschen wurden mit Versene abgel6st und jede ffir sich 10 min lang bei 
1000 U/rain zentrifugiert. Das Zellsediment der einen Flasche wurde in 
5 ml 0,5%iger Trypsinl6sung suspendiert und 1 Std lang bei 370 C ge- 
halten. Das Zellsediment der anderen Flasehe wurde in 5 ml physio- 
logiseher NaC1-LSsung suspendiert und ebenfalls 1 Std lang bei 370 C 
gehalten. Durch Zugabe yon 5 ml 0,5%iger SojabohneninhibitorlSsung 
wurde anschlieBend die Trypsinwirkung abgebrochen. Auch die trypsin- 
freie Zellsuspension erhielt die gleiehe Menge Sojabohneninhibitor zu- 
gesetzt. Nach 10 min langem Zentrifugieren bei 1000 U/min erfolgte die 
Aufnahme der Zellsedimente in je 5 ml Infektionsmaterial (Herpes 
simplex-Virus H4). Naeh einer Adsorptionszeit yon 11/2 Std bei 350 C 
wurde wieder 10 rain lung bei 1000 U/rain zentrifugiert, mit 5 ml Parker- 
Medium gewaschen, erneut zentrifugiert und das Sediment in je 10 ml 
Parker-Medium aufgenommen. Jede Suspension wurde dann in eine 
sterile, zur Vermeidung des Festsetzens der Zellen an der Glaswand 
ausparaffinierte Vierkantflasche gegeben und, um das in die Zellen 
penetrierte Virus zur Entwicklung zu bringen, Ifir 24 Std bei 35 ~ C 
gehalten. Danaeh wurden die beiden Suspensionen bei - - 2 0  ~ C ein- 
gefroren. 

Die Titration erfolgte auf 2 Tage alten Schr~grShrchenkulturen yon 
F1-Zellen, die mit Hanks-LSsung/20% K~lberserum angezfichtet waren. 
Von den beiden auf ihre Infektiosit~t zu prfifenden, vor ihrer Virus- 
infektion das eine Mal mit Trypsin, das andere Mal nut  mit physiologi- 
scher NaC1-LSsung vorbehandelten Suspensionen wurde je eine Ver- 
diinnungsreihe mit Parker-Medium hergestellt (l :10, ] :50, 1:100, 
1:500 usw.). Von jeder Verdfinnung wurden vier R6hrehen beschiekt. 
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Die Ablesung erfolgte nach 17, 23 und 45 Std Nachbebrfitung bei 350 C. 
Bei einer Vorbehandlung der Zellen mit Trypsin lieB sich die ID 50 
nicht mehr berechnen, sie war praktisch gleich 0; selbst bei der schwachen 
Verdiinnung 1:10 zeigte 45 Std post infectionem nnr eine R6hrchen- 
kultur einen CPE. Fand keine Trypsinvorbehandlung statt, so lag die 
ID 50 bei einer Ablesung nach 23 Std um die Verdfinnungsstufe 1:59, 
nach 45 Std um 1:560. Der Versuch wurde noch viermal wiederholt, 
wobei die Menge des Sojabohneninhibitors noch erhShf wurde (auf 
7,5 ml), um sicher kein Trypsin im Uberschu6 zu haben. Bei stgrkerem 
Einsaatmaterial lagen die resultierenden Titerwerte entsprechend h6her 
bei Trypsinvorbehandlung der Zellen jedoch mindestens um das 10 bis 
20fache (und mehr) niedriger als ohne Trypsinvorbehandlung. 

Um festzustellen, dab die im Gegensatz zur Kontrolle reduzierte 
Virusausbeute nach Vorbehandlung der zu infizierenden Zellen mit 
Trypsin nicht am Ende ausschliel~lich auf einer Verlangsamung der Virus- 
reproduktion auf Grund einer eventuell allgemeinen Zellschiidigung 
durch die Trypsineinwirkung beruht (ein Moment, das KA]'LAN zur 
Diskussion gestellt hat), wurde aueh der Infektiositgtstiter des Residual- 
virus nach der P/2stfindigen Adsorptionszeit im Uberstand der an- 
schlieBend zentrifugierten Zellsuspension bestimmt. Bei gleichem Ein- 
saatmaterial lag nach Bindung durch trypsinvorbehandelte Zellen die 
ID 50 des Residualvirus um die Verdfinnungsstufe 1:11 181 (Ablesung 
yon Schrggr6hrchenkulturen 45 Std post infectionem), nach Bindung 
durch die Kontrollen um die Verdfinnungsstufe 1 : 1447. Dieses Ergebnis 
erlaubt den Schlul~, dab die spezifische Bindungsfghigkeit der Zellen 
kurz nach ihrer Trypsinvorbehandlung ffir das Herpes simplex-Virus 
deutlich herabgesetzt ist. 

Diskussion 

Trypsin inaktiviert in O,5%iger L6sung bei K6rpertemperatur das 
Herpes simplex-Virus in hohem Grade, so bald es im Verlauf seiner 
Entwicklungsphasen der Enzymwirkung ausgesetzt wird. Bei diesem 
Vorgang handelt  es sich um eine Proteolyse, denn er kann durch Soja- 
bohneninhibitor abgebroehen werden. Naeh Ku~I~z und G ~EN  
bloekiert der Sojabohneninhibitor nur die proteolytische F/~higkeit des 
Trypsins. Wie CnE~G an anderen Viren, so konnten wir am Herpes 
simplex-Virus beobaehten, dal~ ein Gemisch von Trypsin und Soja- 
bohneninhibitor zu gleichen Teilen (das letztere aus Sieherheitsgriinden 
etwas im Uberschul~) keinen Einflu6 mehr auf die Infektiosit/~t hat. 
Unter dem Einflul~ yon Trypsin fiel nach einstfindiger Einwirkungs- 
zeit bei 37 o C der ID 50 Endpunkt  einer Virussuspension (Stamm 53/II 
54) auf der Chorioallantoismembran yon 1:9382 700 auf 1:17 275. Unter 
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dem Einflul~ des Trypsin-Sojabohneninhibitor-Gemisches blieb bei den 
gleichen Bedingungen der ID 50-Endpunkt praktisch unver/~ndert hoch 
(1:8 585600). Ffir einen proteolytischen Vorgang bei der Inaktivierung 
des Herpes simplex-Virus sprechen auch die elektronenmikroskopischen 
Beobachtungen von WINDY U. Mitarb. 

Anf die in der Virusreproduktion befindliche Zelle scheint Trypsin 
keine andere Wirknng als auf eine nichtinfizierte Zelle zn haben. Eine 
selektive Ausmerzung virusinfizierter, insbesondere latent infizierter, 
vitaler Zellen finder demnaeh nicht start. 

Die Zellwand wird dureh Trypsin in reversibler Weise offenbar 
durch den Abbau yon l%eceptorsubstanzen so vers dal~ unmittel- 
bar nach dem AufhSren der Enzymwirkung die Fi~higkeit zur Bindung 
von Herpes simplex-Virus deutlieh herabgesetzt ist. 

Diese experimentellen Ergebnisse stfitzen die klinischen Erfahrungen 
bei der Anwendung des Trypsins zur Behandlung oberfl/~ehlieher herpe- 
fischer Erkrankungen des Auges. Bei weitgehender Schonung des ge- 
sunden Gewebes f/~llt das Herpes simplex-Virus in hohem MaBe der 
proteolytisehen Inaktivierung, d.h.  der Reduktion seiner Adsorptions- 
kraft anheim. Da sie nicht 100%ig ist, muB die lokale Trypsinanwen- 
dung bei der Behandlung des Auges mehrmals erfolgen. Die Herab- 
setzung tier Bindungsf~higkeit der Zellen ffir das Virus und damit die 
Verminderung ihrer Infizierbarkeit und die AuflSsung und Abr~umung 
yon Zelldetritus, entstanden im Gefolge des durch die Virusinfektion 
hervorgerufenen cytopathogenen Effektes, sind weitere therapeutische 
Wirkungsmomente des Enzyms. Weft keine selektive Ausmerzung 
vitaler, aber latent infizierter Zellen stattfindet, kSnnen auch nach einer 
Trypsinbehandlung gelegentlich im klinischen Verlauf gezidive herpeti- 
seher Efflorescenzen auftreten. 

Zusammenfassung 
Anhand experimenteller Studien ,,in vitro" wurde die therapeutische 

YVirkung des Trypsins hei der Keratitis denclritica des menschlichen 
Auges (Herpes simplex der Hornhaut) aufzukl~ren versucht. Es konnte 
gezeigt werden, dal~ das Enzym das Herpes simplex-Virus in seinen 
verschiedenen Entwicklungsphasen, beobachtet an der Chorioallantois- 
membran des Hfihnerembryos, durch Proteolyse in hohem MaBe in- 
aktiviert. 

Auf die sieh in der Virusreproduktion befindende, vitale Zelle, stndiert 
an permanenten, mensehliehen Amnion-(F1-)Zellen, scheint Trypsin 
keine spezielle Wirkung auszutiben. Eine selektive Ausmerznng solcher 
virusinfizierter Zellen scheint dnrch Trypsin nicht stattzufinden. 
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Tryps in  bau t  I~eeeptorsubstanzen in der W a n d  normaler  Zellen ab, 
wodurch ihre F/ihigkeit  zur B indung  des Herpes simplex-Virus wenig- 
stens zeitlich begrenzt  herabgesetzt  wird. 

Detr i tus  yon Zellen, die dureh den cytopathogenen Effekt  zugrunde-  
gegangen sind, wird du tch  Trypsin ,  angewandt  als Augenbad,  aufgetSst 
stens zeitlieh u n d  abger/~umt. 
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