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Die erfolgreiche klinische Anwendung von hochgereinigtem Trypsin
als Augenbad zur Behandlung oberflichlicher herpetischer Erkran-
kungen der Hornhaut waxf eine Reihe von Fragen auf (LiecL 1958).
Es wurde ein proteolytischer Vorgang vermutet, also eine hydrolytische
Spaltung des Viruseiweifes durch das Enzym in dem Sinne, daff das
Virus der Adsorptionskraft, die Virusnucleinsédure ihres biologischen
Schutzes und der Stabilisierung durch die Proteinkomponente beraubt
wird. Die Infektiositat, d.h. die Fahigkeit zum Zellbefall wiirde da-
durch nahezu oder vollig verloren gehen. Auflerdem wurde angenommen,
daB infizierte, in der Virusreproduktion befindliche, vermutlich leichter
angreifbare Zellen eventuell bereits vor der Freigabe einer neuen Virus-
generation durch das Enzym zerstort werden und somit eine selektive
Ausmerzung virusbefallener Zellen stattfindet. Zu erwigen war auch,
ob durch Trypsin Receptorsubstanzen der Zellwand gesunder Epithe-
lien abgebaut werden, wodurch die spezifische Bindung der Viren un-
mdglich wiirde.

Trypsin bietet fiir die Anwendung am Auge gegeniiber anderen
physikalischen oder chemischen Behandlungsmethoden beim oberflich-
lichen Herpes einen Vorteil: es schont gesundes Gewebe. Durch experi-
mentelle Untersuchungen ,,in vitro‘* sollten die klinischen Ergebnisse
der Trypsinbehandlung erhiirtet und aufgeklirt werden.

Die Feststellung, daB bestimmte Viren gegeniiber proteolytischen
Fermenten empfindlich sind, ist nicht neu. Man fand aber, dafl eine
Inaktivierung schon allein durch Adsorption des Enzyms an das Virus
erfolgen kann ohne fermentative Abbauvorginge. Die Komplexbildung,
z. B. zwischen Tabakmosaikvirus und Trypsin (KLECZKOWSKI), ist

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, sei fiir die Unter-
stiitzung dieser Arbeit gedankt.



Wirkung von Trypsin bei der Keratitis dendritica 331

reversibel und 146t sich durch Verdiinnen oder andere Methoden wieder
trennen. Nach ScuHramm sind zahlreiche Viren gegen proteolytische
Enzyme recht bestdndig. Diese Resistenz wird sogar zur Reinigung
solcher Viren, z. B. zu ihrer Befreiung von Wirtseiweill, ausgeniitzt
(BAWDEN u. P1r1E, KALMANSON u. BRONFENBRENNER, HaAs u. a.). Mit
Hilfe des Elektronenmikroskops erkannte man in jiingster Zeit, daB sich
unter anderen bei Kuhpocken- und anderen Blatternviren (DawsoN u.
McFarLaNE, LEPINE u. Mitarb., PETERS und NASEMANN u. a.) durch
Fermenteinwirkung Verdauungsprozesse abspielen kénnen. MERRILL
erwog die Moglichkeit, Viren entsprechend ihrer Resistenz gegeniiber
Trypsin und anderen Enzymen zu klassifizieren.

Das Herpes simplex-Virus war nur selten Gegenstand solcher Unter-
suchungen. BupbiNeE u. Mitarb. (1953) gelang es, Herpes simplex-
Virus aus den Faeces von Kindern mit primérer herpetischer Stomatitis
zu isolieren. Man nahm deshalb an, daB es gegeniiber proteolytischen
Fermenten resistent sei. Um die gleiche Zeit berichtete Amos, daf 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 WiLpy u. Mitarb. (1960) bei ihren elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen, dal sowohl durch Trypsineinwirkung als
auch mit anderen Behandlungsmethoden eine betrichtliche Zunahme
der leeren innenkérperfreien Virusmembranen erfolgt, womit eine Ab-
nahme der Infektiositdt einhergeht. Zuletzt berichteten GrussEr und
ENDERSs (1961) itber ein Absinken der Infektiositéit auf 0,01 % fir mensch-
liche Amnionzellen bereits nach 15 min langer Trypsineinwirkung bei
drei Herpes simplex-Stimmen. Die Autoren erkléren sich die gegen-
sitzlichen Resultate zu Amos durch die Annahme, daB es Herpes-
Virusstdmme mit unterschiedlicher Resistenz gegentiiber tryptischen
Fermenten gibt.

Eigene Untersuchungen
Die Einwirkung von Trypsin auf das Herpes simplex-Virus

Die Bestimmung des Infektiositétstiters von Suspensionen des Herpes simplex-
Virus erfolgte durch Feststellung des ID 50-Endpunktes auf der Chorioallantois-
membran des Hithnerembryos, berechnet nach der Methode von REED und
MuEe~cH. Die Suspensionen wurden in verschiedenen Phasen des Virusentwick-
lungseyclus auf der Chorioallantoismembran (CAM) durch Verreibung der frisch
geernteten, gewaschenen, im Infektionsbereich ausgeschnittenen Membran in
sterilem Seesand und anschlieBende Verdiinnung mit gepufferter physiologischer
Kochsalzlésung bei Zimmertemperatur und pg 7 auf 1:10 (im Bedarfsfall auf
1:3) gewonnen. Auf eine CAM (etwa 0,3 g) kamen also in der Regel 2,7 ml physio-
logische Kochsalzlosung. Nach dem Absetzen wurde der Uberstand zur Verimp-
tung bzw. zur Herstellung von geometrischen Verdiinnungsreihen (mit physiologi-
scher NaCl-Lésung) zwecks Verimpfung genommen. Verwendet wurde der im
Robert Koch-Institut vor Jahren aus einem KEczema herpeticatum isolierte, an
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Abb. 1. Herpes simplex-Herdchen (Stamm. 53/I1 54) auf der Chorioallantoismembran;
der rechten Seite unspezifische Reaktionen

Abb. 2. Ausschnitt aug einem Herpes simplex-Herdchen auf der Chorioallantoismem?
nach HE-Firbung bei starker VergroBerung: Zellkerne mit abgrenzbaren EinschluBkor
chen () sowie Zellkerne, die mit Einschlissen vollkommen ausgefillt sind 4
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die CAM des Hiihnerembryos adaptierte Virusstamm 53/II54. Die Ausgangs-
suspensionen stammten von virusinfizierten, mit Herpesherdchen iibersiiten,
bei —70° C anfbewahrten Vorratsmembranen. Die 11 Tage alten, bebriiteten Eier
wurden mit je 0,1 ml des Inoculums beimpft und bei 35° C' zum Titrieren und zur
Gewinnung von Vorratsmembranen 48 Std lang, sonst je nach Plan von 0 bis zu
72 Std lang, nachbebriitet.

In Vorversuchen wurde gefunden, dafl geringe pm-Schwankungen nm den
Neutralpunkt wihrend der Versuchsprozeduren keine besondere Beeinflussung
der Infektiositit mit sich bringen. Es konnte festgestellt werden, daB auch zehn-
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Abb. 3. Wachstumskurve des Herpes simplex-Virus (33/IT 54) auf der Chorioaliantois-

membran

maliges Waschen der frisch geernteten, virusinfizierten Membranen gegeniiber
einmaligem Waschen praktisch keine wesentlich weitere Reinigung von ,,freien®
Viruspartikeln ergibt. Quantitativ zeigte sich auch, da8 eine Temperatur von 37° C
bei einer Versuchsdauer bis zu 60 min keinen Titerabfall durch thermische Inakti-
vierung bewirkt. Nach Kaprax tritt der Titersturz bei 37° C durch thermische
Inaktivierung beim Herpes simplex-Virus erst nach 6—8 Std ein. Auch Soja-
bohneninhibitor hat in den verwendeten Konzentrationen keinen EinfluB auf die
Infektiositib.

Von den Ausgangssuspensionen bzw. dem Stammvirus wurde in Stichproben
der Infektiosititstiter bestimmt. Das Wachstum des Herpes simplex-Virus auf der
CAM wurde durch Bestimmung der Infektiositidt der in Gruppen zu verschiedenen
Zeiten der Entwicklungsphasen geernteten Membranen verfolgt. Die gewonnene
Titerkurve gleicht etwa den Wachstumskurven, die andere Autoren, wie ScoTT
u. Mitarb., Wirpy u.a. (Ubersicht bei Stoxer) erhalten haben. Nach einer
Latenzperiode (Eklipse) von etwa 8 Std (abhingig unter anderem von der Menge
des Einsaatvirus) folgt ein steiler, logarithmischer Anstieg der Infektiositit bis
zur 18. Std, der bis zur 24. Std noch zunimmt, um bis zur 72. Std wieder flacher
abzufallen (Abb. 3). DaB innerhalb der Latenzperiode tiberhaupt Infektiositéits-
kontrollen positiv werden, beruht wahrscheinlich auf nicht adsorbiertem bzw. noch
nicht in die Zellen eingedrungenem Einsaatvirus.
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Das aus entsprechend diesen Entwicklungsphasen geernteten Membranen
erhaltene Virusmaterial wurde nach Herstellung einer Verdinnungsreihe (Fak-
tor 2, Verdiinnungsfliissigkeit physiologische NaCl-Losung) mit !/, %iger Trypsin-
16sung (Trypure Novo in physiologischer NaCl-Losung bei pg 7) 1:5 weiter ver-
diinnt und jede Verdiinnungsstufe im Wasserbad bei 37° C 60 min lang der Ferment-
wirkung ausgesetzt. Die Enzymwirkung wurde durch Sojabohneninhibitor (Novo,
Kopenhagen) nach KuNirz gestoppt, indem jede Verdiinnungsstufe noch einmal
mit Y/, %iger Inhibitorlésung 1:2 verdiinnt wurde. Die aus den trypsinbehandelten
Suspensionen gewonnenen Titerwerte der Infektiositit sind zum Vergleich neben
denjenigen der unbehandelten Suspensionen in Tabelle 1 aufgefithrt. Es ergibt
sich ein hochgradiger Titerabfall der Infektiositdt durch die Trypsineinwirkung
im Verlauf des ganzen Virusentwicklungscyclus.

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

Titer des Ausgangsroaterials 1:44790

Zeit nach Beimpfung) Titer ohne Titer nach Inaktivierung
der CAM Trypsinbehandlung Trypsinbehandlung durch Trypsin
nach 4 Std 1: 441 0 Eklipse
nach 8 Std 1: 334 0 Eklipse
nach 18 Std 1:103970 1:16900 83,7%
nach 24 Std 1:675520 1: 4614 99,4 %
nach 48 Std 1:191003 1. 8372 95,6 %
nach 72 Std 1: 25580 1: 1103 95,7 %

Qualitative Untersuchungen durch Schitzen der Herpesherdchen (4, ++,
+4-+) auf der beimpften CAM lieBen erkennen, daf die Zeitspanne der Trypsin-
einwirkung auf das Inoculum nicht unwichtig ist. So ergaben, insbesondere bei
schwacheren Viruskonzentrationen des Materials, nach 30 und 60 min langer
Trypsineinwirkung dic Infektiositdisbestimmungen weniger Herpesherdchen als
nach nur 10 bzw. 20 min langer Fermentwirkung.

Rine Trypsinbehandlung von in der Latenzperiode gewonnenen Suspensionen
auch nur von 10 min Dauer hat die Infektiositit von Resten des Einsaatvirus
ausgeloscht. Mit dem beginnenden Anstieg der Infektiositit nach der Eklipse
durch die neue Virusgeneration, z. B. 9 Std nach der Infektion, reicht eine nur
10 min davernde Trypsineinwirkung zur volligen Inaktivierung der Viruspopula-
tion bereits nicht mehr aus.

Die Einwirkung von Trypsin auf die infizierte Zelle

Zur Klarung der Frage, ob durch Trypsin auch eine selektive Aus-
merzung virusinfizierter Zellen erfolgt, eventuell bereits vor der Frei-
gabe einer neuen Virusgeneration, wurden die Entwicklungsphasen des
Herpes simplex-Virus an permanenten menschlichen Amnionzellen (Fl-
Zellen) beobachtet. Zu verschiedenen Zeiten der Virusentwicklung
wurden aus den infizierten Zellkulturen mittels Versene Zellsuspensionen
gewonnen, von denen im einen Fall ohne, im anderen Fall nach Trypsin-
behandlung durch Eosinfirbung und nachfolgende Auszihlung in der
Zahlkammer die Relation von toten und lebenden Zellen ermittelt wurde,
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Diese Versuche wurden mit dem aus den USA stammenden, in Zellkulturen
gut ziichtharen Herpes simplex-Virus H4 ausgefilhrt. Der aus einer Affennieren-
zellkultur ibernommene Virusstamm wurde in sechs Passagen auf menschliche
Fl-Zellen adaptiert. Das Material von Kulturflaschen der fiinften und sechsten
Passage wurde dann zur Herstellung des Virusantigens verwandt. Drei Tage alte
Fl-Einschichtkulturen in Vierkantflaschen mit dicht zugewachsenem Zellrasen
wurden nach Entfernung des Anziichtungsmediums fiir 11/, Std bei 35° C mit 5 ml
des Infektionsmaterials beschickt. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden
die Kulturen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) zweimal gewaschen.
Anschlieflend wurden die Kulturen mit 10 ml Parker-Medium versetzt und bei
35° C gehalten. Bis zur 24. Std nach der Infektion wurde stiindlich einem Teil
der Kulturen jeweils 1 ml frisches Parker-Medium hinzugefiigt, mit dem alten
Medium vermischt, danach 1 ml dem Kulturmedium entnommen, einer zweiten
in der gleichen Entwicklungsstufe sich befindenden Kultur hinzugegeben und von
dieser wieder 1 ml des Kulturmediums entnommen, der dann bei —20°C in
Ampullen eingefroren wurde. Auf diese Weise sollte gleichzeitic der Antigen-
verlust durch die stiindlichen Entnahmen etwas ausgeglichen werden.

Die infizierten Kulturen wurden jede Stunde im Vergleich zu nicht
infizierten Kontrollkulturen auf mikroskopische Zellverdnderungen hin
beobachtet. Der cytopathogene Effekt (CPE) macht sich durch Ab-
rundung, optisches Dichterwerden, Zusammenklumpen zu Nestern und
schlieBliches Abheben der Zellen von der Unterlage bemerkbar. Der
CPE kann gelegentlich als spontane Ablésung der gesamten Kultur von
der Unterlage, gleich einer Membran, auftreten. Ein beginnender CPE
durch Verstirkung der Zellgranulation und beginnende Abrundung der
Zellen in Nestern konnte zum Teil bereits von der 9. Std an nach der
Infektion beobachtet werden (abhingig von der Infektiositit des Anti-
gens und der Beschaffenheit der Kultur). In der 14. Std post infectionem
war der CPE in allen Kulturen deutlich erkennbar. Er verstirkte sich
weiter, so dafl in der 26. Std nach der Infektion alle Kulturen stark
aufgelockert waren und fast nur noch Rundzellen zeigten, die zum Teil
in kleinen Verbanden abschwammen.

Histologische Untersuchungen wurden an herpesinfizierten Deck-
glaskulturen vorgenommen, die nach Lufttrocknung und Methanol-
fixierung mit Giemsa-Lésung gefirbt waren. Um die 9. Std nach der
Infektion schienen gegeniiber den negativen Kontrollkulturen Zellen
mit einem rosa Hof um das Kernkérperchen vermehrt zu sein. 12 Std
post infectionem waren in den Zellkernen, meist um den Nucleolus,
EinschluBkérperchen gut erkennbar. Die Zahl der Zellen mit Ein-
schluBkdérperchen sowie die Menge der EinschluBkorperchen in den
einzelnen Zellen nahm im weiteren Verlauf der Virusentwicklung noch
zu und erreichte um die 20. Std post infectionem ihren Héhepunks.
Spdter wurde die Beurteilung immer schwieriger, weil immer mehr Zellen
infolge des CPE vor der Fixierung bereits abgeschwommen waren.

Die, wie oben beschrieben, zu verschiedenen Zeiten der Virusent-
wicklung abgenommenen, bei —20° C eingefroren gewesenen Medium-

Albrecht v. Graefes Arch. Ophthal. Bd. 165 24
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proben wurden nach Herstellung einer Verdinnungsreihe (1:5, 1:10,
1:50, 1:100 usw.) mit Parker-Medium in 2 Tage alten bei 37° C ange-
ziichteten Schrigréhrchenkulturen von Fl-Zellen austitriert. Das An-
ziichtungsmedium der Schrigrohrchenkulturen wurde verworfen, und
jeweils zwei Rohrchen wurden mit 1 ml einer Verdiinnungsstufe be-
schickt. Die Feststellung der Grenzverdiinnung, die noch einen CPE
ergab, erfolgte in der 17. bzw. 24. und 40. Std der Nachbebritung bei
350 C. Ein rascher und steiler Titeranstieg im Medium trat um die
18. Std nach der Infektion ein.
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Abb. 4. EinschluBkoérperchen in den Zellkernen von Fl-Zellen, 20 Std nach der Infektion
mit Herpes simplex-Virus (¥ 4); Deckglaskultar, HE-Farbung

Die zur FEosinfirbung hergestellten Zellsuspensionen wurden in
verschiedenen Zeiten der Virusentwicklung durch Ablosung infizierter
Schragrohrehenkulturen von Fl-Zellen und nicht infizierter Kontroll-
kulturen mit Versene gewonnen. Nach einer Versene-Finwirkung von
10—15 min Dauer bei 379 (¢ lieBen sich die Kulturen vom Glasboden
mit der Pipette abspiilen und wurden dann fiir 10 min bei 1000 U/min
zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Zell-
sediment von infizierten, wie von nicht infizierten Kulfuren in 1 ml
0,5 %iger Trypsinlésung bzw. in 1 ml physiologischer NaCl-Losung auf-
genommen. Alle Suspensionen wurden dann 1 Std unter der Einwirkung
von Trypsin bzw. physiologischer NaCl-Losung bei 37° C gehalten. Die
trypsinierten Suspensionen wurden danach zur Inaktivierung des Fer-
ments 1:2 mit 0,5%igem Sojabohneninhibitor versetzt. Nach dem
Abzentrifugieren, 10 min lang bei 1000 Uf/min, wurden die Zellsedimente



Wirkung von Trypsin bei der Keratitis dendritica 337

in je 1 ml physiologischer NaCl-Losung aufgenommen und wieder sus-
pendiert. Jeweils 0,5 ml der vier verschiedenen Gruppen von Zell-
suspensionen wurden durch Zugabe eines Tropfens einer 10 %igen Eosin-
losung gefarbt und in der Zshlkammer (BURKER/TURK) ausgezihlt. Ab-
gestorbene und verletzte Zellen farben sich sogleich rot an, wihrend
lebende Zellen ungefidrbt bleiben bzw. ein zart gringelbes Aussehen
haben. Nach der Farbung mull die Auszihlung umgehend erfolgen,
weil unter anderem infolge Austrocknung der Suspension in der Zihl-
kammer sich nach 12--15 min weitere vorher farblos gewesene Zellen
anfirben. Die zum Teil groBeren Differenzen der Auszdhlungswerte in
der Tabelle 2 zwischen den einzelnen Erntezeiten, die aber entsprechende
Zellsuspensionen ziemlich gleichmiBig betreffen, beruhen auf solchen me-
thodischen Momenten. Ausgezihlt wurden jeweils 50 Zellen und das Ver-
héltnis von den geférbten zu den ungefarbten Zellen auf 100 umgerechnet.
Tabelle 2 zeigt, dafl Trypsin offenbar keinen stirkeren Einfluf auf den
Untergang virusinfizierter Zellen im Verhéltnis zu nichtinfizierten Ver-
gleichszellen hat.

Tabelle 2. Tote, mit Eosin angefdrbie Zellen in Prozentzahlen in Zellsuspensionen
herpesinfizierter und nichtinfizierter Fl-Zellkulturen nach Behandlung mit Trypsin-
. bzw. NaCL-Ldsung

Tote Zellen in Prozent
Stunden herpesinfizierte Zellsuspensionen nichtinfizierte Zellsuspensionen
post
infectionem na 9h 60 min nac% ggﬁnm na Ph 60 moin na.clliT {f ((})ﬁmn
Trypsinbehanglung! Behandlung Trypsinbehandlung Behandlung
4 22 26 18 28
9 64 26 40 30
12 9 18 15 23
16 68 30 88 56
20 22 20 16
24 36 41 44 40

Zum gleichen SchluB gelangt man auch bei folgender Versuchsanord-
nung: Eine Reihe von Fl-Zellkulturen in Vierkantflaschen, von denen
die Halfte mit Herpes simplex-Virus (H4) infiziert war und sich kurz
nach der zweistiindigen Adsorptionszeit noch sicher in der Eklipse
befand, wurde nach Entfernung des Uberstandes 1 Std lang mit 0,5 %iger
Trypsinlésung bei 379 C behandelt. Die aus den Zellrasen hervor-
gegangenen Zellsuspensionen wurden nach dem Inaktivieren des Tryp-
sins durch eine dquivalente Menge Sojabohneninhibitor zentrifugiert
(10 min lang bei 1000 U/min) und jedes Zellsediment in Hanks-Lésung
je 20% Kailberserum aufgenommen, in Vierkantflaschen eingesit und
bei 379 C nachbebriitet. Die nichtinfizierten Zellsuspensionen hatten

Albrecht v. Graefes Arch, Ophthal, Bd., 165 244
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nach 2 Tagen bereits wieder einen normalen, dichten Zellrasen ent-
wickelt. Von den infizierten Zellsuspensionen befand sich 16 Std nach
der Einsaat zwar der grofite Teil der Zellen an der Glaswand, die meisten
Zellen waren aber abgerundet als Ausdruck des cytopathogenen Effektes,
der durch die trotz Trypsineinwirkung erfolgte intracellulire Virusent-
wicklung bedingt war. Die infizierten Kulturen zeigten keine normale
Zellvermehrung. Am 2. Tag nach der Einsaat war das Bild #hnlich,
nur war etwa die Hilfte der Zellen in das Medium tbergegangen.
LieB man Trypsin 24 Std lang einwirken, so ergaben infizierte wie
nichtinfizierte Zellkulturen einander &hnlich aussehende Zellsuspensionen.
Bei einer Kontrolle nach 72 Std langer Fermenteinwirkung bestanden
infizierte und nichtinfizierte Suspensionen nur noch aus Zelltriimmern.

Die Einwirkung von Trypsin auf Receptorsubstanzen der Zellwand

Zur Feststellung, ob durch Trypsin die Zellwand so verdndert wird,
dal} eine spezifische Bindung des Virus erschwert bzw. unméglich ist,
wurde folgendermaBen vorgegangen: Zwei Fl-Zellkulturen in Vierkant-
flaschen wurden mit Versene abgelost und jede fiir sich 10 min lang bei
1000 U/min zentrifugiert. Das Zellsediment der einen Flasche wurde in
5ml 0,6%iger Trypsinlosung suspendiert und 1 Std lang bei 37° C ge-
halten. Das Zellsediment der anderen Flasche wurde in 5 ml physio-
logischer NaCl-Losung suspendiert und ebenfalls 1 Std lang bei 370 C
gehalten. Durch Zugabe von § ml 0,5 %iger Sojabohneninhibitorlésung
wurde anschlieBend die Trypsinwirkung abgebrochen. Auch die trypsin-
freie Zellsuspension erhielt die gleiche Menge Sojabohneninhibitor zu-
gesetzt. Nach 10 min langem Zentrifugieren bei 1000 U/min erfolgte die
Aufnahme der Zellsedimente in je 5ml Infektionsmaterial (Herpes
simplex-Virus H4). Nach einer Adsorptionszeit von 11/, Std bei 35°C
wurde wieder 10 min lang bei 1000 U/min 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, fiir 24 Std bei 35°C
gehalten. Danach wurden die beiden Suspensionen bei —20°C ein-
gefroren.

Die Titration erfolgte auf 2 Tage alten Schriagrohrchenkulturen von
Fl-Zellen, die mit Hanks-Losung/20% Kaélberserum angeziichtet waren.
Von den beiden auf ihre Infektiositdt zu priifenden, vor ihrer Virus-
infektion das eine Mal mit Trypsin, das andere Mal nur mit physiologi-
scher NaCl-Losung vorbehandelten Suspensionen wurde je eine Ver-
dinnungsreihe mit Parker-Medium hergestellt (1:10, 1:50, 1:100,
1:500 usw.). Von jeder Verdiinnung wurden vier Rohrchen beschickt.
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Die Ablesung erfolgte nach 17, 23 und 45 Std Nachbebriitung bei 35° 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
Verdinnung 1:10 zeigte 45 Std post infectionem nur eine Rohrchen-
kultur einen CPE. Fand keine Trypsinvorbehandlung statt, so lag die
ID 50 bei einer Ablesung nach 23 Std um die Verdiinnungsstufe 1:59,
nach 45 Std um 1:560. Der Versuch wurde noch viermal wiederholt,
wobei die Menge des Sojabohneninhibitors noch erhoht wurde (auf
7,5 ml), um sicher kein Trypsin im Uberschuf zu haben. Bei stirkerem
Einsaatmaterial lagen die resultierenden Titerwerte entsprechend hoher
bei Trypsinvorbehandlung der Zellen jedoch mindestens um das 10 bis
20fache (und mehr) niedriger als ohne Trypsinvorbehandlung.

Um festzustellen, dali die im Gegensatz zur Kontrolle reduzierte
Virusausbeute nach Vorbehandlung der zu infizierenden Zellen mit
Trypsin nicht am Ende ausschlieflich auf einer Verlangsamung der Virus-
reproduktion auf Grund einer eventuell allgemeinen Zellschidigung
durch die Trypsineinwirkung beruht (ein Moment, das KAPLAN zur
Diskussion gestellt hat), wurde auch der Infektiositatstiter des Residual-
virus nach der 1Y/,stiindigen 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 Verdimnungsstufe 1:11181 (Ablesung
von Schrigréhrchenkulturen 45 Std post infectionem), nach Bindung
durch die Kontrollen um die Verdiinnungsstufe 1:1447. Dieses Ergebnis
erlaubt den Schlull, dal} die spezifische Bindungsfihigkeit der Zellen
kurz nach ihrer Trypsinvorbehandlung fiir das Herpes simplex-Virus
deutlich herabgesetzt ist.

Diskussion

Trypsin inaktiviert in 0,5%iger Losung bei Korpertemperatur 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 abgebrochen werden. Nach Kuxirz und GrREEN
blockiert der Sojabohneninhibitor nur die proteolytische Fahigkeit des
Trypsins. Wie CuENG an anderen Viren, so konnten wir am Herpes
simplex-Virus beobachten, dafl ein Gemisch von Trypsin und Soja-
bohneninhibitor zu gleichen Teilen (das letztere aus Sicherheitsgriinden
etwas im UberschuB) keinen EinfluB mehr auf die Infektiositdt hat.
Unter dem Einflul von Trypsin fiel nach einstiindiger Einwirkungs-
zeit bei 37¢ C der ID 50 Endpunkt einer Virussuspension (Stamm 53/11
54) auf der Chorioallantoismembran von 1:9382700 auf 1:17275. Unter
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dem EinfluB des Trypsin-Sojabohneninhibitor-Gemisches blieb bei den
gleichen Bedingungen der ID 50-Endpunkt praktisch unverindert hoch
(1:8585600). Fir einen proteolytischen Vorgang bei der Inaktivierung
des Herpes simplex-Virus sprechen auch die elektronenmikroskopischen
Beobachtungen von WirLpy u. Mitarb.

Auf die in der Virusreproduktion befindliche Zelle scheint Trypsin
keine andere Wirkung als auf eine nichtinfizierte Zelle zu haben. Eine
selektive Ausmerzung virusinfizierter, insbesondere latent infizierter,
vitaler Zellen findet demnach nicht statt.

Die Zellwand wird durch Trypsin in reversibler Weise offenbar
durch den Abbau von Receptorsubstanzen so verdndert, dall unmittel-
bar nach dem Aufhoren der Enzymwirkung die Fahigkeit zur Bindung
von Herpes simplex-Virus deutlich herabgesetzt ist.

Diese experimentellen Ergebnisse stiitzen die klinischen Erfahrungen
bei der Anwendung des Trypsins zur Behandlung oberflichlicher herpe-
tischer Erkrankungen des Auges. Bei weitgehender Schonung des ge-
sunden Gewebes fillt das Herpes simplex-Virus in hohem MaBe der
proteolytischen Inaktivierung, d. h. der Reduktion seiner Adsorptions-
kraft anheim. Da sie nicht 100 %ig ist, mul} die lokale Trypsinanwen-
dung bei der Behandlung des Auges mehrmals erfolgen. Die Herab-
setzung der Bindungsfihigkeit der Zellen fiir das Virus und damit die
Verminderung ihrer Infizierbarkeit und die Aufldsung und Abrdumung
von Zelldetritus, entstanden im Gefolge des durch die Virusinfektion
hervorgerufenen cytopathogenen Effektes, sind weitere therapeutische
Wirkungsmomente des Enzyms. Weil keine selektive Ausmerzung
vitaler, aber latent infizierter Zellen stattfindet, konnen auch nach einer
Trypsinbehandlung gelegentlich im klinischen Verlauf Rezidive herpeti-
scher Efflorescenzen auftreten.

Zusammenfassung

Anhand experimenteller Studien ,,in vitro** wurde die therapeutische
Wirkung des Trypsins bei der Keratitis dendritica des menschlichen
Auges (Herpes simplex der Hornhaut) aufzukliren versucht. Hs konnte
gezeigt werden, dafl das Enzym das Herpes simplex-Virus in seinen
verschiedenen Entwicklungsphasen, beobachtet an der Chorioallantois-
membran des Hithnerembryos, durch Proteolyse in hohem MaBe in-
aktiviert.

Auf die sich in der Virusreproduktion befindende, vitale Zelle,studiert
an permanenten, menschlichen Amnion-(Fl-)Zellen, scheint Trypsin
keine spezielle Wirkung auszuiiben. Eine selektive Ausmerzung solcher
virusinfizierter Zellen scheint durch Trypsin nicht stattzufinden.
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Trypsin baut Receptorsubstanzen in der Wand normaler Zellen ab,
wodurch ihre Fahigkeit zur Bindung des Herpes simplex-Virus wenig-
stens zeitlich begrenzt herabgesetzt wird.

Detritus von Zellen, die durch den cytopathogenen Effekt zugrunde-
gegangen sind, wird durch Trypsin, angewandt als Augenbad, aufgelost
stens zeitlich und abgerdumt.
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