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69 Arzneimittel zur Behandlung von Virusinfektionen enthaltend Oligodeoxynucleotide und/oder
Polydeoxynucleotide.

@ Das Arzneimittel enthdlt mindestens ein Oligo- und/

oder Polydeoxynucleotid aus 9 - 100 Nucleotiden in
Form eines (-)-DNA-Stranges, das mindestens ein ganz
oder teilweise mit einer wihrend der Virusvermehrung
erzeugten mRNA hybridisierendes DNA-Segment enthilt
und ein zur Behandlung von Virusinfektionen geeignetes,
pharmazeutisch vertrigliches Exzipiens. Das Mittel dient
zur Behandlung von Virusinfektionen.
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PATENTANSPRUCHE

1. Arzneimittel zur Behandlung von Virusinfektionen
enthaltend mindestens ein Oligo- und/oder Polydeoxynu-
cleotid aus 9— 100 Nucleotiden in Form eines (—)-DNA-
Stranges. das mindestens ein ganz oder teilweise mit einer
wihrend der Virusvermehrung erzeugten mRNA hybridi-
sierendes DNA-Segment enthélt und ein zur Behandlung
von Virusinfektionen geeignetes, pharmazeutisch vertragli-
ches Exzipiens.

2. Arzneimittel nach Anspruch 1 in einer zur Behandlung
von RNA-Virus-Infektionen geeigneten Darreichungsform.

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 in einer zur Behandlung
von Influenza-Virus-Infektionen geeigneten Darreichungs-
form.

4. Arzneimittel nach Anspruch 1 in einer zur Behandlung
von DNA-Virus-Infektionen geeigneten Darreichungsform.

5. Arzneimittel nach Anspruch 1 in einer zur Behandlung
von Herpes simplex-Virus-Infektionen geeigneten Darrei-
chungsform.

6. Arzneimittel nach Anspruch 1, enthaltend ein Gemisch
der Oligo- und:oder Polydeoxynucleotide.

7. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels nach
Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, dass man aus minde-
stens einem Fragment aus dem codierenden Bereich des Vi-
rus-Genoms ein Oligo- oder Polydeoxynucleotid aus 9—100
Nucleotiden in Form eines (—)-DNA-Stranges isoliert, das
mindestens ein ganz oder teilweise mit einer wihrend der Vi-
rusvermehrung erzeugten mRNA hybridisierendes DNA-
Segment enthilt und das Oligo- oder Polydeoxynucleotid
mit einem zur Behandlung von Virusinfektionen geeigneten,
pharmazeutisch vertréglichen Exzipiens versetzt.

8. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man durch che-
mische Synthese ein Oligo- oder Polydeoxynucleotid aus
9— 100 Nucleotiden in Form eines (—)-DNA-Stranges her-
stellt, das mindestens ein ganz oder teilweise mit einer wih-
rend der Virusvermehrung erzeugten mRNA hybridisieren-
des DNA-Segment enthilt und das Oligo- oder Polydeoxy-
nucleotid mit einem zur Behandlung von Virusinfektionen
geeigneten, pharmazeutisch vertréglichen Exzipiens versetzt.

BESCHREIBUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft Arzneimittel zur Be-
handlung von Virusinfektionen, die entweder ein einzelnes
oder ein Gemisch von Oligo- und/oder Polydeoxynucleoti-
den aus 9 — 100 Nukleotiden in Form eines (—)-DNA-Stran-
ges enthalten, die mit einem Bereich einer bei der Virusver-
mehrung synthetisierten mRNA (Messenger RNA) hybridi-
sieren und ein zur Behandlung von Virusinfektionen geeig-
netes pharmazeutisch vertrégliches Exzipiens. Derartige
Arzneimittel kénnen beispielsweise als Injektionsldsung, als
Augentropfen oder als Suppositorien konfektioniert werden.
Die genannten Arzneimittel kénnen so eingesetzt werden,
dass die verabreichte Wirkstoffmenge entweder 1 bis
20 000 g pro kg und Tag betrégt.

Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung
der genannten Arzneimittel.

Bislang werden zur Behandlung von Viruskrankheiten
chemisch synthetisierte Arzneimittel und Antibiotika als an-
tivirale Wirkstoffe zur Inhibition der Virusvermehrung ver-
wendet. Das antivirale Spektrum der chemisch synthetisier-
ten Arzneimittel ist jedoch verhiltnisméssig schmal und hiu-
fig haben derartige Arzneimittel schddliche Nebenwirkun-
gen. Andererseits haben die verwendeten Antibiotika den
Nachteil, dass stindig neue Antibiotika sowie Anstrengun-

2

gen zur Verminderung jeglicher schidlicher Nebenwirkun-
gen dieser Antibiotika erforderlich sind, denn im Laufe der
Zeit werden die Viren resistent und schliesslich immun ge-
geniiber den verwendeten Antibiotika.

s Im Rahmen der neueren Entwicklung der Biotechnolo-
gie, insbesondere der Gentechnologie, wurde die Identifizie-
rung von Virus-Struktur-Genen ein grosser Forschungsbe-
reich innerhalb der Studien von Mikroorganismen. 1977 be-
schrieben S.C. Inglis et al. die in vitro Translation cytoplas-

10 matischer, aus mit Influenza A-Virus infizierten Hiihner-
Embryo-Fibroblasten extrahierter RNA im zellfreien Wei-
zenkeim-Protein-Synthesesystem mit dem Ergebnis, dass die
Synthese Virus-spezifischer Polypeptide, die dem hybridi-
sierten v-RNA-Segment entsprechen, vermindert ist (Viro-

15 logy 78, Seiten 522— 536 (1977)). Die in dieser Veroffentli-
chung beschriebenen Experimente wurden jedoch in einem
zellfreien System ausgefiihrt und haben keine Beziehung zur
Untersuchung von Arzneimitteln. Eine solche Strukturgen-
Identifizierung wird auch beschrieben von B. M. Paterson et

20 al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74, Seiten 43704374
(1977)). Die Experimente von Paterson et al. wurden eben-
falls im zellfreien System ausgefiihrt. In den beiden genann-
ten Verdffentlichungen wurde fiir die Inhibition der Protein-
synthese eine riesige genetische Struktur wie RNA verwen-

25 det. Im ersten Fall wurde die RNA aus Influenzaviren extra-
hiert, im zweiten Fall aus dem Kaninchen-B-Globin-Clon
pBG1. Es konnte nicht erwartet werden, dass eine solche rie-
sige Struktur die intrazelluldre Proteinsynthese inhibiert.

1978 berichteten P.C. Zamecnik et al. das ein zur 3'- und

30 5'-terminalen repetitiven Sequenz des Rous-Sarcoma-Virus
(RSV) komplementéires Oligodeoxy-Nucleotid-Tridecamer
ein wirksamer Inhibitor der Proteinsynthese ausgehend von
viraler RNA sowohl im zellfreien Weizenkeim-System (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 75, Seiten 285 —288 (1978)) als auch

35 in einem in vitro-Gewebe-Kultur-System ist (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 75, Seiten 280 —284 (1978)). In der ersten
Referenz wird das zellfreie System noch wie vorstehend be-
schrieben verwendet. Beziiglich der Verwendung von DNA
ist es jedoch leicht verbessert. Hier wird ein kleineres DNA-

40 Molekiil zur Inhibition der Translation von mRNA verwen-
det. In der zweiten Verdffentlichung werden Experimente
durchgefiihrt, bei denen in einem Gewebekultursystem zur
Hemmung der Virusreplikation und der Zell-Trans-Forma-
tion des Tridecamer verwendet wird. Die in diesen Arbeiten

45 zur Inhibition der Replikation und der Transformation ver-
wendete DNA wurde nicht aus einem spezifischen codieren-
den Bereich ausgewihlt. Im gleichen Jahr berichteten auch
N.D. Hastie et al., dass die Hybridisierung von Globin
mRNA mit ihrer korrespondierenden cDNA in einem zell-

5o freien System spezifisch die Translation der mRNA inhibiert
(Proc. Natl. Acad. Sci USA 75, Seiten 1217 —1221 (1978)).
Neu ist in dieser Arbeit lediglich, dass eine bestimmte codie-
rende DNA-Region fiir die Inhibition der Translation mit-
tels Hybridisierung von mRNA ausgewihlt wurde. Die dort

sserwihnten Versuche wurden jedoch immer noch in einem
zellfreien System ausgefiihrt. Seit diesen Verdffentlichungen
im Jahre 1978 bestand ein Bediirfnis fiir die Entwicklung
von Arzneimitteln aufgrund der genannten Hypothesen. Bis
heute gibt es jedoch keine Verdffentlichungen, die die prakti-

¢0 Sche Anwendung der genannten Theorie in in vivo-Experi-
menten beschreibt.

1983 wurde eine PCT-Anmeldung verdffentlicht, die sich
auf Oligonucleotide als therapeutische Wirkstoffe und Ver-
fahren zu ihrer Herstellung bezieht (Molecular Biosystem

6s Inc., Nr. WO83/01451 bzw. EP-1 192 574 vom 2. Nov.
1983). In dieser Anmeldung wird jedoch lediglich offenbart,
dass (—)-Strang-DNA aus einem bestimmten codierenden
Bereich SV40-transformierte Zellen inhibierte.



Obwohl die in vivo-Expression im Beispiel 1 dieser Ver-
Sffentlichung hiufig verwendet wird, legen die dort genann-
ten Beschreibungen aus dem Gesamtzusammenhang heraus
betrachtet, nur in vitro-Experimente in Zellkultur-Systemen
nahe. Selbst wenn solche in vitro-Experimente als in vivo-
Experimente betrachtet werden, fehlen doch entsprechende
genaue Angaben fiir die Bedingungen und sind nichts weiter
als die blosse Erwdhnung der Erwartung gewiinschter Wir-
kungen. Wie dem auch sei, diese Veréffentlichung legt zum
ersten Mal die Anwendung von RNA-DNA-Hybridisie-
rungstechniken in einem Arzneimittel nahe, jedoch fehlen
darin detailierte Beschreibungen zur Verwendung als Arznei-
mittel. Deshalb ist die in der genannten PCT-Anmeldung ge-
gebene Lehre lediglich eine Zusammenfassung des in den
vorgenannten Veroffentlichungen beschriebenen Stand der
Technik. ,

Deshalb bestand ein dringendes Bediirfnis fiir einen vol-
lig neuen antiviralen Wirkstoff zur Inhibition der Virusver-
mehrung in vivo in einem lebenden Tier, dessen Funktions-
prinzip auf der RNA-DNA-Hybridisierungstechnik und da-
mit auf der Inhibition der Translation viraler mRNA beruht.

Es wurde gefunden, dass die Virusvermehrung am Infek-
tionsort mit einem Oligodeoxynucleotid oder einem Poly-
deoxynucleotid, welches mit einer wihrend der Virusver-
mehrung synthetisierten mRNA hybridisiert, gehemmt wer-
den kann, sofern die genannten Wirkstoffe an den Infekti-
onsort gelangen. Durch die Verabreichung der Oligo- und
Polydeoxynucleotide an Tiere mit einer Virusinfektion, wird
ein antiviraler Wirkstoff bereitgestellt, der die Virusvermeh-
rung in vivo inhibiert.

Wie vorstehend beschrieben, war die Hybridisierung von
viraler oder von Globin-RNA mit der entsprechenden DNA
zur Inhibition der Protein-Synthese bekannt. Die Mehrzahl
der diesbeziiglichen Experimente wurde jedoch in einem zell-
freien System durchgefiihrt. Ausnahmen sind Zamecnik’s
Veréffentlichung (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, Seiten
280—284 (1978)) sowie die Verdffentlichung von Molecular
Biosystems Inc. (PCT-Anmeldung Nr. WO 83/01451). In
letzterer wird die in vitro-Inhibition der Virus-Vermehrung
in einem Zellkultur-System beschrieben. In den in vitro-
Experimenten von Zamecnik wird jedoch nicht DNA aus ei-

‘ nem spezifischen codierenden Bereich des Virus verwendet.
Der Begriff «codierender Bereich» bezeichnet dabei den Be-
reich viraler Gene, der eine wichtige Rolle bei der Transla-
tion viraler Proteine spielt und der durch die RNA-Polymera-
se in mRNA transkribiert wird. In der Verdffentlichung von
Molecular Biosystems Inc. werden keine genauen Hinweise

" auf die experimentellen Bedingungen gegeben. Der vorlie-
genden Erfindung liegen sowohl umfassende Forschungsar-
beiten und Experimente in in vitro als auch in in vivo-Syste-
men unter Verwendung spezifischer Oligo- oder Polydeoxy-
nucleotide aus einem spezifischen codierenden Bereich zu-

grunde. Diese haben es zum ersten Mal erméglicht, die Vi-

rusvermehrung mittels der RNA-DNA-Hybridisierungs-

‘Technik in einem praktisch fiir die Therapie verwertbaren

Ausmass zu inhibieren. Dadurch weird die Verwendung be-
stimmter Oligo- oder Polydeoxynucleotiden als Arzneimittel

zur Inhibition der Virusvermehrung méglich. Damit unter-
scheidet sich die vorliegende Erfindung in zwei wichtigen

Punkten vom Stand der Technik, ndmlich dadurch, dass mit
der Virus mRNA hybridisierende DNA aus einem spezifi-
schen codierenden Bereich ausgewahlt wurde und dieses aus-

gewihlte Deoxynucleotid kurz und einzelstringig ist und
ausserdem dadurch, dass die vorstehend genannten Wirk-
stoffe doch umfassende in vivo-Experimente bis zur prakti-
schen Anwendbarkeit entwickelt wurden.

Gegenstand der Erfindung ist demnach das im Anspruch
1 definierte Arzneimittel zur Behandlung von Virus-Infek-
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tionen. Als Wirkstoff wird ein Oligo- oder Polydeoxynucleo-
tid aus 9— 100 Nucleotiden in Form eines (—)-DNA-Stran-
ges oder ein Gemisch dieser Molekiile eingesetzt. Diese Oli-
go- oder Polydeoxynucleotide sind dadurch gekennzeichnet,

s dass sie komplementér zu einem Bereich einer wihrend der

Virusvermehrung synthetisierten mRNA sind und deshalb
mit dieser mRNA hybridisieren kdnnen.

Es wird zum ersten Mal beschrieben, dass die Proteinsyn-
these, ausgehend von einer synthetischen RNA alsmRNA in

10 einem in vitro-Protein-Synthese-System durch ein mit dieser

synthetischen RNA hybridisierendes Oligodeoxynucleotid
inhibiert wird (vgl. das nachstehend beschriebene Beispiel
25). Oligodeoxynucleotide. die nicht mit der RNA hybridi-
sieren, inhibierten die Proteinsynthese in diesem System

15 nicht.

Dariiber hinaus wurde gefunden, dass dem (—)-Strang
der a-Globin- oder B-Globin-DNA entsprechende Oligode-
oxynucleotide die Translation der zugehdrenden mRNA spe-
zifisch inhibieren (vgl. das nachstehend beschriebene Beispiel

20 26). Ferner wurde gefunden, dass die p-Globin-DNA in die-

sem in vitro-System die Translation von B-Globin-mRNA
spezifisch inhibiert. Wenn bei diesen Versuchen DNA ver-
wendet wurde, die nicht mit der a-Globin-mRNA hybridi-
siert, wurde die Bildung von a-Globin nicht inhibiert. Eben-

25 50 wurde die B-Globin-Synthese nicht durch DNA inhibiert,

die nicht mit der B-Globin-mRNA hybridisiert. Weiterfiih-
rend wurde gefunden, dass nicht nur langkettige DNA, son-
dern auch Oligodeoxynucleotide in diesem System aufgrund
der Hybridisierung eine stark inhibierende Wirkung haben.
Auf der Grundlage dieser Experimente wurden weitere
Experimente mit Herpes-simplex-Virus (HSV)-Infektionen
durchgefiihrt. Es wurde gefunden, dass die Anzahl von Syn-
cytien (Plaque-ghnliche Locher, die durch HSV mittels der
Fusion infizierter Zellen hervorgerufen werden), die durch

35 HSV hervorgerufen wurden, durch Verabreichung von

DNA oder von Oligodeoxynucleotiden. die mit der sofort
synthetisierten friithen mRNA von HSV hybridisieren an mit
diesem Virus infizierten Zellen deutlich vermindert ist.

Bei den vorstehend beschriebenen Experimenten wurde

40 CaCl, und Calcium-Phosphat zusammen mit der DNA ver-

wendet, um die DNA-Aufnahme in die Zelle zu stimulieren.
In anderen Experimenten wurde jedoch gefunden, dass die
Oligodeoxynucleotide auch ohne diese Calciumsalze aufge-
nommen werden konnen und, dass sie auch unter diesen Be-

45 dingungen die Vermehrung von HSV hemmen und die ent-

sprechenden cytopatischen Effekte unterdriicken (vgl. das
nachstehend beschriebene Beispiel 7).

Aus diesen Experimenten wurde deutlich, dass (—)-

so Strang-DNA durch Hybridisierung an eine HSV-1-mRNA

die Bildung von Syncytien durch dieses Virus inhibiert. Auf-
grund dieser Beobachtung wurde die genannte DNA HSV-

infizierten Méusen verabreicht. Dadurch wurde gezeigt, dass
eine solche DNA als antivirales Arzneimittel fiir die Behand-

ss lung von Virusinfektionen in vivo verwendet werden kann.

Dabei ist bemerkenswert, dass im erfindungsgeméssen
Arzneimittel als Wirkstoff mindestens eine (—)-Strang-
DNA, die der mRNA eines bestimmten Virus-Gens ent-
spricht, verwendet wird. Aus diesem Grund wird die Biosyn-

60 these zelluldrer Proteine, die von anderen mRNA-Molekii-

len gesteuert wird, nicht durch die Verwendung der vorste-
hend beschriebenen DNA-Molekiile beeinflusst.

Es gibt zwei Gruppen von Viren, ndmlich DNA-Viren
(Herpes simplex-Virus, Adeno-Virus, Vaccinia-Virus u.a.)

6s und RNA-Viren (Influenza-Virus. Rhino-Virus, Polio-Virus

u.a.). RNA-Viren tragen entweder einzelstréingige RNA
oder doppelstringige RNA als Genom. Einzelstrang-RNA-
Viren werden in solche klassifiziert, die (4 )-Strang-RNA
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tragen und in solche. die (—)-Strang-RNA als Genom tra-
gen.

Virale Proteine missen immer durch Translation einer
viralen mRNA mit ( +)-Strang-Polaritdt synthetisiert wer-
den. Viren mit einem doppelstrangigen DNA-Genom bilden
ausgehend von ihrer (—)-Strang-DNA ( +)-Strang-RNA
(mRNA). Was die doppelstringigen RNA-Viren betrifft, so
wird (- )-stringige RNA (mRNA) ausgehend vom (—)-
RNA-Strang gebildet. Das Genom ( + )-strdngiger RNA-
Viren fungiert selbt als mRNA, wihrend das Genom (—)-
strangiger RNA-Viren als Matrize fiir die Bildung (+)-
strangiger RNA (mRNA) dient.

Unabhdngig vom Entstehungsmechanismus der mRNA,
die Translation einer Virus-mRNA und damti die Synthese
viraler Proteine durch eine hybridisierende (— )-Strang-
DNA inhibiert. Der Gegenstand der vorliegenden Erfindung
kann allgemein zur Inhibition der Virusvermehrung verwen-
det werden. Die in den Beispielen beschriebene Verwendung
von Herpes-simplex-Virus (Doppelstrang-DNA-Virus) und
Influenza-Virus (Einzelstrang-RNA-Virus) dient lediglich
der Erlduterung. Durch die erfindungsgeméssen Wirkstoffe
kann also die Vermehrung von Viren inhibiert werden. wie
Influenza-Virus. Adeno-Virus, Leukdmie-Virus, Dengue-
Virus. Rabies-Virus, Hepatitis-Virus, Masern-Virus, Ence-
phalitis-Virus. Parainfluenza-Virus, Rhino-Virus. Gelbfie-
ber-Virus oder Epstein-Barr-Virus.

Damit kénnen die Wirkstoffe des erfindungsgemassen
Arzneimittels allgemein fiir Prophylaxe oder Behandlung
verschiedener Virusinfektionen von Tier, Mensch und Pflan-
ze verwendet werden. Die entsprechenden Arzneimittel sind
folglich sehr niitzlich fiir verschiedene Anwendungen.

Aufgrund des Wirkungsprinzips der Wirkstoffe, wird die
Vermehrung von RNA- oder DNA-Viren sowie das Auftre-
ten der entsprechenden cytopathischen Effekte blockiert.
ohne dabei die Wirtszellen zu beeinflussen. Ausserdem kann
durch die Verwendung der erfindungsgeméssen Wirkstoffe
die Infektion von noch nicht infizierten Wirtszellen verhin-
dert werden. Es konnte gezeigt werden. dass die alleinige An-
wendung von mit der sofort synthetisierten friihen mRNA
des Herpes-simplex-Virus hybridisierenden Oligodeoxynu-
cleotiden weder Auswirkungen auf normale, nichtinfizierte
Baby-Hamster-Nierenzellen (BHK-Zellen) noch Auswirkun-
gen auf Miuse hatte. Daraus wurde gefolgert. dass die Oli-
godeoxynucleotide weder gefdhrliche Auswirkungen auf
normale Zellen und Tiere haben, noch dass sie die Wachs-
tumsgeschwindigkeit dieser Zellen in irgendeiner Weise be-
einflussen.

Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten (—)-
strangigen Oligo- und oder Polydeoxynucleotide kénnen
durch enzymatische Hydrolyse von DNA, Denaturierung
und anschliessende Trennung durch Affinitdtschromatogra-
phie erhalten werden. Andererseits konnen auch syntheti-
sche (—)-strdngige Oligodeoxynucleotide verwendet werden.
Die bei den Experimenten verwendeten (— )-strdngigen De-
oxynucleotide kdnnen also durch Anwendung verschiedener
Verfahren erhalten werden.

Bei der Clonierung eines RNA-Virus-Gens kann die Re-
serve Transkriptase verwendet werden. In manchen Féllen
kann virale DNA verwendet werden. die in den infizierten
Zellen vorliegt und vom urspriinglichen RNA-Virus-Genom
abgeleitet ist. Als Clonierungsvektor kann beispielsweise der
1-Phage (Charon-Phage) oder das Plasmid pBR 322 verwen-
det werden. Um eine einzelstrdngige ( —)-Strang-DNA zu er-
halten. wird der M 13-Phage als Vektor verwendet. Es kon-
nen clonierte Fragmente aus dem codierenden Bereich des
gesamten Virus-Genoms verwendet werden. Bevorzugt fiir
die Hemmung der Virus-Vermehrung und der damit einher-
gehenden cyvtopathischen Effekte ist jedoch die Verwendung

von Oligo- oder Polydeoxynucleotiden, die den sofort expri-
mierten frithen Virus-Genen entsprechen. Ein rekombinan-

ter M 13-Phage, der (—)-stringige Virus-DNA enthilt, oder
ein rekombinanter DNA-Vektor, der doppelstringige Virus-

s DNA enthélt, kann durch Ziichtung grosser Mengen von
E. coli-Bakterien die diese Vektoren tragen oder mit dem ge-
nannten M 13-Phagen infiziert sind, isoliert werden. die die
viralen Gene tragenden Vektoren wurden isoliert und zur
Gewinnung der viralen Gene mit Restriktionsendonucleasen

10 geschnitten. Das Gemisch der ausgeschnittenen Virus-Gene
und der Vektor-DNA wurde anschliessend einer Agarose-
Gel-Elektrophorese oder einer Sephadex-Séulen-Chromato-
graphie zur Trennung des Virusgens von der Vektor-DNA
unterzogen. Die so erhaltenen DNA-Molekiile wurden

15 durch partiellen Abbau mit DNA-Restriktionsendonuclease
oder durch Ultraschall-Behandlung verkiirzt. Mit Hilfe der
Gel-Elektrophorese oder der Sephadex-Chromatographie
wurden Virus-DNA-Fragmente einer Kettenldnge von 9 bis
100 Nucleotiden isoliert.

20 Eswird darauf hingewiesen, dass nur der (—)-Strang der
Virus-DNA wirksam bei der Inhibition der Virus-Protein-
Synthese ist. DNA von Vektoren, wie pBR 322 oder des A-
Phagen oder von der replikativen Form des M 13-Phagen ist
doppelstrangige DNA. Deshalb muss diese doppelstringige

25 DNA vor der Isolierung der (—)-Strang-DNA zundchst in
einzelstrangige DNA tibergefiihrt werden. Zu diesem Zweck
kénnen verschiedene Methoden angewendet werden. Bei-
spielsweise kann DNA durch 10 Minuten langes Erhitzen
auf 100 “C und anschliessendes schnelles Abkiihlen denatu-

30 riert werden.

Aus einem Gemisch der voneinander getrennten (—)-
strdngigen und (+ )-strdngigen DNA kann der (—)-Strang
beispielsweise durch Affinitdtschromatographie isoliert wer-
den. Zu diesem Zweck wird zundchst der (+)-DNA-Strang

35 durch Clonierung im M 13-Phagen hergestellt. Dieser wird
nachfolgend zur Verwendung bei der Chromatographie an
einen Trédger konjugiert. Ein Gemisch aus (—)- und (+)-
Strang-DNA wird dann iiber eine Siule, die dieses Konjugat
enthilt, chromatographiert. Der (—)-Strang der DNA wird

40 an diese Saule gebunden, wiahrend der (+)-Strang durch-
lauft. Der gebundene (—)-DNA-Strang wird anschliessend
von der Sdule eluiert.

In einem anderen Verfahren wird die (—)-Strang-DNA
in Form von Oligo- oder Polydeoxynucleotiden durch che-

45 mische Synthese erhalten.

Eines der sofort experimierten frithen Gene des Doppel-
strang-DNA-tragenden Herpes-Simplex-Virus, Vmw 175,
hat beispielsweise die (+)-Strang-DNA-Sequenz 5'-
ATG.GCG.TCG.GAG...... ) und die (—)-Strang-DNA-

s0 Sequenz (3'-TAC.CGC.AGC.CTC...... ). Nur die (—)-
Strang-DNA mit der bei TAC beginnenden Sequenz kann
mit einer ausgehend von Vmw 175 synthetisierten mRNA
hybridisieren. Deshalb wird fiir die Oligodeoxynucleotid-
Synthese ein DNA-Fragment ausgewdhlt, das identisch mit

5s einer Partialstruktur des (—)-DNA-Stranges ist. Das Influ-
enza-Virus-Genom enthilt das Himagglutinin-Gen und NS-
(nicht-Struktur)-Gene. Das Himagglutinin-Gen verschiede-
ner Serotypen des Influenza-Virus unterscheidet sich in der
RNA-Sequenz. Deshalb wird erfindungsgemass eine einzel-

¢o Strangige DNA bevorzugt, die mit mRNA der NS-Gene hy-
bridisiert. Die Verwendung von (—)-Strang-DNA, die mit
mRNA der NS-Gene hybridisiert, wird erfindungsgemiss
deshalb gegeniiber der Verwendung von (—)-Strang-DNA,
die mit mRNA des Hdmagglutinin-Gens hybridisiert, bevor-

¢s zugt. weil das Himagglutinin-Gen sehr héufig mutiert. Eine
(—)-Strang-DNA, die mit mRNA des Himagglutinin-Gens
eines bestimmten Influenza-Virus-Stammes hybridisiert,
wird deshalb nicht mit mRNA des Himagglutinin-Gens ei-



nes anderen Serotyps des Influenza-Virus kreuzhybridisie-
ren.

Eine weitere Erlduterung des Influenza-Virus-Gens NS-1
befindet sich in der Verdffentlichung von Lamb et al., (Cell
21, Seite 47 (1980)). Die DNA-Sequenz, die mit einer mRNA
des NS-1-Gens hybridisiert, ist 5'-. . . . . ACT.TGA.CAC.
AGT.GTT.GGA.ATC.CAT..... -3’. Deshalb wird ein Teil
dieser Sequenz oder die gesamte Sequenz ausgewihlt und
synthetisiert.

Die Wirkstoffe des erfindungsgeméssen Arzneimittels
konnen auch gegen Viren, wie das Rous-Sarcoma-Virus, ver-
wendet werden, die im Bereich der Viehzucht eine wichtige
Rolle spielen. Beispielsweise sollte durch eine Inhibition der
Expression eines der Gene gag, pol oder env die Vermehrung
dieses Virus inhibierbar sein. Wenn beispielsweise die Ex-
pression des gag-Gens inhibiert werden soll, wird ein hybri-
disierendes DNA-Molekiil, ein Oligo- oder ein Polydeoxy-
nucleotid verwendet, das einen Teil der Sequenz 5’

hilt, ausgewihlt und synthetisiert. Die genannte RNA-
Sequenz von p19 ist ein Teil des gag-Gens.

Aus den vorstehenden Erlduterungen ergibt sich, dass im
Prinzip fiir die Inhibition der Virusvermehrung mittels eines
einzelstringigen (—)-Strang-DNA-Molekiils mindestens ein
solches Molekiil verwendet werden muss, dass mit der
mRNA des Virus hybridisiert.

Im allgemeinen bezeichnet der Ausdruck «Oligodeoxy-
nucleotid» ein Molekiil, das eine kleinere Anzahl von De-
oxynucleotid-Einheiten enthélt, wihrend der Begriff «Poly-
deoxynucleotid» ein Mokekiil beschreibt, das eine gréssere
Anzahl von Deoxynucleotid-Einheiten enthélt. Im Falle der
Oligodeoxynucleotide ist die Anzahl der Nucleotid-Einhei-
ten in dieser Erfindung beispielsweise bis zu 25. Deshalb
kénnen Deoxynucleotide, die mehr als 25 Deoxynucleotid-
Einheiten enthalten in dieser Erfindung als «Polydeoxynu-
cleotide» bezeichnet werden. Die erfindungsgeméssen Arz-
neimittel zur Behandlung von Virusinfektionen enthalten
mindestens ein Oligo- und/oder Polydeoxynucleotide aus
9— 100 Nucleotiden in Form eines (—)-DNA-Stranges zu-
sammen mit einem geeigneten flilssigen Vehiculum oder Ex-
cipiens oder gegebenenfalls mindestens einem Zusatzstoff.
Sie werden in an sich bekannten Verfahren beispielsweise als
Fliissigpréiparate, Injektionspriiparate oder Suppositorien
hergestellt. Gegebenenfalls konnen die Oligo- und/oder Poly-
deoxynucleotide entweder einzeln oder in Kombination mit
anderen pharmakologisch wirksamen Substanzen verwendet
werden. Dabei ist es selbstverstindlich, dass diese anderen
pharmakologisch wirksamen Substanzen der antiviralen
Wirkung der genannten Oligo- und/oder Polydeoxynucleoti-
de nicht entgegenstehen sollten.

Die Oligo- und/oder Polydeoxynucleotide konnen gege-
benenfalls zu dusserlich anwendbaren Praparaten konfektio-
niert werden, wie Cremes, Salben, Tropfen oder Pflaster. Zu
diesem Zweck werden die Oligo- und/oder Polydeoxynucleo-
tide mit einem geeigneten pharmakologisch inerten Vehiku-
lum oder Excipiens vermischt.

Die fliissigen Triger oder Excipientien sowie die gegebe-
nenfalls verwendeten Zusatz-Stoffe, die erfindungsgeméss
als Zusatz zu den antiviralen Wirkstoffen verwendet werden,
sind bekannt und im Handel erhéltlich.

Beispiele der in den antiviral wirksamen Arzneimittein
verwendeten fliissigen Triger-Excipientien und Hilfsstoffe
sind destilliertes Wasser fiir Injektionszwecke, physiologi-
sche K ochsalzlsung, eine wissrige Dextroselsung, Pflan-
zendle fiir Injektionszwecke, Propylenglykol, Polydthylen-
glykol und Benzylalkohol (fiir Injektions- und fliissige Pré-
parate); Vaseline, Pflanzendle, tierische Fette sowie Poly-
ithylenglykol (fiir Ausserlich anwendbare Préparate); isoto-

w
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nisch wirksame Stoffe, die Loslichkeitseigenschaften verbes-
sernde Stoffe, Stabilisatoren, Farbstoffe, Antiseptika, Gleit-
mittel, und dhnliche Zusatzstoffe. Bei den Injektionsprépa-
raten ist der Wirkstoff vorzugsweise in einem sterilisierten
fliissigen Vehikulum geldst. Es ist selbstverstidndlich, dass die
vorstehend genannten verschiedenen fliissigen Vehiculie, Ex-
cipientien und Hilfsstoffe weder die antivirale Wirkung der
Oligo- und/oder Polydioxynucleotide inhibieren noch diese
storen sollen.

Die Oligo- und/oder Polydeoxynucleotide werden zu-
sammen mit den vorstehend genannten Vehiculi oder Excipi-
entien und gegebenenfalls zusammen mit den vorstehend be-
schriebenen Hilfsstoffen in an sich bekannter Weise verar-
beitet. Injektionspriparate und Suppositorien kénnen 1 bis

15 10 mg der Oligo- und/oder Polydeoxynucleotide pro Ampul-

le oder Kapsel enthalten. Bei menschlichen Patienten betragt
die tigliche Dosis etwa 0,1 bis 1000 mg, vorzugsweise 1 bis
100 mg (von 10 bis 20 pg/kg bis 1000 bis 2000 pg/kg Korper-
gewicht). Die jeweilige Dosis fiir bestimmte Patienten hangt

20 jedoch von einer Vielzahl von Faktoren ab, beispielsweise

von der Wirksamkeit des verwendeten bestimmten Oligo-
und/oder Polydeoxynucleotids, vom Alter, vom Gewicht,
vom allgemeinen Gesundheitszustand, vom Geschlecht, von
der Erndhrung, von der Zeit und der Art der Anwendung,

25 von der Abbaugeschwindigkeit, von der Kombination mit

anderen in Zusammenhang damit verwendeten Medikamen-
ten sowie von der Schwere der entsprechenden Krankheit,
gegen die diese Therapie angewendet wird.

Die erfindungsgeméssen antiviralen Arzneimittel werden

30 intravends angewendet oder direkt auf den mit dem Virus in-

fizierten K orperteil des Patienten aufgebracht, so dass die
Oligo- und/oder Polydeoxynucleotide in geeigneter Menge
zu den infizierten Korperteilen gelangen.

Um das Verstindnis der Grundlagen der vorliegenden

15 Erfindung zu erleichtern, wird im folgenden eine kurze Zu-

sammenfassung der Eigenschaften von fiir «Oligo- und/oder
Polynucleotiden aus 9— 100 Nucleotiden in Form eines
(—)-DNA-Stranges» gegeben:

1. Eigenschaften und Struktur von DNA: Eine fiir die

+0 vorliegende Erfindung geeignete DNA muss mit einer

mRNA hybridisieren, die wihrend der Virusvermehrung er-
zeugt wird, wie in Fig. 5 ersichtlich.

DNA (a) die ein Segment enthélt, das vollstindig mit der
mRNA hybridisiert und DNA (b), die ein Segment enthalt,

45 das teilweise mit der mRNA hybridisiert, ist fiir die Zwecke

50

55

der vorliegenden Erfindung geeignet. Dieses Merkmal wird
durch die Definition «ganz oder teilweise mit einer wihrend
der Virusvermehrung erzeugten mRNA hybridisierenden
DNA» wiedergegeben.

2. Der fiir die Hybridisierung mit der mRNA gemdss der
vorliegenden Erfindung ausgewahlte DNA-Bereich muss in-
nerhalb des Segmentes liegen, das vollstindig oder zumin-
dest teilweise mit der wihrend der Virusvermehrung erzeug-
ten mRNA hybridisiert, wie dies in Fig. 6 ersichtlich ist.

Im Falle von (c) wird ein Bereich (i) oder (ii) fiir die Hy-
bridisierung ausgewihlt, der vollstindig mit der mRNA hy-
bridisiert und damit den Anforderungen entspricht. Im Fall
von (d) dagegen wird ein Bereich (iii) fiir die Hybridisierung
ausgewihlt, der ausserhalb des Segmentes liegt, welches voll-

¢ Stindig oder teilweise mit der mRNA hybridisiert. Der letz-

tere erfiillt die entsprechenden Anforderungen nicht.

3. Daraus ergibt sich, dass die in den Anspriichen ge-
kennzeichneten erfindungsgeméss verwendeten Oligo- oder
Polydeoxynucleotide (A) oder (B) fiir die Hybridisierung an

6s mRNA und die dadurch verursachte Inhibition der Transla-

tion von mRNA, d.h. die Proteinsynthese, in ihrer DNA-
Sequenz identisch mit dem Bereich einer mit der mRNA hy-
bridisierenden DNA (c) sein miissen (beispielsweise 5'-
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....ACT.TGA.CAC... ATC.CAT..... -3’). Zum besseren
Verstindnis sei auf Fig. 7 verwiesen.

Vorzugsweise ist die Deoxynucleotidkette (A) oder (B) so
kurz als moglich. denn die Synthese eines kurzen Deoxynu-
cleotids ist leicht und wirtschaftlich. Die Verwendung be-
stimmter Eicosamere (d.h. von Oligonucleotiden, die aus 20
Nucleotid-Einheiten bestehen) zum Erhalt einer stabilen Hy-
bridisierung an mRNA, wird in den Beispielen der vorliegen-
den Erfindung beschrieben.

Die vorteilhafte Wirkung der Wirkstoffe des erfindungs-
gemissen Arzneimittels ist aus den Diagrammen der Figuren
1 bis 4 und den folgenden Beispielen ersichtlich.

Figur 1 ist eine graphische Darstellung der Resultate von
Experimenten. die die inhibitorischen Wirkungen des Oligo-
deoxynucleotids 20A auf die cytophatischen Effekte von
HSV-1 zeigen.

Figur 2 ist eine graphische Darstellung der Ergebnisse
von Experimenten, die die inhibitorischen Wirkungen des
Oligodeoxynucleotids 20A auf die Virusvermehrung zeigen.

Figur 3 ist eine graphische Darstellung der Wirkung ei-
ner bestimmten Kombination von Oligodeoxynucleotiden
zur Inhibition der Virusvermehrung und der dadurch verur-
sachten pathogenen Verdnderungen im Vergleich mit der
Verwendung eines einzelnen Oligodeoxynucleotids.

Figur 4 ist eine graphische Darstellung der Ergebnisse
von Experimenten, die durchgefiihrt wurden, um die in vivo-
Wirksamkeit der antiviralen Wirkstoffe zu zeigen.

Die Beispiele 1 bis 5 beziehen sich auf die Herstellung
von Oligo- und Polydeoxynucleotiden.

Beispiel 1

Herpes simplex-Virus DNA wurde durch eine Phenol-
Chloroform-Extraktion isoliert. Die isolierte DNA wurde
mit dem Restriktionsenzym BamHI gespalten.

Die gespaltene DNA wurde dann in Gegenwart von T 4-
Phagen-Ligase mit vorher mit BamHI behandelter pBR 322
Plasmid-DNA vermischt.

Das entstandene, ligierte Plasmide enthaltende Gemisch
wurde E. coli-Bakterien verabreicht und die Bakterien, die
das rekombinante Plasmid enthielten, wurden durch Inkuba-
tion auf mit Ampicillin angereicherten Agarplatten, auf de-
nen sie Kolonien bildeten sowie durch Untersuchung auf Te-
tracyclin-Sensitivitét selektiert. Unter den Tetracyclin-sensi-
tiven Kolonien wurden die Bakterien, die Herpes simples-
Virus-DNA enthalten durch die Filter-Hybridisierungs-
Methode mit 3*P-markierter Herpes-Virus-DNA als Sonden-
molekiil selektiert. Um DNA des rekombinanten Plasmids
zu enthalten, wurden 2 x 106—107 E. coli-Zellen, die das re-
kombinante Plasmid enthalten, in 2 ml TSB eingebracht
(Tryptose-Sojabohnendl-Briihe).

Das inoculierte Medium wurde bei 37 °C in einem 20 ml
Probenrdhrchen etwa 15 Stunden geschiittelt, bis die opti-
sche Dichte (OD) des Kulturmediums bei 540 nm einen Wert
von 0.5 (ODs4=0.5) erreichte. Bei dieser optischen Dichte
wurde Chloramphenicol zu einer Endkonzentration von
100 pg ml zugegeben und die Inkubation wurde weitere 15
Stunden lang fortgesetzt. Die Bakteriensuspension wurde
anschliessend zentrifugiert, und das Pellet wurde in einen
Puffer, der 25% Saccharose sowie 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
enthielt. resuspendiert. Die Suspension wurde bei 0 °C 5 Mi-
nuten stehengelassen. Zu dieser Suspension wurden 4 ml Tri-
ton X 100 zugegeben und die sich ergebende viskose Losung
wurde 30 Minuten bei 0 "C und 30 000 g zentrifugiert. Zum
Uberstand dieser Lésung (8 ml) wurden 8 g CsClund 1 ml
einer Ethidiumbromidlésung (5 pg Ethidiumbromid/ml) zu-
gegeben. Die Mischung wurde weiter 48 Stunden bei
100 000 g zentrifugiert. Die rohe Plasmid-Fraktion, die
durch diese Zentrifugation erhalten wurde, wurde mit 2 Vo-

lumina Isopropylalkohol vermischt und ein paar Minuten
stehengelassen. Die obere Schicht wurde abgenommen und
die DNA enthaltende Lésung wurde gegen 0,1 molar Tris-
HClund 10 mM EDTA (pH 8,0) iiber Nacht dialysiert.
Die dialysierte Lésung wurde konzentriert und die
200 pg DNA enthaltende Lésung wurde mit einem Uber-
schuss des Restriktionsenzyms BamHI behandelt. Die ge-
spaltene DNA wurde durch Agarose-Gel-Elektrophorese ge-
trennt und die Herpes Simplex-Virus-DNA wurde aus dem
10 Gel mittels Elektroelution isoliert. Weiterhin wurde die
DNA partiell mit DNase verdaut, 10 Minuten auf 100 °C er-
hitzt und anschliessend schnell abgekiihlt. Auf diese Weise
wurde DNA mit einer Kettenlédnge von 9 bis 100 Oligode-
oxynucleotiden erhalten.
15

w

Beispiel 2
Die replikative Form der M 13-Phagen-DNA (Doppel-
strang-DNA) wurde mit BamHI geschnitten. Die so gespal-
tete M 13-DNA wurde vorher mit mit BamHI gespaltener
20 und wie vorstehend beschrieben isolierter Herpes simplex-Vi-
rus-DNA vermischt. Die Ligierung erfolgte mit T 4-Phagen-
Ligase. E. coli wurden mit der ligierten DNA in Gegenwart
von CaCls transfiziert. Die transfizierten Bakterien wurden
auf Agarplatten ausplattiert. Dabei wurde ein Top-Agar ver-
25 wendet, der IPTG (Isopropyl-B-D-thioglactopyranosid) und
X-gal (ein Indikator) enthielt. Herpes-simplex-Virus DNA
enthaltende rekombinante M 13-Phagen bilden innerhalb
von 24 Stunden farblose Plaques aus. M 13-Phagen ohne In-
sertion bilden keine Plaques aus. Deshalb wurden die farblo-
30 sen Plaques ausgewéhlt. Um rekombinante M 13-Phagen zu
selektieren, die die (—)-Strang-HSV-DNA enthalten, wur-
den die Phagen auf ihre Fihigkeit der Hybridisierung mit
markierter (4 )-Strang-HSV-DNA, die chemisch syntheti-
siert wurde, iiberpriift. Auf diese Weise wurden M 13-Pha-
35 gen selektiert, die einen Teil der (—)-Strang-DNA von HSV
enthalten. Die gewiinschten rekombinanten M 13-Phagen
wurden vermehrt und einzelstringige DNA wurde aus die-
sen Phagen isoliert. Zur weiteren Reinigung der einzelstréin-
gigen HSV-DNA kann die M 13-Phagen-DNA aus dem Ge-
a0 misch mit Hilfe einer Spaltung mit einem Restriktionsenzym
in Gegenwart bestimmter Oligodeoxynucleotide entfernt
werden. Andererseits kann das DNA-Gemisch ohne Reini-
gung partiell mit DNase gespalten werden und Oligodeoxy-
nucleotide mit einer Kettenldnge zwischen 9 und 100 kénnen
45 isoliert werden.

Beispiel 3
Eine DNA-Synthese-Vrrichtung (Applied Biosystem

so Company) wurde verwendet, um (—)-Strang-DNA des so-
fort exprimierten frithen Gens Vmw 175 oder ICP 4 des Her-
pes-simplex-Virus zu synthetisieren. In diesem Beispiel wur-
de die DNA-Sequenz 3'-
CGC.AGC.CTC.TTG.TTC.GTC.GC-5’ synthetisiert, die

ss mit der mRNA von Vmw 175 hybridisiert. Dieses Deoxynu-
cleotid ist ein Eicosamer und wird nachstehend einfach als
20 A bezeichnet.

60 Beispiel 4
Eine DNA-Synthesevorrichtung (Applied Biosystem
Company) wurde zur Synthese von (—)-Strang-DNA des
sofort exprimierten frithen Gens Vmw 12 des Herpes-
simplex-Virus verwendet. In diesem Beispiel war die synthe-
65 tisierte DNA-Sequenz 3'-GCA.CCC.GGG.ACC-TTT-
ACC-GC-5'. Diese hybridisiert mit mRNA von Vmw 12.
Dieses Deoxynucleotid ist ein Eicosamer und wird nachste-

hend einfach als 20 B bezeichnet.



Beispiel 5

Eine DNA-Synthesevorrichtung (Applied Biosystem
Company) wurde zur Synthese einer (—)-Strang-DNA des
NS-1-Gens des Influenza-Virus verwendet. In diesem Bei-
spiel war die synthetisierte DNA-Sequenz 3'-
CTA.AGT.TTG.TGA.CAC.AGT.TCA-5". Diese hybridi-
siert mit mRNA von NS-1. Dieses Deoxynucleotid ist ein
Heneicosamer und wird nachstehend einfach als 20 C be-
zeichnet.

Beispiel 6
Dieses Beispiel bezieht sich auf einen Versuch, durch den
bestiitigt wird, dass das Oligodeoxynucleotid die Synthese
von Virusprotein in vitro inhibiert.
Tabelle I zeigt den inhibitorischen Effekt von 20 A auf
die Vmw 175-Bildung und die entsprechenden cytopatischen
Effekte (Syncytium-Bildung) von HSV 1

Tabelle I

20 A Bohrung Relative Mengen

von Vmw 175

Relative Ausprigung des
cytopathischen Effekts

(Syncytium)
- I 1
33.6 g 0.48 0,35

BHK-Zellen (1,5 x 10°%) wurden in jede Bohrung (1,5 cm
im Durchmesser) einer Limbro-Platte plattiert und MEM
angereichert mit 10% Kélberserum wurde zugegeben. Die
Zellen wurden dann in einer Sprozentigen CO»-Atmosphére
bei 36 C inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit
5 moi HSV-1 in Gegenwart oder Abwesenheit von 20 A infi-
ziert. Nach 5 Stunden wurde das Medium entnommen. Die
Zellen wurden dann 1 Stunde lang mit **S-Methionin
(100 pCi/pl) in Kontakt gebracht. Anschliessend wurde 20 A
abgebaut und die Proteine wurden iiber eine Polyacrylamid-
Gel-Elektrophorese mit nachfolgender Autoradiographie
analysiert. Zur Auswertung des relativen cytopathischen Ef-
fekts wurden identische Bedingungen zu den vorstehend be-
schriebenen angewendet, mit der Ausnahme, dass die Anzahl
der Syncytien 13 Stunden nach der Infektion bestimmt wur-
de. Unter diesen Bedingungen wurde kein Absinken der zel-
luldren Protein-Synthese beobachtet.

Beispiel 7

Dieses Beispiel bezieht sich auf einen Versuch, durch den
bestitigt wird, dass das Oligodeoxynucleotid von Zellen auf-
genommen wird.

Dieses Beispiel zeigt, dass das einzelstréngige Oligode-
oxynucleotid 20 A tatsdchlich in kultivierte Zellen eindringt.
BHK-Zellen (Baby-Hamster-Nieren-Zellen; 4,4 x 10° Zellen)
wurden mit 7,6 x 10* PFU von HSV-1/ml infiziert. Kontroll-
zellen wurden nicht infiziert, jedoch mit der gleichen Menge
Kulturmedium versehen. Die Zellen wurden 3 Stunden in ei-
nem COs-Inkubator bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurden die Zellen 7,66 pMol ?P-markiertem 20 A aus-
gesetzt. Nach der Behandlung mit dem markierten 20 A
wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen wurden
zweimal mit 0,3 ml PBS gewaschen.

Die Zellen wurden dann 30 Minuten bei 36 °C in einer
Lésung mit 0,1 M NaCl, 33 uM ZnCl,, 3360 Einheiten Nu-
clease S1 und 33,3 mM Natriumacetatpuffer (pH-4.5) ste-
hengelassen. )

Nachfolgend wurden die Zellen zweimal mit dem vorste-
hend beschriebenen Puffer, jedoch ohne Nuclease S1, gewa-
schen. Die gewaschenen Zellen wurden in 0,3 ml einer L6-
sung mit 10 mM EDTA, 0,6% Natriumdodecylsulfat und
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10 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7.5) aufgeschlossen. An diesem
Punkt wurde TCA-unlésliches, Nuclease S1-sensitives ra-
dioaktives 20 A gemessen. Es wurde gefunden. dass minde-
stens 4,68 x 10° Molekiile 20 A pro Zelle wéhrend der Be-

s handlungsdauer von 8 Stunden aufgenommen worden wa-
ren. Die tatsichliche Menge ist wahrscheinlich 10 mal hdher
als dieser Wert, denn die terminalen *P-Phosphate werden
schnell hydrolysiert.

Das folgende Beispiel 8 veranschaulicht. dass 20 A eine

10 inhibitorische Wirkung auf die Virusvermehrung hat.

Beispiel 8
Etwa 1.5 x 10° BHK-Zellen wurden pro Bohrung (1.5 cm
im Durchmesser) einer Limbro-Platte ausgebracht. Diese
15 Zellen wurden in 5% CO- 48 Stunden bei 36 “C inkubiert
und mit HSV-1 (7.6 x 10* PFU.ml) in 160 pl MEM infiziert.
Die Infektion wurde 3 Stunden bei 36 “C in 5% CO: ausge-
fiihrt. Nach der Infektion wurden die infizierten Zellen mit
20 A behandelt. Nach einer Behandlungsdauer von 8 Stun-
20 den wurde das Medium gegen normales MEM mit 10% Kiél-
berserum ausgetauscht. 15 Stunden nach der Infektion wur-
de das Kulturmedium geerntet und die Virustiter wurden be-
stimmt. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle II
zusammengefasst.
25
Tabelle II

Menge von 20 A Bohrungen Relative Virus-Menge

300 100
0.112 pg 45
0.224 ug 35

Die Beispiele 9 bis 13 beziehen sich auf Experimente.
35 durch die bestétigt wird. dass das Oligodeoxynucleotid die
Zerstorung von Tier-Zellen in vitro durch das Virus inhibie-
ren.

Beispiel 9

s0  (a) Etwa 1.5 x 10° BHK-Zellen wurden in jede Bohrung
(1.5 cm im Durchmesser) einer Limbro-Platte fiir Zellkultur
ausgebracht. Die Zellen wurden 47 Stunden bei 36 “C in 5%
CO- inkubiert und anschliessend mit 160 pl HSV-1 (7.6 x 10*
PFU'ml) 3 Stunden bei 36 “C infiziert. Zu diesen infizierten

45 Zellen wurde ein Komplex aus Calciumphosphat und 20 A
in verschiedenen Mengen zugegeben. Die Calcium-Konzen-
tration der Medien betrug zwischen 1.36 mMol und
24.8 mMol. je nach 20 A-Konzentration. Der Komplex wur-
de. wie von Ruddle et al. beschrieben. hergestellt (Loiter et

soal.. Proc. Nat. Acad. Sci. 79, S. 422 (1982)). Die infizierten
Zellen wurden 8 Stunden mit 20 A behandelt. Das Kultur-
medium wurde dann entfernt und gegen ein normales Kul-
turmedium ohne 20 A ausgetauscht. Die Zellen wurden an-
schliessend weitere 13 Stunden geziichtet. )

ss  (b) Die Kontrollzellen wurden auf die gleiche Art und
Weise behandelt. mit Ausnahme der Zugabe von 20 A (Ca-
Phosphat-Kontrolle).

(c) Als weitere Kontrolle wurde eine infizierte Kultur

hergestellt. die weder mit Ca-lonen noch mit 20 A behandelt

60 wurde (Virus-Kontrolle). Die wie vorstehend beschrieben
priparierten Gewebekultur-Zellen (a). (b) und (c) wurden fi-
xiert, gefirbt und die Anzahl der Syncytien wurde bestimmt.

Das Ergebnis dieses Experiments ist in Figur 1 darge-

stellt. Dabei gibt die X-Achse (Abszisse) die DNA-Menge als

¢s zugegebene Menge in ug pro Bohrung an (d.h. «pg DNA
Bohrung»). Die Y-Achse (Ordinate) gibt die Anzahl der in
einer Zellkultur ausgebildeten Syncytien im Vergleich zu ei-
nem Wert an. der im Versuch (¢) («Virus-Kontrolle») erhal-
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ten wurde (d.h. «® Syncytien-Anzahl»), wobei der letztere
Wert immer als 100 angenommen wurde. Die Kurve (a)

(— @ —) zeigt die Ergebnisse des Experimentes (a), die Kurve
(b} (= — O — —) zeigt die Ergebnisse des Experimentes (b).
Wie in Figur | gezeigt. wurde die Ausbildung von Syncytien
durch 20 A bemerkenswert inhibiert. Calciumphosphat oder
Calciumchlorid beeinflussten die Syncytien-Anzahl nicht.

Beispiel 10

(a) Etwa 1.5 x 10° BHK-Zellen wurden pro Bohrung
(1.5 cm im Durchmesser) einer Limbro-Platte ausgebracht.
Die Zellen wurden 47 Stunden lang bei 36 *C mit 5% CO--
Atmosphdre inkubiert. Zu diesen Zellen wurden 160 pi
HSV-1 (7.6 x 10* PFU ml) zugegeben. Die Infektion wurde 3
Stunden bei 36 C durchgefithrt. Zu auf diese Weise infizier-
ten Zellen wurden verschiedene Mengen 20 A in Form eines
Calciumchlorid-K omplexes zugegeben. so dass die End-Ca-
[onen-Konzentration 4.55 mM betrug. Die Behandlung
wurde 8 Stunden fortgesetzt. Die Zellen wurden dann wei-
tere 14 Stunden inkubiert.

(b) Zusdtzlich wurde eine zur vorstehend beschriebenen
Kultur (a) identische Kultur hergestellt, wobei jedoch ein
Oligodeoxynucleotid. hergestellt wurde, das nicht mit der
HSV-1-Sequenz 5'-CAC.GAC.AGA.GGG.CGA.-3' ver-
wandt war. und mit diesem inkubiert. Alle anderen Bedin-
gungen waren identisch zum Versuch (a).

(c) Es wurde eine dhnliche Kultur, jedoch ohne 20 A her-
gestellt und unter den vorstehend genannten Bedingungen
inkubiert. Diese wird nachstehend als «Virus-Kontrolle» be-
zeichnet.

Die Zellen der vorstehend beschriebenen Versuche (a).
(b) sowie (c) wurden fixiert. gefdrbt und die Anzahl der Syn-
cytien wurde bestimmt. Die Ergebnisse dieses Experiments
sind in Figur 2 dargestellt. Dabei gibt die X-Achse (Abszisse)
die pro Bohrung zugegebene DNA-Menge in pg an (d.h. «ug
DNA Bohrung») und die Y-Achse (Ordinate) gibt die An-
zahl der in einer Zellkultur ausgebildeten Syncytien im Ver-
gleich zu einem Wert an, der im Versuch (c) («Viruskontrol-
le») erhalten wurde (d.h. «% Anzahl der Syncytien»). wobei
der letztere Wert immer als 100 angenommen wurde. Die
Kurve (a) (— @ —) zeigt die Resultate des Experimentes (a),
die Kurve (b) (— — O — —) zeigt die Ergebnisse des Experi-
mentes (b).

Wie in Figur 2 gezeigt, hat 20 A eine inhibitorische Wir-
kung auf die Anzahl der von HSV-1 gebildeten Syncytien.
Aus diesem Experiment kann geschlossen werden. dass 20 A
die Syncytien-Bildung in Gegenwart von 4,55 mM Calcium-
Ionen inhibiert. Oligodeoxynucleotide, die nicht mit der be-
kannten DNA-Sequenz des Herpes-simplex-Virus verwandt
sind. hatten keine inhibitorische Wirkung. Aus diesem Expe-
riment wurde deutlich. dass die (—)-Strang-DNA des Her-
pes simplex-Virus spezifisch die cytopathischen Effekte des
Herpes simplex-Virus inhibiert.

Beispiel 11

In Beispiel 9 wird die erzielte Wirkung unter Verwen-
dung des synthetischen Eicosamers 20 A, das mit dem (—)-
Strang der HSV-DNA verwandst ist, gezeigt. Dieses Experi-
ment bezieht sich auf die Wirkung clonierter Herpes sim-
plex-Virus-DNA. Es war auch unter Verwendung eines
HSV-1-DNA-enthaltenden, rekombinanten pBR 322 Vek-
tors moglich die Syncytium-Bildung durch HSV-1 zu inhi-
bieren (1.45 Megadalton, erhalten durch Spaltung des HSV-
1-DNA mit BamHI und Einbau der Fragmente in pBR 322).
In diesem Experiment wurde die HSV-1-DNA nicht aus dem
rekombinanten Plasmid ausgeschnitten. Die denaturierte
und partiell gespaltene HSV-1-DNA-enthaltende, rekombi-
nante pBR 322-DNA wurde wie in Beispiel 9 beschrieben, in

jede Bohrung einer Limbro-Platte eingebracht (0,16 pg). Die
Wirkung wurde wie in Beispiel 9 beschrieben ausgewertet
und eine Inhibition der Syncytien-Bildung wurde beobach-
tet. Als Kontrolle wurde fiir dieses Experiment pBR 322

s DNA verwendet. In diesem Kontrollexperiment wurde keine
Inhibition beobachtet.

Beispiel 12
Dieses Beispiel zeigt einen synergistischen Effekt eines
10 Gemisches aus Oligodeoxynucleotiden.

Etwa 1,5 x 10° BHK-Zellen wurden in jede Bohrung
(1.5 cm im Durchmesser) einer Limbro-Platte ausgebracht.
Die Zellen wurden 47 bis 48 Stunden bei 36 °C in 5% CO»
inkubiert und mit HSV-1 (7,6 x 10* PFU/ml) in 160 pl MEM

15 infiziert. Die Infektion wurde 3 Stunden bei 36 °C in 5%
CO- ausgefiihrt. Nach der Infektion wurde 20 A alleine oder
im Gemisch mit 20 B (224 : 1) in einem Ldsungsmittel geldst
und 0,3 ml dieser Losung wurden in Gegenwart von
4.55 mM Calcium-Ionen zur Behandlung der Zellen verwen-

20 det. Die Behandlung der Zellen mit 20 A und 20 B wurde 8
Stunden durchgefiihrt.

Andere Zellen wurden wie vorstehend beschrieben be-
handelt, jedoch wurde kein 20 A und 20 B zugegeben. Dieser
Versuch wird nachstehend als «Virus-Kontrolle» bezeichnet.

25 Die Zellen wurden fixiert, gefirbt und die Anzahl der
Syncytien wurde bestimmt. Die Ergebnisse dieser Experi-
mente sind in Figur 3 dargestellt. Dabei steht die X-Achse
(Abszisse) fiir die zu jeder Bohrung zugegebene DNA Menge
in pg und die Y-Achse (Ordinate) gibt die Anzahl der in ei-

s0 et Zellkultur ausgebildeten Syncytien im Vergleich zu ei-
nem Wert an, der im Versuch «Virus-Kontrolley erhalten
wurde (d.h. «% Anzahl der Syncytien»), wobei der letztere
Wert immer als 100 angenommen wurde. Die als «20 A» be-
zeichnete Kurve (— O —) zeigt die Resultate der Experimen-

35 te mit 20 A allein, die als «20 A+20 B (224 : 1)» bezeichnete
Kurve

(-®-)
zeigt die Resultate der Experimente mit 20 A und 20 B in ei-
nem Mischungsverhéltnis von 224 : 1. Wie in Figur 3 gezeigt,
sowar der beobachtete in vitro-Effekt bei Verwendung eines
Gemisches von 20 A und 20 B stérker als bei Verwendung
von 20 A alleine. Aus diesem Ergebnis wird geschlossen,
dass die gemeinsame Verwendung (—)-stringiger DNA-
Molekiile die verschiedenen Bereichen der DNA-Sequenz
as(—)-strdngiger DNA aus Herpes simplex-Virus entsprechen,
die Wirksamkeit als antiviralem Wirkstoff signifikant er-
hoht.

Beispiel 13
so  Dieses Beispiel zeigt die Wirkung von (—)-Strang-Oligo-
deoxynucleotiden von NS-1 auf den von Influenza-Viren
hervorgerufenen cytopathischen Effekt. Die Ergebnisse der
Untersuchung sind in Tabelle I1I zusammengefasst, das ex-
perimentelle Vorgehen wird nachstehend genauer beschrie-
55 ben.

Tabelle III

Oligodeoxynucleotide Relativer Wert, bezogen auf

(g ml) die Anzahl iiberlebender
60 Zellen

0 0.21

0.02 0,49

1.30 0.49
65 5.00 0.49

Schweine-Nieren-Kitazato (SKK)-Zellen (1,5 x 10%/
0.1 ml) wurden in 5% fotalem Kélberserum enthaltendem



MEM geziichtet und in je eine Bohrung (0,5 cm im Durch-
messer) einer Mikrotiterplatte ausgebracht. Diese Zellen
wurden 24 Stunden bei 35,5 °C in einer Sprozentigen CO,-
Atmosphire im vorstehend genannten Medium inkubiert.
Das Medium wurde dann entfernt und 100 pl eines Medi-
ums, enthaltend verschiedene Mengen des Oligodeoxynu-
cleotids 20 C, wurden in jede Bohrung zugegeben. Anschlies-
send wurden die Zellen weitere 24 Stunden in einer Sprozen-
tigen CO,-Atmosphire inkubiert. Die Losung wurde dann
entfernt und 50 Wl Medium, enthaltend 10 TCIDS50 Einhei-
ten Influenza A-Virus, wurden zu jeder Bohrung zugegeben.
Ausserdem wurden 50 ul des Kulturmediums, enthaltend
verschiedene Mengen 20 C zu jeder Bohrung zugegeben. An-
schliessend wurden die Zellen weitere 48 Stunden inkubiert.
Danach wurde das Medium entfernt und 100 pl Hank’s Lo-
sung, enthaltend 0,1% Neutral-Rot, wurden zu jeder Boh-
rung zugegeben und die Zellen wurden 1 Stunde bei 35,5°C
in 5% CO,-Atmosphére inkubiert. Die Losung wurde ent-
nommen und die Zellen wurden mit 10 pl 80prozentigem
Athanol gewaschen und anschliessend wurden 50 1 0,1 N
HCl zugegeben. Die relative Anzahl der tiberlebenden Zellen
wurde durch Messung der optischen Absorption bei 577 nm
mit ELISA bestimmt. Die {iberlebenden Zellen nahmen
Neutral-Rot auf, wihrend die Nicht-iiberlebenden Zellen
kein Neutral-Rot aufnahmen. Deshalb entspricht die héhere
optische Dichte einer hoheren Anzahl iiberlebender Zellen.

Die nachfolgenden Beispiele 14 bis 20 zeigen die in vivo-
Wirkung der Oligodeoxynucleotide als antiviralem Wirk-
stoff.

Beispiel 14

Etwa 1 x 10* PFU HSV-1 (F-Stamm) in 30 pl MEM wur-
den die Intracerebralhdhlen von 3 Wochen alten BALB/c-
Miusen injiziert. Die Virus-Suspension enthielt verschiedene
Mengen 20 A. Zusitzlich wurden tédglich wihrend 3 Tagen
200 pl einer MEM-Lsung, enthaltend 1% Penicillin, Strep-
tomycin und 2 mM Glutaminsiure und verschiedene Men-
gen 20 A in die Intraperitoneal-Hohlen injiziert, wobei 1 Tag
nach der Injektion von HSV-1 begonnen wurde. Fiir den
7. Tag wurde die Mortalitdtsrate in Prozent berechnet. Das
Ergebnis des Experiments ist in Figur 4 dargestellt. Dabei
gibt die X-Achse (Abszisse) die in jede Maus injizierte DNA-
Menge in pg an, d.h. «ug DNA/Maus» und die Y-Achse
(Ordinate) die Mortalitdts-Rate in % im Vergleich zu derje-
nigen an, die in einem Kontroll-Versuch erhalten wurde, bei
dem die Miuse eine Injektion derselben Losung, jedoch
ohne 20 A erhielten, wobei die Mortalitdts-Rate der Kon-
trolle immer als 100 angenommen wurde. Aus Figur 4 geht
hervor, dass die Mortalititsrate in Abhéngigkeit von der an-
gewendeten Menge von 20 A reduziert wurde.

Die Zeichnung gibt die Mortalitétsrate als Prozentsatz
im Vergleich mit der Kontroll-M&use-Gruppe an, die iiber-
haupt kein 20 A erhielt.

Beispiel 15

Etwa 1 x 10* PFU HSV-1 (F-Stamm) in 30 pl MEM-
Lésung, die verschiedene Mengen 20 A enthielt, wurden in
die Intracerebrathéhlen 3 Wochen alter BALB/c-Méuse inji-
ziert. Zusétzlich wurden einmal téglich 200 pl einer Lésung,
enthaltend verschiedene Mengen 20 A, 1% Penicillin und
Streptomycin sowie 2 mM Glutaminséure intraperitoneal in-
jiziert. Dabet wurde 1 Tag nach der Injektion von HSV-1 be-
gonnen.

Die Behandlung wurde wihrend 6 aufeinanderfolgender
Tage fortgesetzt. Die Mortalitdt der Méduse wurde 64 bis 68
Stunden nach der HSV-1-Injektion bestimmt. Die Ergebnis-
se sind in Tabelle [V zusammengefasst.
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Tabelle IV
Dosis Mortalitdt der Mduse
5 — ) 5/19
0,224 pg/Maus 0/9
2,240 pg/Maus 0/10

Wie aus der Tabelle entnommen werden kann, starben in
der Kontrollgruppe 5 von insgesamt 19 Méausen, werin kein
20 A verabreicht wurde. Andererseits starben bei Verabrei-
chung von 0,224 g 20 A oder 2,240 pg 20 A zu diesem Zeit-
punkt keine Méuse (insgesamt wurden 19 Méiuse mit beiden
Konzentrationen behandelt).

1

o

Beispiel 16

Etwa 5 x 10* PFU HSV-1 (F-Stamm) in 30 pl einer
MEM-Lésung, die verschiedene Mengen 20 A enthielt, wur-
den in die Intracerebral-Hohlen von 3 Wochen alten BALB/
c-Méusen injiziert. Die Mortalitétsrate der Mause wurde 64
bis 68 Stunden oder 71 bis 78 Stunden nach der Injektion
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle V zusammenge-
fasst:

2

=]

Tabelle V
25

Dosis Mortalitit zwischen Mortalitét zwischen 71
64 und 68 Stunden und 78 Stunden

- - 3/10 3/10
30 1,12 pg/Maus 0/10 2/10
11,2 pg/Maus 0/10 0/10

Aus dieser Tabelle kann entnommen werden, dass in der
Kontrollgruppe, die kein 20 A enthielt, 3 Méiuse von insge-
samt 10 Méausen starben. Andererseits war die Mortalitit
der Miuse, die das Virus in Gegenwart von 20 A erhielten,
stark reduziert.

3
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Beispiel 17
s  Etwa5x10*PFU HSV-1 (F-Stamm) in 30 pl MEM-
Losung, die bestimmte Mengen 20 A enthielt, wurde in die
Intracerebralhéhlen von 3 Wochen alten BALB/c-Méusen
injiziert. Zusitzlich wurden ab dem Tag nach der Injektion
30 pl einer MEM-L6sung, enthaltend verschiedene Mengen
45 20 A, 1% Penicillin und Streptomycin sowie 2 mM Glut-
aminsdure in die Intracerebralhdhlen injiziert.
Die Behandlung wurde 2 Tage lang fortgesetzt und die
Mortalitdt der Mause wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Injektion des Virus untersucht. Die Ergebmsse sind

so in Tabelle VI zusammengefasst.

=3

Tabelle VI
Mortalitit
55 Dosis Zwischen 64 Zwischen 71 Zwischen 88
und 68 Stunden und 78 Stunden und 92 Stunden
- 1/10 3/10 7/10
1,12 pg/ -
60 Maus 0/20 2/20 5/20

Wie aus dieser Tabelle entnommen werden kann, war die
Mortalitét bei den Kontrollmiusen, die kein 20 A erhielten,
signifikant hoher als bei den Méausen, die mit 20 A behandelt

s wurden, Obwohl die Wirksamkeit von 20 A anscheinend bei
88 bis 92 Stunden nach der Injektion abnimmt, war die Mor-
talitit bei den Kontrollméausen selbst unter diesen Bedingun-
gen noch héher.
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Beispiel 18

Etwa 1 x 10° PFU HSV-1 (F-Stamm) in 200 x] MEM-
Losung. die 1,12 pg 20 A enthielt, wurden in die Peritoneal-
héhlen 3 Wochen alter BALB/c-Méiuse injiziert. Zusétzlich
wurden etwa 3 oder 2 Stunden vor der HSV-1-Injektion so-
wie | Tag nach der Injektion von HSV-1 200 ul einer MEM-
Losung. enthaltend verschiedene Mengen 20 A, intraperito-
neal in die infizierten Méuse injiziert. Die intraperitoneale
Injektion von 20 A wurde 2 Tage lang fortgesetzt. Die Mor-
talitdt wurde 211 und 259 Stunden nach der Injektion von
HSV-1 untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle VII zu-
sammengefasst.

Tabelle VII
Dosis Mortalitat bei Mortalitit bei
211 Stunden 259 Stunden
- 1/10 2/10
0.244 ug Maus  0/10 0/10

Wie aus dieser Tabelle entnommen werden kann, starb
eine von 10 Méusen (bei 211 Stunden nach der Injektion)
oder zwei von insgesamt 10 Mausen (bei 259 Stunden nach
der Injektion), wenn 20 A nicht verabreicht wurde. Anderer-
seits starben unter den gleichen Versuchsbedingungen keine
Miuse, die 0.224 pg 20 A erhielten.

Beispiel 19

Die Cornea 3 Wochen alter BALB/c-Méuse wurde durch
S-maliges Kratzen mit einer scharfen Injektions-Nadel ver-
letzt. Auf diese verwundete Cornea wurden 30 pl MEM-
Losung, enthaltend 1% Penicillin, Streptomycin, 2 mM
Glutaminsdure, 5% Kilberserum sowie 3 x 10* PFU HSV-1
(F-Stamm) aufgebracht. Die so behandelten Méuse wurden
in vier Gruppen (A), (B), (C) und (D) wie nachstehend be-
schrieben eingeteilt, die Augen dieser Mduse wurden unter-
sucht und die Ergebnisse wurden photographisch festgehal-
ten.

(A) Auf dieCornea-Membran dieser Méuse wurden 10 pl
einer MEM-Lésung, enthaltend 22,4 pg 20 A/ml 2 Stunden
vor dem Aufbringen von HSV-1 (F-Stamm) aufgetropft. Zu-
sitzlich wurde eine solche Behandlung téglich ab dem auf
die HSV-1 (F-Stamm) Verabreichung folgenden Tag durch-
gefiihrt.

Zusitzlich erhielten diese Mduse 5 Stunden vor der In-
jektion von HSV-1 (F-Stamm) Tropfen einer Losung, ent-
haltend Cortison-Acetat (2 mg/kg Maus-Kdrpergewicht).
Die Cortisonbehandlung wurde ebenso tdglich fortgesetzt.

(B) In die Augen der Mause wurden 2 Stunden vor der
Verabreichung von HSV-1 (F-Stamm) 10 pl einer MEM-
Losung, die 22.4 pg 20 A/ml enthielt, eingebracht. Die Be-
handlung mit 20 A wurde jeden zweiten Tag fortgesetzt.

(C) Diese Miuse erhielten wie vorstehend in (A) be-
schrieben, 30 pl einer Cortison-Acetat enthaltenden Losung
(2 mg kg Korpergewicht).

(D) Auf die Cornea-Membran dieser Mause wurden 2
Stunden vor der Behandlung mit HSV-1 (F-Stamm) 10 pg
einer MEM-L6sung aufgebracht. Zusétzlich wurde ab dem
Tag nach der Behandlung mit HSV-1 (F-Stamm) eine &hnli~
che Behandlung mit MEM-Lsung jeden zweiten Tag durch-
gefithrt.

Der Zustand der Augen und der die Augen umgebenden
Bereiche jeder Maus wurden unter besonderer Beachtung
von Entziindungen und der Schliessung der Augen mit pa-
thologischen Symptomen untersucht. Die Untersuchung
wurde am 4. 7. oder 12. Tag nach der Behandlung durchge-
fiihrt. Die Miuse der Gruppe (A) und der Gruppe (B) zeig-
ten viel weniger pathologische Symptome an den Augen und

10

den umgebenden Bereichen als die Méiuse der Gruppen (C)
und (D). die nicht 20 A erhielten.

Weiterfithrend kann also gefolgert werden, dass die
Wirksamkeit von 20 A nicht durch die Verwendung von

s Cortison beeinflusst wird.

Die folgenden beispiele 20 bis 22 erldutern die Herstel-
lung verschiedener erfindungsgeméisser antiviraler Arznei-
mittel.

10 Beispiel 20
Ein Oligodeoxynucleotid identisch zum 20 A, das in Bei-

spiel 3 erhalten wurde, wird geméss der Triestermethode
(unter Verwendung eines Triesters der entsprechenden Nu-
cleotide in fliissiger Phase) synthetisiert. Zu 2 g so hergestell-

15 tem 20 A wird eine isotonische MEM-L&sung bis zu einem
Endvolumen von 1 Liter Injektions-Lsung zugegeben. An-
schliessend wird die Losung in Ampullen abgefiillt. Dieses
Injektions-Praparat enthdlt 2 mg 20 A/ml und wird subku-
tan in einer Dosis von 1 bis 5 ml so nahe als méglich zum in-

20 fizierten K 6rperteil verabreicht, wenn ein Symptom beob-
achtet wird.

Beispiel 21
Ein Oligodeoxynucleotid identisch zum 20 B, das in Bei-

25 spiel 4 erhalten wurde, wird nach der Triestermethode syn-

thetisiert. Zu 10 g des auf diese Weise synthetisierten 20 B

wird eine isotonische MEM-L&sung bis zu einem Endvolu-

men von 1 Liter zugegeben. Dies ist eine StammlGsung fiir

ein 1prozentiges Augentropfen-Préparat. Dieses Augentrop-
30 fen-Priiparat wird mehrfach téglich in einer Dosis von 2 bis 3

Tropfen verabreicht, wenn ein Symptom beobachtet wird.

Beispiel 22
Ein Oligodeoxynucleotid identisch zum 20 A, das in Bei-
35 spiel 3 erhalten wurde, wird nach der Triester-Methode syn-
thetisiert. 1 g des auf diese Weise synthetisierten 20 A wird
zu einem feinen Pulver vermahlen und 999 g gereinigter Ka-
kaobutter werden zu diesem feinen Pulver zugegeben. Das
Gemisch wird in einem Wasserbad bei 60 “C geknetet und
40 dann zu Suppositorien mit jeweils 2 g verformt. Jedes Sup-
positorium enthélt 2 mg 20 A und wird entsprechend dem
Symptom verwendet.
Die folgenden Beispiele 23 und 24 erldutern die Sicher-
heit der erfindungsgeméssen antiviralen Wirkstoffe.

45

Beispiel 23
Wenn 20 A in einer Menge von 100 pg/kg intraperitoneal
BALB/c-Miusen verabreicht wird, werden bei den Ver-
“ suchs-Tieren keine Verdnderungen beobachtet.

Beispiel 24
Als Test fiir die Bestitigung der im vorstehenden Beispiel
beschriebenen Wirkung, wurde der gleiche Test wie in Bei-

55 spiel 19 beschrieben, ausgefiihrt, mit der Ausnahme, dass
nicht HSV-1 verwendet wurde. Bei diesem Test wird kein
Unterschied zwischen der Gruppe der Versuchstiere, der 20
A verabreicht wurde und der Gruppe, der 20 A nicht verab-
reicht wurde, gefunden.

6  Im Hinblick auf die vorsiehend beschriebenen Beispiele
ist es offensichtlich, dass die erfindungsgeméssen antiviralen
Arzneimitte] mit einer wirksamen Dosis des Oligo- und Poly-
deoxynucleotids sicher sind.

Die nachstehend beschriebenen Beispiele sollen zeigen,

65 dass ein in vitro-Protein-Synthese-System tatsichlich durch
die Hybridisierung des (—)-Strang-Oligodeoxynucleotids
mit der mRNA inhibiert wird. Diese Ergebnisse untermau-
ern den theoretischen Hintergrund dieser Erfindung.



Beispiel 25
(Referenzbeispiel 1)
Dieses Beispiel erldutert die Inhibition der Polyphenyl-
alanin-Synthese in Abhéngigkeit von Poly U durch Oligode-
oxyadenylsdure.

Das Reaktionsgemisch (40 pl) enthielt 140 pg Poly U, '*C

Phenylalanin (10° cpm, 300 microcurie/Mikromol), E. coli

Extrakt, hergestellt nach Nirenberg und Mathaei (Proc. Nat.

Acad. Sci USA 47, Seite 1588 (1961)), 13 mM Magnesium-
acetat, | mM ATP, 1 mM Creatinphosphat, 1 pg Creatin-
phosphokinase, 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) und verschiedene
Mengen Oligodeoxyadenylsdure. Die Reaktionsgemische
werden in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen eingebracht und
30 Minuten‘bei 37 °C inkubiert. Die Menge synthetisierten
Polyphenylalanins wurde durch Messung der in 95 °C heis-
ser, 10prozentiger Trichloressigsdure unldslichen Radioakti-
vitéit bestimmt. Die Zahlung wurde in einem Fliissig-Scintil-
lations-Zahler durchgefiihrt. Die Hemmung in Prozent wur-
de als Verhiltnis zum Polyphenylalanin-Synthese-Wert in
Abwesenheit der Oligodeoxyadenylsdure berechnet. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle VIII zusammengefasst.
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Tabelle VIII (Fortsetzung)

Inhibitor Dosis Inhibition der poly-
(ug) Phenylalanin-Synthese
5
oligo-Deoxyadenylsdure 100 15
(8 Nucleotide)
oligo-Deoxyadenylsdure 100 0
o (7 Nucleotide)

Aus Tabelle VIII geht hervor, dass die poly-Deoxyade-
nylsiure die mit Polyuridylsdure hybridisiert, ein bemerkens-
wert starker Inhibitor der Polyphenylalanin-Synthese ist.

1s Weiterhin kann aus dieser Tabelle entnommen werden, dass
oligo-Deoxyadenylsdure mit einer Kettenldnge von mehr 9
Nucleotiden eine stark inhibitorische Wirkung hat.

Beispiel 26
20 (Referenzbeispiel 2)
Das nachstehend beschriebene Experiment ist ein Nach-
weis dafiir, dass Oligodeoxynucleotide eukariontische

Tabelle VIII mRNA-AKktivitit durch Ausbildung von Hybriden mit die-
ser mRNA inhibieren kénnen. Das Reaktionsgemisch
Inhibitor Dosis [nhlbltlon der poly- 25 (30 p.].) enthéllt 4,2 mM Calciumphosphat, 2 mM Dlmethyl-
(ug) Phenylalanin-Synthese thiothreit (DTT), 0,08 mM jeder Aminosdure (ausser Me-
thionin) 6 mM Calciumacetat, 8 mM Magnesiumacetat,
Kontrolle 7 0 4,5 pg Spermidin, 0,1 pCi 3*S-Methionin und 10 pl eines Ka-
poly-Deoxyadenylsdure 50 98 ninchen-Retikulocyten-Extraktes, das nach Jackson und
olizo-Deoxvadenylsiure 100 38 30 Pelham hergestellt wurde (Europ. J. Biochem. 67, Seiten
lt)gN dé’o tyl i) yis 247—256 (1976)). Der Inhibitor wurde in einer 21 mM HE-
( U PES-Losung geldst und wie in Tabelle IX beschrieben, dem
oligo-Deoxyadenylsdure 100 99 Reaktionsgemisch zugesetzt.
(9 Nucleotide)
Tabelle IX
Inhibitor Dosis % Inhibition der ¢~ % Inhibition der B-Globin-
(g Globin-Synthese Synthese
Kontrolle - 0 0
genomische ¢-Globin-DNA 0.06 60
genomische B-Globin-DNA 0,06 0 65
Kalbsthymus DNA 0,06 10 10
15 Oligodeoxynucleotid von geno- 0,06 88 0
mischer o-Globin-DNA
15-Oligodeoxynucleotid vom 0,06 5 2

M13

Wie aus Tabelle IX hervorgeht, inhibiert (—)-stringige
a-Globin-DNA spezifisch die a-Globin-Synthese, wihrend
(—)-stringige B-Globin-DNA spezifisch die p-Globin-
Synthese inhibiert. Mit Kalbsthymus-DNA wurde keine si-
gnifikante Inhibition beobachtet. Aus diesen Befunden kann
geschlossen werden, dass (—)-Strang-DNA eines eukarionti-
schen Gens spezifisch die Synthese des von diesem Gen co-
dierten Proteins inhibiert. Oligodeoxynucleotide mit einer
Kettenléinge von 15, die der NH»-terminalen Aminosdurese-

quenz des a-Globins entsprechen, inhibierten die Synthese
von o-Globin. Diese Beobachtung deutet darauf hin. dass
einzelstriangige (—)-Strang-DNA mit einer Kettenldnge von
nur 15 Nucleotiden ausreicht, um spezifisch die Synthese des
entsprechenden Proteins zu inhibieren. Das Kontroll-Oligo-
nucleotid (M 13 Phagen-DNA mit einer Kettenldnge von 15
60 Nucleotiden) zeigte keine signifikante inhibitorische Wir-
kung.
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