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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft Peptide mit antiviralen Eigenschaften. Spezifischer betrifft die Erfindung Pep-
tide, die Aktivitat gegenliber einem breiten Spektrum von Viren zeigen, pharmazeutische Zusammensetzun-
gen, die die Peptide umfassen, und die Verwendung der Peptide bei der Herstellung von Medikamenten zum
Verhindern und/oder Behandeln viraler Infektionen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] In den letzten Jahren sind verschiedene Gruppen von Peptidderivaten mit Aktivitdt gegen Viren offen-
bart worden. Beispiele dieser Peptide sind offenbart worden im US-Patent Nr. 5,700,780, erteilt an Beaulieu et
al.; im US-Patent Nr. 5,104,854, erteilt an Schlesinger et al.; im US-Patent Nr. 4,814,432, erteilt an Freidinger
et al., in Dutia et al., Nature 321:439 (1986); und in Cohen et al., Nature 321:441 (1986). Jedoch sind viele der
bekannten antiviralen Peptide, die in der Technik bekannt sind, extrem hydrophob und sind daher nicht sehr
gut bioverflgbar. Darliber hinaus zeigen viele dieser bekannten antiviralen Peptide aufgrund ihrer speziellen
Wirkungsmechanismen Aktivitat nur gegen wenige Typen von Viren. Zusatzlich sind viele dieser synthetischen
Peptide nicht wirkungsvoll dabei, eine anfangliche virale Infektion zu verhindern, oder sie sind nicht funktionell,
wenn sie topisch appliziert werden.

[0003] O'Brien et al. (J. Virology, 1996, Band 70, S. 2825-2831), offenbaren Anti-HIV-1-Aktivitat fir eine oli-
gokationische Peptidverbindung. Die US 5,877,282 offenbart neue Polypeptidinhibitoren der Kerntranslokation
von zytoplasmatischem Protein, welche eine Signalsequenz und wenigstens zwei Kernlokalisationssequenzen
umfassen. Die Polypeptide sind nitzlich als immunsuppressive Mittel, antivirale Mittel und Antitumor-Mittel. Die
WO 99/64449 offenbart Verfahren zur Auslieferung von Molekulen in eine Zelle durch die Verwendung eines
modifizierten Signalpeptids, an das eine Peptid-Nukleinsaure gebunden ist. Das Signalpartikel wird wenigstens
einen positiv geladenen Aminoséaurerest oder ein funktionelles Aquivalent davon umfassen. Die Erweiterung
des Signalpeptids durch die Anfligung einzelner oder mehrerer geladener Reste oder Analoga wird die Signal-
peptidauslieferung modifizieren und verbessern, indem sie die Léslichkeits- und Zellpermeabilitatseigenschaf-
ten des Signalpeptids erhoht.

[0004] Eines der erfolgreichsten Nukleosidanaloga, die bislang als antivirales Mittel entwickelt wurden, ist
Acyclovir. Acyclovir ist ein synthetisches Purin-Nukleosid-Analogon mit inhibitorischer in vitro- und in vivo-Ak-
tivitat gegen Herpes simplex Virus Typ | (HSV-1), Herpes simplex Virus Typ Il (HSV-2) und Varicella zoster Vi-
rus (VZV). In Zellkultur richtet sich die héchste antivirale Aktivitdt von Acyclovir gegen HSV-1, gefolgt von, in
abnehmender Reihenfolge der Wirkungsstarke, der Aktivitat gegen HSV-2 und VZV. Jedoch kann die Verwen-
dung von Acyclovir kontraindiziert sein. Dartiber hinaus sind einige Herpes simplex-Viren resistent gegentber
Acyclovir geworden.

[0005] In jungster Zeit hat es betrachtliche Forschung im Hinblick auf antivirale Verbindungen gegeben, die
in topische Viruzide und Kondom-Gleitmittel eingebaut werden kénnen, um dabei zu helfen, die Ausbreitung
von humanem Immunschwachevirus (HIV) einzudammen. Der Bedarf fiir ein solches Produkt ist hoch; die ge-
eignete antivirale und/oder viruzide Verbindung, die die HIV-Infektion verhindert, ware von groRem Nutzen so-
wohl in entwickelten als auch in nicht entwickelten Nationen.

[0006] Daher verbleibt eine Notwendigkeit fir antivirale Mittel, die eine hohe Aktivitat gegen ein breites Spek-
trum von Viren zeigen. Es verbleibt auch eine Notwendigkeit fur antivirale Mittel, die topisch appliziert werden
kdnnen, und die wirkungsvoll beim Verhindern viraler Infektion sind.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0007] Die Erfindung stellt eine Zusammensetzung, insbesondere eine pharmazeutische Zusammensetzung,
bereit, umfassend ein antivirales Peptid, wobei das antivirale Peptid aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus
SEQ ID NOS: 1-4, SEQ ID NOS: 14-15 und SEQ ID NOS: 18-30 besteht, wobei

dann, wenn es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 14 handelt, X1 und X2 aus einem oder mehreren
positiv geladenen Aminosaureresten ausgewahlt sind, so dass jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen
unterschiedlichen, positiv geladenen Aminosaurerest bedeuten kann, n einen Wert von 0 oder 3-10 hat, m ei-
nen Wert von 0 oder 3—-10 hat, und wobei dann, wenn m = 0, n einen Wert von 4 bis 10 hat, und, wenn n = 0,
m einen Wert von 4 bis 10 hat, oder entweder m = 0 oder n = 0;
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dann, wenn es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 15 handelt, X1 und X2 aus einem oder mehreren,
positiv geladenen Aminosaureresten ausgewahlt sind, so dass jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen
unterschiedlichen, positiv geladenen Aminosaurerest bedeuten kann, und wobei ferner n einen Wert von 0
oder 3-10 hat und m einen Wert von 0 oder 3-10 hat; und

wobei ferner das antivirale Peptid in einer Menge vorhanden ist, die ausreicht, eine Wirkung gegen einen vira-
len Organismus bei der Verwendung in der Therapie oder Prophylaxe einer viralen Infektion zu erzielen.

[0008] Die Erfindung stellt ferner die Verwendung solcher antiviralen Peptide bei der Herstellung eines Medi-
kaments bereit, wobei das Medikament bei der Behandlung einer viralen Infektion zu verabreichen ist.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0009] Die Fig. 1A-Fig. 1C und Fig. 1E sind graphische Darstellungen, die die Dosis-abhangige Inhibition
von HSV-1 durch antivirale Peptide der vorliegenden Erfindung (SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO:
4) im Vergleich zu Kontrollpeptiden (SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 17) zeigen. Fig. 1C zeigt die zytotoxi-
schen Wirkungen von SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 17.

[0010] Fig. 2 ist eine graphische Darstellung, die die virale Inhibition durch ein biotinyliertes antivirales Peptid
der vorliegenden Erfindung (SEQ ID NO: 2) zeigt.

[0011] Fig. 3 ist eine graphische Darstellung, die die dosisabhangige Inhibition der HSV-1-Bildung durch ein
antivirales Peptid der vorliegenden Erfindung (SEQ ID NO: 1) im Vergleich zu Acyclovir zeigt.

[0012] Die Fig. 4A und Fig. 4B sind Graphen bzw. Diagramme, die zeigen, dass ein antivirales Peptid der
vorliegenden Erfindung (SEQ ID NO: 1) ein friihes Stadium der Virusinfektion und die virale Ausbreitung inhi-
biert.

[0013] Fig. 5 ist ein Graph, der zeigt, dass die antivirale Aktivitat eines antiviralen Peptids der vorliegenden
Erfindung (SEQ ID NO: 1) von dem Virus-Input abhangig ist.

[0014] Die Fig. 6A und Fig. 6B sind Graphen, die die das Blockieren des Viruseintritts in die Zellen durch ein
antivirales Peptid der vorliegenden Erfindung (SEQ ID NO: 1) zeigen.

[0015] Die Fig. 7A und Fig. 7B sind Graphen, die die Eintrittsphase und Dosisantwort eines antiviralen Pep-
tids der vorliegenden Erfindung (SEQ ID NO: 1) zeigen.

[0016] Die Fig. 8A und Fig. 8B sind Graphen, die die viruzide Aktivitat eines antiviralen Peptids der vorlie-
genden Erfindung (SEQ ID NO: 1) zeigen.

[0017] Die Fig. 9A und Fig. 9B sind Graphen, die die in vivo-Aktivitat eines antiviralen Peptids der vorliegen-
den Erfindung (SEQ ID NO: 1) zeigen.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0018] In der folgenden Beschreibung wird eine Reihe von Begriffen in ausgedehnter Weise verwendet. Es
werden hier Definitionen bereitgestellt, um das Verstandnis der Erfindung zu erleichtern.

Antivirales Peptid:
[0019] Das antivirale Peptid umfasst wenigstens teilweise ein Membraniberschreitendes Peptid oder ein
Fragment oder Derivat hiervon, das ein pharmakologisch wirksames antivirales Mittel darstellt, wenn es in ei-
ner wirksamen Menge verabreicht wird.

Wirksame Menge:
[0020] Eine vorab bestimmte Menge des antiviralen Peptids, d. h. eine Menge des Peptids, die hinreichend

ist, gegen die viralen Organismen in vivo oder topisch fir die Behandlung oder einen prophylaktischen Effekt
wirksam zu sein.
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Membran-iberschreitendes Peptid (Membran-iberschreitendes Motiv):

[0021] Ein Peptid, das eine Sequenz von Aminosauren aufweist, die dem Peptid die Fahigkeit verleihen, Li-
pid-Doppelschicht-Membranen zu Uberschreiten, um in Zellen oder in subzellulare Kompartimente einzutreten.

Pharmazeutisch vertraglicher Trager:

[0022] Ein vertragliches ,kosmetisches" VVehikel zur Verabreichung antiviraler Peptide an Sauger, umfassend
einen oder mehrere nicht-toxische Hilfsstoffe, die nicht mit dem enthaltenen pharmakologisch aktiven antivira-
len Peptid reagieren oder dessen Wirksamkeit nicht reduzieren.

Loéslichkeits-Anhangsel (Loslichkeits-Tag):

[0023] Eine kurze Peptidsequenz, zusammengesetzt aus geladenen Aminosauren, die, wenn sie an einen
terminalen Rest einer langeren unléslichen Peptidsequenz angeheftet sind, die Léslichkeit in einem wassrigen
Medium verbessern.

[0024] In dieser Anmeldung sind die Standardnamen mit Einbuchstabenabkiirzungen fiir die Aminosauren
durchgehend verwendet. Siehe Lehninger et al., ,Principles of Biochemistry", Worth Publishers (New York), S.
113 (1983). Alle Aminosauresequenzen in dieser Anmeldung sind unter Verwendung der Standardnomenklatur
dargestellt, wobei der duf3erst linksstandige Aminosaurerest am Ende jeder Sequenz der aminoterminale Rest
ist und der Rest am rechten Ende jeder Sequenz der carboxyterminale Rest. Die Aminosauren der hier be-
schriebenen Peptide kdnnen entweder Levo-Aminosauren oder Dextro-Aminosauren sein, wie mit | oder d vor
der Peptidsequenz angegeben (siehe Tabelle 1).

[0025] Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige antivirale Peptide, die auf Membran-lberschreitenden
Peptiden basieren. Es sind verschiedene Membran-uberschreitende Peptide in der Technik wohlbekannt. Es
ist Uberraschender und unerwarteter Weise entdeckt worden, dass Membran-iberschreitende Peptide ein
breites Spektrum antiviraler Aktivitat zeigen, einschlieBlich solcher Aktivitat, wenn sie topisch appliziert oder in
vivo verabreicht werden. Beispielhafte antivirale Peptide der vorliegenden Erfindung, die von Membran-iber-
schreitenden Peptiden abgeleitet sind, sind unten in Tabelle 1 beschrieben, wie SEQ ID NOs 1-4.
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TABELLE 1 — Antivirale Peptide

Peptid SEQUENZID Sequenz
NUMMER

EB SEQ ID NO:1 NH,- RRKKAAVALLPAVLLALLAP-COOH
bEB SEQ ID NO:2 b - RRKKAAVALLPAVLLALLAP-COOH
EBPP SEQ ID NO:3 NH,- RRKKAAVALLAVLLALLAPP-COOH
LALA SEQ ID NO:4 NH, - RRKKPAVLLALLA-COOH
bKLA SEQ ID NO:5* b - KLALKLALKALKAALKLA-Amid
bKLAd11 12 SEQ ID NO:6* b - KLALKLALKALKAALKLA-Amid
bHOM-9 SEQ ID NO:7* b - RQIKIWFPNRRMKWKK-9
bHOMd SEQ ID NO:8* b - RQIKIWFPNRRMKWKK-Amid
bHOMFF SEQ ID NO:9* b - RQIKI F FPNRRMK F KK-Amid
bTAT-9 SEQ ID NO: 10* b - YGRKKRRQRRR-9
bTAT-9x SEQ ID NO:11* b - YGRKKRRQRRR-9x
NE™ - Biotinyl SEQ ID NO:12*
transportan GWTLNSAGYLI_.G%H‘TLKALA‘ALAK@L
VTS SEQ ID NO: 13* Fluor-

DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD

Reste, die in Fettschrift angezeigt sind, sind positiv geladene Reste

b = Biotin-aminohexanoyl

d = Peptid, das aus reinen D-Aminosaureresten zusammengesetzt ist
Fluor = fluoreszente Markierung

-9 = PGYAGAVVNDL-COOH

—9x = PGDVYANGLVA-COOH

* Zu Vergleichszwecken angegeben

[0026] Die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung kénnen alleine in einer wirksamen Menge verwen-
det werden. Obwohl die meisten Membran-Uberschreitenden Peptide 16slich sind, sind es einige nicht, obwohl
unldsliche Membran-tberschreitende Motive durch das folgende Verfahren in antiviralen Peptiden verwendet
werden kdnnen. Wenn das antivirale Peptid in einem wassrigen pharmazeutisch vertraglichen Trager unldslich
ist, so kann ein Ldslichkeits-Tag an das antivirale Peptid angefugt werden.

[0027] Wie in Tabelle 1 gezeigt ist, besitzen die SEQ ID NOs: 1-4 einen kovalent angehefteten Léslich-
keits-Tag. Die vorliegende Erfindung betrifft solche neuen antiviralen Peptide, die teilweise einen kovalent an-
gehefteten Léslichkeits-Tag umfassen und die folgende Sequenz besitzen:
(X1),-A-A-V-A-L-L-P-A-V-L-L-A-L-L-A-P-(X2),, (SEQ ID NO: 14) oder (X1),-P-A-V-L-L-A-L-L-A-(X2),, (SEQ ID
NO: 15), wobei X1 und X2 ausgewahlt sind aus einem oder mehreren positiv geladenen Aminosaureresten (z.
B. K, R), wobei jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen unterschiedlichen positiv geladenen Amino-
saurerest bedeuten kann; und wobei n einen Wert von 0 oder 3-10 besitzt und m einen Wert von 0 oder 3—-10
besitzt, wobei bei einer Ausfliihrungsform entweder m = 0 oder n = 0. Ein Beispiel fur einen Léslichkeits-Tag ist
R-R-K-K (SEQ ID NO: 16). Entsprechend sind alle geladenen Aminosaurereste des Loslichkeits-Tags positiv
geladene Aminosaurereste. Die Erfinder haben tGberraschender und unerwarteter Weise entdeckt, dass unlds-
liche Membran-uberschreitende Peptide, wenn sie an einen Léslichkeits-Tag gekoppelt werden, antivirale Pep-
tide hervorbringen, die eine starke antivirale Aktivitdt gegen ein breites Spektrum von Viren zeigen.

[0028] Viele Membran-Uberschreitende Peptide kdnnen als antivirale Peptide der vorliegenden Erfindung fun-
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gieren, ohne dass die Notwendigkeit von Léslichkeits-Tags besteht (siehe Tabelle 1). Dartiber hinaus, obwohl
Loslichkeits-Tags die Ldslichkeit einiger Membran-tberschreitender Peptide verbessern kdnnen, kdnnen diese
speziellen Membran-Uberschreitenden Peptide auch ohne den Einbau von Léslichkeits-Tags als antivirale Pep-
tide geeignet sein.

[0029] Die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung kénnen verschiedene reaktive Tags besitzen, die
an ihren terminalen Aminosaureresten angeheftet sind. Solche Tags kdnnen bei der Detektion/Entfernung von
synthetischen Peptiden der vorliegenden Erfindung niitzlich sein. Solche Tags kénnen — rein beispielhaft — Bi-
otin und ebenso beliebige andere in der Technik wohlbekannte Tags beinhalten. Die SEQ ID NO: 2 und Beispiel
2 zeigen die Einbeziehung solcher reaktiven Tags.

[0030] Beispiel 2 zeigt, dass antivirale Peptide, die substituierte Membran-tberschreitende Motive enthalten,
antivirale Aktivitat beibehalten, wie gezeigt durch SEQ ID NO: 3, beschrieben in Tabelle 1. Dieses Derivat un-
terscheidet sich von SEQ ID NO: 1 nur dadurch, dass beide Prolin-Aminosaurereste an den Carboxy-Terminus
des Peptids gesetzt wurden. Tabelle 2 listet potentiell aktive Fragmente eines antiviralen Peptids gemaf der
vorliegenden Erfindung auf.

TABELLE 2 — Potentiell aktive Fragmente antiviraler Peptide

Peptid Sequenz Zweck

P11 (SEQ ID NO:18) RRKKAAVALLP Aktivitat der N-terminalen
Halfte

P12 (SEQ ID NO:19) RRKKAVAVAVPAVLLALLAP [Anordnung/Abstand des
LLA-Motivs

Peptide zum Test der Rolle des

LLA-Motivs

P13 (SEQ ID NO:20) RRKKPAVLLA Ein LLA

P14 (SEQ ID NO:21) RRKKPAVLLALLA Zwei LLAs

P15 (SEQ ID NO:22) RRKKPAVLLALLALLA Drei LLAs

Peptide zum Test der

sequentiellen Entfernung von

AS-Tripletts

P16 (SEQ ID NO:23) RRKKALLPAVLLALLAP -3N-Terminus
P17 (SEQ ID NO:24) RRKKPAVLLALLAP -6N-Terminus
P18 (SEQ ID NO:25) RRKKLLALLAP -9ON-Terminus
P19 (SEQ ID NO:26) RRKKLLAP -12N-Terminus
P20 (SEQ ID NO:27) RRKKAAVALLPAVLLAL -3C-Terminus
P21 (SEQ ID NO:28) RRKKAAVAVVPAVL -6C-Terminus
P22 (SEQ ID NO:29) RRKKAAVAVVP -9C-Terminus
P23 (SEQ ID NO:30) RRKKAAVA -12C-Terminus

[0031] Solche Derivate und Fragmente liegen im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung.

[0032] Die Peptide der vorliegenden Erfindung kénnen durch Prozesse hergestellt werden, die Verfahren ein-
beziehen, die gebrauchlicherweise bei der Peptidsynthese verwendet werden, wie etwa die klassische Lo-
sungskopplung von Aminosaureresten und/oder Peptidfragmenten, und, wenn gewtlinscht, Festphasentechni-
ken. Solche Verfahren sind in den folgenden Beispielen beschrieben.
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[0033] Jedes in der Technik wohlbekannte Verfahren der Peptidsynthese kann verwendet werden, z. B.
Schroeder und Lubke, in "The Peptides", Band 1, Academic Press, New York, New York, S. 2-128 (1965); "The
Peptides: Analysis, Synthesis, Biology", (E. Gross et al., Herausgeber), Academic Press, New York, New York,
Band 1-8, (1979-1987); Stewart und Young, in "Solid Phase Peptide Synthesis", 2. Auflage, Pierce Chem. Co.,
Rockford, IL (1984); Wild et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 10537 (1992); und Rimsky et al., J. Virol, 72:
986 (1998).

[0034] Wie in den folgenden Beispielen gezeigt, zeigen die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung an-
tivirale Aktivitat gegen ein weites Spektrum umbhdillter und nicht-umhdiillter Viren. Beispiele solcher umhdillter Vi-
ren beinhalten, ohne hierauf beschrankt zu sein, humanes Immunschwachevirus (HIV), Vesiculovirus (VSV),
Herpes simplex Viren (HSV-1 und HSV-2) und andere Herpesviren, z. B. Varicella-zoster-Virus (VZV), EBV,
equines Herpes Virus (EHV) und humanes Cytomegalievirus (HCMV). Beispiele nicht umhiillter Viren beinhal-
ten, ohne hierauf beschrankt zu sein, humanes Papillomavirus (HPV) und Adenoviren.

[0035] Ein Verfahren, um die inhibitorische Wirkung der antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung auf
die virale Replikation zu zeigen, ist die wohlbekannte Zellkulturtechnik, wie sie in den folgenden Beispielen be-
schrieben ist. Solche Verfahren sind in der Technik wohlbekannt. Siehe Wild et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89: 10537 (1992).

[0036] Die therapeutische Wirksamkeit der antiviralen Peptide als antivirale Mittel kann an Versuchstieren ge-
zeigt werden, z. B. unter Verwendung eines Mausmodells, wie in Beispiel 10 gezeigt.

[0037] Zusatzlich kann die therapeutische Wirkung der pharmakologisch aktiven Peptide der vorliegenden Er-
findung Uber in der Technik wohlbekannte Techniken an Menschen gezeigt werden. Siehe z. B. Kilby et al.,
Nature Medicine 4: 1302 (1998).

[0038] Ein antivirales Peptid der vorliegenden Erfindung wirde als ein antivirales Mittel verwendet, indem
man das Peptid topisch an ein warmblitiges Tier verabreicht, z. B. an Menschen, Pferde, andere Sauger, etc.
Das Peptid kann in einem Vehikel verabreicht werden, das einen oder mehrere pharmazeutisch vertragliche
Trager umfasst, deren Anteil durch die Léslichkeit bezogen auf die chemische Natur des Peptids, die gewahlte
Verabreichungsroute und die biologische Standardverabreichung bestimmt wird. Geeignete Vehikel oder Tra-
ger fir die Formulierungen des Peptids sind in pharmazeutischen Standardtexten beschrieben. Siehe "Re-
mington's Pharmaceutical Sciences", 18. Auflage, Mack Publishing Company, Esston, PA (1990).

[0039] Fur die topische Verabreichung kann das antivirale Peptid in einem pharmazeutisch vertraglichen Ve-
hikel formuliert werden, das eine wirksame Menge des antiviralen Peptids enthalt, typischerweise 0,1 bis 10%,
bevorzugt 5% des antiviralen Peptids. Solche Formulierungen kénnen in Form einer Lésung, Creme oder Lo-
tion vorliegen. Die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung kénnen auch verwendet werden, um virale
Infektionen der Haut oder eines Teils der Mundhoéhle oder Genitalhéhle zu behandeln. Die antiviralen Peptide
kdnnen einzeln oder in Kombination verwendet werden, um ein breiteres Spektrum von Viren zu behandeln.
Solche topischen Applikationen kdnnten auf Barrierematerialien appliziert werden, um den Trager zu schitzen,
wie etwa auf Handschuhe, Kondome und andere in der Technik bekannte Barrieren.

[0040] Fur die systemische Verabreichung kénnen die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung entwe-
der durch intravenodse, subkutane oder intramuskulare Injektion verabreicht werden, und zwar alleine oder in
Zusammensetzungen mit pharmazeutisch vertraglichen Vehikeln oder Tragern. Fir die Verabreichung durch
Injektion ist es bevorzugt, das antivirale Peptid in einer LOsung in einem sterilen wassrigen Vehikel zu verwen-
den, das auch andere geldste Stoffe enthalten kann, wie etwa Puffer oder Konservierungsstoffe, ebenso wie
hinreichende Mengen an pharmazeutisch vertraglichen Salzen oder an Glukose, um die Lésung isotonisch zu
machen. Die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung kénnen in Form therapeutisch vertraglicher Salze,
die in der Technik wohlbekannt sind, erhalten werden.

[0041] Die Dosierung der antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung wird mit der Form der Verabreichung
variieren und sie wird von dem/den speziellen antiviralen Peptid(en) abhangen, die fir die Kombination aus-
gewahlt wurden. Weiterhin wird sie mit dem speziellen behandelten Wirt variieren. Im allgemeinen werden die
antiviralen Peptide am erstrebenswertesten auf einem Konzentrationsniveau verabreicht, das allgemein wirk-
same antivirale Resultate gegen das/die ausgewahlte(n) Virus/Viren erbringen wird, ohne irgendwelchen
schadlichen oder schadigenden Nebenwirkungen zu verursachen.

[0042] Die vorliegende Erfindung wird weiterhin unter Bezugnahme auf die folgenden illustrierten Beispiele
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beschrieben. Solange nicht anders definiert, haben alle technischen und wissenschaftlichen Ausdriicke, die
hier verwendet werden, die gleiche Bedeutung, mit der sie gebrauchlicherweise vom Durchschnittsfachmann
auf dem Gebiet der Erfindung dargestellt wirden. Obwohl beliebige Verfahren und Materialien, die ahnlich oder
aquivalent zu den hier beschriebenen sind, bei der praktischen Durchfiihrung der Erfindung verwendet werden
koénnen, sind die bevorzugten Verfahren und Materialien beschrieben worden.

[0043] Solange nicht anders erwahnt, sind die hier verwendeten oder ins Auge gefassten Techniken Stan-
dardmethodiken, die dem Durchschnittsfachmann wohlbekannt sind. Die Materialien, Verfahren und Beispiele
sind rein beschreibend und nicht einschrankend. Alle hier zitierten Literaturstellen werden durch Referenz in
Bezug genommen.

Beispiel 1 — Protokolle und Materialien
Zellkultur und Virus:

[0044] Es wurden die Prozeduren zum Anzlichten von Vero-Zellen und die Herstellung hohe Titer aufweisen-
der Stammansatze von HSV-1 KOS, wie beschrieben in Grau et al., Invest. Ophthal. and Vis. Sci. 30: 2474
(1989)), verwendet. Die Vero-Zellen wurden in Carbonat-gepuffertem DMEM gehalten, das mit 5% Kalberse-
rum und 5% foétalem Rinderserum supplementiert war (Regularmedium). Fir einige Studien wurden die Zellen
auf Serum-freies DMEM umgestellt, das mit 25 mM Hepes (pH 7,4) gepuffert war, und man lie sie sich fir 30
min an dieses Medium anpassen, bevor die experimentellen Behandlungen erfolgten. Die Vero-Zellen wurden
in Wells (0,28 cm?) von Mikrotiterplatten ausgesat, entweder mit 3,5 x 10* Zellen/Well fur die Verwendung 1
Tag spater (8 x 10* Zellen/Well) oder mit 1 x 10* Zellen/Well fur die Verwendung 3 Tage spater (2 x 10° Zel-
len/Well).

Plague-Reduktions-Assay:

[0045] Konfluente Vero-Zell-Kulturen in Mikrotiterplatten wurden fiir 1 Stunde bei 37°C in 40 pl Medium infi-
ziert. Sofern nicht anders angegeben, dauerten die Peptidbehandlungen in 40 pl Medium von 1 Stunde vor bis
1 Stunde nach der Infektion. Am Ende der Adsorptionsphase wurden die Kulturen erneut mit 100 pl Regular-
medium geflttert. Die Plaquebildung wurde zwei Tage spater ausgewertet, und die Anzahl der Plaques, die
pro Well ausgezahlt wurde, wurde im Bezug auf die Anzahl normalisiert, die in Abwesenheit des Peptids ge-
zahlt wurde. Unter Verwendung eines Okularmikrometers wurde die Plaquegréfe bestimmt (11/2 x L x S), in-
dem man den gréRten Plaque-Durchmesser (L) und den Durchmesser in einem 90°-Winkel hierzu (S) ausmal}.
Es wurde die GroRRe jedes der ersten 40 ausgezahlten Plaques gemessen, aul3er wenn ein Plaque weniger als
10 abgerundete Zellen enthielt oder den Rand des Wells bertihrte.

Ausbeute-Reduktions-Assay:

[0046] Drei Tage nach der Infektion wurden die Vero-Zell-Kulturen in den Mikrotiterplatten dreimal gefroren
(-80°C) und aufgetaut (37°C). Die Zellen wurden durch wiederholtes Pipettieren suspendiert, und die Mikroti-
terplatten wurden fur 10 Minuten bei 700 x g in einer Beckman Modell TJ-6 Tischzentrifuge zentrifugiert. Die
Virus enthaltenden Uberstande wurden seriell in Reguldrmedium verdiinnt und auf Vero-Zellen titriert. Die
Plaques wurden ausgezahlt, nachdem die Monolayer mit Kristallviolett angefarbt worden waren, wie von Grau
et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 30: 2474 (1989) beschrieben.

Anheftungs-Assay:

[0047] HSV-1 KOS wurde mit [*?P]-Orthophosphat mit einer spezifischen Aktivitat von 0,01 cpm/pfu markiert.
Kurz dargestellt, wurden Vero-Zellen mit einer MOI von 5,0 infiziert, und 6 Stunden nach der Infektion wurde
[*2P]-Orthophosphat (0,5 mCi/ml) hinzugefiigt. 18 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen und das Kul-
turmedium separat geerntet. Die Zellen wurden 3 Gefrier-Auftau-Zyklen unterworfen, und die Zelltrtimmer wur-
den durch Zentrifugation bei 2000 x g fiir 10 min pelletiert. Der Gefrier-Auftau-Uberstand wurde mit dem Me-
dium vereint, und das Virus wurde durch die Zentrifugation durch ein 26%iges Sucrose-Gradienten-Kissen pel-
letiert, wie von Visalli et al., Virus Res. 29: 167 (1993) beschrieben. Das Virus-Pellet wurde fir die Verwendung
in PBS resuspendiert. Konfluente Vero-Zell-Kulturen in Mikrotiterplatten wurden auf Serum-freies DMEM um-
gestellt, auf Eis abgekuhlt und auf 4°C gehalten. Nach 30 Minuten wurden die Peptide hinzugefugt, und 60 min
spater wurden die Zellen fiir 2 Stunden mit *?P-Virus (2 x 104 cpm/Well) inkubiert. Nach dem Markieren wurden
die Zellen mit eiskaltem Medium gespiilt. Das gebundene **P wurden dann mit 1% SDS und 1% Triton X100
in PBS quantitativ extrahiert und in einem Beckman LS5801 Flissig-Szintillationszéhler ausgezahilt.
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LacZ+ Virus (hrR3) Eintritts-Assay:

[0048] Konfluente Vero-Zell-Kulturen in 96-Well-Mikrotiterplatten wurden auf Hepes-gepuffertes, Serum-frei-
es DMEM umgestellt, 30 Minuten lang auf Eis auf 4°C abgekuihlt und mit hrR3 fur 1 Stunde bei 4°C in 40 pl
Medium infiziert. Nicht angeheftetes Virus wurde durch Spulen mit eiskaltem Medium entfernt. Die Behandlun-
gen mit antiviralem Peptid SEQ ID NO: 1, bezeichnet als EB, oder mit einem Kontrollpeptid, umfassend das
Tetrapeptid RRKK (SEQ ID NO: 16), angeheftet an eine durcheinander gebrachte Version des Membran-iiber-
schreitenden Peptids R-R-K-K-L-A-A-L-P-L-V-L-A-A-P-L-A-V-L-A (SEQ ID NO: 17) (bezeichnet als EBX), oder
Scheinbehandlungen mit Peptid-freiem Medium wurden in Serum-freiem DMEM durchgeflihrt wie angezeigt.
Der Virus-Eintritt wurde durch Umstellen der Kulturen auf 37°C gestartet. Um jedwedes verbleibende extrazel-
lulare Virus zu inaktivieren, wurden die Kulturen mit PBS gespult und Citratpuffer mit niedrigem pH ausgesetzt
(40 mM Citronensaure, 10 mM KCI, 135 mM NaCl, pH 3,0), und zwar gemaf Highlander et al., J. Virol. 61:
3356 (1987) fur 1 min bei 23°C. Das Citrat wurde dann mit PBS abgesplilt, und die Kulturen wurden in Se-
rum-supplementiertem DMEM gehalten, bis sie mit 0,5% Glutaraldehyd in 5 x PBS fiir 30 min bei 23°C fixiert
wurden und fir 1 Stunde oder Ubernacht bei 23°C mit X-Gal (Fisher Biotech; BP1615-1) in 1 x PBS, enthaltend
2 yM MgCl,, 1,3 mM K,Fe(CN), und 1,3 mM K,Fe(CN),, auf B-Galaktosidaseaktivitat angeféarbt und im Hinblick
auf die Gegenwart blauer lacZ*-Zellen ausgezahlt wurden.

Viruziditats-Assay:

[0049] HrR3 (1,2 x 10° pfu/ml) wurde mit verschiedenen Konzentrationen an EB oder EBX fir 1 Stunde bei
37°C in 70 pl Serum-freiem DMEM (pH 7,4) inkubiert. Das behandelte Virus wurde 200-fach mit Serum-sup-
plementiertem DMEM verdiinnt und etwa 1 Stunde spater in Mikrotiter-Wells, die einen Tag zuvor mit Vero-Zel-
len (3,5 x 10* Zellen/Well) inokuliert worden waren, auf Infektivitat hin getestet. Es wurden Volumina von 40
oder 100 Mikroliter an verdiinntem Virus fiir 1 oder 2 h bei 37°C adsorbiert, und die lacZ*-Zellen wurden 8 Stun-
den spater ausgezahlt. Bei einigen Versuchen wurden Aliquots von verdiinntem Virus zunachst Gbernacht bei
4°C gegen ein 60-faches Uberschussvolumen von Hepes-gepuffertem, Serum-supplementiertem DMEM dia-
lysiert (Spectra/Por; MWCO 12-14.000) oder tber eine Spritze durch 0,22 ym-Membranen (Millex-GV, Millipo-
re) getrieben, bevor das verbleibende infektidse Virus getestet wurde.

Trypan-Blau-Ausschluss-Assay:

[0050] Nicht-infizierte Vero-Zellen in Serum-freiem oder Serum-supplementiertem DMEM wurden fir 1 Stun-
de bei 37°C mit dem antiviralen Peptid SEQ ID NO: 1 oder mit dem Kontroll-Peptid EBX (SEQ ID NO: 17) be-
handelt, mit PBS gespililt, fir 5 min bei 23°C mit 0,4% Trypan-Blau in PBS angefarbt, erneut mit PBS gesplilt
und an der Luft getrocknet.

Elektronen-Mikroskope:

[0051] Gereinigte HSV-1 KOS Virionen (2,5 x 107 pfu/ml) gemaR Visalli et al., Virus Res. 29: 167 (1993) wur-
den mit 25 pM antiviralem Peptid SEQ ID NO: 1 oder mit dem Kontroll-Peptid EBX (SEQ ID NO: 17) in 40 pl
Serum-freiem DMEM, gepuffert mit 25 mM Hepes (pH 7,4), fir 5 bis 60 min bei 4 oder 23°C behandelt. Es
wurden Aliquots (10 pl) fir 5 min bei 23°C an mit poly-L-Lysin-beschichtete Pioloform-Gitterchen adsorbiert.
Die Gitterchen wurden mit PBS gespllt, mit 2% Phosphowolframsaure (PTA) in Wasser, eingestellt auf pH ~6,
angefarbt und an der Luft getrocknet. Alternativ wurde das Virus an den Gitterchen pra-adsorbiert und danach
mit Peptiden behandelt. Es wurde eine Gesamtheit von 4 x 10° pfu/ml an gereinigtem HSV-1 KOS in 5 pl PBS
fiir 5 min bei 23°C auf die beschichteten Gitterchen appliziert, und die Gitterchen wurden einmal mit Serum-frei-
em DMEM, gepuffert mit 25 mM Hepes (pH 7,4), gespilt, und mit 15 pl an 5 mM EB oder EBX im gleichen
Medium fur 30 min bei 37°C behandelt. Der pH der hochkonzentrierten Lésungen von antiviralem Peptid SEQ
ID NO: 1 und von EBX wurde vor der Verwendung mit NaOH erneut auf 7,4 eingestellt. Um eine Verdunstung
der Peptid-enthaltenden Lésungen zu verhindern, wurde jedes Gitterchen in einer flexiblen Hiraoka-Farbeplat-
te gehalten und durch ein Miniatur-Glockengefald bedeckt, das aus einem 0,5 ml Polypropylen-Mikrozentrifu-
genrdhrchen hergestellt wurde, klein genug, damit die 15 pl die Halfte des Glockengefalies flllen, das die be-
schichtete Oberflache des Gitterchens einfasst. Der Gesamtaufbau wurde dann in einer feuchten Kammer fur
30 min bei 37°C inkubiert. Nach der Behandlung wurden die Gitterchen zweimal mit DMEM und einmal mit PBS
gespult, bevor sie mit PTA gefarbt und getrocknet wurden. Die Gitterchen wurden in einem JEOL JEM-1200EX
Elektronenmikroskop bei VergréRerungen von 15.000 und 40.000x Uberpruft.
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Peptidsynthese:

[0052] Die Synthese und Analyse von Peptiden erfolgte am Biotechnology Center der Universitat von Wis-
consin-Madison. Die Synthese erfolgte in einem GréRenmalfistab von 25 pmol unter Verwendung eines auto-
matisierten Synthesegerats (Applied Biosystems Modell 432A ,Synergy"), indem man den Prinzipien folgte, die
zunachst von Merrifield, . Am. Chem. Soc. 85: 7129 (1963) beschrieben wurden, mit Modifikationen geman
Meienhofer et al., Int. J. Peptide Protein Res. 13: 35 (1979) und Fields et al., Peptide Res. 4: 95 (1991). Die
abgespaltenen Peptide wurden mit kaltem t-Butylmethylether prazipitiert, in Wasser geldst und mittels analyti-
scher HPLC (Reinheit) und Elektrospray-lonisations-Massenspektroskopie (Molekilmasse, siehe Tabelle 1)
untersucht. Die Peptidkonzentrationen in Lésung wurden mittels Extinktions-Ablesungen bei 215 und 225 nm
bestimmt, wie beschrieben durch Segel, Biochemical Calculations, 2. Auflage, John Wiley & Sons, Inc., New
York, NY (1976).

Beispiel 2 — Antivirale Aktivitat von antiviralen Peptiden

[0053] Das antivirale Peptid EB (SEQ ID NO: 1) war ein wirkungsvolles antivirales Mittel, wenn es wahrend
der Infektion von Vero-Zell-Kulturen mit HSV-1 KOS anwesend war, wobei es die Plaque-Bildung blockiert, wie
in den Fig. 1A (*), Fig. 1B (*) und Fig. 1D (o) gezeigt, dies unter Reduzierung der Virusausbeuten um bis zu
acht GroRenordnungen in Abhangigkeit von der Konzentration (siehe Fig. 1E). Im Vergleich zu einem Kontroll-
peptid (Fig. 1A (o) und Fig. 1B (0)), EBX, war das antivirale Peptid EB ein weit wirkungsvolleres antivirales
Mittel, wobei es Infektionen in Abhangigkeit von der Anwesenheit (Fig. 1A) oder Abwesenheit (Fig. 1B) von
Serum bei 10-fach oder 100-fach niedrigeren Konzentrationen blockierte.

[0054] Die zytotoxischen Wirkungen des antiviralen Peptids EB, wie gemessen durch Trypanblau-Ausschluss
in Abwesenheit von Serum wurden erst bei Konzentrationen beobachtet, die 100-fach héher waren (Eig. 1C,
(¢); IC5, = 68 pM) als die antiviralen Konzentrationen (Eig. 1B, (¢); IC5, = 0,7 pM). In Anwesenheit von Serum
wurden zytotoxische Effekte erst bei 200 uM EB beobachtet (Eig. 1C, (A)). Es waren keine zytotoxischen Wir-
kungen mit dem Kontrollpeptid EBX (SEQ ID NO: 17) assoziiert (Eig. 1C, (0)).

[0055] Das geladene aminoterminale R-R-K-K-Tetramer wurde als nitzlich zur Steigerung der Léslichkeit des
ansonsten hydrophoben antiviralen Peptids EB ermittelt, besitzt jedoch selber keinerlei wesentliche antivirale
Aktivitat. In Anwesenheit von Serum war keine antivirale Aktivitat mit dem freien R-R-K-K-Tetramer (SEQ ID
NO: 16) bei Konzentrationen von immerhin 200 uM assoziiert (Eig. 1A, ((4)).

[0056] In getrennten Versuchen wurde entdeckt, dass das freie R-R-K-K-Tetramer (SEQ ID NO: 16) die
hrR3-Infektion von Vero-Zellen unter serumfreien Bedingungen mit einem IC,,-Wert von 1,3 mM inhibierte (Da-
ten nicht gezeigt). Wir fanden auRerdem heraus, dass hohe (bis zu 100-facher molarer Uberschuss), jedoch
nicht-antivirale Konzentrationen des freien R-R-K-K-Peptids (SEQ ID NO: 16) nicht mit der Aktivitat des antivi-
ralen Peptids EB konkurrierten und die Inhibition der hrR3-Infektionen durch das antivirale Peptid EB nicht min-
dern konnten (Daten nicht gezeigt).

[0057] Um zu untersuchen, ob Derivate einer Membran-iberschreitenden Proteinsequenz antivirale Aktivitat
zeigten, testeten wir ein modifiziertes antivirales Peptid (SEQ ID NO: 3), das als EBPP bezeichnet wird, und
bei dem der zentrale Prolinrest an das Carboxy-terminale Ende verschoben war. Dieses EBPP-Peptid (Tabelle
1) war zweimal so aktiv wie das urspriingliche EB-Peptid, und zwar sowohl im Plaque-Assay (Fig. 1D) als auch
im Ausbeute-Reduktions-Assay (Daten nicht gezeigt).

[0058] Das EB-Peptid wurde modifiziert, um Biotin zu tragen (SEQ ID NO: 2) und auf seine Aktivitat hin ge-
testet, wie oben beschrieben. Wie in Fig. 2 gezeigt, war das biotinylierte EB im wesentlichen ebenso wirksam
wie EB. Somit besal} die Biotinylierung des Peptids einen vernachlassigbaren Effekt im Bezug auf die Aktivitat.

[0059] Die antivirale Aktivitat einer Anzahl anderer antiviraler Peptide und Kontrollen gemaf der vorliegenden
Erfindung wurde bestimmt wie oben beschrieben. Die Ergebnisse sind unten in Tabelle 3 gezeigt. Wie in
Fig. 1E dargestellt, zeigt das antivirale Peptid SEQ ID NO: 4, das als ,LALA" bezeichnet wird, eine ahnliche
antivirale Aktivitat wie EB.
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TABELLE 3 — Antivirale Aktivitat von antiviralen Peptiden

Peptid Eintrittsblo- | Viruzide Aktivitat' Gegen freies Virus Zytotoxizitat'
ckierende 37°C 2°C gerichtete Aktivitat'
Aktivitat'
EB (SEQ ID NO: 1) 15-26 44 89
bEB (SEQ ID NO: 2) | 15 35 110 21 100
EBX Keine Keine Keine
(SEQ ED-NO: 17)
bKLA 1" 15 45 4.5 15
(SEQ ID NO: 5)'
bKLAd,; 1, 23 61 300
(SEQ ID NO: 6)'
bHOM-9 9-12 115 Keine 6 50
(SEQ ID NO: 7'
bHOMd 7 115 Keine
(SEQ ID NO: 8)'
bHOMFF 40 Keine Keine 34 >> 100
(SEQ ID NO: 9)'
bTAT-9 26 Keine Keine 8 ~200
(SEQ ID NO: 10)’
bTAT-9x 67 Keine Keine
(SEQ ID NO: 12)

'IC4,-Werte fir alle Peptide
“Zitiert zu Vergleichszwecken

Beispiel 3 — Vergleich antiviraler Aktivitat antiviraler Peptide im Bezug zu Acyclovir

[0060] Vero-Zell-Kulturen, die wie in Beispiel 1 hergestellt wurden, wurden mit HSV-1 infiziert und auf Virus-
produktion hin untersucht wie in Beispiel 1 beschrieben. Die antivirale Aktivitat eines antiviralen Peptids geman
der vorliegenden Erfindung, EB (SEQ ID NO: 1), wurde mit der antiviralen Aktivitat des derzeitigen antiviralen
HSV-Nukleosid-Standardmittels Acyclovir verglichen. Die zwei Peptide wurden eine Stunde vor der Infektion
mit HSV zu den Vero-Zellen hinzugegeben. Wie Eig. 3 darstellt, zeigte EB, obwohl Acyclovir die hdchste anti-
virale Aktivitat bei niedrigen Dosen aufwies, bei hohen Konzentrationen, d. h. solchen, die 10 yM an Wirkstoff
Uberschreiten, die gréfite antivirale Aktivitat.

Beispiel 4 — Frihe Wirkungen und Wirkungen auf die Zell-Zell-Ausbreitung

[0061] Es wurde bestimmt, dass antivirale Peptide gemaf der vorliegenden Erfindung friih im viralen Lebens-
zyklus wirken. Wie in Eiq. 4A gezeigt, war EB wesentlich wirksamer, wenn es wahrend der Infektion und 1
Stunde vor und nach der Infektion anwesend war, als wenn es kontinuierlich, beginnend 1 Stunde nach der
Infektion, anwesend war (IC, = 5,5 uM, (0) gegeniiber IC, = 24, (+)). Weiterhin, wenn es vor und wahrend der
Adsorption anwesend war, hatte EB keine Wirkung auf die PlaquegréRe. Wenn das EB-Peptid kontinuierlich
nach der Infektion vorhanden war, so wurde die Ausdehnung der Plaques in einer dosisabhangigen Weise in-
hibiert (Eig. 4A, (A); IC,, = 12 uM). Um sicherzustellen, dass einzelne Plaques verlasslich gemessen wurden,
wurden die Zellkulturen mit sehr geringer Multiplizitat infiziert (MOl < 0,01), und die Plaquegréf3en wurden mi-
kroskopisch sehr frih gemessen (1 Tag nach der Infektion). Wie in Eig. 4B gezeigt, war die Plaquegrof3e in
unbehandelten Kontroll-Wells breit verteilt (schwarze Balken; Mittelwert: 66.000 + 6200 um?), wogegen die Zu-
gabe steigender Konzentrationen an EB 1 Stunde nach der Infektion die Verteilung progressiv in Richtung klei-
nerer GréRenklassen verschob (z. B. fihrten 25 pM EB zu einer signifikanten Reduktion der mittleren Plaque-
gréRe um 70% auf 6900 + 2600 um?; t = 6,88; schattierte Balken). Im Gegensatz dazu besal die Anwesenheit
von EB bis zu 1 Stunde nach der Infektion keine Auswirkung auf die Plaquegrdf3e, auch wenn die Anzahl der
Plaques im Vergleich zur Behandlung nach der Infektion stark reduziert wurde. Somit war die kombinierte mitt-
lere PlaquegréRe nach transienten Behandlungen mit 6 und 12 uM EB (68.000 + 11.000 pm?) nicht unter-
scheidbar von den Kontrollen. EB schien in einem friihen Stadium der viralen Infektion zu wirken und reduzierte
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die PlaquegroRe, wenn es nach der Infektion zugegeben wurde.
Beispiel 5 — Aggregation von Virus durch antivirales Peptid

[0062] Es wurde fur die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung mittels Elektronenmikroskopie gezeigt,
dass sie Virus aggregieren. Gereinigte Viruspartikel bei hohen Konzentrationen, wie erforderlich fur eine effi-
ziente Sichtbarmachung, wurden mit 25 uM EB inkubiert, an beschichtete Gitterchen adsorbiert und mit PTA
angefarbt. Die Ergebnisse zeigten, dass nahezu alle Partikel in relativ wenigen grof3en Aggregaten zu sehen
waren. Im Gegensatz dazu waren unbehandeltes Virus oder Viruspartikel, die mit 25 yM EBX behandelt wur-
den, nahezu alle einzeln und gleichmalig verstreut auf der Gitteroberflache zu finden. Die einzelnen mit PTA
gefarbten Viruspartikel in den Aggregaten waren praktisch nicht von den Kontrollpartikeln unterscheidbar, was
anzeigt, dass EB keine grof3en strukturellen Abnormitaten bei den Viruspartikeln induzierte. Die EB-induzierten
Aggregate wurden rasch ausgebildet (< 5 min), bei Raumtemperatur ebenso wie bei 4°C.

Beispiel 6 — Antivirale Aktivitat von antiviralem Peptid im Hinblick auf die Virus-Zufuhr

[0063] Es wurden Kulturen bei Zufuhren von 19, 210 und 5700 pfu/Well in Gegenwart verschiedener Konzen-
trationen von EB mit hrR3 infiziert und 8 Stunden spater auf lacZ*-Zellen hin ausgezahlt, wobei die erhaltenen
IC5-Werte 0,66, 1,2 bzw. 11 yM betrugen, wie in Eig. 5 gezeigt.

[0064] Signifikanter Weise gab es oberhalb der mittleren Zufuhr von 210 pfu/Well eine gréRere Steigerung bei
der IC,, mit zunehmendem Virustiter als unterhalb dieser Zufuhr, wie gezeigt in der Einfigung in Eig. 5. Es wir-
de eine umgekehrte Beziehung zwischen der IC,, und dem Virustiter erwartet, wenn EB lediglich als ein Ag-
gregationsmittel wirken wirde, das bei héherer Viruszufuhr effizienter, d. h. mit niedrigerem IC,, arbeiten sollte.
Somit leistet die virale Aggregation bei diesen Versuchen keinerlei wesentlichen Beitrag zur antiviralen Aktivitat
von EB. Weiterhin deutet die Tatsache, dass die antivirale Aktivitat von EB stark von der Viruskonzentration
abhangt, darauf hin, dass die antiviralen Peptide der vorliegenden Erfindung mit viralen Komponenten intera-
gieren.

Beispiel 7 — Inhibition des Viruseintritts

[0065] Zusatzliche Studien mit pra-adsorbiertem hrR3-Virus zeigten, dass die antivirale Wirkung oder Wirkun-
gen eines antiviralen Peptids der vorliegenden Erfindung weder mit der Virus-Adsorption noch mit der Vi-
rus-Aggregation in Beziehung stehen, sondern vielmehr mit der Inhibition des Viruseintritts. Bei diesen Studien
wurde das hrR3-Virus fur 1 Stunde bei 4°C an die Zellen pra-adsorbiert, bevor eiskaltes 25 pM EB oder EBX
in serumfreiem DMEM hinzugegeben wurden. Nach einer weiteren Stunde bei 4°C wurden die Kulturen auf
37°C umgestellt, um den Viruseintritt zu starten. In 15-Minuten-Intervallen nach der Temperaturverschiebung
wurde samtliches Virus, das aullerhalb der Zellen verblieb, inaktiviert, indem man die Kulturen mit Citratpuffer
von niedrigem pH wusch. Die Kulturen wurden dann gespllt und wieder auf Peptid-freies, mit Serum supple-
mentiertes DMEM zurlickgebracht, bis sie 8 Stunden nach der Temperaturverschiebung fixiert und auf B-Ga-
laktosidase hin angefarbt wurden.

[0066] Wie in Fig. 6A gezeigt, wurde der Virus-Eintritt in scheinbehandelte Kontrollkulturen (o) 15-30 min
nach der Uberfiihrung auf 37°C gestartet und nach etwa 60 Minuten bei einem Niveau von etwa 340 lacZ*-Zel-
len pro 6,5 mm? (oder 1450 lacZ*-Zellen/Well) abgeschlossen. Bei den Kulturen, die mit dem EB-Peptid behan-
delt wurden, war die Anzahl der lacZ*-Zellen um > 90% reduziert (+). Das EBX-Peptid fiihrte zu keiner signifi-
kanten Reduzierung der Anzahl der lacZ*-Zellen (A). Es wurden im wesentlichen die gleichen Ergebnisse er-
halten, wenn EB und EBX vor der Virus-Adsorption hinzugegeben wurden (Daten nicht gezeigt). Wenn das
Peptid unmittelbar nach jeder Citratbehandlung hinzugegeben wurde, besall EB nicht langer irgendeine Wir-
kung auf die Entwicklung der lacZ*-Zellen (Fig. 6B, (); cf. Fig. 6A, (0)). EBX bewirkte ebenfalls keine signifi-
kante Inhibition der Entwicklung der lacZ*-Zellen, wenn es direkt nach den Citratbehandlungen hinzugegeben
wurde (Fig. 6B, (A)). Somit besal® EB keine Wirkung auf die Expression des lacZ-Gens von dem friihen
ICP6-Promotor, sondern blockierte selektiv den Viruseintritt.

[0067] Diese Schlussfolgerung wird durch die Entdeckung bestarkt, dass die EB-empfindliche Phase der In-
fektion mit pra-adsorbiertem Virus klar der Expression der lacZ-Gene in mit hrR3 infizierten Zellen vorangeht
(Eig. 7A). Wiederum wurde hrR3 fir 1 h bei 4°C an Zellen pra-adsorbiert, nicht angeheftetes Virus wurde ab-
gespult, und die Zellen wurden fiir eine weitere Stunde bei 4°C gehalten. Die Kulturen wurden dann fiir 30 Mi-
nuten auf 23°C Uberfihrt, bevor sie auf 37°C umgestellt wurden. Dieser graduellere Wechsel zu 37°C erlaubte
es den Zellschichten, durch nachfolgende haufige Mediumwechsel hindurch intakt zu bleiben. Unmittelbar
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nach der viralen Adsorption wurden die Zellen fur 1-Stunden-Zeitspannen mit nachfolgenden 1-stiindigen In-
tervallen mit 50 pM EB behandelt. Zwischen 1 und 4 Stunden nach der Infektion wurde der Viruseintritt um
70-80% inhibiert. Danach wurde die Infektion nicht langer in signifikantem MalRe inhibiert (Fig. 7B, (*)). Paral-
lele Kulturen wurden unmittelbar nach den Scheinbehandlungen fixiert und mit X-Gal gefarbt. Bei diesen Kul-
turen erschienen blaue (lacZ*)-Zellen zum ersten Mal 7 Stunden nach der Infektion, und ihre Anzahl stieg na-
hezu linear fur die nachsten drei Stunden an (Fig. 7A, (0)). Nach etwa 7 Stunden nach der Infektion hérte EB
auf, inhibitorisch zu sein. Somit blockierte EB nur den Viruseintritt wahrend einer friihen kurzen empfindlichen
Zeitspanne und hatte keine Wirkung auf die Expression des lacZ-Gens und die Entwicklung von p-Galaktosi-
dase-Aktivitat, sobald das Virus in die Zelle eingetreten war. Wie in Fig. 7B gezeigt, inhibierte EB den Eintritt
von pra-adsorbiertem Virus in einer dosisabhangigen Weise mit einer IC,, = 15 pM (+), wogegen EBX weniger
wirksam war (IC5, ~ 100 pM; (0)).

Beispiel 8 — Viruzide Wirkungen von antiviralem Peptid

[0068] Es wurde herausgefunden, dass die Bindung antiviraler Peptide der vorliegenden Erfindung an Virus-
partikel zu irreversibler Virusinaktivierung fuhrt. Es wurden Viruziditats-Assays mit hrR3 durchgefihrt. Beim
ersten Versuch (Fig. 8A) inhibierte EB die Infektivitat von Virionen in einer konzentrationsabhangigen Weise
mit einer IC,, = 44 pM (+), wogegen EBX keine inhibitorische Wirkung besal} (o). Beim zweiten Versuch, bei
dem geringflugig héhere Konzentrationen von EB bendtigt wurden, um Inhibition zu erreichen (Fig. 10B, (°);
IC;, = 69 pM), fanden wir ebenfalls heraus, dass die behandelten Virionen irreversibel inaktiviert wurden. Das
heilt, Aliquots von mit EB behandelten und dann verdiinnten Virionen konnten wahrend einer Ubernacht-Dia-
lyse gegen Serum-enthaltendes Medium, die das gesamte reversibel gebundene EB hatte einfangen kénnen,
nicht reaktiviert werden (cf. Fig. 1, (*); A gegenlber B). Stattdessen blieben die Virionen, die nach der Dialyse
wiedergewonnen wurden (31% bei jeder EB-Konzentration) genauso inaktiviert wie die nicht dialysierten Kon-
trollen (Eig. 8B, (A) gegenuber (¢)).

[0069] Um die mdglichen Beitrage viraler Aggregation zur viralen Inaktivierung zu bestimmen, wurden zusatz-
liche Aliquots von EB-behandelten und nachfolgend verdinnten Virionen durch 0,22 ym-Membranen gefiltert,
bevor sie auf die verbleibende Infektivitat getestet wurden. In Abwesenheit von oder bei niedrigen Konzentra-
tionen von EB (< 3 yM) wurden 80-85% der Virionen auf den Membranen gefangen. Die verbleibenden Virio-
nen jedoch wurden nur zuriickgehalten, sobald sie héheren EB-Konzentrationen ausgesetzt waren, die die
Membrananhaftung steigerten und/oder virale Aggregation bewirkten (Fig. 8B, (A)). Solche Veranderungen in
den Adhasionseigenschaften von Virionen wurden klar unterhalb von EB-Konzentrationen induziert, die fir die
Virusinaktivierung bendtigt wurden (Eig. 8B, (A) gegenuber (), (A)).

[0070] Die Wirkungen der schwersten EB-Behandlungen wurden durch die Elektronenmikroskopie von
PTA-gefarbten Virionen, die zuvor an Gitterchen adsorbiert (um Aggregation zu vermeiden) und 5 mM an Pep-
tid ausgesetzt worden waren, untersucht. Die mit EB behandelten Virionen sahen im wesentlichen gleich aus
wie die scheinbehandelten Virionen, mit der Ausnahme dass die Konturen der viralen Hillen bei den EB-be-
handelten Partikeln weniger pleomorph waren, was EB-stabilisierte Virionen nahelegt. Bei 5 mM hatte EBX die
gleiche Wirkung wie EB.

Beispiel 9 — In vivo-Aktivitat von antiviralem Peptid

[0071] Die antiviralen Peptide gemaR der vorliegenden Erfindung zeigen in vivo-Aktivitat, wenn sie topisch
appliziert werden. Der HSV-1-Stamm KOS wurde fiir 1 Stunde entweder mit dem EB-Peptid oder mit dem
EBX-Peptid bei einer Konzentration von 25 yM bei Raumtemperatur in PBS inkubiert. Gruppen von jeweils
zehn Mausen wurden dann Gber Hornhaut-Anritzen mit 5,0 x 10° Plaque-bildenden Einheiten infiziert, wie wir
zuvor beschrieben haben (Brandt et al., J. Virol. Meth. 36: 209 (1992).

[0072] Kurz dargestellt, wurden die Mause mit Halothan betdubt, die Hornhaut wurde 3-mal horizontal und
3-mal vertikal eingeritzt, und ein 5 pl Tropfen, der Virus enthielt, wurde auf die Hornhaut aufgebracht. Die Mau-
se wurden dann zur Erholung in ihre Kafige zuriickgesetzt. Eine Kontrollgruppe, die mit KOS infiziert wurde,
jedoch keinem Peptid ausgesetzt wurde, wurde ebenfalls einbezogen. Die Mause wurden nach der Infektion
nicht mit Peptid behandelt.

[0073] Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion wurde der Schweregrad der Augenerkrankung ge-
messen, wie wir zuvor beschrieben haben (gleiche Referenzstelle). Kurz dargestellt, wurde die Vaskularisie-
rung bewertet: 0, keine Vaskularisierung; 1 + < 25% der Hornhaut betroffen; 2 + 25-50% betroffen; und 3 + >
50% betroffen. Es wurde die Keratitis bewertet: 0 keine Hornhauttriibung; 1 + Trlibung, einige Iris-Details sicht-
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bar; 2 + triibe, Iris-Detail verschleiert; 3 + Hornhaut vollstandig opak; 4 + Hornhaut perforiert und triibe. Die
Daten werden als mittlere Krankheitswerte an jedem Tag fiir jede der drei Gruppen beschrieben. Die Ergebnis-
se sind in Fig. 9 dargestellt.
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1 5 10 15

Leu Ala

<210> 6

<211> 18

<212> PRT

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

222> () .. ()

<223> synthetisches Konstrukt

<400> 6
Lys Leu Ala Leu Lys Leu Ala Leu Lys Ala Leu Lys Ala Ala ?eu Lys
1 5 10 5

Leu Ala

<210> 7

<211> 16

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 7

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Pro Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 8

<211> 1le6

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

222> ().. ()

' 223> synthetisches Konstrukt
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<400> 8

Arg Gln lle Lys Ile Trp Phe Pro Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 9

<211> 16

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 9

Arg Gln Ile Lys Ile Phe Phe Pro Asn Arg Arg Met Lys Phe Lys Lys
1 5 10 15

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 10

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10
<210> 11
<211> 11
.<212> PRT
<213> Kiunstliche Sequenz
<220>
<221> misc_feature
<222> ().. ()
<223> synthetisches Konstrukt
<400> 11

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10
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<400>
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12
27
PRT

Kinstliche Sequenz

misc_feature
()..()
synthetisches Konstrukt

12

Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Lys Ile Asn Leu

1

5 10 15

Lys Ala Leu Ala Ala Leu Ala Lys Lys Ile Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Asp
1

val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

20 25

13
26
PRT

Kiunstliche Sequenz

nisc_feature

() .. ()

synthetisches Konstrukt

13

Pro Lys Gly Asp Pro Lys Gly Val Thr Val Thr val Thr Val Thr
5 10 ' 15

Thr Gly Lys Gly Asp Pro Lys Pro Asp
20 25

14
18
PRT

Kinstliche Sequenz
misc_ feature
()..()

synthetisches Konstrukt

misc_feature,

(1)..(1)
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<223> Xaa an Position 1 kann ein beliebiger geladener Aminosdurerest
sein

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa an Position 1 kann 0 bis 10 Mal vorkommen
<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> Xaa an Position 18 kann ein beliebiger geladener
Aminosdurerest sein

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> Xaa an Position 18 kann 0 bis 10 Mal vorkommen

<400> 14

Xaa Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala
1 5 10 15

Pro Xaa

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

<222> ().. ()

<223> synthetisches Konstrukt

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa an Position 1 kann ein beliebiger geladener Aminosdurerest
sein

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (1)

<223> Xaa an Position 1 kann 0 bis 10 Mal vorkommen
<220> |

<221> misc_feature
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<222> (11)..(1l1)
<223> Xaa an Position 11 kann ein beliebiger geladener
Aminosdurerest sein
<220>
<221> misc_feature
<222> (11) .. (11)
<223> Xaa an Position 11 kann 0 bis 10 Mal vorkommen
<400> 15
Xaa Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Xaa
1 5 10
<210> 16
<211> 4
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<221> misc_feature
<222> ()..()
<223> synthetisches Konstrukt
<400> 16
Arg Arg Lys Lys

<210> 17
<211> 20
<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt

<400> 17
Arg Arg Lys Lys Leu Ala Ala Leu Pro Leu Val Leu Ala Ala Pro Leu
1 5 10 , 15
Ala Val Leu Ala

20
<210> 18
<211> 11
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<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ().. ()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 18

Arg Arg Lys Lys Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro
1 S 10

<210> 19

<211> 20

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()
<223> synthetisches Konstrukt
<400> 19

Arg Arg Lys Lys Ala val Ala Val Ala Val Pro Ala Val Leu Leu Ala
1 5 ‘10 15

Leu Leu Ala Pro
20

<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Klnstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ().. ()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 20

Arg Arg Lys Lys Pro Ala Val Leu Leu Ala
1 5 10
<210> 21
<211> 13
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz

24/39



DE 601 30641 T2 2008.06.26

<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetischés Konstrukt

<400> 21
Arg Arg Lys Lys Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala
1 5 10

<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt

<400> 22

Arg Arg Lys Lys Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala
1 5 10 15

1 <210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt

<400> 23

Arg Arg Lys Lys Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala
1 5 10 15

Pro

<210> 24

<211> 14

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature
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<222> ().. ()
<223> synthetisches Konstrukt
<400> 24

V Arg Arg Lys Lys Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro
1 5 10

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ()y.. ()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 25

Arg Arg Lys Lys Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro
1 5 10

<210> 26

<211> 8

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt

<400> 26

Arg Arg Lys Lys Leu Leu Ala Pro
1 S

<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Kiunstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

<222> ( )..()

<223> synthetisches Konstrukt
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<400> 27

Arg Arg Lys Lys Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala
1 5 10 15

Leu

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz
<220>

<221> misc feature

<222> ()..()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 28

Arg Arg Lys Lys‘Ala Ala Val Ala Val Val Pro Ala Val Leu
1 5 10

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Kilinstliche Sequenz
<220>

<221> misc_feature

222> () ..()

<223> synthetisches Konstrukt
<400> 29

Arg Arg Lys Lys Ala Ala Val Ala Val Val Pro
1 5 10
<210> 30
<211> 8
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<221> misc_feature
<222> ()..()
<223> synthetisches Konstrukt

<400> 30

Arg Arg Lys Lys Ala Ala Val Ala
1 5
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Patentanspriiche

1. Zusammensetzung, umfassend ein antivirales Peptid, wobei das antivirale Peptid aus der Gruppe aus-
gewahlt ist, die aus SEQ ID NOS: 1-4, SEQ ID NOS: 14-15 und SEQ ID NOS: 18-30 besteht, wobei
dann, wenn es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 14 handelt, X1 und X2 aus einem oder mehreren
positiv geladenen Aminosaureresten ausgewahlt sind, so dass jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen
unterschiedlichen, positiv geladenen Aminosaurerest bedeuten kann, n einen Wert von 0 oder 3-10 hat, m ei-
nen Wert von 0 oder 3-10 hat und wobei dann, wenn m = 0, n einen Wert von 4 bis 10 hat, und, wenn n = 0,
m einen Wert von 4 bis 10 hat;
dann, wenn es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 15 handelt, X1 und X2 aus einem oder mehreren,
positiv geladenen Aminosaureresten ausgewahlt sind, so dass jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen
unterschiedlichen, positiv geladenen Aminosaurerest bedeuten kann, und wobei ferner n einen Wert von 0
oder 3-10 hat und m einen Wert von 0 oder 3-10 hat; und
wobei ferner das antivirale Peptid in einer Menge vorhanden ist, die ausreicht, eine Wirkung gegen einen vira-
len Organismus bei der Therapie oder Prophylaxe einer viralen Infektion zu erzielen.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das antivirale Peptid aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus
SEQ ID NOS: 14 besteht.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das antivirale Peptid aus der Gruppe ausgewabhlt ist, die aus
SEQ ID NOS: 14-15 besteht.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 14 handelt,
wobei entweder m = 0 oder n = 0, wobei dann, wenn m = 0, n einen Wert von 4 bis 10 hat, und dann, wenn n
=0, m einen Wert von 4-10 hat.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 15 handelt,
wobei entweder m = 0 oder n = 0.

6. Zusammensetzung nach einem der vorstehenden Anspriiche, umfassend einen pharmazeutisch ver-
traglichen Trager, wobei die Zusammensetzung zur Therapie oder Prophylaxe einer viralen Infektion in einem
Saugetierwirt wirksam ist.

7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 6, wobei die Zusammensetzung bei der Therapie
oder Prophylaxe von Infektionen durch Viren mit einer Hille wirksam ist.

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, wobei die Zusammensetzung bei der Therapie
oder Prophylaxe von Infektionen durch einen oder mehrere Viren wirksam ist, die aus der Gruppe ausgewahlt
sind, die aus humanem Immunschwachevirus, Herpes-Simplex-Viren und Cytomegalovirus besteht.

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei die Zusammensetzung bei der Therapie
oder Prophylaxe von Infektionen durch einen oder mehrere Herpes-Simplex-Viren wirksam ist.

10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 6, wobei die Zusammensetzung bei der Therapie
oder Prophylaxe von Infektionen durch Viren ohne Hille wirksam ist.

11. Verwendung eines antiviralen Peptids zur Herstellung eines Arzneimittels, wobei das Arzneimittel bei
der Behandlung einer viralen Infektion zu verabreichen ist, wobei das antivirale Peptid aus der Gruppe ausge-
wahlt ist, die aus SEQ ID NOS: 1-4, SEQ ID NOS: 14-15 und SEQ ID NOS: 18-30 besteht, wobei
dann, wenn es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 14 handelt, X1 und X2 aus einem oder mehreren
positiv geladenen Aminosaureresten ausgewahlt sind, so dass jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen
unterschiedlichen, positiv geladenen Aminosaurerest bedeuten kann, n einen Wert von 0 oder 3-10 hat, m ei-
nen Wert von 0 oder 3-10 hat und wobei dann, wenn m = 0, n einen Wert von 4 bis 10 hat, und, wenn n = 0,
m einen Wert von 4 bis 10 hat;
dann, wenn es sich beim antiviralen Peptid um SEQ ID NO: 15 handelt, X1 und X2 aus einem oder mehreren,
positiv geladenen Aminosaureresten ausgewahlt sind, so dass jedes X1 und jedes X2 den gleichen oder einen
unterschiedlichen, positiv geladenen Aminosaurerest bedeuten kann, und wobei ferner n einen Wert von 0
oder 3-10 hat und m einen Wert von 0 oder 3-10 hat; und
wobei ferner das antivirale Peptid in einer wirksamen Menge vorhanden ist.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Trypanblau-Ausschluss [% Zellen]
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Virusausbeute [pfu/mi]
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Virusausbeute: [pfuiml]
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Fig. 2
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Virustiter [pfuimi]
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Wirkstoff-Konzentration: {M]

Fig. 3
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Zeit nach der Verschiebung auf 37°C [min]
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12.

Peptid-Konzentration [uM}

Fig. 7A & 7B
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