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& (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung bevorzugt mindestens einer Wirksubstanz zur Pro-
& phylaxe und/oder Therapie einer Viruserkrankung, wobei diese Wirksubstanz mindestens eine Komponente des zelluliren Signalii-
bertragungsweges zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB derart hemmt, dass die Virusvermehrung gehemmt wird. Die
vorliegende Erfindung betrifft des weiteren die lokale, bevorzugt die aerogene Verabreichung des erfindungsgemaéssen Wirkstoffes
zur Hemmung einer Virusvermehrung. Die erfindungsgemésse Wirksubstanz kann mit mindestens einer weiteren antiviral wirksa-
men Substanz zur Prophylaxe und/oder Therapie einer Viruserkrankung kombiniert werden.
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Verwendung von Wirksubstanzen zur Prophylaxe und/oder Therapie

von Viruserkrankungen

5 Gebiet der Erfindung.

Die Erfindung betrifft ein Testsystem zur Findung von Wirksub-
stanzen, welche zur Prophylaxe und/oder Behandlung von Viruser-—
krankungen geeignet sind, Verwendungen solcher Wirksubstanzen

10 zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Pro-
phylaxe und/oder Behandlung von Viruserkrankungen, Formulierun-
gen fir solche pharmazeutischen Zusammensetzungen sowie
Verfahren zur Herstellung solcher pharmazeutischen

Zusammensetzungen.

15
Stand der Technik und Hintergrund der Erfindung

Infektionen mit RNA- oder DNA-Viren stellen eine bedeutende Ge-
20 sundheitsbedrohung fiir Mensch und Tier dar. Zu den RNA-Viren
gehdren die Negativ-Strang-RNA Viren, wie beispielsweise Influ-
enza Viren oder das Borna-Disease Virus. Infektionen mit
Influenza-Viren gehtren immer noch zu den groBen Seuchen der
Menschheit und fordern Jahr fiir Jahr eine Vielzahl an
o5 Todesopfern. Sie sind gesamtwirtschaftlich, etwa durch krank-
heitsbedingte Arbeitsunfidhigkeit, ein immenser Kostenfaktor.. Von
ebenfalls wichtiger wirtschaftlicher Bedeutung sind Infektionen
mit dem Borna Disease Virus (BDV), das vor allem Pferde und
Schafe befdllt, jedoch auch schon beim Menschen isoliert wurde
'b und hier in Zusaﬁmenhang mit neurbldgiéchen Efkrankﬁngeﬁ‘ge—"
3 bracht wird.
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Das Problem der Bekdmpfung von insbesondere RNA-Viren ist die
durch eine hohe Fehlerrate der viralen Polymerasen verursachte
Wandlungsfdhigkeit der Viren, die sowohl die Herstellung

geeigneter Impfstoffe als auch das Entwickeln von antiviralen

Substanzen sehr schwierig macht.

Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dass die Anwendung von antivi-
ralen Substanzen, die direkt gegen Funktionen des Virus
gerichtet sind, zwar zu Therapiebeginn eine gute antivirale
Wirkung zeigen, aber mutationsbedingt sehr schnell zur Selektion
resistenter Varianten fiihrt. Ein Beispiel hierfiir ist das anti-
Influenza-Agens Amantadin und dessen Derivate, welches bzw.
welche gegen ein Transmembranprotein des Virus gerichtet ist
bzw. sind. Innerhalb kurzer Zeit nach Anwendung bilden sich re-

sistente Varianten des Virus.

Ein weiteres Beispiel sind die neuen Therapeutika fiir Influen-
zainfektionen, die das Influenza-virale Oberflichenprotein
Neuraminidase hemmen. Hierzu gehdrt beispielsweise Relanza. In
Patienten wurden bereits Relanza-resistente Varianten gefunden
(Gubareva et al., J Infect Dis 178, 1257-1262, 1998). Die Hoff-
nungen, die in dieses Therapeutikum gelegt wurden, konnten somit

nicht erfiillt werden.

Aufgrund ihrer meist sehr kleinen Genome und damit verbundener
begrenzter Kodierungskapazitat fir replikationsnotwendige Funk-
tionen sind alle Viren in starkem MaBe auf Funktionen ihrer
Wirtszellen angewiesen. Durch Einflussnahme auf solche zellulire
Funktionen, die fiir die virale Replikation notwendig sind, ist
es méglich, die‘Virﬁsreplikainn in der infiziérten‘Zellé-negaé
tiv zu beeintrédchtigen. Hierbei besteht fiir das Virus nicht die
Moglichkeit, durch Anpassung, insbesondere durch Mutationen, die

fehlende zelluldre Funktion zu ersetzen, um so dem
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Selektionsdruck zu entweichen. Dies konnte am Beispiel des In-
fluenza A Virus mit relativ unspezifischen Hemmstoffen gegen
zelluldre Kinasen und Methyltransferasen bereits gezeigt werden

(Scholtissek und Miiller, Arch Virol 119, 111-118, 1991).

Es ist bekannt, dass Zellen iliber eine Vielzahl von Signaliiber-
tragungswegen verfiligen, mit Hilfe derer auf die Zelle einwirk-
ende Signale in den Zellkern ibertragen werden. Dadurch kann die
Zelle auf &uBere Reize reagieren und mit Zellproliferation,
Zellaktivierung, Differenzierung oder kontrolliertem Zelltod

reagieren.

Diesen Signaliibertragungswegen ist gemeinsam, dass sie minde-
stens eine Kinase enthalten, welche durch Phosphorylierung
mindestens ein nachfolgend signaliibertragendes Protein

aktivieren.

Bei Betrachtung der zelluldren Prozesse, die nach Virusinfek-
tionen induziert werden, findet man, dass eine Vielzahl von DNA-
und RNA-Viren in der infizierten Wirtszelle bevorzugt einen
definierten Signaliibertragungsweg, den sogenannte Raf/MEK/ERK-
Kinase-Signalibertragungsweg aktivieren. Dieser Signaliibertra-
gungsweg ist einer der wichtigsten Signalibertragungswege in
einer Zelle und spielt eine bedeutende Rolle in Proliferations-
und Differenzierungsprozessen (Cohen, Trends in Cell Biol 7,
353-361, 1997; Robinson und Cobb, Curr.Opin.Cell Biol 9,
180-186, 1997; Treisman, Curr.Opin Cell Biol 8, 205-215, 1996).

Die Untersuchung der Rolle dieses Signaliibertragungsweges in

 zelluldren Entscheidungéprozésseh hat zur Identifizierung mehre=" -

30

rer pharmakologischer Inhibitoren gefiihrt, welche den Sig-
naliibertragungsweg unter anderem auf der Ebene von MEK, also

relativ am Beginn des Signaliilbertragungsweges hemmen (Alessi et
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al., J Biol Chem 270, 27489-27494, 1995; Cohen, Trends in Cell
Biol 7, 353-361, 1997; Dudley et al., PNAS USA 92, 7686-7689,
1995; Favata et al., J Biol Chem 273, 18623-18632, 1998).

Neuere Daten zeigen, dass die Inhibition des Ras-Raf-MEK—~ERK-
Signalibertragungsweges oder eines weiteren Signaliibertragung-
sweges, des MEKK/SEK/JNK-Signaliibertragungsweges, durch Wirksub-
stanzen, welche relativ selektiv eine der an diesem
Signaliibertragungsweg beteiligten Kinasen, beispielsweise die
MEK oder die SEK inhibieren, die intrazellulire Vermehrung von
intranukledr replizierenden Negativstrang-Viren, beispiels-
weise von Influenza A Virus und Borna Disease Virus (BDV) dras-
tisch hemmen kann (Pleschka et al., Nature Cell Biol 3, 301-305,
2001; Planz et al., J Virol 10, 4871-4877, 2001; PCT/DE
01/01292; DE 101 38 912).

Bislang war bekannt, dass Influenza- Viren vorzugsweise den Raf-
MEK-ERK-Signalibertragungsweg oder den MEKK/SEK Signaliibertra-
gungsweg flr ihre Vermehrung nutzen und demzufolge eine Hemmung
dieser Signaliibertragungswege zu einer vollstidndigen Hemmung der
Virusvermehrung fihrt. Da in einer Zelle die Signaliubertragung-
swege jedoch kaum eine in sich abgeschlossene Funktionen auf-
weisen, sondern bei Aktivierung deskeinen
Signallbertragungsweges iiber Kreuzvernetzungen weitere Sig-
nalibertragungswege in unterschiedlichem Ausmal zusitzlich ak-
tiviert werden, ist grundsidtzlich nicht auszuschlieBen, dass ein
gehemmter Signaliibertragungsweg sowohl von der Zelle als auch
von den Viren umgangen werden kann und der therapeutische Effekt
einer Wirksubstanz, die eine Virusvermehrung durch Hemmung eines
bestimmten Signalubertragﬁhgswégeé hemmt, hierdurch | '

eingeschrankt werden koénnte.



WO 2004/060360 PCT/DE2004/000012

10

15

20

25

30

Daher besteht ein groBer Bedarf fiir das Auffinden und Verwenden
antiviraler Wirksubstanzen, welche zusatzlich oder ergdnzend zu
solchen wirken, die Kinasen von zelluldren Signaliibertragung-
swegen, beispielsweise des Raf-MEK-ERK-Signaliibertragungsweges
oder des MEKK/SEK/JNK-Signaliibertragungsweges hemmen. Solche
Wirkstoffe sind bereits in den Literaturstellen PCT/DE 01/01292
und DE 101 38 912 beschrieben worden.

Einer der bedeutenden Signalibertragungswege in der Zelle ist
der nukledre Faktor von kappaB (NF-kB)-Signalilbertragungs- weg.
Zentraler Bestandteil dieses Ubertragungsweges ist der heterodi-
mere NF-kB-Transkriptions-Proteinkomplex, bestehend einerseits
aus p50 [entstanden aus der Proteolyse von NF-kBl (pl05)] oder
aus pb2 [entstanden aus der Proteolyse von NF-kappaB2 (pl00)]
und andererseits aus p65 (RELA), c-REL oder RELB. Der haufigste
NF-kB-Komplex besteht aus p50 und p65.

Die Transkriptionsaktivitdt dieses NF-kB-Komplexes wird gehemmt
durch die Bindung der Inhibitorproteine von NFkB (IkB) an die
nukledre Bindesequenz von p65. Hierdurch verbleibt der Komplex
im Zytoplasma. Aktivierung der Zelle beispielsweise durch
Wachstumsfaktoren, Chemokine, TNFalpha, Il1-1, CD40-ligand, LPS
oder im Rahmen einer Infektion mit Viren fiihrt zur Aktivierung
von Kinasen wie der “NF-kB-induzierenden Kinase” (NIK), der
Kinase TAK, der Kinase AKT und mdglicherweise auch der Kinase
MEKKl. Diese Kinase filhren zur Aktivierung des “Inhibitor von kB
(IkB)-Kinase” (IKK)-Komplexes, bestehend aus IKKalpha, IKKbeta
und NEMO. Aktiviertes IKK phosphoryliert IkB-und fiihrt so zu
dessen Degradierung und erlaubt damit die Freisetzung, nukleidre
Translokation und Aktivierung der Transskriptionsaktivitidt des
p50/p65~ Heterodimers. Ein weiterer NF—kBAKomplex beéteht aus:
p100 und RELB. Aktivierung der Zelle durch Lymphotoxine fihrt,
vermutlich bevorzugt vermittelt durch NIK, zur Aktivierung von

IKKalpha. Das aktivierte IKK induziert die Phosphorylierung und



WO 2004/060360 PCT/DE2004/000012

damit die Proteolyse von pl00 zum p52, welches wiederum im Kom-
plex mit dem RELBR in den Zellkern translozieren und dort als

Transkriptionsfaktor aktiv werden kann.

5 Es ist bekannt, dass i) nicht-steroidale anti-inflammatorische
Substanzen (NSAIDs), wie beispielsweise Sulindac (Yamamoto et
al., J Biol Chem 274,27307-27314, 1999; Berman et al., Clin Can-
cer Res 8, 354-360, 2002) oder Derivate von Sulindac wie
beispielsweise Sulindac Sulfoxid, Sulidac Sulfon, Sulindac Sul-

10 fid oder Benzylamid Sulindac-Analoga (Moon und Lerner, Cancer
Research 62, 5711-5719,2002) oder Acetylsalizylsidure oder Sal-
izylsdure (Y¥in et al., Nature 396, 77-80,1998) oder Curcumin
(Oncogene 18, 6013-6020, 1999) durch Hemmung der IKKbeta, ii)
NEMO bindende Peptide (May et al., Science 289, 1550-1554,

15 2000), Proteosom Inhibitoren wie beispielsweise PS-341 (Tan und
Waldmann, Cancer Res 62, 1083-1086,2002; Adams Trends Mol Med 8,
49-54, 2002) oder iii) Antisense Nukleotidsequenzen spezifisch
fiir p65 oder p50 (Higgins et al., PNAS-USA 90, 9901-9905,1993)
die Aktivierung des NF~-kB-Signaliibertragungsweges hemmen konnen.

20 Bislang wurden diese Hemmstoffe jedoch ausnahmslos gepriift fiir

ihre Verwendung als Wirkstoffe zur Beeinflussung von Entziindun-

gen und des Wachstums von Tumoren, da bei beiden Indikationen
die beteiligten Zellen eine erhohte Aktivierung des NF-kB Sig-
nalibertragungsweg aufweisen (Karin et al., Nature Reviews Can-

o5 cer 2, 301-310, 2002).

Bislang bestand die Vorstellung, dass eine Virusinfektion,

im Besonderen auch eine Infektion mit Influenza-Virus,

Uber die Aktivierung der IKK den NF-kB Signalweg ak-

30 tiviéft; Wélché£ wiederum entscheidend beteiligt ist an
der durch diese Infektion erhohten Expression von antivi-
ral aktiven Proteinen wie beispielsweise Interferon (Chu

et al., Immunity 11,721-731,1999). In Ubereinstimmung mit
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dieser Vorstellung ist der Befund, dass die Influenza-
Virus induzierte Aktivitat des Interferon-B-Promotors
stark reduziert ist in Zellen, welche eine transdominant
negative Mutation von IKK2 oder von IkBalpha exprimieren
(Wang et al., Virol 74,11566-11573,2000). Andererseits gibt
es den diesen Vorstellungen und Befunden widersprechenden Hin-
weis, dass Acetylsalizylsdure, bekannt als Inhibitor der IKK ,
in der Zellkultur auch Influenza-Virus Infektionen hemmen kann,
dieses jedoch erst ab Konzentrationen von 5-10 mM (entsprechend
0,9-1,8 mg/ml). Derartige Konzentrationen sind im Blut nach
oraler Verabreichung von Acetylsalizylsdure ohne erhebliche Ne-
benwirkungen praktisch nicht erreichbar (Huang und Dietsch, New
Engl J Med 319,797, 1988). Acetylsalizylsdure gilt als das tox-—
ischste aller derzeit freil verfiligbare Analgetika mit der gering-
sten therapeutischen Breite (Jones, Am J Ther 9, 245-257,2002).
Zwar spekulierten Huang und Dietsch, durch eine Verabreichung
von Aerosol hohere und damit antiviral wirksame Konzentrationen
lokal in den Atemwegen zu erzielen. Diese Empfehlungen wurden
bislang jedoch nicht umgesetzt, da allein schon die bisher
bekannten klinischen Nebenwirkungen nach oraler Verabreichung
einer ansonsten als nicht-toxisch geltenden Dosis Von‘loomg Ace~
tylsalizylsdure dazu fihrten, vor der Einnahme von Aspirin bei
Virusgrippe besonders bei Kindern zu warnen (Gebrauchsinforma-
tion Z.Nr.14.252 der Bayer AG zum Acetylsalicylsdure (ASS)-

Praparat Aspirin®).
Technisches Problem der Erfindung
Der Erfindung liegt das techﬁiéche Problem zu Grunde, ein Test-~

system zu schaffen, mit welchen sich verbesserte Wirksubstanzen

zur Prophylaxe und/oder Behandlung von Viruserkrankungen finden
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lassen, sowie pharmazeutische Zusammensetzungen und Formulierun-

gen fliir solche Indikationen anzugeben.

Grundziige der Erfindung und Ausfithrungsformen.

Die Erfindung beruht auf den tberraschenden Erkenntnissen, dass
i) Wirkstoffe, welche den zellul&ren NF-kB Signaliibertragungsweg
hemmen, die Vermehrung von Viren in einem Organismus hemmen koén-
nen, ii) beil lokaler Verabreichung geringere Konzentrationen des
erfindungsgemdl eingesetzten Wirkstoffes antiviral wirksam sind
als aus den in vitro Daten ableitbar, iii) der erfindungsgemaB
eingesetzte Wirkstoff Acetylsalizylsdure aerogen in Konzentra-
tionen von 0.1 bis 4 mM verabreicht eine deutliche Hemmung der
Influenza-Virusvermehrung in der Lunge und im Gesamtorganismus
und einen systemischen Heileffekt ohne Beeintridchtigung des All-
gemeinbefindens bewirkt, obwohl derartige Konzentratiocnen der
Acetylsalizylsdure in vitro keine antivirale Wirksamkeit gezeigt
haben. Hbhere Dosen von Acetylsalizylsaure, beispielsweise Ace-
tylsalizylsdure in Konzentrationen von 10 mM, waren vergleich-
swelse nicht st&rker, noch héhere Dosen (bis 50 mM) deutlich
geringer antiviral wirksam als die niedrigen, erfindungsgemiBen
Konzentrationen. Zusatzlich erwiesen sich Konzentrationen ab

20mM nach aerogener Verabreichung als toxisch.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwendung
mindestens einer Wirksubstanz zur Herstellung einer pharmazeu-
tischen Zusammensetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie von
mindestens einer Viruserkrankung, wobei die Wirksubstanz(en) auf
mindestens einen Bestandteil des NF-kB SignalubertragungSWéges
hemmend einwirkt, sodass eine Virusvermehrung im Organismus ge-
hemmt wird. Bestandteil des NF-kB Signaliibertragungs—- weges sind

beispielsweise: Tumor necrosis factor receptor associated factor
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(TRAF), NF-kB inducing kinase (NIK), Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 1 (MEKKK1l), Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 3 (MEKKK3), AKR mouse thymoma Kinase
(AKT), TGFBR activated kinase (TAKl), Inhibitor of NF-kB kinase
alpha (IKKalpha), Inhibitor of NF-kB kinase beta (IKKbeta),
NEMO, Inhibitor von kB (IkB), RELA (p65), C-REL, RELB, NF-kBl
(pl05), NF-kB2 (pl100), P50, P52.

Zu den erfindungsgemdl einsetzbaren Wirksubstanzen gehdren
beispielsweise: Inhibitoren einer Kinase des NF-kB Signaliiber-
tragungsweges [hierzu gehdren nicht-steroidale anti-
inflammatorische, die NF-kB Aktivierung inhibierende Substanzen,
wie beispielsweise Phenylalkylsidurederivate wie beispielsweise
Sulindac (Yamamoto et al., J Biol Chem 274,27307-27314, 1999;
Berman et al Clin Cancer Res 8, 354-360, 2002) oder Derivate von
Sulindac wie Sulindac- Sulfoxid, Sulidac- Sulfon, Sulindac- Sul-
fid, Benzylamid Sulindac-Analoga (Moon und Lerner, Cancer Re-
search 62, 5711-5719,2002), Salicylsdurederivate wie
beispielsweise Salicylsdure selber oder Acetylsalizylsiure (Yin
et al., Nature 396, 77-80,1998) Salicylamid, Salacetamid, Ethen-
zamid, Diflunisal, Olsalazin oder Salazosulfapyridin, Curcumin
(Oncogene 18, 6013-6020, 1999), Antioxidantien wie Pyrrolidine-
dithiocarbamate (PDTC; Piette et al. Biol Chem 378, 1237-1245,
1997), Oxicame wie beispielsweise Piroxicam (Liu et al., J Biol
Chem 13,---, 2002), Vitamin E und Derivate hiervon, wie
beispielsweise Pentamethyl-hydroxychroman (PMC, Hattori et al.,
Biochem Mol Biol Int 35, 177-183, 1995), 17 beta Oestradiol und
Derivate hiervon (Deshpande et al Am J Reprod Immunol 38, 46-54,
1997), Polyphenole des Tees wie beispielsweise (-)-epigallo-
catechiﬁ43—géllé£"(EGCG, Lin etfal Bibchem“Phérmacol 58,'911;7
915, 1999), Bayll-7182 Misra und Pizzo Arch Biochem Biophys 386,
227-232,2001)]1, Peptide, welche die Interaktion von mindestens

zwel Komponenten des NF-kB Signalilbertragungsweges inhibieren;
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hierzu gehdren beispielsweise an NEMO bindende Peptide (May et
al Science 289, 1550-1554, 2000), Inhibitoren des Proteosoms,
wie beispielsweise PS-341 ( Tan und Waldmann, Cancer Res 62,
1083-1086, 2002; Adams Trends Mol Med 8, 49-54, 2002) und Lacta-
cystin (Morise und Grisham J Clin Gastroenterol 27, 87-90,1998),
Antisense-Oligonukleotide, welche sich spezifisch an die DNA-
Seqguenz oder m—-RNA Sequenz kodierend fiir eine Komponente des
NF-kB Signaliibertragungsweges anlagern und deren Transkription
oder Translation inhibieren, beispielsweise Antisense Nukleotid-
sequenzen spezifisch flr p65 oder p50 ( Higgins et al PNAS-USA
90, 9901-9905,1993), Dominant negative Mutanten einer Komponente
des NF-kB Signaliiber- tragungsweges; dsOligonukleotide, die
geeignet sind zur gezielten Degradierung der mRNAs einer Kompo-
nente des NF-kB Signaltbertragungsweges durch die RNAi-
Technologie entsprechend der Methode, wie von Tuschl et al
(Genes Dev 13: 3191-3197, 1999) und von Zamore et al (Cell 101:
25-33, 2000) beschrieben, Antikdrper oder Antikoérperfragmente
spezifisch fir eine Komponente des NF-kB Signaliibertragung-
sweges, oder Fusionsproteine, enthaltend mindestens ein Antikdr-
perfragment, beispielsweise ein Fv-Fragment, welche mindestens

eine Komponente des NF-kB Signaliibertragungsweges inhibieren.

Wirksubstanz im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine Sub-
stanz, die in der Lage ist, auf mindestens eine Komponente des
NF-kB Signaliibertragungsweges direkt derart einzuwirken, dass
eine Virusvermehrung im wesentlichen gehemmt ist. Weiterhin sind
als Wirksubstanzen im Sinne dieser Erfindung Derivate dieser
Wirksubstanzen zu verstehen, die beispielsweise durch enzyma-

tische Spaltung in eine erfindungsgemiBe aktive Wirksubstanz

‘umgewandelt werden. Wirksubstanzen im Sinne der vorliegenden

Erfindung sind auberdem Vorstufen von Wirksubstanzen, welche
metabolisch in eine erfindungsgemdB aktive Substanz umgewandelt

werden.
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Bevorzugt erfolgt die Verwendung mindestens einer erfindungs-
gemidhen Wirksubstanz zur Prophylaxe oder Therapie einer Viruser-
krankungen, die durch RNA- oder DNA-Viren, vorzugsweise
Negativstrang-RNA Viren, beispielsweise Influenza-Viren, oder
Borna-Viren, hervorgerufen werden. Hierzu wird die erfindungs-
gemdBe Wirksubstanz systemisch oder lokal, beispielsweise der-
mal, nasal, aerogen, in eine Korperhshle oder in ein Gewebe

verabreicht.

Weiterhin bevorzugt ist die Verwendung von Acetylsalizylsdure
zur Prophylaxe oder Therapie einer Influenza-Virus-Infektion,
wobel die Acetylsalizylsidure nasal oder bronchial (aerogen) in
Konzentrationen von vorzugsweise 0,1 bis 4 mM verabreicht wird.
Die Gesamtdosis einer pro Tag beim Menschen sollte zweckmafiger-
welse im Bereich von 0,1 bis 30 mg (nasal) bzw. von 0,1 bis 70
mg (bronchial) liegen. Je nach Anwendung kann die Untergrenze
aber auch zwischen 0,1 und 20 mg bzw. 50 mg liegen. Je nach An-
wendung kann aber auch die Obergrenze zwischen 1 mg bzw. 2 mg
und den angegebenen Maximalwerten liegen. Eine Tagesdosis wird
vorteilhafterweise in 1 bis 8 Gaben verabreicht, welche zweck-
maBigerweise gleichmédBig tiber eine Wachdauer von 16 Stunden
verteilt sind. Eine Behandlung erfolgt zweckmidBigerweise tiiber
einen Zeitraum von 1 bis 7 Tagen und ldnger. Die Erfindung um-
faBt insofern auch galenisch hergerichtete Gabeeinheiten, wobei
die in einer Gabeeinheit vorliegende Menge des Wirkstoffes gemal
vorstehenden Bereichen eines Behandlungsplanes unschwer er-

rechenbar ist.

" Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft

30

ein Kombinationspriparat fiir die Prophylaxe und/oder Therapie
einer Viruserkrankung, enthaltend mindestens zwel antiviral

wirkende Wirksubstanzen, wobei mindestens eine antiviral
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wirkende Wirksubstanz mindestens eine Komponente des NF-kB Sig-
naliibertragungsweges derart hemmt, dass die Vermehrung des Virus
in einem Organismus gehemmt wird. Vorzugsweise wird diese an-
tiviral wirkende Wirksubstanz ausgewdhlt aus den bereits vorste-
hend aufgefiihrten erfindungsgemaben Wirksubstanzen. Zu den
weiteren antiviral wirkenden Wirksubstanzen in dem erfindungs-
gemiBen Kombinationsprédparat gehdren entweder mindestens eine
andere erfindungsgemile Wirksubstanz und/oder mindestens eine
antvirale Wirksubstanz wie beispielsweise: Amantadin
(l—Adamantanamin) und dessen Derivate, welches bzw. welche gegen
ein Transmembranprotein von einigen Influenza-A Viren gerichtet
ist bzw. sind, wie beispielsweise das Rimantadine, Therapeutika
fiir Influenzainfektionen, die das Influenza-virale Oberfldchen-
protein Neuraminidase hemmen. Hierzu gehort beispielsweise Re-
lanza, Inhibitoren des Raf-MEK-ERK- Signaliibertragungsweges wie
zum Beispiel U0126 oder weiterer Inhibitoren, wie sie in der
PCT/DE 01/01292 beschrieben wurden, Inhibitoren des MEKK/SEK-
Signalilbertragungsweges oder der Komponenten weiterer Sig-
naliibertragungswege wie sie in der DE 10138 912 beschrieben
wurden und synthetische Nucleosidanaloga wie beispielweise

3-Deaza adenosin und Ribavirin.

Das Kombinationsprdparat kann in Form eines Gemisches oder als
einzelne Komponenten zur gleichzeiltigen oder zeitlich unter-
schiedlichen Anwendung an gleichen oder unterschiedlichen Orten
systemisch oder lokal angewendet werden. Es gelten die vorste-

hend zu Darreichungsformen getroffenen Ausfithrungen analog.

Die Verabreichung des Kombinationspraparates kann als Mischung
der Wirksubstanzen erfolgen. DiefWirkSubSténzen kénnen pro Vera—
breichung jedoch auch getrennt voneinander an dem gleichen Ort,
beispielsweise systemisch durch intravendse Injektion oder lo-

kal, beispielsweise durch nasale, aerogene oder dermale
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Verabreichung oder durch Injektion in ein Gewebe oder auch an
voneinander getrennten Orten, gleichzeitig oder auch zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten innerhalb eines Zeitraumes, in welchem
die zuerst verabreichte Substanz noch Wirkung zeigt, beispiel-

swelse in einem Zeitraum von drei Tagen, verabreicht werden.

Eine besondere Form der Verabreichung der erfindungsgemidBen
Wirksubstanz im Sinne der Erfindung ist die aerogene, das heift
nasale oder bronchiale Verabreichung der Wirksubstanz zur Pro-
phylaxe oder Therapie derjenigen Virusinfektionen, welche aero-
gen infizieren. Hierzu werden galenische Hilfsmittel und
Zerstiuber der Wirksubstanz verwendet, wie sie dem Fachmann hin-

reichend bekannt sind.

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft
ein Testsystem zum Auffinden von Wirksubstanzen, welche minde-
stens eine Komponente des NF-kB Signaliibertragungsweges derart
hemmen, dass eine Virusvermehrung gehemmt wird, enthaltend a.
mindestens eine mit mindestens einem Virus infizierbare Zelle,
die den NF-kB Signaliibertragungsweg enthdlt und mindestens einen
die Zellen infizierenden Virus oder b. mindestens eine mit
mindestens einem Virus infizierte Zelle, bei welcher mindestens
eine Komponente des NF—kB Signaliibertragungsweges fehlt oder

defekt mutiert ist.

Zellen im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Zellen aus un-
terschiedlichen Organen und Geweben, belspielsweise Zellen der
Blut- und LymphgefaRe, Zellen, die Koérperhohlen auskleiden.
Ebenfalls umfasst sind Zellkulturen, besonders solche, welche
von Zellbanken, beispielsweise der ATCC, zZu erﬁerben sind, ing—
besonders permissive, eukaryotische Zellkulturen, beispielsweise
A549, 293, 293T und 293T7 (Homo sapiens), B82, NIH 3T3, L929 aus

Mus musculus, BHK aus Cricetus cricetus, CHO aus Cricetulus
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griseus, MDCK aus Canis familiaris, Vero, COS-1 und COS-7 aus
Cercopithecus aethiops, sowlie primdre Embryo-Fibroblasten aus

Gallus gallus (CEF cells).

Beispielsweise wird in dem erfindungsgemdfen Testsystem zum Auf-
finden von Wirksubstanzen durch Zugabe von Substanzen, vorzug-

sweise in Konzentrationen von 0.001 uM bis 100 uM, und Viren in
einer Partikelzahl, welche die ausgewahlte Zelle infizieren kon-
nen, geprift, ob eine Substanz in der Lage ist, die Virusverme-

hrung zu hemmen, ohne die Zelle zu schadigen.

Vorzugsweise handelt es sich bei dem in dem erfindungsgem&Ben
Testsystem verwendeten Virus um ein RNA- oder DNA-Virus, vorzug-

sweise um ein Influenza-Virus.

In éiner bevorzugten Ausfihrungsform enthidlt die Zelle a) des
erfindungsgemidfen Testsystems mindestens eine lberexprimierte
Komponente des NF-kB Signalilbertragungsweges, auch in Form von
konstitutiv aktiven Mutanten dieser Komponenten, insbesondere
durch Einfithrung eines oder mehrerer diese Komponente kodier-
enden Gens bzw. Gene. Durch diese Uberexpression werden Substan-—
zen entdeckt, welche diese Komponente sowohl stark inhibieren
wie auch intrazellular zur Inhibition der iiberexprimierten Kom-
ponente eine hohe Konzentration erreichen koénnen. Zur Kontrolle
ist in einer Zelle b) des erfindungsgemdBen Testsystems die Ex-
pression filir mindestens eine Komponente des NF-kB Signaliibertra-
gungsweges inhibiert, beispielsweise durch die Einfiihrung einer
antisense DNA oder einer antisense RNA oder durch die Einfiihrung
mindestens eines Gens kodierend fiir mindestens eine dominant-
negative Mutante mindesfens einér‘KompOnénfé des NF-kB Sig-
naltibertragungsweges.

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft

ein Verfahren zum Auffinden von mindestens einer
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erfindungsgemédfben Wirksubstanz zur Prophylaxe und/oder Therapie
von Viruserkrankungen, welche die Vermehrung von Viren bei Vi-

ruserkrankungen hemmt bzw. hemmen, enthaltend folgende Schritte:
a. Inkontaktbringen mindestens eines erfindungsgemdRen Testsys-
tems mit mindestens einer potentiellen Wirksubstanz, und b. Bes-

timmung der Auswirkung auf die Virusvermehrung.

Inkontaktbringen im Sinne dieser Erfindung kann beispielsweise
durch Zugabe der Wirksubstanzen in das Nihrmedium einer Zellkul~
tur oder durch lokale oder systemische Verabreichung der Wirk-

substanzen in einen Organismus erfolgen.

Inkontaktbringen im Sinne der vorliegenden Erfindung umfasst
ebenfalls die nach dem Stand der Technik iblichen Verfahren, die
das Einflihren von Substanzen in intakte Zellen erlauben,
beispielsweise Infektion, Transduktion, Transfektion und/oder
Transformation und weitere dem Fachmann bekannte Methoden. Diese
Verfahren sind insbesondere bevorzugt, wenn es sich bei der Sub-
stanz um Viren, nackte Nukleinsduren, beispielsweise antisense
DNA und/oder antisense RNA, Viroide, Virosomen und/oder
Liposomen handelt, wobei Virosomen und Liposomen ebenfalls
geeignet sind, neben einem Nukleinsduremolekiil weitere Wirksub-

stanzen in die Zelle zu bringen.

Das Bestimmen der Auswirkung auf die Virusvermehrung erfolgt
beispielsweise durch Plaque-Assays oder durch Bestimmung der
HA-Units zum Vergleich des Virustiters behandelter und nicht

behandelter infizierter Zellen.

Eine weitere bevorzugte Ausfithrungsform der vorliegenden Er-
findung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimit-
tels zur Prophylaxe und/oder Therapie von mindestens einer

Viruserkrankung, welche die Vermehrung von Viren bei
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Viruserkrankungen hemmt bzw. hemmen, enthaltend folgende
Schritte: a. Durchfithren eines erfindungsgem&Ben Testsystems und
b. Versetzen des/der aufgefundenen und in physiologisch wirksa-
mer Dosis dosierten Wirksubstanz/en mit mindestens einem Hilfs-

5 und/oder Zusatzstoff und definierter galenischer Herrichtung.

Vorzugsweise wird die Wirksubstanz gemdB vorliegender Erfindung
fur die lokale oder systemische Verabreichung in einen Organis-
mus mit Hilfe der dem Fachmann geldufigen Methoden und Hilfs-

10 und/oder Zusatzstoffen zu einem Arzneimittel zubereitet.

Geeignete Hilfs- und Zusatzstoffe, die beispielsweise der Stabi-
lisierung oder Konservierung des Arzneimittels oder Diag-
nostikums dienen, sind dem Fachmann allgemein bekannt (siehe z.
15 B. Sucker H et al., (1991) Pharmazeutische Technologie, 2. Au-
flage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart). Beispiele fiur solche
Hilfs- und/oder Zusatzstoffe sind physiologische Kochsalzl®sun-—
gen, Ringer-Dextrose, Dextrose, Ringer-Laktat, entmineralis-
iertes Wasser, Stabilisatoren, Antioxidantien, Komplexbildner,
20 antimikrobielle Verbindungen, Proteinaseinhibitoren und/oder

inerte Gase.

Die lokale Verabreichung kann beispielsweise auf die Haut, auf

die Schleimhaut, in eine Korperhthle, in ein Organ, in ein Ge-

o5 lenk oder in das Binde- oder Stiitzgewebe nasal oder aerogen er-
folgen. Die systemische Verabreichung erfolgt vorzugsweise in
den Blutkreislauf, in die Peritonealhthle oder in die

Bauchhohle.

3O'Dié Aizneimittélzubereitung enthaltend die erfindungsgemiBe
Wirksubstanz richtet sich nach der Art der Wirksubstanz und der
Art ihrer Verabreichung und kann beispielsweise eine Losung,

eine Suspension, eine Salbe, ein Puder, eine Sprayform oder eine
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andere Inhalationszubereitung darstellen. Vorzugsweise werden
Nukleotidsequenzen mit dem Fachmann bekannten Methoden in einen
viralen Vektor oder ein Plasmid eingefiigt und mit Hilfsstoffen
fiir die Zelltransfektion versetzt. Zu diesen Hilfsstoffen ge-
héren beispielsweise kationische Polymere oder kationische
Lipide. Antisense-Oligonukleotide werden mit den dem Fachmann
gelaufigen Methoden derivatisiert, um sie vor dem enzymatischen

Abbau durch DNAsen oder RNAsen zu schitzen.

Die Wirksubstanz gemdB der Erfindung kann in Form eines Salzes,
Esters, Amids oder als eine Vorstufe vorliegen, wobeil vorzug-
sweise nur Modifikationen der Wirksubstanz verwendet werden, die
keine iibermaBige Toxizitdt, Irritationen oder allergische Reak-

tionen am Patienten auslosen.

Die Wirksubstanz wird unter sterilen Bedingungen, mit elnem
physiologisch akzeptablen Tragerstoff und moglichen Preserva-
tiven, Puffern oder Treibmitteln, je nach Bedarf, vermischt.
Derartige Tragerstoffe fiir Arzneimittelzubereitungen sind dem

Fachmann gelaufig.

Bevorzugt wird die erfindungsgemdBe Wirksubstanz in einer einma- -
ligen Dosis, besonders bevorzugt in mehreren Dosen verabreicht,
wobei die einzelnen Dosen die maximal tolerable Dosis (MTD) der
jeweiligen Wirksubstanz fiir den Menschen nicht ilbersteigt. Vor-
zugsweise wird eine Dosis gewahlt, welche die Halfte der MTD
betridgt. Die Tagesdosis kann einmalig am Tag oder in mehreren
Teilportionen aufgeteilt tber den Tag hinweg, vorzugsweise in

etwa gleichen Zeitabstdnden verabreicht werden.

GemiaB der vorliegenden Erfindung kann die Verabreichung entweder

lokal oder systemisch, nur an einem Tag oder iiber mehrere Tage
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tdglich oder an jedem zweiten oder dritten Tag iliber mehrere Wo-

chen erfolgen, bis eine therapeutische Wirkung sichtbar wird.

Beispiel 1: Testsystem zur Auffindung von antiviralen

Wirkstoffen

Mit Hilfe retroviraler Transduktion der humanen Lungenepithel-
zellen A549, der caninen Nierenepitehlzellen MDCK und der Affen-
zellen Vero wurden Zelllinien hergestellt, welche stabil
entweder eine dominant negative Form der IKK (IKK KD) oder eine
dominant-interferierende mutierte Form des Inhibitors von NF-kB,
mIkB, exprimieren. Dariiber hinaus wurden ebenfalls entsprechende
Linien generiert, welche eine aktive Form der IKK (IKK EE) ex-
primieren. Sowohl die Konstrukte als auch Ihre Wirksamkeit auf
die NF-kB vermittelte Genexpression in Zellen wurden bereits

beschrieben (Denk et al J Biol Chem 276, 28451-28458, 2001).

Zur Generierung der stabilen Zelllinen wurde die entsprechenden
cDNAs fir IKK KD, mIkB und IKK EE in sense-Orientierung in den
retroviralen Expressionsvektor pCFG5 IEGZ (Kuss et al. Eur J
Immunol 29,3077-3088,1999) einkloniert. Neben der Boten-RNA des
“gene of interest’ kodiert die Vektor DNA noch fiir die Boten—-RNA
des “green fluorescent protein” (GFP), welches wdhrend der Pro-
teinsynthese ausgehend von einer internen Ribosomenbindestelle
exprimiert wird. Dies erlaubt die Identifizierung stabil trans-
duzierter Zellen in der Durchflusszytometrie. Dariiber hinaus
vermittelt der Vektor eine Resistenz gegen das Antibiotikum Zeo-
cin. Die verschiedenen Expressionskonstrukte sowie der Leervek-
tor wirden mit Hilfe der CalciumphosphatbrezipitationSmethode'in.
die virusproduzierende Zelline @NX (Grignani et al., Cancer Res
58,14-19,1998) transfiziert (Denk et al., J Biol Chem 276,
28451-28458, 2001). Die Transfektionseffizienz wurde nach 24h
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anhand der GFP Expression kontrolliert und war in der GréRenord-
nung von 70-80%. Die Zellen wurden darauf hin fir ca. 2 Wochen

mit lmg/ml Zeocin im Medium selektioniert.

7ur Infektion der verschiedenen Zielzellen (A549, MDCK, Vero)
mit den rekombinanten Retroviren wurden die retrovirushaltigen
Mediumiiberstidnde der virusproduzierenden Zellinien filtriert,
mit 5 pg/ml Polybrene (Sigma) versetzt und auf frische Zellen
gegeben. Die Infektion erfolgte wdhrend 2mal 3-stlindiger Zen-
trifugation (1000xg) an zweili aufeinander folgenden Tagen. Stabil
transduzierte Zellen wurden 24h nach Infektion fir zwel weitere
Wochen mit 400-600 pg/ml Zeozin im Mediumiiberstand selek-
tioniert. Nach der so erfolgten Generierung der stabilen Zel-
linien wurden sowohl diese als auch Wildtyp Influenza A Virus
wie im folgenden beschrieben infiziert und die Virustiter von
Zellen, welche stabil den Vektor, IKK KD, mIkB und IKK EE trugen
im Vergleich zum Titer aus dem Uberstand von Wildtyp Zellen

bestimmt.

Parallel wurden MDCK Zellen mit Hilfe des Transfektionsreagenz
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) nach Standardmethoden
(Ludwig et al., J Biol Chem 276,10990-10998, 2001) mit den
gleichen Konstrukten transient transfiziert. Die Transfektion-
seffizienzen lagen bei >60%. 24h nach Transfektion erfolgte wie
bei den stabilen Linien Infektion mit dem Influenza A Virusstamm
fowl plaque virus (FPV) mit einer Multiplizit&t der Infektion
von 1 (M.0.I.=1). Weitere 24h nach Infektion wurden die Titer
der neu gebildeten Viren im Zellkulturtberstand in Standard
Plaque-Assays auf MDCK Zellen uberpriift. Verglichen wurde auch
hier der Vifﬁstiter von Influenza A Virus—infizierten Zellen,
welche entweder mit dem Leervektor oder Konstrukten welche IKK

KD, mIkB und IKK EE exprimierten, transfiziert waren.
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Es zeigten sich die folgenden Ergebnisse. Der Vergleich der
Virustiter von Influenza A Virus-infizierten MDCK Zellen, welche
zuvor entweder mit dem Leervektor oder einem Konstrukt, welches
IKK KD oder mIkB exprimierte, transfiziert worden waren, zeigte,
dass in IKK KD oder mIkB exprimierenden Zellen die Vermehrung
der Viren nach 24h zu 50%-70% gehemmt war. Entsprechend fand man
in Zellen, welche die aktive Form von IKK, IKK EE exprimierten,
ein Steigerung der Virusvermehrung. Diese Ergebnisse waren in
mehreren unabhdngigen Ansdtzen reproduzierbar. Entsprechende
Ergebnisse konnten auch in den stabilen A549, MDCK und Vero
Zelllinien erhalten werden, welche entweder IKK KD, mIkB oder
IKK EE exprimierten, wobei die grohten Effekte in stabil trans-
fizierten A549 Zellen beobachtet wurden. Hier fiihrte eine Hem-
mung der NF-kB Aktivierung durch IKK KD oder mIkB zu einer bis
zu 1l0-fachen Reduktion der Virustiter, widhrend konstitutive Ak-
tivierung des Signalwegs durch stabile Expression von IKK EE die
Virusausbeute um das zehnfache verstarkte. Diese Befunde zeigen,
dass Aktivierung von IKK und NF-kB essentiell fiir die Influenza
Virus Vermehrung ist und die spezifische Inhibition des IKK/NF-
kB Signalmoduls s zu einer signifikanten Reduktion der Viruspro-

duktion fihrt.

Beispiel 2: Hemmung der viralen NF-kB Aktivierung und Reduktion

der Influenza Virus in vitro
2.1: Acetylsalizylsdure (ASS)

Salicylate, wie ASS oder Sulfosalazine finden weitgehende
klinische Anwendung als Schmerzmittel und éntiinfiammatbriécﬂé
Agenzien. Neuere Publikationen zeigen, dass diese Substanzen

direkte und effektive Inhibitoren der IKK sind (Yin et al., Na-

ture 396, 77-80, 1998; Weber et al., Gastroenterology
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119,1209-1218, 2000) wie auch in vitro die Vermehrung von Influ-
enzaviren hemmen konnen (Huang und Dietsch, New Engl J Med
319,797,1988 ). Als Positivkontrolle diente somit ASS. A549 Lun-
genepithelzellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen von ASS
im Bereich 0,01 mM-5mM behandelt. Diese Konzentrationen verblie-
ben uber das gesamte Experiment im Kulturmedium. Eine Stunde
nach Behandlung erfolgte Infektion mit dem Influenza A Virus-
stamm fowl plaque virus (FPV) mit einer Multiplizitat der Infek-
tion von 1 (M.0.I.=1). Weitere 24h nach Infektion wurden die
Titer der neu gebildeten Viren im Zellkulturiiberstand in Stan-

dard Plagque-Assays auf MDCK Zellen iberprift.

In einem zweiten Ansatz wurden MDCK Zellen ein Stunde vor Infek-
tion bzw. zweil und vier Stunden nach Infektion mit 5 mM ASS be-
handelt. Infektion und Nachweis der neu-gebildeten Viren

erfolgte wie oben.

Es zelgten sich die folgenden Ergebnisse. Nach Vergleich der
Virustiter aus A549 Kulturiiberstdnden 24h p.i. von nicht ASS-
behandelten mit ASS-behandelten Zellen ergab sich ein konzentra-
tionsabhangige Inhibition der Virusvermehrung, die jedoch erst
deutlich war bei 5mM und hier 2 log Stufen umfasste. Eine ent-
sprechende hemmende Wirkung (> 2 log Stufen) von 5mM ASS konnte
auch beil infizierten MDCK Zellen beobachtet werden, wobei hier
bei Zugabe von ASS 4h nach Infektion immer noch eine Reduktion

der Virustiter um das 10-fache bewirkte.
2.2: Pyrrolidine~dithiocarbamate (PDTC)
Antioxidantien wie Pyrrolidine-dithiocarbamate (PDTC) sind hin-

langlich als Inhibitoren von NF-kB Aktivierung bekannt (Uber-
sicht in: Piette et al., Biol Chem 378, 1237-1245, 1997). Daher
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wurde untersucht, ob auch diese Substanzklasse hemmend auf die

Influenza Virus Vermehrung wirken kann. A549 Zellen wurden eine

Stunde vor Infektion mit PDTC in Konzentrationen von 3-24 micro-

molar behandelt. Infektion und Nachweis der neu-gebildeten Viren
5 24h p.i. erfolgte -wie fir ASS beschrieben in An- bzw. Abwesen-

heit von PDTC iiber das gesamte Experiment.

Es zeigten sich die folgenden Ergebnisse. Auch PDTC Behandlung
fihrte zu einer konzentrationsabhdngigen Inhibition der Virus-
10 titer in A549 Zellen bis zu hin zu einer etwa 10-fachen Reduk-
tion bel Gabe der maximal eingesetzten Konzentration von 24
micromolar. Diese Daten zeigen, dass die IKK und NF-kB hemmenden
Agenzien ASS und PDTC, analog der Wirkung dominant-negativer
Mutanten aus dem NF-kB Signalmodul, einen signifikant hemmenden

15 Bffekt auf die Influenza Virus-Vermehrung in Zellkultur haben.

Beispiel 3: Wirkung von ASS auf die Influenzainfektion in der

Maus
20 3.1: i.p./parenterale Verabreichung

C57 Bl/6 Mdause wurden mit 5000 pfu/20pl Influenza-Virus (Fowl
Plague Virus ,FPV) nasal infiziert. 30 min vor Infektion wurden
500pl ASS (50mM = 9mg/ml PBS, Sigma-Aldrich Steinheim) i.p. in-
o5 jiziert, nachfolgend wurde ASS (50 mM = 9mg/ml) kontinuierlich
im Trinkwasser verabreicht. Zur Kontrolle wurde PBS injiziert
bzw, verabreicht. Kdérpergewicht, Todesrate und Uberlebensdauer

wurde bestimmt. Pro Gruppe wurden 30 Miuse behandelt.

‘30 Es zeigten sich die folgenden Ergebnisse. Wihrend in der Kon-
trollgruppe alle Tiere an Influenza starben, Uberlebten in der
ASS Gruppe etwa 20% der Tiere die Infektion. Des weiteren war

die mittlere Uberlebenszeit der verstorbenen Tiere im Vergleich
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zur Kontrollgruppe deutlich verldngert. ASS in Konzentrationen
von 50 mM verabreicht filhrte jedoch zu einer deutlichen Ver-

minderung des Korpergewichtes aufgrund der toxischen Dosis.
3.2: aerogene Verabreichung

C57 B1l/6 Miuse wurden mit 5000 pfu/20pl bzw mit 10.000 pfu/20 ml
Influenza-Virus (Fowl Plague Virus ,FPV) nasal infiziert.

Bei Behandlungsbeginn am Tag 0 wurde 30 min nach der Infektion
in die Miuse unter Betdubung (i.p. Injektion von 300ul
Ketamin/Rompun; Serum Werk Bernburg; Bayer Ag Leverkusen) ein
Tracheotubus eingefithrt und mit Hilfe eines Nebulizers (Hugo
Sachs Elektronik-Harvard App.GmbH March-Hugstetten) Aerosol
{(Verabreichung von 600 pl) enthaltend 2mM (= 0,36mg/ml PBS), 10
mM, 20mM oder 50 mM ASS (Sigma-Aldrich Steinheim) oder zur Kon-
trolle nur PBS verabreicht. Diese aerogene Verabreichung der
Priifsubstanzen wurde in einigen Gruppen an den Tagen 1, 2, 3
oder 1, 2, 5 und 6 wiederholt. In weiteren Gruppen wurde die
Behandlung mit ASS an den Tagen 3, 4, 5, 6 nach Infektion durch-
gefiihrt. Pro Gruppe wurden 5-6 Tiere behandelt. Kdrpergewicht,
Todesrate und Uberlebensdauer wurde bestimmt. In einem weiteren
Versuch wurden nach Behandlung mit_ASS am Tag 1 am Tag 3 die
Tiere getdtet und die Viruskonzentration in dem Lungengewebe

bestimmt.

Es zeigten sich die folgenden Ergebnisse. Geringere Dosen von
ASS reduzierten die Viren in der Lunge deutlicher als hohe
Dosen. ASS erwies sich ab 20 mM als toxisch (Abnahme des Kér-
pergewichtes). Wiahrend in der Kontrollgruppe alle Tiere an In-
fluenza starben, tberlebten in den Gruppen behandelt mit
niedrigen nichttoxischen Dosen (2mM) von ASS etwa 40% die Infek-

tion. Des weiteren war die mittlere Uberlebenszeit der
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verstorbenen Tiere nach ASS im Vergleich zur Kontrollgruppe

deutlich verlangert.

Die Ergebnisse in vivo Experimente gem&B der Beispiele 3.1 und
3.2 zeigen, dass die einfache oder mehrfache (bis zu 3x) tagli-
che aerogene Verabreichung von ASS in niedriger nichtoxischer
Dosis, i.e. 1in Dosen von 0,1 mg/kg bis 300 mg/kg Kdrpergewicht,
insbesondere 10 mg/kg bis 100 mg/kg, vorzugsweise 20 mg/kg bis
50 mg/kg, beispielsweise 30 mg/kg, zu einer deutlichen therapeu-
tischen Wirkung gegen eine todliche durch nasale Verabreichung
des Influenza-Virus induzierte Erkrankung fihrt. Dabei sollte
die Formulierung so gewdahlt sein, dass die aerogen zu verab-
reichende pharmazeutische Zusammensetzung ASS in Konzentrationen
unterhalb 2 mM, vorzugsweise 0,01 mM bis 1,99 mM, hoéchstvorzug-
sweise 0,1 mM oder 0,5 mM bis 1,5 mM, beispielsweise 1 mM liegt.
Die Flissigphasenmenge an Aerosol ist dabei entsprechend der
oben angegebenen Tagesdosen unter Beriicksichtigung der einge-
setzten Konzentration in der Fliissigphase auszurechnen und ein-
zurichten. Letzteres 14Bt sich beispielsweise mit tiblichen
Zerstaubungsvorrichtungen erreichen, welche definierte Mengen

einer Losung zu einem Aerosol verspriihen.
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Patentanspriche

1)

Verwendung mindestens einer Wirksubstanz, welche eine Kompo-
nente des NF-kB Signaliilbertragungsweges derart hemmt, dass
eine Virusvermehrung gehemmt wird zur Herstellung einer phar-
mazeutischen Zusammensetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie

von mindestens einer Viruserkrankung.

Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach Anspruch 1,
wobel die Komponente des NF-kB Signalibertragungsweges aus-
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus "Tumor necrosis fac-
tor receptor associated factor (TRAF), NF-kB inducing kinase
(NIK), Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
(MEKKK1), Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3
(MEKKK3), AKR mouse thymoma Kinase (AKT), TGFB activated
kinase (TAKl), Inhibitor of NF-kB kinase alpha (IKKalpha),
Inhibitor of NF-kB kinase beta (IKKbeta), NEMO, Inhibitor wvon
kB (IkB), RELA (p65), C-REL, RELB, NF-kBl (pl05), NF-kB2
(pl100), P50, P52

Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach einem der An-
spriiche 1 bis 2, wobei die Wirksubstanz(en) aus der Gruppe
bestehend aus "Inhibitoren einer Kinase des NF-kB Signaliiber-
tragungsweges, z.B. nicht-steroidale anti-inflammatorische,
die NF-kB Aktivierung inhibierende Substanzen wie beispiel-
sweise Phenylalkylsdurederivate wie beispielsweise Sulindac
oder Derivate von Sulindac wie Sulindac- Sulfoxid, Sulidac-
Sulfon, Sulindac- Sulfid, Benzylamid Sulindac-Analoga, Sali-
cylsdurederivate, wie beispielsweise Salicylsdure oder Ace-~
tylsalizylsdure, Salicylémid,’Salacetémid; Eﬁhenzaﬁid;- '
Diflunisal, Olsalazin oder Salazosulfapyridin, Curcumin, An-
tioxidantien wie Pyrrolidine-dithiocarbamate (PDIC), Oxicame

wie beispielsweise Piroxicam, Vitamin E und Derivate hiervon,
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wie beispielsweise Pentamethyl-hydroxychroman (PMC), 17 beta
Oestradiol und Derivate hiervon, Polyphenole des Tees wie
beispielsweise (-) - epigallocatechin-3-gallat (EGCG),
Bayll-7182, Peptide, welche die Interaktion von mindestens
zwel Komponenten des NF-kB Signaliibertragungsweges in-
hibieren, beispielsweise an NEMO bindende Peptide, Inhibi-
toren des Proteosoms, beispielsweise PS-341 und Lactacystin,
Antisense-Oligonukleotide, welche sich spezifisch an die DNA-
Sequenz oder m-RNA Sequenz kodierend fiir eine Komponente des
NF-kB Signalibertragungsweges anlagern und deren Transkrip-
tion oder Translation inhibieren, beispielsweise Antisense
Nukleotidsequenzen spezifisch fir p65 oder p50, Dominant
negative Mutanten einer Komponente des NF-kB Signaliibertra-
gungsweges, dsOligonukleotide, die geeignet sind zur geziel-
ten Degradierung der mRNAs einer Komponente des NF-kB
Signaliibertragungsweges durch die RNAi-Technologie, An-
tikorper oder Antikodrperfragmente spezifisch fiir eine Kompo-
nente des NF-kB Signaliilbertragungsweges, oder
Fusionsproteine, enthaltend mindestens ein Antikdrperfrag-
ment, beispielsweise ein Fv-Fragment, welche mindestens eine

Komponente des NF-kB Signalilbertragungsweges inhibieren

Verwendung mindestens elner Wirksubstanz nach einem der An-
sprliche 1 bis 3, wobei die Viruserkrankung durch Infektion
mit RNA- oder DNA-Viren, vorzugswelse Influenza-Viren, her-

vorgerufen wird.

Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie von
mindestens einer Viruserkrankung, enthaltend mindestens zweil
voneirander verschiedene WirkSubstanzén, wobei mindestens ~
eine Wirksubstanz aus der Gruppe gemidB Anspruch 3 ausgewdhlt
ist, wobei das Kombinationsprdparat in Form eines Gemisches

oder als einzelne Komponenten zur gleichzeitigen oder
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zeitlich unterschiedlichen Anwendung an gleichen oder unter-

schiedlichen Orten anwendbar ist.

6) Kombinationsprédparat nach BEnspruch 5, bei welchem mindestens
5 eine antiviral wirkende Substanz l-Adamantanamin, Riman-
tadine, ein Neuraminidaseinhibitor oder ein Nukleosidanalogon

wie Ribavirin ist.

7) Verwendung eines Wirkstoffes oder Kombinationspraeparates
10 nach einem der Anspriche 1 bis 6 fiir die Prophyllaxe und/oder
Therapie einer Infektion mit Negativstrang-RNA Viren, im be-

sonderen Influenza Viren oder Bornaviren.

8) Verwendung eines Wirkstoffes oder Kombinationspr&parat nach
15 einem der Anspriiche 1 bis 7 in einer Zubereitung fiir die na-
sale, bronchiale oder aerogene Verabreichung, wobei der
Wirkstoff in einer Konzentration von 0,1 bis 4 mM in der
Zubereitung vorliegt, wobei die Gesamtmenge des Wirkstoffes
pro Gabeeinheit vorzugsweise im Bereich wvon 0,1 Bis 70 mg
20 liegt, wobei die pharmazeutische Zusammensetzung mit der
MaBgabe hergerichtet und konfektioniert ist, dass die Tages-

dosis beim Menschen 70 mg nicht iiberschreitet.

9) Testsystem zum Auffinden von Wirksubstanzen, welche auf

mindestens eine Komponente des NF-kB Signaliibertragungsweges

20 derart wirken dass eine Virusvermehrung im wesentlichen ge-
hemmt wird, enthaltend a. mindestens eine mit mindestens
einem Virus infizierbare Zelle, die den NF-kB Signaliibertra-
gungsweg enthdlt und mindestens einen die Zellen infizier-

30 enden Virus oder b. mindestens eine mit mindestens einém ‘

Virus infizierte Zelle, die den NF-kB Signaliibertragungsweg

lberexprimiert.
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10) Testsystem nach Anspruch 9, wobei es sich bei dem Virus um
ein RNA- oder DNA-Virus, vorzugsweise um ein Influenza-Virus

handelt.

5 11)Testsystem nach Anspruch 9 oder 10, wobei die Zelle minde-
stens eine Uberexprimierte Komponente des NF-kB Signaliiber-
tragungsweg, auch in konstitutiv aktiv mutierter Form,

enthalt.

10 12)Testsystem nach einem der Anspriiche 9 bis 12, wobei es eine
Zelle enthdlt, in welcher mindestens ein Gen kodierend fiir
mindestens eine dominant negative Mutante mindestens einer
Komponente des NF-kB Signalibertragungsweges liberexprimiert
ist.

15

13) Testsystem nach einem der Anspriiche 9 bis 12, wobei es eine
Zelle enthdlt, in der die Expression fiir mindestens eine
Komponente des NF-kB Signalibertragungsweges iiberexprimiert
ist.

20

14)Verfahren zum Auffinden von mindestens einer Wirksubstanz zur

Prophylaxe und/oder Therapie von Viruserkrankungen, welche

die Vermehrung von Viren bei Viruserkrankungen im wesentli-
chen hemmen, enthaltend folgende Schritte: a. In- kon-

o5 taktbringen mindestens eines Testsystems nach einem der
Anspriiche 9 bis 13 mit mindestens einer potentiellen Wirk-
substanz, b. Bestimmung der Auswirkung auf die Virusverme-
hrung und c. Selektion einer potentiellen Wirksubstanz als
Wirkstoff, wenn die Virusvermehrung gegeniiber einer

30 Durchfﬁhrung”der Stﬁfe”a; jedoch ohne‘poﬁentielle'WierUb;

stanz oder mit einer Wirk-Referenzsubstanz oder mit einer

Kontrollsubstanz verringert ist.
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15)Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe
und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung,
welches die Vermehrung von Viren bel Viruserkrankungen im
wesentlichen hemmt bzw. hemmen, enthaltend folgende Schritte:
a. Durchfilhren eines Testsystems nach einem der Anspriche 9
bis 14, b. Versetzen des/der aufgefundenen Wirksubstanz/en in
physiologisch wirksamer Dosis mit mindestens einem Hilfs-

und/oder Zusatzstoff und definierter galenischer Herrichtung.
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