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(57) Zusammenfassung: Es wird eine Verwendung von Dithiocarbamat-Verbindungen der Strukturformel R;R,NC,H, worin R; und
R, unabhingig voneinander ein gerades oder verzweigtes C;-C4-Alkyl darstellen oder mit dem Stickstoffatom einen aliphatischen
Ring mit 4 bis 6 C-Atomen bilden, wobei R;, R, oder der aliphatische Ring gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten
ausgewihlt aus OH, NO,, NH,, COOH, SH, F, Cl, Br, I Methyl oder Ethyl substituiert ist, und oxidierte Formen dieser Verbindung,
insbesondere Dimere hievon, sowie pharmazeutisch akzeptable Salze hievon, zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung oder
Verhinderung einer Infektion durch RNA-Viren, die den respiratorischen Trakt befallen und dort eine Erkrankung auslésen, zur Ver-
fiigung gestellt, wie auch ein Desinfektionsmittel umfassend eine Dithiocarbamat-Verbindung und ein Verfahren zur Desinfektion
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Verwendung einer antiviralen Verbindungsklasse zur
Herstellung eines Mittels zur Behandlung bzw. Praven-

tion einer Virusinfektion im respiratorischen Trakt

Die Erfindung betrifft eine Verwendung von Dithiocarbamat-Verbin-
dungen sowie ein Desinfektionsmittel und ein Verfahren zur Des-
infektion von Oberfldchen, Medien bzw. Zellkulturen.

'Es gibt eine Vielzahl von Viren, die zu Erkrankungen im respira-
torischen Trakt von Menschen und Sdugetieren fihren. Obgleich
diese respiratorisch pathogenen Viren strukturell unterschiedlich
sein koénnen und verschiedenen Virus-Familien zugehdren, so ist
allen diesen Viren gemein, dass sie in der Lage sind, in den Kor-
pern durch den respiratorischen Trakt einzudringen, indem sie
z.B. spezifische Zellen dieses Traktes befallen kénnen, z.B. die
epitheliale Zellschicht im respiratorischen Trakt, Alveolen-Zel-
len, Lungenzellen,.... Allen gemein sind die klassischen Symptome
des grippalen Infektes, der durch lokale Inflammation und Krank-
heitserscheinungen im respiratorischen Trakt (wie Schnupfen, Hei-
serkeit, Husten, Bldschen, Halsweh) gekennzeichnet ist.

Virale Infektionen, vor allem im respiratorischen Trakt, verursa-
chen pathologische Verédnderungen in den betroffenen Zellen, ins-
besondere in Epithelzellen, die durch oxidativen Stress bedingt
sind. Reaktive Sauerstoff-Zwischenprodukte (reactive oxygen in-
termediates; ROIs), die z.B. durch Leukozyten, epitheliale Lun-
genzellen oder Xanthin-Oxidasen produziert werden, gelten als Me-
diatoren dieser Virus-induzierten Zellschdden. Im Zuge dieses
oxidativen Stresses kann es zur Aktivierung des Oxidantien-spezi-
fischen Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor-xB) kommen.
NFKB wurde in verschiedensten Zelltypen gefunden und wurde in Zu-
sammenhang mit der Genaktivierung fir Entzindungs- und Immunant-

worten gebracht.

Antioxidantien kénnen die Aktivierung von NFKB blockieren, indem
die ROIs, die sonst zu dieser Aktivierung flihren, abgefangen wer-
den. Daher wurde die Verwendung von Antioxidantien vor allem bei
der Behandlung von Infektionen mit latenten Viren vorgeschlagen;
es zeigte sich aber, dass eine effektive Behandlung dieser laten-
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ten Infektionen mit einzelnen Antioxidantien alleine nicht még-
lich ist, sondern - wenn iiberhaupt - nur durch eine kombinierte
Therapie mittels einer Mischung aus verschiedenen (d.h. verschie-
den wirkenden) Antioxidantien und anderen virushemmenden Mitteln
(US 5,686,436). Eine Inhibierung der viralen Replikation oder gar
der Virusinfektion durch Antioxidantien konnte bislang aber nicht
erreicht werden, insbesondere nicht fir Infektionen mit Influen-
za— oder Picornaviren (Knobil et al. Am.J.Physiol. 274 (1) (1998)
(134-142).

Auf der anderen Seite sind auch die verschiedenen filir die Bekdmp-
fung von Virusinfektionen vorgeschlagenen Antioxidantien in Bezug
auf ihre antioxidative Aktivitdt sehr verschieden. So dienen L-
Ascorbinsdure und Vitamin E zum Schutz von Glutathion; die Vita-
mine K, A und E wirken als Antagonisten von Peroxynitrit und an-
deren starken Oxidantien im K&rper. Anti-inflammatorische Steroi-
de, Nicht-Glukokortikoide Lazaroide, Dithiocarbamate oder N-Ace-
tyl-L-Cystein sind als Inhibitoren der NFxB-Aktivierung beschrie-

ben worden.

Viren koénnen je nach ihrem Trédger der genetischen Informationen
eingeteilt werden in DNA und RNA-Viren, wobei die Nukleinsé&ure
einzelstridngig oder doppelstrdngig vorliegt und von einer Prote-
inhiille umgeben ist.

Die einzelstrédngige RNA dieser RNA-Viren liegt dabei entweder als
Plus-Strang (mRNA) oder Minus-Strang vor. Weiters kann diese ge-
netische Information des Virus auch in mehreren Stilicken vorhanden
sein, wie zum Beispiel im Falle des Influenzavirus.

Die zu den Picornaviren z&dhlenden humanen Rhinoviren (HRV) sind
die Hauptursache flir die weltweit vorkommende Erkdltung. Das hau-
fige Auftreten von HRV, das Risiko von schwerwiegenden Sekunddr-
infektionen und der wirtschaftliche Einfluss hinsichtlich medizi-
nischer Kosten, Arztbesuche, Krankenstdnde von Angestellten ma-
chen HRV zu wichtigen, ernstzunehmenden Krankheitserregern. Trotz
des h&dufigen Vorkommens gibt es zur Zeit keine sichere Bekampfung
dieser Viruserkrankung, abgesehen von einer Behandlung der Symp-
tome. Auf der anderen Seite sind die Folgen z.B. einer Rhinovi-
rus-Infektion nicht so schwerwiegend oder gar lebensbedrohend,
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dass die Einnahme von Arzneimitteln, die ein hohes Nebenwirkungs-
risiko haben, in Kauf genommen werden darf. Mittel, die gegen
derartige Viren eingesetzt werden sollen, diirfen daher nur gerin-
ge bzw. keine Nebenwirkungen aufweisen. Zur Gruppe der tierischen
Picornaviren zdhlt das Equine Rhinitis A-Virus (ERAV), das ebenso
wie das Maul- und Klauenseuche (MKS)-Virus zum Genus der Aphtho-

viren gehoért.

Weitere wichtige Virus-Familien, die fiir Erkrankungen im respira-
torischen Trakt verantwortlich sind, sind die Orthomyxo- und Pa-
ramyxoviridae mit dem humanen Influenza-Virus als wichtigsten

Vertreter.

Das Auftreten von neuen pandemischen Influenza-Stdmmen ist lbli-
cherweise auf neue Subtypen, die ein neues Hdmagglutinin bzw. das
Neuraminidase-Gen enthalten, zuriickzufihren. Diese neuen Viren
unterscheiden sich von bisher zirkulierenden Influenza-Viren im-
munologisch. Um infektiés zu sein, bendtigen Influenza A- und B-
Viren 8 RNA-Segmente, Influenza C-Viren hingegen nur 7. Influenza
A-, B- und C-Viren kénnen in vivo homotypische Reassortanten bil-
den, aber nicht zwischen den Typen. Theoretisch kénnte aus den
jeweils 8 Segmenten von zwei Influenza A-Viren 256 Reassortanten
entstehen. Diese zufdllige Segregation findet aber nicht statt,
weil auf der Protein-Ebéne einige Proteine ihren stammspezifi-
schen Partner brauchen. Dies wurde im speziellen klar gezeigt fiir
das Avian Influenza-Virus A/chicken/Germany/34 (H7N1l) FPV Rostock
HA, welches vom Segment 4 codiert wird, das nur spezifisch mit
seinem stammspezifischen M2 Protein, welches vom Segment 7 co-
diert wird, ein funktionelles Virus bilden kann. (Grambas S, Hay
AJ. Maturation of Influenza A virus hemagglutinin-estimates of
the pH encountered during transport and its regulation by the M2
protein. Virology 1992; 190:11-18) (Grambas S, Bennet HS, Hay AJ.
Influence of amantadine resistance mutations on the pH regulatory
function of the M2 protein of influenza A viruses. Virology 1992;
191:541-549). Eine der Haupt-Strategien gegen die jé&hrliche In-
fluenza-Virusinfektion in der Bevdlkerung stellt die Influenza-

. Impfung dar. Dennoch bleibt trotz breiten Impfprogrammen Influen-
za ein Grund fur die Morbiditdt und Mortalitd&t auf der Welt und
ein Hauptgrund fir Erkrankung und Tod bei Patienten mit Immun-
schwédchen bzw. bei &lteren Personen. Die antivirale Aktivitdt von
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Amantadin und Rimantadin verringert die Dauer der Symptome von
klinischer Influenza, aber wichtige Nebeneffekte und das Auftre-
ten von resistenten Mutanten wurden beschrieben (FIELDS et al.,
Virology, 3. Edition (1995) Lippincott-Raven Publ., Philadelphia,
Vol.1l, p. 434-436). Zur Zeit ist eine neue Gruppe von antiviralen
Agentien am Markt, die die Influenzavirus-Neuraminidase inhi-
biert. Zanamivir und Oseltamivir sind beispielsweise Inhibitoren
der Influenza A- und B-Virus-Neuraminidase; diese Medikamente
verringern jedoch lediglich die Dauer der Symptome.

In der US 5 686 436 wird ein Verfahren zur Unterdriickung der Ver-
mehrung von Retroviren und latenten Viren in Menschen und Tieren,
wie beispielsweise HIV beschrieben, wobei ein Medikament umfas-
send unter anderem Antioxidantien und NFkB-Induktionsinhibitoren
verabreicht wird. Demgegeniiber muss bei einer effektiven Bekdmp-
fung von Infektionen mit respiratorischen Viren bereits in der
akuten Infektionsphase das Virus wirksam bek&mpft werden; eine
Behandlung, die nur auf Ebene der latenten Viren eingesetzt wer-
den kann, ist ungeeignet zur Verhinderung oder Behandlung wvon
viralen Akut-Infektionen im respiratorischen Trakt.

Es besteht somit das Bedlirfnis nach einem hoch effektiven Wirk-
stoff gegen Virus-Infektionen im respiratorischen Trakt, insbe-
sondere im Menschen, der keine oder nur geringe Nebenwirkungen
ausldst, kostengiinstig und in groflen Mengen herstellbar ist.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird gelést durch die Ver-
wendung von Dithiocarbamat-Verbindungen der Strukturformel
R:R:NCS;H, worin R:; und R; unabhdngig voneinander ein gerades oder
verzweigtes Ci1-Cs~Alkyl darstellen oder mit dem Stickstoffatom
einen aliphatischen Ring mit 4 bis 6 C-Atomen bilden, wobei Ri, R;
oder der aliphatische Ring gegebenenfalls mit einem oder mehreren
Substituenten ausgewdhlt aus OH, NO;, NH,, COOH, SH, F, Cl, Br, I,
Methyl oder Ethyl substituiert ist, und oxidierte Formen dieser
Verbindungen, insbesondere Dimere hievon, sowie pharmazeutisch
akzeptable Salze hievon, zur Herstellung eines Mittels zur Be-
handlung bzw. Verhinderung einer Infektion durch RNA-Viren, die
den respiratorischen Trakt befallen und dort eine Erkrankung aus-
l6sen. Unter "respiratorischem Trakt" werden erfindungsgeméfd

sédmtliche Organe und Bereiche ausgehend von den K&rperdffnungen
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(Nase, Mund, Augen (inklusive Trédnenkanal) und Ohren) zu den Lun-
genbldschen verstanden. Die pharmazeutisch akzeptablen Salze sind
dabei insbesonders Na, K, Ca, Mg, NH; und Zn. Es wurde nun erst-
mals liberraschenderweise gefunden, dass die erfindungsgemédfien Di-
thiocarbamat-Verbindungen wirkungsvoll gegen Infektionen durch
RNA-Viren, die den respiratorischen Trakt befallen und dort eine
Erkrankung ausldsen - im Rahmen der vorliegenden Anmeldung "re-
spiratorische RNA-Viren" genannt -, eingesetzt werden k6nnen.
Entgegen den Beobachtungen von Knobil et al. (Am. J. Physiol.
(1998), Seiten 134-142) konnte im Rahmen der vorliegenden Erfin-
dung eindeutig eine antivirale Wirkung von den erfindungsgemdfien
Dithiocarbamat-Verbindungen bezliglich Infektionen mit respirato-
rischen RNA-Viren, beispielsweise HRV und Influenza-Infektionen,
gezeigt werden. Dies ist umso Uberraschender, als andere Antioxi-
dantien diese antivirale Wirkung gegeniiber respiratorische RNA-
Viren nicht aufweisen und die Anderung des Redox-Potentials nicht
ausschliefflich verantwortlich ist fiir die antivirale Wirkung wvon
den erfindungsgemdfien Dithiocarbamat-Verbindungen. Beispielsweise
kann erfindungsgemdfy klar gezeigt werden, dass die Antioxidantien
Vitamin C, Vitamin E, 2-Mercaptoethanol und N-Acetyl-L-Cystein
keinerlei Wirkung gegen respiratorische RNA-Viren haben. Weiters
ist die Effizienz von den erfindungsgemédffen Dithiocarbamat-Ver-
bindungen gegen Infektionen mit respiratorischen RNA-Viren und
Vermehrung dieser Viren nicht alleine auf die Inhibition der
NFkB-Aktivierung zurlckzufiihren, sondern es zeigte sich, dass mit
den erfindungsgeméffen Dithiocarbamat-Verbindungen, wobei im Rah-
men der vorliegenden Anmeldung auch die oxidierten Formen, ins-
besondere die Dimere, darunter zu verstehen sind, gezielt die
Vermehrung von respiratorischen RNA-Viren unterbunden wird.

Die DE 1963223 A betrifft ein Mittel zur Behandlung von Virusin-
fektionen im Gehirn, wobei das Mittel einen Hemmstoff fiir die
Biosynthese der Monoamine Noradrenalin, Dopamin und 5-Hydroxy-
tryptamin umfassen soll. Das in dieser Schrift angegebene Bei-
spiel zeigt die Wirkung von o-Methyltyrosinmethylester auf Herpes
simplex-infizierte Mause. Der in dieser Schrift beschriebene Me-
chanismus der Hemmung der Biosynthese von speziellen Monoaminen
ist somit lediglich fiir die Behandlung von DNA-Virusinfektionen
im Gehirn anwendbar. Die erfinderische Behandlung von respirato-
rischen RNA-Viren funktioniert nach einem anderen Prinzip und ist
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nicht auf Virusinfektionen im Gehirn anwendbar, wie die Negativ-
beispiele zu FSME (Beispiel 13) und EMC (Beispiel 14) zeigen. Da-
mit betrifft die DE 1963223 A ein anderes Anwendungsgebiet und
ist mit der erfinderischen Anwendung nicht zu vergleichen und

legt diese somit auch nicht nahe.

In Calvert J.G., Interferon Research 1990 (10), Seiten 13-23 wird
die Wirkung von Diethyldithiocarbamat auf Mengoviren beschrieben,
"wobei festgestellt wird, dass DDTC Mengovirus-Virionen inakti-
viert. Mengoviren sind jedoch Erreger einer schweren Enzephalo-
myocarditis und befallen nicht den respiratorischen Trakt oder

l6sen dort eine Erkrankung aus.

Die WO 95/03792 Al betrifft die Verwendung von Thiolverbindungen
fir die Hefstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur
Behandlung Virus-induzierter Erkrankungen, wobei in Virusprotei-
nen vorhandene Disulfidbriicken durch die Thiolverbindung zerstdért
werden. In diesem Dokumente werden unter zahlreichen Viren auch
RNA-Viren genannt, u.a. Picornaviridae. Weiters werden auch zahl-
reiche Beispiele von Thiolverbindungen angegeben, u.a. ganz all-
gemein Dithiocarbamat. Aus diesen vielen verschiedenen Kombina-
tionsmdglichkeiten werden lediglich folgende Beispiele gezeigt:
als Thiolverbindungen N-Acetylcystein (NAC), Cystein, Cysteinhy-
drochlorid und N, S-Diacetylcystein-ethylester (DACEE), als Virus-
erkrankung sind lediglich Hepatitis B und Vaccinia-Virus gezeigt.

Somit wurden nicht nur fir den Groffiteil der Verbindungen und Vi-
ruserkrankungen keine Beispiele gezeigt, aber es hat sich auch
herausgestellt, dass die in dieser Schrift offenbarte Behandlung
nicht in dem Umfang funktioniert, wie sie beschrieben ist: Manche
Picornaviren (solche die nicht den respiratorischen Trakt sondern
Nervenzellen befallen) werden von PDTC nicht inhibiert oder in
ihrer Vermehrung reduziert. Somit sind nicht alle Kombinationen
von Virus-induzierten Erkrankungen und Thiolverbindungen zielfiih-
rend, und die Verwendung der erfindungsgemafien ausgewdhlten Di-
thiocarbamatverbindungen - die in der WO 95/03792 Al nicht offen-
bart sind - zur Behandlung oder Verhinderung einer Infektion

durch respiratorische RNA-Viren ist nicht nahegelegt.

Die GB 861 043 A betrifft Zusammensetzungen, die u.a. als Schutz
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gegen Viren eingesetzt werden. Diese Zusammensetzungen umfassen
beispielsweise Dithiocarbamate, spezifische Viren werden hier je-
doch nicht offenbart.

Knobil et al., Am. J. Physiol. (1998), S. 134-142 betrifft eine
Studie zu Oxidantien und deren Einfluss auf Virus-induzierte
Genexpression. Hier wird jedoch explizit festgestellt, dass weder
NAC noch PDTC eine Influenzavirus-Infektion oder Replikation in-
hibiert.

In der DE 2555730 A wird ein antimikrobielles Mittel umfassend
eine Dimethyldithiocarbamatverbindung beschrieben, wobei diese
Verbindung ein 8-Oxychinolinat-Metall-N.N-dimethyldithiocarbamat-
Komplex ist. Jedoch wird lediglich die fungizide und antibakte-
rielle Wirkung in diesexr Schrift offenbart.

Die WO 99/66918 Al betrifft die Verwendung von Disulfidderivaten

von Dithiocarbamaten zur Reduktion von Stickstoffoxiden in einem

Patienten bzw. zur Inhibierung von NFKB. Es wird jedoch in dieser
Schrift eine ausgesprochen groffe Anzahl von Erkrankungen angege-

ben, wobei die viralen Erkrankungen nicht ndher beschrieben wer-

den.

Flory E. et al., J. Biol. Chem., 24.03.2000, 275(12), S. 8307-
8314 betrifft eine Studie des Einflusses verschiedener Influenza
A-Virusproteine auf die Aktivierung der NFKB abhdngigen Expres-

sion.

Tai D.I. et al., Hepatology, Marz 2000, 31(3), S. 785-787 be-
trifft eine Studie iUber die Inhibierung der NFxB-Aktivierung
durch PDTC, wobei angenommen wird, dass eine HCV-Infektion eine
Anti-Apoptose durch Aktivierung von NFKB hervorrufen koénnte.

Schwarz et al., 1998 (J. Vvirol; Vol. 72(7): S. 5654-5660) haben
den Einfluss von NFkB auf die Virusvermehrung des dem humanen
Rhinovirus verwandten Enzephalomyocarditis-Virus (EMCV) unter-
sucht. In Zellen ohne NFkB (knockout p50-/- oder p65-/-), die mit
EMCV infiziert wurden, ist die Virusvermehrung zwar reduziert,
jedoch wird verstdrkt apoptotischer Zelltod ausgeldst. Dies ist

im starken Gegensatz zu den hierldargelegten Daten: Diese Beil-
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spiele k&nnen klar zeigen, dass die erfindungsgemafien Dithiocar-
bamat-Verbindungen nicht nur die Replikation des verwandten Rhi-
novirus unterbinden, sondern auch den virusinduzierten Zelltod
verhindern. Daher ist die Inhibition von NFXB nicht der entschei-
dende Faktor der Wirksamkeit der erfindungsgemdfien Dithiocarba-
mat-Verbindungen.

Auch ist die erfindungsgemédflie antivirale Wirkung der erfindungs-
gemidfRen Dithiocarbamat-Verbindungen nicht abh&ngig von einer Kom-
bination von bestimmten Stoffen. Die erfindungsgemdflien Dithiocar-
bamat-Verbindungen kénnen véllig alleine, unabhdngig von den wei-
teren Zusatzstoffen, insbesondere Antioxidantien, wie dies gemaf
der.US 5,686,436 flir eine anti-Retrovirus Wirkung von NFkB-Akti-
vierungs-Inhibitoren absolut unerlédsslich ist, angewendet werden,
weil lberraschenderweise die antivirale Wirkung sich nicht nur
auf die Bekampfung des oxidativen Stresses bezieht, sondern die
Infektion/Replikation durch die erfindungsgemédffen Dithiocarbamat-
Verbindungen inhibiert werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass die erfindungsgeméffen Dithiocarba-
mat-Verbindungen Gene induzieren, die als Antioxidans induzierte
Transkriptionsfaktoren wirken (Meyer et al., EMBO J. 12, 2005-
2015, 1993). Der heterodimere Transkriptionsfaktor APl kann durch
NAC und die erfindungsgemdfen Dithiocarbamat-Verbindungen indu-
ziert werden, was zu DNA-Bindung und Transaktivierung fihrt. Die
Aktivierung von APl durch die erfindungsgemdfen Dithiocarbamat-
Verbindungen ist von der Proteinsynthese abhd&ngig und beinhaltet
die Transkription von c-jun und c-fos-Genen. Die Aktivierung von
APl alleine ist jedoch nicht fiir die starke erfindungsgeméfe In-
hibierung der Viren verantwortlich.

Pyrrolidin-Dithiocarbamat (PDTC) ist bereits bekannt als Pro- und
Antioxidans, Inhibitor der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFkB, Zink-Ionophor und Metall-Chelatierungs-Agens. In Sherman et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 191 (3):1301-1308, 1993, ist
PDTC als Inhibitor der NFkB-Aktivierung sowie der NO-Synthase be-
schrieben. Die WO 01/00193 A2 betrifft Zusammensetzungen umfas-
send Diethyldithiocarbamat im picomolaren und nanomolaren Be-

reich, welche eine starke Wirkung gegen Apoptose aufweisen.
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Es konnte nun erfindungsgemdfs gezeigt werden, dass die erfin-
dungsgeméfen Dithiocarbamat-Verbindungen eine starke Wirkung ge-
gen RNA-Viren, die den respiratorischen Trakt befallen und dort
eine Erkrankung ausl6sen - "respiratorische RNA-Viren" - sowohl
in vitro als auch in vivo aufweisen.

Erfindungsgemdfs wird so der Infektion bereits in einer sehr fri-
hen Phase entgegengetreten, noch bevor es zu weitgehenden Zell-
schidden oder gar Zelltod kommt.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden unter respiratori-
schen RNA-Viren jegliche Viren von Menschen und Sdugetieren ver-
standen, die iUber den respiratorischen Trakt, also Atemwege und
Lunge, den Kérper befallen und in den Korper eindringen, wobei
sie im respiratorischen Trakt eine Erkrankung ausldsen. Offen-
sichtlich sind sich die biologischen Prozesse, die sich bei die-
ser Infektion ereignen, so &hnlich, dass die Wirkung der erfin-
dungsgeméfien Dithiocarbamat-Verbindungen in analoger Weise effi-
zient wirkt - trotz der biologischen Hetérogenitét dieser Gruppe
von Viren. Umgekehrt hat sich aber auch gezeigt, dass bei anderen
Viren, die iber andere Infektionswege in den Kdrper gelangen und
andere biologische Zyklen durchlaufen (z.B. als latentes Virus in
das Wirtsgenom integriert werden koénnen) bzw. die die Erkrankung.
in anderen Organen, z.B. im Gehirn, auslésen, die Wirkung der er-
findungsgemédfien Dithiocarbamat-Verbindungen alleine zur erfolg-
reichen Bekdmpfung einer Virusinfektion nicht ausreicht.

In diesem Zusammenhang konnte mittlerweile gezeigt werden, dass
bei der Behandlung von AIDS-Patienten mit Dithiocarbamaten keine
Verbesserung oder Heilung filir die Patienten erzielt wird (Multi-
center, randomized, placebo-controlled study of dithiocarb (Imu-
thiol) in human immunodeficiency virus-infected asymptomatic and
minimally symptomatic patients. The HIV87 Study Group. AIDS Res.
Hum. Retroviruses 1993 Jan; 9(1): 83-9). Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wurden keine weiteren klinischen Studien bei latenten Viren
durchgefihrt (vgl. US 5 686 436).

Thre besondere Wirksamkeit entfalten die erfindungsgemédfien Di-
thiocarbamat-Verbindungen gemdfl der vorliegenden Erfindung vor
allem in einer friithen Phase der viralen Infektion bzw. wenn es
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vor der Infektion eingenommen wird. So kénnen die erfindungsge-
méfen Dithiocarbamat-Verbindungen den Ausbruch einer Virus-Infek-
tion verhindern, wenn es prophylaktisch eingenommen wird, z.B. in
Gegenden zu Zeitpunkten, bei welchen ein Risiko oder gar ein er-
héhtes Risiko filir respiratorische Virus-Infektionen besteht, etwa
in Regionen mit Epidemien oder von Kdltewellen. Bevorzﬁgterweise
werden dabei die erfindungsgemé@fen Dithiocarbamat-Verbindungen

zur Verhinderung der Virus-Infektion verwendet.

Ganz besonders bevorzugt ist die erfindungsgeméflie Virusinhibie-
rung aber vor allem in der Frihphase einer bereits erfolgten re-
spiratorischen RNA-Virus-Infektion. Dabei werden die erfindungs-
gemédfRen Dithiocarbamat-Verbindungen gezielt zur Inhibierung der
Replikation der Viren eingesetzt, also zu einem Zeitpunkt bevor
noch nachhaltige Schdden im infizierten Individuum aufgetreten
sind. Damit kénnen nicht nur die Folgen einer fortschreitenden
Virus-Infektion im betroffenen Individuum selbst verhindert wer-
den, sondern auch die Verbreitung weiterer infektidser Viren an
andere Individuen; die weitere Ansteckungsgefahr wird minimiert,
was besonders bei menschlichem Influenza-Virus eine grofle allge-
mein gesundheitspolitische Wirkung und Bedeutung hat.

Insbesondere gelten als respiratorische RNA-Viren im Rahmen der
vorliegenden Erfindung: Rhinoviren, Coxsackieviren, Echoviren,
Coronaviren, Enteroviren, humane Orthomyxoviren (z.B. Influenza
Virus (A, B und C)), Paramyxoviren (z.B. Parainfluenzavirus und
Pneumovirus), respiratorischer Syncytialvirus (RSV) und andere
RNA-Viren, solange sie eine Erkrankung (zumindest) im respirato-
rischen Trakt auslésen. Viren oder Virusstdmme, die keine Erkran-
kung im respiratorischen Trakt sondern in einem anderen Organ,
etwa im Gehirn, auslésen, z.B. Meningitis-Virus, Enzephalomyocar-
ditis-Virus, Poliovirus, Cardiovirus, etc., sind von der vorlie-
genden Anmeldung nicht umfasst. Den erfindungsgemdfien respirato-
rischen RNA-Viren ist die Infektion von epithelialen Zellen des
oberen oder unteren respiratorischen Trakts gemeinsam. Weiters
kénnen auch zusdtzlich andere Organe befallen werden. Die dadurch
verursachte lokale Inflammation im respiratorischen Trakt gilt
als die Hauptursache filir die Entstehung der typischen Symptome
eines grippalen Infekts, wie Schnupfen, Halsweh, Heiserkeit,
Husten, Bl&dschen bzw. hidufig Fieber. Auch das hdufige Auftreten
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von Sekunddrinfektionen im immungeschwdchten Individuum wird
durch die Infektion mit diesen respiratorischen Viren beglinstigt.

Im Rahmen der vorliegénden Erfindung werden unter Picornaviren
sadmtliche "echte" Picornaviren verstanden, gemdfs der derzeit gil-
tigen Klassifikation der Picornaviridae auf Basis von King et al.
("Picornaviridae" in "Virus Taxonomy, Seventh Report of the In-
ternational Committee for the Taxonomy of Viruses" (2000), Eds.
Van Regenmortel et al., Academic Press 657-673), soweit sie den
respiratorischen Trakt befallen und dort eine Erkrankung auslé-
sen, d.h. die Genera Enterovirus, Rhinovirus, Aphthovirus, Pare-
chovirus, Erbovirus, Kobuvirus und Teschovirus. Diese Viren der
Familie Picornaviridae zeichnet eine &hnliche genetische Struk-
tur, Proteinzusammensetzung, Kultivierungseigenschaften oder Re-

sistenzvermdgen gegen Temperatur oder viruziden Mitteln aus.

Es zeigte sich, dass sich die vorliegende Erfindung besonders gut
zur Bekdmpfung der human- und tierpathogenen Vertreter der echten
respiratorischen Picornaviridae, insbesondere aus den Genera En-
terovirus (Enterovirus 70, 71, Coxsackievirus) und Rhinovirus
(z.B. humanes Rhinovirus) und Aphthovirus (z.B. Maul- und Klauen-
seuchevirus) eignet, wohingegen fiir andere Viren, inklusive der
Picornaviren, welche latente Infektionen verursachen wie z.B.
HAV, die erfindungsgemédflen Vorteile nicht belegt werden konnten.
Dies ist wahrscheinlich auch darauf zurickzufiihren, dass die
Gruppe der "echten" respiratorischen Picornaviren in sich selbst
so homogen ist und dass die patho-physiologischen Prozesse, die
im Rahmen der Infektionen auftreten, so &hnlich sind, dass die
erfindungsgeméfRen Dithiocarbamat-Verbindungen in analoger Weise

zur Wirkung kommen.

Unter "Virus-Infektion" wird im Rahmen der vorliegenden Anmeldung
jeglicher Angriff eines respiratorischen Virus auf Zellen ver-
standen, der beispielsweise einen der folgenden Schritte umfasst:
Beginnend mit dem Andocken des Viruspartikels an eine Zelle, und
in einem spédteren Stadium das Einfithren der genetischen Informa-
tion des Virus in die Zelle sowie die Produktion von neuen Virus-
partikelteilen und die Expression von infektidsen Viruspartikeln.

Es ist weiters auch mdéglich, oxidierte Formen dieser Verbindun-
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gen, insbesondere Dimere hievon, zu verwenden, da diese wie an
sich bekannt im Organismus rasch in die reduzierte Form metabo-
lisiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung sind solche
Verbindungen unter "oxidierte Formen" zu verstehen, deren S-Rest
oxidiert ist. Ein bevorzugtes Beispiel einer solchen oxidierten
dimeren Form stellt das Disulfiram dar, das auch unter dem Namen
"Antabus" oder "Abstinyl" bekannt ist und ein Tetraethylthiuram-
disulfid (CioH20N2S4) ist. Das Disulfiram an sich ist bereits be-
kannt, Wobei es insbesondere zur Behandlung von Alkoholikern ver-
wendet wird: Disulfiram wirkt als Mediator bei Oxidoreduktionen
und inaktiviert die Aldehyd-Dehydrogenase. Durch die Einnahme von
Ethanol kommt es zur'Anreicherung von Acetaldehyd im K&rper, was
eine ausgesprochen negative Wirkung auf das allgemeine Wohlbefin-
den ausiibt: Bei gleichzeitiger Einnahme von Disulfiram und Alko-
hol kommt es zu Angstzusténden, Ubelkeit, Sehverlusten, Brust-
schmerzen, Kopfschmerzen etc., wobei diese Symptome 3-4 Tage bzw.
auch eine Woche lang anhalten. Aus diesem Grund wird Disulfiram
Alkoholikern als Therapie verabreicht, da jeglicher nachfolgende
Alkoholkonsum auf Grund dieser starken negativen Effekte vermie-
den werden sollte.

Andere bekannte Wirkungen von Disulfiram sind die Inhibierung von
Enzymen wie beispielsweise Fructose, 1,6-Diphosphat-Dehydroge-
nase, Xanthin-Oxidase, Hexokinase, Aldehyd-Oxidase. und Dopamin-f—

Hydroxylase.

Weiters wird Disulfiram zur Behandlung von Pediculosis und Sca-
bies sowie auch zur Behandlung von Nickel-Dermatitis eingesetzt.

Der Metabolismus von Disulfiram wurde bereits eingehend analy-
siert, s. beispielsweise Dollery, C. 1999, Therapeutic Drugs,
Second Edition, Vol.1l, Churchill Livingstone, Edinburgh. Es ist
beschrieben, dass Diethyldithiocarbamat den Hauptmetabolit von
Disulfiram im Korper darstellt, wobei diese Umwandlung sehr rasch
vor sich geht.

Die oxidierte Form der erfindungsgemdflen Dithiocarbamat-Verbin-
dungen ist gut fettldslich und kann beispielsweise als oral zu
verabreichendes Mittel vorgesehen werden, wobei die Verbindungen

im Magen resorbiert werden. Die Verbindungen kénnten dabei ins-
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besondere auch als Pulverspray vorgesehen werden. Weiters koénnen
die oxidierten Form der erfindungsgemédffen Verbindungen mit Hydro-
xylgruppen versehen werden, um die Wasserléslichkeit zu erhéhen,
um es in Form eines Aerosols zur Verfigung zu stellen. Werden die
erfindungsgemdffe Dithiocarbamat-vVerbindungen in Form des oxidier-
ten, insbesondere dimeren Produkts vorgesehen, wird eine Depot-
wirkung dieses Mittels erzielt, d.h. die erfindungsgeméfle Dithio-
carbamat-Verbindungen werden iiber eine bestimmte Zeit hinweg all-
mdhlich an den Kdrper abgegeben und von diesem resorbiert. Fir
diese Depotwirkung koénnen die oxidierten Dithiocarbamat-Verbin-
dungen auch in den zu behandelnden Koérper wie an sich bekannt im-

plantiert werden.

Eine bevorzugte erfindungsgemdfle Verbindung ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass R, und R, unabhdngig voneinander ein C;-C;-Alkyl
darstellen oder mit dem Stickstoffatom einen aliphatischen Ring
mit 4 bis 6 C-Atomen bilden. Diese haben sich als besonders vor-
teilhaft fir die Behandlung oder Verhinderung einer respiratori-
schen RNA-Virusinfektion herausgestellt.

Vorzugsweise ist die Dithiocarbamat-Verbindung ausgewdhlt aus
Pyrrolidin-Dithiocarbamat (PDTC) und N,N-Diethyl-Dithiocarbamat
(DDTC) . Diese‘Verbindungen weisen eine ausgesprochen starke Ak-
tivitdt gegen respiratorisché RNA-Virusinfektionen. auf.

Besonders bevorzugt ist die Virus-Infektion eine Infektion mit
Picornavirus, Orthomyxo- oder Paramyxovirus. Die erfindungsgemd-
Ren Dithiocarbamat—Verbindungen sind besonders aktiv gegen diese
Virus—-Infektionen.

Von Vorteil ist dabei, wenn das Orthomyxovirus ein humanes Influ-
enzavirus ist, insbesondere ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend
aus Influenza A, Influenza B, Influenza C bzw. das Paramyxovirus
ein Parainfluenzavirus oder Pneumovirus ist. Vorzugsweise ist das
Orthomyxovirus ein Sdugetier-Influenza A-Virus und das Picornavi-
rus ein Rhinovirus, insbesondere humanes oder Pferde-Rhinovirus,
ein Enterovirus, insbesondere Enterovirus 70, 71 oder Coxsackie-
virus, bzw. ein Aphthovirus, insbesondere das Maul- und Klauen-
seuche-Virus oder equines Rhinitisvirus A, ist. Dabei sind, wie
oben bereits erldutert, solche Viren oder Virusstdmme ausgenom-—
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men, die keine Erkrankung im respiratorischen Trakt, sondern etwa
im Gehirn oder in Nervenzellen auslésen, z.B. Cardioviren oder
Polioviren, die an sich zu den Picornaviren zdhlen. Diese Virus-
infektionen werden besonders effizient mit der erfindungsgeméfien
Verbindung behandelt bzw. verhindert.

Die Familie der Picornaviridae umfasst eine Reihe von kleinen
RNA-Viren unter anderem Rhinoviren (z.B. das humane Rhinovirus),
Enteroviren (z.B. Enterovirus 70, 71, Coxsackievirus, das bei-
spielsweise ein Erreger der Hand-, Fuff- und Mundkrankheit ist),
Aphthoviren (z.B. das Maul-und Klauenseuche-Virus, wobei hier ei-
ne Erkrankung im Mund hervorgerufen wird, sowie equines Rhinitis-
virus A). Betreffend z.B. Maul- und Klauenseuche ist besonders
interessant, mit Hilfe der erfindungsgemdflien Verbindung den Zeit-
punkt zwischen der Impfung und dem Wirksamwerden des Impfstoffes
zu lberbriicken (ca. 10-12 Tage), da wdhrend dieser Zeit die ge-
impften Tiere nicht geschiitzt sind und unter Umstédnden nach einer
Infektion groffe Mengen von Virus ausscheiden, ohne selbst zu er-
kranken. Somit kénnte die erfindungsgemdffe Verbindung den Tieren
gleichzeitig mit der Impfung und eventuell danach ca. 2 Wochen

lang verabreicht werden.

Orthomyxo- und Paramyxoviren sind eine Unterteilung der friheren
Sammelbezeichnung fir Influenzaviren und anderen &hnlichen Viren.
Beim Menschen rufen Paramyxoviren Masern, Mumps, respiratorische
und neurologische Erkrankungen hervor. Zu den Paramyxoviren ge-
héren unter anderem das Parainfluenzavirus, Mumpsvirus, Newcastle
disease-Virus, das respiratorische Syncytialvirus (RSV), das Ma-
sernvirus und das Rinderpestvirus. Zu den Orthomyxoviren gehdren
unter anderem das Influenzavirus A, B und C, die die Erreger der
Grippe beim Menschen sind.

Die Influenzaviren vom Typ A sind verantwortlich fir die Mehrzahl
der Grippeepidemien sowie filir alle Pandemien. Influenza A-Viren
kommen zwar auch bei Pferden und Schweinen vor, des weiteren auch
bei Végeln, beispielsweise als Erreger der klassischen Gefligel-
pest, jedoch koénnen nur die menschlichen Influenza-Viren und die
Influenza-Viren von Sdugetieren, z.B. Pferd, als respiratorische
Viren im eigentlichen Sinn gelten, da sich die Biologie vom V6-
gel-Influenza-Virus (Avian Influenza Virus (AI)) vollig vom
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menschlichen Influenza-Virus unterscheidet. Daher kann gerade das
AI-Virus nicht als respiratorisches Virus angesehen werden. In
Enten repliziert das AI-Virus primér im Intestinaltrakt, was beim
Menschen nicht der Fall ist. Als Konsequenz kdnnen AI-Viren auch
aus faeces von Vogeln isoliert werden. (Hinshaw et al., 1980,
Canad. J. Microbiol. 26, 622-9). Weiters ist die Nukleotid-vVaria-
tionsrate von AI-Viren niedriger als jene bei Viren, die von Siu-
getieren isoliert werden koénnen. Die Evolution der viralen Prote-
ine in anderen Organismen als Vogeln zeigt typischerweise eine
rapide Akkumulation von Mutationen, die bei AI-Viren nicht vor-
kommen. (Gorman et al., 1991, J. Virol. 65: 3704-14; Ludwig et
al., 1995, Virology 212: 555-61). Die Rezeptorspezifitdt variiert
zwischen verschiedenen Influenza-Viren. Die meisten AI-Viren bin-
den vorzugsweise an den alpha2-3-Galactose-Sialinsdurerezeptor.
Im Gegensatz dazu binden humane Influenza-Viren primdr an den
alpha2-6-Galactose-Sialinsdurerezeptor (Rogers + Paulson, 1983,
Virology 127, 361-73; Baum + Paulson, 1990, Acta Histochem.
Suppl. 40: 35-8).

Da die erfindungsgeméfien Viren bei Mensch und S&ugetieren zu ei-
ner Anzahl von weit verbreiteten Krankheiten fiihren, ist die an-
tivirale Wirkung der erfindungsgemédffen Dithiocarbamat-Verbindun-
gen im Hinblick auf diese Viren besonders wichtig. Da die erfin-
dungsgemdfRen Dithiocarbamat-Verbindungen ausgesprochen wirksam '
gegen diese Viren sind, eignen sich die erfindungsgeméflen Dithio-
carbamat-Verbindungen insbesondere zur Herstellung von einer
Reihe von Mitteln zur Behandlung bzw. Prdvention dieser Virus-In-
fektionen. Die erfindungsgemdfen Dithiocarbamat-Verbindungen sind
leicht und kostenglinstig in grofen Mengen herstellbar und wirken
auch in hdheren Konzentrationen kaum toxisch auf die zu behan-
delnden Zellen.

GemdfR einer vorteilhaften Ausfiihrungsform sind die erfindungsge-
méRen Dithiocarbamat-Verbindungen in dem Mittel in einer Konzen-
tration von 0,01 bis 5000 mM, vorzugsweise 1 bis 300 mM, beson-
ders bevorzugt 10 bis 100 mM, vorgesehen. In diesen Konzentratio-
nen sind die erfindungsgemidfen Dithiocarbamat-Verbindungen beson-
ders wirksam gegen respiratorische RNA-Virusinfektionen und wei-
sen kaum bzw. keine Nebeneffekte auf. Die einzusetzende Konzen-
tration wird je nach der zu behandelnden Virus-Infektion, je nach
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Stdrke der Virus-Infektion bzw. je nach dem zu behandelnden Orga-
nismus, etwa ob Tier oder Mensch bzw. in Abh&ngigkeit des Alters,
ausgewdhlt.

Besonders glinstig ist es, wenn die erfindungsgemédfien Dithiocarba-
mat-Verbindungen in dem Mittel in einer Konzentration von 10 mM
bis 1 M vorgesehen sind. In diesem Fall liegen die erfindungsge-
mafen Dithiocarbamat-Verbindungen in hoch konzentrierter Form vor
und das Mittel kann vor der Behandlung je nach gewlinschter Kon-
zentration verdinnt werden.

Vorzugsweise umfasst das Mittel weiters einen pharmazeutisch ak-
zeptablen Trédger. Dabei kann jeder dem Fachmann auf dem Gebiet
der Pharmazie bekannte pharmazeutisch akzeptable Tré&ger einge-
setzt werden, wie zum Beispiel Phosphat-gepufferte Salzldsung
(PBS) oder anders gepufferte Kochsalzldsungen bzw. Liposomen-hdl-
tige Formulierungen, wobei hier wiederum der Trdger je nach Be-
handlungsart, Virus-Infektion bzw. dem zu behandelnden Organismus

ausgewdahlt wird.

Vorzugsweise ist das Mittel ein oral, intranasal, intravenés,
parenteral, rektal bzw. als Augen- oder Ohrentropfen, Gurgelld-
sung oder Aerosol zu verabreichendes Mittel. Dabei hdngt die Art
der Verabreichung insbesondere von der zu behandelnden Virus-In-
fektion ab. Beispielsweise wird eine Infektion im respiratori-
schen Trakt, z.B. durch ein intranasal zu verabreichendes Mittel,
z.B. in Form eines Aerosols umfassend die Dithiocarbamat-Verbin-
dungen, behandelt werden, da die Virus-Infektion gleich am Ort
des Virusangriffs behandelt wird. Je nach Art der Verabreichung
liegen die Dithiocarbamat-Verbindungen in einer bestimmten Kon-
zentration vor bzw. umfasst das Mittel zusé&dtzliche fiir diese Ver-
abreichungsform glinstige Substanzen. Es ist selbstversténdlich
moglich, das Mittel etwa in getrockneter Form vorzusehen, wobei
es vor der Behandlung mit einem geeigneten L&sungsmittel verdinnt

wird.

Eine besonders vorteilhafte Verwendung ist gegeben, wenn das Mit-
tel weitere antivirale Substanzen umfasst. Auf diese Weise kann
die Virus-Infektion im respiratorischen Trakt von mehreren Seiten

her bekdmpft werden bzw. es kann gleichzeitig eine ganze Palette
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von verschiedenen Viren abgeschwdcht bzw. vollstdndig ausgeschal-
tet werden. Solche weiteren antiviralen Substanzen sind etwa Sub-
stanzen, die die Replikation hemmen, immun-stimulierende Substan-
zen, neutralisierende AntikOrper etc., aber auch gegebenenfalls
Substanzen, die das Immunsystem generell unterstiitzen kénnen.

Vorzugsweise umfasst das Mittel eine Kombination von zumindest
zwel verschiedenen erfindungsgemdf3en Dithiocarbamaten, insbeson-
dere eine Mischung aus PDTC und DDTC. Die erfindungsgemédfien Di-
thiocarbamat-Verbindungen uben pro- und anti-oxidative Funktionen
in Zellen aus. Ihre anti-oxidative Wirkung umfasst die Eliminie-
rung von Wasserstoffperoxid, Entfernen von Superoxid-Radikalen,
Peroxynitriten, Hydroxylradikalen und Lipid-Peroxidationsproduk-
ten. Durch diese Eliminationen werden die Dithiocarbamate zu Thi-
uram-Disulfid oxidiert. Thiuram-Disulfide sind verantwortlich fiir
die pro-oxidativen Wirkungen von Dithiocarbamaten, wobei in man-
chen Fdllen die Bildung von Thiuramen abhédngig von der Gegenwart
von Metallen ist. Es wurde beschrieben, dass die anti-apoptoti-
schen Aktivit&dten von Dithiocarbamaten mdglicherweise in Verwen-
dung mit der Inaktivierung von Kaspasen durch Thiol-Oxidation

stehen.

Besonders bevorzugt umfasst das erfindungsgemdfle Mittel weiters
Substanzen, ausgewdhlt aus Antibiotika, Impfstoffen, Immunsup-
pressiva, Stabilisatoren, immunstimulierenden Substanzen, Blut-
produkten oder Mischungen davon. Werden zusdtzlich Antibiotika
eingesetzt, koénnen neben den respiratorischen Viren weiters Bak-
terien-Infektionen bekdmpft werden. Umfasst das Mittel zusdtzli-
che Impfstoffe, wobei hierunter sowohl passive als auch aktive
Impfstoffe zu verstehen sind, werden gleichzeitig mit der erfin-
dungsgemdfen Behandlung bzw. Prédvention der Virus-Infektion auch
bestimmte andere weitere Virus-Infektionen verhindert, die den
geschwdchten Organismus leicht infizieren kénnen. Zusdtzlich koén-
nen zur Erhdéhung der Lagerungsstabilitdt bzw. Lebensdauer weiteré
Stabilisatoren zugesetzt werden. Blutprodukte sind z.B. Plasma,
Blutkérberchen, Gerinnungsfaktoren, etc., je nachdem, welcher Be-
handlung der Patient unterzogen wird.

Glinstigerweise wird das Mittel zur Inhibierung der Virusvermeh-
rung eingesetzt. Auf diese Weise ist gesichert, dass sich eine
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bereits erfolgte Infektion nicht ausbreitet, sondern im Gegenteil
sehr rasch behandelt wird.

CemdfRR einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
die Erfindung auch ein Desinfektionsmittel umfassend zumindest
eine erfindungsgemdfle Dithiocarbamat-Verbindung wie oben be-
schrieben. Unter "Desinfektionsmittel" wird im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung jegliches Mittel verstanden, das auflerhalb eines
menschlichen oder tierischen Organismus zur Bek&mpfung von Viren
eingesetzt wird, etwa auf Oberfl&chen, in Mitteln, insbesondere
Medien, oder fiur Zellkulturen. Solche Desinfektionsmittel koénnen
insbesondere dann eingesetzt werden, wenn die zu behandelnde Sub-
stanz empfindlich ist gegeniber anderen aggressiveren antiviralen
Stoffen. Beispielsweise eignen sich Desinfektionsmittel umfassend
die erfindungsgemdfien Dithiocarbamat-Verbindungen als Zusatz fir
Medien bzw. zur Behandlung von Zellen oder Zellkulturen, die auf
andere, aggressivere Desinfektionsmittel bzw. antivirale Substan-
zen empfindlich reagieren. Die erfindungsgemédffen Dithiocarbamat-
Verbindungen haben sich als besonders wirksam bei der Behandlung
bzw. Prédvention von respiratorischen RNA-Virus-Infektionen von
respiratorischen Zellen und Zellkulturen gezeigt.

Besonders wirksam ist das Desinfektionsmittel, wenn es die erfin-
dungsgeméfien Dithiocarbamat-Verbindungen in einer Konzentration
von 10 pM bis 5 M, insbesondere 30 uM bis 1 M, umfasst. Diese
Konzentrationen sind einerseits wirksam gegen respiratorische
RNA-Virus-Infektionen, andererseits ist ein solches Desinfekti-
onsmittel ausgesprochen schonend, beispielsweise wenn es als an-
tivirale Substanz fir Zellkulturen eingesetzt wird. Die Konzen-
tration hdngt dabei von der Art bzw. vom fortgeschrittenen Stadi-
um der Virus-Infektion ab bzw. von der zur Behandlung verwendeten
Substanz, beispielsweise von der Art und Empfindlichkeit der Zel-
len. Selbstverstdndlich ist es auch mdglich, das Desinfektions-
mittel als Konzentrat vorzusehen, wobei es vor Verwendung mit ei-
nem geeigneten Ldsungsmittel auf die gewiinschte Konzentration der
erfindungsgemdfen Dithiocarbamat-Verbindungen gebracht wird.

Vorzugsweise umfasst das Desinfektionsmittel weitere desinfizie-
rende, insbesondere antivirale Stoffe. Diese jedem Fachmann auf
dem Gebiet der Mikrobiologie bekannten Stoffe werden insbesondere
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dann zugesetzt, wenn andere Viren gleichzeitig bekémpft werden
sollen, etwa DNA-Viren. Selbstverstdndlich kdnnen weiters auch
antibakterielle Substanzen, insbesondere Antibiotika, zugesetzt

werden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Ver-
fahren zur Desinfektion von Oberfl&dchen, Medien bzw. Zellkultu-
ren, wobel ein erfindungsgeméfes Desinfektionsmittel wie oben be-
schrieben auf die Oberfldche bzw. Zellkultur aufgebracht bzw. in
das Medium eingebracht wird. Zur Desinfektion einer Oberfléche
geniigt es beispielsweise die Oberfld&che mit dem Desinfektionsmit-
tel zu reinigen. Im Fall von Medien und Zellkulturen kann das
Desinfektionsmittel iUber ldngere Zeit hinweg einwirken, wobei die
Konzentration des Desinfektionsmittels wie oben beschrieben je

nach Zweck variiert werden kann.

GemdfR einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
die Erfindung die Behandlung bzw. Pr&dvention einer respiratori-
schen RNA-Virus-Infektion mit den erfindungsgeméfien Dithiocarba-
mat-Verbindungen. Dabei wird ein Mittel umfassend die erfindungs-
geméfRen Dithiocarbamat-Verbindungen wie oben beschrieben in einer
geeigneten Form und in einer geeigneten Konzentration dem Patien-
ten bzw. dem Tier verabreicht.

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der nachstehenden Bei-
spiele und Figuren ndher erldutert, auf die sie jedoch nicht be-
schrénkt ist.

Fig.l ist eine graphische Darstellung, die die inhibitorische
Wirkung von PDTC auf die HRV-Replikation in Zellkulturen zeigt;

Fig.2 zeigt die Inhibition von durch Rhinoviren induzierten cy-
topathischen Effekte durch PDTC;

Fig.3 zeigt die Erhdhung der Zelllebensféhigkeit durch PDTC und
DDTC;

Fig.4 zeigt die Wirkung einer PDTC-Behandlung in Abhdngigkeit wvon
der Zeit;
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Fig.5 zeigt die Spaltung von eIF4GI;

Fig.6 zeigt eine Western Blot-Analyse zur Bestimmung der Expres-
sion von Rhinovirus-Kapsidproteinen;

Fig.7 zeigt den Effekt von anderen Antioxidantien auf die HRV-

Infektion;

Fig.8 und 9 zeigen den Effekt von PDTC auf die Influenzavirus-
Replikation;

Fig. 10 zeigt die Konzentrationsabhdngigkeit der Wirkung von PDTC
auf mit Influenza-Viren infizierte Verozellen;

Fig. 11A und 11B zeigen die Wirkung von PDTC auf mit Influenza-
Virus infizierte Mduse;

Fig.1l2 zeigt die Wirksamkeit von PDTC gegen ERAV;

Fig.13A und 13B zeigen die Wirksamkeit von PDTC gegen MKS; und
Fig. 14 zeigt die fehlende Wirkung von PDTC gegen EMCV.
Beispiele

Beispiel 1: Reduktion der Produktion von infektiésen Rhinovirus-
Partikeln durch PDTC

Um die Wirksamkeit wédhrend Infektionen von HRV zu testen, wurde
PDTC nach Infektion von Zellen mit unterschiedlichen HRV-Seroty-
pen zugesetzt.

HeLa-Zellen wurden mit HRV-Serotypen 1A, 2, 14 und 16 mit 20
TCID,, (tissue-culture-infectious-dose 50) pro Zelle infiziert.
Gleichzeitig wurde PDTC in einer Konzentration von 125 pM dem Me-
dium zugesetzt. Uberschiissiges Virus wurde 4h nach Infektion ent-
fernt, wdhrend PDTC erneut dem frischen Medium zugegeben wurde.
24 Stunden (Fig.l, oben) und 48 Stunden (Fig.l, unten) nach der
Infektion (p.I.) wurden die Uberstdnde gesammelt und die Menge

der Virusnachkommen durch TCID,,-Tests bestimmt. Die Behandlung
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von Zellen mit PDTC verringert den Virustiter (vt) um 103 nach 24
h (Fig. 1, oben). Die Uberstdnde von PDTC behandelten Zellen, die
48 Stunden nach der Infektion gesammelt wurden, zeigen ebenfalls
eine signifikante Reduktion des Virustiters (Fig.l, unten). Diese
Tests zeigen, dass PDTC stark antiviral gegen verschiedene HRV-
Serotypen wirkt.

Beispiel 2: PDTC inhibiert HRV-induzierte cytopathische Effekte
und erhdht die Lebensfédhigkeit von infizierten Zellen

In den spdten Stadien einer rhinoviralen Infektion treten morpho-
logische Anderungen der Zellen auf, bekannt als "cytopathische
Effekte" (CPE). Diese durch HRV induzierten CPE sind charakteri-
siert als Zellrundung, Schrumpfen, Deformation des Kerns und
Chromatin-Kondensation. Beili einer Infektion von HelLa-Zellen mit
HRV2, HRV14, HRV1A und HRV16 mit 100 TCIDs;, pro Zelle ist ein
eindeutiger cytopathischer Effekt nach 8 h p.I. sichtbar. Der Zu-
satz von PDTC wdhrend der Infektion inhibiert das Auftreten die-
ser cytopathischen Effekte. In Fig.2 ist gezeigt, dass die Mor-
phologie der Zellen 8 h nach der Infektion in Gegenwart von 125
BM PDTC (s. rechte untere Figur) nicht zu unterscheiden ist von
der Morphologie von nicht-infizierten (n.i.) Zellen (s. die zwei
oberen Figuren).

Die Behandlung mit PDTC fihrt somit zu einer Bek&mpfung der Vi-
rus-Infektion in einem sehr friithen Stadium, so dass weitergehende
Zellschidden verhindert werden.

Beispiel 3: Erhéhung der Lebensfdhigkeit von infizierten Zellen
durch PDTC und DDTC

Ein Zellen-Proliferations-Assay wurde durchgefihrt, um den Effekt
von PDTC oder DDTC auf die Lebensfdhigkeit der Zellen wdhrend
einer viralen Infektion zu testen.

Dazu wurde ein Zell-Titer 96® Aqg __  Non-radioactive Cell Proli-

feration Assay (Promega; Madison, Wisconsin, U.S.A) gemdf der An-
leitung des Herstellers durchgefiihrt. Einen Tag vor der Infektion
wurden Zellen in 96 Well-Platten gesetzt. Diese Zellen wurden mit
verschiedenen HRV-Serotypen mit 20 TCID, /Zelle infiziert. Die Le-
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bensfé&higkeit der Zellen wurde durch Zusetzen einer Tetrazolium-
substanz, 2 h Inkubation bei 37°C und Messen der Absorption bei
492nm bestimmt.

24 h nach der Infektion mit HRV2 zeigten HeLa-Zellen im Vergleich
zu nicht-infizierten HelLa-Zellen (mock infection medium = MIM)
einen vollstdndigen Verlust ihrer metabolischen Aktivit&t. In
Fig.3 (oben: DDTC; unten PDTC) ist ersichtlich, dass die Lebens-
féhigkeit der Zellen selbst bei Zusatz von geringen Konzentratio-
nen von PDTC oder DDTC signifikant erhdht ist. PDTC oder DDTC al-
leine hat nur geringe Auswirkungen auf nicht infizierte Zellen.
Die Konzentrationen, die zur Inhibition der viralen Infektionen
eingesetzt werden, zeigten jedoch keine Toxizitdt ("-" bedeutet
ohne) .

Beispiel 4: Wirksamkeit von PDTC in Abhédngigkeit von der Zeit

Um zu testen, in welchem Stadium des viralen Lebenszyklus PDTC
eingreift, wurde PDTC zu verschiedenen Zeitpunkten nach Virus-In-
fektion mit 20 TCIDso pro Zelle zugesetzt und es wurden Prolifera-
tion-Assays durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der Zu-
satz von PDTC (125 uM) innerhalb der ersten sechs Stunden nach
Infektion ("-" bedeutet ohne) den besten Schutz vor Virus-indu-
ziertem Verlust der Proliferation bietet (Fig. 4A). Auch dieser
Effekt ist nicht spezifisch filir einen einzigen Serotyp, da HRV-
Serotypen 1A, 2, 14 und 16 verwendet wurden. Erst die PDTC-Be-
handlung (125 pM) von Zellen zu einem Zeitpunkt spédter als 8
Stunden nach Infektion verringerte die Schutzwirkung.

Ahnliche Ergebnisse wurden erhalten, wenn die viralen Titer (vt)
in den Uberstédnden von infizierten und PDTC-behandelten Zellen
bestimmt wurden (s. Fig.4B). Der Zusatz von PDTC bis zu vier
Stunden nach Infektion reduzierte die Titer von produziertem HRV2
um 10°. Selbst wenn die PDTC-Behandlung erst 6 Stunden nach In-
fektion begonnen wurde, wurden die produzierten viralen Titer
signifikant verringert. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Zusatz
von PDTC auch dann einen antiviralen Effekt hat, wenn dies zu
spédteren Stadien wdhrend der Infektion geschieht, wobei sowohl
die Lebensfdhigkeit der Zellen erhéht wird, als auch die Menge an
infektidsen Viren dramatisch verringert wird.
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Damit wurde gezeigt, dass die antivirale Wirkung nicht nur in den
friithen Stadien des viralen Lebenszyklus auftritt, beispielsweise
wdhrend der Rezeptorbindung bzw. dem Eintritt in die Zelle.

Beispiel 5: Untersuchung des HRV-Infektionsverlaufes in Anwesen-
heit von PDTC

Um den Verlauf einer rhinoviralen Infektion in Gegenwart und Ab-
wesenheit von PDTC zu uUberpriifen, wurden verschiedene proteolyti-
sche Aktivitédten analysiert. Eine charakteristische proteolyti-
sche Aktivitdt, die im Lauf von Infektionen mit Rhino- und Ente-
roviren auftritt, ist das enzymatische Spalten der zellulédren
Translations-Initiationsfaktoren 4GI (eIF4GI) und 4GII mit der
viralen 2A-Proteinase, so dass die Wirtszellen-Proteinsynthese
beendet wird. Je nach HRV-Serotyp werden eIF4G-Proteine bereits
in einem frihen Stadium einer Infektion gespalten. Eine weitere,
erst kiurzlich beschriebene Spaltungsaktivitdt wdhrend einer rhi-
noviralen Infektion ist das Spalten des intermedi&ren Filament-
Proteins Cytokeratin 8. Auch diese Spaltung ist abhédngig von der
2A-Protease, tritt aber zu einem spdten Stadium wdhrend der In-
fektion auf. Um den Einfluss einer PDTC-Behandlung auf den Ver-
lauf einer Virus-Infektion zu testen, wurde eine Western-Blot-
Analyse durchgefiihrt, um diese 2A-Protease-Substrate zu analysie-
ren.

Flir die Western Blot-Analyse wurde zu den angezeigten Zeitpunkten
Medium entfernt. Die Zellen wurden durch Zusatz von 100 pl Prote-
in-Puffer (8% Natrium-Dodecylsulfat, 20% B-Mercaptoethanol, 20%
Glycerol, 0,04% Bromphenolblau) lysiert. 20 nl Proteinextrakt '
wurden pro Spur mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membra-
ne geblottet. Die Inkubation mit Antikérpern wurde mit 0,1% Tween
20 und 5% Magermilchpulver in TBS durchgefiihrt. Fir die Immuno-
detektion wurden polyklonale Kaninchen-Antikérper gegen eIF4GI
eingesetzt. Als sekunddre Antikdrper wurden Anti-Kaninchen-Immun-
globuline konjugiert mit alkalischer Phosphatase verwendet. Die
Farbung wurde durch die alkalische Phosphatasereaktion durchge-
fihrt, die molekularen Grdflen wurden mit Hilfe eines vorgefdrbten
Markers SDS-7B (Sigma) bestimmt.
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In HRV2-infizierten HeLa-Zellen (100 TCIDso pro Zelle) kann das
Spalten von eIF4GI 4 Sﬁunden nach Infektion detektiert werden (cp
steht filir Spaltprodukt "cleavage product"), die vollsté&ndige
Spaltung ist 8 Stunden nach der Infektion erreicht (Fig.5). 2zu
diesen Zeitpunkten ist in infizierten Zellen in Gegenwart von
PDTC keine Spaltung des eIF4GI detektierbar. Zu spdteren Zeit-
punkten, etwa 24 Stunden nach Infektion kann auch in PDTC behan-
delten Zellen eine leichte eIF4GI-Spaltung detektiert werden.

Dies zeigt, dass entweder die Protease-Funktion blockiert ist
oder die Menge an viralen Proteinen stark reduziert ist.

Beispiel 6: Detektion von viralen Hillproteinen

Um den Einfluss von PDTC auf die Expression von viralen Proteinen
zu testen, wurden Kapsid-Proteine von HRV2 in Protein-Extrakten
von HRV2-infizierten HeLa-Zellen (100 TCIDso pro Zelle) durch
Western Blot-Analyse detektiert (s. Fig.6). Die Western Blot-Ana-
lyse wurde wie oben unter Beispiel 5 beschrieben durchgefihrt,
wobei ein polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen HRV2 verwendet
wurde. Signifikante Mengen der rhinoviralen Proteine VP1l, VP2 und
VP3 wurden in unbehandelten Zellen zu einem Zeitpunkt von 6 Stun-
den nach Infektion detektiert. Eine PDTC-Behandlung verhindert
die Expression dieser Kapsid-Proteine innerhalb der ersten 8
Stunden nach Infektion. Die schwache Expression von VP1, VP2 und
VP3 wurde erst zu einem spdten Zeitpunkt von etwa 24 Stunden nach
Infektion detektiert.

Damit ist gezeigt, dass PDTC zu einer verspdteten Produktion von
viralen Proteinen fihrt, was die anti-rhinovirale Wirkung wvon
PDTC als auch dessen Schutzwirkung auf Zellen erklart.

Beispiel 7: Bestimmung der Abhdngigkeit der antiviralen Wirkung

vom Redox-Potential

Es wurden weitere Antioxidantien auf ihre Inhibitor-Wirkung wah-
rend einer HRV2-Infektion von HeLa-Zellen getestet (Fig.7). HeLa-
Zellen wurden in einer 6 Well-Platte mit HRV2 (100 TCIDs, pro Zel-
le) infiziert ("n.i." bedeutet nicht infiziert). 1lh hach der In-
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fektion wurde das Medium entfernt und frisches Medium bzw. Medium
mit PDTC oder NAC in verschiedenen Konzentrationen zugegeben.
Nach 24 h wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen und mit Kristall-
violett gefdrbt. In Fig.7A ist ersichtlich, dass die Infektion
mit HRV2 den Zellrasen zerstdrt, PDTC kann diesen Effekt verhin-
dern, nicht aber NAC. Die Wirkungsweise von Vitamin C, Trolox und
B-Mercaptoethanol (2-ME) wurde wie in Beispiel 3 beschrieben be-
stimmt (Fig.7 B,C,D). Es konnte Ulberraschenderweise gezeigt wer-
den, dass all diese antioxidativen Substanzen keinerlei Schutz-
wirkung wahrend viraler Vermehrung hatten. Als Kontrolle wurden
die toxischen Effekte der Substanzen in Abwesenheit von Virus ge-
testet. Eine hohe Dosis von Vitamin C (100 pg/ml) inhibierte das
Zellenwachstum stark.

Damit wurde gezeigt, dass die antivirale Wirkung von PDTC nicht
auf dessen antioxidative Wirkung zuriickzufiihren ist, sondern of-

fensichtlich mit anderen Eigenschaften zusammenhdngt.
Beispiel 8: Wirkung von PDTC auf die Influenza-Virus-Replikation

5x10°-Verozellen wurden mit Influenzavirus A/PR8/34 oder Vienna/
47/96 mit einer m.o.i. (multiplicity of infection) von 0,01 in-
fiziert und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.'AnschlieBend wurde
das Inokulum entfernt und Infektionsmedium mit 5 pg/ml Trypsin
und 600 pM PDTC zugegeben. Der Uberstand wurde nach 48 h und 72 h
entfernt und der Virustiter im Uberstand mittels einem Standard-
Plattenassay gemessen. Wie in Fig.8 gezeigt, wurde der Virustiter
von A/PR8/34 in Gegenwart von PDTC um mehr als 2 log Stufen ver-
ringert gegeniiber der Kontrollprobe (c).

Um die Wirksamkeit des PDTC zu testen wurde ein TCIDs, (50% tissue
culture infective dose)-Assay mit und ohne PDTC durchgefihrt.
TCIDso wurde gemdfs der Methode von Kaerber bei jeder Konzentration
berechnet: 96 Well-Mikrotiterplatten wurden mit 2fachen Verdin-
nungsreihen des angegebenen Virus infiziert, lh nach der Infek-
tion wurde der Uberstand entfernt und Medium umfassend die ange-
gebenen Konzentrationen von PDTC zugegeben. Die Anzahl der infi-
zierten Wells wurde nach 4 Tagen bestimmt. In Fig.9 ist gezeigt,
dass beil einer Konzentration von 300 puM PDTC der TCIDso um 76,4%
bzw. 82,2% fir A/PR8/34 bzw. A/Vienna/47/96 reduziert war. Eine
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Inhibierung von uber 99,9% wurde fiir beide Viren bei einer Kon-
zentration von 1200 uM erreicht.

Beispiel 9: Bestimmung der wirksamen Konzentration von PDTC

Mittels eines CPE (cytopathic effect) Reduktions-Assays wurde die
wirksame Konzentration von PDTC bestimmt: Verozellen wurden in 96
Well-Mikrotiterplatten kultiviert und mit 5 TCIDsy pro Well und 50
TCIDso pro Well Influenza A/PR8/34 sowie 5 TCIDso pro Well Influen-
za A/Vienna/47/96 infiziert. 1 h nach der Infektion wurde der
Uberstand entfernt und Medium mit 5 pg/ml Trypsin und einer 2fa-
chen Verdinnungsreihe von PDTC beginnend bei einer Konzentration
von 1200 uM zugegeben. Die Platten wurden wdhrend der darauffol-
genden 4 Tage visuell auf cytopathische Effekte untersucht. Das
Auftreten von cytopathischen Effekten im Verhdltnis zur Kontroll-
probe wurde fir jede Konzentration berechnet. 100 % positiv be-
deutet die komplette Lyse in allen Wells. In Fig. 10 ist ersicht-
lich, dass eine 50% Reduktion von positiven Wells bei Konzentra-
tionen zwischen 50 und 100 uM PDTC erreicht wurde, eine komplette
Hemmung des cytopathischen Effekts wurde bei einer Konzentration
von 600 pyM PDTC fir alle Viren erreicht.

Beispiel 10: Bestimmung der PDTC Wirkung in vivo

10 C57/BL6-Mduse wurden intranasal mit einer letalen Dosis (50 nul
107 pfU) des A/PR8/34-Virus inokuliert. 1 h danach wurden sie in-
tranasal mit 25 pl 600 mM PDTC bzw. 25 nl PBS behandelt. Die M&du-
se wurden wdhrend der ersten 48 h alle 12 h, anschlieflend alle 24
h untersucht und behandelt. Das Gewicht der Miuse wurde gemessen
und in % des urspriinglichen Gewichts angegeben (% w) (Fig. 11A).
In Fig.11B ist gezeigt, dass alle mit PDTC behandelten M&use
(Quadrat) die Virusinfektion iliberlebten und 7 Tage nach Infektion
Gewicht zunahmen. Alle mit PBS behandelten Miuse (Rauten) starben
innerhalb von 12 Tagen nach der Infektion (% s = % Uberlebende).

Damit ist gezeigt, dass PDTC alleine eine starke Wirksamkeit ge-
gen Influenza Virus Infektionen in vitro und in vivo aufweist.

Beispiel 11: Antivirale Aktivitdt wvon PDTC gegen Equines Rhinitis
A-Virus ( ERAV)
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Die Reduktion der viralen Multiplikation von ERAV durch Zugabe
von PDTC wurde wie folgt untersucht: Vero-Zellen wurden mit 10
TCIDso pro Zelle ERAV infiziert. Gleichzeitig wurden unterschied-
liche Konzentrationen PDTC zugegeben (1 mM'- 50 pum). 4 h nach der
Infektion wurde das Inokulum entfernt und frisches Medium mit
PDTC zugegeben. 24 h nach der Infektion wurden die Ubersténde
entnommen und der virale Titer in einem Standard-Plattenassay
bestimmt.

Fig.12 zeigt, dass der Virustiter (vt) im Uberstand im Vergleich
zu unbehandelten Zellen (-) abnimmt.

Beispiel 12: Wirkung von PDTC auf die Vermehrung von Maul- und
Klauen-Seuche-Virus (MKS) in Zellkultur

Mittels eines CPE ("cytopathic effect") Reduktions-Assays wurde
die wirksame Konzentration von PDTC auf die durch MKS-Virus be-
dingte Zellzerstdérung ermittelt.

IB-RS-2-Zellen wurden in 96 Well-Mikrotiterplatten kultiviert und
mit MKS-Virus O-Manisa mit 0,1 TCIDso pro Zelle infiziert und 1lh
bei 37°C inkubiert. Anschlieffend wurde das Inokulum entfernt und
Infektionsmedium mit den angegebenen Konzentrationen von PDTC (10
UM bis 1200 uM) zugegeben. Die Anzahl der infizierten Wells wurde
durch mikroskopische Beobachtung des cytopathischen Effekts nach
24 h bestimmt.

In Fig.13A ist gezeigt, dass die Anzahl der infizierten Wells (%
pos.) nach 24 h von der PDTC-Konzentration abhdngig ist. 600 uM
PDTC schiitzen die Zellen zu 100% vor virusbedingtem cytopathi-
schen Effekt. Eine 50% Reduktion von infizierten Wells wird im
Konzentrationsbereich zwischen 75 UM und 150 UM erreicht.

Um die Wirkung von PDTC auf die MKS-Virus-Replikation zu testen,

wurden IB-RS-2-Zellen in T25cm? Zellkultur-Flaschen mit MKS-Virus
O-Manisa mit 0,001 TCIDsy pro Zelle infiziert und 1h bei 37°C in-
kubiert. Anschlieffend wurde das Inokulum entfernt und Infektions-
medium mit den angegebenen Konzentrationen PDTC (0 UM bis 200 uM)
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zugegeben. 24 h nach der Infektion wurden die Ubersté&nde entnom-
men und der virale Titer (TCID) in einem Standard-Plattenassay
bestimmt.

Wie in Fig.13B gezeigt, wird der Virustiter von MKS-Virus O-Ma-
nisa in Gegenwart von PDTC im Vergleich mit der Kontrollprobe (0)
um mehr als 2 log Stufen verringert. Der Kontrollprobe wurde kein
PDTC zﬁgesetzt.

Beispiel 13: Wirkung von PDTC auf die Vermehrung von FSME in
Zellkultur

FSME-Viren gehdren weder zu den Picornaviren noch ldsen sie eine
Erkrankung im respiratorischen Trakt aus.

Konfluente Monolayers von BHK-21-Zellen (ATCC) wurden mit 10 pfu/
Zelle FSME-Virus (Neuddrfel) in Gegenwart von folgenden Konzen-
trationen PDTC infiziert: 1000 pM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5
nM, 31,25 uM, 15,6 wM, 7,8 uM, 3,9 uM, 1,95 uM, 0,975 uM.

AnschlieBend wurden die Zellen 4 Tage bei 37°C inkubiert und der
Zellmonolayer mikroskopisch analysiert. Die Virusvermehrung wurde
durch Verwendung eines Enzymimmunoassays bestimmt. Die mikrosko-
pische Analyse zeigt keine Hinweise auf toxische Effekte von
PDTC. Eine Quantifizierung der Virusvermehrung zeigt, dass PDTC
in keiner der getesteten Konzentrationen in der Lage ist, die

Virusvermehrung zu reduzieren.

In Analogie wurde untersucht, ob PDTC in Zellen in Suspension die
Virusvermehrung beeinflussen kann: Es wurden dieselben Konzentra-
tionen wie oben getestet. Auch in diesem Versuch kann kein Hin-

weis auf eine Reduzierung der Virusvermehrung durch PCTC gefunden

werden.
Beispiel 14: Wirkung von PDTC auf EMC-infizierte M&duse

C57B16-Méuse wurden mit 10 TCID50 EMC-Virus intraperitoneal infi-
ziert. Die Kontrollgruppe wurde anschlieffend ein Mal t&glich mit
50 pl PBS intraperitoneal behandelt. Zwel weitere Gruppen wurden
mit 50 pl 50 mM PDTC pro Tag behandelt, wobei bei einer Gruppe
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die Behandlung gleichzeitig mit der Infektion begonnen wurde
(PDTC), bei der anderen Gruppe erst 24 h nach der Infektion (PDTC
24hpi) .

In Figur 14 ist die Verédnderung des Mausgewichts nach Beginn der
Infektion gezeigt. Es ist klar ersichtlich, dass sich behandelte
und unbehandelte Tiere nicht unterscheiden. Im Mittel tritt in

den infizierten Midusen der Tod in allen Gruppen in 5,5 Tagen ein.

Damit ist gezeigt, dass PDTC keine Wirkung auf eine EMC-Infek-
tion, das zwar zu den Picornaviren z&hlt, jedoch keine Erkrankung

im respiratorischen Trakt sondern in Nervenzellen auslést, hat.



WO 03/007935 PCT/AT02/00206

- 30 -

Patentanspriche:

1. Verwendung von Dithiocarbamat-Verbindungen der Strukturfor-
mel R;R,NCS:H, worin R: und R; unabhdngig voneinander ein gerades
oder verzweigtes C;-Cs-Alkyl darstellen oder mit dem Stickstoffa-
tom einen aliphatischen Ring mit 4 bis 6 C-Atomen bilden, wobei
Ri, R, oder der aliphatische Ring gegebenenfalls mit einem oder
mehreren Substituenten ausgewdhlt aus OH, NO., NH,, COOH, SH, F,
Cl, Br, I, Methyl oder Ethyl substituiert ist, und oxidierte For-
men dieser Verbindungen, insbesondere Dimere hievon, sowie phar-
mazeutisch akzeptable Salze hievon, zur Herstellung eines Mittels
zur Behandlung oder Verhinderung einer Infektion durch RNA-Viren,
die den respiratorischen Trakt befallen und dort eine Erkrankung

auslosen.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass R:
und R, unabhdngig voneinander ein C1-C;-Alkyl darstellen oder mit
dem Stickstoffatom einen aliphatischen Ring mit 4 bis 6 C-Atomen
bilden.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Dithiocarbamat-Verbindung ausgewédhlt ist aus Pyrrolidin-
Dithiocarbamat und N,N-Diethyl-Dithiocarbamat.

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Virus-Infektion eine Infektion mit Picornavi-

rus, Orthomyxo- oder Paramyxovirus ist.

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Orthomyxovirus ein humanes Influenzavirus ist, insbesondere aus-
gewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Influenza A, Influenza B,
Influenza C bzw. das Paramyxovirus ein Parainfluenzavirus oder

Pneumovirus ist.

6. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Orthomyxovirus ein Sdugetier-Influenza A-Virus ist.

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-

zeichnet, dass das Picornavirus ein Rhinovirus, insbesondere hu-
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manes oder Pferde-Rhinovirus, ein Enterovirus, insbesondere Ente-
rovirus 70, 71 oder Coxsackievirus, bzw. ein Aphthovirus, insbe-
sondere das Maul- und Klauenseuche-Virus oder equines Rhinitis-

virus A, ist.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Dithiocarbamat-Verbindung in dem Mittel in ei-
ner Konzentration von 0,01 bis 5000 mM, vorzugsweise 1 bis 300
mM, besonders bevorzugt 10 bis 100 mM, vorgesehen ist.

9. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Dithiocarbamat-Verbindungen in dem Mittel in
einer Konzentration von 10 mM bis 1 M vorgesehen ist.

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Mittel weiters einen pharmazeutisch akzeptab-
len Trdger umfasst.

11. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Mittel ein oral, intranasal, intravends,
rektal, parenteral oder als Augen- oder Ohrentropfen, als Gurgél—
18sung oder Aerosol zu verabreichendes Mittel ist.

12. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Mittel weitere antivirale Substanzen um-
fasst.

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Mittel eine Kombination von zumindest zwei
verschiedenen Dithiocarbamat-Verbindungen umfasst.

14. Verwehdung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das Mittel weitere Substanzen, ausgewdhlt aus
Antibiotika, Impfstoffen, Immunsuppressiva, Stabilisatoren, im-
munstimulierenden Substanzen, Blutprodukten oder Mischungen da-

von, umfasst.

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Mittel zur Inhibierung der Virusvermehrung
eingesetzt wird.
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16. Desinfektionsmittel, umfassend zumindest eine Dithiocarba-
mat-Verbindung wie in einem der Anspriiche 1 bis 15 definiert.

17. Desinfektionsmittel nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich-
net, dass es die Dithiocarbamat-Verbindung in einer Konzentration
von 10 pM bis 5 M, insbesondere 30 uM bis 1 M, umfasst.

18. Desinfektionsmittel nach Anspruch 16 oder 17, dadurch ge-
kennzeichnet, dass es weitere desinfizierende, insbesondere an-

tivirale, Stoffe umfasst.

19. Verfahren zur Desinfektion von Oberfldchen, Medien bzw.
zellkulturen, dadurch gekennzeichnet, dass ein Desinfektionsmit-
tel nach Anspruch 17 oder 18 auf die Oberfldche bzw. Zellkultur
aufgebracht bzw. in das Medium eingebracht wird.
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