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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염의 공-감염의 치료를 위한 방법에 사용하기 위한, MEK 억제제를 포함하

는 조성물로서, 상기 MEK 억제제가 하기 구조식 I의 CI-1040 또는 하기 구조식 IV의 GDC-0973인, 조성물:

구조식 I

구조식 IV.

청구항 2 

제1항에  있어서,  세균  감염이  스타필로콕카세아에(Staphylococcaceae),  스트렙토콕카세아에

(Streptococcaceae),  레지오넬라세아에(Legionellaceae),  슈도모나다세아에(Pseudomonadaceae),  클라미디아세

아에(Chlamydiaceae),  마이코플라스마타세아에(Mycoplasmataceae),  엔테로박테리아세아에

(Enterobacteriaceae),  슈도모나달레스(Pseudomonadales)  및/또는 파스테우렐라세아에(Pasteurellaceae)로 이

루어진 그룹으로부터 선택된 세균에 의해 매개되는, 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 인플루엔자 바이러스 감염이 인플루엔자 A 바이러스 또는 인플루엔자 B 바이러스에 의해 매개

되는, 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 인플루엔자 A  바이러스가 H1N1,  H2N2,  H3N2,  H6N1,  H7N7,  H7N9,  H9N2,  H10N7,  H10N8  또는

H5N1인, 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, MEK 억제제가 p38 억제제 또는 NFκB 억제제와 조합되고, 여기서 상

기  p38  억제제는  SB  202190(4-[4(4-플루오로페닐)-5-(4-피리디닐)-1H-이미다졸-2-일]페놀),  로스마피모드

(Losmapimod,  GW856553),  VX-702(6-[(아미노카보닐)(2,6-디플루오로페닐)아미노]-2-(2,4-디플루오로페닐)-3-피

리딘카복스아미드) 및 하기 구조식의 PH797804로 구성된 군으로부터 선택되고, NFκB 억제제는 LG-ASA(Lys-Gly-

아세틸살리실레이트)인, 조성물:
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청구항 6 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, MEK 억제제가 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 하나 이상의 억제

제와 조합되고, 여기서 상기 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 억제제가 오셀타미비르인, 조성물. 

청구항 7 

제6항에 있어서, MEK 억제제가 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 하나 이상의 억제제와 동시에, 이전에 또는

이후에 투여되는, 조성물.

청구항 8 

세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염의 공-감염의 치료를 위한 방법에 사용하기 위한, MEK 억제제 및 인플루

엔자 바이러스를 표적화하는 억제제를 포함하는 조성물로서, 상기 MEK 억제제가 하기 구조식 I의 CI-1040 또는

하기 구조식 IV의 GDC-0973이고, 상기 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 억제제가 오셀타미비르인, 조성물:

구조식 I

구조식 IV.

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

청구항 11 

삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 
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삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 
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삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염 또는 세균 감염 단독의 예방 및/또는 치[0001]

료를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제에 관한 것이다.  또한, 세균 감

염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염 또는 세균 감염 단독의 예방 및/또는 치료에서 사용하기

위한 이러한 억제제를 포함하는 조성물이 제공되어 있다.  또한, 인플루엔자 바이러스 및 세균 또는 세균 단독

으로 감염된 배양 세포를 포함하는 시험관내 시험 시스템이 제공되어 있다.

배 경 기 술

인플루엔자 A 바이러스는 현저한 질병률 및 사망률을 제공하는 심각한 호흡 질환의 원인 물질이다.  인플루엔자[0002]

바이러스(IV) 감염의 과정에서 대부분의 치사 사례는 실제로 상이한 세균, 예를 들면, 스타필로콕쿠스 아우레우

스(Staphylococcus aureus)(S. aureus), 스트렙토콕쿠스 뉴모니아에(Streptococcus pneumoniae) 및 헤모필루스

인플루엔자에(Haemophilus  influenzae)에  의해  유발된  2차  폐렴의  결과이다[참조:  Morens  et  al.,  2008,

Chertow et al., 2013].  세균 공-감염의 가장 현저한 문제는 돌연한 병원성 증가[참조: Iwao et al., 2012,

Paddock et al., 2012, Parker et al., 2012] 및 상이한 병원체에 대한 강력한 항-감염제의 제한된 무기이다.

인플루엔자 바이러스의 높은 변동성과 새로운 균주의 연속 출현[참조: Neumann et al., 2009, Taubenberger et

al., 2010, Parry, 2013], 세균 균주의 특징[참조: Grundmann et al., 2006, Moran et al., 2006, Gillet et

al., 2007, Shilo et al., 2011], 또한 이용가능한 약물/항생물질에 대한 인플루엔자 바이러스[참조: Hayden

et al., 1992, Bright et al., 2006, Pinto et al., 2006, De Clercq et al., 2007, Pinto et al,, 2007] 및

세균[참조: Grundmann et al., 2006, Moran et al., 2006, Shilo et al., 2011] 둘 다의 신속한 내성 발달은

불량한 치료 옵션에 대한 주요 이유이다.  더욱이, 인플루엔자 바이러스 및 세균에 의한 공감염의 치료가 지금

까지 단일 화합물로 불가능하다는 것은 우연이다. 본 발명은 단일 약물을 사용함으로써 IV 및 에스. 아우레우스

공-감염에 대한 신규한 항-감염 전략을 제안한다는 점에서 이러한 문제를 해결한다.  더욱이, 본 발명은 세균

자체가 아니라 세포 인자를 표적화하는 약물을 제공함으로써 세균의 신속한 내성 발달의 문제를 해결한다.

발명의 내용

기술적 과제는 특허청구범위에 반영되고 상세한 설명에 기재되고 실시예 및 도면에서 설명된 실시형태에 의해[0003]

해결된다.

상기한 바와 같이, 본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료[0004]

를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는[0005]

NFκB 억제제에 관한 것이다.

지난 세기에서 집중적 연구에도 불구하고, IV는 여전히 인류에 대한 심각한 위협을 나타낸다.  고령자 및 면역[0006]

부전 개인에 대해 특히 위험한 계절적 유행은 인플루엔자 A 또는 B 바이러스의 감염에 기인한 것이다.

과거 수십년 사이에, IV로 동시에 감염된 유아 및 소아에서 특히 문제를 유발하는 메티실린-내성 에스. 아우레[0007]

우스(S. aureus) 균주의 발생률이 증가하고 있다[참조: Iverson et al., 2011, Thorburn et al., 2012].  세균
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성 공-감염에 기인하여 발생하는 한 가지 주요한 문제는 급속하고 고도로 증가된 병원성이고, 이는 아마도 사이

토킨  발현의  증가에  의해  유발되어  또한  조직  손상을  발생시킨다.   특히,  팬텀-발렌틴 류코시딘(PVL)-발현

에스. 아우레우스에 의한 공-감염시, PVL-매개된 호중구 사멸 후에 프로테아제의 조절되지 않은 방출에 기인하

여 심각한 폐 상피 손상이 관찰된다[참조: Gillet et al., 2007, Niemann et al., 2012].  세균 공-감염은 통

상 IV  감염의 최초 6일 이내에 발생하여, 보다 극심한 질병, 폐렴 및 보다 높은 사망률을 발생시킨다[참조:

Iverson et al., 2011, Chertow et al., 2013].  그러나, 일부 경우에, 바이러스 감염이 이미 해소되는 것으로

생각될 때, 세균 공-감염이 나타난다.  바이러스/세균 공-감염의 치료를 위해, 제한된 가능성만이 존재한다.

인플루엔자와 싸우기 위한 한 가지 유망한 항바이러스 전략은, 세포내 병원체로서 IV가 세포 시그날전달 메카니[0008]

즘에 강력하게 의존한다는 사실에 기반한다[참조: Gong et al., 2009, Ludwig, 2009].  IV는 이의 자신의 목적

을 위해 세포 인자를 빼앗는 능력을 획득했다[참조: Ludwig et al.,2003].  추가로, IV는 이들의 숙주의 자연

면역 반응을 억제할 수 있다.  이들 의존성을 고려하면, 세포 바이러스-지원 기능은 신규한 항바이러스 개입을

위한 가장 유망한 후보이다[참조: Ludwig et al., 2003, Ludwig, 2011, Planz, 2013].  지난해 동안, 본 발명

자  등은  항-바이러스  접근법을  위한  적합한  표적으로서  Raf/MEK/ERK  분열촉진  키나제  캐스케이드[참조:

Pleschka  et  al.,  2001,  Ludwig  et  al.,  2004,  Olschlager  et  al.,  2004,  Marjuki  et  al., 2006, Ludwig,

2009, Droebner et al., 2011], IKK/NFκB 모듈[참조: Pleschka et al., 2001, Wurzer et al., 2004, Marjuki

et  al.,  2006,  Mazur  et  al.,  2007,  Ludwig  et  al.,  2008,  Dudek  et  al.,  2010,  Droebner  et  al.,  2011,

Ehrhardt  et  al.,  2013,  Haasbach  et  al.,  2013],  p38-시그날전달[참조: Borgeling  et  al.,  2014]  및 또한

PI3K-시그날전달[참조: Ehrhardt et al., 2006, Ehrhardt et al., 2007a, Ehrhardt et al., 2007b, Ehrhardt

et al., 2009, Eierhoff et al., 2010] 경로를 동정했다.

바이러스 인자 이외의 세포를 표적화하는 것은, 병원체가 손실 세포 기능을 대체할 수 없기 때문에 내성 문제를[0009]

방지한다.  몇몇 세포 인자에 있어서, 화학적 화합물이 이용가능하고, 초기 단계이긴 하지만, 이들중 일부는 임

상 시험에 들어가거나 이미 라이센싱되어 있다.

IV 복제와 대조적으로, 에스. 아우레우스 분열은 숙주-세포 독립적이다.  신규한 항균제 대체 수단은 병원체에[0010]

의해 정교화된 필수 유전자 생성물을 표적화하지 않지만, 세균을 사멸시키거나 숙주 면역성을 증강시키지 않고

서 에스. 아우레우스 감염 동안 독성 인자를 억제한다[참조: Park et al., 2012].  다른 전략은 인간 숙주에서

에스. 아우레우스의 콜로니화를 방지한다[참조: Park et al., 2012].  이들 화합물은 또한 내성을 유도하는 가

능성이 낮다.  최근, 에스. 아우레우스가 또한 감염 동안 이의 자신의 이익을 위해 세포 시그날전달을 이용한다

고 하는 증거가 축적되고 있지만[참조: Oviedo-Boyso et al., 2011], 이러한 세균-지원 세포 인자는 여전히 항

균 치료를 위한 표적으로서 상세하게 특성화되어 있지 않다. 

본 발명자들은, 놀랍게도, 항-인플루엔자 활성을 갖는 것으로 이전에 밝혀진 NFκB, MEK 또는 p38 MAP 키나제[0011]

등의 세포내 시그날전달 인자에 대한 약물이 또한 항 에스. 아우레우스 활성을 나타내고 공감염 시나리오에서

바이러스- 및 세균 역가 둘 다를 감소시키는 것을 관찰했다.  따라서, 이들 시그날전달 억제제는 단독으로 IV

또는 에스. 아우레우스 감염의 치료를 위한 가장 유망한 후보이지만, 가장 중요하게는 세균 공감염을 수반한 중

증의 인플루엔자에 대하여도 유망한 후보이다.

한 가지 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의[0012]

예방  및/또는  치료를  위한  방법에  사용하기  위한  것이고,  여기서  세균  감염은  스타필로콕카세아에

(Staphylococcaceae), 스트렙토콕카세아에(Streptococcaceae), 레지오넬라세아에(Legionellaceae), 슈도모나다

세아에(Pseudomonadaceae), 클라미디아세아에(Chlamydiaceae), 마이코플라스마타세아에(Mycoplasmataceae), 엔

테로박테리아세아에(Enterobacteriaceae),  슈도모나달레스(Pseudomonadales)  및/또는  파스테우렐라세아에

(Pasteurellaceae)로 이루어진 그룹으로부터 선택된 세균에 의해 매개된다.

또 다른 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염의 예방 및/또는 치[0013]

료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 인플루엔자 바이러스 감염은 인플루엔자 A 바이러스 또는 인플

루엔자 B 바이러스에 의해 매개되고, 바람직하게는 인플루엔자 A 바이러스는 H1N1, H2N2, H3N2, H6N1, H7N7,

H7N9, H9N2 H10N7, H10N8 또는 H5N1이다.  한 가지 실시형태에서, 인플루엔자 A 바이러스는 H1N1이다.  다른

실시형태에서, 인플루엔자 A 바이러스는 H3N2, H5N1 및 H7N9이다.  추가의 실시형태에서, 인플루엔자 A 바이러

스는 H3N2, H5N1, H1N1 및 H7N9이다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의 예[0014]

방  및/또는  치료를  위한  방법에  사용하기  위한  것이고,  여기서  MEK  억제제는  U0126,  PLX-4032,  AZD6244,
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AZD8330, AS-703026, GSK-1120212, RDEA-119, RO-5126766, RO-4987655, CI-1040, PD-0325901, GDC-0973, TAK-

733, PD98059, ARRY-438162, PF-3644022 및 PD184352, 바람직하게는 AZD8330, GSK-1120212, U0126, GDC-0973,

CI-1040,  PD0325901,  ARRY-438162,  PF-3644022  및 AZD6244,  가장 바람직하게는 U0126,  GDC-0973,  CI-1040,

AZD8330 및 GSK-1120212로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.  

또 다른 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의[0015]

예방  및/또는  치료를  위한  방법에  사용하기  위한  것이고,  여기서  p38  억제제는  SB202190,  LY2228820,

CAY10571, SB 203580, Tie2 키나제 억제제, 2-(4-클로로페닐)-4-(플루오로페닐)-5-피리딘-4-일-1,2-디하이드로

피라졸-3-온, CGH 2466, SB220025, 항생물질 LL Z1640-2, TAK 715, SB202190 하이드로클로라이드, SKF 86002,

AMG548, CMPD-1, EO 1428, JX 401, ML 3403, RWJ 67657, SB 202190, SB 203580, SB 203580 하이드로클로라이

드, SB 239063, SCIO 469, SX 011, TAK 715, 파마피모드(Pamapimod), 로스마피모드(Losmapimod)(GW856553), 딜

마피모드(Dilmapimod)(SB681323),  VX  702,  VX  745,  도라마피모드(Doramapimod)(BIRB  796),  BMS-582949,

ARRY-797,  PH797804  바람직하게는  VX-702,  SB202190,  파마피모드(Pamapimod),  로스마피모드

(Iosmapimod)(GW856553),  딜마피모드(Dilmapimod)(SB681323),  도라마피모드(Doramapimod)(BIRB  796),  BMS-

582949, ARRY-797, PH797804 및 SCIO-469로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.

또 다른 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의[0016]

예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 NFκB 억제제는 LASAG(또한 LG-ASA로 불리움),

SC75741, MG 132, TPCA-1, PCTC, IMD 0354, 루테올린, 카페산펜에틸에스테르, 카다모닌(Cardamonin), PF 184,

IKK 16, SC 514, 위타페린(Withaferin) A, 아악티게닌(Arctigenin), BAY 11-7085, PSI, PR 39, Ro 106-9920,

BAY 11-7821, ML-130, 셀라스트롤(Celastrol), 탄시논(Tanshinone) IIA, HU 211, 글리오톡신(Gliotoxin), CID

2858522,  호노키올(Honokiol),  안드로그라폴리드(Andrographolide),  10Z-하이메니알디신(Hymenialdisine),

ACHP,  프리스티메린(Pristimerin),  설파살라진(Sulfasalazine),  ML  120B  디하이드로클로라이드,  암렉사녹스

(Amlexanox), 9-메틸스트렙트이미돈, N-스테아로일 피토스핀고신, 2-(1,8-나프티리딘-2-일)-페놀, 5-아미노살리

실산, BAY 11-7085, 에틸 3,4-디하이드록시신나메이트, 헬라날린(Helanalin), NF-κB 활성화 억제제 II, JSH-

23,  글루코코르티코이드  수용체  조절인자,  CpdA,  PPM-18,  아스피린(ASA),  피롤리딘디티오카밤산  암모늄  염,

(R)-MG132, SC75741, 로카글라미드(Rocaglamide), 나트륨 살리실레이트, QNZ, PS-1145, CAY10512, 보르테조밉

(bortezomib), 살살레이트(salsalate), 레스베라트롤(resveratrol), 데옥시스페르구아린(deoxyspergualin), 설

린닥(sulindac), 탈리도미드(thalidomide), AGRO-100, CHS 828 및/또는 쿠르쿠민(Curcumin), 바람직하게는, 보

르테조밉, 쿠르쿠민, 아스피린(ASA), 살살레이트, 레스베라트롤, 나트륨 살리실레이트, LASAG(또한 LG-ASA로서

불리움), 데옥시스페르구아린, 설린닥, 탈리도미드, AGRO-100, CHS 828, 보다 더 바람직하게는 CS75741, ASA 및

LASAG(또한 LG-ASA로서 불리움) 및 가장 바람직하게는 LASAG(또한 LG-ASA로서 불리움)로 이루어진 그룹으로부터

선택된다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의 예[0017]

방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제는 또 다른 MEK 억제제, p38 억제제

및/또는 NFκB 억제제와 조합되거나; 상기 p38 억제제는 또 다른 p38 억제제, MEK 억제제 및/또는 NFκB 억제제

와 조합되거나; 상기 NFκB 억제제는 또 다른 NFκB 억제제, p38 억제제 및/또는 MEK 억제제와 조합된다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염의 예방 및/또는 치료[0018]

를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 인플루엔자 바

이러스 및/또는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제와 조합된다.  한 가지 실시형태에서, MEK 억제제, p38

억제제 및/또는 NFκB 억제제는 인플루엔자 바이러스 및/또는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제와 함께 동

시에, 이전에 또는 이후에 투여된다.  이와 같이, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 인플루엔자

바이러스를 표적화하는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개 억제제와 조합될 수 있다.  유사하게는, MEK 억제제, p38

억제제 및/또는 NFκB 억제제는 세균을 표적화하는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개 억제제와 조합될 수 있다.

한 가지 실시형태에서, 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 하나 이상의 억제제는 뉴라미니다제 억제제, 바람직[0019]

하게는 오셀타미비르 포스페이트, 자나미비르, 오셀타미비르 또는 페라미비르이다.

또 다른 실시형태에서, 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 하나 이상의 억제제는 이온 채널 단백질(M2)을 표적[0020]

화하는 화합물, 바람직하게는 아만타딘 및/또는 리만타딘이다.  추가의 실시형태에서, 인플루엔자를 표적화하는

하나 이상의 억제제는 바이러스 폴리머라제 복합체의 성분, PB1, PB2, PA 또는 NP의 방해를 통해 폴리머라제 또

는 엔도뉴클레아제 활성을 표적화하는 화합물, 바람직하게는 NP 차단제 뉴클레오진(Nucleozin) 또는 폴리머라제
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억제제 T-705이다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 세균 감염의 예방 및/또는 치[0021]

료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 세균을 표적

화하는 하나 이상의 억제제와 조합된다.

또 다른 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의[0022]

예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제는 항생

물질, 바람직하게는 젠타마이신, 리팜피신, 리소스타핀, 에리트로마이신, 레보플록사신 반코마이신, 테이코플라

닌, 페니실린 및 옥사실린이다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 대상체, 바람직하게는 척추동물에서 본[0023]

발명의 공-감염 또는 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이다. 

또한, 본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법[0024]

에  사용하기  위한  MEK  억제제,  p38  억제제  및/또는  NFκB  억제제를  포함하는  조성물을  제공한다.

바람직하게는, 상기 조성물은 담체를 추가로 포함한다.

본 발명은 또한 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는[0025]

NFκB 억제제를 포함하는 조성물에 관한 것이다.  바람직하게는, 상기 조성물은 담체를 추가로 포함한다.

또한, 본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법[0026]

에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제, 및 인플루엔자 바이러스 및/또는 세균을 표적

화하는 하나 이상의 억제제를 포함하는 조성물을 제공한다.  바람직하게는, 상기 조성물은 담체를 추가로 포함

한다.

본 발명은 또한 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는[0027]

NFκB 억제제 및 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제를 포함하는 조성물에 관한 것이다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염의 예방 및/또는 치료[0028]

를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는, 이(이들)를 시

험관내 시험 시스템과 접촉시킬 때, 접촉 전의 시험관내 시험 시스템과 비교하여, 바이러스 및 세균 감염 둘 다

를 감소시키고, 상기 시험 시스템은 a) 인플루엔자 바이러스 및 b) 세균으로 감염된 배양 세포를 포함한다.

한 가지 실시형태에서, 바이러스 감염의 감소는 플라크 형성 단위(pfu)/ml의 감소이고, 세균 감염의 감소는 콜[0029]

로니 형성 단위(CFU)/ml의 감소이다.

또 다른 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 세균 감염의 예방 및/또는[0030]

치료를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는, 이(이들)

를  시험관내  시험  시스템과  접촉시킬  때,  접촉  전의  시험관내  시험  시스템과  비교하여,  세균  감염을

감소시키고, 상기 시험 시스템은 세균으로 감염된 배양 세포를 포함한다.

본 발명은 또한, a) 인플루엔자 바이러스 및 b) 세균으로 감염된 배양 세포를 포함하는 시험관내 시험 시스템에[0031]

관한 것이다.

본 발명은 또한 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공감염을 감소시키는데 효과적인 억제제를[0032]

측정하기 위한 본 발명의 시험관내 시험 시스템의 용도를 제공한다.  한 가지 실시형태에서, 바이러스 감염의

감소는 플라크 형성 단위(pfu)/ml의 감소이고, 세균 감염의 감소는 콜로니 형성 단위(CFU)/ml의 감소이다.

또한, 본 발명은 본 발명의 시험관내 시험 시스템을 목적하는 화합물과 접촉시키는 것을 포함하는, 세균 감염[0033]

및  인플루엔자  바이러스  감염을  포함하는  공-감염의  예방  및/또는  치료에  효과적인  분자를  검출하는

방법으로서, 상기 목적하는 화합물이, 접촉 전의 시험관내 시험 시스템과 비교하여, 바이러스 및 세균 감염 둘

다를 감소시키는, 방법에 관한 것이다.

본 발명은 또한 세균으로 감염된 배양 세포를 포함하는 시험관내 시험 시스템을 제공한다.[0034]

본 발명은, 또한, 세균 감염을 감소시키는데 효과적인 억제제를 측정하기 위한 본 발명의 시험관내 시험 시스템[0035]

의 용도에 관한 것이다.

추가로, 본 발명은 [0036]
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시그날 형질도입, 생성된 사이토킨 및 케모킨 발현, 아폽토시스 및 괴사의 유도 및/또는 건강 및 질환을 조절하[0037]

는 레독스(redox) 지혈의 수준의 검사를 임의로 포함하는, 선천성 숙주 세포 반응의 검사를 위한, 본 발명의 시

험관내 시험 시스템의 용도에 관한 것이다.

또한, 본 발명은, 본 발명의 시험관내 시험 시스템을 목적하는 화합물과 접촉시키는 것을 포함하는, 세균 감염[0038]

의 예방 및/또는 치료에 효과적인 분자를 검출하는 방법으로서, 상기 목적하는 화합물이, 접촉 전의 시험관내

시험 시스템과 비교하여, 세균 감염을 감소시키는, 방법을 제공한다.

본 발명은 추가로 인플루엔자 바이러스 및 세균으로 감염된 배양 세포에 관한 것이다.[0039]

또한, 세균으로 감염된 배양 세포가 제공된다.[0040]

도면의 간단한 설명

도면은 다음을 나타낸다: [0041]

도 1: 공-감염 절차의 시간 척도.  세포는 30분 동안 IV로 감염시켰다.  에스. 아우레우스 6850을 사용한 공-감

염을 수행하거나, 세포를 모의-처리했다.  세포외 세균을 용해시키고, 세균 감염 3시간후 항생물질 처리에 의해

제거했다.  PBS 세척 후, 세포에 신선한 배지(DMEM/INV)를 보충하고 바이러스 감염 18시간까지 인큐베이션했다.

도 2: MEK 억제제 U0126은 공-감염 상황하에서도 IV 역가(A/Puerto Rico/8/34) 및 에스. 아우레우스 부하를 감

소시켰다.  인간 폐 상피 세포를 2ml DMEM[10% FCS]에서 6-웰 플레이트(8×10
5
 세포/웰)로 파종했다.  파종 16

내지 20시간 후, 세포를 세정하고, PBS/BA[0.2% 소 혈청 알부민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실

린, 0.1mg/ml  스트렙토마이신](6개 웰당 500㎕)  또는 인플루엔자 바이러스 A/푸레르토 리코/8/34를 함유하는

PBS/BA와 함께 37℃에서 감염 다중도(MOI=0.1)에서 인큐베이션했다.  30분 인큐베이션 후, 바이러스 희석물을

흡인시키고,  세포를  PBS로  세정하고,  50μM  U0126  또는  DMSO(용매  대조군)의  존재하에  에스.  아우레우스

6850(MOI=0.5)와 함께 또는 없이 인베이젼(Invasion) 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/I HEPES](6

개  웰당  2ml)를  보충했다.   세균  감염  3시간  후,  세포를  항생물질로  처리하여  세포외  세균을  제거했다.

따라서, 세포를 PBS로 세정하고, 이어서 20분 동안 37℃에서 DMEM/INV 항생물질[2㎍/ml 리소스타핀(Sigma)](6개

웰당 1ml)과 함께 인큐베이션했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 50μM U0126 또는 DMSO 및 0.333㎍/ml 트립신

(Invitrogen)을 함유하는 DMEM/INV를 보충했다.  37℃에서 추가로 14시간의 배양 기간 후, IV 역가 및 세포내

세균을 문헌[참조: Hrincius et al., 2010, Tuchscherr et al., 2011]에 기재된 바와 같이 측정했다.

IV  역가는  플라크  형성  단위(pfu)/ml(A,  C)로  제시되어  있고,  에스.  아우레우스  역가는  콜로니  형성  단위

(CFU)/ml(B, D)로 제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 3개 독립적 실험의 평균±SD를 나타낸

다.  통계학적 유의성은 양측 2개 샘플 t-시험(*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했다.

(E) 50μM U0126의 존재하에 에스. 아우레우스는 DMSO 처리된 세균과 비교하여 18시간 인큐베이션시 세균 역가

감소를 제공한다.  소정량의 에스. 아우레우스 6850 현탁 배양물을 50μM U0126 또는 DMSO가 보충된 DMEM/INV에

서 희석시키고, 37℃에서 18시간 동안 인큐베이션했다.  세균을 희석하고 아가 플레이트 상에서 단계 희석에 의

해 측정했다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 3개 독립적 시험의 평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의

성은 양측 2개 샘플 t-시험(*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했다.

도 3: MEK 억제제 U0126은 공-감염 상황하에서도 IV 역가(A/FPV/Bratislava/79) 및 에스. 아우레우스 부하를

감소시킨다.  인간 폐 상피 세포를 2ml DMEM[10% FCS]에서 6-웰 플레이트(8×10
5
 세포/웰)로 파종했다.  파종

16 내지 20시간 후, 세포를 세정하고, PBS/BA[0.2% 소 혈청 알부민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페

니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신](6개 웰당 500㎕) 또는 인플루엔자 바이러스 A/FPV/브라티슬라바/79를 함유하

는 PBS/BA와 함께 37℃에서 감염 다중도(MOI=0.001)에서 인큐베이션했다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희

석물을 흡인시키고, 세포를 PBS로 세정하고, 50μM U0126 또는 DMSO(용매 대조군)의 존재하에 에스. 아우레우스

6850(MOI=0.5)와 함께 또는 없이 인베이젼(Invasion) 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/I HEPES](6

개  웰당  2ml)를  보충했다.   세균  감염  3시간  후,  세포를  항생물질로  처리하여  세포외  세균을  제거했다.

따라서, 세포를 PBS로 세정하고, 이어서 20분 동안 37℃에서 DMEM/INV 항생물질[2㎍/ml 리소스타핀(Sigma)](6개

웰당 1ml)과 함께 인큐베이션했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 50μM U0126 또는 DMSO를 함유하는 DMEM/INV를

보충했다.  37℃에서 추가로 14시간의 인큐베이션 기간 후, IV 역가 및 세포내 세균을 문헌[참조: Hrincius et

al., 2010, Tuchscherr et al., 2011]에 기재된 바와 같이 측정했다.  IV 역가는 플라크 형성 단위(pfu)/ml(A,

등록특허 10-2405136

- 10 -



C)로 제시되어 있고, 에스. 아우레우스 역가는 콜로니 형성 단위(CFU)/ml(B, D)로 제시되어 있다.  데이터는 2

개 생물학적 샘플을 사용한 2개 독립적 실험의 평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의성은 양측 2개 샘플 t-시험

(*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했다.  

도 4: p38 억제제 SB202190는 공-감염 상황하에서도 IV 역가 및 에스. 아우레우스 부하를 감소시킨다.  인간 폐

상피 세포를 2ml DMEM[10% FCS]에서 6-웰 플레이트(8×10
5
 세포/웰)로 파종했다.  파종 16 내지 20시간 후, 세

포를 세정하고, PBS/BA[0.2% 소 혈청 알부민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml 스트

렙토마이신](6개 웰당 500㎕) 또는 인플루엔자 바이러스 A/푸에르토 리코/8/34를 함유하는 PBS/BA와 함께 37℃

에서 감염 다중도(MOI=0.1)에서 인큐베이션했다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희석물을 흡인시키고, 세포

를 PBS로 세정하고, 10μM SB202190 또는 DMSO(용매 대조군)의 존재하에 에스. 아우레우스 6850(MOI=0.5)와 함

께 또는 없이 인베이젼(Invasion) 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/L HEPES](6개 웰당 2ml)를 보충

했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 항생물질로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  따라서, 세포를 PBS로 세정

하고, 이어서 20분 동안 37℃에서 DMEM/INV 항생물질[2㎍/ml 리소스타핀(Sigma)](6개 웰당 1ml)과 함께 인큐베

이션했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 10μM SB202190 또는 DMSO 및 0.333㎍/ml 트립신(Invitrogen)을 함유

하는 DMEM/INV를 보충했다.  37℃에서 추가로 14시간의 인큐베이션 후, IV 역가 및 세포내 세균을 문헌[참조:

Hrincius et al., 2010, Tuchscherr et al., 2011]에 기재된 바와 같이 측정했다.  IV 역가는 플라크 형성 단

위(pfu)/ml(A,  C)로  제시되어  있고,  에스.  아우레우스  역가는  콜로니  형성  단위(CFU)/ml(B,  D)로  제시되어

있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 3개 독립적 실험의 평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의성은 양

측 2개 샘플 t-시험(*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했다.

도 5: NF-kappaB(NFκB) 억제제 LG-ASA는 공-감염 상황하에서도 IV 역가 및 에스. 아우레우스 부하를 감소시킨

다.  인간 폐 상피 세포를 2ml DMEM[10% FCS]에서 6-웰 플레이트(8×10
5
 세포/웰)로 파종했다.  파종 16 내지

20시간 후, 세포를 세정하고, PBS/BA[0.2% 소 혈청 알부민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린,

0.1mg/ml 스트렙토마이신](6개 웰당 500㎕) 또는 인플루엔자 바이러스 A/푸에르토 리코/8/34를 함유하는 PBS/BA

와 함께 37℃에서 감염 다중도(MOI=0.1)에서 인큐베이션했다.  30분 인큐베이션 후, 바이러스 희석물을 흡인시

키고, 세포를 PBS로 세정하고, 5mM LG-ASA의 존재하에 에스. 아우레우스 6850(MOI=0.5)와 함께 또는 없이 인베

이젼(Invasion) 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/L HEPES](6개 웰당 2ml)를 보충했다.  물을 용매

대조군으로 사용했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 항생물질로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  따라서, 세

포를 PBS로 세정하고, 이어서 20분 동안 37℃에서 DMEM/INV 항생물질[10% FBS, 2㎍/ml 리소스타핀(Sigma)](6개

웰당 1ml)과 함께 인큐베이션했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 5mM LG-ASA 또는 물 및 0.333㎍/ml 트립신

(Invitrogen)을 함유하는 DMEM/INV를 보충했다.  37℃에서 추가로 14시간의 인큐베이션 기간 후, IV 역가 및 세

포내 세균을 문헌[참조: Hrincius et al., 2010, Tuchscherr et al., 2011]에 기재된 바와 같이 측정했다.  IV

역가는  플라크  형성  단위(pfu)/ml(A,  C)로  제시되어  있고,  에스.  아우레우스  역가는  콜로니  형성  단위

(CFU)/ml(B, D)로 제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 2개 독립적 실험(바이러스 역가) 및 3

개 독립적 실험(세균 역가)의 평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의성은 양측 2개 샘플 t-시험(*p < 0.05; ** p

< 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했다.

도 6: 바이러스 뉴라미니다제 억제제 타미플루는 IV 복제를 감소시키지만 에스. 아우레우스 부하를 증강시킨다.

인간 폐 상피 세포를 2ml DMEM[10% FCS]에서 6-웰 플레이트(8×10
5
 세포/웰)로 파종했다.  파종 16 내지 20시간

후, 세포를 세정하고, PBS/BA[0.2% 소 혈청 알부민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml

스트렙토마이신](6개 웰당 500㎕) 또는 인플루엔자 바이러스 A/FPV/브라티슬라바/79를 함유하는 PBS/BA와 함께

37℃에서 감염 다중도(MOI=0.001)에서 인큐베이션했다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희석물을 흡인시키고,

세포를 PBS로 세정하고, 2μM 타미플루 또는 Hepes(용매 대조군)의 존재하에 에스. 아우레우스 6850(MOI=0.5)와

함께 또는 없이 인베이젼(Invasion) 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/L HEPES](6개 웰당 2ml)를 보

충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 항생물질로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  따라서, 세포를 PBS로 세

정하고, 이어서 20분 동안 37℃에서 DMEM/INV 항생물질[2㎍/ml 리소스타핀(Sigma)](6개 웰당 1ml)과 함께큐베이

션했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 2μM 타미플루 또는 Hepes를 함유하는 DMEM/INV를 보충했다.  37℃에서

추가로  14시간의  인큐베이션  기간  후,  IV  역가  및  세포내  세균을  문헌[참조:  Hrincius  et  al.,  2010,

Tuchscherr et al., 2011]에 기재된 바와 같이 측정했다.  

도 7: 세포내 에스. 아우레우스 6850의 역가는 LG-ASA 처리에 의해 감소된다.  인간 폐 상피 세포(A549)를 지시
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된 양의 LG-ASA의 존재(A, C) 및 부재(B, D)하에 3시간 동안 0.5MOI 에스. 아우레우스 6850 DMEM/INV[1% 인간

혈청 알부민, 25nmol/L PEPES]로 감염시켰다.  감염 3시간 후, DMEM/INV 항생물질[2㎍/ml 리소스타핀(Sigma)]

을 사용하여 항생물질 세척을 도입하여 비-내재화된 세균을 제거하고, 이어서 세포에 지시된 양의 LG-ASA를 함

유하는 DMEM/INV를 보충했다.  세포 형태를 광학 현미경(A, B)에 의해 모니터링하고, 내재화된 세균의 양을 감

염 18시간 후(C, D)에 아가 플레이트 상에서 단계 희석에 의해 측정했다.

도 8: 표 2: p38 억제제.

도 9: 표 3: NFκB 억제제.

도 10: 표 4: NFκB 억제제.

도 11: 표 5: 항생물질.

도 12: 시험관내 공-감염 절차의 시간 척도.  인간 폐 상피 세포(A549)를, 37℃에서 PBS/BA[0.2% 소 혈청 알부

민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신]에 용해시킨 인플루엔자 A 바이

러스(IAV)로  30분  동안  감염  다중도(MOI)로  감염시켰다.   30분  인큐베이션한  후,  바이러스  희석물을

흡인시키고, 세포를 PBS로 세정했다.  이어서, 스타필로콕쿠스 아우레우스 6850(S. aureus)를 사용한 세균 감염

을 수행하거나, 세포를 모의-처리했다.  따라서, 세포에 지시된 양의 억제제(U0126 또는 Cl-1040) 또는 용매 대

조군  이외에  에스.  아우레우스와  함께  또는  없이  인베이젼  배지  DMEM/INV[1%  인간  혈청  알부민,  25nmol/L

HEPES]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 항생물질 세척[DMEM, 10% FBS, 2㎍/ml 리소스타핀 또는 100㎍/ml 젠

타마이신, 20분]을 도입하여 비-내재화된 세균을 제거했다.  추가의 PBS 세척 후, 세포에 억제제의 존재 또는

부재하에 감염 배지 DMEM(0.2% BA, 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신)을 보

충하고, 37℃에서 바이러스 감염 18시간까지 인큐베이션했다.

도 13: MEK/ERK 신호전달의 억제는 단일 및 공-감염 후에 세포 생존을 증강시킨다.  

인간 폐 상피 세포(A549)를, 37℃에서 인플루엔자 A 바이러스 균주 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)(FPV) 또는 인

간 인플루엔자 바이러스 균주 A/위스콘신/67/2005(H3N2)로 감염 다중도(MOI=0.01)(H7N7)  또는 (MOI=0.5)(H3N

2)로 감염시켰다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희석물을 제거하고, 세포를 PBS로 세정하고, 50μM U0126

또는 용매 대조군의 존재하에 에스. 아우레우스 6850(MOI=0.1)과 함께 또는 없이 인베이젼 배지 DMEM/INV[1% 인

간 혈청 알부민, 25mM HEPES 함유]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 20분 동안 10% FBS 및 2㎍/ml 리

소스타핀을 함유하는 DMEM/FBS로 처리하여 비-내재화된 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 50μM

U0126 또는 용매를 함유하는 감염 배지 DMEM/BA(0.2% BA, 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml

스트렙토마이신)을 보충했다.  37℃에서 18시간의 인큐베이션 기간 후, 세포 형태를 광학 현미경에 의해 모니터

링했다.

도 14: MEK/ERK 신호전달의 억제는 단일 바이러스 및 공-감염 동안 세포 역가를 감소시켰다.  

인간 폐 상피 세포(A549)를, 37℃에서 조류 인플루엔자 바이러스 균주 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)(FPV)(A, C)

또는 인간 인플루엔자 바이러스 균주 A/위스콘신/67/2005(H3N2)(B,  D)로 감염 다중도(MOI=0.01)(A,  C)  또는

(MOI=0.5)(B, D)로 감염시켰다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희석물을 제거하고, 세포를 PBS로 세정하고,

50μM U0126 또는 용매 대조군의 존재하에 에스. 아우레우스 6850(MOI=0.1)과 함께 또는 없이 인베이젼 배지

DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nM HEPES 함유]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 20분 동안 10%

FBS 및 2㎍/ml 리소스타핀을 함유하는 DMEM/FBS로 처리하여 비-내재화된 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세척

후, 세포에 50μM U0126 또는 용매를 함유하는 감염 배지 DMEM/BA(0.2% BA, 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml

페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신)을 보충했다.  37℃에서 18시간의 인큐베이션 기간 후, 세포 역가를 표준

플라크 분석에 의해 측정했다.  바이러스 역가는 플라크 형성 단위(pfu)/ml로서 선형(A, B) 또는 대수 척도(C,

D)로 제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 4개 독립적 실험의 평균±SD를 나타낸다.  통계학

적 유의성은 양측 1개 샘플 t-시험(*p < 0.05; ** p < 0.01)에 의해 평가했다.

도 15: U0126의 투여에 의한 MEK 억제는 세균 성장을 억제시킨다.  

인간 폐 상피 세포(A549)를, 37℃에서 조류 인플루엔자 바이러스 균주 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7) 또는 인간

인플루엔자  바이러스  균주  A/위스콘신/67/2005(H3N2)(A,  C)로  감염  다중도(MOI=0.01)(H7N7)  또는

(MOI=0.5)(H3N2)로 감염시켰다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희석물을 제거하고, 세포를 PBS로 세정하고,
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50μM U0126 또는 용매 대조군의 존재하에(A) 에스. 아우레우스 6850(MOI=0.1)과 함께 또는 없이 인베이젼 배지

DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nM HEPES 함유]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 20분(A, C) 동안

10% FBS 및 2㎍/ml 리소스타핀을 함유하는 DMEM/FBS로 처리하여 비-내재화된 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세

척  후,  세포에  50μM  U0126  또는  용매를  함유하는  감염  배지  DMEM/BA(0.2%  BA,  1mM  MgCl2,  0.9mM  CaCl2,

100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신)을 보충했다.  내재화된 세균의 양을 감염 18시간 후(A, C)에 아가

플레이트 상에서 세포 용해물의 단계 희석에 의해 측정했다.  세균 성장에 대한 U0126의 효과는 에스. 아우레우

스 6850(100CFU/ml)의 밤새 배양물에 대해 지시된 바와 같이 U0126의 투여에 의해 분석했다.  16시간 후, 단계

희석물을 BHI 아가(B, D) 상에 플레이팅했다.  세균 역가는 콜로니 형성 단위(CFU/ml)로서 선형(A, B) 또는 대

수 척도(C, D)로 제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 4개(A, C) 또는 3개(B, D) 독립적 실험

의 평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의성은 양측 2개 샘플 t-시험(*** p < 0.001)에 의해 평가했다.

도 16: MEK/ERK 신호전달의 억제는 바이러스 단백질 및 염증전(pro-inflammatory) 케모킨의 감소를 유도한다.

인간 폐 상피 세포(A549)를, 37℃에서 인간 인플루엔자 바이러스 균주 A/위스콘신/67/2005(H3N2)로 감염 다중도

(MOI=5)로 감염시켰다.  30분 인큐베이션한 후, 바이러스 희석물을 제거하고, 세포를 PBS로 세정하고, 50μM

U0126  또는  용매  대조군의  존재하에  에스.  아우레우스  6850(MOI=50)과  함께  또는  없이  인베이젼  배지

DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nM HEPES 함유]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 30분 동안 10%

FBS 및 100㎍/ml 젠타마이신을 함유하는 DMEM/FBS로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세척 후,

세포에 50μM U0126 또는 용매를 함유하는 감염 배지 DMEM/BA(0.2% BA, 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니

실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신)을 보충했다.  37℃에서 8시간의 인큐베이션 기간 후, CCL3 및 CCL5의 mRNA 수

준을 특이적 프라이머(A, B)로 qRT-PCR에 의해 분석했다.  세균 세포 벽 성분(PGN) 뿐만 아니라 바이러스 단백

질 발현(PB-1) 및 ERK-1/2 포스포릴화 수준은 웨스턴 블롯 분석(C)에 의해 측정했다.  데이터는 1개 실험에서 3

개 생물학적 샘플 및 2개 기술적 복제물의 예비 결과를 나타낸다.

도 17: U0126의 투여는 바이러스 역가와 독립적으로 생체내에서 감소된 세균 역가를 유도한다.  12주령 Balb/C

마우스를 0일차에 50PFU의 인플루엔자 바이러스 균주 A/푸에르토 리코/8/34(PR8, H1N1)으로 감염시켰다(이소플

루란으로 마취시킴).  1일차에 개시하여 마우스는 30mg/kg/1일 U0126 또는 용매 대조군(10% DMSO, 30% 크레모포

르  EL,  60%  PBS)의  복강내  주사(i.p)로  매일  처리했다.   3일차에  마우스는  이소플루란을  사용한  마취하에

5*10
7
CFU의 스타필로콕쿠스 아우레우스 6850으로 감염시키고, U0126 또는 용매 대조군으로 직접 처리했다.  4일

차에 폐를 제거하고 PBS(1000㎕ PBS당 0.1g)에서 균질화시켰다.  세균 역가의 계산을 위해 균질물의 단계 희석

물을 BHI 아가 상에 플레이팅시켰다.  바이러스 역가를 측정하기 위해, 표준 플라크 분석을 수행했다.  통계학

적 분석은 만-휘트니(Mann-Whiteney) U 시험(* p < 0.05)을 사용하여 수행했다.

도 18: 특이적 MEK 억제제 CI-1040은 단일 및 공-감염에서 바이러스 역가를 감소시킨다.  

인간 폐 상피 세포(A549)를, 37℃에서 조류 인플루엔자 바이러스 균주 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)(A, C) 또는

인간 인플루엔자 바이러스 균주 A/푸에르토 리코/8/34(H1N1)(B, D)로 감염 다중도(MOI=0.01)로 감염시켰다.  30

분  후,  바이러스 희석물을 제거하고,  세포를 PBS로  세정하고,  10μM  CI-1040  또는 용매 대조군의 존재하에

에스. 아우레우스 6850(MOI=0.1)과 함께 또는 없이 인베이젼 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nM HEPES

함유]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 20분 동안 10% FBS 및 2㎍/ml 리소스타핀을 함유하는 DMEM/FBS

로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 10μM CI-1040 또는 용매를 함유하는 감염

배지 DMEM/BA(0.2% BA, 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신)을 보충했다.  37

℃에서 18시간의 인큐베이션 기간 후, 바이러스 역가를 표준 플라크 분석으로 측정했다.  바이러스 역가는 플라

크 형성 단위(PFU/ml)로서 선형(A, B) 또는 대수 척도(C, D)로 제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을

사용한 2개 독립적 실험의 평균을 나타낸다.

도 19: CI-1040의 투여는 시험관내 세균 성장에 대한 억제 효과를 갖는다.  

세균 성장에 대한 CI-1040의 효과는 에스. 아우레우스 6850(100CFU/ml)의 밤새 배양물에 상이한 농도(지시된 바

와 같음)로 CI-1040의 투여에 의해 분석했다.  16시간 후, 단계 희석물을 BHI 아가(A, B) 상에 플레이팅했다.

세균 역가는 콜로니 형성 단위(CFU/ml)로서 선형(A) 또는 대수 척도(B)로 제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학

적 샘플을 사용한 예비 데이터를 나타낸다.

도 20: 특이적 MEK 억제제 코비메티닙(GDC-0973)을 사용한 처리는 생체내에서 병원체 부하를 감소시킨다.  
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8주령 Balb/C 마우스(그룹당 5마리)를 0일차에 50PFU의 인플루엔자 바이러스 균주 A/푸에르토 리코/8/34(PR8,

H1N1)으로 감염시켰다(이소플루란으로 마취시킴).  바이러스 감염 6시간 후에, 마우스는 10mg/kg/1일 코비메티

닙  또는  용매  대조군(10%  DMSO,  5%  트윈  20,  85%  PBS)의  경구  투여로  처리했다.   이어서,  처리를  매일

수행했다.  3일차에 마우스는 이소플루란을 사용한 마취하에 5*10
7
CFU의 스타필로콕쿠스 아우레우스 6850으로

감염시키고, 6시간 후에 코비메티닙 또는 용매 대조군으로 처리했다.  4일차에 폐를 제거하고 PBS(1000㎕ PBS당

0.1g)에서 균질화시켰다.  세균 역가의 계산을 위해 균질물의 단계 희석물을 BHI 아가 상에 플레이팅시켰다.

바이러스 역가를 측정하기 위해, 표준 플라크 분석을 수행했다.  통계학적 분석은 만-휘트니(Mann-Whiteney) U

시험을 사용하여 수행했다.

도 21: LG-ASA는 인플루엔자 A 바이러스(IAV) 및/또는 스타필로콕쿠스 아우레우스(S. aureus)으로 감염시에 세

포 형태를 개선시킨다.  

인간  폐  상피  세포(A549)를,  37℃에서  PBS/BA[0.2%  소  혈청  알부민,  1mM  MgCl2,  0.9mM  CaCl2,  100U/ml

페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신]에 용해시킨 인플루엔자 바이러스 균주 A/푸에르토 리코/8/34(H1N1)로 감염

다중도(MOI=0.1)로 감염시켰다.  30분 인큐베이션 후, 바이러스 희석물을 흡인하고, 세포를 PBS로 세정하고,

5mM LG-ASA 또는 용매 대조군의 존재하에 에스. 아우레우스 SH1000(MOI=0.1)과 함께 또는 없이 인베이젼 배지

DMEM/INV[1%  인간 혈청 알부민, 25nmol/L  HEPES]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 항생물질[DMEM,

10% FBS, 2㎍/ml 리소스타핀, 20분]로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 5mM LG-

ASA 또는 용매를 함유하는 DMEM/BA을 보충했다.  37℃에서 18시간의 인큐베이션 기간 후, 세포 형태를 광학 현

미경으로 모니터링했다.

도 22: NFκB 억제제 LG-ASA는 인플루엔자 바이러스 역가 및 에스. 아우레우스 부하를 감소시킨다.  

인간  폐  상피  세포(A549)를,  37℃에서  PBS/BA[0.2%  소  혈청  알부민,  1mM  MgCl2,  0.9mM  CaCl2,  100U/ml

페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신]에 용해시킨 인플루엔자 바이러스 균주 A/푸에르토 리코/8/34(H1N1)로 감염

다중도(MOI=0.1)로 감염시켰다.  30분 인큐베이션 후, 바이러스 희석물을 흡인하고, 세포를 PBS로 세정하고,

5mM LG-ASA 또는 용매 대조군의 존재하에 에스. 아우레우스 SH1000(MOI=50)(A, B), (MOL=0.01)(C-D), 에스. 아

우레우스 6850(MOI=50)(E, F), (MOI=0.1)(G, H)과 함께 또는 없이 인베이젼 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부

민, 25nmol/L HEPES]를 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 항생물질[DMEM, 10% FBS, 2㎍/ml 리소스타핀,

20분]로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 5mM LG-ASA  또는 용매를 함유하는

DMEM/INV를 보충했다.  37℃에서 8시간(A, B, E, F) 또는 18시간(C, D, G, H)의 인큐베이션 기간 후, IAV 역가

(A, C, E, G)를 표준 플라크 분석으로 측정했다.  세포는 저등장성 쇼크에 의해 용해시키고, 내재화된 세균의

양(B, D, F, H)을 아가 플레이트 상에 단계 희석에 의해 측정했다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 3개

(A-H)의 평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의성은 양측 1개 샘플 t-시험(* p < 0.05; ** p < 0.01)에 의해 평

가했다.

도 23: NFκB 억제제 LG-ASA는 인플루엔자 바이러스 역가 및 에스. 아우레우스 부하를 감소시킨다.  

본 도면은 상이한 방식으로 도 22에서 수득된 데이터를 나타낸다.  특히, 각 실험의 무처리 대조군은 임의로

100%로서 설정하고, 이어서 평균을 계산했다.  통계학적 유의성은 양측 1개 샘플 t-시험(* p < 0.05; ** p <

0.01)에 의해 평가했다.

도 24: NFκB 신호전달의 억제는 세균 내재화를 감소시킨다.  

인간 폐 상피 세포(A549)를 4시간 동안 5mM(A-D)  및 10mM(C,  D)  LG-ASA와 함께 예비인큐베이션하고, 이어서

DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/L HEPES]에 용해시킨 지시된 양의 LG-ASA의 존재 및 부재하에 30분 내

지 120분 동안 에스. 아우레우스 6850(MOI=50)(A, B) 및 120분 동안 USA 300(MOI=5)(C,D)로 감염시켰다.  감염

30분 내지 120분 후, 항생물질 세척[DMEM, 10% FBS, 2㎍/ml 리소스타핀, 20분]을 포함시켜 비-내재화된 세균을

제거했다.  세포를 PBS로 3회 세척하고, 저등장성 쇼크에 의해 용해시켰다.  내재화된 세균의 양은 아가 플레이

트(A, D) 상에서 단계 희석에 의해 측정했다.  데이터(A, C)는 2개 생물학적 샘플을 사용한 3개 독립적 실험의

평균±SD를 나타낸다.  도 24B 및 D에서, 각 실험의 무처리 대조군은 임의로 100%로 설정하고, 이어서 평균을

계산했다.  통계학적 유의성은 양측 1개 샘플 t-시험(* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했

다.

도 25: NFκB 시그날전달의 자극은 세균 내재화를 증강시킨다.  
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인간 폐 상피 세포(A549)를 4시간 동안 5mM LG-ASA 및 2.5ng/ml TNF-알파와 함께 예비인큐베이션하고, 이어서

DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/L HEPES](A)에 용해시킨 지시된 양의 LG-ASA 및 TNF-알파의 존재 및 부

재하에 120분 동안 (A) 에스. 아우레우스 6850 또는 (B) 에스. 아우레우스 USA300(MOI=5)로 감염시켰다.  감염

120분 후, 항생물질 세척[DMEM, 10% FBS, 2㎍/ml 리소스타핀, 20분]을 포함시켜 비-내재화된 세균을 제거했다.

세포를 PBS로 3회 세척하고, 저등장성 쇼크에 의해 용해시켰다.  내재화된 세균의 양은 감염 120분 후 아가 플

레이트(A) 상에서 단계 희석에 의해 측정했다.  (A) 데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 4개 독립적 실험의

평균±SD를 나타낸다.  통계학적 유의성은 일방향 ANOVA, 이어서 다중 비교 시험(* p < 0.05; ** p < 0.01;

*** p < 0.001)에 의해 평가했다.  (B) 데이터는 3개 생물학적 샘플을 사용한 3개 독립적 실험의 평균±SD를 나

타내고, 이에 의해 각 실험의 무처리 대조군은 임의로 100%로 설정하고, 이어서 평균을 계산했다.

도 26: 마우스를 LG-ASA로 공-감염시킨 IAV/에스 아우레우스의 처리는 생존률 증강 및 체중 소실 감소를 제공한

다. 

(A) BALB/c 마우스(그룹당 4마리 마우스)를 0일차에 50PFU의 인플루엔자 바이러스 A/푸에르토 리코/8/34로 감염

시켰다.  인플루엔자 바이러스 감염 6일후에 마우스를 10
8
CFU 에스. 아우레우스 6850으로 추가 감염시켰다.  인

플루엔자 바이러스 감염 7일후에 공-감염된 마우스를 흡입을 통해 LG-ASA(1M, 10분)으로 1일 1회 처리했다.  생

존률을 14일 동안 모니터링했다. 

(4/4)(흑색 라인) 무처리 공-감염된 마우스는 공-가염 1일 후에 사망한 반면, (2/4) LG-ASA 처리된 공-감염된

마우스는 생존했다(회색 라인).

(B) 2개의 독립적 실험이 제시되어 있다.  9주령 Balb/C 마우스(그룹당 4마리 마우스)를 0일차(이소플루란으로

마취시킴) 오전에 50PFU의 인플루엔자 바이러스 A/푸에르토 리코/8/34로 감염시켰다.  바이러스 감염 6시간 후,

마우스의 체중을 측정하고, 10분 동안 흡입 챔버에서 에어로졸 H2O 또는 1M LG-ASA로 처리했다.  이 처리는 또

한 0일차와 동일한 시간에서 1일차, 2일차 및 3일차에 수행했다.  3일차 오전에 마우스는 이소플루란을 사용한

마취하에 5*10
7
CFU의 스타필로콕쿠스 아우레우스 6850으로 감염시켰다.  4일차에 마우스의 체중을 최종 측정했

다.  통계학적 분석은 만-휘트니 U 시험(* p < 0.05)을 사용하여 수행했다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

하기 기재는 본 발명의 이해에 유용할 수 있는 정보를 포함한다.  본원에 제공된 모든 정보는 선행 기술 또는[0042]

본 특허청구범위에 기재되 발명에 관련되거나, 구체적으로 또는 암묵적으로 참조된 임의의 간행물이 선행 기술

이라는 것을 인정하는 것은 아니다.

상기한 바와 같이, 본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료[0043]

를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는[0044]

NFκB 억제제에 관한 것이다.

본원에서 사용되는 경우, "MEK 억제제"는 또한 미토겐 활성화된 단백질키나제(MAPK) 키나제 억제제로서 지정될[0045]

수 있다.  MAPK 경로에서, MAPK 키나제 키나제(MAPKKK)는 MAPK 키나제(MAPKK)를 활성화시키고, 이는 또한, 예를

들면, 시그날을 전사 인자 또는 기타 키나제 또는 작동자/시그날 형질도입 단백질로 형질도입하는 MAPK를 활성

화시키는  것으로  공지되어  있다[참조:  Figure  1  of  Fremin  and  Meloche(Fremin  and  Meloche(2010),  J.

Hematol. Oncol. 11;3:8)].  본 발명의 MEK 억제제는 바람직하게는 대상체, 예를 들면, 본원에 기재된 포유동물

또는 조류의 MEK1/2를 억제한다.  그러나, 본 발명의 MEK 억제제는 MEK, 바람직하게는 MEK1/2를 억제할 뿐만 아

니라 이의 상류 키나제(즉, MAPKKK)를 억제하여 이중 억제를 발휘할 수 있다.  이론에 구속되는 것은 아니지만,

PLX-4032는 이러한 이중 억제제일 수 있다.  따라서, 본 발명의 MEK 억제제는 이중 억제제에 의한 바람직한 양

태에서 MEK, 바람직하게는 MEK1/2 및 상응하는 상류 MAPKKK를 억제할 수 있다.  MEK1/2는 Ras/Raf 경로에서의

MAPKK이고, 여기서 Ras/Raf는 MAPKKK로서 작용하고 ERK1/2는 MAPK로서 작용한다.

MEK 억제제는 소분자, 대분자, 펩티드, 올리고뉴클레오티드 등일 수 있다.  MEK 억제제는 단백질 또는 이의 단[0046]

편  또는  핵산  분자일  수  있다.   또한,  용어  MEK  억제제에는  MEK  억제제의  약제학적으로  허용되는  염이

포함된다.

화합물이  MEK  억제제인지  아닌지의  측정은  당해  기술분야의  숙련가의  기술  범위  내이다.   한  가지[0047]
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실시형태에서, MEK 억제제는 표 1에 수록된 화합물/억제제로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.

본 발명의 MEK  억제제는 바람직하게는 U0126,  PLX-4032,  AZD6244,  AZD8330,  AS-703026,  GSK-1120212,  RDEA-[0048]

119, RO-5126766, RO-4987655, CI-1040, PD-0325901, GDC-0973, TAK-733, PD98059, PD184352 ARRY-438162 및

PF-3644022,  바람직하게는 AZD8330,  GSK-1120212,  U0126,  GDC-0973,  CI-1040,  PD0325901,  ARRY-438162,  PF-

3644022 및 AZD6244 및 가장 바람직하게는 U0126, CI-1040, GDC-0973(Cobimetinib), AZD8330, GSK-1120212, 가

장 바람직하게는 U0126, GDC-0973, CI-1040, AZD8330 및 GSK-1120212로부터 선택된다.

이들 억제제의 일부는 하기 표 1에서 추가로 기재되어 있다.[0049]

표 1

MEK 억제제[0050]

구조식 I 

CI-1040

2-(2-클로로-4-요오도페닐아미노)-N-(사이클로프로
필메톡시)-3,4-디플루오로벤즈아미드

구조식 II

PD0325901

(R)-N-(2,3-디하이드록시프로폭시)-3,4-
디플루오로-2-(2-플루오로-4-요오도-페닐아미노)벤
즈아미드

구조식 III

AZD6244

6-(4-브로모-2-클로로페닐아미노)-7-플루오로-N-
(2-하이드록시에톡시)-3-메틸-3H-벤조[d]이미다졸-
5-카복스아미드

구조식 IV

GDC-0973

[3,4-디플루오로-2-[(2-플루오로-4-요오도페닐)아
미노]페닐][3-하이드록시-3-[(2S)-2-피페리디닐]-
1-아제티디닐]메탄온

구조식 V

RDEA-119

(S)-N-(3,4-디플루오로-2-(2-플루오로-4-요오도페
닐-아미노)-6-메톡시페닐)-1-(2,3-디하이드록시프
로필)사이클로프로판-1-설폰아미드

구조식 VI

GSK-1120212

N-(3-(3-사이클로프로필-5-(2-플루오로-4-요오도
페닐아미노)-6,8-디메틸-2,4,7-트리옥소-
3,4,6,7-테트라하이드로피리도[4,3-d]피리미딘-
1(2H)-일)페닐)아세트아미드

 

구조식 VII

AZD8330 

2-(2-플루오로-4-요오도페닐아미노)-N-(2-하이드
록시에톡시)-1,5-디메틸-6-옥소-1,6-디하이드로피
리딘-3-카복스아미드
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구조식 VIII

RO5126766

C20H16FN5O5S

구조식 IX

RO4987655

C20H19F3IN3O5

구조식 X

TAK-733

(R)-3-(2,3-디하이드록시프로필)-6-플루오로-5-
(2-플루오로-4-요오도페닐아미노)-8-메틸피리도[2,
3-d]피리미딘-4,7(3H,8H)-디온

구조식 XI 

PLX-4032

N-[3-[[5-(4-클로로페닐)-1H-피롤로[2,3-b]피리딘-
3-일]카보닐]-2,4-디플루오로페닐]-1-프로판설폰
아미드

구조식 XII 

AS703026

(S)-N-(2,3-디하이드록시프로필)-3-(2-플루오로-
4-요오도페닐아미노)이소니코틴아미드

구조식 XIII

PD98059

2-(2-아미노-3-메톡시페닐)-4H-크로멘-4-온

구조식 XIV

PD184352

2-(2-클로로-4-요오도페닐아미노)- 

N-(사이클로프로필메톡시)-3,4-디플루오로벤즈아
미드

또한, 바람직하게는 PLX-4032,  AZD6244,  AZD8330,  GDC-0973,  RDEA119,  GSK1120212,  RO51267766,  RO4987655,[0051]

TAK-733 및 AS703026로부터 선택된다.  보다 더 바람직하게는, 이들은 AZD6244, AZD8330, GSK1120212 및 PLX-

4032로부터 선택되거나, PD-0325901, AZD-6244, AZD-8330 및 RDEA-119로부터 선택될 수 있다.  이들 MEK 억제

제는 당해 기술분야에 공지되어 있고, 예를 들면, 문헌[참조: Fremin and Meloche(2010), J. Hematol. Oncol.

11;3:8의 표 1]에 기재되어 있다.

이들  억제제의  일부에  대한  보다  많은  정보는  또한  문헌[참조:  Arthur  and  Ley(2013)  Mitogen-activated[0052]

protein kinases in innate immunity; Nature Reviews Immunology 13,679692(2013)]으로부터 수득할 수 있다. 

실제로, 첨부된 실시예에서 입증된 바와 같이, 본원에 개시된 MEK 억제제 U0126 및 CI-1040은 단독으로 세균 감[0053]

염 뿐만 아니라 공-감염 시나리오에서 효과를 나타낸다.

또한, 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에서 사용하기 위한 p38 억제제가 제[0054]

공된다.  "p38 MAP 키나제 억제제"는 또한 당해 기술분야에 공지되어 있다.  용어 "p38 억제제", "p38 키나제

억제제", 및 "p38 MAP 키나제 억제제"는 본원에서 교환가능하게 사용된다.  본 발명의 문맥에서, p38 MAP 키나

제 억제제는 p38 MAP 키나제를 억제한다.  바람직하게는 p38 키나제 억제제는 p38 MAP 키나제의 이소형 중의 하

나, 바람직하게는 p38 MAP 키나제의 4개 이소형(α, β, γ 또는 δ) 중의 하나(α-이소형이 바람직하다)를 억
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제하고, 보다 바람직하게는 p38 MAP  키나제의 2개 이소형의 임의의 조합을 억제하고, 보다 바람직하게는 p38

MAP 키나제의 3개 이소형의 임의의 조합을 억제하고, 가장 바람직하게는 p38 MAP 키나제의 모든 이소형 또는

α, β,  γ 및 δ 이소형을 억제한다.  일부 실시형태에서, p38  MAP  키나제 억제제는 염증 질환, 자가면역

질환, 파괴성 골 장애, 증식성 장애, 감염성 질환, 바이러스 질환 또는 신경변성 질환에 관여하는 p38의 이소형

을 억제한다.  p38 MAP 키나제의 α-이소형은 염증, 증식, 분화 및 아폽토시스에 관여하고, p38 β, p38 δ 및

p38 γ의 생물학적 기능한 여전히 완전하게는 이해되지 않은 것으로 보고되어 있다.  따라서, 본원에서 p38 MAP

키나제 억제제가 α-이소형을 억제하는 것이 바람직하다.

p38 MAP 키나제 억제제는 소분자, 거대 분자, 펩티드, 올리고뉴클레오티드 등일 수 있다.  p38 MAP 키나제 억제[0055]

제는 단백질 또는 이의 단편 또는 핵산 분자일 수 있다.  또한, 용어 p38 억제제에는 38 억제제의 약제학적으로

허용되는 염이 포함된다.

화합물이 p38 키나제 억제제인지 아닌지의 측정은 당해 기술분야의 숙련가의 범위 내에 있다.[0056]

당해 기술분야에서는 p38 억제제의 다수의 예가 있다.  문헌[참조: 미국 특허 제5,965,583호, 제6,040,320호,[0057]

제6,147,096호, 제6,214,830호, 제6,469,174호, 제6,521,655호]는 p38 억제제인 화합물을 개시한다.  미국 특

허 제6,410,540호, 제6,476,031호 및 제6,448,257호는 또한 p38 억제제인 화합물을 개시한다.  유사하게는, 미

국 특허 제6,410,540호, 제6,479,507호 및 제6,509,361호는 p38 억제제인 것으로 주장되는 화합물을 개시한다.

미국 공개 특허원 제20020198214호 및 제20020132843호는 P38 억제제인 것으로 언급되는 화합물을 개시한다.

또  다른  p38  MAP  키나제  억제제는  BIRB  796  BS(1-(5-3급-부틸-2-p-톨릴-2H-피라졸-3-일)-3-[4-(2-모르폴린-

4-일-에톡시)-나프탈렌-1-일]-우레아)이다[참조: Branger(2002), J. Immunol. 168:4070-4077 또는 추가의 p39

MAP 키나제 억제제를 위한 US 6,319,921].

다른 p38  MAP  키나제 억제제는 AMG  548(Amgen),  BIRB  796(Boehringer  Ingelheim),  VX  702(Vertex/Kissei),[0058]

SCIO  469,  SCIO  323(Scios  Inc.),  SB  681323(GlaxoSmithKline),  PH-797804(Pfizer)  및 Org-48762-0(Organon

NV)이다[참조: Lee  and  Dominguez  in  Curr  Med  Chem.  2005;12(25):2979-2994  and  Dominguez  in  Curr  Opin

Drug Discov Devel. 2005 Jul;8(4):421-430].

본 발명에 따르면, 억제제는 p38 MAP 키나제의 상류 또는 하류 또는 직접 p38 MAP 키나제에 대해 이의 조절 효[0059]

과를 나타낼 수 있고, 후자의 작용 방식이 바람직하다.  억제제 조절된 p38 MAP 키나제 활성의 예는 억제제가

p38 MAP 키나제의 전사 및/또는 번역을 감소시킬 수 있거나, p38 MAP 키나제의 번역후 변형 및/또는 세포 수송

을 감소 또는 억제시킬 수 있거나, p38 MAP 키나제의 반감기를 단축시킬 수 있는 것들을 포함한다.  억제제는

또한 p38 MAP 키나제에 가역적 또는 비가역적으로 결합할 수 있거나, 이의 활성화를 억제시킬 수 있거나, 이의

효소적 활성을 불활성화시킬 수 있거나, 달리는 하류 기질과의 이의 상호작용을 방해할 수 있다.

p38 MAP 키나제의 4개 이소형은 고도의 서열 상동성을 공유한다.  p38 MAP 키나제의 알파 및 베타 이소형은 밀[0060]

접하게 관련되어 있는 반면, 감마 및 델타 이소형은 보다 다양하다.  고도의 구조적 유사성을 고려하면, 하나의

p38 MAP 키나제 이소형을 억제하는 능력을 갖는 특정 화합물이 종종 다른 이소형의 MAP 키나제를 억제할 수 있

다는 것은 놀라운 것이 아니다.  따라서, 일부 실시형태에서, 키나제의 α-이소형에 특이적인 p38 MAP 키나제의

억제제는  이소형  특이적  억제를  가능하게  하도록  이론화되어  있는  적어도  3개  카테고리의  구조적  특징을

갖는다.

후보 p38 MAP 키나제 억제제의 선택적 결합은 다양한 방법으로 측정할 수 있다.  다양한 이소형의 p38 MAP 키나[0061]

제에 대한 유전자는 당해 기술분야에 공지되어 있다.  당해 기술분야의 숙련가는 다양한 이소형의 키나제를 용

이하게 클로닝 및 발현시킬 수 있고, 이들을 정제한 다음, 후보 화합물과의 결합 연구를 수행하여 이소형 결합

특징을 측정할 수 있다.  이러한 일련의 실험은 α-이소형의 p38 MAP 키나제에 대해 수행되었고, 미국 특허 제

6,617,324 B1호에서 제공되어 있다.

또  다른  키나제  선택성  분석은  문헌[참조:  Mihara(2008),  Br.  J.  Pharmacol.  154(1):153-164]에  기재되어[0062]

있다.  본원의 일부 실시형태에서, p38 MAP 키나제 억제제는 p38 MAP 키나제의 4개 이소형 중의 하나를 억제하

고, 보다 바람직하게는 p38 MAP 키나제의 2개 이소형의 임의의 조합을 억제하고, 보다 더 바람직하게는 p38 MAP

키나제의 3개 이소형의 임의의 조합, 예를 들면, p38-α(MAPK14), -β(MAPK11), -γ(MAPK12 또는 ERK6)를 억제

한다.  대안적으로, 그러나 바람직하게는, 이는 p38 MAP 키나제의 4개 모든 이소형을 억제한다.

한 가지 실시형태에서, p38 억제제는 표 2(도 8)에 수록된 억제제로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.  또 다른[0063]

실시형태에서, p38 억제제는 SB202190, LY2228820, CAY10571, SB 203580, Tie2 키나제 억제제, 2-(4-클로로페
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닐)-4-(플루오로페닐)-5-피리딘-4-일-1,2-디하이드로피라졸-3-온, CGH  2466,  SB220025,  항생물질 LL Z1640-2,

TAK 715, SB202190 하이드로클로라이드, SKF 86002, AMG548, CMPD-1, EO 1428, JX 401, ML 3403, RWJ 67657,

SB 202190, SB 203580, SB 203580 하이드로클로라이드, SB 239063, SCIO 469, SX 011, TAK 715, 파마피모드

(Pamapimod), 로스마피모드(Losmapimod)(GW856553), 딜마피모드(Dilmapimod)(SB681323), VX 702, VX 745, 도라

마피모드(Doramapimod)(BIRB  796),  BMS-582949,   ARRY-797,  PH797804,  SCIO-469,  바람직하게는  VX-702,

SB202190, 파마피모드, 로스마피모드(GW856553), 딜마피모드(SB681323), 도라마피모드(BIRB 796), BMS-582949,

ARRY-797, PH797804 및 SCIO-469로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.  

이들  억제제의  일부에  대한  보다  많은  정보는  또한  문헌[참조:  Arthur  and  Ley(2013)  Mitogen-activated[0064]

protein kinases in innate immunity; Nature Reviews Immunology 13,679692(2013)]로부터 수득할 수 있다. 

MEK 억제제 및 p38 억제제 이외에, 본 발명은 또한 본 발명의 공-감염 또는 세균 감염의 예방 및/또는 치료를[0065]

위한 방법에 사용하기 위한 NFκB(NFkB/NFkappaB) 억제제에 관한 것이다.  화합물이 NFκB 억제제인지 아닌지의

측정은 당해 기술분야의 숙련가의 기술 범위 내에 있다.

NF-κB(활성화된 B 세포의 핵 인자 카파-경쇄-인핸서)는 DNA의 전사를 조절하는 단백질 복합체이다.  NF-κB는[0066]

거의 모든 동물 세포 유형에서 발견되고, 스트레스, 사이토킨, 유리 라디칼, 자외선 조사, 산화된 LDL 및 세균

또는 바이러스 항원 등의 자극에 대한 세포 반응에 관여한다.  척추동물 NFκB 전사 복합체는 아단위 p50(NFκ

B1), p52(NFκB2), c-Rel, RelA(p65) 및 RelB에 의해 형성된 임의의 다양한 호모- 및 헤테로이량체일 수 있다

[참조: Gilmore TD.(2006) Oncogene 25: 66806684].  이들 복합체는 κB 부위로 불리우는 DNA 조절 부위에 결

합하여, 일반적으로 특이적 표적 유전자 발현을 활성화시킨다.  대부분의 세포 유형에서, NF-κB 이량체는 임의

몇몇 IκB 억제제 단백질(IκB, α, β, ε, γ p105 및 p100)과의 회합을 통해 불활성 형태로 세포질에 위치되

어 있다.  자극의 넓은 어레이 반응하여, IκB는 프로테오좀에 의해 포스포릴화, 유비퀴틴화 및 분해된다.  이

어서, 유리된 NF-κB 이량체는 특이적 유전자 발현을 조절할 수 있는 핵으로 이동한다.

IκB의 포스포릴화 및 분해는 NFκB 복합체의 조절에 중요하고, 이는 2개의 키나제 아단위, IKKα 및 IKKβ를[0067]

함유하는 IκB 키나제(IKK) 복합체, 및 NEMO(aka IKKγ)로 불리우는 회합된 스캐폴드형 조절 단백질에 의해 매

개된다[참조: Gilmore and Herscovich(2006) Inhibitors of NF-κB signaling: 785 and counting Oncogene.

25, 68876899].  특히, 예를 들면, 본 발명의 실시예 3에 제시된 바와 같이, NF-κB 시그날전달은 세포 내로 세

균(예: 에스. 아우레우스) 내재화에 또한 중요하다.

본 발명에 따르면, 억제제는 NFκB의 상류 또는 하류 또는 직접 NFκB에 대해 이의 조절 효과를 나타낼 수[0068]

있고, 후자의 작용 방식이 바람직하다.  NFκB 활성을 조절하는 억제제의 예는 억제제가 NFκB의 전사 및/또는

번역을 감소시킬 수 있거나, NFκB의 반감기를 단축시킬 수 있는 것들을 포함한다.  억제제는 또한 가역적 또는

비가역적으로 NFκB에 결합할 수 있거나, 이의 활성을 억제시킬 수 있거나, 이의 활성을 불활성화시킬 수 있거

나, 달리는 하류 표적, 예를 들면, 유전자에 대한 표적과의 이의 상호작용을 방해할 수 있다.  또한, NFκB 억

제제는, 예를 들면, IKK 억제에 의한 IkBa 포스포릴화를 억제하는 분자 등의 단백질 키나제를 억제할 수 있다.

이러한 활성을 갖는 화합물은 SC-893, BMS-345541이고, 이는 기준 화합물로서 사용될 수 있다.  또한, NFκB 억

제제는 단백질 포스파타제를 억제하거나, 프로테오좀 또는 유비퀴틴화를 억제할 수 있다.  기준 화합물로서 사

용될 수 있는 이러한 NFκB 억제제의 예는 단백질 포스파타제 억제제, 보로네이트, 보르테조밉, NPI-0052를 포

함한다.  대안적으로, NFκB 억제제는 NFκB의 핵 이동, 또는 DNA에 대한 이의 결합을 차단할 수 있다.  기준

화합물로서 사용할 수 있는 이러한 억제제의 예는 SN50,  데하이드록시메틸에폭시퀴노마이신 및 NFκB 데코이

ODN을 포함한다.  NFκB의 억제제에 대한 추가의 정보는 문헌[참조: Gupta et al.(2010) (Gupta et al.(2010)

Inhibiting  NFκB  activation  by  small  molecules  as  a  therapeutic  strategy.  Biochim  Biophys  Acta.

1799(10-12): 775-787]으로부터 수득할 수 있다.

NFκB 억제제는 소분자, 거대 분자, 펩티드, 올리고뉴클레오티드 등일 수 있다.  NFκB 억제제는 단백질 또는[0069]

이의 단편 또는 핵산 분자일 수 있다.  또한, 용어 NFκB 억제제에는 NFκB 억제제의 약제학적으로 허용되는 염

이 포함된다.  한 가지 실시형태에서, NFκB 억제제는 도 9 및 10의 표 3 및 4에 수록된 억제제/분자로 이루어

진 그룹으로부터 선택된다.  또 다른 실시형태에서, NFκB 억제제는 도 9의 표 3에 수록된 억제제/분자로 이루

어진 그룹으로부터 선택된다.  또 다른 실시형태에서, NFκB 억제제는 도 10의 표 4에 수록된 억제제/분자로 이

루어진 그룹으로부터 선택된다.

또 다른 실시형태에서, NFκB 억제제는 LASAG, SC75741(및 유도체), MG 132, TPCA-1, PCTC, IMD 0354, 루테올[0070]

린, 카페산펜에틸에스테르, 카다모닌(Cardamonin), PF 184, IKK 16, SC 514, 위타페린(Withaferin) A, 아악티
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게닌(Arctigenin), BAY 11-7085, PSI, PR 39, Ro 106-9920, BAY 11-7821, ML-130, 셀라스트롤(Celastrol), 탄

시논(Tanshinone) IIA, HU 211, 글리오톡신(Gliotoxin), CID 2858522, 호노키올(Honokiol), 안드로그라폴리드

(Andrographolide),  10Z-하이메니알디신(Hymenialdisine),  ACHP,  프리스티메린(Pristimerin),  설파살라진

(Sulfasalazine),  ML  120B  디하이드로클로라이드, 암렉사녹스(Amlexanox),  9-메틸스트렙트이미돈, N-스테아로

일 피토스핀고신, 2-(1,8-나프티리딘-2-일)-페놀, 5-아미노살리실산, BAY 11-7085, 에틸 3,4-디하이드록시신나

메이트, 헬라날린(Helanalin), NF-κB 활성화 억제제 II, JSH-23, 글루코코르티코이드 수용체 조절인자, CpdA,

PPM-18, 아스피린(aspirin)(ASA), 피롤리딘디티오카밤산 암모늄 염, (R)-MG132, SC75741(및 유도체), 로카글라

미드(Rocaglamide),  나트륨  살리실레이트,  QNZ,  PS-1145,  CAY10512,  보르테조밉(bortezomib),  살살레이트

(salsalate),  레스베라트롤(resveratrol),  LASAG,  데옥시스페르구아린(deoxyspergualin),  설린닥(sulindac),

탈리도미드(thalidomide), AGRO-100, CHS 828 및/또는 쿠르쿠민(Curcumin), 바람직하게는 보르테조밉, 쿠르쿠

민, 살살레이트, 레스베라트롤, 나트륨 살리실레이트, LASAG,  ASA,  데옥시스페르구아린, 설린닥, 탈리도미드,

AGRO-100, CHS 828, 보다 더 바람직하게는 SC75741(및 유도체) ASA 및 LASAG 및 가장 바람직하게는 LASAG로 이

루어진 그룹으로부터 선택된다.  

SC75741 이외에 용어 "SC75741" 또는 "SC75741(및 유도체)"로서는 SC75741의 유도체가 본 발명에 의해 상정된[0071]

다.

일반적으로, 당해 기술분야의 숙련가는, 화합물이 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제인지를 발견하[0072]

는 방법을 알고 있다.  화합물이 MEK 억제제 및/또는 p38 억제제인지를 결정할 수 있는 방법의 추가의 예는 MEK

및/또는 p38 NFκB 단백질을 단리하는 것일 수 있다.  단백질은, MEK 및/또는 p38 단백질이 자연적으로 발현되

거나 올리고뉴클레오티드의 형질감염 또는 MEK 및/또는 p38 단백질의 발현을 지시하는 바이러스를 사용한 감염

에 의해 과발현된 세포로부터 단리된다.  추가로, MEK 및/또는 p38 단백질은 또한 재조합에 의해 발현될 수 있

다.  단백질의 단리시, 당해 기술분야의 숙련가는 잠재적 MEK 및/또는 p38 억제제의 존재 또는 부재하에 키나제

의 활성을 측정할 수 있다.  키나제 활성이 주장된 억제제의 부재하보다 존재하에서 보다 낮은 경우, 당해 억제

제는 각각 MEK 및/또는 p38이다.

MEK 및/또는 p38에 직접 작용하는 경우, 억제제는 약 5μM 이하, 바람직하게는 500nm 이하, 보다 바람직하게는[0073]

100nm 이하의 IC50 값을 나타내야 한다.  관련 실시형태에서, 억제제는, 동일한 억제제를 동일하거나 필적하는

분석으로 다른 p38 MAP 키나제 이소형에 대해 시험할 때에 관찰된 것보다 바람직하게는 적어도 10배 낮은 p38-

α 이소형에 대한 IC50 값을 나타내야 한다.  IC50 값은 분석 의존적이고 측정마다 변경될 가능성이 있음에 유

의해야 한다.  정확한 값 자체보다는 화합물의 IC50 값의 상대적 관계를 찾는 것이 보다 중요하다.

IC50은 억제제의 부재하에 측정된 활성의 50%까지 효소를 억제하는 화합물의 농도이다.[0074]

IC50 값은 대조군과 비교하여 50% 감소를 유발하는 억제제의 농도를 사용하여 계산한다.  IC50 값은 분석 의존[0075]

적이고 측정마다 상이할 것이다.  이와 같이, IC50 값은 상대적 값이다.  특정 억제제에 대해 할당된 값은 절대

적 기준이 아니라 일반적으로 비교되어야 한다.

잠재적 활성제, 억제제 또는 조절제로 처리되는 MAP 및/또는 MAPK 키나제를 포함하는 샘플 또는 분석물을 억제[0076]

제, 활성제 또는 조절제 부재하의 대조군 샘플과 비교하여 억제 정도를 조사한다.  대조군 샘플(억제제로 처리

하지 않음)은 100%의 상대적 MAP 및/또는 MAPK 키나제 활성을 할당할 수 있다.  MAP 및/또는 MAPK 키나제의 억

제는, 대조군에 대한 MAP 및/또는 MAPK 키나제 활성이 약 80%, 임의로 50% 또는 25 내지 0%인 경우에 달성된다.

MAP 및/또는 MAPK 키나제의 활성화는 대조군에 대한 MPA 키나제 활성 값이 110%, 임의로 150%, 임의로 200 내지

500% 또는 1000 내지 3000% 이상인 경우에 달성된다.  본 발명의 예시적 MAP 키나제 결합 활성 분석은 MAP 및/

또는 MAPK 키나제 리간드 블롯 분석[참조: Aymerich et al., Invest Opthalmol Vis Sci. 42:3287-93, 2001];

MAP  및/또는 MAPK  키나제 친화성 컬럼 크로마토그래피[참조: Alberdi  et  al.,  J  Biol  Chem.  274:31605-12,

1999]  및 MAP  및/또는 MAPK  키나제 리간드 결합 분석[참조: Alberdi  et  al.,  J  Biol  Chem.  274:31605-12,

1999]이다.  이들 전체는 각각 참조로서 도입된다.

또한, 억제제의 선택성은 문헌[참조: Mihara(2008), Br. J. Pharmacol. 154(1):153-164]에 기재된 바와 같이[0077]

키나제 선택성 분석에 의해 측정할 수 있다.

NFκB 억제제의 경우에, 예를 들면, 무-처리된 대조군 세포에서 NFκB의 표적 유전자의 유전자 생성물(단백질)[0078]

을 측정하고 이들 표적 유전자 생성물의 발현을 NFκB 억제제로 처리한 세포와 비교할 수 있다.   일부 표적 유

전자는  문헌[참조:  Oeckinghaus  and  Ghosh(2009),  The  NF-κB  Family  of  Transcription  Factors  and  Its
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Regulation. Cold Spring Harb Perspect Biol. Oct 2009; 1(4): a000034]에 기재되어 있다. 

발현 수준은 세포를 억제제로 처리하는 경우에 감소된다.  다른 전략은 p-p65 축적 및 웨스턴 블롯에 의한 NFκ[0079]

B의 핵 이동과 함게 IkBa 열화를 검출하는 것일 수 있다.  또한, 억제제로 처리된 세포와 비교하여 억제제로 처

리하지 않은 세포의 DNA와의 NFκB 상호작용은 전기영동 이동도 시프트 분석(EMSA)를 사용하여 분석할 수 있다.

분자의 억제 특성은 또한 이의 작용을 기준 화합물과 비교하여 분석할 수 있다.  본원에서 지칭되는 "기준 화합[0080]

물"은, 분자가 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제 특성을 갖는지를 측정하기 위한 양성 대조군으로

사용될 수 있는 화합물을 의미한다.  이와 같이, 또한, 본원에 수록된 임의의 억제제는 이러한 기준 화합물로서

사용될 수 있다.  가능한 시험은, 예를 들면, MEK, p38 및 NFκB 경로를 활성화하도록 자극된 세포를 기준 화합

물 및 병행하여, 예를 들어, 상이한 웰에서 목적하는 화합물로 처리하는 것일 수 있다.

본 발명의 억제제는 치료 및/또는 예방을 위한 방법에서 사용될 수 있다.  이와 같이, 용어 "치료하는" 또는 "[0081]

치료"는, 증상을 완화 또는 개선시킬 목적으로 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공감염을 앓

고 있는 대상체에게 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제를 바람직하게는 의약의 형태로 투여하는 것

을  포함한다.   유사하게는,  증상을  완화  또는  개선시킬  목적으로  세균  감염을  앓고  있는  대상체에게  MEK

억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제를 바람직하게는 의약의 형태로 투여하는 것이 포함된다.

추가로, 본원에 사용된 용어 "예방"은 이의 목적이 질환을 예방하는 것인 임의의 의학적 또는 공중 위생 절차를[0082]

지칭한다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "예방하다", "예방" 및 "예방하는"은 소정 상태, 즉 인플루엔자 바

이러스 감염 및 세균 감염 또는 세균 감염 단독을 포함하는 공감염을 획득 또는 발증하는 위험의 감소를 지칭한

다.  또한, "예방"은 대상체에서 인플루엔자 바이러스 감염 및 세균 감염 또는 세균 감염 단독을 포함하는 공감

염의 재발의 감소 또는 억제이다.

본 발명의 억제제는 공-감염을 치료하는데 효과적이다.  본원에 사용된 바와 같이 "공-감염"은 인플루엔자 바이[0083]

러스 감염 및 세균 감염을 포함한다.  이러한 공감염은 세균 및 인플루엔자 바이러스를 사용한 숙주, 예를 들면

대상체 및/또는 단일 세포의 동시 감염에 의해 발생할 수 있다.  또한, 숙주, 예를 들면, 대상체 및 또는 세포

는 하나 이상의 바이러스 입자 및 하나 이상의 세균으로 동시에 감염시킬 수 있다.  그러나, 이러한 공감염은

또한 순차로 발생할 수 있다.  이러한 경우에, 먼저 하나 이상의 바이러스 입자로 감염시키고, 이후 동시에 숙

주 및/또는 세포를 하나 이상의 세균으로 감염시키거나, 그 반대일 수 있다.  2개 감염 사이의 시간 기간은 최

대 14일, 13일, 12일, 11일, 10일, 9일, 8일, 7일, 6일, 5일, 4일, 3일, 2일, 1일, 12시간, 6시간, 3시간, 1.5

시간 또는 최소 30분의 시간 기간일 수 있다.

이러한 상황은 또한 제2 감염이 제1 감염에 사용된 치료에 대해 내성이 있는 외인성 또는 내인성 기원의 상이한[0084]

미생물에 의해 특히 초기의 한쪽에 대해 중복되는 중복감염일 수 있다.  

공-감염 내에서 인플루엔자 바이러스 감염은 인플루엔자 A 바이러스 또는 인플루엔자 B 바이러스에 의해 매개되[0085]

고, 바람직하게는 인플루엔자 A  바이러스는 H1N1,  H2N2,  H3N2,  H6N1,  H7N7,  H7N9,  H9N2  H10N7,  H10N8  또는

H5N1이다.  한 가지 실시형태에서, 인플루엔자 A 바이러스는 H1N1이다.  다른 실시형태에서, 인플루엔자 A 바이

러스는 H3N2, H5N1 및 H7N9이다.  추가의 실시형태에서, 인플루엔자 A 바이러스는 H3N2, H5N1, H1N1 및 H7N9이

다.

본 발명은 또한 상기 기재된 공-감염의 설정으로 발생하거나 숙주, 예를 들면, 대상체 및/또는 세포에 존재하는[0086]

유일한 감염으로서 발생할 수 있는 "세균 감염"에 관한 것이다.  세균 감염은 임의의 세균에 의해 매개될 수 있

고, 바람직하게는 스타필로콕카세아에(Staphylococcaceae), 스트렙토콕카세아에(Streptococcaceae), 레지오넬라

세아에(Legionellaceae), 슈도모나다세아에(Pseudomonadaceae), 클라미디아세아에(Chlamydiaceae), 마이코플라

스마타세아에(Mycoplasmataceae),  엔테로박테리아세아에(Enterobacteriaceae),  슈도모나달레스

(Pseudomonadales) 및/또는 파스테우렐라세아에(Pasteurellaceae)로 이루어진 그룹으로부터 선택된 세균이다.

다른  실시형태에서,  세균  감염은  스타필로콕쿠스(Staphylococcus),  바람직하게는  스타필로콕쿠스  아우레우스[0087]

(Staphylococcus  aureus),메티실린  감수성  및  메티실린  내성  스타필로콕쿠스  아우레우스(Staphylococcus

aureus),  판톤-발렌틴  류코시딘(Panton-Valentine  leukocidin)(PVL)-발현  스타필로콕쿠스  아우레우스

(Staphylococcus  aureus)  및/또는 스트렙토코카세아에(Streptococcaceae),  바람직하게는 스트렙토콕쿠스 미티

스(Streptococcus mitis), 스트렙토콕쿠스 피오게네스(Streptococcus pyogenes) 또는 스트렙토콕쿠스 뉴모니아

(Streptococcus pneumonia), 레지오넬라, 바람직하게는 레지오넬라 뉴모필라(Legionella pneumophila), 슈도모

나스(Pseudomonas),  바람직하게는  슈도모나스  에루기노사(Pseudomonas  aeruginosa),  클라미도필라
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(Chlamydophila),  바람직하게는  클라미도필라  뉴모니아(Chlamydophila  pneumonia),  마이코플라스마

(Mycoplasma),  바람직하게는 마이코플라스마 뉴모니아(Mycoplasma  pneumonia),  클레브시엘라(Klebsiella), 바

람직하게는 클레브시엘라 뉴모니아(Klebsiella pneumonia), 모라셀라(Moraxella), 바람직하게는 모라셀라 카타

르할리스(Moraxella  catarrhalis)  및/또는  헤모필루스(Haemophilus),  바람직하게는  헤모필루스  인플루엔자

(Haemophilius Influenza)로 이루어진 그룹으로부터 선택된 세균에 의해 매개된다.  바람직하게는, 세균은 스타

필로콕쿠스 아우레우스(Staphylococcus aureus), 스트렙토콕쿠스 뉴모니아(Streptococcus pneumonia) 또는 헤

모필리우스 인플루엔자(Haemophilius Influenza)로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.  가장 바람직하게는, 세균

은 스타필로콕쿠스 아우레우스(Staphylococcus aureus)이다.

또한, 본 발명에는 억제제가 서로 조합될 수 있는 것이 포함된다.  이와 같이, 한 가지 실시형태에서, MEK 억제[0088]

제는 또 다른 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제와 조합된다.  추가의 실시형태에서, p38 억제제는

또 다른 p38 억제제, MEK 억제제 및/또는 NFκB 억제제와 조합된다.  다른 실시형태에서, NFκB 억제제는 또 다

른 NFκB 억제제, p38 억제제 및/또는 MEK 억제제와 조합된다.  상기와 관련하여, 용어 "또 다른 억제제"는, 예

를 들면, 하나의 MEK 억제제를 또한 또 다른 MEK 억제제와 조합할 수 있고 이들 2개 MEK 억제제가 동일하지 않

음을 명확하게 하기 위해 사용된다.  예를 들면, MEK 억제제 CI-1040은 MEK 억제제 GDC-0973와 조합될 수 있다.

이는 동등하게 p38 및 NFκB 억제제와 관련된다. 

한 가지 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 인플루엔자 바이러스 및 세균을 표적화[0089]

하는 하나 이상의 추가 억제제와 동시에, 이전에 또는 이후에 투여된다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염의 예방 및/또는 치료[0090]

를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 인플루엔자 바

이러스 및/또는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제와 조합된다.  한 가지 실시형태에서, MEK 억제제, p38

억제제 및/또는 NFκB 억제제는 인플루엔자 바이러스 및/또는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제와 동시에,

이전에 또는 이후에 투여된다.  일반적으로, 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 억제제는 인플루엔자 치료에 효

과적인 임의의 억제제 또는 의약이다.  상이한 물질이 인플루엔자 감염을 감소시키는데 효과적인 것으로 공지되

어 있다.  이들 중에는, 예를 들면, 바이러스 폴리머라제 복합체, PB1, PB2, PA 또는 NP의 성분을 사용한 방해

를 통해, 뉴라미니다제 억제제, 이온 채널 단백질(M2)를 표적화하는 화합물 및 폴리머라제 또는 엔도뉴클레아제

활성을 표적화하는 화합물이 있다.  본 발명은 또한 이들 억제제의 약제학적으로 허용되는 염이 포함된다.

"뉴라미니다제 억제제"는 인플루엔자 바이러스에서 표적화된 항바이러스 약물이고, 이는 바이러스 뉴라미니다제[0091]

단백질의 기능을 차단하여 바이러스를 세포에 대한 결합으로부터 방지하고, 이는 바이러스를 감염시키고/시키거

나, 새롭게 생성된 바이러스가 이들이 복제되는 세포로부터 발아할 수 없기 때문에, 바이러스가 숙주 세포로부

터 발아하여 재생하는 것을 방지한다.  또한, 뉴라미니다제 억제제의 약제학적으로 허용되는 염이 포함된다.

바람직한 뉴라미니다제 억제제는 오셀타미비르, 자나미비르, 페라미비르, 또는 이들 물질의 임의의 약제학적으

로 허용되는 염, 예를 들면, 오셀타미비르 포스페이트, 오셀타미비르 카복실레이트 등이다.  가장 바람직한 뉴

라미니다제 억제제는 오셀타미비르 포스페이트, 자나미비르, 오셀타미비르 또는 페라미비르이다.

이온 채널 단백질(M2)를 표적화하는 화합물은, 예를 들면, 아만타딘 및/또는 리만타딘이고, 바이러스 폴리머라[0092]

제 복합체, PB1, PB2, PA 또는 NP의 성분을 사용한 방해를 통해 폴리머라제 또는 엔도뉴클레아제 활성을 표적화

하는 화합물은, 예를 들면, NP 차단제 뉴클레오진 또는 폴리머라제 억제제 T-705이다.

대안적으로 또는 추가적으로, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 세균을 표적화하는 하나 이상의[0093]

억제제와 조합될 수 있다.   세균을 표적화하는 억제제는 세균 감염의 감소에 효과적인 임의의 억제제일 수

있다.  당해 기술분야의 숙련가에게 공지된 바람직한 억제제는 항생물질이다.  바람직한 항생물질은 표 5(도

11)로부터 수득할 수 있다.  따라서, 한 가지 실시형태에서, 항생물질은 표 5(도 11)에 수록된 항생물질로 이루

어진 그룹으로부터 선택된다.  추가의 실시형태에서, 항생물질은 표 5(도 11)에 수록된 항생물질 부류로 이루어

진 그룹으로부터 선택된다.  또 다른 실시형태에서, 항생물질은 표 5(도 11)에 수록된 항생물질의 일반명으로

이루어진 그룹으로부터 선택된다.  보다 바람직하게는, 젠타마이신, 리팜피신, 리소스타핀, 에리트로마이신, 레

보플록사신, 반코마이신, 테이코플라닌, 페니실린 및 옥사실린으로부터 선택된 항생물질이다.

본 발명의 억제제 또는 억제제 배합물로 치료될 수 있는 "대상체"는 바람직하게는 척추동물이다.  본 발명의 문[0094]

맥에서, 용어 "대상체"는 공-감염 또는 세균 감염 단독의 치료를 필요로 하는 개체를 의미한다.  바람직하게는,

대상체는 공-감염 또는 세균 감염 단독을 앓고 있거나 이의 위험에 있는 환자이다.  바람직하게는, 환자는 척추

동물, 보다 바람직하게는 포유동물이다.  포유동물은, 이로써 한정되는 것은 아니지만, 가축, 경기용 동물, 애
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완동물, 영장류, 마우스 및 랫트를 포함한다.  바람직하게는, 포유동물은 인간, 개, 고양이, 소, 돼지, 마우스,

랫트 등이고, 특히 바람직하게는 인간이다.  일부 실시형태에서, 대상체는 인간 대상체이고, 이는 임의로 1세

초과 내지 14세 미만; 50 내지 65세, 또는 65세 초과이다.  다른 실시형태에서, 대상체는 인간 대상체이고, 이

는 적어도 50세인 대상체, 만성 케어 시설에 거주하는 대상체, 폐 및 심혈관계의 만성 장애를 갖는 대상체, 만

성 대사 질환, 신부전, 이상헤모글로빈증 또는 면역 억제 때문에 지난해 동안 정기적 의학적 후속조치 또는 입

원을 필요로 하는 대상체, 14세 미만의 대상체, 장기간 아스피린 치료를 제공받은 6개월 내지 18세의 대상체,

및 인플루엔자 시즌 동안 임신 2기 또는 3기에 있는 여성으로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.

본 발명의 방법에서, 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 억제제 및 세균을 표적화하는 억제제 뿐만 아니라 MEK[0095]

억제제, p38 억제제 또는 NFκB 억제제는 경구, 정맥내, 흉막내, 근육내, 국소 또는 흡입에 의해 투여할 수 있

다.  바람직하게는, MEK 억제제는 비내 흡입 또는 경구에 의해 투여된다.

본 발명은 또한 상이한 조성물을 상정한다.  본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-[0096]

감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제를 포함

하는 조성물에 관한 것이다.  본 발명은 유사하게는 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위

한 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제를 포함하는 조성물에 관한 것이다.  또한, 본 발명은, 세균

감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하기 위한, MEK

억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제, 및 인플루엔자 바이러스 및/또는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억

제제를 포함하는 조성물을 제공한다.  또한, 본 발명은, 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 방법에 사용하

기 위한, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제, 및 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제를 포함하는

조성물에 관한 것이다.

MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 및 추가로 최종적으로 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제 및/또는[0097]

인플루엔자 바이러스를 표적화하는 하나 이상의 억제제를 포함하는 조성물은 약제학적 조성물일 수 있다.  바람

직하게는, 이러한 조성물은 담체, 바람직하게는 약제학적으로 허용되는 담체를 추가로 포함한다.  조성물은 경

구 투여가능한 현탁액 또는 정제; 비내 스프레이, 멸균 주사가능한 제제(정맥내, 흉막내, 근육내), 예를 들면,

멸균 주사가능한 수성 또는 유성 현탁액 또는 좌제의 형태로 존재할 수 있다.  현탁액으로 경구 투여하는 경우,

이들 조성물은 약제학적 제형 분야에서 이용가능한 기술에 따라 제조되고, 벌크를 부여하기 위한 미정질 셀룰로

즈, 현탁화제로서의 알긴산 또는 나트륨 알기네이트, 점성 증강제로서의 메틸셀룰로즈, 및 당해 기술분야에 공

지된 감미제/향미제를 함유할 수 있다.  즉시 방출 정제로서, 이들 조성물은 미정질 셀룰로즈, 인산이칼슘, 전

분, 마그네슘 스테아레이트 및 락토즈 및/또는 당해 기술분야에 공지된 기타 부형제, 결합제, 증량제, 붕해제,

희석제 및 윤활제를 함유할 수 있다.  주사가능한 용액 또는 현탁액은 적합한 무독성, 비경구적으로 허용되는

희석제 또는 용매, 예를 들면, 만니톨, 1,3-부탄디올, 물, 링거액 또는 등장성 염화나트륨 용액, 또는 적합한

분산제 또는 습윤제 및 현탁화제, 예를 들면, 합성 모노- 또는 디글리세라이드를 포함하는 멸균 무자극성 고정

유, 및 올레산을 포함하는 지방산을 사용하여 공지된 기술에 따라 제형화할 수 있다.  

억제제 또는 억제제들은 바람직하게는 치료학적 유효량으로 투여된다.  [0098]

본 발명의 용도를 위한 및 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제 및 임의로 인플루엔자 바이러스를 표[0099]

적화하는 하나 이상의 억제제 및/또는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제를 포함하는 약제학적 조성물은 포

유동물 또는 조류인 환자에게 투여된다.  적합한 포유동물의 예는, 이로써 한정되는 것은 아니지만, 마우스, 랫

트, 소, 염소, 양, 돼지, 개, 고양이, 말, 기니아 피그, 개, 햄스터, 밍크, 물개, 고래, 낙타, 침팬지, 붉은털

원숭이  및  인간을  포함하고,  인간이  바람직하다.   적합한  조류의  예는,  이로써  한정되는  것은  아니지만,

칠면조, 닭, 거위, 오리, 상오리, 청둥오리, 찌르레기, 고방오리, 갈매기, 백조, 뿔닭 또는 물새의 몇몇 명칭을

포함한다.  인간 환자가 본 발명의 특정 실시형태이다.

각각의 활성 화합물/억제제에 대한 "치료학적 유효량"은, 이로써 한정되는 것은 아니지만, 사용된 화합물의 활[0100]

성, 환자 체내에서 활성 화합물의 안정성, 완화되는 상태의 중증도, 치료된 환자의 전체 체중, 투여 경로, 신체

에 의한 활성 화합물의 흡수, 분포 및 배출의 용이성, 치료되는 환자의 연령 및 감수성, 부작용 등을 포함하는

요인에 따라 상이할 수 있고, 당해 기술분야의 숙련가에게 명백할 것이다.  다양한 요인이 시간 경과에 따라 변

화하기 때문에 투여량은 조정될 수 있다.

본원에 기재된 억제제, 방법 및 용도는 인간 치료 및 수의학적 용도 둘 다에 적용가능하다.  본원에 기재된 화[0101]

합물, 특히 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제 및 임의로 인플루엔자 바이러스를 표적화하는 하나

이상의 억제제 및/또는 목적하는 치료 활성을 갖는 세균을 표적화하는 하나 이상의 억제제는 본원에 기재된 바
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와 같이 생리학적으로 허용되는 담체에서 대상체에게 투여될 수 있다.  도입 방식에 따라, 화합물은 하기 언급

된 바와 같은 다양한 방식으로 제형화될 수 있다.  제형 중의 치료학적 활성 화합물의 농도는 약 0.1 내지 100

중량%로 상이할 수 있다.  제제는 단독으로 또는 기타 치료제와 조합하여 투여될 수 있다.

본 발명의 방법에서 약제학적 화합물은 임의의 적합한 단위 용량형으로 투여될 수 있다.  적합한 경구 제형은[0102]

정제, 캡슐제, 현탁제, 시럽제, 츄잉 검, 웨이퍼, 엘릭시르 등의 형태로 존재할 수 있다.  약제학적으로 허용되

는 담체, 예를 들면, 결합제, 부형제, 윤활제 및 감미제 또는 향미제가 경구 약제학적 조성물에 포함될 수

있다.  필요한 경우, 감미, 색 및 특정 형태의 형상을 변경하는 통상의 제제가 또한 포함될 수 있다.  

주사가능한 제형에 있어서, 약제학적 조성물은 적합한 바이알 또는 튜브에서 적합한 부형제와 혼합하여 동결건[0103]

조된 분말로 존재할 수 있다.  임상에서 사용하기 전에, 약물은, 동결건조된 분말을 적합한 용매 시스템에 용해

시켜 정맥내 또는 근육내 주사에 적합한 조성물을 형성함으로써 재구성할 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시형태에 따라, 치료학적 유효량의 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제, 및 오[0104]

셀타미비르, 오셀타미비르 포스페이트, 제나미비르 및 페라미비르의 그룹으로부터 선택된 치료학적 유효량의 뉴

라미니다제 억제제를 포함하는 약제학적 조성물이 제공된다.

한 가지 실시형태에서, 조성물은 상기 기재된 바와 같이 치료학적 유효량(예: 0.1mg 내지 2000mg, 0.1mg 내지[0105]

1000mg, 0.1 내지 500mg, 0.1 내지 200mg, 30 내지 300mg, 0.1 내지 75mg,  0.1 내지 30mg)의 MEK 억제제, p38

억제제  및/또는  NFκB  억제제  및  치료학적  유효량(예:  0.1mg  내지  2000mg,  0.1mg  내지  1000mg,  0.1  내지

500mg, 0.1 내지 200mg, 30 내지 300mg, 0.1 내지 75mg,  0.1 내지 30mg)의 뉴라미니다제 억제제를 갖는 경구

투여가능한 형태(예: 정제 또는 캡슐제 또는 시럽 등)으로 존재할 수 있다.

추가의 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 공-감염의 예방 및/또는 치료[0106]

를 위한 방법에 사용하기 위한 것이고, 여기서 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는, 이/이들을 시

험관내 시험 시스템과 접촉시키는 경우, 접촉 전의 시험관내 시험 시스템과 비교하여, 바이러스 및 세균 감염

둘 다를 감소시키고, 여기서 상기 시험 시스템은 a) 인플루엔자 바이러스 및 b) 세균으로 감염된 배양 세포를

포함한다.  또 다른 실시형태에서, MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제는 본 발명의 세균 감염의 예

방  및/또는  치료를  위한  방법에  사용하기  위한  것이고,  여기서  MEK  억제제,  p38  억제제  및/또는  NFκB

억제제는, 이/이들을 시험관내 시험 시스템과 접촉시키는 경우, 접촉 전의 시험관내 시험 시스템과 비교하여,

세균 감염을 감소시키고, 여기서 상기 시험 시스템은 세균으로 감염된 배양 세포를 포함한다.

이와 같이, 본 발명은 또한 a) 인플루엔자 바이러스 및 b) 세균으로 감염된 배양 세포를 포함하는 시험관내 시[0107]

험 시스템에 관한 것이다.  이와 더불어, 본 발명은 또한 세균으로 감염된 배양 세포를 포함하는 시험관내 시험

시스템을 제공한다.

시험관내 시험 시스템이 바이러스 및 세균 감염을 포함하는 경우에, 또한, 이들 감염은 순차로 또는 동시에 발[0108]

생할 수 있다.

"배양 세포" 또는 "배양 세포들"은, 이들의 천연 환경, 예를 들면, 식물 또는 동물에 존재하지 않는 세포이다.[0109]

오히려, 배양 세포는 이들의 천연 환경으로부터 단리된 세포 또는 세포주를 포함하는 일차 세포 배양물일 수 있

다.  바람직하게는, 배양 세포는 인간 폐 상피 세포이다.  바람직하게는, 배양 세포는 DMEM 등의 0.5ml, 1ml,

1.5ml, 2ml, 2.5ml, 3ml, 3.5ml, 4ml 배지에서 약 1×10
5
, 2×10

5
, 3×10

5
, 4×10

5
, 5×10

5
, 6×10

5
, 7×10

5
, 8

×10
5
, 9×10

5
, 10×10

5
,
 
11×10

5
, 가장 바람직하게는 8×10

5
 세포의 밀도로 파종된다.  가장 바람직하게는 2ml

DMEM당 8×10
5
 세포의 밀도이다.

이러한 배양 세포는 바이러스 및 세균 또는 다른 실시형태에서 세균 단독으로 감염된다.  상기 기재된 바와 같[0110]

이, 공-감염은 순차로 또는 동시 방식으로 수행할 수 있다.  예를 들면, 배양 세포를 먼저 인플루엔자 바이러스

로 감염시키고 30분 후에 세균/세균들로 감염시킬 수 있다.  또한, 세포외 세균을 제거하기 위해, 3시간 후에

항생물질을 배양물에 추가로 첨가할 수 있다.  이러한 시나리오에서, 항생물질은 이어서 또한 세척 제거된 상태

로 될 것이다.  다른 실시형태에서, 세포는 단지 세균으로 감염시킨다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "접촉"은 인플루엔자 바이러스 및 세균을 포함하는 세포를 MEK 억제제, p38 억[0111]

제제 및/또는 NFκB 억제제와 공간적으로 근접하게 되도록 하는 것을 지칭한다.  이는, 예를 들면, 배양 세포가

시린지를 통해 위치되어 있는 배지에 억제제가 적용되는 것을 의미할 수 있다. 
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접촉시, 억제제가 활성적인 경우, 세균 감염 뿐만 아니라 바이러스 감염은 감소된다.  일부 실시형태에서, 본[0112]

발명의 억제제는 영향 바이러스 감염의 부재하에 단지 세균 감염만을 감소시키기 위해 사용된다.

한 가지 실시형태에서, 바이러스 감염의 감소는 플라크 형성 단위(pfu)/ml의 감소이고, 세균 감염의 감소는 콜[0113]

로니 형성 단위(CFU)/ml의 감소이다.  "플라크 형성 단위(pfu)/ml"는 바이러스 입자 등의 단위 용적당 플라크를

형성할 수 있는 입자 수의 척도이다.  이는 입자의 절대량의 척도가 아니라 기능적 척도이다: 결함이 있거나 이

들의 표적 세포를 감염시키지 못하는 바이러스 입자는 플라크를 형성하지 않을 것이고 따라서 계수할 수 없다.

예를 들면, 1,000PFU/㎕의 농도를 갖는 인플루엔자 바이러스의 용액은 1㎕의 용액이 세포 단일층에서 1000개 감

염성 플라크를 생성하기에 충분한 바이러스 입자를 함유하는 것을 나타낸다.  본 발명의 경우에, 억제제로 처리

된 세포 배양물은, 본 발명의 억제제로 처리하기 전의 배양물과 비교하여, 처리 후에 배양물에서 감소된 수의

플라크 형성 단위를 나타낸다.  

가능한 "플라크 형성 단위(pfu)/ml의 감소"는 다음 방식으로 분석한다.  먼저, 인플루엔자 바이러스 및 세균으[0114]

로 공-감염시킨 배양 세포는, 예를 들면, 일부 세포를 페트리접시로부터 흡인하고 이들을 플레이팅하여 형성되

는 세균 플라크를 계수함으로써 플라크 형성 단위(pfu)/ml를 생성하는 이들의 능력에 대해 분석한다.  이어서,

이 결과를 억제제가 적용된 후의 동일한 배양물의 세포에 의해 형성된 플라크 형성 단위(pfu)/ml의 수와 비교한

다.  플라크 형성 단위(pfu)/ml의 수가, 억제제의 적용 전에 생성된 수와 비교하여, 억제제를 사용한 처리 후에

감소되는 경우, 플라크 형성 단위가 감소한다.

"콜로니 형성 단위(CFU)/ml"는 샘플 중의 생존 세균의 수를 산정한다.  상이한 방법이 존재한다.  예를 들면,[0115]

콜로니 형성 단위를 형성하기 위해, 샘플(예: 작은 용적의 배양 세포)을 영양 아가 플레이트의 표면에 분산시키

고, 계수를 위해 배양 전에 건조시킨다.  생존 세균은 조절된 조건하에 이분열을 통해 증식하는 능력으로 정의

된다.  세포 배양물에서 콜로니의 외관은 현저한 성장을 필요로 한다 - 콜로니를 계수하는 경우, 콜로니가 1개

세포 또는 1,000개 세포로부터 생성되는지는 불명확하다.  따라서, 결과는 (세포/ml 또는 세포/g이 아니라) 액

체의 경우 CFU/ml(밀리리터당 콜로니-형성 단위)로서 및 고체의 경우 CFU/g(그램당 콜로니-형성 단위)로서 보고

하여 이러한 불확실성을 반영한다.  

"콜로니 형성 단위(CFU)/ml"는 다음 방식으로 분석할 수 있다.  먼저, 인플루엔자 바이러스 및 세균 또는 세균[0116]

단독으로 공-감염시킨 배양 세포는, 예를 들면, 일부 세포를 페트리접시로부터 흡인하고 이들을 플레이팅하여

계수함으로써 콜로니 형성 단위(CFU)/ml를 형성하는 이들의 능력에 대해 분석한다.  이어서, 이 결과를 억제제

가 적용된 후의 동일한 배양물의 세포에 의해 형성된 콜로니 형성 단위(CFU)/ml의 수와 비교한다.  콜로니 형성

단위(CFU)/ml의 수가 억제제의 적용 전에 형성된 수보다 감소되는 경우, 감소가 있다.

일반적으로, 당해 기술분야의 숙련가들은 세균 및 바이러스 감염을 분석하는 공지된 기술을 알고 있다.  플라크[0117]

형성 단위(pfu)/ml 및 콜로니 형성 단위(CFU)/ml를 측정할 수 있는 방법은 추가로 문헌[참조: Tuchscherr, L.

et  al.  (2011).  Staphylococcus  aureus  phenotype  switching:  an  effective  bacterial  strategy  to  escape

host  immune  response  and  establish  a  chronic  infection(EMBO  molecular  medicine  3,  129-141  and

Hrincius, E.R et al. (2010) CRK adaptor protein expression is required for efficient replication of

avian  influenza  A  viruses  and  controls  JNK  mediated  apoptotic  responses.  Cellular  microbiology  12,

831-843]에 기재되어 있다.

또한, 본 발명은 다음 항목에 관한 것이다:[0118]

항목 1. 본 발명은 또한 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공감염을 감소시키는데 효과적인[0119]

억제제를 측정하기 위한 본 발명의 시험관내 시험 시스템의 용도를 제공한다.  한 가지 실시형태에서, 바이러스

감염의 감소는 플라스 형성 단위(pfu)/ml의 감소이고, 세균 감염의 감소는 콜로니 형성 단위(CFU)/ml의 감소이

다.

항목 2. 또한, 본 발명은 본 발명의 시험관내 시험 시스템을 목적하는 화합물과 접촉시키는 것을 포함하는, 세[0120]

균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료에 효과적인 분자를 검출하는 방

법으로서, 상기 목적하는 화합물은, 접촉 전의 시험관내 시험 시스템과 비교하여, 바이러스 및 세균 감염 둘 다

를  감소시키는,  방법에  관한  것이다.   한  가지  실시형태에서,  바이러스  감염의  감소는  플라크  형성  단위

(pfu)/ml의 감소이고, 세균 감염의 감소는 콜로니 형성 단위(CFU)/ml의 감소이다.

항목 3. 본 발명은, 또한, 세균 감염의 감소에 효과적인 억제제를 측정하기 위한 본 발명의 시험관내 시험 시스[0121]

템의 용도에 관한 것이다.
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항목 4. 추가로, 본 발명은, 시그날 형질도입, 생성된 사이토킨 및 케모킨 발현, 아폽토시스 및 괴사의 유도 및[0122]

/또는 건강 및 질환을 조절하는 레독스 지혈의 수준의 검사를 임의로 포함하는, 선천성 숙주 세포 반응의 검사

를 위한 본 발명의 시험관내 시험 시스템의 용도에 관한 것이다.

항목 5. 또한, 본 발명은, 본 발명의 시험관내 시험 시스템을 목적하는 화합물과 접촉시키는 것을 포함하는 세[0123]

균 감염의 예방 및/또는 치료에 효과적인 분자를 검출하는 방법으로서, 상기 목적하는 화합물이, 접촉 전의 시

험관내 시험 시스템과 비교하여, 세균 감염을 감소시키는, 방법을 제공한다.

항목 6. 본 발명은 추가로 인플루엔자 바이러스 및 세균으로 감염된 배양 세포에 관한 것이다.[0124]

항목 7. 또한, 세균으로 감염된 배양 세포가 제공된다.[0125]

항목 8. 본 발명은 또한, 치료학적 유효량의 본 발명의 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제 또는 본[0126]

발명의 약제학적 조성물을 대상체에게 투여하는 것을 포함하여, 대상체에서 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스

감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료 방법에 관한 것이다.

항목 9. 또한, 본 발명은 의약을 제조하기 위한 본 발명의 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제 또는[0127]

본 발명의 조성물의 용도를 제공한다.

항목 10. 또한, 본 발명은 세균 감염 및 인플루엔자 바이러스 감염을 포함하는 공-감염의 예방 및/또는 치료를[0128]

위한 본 발명의 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억제제 또는 본 발명의 조성물의 용도를 제공한다.

항목 11. 유사하게는, 본 발명은 또한 치료학적 유효량의 본 발명의 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는 NFκB 억[0129]

제제 또는 본 발명의 조성물을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는, 대상체에서 세균 감염의 예방 및/또는 치료

방법을 제공한다.

항목 12. 또한, 본 발명은 세균 감염의 예방 및/또는 치료를 위한 본 발명의 MEK 억제제, p38 억제제 및/또는[0130]

NFκB 억제제 또는 본 발명의 조성물의 용도에 관한 것이다.

***[0131]

문맥이 달리 명확하게 지시하지 않는 한, 본원에 사용된 바와 같이, 단수형 "a", "an" 및 "the"는 복수의 참조[0132]

를 포함함에 유의해야 한다.  따라서, 예를 들면, "시약"에 대한 언급은 하나 이상의 이러한 상이한 시약을 포

함하고, "방법"에 대한 언급은 본원에 기재된 방법을 변형 또는 치환할 수 있는 당해 기술분야의 숙련가에게 공

지된 동등한 단계 및 방법에 대한 언급을 포함한다.

본 개시에 인용된 모든 간행물 및 특허는 이의 전체가 참조로서 도입된다.  참조로서 도입된 재료가 본 명세서[0133]

와 모순되거나 일치하지 않는 한, 본 명세서는 임의의 이러한 재료에 우선할 것이다.

달리 명시하지 않는 한, 일련의 요소에 선행하는 용어 "적어도"는 일련의 모든 요소를 지칭하는 것으로 이해되[0134]

어야 한다.  당해 기술분야의 숙련가는 통상의 실험만을 사용하여 본원에 기재된 본 발명의 특정의 실시형태에

대한  다수의  등가물을  인지하고  확인할  수  있을  것이다.   이러한  등가물은  본  발명에  포함되는  것으로

의도된다.

본 명세서 및 하기 특허청구범위 전체에 걸쳐, 문맥이 달리 요구하지 않는 한, 단어 "포함하다" 및 변형태 "포[0135]

함한다" 및 "포함하는"은 언급된 정수 또는 단계 또는 정수 또는 단계의 그룹의 포함을 의미하고 임의의 다른

정수 또는 단계 또는 정수 또는 단계의 그룹의 배제를 의미하는 것은 아닌 것으로 이해될 것이다.  본원에서 사

용되는 경우, 용어 "포함하는"은 용어 "함유하는"으로 치환될 수 있거나, 본원에서 사용되는 경우에 종종 용어

"갖는"으로 치환될 수 있다.

본원에서 사용되는 경우, "이루어진"은 특허청구항 요소에 지정되지 않은 임의의 요소, 단계 또는 성분을 배제[0136]

한다.  본원에서 사용되는 경우, "본질적으로 이루어진"은 특허청구항의 기본 및 신규 특징에 실질적으로 영향

을 미치지 않는 재료 또는 단계를 배제하지 않는다.

본원의 각각의 예에서, 임의의 용어 "포함하는", "본질적으로 이루어진" 및 "이루어진"은 상이한 2개 용어의 어[0137]

느 하나로 대체될 수 있다.

몇몇 문헌이 본 명세서의 본문 전체에 걸쳐 인용되어 있다.  본원에 인용된 각각의 문헌(모든 특허, 특허원, 과[0138]

학 간행물, 제조자 명세서, 설명서 등을 포함)은, 상기 또는 하기에서, 이들의 전체가 본원에서 참조로서 도입

된다.  본원의 어는 것도 본 발명이 선행 발명에 의해 이러한 개시에 선행하는 권리가 없다는 것은 승인하는 것
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으로 해석되어서는 안된다.

실시예[0139]

하기 실시예는 본 발명을 설명한다.  이들 실시예는 본 발명의 범위를 한정하는 것으로 해석되어서는 안된다.[0140]

실시예는 예시의 목적으로 포함되며, 본 발명은 특허청구범위에 의해서만 한정된다.

실시예 1[0141]

지난 해에, IV(뉴라미니다제 및 M2 차단제)에 대한 통상의 항바이러스제 및 에스. 아우레우스에 대한 통상의 항[0142]

생물을 사용한 백신접종 또는 치료 이외에 추가의 및 대안적 치료 전략에 대한 필요성이 착실하게 증가했다.

항바이러스 개입의 한편에서, 몇몇 세포 인자가 잠재적 표적으로서 동정되었다.  완전 대조적으로, 세균 감염

동안 세포 인자의 암기에 대한 지식 및 특히 세균 양의 감소 및/또는 사이토킨 발현 촉진의 개시에 의한 항균

치료를 위한 표적으로서의 지식은 IV 공-감염의 존재하에서도 덜 이해되어 있다.  

본 발명자들은, (1) 자손 바이러스 역가 및 (2) 세포내 세균의 역가, 및 (3) IV 및 에스. 아우레우스 공-감염시[0143]

잠재적 항감염제의 존재 또는 부재하에 숙주 방어 메카니즘의 변화의 측정을 가능하게 하는 감염 프로토콜을 확

립했다.  초기 접근법에서, 본 발명자들은 단일 또는 공-감염 상황하에 IV 및 에스. 아우레우스 감염에 대해 용

매 대조군과 비교하여 MEK 억제제(U0126 = 50μM), p38 억제제(SB202190 = 10μM) 및 NFκB 억제제(LASAG =

5mM)의 효과를 조사했다.  대조군으로서, 바이러스 뉴라미니다제 억제제 오셀타미비르(Tamiflu)(2㎛)를 Hepes와

비교하여  사용했다.   바이러스  감염의  경우,  본  발명자들은  인간  인플루엔자  바이러스  A/푸에르토  리코

/8134(H1N1) 또는 조류 인플루엔자 바이러스 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)을 사용했고, 세균 감염의 경우 본 발

명자들은 에스. 아우레우스 균주 6850을 사용했다.  감염 절차(도 1): 인간 폐 상피 세포를 2ml DMEM[10% FCS]

중의 6-웰 플레이트(8×10
5
 세포/웰)로 파종했다.  파종 16 내지 20시간 후, 세포를 세정하고, PBS/BA[0.2% 소

혈청 알부민(BSA), 1mM MgCl2, 0.9mM CaCl2, 100U/ml 페니실린, 0.1mg/ml 스트렙토마이신](6개 웰당 500㎕) 또

는 바이러스를 함유하는 PBS/BA와 함께 37℃에서 지시된 감염 다중도(MOI)에서 인큐베이션했다.  30분 인큐베이

션한 후, 바이러스 희석물을 흡인시키고, 세포를 PBS로 세정하고, 시험 화합물의 존재 또는 부재하에 세균과 함

께 또는 없이 인베이젼(Invasion) 배지 DMEM/INV[1% 인간 혈청 알부민, 25nmol/I HEPES](6개 웰당 2ml)를 지시

된 MOI에서 보충했다.  세균 감염 3시간 후, 세포를 항생물질로 처리하여 세포외 세균을 제거했다.  따라서, 세

포를  PBS로  세정하고,  이어서  20분  동안  37℃에서  DMEM/INV  항생물질[2㎍/ml  리소스타핀(Sigma)](6개  웰당

1ml)과 함께 인큐베이션했다.  PBS로 추가 세척 후, 세포에 시험 물질을 함유하는 DMEM/INV를 보충하고, 37℃에

서 지시된 시간 동안 인큐베이션했다.  A/푸에르토 리코/8/34 DMEM/INV에는 0.333㎍/ml 트립신(Invitrogen)을

추가로 보충했다.  IV 역가 및 세포내 세균의 측정은 문헌[참조: Hrincius et al., 2010, Tuchscherr et al.,

2011]에 기재된 바와 같이 수행했다.  

IV 역가는 플라크 형성 단위(pfu)/ml로 제시되어 있고, 에스. 아우레우스 역가는 콜로니 형성 단위(CFU)/ml로[0144]

제시되어 있다.  데이터는 2개 생물학적 샘플을 사용한 2 내지 3개 독립적 실험의 평균±SD를 나타낸다.  통계

학적 유의성은 양측 2개 샘플 t-시험(*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)에 의해 평가했다.  

공-감염 상황하에서, 자연 면역 반응의 변화 및 자가소화 및 아폽토시스 메카니즘에 기인하여, 각각 에스. 아우[0145]

레우스의 존재는 IV 복제에 영향을 미쳤고 IV의 존재는 에스. 아우레우스 수준의 세포내 양에 영향을 미쳤다.

그럼에도 불구하고, 예상된 바와 같이, 본 발명자들은 IV 복제에 대한 U0126(도 2, 3), SB202190(도 4) 및 LG-

ASA(도 5)의 억제 효과를 관찰했다.  흥미롭게도, 바이러스 역가는 또한 에스. 아우레우스의 존재하에 이들 억

제제를 사용한 처리시 감소되었다.  추가로, 본 발명자들은, 에스. 아우레우스의 세포내 양이 IV의 부재 또는

존재와 독립적으로 U0126, SB202190 또는 LG-ASA의 존재하에 감소된 때에 기분 좋게 놀랐다.  또 다른 놀라운

관찰은 U0126(50μM)의 존재하에 세균 복제에 관한 것이었다.  에스. 아우레우스를 밤새 37℃에서 생존 세포 부

재하에 DMEM/INV에서 배양하는 경우, 세균 역가는 이미 세포 감염 동안과 동일한 정도까지 감소되었고, 이는 세

포 인자로부터 세균의 의존성을 나타낸다(도 2E).  

대조군으로서, 본 발명자들은 바이러스 뉴라미니다제 억제제 오셀타미비르(Tamiflu)의 적용시 바이러스 역가 및[0146]

세포내 세균 양을 조사했다(도 6).  IV 역가는 에스. 아우레우스의 부재 또는 존재하에 유의적으로 감소되었고,

세포내 세균 양은 오히려 증가했다.  

이 결과는, 병원체 자체에 대한 물질이 아니라, IV 및 에스. 아우레우스 공-감염에 대한 항감염제로서 세포 인[0147]

자를 표적화하는 물질의 큰 가능성을 입증한다.
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실시예 2[0148]

추가의 실험에서, 단일 또는 공-감염 상황하에서 인플루엔자 A 바이러스(IAV) 및 에스. 아우레우스 6850에 대한[0149]

용매 대조군과 비교하여 MEK 억제제 U0126, CI-1040 및 코비메티닙(GDC-0973)의 효과를 조사했다.  

공-감염 절차는 도 12에 제시되어 있다.  본 실험 설정에서 인간 폐 상피 세포의 생존률을 조사하기 위해, 세포[0150]

형태를 광학 현미경에 의해 감염 18시간에서 모니터링하고(도 13), 이때의 병원체 부하를 측정했다(도 14).  

도 13에서 볼 수 있는 바와 같이, 공-감염 뿐만 아니라 에스. 아우레우스 6850(6850), 인플루엔자 바이러스 균[0151]

주 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)(FPV) 또는 A/위스콘신/67/2005(H3N2)를 사용한 단일 감염은 약간, 그러나 명

백하게 검출가능한 세포 손상을 제공했다.  U0126(50μM)의 존재하에, 세포 층은 훨씬 덜 손상된 것으로 나타났

다.

용매  대조군과  비교하여  인플루엔자  바이러스  복제  A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)(FPV)  또는  A/위스콘신[0152]

/67/2005(H3N2)에 대한 MEK 억제제 U0126(50μM)의 효과는 단일 또는 공-감염 상황하에 인간 폐 상피 세포에서

측정했다(도 14).

MEK/ERK 시그날전달의 억제는 단일 감염 상황하에 IAV 아형 H7N7 및 H3N2를 사용한 감염시에 바이러스 역가의[0153]

유의한 감소를 제공했다(도 14).  바이러스 역가는 U0126의 존재하에 공-감염 상황하에서, 또한 H7N7/에스. 아

우레우스 공-감염된 세포에서 유의한 수준가지 감소되었다(도 14).

추가로, 내재화된 에스. 아우레우스 6850에 대한 MEK 억제제 U0126(50μM)의 효과를 분석했다(도 15A, C).  이[0154]

실험 설정에서 세균 역가는 억제제의 존재하에 단지 약간만 감소했다.

일반적으로 세균 성장에 대한 U0126의 효과를 추가로 조사하기 위해, 에스. 아우레우스 6850의 세포-비함유 밤[0155]

새 배양물에 상이한 양의 U0126(10μM 및 50μM) 또는 용매를 보충했다(도 15B, D).  세균 성장은, 용매 대조군

과 비교하여, 농도 의존적 방식으로 U0126의 존재하에 억제되었다(도 15B, D).

염증전 사이토킨- 및 케모킨 발현이 중증 염증 및 조직 손상에 기여하기 때문에, 마크로파지 염증 단백질 1α[0156]

(MIP1α)로서 또한 공지된 CCL3 및 RANTES로서 또한 공지된 CCL5 등의 각 케모킨의 mRNA 합성을 U0126(50μM)

의 존재 또는 부재하에 감염 실험에서 qRT-PCR에 의해 분석했다(도 16A, B).  에스. 아우레우스 6850의 존재하

에 증가된 IAV-유도된 CCL3 mRNA 합성은 U0126의 존재하에 감소되었다.  유사하게는, 에스. 아우레우스의 존재

하에 감소된 IAV-유도된 CCL5 mRNA 합성은 U0126(50μM)의 존재하에 추가로 감소되었다.

웨스턴-블롯 분석에서, MEK/ERK 시그날전달에 대한 U0126의 억제 효과는 인특이적 ERK1/2 항체의 사용에 의해[0157]

확인되었다(도 16C).  추가로, 바이러스 단백질 합성(PB1)의 감소는 MEK/ERK 시그날전달의 억제시 U0126의 존재

하에 관찰되었다.

생체내 마우스 모델에서 U0126의 항-병원체 가능성을 확인하기 위해, 인플루엔자 바이러스-감염된 마우스를 무[0158]

처리 상태로 유지하거나 매일 U0126으로 처리하고, 에스. 아우레우스 6850으로 중복-감염(super-infected)시켰

다(도 17).  U0126의 투여는 바이러스 역가와 독립적으로 생체내에서 세균 역가의 감소를 유도했다.  감소된 바

이러스 역가의 실패는, 바이러스 역가가 감염 과정에서 이미 감소하고 있는 시점에서 U0126의 늦은 투여에 의해

설명될 수 있다.  전자의 실험은 억제제가, 인플루엔자 바이러스 감염 전에 제공되는 경우, 보다 높은 억제 효

과를 갖는다는 것을 나타낸다.  그럼에도 불구하고, 세균 역가는 U0126의 적용시에 유의적으로 감소되었다.

다른 접근법에서, 용매 대조군과 비교하여, 인플루엔자 바이러스 복제 A/FPV/브라티슬라바/79(H7N7)(FPV) 또는[0159]

A/푸에르토 리코/8/34(H1N1)에 대한 MEK 억제제 CI-1040(10μM)의 효과를 단일 또는 공-감염 상황하에 인간 폐

상피 세포에서 측정했다(도 18).

CI-1040에 의한 MEK/ERK 시그날전달의 억제는 단일 및 공-감염 상황하에 IAV 아형 H7N7 및 H1N1을 사용한 감염[0160]

시 바이러스 역가의 감소를 제공했다(도 18).

일반적으로 세균 성장에 대한 CI-1040의 효과를 추가로 조사하기 위해, 에스. 아우레우스 6850의 세포-비함유[0161]

밤새 배양물에 상이한 양의 CI-1040(1μM 및 10μM) 또는 용매를 보충했다(도 19A, B).  세균 성장은, 용매 대

조군과 비교하여, 농도 의존적 방식으로 CI-1040의 존재하에 약간 억제되었다(도 19A, B).

또 다른 MEK 억제제의 항-병원체 가능성을 확인하기 위해, 코비메티닙을 생체내 마우스 모델에서 시험하고, 인[0162]

플루엔자 바이러스-감염된 마우스를 무처리 상태로 유지하거나 코비메티닙으로 매일 처리하고, 에스. 아우레우

스 6850으로 중복-감염시켰다(도 20).  코비메티닙의 투여는 생체내 바이러스 및 세균 역가에서 약간, 그러나
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명확하게  검출가능한  감소를  유도했다.   코비메티닙의  최대  허용  용량은  30mg/kg/1일인  것으로  최근에

밝혀졌다.  따라서, 억제 효과는, 최대 허용 용량보다 훨씬 적은, 본 실험에서 사용된 것(10mg/kg/1일)보다 높

은 용량에 의해 개선될 수 있다.

결론적으로, 이 결과는 잠재적 항-IAV/에스. 아우레우스 물질로서 상이한 MEK 억제제를 나타낸다.[0163]

실시예 3 [0164]

추가의 실험에서, 단일 또는 공-감염 상황하에 인플루엔자 A 바이러스(IAV) 및 에스. 아우레우스 6850 감염에[0165]

대한 NFκB-억제제 LG-ASA(LASAG)의 효과를 조사했다.

공-감염 절차는 도 21(상부)에 제시되어 있다.  LG-ASA(5mM)의 부재 및 존재하에 감염시 인간 폐 상피 세포의[0166]

생존률을 조사하기 위해, 세포 형태를 광학 현미경에 의해 감염 18시간에서 모니터링했다(도 21).  LG-ASA의 부

재(좌측 패널)하에 IAV 및/또는 에스. 아우레우스를 사용한 감염은 세포 파괴를 제공한 반면, 세포 형태는 LG-

ASA의 존재(우측 패널)하에 개선되었다.

인플루엔자 바이러스 복제 A/푸에르토 리코/8/34(H1N1)에 대한 NFκB-억제제 LG-ASA(5mM)의 효과는 감염후 8시[0167]

간(도 22/23 A, B, E, F) 및 18시간(도 22/23 C, D, G, H)에서 단일 또는 공-감염 상황(도 22/23)하에 인간 폐

상피 세포에서 측정했다.  2개의 상이한 에스. 아우레우스 균주를 감염 (a) 에스. 아우레우스 SH1000(도 22/23

A-D) 및 (b) 에스. 아우레우스 6850(도 22/23 E-H)에 사용했다.

IAV 복제는 감염 8시간 및 18시간에서 LG-ASA의 존재하에 감소되었지만, 세균 역가의 감소는 감염후 18시간에서[0168]

만 나타났다.  도 22에서, 이 결과는 선형 척도로서 제시되어 있다.  LG-ASA의 병원체 억제 효과를 보다 시각화

하기 위해, 3개 독립적 실험의 무처리 대조군을 100%로서 임의로 설정하고, 평균을 제시한다(도 23).

LG-ASA는 세균 감염 동안 직접 첨가되기 때문에, 이들 결과는 세균 내재화에 대한 매우 초기 효과를 나타내고,[0169]

이들 결과는 계속적 방출 및 신규 세균 내재화를 나타낸다.

매우 최근에, NFκB이 단핵구에 의한 에스. 아우레우스의 식균작용에 필요하다는 것이 밝혀졌다[참조: Zhu et[0170]

al., 2014; Exp. Cell Res. 1;327(2):256-63]. 이들 발견 및 본 발명자들의 관찰에 기반하여, 본 발명자들은

LG-ASA가 세균 흡수(bacterial uptake)를 방지하는지를 알고 싶어했다.  본 발명자들은 세균 감염 4시간 전에

인간 폐 상피 세포를 전-처리하고, 감염후 2시간까지 내재화된 세균을 측정했다.  내재화된 세균만이 검출되는

것을 보장하기 위해, 비-내재화된 세균은 세포 용해 전에 항생물질 세척에 의해 제거했다.  이 데이터는 에스.

아우레우스 6850의 시간 의존적 흡수를 나타내고, 이는 LG-ASA의 존재하에 차단된다(도 24A, B).  LG-ASA의 농

도 의존적 억제 효과는 세균 균주 에스. 아우레우스 USA300으로 추가 입증될 수 있다(도 24C, D).  도 24A, C에

서 볼 수 있는, LG-ASA의 병원체 억제 효과를 보다 시각화하기 위해, 3개 독립적 실험의 무처리 대조군을 100%

로 임의로 설정하고, 평균을 제시한다(도 24B, D).

에스. 아우레우스 내재화에 대한 NFκB-매개된 시그날전달의 중요성을 확인하기 위해, NFκB을 세균 감염 4시간[0171]

전에 TNF-α 자극에 의해 유도했다.  NFκB의 활성화는 에스. 아우레우스 6850 및 에스. 아우레우스 USA300의

증강된 흡수를 제공했다.  대조군으로서, TNF-α-유도된 활성화는 LG-ASA에 의해 동시에 차단되었고, 이는 예상

된 바와 같이 TNF-α-촉진된 세균 흡수의 억제를 제공했다(도 25).

생체내 마우스 모델에서 LG-ASA의 항-병원체 가능성을 확인하기 위해, LG-ASA의 존재 및 부재하에 상이한 공-감[0172]

염 설정을 시험했다.

도 26에서 볼 수 있는 바와 같이, LG-ASA를 사용한 IAV/에스. 아우레우스 공-감염된 마우스의 처리는 증강된 생[0173]

존률(도 26A) 및 감소된 체중 손실(도 26B)을 제공했다. 

결론적으로, 본 발명자들의 결과는 LG-ASA 등의 NFκB 억제제가 시험관내 및 생체내에서 항-IAV/에스. 아우레우[0174]

스 물질로서 작용함을 나타낸다.
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