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Prophylaxe und Therapie von Infektionserkrankungen

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Wirkstoffen, die
zur Prophylaxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten geeignet
sind.

Da Infektionskrankheiten nach wie vor weltweit ein sehr groBes medizi-
nisches Problem darstellen, sind Studien zur Behandlung und zur Pro-
phylaxe derartiger Erkrankungen schon lange Gegenstand intensiver
Forschung. Beispielsweise werden standig immense Kosten aufgewen-
det, um neue Antibiotika zu entwickeln. Diese Antibiotika sind notwen-
dig, um Bakterien, Pilze, Protozoen oder Parasiten als Erreger von
Infektionskrankheiten bekdmpfen zu kdnnen. Insbesondere muf3 hierbei
den sich laufend neu entwickelnden Resistenzen der Erreger Rechnung

getragen werden, was zunehmend problematischer wird.

Eine besondere Schwierigkeit stelit die Behandlung von Infektionskrank-
heiten dar, die durch Viren oder Prionen verursacht sind. Aufgrund eines
fehlenden eigenen Stoffwechsels sind diese Erreger nicht mit Antibiotika
angreifbar, so daB im allgemeinen nur eine Behandlung der Symptome

moglich ist.

Um die Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankheiten zu verbes-
sern und insbesondere den erwé&hnten Problemen Rechnung zu tragen,
stellt sich die Erfindung die Aufgabe, Wirkstoffe bereitzustellen, die in
besonderer Weise zur Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankhei-
ten geeignet sind.

Die Aufgabe wird geldst durch eine Verwendung von Hemmestoffen, wie
sie in den Ansprichen 1 und 9 beschrieben ist. Bevorzugte Ausflh-

rungsformen sind in den abh&ngigen Ansprichen dargestelit. Die An-
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spriuche 15 bis 18 betreffen entsprechende pharmazeutische Zusam-
mensetzungen. Der Wortlaut samtlicher Anspriiche wird hiermit durch
Bezugnahme zum Inhalt dieser Beschreibung gemacht.

Erfindungsgemafn werden zur Prophylaxe und/oder Therapie von Infek-
tionskrankheiten Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase und/oder
Hemmstoffe von Produkten, die durch die von der sauren Sphingomyeli-
nase katalysierte Reaktion entstehen, verwendet. Zu diesen Produkten
zahlt insbesondere Ceramid, welches durch die Spaltung von Sphingoli-
piden entsteht. Versuche, die zu dieser neuen Verwendung von Hemm-
stoffen dieser Art gefiihrt haben, zeigten, dal3 hierdurch die Infektion eu-
karyotischer Zellen mit verschiedenen pathogenen Organismen, bei-
spielsweise Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten, effektiv verhindert
werden kann. Neben der Prophylaxe und/oder Therapie von Infektions-
krankheiten kénnen die genannten Hemmstoffe auch mit Vorteil zur
Prophylaxe und/oder Therapie von Krankheiten eingesetzt werden, de-
ren klinischer Verlauf durch Infektionen zumindest mitbestimmt wird. Ein
Beispiel fur derartige Krankheiten ist die zystische Fibrose.

Diese Uberraschenden Ergebnisse beruhen darauf, daB ceramidreiche
Membranplattformen in der Zellmembran von eukaryotischen Zellen fur
eine Infektion eukaryotischer Zellen mit pathogenen Erregern notwendig
sind. Diese gréBeren Plattformen in der Zellmembran der eukaryoti-
schen Zellen werden durch Fusion von sehr kleinen distinkten Doméanen
in der Zellmembran, sogenannten Rafts, gebildet. Diese Rafts bestehen
aus Cholesterol und Sphingolipiden, insbesondere Sphingomyelin, die
sehr fest miteinander assoziieren, wodurch sie sich von den Phospholi-
piden der Zellmembran trennen und diese kleinen distinkten Doméanen
bilden. Das in Rafts am haufigsten vorkommende Sphingolipid ist
Sphingomyelin, das aus dem sehr hydrophoben Ceramidrest und der
hydrophilen Phosphorylcholin-Kopfgruppe besteht. Ceramid ist ein Amid-
ester aus der Sphingoidbase D-erythro-Sphingosin und einer Fettsaure,
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normalerweise mit einer Kettenldnge von Cis bis Cos. Wasserstoffbrii-
cken-Bindungen und hydrophobe van der Waal-Interaktionen zwischen
dem Cholesterol-Ringsystem und Sphingolipiden bzw. zwischen den
Kopfgruppen der Sphingolipide filhren zu einer lateralen Assoziation der
Sphingolipide und des Cholesterols in der Zellmembran und einer spon-
tanen Separation von den tbrigen Phospholipiden (Brown D.A., London
E. (1998). Functions of lipid rafts in biological membranes. Annu. Rev.
Cell. Dev. Biol. 14: 111-367; Harder T., Simons K. (1997). Caveolae,
DIGs, and the dynamics of sphingolipidcholesterol microdomains. Curr.
Opin. Cell. Biol. 9: 534-542). Dadurch entstehen die als Rafts bezeich-
neten sehr kleinen, distinkten Sphingolipid- und Cholesterol-reichen
Membrandoménen. Extrahiert man aus Rafts das Cholesterol, das
wahrscheinlich als Spacer zwischen den Sphingolipiden mit ihren relativ
grossen Kopfgruppen fungiert, so wird die Struktur und Funktion von
Rafts zerstort

Erfindungsgeman wurde ein Mechanismus identifiziert, der die Bildung
von Membranplattformen aus Rafts, das Clustern bzw. Aggregieren von
Rezeptoren in diesen Membranplattformen und die Infektion von Zellen
mit pathogenen Bakterien und Viren vermittelt. Beispielsweise nach Sti-
mulation Uber CD95 oder den CD40 Rezeptor, Infektion mit Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Neisseriae gonorhoeae oder
auch Infektion menschlicher Zellen mit Rhinoviren kommt es in Rafts zu
einer Freisetzung von Ceramid aus Sphingomyelin. Die Bildung von Ce-
ramid in Rafts fihrt auf Grund der biophysikalischen Eigenschaften von
Ceramid zu einer Fusion kleiner Rafts zu grossen, ceramidreichen Platt-

formen in der Zellmembran.

Ergebnisse, die zur Erfindung fihrten, zeigten, dal3 diese kleinen Rafts
durch das Enzym saure Sphingomyelinase und durch Ceramid, das
durch die von diesem Enzym katalysierte Reaktion freigesetzt wird, zu

den erwahnten groBeren Plattformen fusioniert werden.
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Eine physiologische Bedeutung dieser Plattformen wurde bereits kirz-
lich von Grassmé et al. beschrieben (J. Biol. Chem. 276, 20589-20596
(2001); J. Immunol. 168, 298-307 (2002)). Die Autoren konnten zeigen,
daR die ceramidreichen Plattformen der Vermittiung von Signalen aus
dem Extrazellularraum in das Zellinnere dienen. Hierbei wird zunachst
durch Aktivierung verschiedener Rezeptoren, z. B. CD95 und CD40, ei-
ne Translokation des Enzyms saure Sphingomyelinase hin zur AuBen-
seite der Membran induziert. Hier setzt die saure Sphingomyelinase aus
Sphingomyelin Ceramid frei, das spontan in Rafts aggregiert. Dadurch
kommt es zur Transformation von Rafts in sehr hydrophobe Membran-
bereiche. Diese Ceramidaggregate zeigen weiterhin die Tendenz, spon-
tan zu gréBeren Membranplattformen zu fusionieren. In diesen cera-
midreichen Membranplattformen aggregieren aktivierte Rezeptoren wie
CD95 und CD40, was fir die Vermittlung eines Signals Uber diese Re-

zeptoren in die Zelle notwendig ist.

Interessanterweise konnte nun im Rahmen der Erfindung gezeigt wer-
den, daB diese Plattformen zusatzlich ein Eindringen von pathogenen
Organismen Uber diese entsprechenden Membranabschnitte ermogli-
chen. An der Bildung dieser ,Eintrittstiren“ fir pathogene Organismen in
die eukaryotische Zelle ist das Enzym saure Sphingomyelinase ent-
scheidend beteiligt, da Ceramide als Produkte der von diesem Enzym
katalysierten Reaktion die Membranplattformen bilden. Ausgelost wird
dieser Vorgang dadurch, daB durch die Erreger ber einen bisher noch
nicht bekannten Mechanismus die saure Sphingomyelinase dazu veran-
laBt wird, in intrazellularen Vesikein an die Zelloberflache bzw. in die
auBere Seite der Membran transportiert zu werden. Dort wird durch das
Enzym der Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid in der Membran be-
wirkt. Diese Bedeutung ceramidreicher Membranplattformen flr Infektio-
nen mit pathogenen Bakterien und Viren konnte von den Erfindern ins-
besondere am Beispiel der Infektion mammalischer Zellen mit Pseudo-

monas aeruginosa gezeigt werden. Die Infektion mammalischer Zellen
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mit P. aeruginosa aktiviert die saure Sphingomyelinase und induziert

damit die Freisetzung von Ceramid.

Eine weitere Aufgabe des Enzyms saure Sphingomyelinase wurde be-
reits im Zusammenhang mit der Invasion von Gonokokken in eukaryoti-
schen Zellen von Grassmé et al. beschrieben (Cell, Vol. 91, 605-615,
1997). Die Autoren konnten zeigen, daB die saure Sphingomyelinase an
einer Signaltransduktionskette in der Wirtszelle beteiligt ist, welche die
Invasion eines bestimmten Gonokokken-Stammes vermittelt. Entschei-
dend sind hierbei bestimmte Oberflachenproteine auf dem bakteriellen
Erreger, die sogenannten Opa-Proteine. Diese binden an einen spezifi-

schen Rezeptor der eukaryotischen Wirtszelle, so daf3 eine Phospholi-

pase C aktiviert und Diacylglycerol gebildet wird. Dieses Diacylglycerol

aktiviert wiederum die saure Sphingomyelinase, so daf3 durch die von
diesem Enzym katalysierte Reaktion Ceramid gebildet wird. Diese Sig-
nalkaskade konnte jedoch nur durch ganz bestimmte Bakterien bzw.
Stamme induziert werden. Insbesondere war die Induzierbarkeit dieser
Signalkaskade abhangig von den Opa-Proteinen auf dem Bakterium. Es
handelt sich hierbei also um einen vollig anderen, sehr speziellen Me-
chanismus im Vergleich mit dem im Zusammenhang mit der Erfindung
entdeckten generellen Invasions- bzw. Infektionsmechanismus tber die
besagten Membranplattformen.

Durch die erfindungsgemaBe Verhinderung der Ausbildung der Memb-
ranplattformen und/oder der Zerstdérung bereits gebildeter Membran-
plattformen wird ein Eindringen der Erreger in die Wirtszelle verhindert.
Dies wird im Rahmen der Erfindung vorzugsweise durch die Verwen-
dung von Hemmstoffen der sauren Sphingomyelinase und/oder von
Hemmstoffen der Produkte der von diesem Enzym katalysierten Reakti-
on erreicht. Dies hat gegentber herkdmmlichen Behandlungsmethoden
von Infektionskrankheiten den Vorteil, daB sich das Target flir den Wirk-

stoff auf der Wirtszelle, also der zu infizierenden eukaryotischen Zelle,
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befindet. Durch die Erfindung wird ein genereller Infektionshemmer zur
Verfugung gestellt, der fir eine Vielzahl ganz unterschiedlicher pathoge-
ner Erreger eingesetzt werden kann (z. B. Bakterien, Viren, Parasiten,
Protozoen oder Pilze). Dies ist ein entscheidender Vorteil gegeniber
beispielsweise dem Einsatz von Antibiotika, die jeweils ganz spezifisch
gegen den zu bekédmpfenden Erreger gerichtet sein mussen. Durch die
erfindungsgeméBe Verwendung wird es nun auch moglich, gegen virale
Infektionen vorzugehen, was bisher im allgemeinen in dieser Weise
nicht moglich war. Zusatzlich wird durch die erfindungsgemane Verwen-
dung das Problem von sich entwickelnden Resistenzen der pathogenen
Erreger umgangen, da der Wirkstoff nicht gegen den Erreger selbst,
sondern gegen die von diesem Erreger in der Wirtszelle ausgeldsten

Reaktionen gerichtet ist.

Von der Erfindung werden neben den Hemmstoffen, die direkt die Aktivi-
tat der sauren Sphingomyelinase beeinflussen, auch Wirkstoffe umfaf3t,
die Vorstufen des Enzyms und/oder Aktivierungsmechanismen des En-
zyms beeinflussen. Weiterhin kénnen die Wirkstoffe auch auf die Bil-
dung, Stabilisierung, Mobilisierung und/oder Translokation der intrazellu-

laren Vesikel wirken, in denen sich das Enzym in der Zelle befindet.

Zudem umfaBt die Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen, die die
biologische Wirkung der Produkte, die durch die enzymatische Reaktion
der sauren Sphingomyelinase entstehen, beeinflussen. Bei diesen Pro-
dukten handelt es sich insbesondere um Ceramid, welches einen we-
sentlichen Bestandteil der Membranplattformen bildet. Von der Erfin-
dung umfaft sind daher Hemmstoffe, die das Ceramid modifizieren und
insbesondere inaktivieren, neutralisieren oder zerstdren. Beispielsweise
kénnen erfindungsgemafn Stoffe eingesetzt werden, die die Abbaurate
von Ceramid erhdhen. Hierbei ist insbesondere das Enzym Ceramid-
Glukosyliransferase bevorzugt, das beispielsweise durch molekularbio-

logische Methoden in seiner Expression verstarkt und damit in seiner

PCT/EP2003/009254
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Aktivitat verstéarkt werden kann und/oder welches durch weitere Regula-
toren aktiviert werden kann. Weiterhin kénnen die Hemmstoffe die Zu-
sammenlagerung der Ceramide verhindern, so daf die Plattformbildung
beeintrachtigt wird. Zusétzlich umfaBt die Erfindung die Verwendung von
Hemmestoffen, die die Funktionsfahigkeit der bereits gebildeten cera-
midreichen Membranplattformen beeinflussen und/oder die Bildung der

Membranplattformen von vornherein verhindern.

Als erfindungsgemanB geeignete Hemmstoffe kommen eine Vielzahl ver-
schiedener Substanzen in Frage, beispielsweise Peptide, Proteine oder
auch anorganische Substanzen. Weiterhin umfaft die Erfindung auch
Nukleinsauren als Hemmstoffe, sofern sie geman der erfindungsgema-
Ben Verwendung als Hemmstoffe der Sphingomyelinase und/oder derer
Reaktionsprodukte wirken. Beispielsweise sind hier Antisense-Molekdile,
insbesondere Antisense-Oligonukleotide, oder siRNA der sauren Sphin-

gomyelinase geeignet.

Vorteilhafterweise werden als Hemmstoffe pharmakologische Wirkstoffe
eingesetzt, von denen bekannt ist, daB sie das Enzym saure Sphingo-
myelinase hemmen. Besonders bevorzugt sind hierbei Antidepressiva,
insbesondere trizyklische und/oder tetrazyklische Antidepressiva. Tri-
zyklische Antidepressiva kénnen beispielsweise einen proteolytischen
Abbau des Enzyms bewirken, so daB das Enzym nicht mehr aktiv sein
kann und eine Ceramidbildung verhindert wird. Durch diese Verminde-
rung der Ceramidfreisetzung wird die Plattformbildung innerhalb der
Zellmembran verhindert, so dal es nicht zu einer Infektion der Zelle
kommt.

Als besonders vorteilhaft haben sich die Antidepressiva Amitryptilin und
Imipramin erwiesen. Diese Antidepressiva sind daher fiir die erfindungs-
gemafe Verwendung besonders bevorzugt. Hierbei handelt es sich um

bekannte pharmakologische Wirkstoffe (Generika), die im wesentlichen
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keine Nebenwirkungen entfalten. Fiir die erfindungsgeméaBe Verwen-
dung kénnen diese Wirkstoffe in Ublichen Darreichungsformen einge-
setzt werden, insbesondere oral, intravends, intramuskular, topisch oder
auch durch Inhalation. Weiterhin sind tbliche Dosierungen fiir die erfin-
dungsgemaBe Verwendung geeignet. Allerdings kann der erfindungs-
gemape Effekt auch mit reduzierten Dosierungen erreicht werden.

Desweiteren umfaf3t die Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen,
die von trizyklischen und/oder tetrazyklischen Antidepressiva, insbeson-
dere von Amitryptilin und/oder Imipramin, abgeleitet sind. Diese abgelei-
teten Wirkstoffe weisen im wesentlichen die gleichen Effekte wie die An-
tidepreséiva auf, kbnnen jedoch weitere vorteilhafte Eigenschaften be-
sitzen. Vorteilhafterweise kénnen diese Substanzen derart modifiziert
sein, daf sie hydrophiler als die Ausgangssubstanzen sind. Dies be-
wirkt, daB die modifizierten Substanzen in geringerem Umfang im Ge-
hirn angereicheit werden, als es beispielsweise die Substanzen Amitryp-
tilin und Imipramin tun. Bei diesen beiden genannten Substanzen kann
eine Anreicherung im Gehirn nach einigen Wochen nachgewiesen wer-
den. Weitere vorteilhafte Eigenschaften von abgeleiteten Stoffen kénnen
eine bessere Stabilitat und/oder Bioverfiigbarkeit sein.

Neben den genannten Hemmstoffen kénnen beispielsweise auch De-
sipramin und/oder FGF (Fibroblast growth factor) oder hiervon abgeleite-
te Substanzen als Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase mit Vorteil

verwendet werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung handelt
es sich bei den Hemmstoffen um Antikérper, insbesondere um neutrali-
sierende Antikorper. Diese Antikdrper kénnen sehr spezifisch mit dem
Enzym saure Sphingomyelinase oder dessen Reaktionsprodukten, also
insbesondere mit Ceramid, wechselwirken. Hierdurch wird die Aktivitat

des Enzyms bzw. die biologische Wirkung des Reaktionsproduktes be-
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eintrachtigt und vorzugsweise gehemmt. Fiur die erfindungsgeméafe
Verwendung ist der Einsatz von Antikérpern als Hemmstoff sehr geeig-
net, da die Antikérper zum einen sehr spezifisch sind und Nebenwirkun-
gen im allgemeinen vermieden werden. Als Antikorper fir diese erfin-
dungsgemaéafBe Verwendung sind polyklonale und wegen ihrer besonde-
ren Spezifitdt in bevorzugter Weise monoklonale Antikérper geeignet.
Diese Antikérper kdnnen unterschiedlichen Ursprungs sein, besonders
bevorzugt sind humanisierte Antikdrper. Unter humanisierten Antikor-
pern sind Antikdrper gegen ein bestimmtes Antigen zu verstehen, die
beispielsweise in Mausen generiert werden. Durch Umklonierung muri-
ner Sequenzen in humane Sequenzen wird ein Hybrid-Molekdl erhalten,
bei welchem alle murinen Teile (auBer der variablen Domé&ne) durch
humane Sequenzen ersetzt sind. Damit ist der resultierende Antikdrper

mit groBer Sicherheit beim Menschen einsetzbar.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung werden
Stoffe eingesetzt, die die Bildung ceramidreicher Membranplattformen
beeinflussen und insbesondere stdéren bzw. hemmen. Hierdurch wird die
Bildung von Rafts, die eine Infektion vermitteln, behindert oder es wer-
den bereits bestehende Rafts zerstort. In dieser Ausfihrungsform der
Erfindung sind insbesondere B-Cyclodextrin, Nystatin und/oder Filipin

bzw. davon abgeleitete Substanzen bevorzugt.

Bei der Prophylaxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten bzw.
von Krankheiten, deren Verlauf durch Infektionen beeinflusst wird, kann
es unter Umstanden vorteilhaft sein, verschiedene der erfindungsgema-

Ben Wirkstoffe miteinander zu kombinieren.

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist, daB sich die Angriffspunkte der
Wirkstoffe (Hemmstoffe), also insbesondere die saure Sphingomyelina-
se bzw. Ceramid, an der Zelloberflache befinden. Diese Targets sind

daher fur die Wirkstoffe gut erreichbar, ohne daB es notwendig ware,
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daB3 die Wirkstoffe in die Zellen hineintransportiert werden muBten. Dies
kdnnte insbesondere bei groBeren Wirkstoffen wie beispielsweise Anti-
kdrpern ein Problem darstellen, welches sich vorteilhafterweise bei der

erfindungsgemanen Verwendung nicht stellt.

Bei den Infektionskrankheiten, die mit der erfindungsgeméaBen Verwen-
dung vorbeugend oder therapeutisch behandelt werden kénnen, handelt
es sich u. a. um virale, parasitdre und/oder mykologische Infektions-
krankheiten. Weiterhin kdénnen auch Infektionskrankheiten behandelt
werden, die durch Protozoen verursacht werden. Beispiele flir derartige
Infektionskrankheiten sind Aids, Hepatitis A, rhinovirale Erkrankungen,
Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME), Rételn, Influenza und/oder
Malaria. Weiterhin kdnnen auch bakterielle Infektionserkrankungen mit
der erfindungsgemafen Verwendung erfolgreich prophylaktisch und/
oder therapeutisch behandelt werden. Beispiele fur derartige Erkrankun-
gen sind Tuberkulose, Meningokokken-Infektionen oder Pseudomonas
aeruginosa-Infektionen, insbesondere bei zystischer Fibrose. Weiterhin
kann die erfindungsgemaBe Verwendung auch mit Vorteil im veterinar-
medizinischen Bereich eingesetzt werden. Bei den hier zu behandeln-
den I[nfektionskrankheiten handelt es sich beispielsweise um Rinder-

und/oder Schweinepest.

Weiterhin umfaf3t die Erfindung eine Verwendung von Hemmstoffen der
sauren Sphingomyelinase und/oder von Hemmstoffen von Produkten
der durch dieses Enzym katalysierten Reaktion, insbesondere von Ce-
ramid, zur Herstellung eines Medikaments zur Prophylaxe und/oder The-
rapie von Infektionskrankheiten bzw. von Krankheiten, deren Verlauf
durch Infektionen beeinflusst wird. Bezlglich weiterer Merkmale dieser
erfindungsgemaBen Verwendung wird auf die obige Beschreibung

verwiesen.
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Die Erfindung umfaBt ferner eine pharmazeutische Zusammensetzung,
die mindestens eilnen Wirkstoff geman der erfindungsgemaBen Verwen-
dung enthalt, der ein von trizyklischen und/oder tetrazyklischen Antide-
pressiva, insbesondere ein von Amitryptilin und/oder Imipramin, abgelei-
teter Stoff ist. AuBerdem umfasst die Erfindung eine pharmazeutische
Zusammensetzung, die mindestens eine wirksame Menge von De-
sipramin, FGF, B-Cyclodextrin, Nystatin und/oder Filipin und/oder min-
destens einen davon abgeleiteten Stoff enthalt. Weiterhin umfaBt die
Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, die mindestens
einen Antikdrper, insbesondere einen neutralisierenden Antikdrper ent-
halt, der gegen saure Sphingomyelinase gerichtet ist. Dartber hinaus
umfaBt die Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, die
mindestens einen gegen Ceramid gerichteten Antikérper, insbesondere
einen neutralisierenden Antikérper, enthalt. Diese pharmazeutischen
Zusammensetzungen umfassen auBerdem jeweils mindestens einen
pharmazeutischen Tréager. Fur die Herstellung dieser pharmazeutischen
Zusammensetzungen bzw. entsprechende Medikamente kdnnen Ubliche
Methoden eingesetzt werden. Als Darreichungsformen sind beispiels-
weise Tabletten, Zapfchen, I[njektionslésungen oder Infusionslésungen

geeignet.

Die Erfindung umfaBt dartber hinaus ein Verfahren zur Hemmung von
Infektionen eukaryotischer Zellen, insbesondere von Saugerzellen, wel-
ches dadurch gekennzeichnet ist, dalB die saure Sphingomyelinase
und/oder Produkte der durch dieses Enzym katalysierten Reaktion in
inrer Aktivitat beeinfluft, insbesondere gehemmt, werden. Dieses Ver-
fahren kann in vivo im intakten Organismus oder auch in kultivierten
Systemen, beispielsweise in Zellkulturen oder Gewebekulturen, durch-
gefiihrt werden. Bezlglich weiterer Merkmale dieses Verfahrens wird auf

die obige Beschreibung verwiesen.
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SchlieBlich umfaft die Erfindung die Behandlung von Infektionskrankhei-
ten und/oder von Krankheiten, deren Verlauf von Infektionen beeinflusst
wird, wobei Hemmstoffe verabreicht werden, die das Enzym saure
Sphingomyelinase und/oder Produkte der von diesem Enzym katalysier-
ten Reaktion, insbesondere Ceramid, beeinflussen, vorzugsweise hem-
men. Diese Behandlung erfolgt prophylaktisch und/oder wahrend oder
nach einer erfolgten Infektion. Eine vorbeugende Behandlung kann bei
allgemeiner Infektionsgefahr oder bevorzugterweise bei einer akuten
Infektionsgefahr durchgefiihrt werden. Bezlglich weiterer Merkmale die-
ser erfindungsgeméBen Behandlung wird auf die obige Beschreibung

verwiesen.

Die genannten Merkmale und weitere Merkmale der Erfindung ergeben
sich aus der nachfolgenden Beschreibung von Beispielen in Verbindung
mit den Unteransprichen und den Figuren. Hierbei kénnen die einzel-
nen Merkmale jeweils fur sich oder zu mehreren in Kombination mitein-
ander verwirklicht sein.

In den Abbildungen zeigen:

»

Fig. 1: Die saure Sphingomyelinase (ASM) wird durch Infek-
tion mit Rhinoviren aktiviert.

Fig. 2: Rhinoviren induzieren Ceramidfreisetzung.

Fig. 3: Amitryptilin und Imipramin hemmen dosisabhéngig die

Infektion menschlicher Zellen mit Rhinoviren.

Fig. 4: Die zytotoxische Wirkung von Rhinoviren wird durch

Amitryptilin bzw. Imipramin gehemmt.

Fig. 5: HIV gp120 induziert die Freisetzung von Ceramid in
humanen T-Lymphozyten.
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Fig. 6: Zellulére Stimulation mit gp120 induziert ceramidrei-

che Membranplattformen.

Beispiele

1. Infektion mit Rhinoviren

Die Ergebnisse der Versuche mit Rhinoviren zeigen, dass die Infektion

humaner Epithelzellen mit verschiedenen Rhinoviren (HRV Stamm 14

und 16) zu einer Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (Fig. 1) und

zu einer Freisetzung von Ceramid (Fig. 2) flhrt.

a)

Eine Infektion menschlicher Epithelzellen (Hela oder humane ex
vivo Epithelzellen) aktiviert innerhalb von 10 bis 15 min. die saure
Sphingomyelinase (ASM) um das Drei- bis Vierfache. Dies wurde
am Beispiel von Hela-Zellen gezeigt. Die Ergebnisse sind in Fig. 1
zusammengefaBt. Die Zellen wurden mit Rhinoviren (Stamm 14,
MOI von 25) infiziert und die Aktivitat der Sphingomyelinase in Zel-
lysaten gemessen. Dazu wurden die Zellen nach der Infektion ge-
waschen, in 250 mM Natriumacetat (pH 5,0), 1,3 mM EDTA und
0,05 % NP40 aufgenommen, durch Ultraschallbehandlung mit ei-
nem Stabsonicator bei niedriger Energie aufgebrochen und mit
['*C]Sphingomyelin (0,5 uCi/Probe, 54,5 mCi/mmol; NEN) fur 30
min. inkubiert. Der in vitro Enzymassay wurde durch Zugabe von
800 pl einer 2:1-Mischung aus CHCIs und CH3OH (v/v) sowie 200
pl HoO abgebrochen und die Freisetzung von [**C]Phosphoryl-
cholin in den wéaBrigen Uberstand durch organische Extraktion
szintigraphisch gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung von drei Experimenten. Eine Vorinkubation der
Zellen mit einem Hemmstoff der sauren Sphingomyelinase, i.e.

Amitryptilin, blockiert die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase.
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Die Stimulierung der sauren Sphingomyelinase korreliert mit einer
Freisetzung von Ceramid aus den infizierten Zellen. Dies ist in Fig.
2 dargestellt. Eine Infektion humaner Epithelzellen (Hela) fihrt in-
nerhalb weniger Minuten nach Infektion zu einer Freisetzung von
Ceramid. Hierfir wurden wiederum Hela-Zellen mit Rhinoviren
(Stamm 14) infiziert. Die Messung von Ceramid erfolgte durch ei-
nen Diacylglycerol (DAG)-Kinase Assay (Grassmé et al., Cell 91,
605-615, 1997). Ceramid wurde durch Zugabe von DAG-Kinase
und [**P]yATP zu [**P]-Ceramid umgebaut. Das phosphorylierte
Ceramid wurde dunnschichtchromatographisch aufgetrennt und
szintigraphisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung von drei Experimenten. Eine Vorinkubation der
Zellen mit Amitryptilin hebt die Freisetzung von Ceramid auf.

Die Infektion menschlicher Epithelzellen mit Rhinoviren induziert
die Bildung ceramidreicher Membranplatiformen. Sowohl die sau-
re Sphingomyelinase als auch Ceramid sind auf der Oberflache in
Membranplattformen, an die auch die Rhinoviren binden, nach ei-
ner Infektion zu finden. Als experimenteller Nachweis hierfir wur-
den humane nasale Epithelzellen mit Rhinovirusstamm 14 (iber 20
min. infiziert, fixiert und mit Cy3-markierten monoklonalen Anti-
Ceramid-Antikdrpern (Alexis) gefarbt. Im Konfokalmikroskop zeig-
te sich kurze Zeit nach der Infektion die Bildung einer ceramidrei-
chen Membranplattform. Nicht infizierte Zellen zeigten kein Cera-

mid auf der Zelloberflache.

Eine pharmakologische Hemmung der sauren Sphingomyelinase
blockiert die Infektion menschlicher Epithelzellen durch Rhinoviren
dosisabhéangig bis zu einer fast vollstdndigen Hemmung der Infek-
tion. Als Pharmaka wurden die Pharmaka (Antidepressiva) I-
mipramin und Amitryptilin, die in Kontrollexperimenten innerhalb

von 20 min. bis zu 98 % der Aktivitat der sauren Sphingomyelina-
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se blockieren, verwendet. Die Infektion menschlicher Epithelzellen
durch Rhinoviren wurde in durchfluBzytometrischen Analysen des
zytopathischen Effektes der Viren gemessen. Da Rhinoviren in
diesen Zellen Zelltod induzieren, kann der Zelltod als Maf fir eine
Infektion der Zellen verwendet werden. Die Dosiswirkungskurve
der Hemmung der Infektion menschlicher Epithelzellen durch |-
mipramin und Amitryptilin ist in Fig. 3 dargestellt. Hierflr wurden
humane Hela-Epithelzellen mit dem Rhinovirus-Stamm 14 flr 24 h
infiziert und die zytotoxische Wirkung der Viren durchfluf3zyto-
metrisch nach Farbung mit FITC-Annexin gemessen. Amitryptilin
bzw. Imipramin, die die saure Sphingomyelinase hemmen, wurden
30 min. vor Infektion der Rhinoviren in einem serumfreien Medium
zu den Zellen gegeben. Die Daten zeigen, daf3 die Pharmaka die
virale Infektion fast vollstandig hemmen. Amitryptilin und Imipra-
min hatten selbst keine zytotoxische Wirkung auf die Zellen. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Experi-

menten.

Die zytotoxische Wirkung von Rhinoviren wird durch Amitryptilin
bzw. Imipramin gehemmt. Fig. 4 zeigt die reprasentative durch-
fluBzytometrische Analyse der Hemmung der Infektion von Hela-
Zellen durch Rhinoviren nach Behandlung mit Amitryptilin. Hierfar
wurden humane Hela-Epithelzellen mit verschiedenen Rhinovirus-
Stammen (RV14, RV16) 24 h infiziert. Die Infektion wurde anhand
der zytotoxischen Wirkung der Viren gemessen und durch Far-
bung der Zellen mit FITC-Annexin in einem DurchfluBzytometer
bestimmt. Eine Rechtsverschiebung der Kurve bedeutet einen An-
stieg der FITC-Annexinbindung und ist damit ein Maf fur Zelltod.
Amitryptilin bzw. Imipramin als Hemmstoffe der sauren Sphingo-
myelinase wurden 30 min. vor Infektion mit den Rhinoviren zu den
Zellen in einem serumfreien Medium zugegeben. Die Daten zei-

gen, daB die Pharmaka die virale Infektion fast vollstandig hem-



10

15

20

25

30

WO 2004/017949 PCT/EP2003/009254
16

men. Gezeigt ist die Wirkung von Amitryptilin, analoge Daten wur-
den fiir Imipramin erhoben. Die linke Darstellung in Fig. 4 zeigt
den Effekt ohne Wirkstoffzugabe, die rechte Darstellung den Effekt
mit Wirkstoffzugabe.

f) Durch eine Behandlung von Hela-Zellen mit anti-Ceramid-
Antikdrpern wird eine Infektion der Zellen mit Rhinoviren nahezu
vollstandig gehemmt. Firr entsprechende Versuche wurden anti-
Ceramid-Antikorper (Fa. Alexis) in einer Konzentration von 5 ng/mi
mit den Viren (Rhinovirus-Stamme 2, 14 und 16) zu den Zellen
gegeben. Die Infektion der Zellen mit den Rhinoviren wurde um

etwa 95% gehemmt.

2. Infektion mit HIV

HIV infiziet humane Zellen im wesentlichen durch die Bindung des
gp120 Molekiles des Virus an den CD4-Rezeptor. Ohne die Bindung
von gp120 an CD4 kommt es nur zu einer ineffizienten Infektion von Zel-
len mit HIV. Das gp120 Molekil bildet mit dem gp41 Molekul einen oli-
gomeren Komplex, in dem gp120 als Trimer vorliegt. Die Bindung von
gp120 an das CD4-Molekil auf T-Lymphozyten verandert die Konforma-
tion von gp120, insbesondere kommt es zu einer Veranderung der Kon-
formation des variablen Loops, wodurch die sog. Co-Rezeptor-
Bindungsstelle freigelegt wird. Uber diese Bindungsstelle bindet gp120
an einen Co-Rezeptor, meist die Zytokinrezeptoren CCR5 oder CXCR4.
Insgesamt wurden mehr als 14 verschiedene Co-Rezeptoren identifi-
ziert, von grosser in vivo Bedeutung scheinen aber nur CCR5 oder
CXCR4 zu sein. Durch die Bindung von HIV an CD4 und weitere Co-
Rezeptoren wird die Aufnahme des Virus in die Zelle initiilert (Clapham
P.R., McKnight A. (2001). HIV-1 receptors and cell tropism. British
Medical Bulletin 58: 43-59).
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Das CD4-Molekiil befindet sich bereits konstitutiv, d.h. auch in nicht infi-
zierten Zellen, in Rafts. Nach der Infektion mit HIV kommt es zu einer
Umverteilung von CD4 und zu einer Konzentration von CD4 in einem
relativ kleinen Bereich der Zellmembran (Popik W., Alce T.M., Au W.C.
(2002). Human Immunodeficiency Virus Type 1 uses lipid raft-
colocalized CD4 and chemokine receptors for productive entry into
CD4+T cells. J. of Virology 76: 4709-4722). Dieses Phanomen einer lo-
kalen, sehr hohen Anreicherung eines Molekiles bezeichnet man als
Clustering bzw. Aggregation. CD4 ko-lokalisiert nach Infektion in diesen
Clustern mit GM1, einem typische Marker fur Rafts, und auch CCR5 und
CXCR4, die nach Stimulation in die neu gebildeten Membranplattformen
rekrutiert werden. Werden Rafts durch Vorinkubation der Zellen mit Re-
agenzien, die Colesterol extrahieren, zerstort, wurde in diesen Studien
sowohl das Aggregieren von CD4 nach Infektion als auch die Infektion
der T-Zellen selbst verhindert. Die Bindung des Virus an CD4 war dage-
gen nicht verandert. Dies zeigt bereits, dass Membranrafts eine heraus-
ragende Rolle bei der Infektion humaner Zellen mit HIV spielen. Die Me-
chanismen, die die Fusion vieler kleiner Rafts zu grossen Membranplatt-
formen, die dem- Aggregieren von CD4 sowie der Rekrutierung von Co-
Rezeptoren dienen, und letztlich die Infektion zu vermitteln scheinen,

waren jedoch bislang unbekannt.

Die folgenden Ergebnisse zeigen anhand einer Stimulation humaner T-
Lymphozyten mit rekombinantem gp120, das HIV ceramidreiche Memb-

ranplattformen benutzt, um humane Zellen zu infizieren.

a) Innerhalb weniger Minuten induziert gp 120 die Freisetzung von Ce-
ramid in humanen T-Lymphozyten. Fig. 5 zeigt die Behandlung hu-
maner CD4-positiver Lymphozyten mit 10 pg/ml rekombinantem
gp120. Innerhalb von 1 Minute wird Ceramid freigesetzt. Ceramid

wurde mit einem DAG-Kinase Assay bestimmt.
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b) Die Freisetzung von Ceramid aus humanen T-Lymphozyten nach
Stimulation mit gp120 korreliert mit der Bildung ceramidreicher
Membranplattformen in der Zellmembran stimulierter Zellen, in de-
nen das CD4-Molekiil ko-lokalisiert und Cluster bildet. Fig. 6 zeigt,
dass die zellulare Stimulation mit gp 120 ceramidreiche Membran-
plattformen induziert. Die Stimulation humaner CD4-positiver T-
Zellen mit gp120 (10 pg/ml) fuhrt innerhalb von 2 Minuten zur Bil-
dung ceramidreicher Membranplattformen. Die Bildung ceramidrei-
cher Membrandomanen wurde nach Markierung der Zellen mit ei-
nem Cy3-markierten anti-Ceramid-Antikdrper mittels Fluoreszenz-
mikroskopie bestimmt. In diesen ceramidreichen Membranplattfor-
men aggregiert CD4, das mit einem FITC-markierten Antikdrper
dargestellt wurde. Quantitative Analysen der Bildung ceramidrei-
cher Membranplattformen zeigen, dass 50 = 7% aller CD4-positiven
T-Lymphozyten 5 Min nach Stimulation mit gp120 eine ceramidrei-

che Membranplattform aufweisen.

3. Infektion mit-Pseudomonas aeruginosa

Die Bedeutung ceramidreicher Membranplattformen fur Infektionen mit
pathogenen Bakterien und Viren wurde am Beispiel der Infektion mam-
malischer Zellen mit Pseudomonas aeruginosa gezeigt. Die Aktivierung
der sauren Sphingomyelinase und die Freisetzung von Ceramid wurden
sowohl in vitro nach Infektion von Chang-Epithelzellen, WI-38
Fibroblasten, ex-vivo Lungenfibroblasten, ex-vivo kultivierten Tracheal-
Epithelzellen als auch in vivo in Epithelzellen der Trachea nach Infektion
mit P. aeruginosa beobachtet. Die Freisetzung von Ceramid nach Infek-
tion erfolgt in Rafts, die durch das freigesetzte Ceramid zu grossen
Membranplattformen umorganisiert werden. Das freigesetzte Ceramid
und die saure Sphingomyelinase lokalisieren in den neu gebildeten

Membranplattformen nach Infektion mit P. aeruginosa.
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Die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase fur die Bildung von Memb-
ranplattformen nach P. aeruginosa Infektion zeigt sich an dem volligen
Fehlen ceramidreicher Membranplattformen nach Infektion von saure
Sphingomyelinase-defizienten Zellen. Die Rolle ceramidreicher Memb-
ranplattformen fiir die Infektion mit P. aeruginosa wurde in saure Sphin-
gomyelinase-defizienten Zellen bzw. durch Zerstorung von Rafts mit
Pharmaka, die mit dem Cholesterol-Stoffwechsel interferieren, unter-
sucht. Bei diesen Pharmaka handelt es sich um B-Cyclodextrin, Nystatin
und Filipin. Der Entzug von Cholesterol aus Membranrafts fuhrt zu ei-
nem Kollaps von Rafts. In vivo wurden Rafts in der Lunge durch pulmo-
nale Lavage mit B-Cyclodextrin, Nystatin und Filipin zerstort bzw. norma-
le und saure Sphingomyelinase-defiziente Méause verwendet. Die Er-
gebnisse zeigen, dass ceramidreiche Membranplattformen die Internali-
sierung der Bakterien in Epithelzelien, den Tod infizierter Zellen und die

Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine regulieren.

Die in vivo Bedeutung dieser Befunde wurde in Infektionsversuchen mit
normalen und saure Sphingomyelinase-defizienten Mausen gezeigt.
Wahrend normale Mause eine pulmonale Infektion mit P. aeruginosa
innerhalb weniger Tage ausheilen, waren die saure Sphingomyelinase-
defizienten Mause sehr empfindlich gegeniiber einer puimonalen P. ae-
ruginosa Infektion und verstarben innerhalb weniger Tage nach Infekti-

onsbeginn an einer Sepsis.



10

15

20

25

30

WO 2004/017949 PCT/EP2003/009254

20

Patentanspriiche

Verwendung von Hemmstoffen der sauren Sphingomyelinase und/
oder von Hemmstoffen von Produkten der durch dieses Enzym
katalysierten Reaktion, insbesondere von Ceramid, zur Prophy-
laxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten und/oder

Krankheiten, deren Verlauf durch Infektionen beeinflusst wird.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 die
Hemmstoffe Antidepressiva, insbesondere ftrizyklische und/oder

tetrazyklische Antidepressiva sind.

Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daf die
Antidepressiva Amitryptilin und/oder Imipramin sind.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprliche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Hemmstoffe von trizyklischen und/
oder tetrazyklischen Antidepressiva, insbesondere von Amitryptilin

und/oder Imipramin, abgeleitete Stoffe sind.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Hemmstoffe Desipramin und/oder
FGF (Fibroblast growth factor) und/oder hiervon abgeleitete Stoffe
sind.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Hemmstoffe Antikorper, insbeson-

dere neutralisierende Antikérper, sind.

Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafB3 die

Antikdrper gegen die saure Sphingomyelinase gerichtet sind.
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Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Antikorper gegen Ceramid gerichtet sind.

Verwendung von Stoffen, die die Bildung ceramidreicher Memb-
ranplatiformen hemmen, zur Prophylaxe und/oder Therapie von
Infektionskrankheiten und/oder Krankheiten, deren Verlauf durch

Infektionen beeinflusst wird.

Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Stoffe PB-Cyclodextrin, Nystatin und/oder Filipin und/oder hiervon
abgeleitete Stoffe sind.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, daf3 die Infektionskrankheiten virale, bakte-
rielle, parasitire und/oder mykologische [nfektionskrankheiten

sind.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Infektionskrankheiten Aids, Hepati-
tis A, rhinovirale Erkrankungen, Frihsommer-Meningoenzephalitis
(FSME), Roteln, Influenza, Tuberkulose, Meningokokken-Infek-
tionen und/oder Malaria sind.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Krankheit, deren Verlauf durch In-

fektionen beeinflusst wird, zystische Fibrose ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Infektionskrankheiten Rinder- und/

oder Schweinepest sind.
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Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame
Menge mindestens eines von trizyklischen und/oder tetrazykli-
schen Antidepressiva, insbesondere von Amitryptilin und/oder

Imipramin, abgeleiteten Stoffes sowie einen pharmazeutischen

Trager.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame
Menge von Desipramin, FGF, B-Cyclodextrin, Nystatin und/oder
Filipin und/oder mindestens eines davon abgeleiteten Stoffes so-

wie einen pharmazeutischen Trager.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame
Menge mindestens eines gegen saure Sphingomyelinase gerich-
teten Antikérpers, insbesondere neutralisierenden Antikdrpers,

sowie einen pharmazeutischen Trager.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame
Menge mindestens eines gegen Ceramid gerichteten Antikdrpers,
insbesondere neutralisierenden Antikorpers, sowie einen pharma-

zeutischen Trager.
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