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Область изобретения 

Настоящее изобретение относится к применению ингибитора МЕК для лечения коинфекции, вклю-

чающей бактериальную инфекцию и инфекцию, вызванную вирусом гриппа. Также предусмотрена ком-

позиция, содержащая такой ингибитор, для применения при лечении коинфекции, включающей бактери-

альную инфекцию и инфекцию, вызванную вирусом гриппа. 

Предпосылки создания изобретения 

Вирусы гриппа А являются возбудителем тяжелых респираторных заболеваний, которые приводят 

к значительной частоте осложнений и смертности. Большая часть летальных исходов во время инфекции 

вируса гриппа (IV) фактически является результатом вторичной пневмонии, вызванной различными бак-

териями, такими как Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus pneumoniae и Haemophilus influenzae 

(Morens et al., 2008, Chertow et al., 2013). Наиболее острые проблемы в отношении бактериальной коин-

фекции заключаются в непредвиденном повышении патогенности (lwao et al., 2012, Paddock et al., 2012, 

Parker et al., 2012) и ограниченном наборе эффективных противоинфекционных средств против различ-

ных патогенов. Главными причинами неудовлетворительных результатов лечения являются высокая из-

менчивость вирусов гриппа и постоянное появление новых штаммов (Neumann et al., 2009, Taubenberger 

et al., 2010, Parry, 2013), определенные свойства бактериальных штаммов (Grundmann et al., 2006, Moran 

et al., 2006, Gillet et al., 2007, Shilo et al., 2011), а также быстрое развитие устойчивости как вирусов грип-

па (Hayden et al., 1992, Bright et al., 2006, Pinto et al., 2006, De Clercq et al., 2007, Pinto et al, 2007), так и 

бактерий (Grundmann et al., 2006, Moran et al.,2006, Shilo et al., 2011) против доступных лекарственных 

средств/антибиотиков. Более того, характерным является то, что в настоящее время лечение коинфекций, 

вызванных вирусами гриппа и бактериями, не предоставляется возможным с применением одного со-

единения. Согласно настоящему изобретению данная проблема решается в том аспекте, что предлагается 

противовоспалительная стратегия против коинфекций, включающих бактериальную инфекцию, опосре-

дованную бактерией, выбранной из группы, включающей Staphylococcaceae и/или Streptococcaceae, и 

инфекцию, вызванную вирусом гриппа, с применением одного лекарственного средства. Кроме того, 

согласно настоящему изобретению решается проблема быстрого развития устойчивости бактерий путем 

получения лекарственного средства, которое целенаправленно воздействует на клеточные факторы, а не 

на саму бактерию. 

Сущность изобретения 

Техническая задача решается при помощи отображенных в формуле изобретения вариантов осуще-

ствления, описанных в настоящем описании, и проиллюстрированных в примерах и на фигурах. 

Как было указано ранее, настоящее изобретение относится к применению ингибитора МЕК для ле-

чения коинфекций, включающей бактериальную инфекцию и инфекцию, вызванную вирусом гриппа. 

Несмотря на интенсивные исследования в прошлом веке, IV все еще представляет серьезную опас-

ность для человечества. Сезонные вспышки заболевания, которые особенно опасны для лиц пожилого 

возраста и лиц с ослабленным иммунитетом, связаны с инфекциями, вызванными вирусами гриппа А 

или В. 

В течение последних десятилетий наблюдается повышение частоты возникновения метициллин-

резистентных штаммов S. aureus, вызывающие проблемы, особенно у младенцев и детей, которые одно-

временно были инфицированы IV (Iverson et al., 2011, Thorburn et al., 2012). Одной из основным проблем, 

возникающих при бактериальных коинфекциях, является непредвиденное и сильное повышение пато-

генности, которое, вероятно, обусловлено ускоренной экспрессией цитокина, что также приводит к по-

вреждению тканей. В частности, при коинфекции, вызванной лейкоцидином Пантон-Валентина (PVL), 

экспрессируемым S. aureus, наблюдается тяжелое повреждение эпителия легкого, вызванное неконтро-

лируемым высвобождением протеаз после опосредованного PVL уничтожения нейтрофилов (Gillet et al., 

2007, Niemann et al., 2012). Бактериальные коинфекции обычно появляются в течение первых шести дней 

после инфекции IV, приводя к еще более быстрому развитию болезни, воспалению легких и повышению 

смертности (Iverson et al., 2011, Chertow et al., 2013). Однако в некоторых случаях бактериальная коин-

фекция возникает, когда, как кажется, вирусная инфекция уже устранена. Для лечения вирус-

ных/бактериальных коинфекции существуют только ограниченные возможности. 

Одна перспективная противовирусная стратегия для борьбы с гриппом основана на факте, что IV, 

будучи внутриклеточными патогенами, сильно зависят от клеточных сигнальных систем (Gong et al., 

2009, Ludwig, 2009). IV приобрели способность захватывать клеточные факторы для своих собственных 

целей (Ludwig et al., 2003). Более того, IV способны подавлять врожденный иммунный ответ своих хозя-

ев. С учетом этих зависимостей, клеточные функции, способствующие поддержанию вируса, являются 

наиболее перспективными кандидатами для нового противовирусного воздействия (Ludwig et al., 2003, 

Ludwig, 2011, Planz, 2013). В последние годы исследователи выявили, что подходящими мишенями в 

подходе к противовирусной терапии являются пути передачи сигнала в рамках сигнального каскада ми-

тоген-активируемых киназ 
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Целенаправленное воздействие на клеточные, а не вирусные факторы, предупреждает проблему ус-

тойчивости, поскольку патоген не может заменить утраченную клеточную функцию. Для некоторых кле-

точных факторов химические соединения являются доступными даже несмотря на то, что на ранней ста-

дии некоторые из них уже прошли клиническое испытание или даже уже лицензированы. В отличие от 

репликации IV, деление S. aureus не зависит от клетки-хозяина. Новые антибактериальные альтернатив-

ные средства не нацелены на важные генные продукты, вырабатываемые патогеном, а ингибируют виру-

лентные факторы в ходе инфекции, вызванной S. aureus, без уничтожения бактерии или стимуляции им-

мунитета хозяина (Park et al., 2012). С помощью других стратегий предупреждают образование колоний 

S. aureus у человека в качестве хозяина (Park et al., 2012). Такие соединения также характеризуются более 

низкой способностью к индукции устойчивости. За последнее время накопились данные, что S. aureus 

также использует клеточные сигнальные пути для собственной выгоды во время инфекции (Oviedo-

Boyso et al., 2011), однако такие клеточные факторы, способствующие поддержанию бактерий, до сих 

пор не были подробно охарактеризованы в качестве мишеней для антибактериальный терапии. 

Неожиданного было обнаружено, что лекарственные средства против внутриклеточных сигнальных 

факторов, таких как NFκB, киназы МЕК или р38 MAP, которые, как было показано ранее, обладают про-

тивогриппозной активностью, также характеризуются активностью в отношении S. aureus и обеспечива-

ют снижение титров как вирусов, так и бактерий в случае коинфекции. Таким образом, такие ингибито-

ры элементов пути передачи сигнала являются наиболее перспективными кандидатами для лечения вы-

званных IV или только S. aureus инфекций, однако, что наиболее важно, для лечения тяжелого гриппа с 

сопутствующей бактериальной коинфекпией. 

В одном варианте осуществления ингибитор МЕК предназначен для лечения коинфекции в соот-

ветствии с настоящим изобретением, где бактериальная инфекция опосредована бактерией, выбранной 

из группы, включающей Staphylococcaceae и/или Streptococcaceae. 

В другом варианте осуществления ингибитор МЕК предназначен для лечения коинфекции в соот-

ветствии с настоящим изобретением, где инфекция вируса гриппа опосредована вирусом гриппа А или 

вирусом гриппа В, при этом предпочтительно вирус гриппа А представляет собой H1N1, H2N2, H3N2, 

H6N1, H7N7, H7N9, H9N2 H10N7, H10N8 или H5N1. 

В дополнительных вариантах осуществления ингибитор МЕК предназначен для лечения коинфек-

ции в соответствии с настоящим изобретением у позвоночного. 

Также в настоящем изобретении предусмотрена композиция, содержащая ингибитор МЕК, для 

применения в способе лечения коинфекции, включающей бактериальную инфекцию опосредованную 

бактерией, выбранной из группы, включающей Staphylococcaceae и/или Streptococcaceae, и инфекцию, 

вызванную вирусом гриппа, где ингибитор МЕК выбран из группы, включающей CI-1040 и GDC-0973. 

Предпочтительно композиция дополнительно содержит носитель. 

Краткое описание графических материалов 

На фигурах показано. 

Фиг. 1 - шкала времени процедуры коинфицирования. Клетки инфицировали IV в течение 30 мин. 

Проводили коинфицирование с помощью S. aureus 6850, или клетки были подвергунты имитационной 

обработке. Внеклеточные бактерии лизировали и удаляли при обработке антибиотиком спустя 3 ч после 

инфицирования бактериями. После промывания в PBS клетки дополняли свежей средой (DMEM/INV) и 

инкубировали не более 18 ч после инфицирования вирусом. 

Фиг. 2 - ингибитор МЕК U0126 обеспечивает снижение титров IV (A/Puerto Rico/8/34) и нагрузки S. 

aureus даже в случае коинфицирования. Эпителиальные клетки легкого человека высеивали в 6-

луночные планшеты (8×10
5 

клеток/лунку) в 2 мл DMEM [10% FCS]. Спустя 16-20 ч после высеивания 

клетки промывали и инкубировали с PBS/BA [0,2% альбумина бычьей сыворотки (BSA), 1 мМ MgCl2,  

0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина] (500 мкл на 6 лунок) или PBS/BA, со-

держащем вирус гриппа A/Puerto Rico/8/34, при множественном инфицировании (MOI=0,1) при 37°С. 

После 30 мин инкубации разбавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS и дополняли средой 

для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES] (2 мл на 6 лунок) с S. 

aureus 6850 или без него (MOI=0,5) в присутствии 50 мкМ U0126 или DMSO (растворитель в качестве 

контроля). Спустя 3 ч после инфицирования бактериями, клетки обрабатывали антибиотиками для уда-

ления внеклеточных бактерий. Следовательно клетки промывали PBS и затем инкубировали с 
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DMEM/INV, содержащей антибиотики [2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], (1 мл на 6 лунок) в течение  

20 мин при 37°С. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, содержащей 

50 мкМ U0126 или DMSO и 0,333 мкг/мл трипсина (Invitrogen). После периода инкубации в течение до-

полнительных 14 ч при 37°С определяли титры IV и внутриклеточных бактерий, как описано в (Hrincius 

et al., 2010, Tuchscherr et al., 2011). 

Титры IV представлены в виде бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл (А, С), а титры S. aureus пред-

ставлены в виде колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл (B,D). Данные представляют средние значения ± 

SD трех независимых экспериментов с двумя биологическими образцами. Статистическую значимость 

оценивали с помощью двустороннего двухвыборочного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). (Е) 

S. aureus в присутствии 50 мкМ U0126 приводит к снижению титров бактерий при инкубации в течение 

18 ч в сравнении с обработкой бактерий с помощью DMSO. Определенное количество S. aureus 6850 

суспензионной культуры разбавляли в DMEM/INV, дополненной 50 мкМ U0126 или DMSO, и инкубиро-

вали при 37°С в течение 18 ч. Бактерии разбавляли и определяли с применением серийного разведения 

на чашках с агаром. Данные представляют средние значения ± SD трех независимых экспериментов с 

двумя биологическими образцами. Статистическую значимость оценивали с помощью двустороннего 

двухвыборочного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). 

Фиг. 3 - ингибитор МЕК U0126 обеспечивает снижение титров IV (A/FPV/Bratislava/79) и нагрузки 

S. aureus даже в случае коинфицирования. Эпителиальные клетки легкого человека высеивали в  

6-луночные планшеты (8×10
5
 клеток/лунку) в 2 мл DMEM [10% FCS]. Спустя 16-20 ч после высеивания 

клетки промывали и инкубировали с PBS/BA [0,2% альбумина бычьей сыворотки (BSA), 1 мМ MgCl2,  

0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина] (500 мкл на 6 лунок) или PBS/BA, со-

держащем вирус гриппа A/FPV/Bratislava/79, при множественном инфицировании (MOI=0,001) при 37°С. 

После 30 мин инкубации разбавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS и дополняли средой 

для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES] (2 мл на 6 лунок) с S. 

aureus 6850 или без него (MOI=0,5) в присутствии 50 мкМ U0126 или DMSO (растворитель в качестве 

контроля). Спустя 3 ч после инфицирования бактериями, клетки обрабатывали антибиотиками для уда-

ления внеклеточных бактерий. Следовательно клетки промывали PBS и затем инкубировали с 

DMEM/INV, содержащей антибиотики [2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], (1 мл на 6 лунок) в течение  

20 мин при 37°С. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, содержащей 

50 мкМ U0126 или DMSO. После периода инкубации в течение дополнительных 14 ч при 37°С опреде-

ляли титры IV и внутриклеточных бактерий, как описано в (Hrincius et al., 2010; Tuchscherr et al., 2011). 

Титры IV представлены в виде бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл (А, С), а титры S. aureus представ-

лены в виде колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл (В, D). Данные представляют средние значения ± SD 

двух независимых экспериментов с двумя биологическими образцами. Статистическую значимость оце-

нивали с помощью двустороннего двухвыборочного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). 

Фиг. 4 - ингибитор р38 SB202190 обеспечивает снижение титров IV и нагрузки S. aureus даже в 

случае коинфицирования. Эпителиальные клетки легкого человека высеивали в 6-луночные планшеты 

(8×10 клеток/лунку) в 2 мл DMEM [10% FCS]. Спустя 16-20 ч после высеивания клетки промывали и 

инкубировали с PBS/BA [0,2% альбумина бычьей сыворотки (BSA), 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2,  

100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина] (500 мкл на 6 лунок) или PBS/BA, содержащем вирус 

гриппа A/Puerto Rico/8/34, при множественном инфицировании (MOI=0,1) при 37°С. После 30 мин инку-

бации разбавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения 

DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES] (2 мл на 6 лунок) с S. aureus 6850 

или без него (MOI=0,5) в присутствии 10 мкМ SB202190 или DMSO (растворитель в качестве контроля). 

Спустя 3 ч после инфицирования бактериями клетки обрабатывали антибиотиками для удаления внекле-

точных бактерий. Следовательно клетки промывали PBS и затем инкубировали с DMEM/INV, содержа-

щей антибиотики [2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], (1 мл на 6 лунок) в течение 20 мин при 37°С. После 

дополнительного промывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, содержащей 10 мкМ SB202190 или 

DMSO и 0,333 мкг/мл трипсина (Invitrogen). После периода инкубации в течение дополнительных 14 ч 

при 37°С определяли титры IV и внутриклеточных бактерий, как описано в (Hrincius et al., 2010; 

Tuchscherr et al., 2011). Титры IV представлены в виде бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл (А, С), а 

титры S. aureus представлены в виде колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл (В, D). Данные представляют 

средние значения ± SD трех независимых экспериментов с двумя биологическими образцами. Статисти-

ческую значимость оценивали с помощью двустороннего двухвыборочного t-критерия (*р<0,05; 

**р<0,01; ***р<0,001). 

Фиг. 5 - ингибитор NF-kappaB (NFκB) LG-ASA обеспечивает снижение титров IV и нагрузки S. au-

reus даже в случае коинфицирования. Эпителиальные клетки легкого человека высеивали в 6-луночные 

планшеты (8×10 клеток/лунку) в 2 мл DMEM [10% FCS]. Спустя 16-20 ч после высеивания клетки про-

мывали и инкубировали с PBS/BA [0,2% альбумина бычьей сыворотки (BSA), 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 

100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина] (500 мкл на 6 лунок) или PBS/BA, содержащем вирус 
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гриппа A/Puerto Rico/8/34, при множественном инфицировании (MOI=0,1) при 37°С. После 30 мин инку-

бации разбавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения 

DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES] (2 мл на 6 лунок) с S. aureus 6850 

или без него (MOI=0,5) в присутствии 5 мМ LG-ASA. Воду применяли в качестве контрольного раство-

рителя. Спустя 3 ч после инфицирования бактериями, клетки обрабатывали антибиотиками для удаления 

внеклеточных бактерий. Следовательно клетки промывали PBS и затем инкубировали с DMEM/INV, 

содержащей антибиотики [10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], (1 мл на 6 лунок) в течение 20 мин 

при 37°С. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, содержащей 5 мМ 

LG-ASA или воды и 0,333 мкг/мл трипсина (Invitrogen). После периода инкубации в течение дополни-

тельных 14 ч при 37°С определяли титры IV и внутриклеточных бактерий, как описано в (Hrincius et al., 

2010, Tuchscherr et al., 2011). Титры IV представлены в виде бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл (А, С), 

а титры S. aureus представлены в виде колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл (В, D). Данные представ-

ляют средние значения ± SD двух независимых экспериментов (титр вируса) и трех независимых экспе-

риментов (титр бактерий) с двумя биологическими образцами. Статистическую значимость оценивали с 

помощью двустороннего двухвыборочного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). 

Фиг. 6 - амифлю в качестве ингибитора вирусной нейраминидазы снижает уровень репликации IV, 

однако увеличивает нагрузку S. aureus. 

Эпителиальные клетки легкого человека высеивали в 6-луночные планшеты (8×10
5
 клеток/лунку) в 

2 мл DMEM [10% FCS]. Спустя 16-20 ч после высеивания клетки промывали и инкубировали с PBS/BA 

[0,2% альбумина бычьей сыворотки (BSA), 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл 

стрептомицина] (500 мкл на 6 лунок) или PBS/BA, содержащем вирус гриппа A/FPV/Bratislava/79, при 

множественном инфицировании (MOI=0,1) при 37°С. После 30 мин инкубации разбавленный вирус отса-

сывали, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворот-

ки человека, 25 нмоль/л HEPES] (2 мл на 6 лунок) с S. aureus 6850 или без него (MOI=0,5) в присутствии 

2 мкМ тамифлю или Hepes (растворитель в качестве контроля). Спустя 3 ч после инфицирования бакте-

риями, клетки обрабатывали антибиотиками для удаления внеклеточных бактерий. 

Следовательно клетки промывали PBS и затем инкубировали с DMEM/INV, содержащей антибио-

тики [2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], (1 мл на 6 лунок) в течение 20 мин при 37°С. После дополнитель-

ного промывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, содержащей 2 мкМ тамифлю или HEPES. После 

периода инкубации в течение дополнительных 14 ч при 37°С определяли титры IV и внутриклеточных 

бактерий, как описано в (Hrincius et al., 2010; Tuchscherr et al., 2011). 

Фиг. 7 - титры внутриклеточных S. aureus 6850 снижаются при обработке LG-ASA. Эпителиальные 

клетки легкого человека (А549) инфицировали с помощью 0,5 MOI S. aureus 6850 в DMEM/INV [1% аль-

бумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES] в течение 3 ч в присутствии (А, С) и в отсутствие (В, D) 

в указанных количествах LG-ASA. Через три часа после инфицирования включали промывание с анти-

биотиком с применением DMEMANV, содержащей антибиотики [2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], для 

удаления непоглощенных бактерий, а затем клетки дополняли DMEM/INV, содержащей указанные ко-

личества LG-ASA. Морфологию клетки наблюдали с помощью световой микроскопии (А, В), а количе-

ства поглощенных бактерий определяли с применением серийного разведения на чашках с агаром спустя 

18 ч после инфицирования (С, D). 

Фиг. 8 (табл. 2) - ингибиторы р38. 

Фиг. 9 (табл. 3) - ингибиторы NFκB. 

Фиг. 10 (табл. 4) - ингибиторы NFκB. 

Фиг. 11 (табл. 5) - антибиотики. 

Фиг. 12 - шкала времени процедуры коинфицирования in vitro. Эпителиальные клетки легкого че-

ловека (А549) инфицировали вирусом гриппа A (IAV) в течение 30 мин при указанном множественном 

инфицировании (MOI), растворенном в PBS/BA [0,2% альбумина бычьей сыворотки, 1 мМ MgCl2,  

0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина] при 37°С. После 30 мин инкубации раз-

бавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS. После чего осуществляли инфицирование бакте-

риями Staphylococcus aureus 6850 (S. aureus), или клетки были подвергунты имитационной обработке. 

Следовательно клетки дополняли средой для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 

25 нмоль/л, HEPES] с S. aureus или без него, в дополнение к указанным количествам ингибитора (U0126 

или Cl-1040) или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфицирования бактериями вклю-

чали промывание с антибиотиком [DMEM, 10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина или 100 мкг/мл гентамицина,  

20 мин] для удаления непоглощенных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки допол-

няли средой для инфицирования DMEM (0,2% ВА, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 

0,1 мг/мл стрептомицина) в присутствии или в отсутствие ингибитора и инкубировали не более 18 ч по-

сле инфицирования вирусом при 37°С. 

Фиг. 13 - ингибирование сигнального пути MEK/ERK приводит к повышению выживаемости кле-

ток после инфицирования одного типа или коинфицирования. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса птичьего гриппа 
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A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (FPV) или штаммом вируса гриппа человека A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) при 

множественном инфицировании (MOI=0,01) (H7N7) или (MOI=0,5) (H3N2) при 37°С. Через 30 мин раз-

бавленный вирус удаляли, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения DMEM/INV (со-

держащей 1% альбумина сыворотки человека, 25 нМ HEPES) с S. aureus 6850 или без него (MOI=0,1) в 

присутствии 50 мкМ U0126 или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфицирования бак-

териями клетки обрабатывали DMEM/FBS, содержащей 10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина в течение  

20 мин для удаления непоглощенных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки допол-

няли средой для инфицирования DMEM/BA (0,2% ВА, 1 мМ MgCl2, 0,9 мM CaCl2, 100 ед/мл пеницилли-

на, 0,1 мг/мл стрептомицина), содержащей 50 мкМ U0126 или растворитель. После периода инкубации в 

течение 18 ч при 37°С наблюдали морфологию клетки с помощью световой микроскопии. 

Фиг. 14 - ингибирование сигнального пути MEK/ERK приводит к снижению титров вируса при ин-

фицировании одного типа и коинфицировании. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса птичьего гриппа 

A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (А, С) или штаммом вируса гриппа человека A/Wisconsm/67/2005 (H3N2) (В, 

D) при множественном инфицировании (MOI=0,01) (А, С) или (MOI=0,5) (В, D) при 37°С. Через 30 мин 

разбавленный вирус удаляли, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения DMEM/INV 

(содержащей 1% альбумина сыворотки человека, 25 нМ HEPES) с S. aureus 6850 или без него (MOI=0,1) 

в присутствии 50 мкМ U0126 или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфицирования 

бактериями, клетки обрабатывали DMEM/FBS, содержащей 10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина, в течение 

20 мин для удаления внеклеточных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки дополня-

ли средой для инфицирования DMEM/BA (0,2% ВА, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 

0,1 мг/мл стрептомицина), содержащей 50 мкМ U0126 или растворитель. После периода инкубации в 

течение 18 ч при 37°С определяли титры вируса при помощи стандартного анализа бляшкообразования. 

Титры вируса представлены в виде бляшкообразующих единиц/мл (БОЕ/мл) на линейной (А, В) или ло-

гарифмической шкале (С, D). Данные представляют средние значения ± SD четырех независимых экспе-

риментов с двумя биологическими образцами. Статистическую значимость оценивали с помощью дву-

стороннего одновыборочного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01). 

Фиг. 15 - ингибирование МЕК при введении U0126 приводит к уменьшению бактериального роста. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса птичьего гриппа 

A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) или штаммом вируса гриппа человека A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) (А, С) при 

множественном инфицировании (MOI=0,01) (H7N7) или (MOI=0,5) (H3N2) при 37°С. Через 30 мин разбав-

ленный вирус удаляли, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения DMEM/INV (содержа-

щей 1% альбумина сыворотки человека, 25 нМ HEPES) с S. aureus 6850 или без него (MOI=0,1) (А) в при-

сутствии 50 мкМ U0126 или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфицирования бактерия-

ми клетки обрабатывали DMEM/FBS, содержащей 10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина, в течение 20 мин (А, С) 

для удаления непоглощенных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли сре-

дой для инфицирования DMEM/BA (0,2% ВА, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 

0,1 мг/мл стрептомицина), содержащей 50 мкМ U0126 или растворитель. Количества поглощенных бакте-

рий определяли с применением серийного разведения клеточных лизатов на чашках с агаром спустя 18 ч 

после инфицирования (А, С). Влияние U0126 на бактериальный рост анализировали при введении U0126, 

как указано, в ночную культуру S. aureus 6850 (100 КОЕ/мл). Через 16 ч серийные разведения высевали на 

чашки с агаром BHI (В, D). Титры бактерий представлены в виде колониеобразующих единиц/мл (КОЕ/мл) 

на линейной (А, В) или логарифмической шкале (С, D). Данные представляют средние значения ± SD че-

тырех (А, С) или трех (В, D) независимых экспериментов с двумя биологическими образцами. Статистиче-

скую значимость оценивали с помощью двустороннего одновыборочного t-критерия (***р<0,001). 

Фиг. 16 - Ингибирование сигнального пути MEK/ERK приводит к уменьшению количества вирус-

ных белков и провоспалительных хемокинов. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса гриппа человека 

A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) при множественном инфицировании (MOI=5) при 37°С. Через 30 мин раз-

бавленный вирус удаляли, клетки промывали PBS и дополняли средой для заражения DMEM/INV (со-

держащей 1% альбумина сыворотки человека, 25 нМ HEPES) с S. aureus 6850 или без него (MOI=50) в 

присутствии 50 мкМ U0126 или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфицирования бак-

териями клетки обрабатывали DMEM/FBS, содержащей 10% FBS, 100 мкг/мл гентамицина, в течение 30 

мин для удаления внеклеточных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли 

средой для инфицирования DMEM/BA (0,2% ВА, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина,  

0,1 мг/мл стрептомицина), содержащей 50 мкМ U0126 или растворитель. После периода инкубации в 

течение 8 ч при 37°С анализировали уровни мРНК CCL3 и CCL5 при помощи qRT-PCR со специфиче-

скими праймерами (А, В). Экспрессию вирусного белка (РВ-1) и уровень фосфорилирования ERK-1/2, а 

также компоненты бактериальной клеточной стенки (PGN), определяли при помощи вестерн-блоттинга 

(С). Данные представляют собой предварительные результаты по трем биологическим образцам и двум 

техническим повторам в одном эксперименте. 
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Фиг. 17 - введение U0126 приводит к снижению титров бактерий in vivo независимо от титров ви-

руса. 

Мышей 12-недельного возраста Balb/C инфицировали штаммом вируса гриппа A/Puerto Rico/8/34 

(PR8, H1N1) при 50 БОЕ в день 0 (анестезировали изофлураном). Начиная с дня 1 мышей ежедневно об-

рабатывали с помощью i.p. инъекции 30 мг/кг/день U0126 или растворителя в качестве контроля (10% 

DMSO, 30% кремофора EL, 60% PBS). В день 3 мышей инфицировали Staphylococcus aureus 6850 при 

5*10
7
 КОЕ под анестезией с помощью изофлурана и непосредственно обрабатывали U0126 или раство-

рителем в качестве контроля. В день 4 легкие удаляли и гомогенизировали в PBS (0,1 г на 1000 мкл PBS). 

Для расчета титров бактерий серийные разведения гомогената высевали на чашки с агаром BHI. Для оп-

ределения титров вируса проводили стандартный анализ бляшкообразования. Статистический анализ 

проводили с применением U-критерия Манна-Уитни (*р<0,05). 

Фиг. 18 - специфический ингибитор МЕК CI-1040 обеспечивает снижение титров вируса при инфи-

цировании одного типа и коинфицировании. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса птичьего гриппа 

A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (А, С) или штаммом вируса гриппа человека A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (В, D) 

при множественном инфицировании (MOI=0,01) при 37°С. Через 30 мин разбавленный вирус удаляли, 

клетки промывали PBS и дополняли средой для инфицирования DMEM/INV (содержащей 1% альбумина 

сыворотки человека, 25 нМ HEPES) с 6850 S. Aureus или без него (MOI=0,1) в присутствии 10 мкМ CI-

1040 или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфицирования бактериями, клетки обра-

батывали DMEM/FBS, содержащей 10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина, в течение 20 мин для удаления вне-

клеточных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли средой для инфициро-

вания DMEM/BA (0,2% ВА, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомици-

на), содержащей 10 мкМ CI-1040 или растворитель. После периода инкубации в течение 18 ч при 37°С 

определяли титры вируса при помощи стандартного анализа бляшкообразования. Титры вируса пред-

ставлены в виде бляшкообразующих единиц/мл (БОЕ/мл) на линейной (А, В) или логарифмической шка-

ле (С, D). Данные представляют средние значения двух независимых экспериментов с двумя биологиче-

скими образцами. 

Фиг. 19 - введение CI-1040 оказывает ингибирующий эффект на бактериальный рост in vitro. 

Влияние CI-1040 на бактериальный рост анализировали при введении CI-1040 в различных концен-

трациях (как указано) в ночную культуру S. aureus 6850 (100 КОЕ/мл). Через 16 ч серийные разведения 

высевали на чашки с агаром BHI (А, В). Титры бактерий представлены в виде колониеобразующих еди-

ниц/мл (КОЕ/мл) на линейной (А) или логарифмической шкале (В). Данные представляют собой предва-

рительные данные с двумя биологическими образцами. 

Фиг. 20 - обработка специфическим ингибитором МЕК кобиметинибом (GDC-0973) обеспечивает 

уменьшение патогенной нагрузки in vivo. 

Мышей 8-недельного возраста Balb/C (5 на группу) инфицировали штаммом вируса гриппа 

A/Puerto Rico/8/34 (PR8, H1N1) при 50 БОЕ в день 0 (анестезировали изофлураном). Спустя 6 ч после 

инфицирования вирусом мышей обрабатывали посредством перорального введения 10 мг/кг/день коби-

метиниба или растворителем в качестве контроля (10% DMSO, 5% Tween 20, 85% PBS). Далее обработку 

проводили ежедневно. В день 3 мышей инфицировали Staphylococcus aureus 6850 при 5*10
7
 КОЕ под 

анестезией с помощью изофлурана, а через 6 ч обрабатывали кобиметинибом или растворителем в каче-

стве контроля. В день 4 легкие удаляли и гомогенизировали в PBS (0,1 г на 1000 мкл PBS). Для расчета 

титров бактерий серийные разведения гомогената высевали на чашки с агаром BHI. Для определения 

титров вируса проводили стандартный анализ бляшкообразования. Статистический анализ проводили с 

применением U-критерия Манна-Уитни. 

Фиг. 21 - LG-ASA улучшает морфологию клетки при инфицировании вирусом гриппа A (IAV) 

и/или Staphylococcus aureus (S. aureus). 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса гриппа человека 

A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) при множественном инфицировании (MOI=0,1), растворенном в PBS/BA [0,2% 

альбумина бычьей сыворотки, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептоми-

цина] при 37°С. После 30 мин инкубации, разбавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS и до-

полняли средой для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нМ/л HEPES] с S. 

aureus SH1000 или без него (MOI=0,1) в присутствии 5 мМ LG-ASA или растворителя в качестве контро-

ля. Спустя 3 ч после инфицирования бактериями клетки обрабатывали антибиотиками [DMEM, 10% 

FBS, 2 мкг/мл лизостафина, 20 мин] для удаления внеклеточных бактерий. После дополнительного про-

мывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, содержащей 5 мМ LG-ASA или растворителем. После пе-

риода инкубации в течение 18 ч при 37°С наблюдали морфологию клетки с помощью световой микро-

скопии. 

Фиг. 22 - ингибитор NFκB LG-ASA обеспечивает снижение титров вируса гриппа и нагрузки S. au-

reus. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) инфицировали штаммом вируса гриппа A/Puerto 
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Rico/8/34 (H1N1) при множественном инфицировании (MOI=0,1), растворенном в PBS/BA [0,2% альбу-

мина бычьей сыворотки, 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина] 

при 37°С (А-Н). После 30 мин инкубации разбавленный вирус отсасывали, клетки промывали PBS и до-

полняли средой для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нМ/л HEPES] с S. 

aureus SH1000 или без него (MOI=50) (А, В), (MOI=0,01) (C-D), S. aureus 6850 (MOI=50) (E, F), (MOI=0,1) 

(G, Н) в присутствии 5 мМ LG-ASA или растворителя в качестве контроля. Спустя 3 ч после инфициро-

вания бактериями клетки обрабатывали антибиотиками [DMEM, 10% FBS, 2 мкг/мл лизостафина,  

20 мин] для удаления внеклеточных бактерий. После дополнительного промывания PBS клетки дополня-

ли DMEM/INV, содержащей 5 мМ LG-ASA или растворителем. После периода инкубации в течение 8 ч 

(А, В, Е, F) или 18 ч (С, D, G, Н) при 37°С определяли титры IAV (А, С, Е, G) с помощью стандартных 

анализов бляшкообразования. Клетки лизировали посредством гипотонического шока и количества по-

глощенных бактерий (В, D, F, Н) определяли с применением серийного разведения на чашках с агаром. 

Данные представляют средние значения ± SD трех (А-Н) с двумя биологическими образцами. Статисти-

ческую значимость оценивали с помощью двустороннего одновыборочного t-критерия (*р<0,05; 

**р<0,01). 

Фиг. 23 - ингибитор NFκB LG-ASA обеспечивает снижение титров вируса гриппа и нагрузки S. au-

reus. 

На этой фигуре представлены данные, полученные другим способом, как на фиг. 22. В частности, 

необработанные контроли в каждом эксперименте произвольно приравнивали к 100% и затем рассчиты-

вали средние значения. Статистическую значимость оценивали с помощью двустороннего одновыбороч-

ного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01). 

Фиг. 24 - Ингибирование сигнального пути NFκB приводит к снижению поглощения бактерий. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) предварительно инкубировали с 5 мМ (A-D) и 10 

мМ (С, D) LG-ASA в течение 4 ч, а затем инфицировали S. aureus 6850 (MOI=50) (А, В) в течение  

30-120 мин и USA 300 (MOI=5) (С, D) в течение 120 мин в присутствии и в отсутствие указанных коли-

честв LG-ASA, растворенных в DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES]. 

Спустя 30-120 мин после инфицирования включали промывание с антибиотиком [DMEM, 10% FBS, 2 

мкг/мл лизостафина, 20 мин] для удаления непоглощенных бактерий. Клетки трижды промывали PBS и 

лизировали посредством гипотонического шока. Количества поглощенных бактерий определяли с при-

менением серийного разведения на чашках с агаром (A-D). Данные (А, С) представляют средние значе-

ния ± SD трех независимых экспериментов с двумя биологическими образцами. На фиг. 24 В, D необра-

ботанные контроли в каждом эксперименте произвольно приравнивали к 100% и затем рассчитывали 

средние значения. Статистическую значимость оценивали с помощью двустороннего одно выборочного 

t-критерия (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). 

Фиг. 25 - стимуляция сигнального пути NFκB приводит к повышению поглощения бактерий. 

Эпителиальные клетки легкого человека (А549) предварительно инкубировали с 5 мМ LG-ASA и 

2,5 нг/мл TNF-альфа в течение 4 ч, а затем инфицировали (А) S. aureus 6850 или (В) S. aureus USA300 

(MOI=5) в течение 120 мин в присутствии и в отсутствие указанных количеств LG-ASA и TNF-альфа, 

растворенных в DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека, 25 нмоль/л HEPES] (А). Спустя  

120 мин после инфицирования включали промывание с антибиотиком [DMEM, 10% FBS, 2 мкг/мл лизо-

стафина, 20 мин] для удаления непоглощенных бактерий. Клетки трижды промывали PBS и лизировали 

посредством гипотонического шока. Количества поглощенных бактерий определяли с применением се-

рийного разведения на чашках с агаром (А) спустя 120 мин после инфицирования. (А) Данные представ-

ляют средние значения ± SD четырех независимых экспериментов с двумя биологическими образцами. 

Статистическую значимость оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа, а затем с 

помощью критерия множественного сравнения (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). (В) Данные представля-

ют средние значения ± SD трех независимых экспериментов с тремя биологическими образцами, при 

этом необработанные контроли в каждом эксперименте произвольно приравнивали к 100% и затем рас-

считывали средние значения. 

Фиг. 26 - обработка коинфицированных IAV/S. aureus мышей с помощью LG-ASA приводит к по-

вышению выживаемости и снижению потери веса тела. 

(A) мышей BALB/c (4 мыши на группу) инфицировали вирусом гриппа A/Puerto Rico/8/34 при  

50 БОЕ в день 0. В день 6 после инфицирования вирусом гриппа мышей дополнительно инфицировали S 

aureus 6850 при 10
8
 КОЕ. В день 7 после инфицирования вирусом гриппа коинфицированных мышей 

обрабатывали с помощью LG-ASA (1 моль, 10 мин) один раз в день посредством ингаляции. Выживае-

мость контролировали в течение 14 дней. 

В то время как (4/4) (черная линия) необработанные коинфицированные мыши умирали через  

1 день после коинфицирования, (2/4) обработанные с помощью LG-ASA коинфицированные мыши вы-

живали (серая линия). 

(B) показаны результаты двух независимых экспериментов. Мышей Balb/C 9-недельного возраста 

(4 мыши на группу) инфицировали штаммом вируса гриппа A/Puerto Rico/8/34 при 50 БОЕ утром в день 
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0 (анестезировали изофлураном). Спустя 6 ч после инфицирования вирусом мышей взвешивали и обра-

батывали Н2О в виде аэрозоля или 1М LG-ASA в ингаляционной камере в течение 10 мин. Такую обра-

ботку также проводили в день 1, 2 и 3 в то же время, что и в день 0. Утром в день 3 мышей инфицирова-

ли Staphylococcus aureus 6850 при 5*10
7
 КОЕ под анестезией с помощью изофлурана. В день 4 мышей 

взвешивали в последний раз. Статистический анализ проводили с применением U-критерия Манна-

Уитни (*р<0,05). 

Подробное описание настоящего изобретения и предпочтительного варианта осуществления 

Следующее описание включает в себя информацию, которая может быть полезна для понимания 

настоящего изобретения. Не является признанием то, что любая информация, предусмотренная в на-

стоящем документе, является предшествующим уровнем техники или имеет отношение к недавно заяв-

ленным изобретениям, или что любая публикация, упоминаемая прямо или косвенно, является предше-

ствующим уровнем техники. 

Ранее было указано, что настоящее изобретение относится к применению ингибитора МЕК для ле-

чения коинфекции, включающей бактериальную инфекцию и инфекцию, вызванную вирусом гриппа. 

Используемый в настоящем документе "ингибитор МЕК" также может быть назван ингибитором 

киназы митоген-активируемой протеинкиназы (МАРК). Известно, что в сигнальном пути МАРК, киназа 

киназы МАРК (МАРККК) активирует киназу МАРК (МАРКК), которая, в свою очередь, активирует 

МАРК, которая передает сигнал, например, транскрипционному фактору, или другим киназам, или эф-

фекторному белку/белку-переносчику сигнала; см., например, фиг. 1 у Fremin and Meloche (Fremin and 

Meloche (2010), J. Hematol. Oncol. 11;3:8). Ингибиторы МЕК по настоящему изобретению предпочти-

тельно ингибируют МЕК 1/2 у субъекта, такого как млекопитающее или птица, как описано в настоящем 

документе. Однако, может быть и так, что ингибитор МЕК по настоящему изобретению ингибирует не 

только МЕК, предпочтительно МЕК1/2, но также и вышерасположенную от нее киназу (т.е. МАРККК), 

тем самым осуществляя двойное ингибирование. Не вдаваясь в теорию, PLX-4032 может быть таким 

двойным ингибитором. Следовательно ингибитор МЕК по настоящему изобретению в предпочтительном 

аспекте может быть двойным ингибитором, ингибируя, таким образом, МЕК, предпочтительно МЕК 1/2 

и соответствующую вышерасположенную МАРККК. МЕК 1/2 представляет собой МАРКК в сигнальном 

пути Ras/Raf, где при этом Ras/Raf действует как МАРККК, a ERK1/2 действует как МАРК. 

Ингибитор МЕК может представлять собой малую молекулу, большую молекулу, пептид, олиго-

нуклеотид и т.п. Ингибитор МЕК может быть белком, или его фрагментом, или молекулой нуклеиновой 

кислоты. Также выражение "ингибитор МЕК" включает фармацевтически приемлемую соль ингибитора 

МЕК. 

Определение того, является ли соединение ингибитором МЕК, или не является таковым, находится 

в пределах квалификации рядового специалиста в данной области. В одном варианте осуществления ин-

гибиторы МЕК выбраны из группы, включающей соединения/ингибиторы, перечисленные в таблице 1. 

Ингибиторы MEK по настоящему изобретению выбраны предпочтительно из U0126, PLX-4032, 

AZD6244, AZD8330, AS-703026, GSK-1120212, RDEA-119, RO-5126766, RO-4987655, CI-1040, PD-

0325901, GDC-0973, TAK-733, PD98059, PD184352 ARRY-438162 и PF-3644022, предпочтительно 

AZD8330, GSK-1120212, U0126, GDC-0973, CI-1040, PD0325901, ARRY-438162, PF-3644022 и AZD6244 

и наиболее предпочтительно U0126, CI-1040, GDC-0973 (кобиметиниба), AZD8330, GSK-1120212, наи-

более предпочтительно U0126, GDC-0973, CI-1040, AZD8330 и GSK-1120212. 

Некоторые из таких ингибиторов дополнительно описаны ниже в таб. 1. 
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Таблица 1. Ингибиторы МЕК 
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Также предпочтительным является выбор из PLX-4032, AZD6244, AZD8330, GDC-0973, RDEA119, 

GSK1120212, RO51267766, RO4987655, TAK-733 и AS703026. Еще более предпочтительно они выбраны 

из AZD6244, AZD8330, GSK1120212 и PLX-4032 или из PD-0325901, AZD-6244, AZD-8330 и RDEA-119. 

Такие ингибиторы МЕК известны из уровня техники и, например, описаны в табл.1 у Fremin and Meloche 

(2010), J. Hematol. Oncol. 11;3:8. 

Более подробная информация по некоторым из таких ингибиторов можно получить из Arthur and 

Ley (2013) Mitogen-activated protein kinases in innate immunity; Nature Reviews Immunology 13,679-

692(2013). 

Действительно, как показано в прилагаемых примерах, ингибиторы MEK U0126 и CI-1040, раскры-

тые в настоящем документе, демонстрируют эффект в случае коинфекции, а также в случае только бак-

териальной инфекции. 

"Ингибитор киназы р38 MAP" хорошо известен из уровня техники. Выражения "ингибитор р38", 

"ингибитор киназы р38" и "ингибитор киназы р38 MAP" используются в настоящем документе взаимо-

заменяемо. В контексте настоящего изобретения ингибитор киназы р38 MAP ингибирует киназу р38 

MAP. Предпочтительно ингибитор киназы р38 MAP ингибирует одну из изоформ киназы р38 MAP, 

предпочтительно одну из четырех изоформ (α, β, γ или δ) киназы р38 MAP, предпочтительно α-

изоформу, более предпочтительно он ингибирует любую комбинацию из двух изоформ киназы р38 MAP, 

еще более предпочтительно он ингибирует любую комбинацию из трех изоформ киназы р38 MAP и наи-

более предпочтительно он ингибирует все изоформы из изоформ α, β, γ и δ киназы р38 MAP. В некото-

рых вариантах осуществления ингибитор киназы р38 MAP ингибирует изоформу р38, которая вовлечена 

в воспалительные заболевания, аутоиммунные заболевания, деструктивные поражения костей, пролифе-

ративные нарушения, инфекционные заболевания, вирусные заболевания или нейродегенеративные за-

болевания. Как сообщается, α-изоформа киназы р38 MAP вовлечена в воспаление, пролиферацию, диф-

ференциацию и апоптоз, при этом биологические функции р38 β, р38 δ и р38 γ все еще не до конца по-

нятны. Соответственно, согласно настоящему документу предпочтительно ингибитор киназы р38 MAP 

ингибирует α-изоформу. 

Ингибитор киназы р38 MAP может представлять собой малую молекулу, большую молекулу, пеп-

тид, олигонуклеотид и т.п. Ингибитор киназы р38 MAP может быть белком или его фрагментом или мо-
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лекулой нуклеиновой кислоты. Также выражение ингибитор р38 включает фармацевтически приемле-

мую соль ингибитора 38. 

Определение того, является ли соединение ингибитором киназы р38, или не является таковым, на-

ходится в пределах квалификации рядового специалиста в данной области. 

Существует множество примеров ингибиторов р38 в уровне техники. В патентах США № 5965583, 

6040320, 6147096, 6214830, 6469174, 6521655 раскрыты соединения, которые являются ингибиторами 

р38. В патентах США № 6410540, 6476031 и 6448257 также раскрыты соединения, которые являются 

ингибиторами р38. Аналогично, в патентах США № 6410540, 6479507 и 6509361 раскрыты соединения, 

которые заявляются как ингибиторы р38. В опубликованных заявках на патент США № 20020198214 и 

20020132843 раскрыты соединения, указанные как ингибиторы р38. Другой ингибитор киназы р38 MAP 

представляет собой BIRB 796 BS (1-(5-трет-бутил-2-n-толил-2Н-пиразол-3-ил)-3-[4-(2-морфолин-4-ил-

этокси)-нафталин-1-ил]-мочевина); см. Branger (2002), J. Immunol. 168:4070-4077 или US 6319921 для 

рассмотрения дополнительных ингибиторов киназы р39 MAP. 

Другие ингибиторы киназы р38 MAP представляют собой AMG 548 (Amgen), BIRB 796 (Boehringer 

Ingelheim), VX 702 (Vertex/Kissei), SCIO 469, SCIO 323 (Scios Inc.), SB 681323 (GlaxoSmithKline), PH-

797804 (Pfizer) и Org-48762-0 (Organon NV); см., например, Lee and Dominguez in Curr Med Chem. 

2005;12(25):2979-2994 и Dominguez in Curr Opin Drag Discov Devel. 2005 Jul;8(4):421-430. 

Согласно настоящему изобретению ингибитор может оказывать свое регуляторное влияние выше 

или ниже по сигнальному пути относительно киназы р38 MAP или непосредственно на киназу р38 MAP, 

при этом последний способ действия является предпочтительным. Примеры ингибитора, регулирующего 

активность киназы р38 MAP, включают такие, где ингибитор может снижать уровень транскрипции 

и/или трансляции киназы р38 MAP, может снижать уровень или ингибировать посттрансляционную мо-

дификацию, и/или перемещение в клетке киназы р38 MAP, или может сокращать время полужизни кина-

зы р38 MAP. Ингибитор может также обратимо или необратимо связывать киназу р38 MAP, ингибиро-

вать ее активацию, инактивировать ее ферментативную активность или иным образом нарушать ее взаи-

модействие с нижерасположенными субстратами. 

Четыре изоформы киназы р38 MAP имеют высокую степень гомологии последовательностей. Аль-

фа и бета изоформы киназы р38 MAP являются близкородственными, в то время как гамма и дельта изо-

формы являются более отличными. Учитывая высокую степень структурного сходства, не удивительно, 

что определенные соединения, способные ингибировать одну изоформу киназы р38 MAP, часто могут 

ингибировать другие изоформы киназы MAP. Соответственно, в некоторых вариантах осуществления 

ингибитор киназы р38 MAP, который является специфическим для α-изоформы киназы, характеризуется 

по меньшей мере тремя категориями структурных признаков, которые теоретически допускают специ-

фическое ингибирование изоформ. 

Избирательное связывание ингибитора-кандидата киназы р38 MAP может быть определено с по-

мощью ряда способов. Гены различных изоформ киназы р38 MAP известны из уровня техники. Рядовой 

специалист в данной области может легко клонировать и экспрессировать различные изоформы киназы, 

выделить их и затем провести исследования по связыванию с соединениями-кандидатами для определе-

ния характеристик связывания изоформ. Такие серии экспериментов были проведены для α-изоформы 

киназы р38 MAP, и они представлены в патенте США № 6617324 В1. 

Другой анализ избирательности в отношении киназы описан в Mihara (2008), Br. J.Pharmacol. 

154(1): 153-164. 

Более подробная информация по некоторым из таких ингибиторов можно получить из Arthur and 

Ley (2013) Mitogen-activated protein kinases in innate immunity; Nature Reviews Immunology 13,679-

692(2013). 

NFκB (ядерный фактор энхансера гена легкой цепи каппа активированных В-клеток) является бел-

ковым комплексом, который управляет транскрипцией ДНК. NFκB обнаружен почти во всех типах кле-

ток животных и вовлечен в клеточные ответы на стимулы, такие как стресс, цитокины, свободные ради-

калы, ультрафиолетовое излучение, окисленные ЛПНП и бактериальные или вирусные антигены. Транс-

крипционные комплексы NFκB у позвоночных могут находится в виде любых из множества гомо- и ге-

теродимеров, образованных субъединицами р50 (NFκB1), p52 (NFκB2), c-Rel, RelA (р65) и RelB (Gilmore 

TD. (2006) Oncogene 25: 6680-6684). Такие комплексы связываются с регуляторными участками ДНК, 

называемыми кВ-участками, как правило, для активации экспрессии конкретного гена-мишени. В боль-

шинстве типов клеток димеры NFκB находятся в цитоплазме в неактивной форме за счет связывания с 

любым из нескольких белков-ингибиторов IκВ (IκВ α, β, ε, γ, р105 и р100). В ответ на широкий спектр 

стимулов 1κВ быстро фосфорилируется, присоединяет убиквитин и разрушается с помощью протеасо-

мы. Затем освобожденный димер NFκB перемещается в ядро, где он может модулировать экспрессию 

конкретного гена. 

Фосфорилирование и разрушение IκВ имеет большое значение для регуляции комплексов NFκB, 

что опосредуется комплексом киназы IκВ (IKK), содержащим две киназные субъединицы, IKKα и IKKβ, 

и связанный регуляторный белок, подобный каркасному белку, называемый NEMO (он же IKKγ) (Gil-
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more and Herscovich (2006) Inhibitors of NFκB signaling: 785 and counting Oncogene. 25, 6887-6899). Следу-

ет отметить, что, как показано в качестве примера в примере 3 настоящего изобретения, сигнальный путь 

NFκB также имеет важное значение для поглощения бактерий (таких как S. aureus) в клетки. 

Согласно настоящему изобретению ингибитор может оказывать свое регуляторное влияние выше 

или ниже по сигнальному пути относительно NFκB или непосредственно на NFκB, при этом последний 

способ действия является предпочтительным. Примеры ингибиторов, регулирующих активность NFκB, 

включают такие, где ингибитор может снижать уровень транскрипции и/или трансляции NFκB ИЛИ мо-

жет сокращать время полужизни NFκB. Ингибитор может также обратимо или необратимо связывать 

NFκB, ингибировать его активацию, инактивировать его активность или иным образом нарушать его 

взаимодействие с нижерасположенными мишенями, такими как гены-мишени. Также ингибитор NFκB 

может ингибировать протеинкиназы, такие как молекулы, которые ингибируют фосфорилирование IkBa 

посредством, например, ингибирования IKK. Соединения, которые обладают такой активностью, пред-

ставляют собой SC-893, BMS-345541, которые могут выступать в качестве эталонных соединений. Также 

ингибитор NFκB может ингибировать протеинфосфатазы, или ингибировать протеасому, или убиквити-

нирование. Примеры таких ингибиторов NFκB, которые могут также выступать в качестве эталонных 

соединений, включают ингибиторы тирозиновой протеинфосфатазы, боронат, бортезомиб, NPI-0052. В 

качестве альтернативы, ингибитор NFκB может блокировать транслокацию в ядро NFκB или его связы-

вание с ДНК. Примеры таких ингибиторов включают такие, которые могут также выступать в качестве 

эталонных соединений, SN50, дегидроксиметилэпоксихиномицин и имитаторы NFκB ODN. Дополни-

тельную информацию по ингибитору NFκB МОЖНО получить из 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). 

Ингибитор NFκB может представлять собой малую молекулу, большую молекулу, пептид, олиго-

нуклеотид и т.п. Ингибитор NFκB может быть белком, или его фрагментом, или молекулой нуклеиновой 

кислоты. Также выражение ингибитор NFκB включает фармацевтически приемлемую соль ингибитора 

NFκB. В ОДНОМ варианте осуществления ингибитор NFκB выбран из группы, включающей ингибито-

ры/молекулы, перечисленные в таблицах 3 и 4 на фиг. 9 и 10. В другом варианте осуществления ингиби-

тор NFκB выбран из группы, включающей ингибиторы/молекулы, перечисленные в табл. 3 на фиг. 9. В 

другом варианте осуществления ингибитор NFκB выбран из группы, включающей ингибито-

ры/молекулы, перечисленные в табл. 4 на фиг. 10. 

Вместе с выражением "SC75741" или "SC75741 (и производные)" в дополнение к SC75741 в на-

стоящем изобретении также предусмотрены производные SC75741. 

В целом специалист в данной области знает как выяснить, является ли соединение ингибитором 

МЕК, ингибитором р38 и/или ингибитором NFκB. Дополнительным примером того, как можно опреде-

лить, является соединение ингибитором МЕК и/или ингибитором р38, будет выделение белка МЕК и/или 

р38 NFκB. Белок может быть выделен из клеток, где белок МЕК и/или р38 экспрессируется естествен-

ным образом или где он сверхэкспрессируется в результате трансфекции олигонуклеотида или при ин-

фицировании вирусом, который управляет экспрессией белка МЕК и/или р38. Дополнительно белок 

МЕК и/или р38 может также быть экспрессирован рекомбинантно. После выделения белка рядовой спе-

циалист в данной области может измерить активность киназы в присутствии или в отсутствие потенци-

ального ингибитора МЕК и/или р38. Если киназная активность ниже в присутствии предполагаемого 

ингибитора, чем в его отсутствие, значит ингибитор представляет собой ингибитор МЕК и/или р38 соот-

ветственно. 

Если воздействие на МЕК и/или р38 непосредственное, ингибитор должен характеризоваться значе-

нием IC50 приблизительно 5 мкМ или меньше, предпочтительно 500 нМ или меньше, более предпочти-

тельно 100 нМ или меньше. В сходном варианте осуществления ингибитор должен характеризоваться 

значением IC50 в отношении р38-α изоформы, которое предпочтительно по меньшей мере в десять раз 

меньше, чем значение, наблюдаемое при исследовании того же ингибитора в отношении других изоформ 

киназы р38 MAP, в этом же или в сравнительном анализе. Следует отметить, что значения IC50 зависит от 

анализа и могут изменяться от определения к определению. Важнее учитывать относительные соотно-

шения значений IC50 для соединений, а не сами точные значения. 

IC50 представляет собой концентрацию соединения, которая ингибирует фермент на 50% относи-

тельно активности, измеренной в отсутствие ингибитора. 

Значения IC50 рассчитывают с применением концентрации ингибитора, которая вызывает снижение 

на 50% по сравнению с контролем. Значения IC50 зависят от анализа и будут варьировать от измерения к 

измерению. В связи с этим, значения IC50 представляют собой относительные значения. Значения, опре-

деленные для конкретного ингибитора, должны быть сравнены в целом, а не на абсолютной основе. 

Образцы или анализы, включающие киназу MAP и/или МАРК, которые обрабатывают потенциаль-

ным активатором, ингибитором или модулятором, сравнивают с контрольными образцами без ингибито-

ра, активатора или модулятора для исследования степени ингибирования. Контрольные образцы (необ-



039897 

- 14 - 

работанные ингибиторами) могут быть определены как значение относительной активности киназы MAP 

и/или МАРК, составляющее 100%. Ингибирование киназы MAP и/или МАРК достигается, когда значе-

ние киназной активности MAP и/или МАРК относительно контроля составляет приблизительно 80%, 

необязательно 50% или 25-0%. Активация киназы MAP и/или МАРК достигается, когда значения киназ-

ной активности MAP относительно контроля составляет 110%, необязательно 150%, необязательно 200-

500% или выше 1000-3000%. Иллюстративные анализы активности связывания MAP киназы в соответст-

вии с настоящим изобретением представляют собой блот-анализ киназы MAP и/или МАРК с применени-

ем лиганда (Aymerich et al., Invest Opthalmol Vis Sci. 42:3287-93, 2001); анализ киназы MAP и/или МАРК 

с применением колонки для аффинной хроматографии (Alberdi et al., J Biol Chem. 274:31605-12, 1999) и 

анализ связывания киназы MAP и/или МАРК с лигандом (Alberdi et al., J Biol Chem. 274:31605-12, 1999). 

Каждая включена посредством ссылки в полном объеме. 

Также избирательность ингибиторов может быть измерена с помощью анализа киназной избира-

тельности, что описано в Mihara (2008), Br. J. Pharmacol. 154(1):153-164. 

В случае ингибитора NFκB можно измерять, например, генные продукты (белки) генов-мишеней 

NFκB В необработанной контрольной клетке и сравнивать экспрессию этих продуктов генов-мишеней с 

клеткой, которая была обработана ингибитором NFκB. Некоторые гены-мишени описаны в Oeckinghaus 

and Ghosh (2009) The NF-κВ Family of Transcription Factors and Its Regulation. Cold Spring Harb Perspect 

Biol. Oct 2009; 1(4): a000034. 

Уровень экспрессии снижается, когда клетки обрабатывают ингибитором. С помощью других стра-

тегий можно выявлять разрушение IkBa вместе с накоплением р-р65 и транслокацией в ядро NFκB по-

средством вестерн-блоттинга. Также взаимодействия NFκB С ДНК клеток, необработанных ингибитором, 

по сравнению с клетками, которые были обработаны ингибитором, можно анализировать с применением 

анализа изменения электрофоретической подвижности (EMSA). 

Ингибирующие свойства молекулы можно также анализировать путем сравнения ее действия с эта-

лонным соединением. "Эталонное соединение", упоминаемое в настоящем документе, означают соеди-

нение, которое можно использовать в качестве положительного контроля для определения того, характе-

ризуется ли молекула свойствами ингибитора МЕК, ингибитора р38 и/или свойств ингибитора NFκB. 

Таким образом, также любой из ингибиторов, перечисленных в настоящем документе, может быть ис-

пользован в качестве эталонного соединения. Возможный тест может представлять собой тест, в котором 

клетки, например, стимулированные для активации сигнального пути МЕК, р38 и или NFκB, обрабаты-

вают эталонным соединением, а параллельно, например в другой лунке, обрабатывают соединением, 

представляющим интерес. 

Ингибиторы в соответствии с настоящим изобретением могут применяться в способе лечения и/или 

профилактики. Таким образом, выражение "осуществление лечения" или "лечение" включает введение 

ингибитора МЕК, ингибитора р38 и/или ингибитора NFκB, предпочтительно в форме лекарственного 

средства, субъекту, страдающему от коинфекции, включающей бактериальную инфекцию и инфекцию, 

вызванную вирусом гриппа, в целях уменьшения интенсивности или смягчения симптомов. Аналогично, 

выражение включает введение ингибитора МЕК, ингибитора р38 и/или ингибитора NFκB, предпочти-

тельно в форме лекарственного средства, субъекту, страдающему от бактериальной инфекции, в целях 

уменьшения интенсивности или смягчения симптомов. 

Кроме того, выражение "профилактика", используемое в настоящем документе, относится к любой 

медицинской процедуре или процедуре, связанной с общественным здравоохранением, цель которой 

заключается в предупреждении заболевания. Используемые в настоящем документе выражения "преду-

преждать", "предупреждение" и "предупреждающий" относятся к уменьшению риска возникновения или 

развития определенного состояния, а именно коинфекции, включающей инфекцию, вызванную вирусом 

гриппа, и бактериальную инфекцию или только бактериальную инфекцию. Также под "профилактикой" 

подразумевается уменьшение или ингибирование повторной коинфекции, включающей инфекцию, вы-

званную вирусом гриппа, и бактериальную инфекцию или только бактериальную инфекцию. 

Ингибиторы в соответствии с настоящим изобретением являются эффективными для лечения ко-

инфекции. Выражение "коинфекция", используемое в настоящем документе, включает инфекцию, вы-

званную вирусом гриппа, и бактериальную инфекцию. Такая коинфекция может иметь место при одно-

временном инфицировании хозяина, например субъекта и/или отдельной клетки бактерией и вирусом 

гриппа. Также может быть, что хозяин, например субъект и/или клетка, одновременно инфицированы 

одной или более вирусными частицами и одной или более бактериями. Однако такое коинфицирование 

может также происходить последовательно. В таком случае, сначала происходит инфицирование одной 

или более вирусными частицами, а через некоторое время тот же хозяин и/или клетка инфицируются 

одной или более бактериями, или наоборот. Промежутком времени между двумя инфекциями может 

быть промежуток времени, составляющий максимум 14 дней, 13 дней, 12 дней, 11 дней, 10 дней, 9 дней, 

8 дней, 7 дней, 6 дней, 5 дней, 4 дня, 3 дня, 2 дня, 1 день, 12 ч, 6 ч, 3 , 1,5 ч или минимум 30 мин. 

Такая ситуация также может иметь место в случае суперинфекции, при которой вторая инфекция 

перекрывается с более ранней, в частности вызванной различными микробными агентами экзогенного 
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или эндогенного происхождения, которые являются устойчивыми к лечению, применяемому против пер-

вой инфекции. 

При коинфекции, инфекция, вызванная вирусом гриппа, может быть опосредована вирусом гриппа 

А или вирусом гриппа В, предпочтительно вирус гриппа А представляет собой H1N1, H2N2, H3N2, 

H6N1, H7N7, H7N9, H9N2 H10N7, H10N8 или H5N1. В одном варианте осуществления вирус гриппа А 

представляет собой H1N1. В других вариантах осуществления вирус гриппа А представляет собой H3N2, 

H5N1 и H7N9. В дополнительных вариантах осуществления вирус гриппа А представляет собой H3N2, 

H5N1, H1N1 и H7N9. 

Настоящее изобретение также относится к "бактериальной инфекции", которая может иметь место 

в условиях коинфекции, описанной выше, или может иметь место в качестве единственной инфекции, 

присутствующей у хозяина, например у субъекта и/или в клетке. Бактериальная инфекция может быть 

опосредована любой бактерией, предпочтительно она опосредована бактерией, выбранной из группы, 

включающей Staphylococcaceae, Streptococcaceae, Legionellaceae, Pseudomonadaceae, Chlamydiaceae, My-

coplasmataceae, Enterobacteriaceae, Pseudomonadales и/или Pasteurellaceae. 

В других вариантах осуществления бактериальная инфекция опосредована бактерией, выбранной из 

группы, включающей Staphylococcus, предпочтительно Staphylococcus aureus, чувствительный к мети-

циллину и устойчивый в отношении метициллина Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, экспрес-

сирующий лейкоцидин Пантона-Валентина (PVL)и/или Streptococcaceae, предпочтительно Streptococcus 

mitis, Streptococcus pyogenes или Streptococcus pneumonia, Legionella, предпочтительно Legionella pneu-

mophila, Pseudomonas, предпочтительно Pseudomonas uaerginosa, Chlamydophila, предпочтительно Chla-

mydophila pneumonia, Mycoplasma, предпочтительно Mycoplasma pneumonia, Klebsiella, предпочтительно 

Klebsiella pneumonia, Moraxella, предпочтительно Moraxella catarrhalis и/или Haemophilus, предпочти-

тельно Haemophilius influenza. Предпочтительно бактерия выбрана из группы, включающей Staphylococ-

cus aureus, Streptococcus pneumonia или Haemophilius influenza. Наиболее предпочтительно бактерия 

представляет собой Staphylococcus aureus. 

В настоящем изобретении также предусматривается, что ингибиторы можно комбинировать друг с 

другом. Таким образом, в одном варианте осуществления ингибитор МЕК комбинируют с другим инги-

битором МЕК, ингибитором р38 и/или ингибитором NFκB. В соответствии с вышесказанным выражение 

"другой ингибитор" используется для разъяснения того, что например, один ингибитор МЕК можно так-

же комбинировать с другим ингибитором МЕК, при этом такие два ингибитора МЕК не являются одина-

ковыми. Например, ингибитор MEK CI-1040 можно комбинировать с ингибитором МЕК GDC-0973. Это 

аналогичным образом относится к ингибиторам р38 и NFκB. 

В целом, ингибитор, целенаправленно воздействующий на вирус гриппа, представляет собой любой 

ингибитор или лекарственное средство, эффективное при терапии гриппа. Различные вещества, как из-

вестно, являются эффективными в подавлении инфекции, вызванной вирусом гриппа. Среди них, напри-

мер, ингибиторы нейраминидазы, соединения, целенаправленно воздействующие на белок, являющийся 

ионным каналом (М2), и соединения, целенаправленно воздействующие на полимеразную или эндонук-

леазную активность посредством нарушения функции компонента вирусного полимеразного комплекса 

РВ1, РВ2, РА или NP. В настоящем изобретении также предусмотрены фармацевтически приемлемые 

соли данных ингибиторов. 

"Ингибитор нейраминидазы" представляет собой противовирусное лекарственное средство, целе-

направленно воздействующее на вирус гриппа, которое действует путем блокирования функции вирус-

ного белка нейраминидазы, предупреждая таким образом связывание вируса с клеткой, которая является 

мишенью для инфицирования, и/или предупреждая репродукцию вируса путем отпочкования от клетки-

хозяина, поскольку новообразованные вирусы не могут отпочковываться от клетки, в которой они реп-

лицировались. Также предусмотрены фармацевтически приемлемые соли ингибитора нейраминидазы. 

Предпочтительными ингибиторами нейраминидазы являются озельтамивир, занамивир, перамивир или 

фармацевтически приемлемая соль любого из данных веществ, такая как озельтамивира фосфат, озель-

тамивира карбоксилат и т.д. Наиболее предпочтительными ингибиторами нейраминидазы являются 

озельтамивира фосфат, занамивир, озельтамивир или перамивир. 

Соединения, целенаправленно воздействующие на белок, являющийся ионным каналом (М2), пред-

ставляют собой, например, амантадин и/или римантадин, в то время как соединения, целенаправленно 

воздействующие на полимеразную или эндонуклеазную активность посредством нарушения функции 

компонента вирусного полимеразного комплекса РВ1, РВ2, РА или NP, представляют собой, например, 

блокатор NP нуклеозин или ингибитор полимеразы Т-705. 

В качестве альтернативы или в дополнение, ингибитор МЕК, ингибитор р38 и/или ингибитор NFκB 

МОЖНО комбинировать с одним или более ингибиторами, целенаправленно воздействующими на бакте-

рию. Ингибитором, целенаправленно воздействующим на бактерию, может быть любой ингибитор, эф-

фективный в подавлении бактериальной инфекции. Предпочтительным ингибитором, хорошо известным 

специалисту в данной области, является антибиотик. Предпочтительные антибиотики можно найти в 

табл. 5 (фиг. 11). Таким образом, в одном варианте осуществления антибиотик выбран из группы, вклю-
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чающей антибиотики, перечисленные в табл. 5 (фиг. 11). В дополнительном варианте осуществления 

антибиотик выбран из группы, включающей класс антибиотиков, перечисленных в табл. 5 (фиг. 11). В 

другом варианте осуществления антибиотик выбран из группы, включающей генерические названия ан-

тибиотиков, перечисленных в табл. 5 (фиг. 11). Более предпочтительными являются антибиотики, вы-

бранные из гентамицина, рифампицина, лизостафина, эритромицина, левофлоксацина, ванкомицина, 

тейкопланина, пенициллина и оксациллина. 

"Субъект", которого можно лечить с помощью ингибиторов или комбинаций ингибиторов в соот-

ветствии с настоящим изобретением, предпочтительно представляет собой позвоночное. В контексте 

настоящего изобретения выражение "субъект" подразумевает индивидуума, который нуждается в лече-

ние коинфекции или бактериальной инфекции отдельно. Предпочтительно субъектом является пациент, 

страдающий от коинфекции, или отдельно бактериальной инфекции, или подвержен риску их возникно-

вения. Предпочтительно пациентом является позвоночное, более предпочтительно млекопитающее. 

Млекопитающие включают без ограничения сельскохозяйственных животных, животных, используемых 

в спорте, домашних животных, приматов, мышей и крыс. Предпочтительно млекопитающим является 

человек, собака, кошка, корова, свинья, мышь, крыса и т.д., особенно предпочтительным является чело-

век. В некоторых вариантах осуществления субъектом является субъект-человек, возраст которого не-

обязательно составляет более 1 года и менее 14 лет; от 50 до 65 лет или старше 65 лет. В других вариан-

тах осуществления субъектом является субъект-человек, который выбран из группы, включающей субъ-

ектов, которым по меньшей мере 50 лет, субъектов, которые нуждаются в постоянном медицинском ухо-

де, субъектов, которые имеют хронические нарушения со стороны легких или сердечно-сосудистой сис-

темы, субъектов, которые нуждались в постоянном медицинском наблюдении или госпитализации в те-

чение предыдущего года в связи с хроническими метаболическими заболеваниями, почечной дисфунк-

цией, гемоглобинопатией или ослаблением иммунной системы, субъектов в возрасте менее 14 лет, субъ-

ектов в возрасте от 6 месяцев до 18 лет, которые получают длительную терапию аспирином, и женщин, 

которые будут находится во втором или третьем триместре беременности в сезон гриппа. 

В способе по настоящему изобретению ингибитор МЕК, ингибитор р38 или ингибитор NFκB, а 

также ингибитор, целенаправленно воздействующий на вирус гриппа, и ингибитор, целенаправленно 

воздействующий на бактерию, можно вводить перорально, внутривенно, интраплеврально, внутримы-

шечно, местно или с помощью ингаляции. Предпочтительно ингибитор МЕК вводят посредством на-

зальной ингаляции или перорально. 

Настоящее изобретение также предусматривает композицию. Настоящее изобретение относится к 

композиции, содержащей ингибитор МЕК, для применения в способе лечения коинфекции, включающей 

бактериальную инфекцию, опосредованную бактерией, выбранной из группы, включающей Staphylococ-

caceae и/или Streptococcaceae, и инфекцию, вызванную вирусом гриппа, где ингибитор МЕК выбран из 

группы, включающей CI-1040 и GDC-0973. 

Композиция, содержащая ингибитор МЕК, ингибитор р38 и/или ингибитор NFκB И дополнительно, 

в конечном виде, один или более ингибиторов, целенаправленно воздействующих на бактерию, и/или 

один или более ингибиторов, целенаправленно воздействующих на вирус гриппа, может представлять 

собой фармацевтическую композицию. Предпочтительно такие композиции дополнительно содержат 

носитель, предпочтительно фармацевтически приемлемый носитель. Композиция может находится в 

форме суспензий или таблеток для перорального введения; назальных спреев, стерильных препаратов 

для инъекций (внутривенных, интраплевральных, внутримышечных), например, в виде стерильных инъ-

екционных водных или масляных суспензий или суппозиториев. При пероральном введении в виде сус-

пензии данные композиции получают в соответствии с методиками, доступными в области получения 

фармацевтических составов, и они могут содержать микрокристаллическую целлюлозу для придания 

объема, альгиновую кислоту или альгинат натрия в качестве супендирующего средства, метилцеллюлозу 

в качестве загустителя и подсластители/ароматизаторы, известные в данной области техники. В виде 

таблеток с быстрым высвобождением данные композиции могут содержать микрокристаллическую цел-

люлозу, дикальция фосфат, крахмал, стеарат магния и лактозу и/или другие наполнители, связующие 

вещества, сухие наполнители, разрыхлители, разбавители и смазывающие средства, известные из уровня 

техники. 

Инъекционные растворы или суспензии могут быть составлены согласно известным в данной об-

ласти техники методикам с применением нетоксичных, приемлемых для парентерального введения раз-

бавителей или растворителей, таких как маннит, 1,3-бутандиол, вода, раствор Рингера или изотониче-

ский раствор хлорида натрия, или подходящих диспергирующих или увлажняющих и суспендирующих 

средств, таких как стерильные, мягкие, нелетучие масла, в том числе синтетические моно- или диглице-

риды, и жирные кислоты, в том числе олеиновая кислота. 

Ингибитор или ингибиторы предпочтительно вводят в терапевтически эффективном количестве. 

Фармацевтическую композицию для применения по настоящему изобретению и содержащую инги-

битор МЕК, вводят пациенту, которым является млекопитающее или птица. Примеры подходящих мле-

копитающих включают без ограничения мышь, крысу, корову, козу, овцу, свинью, собаку, кошку, ло-
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шадь, морскую свинку, представителя семейства псовых, хомяка, норку, тюленя, кита, верблюда, шим-

панзе, макака-резуса и человека, при этом человек является предпочтительным. Примеры подходящих 

птиц включают без ограничения, например, индюка, курицу, гуся, утку, чирка, крякву, скворца, шило-

хвоста, чайку, лебедя, цесарку или водоплавающую птицу. В конкретном варианте осуществления на-

стоящего изобретения представлены пациенты-люди. 

"Терапевтически эффективное количество" каждого активного соединения/ингибитора может варь-

ировать в зависимости от факторов, включающих без ограничения активность применяемого соедине-

ния, стабильность активного соединения в организме пациента, тяжесть состояний, которые необходимо 

облегчить, общий вес тела пациента, подлежащего лечению, путь введения, легкость абсорбции, распре-

деления в организме и выделения из организма активного соединения, возраст и чувствительность паци-

ента, подлежащего лечению, нежелательные явления и т.п., что будет очевидно специалисту в данной 

области. Вводимое количество можно корректировать, поскольку со временем различные факторы изме-

няются. 

Ингибиторы, способы и пути применения, описанные в настоящем документе, применимы как для 

лечения человека, так и для применения в ветеринарии. Соединения, описанные в настоящем документе, 

в частности ингибитор МЕК, ингибитор р38 и/или ингибитор NFκB И необязательно один или более ин-

гибиторов, целенаправленно воздействующих на вирус гриппа, и/или один или более ингибиторов, целе-

направленно воздействующих на бактерию, обладающие необходимой терапевтической активностью, 

можно вводить субъекту в физиологически приемлемом носителе, как описано в настоящем документе. 

В зависимости от способа введения, соединения могут быть составлены различными способами, что об-

суждается ниже. Концентрация терапевтически активного соединения при составлении может варьиро-

вать от приблизительно 0,1 до 100 вес.%. Средства можно вводить отдельно или в комбинации с другими 

лекарственными препаратами. 

Фармацевтические соединения в способе по настоящему изобретению можно вводить в любых 

подходящих стандартных лекарственных формах. Подходящие составы для перорального применения 

могут быть в форме таблеток, капсул, суспензии, сиропа, жевательной резинки, облатки, эликсира и т.п. 

Фармацевтически приемлемые носители, такие как связующие вещества, вспомогательные вещества, 

смазывающие средства и подсластители или ароматизаторы могут быть включены в фармацевтические 

композиции для перорального применения. При необходимости также могут быть включены традицион-

ные средства для модификации вкуса, цвета и конфигурации конкретных форм. 

Для инъекционных составов фармацевтические композиции могут находиться в форме лиофилизи-

рованного порошка в смеси с подходящими наполнителями в подходящих ампуле или флаконе. Перед 

применением в клинике лекарственные препараты можно восстанавливать путем растворения лиофили-

зированного порошка в подходящей системе растворителей с получением композиции, подходящей для 

внутривенной или внутримышечной инъекции. 

"Культивируемая клетка" или "культивируемые клетки" представляет собой/представляют собой 

клетку/клетки, которая/которые находится/находятся не в ее/их естественной среде, например в растение 

или животном. Предпочтительно культивируемая клетка может представлять собой первичную культуру 

клеток, которая включает клетки, извлеченные из их естественной среды, или клеточную линию. Пред-

почтительно культивируемые клетки представляют собой эпителиальные клетки легкого человека. 

Предпочтительно культивируемые клетки высеивают при плотности приблизительно 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
, наиболее предпочтительно 8×10 клеток в 0,5 мл, 

1 мл, 1,5 мл, 2 мл, 2,5 мл, 3 мл, 3,5 мл, 4 мл среды, такой как DMEM. Наиболее предпочтительной явля-

ется плотность 8×10
5
 клеток в 2 мл DMEM. 

Такие культивируемые клетки инфицируют вирусом и бактерией или, в других вариантах осущест-

вления, отдельно бактерией. Как уже было описано выше, коинфицирование может происходить после-

довательно или одновременно. Например, культивируемые клетки могут быть инфицированы сначала 

вирусом гриппа, а спустя 30 мин бактерией/бактериями. Также возможно дополнительное добавление 

антибиотика в культуру спустя 3 ч, для удаления внеклеточных бактерий. В таком случае антибиотик 

затем снова вымывают. В других вариантах осуществления клетки инфицируют только бактерией. 

Выражение "приведение в контакт", используемое в настоящем документе, относится к приведению 

клетки, содержащей вирус гриппа и бактерию, в пространственном отношении, в непосредственную бли-

зость с ингибитором МЕК, ингибитором р38 и/или ингибитором NFκB. Это может означать, например, 

что ингибитор применяют в среде, в которой культивируемые клетки распределены с помощью пипетки. 

После приведения в контакт, если ингибитор является активным, вирусная инфекция, а также бак-

териальная инфекция, подавляется. В некоторых вариантах осуществления, опять-таки, ингибитор в со-

ответствии с настоящим изобретением применяется для подавления только бактериальной инфекции в 

отсутствие инфекции, вызванной вирусом гриппа. 

В одном варианте осуществления подавление вирусной инфекции представляет собой уменьшение 

числа бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл, а подавление бактериальной инфекции представляет собой 

уменьшение числа колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл. "Бляшкообразующие единицы (БОЕ)/мл" 
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представляет собой показатель числа частиц, способных формировать бляшки на единицу объема, таких 

как вирусные частицы. Он является функциональным показателем, а не показателем абсолютного коли-

чества частиц: вирусные частицы, которые является неполноценными, или которые не в состоянии ин-

фицировать их клетку-мишень, не будут образовывать бляшки и, таким образом, не будут учтены. На-

пример, раствор вируса гриппа с концентрацией 1000 БОЕ/мкл указывает на то, что 1 мкл раствора со-

держит достаточно вирусных частиц для образования 1000 инфекционных бляшек в клеточном моно-

слое. В случае настоящего изобретения клеточная культура, обработанная ингибитором, демонстрирует 

уменьшение числа бляшкообразующих единиц в культуре после обработки, при сравнении с культурой 

перед обработкой ингибитором в соответствии с настоящим изобретением. 

Возможное "уменьшение количества бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл" анализируют следую-

щим образом. Сначала культивируемые клетки, коинфицированные вирусом гриппа и бактерией, анали-

зируют на предмет их способности формировать бляшкообразующие единицы (БОЕ)/мл путем, напри-

мер, отсасывания некоторого количества клеток из чашки Петри и высеивания их на чашках для подсче-

та бактериальных бляшек, которые будут формироваться. Данный результат затем сравнивают с числом 

бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл, сформированных клетками той же культуры, после применения 

ингибитора. Если число бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл уменьшается после обработки ингибито-

ром по сравнению с числом, полученным перед применением ингибитора, имеет место уменьшение чис-

ла бляшкообразующих единиц. 

"Колониеобразующие единицы (КОЕ)/мл" используют для оценки числа жизнеспособных бактерий 

в образце. Существуют различные способы. Например, для получения колониеобразующих единиц обра-

зец (например, культивируемые клетки в маленьком объеме) рассредотачивают по поверхности чашки с 

питательным агаром и высушивают перед инкубацией для подсчета. Жизнеспособную бактерию опреде-

ляют по способности размножаться путем бинарного деление в контролируемых условиях. Визуальное 

появление колонии в клеточной культуре требует значительного роста - при подсчете колоний неясно, 

возникла колония из одной клетки или 1000 клеток. Следовательно результаты записываются как 

(КОЕ)/мл (колониеобразующих единиц на миллилитр) для жидкостей и КОЕ/г (колониеобразующих 

единиц на грамм) для сухих веществ для исключения этой неопределенности (вместо клеток/мл или кле-

ток/г). 

"Колониеобразующие единицы (КОЕ)/мл" можно анализировать следующим образом. Сначала 

культивируемые клетки, коинфицированные вирусом гриппа и бактерией или отдельно бактерией, ана-

лизируют на предмет их способности формировать колониеобразующие единицы (КОЕ)/мл путем, на-

пример, отсасывания некоторого количества клеток из чашки Петри и высеивания их на чашках для под-

счета. Данный результат затем сравнивают с числом колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл, сформиро-

ванных клетками той же культуры, после применения ингибитора. Если число колониеобразующих еди-

ниц (КОЕ)/мл уменьшается по сравнению с числом, полученным перед применением ингибитора, имеет 

место уменьшение. 

В целом специалист в данной области знаком с этими хорошо известными методиками анализа бак-

териальных и вирусных инфекций. Как можно измерить бляшкообразующие единицы (БОЕ)/мл и коло-

ниеобразующие единицы (КОЕ)/мл дополнительно описано в литературе (Tuchscherr, L. et al. (2011). Пе-

реключение фенотипа Staphylococcus aureus: эффективная стратегия при бактериальной инфекции, по-

зволяющая избежать иммунный ответ хозяина и закрепить хроническую инфекцию (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). 

Следует отметить, что используемые в настоящем документе формы единственного числа включа-

ют ссылки на множественное число, если в контексте явно не указано иное. Таким образом, например, 

ссылка на "реагент" включает один или более таких различных реагентов, а ссылка на "способ" включает 

ссылку на соответствующие стадии и способы, известные рядовому специалисту в данной области, кото-

рые могут быть изменены или заменены на способы, описанные в настоящем документе. 

Все публикации и патенты, цитируемые в настоящем раскрытии, включены посредством ссылки в 

их полном объеме. В тех случаях, когда материал, включенный посредством ссылки, противоречит или 

не соответствует настоящему описанию, настоящее описание будет заменять любой такой материал. 

Если не указано иное, выражение "по меньшей мере", предшествующий ряду элементов, следует 

понимать как относящиеся к каждому элементу ряда. Специалисту в данной области будет понятно, или 

он сможет определить, с применением лишь рутинных экспериментов, множество эквивалентов кон-

кретных вариантов осуществления настоящего изобретения, описанных в настоящем документе. Подра-

зумевается, что такие эквиваленты охватываются настоящим изобретением. 

Во всем настоящем описании и следующей за ним формуле изобретения, если по контексту не тре-

буется иное, слово "содержать" и его варианты, такие как "содержит" и "содержащий", следует понимать 

как подразумевающие включение указанного целого числа или стадии или группы целых чисел или ста-

дий, но не исключение любого другого целого числа или стадии или группы целых чисел или стадий. 

При использовании в настоящем документе выражение "содержащий" можно заменить выражением 
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"включающий" или иногда, при использовании в настоящем документе, выражением "имеющий". 

При использовании в настоящем документе, выражение "включающий" исключает любой элемент, 

стадию или ингредиент, не определенные элементом пункта формулы изобретения. При использовании в 

настоящем документе "состоящий главным образом из" не исключает материалы или стадии, которые не 

оказывают значительного влияния на основные и новые признаки пункта формулы изобретения. 

В каждом конкретном случае в настоящем документе любое из выражений "содержащий", "состоя-

щий главным образом из" и "состоящий из" можно заменить любым из двух других выражений. 

Некоторые документы цитированы по всему тексту настоящего описания. Каждый из документов, 

цитируемых в настоящем документе (включая все патенты, патентные заявки, научные публикации, спе-

цификации производителя, инструкции и т.д.), выше или ниже, включен в настоящий документ посред-

ством ссылки в полном объеме. Ничто в настоящем документе не должно подразумевать признание того, 

что настоящее изобретение не может быть датировано задним числом настоящего раскрытия в соответ-

ствии с предшествующим изобретением. 

Примеры 

В следующих примерах проиллюстрировано настоящее изобретение. Эти примеры не должны быть 

истолкованы как ограничивающие объем настоящего изобретения. Данные примеры включены в целях 

иллюстрации, а настоящее изобретение ограничено только формулой изобретения. 

Пример 1. 

В последние годы непрерывно возрастает потребность в дополнительных и альтернативных тера-

певтических стратегиях, помимо вакцинации или лечения традиционными противовирусными средства-

ми против IV (блокаторами нейраминидазы и М2) и традиционными антибиотиками против S. aureus. В 

настоящее время для противовирусного воздействия было идентифицировано несколько клеточных фак-

торов в качестве потенциальных мишеней. В отличие от этого, знания о роли клеточных факторов в бак-

териальной инфекции и, в частности, в качестве мишеней для антибактериального лечения, либо путем 

уменьшения количества бактерий и/или начала экспрессии активированного цитокина, является недоста-

точно понятным, еще больше в присутствии коинфекции IV. 

Был разработан протокол инфицирования, который позволяет определить (1) титры вирусного по-

томства и (2) титры внутриклеточных бактерий, а также (3) изменения иммунологических защитных ме-

ханизмов в присутствии или в отсутствие потенциальных противоинфекционных средств при коинфици-

ровании IV и S. aureus. В первоначальном подходе исследовали эффект ингибитора МЕК (U0126=50 

мкМ), ингибитора р38 (SB202190 = 10 мкМ) и ингибитора NFκB (LASAG=5 мМ), в сравнении с раство-

рителем в качестве контроля, в отношении инфекции, вызванной IV и S. aureus, в случае инфицирования 

одного типа или коинфицирования. В качестве контроля применяли ингибитор вирусной нейраминидазы 

озельтамивир (тамифлю) (2 мкМ) в сравнении с Hepes. Для инфицирования вирусом применяли вирус 

гриппа человека A/Puerto Rico/8134 (H1N1) или вирус птичьего гриппа A/FPV/Bratislava/79 (H7N7), а для 

инфицирования бактериями применяли штамм S. aureus 6850. Процедура инфицирования (фиг. 1): 

Эпителиальные клетки легкого человека высеивали в 6-луночные планшеты (8×10
5
 клеток/лунку) в 

2 мл DMEM [10% FCS]. Спустя 16-20 ч после высеивания клетки промывали и инкубировали с PBS/BA 

[0,2% альбумина бычьей сыворотки (BSA), 1 мМ MgCl2, 0,9 мМ CaCl2, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл 

стрептомицина] (500 мкл на 6 лунок) или PBS/BA, содержащем вирус при указанном множественном 

инфицировании (MOI) при 37°С. После 30 мин инкубации разбавленный вирус отсасывали, клетки про-

мывали PBS и дополняли средой для заражения DMEM/INV [1% альбумина сыворотки человека,  

25 нмоль/л HEPES] (2 мл на 6 лунок) с бактериями или без них при указанном MOI, в присутствии или в 

отсутствие тестируемого соединения. Спустя 3 ч после инфицирования бактериями клетки обрабатывали 

антибиотиками для удаления внеклеточных бактерий. Следовательно клетки промывали PBS и затем 

инкубировали с DMEM/INV, содержащей антибиотики [2 мкг/мл лизостафина (Sigma)], (1 мл на 6 лунок) 

в течение 20 мин при 37°С. После дополнительного промывания PBS клетки дополняли DMEM/INV, 

содержащей тестируемое вещество, и инкубировали в течение указанного времени при 37°С. В случае 

A/Puerto Rico/8/34, DMEM/INV дополнительно дополняли 0,333 мкг/мл трипсина (Invitrogen). Определе-

ние титров IV и внутриклеточных бактерий осуществляли, как описано в (Hrincius et al., 2010, Tuchscherr 

et al., 2011). 

Титры IV представлены в виде бляшкообразующих единиц (БОЕ)/мл, а титры S. aureus представле-

ны в виде колониеобразующих единиц (КОЕ)/мл. Данные представляют средние значения ± SD трех не-

зависимых экспериментов с двумя биологическими образцами. Статистическую значимость оценивали с 

помощью двустороннего двухвыборочного t-критерия (*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001). 

В случае коинфекции присутствие S. aureus влияет на репликацию IV, а присутствие IV влияет на 

количество внутриклеточных S. aureus соответственно, что связано с изменениями врожденных иммун-

ных ответов, а также механизмами аутофагии и апоптоза. Тем не менее, авторы настоящего изобретения 

наблюдали, согласно ожиданием, ингибирующие эффекты U0126 (фиг. 2, 3), SB202190 (фиг. 4) и LG-

ASA (фиг. 5) в отношении репликации IV. Что интересно, титры вирусов также снижались при лечении 

такими ингибиторами в присутствии S. aureus. Кроме того, авторы настоящего изобретения были прият-



039897 

- 20 - 

но удивлены, когда количества внутриклеточных S. aureus уменьшались в присутствии U0126, SB202190 

или LG-ASA независимо от отсутствия или присутствия IV. 

Другое удивительное наблюдение касается репликации бактерий в присутствии U0126 (50 мкМ). В 

случае, когда S. aureus культивировали в течение ночи при 37°С в DMEM/INV без живых клеток, титры 

бактерий были уже снижены, однако в той же степени, что и при инфицировании клеток, что указывает 

на зависимость бактерий от клеточного фактора (фиг. 2 Е). 

В качестве контроля исследовали титры вирусов и количества внутриклеточных бактерий при при-

менении ингибитора вирусной нейраминидазы озельтамивира (тамифлю) (фиг. 6). В то время как титры 

IV значительно снижались в отсутствие или в присутствии S. aureus, количества внутриклеточных бакте-

рий наоборот увеличивались. 

Полученные результаты демонстрируют больший потенциал веществ, целенаправленно воздейст-

вующих на клеточные факторы, в качестве противоинфекционных средств против коинфекции, вызван-

ной IV и S. aureus, по сравнению с веществами против самого патогена. 

Пример 2. 

В дополнительных экспериментах исследовали эффект ингибитора МЕК U0126, CI-1040 и кобиме-

тиниба (GDC-0973), по сравнению с растворителем в качестве контроля, в отношении инфекции, вы-

званной вирусом гриппа A (IAV) и S. aureus 6850, в случае инфицирования одного типа или коинфици-

рования. 

Процедура коинфицирования представлена на фиг. 12. Для исследования жизнеспособности эпите-

лиальных клеток легкого человека в условиях данного эксперимента, морфологию клеток наблюдали с 

помощью световой микроскопии (фиг. 13) через 18 ч после инфицирования, что является моментом вре-

мени, при котором определяли патогенную нагрузку (фиг. 14). 

Как видно из фиг. 13, инфицирование только S. aureus 6850 (6850), штаммами вируса гриппа 

A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (FPV) или A/Wisconsm/67/2005 (H3N2), а также коинфицирование, приводи-

ли к незначительному, но четко выявляемому повреждению клеток. В присутствии U0126 (50 мкМ) кле-

точный слой выглядел гораздо меньше поврежденным. 

Определяли эффект ингибитора МЕК U0126 (50 мкМ) в отношении репликации вируса гриппа 

A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (FPV) или A/Wisconsm/67/2005 (H3N2), по сравнению с растворителем в ка-

честве контроля, в эпителиальных клетках легкого человека в случае инфицирования одного типа или 

коинфицирования (фиг. 14). 

Ингибирование сигнального пути MEK/ERK приводит к значительному снижению титров вируса 

при инфицировании подтипами IAV H7N7 и H3N2 в случае инфицирования одного типа (фиг. 14). Титры 

вируса также снижались в случае коинфекции в присутствии U0126 до значительных уровней в коинфи-

цированных H7N7/S. Aureus клетках (фиг. 14). 

Кроме того, анализировали эффект ингибитора МЕК U0126 (50 мкМ) в отношении поглощенного S. 

aureus 6850 (фиг. 15 А, С). В условиях данного эксперимента титры бактерий лишь незначительно сни-

жались в присутствии ингибитора. 

Для дальнейшего исследования эффекта U0126 в отношении бактериального роста, в целом, ноч-

ную культуру S. aureus 6850 без клеток дополняли различными количествами U0126 (10 мкМ и 50 мкМ) 

или растворителем (фиг. 15 В, D). Бактериальный рост ингибировали в присутствии U0126 в зависимо-

сти от концентрации, по сравнению с растворителем в качестве контроля (фиг. 15 B, D). 

Поскольку экспрессия провоспалительных цитокинов и хемокинов способствует тяжелому воспа-

лению и повреждению тканей, синтез мРНК соответствующих хемокинов, таких как CCL3, также из-

вестный как воспалительный белок макрофагов 1α (MIP1α) и CCL5, также известный как RANTES, ана-

лизировали при помощи qRT-PCR в эксперименте с инфицированием в присутствии или в отсутствие 

U0126 (50 мкМ) (фиг. 16 А, В). Синтез мРНК CCL3, индуцируемый IAV, уровень которого повышался в 

присутствии S. aureus 6850, в присутствии U0126 снижался. Подобным образом, синтез CCL5 мРНК, ин-

дуцируемый IAV, уровень которого повышался в присутствии S. aureus, в присутствии U0126 (50 мкМ) 

снижался. 

С помощью вестерн-блоттинга с применением фосфоспецифических антител к ERK1/2 подтверди-

ли ингибирующий эффект U0126 в отношении сигнального пути MEK/ERK (фиг. 16 С). Кроме того, на-

блюдали снижение уровня синтеза вирусного белка (РВ1) при ингибировании сигнального пути 

MEK/ERK. 

Для подтверждения антипатогенного потенциала U0126 на мышиной модели in vivo, мышей, инфи-

цированных вирусом гриппа, оставляли необработанными или ежедневно обрабатывали U0126 и подвер-

гали суперинфицированию с помощью S. aureus 6850 (фиг. 17). Введение U0126 приводило к снижению 

титров бактерий in vivo независимо от титров вируса. Отсутствие снижения титров вируса можно объяс-

нить поздним введением U0126 в момент времени, когда титры вируса уже снижаются во время инфек-

ции. Вышеупомянутые эксперименты указывают на то, что ингибитор оказывает более значительный 

ингибирующий эффект в случае его введения перед инфицированием вирусом гриппа. Тем не менее, 

титры бактерий значительно снижались в случае применения U0126. 
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В других подходах определяли эффект ингибитора МЕК CI-1040 (10 мкМ) в отношении репликации 

вируса гриппа A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (FPV) или A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), по сравнению с раство-

рителем в качестве контроля, в эпителиальных клетках легкого человека в случае инфицирования одного 

типа или коинфицирования (фиг. 18). 

Ингибирование сигнального пути MEK/ERK посредством CI-1040 приводит к снижению титров ви-

руса при инфицировании подтипами IAV H7N7 и H1N1 в случае инфицирования одного типа и коинфи-

цирования (фиг. 18). 

Для дальнейшего исследования эффекта CI-1040 в отношении бактериального роста, в целом, ноч-

ную культуру S. aureus 6850 дополняли различными количествами CI-1040 (1 мкМ и 10 мкМ) или рас-

творителем (фиг. 19 А, В). Бактериальный рост незначительно был ингибирован в присутствии CI-1040 в 

зависимости от концентрации, по сравнению с растворителем в качестве контроля (фиг. 19 А, В). 

Для подтверждения антипатогенного потенциала другого ингибитора МЕК, тестировали кобимети-

ниб на мышиной модели in vivo, мышей, инфицированных вирусом гриппа, оставляли необработанными 

или ежедневно обрабатывали кобиметинибом и подвергали суперинфицированию с помощью S. aureus 

6850 (фиг. 20). Введение кобиметиниба приводило к незначительному, но четко выявляемому снижению 

титров вируса и бактерий in vivo. Поскольку недавно было показано, что максимальная переносимая доза 

кобиметиниба составляет 30 мг/кг/день. Таким образом, ингибирующий эффект можно улучшить с по-

мощью более высоких дозировок, по сравнению с применяемыми в данном эксперименте (10 мг/кг/день), 

которые были значительно ниже максимальной переносимой дозы. 

В заключение, полученные результаты демонстрируют различные ингибиторы МЕК в качестве по-

тенциальных веществ против IAV/S. aureus. 

Пример 3. 

В дополнительных экспериментах исследовали эффект ингибитора NFκB LG-ASA (LASAG) в от-

ношении инфекции, вызванной вирусом гриппа A (IAV) и S. aureus 6850, в случае инфицирования одно-

го типа или коинфицирования. 

Процедура коинфицирования представлена на фиг. 21 (в верхней части). Для исследования жизне-

способности эпителиальных клеток легкого человека после инфицирования в отсутствие и в присутствии 

LG-ASA (5 мМ), наблюдали морфологию клеток с помощью световой микроскопии через 18 ч после ин-

фицирования (фиг. 21). В то время как инфицирование с помощью IAV и/или S. aureus в отсутствие LG-

ASA (левая секция) приводила к разрушению клеток, в присутствии LG-ASA (правая секция) морфоло-

гия клетки улучшалась. 

Эффект ингибитора NFκB LG-ASA (5 мМ) в отношении репликации вируса гриппа A/Puerto 

Rico/8/34 (H1N1) определяли в эпителиальных клетках легкого человека в случае инфицирования одного 

типа или коинфицирования (фиг. 22, 23) через 8 ч (фиг. 22, 23 А, В, Е, F) и через 18 ч (фиг. 22, 23 С, D, G, 

Н) после инфицирования. Для инфицирования применяли два разных штамма S. aureus: (a) S. aureus 

SH1000 (фиг. 22, 23 A-D) и (b) S. aureus 6850 (фиг. 22, 23 E-H). 

В то время как уровень репликации IAV снижался в присутствии LG-ASA через 8 и 18 ч после ин-

фицирования, снижение титров бактерий наблюдалось только через 18 ч после инфицирования. На фиг. 

22 результаты представлены на линейной шкале. Для более наглядного представления ингибирующего 

эффекта LG-ASA в отношении патогена, необработанные контроли из трех независимых экспериментов 

произвольно приравнивали к 100%, данные представлены средними значениями (фиг. 23). 

Поскольку LG-ASA добавляли непосредственно во время инфицирования бактериями, такие ре-

зультаты демонстрировали очень ранний эффект в отношении поглощения бактерий, которое стимули-

ровали во время непрерывного высвобождения и нового бактериального поглощения. 

Совсем недавно было показано, что NFκB необходим для фагоцитоза S. aureus моноцитами (Zhu et 

al., 2014; Exp.Cell Res. 1;327(2):256-63). Основываясь на этих фактах и собственных наблюдениях, авто-

ры настоящего изобретения хотели узнать, предотвращает ли LG-ASA поглощение бактерий. За 4 ч до 

инфицирования бактериями эпителиальные клетки легкого человека предварительно обрабатывали и 

определяли поглощенные бактерии не более чем через два часа после инфицирования. Чтобы обеспечить 

выявление только поглощенных бактерий, непоглощенные бактерии удаляли с помощью промывания с 

антибиотиком перед лизисом клеток. Данные свидетельствуют о зависимом от времени поглощении S. 

aureus 6850, которое блокируется в присутствии LG-ASA (фиг. 24 А, В). Зависимый от концентрации 

ингибирующий эффект LG-ASA может быть дополнительно продемонстрирован на бактериальном 

штамме S. aureus USA300 (фиг. 24 С, D). Для более наглядного представления ингибирующего эффекта 

LG-ASA в отношении патогена, что показано на фиг. 24 А, С, необработанные контроли из трех незави-

симых экспериментов произвольно приравнивали к 100%, данные представлены средними значениями 

(фиг. 24 В, D). 

Для подтверждения важности опосредованной NFκB передачи сигнала для поглощения S. aureus, 

NFκB индуцировали с помощью стимуляции TNF-α за 4 ч до инфицирования. Активация NFκB приво-

дила к усилению поглощения S. aureus 6850 и S. aureus USA300. В качестве контроля, индуцированную 

TNF-α активацию одновременно блокировали с помощью LG-ASA, что приводило к ингибированию 



039897 

- 22 - 

поглощения бактерий, стимулированного TNF-α, как и ожидалось (фиг. 25). 

Для подтверждения антипатогенного потенциала LG-ASA на мышиной модели in vivo тестировали 

различные условия коинфицирования в присутствии и в отсутствие LG-ASA. 

Как видно на фиг. 26, обработка мышей, коинфицированных IAV/S. aureus, с помощью LG-ASA 

приводит к повышению выживаемости (фиг. 26 А) и уменьшению потери веса тела (фиг. 26 В). 

В заключение, полученные результаты демонстрируют, что ингибиторы NFκB, такие как LG-ASA, 

действуют как вещества против IAV/S. aureus in vitro и in vivo. 

Список литературы. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Применение ингибитора МЕК для лечения коинфекции, включающей бактериальную инфекцию, 

опосредованную бактерией, выбранной из группы, включающей Staphylococcaceae и/или Streptococca-

ceae, и инфекцию, вызванную вирусом гриппа, где ингибитор МЕК выбран из группы, включающей CI-

1040 и GDC-0973. 

2. Применение по п.1, где бактериальная инфекция опосредована Staphylococcus Aureus или Strepto-

coccus pneumoniae. 

3. Применение по п.1 или 2, где инфекция, вызванная вирусом гриппа, опосредована вирусом грип-

па А или вирусом гриппа В. 

4. Применение по п.3, где вирус гриппа А представляет собой H1N1, H2N2, H3N2, H6N1, H7N7, 

H7N9, H9N2, H10N7, H10N8 или H5N1. 

5. Применение по любому из пп.1-4 у позвоночного. 

6. Композиция, содержащая ингибитор МЕК, для применения в способе лечения коинфекции, 

включающей бактериальную инфекцию, опосредованную бактерией, выбранной из группы, включающей 

Staphylococcaceae и/или Streptococcaceae, и инфекцию, вызванную вирусом гриппа, где ингибитор МЕК 

выбран из группы, включающей CI-1040 и GDC-0973. 
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Фиг. 8 (таблица 2) 
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Фиг. 9 (таблица 3) 
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Фиг. 10 (таблица 4) 
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Фиг. 11 (таблица 5) 
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Фиг. 24 

 

 
Фиг. 25 

 



039897 

- 50 - 

 
Фиг. 26 
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