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Patente de Invencion

SOLICITUD DE

D Patente de Modelo de Utlidad

D Capftulo | Capitulo ]
Nombre BAYER AKTIENGESELLSCHAFT IDENTIFICACION
'@ sociedad constituida y existente bajo las
leyes de Alemania CcC D NIT D
SOLICITANTE
(71) Direccién 51368 Leverkusen CE D Otro D
Republica Federal de Alemania Cual
Domicilio Leverkusen Numero
Republica Federal de Alemania
@ IDENTIFICACION
Nombre EMILIO FERRERO
ccC E NIT D
REPRESENTANTE Direccion  Carrera4® No 72 35
O APODERADO Teléfono 347 36 11 CE D QOtro D
Fax 21792 1 Cual
E mall chentes@camyp.com
Domicilio Bcgota Colombia Numero 438019 TP 31929
| 1 Olaf WEBER 2 Tobias SCHLAPP
vsvagogi:n 'i Rogd ticut 06525 %10 6%‘? r||<ka|mp 10
oodbridge Connecticu aln
INVENTOR (ES) Estados Unidos de América Republica Federal de Alemania
(72) 3 Angela SIEGLING 4 Andreas KNORR
7 rue Francois Bonvin Trillser Graben 10
F 75015 Faris 40699 Erkrath
Francia Republica Federal de Alemania
5 Claudia HIRTH DIETRICH 6 Gudrun THIES
Stockmannsmiuhle 127 Boeddinghausstr 13
42115 Wuppertal 42329 Wuppertal
Republica Federal de Alemania Republica Federal de Alemania

PCT (86)

©

Solicitud Internacional No  PCT/EP01/07991

Fecha__11 de julio de 2001

Publicacién Internacional No WO 02/004002 A2

Fecha 17 de enero de 2002

Titulo (54)

USO DE CEPAS DEL PARAPOXVIRUS OVIS PARA LA FABRICACION DE
MEDICAMENTOS ANTIVIRALES Y MEDICAMENTOS CONTRA EL CANCER

||®

Clasificacién Internacional (51) AB1K 35/76
\ o Prioridad (33) Pals de Origen {(32) Fecha {31) Numero de Solicitud
DE. 11 de julio de 2000 10033 5829
Sl E NO D DE 9 de mayo de 2001 101224516




CAVELIER ABOGADOS Colo 00698-841-010-3  MRE/mrm id 1207

Comprobante de pago No __ 03 107 Fecha _2 de enero de 2003
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Anexos

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 400 000 oo

Comprobante de pago por reivindicacidon de prioridad

Documentc que acredita la existencia v representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes si fuere el caso

Documento de cesidn de! inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional (Resumen descripcién reivindicaciones dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano (Resumen descripcion reivindicaciones dibujos)
Copia de! examen preliminar efectuado por la IPEA

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser el caso copia del contrato de zcceso

De ser el caso documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionaies de
las comunidades indigenas

De ser el caso certificado de depdsitc: del material biolégico

Arte final 12x12

De ser el caso informacion sobre oiras solicitudes de patente o tltulos obtenidos en el extranjero por el

mismo titular o su causante relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud
Otros

O]

FIGURA CARACTERISTICA
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CONSULADO DE COLOMBIA

CERTIFICACION

No 145
Bonn, 8 de agosto de 1996

El suscrito Segundo Secretaric Encargado de las Funciones
Consulares de Colombia en Bonn, vistos los documentos presentados
por los interesados, CERTIFICA Que el senor Dirk Heiderhoff
guien como Notario en Leverkusen autenticéd la firma de los
signatarios DR ROLF BRAUN y DR JOACHIM GREMM del documento
precedente, ejercian en la fecha las funciones indicadas y su
firma corresponde a la registrada en este Consulado que 1la
enpresa BAYER AKTIENGESELLS({ HAFT estd constituida de acuerdo con
las leyes de la Republica Federal de Alemania y cumple su objeto
conforme a las mismas segur el Registro Comercial HRB 1122 del
Tribunal de Primera Instancia de Leverkusen gue los senores
BRAUN y GREMM, quienes firmaron el documento precedente, son los
representantes legales de la empresa arriba menciocnada

El suscrito Segundo Secre¢tario Encargado de las Funciones
Consulares no asume responsabilidad alguna por el contenido del
documento

Pagado el impuesto de timbre
y derechos consulares
Valor US$106,00 = DM$169,60

JUAN PABLO GONZALEZ
Sequndo Secretario
Encargado de las Funciones Consulares %
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J PRESENTACION Y PODER

For patents utlity models mdustnal designs
trademarks commeraal names trade emblemi__,

slogans. J
Para patentes modelos de utlidad disefios

industniales marcas de fibrica nombres
comercales ensefias lemas comeraales

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we) the undersigned/Yo (nosotros) abajo firmado (s)
BAYER AKTIENGESELLSCHAFT

of/ domiciliado (s) en D-51368 Leverkusen,

GERMANY,

or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER tpa 832,
EQNZ LO PERDOMO tpa 831, EMILIO FERRERO tpa
31929 y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ tpa 23555 domiclliacios
fen la Carrera 4* N 72-3> Bogotd Colombla en obedecimlent. a
lo dispuesto en el parigrafo 1° del Artfculo 543 del Cédigo de
Comercio el pnmero como principal v los demas como
suplentes en su orden, como mis {nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
reubir notificaciones 'y nombrar apoderados judiclales o
extryudiciales El primer representante suplente reemplazare al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o

.Iin tivo de aquel La misma regla se aplicard cuando el

L.undo representante suplente haya de reemplazar al primero
o el terc ro al segundo En tales casos el representante
principal o el primero o segundo suplente en su caso o ambos
deddiraran su inten 1on de no ejerce  la representacion
mediante declara ion autenticada por Notanio Publico en
Colombia o por Notario u otro Funcionario Publico o Consul
de Colombia en el extranjerc y si se tratare de impedimento
con el certificado respectivo St alguno de los nombrados faltare
lefinitivamente el siguiente tomara su Jugar Cuando cesar la
ausencia v impedimento del representante princlpal o de su
primere o segundo suplentes en su caso podran ejercer la
representacion, en su orden uno u otros segun ef caso
asurmuendola por el solo hecho ae ejercerla cesande en ese
womento el efercicio de la rep esentacion por el primero
segurndo o tercer suplente en su ca.o

Ademas confiero (conferrmos) poder a los abogados ariba
ncmlrados para obtener la proteccon de mi (nuestra)
propiedad indust 12l y contra la competencia desleal a cuvo
efecto autorizo (amns{ a los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera en ladea o personas
ejerzan © no jurisdiccion, es ecialmente ante las del orden
adiministrativo  contencioso-adminstrative y judicial asi como
los tribunales de arbitramento en todo lo concerniente a los
igutentes asuntos a) Obtencion de patentes de invencion

delos de utilidad v disefos industriales el registro de
marcas de fabrica colechivas defensivas de servicio lemas
comerciales mnombres comerciales ensenas  vartedades
vegetales y denominaciones de origen su renotacion traspaso
cambio de nombre o domicilio cancelacon voluntaria ¥ el
registro de 1t enuias de uso de esos derechos b) Las a~ciones de
ce mpetencia desleal proteccion del consumiclor oposiciones u
observacivnes cancelacién admimustrativa y judwial nulidad
medidas cautelares concesion de licencias la tutela la
proteccion de secretos industriales y en general los juicios
civiles penales adminis rativos o contencioso-administratives
relacionados con estos derechos acciones y procesos c&ue
promovamos 0 se¢ nos promuevan Y pa.a que en todos los
asurios arrpa aeiermilacivs P‘HEGé.n S5u L 5€& Ga iﬂ [¥]
transiFir conciltar admutir los hechos del proceso desistir
cancelar recibir renunciar y ratificar los actos de agentes
vfiviosus

In due compllance with the terms of paragraph 1st of article 543
of the Commercial Code do herszy appaint CERMAN
CAVELIER tpa 832 GONZALO PERDOMO tpa 831 EMILIO
FERRERO tpa 31929 and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ tpa
23555 domiciled at Carrera 4* N* 72 35 Bogotd Colombia the
first as principal and the others as alternates in the order of
their appointment as our representatives for all Industrial
property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court The first alternate shall
replace the principal in case of his absence or of temporal or
definitive impediment The same rule will apply when the
second alternate representative is to replace the first one or
when the third is to replace the first or second alternates in their
turn or both of them second In such cases the pnncipal
representative or the first or second alternates in their tumn or
both of them shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Nata
Pubiic in Colombia, or before a Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad and in case of impediment the
appropriate certificate shall suffice If any of the appointees
were to be definitely absent the following alternate shall take
his place When the absence or impediment of the princtpal
representative or of the first or second alternate in their turn
ceages the representation can be taken again in their sequence
by the principal the first or second alternate depending on case
and the mere fact or its exercise will suffice The exercise of the
representation by the first second or third alternates in their
turn shall end at such time

In addition we grant a Power of Attornev in favor of the
above named attorneys-at law so that thev may obtain the
protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition for which ﬁurpose I (we) autnorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons
with of withour junisdiction spectally those administrative
administrative contentious and judicial as well as before
Arbitration Court in all mattery concerning the following a)
Obtainment of patents utility fodels and industnial designs
the registration of trademarks Sbllective defersive and service

marg_, R wﬁﬂ‘&‘?"&"; trade emblems vegetal

varl&igaand ciepomint its renewal assignment
whry cancellation and the

changaofcriatieNs

regt fﬁﬁ'f{,ﬂfﬂ L Hes®A The Bbove rights b) Actions «f
unfa[r',-_oqmpe'%ogggm;g;tigmﬁtﬁegmnsumer opposihions or

obsePationd Tativp, Or §court cancellation nullity
il\fﬂﬁ?ﬁéntnfm%ﬁmhm%ﬂ the action fo wnt

mandamus the protection of tradesécrets and in general the
civilX.penal ‘and ‘administrativessuitsf relating to those rghts
actions and'suits institued;by mex(liy) or against me {us) A1 4
that in nlmhﬁfaw‘ﬁé@;"gl:‘t s E-lfé?‘ substitute this Power of

te
i 1
A vy S SN rus e eyad art of the 2o
desist™Eancdl recenve ‘resign and ratfy acts done by

representatives without a power of attorney

Given and signed this/Dado y firmado hoy

31st July 1986

BAYER AFTIENGESELLSCHANKT

i

/7. i -

in/en Leverkusen
“_U A ri
Signature”, L_/ (VAW W Py
© CAVTTITR ABOGADOS
WIPPODERE | (MINUTA 121122)
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LEGALIZACION

El Senor Cunsul de Colombia debe expedir un certifi ado
consular subre (1) la existendia legal de la compania que oto?;a
el puder {2) que ésta ejerce su objeto social ¥ (3 que las

ersonas que otorgan el poder estan autorizadas para darlo A
este efecto les solicitamos que muestren al Senor Consul las
pruebas que acreditan esos hechos (1) (2) y (3)

8 COMO KOTARIO um4To ﬁ;ﬁfﬁi
{f OF BOGOTA HAGG CONSTAw auE La Fr

IPOTOCOR A COINGIDE COM TL OIGIgALT
} QUE NE TENIDO A LA V'"TA
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ATA PARA LL SENOR CONSUL DE COLOMBIA Se
1 poderdante es una socledad el Senor Consu

LEGALIZATIO

The Colombia Consul
existence of the company wlur

the legal

Power of Attoney (2) that it is In

company pur

Puwer of

show the Coensul the evidence

and (3)

i

un los artici’?

debe certificar que tuvo 2

encn que ejerce su objetv social v que quien confiere el pod

Attorney is autorized to o so Te

N

de ve by

&}

must issue 1 (o?

exe
who ¢ &
this effec,
to prove the above facts,

ctual
ses and (3) that the persons

65 del C de P C y480delC de Co
In vista las pruebas de su
er es su representante
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LURNT "799/1996

Ich beglgubige die vor mir vollzogenen Unterschriften der
Herren \l\

1 Dr RJYf Braun geschaftsansassig in D 51368
Leverkisen, Bayerwerk,

2 Dr Joa
Leverkus

im Gremm , geschaftsansassig in D 51368
, Bayerwerk,

- personlich beljannt -

Ich bescheinige a®ffgrund Einsicht vom heutigen Tage in das
Handelsregister def} Amtsgerichts Leverkusen - HRB 1122 -, daB
die genannten Herr berechtigt sind, die Bayer Aktiengesell-
schaft in Leverkuse \als Prokuristen gemeinschaftlich zu
vertreten \‘ _

\
!
\

\
Leverkusen den 31 Jull\l‘1996
\\ /' .I,h,u/\

‘\~ Notar
1Y

mﬁ‘ S g T
s COMO NOTARIO BAXTO CAL CIRGULD §

AIFOTOCOPIA COINCIBE TGN FL ORIGIN %]
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i
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das Nesars DALl
wrwie die Bahthert des

wemp®is  siewsls we den g
Zugleich wird nescheimgr 3 der Notar zur

Voswahene der Amushendlung befugt wer
Kdlm dea (2 Aug 1996
Bor Prasidemt des Lardoerichds
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TRADUCCION OFICIAL No 5424
de un documento escrito en Aleman, el cual para su identificacidn
se gella con el sello de la traductora, loa mismo que la

presente -—

(A caontinuacidn de la representacidn y poder conferido a GERMAN
CAVELIER, tpa 832, GONZALD PERDOMD, tpa 831, EMILIDO FERRERO
tpa, 31929, y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555, domicailiados en
la Carrera 4 No 72-35, Bogot& Colombia, 21 31 de Jjulio de 1996
po- los sefiores D- Relf Braun y Dr Joachim Gremm, apoderados de

la Bayar Akt:iengesellschaft Leverkusen, PFA )

P-otocolo notarial 1799/19%°94

Certifico la autenticidad de las firmas prestas ante mi por los

serores
% como uormf%ﬁ:u ﬁﬁ,i‘;m
.frzs.o.cooﬁo'r‘ "‘GODECGNS'I'.IR QUE LA B
1 Dr Rolf B-aun, domicilizdo . t‘iﬂ?&ﬂmo?&‘&‘ -l"%h en
? r‘“ﬁ-ﬁm‘ﬁ‘w R &
Bavyerwerk [ A ¥ﬁ§&
iy 3
¥ el i S
JUAN KANUEL Boﬁi:é;é n‘?‘ Oma g
2 Dr Joachim Gremm, domiciliado v D D £ 84 “OLEV%ﬁkﬂsen,
Bayerwerk

- 2 Qu.enes CCNOZCo en persona-—



{

A

‘)

£

Certif.co por haber tenido a la vista el Registro de Comercio del
Juzgado Municipal de Leverkusen — HRB 1122 - que los sefores
mencionados estan Tfacultados en su calidad de apoderados, para
representar conjuntamente a la Baver Ak tiengesellschaft
domiciliada en Leverkusen
Leverkusen, 31 de julio de 1994

Fdo firma 1legible

No*ar.o

(Hilo y ohlea no*arial en relieve )

Dirke Heiderhoff - hNotario de Leverkusen

(carsa )
Se certit.ca la autenticidad de la firma antecedente del rotar.o
de Leverkusen, Dirke He.di¢rhovf, v la del sz2llo oficial que la
acompana Igualrmente se (ertifica gque el mencionado notar-io
estaba facultado para realizar ese acto ofic.al

Co onia, 02 de agosto de 1996

El P-esidente del Jazjado Munic.pal

Fdo firma 1legible

(Dr Wahlmich) FFOTOCOPIA COINCIDE
f QUP KE TEHI

;;g;gga 3 ENE 200 ;{%
N AT S g A P
oo B P
JUAHMANLEL BOTERO MEDINA ¢

ALTARIO
WD WA U, W

(s2llo redondo en tinata )

El Pres.dente del Juzgado Municipal de Ca




EN ESPANDL La legalizacidn de 1las firmas antecedentes por el
Consulado de Co'ombia en Bcnn bajo el No 145 del 08 de agosta de
1994 vy por 2l Ministerio de RelaClones Exterio-es de Colombia
bajo el No 198592 del 23 de agosto de 1994

Pagados Impuesto de timbre y derechos consulares US$ 1046,--

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de l!a cual se deja copia en los
archivos de estas oriciaras para su confrontacion

Santafé de Bogotd, 2 de septiembre de 1994

¢ ENTAFC Bt —,/::’/2’ th;lL@ﬁ Ceeled oo

L ] - w3 . %ou!unumonmh_;{gy
1573 L P S
' £ /% 03 ENE 2003

" ¥
- w_w-.mwia‘b
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Sefior Jefe de 1la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comerciro

E S D
Poderdante BAYER AKTTEMGESELLSCHAFT
Poder conferido el 31-07-9%

Yo GERMAN CAVELIER obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado atentamente
manifiesto a Usted gque sustituyo el poder que me ha sido
conferaido en la persona del doctor EMILIO FERRERO Abogado con

Tarjeta Profesional No 31 929 con todas las facultades que me
fueron conferidas

Hago la anterior su titucion conforme al articulo 66 del
Codigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos

Faltan en este momento

Sefior Jefe

\ - ,

. L
=~ (L
GERMAN CAVELIER

TPA No 832
CC No 2 877 924 de Bogota

Acepto

é..aaf
e
e Y ol a0

COMO NUTAKNID 3 X'

EMILIO FERRERO 5 LE BOGOTA, WAGD EO%

rotocnh Acad inEC ol C oAl
QUE HE TEVIDG & L2 ¥ T4,

T P A N2 31 929 f‘! R ST J-fﬂ
C C No 438 019 de Usaquen é 2 03 ENE 2[1[;M§

|

2e-780-2

880 CTe 36 2
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(19) Weltorgamisation fur geistiges Eigentum

2

(1-) NACH DEM \ ERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTW ESENS (PCT) YV EROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

Internauonales Buiro

{43) Internationales Veroffentlichungsdatum

0 OO0 O

(10) Internationale Veroffenthchungsnummer

17 Januar 2002 (17 01 2002) PCT WO 02/04002 A2 nect l__'S
(51) Internationale Patenthlassifikation AG61K 35/76 (74) Gememsamer \Vertreter BAYER ARKTIENGE
/ SELLSCHAFT 51368 Leverkusen (DE)
{21) Internstionales Aktenzeichen PCT/EPO1/0799 |
(81) Bestimmungsstaaten {rational) AL AG AL AM AT
(22) laternafionales Anmeldedatum AU AZ BA BB BG BR BY BZ CA CH C ER

*5)

(26)

(30

(M

(712)
7

11 Juh 2001 (1107 2001)

Einreichungssprache Deutsch
Verbffenthchungssprache Deutsch
Angaben zur Prioritat

100 55 587 9 11 Julh 2000 (11 07 2000y DC
1012 4516 9 Mai 2001 (09 0520J1) DL

Anmelder (fiir aile Besummungssiaaten mu dusnohme
von Li§) BAYER ARTIENGESELLSCHAFT |DE/DE]
51568 I everkusen (DE)

Erfinder und

Erfinder/Animelder (nur fir US) WEBLR Olaf
{DL/US] 539 Amuty Road Woodbndge CT 06525 (US)
SCHLAPP Tobus [DL/DE] Gerstenhamp 10 51061
holn (DL} SIEGLING Angela [DE/FR] 7 n.c Francomns
Bomin T /5015 Pans (TR) KNORR. Andrea [DL/DE]
Tnilser Graben 10 40699 Erkrath (DE} HIRTH DI
ETRICH Claudia [DE/BDE] Siockmannserlhle 1.7
42115 Woppertal (DLY THEISS Gudrun [DL/DLC]
Boeddin haussir 1> 425.9 Wuppenal (DI

CU CZ DE Dk DM DZ EC EE ES F1 GB GD GE
GH GM HR HU ID IL IN IS JP KkE KG kP kR KZ
LCIK IR LS LT LU LV MA MD MG Mh MN
MW MX MZ NO NZ PL PT RO RU SD SL SG SI
SK. SL T TM TR TT TZ.UA UG US U7 VN YU
7A ZW

(84} Bestimmnungsstaaten (regional) ARIPO Patent (GH
GM KE LS MW MZ SD SL. SZ. TZ UG ZWh
curasisches Patent (AM A7 BY hG k7 MD RU T]
TM) curopdisches Patent (AT BE CH CY DL Dk
ES FT1 FR GB GR IC IT LU MC NL PT SE TR)
OAPI Paient (BF BJ CF CG CI CM GA GN GW ML
MR NE SN TD TG)

Verdffentlicht

— ohne iniernacionalen Recherchenbericht und ernewt
verdffentlichen nach Frhalt des Berichts

—  mit dem Sequen proiokollied der Beschretbung in elckiro
mscher Form geirennt verdffentiicht auf inirag vom inter
nationalen Buro erhalthch

Zur Erkidrung der Zwcibuchstaben Codes und der anderen
Absszr ungen wird auf die Erildrungen ¢ Gurdance Motes on
Codes and Abbreviations j am Infang jeder reguidren dusgabe
d PCT Ga ueservicsen

oy BUIFE

(54) Tuitle USE OF STRAINS OF THLTARAPOX OV1S VIRUS FOR PRODUCING ANTIVIRAL PHARMACEUTICALS AND
ANTICANCER PHARMACEUTICALS

(4) Bezeichnun, VLRW LNDUNG VON STAMMI N DES FARAPOXVIRUS O\ IS ZUR HERSTLLLUNG VON ANTIVIRA
LEN ARZNCIMITTECLN UND ARZNLIMITTCLM GEGEN KREBS

&= (57) Abstract The invenuon relates 1o the use of trains of the parapox ovis virus as immune therapeuuics for nfectiou or non
inlecuous immunc weahn sses as well as the use ol strams of said virus {or reatn. wmour diseases and viral infections The
==, mvenuon also relates 1o the use of strams of the purpox ovis virus for producin pharmaccuticals for both humans and ammals
o

=

{57) Zusammenfassung Die vorhesende Edindur  beinftt die Verwendun  von Stimmen des 1 arapoxsarus ovi - ais Immunthera

peutihum ber Immunschw dchen infekusser oder nichi tnfekudser Natur sowie die Verwendung von Stimmen des Parapoxvirus ovis
zur Behandlun  von Tumorerkranhungen viralen Ir fekuonen und damit einhergehenden Erkrankun en sowie die Verwendun von
Stammen -es [ arapoxvirus ovis lur die Herstellune von Arzneimstieln zur Anwendueng ber Mensch vnd Tier



10

15

25

WO 02/04002 PCT/EP01/07991

Verwendung von Stimmen des Parapoxvirus ovis zur Herstellung von anti

viralen Arzneimitteln und Arzneimitteln gegen Krebs

Die vorhegende Erfindung betnfft die Verwendung von Stimmen des Parapoxvirus
ovis als Immuntherapeutikum ber Immunschwiichen infektiser oder mcht infektidser
Natur, sowie die Verwendung von Stammen des Parapoxvirus ovis zur Behandlung
von Tumorerkrankungen, viralen Infektionen und damit emhergehenden Erkrankun

gen sowie die Verwendung von Stammen des Parapoxvirus ovis fur die Herstellung

von Arznemmitteln zur Anwendung ber Mensch und Tier

Die vorhegende Erfindung betnfft weiter die Verwendung von Stammen des Para
poxvirus ovis und daraus hergesteliter Arznerformen als Immuntherapeutika oder
Immunprophylaktika, be: der Stressmetaphylaxe zur Verhinderung oder Vorbeugung
von Infektionskrankheiten naca Stress (zB Operationen) die Verwendung be: der
Infektionsprophylaxe zur Verhinderung oder Vorbeugung von Infektionskrankheiten
durch die Gabe vor Operationen oder Eingniffen (zB vor Implantation von Prothe
sen oder vor zahnarzthchen Emngnffen) die Verwendung be: der Infektionsmeta
phylaxe oder Therapie akuter oder chromscher viraler Infektionen beispielsweise des
Respirationstraktes der Papillomvirusinfektionen der Infektion mit Herpesviren der
HIV Infektion der Virusinfektion innerer Organe wie beispielsweise der Infektion
mit Hepatitisviren die Verwendung ber der Wundheilung zur Beschleumgung von
Wundheilungsprozessen und die Verwendung zur Unterstitzung der Heilung
schlecht oder mcht heilender Wunden (zB Ulcus cruns) die Verwendung be1 Er
krankungen wie Multipler Sklerose Asthma Warzen und anderer Neubildungen der
Haut die Verwendung ber Erlrankungen des allergischen Formenkreises die Ver
wendung zur Verhinderung des Ausbruchs systermischer Allergien sowie die Ver
wendung bei topischen Allergien und die Verwendung zur Verbesserung des Wohl
befindens zB 1m Alter wobes im Rahmen der Erfindung als Stamme von Parapox

virus ovis die Stamme NZ2 NZ7 7 NZ 10 und orf 11 verwendet werden

/2;
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Verwendet werden honnen weiter durch Passagierung und/oder Adaptation an be
stimmte Zellen beispielsweise WI 38, MRC-5 oder Vero Zelien erhaltene Ab
kommlinge dieser Stamme bzw Teile oder Bruchstucke von Viren dieser Stamme
oder diesen Abkommhnger. Unter Teilen sind muttels geeigneter Vektoren bei-
spielsweise Vaccima, mn geeigneten Systemen beispielsweise Fibroblastenzell-
kulturen expnmierte genomische oder subgenomische Fragmente zu verstehen Unter
Bruchstlicken versteht man die durch biochemische Aufreimgung beispielsweise
durch Chromatografie erhaltenen Fraktionen physikalisch beispielsweise durch Ein
wirkung von Ultraschall aufgeschlossener Partikel

Die vorhegende Erfindung wetnfft weiter die Verwendung besagter Stamme von
Parapoxvirus ovis zur Herstellung von Arzneimtteln und pharmazeutischen Zube-
reitungen Daruber hinaus betnfft die Erfindung die Verwendung besagter Stamme
von Parapoxvirus ovis 1n Korabination mit anderen Mitteln zur Herstellung von Arz

nemmitteln und pharmazeutiscaen Zuberertungen zur antiviralen oder Krebstherapie

Es 1st bekannt, dass latente und chronmisch persistente virale Infektionen durch emne
Immunsuppression aktiviert bzw reaktiviert werden konnen oder umgekehrt dass
das Immunsystem die akute Erkrankung die durch emn Virus das latent 1st hervor
gerufen werden hann unterdrackt (zB rekumnert eme latente Herpesvirus Infektion
be: Immunsuppression Lippenblaschen be: Stress oder Kortisongabe) Es 1st weiter
bekannt, dass chromsch persistente und latente virale Infektionen schwer oder gar
nicht mit herkommlichen antiviralen Substanzen auf medermolekularer Basis thera

pierbar sind

Eimn Grund dafur kann die fehlende wvirale enzymatische Aktivitat ber solchen Infek-
tionen sein (beispielsweise das Fehlen emner viralen Polymerase Aktivitat die emen
nukleosidischen Inhibitor erst 1a die virale Nukleinsdure einbauen muss damut dieser
zB zum Kettenabbruch in der viralen DNA fihren kann beispielsweise das Fehlen
emer viralen Thymidinkinase Aktivitst die zB eme antivirale Verbindung erst

phosphorylieren muss damit diese aktiv werden hann) oder aber die fehlende Erken
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nung infizierter oder entarteter Zellen zB Krebszellen oder viraler Antigene durch

das Immunsystem des Wirtes

Bekannt 1st ebenfalls dass beir chromsch persistierenden viralen Infektionen emne
Supennfektion mut einem andsren Virus zu antiviralen gegen das chronisch persis
tierende Virus genchteten Effekten fithren kann " Die Abhangigkert dieses Effektes
von Interferonen wie IFN-y und TNF @ die von T-Zellen nattirlichen Killerzellen

und Makrophagen sezermert werden konnte von den Autoren ¥ gezeigt werden

Die Ergebmisse dieser Autoren bestitigte emne andere frithere Studie, 1n der gezeigt
wurde dass Class [ restnngierte cytotoxische T-Zellen die hepatozellulare HBV
Genexpression 1n HBV- transgenen Miusen hemmen konnten dass dieser Prozess

ohne Zerstorung der Leberzellen abhef und dass der Prozess durch TNF-¢ und [FN v

hervorgerufen wurde 2

In der tiermedizimischen Praxis wird seit langerer Zeit emn Produkt zur Induktion
paraspezifischer Immumitat’ ein sogenannter Paramumitatsinducer therapeutisch
meta und prophylaktisch emngesetzt Paramumtitsinducer bestehen zB  aus
chenusch maktiviertem Parapoxvirus ovis Strain D 1701 (DE 3 504 940) Emn auf

der Basis dieses Virus (Parapoxvirus ovis Strain D 1701) hergestelltes Produkt 1st

BAYPAMUN®

Das maktivierte Parapoxvirus 11duziert im Tier emen unspezfischen Schutz gegen
tber Infektonen mit den verschiedensten Erregern Man mmmt an dass dieser
Schutz uber verschiedene Mechanismen des orgamsmus eigenen Abwehrsystems

vermuittelt wird

Zu diesen Mechamsmen zahlen die Induktion von Interferon die Aktivierung der
naturlichen Killerzellen die Induktion der Kolomen-Stmulierenden Altivitat

(CSA) sowie die Stimuherung der Lymphozytenprohferation Fruhere Untersuchun

S>3
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gen zum Wirkmechanismus zeigten die Stimulation von Interleuhin 2 und Interferon

a?

Vor diesem Hintergrund stellt sich daher die Aufgabe die therapeutische Nutzbarkeit
der ausgezeichneten Wirkung von Parapoxvirus ovis dahingehend weiter zu verbes-
sern dass die oben beschnebene generalisierte sogenannte Induktion ener paraspezi-
fischen Immunantwort des Parapoxvirus ovis, Stamm D 1701 qualitativ erhoht und
dahingehend verbessert wird, dass durch Einsatz geningerer Dosen bessere antivirale
oder anti Tumorwirkungen erzielt werden kénnen Dies hieBe zusitzlich emnen ne
benwirkungsirmeren therapeutischen Effekt erwarten ;

Aufgabe der Erfindung war es deshalb, die immunologtsche Wirkung des Parapox-
virus zu verbessern. Die Aufgabe wird gelost durch Verwendung der oben genannten
Stamme von Parapoxvirus ovis anstelle des herhdmmbich verwendeten Stram D
1701

Die vorliegende Erfindung betnfft die Verwendung von Viren die taxononusch zu
emem der Stimme NZ2 NZ 7 NZ-10 oder orf-11 von Parapoavirus ovis gehbren,
zur Herstellung von Arzneimitteln gegen virale Infektionen und Krebs ber Mensch

und Tier

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung von durch Passagierung oder
Adaptation an geeigneten Zellsystemen wie beispielsweise humanen Zellen wie
WI-38, MRC 5 Affenzellen zB Vero Zellen bovine Zellen wie zB BK-
Ki3A47/Reg oder MDBK und ovinen Zellen wie MDOK erhaltenen
Abkommlingen der erfindungsgemafien Stamme zur Hersteliung von Arzneimutteln
gegen virale Infektionen und Krebs be: Mensch und Tier zum Gegenstand hat, und
wetter die Verwendung von Teilen oder Bruchstilcken der genannten Stamime und
ihrer Passagierungs und Adaptationsvananten wobe: unter Terlen mittels geeigneter
Vektoren wie Vaccimaviren 1 geeigneten Systemen wie Fibroblastenzellkulturen

exprimuerte genomische oder subgenomische Fragmente und unter Bruchstucken die
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durch biochemische Aufremipung wie Chromatografie erhaltenen Fraktionen der
exprimuerten oder physikalisch aufgeschlossenen viralen Partikel zu verstehen sind,
zur Herstellung von Arznemitteln gegen virale Infektionen und Krebs ber Mensch
und Tier zZum Gegenstand hat und weiter die Verwendung von emem der Stamme
von Parapoxvirus ovis und wie vorstehend beschrieben abgeleiteten Denvate zur
Herstellung von Arznemmtteln und  pharmazeutischen Zubereitungen  als
Immuntherapeutika oder Immunprophylaktika bex Autoimmunerkrankungen und bei
akuten und chromschen viralen Infektionen des Respirationstraktes und der imneren
Organe zum Gegenstand hat und weiter die Verwendung von emem der Stamme
und abgelerteten Derivate zur Herstellung von Arznermitteln und pharmazeutischen
Zubereitungen fur die Stressmetaphylaxe und zur Verhinderung oder Vorbeugung
von Infektionskrankheiten nach Stress sowie ber der Infektionsprophylaxe 1m
Rahmen von Operationen und zahnarzthichen Emngnffen zum Gegenstand hat und
werter die Verwendung von ~mem der Stamme und abgeleiteten Denvate zur
Herstellung von Arznemmitteln und pharmazeutischen Zubereitungen fur die
Verwendung bei der Infektionemetaphylaxe oder Therapie akuter und chromscher
viraler Infektionen beispielsweise des Respiratonstraktes der Papillomvirus
infektionen. der Infektion mit Viren der Herpesgruppe, der HIV-Infektion, der Virus
mfektion innerer Organe wie beispielsweise der Infektion mit Hepatitisviren sowie
die Verwendung bei Erkrankungen wie Multipler Sklerose Asthma Warzen und
anderer Neubildungen der Haut zum Gegenstand hat und weiter die Verwendung
von emem der Stamme und abgeleiteter Derivate zur Herstellung von Arzneimitteln
und pharmazeutischen Zuberentungen fir die Verwendung an Wunden zur
Beschleumgung von Wundheilungsprozessen und die Verwendung zur Unterstutzung
der Heilung schlecht oder micht heilender Wunden und Ulcus crurs zum Gegenstand
hat und weiter die Verwendung von emnem der Stamme und abgelerteter Derivate zur
Herstellung von Arzneimitteln und pharmazeutischen Zubereitungen fir die Verwen
dung ber Erkrankungen des allergischen Formenkreises Psonasis Neuroderemitis
anderen Autormmunerkrankungen wie zB Lupus erythematodes sowie zur Ver
besserung des Wohlbefindens B 1m Alter zum Gegenstand hat und weiter die

Verwendung von emem der Stamme und abgeleteter Derivate zur Herstellung von

¥
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Arzneimitteln und pharmazeutischen Zubereitungen fir die Verwendung gegen
entzfindhiche degenerative und proliferative Erkrankungen der inneren Organe, zB
Morbus Crohn der Haut des Blutes des Zentralnervensystems und seiner Anhangs
gebilde emschheBlich des Auges emnschlieflich Krebs zum Gegenstand hat, und
weiter die Verwendung von emnem der Stimme und davon abgeleiteter Denvate 1n
Kombmation mit anderen Mitteln zur Herstellung von Arzneimitteln und pharma
zeutischen Zubereitungen zur antiviralen- oder Krebstherapie ber Mensch und Tier
zum Gegenstand hat

Emn bevorzugter Gegenstand der Erfindung 1st die Verwendung von emem der
Stamme von Parapoxvirus ovis in Kombination mit anderen Mitteln zur Herstellung
von Arznemmitteln und pharmazeutischen Zuberertungen filr die orale Apphkation,

und/oder 1n emer magensaftresistenten Formulierung firr die orale Applikation

Der her beispiethaft genannte Parapoxvirus ovis NZ 2 wurde am 10 Juli 2001 be;
der European Collection of Cell Cultures Centre for Applied Microbiology and
Research, Porton Down, Salisbury Wiltshire SP4 0JG,United Kingdom hinterlegt

Die Hintelegungsnummer lautet
Beispielhaft wurde gefunden

1 Nachweis der therapeutischen Wirksamheit mn Hepatiis B Virus —

transgenen Miausen

Fur den proof of concept Versuch wurden Hepahtis B Virus transgene Mause
(Stamm HBV 13 Xtg ) verwendet Es wurden 7 mannliche Tiere 1m Alter von 8 bis
10 Wochen je Gruppe verwendet Die Apphkation der verschiedenen Dosen erfoigte
intraperitoneal m emnem Volumen von 0 15 ml am Tag 1 (Begion des Expenmentes)
und Tag 4
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Fur die Applikation wurden folgende Verdinnungen eines jeden Virus Strains fur die
emzelnen Dosisgruppen hergestelit

1 Dosts 1 5x10° TCID,,

2 Dosis 5x10° TCID,,

3 Dosis 1 5x10° TCID,,

4 Dosis 5x10° TCID,,

Als Placebo Kontrolle diente steniles pyrogenfreies PBS

Die Aufkonzentration der Virer wurde folgendermaBen vorgenommen 500 ml Uber-
stand aus Parapoxvirus ovis siram NZ 2 (Titer ca 2x10° TCID,y/ml) und Parapox
virus ovis strain D 1701 (Titer 1x10” TCID,/ml) wurden auf denselben Virushter
emgestellt Dafiir wurde eine Beckmann Ultrazentnfuge (Rotor SW28 ber 28000
RPM 3 Std 4°C) benutzt Nach der Zentrifugation wurden die Pellets mit ent
sprechenden Volumina Verdunnungsmedium auf emen Trter von 1x107 TCID,/ml

eingestellt

Aliquots der entsprechenden Dosierungen wurden fitr emne kontrolhierende Rucktitra
tion verwendet die die Titer dieser Dosierungen bestatigte Die entsprechenden

Dosen wurden nach Entnahme der Kontrollaliquots fir 1 Stunde bex 56°C maktiviert

Verdunnungsmedium iC m] EMEM 10x
2 7 ml Bicarbonat 2 g/I
1 ml Glutamin 1 %
8¢ 3 ml Aqua badest

Am Tag 5 wurden die Tiere <chmerzlos getotet und Leber und Blut enthommen
Etwa 20 mg Leber je Tier wurden mit QLAamp Tissue Kit (Qiagen Hilden) aufge-
arbertet, die Konzentration der DNA wurde photometnisch bestimmt und die Integn:
tat m emnem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch kontrolhert Die DNA wurde m
emem Dot Blot Hybridisierungsverfahren mit einer HBV-spezifischen Sonde hybn
disiert Zuvor wurde die DNA mit RNAse A (Qiagen Hilden) behandelt, um durch
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RNA hervorgerufene Signale auszuschlieBen 200 pl DNA (10 pg) wurde auf eme
Nylon-Membran (Boehringer Mannheim) gebracht 4 mal fiir jeweils 3 Miuten mut
Soak I (0 5N NaOH IM NaCl) und zwei mal mut Soak IT (3M NaCl, 0,5M Tns-HCl
PH 7 4) behandelt bexr 120°C fur emne halbe Stunde gebacken und 1m Anschluss mit
emem Standard Hybndisierungspuffer (5xSSC, N lauroylsarcosine, 0 1 % wfv SDS,
0,02% Blocking reagent, 1x and 100 pg/ml fish sperm DNA) ohne Sonde fiir 30
Minuten bexr 60°C prahybridisiert Im Anschluss an diesen Schrtt erfolgte die Hybn-
disierung mut emner random-Ohgonukleotid geprimten Sonde, die das gesamte HBV
Genom enthélt (20-40 ng/ml Hybndisierungspuffer) Der Filter wurde danach fir 10
Minuten ber 64°C m 4xSSC/01%SDS 2xSSC/0 1 %SDS und1xSSC/0 1 %SDS

gewaschen

Die immunologische Detektion erfolgte mit dem CDP Star® - System (Boehringer
Mannheim) entsprechend den Vorschnften des Herstellers Fiir die Auswertung
wurde emn Lumilmager® (Boehringer Mannheim) verwendet Die Quantifizierung
HBYV spezifischer DNA 1m Blut erfolgte mittels quantitativer PCR. Zunachst wurde
mittels Zentnfugation des EDTA Blutes das Plasma gewonnen Die DNA wurde
muttels des HighPure 16 System Viral Nucleic Acid Kats (Boehnnger Mannheimn)
aufgeremgt und durch quantitative PCR mut dem ABI PRISM™ 7700 Sequence
Detection System (PE Applied Biosystems) auf HBV spezifische Signale untersucht

Folgende Primer und Sonde wurden eingesetzt

ayw 570f (sense) 5 - CTGTACCAAACCTTCGGACGG 3

ayw 670r (antisense) 5 AGGAGAAACGGGCTGAGGC 3

Sonde

ayw 613t 5 - CCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAATT -3

Die DNA wurde m 50ul Reaktionsvolumen amphfiziert (die Reaktion enthielt
1 4mM von jedem dNTP 4 75 mM MgCl, 15 pmol emnes jeden Primers und der
Sonde 5 pl 10 fach PCR Puffer [alle PCR Reagenzien stammten aus dem TagMan
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core reagent hit Perkon Elmer/Roche Molecular Systems Inc Jund 125 U Taq DNA
polymerase und 025 U Amp Erase Nach emnem imtialen Denatunierungsschritt
(10 mn be1 95°C) wurden die Proben 40 Zyklen Denaturierung (95°C 30 sec) und
Annealing/Extension (56°C, 1 mun) ausgesetzt Die Analyse der Produkte erfolgte
mit der ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System standard software

Eme histochemusche Analyse erfolgte mittels Antikdrpern gegen das Hepatitis B
Virus core Antigen (Dako) Dafur wurden Teile emes Leberlappens uber Nacht 1n
4 % Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und geschmtten (Spm) Nach Ent
paraffinsierung und Rehydration wurde die endogene Peroxydaseaktivitat nut 3 %
H,0, fur emnen Zestraum von 20 Mmuten gequencht Unspezifische Bindung wurde
mit Normal Schafserum geblockt Im Anschluss wurden die Schrutte 30 Minuten be1
Raumtemperatur mut dem 1 500 verdunnten Antikbrper inkubiert Alle nachfolgen

den Schritte wurden mit dem Vectastam ABC Kit (Vector Laboratories) wie vom
Hersteller beschrieben durchgefithrt

Drie Immunreaktion wurde mit 3 3 Diamuno benzidintetrachionid und Wasserstoff

peroxid visuahisiert Die Schmtte wurden Hematoxylin/Eosin gegengefirbt

Die statistischen Analysen der Ergebmsse erfolgten durch Vananzanalyse und post

hoc Vergleich

Im Ergebms wurde uberraschend festgestellt dass man durch Verwendung des
Strains NZ 2 emne Verstarkung der antiviralen Wirkung 1m Vergleich zu bekanntem
Parapox ovis Strain D 1701 erreicht Damt wird es erstmals moghch nut Hilfe von
Parapoxvirus ovis die homplexe Kapaztat des Immunsystems 1n ewmer Starke zu 1n
duzieren die sich sigmfihant von der Wirkstarke der bisher bekannten Para

munitatsinducer unterscheidet

Folgende Ergebmsse wurden uberraschenderweise erhalten

pZ2
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Leber Bel mit NZ 2 behandelten Tieren wurde 1m Vergleich zu mut D 1701 behan

delten Tieren eme stgmfikant stirkere Reduktion von HBV-spezifischer DNA festge

stellt Im Vergleich mat D 1701 1st NZ2 1n seiner antiviralen Wirksamkeit potenter
In der hochsten Dosisgruppe reduziert die Gabe von NZ 2 die HBV spezifische DNA
um mehr als den Faktor 45 besser als die Gabe von gleicher Menge D 1701 1n der
medngsten Dosisgruppe um den Faktor 57 Im Plasma reduziert die Gabe von NZ 2
die HBV-spez1fische DNA in der medngsten Dostsgruppe wmn mehr als den Faktor
10 besser als die Gabe von gleicher Menge D 1701 Damut wurde gezeigt dass die
therapeutische Wirksamkeit von Parapoxvirus ovis Strain NZ 2 sigmifikant besser als
digjeruge von Strain D 1701 1st

In den Abbildungen wird die Reduktion HBV spezfischer Signale im Vergleich zur
Placebogruppe (diese wurde mut 100 % gleichgesetzt) aufgezeigt

Abbildung 1 zeigt Ergebmsse der Behandlung HBV transgener Mause mit Stramn
D 1701 oder NZ 2 HBV-spezifische DNA wird 1n der Leber 1n allen Dosisgruppen
be1 beiden Strains sigmfikant 1m Vergleich zur Placebogruppe reduziert durch Strain
NZ 2 aber starker Be1 den beiden medngsten NZ 2 Dosierungen hegt eine signifi

Lant starkere Reduktion der HBV-spezifischen DNA als be1 den Aquivalenten D 1701
Dosisgruppen vor In Abbildung 2 wird das Ergebmis der Behandlung HBV

transgener Mause mit Strain D 1701 oder NZ 2 1m Plasma gezeigt HBV spezifische
DNA wird 1m Plasma 1 allen Dosisgruppen bei beiden Strains stgmfikant im Ver-
gleich zur Placebogruppe reduzert, durch Strain NZ 2 aber starker Im Gegensatz zur
niedngsten NZ 2 — Dosierung wirkt die genngste Dosis von Strain D 1701 nicht
mehr signifikant antiviral

2 Induktion von Zytokinen

7 bis 8 Wochen alte weibliche Balb/c Mause wurden unter sterilen Bedingungen ge

halten und fur den Versuch verwendet Die Tiere wurden randomusiert und 1n Grup
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pen mit jeweils 6 Tieren aufgeteilt Folgendes Behandlungsschema wurde angewen

det

Gruppe 1 Placebo

Gruppe2  Parapoxvirus ovis strain D 1701 5x10* TCID,,/Dos1s
Gruppe 3 Parapoxvirus ovis strain NZ 2 5x10* TCID,/Dosis
Gruppe 4 Placebo

Gruppe 5 Parapoxvirus ovis strain D 1701 5x10* TCID,,/Dosts
Gruppe 6 Parapoxvirus ovis stram NZ 2 5x10* TCID,/Dosis

Das Applikationsvolumen betrug 10 ml/kg die Apphikation erfolgte intraperitoneal

6 Stunden nach der Applikation wurden die Tiere der Gruppen 1 bis 3 12 Stunden
nach der Applikation die Tiere der Gruppen 4 bis 6 getotet, Pentonealzelien uber

emne Lavage mit eiskaltem PB3 gewonnen sowie die portalen und mesenterialen

Lymphhnoten 1sohert

Die Pentonealzellen wurden uber emen Zentrifugationsschritt (5 mimn ber 3000 Ipm
ber Raumtemperatur 1n einer Eppendorf-Tischzentrifuge) aufkonzentnert, anschlie-
fiend 1n 02 ml Lysis Puffer (Lysis Losung 25 mM Natnumeitrat 4 M Guamdimg

umisothiocyanat, 0,5 % N Lauroyl Sarkosin) aufgenommen schockgefroren und bis

zur RNA Priiparation be1 75°C gelagert

Die Praparation der totalen RNA erfolgte muttels saurer Phenol/Chloroform Extrak
tion Dazu wurden die in Lysispuffer emngefrorenen Proben bei Raumtemperatur auf
getaut und zur Extraktion mut folgenden Losungen versetzt 1/10 Lysispuffer Volu
men 2 m Natnumacetat (pH 4 0) 1 Lysispuffer-Volumen wassergesattigtes Phenol
1/5 Lysisppuffer Volumen Chloroform / Isoamylalkohol (24 1) Dieser Ansatz wurde
fur 10 Sekunden auf dem Vortexer vermischt und anschlhieBend 10 Minuten auf Eis
tempeniert Die Phasentrennung e-folgt durch Zentnfugation bei 15365 g und 4°C fiir

30 Mmuten Danach wurde die wassnige Phase m ein neues GefaB uberfithrt und zur

7
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Isolation der in dieser Phase befindhichen RNA 8 ml RNA MATRIX aus dem
Rnaid™ plus Kit (DIANOVA) zugegeben und 15 Minuten be Raumtemperatur 1n
kubert Der entstandene RNA/RNA-MATRIX-Komplex wurde durch Zentnfugation
be1 7000 g pelletert und der Uberstand verworfen Das Pellet wurde nachfolgend 2x
muit je 250 ml RNA-WASH (DIANOVA) gewaschen und nach dem letzten Waschen
durch Vakuumzentnfugation getrocknet Die RNA wurde durch Zugabe von 20 30
ml RNAse fretem destilherten Wasser durch Tempeneren ber 55°C fir 15 Minuten
elmert Nach Zentrifugation ber 7000 g und Raumtemperatur fiir 1 Minute wurde die
Matnx durch Uberfuhren der RNA Lasung 1n ein neues Gefall abgetrennt

Die Qualitat der RNA wurde muttels Gelelektrophorese fiberpritft Die RNA wurde
ber 70°C gelagert

Die Synthese der cDNA erfolgte durch reverse Transknption der mRNA unter Ver
wendung von Oligo(dT) Primemn als Startermolekile fur die Polymensation Im
Synthese-Ansatz waren folgende Komponenten vorhanden 200 ng 2 pg totale RNA
2 pl reverse Transknptase M-MLV (200 U/ul) (GIBCO/BRL), 8 pl des zugehdrngen
5xRT-Puffer (GIBCO/BRL), 1 pl DTT (0 1M) (GIBCO/BRL) 4 pl dNTP (2 5 mM)
(SIGMA) 2 pl Oligo(dT)12-18-Primer (100 pg/ml) (PROMEGA) 1 ul human pla
zental RNAse Inhibitor (10000 U/ml) (GIBCO/BRL) und Wasser ad 40 pl Gesamt-
volumen Der Ansatz wurde 10 Minuten ber Raumtemperatur tempenert und an
schlieffend 45 Minuten ber 37°C mkubiert, nachfolgend fir 3 Minuten auf 95°C er
hitzt und sofort auf Eis abgekuhlt Die auf diese Weise synthetisierte cDNA wurde
ber 20°C gelagert

Die Mengen der cDNAs wurden muttels eines ,housekeeping Gens (B-Aktin) stan-
dardisiert Die quantitahve PCR wurde mit dem ABI PRISM™ 7700 Sequence
Detection System (PE Applied Biosystems) durchgefuhrt Folgende Pnmer wurden

emngesetzt

B Actin sense 5 TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3



10

15

20

25

W O 02/04002 PCT/EP01/07991

-~

13

antisense 5 TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAGTCCG 3

IFNvy  sense 5 AGCGGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG 3
antisense 5 GTC ACA GTT TTC AGC TGT ATA GGG 3

TNFa sense 5'-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCA TTG C 3
antisense  5-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AATTCG G 3

IL15  sense 5-GCC AAC TGG ATA GAT GTA AGA TAT GACCT 3

antisense  5-CGT GTT GAT GAA CAT TTG GAC AAT GCG TAT 3’

Die DNA wurde in 25p] Reaktionsvolumen amplifiziert (die Reaktion enthielt
14mM von jedem dNTP, 4 mM MgCl, 03 pmol emes jeden Pnmers und der
Sonde 2 5 pl 10 fach PCR Pufter mit SYBR Green [alle PCR Reagenzien stammten
aus dem SYBR Green PCR cor: reagent kit, Perkin Elmer/Roche Molecular Systems
Inc Jund 1 25 U Taq DNA polymerase und 025 U Amp Erase Nach emnem mmitialen
Denatunierungsschntt  (95°C fir 10 min) wurden die Proben 40 Zyklen
Denaturierung (95°C 30 s) une Anneahng/Extension (60°C 130 min) ausgesetzt
Die Analyse der Produkte erfolzte mt der ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection
System Standard Software Die staustschen Analysen der Ergebmsse erfolgte mt

der Vanianzanalyse und post hoc  Vergleich
Folgende Ergebmsse wurden tbtrraschenderweise erhalten

1 Die Expression von Interferon ¥ wird nach Behandlung mit Strain D 1701
oder Strawn NZ 2 6 und 12 Stunden nach der Applikation mduziert (Abbil
dung 3) Diese Induktion 1st ber Strain NZ 2 sowohl sigmfikant hoher gegen
uber Placebo, als auch gegeniiber Strain D 1701 Die nach Gabe von D 1701
beobachtete Hohe der Interferon y Expression 1st mcht sigmfikant gegenuber
der Placebokontrolle Dargestellt sind die Werte die 1n durch pentoneale

Lavage erhaltenen Zellen gemessen wurden

o

Die Expression von TNF « wird nach Behandlung mit Stran D 1701 12
Stunden oder nach Behardlung mit Strain NZ 2 6 und 12 Stunden nach der
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Applikation induziert (wobei nach 12 Stunden bereits emn Absinken 1m Ver
gleich zum 6 Stunden Wert festgestellt werden kann, Abbildung 4) Diese In
duktion 1st 6 Stunden nach der Applikation bei Strain NZ 2 signifikant héher
als vergleichsweise gegenuber Strain D 1701 Dargestellt sind die Werte die

n durch pentoneale Lavage erhaltenen Zellen gemessen wurden

3 Die Expression von IL-15 wird nach Behandlung mit Stramn D 1701 oder mut
Stramn NZ 2 6 und 12 Stunden nach der Applikation induziert (Abbidung 5)
Drese Induktion 1st 6 Stunden nach der Applikation bei Stram NZ 2 signufi-
kant hoher als vergleichsweise gegeniiber Stramm D 1701 oder Placebo Die
nach Gabe von D 1701 beobachtete Hohe der IL-15 - Expression 1st nicht s1g
mufikant gegentber der Placebokontrolle Dargestellt sind die Werte die m

durch pentoneale Lavage erhaltenen Zellen gemessen wurden

3 Nachweis der therapeutischen Wirksamkeit 1 tumortragenden

Nacktmiusen

MDA-MB231 Zellen (ATCC#HTB26) wurden in Komplettmedium (DMEM 88 §
FBS 10 %, Pemcillin/Streptomycn 1% L Glutamin 1% (jeweils Gibco Life
Technologes)) be1 37°C und 5 % CO, 1 emnem Inkubator kultiviert Am Tage der
Transplantation waren die Zellen zu ca 70 % konfluent Die Zellen wurden
trypsimert, mut HBSS gewaschen gezahlt und auf 2,5x107 Zellen/ml mut vorge
kihltem PBS emgestellt Es wurden werbliche NCr nude M#use (tacomc) verwendet
Die Miause waren zwischen 8 und 10 Wochen alt und wogen ca 22g Alle
Manipulationen an den Tieren wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt
5x10° Zellen wurden in emem Gesamtvolumen von 0 2 m! subcutan 1n die Flanken
region ippziert Danach wurden die Mause wertere sieben Tage gehalten bis die
Tumoren eme durchschnitthche Masse von ca 80 mg erreicht hatten Die Tumoren
wurden vermessen und die Mause pach dem Zufallsprinzip 1n drey Gruppen zu

jeweils zehn Theren emgeteilt Die emnzelnen Gruppen erhielten wie folgt verabreicht
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Gruppe 1 Placebo (PBS)
Gruppe 2 Parapoxvirus ovis Stamm D1701
Gruppe 3 Parapoxvirus ovis Stamm NZ2

D1701 wurde in emer Dosis von 2 5x10° TCID,, NZ2 1 emer Dosis von 1x10°
TCIDy, msgesamt jeweils vier mal im Abstand von jeweils dre1 Tagen verabreicht.
Die Tumoren wurden zwe1 mal pro Woche vermessen Signifikanzen wurden muttels

Student s Test ermittelt

Figur 6 zeigt die muttlere Gro8e der Tumoren (in Milligramm) 1n Tieren der Gruppen
1 bis 3 aber die Versuchszeit in Tagen)

(Symbole Gruppe 1 Kreise Gruppe 2 Dreieche Gruppe 3 Quadrate)

Uberraschender Weise wurde im expenimentellen System eme mm Vergleich zur
Kontrollgruppe sigmifikante gegen Tumoren gerichtete Wirksamkert gefunden
(p<0 05) Dabe: zeigte sich der stamm NZ2 deutlich potenter als der Stamm D1701

Zum Erreichen des gleichen Eftektes war nur ungefahr die halbe Menge NZ2 ver

ghchen mit D1701 notig

Dieser Befund belegt deuthch die therapeutische Wirksamheit von erfindungsge

malen Viruspraparationen in tumortragenden Nacktmausen

Nacktmause sind immundefizient und verfugen nicht uber funktionelle T-Zellen Die
gegen die Tumoren genchtete Aktivitit wird vermutlich 1m experimentellen System
durch die naturhchen Khentelen (NK) andere Zellen und direkte Wirkung von
Zytokinen/Chemokinen bedingt Be: ewnem vollstandigen und intakten Immunsystem

wdre Zu vermuten, dass die bessere Wirksamkeit von NZ2 noch deuthcher ersichtlich

wird

4 Weitere biologische Unterschiede zwischen NZ.2 und D1701

ST
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Es wurde gefunden dass Parapox Virus NZ2 im Gegensatz zum Stamm D1701 auf

humanen Zellimen fortgesetzt passagierbar ist Dies zeigt grundsatzliche Unter

schiede 1m Replikationsverhalten und/oder in den viralen Rezeptoren ber NZ2 und

D1701

Die Adaptation an humane Zeillimen ist eme wichtige Voraussetzung fiur die

Produktion von viralen Stéimmen auf humanen Zellhmen

4 a)

4 b)

Fortgesetzte Passagierbarkent auf humanen MRC 5 Zellen

Ein Adaptionsversuch der Stamme NZ2 und D1701 an die humane diploide
Zellime MRC-5 st 1 Figur 7 dargestellt MRC 5 1st fiir die Produktion von
biologischen Wirkstoffen und Impfstoffen geeignet Die Stamme wurden nut
dem gleichen Ausgangstiter emngesetzt und die entsprechenden Zellkultur-
uberstande uber 5 Passagen in MRC 5 Zellen weitergefithrt Dargestellt 1st
die Austitration von Proben aus den Uberstinden der jeweils mfizierten
MRC5-Zellen 1n TCID,, uber die Passagennummer Ledighch der Stamm
NZ2 nicht aber D1701 war auf bovinen Nierenzellkulturen (BK Klon 3a)
rucktitnerbar Dies weist auf pnnzipielle biologische Unterschiede der beiden
Stamme m Infekhons und Replikationsverhalten hin Gleichzeing zeigt
dieses Ergebms dass NZ2 1n emem brerteren Spektrum von Zellen als D1701
reproduziert werden kann woraus sich die Moghchkeit emnes auf humanen

Zellen beruhenden Produktionsverfahrens ergibt

Passagierbarkeit von NZ2 und D1701 auf WI 38 Zellen und BK Klon 3a
Zellen

Wesentliche biologische Unterschiede zwischen NZ2 und D1701 Stammen
werden auch durch die 1n Figur 8 und Figur 9 dargestellten Expermente
deuthch Figur 8 zeigt den Virustiter 1n Passagierungsversuchen von D1701

auf bovinen BK Klon 3a Zellen und auf humanen WI 38 Zellen uber die

-~
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Anzahl der Passagen Es ist erkennbar dass D1701 auf BK Klon 3a Zellen
fortgesetzt passagierbar 1st auf humanen W1 38 Zellen jedoch micht

Anders verhilt es sich rmt dem NZ2 Stamm Dieser Stamm st iiber mehrere
Tage sowoh! auf BK Rlon 3a Zellen als auch auf WI-38 Zellen fortgesetzt
passagierbar (Figur 9)

Auch diese Ergebmsse weisen auf deuthche Unterschiede 1m Infektions und

Replikationsverhalten von NZ2 und D1701 hin

Dosisabhangige Wirkung von NZ2 im Herpesvirus Challenge Test nach
Passagierung auf WI 38

Zur Untersuchung der immunstimulatorischen Eigenschaften von NZ2
Stammen welche auf WI 38 Zellen passagiert worden sind sind Herpesvirus

Challenge Tests an Mausen durchgefiihrt worden Es wurden dre: Gruppen
von Jewells 10 Versuchstieren mut jeweils 1x10* TCID,, 5x10° TCID,, und
1x10* TCID,, behandelt eme Kontrollgruppe erhielt ein Placebo Die
Uberlebensrate der vier Versuchsgruppen 1st 1n Figur 10 uber die Zeit nach
der Herpesvirusinfektion dargestellt Uberraschenderweise wurde festgestelit

dass NZ2 durch die Passage auf WI 38 Zellen seine immunstimulatorischen

Eigenschaften micht verloren hat

Alle expenimentellen Ergebnisse dieses Beispiels weisen auf grundlegende
biologische Unterschiede 1m Infektions und Replihationsverhalten von NZ2
und D1701 hin Es wurde uberraschenderweise gefunden dass die Her
stellung von NZ2 zur Verwendung als Immunmodulator 1m Gegensatz zu

D1701 nicht an Rindermerenzellen als Produktionszelllime gebunden 1st

Unter Zugrundelegung der bekannten Zusammenhange vom Einfluss emer Thl Im-

munantwort auf latente und chromsch persistente Virusmfektionen*® sowie pro
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Iiferative Erhrankungen zB Krebs'” und der 1m Vergleich zu Parapoxvirus ovis
Strain D 1701 besseren immunmodulatorischen Eigenschaften des Parapoxvirus ovis
Strain NZ 2 1st der Einsatz von Immunmodulatoren auf der Basis von Parapoxvirus
ovis Strain NZ 2 oder emer der 0 g Stimme als Monotherapie oder m Kombimation
mit biologisch aktiven, 2B antiviralen medermolekularen Verbindungen an Mensch
und Tier mbghch und von therapeutischem Nutzen zur antiviralen Therapie von In-
fektionen mit dem Hepatitis B Virus dem Hepatitis C Virus oder allen anderen Er-
regem aus der Gruppe der Hepatiis verursachenden Viren sowie anderen viralen
Infektionen der mneren Organe, sowie Infektionen, auch in Begleitung anderer Er-
krankungen mut den verschiedenen Typen des Herpes simplex Virus (HSV) den
verschiedenen Typen von humanem Papillomvirus (HPV) dem humanem Immun
defizienzvirus (HIV), dem Vanzella Zoster Virus dem humanem Cytomegahevirus

(HCMYV) sowie den entsprechenden Viruserkrankungen beim Tier

Des werteren honnen mit den oben genannten Stéimmen von Parapoxvirus ovis auf
grund des gezeigten Wirkmechamsmus mnsbesondere die folgenden prophylaktischen
oder therapeutischen Behandlungen erfolgversprechend durchgefiihrt werden

Verluinderung von Rekurrenzen ber Herpesvirus Infektionen Metaphylaxe dh Ver
hinderung der Etablierung von wviralen Infektionen (zB HIV) wenn unmutteibar
nach der Exposition mut dem Mittel behandelt wird ? Die Behandlung von Krebs 1st
aufgrund des Wirkmechamsmus ebenfalls maglich #%

Je nach klimscher Fragestellung wird das Therapeutikum auf der Basis von Parapox
virus systemisch also beispielsweise intramuskular, subcutan, intrapentoneal
mtravenos per os oder lokal apphiziert Das Parapoxvirus hegt daber entweder auf
geremgt und lyophihsiert vor und/oder wird unmuttelbar vor der Applikation In
emem geeigneten Losungsmuttel suspendiert oder es hegt 1n einer anderen geeigneten
Formulierung vor oder es liegt 1n emer magensafiresistenten oder emer anderen

oralen Applikationsform vor
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Geeignete Zuberejtungen konnen ebenfalls aus durch Passagierung und/oder Adap-
tation an bestimmte Zellen beispielsweise WI 38 MRC 5 oder Vero Zellen, er
haltenen AbkSmmhingen von NZ2 und den anderen genannten Stammen bzw Teilen
oder Bruchstucken von NZ2 und den anderen genannten Stammen oder diesen Ab
kommlingen hergestellt werden Unter Teilen sind muttels geegneter Vektoren, bei-
spielsweise Vaccima, 1 geeigneten Systemen beispielsweise Fibroblastenzell-
kulturen exprimuerte genomusche oder subgenomusche Fragmente zu verstehen
Unter Bruchstucken versteht man die durch biochemische Aufreimgung beispiels-
weise Chromatografie erbaltenen Fraktionen physihalisch. beispielsweise durch Ein
wirkung von Ultraschall aufgeschlossener Partikel

Mehrere Applikationen oder Langzeitbehandlung nach Zeitschemen die den Erfor-

dermssen der klimschen Fragestellung entsprechen konnen dabe: notwendig sein

So erweist sich ber der Krebstherapie beispielsweise (jedoch ohne Einschrinkung)

die Anwendung nach folgendem Schema als besonders erfolgversprechend

Intramushulare Applikation ven jewenls 106 bis 107 TCID,, (Tissue Culture Infective
Dosage) fur 4 Wochen an jedem 3 Tag gefolgt von 2 Wochen Pause erneute mtra
muskulare Applikation von jeweils 10° bis 10" TCID,, fur 4 Wochen an jedem 3
Tag gefolgt von 2 Wochen Pause erneute mtramuskulare Apphkation von jewells
10° bis 10" TCID,, fur 4 Wochen an Jedem 3 Tag gefolgt von 2 Wochen Pause je
nach Schweregrad und Heilungserfolg konnen diese Cyclen durch weitere Cyclen
ergéinzt werden alternativ kann auch ein Schema unter dem die Formulierung jeden

4 bis 5 Tag uber mindestens 3 Monate apphziert wird indiziert sein

Be1 chromscher Varusinfektion werden beispielsweise 10% bis 107 TCID;, der Formu
hierung subcutan im Bauchbereich oder mtramuskular 1m Beresch des Deltoid oder
Quadnizeps jeden 3 Tag insgesamt 5> mal apphzert Abweichungen von diesem
Schema konnen entsprechend den Bedurfrussen die sich aus der Erkrankung erge

ben vorgenommen werden Zur Prophylaxe von Erkaltungen 1st mit der Formulie

2/
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rung zu gurgeln und diese Anwendung taghich zu wiederholen solange wie das An

stechungsnsiko besteht.

Fur die Vorbeugung von Infektionen nach oralchirurgischen Eingnffen (zB Zahn-

5 operation) 1st am Vorabend vor dem Eingnff 1 2 min zu gurgeln.
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Patentanspruche

38

W)

Verwendung von Viren, die taxonomisch zu emem der Stamme NZ2 NZ 7
NZ 10 oder orf-11 von Parapoxvirus ovis gehoren zur Herstellung von Arz

nemitteln gegen virale Infektionen und Krebs bei Mensch und Tier

Verwendung von durch Passagierung oder Adaptation an geeigneten Zell-
systemen wie beispielsweise humanen Zellen wie WI-38 MRC 5 Vero
Zellen bovinen Zellen wie BK K13A47/Reg oder MDBK und ovinen Zellen
wie MDOK erhaltenen Abkémmlingen der Viren gemass Anspruch 1 zur
Herstellung von Arznemmuttein gegen virale Infektionen und Krebs be:
Mensch und Tier

Verwendung von Teilen oder Bruchstiicken der Viren gemass Anspruch 1
und 2 wobe: unter Teilen mittels geeigneter Vektoren wie Vaccimaviren n
geeigneten Systemen wie zB  Fibroblastenzellkulturen exprimierte
genomische oder subgenomische Fragmente und unter Bruchstficken die
durch biochemusche Aufreinigung wie Chromatografie erhaltenen Fraktionen
der exprimierten oder physikalsch aufgeschlossenen viralen Partikel zu ver-

stehen sind, zur Herstellung von Arznemitteln gegen virale Infektionen und
hrebs ber Mensch und Tier

Verwendung von emem der Stamme von Parapoxvirus ovis entsprechend
Anspruch 1-3 zur Herstellung von Arzneimitteln und pharmazeutischen Zu-
beretungen als Immuntherapeutika oder Immunprophylaktika ber Auto-
mmmunerkrankungen und bei akuten und chromschen viralen Infektionen des

Respirationstraktes und der mneren Organe

Verwendung von emem der Stimme entsprechend Anspruch 1-3 zur Her-
stellung von Arzneymitteln und pharmazeutischen Zubereitungen firr die

Stressmetaphylaxe und zur Vermnderung oder Vorbeugung von Infektions-




10

15

25

WO 02/04002

s

PCT/EP01/07991
25

krankheiten nach Stress sowie be1 der Infektionsprophylaxe 1m Rahmen von
Operationen und zahna-ztlichen Eingniffen

Verwendung von emnem der Stimme entsprechend Anspruch 1-3 zur Her
stellung von Arzneimutteln und pharmazeutischen Zuberertungen fiir die Ver
wendung be1 der Infektionsmetaphylaxe oder Therapie akuter viraler Infek
tionen beispielsweise des Respirationstraktes, der Papillomvirusinfektionen
der Infektion mit Herpzsviren der HIV-Infektion, der Virusinfektion mnerer
Organe wie beispielswerse der Infektion mut Hepatitisviren sowie die Ver
wendung ber Erkrankungen wie Multipler Sklerose Asthma, Warzen und
anderer Neubildungen der Haut

Verwendung von emnem der Stamme entsprechend Anspruch 1-3 zur Her
stellung von Arzneimitteln und pharmazeutischen Zuberertungen fir die Ver
wendung an Wunden 7ur Beschleumgung von Wundheilungsprozessen und

die Verwendung zur Unterstutzung der Heilung schlecht oder mcht heilender

Wunden und Ulcus crunas

Verwendung von emem der Stamme entsprechend Anspruch 1-3 zur Her
stellung von Arzneimitteln und pharmazeutischen Zuberertungen firr die Ver
wendung be1 Erkrankungen des allergischen Formenkreises Psoriasis Neuro
dermitis anderen Autoimmunerkrankungen wie zB Lupus erythematodes

sowie zur Verbesseruny des Wohlbefindens zB 1m Alter

Verwendung von emem der Stamme entsprechend Anspruch 1-3 zur Her
stellung von Arzneimitteln und pharmazeutischen Zuberertungen fur die Ver
wendung gegen entzundliche degenerative und proliferative Erkrankungen
der inneren Organe (zB Morbus Crohn) der Haut des Blutes des Zentral
nervensystems und semer Anhangsgebilde emmschlieBlich des Auges emn

schlieBlich Krebs

2/
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Verwendung von emem der Stamme von Parapoxvirus ovis entsprechend
Anspruch 1 3 in Kombination mit anderen Mitteln zur Herstellung von Arz
neumntteln und pharmazeutischen Zubereitungen zur antiviralen- oder Krebs

therapie be1 Mensch und Tier

Verwendung von emem der Stimme von Parapoxvirus ovis entsprechend
Anspruch 13 mn Kombimation mit anderen Mitteln zur Herstellung von
Armemutteln und pharmazeutischen Zubereitungen fiir die orale Applikation
und/oder 1 ewer magensaftresistenten Formuherung fir die orale
Applikation.
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<211> 25
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<213> Fepatitis B wvirus
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La presente invencién se refiere al uso de cepas del
parapoxvirus oOvls comc agente inmunoterapeutico en
debilidades inmunes de naturaleza infecciosa o0 no
infecciosa, asi como al uso de cepas del parapoxvirus OV1iS
para el tratamiento de enfermedades tumorales, infecciones
virales y enfermedades que van acompafiadas de estas, asi
comoc al uso de cepas del parapoxvirus O0OVls para la
fabricacion de medicamentos para uso en hombres Yy
animales

La presente invencion se refiere ademas al uso de
cepas del parapoxvirus oOvis Y a formas medicamentosas
fabricadas con ellas como agentes inmunoterapéuticos o
inmunoprofilacticos, en la metafilaxia antiestres para
impedir o prevenir enfermedades infecciosas tras estrés
(p e) operaciones) al uso en la profilaxis de
infecciones para aimpedlr © prevenir enfermedades
infecciosas mediante la toma antes de operaciones O
intervenciones (p e] antes del implante de protesis o de
intervenciones odontologicas), al uso en la metafilaxia de
infecciones o en la terapia de infecclones virales agudas

o cronicas por ejemplo del tracto respiratorio, de las

V2~
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infecciones por papilomavirus, de la infeccion por
herpesvirus, de la infeccion por VIH, de la infeccion por
virus de organos internos como poOr ejemplo la infecciédn
por virus de hepatitis, al uso en la cicatrizacion de
heridas para acelerar procesos de cicatrizacidn y al uso
para favorecer la cura de heridas que curan mal o0 no curan
(p eJ ulcera crural), al uso en enfermedades como la
esclerosis multaple, el asma, verrugas y otras
neoformaciones de la piel, al uso en enfermedades del
ambito alergico, al uso para 2impedir la eclosion de
alergias sistemicas asl Como al uso en alergias topicas Yy
al uso para la mejora del buen estado de salud, p €] en
la vejez, utilizandose como cepas de parapoxvlirus oOvis emn
el marco de la invencion las cepas NZ2, NZ-7, NZ-10 y orf-
11

Pueden utilizarse ademas derivados de estas cepas
obtenidos por pases (subcultivo) y/o adaptacion en
determinadas celulas, psr ejemplo WI-38, MRC-5 o celulas
Vero, o partes o trozos de virus de estas cepas o de estos
deraivados Por partes debe entenderse fragmentos
expresados genomica © subgenomicamente mediante vectores
adecuados por ejemplo vaccinia en sistemas adecuados
por ejemplo cultivos celulares de fibroblastos Por trozos
se entiende las fracciones obtenidas por purificacion

biroquimica, por ejemplc por cromatografia de particulas

v3
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fisicamente disgregadas, por ejemplo por accion de
ultrasonidos

La presente invencién se refiere ademas al uso de
dichas cepas de parapoxsirusovis para la fabricacion de
medicamentos y preparadcs farmacéuticos Ademas de esto,
la 1invencion se refiere al uso de dichas cepas de
parapoxvirus oOvis en combinacién con otros agentes para la
fabricacion de medicamentos y preparados farmacéuticos
para la terapia antivirzl o del cancer

Es sabido que infecciones virales latentes vy

cronicas persistentes pueden activarse o reactivarse por
una lnmunosupresion, o a la inversa que el sistema inmune
reprime la enfermedad aguda que puede producirse por un
virus que esta latente (p ej una infeccion latente por
herpes virus recurre por 1nmunosupresion vesiculas en los
labios por estres o toma de cortisona) Es sabido ademas
gue las infecciones virales cronicas persistentes y
latentes pueden tratarse con dificultad o en absoluto con
substancias antivirales habituales de base de bajo peso
molecular

Un motivo de ello puede ser la ausencia de actividad
enzimatica viral en tecles infecciones (por ejemplo la
ausencia de una actividad de polimerasa viral que primero
debe 1incorporar un 1inhibidor nucleosidico en el acido

nucleico viral para que este pueda llevar p e] a la

@y
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rotura de cadena en el ADN viral por ejemplo la ausencia
de una actividad de timidinguinasa viral, que p €]
primero debe fosforilar un compuesto antiviral para que
este pueda hacerse activo) o bien la ausencia de
reconocimiento de células infectadas o degeneradas, p €]
celulas cancerosas © antigenos virales por el sistema
inmune del huésped

Es sabido 1gualmente que en 1infecciones virales
crénicas persistentes una superinfeccidédn con otro virus
puede conducir a efecto antivirales dirigidos contra el
virus cronico persistente 1 La dependencia de este efecto
de 1nterferones como IIN-y y TNF-a que se segregan por
celulas T células asesinas naturales y macréfagos pudo
indicarse por los autores

Los resultados de estos autores confirmaron otro
estudio anterior en el que se habia 1indicado que las
celulas T citotédxicas restringidas de clase I podian
inhibir la expresion genica de VHB hepatocelular en
ratones transgénicos con VHB que este proceso Se
desarrollaba sin destruccion de las celulas hepaticas y
que este proceso fue ceusado por TNF-o e IFN-Y 2]

En la practica veterinaria se utiliza desde hace
largo tiempo un producto para la induccién de ainmunidad
paraespecifica , un llamado inductor de parainmunidad

terapeutico, meta- y profilactico Los 1inductores de
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parainmunidad estan con<tituidos p e] por parapoxvirus
ovis, cepa D 1701 quimicamente inactivados (DE 3 504 940)
Un producto fabricado sobre la base de este virus
(parapoxvirus ovis, cepa D 1701) es el BAYPAMUN®

El parapeoxvirus inactivado induce en un animal una
proteccién inespecifica frente a infecciones por los mas
distintos germenes Se acepta que esta proteccion esta
mediada por distintos mecanismos del sistema de defensa
del propio organismo

Entre estos mecanismos se cuentan la induccion de
interferén, la activacién de las celulas asesinas
naturales la induccion de la actividad estimulante de
colonias {CSA) asi como la estimulacion de la
proliferacion de linfocitos Investigaciones anteriores
respecto al mecanismo de accion indicaron la estimulacion
de interleucina 2 e interferon-a ¥

Ante estos antecedentes se plantea por consiguiente
el cometido de perfeccionar la utilidad terapéutica de la
sobresaliente actividac del parapoxvirus ovis de modo que
aumente cualitativamente 1la llamada 1nduccion de una
respuesta 1nmune paraespecifica del parapoxvirus OVis,
cepa D 1701 generalizada anteriormenta descrita y
mejorarla de modo qu2 utilizando menores dosis puedan
conseguirse mejores e ectos antivirales o antitumorales

Esto hacia esperar adicionalmente un efecto terapeutico

V6
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con menos efectos secundarios

Ha sido por consiguiente cometido de la invencion
mejorar la actividad inmunologica del parapoxvirus Este
cometido se ha resuelto wutilizando las cepas de
parapoxvirus ovis anteriormente indicadas en lugar de la
cepa D 1701 habitualmente utilizada

La presente invencion se refiere al uso de virus que
taxonomicamente pertenecen a una de las cepas Nz2, N2-7,
NZ-10 u orf-11 de parapoxvirus ovis para la fabricacion de
medicamentos contra infecciones virales y cancer en
hombres y animales

Ademas la invencion se refiere al uso de derivados
de las cepas conforme a la invencién obtenidos por pases
o adaptacion en sistemas celulares adecuados como por
ejemplo celulas humanas como WI-38 MRC-5, celulas de
monoc, p €] celulas Vero, celulas bovinas como p €]
BK/K13R47/Reg o MDBK, y celulas ovinas como MDOK para la
fabricacion de medicamentos contra infecciones virales Yy
cancer en hombres y animales y lo tiene por objeto, Y
ademas al uso de partes o trozos de las cepas indicadas y
sus variantes por pases y adaptacion, debiéndose entender
por partes fragmentos expresados genomica o
subgencmicamente mediante vectores adecuados como Vv1irus
vaccinia en sistemas acecuados como cultivos celulares de

fibroblastos y por trozos las fracciones obtenidas por
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purificacion bioquimica como cromatografia de las
particulas virales expresadas o fisicamente disgregadas,
para la fabricacidén de medicamentos contra infecciones
virales y cancer en hombres y animales y lo tiene por
objeto, y ademds al uso de una de las cepas de
parapoxvirus ovlis y di¢rivados obtenidos como se ha
descrito anteriormente para la fabricacion de medicamentos
y preparados farmaceuticos como agentes inmunoterapeuticos
o inmunoprofilacticos en enfermedades autoinmunes y en
infecciones virales agudas y cronicas del tracto
respiratorio y de los c¢rganos internos, y lo tiene por
objeto, y ademas al uso de una de las cepas y derivados
obtenidos para la fabricacion de medicamentos y preparados
farmaceuticos para la metafilaxia antiestres y para
impedir o prevenir enfermedades infecciosas tras estres
as1 como en la profilaxis de infecciones en el marco de
operaciones e intervenciones odontologicas, y lo tiene por
objeto, y ademas al uso de una de las cepas y derivados
obtenidos para la fabricacion de medicamentos y preparados
farmaceuticos para su uso en la metafilaxia de infecciones
o terapia de infeccion=s virales agudas y cronicas por
ejemplo del tracto respiratorio en las infecciones por
papilomavirus, en la infeccion por virus del grupo herpes

en la infeccion por VIH, en la infeccion oor virus de

organos 1nternos como gor ejemplo la infeccion por virus

vy
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de hepatitis asi como para su uso en enfermedades como la
esclerosis multiple, el asma, verrugas y otras
neoformaciones de la piel, y lo tiene por objeto, y ademas
al uso de una de las cepas y derivados obtenidos para la
fabricacion de medicamentos y preparados farmaceuticos
para su uso en heridas para acelerar procesos de
cicatrizacidén y a su usc para favorecer la cura de heridas
que curan mal o no curan y de la ulcera crural y lo tiene
por objeto, y ademas al uso de una de las cepas Yy
derivados obtenidos para la fabricacion de medicamentos y
preparados farmaceutico. para su uso en enfermedades del
ambito alergico, psoriasils, neurodermitis, otras
enfermedades autoinmunes como p e€] lupus eritematoso asi
como para la mejora del buen estado de salud, p e] en la
vejez, y lo tiene por objeto, y ademas al uso de una de
las cepas y deraivados obtenidos para la fabricacion de
medicamentos y preparados farmaceuticos para su uso contra
enfermedades inflamatorias, degenerativas y proliferativas
de los organos internos, p ej enfermedad de Crohn, de la
piel, de la sangre, del sistema nervioso central y sus
anejos, inluidos los ojos 1incluido el cancer, y lo tiene
por objeto, y ademas al uso de una de las cepas y
derivados obtenidos de estas en combinacion con otros
agentes para la fabricacion de medicamentos y preparados

farmaceuticos para la terapia antiviral o del cancer en

134
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hombres y animales, y lo tiene por objeto

Un objeto mas preferido de la invencion es el uso de
una de las cepas de parapoxvirus ovis en combinacion con
otros agentes para la fabricacion de medicamentos y
preparados farmacéuticos para administracidén oral, y/o en
una formulacion resistente al Jjugo gastrico para
administracion oral

El parapoxvirus ovls NZ-2 aqui 1indicado a modo de
ejemplo se deposito el 10 de Julioc de 2001 en la European
Collection of Cell Cultures, Centre for Applied
Microbiology and Research, Porton Down, Salisbury,

Wiltshire, SP4 OJG Reins Unido El numero de deposito es

A modo de ejemplo se ha encontrado

Para el ensayo ©oroof of concept se utilizaron
ratones transgenicos corn virus de la hepatitis B (cepa VHB
1 3 Xtg,) Se utilizaron 7 animales machos de una edad de
8 a 10 semanas por grupo La administracion de las
distintas dosis se realizo intraperitonealmente en un
volumen de 0,15 ml el dia 1 (comienzo del experimento) y
el dia 4

Para la administracion se prepararon las siguientes

diluciones de cada unea de las cepas del virus para los

SO
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distintos grupos de dosis
1* Dosis 1,5x10% TCID;,
2® Dosis 5x10° TCIDs,
3% Dosis 1,5x103% TCIDs,
4* Dosis 5x10* TCIDs,

Como control de placebo se utilizo PBS esteril exento
de pirogenos
La concentracion del virus se efectuo del modo
siguiente 500 ml de sobrenadante de parapoxvirus OvVis,
cepa NZ 2 (titulo aprox 2x10° TCIDs;y/ml) y parapoxvirus
ovis, cepa D 1701 (titulo 1x10’ TCIDs/ml) se ajustaron al
mismo titule de viru Para ello se utilizo una
ultracentrifuga Beckman (rotor SW28 a 28000 rpm 3 h 4°C)
Tras la centrifugacion los sedimentos se ajustaron con
volumenes correspondientes de medio diluyente a un titulo
de 1x10' TCID,;/ml
Se utilizaron alicuotas de las dosificaciones
correspondientes para una retrotitulacion de control que
confirmo los titulos de estas dosificaciones Las dosis
correspondientes tras la toma correspondiente de la
alicuota de control se inactivaron durante 1 hora a 56°C
Medio diluyente 10 ml de EMEM 10x
2,7 ml de bicarbonato 2 gl
1 ml de glutamina al 1%

86,3 ml de agua bidestilada

N.y'4
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El dia 5 se sacrificaron los animales sin dolor y se
les extrajo el higado y sangre Aproximadamente 20 mg de
higado por animal se procsaron con QIRamp Tissue Kit
(Qragen, Hilden), se determino fotometricamente la
concentracion del ADN y se controlo la integridad
electroforéeticamente en un gel de agarosa del 1% El1 ADN
se hibridoe en un procedimiento de hibradacion de
transferencia por puntos con una sonda especifica de VHB
Previamente se trato el ADN con RNAse A (Qiagen, Hilden)
para excluir sefilales causadas por ARN Se aplicaron 200 pl
(10 pg) de ADN en una membrana de nailon (Boehringer
Mannheim), se trataron 4 veces durante respectivos 3
minutos con scak I (NaOH 0 5 N NaCl 1 M) y dos veces con
soak II (NaCl 3 M Tris-d4Cl 0,5 M, pH 7,4) se mantuvieron
en estufa a 120°C durante media hora y a continuaclion se
prehibridaron sin sonda durante 30 minutos a 60°C con un
tampon de hibridacion estandar (S3C 5x 0,1% de N-
lauroilsarcosina p/v 0,02% de SDS reactivo de bloqueo 1x
y 100 pg/ml de ADN de esperma de pescado) A continuacion
de este paso se realizo la hibridacion con una sonda
cebada con un oligonucleotido aleatorio que contenia el
genoma del VHB completo (20-40 ng/ml de tampon de
hibridacion) El filtro se lavo despues durante 10 minutos
a 64°C en SSC 4x/0,1% de SDS SSC 2x/0,1% de SDS y SSC

1x/0 1% de SDS
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La deteccion inmunclogica se realizo con el sistema
cDP-Star® (Boehringer Mannheim) conforme a las
instrucciones del fabricante Para la valoracidén se
utilizo un LumiImage ® {(Boehringer Mannheim) La
cuantificacien del ADN especifico de VHB en la sangre se
realizo mediante PCR cuantitativa Primeramente se obtuvo
el plasma mediante centrifugacion de la sangre con EDTA
El ADN se purificé mediante el HighPure 16 System Viral
Nucleic Acid Kits (Boehringer Mannheim) y se analizaron
las seflales especificas de VHB por PCR cuantitativa con el
ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System (PE Applied

Biosystems) Se utilizaron los sigulentes cebadores y

sondas
ayw-570f (sentido) 5'-CTGTACCARAACCTTCGGACGG-3"'
ayw-6704 (antisentaido) 5'-AGGAGAAACGGGCTGAGGC-3’
Sonda
ayw-613t 5'-CCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAATT-3'

El ADN se amplifico en 50 pl de volumen de reaccién
(la reaccidén contenia 1 4 mM de cada dNTP, MgCl, 4,75 mM,
15 pmol de uno de cada cebador y de la sonda, 5 pul de
tampon PCR 10x [todos los reactivos de la PCR procedian
del TagMan core reagent kit Perkin Elmer/Roche Molecular
Systems Inc ] y 1 25 U de Taq ADN polimerasa y 0,25 U de
Amp erasa Tras un paso de desnaturalizacion inicial (10

min a 95°C) las muestras se sometieron a 40 ciclos de



10

15

20

25

13

desnaturalizacion (95°C 20 seq) y a reasocilacién/extension
(56°C, 1 min) E1l analisis de los productos se realizo con
el software estandar ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection
System

Se realizo un 3nalisis histoquimico mediante
anticuerpos contra el aniigeno del nuclec del virus de la
hepatitis B (Dako) Para ello se fijaron partes de un
lobulo hepatico durante una noche con formaldehido al 4%,
se incluyeron en parafina y se cortaron (5 wum) Tras la
desparafinacién y rehidratacion se extinguio la actividad
de peroxidasa endégena con H;0; al 3% durante un periodo
de 20 minutos La union inespecifica se blogqued con suero
ovino normal A continuacion los cortes se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente con los
anticuerpos diluidos 1 S00 Todos los pasos subsiguientes
se llevaron a cabo con el Vectastain ABC Kit (Vector
lLaboratories) como describe el fabricante

La reaccion 1nmune se visualizo con tetracloruro de
3, 3-diamino-bencidina y peroxido de hidrocgeno Los cortes
se contratifieron con hematoxilina/eosina

Los analisis estadisticos de los resultados se
realizaron por analisis de varianza y comparacion post-
hoc

En el resultado se comprobo sorprendentemente que

utilizando la cepa NZ 2 se alcanzaba un refuerzo de la
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actividad antiviral en comparacion con la capa D 101 de
parapox ovlis conocida Por consiguiente, es posible por
vez primera utilizando parapoxvirus oOvias inducir un
refuerzo en la compleja capacidad del sistema inmune que
se diferencia significativamente del refuerzo de actividad
de los inductores de parainmunidad conocidos hasta ahora

Se obtuvieron sorprendentemente los siguientes
resultados

Higado En los animales tratados con NZ-2 se
determino en comparacion con los animales tratados con D
1701 una reduccion signi.icativamente mas intensa del ADN
especifico de VHB En comparacion con D 1701 NZ2 es mas
potente en su actividad antiviral en el grupo de dosis
mas elevada la toma de NZ 2 reduce el ADN especifico de
HBV en mas de un factor 45 mejor gque la toma de la misma
cantidad de D 1701, y en el grupc de dosis mas baja en un
factor 57 En el plasma la toma de NZ 2 reduce el ADN
especifico de HBV en el grupo de dosis mas baja en mas de
un factor 10 mejor que la toma de la misma cantidad de D
1701 Por consiguiente se ha demostrado que la actividad
terapeutica de parapoxvirus oVis NZ 2 es
significativamente mejor que la de la cepa D 1701

En las figuras se representa la reduccion de las
seflales especificas de VHB en comparacion con el grupo de

placebo (este se egquipart a 100%)
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La Figura 1 muestra resultados del tratamiento de
ratones transgenicos con VHB con cepa D 1701 y NZ 2
respectivamente El1 ADN especifico de VHB se redujo en el
higado en todos los grupos de dosis con ambas cepas
significativamente en comparacion con el grupo de placebo,
peroc con la cepa NZ 2 mas intensamente Con las dos dosis
mas bajas de NZ 2 se presento una reduccidn
significativamente m&s intensa del ADN especifico de VHB
que en los grupos de dosLs equivalentes de D 1701 En la
Figura 2 se muestra el resultado del tratamiento de
ratones transgenicos con VHB con cepa D 1701 y NZ 2
respectivamente en el plasma El ADN especifico de VHB se
redujo en el plasma en todos los grupos de dosis con ambas
cepas significativamente en comparacion con el grupo de
placebo pero con la cepa NZ 2 mas 1intensamente En
contraposicion con la dosis mas baja de NZ 2 la dosis mas
baja de la cepa D 1701 no actubé ya de modo antiviral
significativamente

2 Induccion de citocinas,

Ratones hembras Balb/c de 7 a 8 semanas de edad se
mantuvieron en condiciones esteriles y se utilizaron para
el ensayo Los animales se distribuyeron al azar y se
dividieron en grupos de 6 animales cada uno Se utilizé el
siquiente esquema de tratamiento

Grupo 1 Placebo

NG
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Grupo 2 Parapoxvirus ovis cepa D 1701 5x10°
TCIDsy/dos1s
Grupo 3 Parapoxvirus ovis cepa Nz 2 5x10*
TCIDgs/douls
Grupo 4 Placebo
Grupo 5 Parapoxvirus ovis cepa D 1701 5x10°
TCIDs/dOsis
Grupo 6 Parapoxvirus ovis cepa NZ 2 5x10*
TCIDse/dos1s
El volumen de administracion ascendio a 10 ml/kg, la
administraci6n se realizo intraperitonealmente
Los animales de los grupos 1 a 3 se sacrificaron 6
noras despues de la administracidén y los animales de los
grupos 4 a 6 12 horas después de la administracion, se
obtuvieron celulas peritoneales mediante un lavado con PBS
frio y se aislaron los ganglios linfaticos portales Yy
mesentéricos
Las celulas peritoneales se concentraron mediante un
paso de centrifugacion (5 min a 3000 rpm a temperatura
ambiente en una centrifuga de mesa de tubos Eppendorf), a
continuacién se suspendieron en 0 2 ml de tampon de lisas
(solucion de lisis citrato sodico 25 mM, 1sotiocianato de
guanidinio 4 M 0,5% de N-lauroil-sarcosina), Se
congelaron subitamente y se almacenaron a -75°C hasta la

preparacion del ARN
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La preparacion del ARN total se realizé mediante
extraccion acida con ~enol/cloroformo Para ello se
descongelaron a temperatura ambiente las muestras
congeladas en tampon de lisis y se mezclaron para la
extraccion con las siguientes soluciones 1/10 en volumen
de tampon de lisis acetato sédico 2 M (pH 4,0), 1 en
volumen de tampon de lisis fenol saturado de agua, 1/5 en
volumen de tampon de lisas cloroformo/alcohol isoamilico
(24 1) Esta mezcla se mezclo durante 10 segundos en un
Vortex y a continuacion se mantuvo en hielo durante 10
minutos La separacidon de fases se realizo por
centrifugacion a 15365 ¢ y 4°C durante 30 minutos Despues
la fase acuosa se transfirio a un nuevo recipiente y para
el aislamiento del ARN que se encontraba en esta fase se
afiadieron 8 ml de RNA-MATRIX del Rnaid™ plus KIt (DIANOVA)
y se incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente EI
complejo ARN/RNA-MATRIX se preciplito por centrifugacién a
7000 g y el sobrenadante se desecho El sedimento se lavo
seguidamente 2x con sendos 250 ml de RNA-WASH (DIANOVA) y
tras el ultimo lavado se seco por centrifugacion a vaclo
El ARN se eluyo por adicién de 20-30 ml de agua destilada
exenta de ARNasa por calentamiento a 55°C durante 15
minutos Tras centrifugacion a 7000 g y temperatura
ambiente durante 1 minuto se separdé la matriz

transfiriendo la solucion de ARN a un nuevo recipiente

g =)
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La calidad del ARN sz examino mediante electroforesis
en gel E1 ARN se almacenc a -70°C

La sintesis del ADNc se realizo por transcripcion
inversa del ARNm utilizando cebadores oligo(dT) como
moleculas 1niciadoras para la polimerizacion En la mezcla
de sintesis estaban presentes los siguientes componentes
200 ng-2 ug de ARN total 2 pl de transcriptasa linversa M-
MLV (200 U/pl) (GIBCO/BRL), 8 pl del correspondiente
tampon S5xRT (GIBCO/BRL), 1 pl de DTT (0,1 M) (GIBCO/BRL)
4 pl de dNTP (2,5 mM) (SIGMA), 2 pnl de cebador
oligo(dT)12-18 (100 py/ul) (PROMEGA} 1 ul de inhibidor de
ARNasa humana de placenta (10000 U/ml) (GIBCO/BRL) y agua
hasta 40 pl de volumen total La mezcla se mantuvo durante
10 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se
incubo durante 45 minutos a 37°C despues se calento
durante 3 minutos a 95°C e inmediatamente se enfrio sobre
hielo El ADNc sintetizado de este modo se almacené a -
20°C

Las cantidades del ADNc se estandarizaron mediante
un gen housekeeping (B-actina) La PCR cuantitativa se

realizo con el ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System

(PE Applied Biosystems) Se utilizaron los siguientes
cebadores
p-Actina sentado 5'-TGG AAT CCT GTG GCA TCC

ATG AAA C-3'
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antisentido 5'-TAA AAC GCA GCT CAG TAR
CAG TCC G-3'
IFN-yY sentido 5'-AGCGGC TGA CTG AAC TCA GAT
TGT AG-3'
antisentido 5'-GTC ACA GTT TTC AGC TGT
ATA GGG-3'
TNF-o sentido 5'-GGC AGG TCT ACT TTG GAG
TCA TTG C-3'
antisentido 5'-ACA TTC GAG GCT CCA GTG
AAT TCG G-3'
IL-5 sentido 5'-GCC AAC TGG ATA GAT GTA
AGA TAT GAC CT-3'
antisentido 5'-CGT GTT GAT GAA CAT TTG
GAC AAT GCG TAT-3'
El1 ADN se amplifico en 25 pl de volumen de reaccion
(la reaccion contenia 1,4 mM de cada dNTP, MgCl, 4 mM, 0,3
pumol de uno de cada cebador y de la sonda, 2,5 pl de
tampon PCR 10x con verde SYBR [todos los reactivos para la
pCR procedian del SYBR Green PCR core reagent kit Perkin
Elmer/Roche Molecular Systems Inc ] y 1,25 U de Taq ADN
polimerasa y 0 25 U de Amp erasa Tras un pasc 1nicial de
desnaturalizacion (85°C durante 10 min) las muestras e
sometieron a 40 ciclos de desnaturalizacion (95°C 30 seq)
y a reasoclaclon/extension (60°C, 1,30 min) El andlisais

de los productos se r2alizo con el software estandar ABI

O
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PRISM™ 7700 Sequence Detection System Los analisis
estadisticos de los resultados se realizaron por analisas
de varianza y comparacion post-hoc

Se obtuvieron sorprendentemente los sigulentes
resultados

1 La expresion de interferdédn y tras el tratamiento
con la cepa D 1701 o la cepa NZ 2 se indujo 6 y 12 horas
después de la administracion (Eigura 3} Esta induccion es
con la cepa NZ 2 significativamente mayor tanto respecto
al placebo com tambien respecto a la cepa D 1701 El nivel
de la expresion de 1inter:eron y observado tras la toma de
la cepa D 1701 no es significativo respecto al del control
de placebo Estan representados los valores que se
midieron en celulas obtenidas por lavado peritoneal

2 La expresion de TNF a tras el tratamiento con la
cepa D 1701 se 1indujo 6 horas despues y con la cepa NZ 2
12 horas despues de la administracion (pudiendose
constatar tras 12 horas ya un descenso en comparacion con
el valor de 6 horas Figura 4) Esta induccion es con la
cepa NZ 2 6 horas despues de la administracion
significativamente mayor que comparativamente respecto a
la cepa D 1701 Estan representados los valores que se
midieron en celulas obtenidas por lavado peritoneal

3 La expresion de IL-15 tras el tratamiento con la

cepa D 1701 o la cepa NZ 2 se indujo 6 y 12 horas despues

&/
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Se midieron los tumores y los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en tres grupos de diez animales cada uno
A los distintos grupos obtenidos se les administrd del
modo siguiente

Grupo 1 Placebo (PBS)

Grupo 2 Parapoxvirus ovis, cepa D1701

Grupo 3 Parapoxiirus ovis, cepa N22

La D1701 se administro en una dosis de 2,5x10° TCIDs,
1a N22 en una do 1s de 1x10° TCIDy, en total
respectivamente cuatro veces espaciadas respectivamente
tres dias Los tumores se midieron dos veces por Ssemana
Las significancias se determinaron mediante el test de
Student

La Figura 6 muestra el tamafio medio de los tumores
(en miligramos) en animales de los grupos 1 a 3 en el
transcurso del tiempo de ensayo (en dias)

(Simbolos grupo 1, circulos grupo 2 triangulos
grupo 3, cuadrados)

De modo sorpreadente se encontro en sistemas
experimentales una significativa actividad diraigida hacia
tumores en comparacion con el grupo de control {p < 0,05)
Ademas la cepa NZ2 s¢ mostré claramente mas potente que
la cepa D1701 Para conseguir el mismo efecto fue
necesario solamente aproximdamente la mitad de la cantidad

de NZ2, en comparacidén con la de D1701

63
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Este hallazgo justifica claramente la actividad
terapeutica de preparaciones de virus conforme a la
invencion en ratones desnudos portadores de tumores

Los ratones desnudos son inmunodeficientes y no
disponen de células T funcionales La actividad dirigida
contra los tumores es causada presumiblemente en sistemas
experimentales por las clientelas naturales (CN), otras
celulas y accion directa de citocinas/quimiocinas En un
sistema inmune completo e intacto seria de presumir que la
mejor actividad de NZ2 resultaria todavia mas clara

4 Otras diferencias hiologicas entre NZ2 y D1701

Se ha encontrado que el parapoxvirus NZZ en
contraposicion a la cegpa D1701 puede ser subcultivado de
modo continuado sobre lineas celulares humanas Esto
indica diferencias basicas en el comportamiento de
replicacion y/o en los receptores virales en NZ2 y en
D1701

La adaptacion a lineas celulares humanas s un
requisito importante para la produccion de cepas virales
sobre lineas celulares humanas

4 a) Subcultivabilidad continuada sobre celulas

humanas MRC-5

En la Figura 7 se 1epresenta un ensayo de adaptacion

de las cepas NZ2 y D1701 a la linea celular humana

diploide MRC-5 La MRC-T es adecuada para la produccion de
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principios activos biclogicos y vacunas Las cepas se
utilizaron con el mismo titulo inicial y los
correspondientes sobrenadantes del cultivo celular se
continuaron a través cde 5 pases en celulas MRC-5 Esta
representada la titulacion de muestras de los
sobrenadantes de las celulas MRCS respectivamente
infectadas en TCIDs, a traves del numero de pases
Solamente la «cepa NZ2 pero no la D1701, pudo
retrotitularse sobre cultivos celulares renales bovinos
(BK clon 3a) Esto indica diferencias biclogicas basicas
entre las dos cepas en el comportamiento de infeccidn y
replicacion Al mismo tiempo este resultado indica que la
NZ2 puede reproducirse en un espectro de celulas mas
amplio que la D1701, con lo que resulta la posibilidad de
un procedimiento de produccion basado en celulas humanas

4 b) Subcultivabilidad de NZ2 y D1701 sobre celulas

WI-38 y celulas BK clon 3a

Tambien mediante los experimentos representados en
la Figura 8 vy la Figura 9 se aclaran diferencias
biologicas esenciales entre las cepas Nz2 y D1701 La
Figura 8 muestra el titulo de virus en ensayos de
subcultivo de D1701 en celulas BK clon 3a bovinas y en
células WI-38 humanas a traves del numero de pases Puede
observarse que la Dl1701 es subcultivable de modo

continuado sobre células BK clon 3a pero no sobre células
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WI-38 humanas

Otra cosa sucede con la cepa NZ2 Esta cepa puede
subcultivarse de modo continuado durante varios dias tanto
sobre celulas BK clon 3a como también sobre celulas WI-38
(Ergura 9)

También estos resultados indican claras diferencias
en el comportamiento de infeccion y replicacion de NZ2 y
D1701

4 ¢) Actividad dependiente de la dosis de NZ2 en el

ensayo de desafio con herpesvirus tras
subcultivo en WI-38

Para la investigacion de las propliedades
inmunoestimuladoras ce cepas de NZ2 que han sido
subcultivadas sobre celulas WI-38 se realizaron ensayos de
desafio con herpesvirus en ratones Se trataron tres
grupos de respectivamente 10 animales de ensayo con
respectivamente 1x10* TCIDs, 5x10° TCIDs y 1x10° TCIDsyy Un
grupe de control recibio un placebo La tasa de
supervivencia de los cuatro grupos de ensayo esta
representado en la Figura 10 a traves del tiempo despues
de la infeccion con herpesvirus Sorprendentemente se
comprobo que la NZ2 tras el subcultivo sobre celulas WI-38
no habia perdido sus propiedades inmuncestimuladoras

Todos los resultados experimentales de este ejemplo

indican diferencias biologicas basicas en el

66
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comportamiento de infeccion y replicacion de NZ2 y D1701
Se ha encontrado sorprendentemente que la produccién de
NZ2 para su uso como inmunomodulador no esta asociado, en
contraposicion a la D1701, a celulas renales bovinas como
linea celular de produccidén

Sobre la base de las conocidas relaciones de 1la
influencia de una respuesta inmune Thl sobre infecciones
virales latentes y cronicas persistentes 5% as1 como
sobre enfermedades proliferativas p ej cancer ' y de
las mejores propiedades inmunomoduladoras de la cepa Nz 2
de parapoxvirus ovlis en comparaclion con la cepa D 1701 de
parapoxvirus ovis, es posible la utilizacion de
1nmunomoduladores basadcs en la cepa NZ 2 de parapoxvirus
ovis o en una de las cepas anteriormente indicadas como
monoterapia o en combinacion con compuestos de bajo peso
molecular biologicamente activos, p e] antivirales, en
hombres y animales y el aprovechamiento terapeutico para
la terapia antiviral de ainfecciones por virus de la
hepatitis B por virus de la hepatitis C u otros germenes
del grupo de los virus causantes de la hepatitis asi como
de otras infecciones virales de los 6rganos internos, asi
como de infecciones, tambien acompafiadas de otras
enfermedades por los distintos tipos del virus del herpes
simplex (VHS), los distintos tipos del virus del papiloma

humano (VPH), el wvirus de la 1inmunodeficiencia humana

63—
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(VIH) el virus de la vericela zooster, el citomegalovirus
humano (CMVH}, asi como de 1las correspondientes
enfermedades virales en animales

Ademas, con las <cepas de parapoxvirus o©Ovls
anteriormente indicada , dedido al mecanismo de accion
indicado, pueden llevarse a cabo en especial los
siguientes tratamientos profilacticos o terapeuticos
prometedores

Reduccién de las recurrencias en 1infecciones por
herpesvirus, metafilaxia, es declr reduccion del
establecimiento de infecciones virales (p ej VIH) si se
trata inmediatamente despues de la exposicion al agente N
El tratamiento de cancer es igualmente posible dedido al
mecanismo de accion ¥?

Sequn sea el problema clinico el agente terapeutico
basado en el parapoxvi us se administra sistémicamente,
asi por ejemplo 1intramuscularmente, subcutaneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente, per os, o
localmente El parapoxvirus se presenta a este respecto o
purificado y liofilizado y/o inmediatamente antes de la
administracion se susperde en un disolvente adecuado o se
presenta en otra formulacion adecuada o se presenta en una
forma de administracion resistente al jugo gastrico © en
otra forma de administracion oral

Igualmente pueden prepararse preparados a partir de
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derivados de NZ2 obtenidos por pases y/o adaptacion en
determinadas células, por ejemplo celulas WI-38, MRC-5 o
Vero, y de las otras cepas O partes o trozos de NZ2
anteriormente indicados y de las otras cepas indicadas o
de estos derivados Por partes debe entenderse fragmentos
expresados genomica © subgenomicamente mediante vectores
adecuados, por ejemplo vaccinia, en sistemas adecuados,
por ejemplo cultivos ce ulares de fibroblastos Por trozos
se entiende las fracciones obtenidas por purificacion
biogquimica, por ejemplo por cromatografia, de particulas
fisicamente disgregadas por ejemplo por accion de
ultrasonidos

Ademas, pueden ser necesarias varias administraciones
o0 tratamiento prolongado con esquemas temporales que
correspondan a los requisitos del problema clinico

Asi, en la terapLa anticancerosa por ejemplo (sin
embargo sin limitacion) el uso conforme al siguiente
esquema se muestra espt ciralmente prometedor

Administracion intramuscular de respectivas 10% a 107
TCIDs, (Tissue Culture Infective Dosage) durante 4 semanas
cada dia 3 seguida de 2 semanas de pausa nueva
administracion intramuscular de respectivas 106 a 107
TCIDs, durante 4 semanas cada dia 3 sequida de 2 semanas
de pausa nueva administracion intramuscular de

respectivas 10 a 107 1CID,, durante 4 semanas cada dia 3

&9
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seguida de 2 semanas de pausa segun el grado de gravedad
y el exito en la curacicn estos ciclos pueden completarse
con otros ciclos, como alternativa puede estar indicado
tamb1én un esquema segun el cual la formulacion se
administra cada dia 4 a 5 durante al menos 3 meses

En infecciones viilicas cronicas se administran por
ejemplo 10° a 107 TCIDs; de la formulacion subcutaneamente
en la zona abdominal o intramuscularmente en la zona del
deltoides o del cuadriceps cada dia 3 un total de 5 veces
Pueden efectuarse desviaciones sobre este esquema Segun
las necesidades que resulten de la enfermedad Para la
profilaxis de resfriados debe hacerse gérgaras con la
formulacion y repetir esta aplicacion en tanto exista el
riesgo de contaglo

Para la prevencion de infecciones tras intervenciones
quirurgicas orales (p €] una operacion dental) debe
gargarizarse la vispera de la intervencion durante 1-2

min

Y0
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Habiendo descrito la invencion como antecede, se

declara como propiedad lo contenido en las siguientes

Reavandicacaiones

1 Uso de virus que taxonomicamente pertenecen a una
de las cepas NZ2, NZ-7, NZ-10 u orf-11 de parapoxvirus
ovis para la fabricacion de medicamentos contra

infecciones virales y cancer en hombres y animales

2 Uso de derivados de los virus conforme a la
reivindicacion 1 obtenidos por pases o adaptacidén en
sistemas celulares adecuados como por ejemplo celulas
humanas como WI-38, MR(-5, celulas Vero, celulas bovinas
como BK-K13A47/Reg o MDBK, y celulas ovinas como MDOK
para la fabricacion de¢ medicamentos contra infecciones

virales y cancer en hombres y animales

3 Uso de partes o trozos de los virus conforme a la
reivaindicacion 1 y 2, debiéndose entender por partes
fragmentos expresados genomica o subgendmicamente mediante
vectores adecuados como vaccinliavirus en sistemas
adecuados como p ej cultivos celulares de fibroblastos y
por trozos las fracciones obtenidas por purificacion

biogquimica como cromatografia de las particulas virales
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expresadas o fisicamente disgregadas, para la fabricacion
de medicamentos contra infecciones virales y cancer en

hombres y animales

4 Uso de una de las cepas de parapoxvirus OV1S
conforme a la reivindicacion 1-3 para la fabricacion de
medicamentos y preparados farmaceuticos como agentes
inmunoterapeuticos o inmunoprofilacticos en enfermedades
autoinmunes y en infecciones virales agudas y cronicas del

tracto respiratorio y de los organos 1nternos

5 Uso de una de las cepas conforme a 1la
reivindicacion 1-3 para la fabricacién de medicamentos y
preparados farmaceuticos para la metafilaxia antiestrés y
para impedir © prevenir enfermedades infecciosas tras
estres asi como en la profilaxis de infecciones en el

marco de operaciones € 1ntervenciones odontoldégicas

6 Uso de una de las cepas conforme a la
reivindicacion 1-3 para la fabricacion de medicamentos y
preparados farmaceuticos para uso en la metafilaxia de
infecciones o en la terapia de infecciones virales agudas
por ejemplo del tracto respiratorio, de las infecciones
por papilomavirus, de la infeccion por herpesvirus de la

infeccion por VIH, de la infeccion por virus de organos

i
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internos comc por ejemplo la infeccion por virus de
hepatitis asi como para uso en enfermedades como la
esclerosis multiple, el asma, verrugas Yy otras

necformaciones de la piel

7 Uso de una de las cepas conforme a la
reivindicacion 1-3 para la fabricacion de medicamentos y
preparados farmaceutico para uso en heridas para acelerar
procesos de cicatrizacion y para uso para favorecer la
cura de heridas que curan mal o no curan y de la ulcera

crural

8 Uso de una de las cepas conforme a la
reivindicacion 1-3 para la fabricacion de medicamentos y
preparados farmaceuticos para uso en enfermedades del
ambito alergico psoriasis, neurcdermitis, otras
enfermedades autoinmunes como p e] lupus eritematoso, asl
como para la mejora del buen estadc de salud p e] en 1la

vejez

g Uso de una de las cepas conforme a la
reivindicacion 1-3 para la fabricacion de medicamentos y
preparados farmaceutizos para uso contra enfermedades
inflamatorias degenerativas y proliferativas de los

organos internos (p e] enfermedad de Crohn) de la piel,

76
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de la sangre del sistema nervioso central y sus anejos,

inluidos los ojos, incluido el céncer

10 Uso de una de las cepas de parapOXvlirus OV1sS
conforme a la reivindicacién 1-3 en combinacién con otros
agentes para la fabricacion de medicamentos y preparados
farmaceuticos para la terapia antiviral o del cancer en

hombres o animales

11 Uso de una ce las cepas de parapoxvirus OV1S
conforme a la reivaindicacion 1-3 en combinacidon con otros
agentes para la fabricacion de medicamentos y preparados
farmaceuticos para administracion oral y/o en una
formulacion resistente al Jugo gastrico para

administracion oral

77



La presente invencion se refiere al uso de cepas del
parapoxvirus oOvis como agente inmunoterapeutico en
debilidades inmunes de naturaleza wrnfecciosa o0 no
infecciosa, asi como al uso de cepas del parapoxvirus ovis
para el tratamiento de enfermedades tumorales, infecciones
virales y enfermedades que van acompafiadas de estas asi
como al uso de cepas del parapoxvirus ovis para la
fabricacion de medicamentos para uso en hombres vy

animales

21
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01 Internationales Aktenzeichen
02 Internationales Anmeldedatum
03 Name das Anmeldeamts und PCT
International Application
04 Formular PCT/RO/M01 PCT-Antrag
0-4.1 erstellt durch Benutzung von PCT-EASY Version 2 91
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05 Antragsersuchen
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KREBS
i Anmelder
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Deutschland
[1§:] Staaisangehdngkert (Staal) DE
nz Siz/Wohnsitz (Staat) DE
1§} Telefonnr 0214 30 71166
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M 1-4 | Name (FAMILIENNAME Vorname) WEBER, Olaf
Woocbradge, CT 06525
Ver St wvon Amerika
116 |Staatsangehtrigs it (Staat) DE
17 |SitzWohnsitz (Staat) us
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2

Anmelder und/oder Erfinder

21 |[Diese Person ist Anmelder und Erfainder

22 {Anmelder for Nur US

Il 2-4 | Name (FAMILIENNAME Vomame) SCHLAPP . Tobias

25 |Anschrft Gerstenkamp 10
D-51061 Koln
Deutschland

26 |Staatsangehorigkeil (Staat) DE

27 |Siz\Wohnsitz (Staat) DE

a Anmelder undfoder Erfinder

-31 |Diese Person Ist Anmelder und Erfinder

32 |Anmelder for Nur US

It13-4 | Name (FAMILIENNAME Vorname) SIEGLING, Angela

1335 |Anschnft 7, rue Francois Bonvain
F-75015 Parais
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Il 36 |Staasangehdngkeit (Staat) DE

37 |Sitz/Wohnsitz {Staat) FR

n-4 Anmelder und/oder Erfinder

lli-4 1 |Diese Person ist Anmelder und Erfinder

-4 2 | Anmelder far Nur US

Hl-4-4 | Name (FAMILIENNAME Vorname) KNOFRR, Andreas

-4 5 | Anschft Trillser Graben 10
D-40699 Erkrath
Deutschland

{4 6 | Staatsangehtrigkeit (Staat} DE

-4 7 | SitzAvVohnsitz (Staat) DE

s Anmelder undfoder E-inder

51 [Diese Person ist aAnme lder und Erfinder

152 | Anmelder fir Nur US

154 | Name (FAMILIENNAME Vomame) HIRTH-DIETRICH, Claudia

35 |Anschnft Stockmannsmuhle 127
D-47115 Wuppertal
Deulschland

56 |Staatsangehdrigkeit (Staat) DEF

W57 | Siz/Wohnsitz (Staat) DE

Il & Anmelder und/oder Erfinder

61 |Diese Person ist Anmelder und Erfinder

&2 |Anmelder fir Nur US

o4 |Name (FAMILIEANAME Vorrame) THELSS, Gudrun
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11167 | SitzWohnsitz (Staat) DE

o



PCT ANTRAG

9%

s
LEA34376-WO

Onginal {fur EINREICHUNG) gedruckt am 10 07 2001 01 1200P |

V1
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oder besondere Zustellanschnft
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gemeinsamer Vertreter
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angegeben) Vertragsstaat des PCT aist
EA AM AZ BY KG KZ MD RU TJ TM und jeder
weitere Staat, der Mitgliedsstaat des
Eurasischen Patentubereinkommens und
Vertragsstaat des PCT ist
EP AT BE CHE&LI CY DE DK ES FI FR GB GR
IE IT LU MC NL PT SE TR und jeder
weltare Staat, der Mitgliedsstaat des
Europaischen Patentubereinkommens und
Vertragsstaat des PCT ist
CA BF BJCF CG CI CM GA GN GW ML MR NE
SN TD TG und jeder weitere Staat, der
Mitgliedstaat der OAPI und Vertragsstaat
des PCT ast
T (e Souaren ot |P2 A AL 2 KT AU KZ BA 55 BG BR BY B
Ver‘ah;en sind gg in Klammem nach CA CH&LI CN CR CU CZ DE DK DM DZ EE ES
der {den) betre*fenden Bestimmung{en) | FI GB GD GE GH GM HR HU ID IL IN IS JP
angegeben) KE KG KP KR KZ LC LK LR LS LT LU LV MA
MD MG MK MN MW MX MZ NO NZ PL PT RO RU
SD SE SG ST SK SL TJ T™ TR TT TZ UA UG
US UZ VN YU 2ZA ZW
V3 Nationales Palent (Staaten die dem und alle weiteren Staaten, die am

PCT nach Veroffentlichung dieser
PCT EASY Version beigetreten sind )

Anmeldetag dem PCT angehoren
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PCT ANTRAG LEA34376-WO
Ongina! (fur EINREICHUNG) gedruckt am 10 07 2001 01 1200 PM
V5 Erklarung bzgl vorsorglicher
Bestimmungen
Zusatzlich zu den unter Punkten V 1
V 2 and V 3 vorgenommenen
Bestimmungen nimmt der Anmelder
nach Regel 4 9 Absatz b auch alle
anderen nach dem PCT zuldssigen
Bestimmungen vor mil Ausnahme der
nachstehend unter Punkt V-6
angegebenen Staaten Der Anmelder
erkldrt daf diese zusatzlichen
Bestimmungen unter dem Vorbehalt
einer Bestdtigung stehen und jede
zusatzliche Bestimmung die vor Ablauf
von 15 Monaten ab demn
Prioritatsdatumn nicht bestitigt wurde
nach Ablauf dieser Frist als vom
Anmelder zuriickgenommen gilt.
VE Staaten die von der Erklérung Uber |KEINE
vorsorgliche Bestimmungen
ausgenommen werden
Vi1 Prioritat einer frlheren nationalen
Anmeldung beansprucht
Vi11 | Anmeldedatum 11 Jula 2000 (11 07 2000)
Vi12 |Aktenzeichen 10033882 9
Vi13 |Staat DE
vi2 Prioritdt einer fruheran nationalen
Anmeldung beansprucht
VI21 | Anmeldedatum 09 Mai 2001 (09 05 2001)
Vi22 |Aktenzeichen 10122451 6
VI 23 |Staat DE
Vi1 [Gewidhlte Internationale Europiisches Patentamt (EPA) (ISA/EP)
Recherchenbehdrde _
Vil Kontrolliste Anzahl der Blatter Elektronische Datel{en) beigellgt
VI 1 Antrag [ -
Vill 2 | Baschreibung (chne 22 -
Sequenzprotokollieil)
Vil 3 | Anspriiche 3 -
Vill-4 | Zusammenfassung 1 EZABSTO00 TXT
VIl 5 | Zeichnung(en) 10 -
VIl 6 | Sequenzprotokolitell der Beschreibung |7 -
vin?z [ INSGESAMT 48
Beigefugte Unterlagen Unterlage(n) in Papierform beigefugt Elektonische Datei{en) beigefugt
VIl 8 | Blatt fir die Gebuhrenberechnung v -
Vil & | Gesonderte unterzeichnele Volimacht -
Vill 12 [Prioritdtsbeleg(e) Unterlage (n) VI-1 -
VIil 14 | Gesonderte Angaben zu hinterlegten v -
Mikroorganismen und/oder anderem
biclogischen b aterial
Vill 15 | Prookoli der Nucteot:d und oder Separate Diskette
Aminosduresequenzen in
computerlesbarer Form
VIt 16 [PCT EASY Diskette - Diskette
VIl 18 |Nr der Abb der Zeichn diemitder |<Nr >
Zusammen{ veroffentlicht werden
soll
VIli 19 { Sprache der int Anmeldung Deuts=h
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IX 4 Unterschrift des Anmelders oder <

Anwalts :

o Fehowc IR =
iX11 |Name BAYER AKTIENGESELLSCHAFT
ppa DOr Petrovicki B 1V Dr Hollberg
VOM ANMELDEAMT AUSZUFULLEN

101 | Datum des tatsachlichen Eingangs

dieser Internationalen Anmeldung
102 Zeichnung(en)
10-2 1 | Eingegangen
10-2 2 | Nicht eingegangen
103 |Geandertes Eingangsdatum

aufgrund nachtrdglich jedoch

fristgerecht eingeg Unterlage(n)

oder Zeichnung{en) zur

Vervolistaindigung dieser int

Anmeldung
104 Datum des fristgerechten Eingangs

der Berichtigung nach PCT Artikel

11(2) _
105  |Internationale Recherchenbehdrde [ TgSA /EP
06 | Ubermittiung des

Recherchenexemplars bis zur

Zahlung der Recherchengebithr

aufgeschoben

VOM INTERNATIONALEN BURO AUSZUFULLEN

111 Datum des Eingangs des

Aktenexemplars beim
Internationalen Bliro
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PCT {ANHANG BLATT FURDIE LEA34376-WO
GEBUHRENBERECHNUNG)
Orlginal (fir EINREICHUNG) jedrucktam 1007 2001 01 1200 PM
1221 | Nummer des laufenden Kontos 28 000 001
1222 |Datum 10 Jula 2001 (10 07 2001)
1223 |[Name und Unterschnift BAYER AXKTIENGESELL
Fa ;L )L—o Wl U house=2~
trovicki 1V Dr Hollber
PROFPROTOKOL L UND BEMERKUNGEN ollberg
13 2 1 | Priifergebnisse Grun®
Antrag Die Bezeichnung der Erfindung muB kurz
und genau gefaBt sein Batte uberprufen
1322 |Prifergebnisse Gelb!
Staaten Weitere nationale Bestimmung benutzen
Sie aktualisierte Wartungstabellen
anstatt dieses Feldes
1323 |Prufergebnisse Galb
Namen Anmelder 1 Anschrift (StraBe) nicht
angegeben
Gelb
Gemeinsamer Vertreter Anschraift
{StraBe) nicht angegeben
1325 |Prifergebnisse Grun®

Blologie

Biclogie 1in einigen PCT-Vertragsstaaten
1st es erforderlich, daB diese Angaben
in der Beschreibung enthalten sind
Baitte uberprufen

Gelb
Biologie 1 Eingangsnr nicht angegeben

1326

Prufergebnisse
Inhalt

Grun®

Prioritat 2 der Prioraitatsbeleg ast
nicht beigefugt (der Anmelder mu8 ihn
beim Anmeldeamt oder beam
Internationalen Buro vor Ablauf von 16
Monaten ab dem {(fruhesten)
Prioritatsdatum eainreichen)

Gelb

gesonderte unterzeichnete
VollmachtBeigefugte Unterlage t'roast
nicht als beigefugt angegeben

99
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GEBUHRENBERECHNUNG)
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Grun®

Birologie in einigen PCT-Vertragsstaaten
1st e erforderlich daB diese Angaben
in de: Beschreibung enthalten sind
Bitte uberpriifen

1327 |Prlfergebnisse Grun®?

GebOhren Bitte bestatigen, daB das
Gebuh:renverzeichnis in der zur Zeit
geltenden Fassung benutzt wuzde

13 2-8 | Prifergebnisse Grun”®

Zahlung Bitte uberprufen Sie, daB bei dem
gewah..ten Anmeldeamt ein gultiges
laufendes Konto auf Ihren Namen besteht

1329 |Prufergebnisse Grun®?

Anmerken
Der Name der unterzeichnenden Person

oder/und ihre Eigenschaft nacht
angegeben Bitte berucksichtigen Sie,
daB einige Anmeldeamter fordern, dafB
diese Information zusammen mit der
Unterschrift vorgefuhrt wird

a mpr———
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PCT LEA4376-WO
Ongnal (fur EINREICHUNG) gedruckt am 10 07 2001 01 1200 PM
01 Formular PCT/RO/134 (EASY)
Angaben 2u einem hinterlegten
Mikroorganismus und/oder anderem
hinteriegten biologlschen Material
011 |erstellt durch Benutzung von PCT-EASY Version 2 91
(aktualisiext 01 01 2001)
02 Internationales Aktenzelchen
03 Aktenzeichen des Anmelders oder ILEA34376-WO
Anwalts
1 Die nachstehenden Angaben
betreffen den Mikroorganismus
und/ader anderes hlologlsches
Material der/das in der
Beschreibung genannt ist
11 Seite 6
12 Zelle 15
13 Angaben betr Hinterlegung
131 | Name der Hinterlegungsstells Europ=an Collection of Cell Cultures
132 |Anschnft der Hinterlegungsstelle Vaccine Research and Production
Laboratory, Public Health lLaboratory
Service, Centre for Applied Microbiology
and Research, Porton Down, Salisbury,
Wiltshire SP4 0JG, United Kingdom
133 | Datum der Hinledegung 10 Julai 2001 (10 07 2001)
134 | Eingangsnummer ECACC
14 Weitere Angaben KEINE
15 Bestimmungsstaaten fur die alle Bestimmungsstaaten
besondere Angaben gemacht werden
16 Gesondert eingereichte Angaben KEINE
Diese Angaben werdan dem
Internatioralen Blro spater ubermittelt
VOM ANMELDEAMT AUSZUFULLEN
04 ‘Dieses Formular ist mit der
internationalen Anmeldung
elngegangen
{ja oder nein)
04 1 | Bevollmachtigter Bediensteter
VOM INTERNATIONALEN BURO AUSZUFULLEN
05 Diesas Formuiar ist an folgendem
Datum beim internationalen Blro
eingegangen
051 Bavollmachtgter Bediensteter




A0 OO

]ﬁ 5 Cé/}?z«( C’(fé

ey 4

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTEENATIONALE ZUSAMMENARSBEIT AUF DEM GEBIET DES

p
]
g

Bayer A
Bayer CrapScience Al

es
Internatonajes Bu 8

ffeﬁmme

{19) Weltorganisation l:r geist

LP Patents and Licensing lez

il S5

*TLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

0 0 T

(43) Internationales Ver {10) Internationale Verfffentlichungsnummer
17 Januar 2002 (17 01 2002) PCT WO 02/004002 A3
(51) Internationale Patentklassifikation? AGIK 35/76 (74) Gememsamer Vertreter BAYER AKTIENGE-

AG61P 31/12 35/00 37/00

(21) Internationales Aktenzeichen PCI/EP01'07991

(22) Internationales Anmeldedatum
11 Jul1 2001 (11 0~ 2001)

{15) Eiunreichungssprache Dicutsch

(26) VerOffentlichungssprache Deutsch

(30) Angaben zur Prioritiit
100 53 5829
101224516

11 Juh 2000 {11 .07 2000;
9 Ma 2001 (09 052001

DE
DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme
von US) BAYER AKTIENGESELLSCHAFT [DE/DE]
51368 Leverkusen (DE)

(72) Erfinder und

{75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US) WEBER Olaf
[DE/US] 539 Amuty Road Woodbnidge CT 06525 (US)
SCHLAPP Tobias [DE/DE] Gerstenkamp 10 51061
Koln (DE) SIEGLING Angela [DE/FR] 7 rue Francois
Bonvin F 75015 Pans{(FR) KNORR, Andreas [CE/DE]
Tnllser Graben 10 40699 Erkrath (DE) HIRCH DI
ETRICH Cilaudia [DE/DE] Stockmannsmuhe 127
42115 Wuppertal (DE) THEISS Gudrun [DE/DE]
Boeddin_hausstr 13 42329 Wupperntal (DE)

SELLSCHAFT 51368 Leverkusen (DE).

{81) Bestimwmungsstaaten {national) AE AG Al AM AT
AU AZ,BA BB BG BR BY BZ CA CH CN CO CR
CU CZ,DE DX,DM DZ EC EE ES FI GB GD GE
GH GM HR HU ID IL IN IS JP KE KG KP KR KZ
LC LK LR LS LT LU LV MA MD MG MK MN
MW MX MZ NO NZ, PL,PT RO RU SD SE, SG SI
SK,SL. TJ TM TR TT TZ UA UG US UZ VN YU
ZA ZIW

(84) Bestimmungsstaaten (regional) ARIPO Patent (GH
GM KE, LS MW MZ SD SL SZ TZ UG ZW)
eurasisches Patent (AM AZ BY KG KZ MD RU TJ
TM). europiisches Patent (AT BE, CH CY DE DK
ES Fl FR,GB GR,IE, IT LU MC NL PT SE TR)
OAPI Patent (BF BJ CF CG CL CM GA GN GW ML
MR. NE, SN TD 1G)

Verdflentlicht
miut internationalem Recherchenbericht

(88) Verdffenthichungsdatem des internationalen
Recherchenberichis 31 Oktober 2002

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben Codes und der anderen
Abkirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations ) am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT Gazelte verwiesen

{54) Title USE OF STRAINS OF THE PARAPOX OV1S VIRUS FOR PRODUCING ANTIVIRAL PHARMACEUTICALS AND
¢r) ANTICANCER PHARMACEUTICALS

{34) Bezeichnung VERWENDUNG VON STAMME DES PARAPOXVIRUS OVIS ZUR HERSTELLUNG VON ANTIVIRA
g LEN ARZNEIMITTELN UND ARZNEIMITTELN Gi GEN KREBS

~t {57) Abstract The invennon relates to the use of strains of the parapox ovis virus as immune therapenncs for infectious or non
infectious immune weaknesses as well as the use of trains of said virus for treatng tumour diseases and viral infections The
invennon also relates to the use of strains of the parapo  avis virus for producing pharmaceuticals for both humans and ammals,

O 02/00

(57) Zusamnmenfassung Die vorhegende Erfindung betnfft die Verwendung von Stammen des Parapoxvirus owis als Immunthera
pentikum bei Immunschwachen infektidser oder nicht infektidser Natur sowie die Verwendung von Stimmen des Parapoxvirus ovis
zur Behandlung von Tumorerkrankungen viralen Infek jonen und damit einhergehenden Erkrankungen sowie die Verwendung von
Stammen des Parapoxvirus ovis firr die Herstellung von Arzneimitteln zur Anwendung ber Mensch und Tier

Fed 3% 36



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intsmi al Application Ne

PCT/EP 01/07991

A
ipc 7

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

Ab1K35/76

A61P31/12 A61P35/00

According to intemational Patant Classification {IPC) orto both natfonal claseificati n and IPC

A61P37/00

B FIELDS SEARCHED

IPC 7

Minimum documeniation earched {dassification system foBowed by dassiflcztion symbols)

{
A61K CO7K Cl12N

Documentalion searched other than minlmumn documentation 1o the exent that such docurments ere Included in the fiekds searched

WPI Data PAJ MEDLINE BIOSIS

Electronic dala base consulted during the internalional search (name of dala hase and, whem pradtical, search terms vsed)

EPO-Internal

C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category

Citalion of documenl, with indication, where appropriate of the rievant passages

Relevant to daim No.

A

.

WO 97 38724 A (MAYR ANTON)

23 October 1997 (1997-10-23)

the whole document

WO 95 22978 A (MAYR ANTON)

31 August 1995 (1995-08-31)

page 5 11ine 31 -page 7 Tine 12 claims
example 4

DE 35 04 940 A (MAYR ANTON PROF DR MED VET
DR) 31 October 1985 (1985-10-31)

cited in the application

page 5 Tine 1 - 1ine 13 claims 1-3 10-12
page 13 Tline 33 -page 14 1line 16

1-11

1-11

1-11

example 1

———

—/—

m Further cocuments ars lsted In tha cortiuation of box C.

E Palent family members are fisted In annex.

Specil categorias of cliad documenta

A document d fining the general siate of the at which is not
consicarad lo be of particular mlavance

E' garfiar documant but pubfished on or after the international
g dale

L document which may throw doubls on priodly daim(s) or
which is citod to astabhsh the publication dala of another
cliatlon or other 5pecial eason {as spectiied)

0" document referring to an oral disclosure. use exhibitton or
othar means

P do ument published prior to the Intematlenal fillng date but
laler than the priority date ciaimed

T lalar document published afier the inlemational illing date
or prlonty date and not In conflict with the  application bul
cited 1o undersiand the pnciple or theory undartying the
nvenlion

X decument of particular relevance: the cleimed invention
cannet ba consldarad novea! or cannot ba coneldered 1o
Invoive an invenilve step when tha document s taken alone

'Y~ document of parliziar relevance: the claimed Invention
cannol ba conside ed to involve an inventive elep when the
document Is combined with ane or more other such docu-
m}l‘\w;{m combination baing obvious to a person shilled

e

3 document member of the same paten! famlly

Dale of the actiral completion of ihe lternatlonal search

3 July 2002

Dale ot mailing of the International search report

11/07/2002

Mama and maillng addrass of the ISA
Ewropaan Patant Otfice P B, 5818 Palentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswik
Tel {+31--70) 340-2040, Tx. 31 651 spo N,
Faxc (+31-70) 340-3016

Autharized officar

Ryckebosch A

Fom PCTARA/210 (second sh et} (hry 1953)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REFORT

rmatlon on patent famlly members

Intern’

| Application No

PCT/EP 01/07991

Patant document Publication Patent family Publication

clied [n search report date member(s) data

WO 9738724 A 23-10-1997 AT 203678 T 15-08-2001
AU 706729 B2 24-06-1999
AU 2885897 A 47-11-1997
BR 9708679 A 04-01-2000
CA 2251690 Al 23-10-1997
CN 1215996 A 05-05-1999
WO 9738724 Al 23-10-1997
DE 19780300 D2 17-06-1999
DE 59704194 D1 06-09-2001
DK 885013 T3 05-11-2001
EP 0885013 Al 23-12-1998
ES 2125846 T1 16-03-1999
HU 9901299 A2 28-07-1999
JP 2000501114 T 062-02-2000
NO 984782 A 15-12-1998
NZ 332243 A 27-10-2000
PL 329353 Al 29-03-1999
PT 885013 T 30-01-2002
SI 885013 T1 31-12-2001
us 6162600 A 19-12-2000

W0 9522978 A 31-08-1995 DE 4405841 C1 05-01-1995
AT 153242 7 15-06-1997
Al 690625 B2 30-04-1998
AU 1416795 A 11-09-1995
BR 9506882 A 19-08~-1997
CA 2182207 Al 31-08-1995
CN 1142187 A 05-02-1997
DE 59402826 D1 26—06-1997
DK 669133 T3 14-07-1997
WO 9522978 Al 31-08-1995
EP 0669133 Al 30-08-1995
ES 2102081 T3 16-07-1997
FI 963277 A 22-08-1996
GR 3023508 T3 29-08-1997
HU 75545 AZ 28-05-1997
JP 28713880 B2 24-03-1999
JP 9504803 T 13-05-1997
KR 196204 B1 15-06—-1999
NO 963462 A 20-08-1996
NZ 278079 A 26-01-1998
PL 316024 Al 23-12-1996
SI 669133 T1 31-10-15897

DE 3504940 A 31-10-1985 DE 3504940 Al 31-10-198%

Fonm PCTASAR210 (p. fan family annex, (July §82)

/0%
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT intem_ mles Aktenzetchen

PCT/EP 01/07991

A _KLASSIFIZERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES
IPK 7  AB1K35/76 A61P31/12 A61P35/00 A61P37/00

Nach der Intematlonalen Patentklaselfiation (IPK) oder nach der natlonalsn Kiassiflkation und der IPK

B RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchlerter Mindesiprifstoff {iKlessifikationssysiam und Klagsifikalionssymbols )
IPK 7 A61K CO7K CizN

Recherchierte aber nichl zum Mindeslprilfsioff gah8rende VerBflentlichungan, sewal diesa unler dla recharchiertan Gablela fallen

Wihrend cer Internationalen Racherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name dar Dalanbank und evil. verwandate Suchbegriife)

EPO-Internal WPI Data PAJ MEDLINE BIOSIS

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kalagorie® | Bezeichnung der Vertiferlichung sowelt erforderiich unler Angabe der in Betracht kommenden Tele Betr Anspruch Nr

A WO 97 38724 A (MAYR ANTON} 1-11
23 Oktober 1997 (1997-10-23)
das ganze Dokument

A WO 95 22978 A (MAYR ANTON) 1-11
31 August 1995 (1995-08-31)

Seite 5 Zeile 31 -Selte 7 Zelle 12
Anspruche Beispiel 4

A DE 35 04 940 A {(MAYR ANTON PROF DR MED VET 1-11
DR) 31 Oktober 1985 (1984-10-31)

1n der Anmeldung erwahnt

Seite 5 Zeile 1 - Zeile 13 Anspruche

1-3 10-12
Seite 13 Zeile 33 -Seite 14 Zeile 16,
Beispiel 1
Weitere Verdffentfichungen sind der Forisatzung von Feld G zu E Sieha Anhang Palentfamiie
entnahman
Besondere Kategorien von angegebanen Yerdientlichungen T Sﬂar: Vegd%ﬁgmng m ﬁad‘n} Imer:.inanﬂhg?hn':l Anl:nmggue&lum
. P r dem um n wol u r
e o B b ardisoen Armating it lolbda seoceraur o Vernans do dr
E 8lleres Dokument, das jedoch ersl am oder nach dem inlernationalan Theorile Em"gm,, F. naan P egenden
Anmeidadatum verdifentiichl worden ist *X' Verbffenillchung von besondersr Bedeutung cle beanspruchte Erfndung
L Verdftentichung, dis geeignet Ist, elnen Prioriisanspruch rwellelhaft er— kann afeln aufgrund deser Verdfentichung nlcht afs neu oder auf
uc:elnenlzume;:&l ode;g.lmﬁ dis daslVe:‘?ﬂuﬂll?'uur?sdmun log.rm erfinderischer ThligkaR beruhend betrachtel werden
anderen Im en genannian entichung Jelagt werden .
aoll oder dla aus elnem anderen basondaren Grund angegason &l (wie ¥ ‘mﬂﬂmm&:‘gﬁ: ?—:fﬂ"fﬁ,ﬁaﬁmg Edfindung
- usgetihr) ] _ wernden wenn die Verdffantlichung mit elner oder mehreren anderen
O Verdtfentichung, dle sich euf elne mandiche Cffenbenung, Verdftentiichungen clesar Kategorle in Verbindung gebracht wird und
p velmurtfmg, :‘::a M;suwu mﬁ; :Jndsr: Maﬂnahmtsn hel;i:ht " diese Verbindung {ir einen Facnmann nahellegend ist
o e TRt st verdonhent srorso iy e MM & Verdifentlchung, dia Migliad darselben Paienfemilo is
Datum des Abschiusses der niemationalen Recherche Absendedatumn des internaflonelan Recherch nberichts
3 Juli 2002 11/07/2002
Name und Postarschrit der Internationalen Recherchenbehdrde Bevolimachiigter Bedlansieter

Europdisches Patentamt, P B. 5818 Patenllaan
o Ty S a0 Tx. 31 651 epo

8 - | ! n
Fax: (+37-70) 340-3016 e Ryckebosch A

Fomok PCTASAA10 {Blatt ) [ b 16982)
Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Verdftentlichung

ie zur salban Patentfamille gehoren

Intarny

ies Adenrexchen

PCT/EP 01/07991

Im Recherchentericht Datum der Mitglied(er) der Da,um dar
angefihrtes Patentdokument verdifentichung Patentfamilie Verdf=nilichung
WO 9738724 A 23-10-1997 AT 203678 T 15-08-2001
Al 706729 B2 24-06-1999
Ab 2885897 A 07-11-1997
BR 9708679 A 04-01-2000
CA 2251690 Al 23-10-1997
. CN 1215996 A 05-05-1999
uWo 9738724 Al 23-10-1997
DE 19780300 D2 17-06-1999
DE 59704194 D1 06-09-2001
DK 885013 T3 05-11-2001
EP 0885013 Al 23-12-1998
ES 2125846 T1 16-03-1999
HU 9901299 A2 28-07-1999
JP 2000501114 T 02-02-2000
NO 984782 A 15-12-1998
NZ 332243 A 27-10-2000
PL 329353 Al 29-03-1999
PT 885013 T 30-01-2002
SI 885013 T1 31-12-2001
us 6162600 A 19-12-2000
WO 9522978 A 31-08-199% DE 4405841 C1 05-01-1995
AT 153242 T 15-06-1997
AU 690625 B2 30-04-1998
AU 1416795 A 11-09-1995
BR 9506882 A 19-08-1997
CA 2182207 Al 31-08-1995
CN 1142187 A 05-02-1997
DE 59402826 D1 26-06-1997
DK 669133 T3 14-07-1997
WO 9522978 Al 31-08-1995
EP 0669133 Al 30-08-1995
ES 2102081 T3 16-07-1997
FI 963277 A 22-08-1996
&R 3023508 T3 29-08-1997
HU 75545 A2 28-05-1997
JP 2873880 B2 24-03-1999
JP 9504803 T 13-05-1997
KR 196204 B1 15-06-1999
NO 963462 A 20-08-1996
NZ 278079 A 26-01-1998
PL 316024 Al 23-12-1996
SI 669133 T1 31-10-1997
DE 3504940 A 31~10-1985 DE 3504940 Al 31-10-1985

ramblati PCTASA/210 (Anhang P antfamil HJull 1882)

I ———- -
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RECIBO OFICIAL DE CAJA 03 107 iy T8 7 st ey
k. HA HERD  DE 7003 PENGERCI: 2826 DIVISION D Mewis c&mm&‘s’ AESETHe A

iy CO'STIGBFACTIGY 11t
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

USUARIDO  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD { )

Indicacién de que se solicita la concesion de una patente. {)
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se presentala solicltud ()
Descripcitn de la invencién )

{
Dibujos de ser estos pertinentes {)
Comprobante de Pago de las tasas establecidas

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ()
DISENO INDUSTRIAL ()
indicaclén de que se solicita el registro de Disefio Industrial () ()
Datos de identificacién del solicitante o de Ia personaquepresenta ( ) ()
la solicitud
Representacién grafica y fotogrifica del Disefio Industrial 0 muestra del
Material que incorpora el disefio () ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( ) ()
COMPLETA ( ) INCOMPLETA () ( )

ESQUEMA DE TRAZADO ()

Indicacién de que solicita ¢} registro de un Esquema de trazado () ()
- Datos de identificacion del solcitante o de Ia persona que presenta

La solicitud () ()

Representacion grifica del esquema de trazado ( ) ( )

Comprobante de pago de las tasas establecidas () ()

COMPLETA () INCOMPLETA
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCLIA

2020
Bogotd DG
Doctor OficioN* 05830
EMILIO FERRERO
Apoderado
BAYER AKTIENGESELLSCHAFT
ASUNTO Radicacién N° 03-01369
Solictud intemacional PCT/EP2001/007991
Fecha inicio fase nacional
Tréamite 011
Evento 379
Actuacién 330
Folios 001

Como resultado del examen de forma realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. articulo 27 del Tratado de Cooperaci6n en Matenia de Patentes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de Ia Supenntendencia de Industna y Comercio, se le comunica
que

0 La solictud no contiene la traduccién de fos anexos de! reporte de examen preliminar intemacional {Art.
36 2 b) del tratado PCT)

0 El solictante debe aclarar i la solicitud comesponde al capitulo 1 o Il det PCT por que la ndicacién en el
petitorio no es concordante con los documentos del expediente en caso necesano adjuntar los
documentos respectivos

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del
témino de dos meses siguentes a la fecha de notficacién del presente oficio complete fos requisitos
antenormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presents requenmiento la solictud se
considerars abandonada y perdera su prelacién

Notrfiquese el presente oficio conforme & lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ¢), del capitulo quinto del
titulo pnmero de la Gircular Unica N° 10 de 2001

ALIX CARMENZA EDES DE VERGEL
Jefe de la Divisiérye Nuevas Creaciones.
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El anterior requenmento fue notificado por fijacién en lista de fecha,




