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F-75015 Parls 40699 Erkrath
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Anexos

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 400 000 co

Comprabante de pago por relvindicacién de pnondad

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona Juridica
Poderes, si fuere el caso

Documento de caesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraclones

Copia de la solicitud intemacional {Resumen, descripcién, revindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud Internacional al castellano (Resumen, descripcion reivindicaciones, dibujos)
Copla del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traducclén del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser ol caso copla del contrato de acceso

De ser el cago, documento que acredia 1a licencla o autonzacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas

De ser ol caso, certificado de depésito del matenal blolégico

Arte finai 12x12

De ser el cago informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos an el extranjero por al

mismo titular o su causante, relaclonadas parcial o totalmante con la Invencién de esta solicitud
Qtros

Gl

FIGURA CARACTERISTICA.
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CONSULADO DE COLOMBIA

| CERTIFICACION

No 145
Bonn, 8 de agosto de 1996

El suscrito Segundo Secretario Encargado de las Funciones
Consulares de Colombla en Bonn, vistos los documentos presentados
por los 1nteresados, CERTIFICA Que el sefior Dirk Heiderhoff
quien 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 la
empresa BAYER AKTIENGESELLSCHAFT estd constituida de acuerdo con
las leyes de la Republica Federal de Alemania y cumple su objeto
conforme a las mismas seqgiin el Registro Comercial HRB 1122 del
Tribunal de Primera Instancia de Leverkusen, que los sefiores
BRAUN y GREMM, quienes firmaron el documento precedente, son los
representantes legales de la empresa arriba mencionada

El suscrito Sequndo Secretario Encargado de 1las Funciones
Consulares no asume responsabilidad alguna por el contenido del
documento

Pagado el i1mpuesto de timbre

y derechos consulares
Valor US$106,00 = DM$169,60
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JUAN PABLO GONZALEZ

2 N
Segundo Secretario — w, ..,;. DaL CiRLD
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PRESENTACION Y PODER

3

For patents, utlity models, industnial designs,
trademarks, commeraal names, trade emblems,
slogans.

Para patentes, modelos de utlidad, disefios

mndustriales, marcas de ffibnca, nombres
comeraales, ensefias, lemas comercales.

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

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

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

GERMANY,

r ¢l presents nombramos « GERMAN CAVELIER, 832,
NZALO PERDOMO, tpa 831, EMILIO FERRERO, t
31929 y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555 domiclitados
‘en 1a Carrera 4* N® 72-35 Bogotd, Colombia, sn obedecimlento a
lo dispuesto en el pardgrato 1° del Articulo 543 dei Cédigo de
Comerclo ef primero como principal y losa demids como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) re entantes en
todua los meuntos de propledad industrial con facultad para
reclbir notificaciones v nombrar apoderados judiclales o
extrajudiciales El primer representants suplente reemplazard al
rincipal en caso de ausencla o impedimento temporal o

in'tivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el

rundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
o el leccern al segundo En tales cascs, el representante
principal o ¢l primero o segundo suplente, en su caso o ambos
declacanin su Intencién de no ejercer la representacidn
mediinte declaracién autenticada por Notano Publico en
Calombla o por Notario u otro Furclonanc Publico, o Cénsul
de Colombla, en el exiranjero, y s1 se tratare de Impedimento,
con el certificado respectivo 51 alguno de los nombrados faltare
definitivamente el siguiente tomard su lugar Cuando cesare la
susetcla o Inipedimento del representanie principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso podran ejercer la
representacion, en su onden, uno u otros segun el caso
asumiéndola por el solo hecho de ejerceria, cesando en ese
momento el gerccio de la representacion por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso

Ademas confiero {conferimos) poder a los abogados arriba
nombradoa ra obtener [a pruteccion de mi (nuestra)}
proplednd Industrial y contra la competencia desleal, a cuvo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesqulern entidades o personas,
ejerzan © no jurisdicclon, especialmente ante lns del onden
administrativo contenc:oso-.f::lnlslratlvo ¥ judicial as{ como
los tribunales de arbltramento en todo lo concertuente a los
lentes essuntos a) Obtencién de patentes de Invenclén,
odelos de utilidad, v diseflos industriales, el registro de
marcas de fidbrica colectivas defensivas, de servicio lemas
comerciales, nombres comerclales, ensefias, vanedades
vegetales y denominaciones de origen, su renovacion tras
cambiv de nombre o dumialle, cancelaciun voluntaria, y el
registro de licencias de uso de esos derechos b) Las acclones de
competencia desleal protecadn del consumidor oposiclones u
observaciones, cancelacién administrativa y judicial, nulidad,
medidas caulelares concesion de lcenclas la tutela la
protecclon de secretos Industriales y en general los quiclos
clviles penalea administrativos o contencloso-administrativos
relacionades con estos derechos, acclones y procesos 1:!
promotamos O 3¢ nos promuetan Y para que en todos loa
asuntos arrloe aeterminades, puedan sua ruir ¢a*e marda o,
traan:r concithiar admitir los hechos del proceso desistir
CIH'I.C! ar reablr renunclar y ratificar los actos de agentes
oficlosos

in due compiiance with the terma of paragraph 1st. of article 543
of the Commerclal Code, do lurteg 6P Int GERMAN
CAVELIER, tpa. 832, GONZALO PERDOMO, 831 EMILIO
FERRERO, tpa 3192 and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, ?l-
23555, domiclled at Carrera 4% N® 72-35, Bogoté, Colombla, the
first as principal and the others ss alternates, In the order of
thelr appointment, as our representatives for all industrial
P matters with faculty to recelve notifications and to
appoint attorneys In and out of Court The first alternate shall
replace the principal In case of his absence or of tempoml or
defimtive impediment The same rule wil nﬁpl¥l when the
second alternate representative Is to meplace the Hrst 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 principal
representative or the first or second alternates in thelr turn, or
both of them, shall state thelr Intentlon not to act as
representatives IhrouEDI: a declaration glven before a Notary
Publie in Colombia, or before a No or another Publl. Official
or a Colomblan Consul abroad, and in case of impediment the
appropnate certificate shall suffice If any of the ap;olntnl
were (o be deflnitelv absent, the following alternate shall take
his place When the absence or impediment of the principal
representative or of the fArst or second alternate In their turn
ceases, the representation can be taken again in thelr 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 ther
turn shatl enul at such time

In addition, we grant a Power of Attornev In favor of the
above-named attorneys-at law so that they may obtain the
protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition for which E:rpose [ twe} autnoriZe the said
attornays to represent me (us) before any authorities or persons,
with or withour jurisdiction, s v those administrative,
administrative contentlous and judiclal, as well as before
Arbitmtion Cou the following n)

t, In all matters concern

varieties and ot

: assignment
chnnfe of namgyd ARy tlon, and the
reguafration of I} qve rights, b) Actions of
unfalr competilion, Shsi:mer¥oppositions or

canch)

3 tand! neral the
i z I H{‘:serl ts,

fion, nullity,

observations, .
:nfrl:gnment " nting 3} ojqr i
mandamus ¢t Eﬁf‘ o
clvil penal, use 'y aﬂ

actions and su ftued by~m Mor'agadit me (us) And
that in all the above matters they may substitute this Power of
AtcTe,;, conpromiss, co~giliate ad—it tho focts nf the ~pea
deelst, cancel, recelve resign, and ratifv acls done by
representatives without a power of attorney

Given and signed this/Dado y firmado hoy

Jist July 1996

in/en

Leverkusen

BAYER AKTIENGESELLSCHAKT

A B -
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LEGALIZACION

El Sefior Cunsul Je Colombia debe expedir un eeriificado
consular subre (1) [a existencia legal de Ia wmrﬁh ue OIDIE
, ¥ (:35 que

ol er, (2) yue estn ejerce su o socla
pe:g:::im que o'ﬁ t el ;oder nu":’::.mm.s dnrlo A
este efectu lew solicltamos que muestren a! Sefior Consul las

pruebas que acreditan esos hechos (1), {2) ¥ (3)

LEGALIZATION

The Colombia Consul must Issue a corr nlcr covty
the legal oxistence of the compaly wiusn
Power-of-Atto ney, ﬂn)d t(l;at h‘al lsl n Actusl :
COMpany purpuses, a ) that tie persons who «
Puwg: o); R:h?‘r:ly Is autorized to dul:.r To this eff
show the Consul the evidence tu prove the above

and (3).

POTOCORIA COINCIDN [~ QMO
Q'R ME TEMIDD VIATA

apaany eglag iy
£ /43 03 ENgl2003 < 4
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Zeraiu: :

~ ATA PARA LL SENOR CONSUL DE COLOMBIA Segiin los articulos 65 del C de PC y 480 del C de Co,
1 poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
fenc1a, que ejerce su objeto socal y que quien confiere el poder es su representante
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m:;; u !.:::_ﬁ. Ich beg 1ge die vor mir vollzogenen Unterschriften der
,,::' Herren *

1 Dr Rc' f Braun, geschaftsansassig in D 51368
Leverk@sen, Bayerwerk,

2 Dr Joadgim Gremm , geschaftsansdssig in D 51368
. Bayerwerk,

- persdnlich belannt -

Ich bescheinlge ajfgrund Einsicht vom heutigen Tage in das
Handelsregister del Amtsgerichts Leverkusen - HRB 1122 -, daB

: die genannten Herrdj berechtigt sind, die Bayer Aktiengesell-
schaft i1n Leverkuse als Prokuristen gemeinschaftlich zu -

\\

Leverkusen, den 31 Jul:.\\f.BBS

\
) [ L\

\ Notar
. gm-'nw -
COMD NMOTARTO SEXTU L1 Lo
/M\ ¥ DX BOGATA, HADO GORNWI & ivil LA
QMA COMICION CON 8L uxq

GUB Hi ‘l'ﬂllﬂ.ﬂ' A LA YT B

Die Edhthait derg vtleht' bbmmerschrsit

des Nesars D L= VO BIPY A QLU PN &

sowie die Behrhert des chrtan D¢§§ SeUN
s - siewels werden mit bestivgt.

Zugierch wird bescheinige 84 der Notar zur

Vaswehme der Amtshandiuag befugt wer

K, dem 2 Aug 1396
Der Prisident des sdoorichis

N kb A
L BV Y S LR )
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TRADUCCION OFICIAL Na 5424
de un documento escrito en Aleman, 21 cual para su i1dentificacidn
se sella con el sello de 1a traductara, lo mismo que 1la

presente -

(A continuacidn de la representacidn y paoder conferido a GERMAN
CAVELIER, tpa 832, GONZALO PERDOMO, tpa 831, EMILIO FERRERO
tpa, 31929, y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555, domiciliados en
la Carrera 4 No 72~35, Bogota, Colombia, el 31 de julio de 19%&
por los sefiores Dr Reolf Braun y Dr Jaoachim Gremm, apoderadops de

la Bayer Aktiengesellschatt, Leverkusen, RFA )

Protocolo notarial 179971996

Certifico la autenticidad de 1las firmas puestas ante ma por los

sefares
1 Dr Rolf¥ Braun, domicirliado =2n D 51358 Leverkusen,
Baverwerk,
2 Dr Joacham Gremm, domiciliado en wHi o8-l everk .
EOS0 NOTARIO, L 1T T
Ba- FOTOGDPIA COBEIRS Cor
ayerwerk, GUE HE TINO0 A 1. uard

?’{L%ﬂﬂunﬁtﬂ
q)ﬁh\.us ENE 2003 .
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Certifico par haber tenido a la vista el Reg:stro de Come-cio del
dJutgade Municapal d@ Leverkusen - HRB 1122 - gue 1los sefiores
mencionados estdn facultados, en su calidad de apoderados, para

representar conjuntamente a la Bayer Aktiengesellschaft,

domiciliada en Leverkusen
Leverkusen, 31 de julio de 1994
Fdo firma i1legable
Natario
(H1lo y aoblea notarial en relieve )

Dirke Heiderhoff - Notaria de Leverkusen

(corso )
Se certif:ica la autenticidad de la firma antecedente del notario
de L=verkusen, Dirke Heiderhofr, y la del sellac oficial gua la
acampafa Igualmente se certiiica gue el mencionado notario
estaba facultado para realizar ese acto ofic.al

Eolonia, 02 de agosto de 1994

£1 Presidente del Juzgado Mun:icipal

Fdo firma 1legable

(Dr Wohlmaich)

{sella redondo en tinata )

El Fresidente del Juzgado Municipal de Coguwna oL 1
nmnmnuuuu aﬂﬁ;“
—————— l- L~
3 ENE 2003 o
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EN ESPARNOL La legalizacidon de las firmas antecedentes por el
Consulado de Colombia en Bonn bajo el No 145 del 0B de agosto de
19946 vy por el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia
bajo el No 1984672 del 23 de agosto de 1996

Pagados Impuesto de tambre y derechas consulares US$ 106,——

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en las
archivos de estas oficinas para su canfrantacidn

Santaf® de Haogota, 2 de septiembre de 1994
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CAVELIER

ABOGADOS

TELEFAX (S7111) 2338880 EDIFICIO SISKI Comraco ELccTRONICO MyunoiaL CAVE
CanLcs CAVELEYES CARRERA 4 No 72 35 TELLFONG 1871111 2120100
TELER 4Ba?79 BOGOTA 8 COLOMBIA

Sehor Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio -

E s D
Poderdante BAYFR AKTIFNGESELLSCHAFT
Poder conferido el 31-07-96 -

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi1i calidad de apoderado
praincapal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiresto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No 31 929, con todas las facultades que me
fueron conferidas

Hago l1la anterior sustitucion conforme al articulo 66 del
Codigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos
faltan en este momento

Sefior Jefe,
\ - -
/
<é$L’—:L—- e
GERMAN CAVELIER

TPA No 832
CC No 2 877 324 de Bogota

e

T
7T 03 ENE 200 i3

Acepto
;
&

» o 58

< f ﬂ--..'l?,i;-
EMILIO FERRERO JI:?NMANIDELﬂsTiHO;;b A
TP A N2 31 929 CLEPER.-LL L
CC No 438 019 de Usaquen

é’n BOGOTA, CONSTAS OUR LA
-]

2e-780-2

NIT & 60 0413 87 a2
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O 02/004019 A3

(19) Weltorgamisation fir geistiges Eigentum
Iniemauonales Biro

(43) Internatonales Verdffenthichungsdatum
17 Januar 2002 (17 01 2002)

PCT

// Jf_’ //4,/%/

{12) NACH DEM VERTRAG ("BER DIE INTERNATIONVALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DE
PATENTW ESENS (PCT) V EROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(10} Internationale VerSffenthichungsnummer

WO 02/004019 A3

(51) loternationale ParentkinssiGhation AGLK 397275

AGLP 43200 // 1716 C12N 7/08
(21) Internationoles Ahtenzeichen

2%} Internationales Anmeldedatum
11 Juli 2001 {11 O7 2001)

{25) Emnreschungsiproche Deutsch

{26} Vertlentlichungssproche Deutsch

{30) Angaben zur Prioritit
LDD33SRE O
10122233 5

11 Juh 2000 {11.07.2000)
8 Max 2001 (03.05 2001)

DE
DE

71) Aamelder (fur alle Bestimmrungssiaaten mu Ausnahme
vor US) BAY ER AKTIENGESELLSCHAFT [DE/DE]

51368 Leverkusen (DE)

Erfinder und

Erfinder/Anmelder {mur fir UUS} HIRTH-DIETRICH,
Claudia [DE/DE] Swockmanansmilhle 127 42115 Wup
pertal (DE) SCHLAPP Tobwas [DE/DE] Gerstenkamp
10 51081 kéin (DE) SIEGLING Angeln [DE/FR] 7
rue Francois Bonvin F 75015 Pans (FR1. ARNORR An
dreas [DE/DE] Tnllser Graben 10 40699 Erkrath (DE)
WEBER, Olal [DE/US] 539 Aruts Road Woodbndge
CT 06525 (US) THEISS. Gudrun [DE/DE] Boedding
haussiragae 15 42329 Wuppertal (DE)

™
(19

(74) Gemewmsamer Vertreter BAYER AKTIENGE
SELLSCHAFT 51368 Laverkusen (DD)

PCI'IEPOIIO’IQTS/

(81) Bestummungsstaaten (aarional) AE. AG AL \T

AU AZ BA BB BG BR BY BZ CA CH cr@fv.

CU CZ DE DK.DM Dz EC EE ES FI,GB GD GE.
GH GM HR.HU ID IL IN IS JP KE, AG KP KR. KZ,
LC LK LR LS LT LU LV MA MD MG MK, MN
MW M)\ MZ NO NZ.PL.PT RO RU SD SE.SG SL
SA.SL.TJ TM TR TT TZ UA UG US UZ. VN YU
ZA 2ZW

(84) Bescimmungsstaoten (reglonal} ARIPO Putent (GH
GM AE. LS MW MZ SD SL SZ TZ UG Zw),
eurasisches Patent (AM AZ, BY AG KZ MD RU TI
TM) curoplisches Pawent (AT BE. CH CY DE, Dk,
ES F1 FR.GB GR. IE, IT LU MC, NL. PT SE, TR},
OAPI Paient (BF BI CF CG CI CM GA GN GW ML,

MR, NE. SN TD TG)

Verdffenthicht

mut interncrionclem Recherchenberichi

mit Angaben aber hiterlegtes hiologisches \aieral ein-
gereichi gemdss Regel 13bis gevrennt von der Beschre
bung

(88) VerBffentlichungsdatum des internationalen
Recherchenberichts 1 Aogust 2002

Zur Ertldrung der Zwetbucnsiaben-Codes urs! der anderen
dbkir=ungen wird auf die Erklrungen ("Gdance Notes on
Codes and Abbreviators”} am drjang jedar reguldren Ausgabe
der PCT-Guzette rerwiesen

KB -RP

Patents und Lizenzen

07 Aug, 2002

EINGANG
BAYER AG LE\ZRKUSEN

(4) Title USE OF STRAINS OF THE PARAPOX OVIS % [RUS AGAINST ORGAN FIBROSIS

(s4) Bezechnung  VERWENDUNG VON STAMMEN DES PARAPOAVIRUS OVIS GEGEN ORGANFIBROSEN

{57) Abstract The invention -zlates to the human use of inacuvated parapax + iruses for the prophviaxis and the

{mn:\of tlinasses

associsied with increased collagen depositon smd ilinesses affecung inne organs e g the liver and also skipand the appendages

thereof Liver tibrosis or hiver cirrhosis resulung from viral hepaans or ethano! induced Iver diseases s

especuallv relevant

suc fibrpsis are

{5 Zusamnmenfassung Die vorhegende Ertindung bewnffi die Humanverwendung von inaktivierten Parapoxvargn ber der Pro-
phviaxe und Behandlung von E-krankungen die mut erhBhier hollagenablagerung einhergehen. wober sowohi innere Organe wie
zB dw Leber als such die Haut und 1thre Anhangsgebilde bet-offen sein k8nnen Insbesondere sind bewroffen Leoerfiprose bxrw
Lebernrhose 1m Gelolge von Virushepanus oder Ethanol induzienen Lebererkrankungen sowie Zvsusche Fibrose
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{54) Tutle USE OF STRAINS OF THE PARAPO\ OVIS VIRUS AGAINST ORGAN FIBROSIS

(54) Bezerchuung  VERWENDUNG VON STAMMEN DES PARAPOXVIRUS OVIS GEGEN ORGANFIBROSEN

v=y (57) Abstract The nvention relates to the human vse of inacuvated parapox viruses for the prophylaxis and the treatment of 1llnesses
& associated with increased collagen depomton smd ilinesses affectng inner organs ¢ g the liver and also skin and the appendages
thereol Laver [ibrosis or liver exrrhosis resulung from viral hepatius or ethanol induced fiver diseases such as cvsiic hbroms are

~
ol

especially relzvant

{57) Zusammenfassung Die vo-hegende Erfindung bemnfft die Humarmve~wendung von inakuvienten Parapoxviren bei der Pro
phylaxe und Behandlung von Erbrankungen cie mit eshahier hollagenablagerung einhergehen, wober sawohl 1nnere Organe wie
2B die Leber als auch die Haut und shwe Anhangsgebilde bewroiTen sein knnen  insbesondere sind bevoflen Lebe-nibrose bzw
Leberarhose 1m Gefolge von Virushepauus oder Ethanol induz eren Lebererkranknngen sowie Zvsusche Fibrose
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-1-

Verwendung von Stammen des Parapoxvirus ovis gegen Organfibrosen

Die vorliegende Erfindung betrifft die Humanverwendung von maktivierten Parapox-
viren bex der Prophylaxe und Behandlung von Erkrankungen, die mut erhShter
Kollagenablagerung ewnhergehen, wober sowoh! innere Organe, wie zZB die Leber,
als auch die Haut und 1thre Anhangsgebilde betroffen semn kdnnen. Insbesondere sind
betroffen Leberfibrose bzw Leberzrthose um Gefolge von Virushepattis oder
Ethapol-induzierten Lebererkrankungen sowie Zystische Fibrose

Die vorhegende Erfindung betrifft insbesondere die Humanverwendung von Isolaten
von Parapoxvirus ovis, be‘ispwlswei'se der Stimme D1701, orf-11, Greek orf stram
176, Greek orf stramn 155, New Zealand (NZ) Isolaten, zB NZ2, NZ7 und NZ10,
emnschheBhch des vorn D1701 abgelerteten Baypamun®

Betroffen sind neben den Ausgangsstimmen auch die durch Passagierung und/oder
Adaptation an bestummte Zellen, beispielsweise WI 38, erhaltenen Abk8mmlinge
Betroffen sind neben den komplenen Viren auch Teile oder Bruchstlicke dieser
Viren Unter Teilen sind mttels geeigneter Vektoren beispielsweise Vaccmma 1m
geeigneten Systemen wie Fibroblastenzellkultiren exprimierte gepomische oder
subgenomusche Fragmente zu verstehen. Unter Bruchstiichen versteht man die durch
biochemsche Aufreimgung wie Chromatografie erhaltenen Fraktionen oder diz nach
Anwendung phvsikalischer Methoden wie Aufschluss mit Uhraschall erhaltenen
Parukel

Es 15t belannt, daB Parapoxvirus die nonspezifische Immunreaktion von Vertebraten
sumulieren kann Baypamun®, eme Prdparaton von chemusch mskuviertem
Parapoxwvirus ovis, Strasn D1701 ward for die Prophylaxe, Metaphylaxe und Thera-

pie von Infekuonserkrankungen sowie zur Privention von stressinduzierten Erkran-
Lungen be: Tieren emgesetzt.

A7
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WO 024019 PCT/EPOLNITY7S

Das Patent DE 3504940 A (Mavr, Anton) lehrt die glusuge Wirhung von
Baypamun® be1 Zustinden wie der Immumnsuffizenz durch energiereiche Be-
strahlung, Chemotherapie, AIDS, Immunsuppression, altersbedingten Schiiden sowe
detoxifizerende Effekte, nicht aber die unmittelbare Reduktion ener Leberfibrose
Weiterhun lehrt DE 3 504 940, dass Baypamun® als Adjunkt die Wirksamkeit emer
Tumortherapie unterstiitzt, und dass es Neugeborene vor durch unzureichende mater-
nale Immunabwehr hervorgerufenen Erkrankungen schiitzt.

Ausgehend vom vorhegenden Stand der Wissenschaft wurde jetz berraschen-
derweise gefunden, daB die Gabe imnaktivierter Parapoxviren die Leberfibrose ver-
nngemn bzw verhindern kann. Diese Wu'l:ung wurde 1 Tiermodellen ber der
Tetrachlorhohlenstoff-induzerten Leberfibrose gefunden, die auf emer toxischen
Leberschadigung berubt, und bei der durch artfremdes Serum induzierten
Leberfibrose, bex der es micht zu emer Leberentziindung Aommt Uberraschend 1st
auferdem das AusmaB des therapeutischen Effekts Die in der Leberfibrose
tiberschieBende Kollagen-Produktion wird 1m Tetrachlorkohlenstoff-Modell zu 60 %,
1m Serum-Modell fast volistindig gehemmt. In Ubereinsummung mit diesen Ergeb-
nussen aus Langzeitexpenimenten konnte nach akuter Gabe von Tetrachlorkohlenstoff
Jetzt gezeigt werden, dal Baypamun® und die aus den oben genannten Stimmen von
Parepoxvirus ovis erhaltenen Zubereitungen die Transformaunon der hepauschen

Sternzellen zum hollagenproduzierenden Myofibroblasten-Tvp hemmen

Leberfibrose bzw Leberzurhose kann durch unterschiedliche Noxen wie bei-
spielsweise virale Infeknonen und Alkoholabusus ausgeldst werden, doch mfinden
dic unterschmedlichen Pathomechamsmen in emne gemeimnsame Endstreche, die
Kollagen-Produktion, emn Wie die uerexpenmentellen Ergebmsse aus den oben ge-
schilderten micht-mmfekudsen Modellen zeigen, verhindert die Gabe makuvierter
Parapox-Viren uberraschenderweise die Kollagenablagerung unabhingig von der
ausldsenden Noxe
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Parapox-Viren eréffnen damit ein nevartiges Therepiepnnzip zur Emnwirkung auf die
allen zur Fibrose filhrenden Erkrankungen gemeimnsame Endstrecke

Dieser Effekt l#sst emne besonders effekuve Therapie auch der viral induzierten
Leberfibrose mit Zubereitungen von Parapoxviren erwarten, da fir solche Zube-
rertungen zusitzhiche immunstmulatonische Wirkungen behannt sind

bl

Die jetzt aufgefundene starke annfibrotische Wirkung von Baypamun® Bffnet die
Moglhchheit, Baypamun® oder Zubereitungen von NZ2 als Referenz Standard fidr
dic Beurtmlung der antfibrouschen Effekte 1n Assays zwr Auffindung
antifibrouscher Substanzen emnzusetzen

Inaktivierte Parapox-Viren oder deren AbkSmmlinge und Zubereitungen erhalten aus
den oben genannten StAmmen besitzen also emn  umverselles antifibrotisches
Wirkspektrum und smd daher micht nur fiir die Prophylaxe und Therapie fibrouscher
Erhrankungen der Leber, sondern auch ber fibrotischen Erkrankungen anderer
Organe, wie beispielsweise der Lunge, des Pankreas , des Herzens und der Haut
geeignet Besonders bevorzugt 1st die Verwendung von Isolaten von Parapoxviren
bex der Prophylaxe und Behandlung von Leberfibrose und Leberairrhose

Je pach klhmscher Fragestellung wird das Therapeunhum euf der Basis von
Parapoxvirus svstermisch, also beispielsweise intramuskulfir, subcutan, intra-
pentoneal, miravends, per os, per imhalatonem oder lokal apphizert. Das
Parapoxvirus hegt daber emweder aufgeremmgt und lyophilisiert vor und ward
unmuttelbar vor der Applihation 1n emem geeigneten Losungsmuttel suspendiert oder
es hegt 1n emner anderen geeigneten Formubierung vor oder es liegt in emer

magensaftresistenten oder emner anderen oralen Applikanonsform vor

Mehrere Apphkationen oder Langzaitbehandlung nach Zzitschemen, die den Erfor-
dermissen der hlimschen Fragestellung entsprechen, kénnen daber notwendig sein
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Die vorhegende Erfindung bewnfft die Verwendung von Isolaten von Parapoxviren
zur Herstellung von Arzneimitteln mit vorbeugender oder heilender Widamg auf
Organfibrosen des Menschen. Isolate von Parapoxviren, erhaiten aus den Stimmen
D1701, orf-11, Greek orf strain 176, Greel. orf strain 1535, sowie den New Zealand
(NZ) Stiimmen zur Herstellung von Arzneimitteln mat vorbeugender oder hellender
Wirkung auf Organfibrosen des Menschen. Bevorzugt verwendet werden New
Zealand (NZ) Stimme, die Stimme NZ2, NZ7 und NZ10 zur Herstellung von
Arzneimitteln mut vorbeugender oder heilender Wirkung auf Organfibrosen des
Menschen, wobe: der Stamm NZ2 besonders bevorzugt 1st Dar{iber lunaus hénnen
die vorstehend beschnebenen Parapbx Viren durch Passagierung oder Adaptaton an
geeigneten Zellen modifiziert werden und solche durch Passagierung oder Adapta-
uon erhaltenen Pamapox Viren zur Herstellung von Arznemmitteln mut vorbeugender
oder hedender Wirkung auf Organfibrosen des Menschen verwendet werden, wobel
zur Passagierung oder Adaptation beispieisweise humane Zellen wie WI-38, MRC-5,
bovine Zellen, wie BK-KI3A47/Reg oder MDBK und ovine Zellen, wie MDOK
verwendet werden Adnnen Auch Teile oder Bruchstiichen der vorstehend genannten
Parapox Viren kinnen zur Herstellung von Arznemmitteln mit vorbeugender oder
heilender Wirkung auf Organfibrosen des Menschen verwendet werden. Unter Teilen
wird verstanden muttels geeigneter Vekioren wie Vaccimaviren m geeigneten
Systemen wie Fibroblastenzellkulturen expnmrerte genomische oder subgenonusche
Fragmente und unter Bruchsticken die durch biochemische Aufreimgung wie
Chromatografie erhaltenen Fraktionen der expnimierten oder physikahsch, beispiels-
weise durch Emwirkung von Ultraschall, aufgeschlossenen viralen Partke]l Emn
weiterer Gegenstand der Erfindung 1st die Verwendung der vorstebend beschnebenen
Stimme von Parapoxvirus ovis oder der daraus wie vorstehend beschneben erhal-
tenen Modifikate 1n Kombination mit anderen Mitteln zur Herstellung von Arznei-
mitteln und pharmazeutischen Zubereitungen mit vorbeugender oder heilender
Wirkung auf Orgenfibrosen des Menschen sowie die Verwendung von Baypamun

allemn oder in Kombination mit anderen Mittein zur Herstellung von Arznemmtteln
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und pharmazeutischen Zubererungen mit vorbeugender oder heilender Wirkung auf
Organfibrosen des Menschen Emn bevorzugter Gegenstand der Erfindung 1st die
Verwendung der vorstichend beschnebenen Stdmme von Parapoxvirus ovis oder der
daraus wie vorstehend beschrieben erhaltenen Modifikate 1n Kombination mut
anderen Mitteln in emer Formulbierung fOr die orale Applikaton, zB 1n
magensaftresistenten Kapseln.

Werter 1st Gegenstand der Erfindung die Verwendung von Baypamun® oder
Zuberermngen von NZ2 als Referenz fur die Beurteillung der annfibrotischen Effekte
m Assays zur Auffindung aatifibrotischer Substanzen.

Der huer beispielhaft genannte Parapoxvirus ovis NZ-2 wurde am 10 Juli 2001 ber
der European Collecuon of Cell Cultures, Cenwre for Apphed Microbiology and

Research, Porton Down, Salisbury, Whltshire, SP4 0JG,Umired Kingdom hinterlegt
Die Hintelegungsnummer lautet

S7
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Beisprel 1

Wirkung von Parapoxvirus ovis, Stamm D 1701 , Bay pamun®

5 Methodik
Baypamun® Trockensubstanz, eine Priparaton gewonnen aus chemsch makt-
viertem Parapoxvirus Owis, Stramn D 1701, wurde nach Vorschnft mit Aqua pro
mjektione geldst (Titer bezogen auf die TCID50 (50 % tssue culture mfective dose)

ca 10’ pro ml)
10
Als Placebo-L&sung wurde den Tieren der Kontrollgruppen emne Polygeline-Lésung
mut dem gleichen Proteingehalt wie i der Baypamun® - L&sung verabreicht.
Pro Tier und Applikation wurden 0,5 mi Losung 1 p verabreicht. Die Applikation
15 wurde dre1 mal pro Woche, jedoch mie an aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt

Baypamun®, wurde 1n zwe1 Tiermodellen mit unterschiedlicher Genese der Fibrose
getestet, dem Tetrachlokohlenstoff-Modell und dem Schweineserum-Modell

20 Die chronische Behandlung mat Terrachlorhohlenstoff 1st eine Standardmethode zur
experimentellen Auslsung einer Leberfibrose mit anschhieBender Zirrhose (McLean
EK, McLean AEM, Sutton PM Instant curhosis Br J Exp Pathol 1969, 50
502-506) Es 1st allgemein als Modell der menschlichen Leberfibrose und —zirrhose
anerkannt. Es wurden weibliche Sprague-Dawlev Ratier verwendet Zur maximalen
Induktion des mihrosomalen Metabolismus von Tewachlorhohlenstoff ertuchien die
Tiere 1 g/l Isomazid mit dem Trinkwasser bereits emne Woche vor dem Beginn der
Behandlung Tetrachlorkohlenstoff wurde oral jeden fiinfien Tag 1n emer Dosts von
0,1 ml/100g Korpergewicht (Tetrachlorhohlenstoff Mineralsl=1 1) gegeben Die
Tiere wurden nach siebenwdchiger Behandlung getétet und untersucht Die Behand-

30 lung mit Baypamun® wurde parallel zur Tetrachlorkoblenstoff-Bebandlung durch-
gefuhrt

[ ]
[¥]]
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Die Behandlung mit heterologem Serum, z.B Schweineserurn ber Ratten, 1st
ebenfalls eine biufig 1n der Literatur angewendete Methode zur Ausldsung emer
Leberfibrose mnt anschhieBender Zithose, die 1n Gegensarz zu anderen Modellen
nur eme mimmale Schiidigung und Entzlindung der Leberzparenchymzellen hervor-
ruft (Bhunchet, E and Walke, K (1992) Role of mesenchvmal cell populauons n
porcine serum-induced rat hiver fibrosis Hepatology 16 1452-1473) Weibliche
Sprague Dawley Raiten wurden 2 x wichentiich mut 0, 5 ml/Tier sterilem Schweine-
serum (Sigma) 1p behandelt, Kontrollnere mit steriler physiologischer
Kochsalzl6sung (2 x wichentlich 0,5 ml/Tier 1 p ) Die Behandlung mit Baypamun®
erfolgte paraliel zur Schweineserum-Behandlung, jedoch mie am selben Tag Nach
siecben Wochen Behandlung wurden die Tiere getStet und die Lebern zur Quant-
fizierung des Kollagengehalts entnommen.

Fir die hstologische Untersuchung des Lebergewebes wurden standardisierte
wansverse Gewebezylinder (etwa 10 x 2 mm) aus dem rechten Vorderiappen der
Leber gestanzt Gefnerschmitte wurden fiir die Detekuon von durch Leberfibrose
hervorgerufenem Narbenkollagen mut 0,1%iger Pikrosinusrot-Losung gefarbt

Fast Green wurde als Gegenflirbung zur Kontrastverstirkung emgesetzt. Das AusmaB
der Leberfibrose wurde 1n jedem Schniut als prozentualer Anteil der Pikrosinusrot-
geflirbten Fliche an der gesamien Meffliche beshtmmt Die Paramerer der
videomikroskopischen Farbdetekunon wurden standardisiert und 1m gesamten
Experiment honstant gehalten 64 Felder emnes standardisierten Rasters von 31 mm?
wurden be1 50-facher Endvergréferung ausgemessen

Zur Quantifinerung des Ausmafes der Transformation von hepanschen Stemnzellen
(HSC, auch Jtozellen oder Vitamin-A-Speicherzellen) nach akuter Behandlung von
Ratten mit Tewachlorkohlenstoff wurden die a-Glattmushelaktin-positven Zellen
immunhistochemusch detektrert Die a-Glattmushelakin-positive Fliche wurde bex
200-facher EpdvergrbBerung in jedem Schmtt 1n jeweils 16 zemtnilobulfren Feldern

&0
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von 248 x 180 um festgestellt Die Transformanon von HSC in kollagen- und
wachstumsfaktorproduzierende myofibroblasiartige Zellen 1st bekanntlich der
entscheidende Schntt bei der AuslSsung der Leberfibrose Daher sind transformuerte
HSC ein Frithindikator fibrogener Aknivitat in der Leber

For die halbautomatsche Morphometne wurde ein Leica Quantmed 500MC (Leica
Deutschland) emngesetzt.

Zur OH-Prolin-Bestmmung wurden je 50-100 mg Lebergewebe getrocknet und mut
6N HCl ca 17 Stunden gekocht Nach Verdampfen der S#ure im Vakuum-
Trockenschrank wurde der Rfichstand mut 5 ml Aqua dest geldst und filmert 200 ul
der filtnerten Ldsung wurden mut 200 pl Ethanol und 200 pl OsdationslSsung
(7¥a1ge wassnge Chloramin T Hydrat-Lésung 1 4 mut Acetat-Citrat-Puffer pH 6,0
verdiinnt) 25 mun ber Zimmertemperatur inkubiert Danach wurden 400 pl Ehrlich s
Reagenz (12 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd m 20 ml Ethanol + 2,74 ml
konzentrierte Schwefelsfiure 1n 20 mi Ethanol) zugegeben. Nach 3 Stunden
Inkubation be1 35°C wurde die Absorphon ber 573 nm gemessen Fiir die Exchreihe
wurden wissnge OH-Prolin (Sigma)-L8sungen verwendet. Der OH-Prolin-Gehalt
der Leberproben wurde 1n mg pro g Leber-Trockengewicht berechnet

Zur Verfolgung der Entstchung von reaktiven Sauerstoffradikalen wurde die Kon-
zentration an reduziertem a-Tocopherol (a-TOC), emnem Radihalf¥inger, in der Leber
und die Aktiwvitit des radilalsensiiven Enzyms 7-Ethoxyresorufin-Deethylase
(EROD) 1m Serum gemessen. Beide Parameter sind charektenstischerweise ber der
Tetrachlorhohlenstoffvergifrung herunterreguliert und erlauben eine Abschiitzung des
Schweregrades der oxidanven Gewebeschéidigung

Der Leberstatus der Tiere wurde durch Messung emiger Standardserumparameter

besummt
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Alamnaminotransferase (ALT), alkalische Phosphatase (AP), Aspartatamino-

transferase (AST), y-Glutamyliransferase (GGT), Glutamatdehydrogenase (GLDH),
Gesamtbilirubin (TBIL)

Ergebmsse

Die Behandlung mit Baypamun® vermindert sigmfikant das AusmaB der fibronschen
Degeneration der Lebern von tetrachlorkohlenstoffbehandelten Raren (Abb 1)
Daneben 1st ewne fast komplette Hemmung der HSC-Transformation zu beobachten
(Abb 2) Die Anzahl prolifenierender Nichtparenchymzellen in den Lebern
Baypamun®-behandelter Tiere 1st deuthch vernngert (Abb 3) Nichtparen-
chymzellen schhiefen HSC und die gleichfalls an der Fibrogenese betziligten Kupfer-

zellen emn

Die Serumundikatoren fiir emne hepatozellulire Schidigung wie ALT, AP, AST,
GGT, GLDH und TBIL (Tabelle 1) zeigen emne Tendenz zur Normalisierung

Die gleiche Verminderung der EROD- und a-Tocopherolkonzentranonen in der
Kontrollgruppe und der mit Baypamun° behandelten Gruppe belegt die Anwesen-
hert von toxischen reaktiven Sauerstoffradikalen durch die Tetrachlorhohlenstoffver-
giftung 1n bexden Gruppen (Tabelle 1 und 2) Daher kann ein "annfibrotischer” Ef-
fekt von Bavpamun® durch eine detoxifizierende Wirkung ausgeschlossen werden

Im Serum-Modell zeigt Baypamun® eine nahezu vollstindige Unterdriickung der
Fibrose(Abb 4) Sowohl der Hydroxyprolin-Gehalt als sauch die mut Sinusrot anfiirb-
bare Flache der Lebern hegt ber den mit Baypamun® behandelten Ratten fast auf
dem WNiveau der gesunden Kontrolluere, wihrend si¢ bei den Serum-behandelten
Kontroliratten um ein Mehrfaches erhtht 1st Der durch die Schwemeserum-
behandlung induzierte Anstieg des Kollagengehalts betrfigt iz der Bay pamun-Gruppe
nur 10 % des entsprechenden Wertes 1n der Kontroll-Gruppe

£

- —— Wy ———



WO L2019 PCT/EP01/07Y78

10

-10- -

Beispiel 2

Parapoxvirus ovis, Strain NZ 2

Methodil.

NZ2-Virus wurde in Wannenstapein vermehrt. Hierzu wurden BK-Klon3A Zellen m
Zellkuhurschalen (37°C) 3 bis 5 Tage in EMEM 2 gr + 10 % FCS angezogen bis der
Zellrasen 90 bis 100 % konfluent war Pro Wannenstapel wurden 4 Zellkultur-
schalen als Inokulum verwendet und mit Medium (EMEM 2 gr + 10% FCS) auf exn
Volumen von 2,5 Liter aufgefiillt Nach 3 bis 5 Tagen Inkubation ber 37°C (90 bis
100 % konfluenter Zellrasen) wurde das Medium gegen EMEM 2g ohne

Serumzusatz ausgetauscht und die Kultur mit NZ2-Virus (MOI 0,001 bis 0,01)
infinert.

Neach Erreichen von 100% CPE (Inkubation 37°C, ca. 7 bis 8 Tage) wurde das Virus
geermiet Hierzu wurde die Virussuspension i sterile Mediensiche abgefilllt und be:
-80°C eingefroren Anschliefend wurde die Suspension ber 37°C um Brutraum
aufgetaut und durch ene Tiefenfiltranon (Porengrdfie Sum) zellbefreit Hierauf
wurde die Virussuspension durch Ultrefiltration (100 JDa cutoff) um den Faktor 20
bis 40 aufkonzentnert Alternativ hann das Virus durch Ultrazentnfugation (Ti43
30 000 rpm, 4°C, 60 Min) aufl.onzentnert werden.

Der durch die Aufkonzentrierung erreichte Titer des in der Suspension enthaltenen
Virus wurde durch Titration auf BK-Klon3A Zellen besammt Nachdem der Virus-
uter auf 6,0 mittels EMEM Medium ohne FCS eingestelit wurde, wurde das Virus 2h
be1 38°C itzemaktiviert Die Inakuvierung wurde durch eine Inaknvierungshontrolle
auf BK-Klon3A Zellen kontrolliert

Parapoxvirus ovis, Strain NZ2 wurde in dem berents in Beispiel 1| verwendeten

Modell der Schweineserum-induzierten Leberfibrose be1 Ratten untersucht
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Weibliche Sprague Dawley Ratten wurden 2 x wdchentheh mut 0,5 mV/Tier stenlem
Schwemneserum (Sigma) 1p behandelt, Kontrolltiere mut stenler physiologischer
Kochsalzldsung (2 x wiichentlich 0,5 ml/Tier1p) Stran NZ 2 wurde 3 x wichent-
lich 1n den Dosierungen 1,5 x 10* bzw 5,0 x 10 TCID,/Tier 1p verabreicht
(Applihationsvolumen 0,5 ml/Tier) Fur die untere Dosis wurde das Ausgangs-
material mit Zellkulturmedium (Mimmum Essental Medium Eagle, Sigma)
verddnnt Kontrolltiere wurden mit Zellkulturmedium behandelt Die Behandlung
mut Stramn NZ 2 erfolgte parallel zur Serum-Behandlung, jedoch me am selben Tag
Nach 7 Wochen Behandlung wurden die Tiere getBtet, die Lebern emnommen und
die Leberfibrose sowohl morphometnsch als auch iber den OH-Proln-Gehalt quant-
fiznert Die Methodik hierzu 1st bereits 1n Beispiel 1 beschneben

Ergebnisse

Die Ergebmsse der Kollagenbestnmungen sind in Abb 35 dargestellt. Uber-
raschenderweise hann die Behandlung mut Stran NZ 2 das Emntstehen der
Leberfibrose unterdriicken Die Serum-behandelten Kontroll-Tiere zeigen 1m Ver-
gleich zu gesunden Tieren eine deutliche Erh8hung des OH-Prolin~Gehalts und des
Sinusrot-fiirbbaren Kollagens Dieser Anstieg wird durch NZ 2 dosisabhingig redu-
zert. Uberraschend 1st auch das AusmaB des Effekis Die Dosis 5 x 10° TCID,,
reduziert den Ansueg des Kollagengehalts i der Leber auf wemger als 10 % des
Kontrollwertes Eine qualitative Bewertung der histologischen Préiparate ergeb, dass
der Anteil der Tiere mut Kollagen-Septen von 93 % (14/15) auf 33 % (5/15) 1o der
1 5 x 10’ TCID,,-Gruppe und auf 0 % in der 5,0 x 10* TCID,-Gruppe gesenkt wird

24
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Beispiel 3

Antifibrotische Yirkung von PPVO nach oraler Verabreichung,

PPVO wurde als trockenes Lyophilisat :n magensafiresistenten Kapseln (Elanco,
Indianapolis, US A) formuliert.

Vier Gruppen von je sechs Versuchstieren wurden wie folgt behandelt Eine Kon-
trollgruppe (Gruppe 1) erhielt ledighch eine magensaftresistente Kapsel (ohne
PPVO) oral verabreicht, und zustitzlich stenle Kochsalzlgsung (0,5 ml/Tier) 1p mji-
zert Ber Gruppe 2 wurde emne magensafiresistente Kapsel (ohne PPVO) zusammen
mit 0,5 ml Tetrachlorkohlenstoff / Tier oral verabreicht und 0,5 ml physiologische
Kochsalzldsung 1p mpziert Tiere der Gruppe 3 erhelten wiederum eme
magensafiresistente Kapsel (ohne PPVO) zusammen mut 0,5 ml Tetrachlorkohlen-
stoff / Tier oral verabreicht. Die Tiere der Gruppe 3 erhielien auBerdem PPVO
D1701 (Dosis 5 x 10° TCID,, / Tier) m 0,5 mi Aqua pro mjeknone 1p mpzert
Gruppe 4 erhielt PPVO DI1701 (Dosis 5 x 10° TCID,, / Tier, m emer
magensafiresistenten Kapsel formuliert) zusammen mut 0,5 ml Tetrachlorkohlenstoff
oral verabreicht Tiere der Gruppe 4 erhielten auBerdem 0,5 ml stenle
Kochsalzlsung 1 p 1niziert.

Nach 48 Stunden wurden die Lebern entnommen und in reprisentativen Gewebe-
schnitten die a-Glattmuskelaktin (ax-SMA) -posiuve zentnlobulire Flache m % der
gesamten Messfliche immunhistochemisch fir jedes Tier bestmmt (Johnson S J,
Hines JE, Burt AD Phenotvpic modulanon of pensinusoidal cells following acute
[iver injury a quantitative analysis Int J Exp Path. 1992, 73 765-772) Dieser Wert
1st ein MaB fiir die Trensformation der Lebersternzelien
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Es wurden 2 Versuchsrethen nach obiger Beschreibung durchgefiihrn Die
Versuchsergebmsse der ersten Versuchsreihe sind 1n Tabelle 3, die Ergebmusse der 2

Versuchreihe sind in Tabelle 4 wiedergegeben

In Versuchsreithe 1 1st der Anteil der a-SMA posiuven zentnlobuléren Fliche m
Lebergewebe von Tieren, die PPVO D1701 1p appliziert bekamen (Gruppe 3)
unerklaricherweise (und entgegen der sonstigen experimentellen Erfahrung) htiher
als ber Tieren, die hein PPVO verabreicht bekamen Aus diesem Gnnde wurde die
Versuchsreihe 2 als Wiederholungsexpenment durchgefuihrt

In beiden Versuchsreiben wurde ilbereinsummend und #iberraschenderweise nach
oraler Gabe von PFVO D1701 (jewzils Gruppe 4) eine ca. 50 %ige Hemmung der
Transformation gegenuber der Kontrollgruppe (jeweils Gruppe 2) festgestellt In der
2 Versuchsreihe st die Hemmung der Transformation nach oraler Gabe von PPVO
D1701 (Gruppe 4) Bhnlich effektiv wie be1 peritonealer Verabreichung von PPVO
D1701 (Gruppe 3)

Aus diesen Ergebrussen lisst sich ableiten, dass PPVO seine antifibrousche Wirkung
auch nach oraler Gabe entfaltet

23
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Enflufl von Bavpmun‘s auf Serumparnmeter des Leberstatus

und Indihatoren ewner Intoxihation

ALT AST AP GGT GLDH TBIL EROD
utr ui un Uil un pmol/1 nmol
g x min

Kontrolle 491 457 1628 08 125 16 030
SEM 37 87 1476 02 79 02 002
Tetrachlorhohlenstoff |956 923 3927 61 371 29 015
SEM 147 141 430 13 148 03 001
T + Baypamun® 720 659 3295 45 182 19 017
SEM 99 91 269 08 40 02 003
ALT Alanmeminotransferase GLDH Glutamatdehydrogenase
AST Aspartataminotransferase TBIL Gesamtbilirubin
AP alkahische Phosphatase EROD 7-Ethoxyresorufindeethylase
GGT +-Glutamy Itransferase
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Tabelle 2
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Emflufl von B:lyp:tmu;F

auf Leber-a-Tocopherol
a-Tocopherol
nmol [/ g
Gewebe

Kontrolle 731

SEM 22

Tetrachlorkohlenstoff 357

SEM 23

T +Baypamun® 385

SEM 61

2
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Taballe 3

Enfluss von PPVO nach intraperitonealer oder oraler Gabe auf die Transformation

von Lebersternzellen nach Gabe emner fibrogenen Dosis Tetrachlorhohlenstoff

(Versuchsreihe 1)

Fibrose Applikation DOSIS a-SMA (%)
Gruppe 1 Leerkapsel oral S 028004
Intakt + Aqua pro myekuone1p
Gruppe 2 Leerhapsel oral — 276+079
Tetrachlor- |— Aqua pro mjektione1p
kohlenstoff
Gruppe 3 PPVO m Aqua pro myekuone |5 x 10° TCID,/ 505+200
Tewrachlor- [1p Ther
hohlenstoff

+ Leerkapsel oral
Gruppe 4 PPVO i Kapsel oral 5x 10° TCID,/ 146034
Ther
Tetrachlor- |+ Aqua pro iyjektione1 p
kohlenstoff
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Tabelle 4

Einfluss von PPVO nach intrapentonealer oder omler Gabe auf die Transformation
von Lebersternzellen nach Gabe emer fibrogenen Dosis Tetrachlorkohlensioff

-17 -

PCT/EPOINQ7Y"8

(Versuchsreihe 2)

Fibrose Apphhation DOSIS a-SMA (%)
Intakt Leerkapsel oral — 020£004
Gruppe | |+ Aqua pro imyjektione

1p
Tewachlor- |Leerkapsel oral —_— 3182056
kohlenstoff
Gruppe2 |+ Aqua pro imektone

1p
Tetrachlor- |PPVO m Aqua pro 5x10° 1224035
Lohlenstwoff |mjektione1p TCIDgyT1er
Gruppe 3 |+ Leerhapsel oral
Tetrachlor- |[PPVO m Kapseloral |5x10° 1554034
Lohlenstoff TCID,y/Tier
Gruppe 4 |+ Aqua pro njektione

1D

23
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Patentanspruche
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Verwendung von Isolaten von Parapoaviren zur Herstellung von Arznei-
mitteln mut vorbeugender oder heillender Wirkung auf Organfibrosen des

Menschen

Verwendung von Isolate von Parapoxviren, beismelsweise der Stimme D
1701, orf-11, Greek orf strain 176, Greek orf strain 155, sowie der New
Zealand (NZ) Stimme zur Herstellung von Armeimitteln mit vorbeugender
oder hellender Wirkung auf Organfibrosen des Menschen.

Verwendung von Isolaten von Parapoxviren gemiB Anspruch 1-2, wober als
New Zealand (NZ) Stéimme die Stimme NZ2, NZ7 und NZ10 zur Herstellung
von Arznemmtteln mut vorbeugender oder heillender Wnkung auf
Organfibrosen des Menschen verwendet werden

Verwendung von durch Passagierung oder Adaptation an geeignete Zellen
modifizierte Parapox Viren der Anspriiche 1-3 zur Herstellung von Arznei-
mtteln mit vorbeugender oder heilender Wirkung auf Organfibrosen des

Menschen

Verwendung von durch Passagierung oder Adaptation an geeignete Zellen
modifizierte Parapox Viren der Anspriiche 1-3 zur Herstellung von Arzner-
mutteln mnt vorbeugender oder heilender Wirkung auf Organfibrosen des
Menschen, wobe: zur Passagzerung oder Adaptauon humane Zellen wie WI-
38, MRC-5, bovine Zellen, wie BK-K15447/Reg oder MDBK und ovine
Zellen, wie MDOK verwendet werden

Verwendung von Teilen oder Bruchstiichen der Viren gemass Anspruch 1-3
zur Herstellung von Arzneimtteln mit vorbeugender oder heilender Wirkung
auf Organfibrosen des Menschen, wober unter Teilen mittels geeigneter
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Vektoren wie Vaccimaviren in geeigneten Sysiemen wie Fibroblasten-
2ellkulturen exprimierte genormsche oder subgenomische Fragmente und
unter Bruchsticken die durch biochemische Aufreimgung wie Chromato-
grafie erhaltenen Fraktionen der expnmierten oder physihalisch aufge-
schlossenen viralen Partihel zu versichen sind.

Verwendung von ewnem der Isolate entsprechend Anspruch 1-6 1n
Kombinahion mit anderen Mitieln zur Herstellung von Arzneimitteln und
pharmazeutischen Zubereitungen mut vorbeugender oder heilender Wirkung
auf Organfibrosen des Menschen

Verwendung von Parapox ovis D 1701 allen oder in Kombination mnt
anderen Mitteln zur Herstellung von Arznemmutteln und pharmazeutischen
Zubereitungen mit vorbeugender oder heilender Wirkung auf Organfibrosen
des Menschen.

Verwendung von Parapox ovis D 1701 oder Zubereitungen von NZ2 als
Referenz-Standard fiir die Beurtelung anufibrotischer Effekte in Assays zur
Auffindung antifibrotischer Substanzen.

Verwendung von Parapox ovis D 1701 entsprechend Anspuch 8, wobe1 die
pharmezeutischen Zubereiungen und Arzmeimnel fir die orale Verab-
rerchung geeignet sind
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Use of strains of Parapoxvirus ovis aginst organ fibroses

The present invention relates to the use 1n humans of mactivated parapoxviruses 1n
the prophylaxis and treatment of diseases which are accompanied by increased
deposition of collagen, in connection with which both internal organs, such as Liver,
and the skin and 1its appended structures can be affected. The mvention relates, 1n
particular, to hiver fibrosis and liver curhosis following viral hepatitis, or ethanal-

induced liver diseases, and also cystc fibrosis

The present invention relates, m particular, to the use in humans of isolates of
Parapoxvirus ovis, for example the strans D1701, orf-11, Greek orf stramn 176,
Greek orf strain 155, New Zealand (NZ) 1solates, e g NZ2, NZ7 and NZ10, and also
Baypamun®, which 15 denved from D1701

In addition to the starting strains, the mvention also relates to the descendants which
are obtained by passaging and/or adaptation to particular cells, for example WI 38 In
addition to the compiete viruses, the invention also relates 10 parts or fragments of
these viruses Parts are to be understood as being genomic or subgenomuc fragments
which are expressed using suitable vectors for example vaccima, in suitable systems
such as fibroblast cell cultures Fragments are understood as being the fractions
which are obtained by biochemical punfication, such as chromatography, or the
particles which are obtaned after using physical methods, such as disruption by

means of somcation

It 1s known that Parapoxvirus can stimulate the nonspecific 1mmune reaction 1n

vertebrates Baypamun°

» which 15 a preparaion of chemucally 1nactivated
Parapoxvirus ovis, stran D1701, 1s used for the prophylaxis, metaphylaxis and

therapy of mfectious diseases and for preventing stress-induced diseases m amimals

While the patent DE 3 504 940 A (Mayr, Anton) 1eaches the favourable effect of

Baypamun® 1n conditions such as immunoinsufficiency induced by energy-nch

A\
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uradiation, chemotherapy, AIDS, immunosuppression, age-associated damage and
detoxifying effects, i1t does not teach the immediate reduction of liver fibrosis

DE 3 504 940 also teaches that Baypamun® supports the efficacy of a tumour therapy
as an adjunct and that it detects newborn children from diseases caused by inadequate

maternal immune defence

Taking the present state of knowledge as the starting point, 1t has now been found,
surpnsingly, that admumstraton of mactvated parapoxviruses can reduce or prevent
hver fibrosis In ammal models, this effect has been found in the case of carbon
tetrachlonde-induced hver fibrosis, which 15 based on toxic liver damage, and in the
case of liver fibrosis which 15 1nduced by heterologous serum and in which there 1s
no hver inflammation The extent of the therapeutic effect 1s also surpnsing the
excessive production of collagen which 1s associated with hiver fibrosis 18 inhibited
by 60% 1n the carbon tetrachlonde model, while 1t 1s almost completely inhibited 1n
the serum model In agreement with these results from long-term expenments, it was
then possible to demonstrate, from acute administration of carbon tetrachlonde, that
Baypamun® and the preparation obtained from the abovementioned Parapoxvirus
ovis strains mhibit the transformation of the hepatic stellate cells into the collagen-

producing myofibroblast type

While hiver fibrosis and/or hver cirhosis can be induced by different noxas, such as
viral infections and alcohol abuse, the different pathomechamsms enter a common
final path, 1 ¢ collagen production As the ammal expenment results from the above-
descnibed non-infectious models demonstrate, the admimstrauon of 1nactivated
parapox viruses surpnsingly prevents collagen deposition independently of the

inducing noxa

Parapoxviruses therefore open up a novel therapeutic pnnciple for exerung an effect

on the final path which 1s common to all the diseases leading to fibrosis

This effect suggests that, when parapoxvirus preparations are used, a particularly

effective therapv will be achieved even in the case of virus-induced liver fibrosis

2
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since 1t 1s known that such preparations possess additional immunostimulatory

effects

The powerful anufibrouc effect of Baypamun® which has now been found opens up
the poss:bility of employing Baypamun® or preparations of NZ2 as the reference
standard for assessing antfibrotic effects in assays for identifying antfibrotic

substances

Inactivated parapoxwviruses or their descendants, and preparations obtained from the
above strains, consequently possess an all-embracing antifibrotic spectrum of activity
and are therefore suitable not only for the prophylaxis and therapy of fibrotic diseases
of the liver but also 1n connection with fibrouc diseases of other organs, for example
of the lungs, the pancreas, the heart and the skin Particular preference is given to
using 1solates of parapoxviruses in the prophylaxis and treatment of liver fibrosis and

liver cirrhosis

Depending on the chmical problem, the parapoxvirus-based therapeutic agent 15
admimistered systermically, that 1s, for example, mtramuscularly, subcuteneously,
mtrapentoneally, mtravenously, orally or by inhalaton, or else locally The
parapoxvirus 1s then present punfied and lyophihized, and 1s suspended 1n a suitable
solvent immediately prior to admmistration, or i1s present in another sutable
formulation, or 1s present 1n a gastnc juice-resistant oral administration form or some

other oral admmstration form

In this connechion, several administrations, or long-term treatment in accordance wath
chronological schemes which correspond to the requurements of the chmecal problem,

may be necessary

The present invention relates to the use of 1solates of parapoxviruses, which are
obtained from the strains D1701, orf-11, Greek orf strain 176, Greek orf strain 155
and the New Zealand (NZ) strains, for producing medicaments which have a

prevenuve or curative effect on organ fibroses in humans Preference 1s given to

323
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usmg New Zealand (NZ) strans, 1 ¢ the strains NZ2, NZ7 and NZ10, for producing
medicaments which have a preventive or curative effect on organ fibroses 1n humans,
with the strain NZ2 being particularly preferred In addition to this, the above-
descnbed parapoxviruses can be mod:ified by passaging or adaptation to suitable
cells, and those parapoxviruses which have been obtained by passaging or adaptation
can be used for producing medicaments which have a preventive or curative effect on
organ fibroses in humans, in connection with which 1t 1s possible to use human cells,
such as WI-38, MRC-5, bovine cells, such as BK-KI3A47/Reg or MDBK, and ovine
cells, such as MDOK, for example, for the passaging or adaptation It 1s also possible
to use parts or fragments of the abovementioned parapoxviruses for producing
medicaments which have a preventive or curative effect on organ fibroses 1n humans

Parts are understood as being genontic or subgenomic fragments which are expressed
n sutable systems, such as fibroblast cell cultures, using suitable vectors, such as
vaccima viruses, and fragments are understood as bewng the fractions, which are
obtained by biochemical punfication, such as chromatography, of the viral parucles
which are expressed or which are physically disrupted, for example by the influence
of ultrasomicanon The invention furthermore relates to the use of the above-
descnbed parapoxvirus ovis strams, or of the modificaions which are obtamned
therefrom as descnbed above, in combination with other agents for producing
medicaments and medicament preparations which have a preventive or curative
effect on organ fibroses mn humans, and to the use of Baypamun®, on its own or
combination with other agents for producing medicaments and medicament
preparations which have a preventive or curative effect on organ fibroses 1n humans

The mnvention preferably relates to the use of the above-descnbed Parapoxvirus ovis
strains, or of the modificatons which are obtamned therefrom as described above, in
combination with other agents in a formulanon for oral admmistration, for example

1N gasinc juice-resistant capsules

The invention furthermore relates to the use of Baypamun® or preparations of NZ2
as a reference for assessing anufibrotic effects n assays for 1dentifying anufibrotuc

substances

3;/
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Example 1
Effect of Parapoxvirus ovis. strain D 1701 , Bavpamun®

Methodology
Baypamun®, dry substance, a preparation 1solated from chemucally inactivated

Parapoxvirus ovis, stratn D 1701, was dissolved i water for mnjection as éirected

(uter based on the TCID50 (50% ussue culture infective dose) approx 107 per ml)

A Polygeline soluhon, having the same content of protein as m the Baypamun®

solution, was admimstered to the control group animals as a placebo solution

05 ml of solution was admumistered 1p per animal and admmstrabon The

admnistration was performed three times per week but never on consecutive days

Baypamun® was tested in two ammal models in which the ongin of the fibrosis

ciffered, 1 ¢ n the carbon tetrachlonde model and in the pig serum model

Chronic treatment with carbon tetrachlonde is a standard method for experimentally
inducing liver fibrosis with subsequent curhosis (McLean EK, McLean AEM, Sutton
PM. Instant curhosis Br J Exp Pathol 1969, 50 502-506) It 1s recognised
generally as being a model for human liver fibrosis and hver cirhosis Female
Sprague-Dawley rats were used. In order to ensure maximal induction of the
microsomal metabolism of carbon tetrachlonde, the ammals were given 1 g of
1soniazade/l with the dnnking water one weck before the beginming of the treatment
Carbon tetrachlonde was given orally every fifth day at a dose of 0 1 ml/100 g of
body weight (carbon tetrachionde muneral il = 1 1) After seven weeks of
treatment, the ammals were sacnficed and examined The treatmemt with

Baypamun® was camed out m parallel with the carbon tetrachlonde treatment

Treatment with heterologous serum, for example pig serum 1n the case of rats, 1s

likewise a method which 1s frequently emploved 1n the Iiterature for inducing hiver



10

15

25

30

Le A 34 714-Foreign Countnies
-6-

fibrosis with subsequent cirrthosis, with this method, m contrast to other models, only
causing munimal damage to, and inflammation of, the hver parenchymal cells
(Bhunchet, E. and Wake, K (1992) Role of mesenchymal cell populations m porcine
serum-induced rat hver fibrosis Hepatology 16 1452-1473) Female Sprague
Dawley rats were treated 2 x weekly 1e¢ with 05 ml of stenle pig serum
(Sigma)animal, with the control animals being given stenle physiological sodium
chlonde solution (2 x weekly, 0 5 ml/ammal 1p) The treatment with Baypamun®
was camed out 1n parallel with the pig serum treatment but never on the same day
After seven weeks of treatment, the ammals were sacnficed and the livers were

removed for quanufying the content of collagen

For examuning the liver issue histologically, standardized transverse tissue cylinders
(approximately 10 x 2 mm) were punched out from the nght antenor lobe of the
liver Frozen sections were stained with 0 1% Picrosinus red solution for detecting

scar collagen produced by the liver fibrosis

Fast Green was used as & counterstain for contrast amphfication The extent of the
liver fibrosis was deterrmined 1n each secuon as the percentage fraction of the total
area measured represented by the Picrosinus red-stained area The parameters of the
videomicroscopic colour detection were standardized and kept constant throughout
the expenment 64 squares 1n a standardized 31 mm® gnd were measured at 50-fold

final magnification

In order to quanufy the extent of the transformation of hepatic stellate cells (HSC,
also Ito cells or vitamin A storage cells) following acute treatment of rats with carbon
tetrachlonde, the a-smooth muscle acuv-positve cells were detected
immunohisiochermically The a-smooth muscle activ-positive area was ascertained, at
200-fold final magmfication, in each section in each case mn 16 centnlobular 248 x
180 um fields The transformauon of HSC into collagen-producing and growth
factor-producing myofibroblast-like cells i1s known to be the crucial step i the
induction of hver fibrosis Transformed HSC are therefore an early indicator of

fibrogenic acuivaty 1n the fiver

3
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A Leica Quantimed 500MC (Leica Germany) was used for the semuautomatic
morphometry

In order to deterrune OH-proline, 50-100 mg of liver issue were 1n each case dned
and boiled for approx 17 hours wvith 6N HCl After evaporating off the acid in a
vacuum-drying oven, the residue was dissolved 1n 5 ml of distlled water and this
solution was filtered. 200 ul of the filtered soluton were incubated, at room
temperature for 25 min, with 200 gl of ethanol and 200 ul of oxidation solution (7%
aqueous chloranune T hydmte solution, diluted 1 4 with acetate-citrate buffer
pH 6 0) After that, 400ul of Ehrichs reagemt (12g of
4-dimethylaminobenzaldehyde mm 20 mil of ethanol + 274 ml of concentrated
sulphunc acid 1n 20 ml of ethanol) were added After incubation at 35°C for 3 hours,
the absorption was measured at 573 nm Aqueous OH-proline (Sigma) solutions were
used for the standard senes The content of OH-proline in the hver samples was

calculated in mg per g of liver dry weight

In order to monitor the formation of reacuive oxygen free radicals, the concentration
of reduced o-tocopherol (a-TOC) a free radical-captunng agent was measured n
the hiver, while the activity of the free radical-sensitive enzyme 7-ethoxyresorufin
deethylase (EROD) was measured imn the serum Both parameters are
charactenstically down-regulated in association with carbon tetrachlonde poisoning

and enable the seventy of the oxidauve damage to the ussue to be estrmated

The hver status of the ammals was deterrmined by measunng some standard serum
parameters

alanime amunotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP), aspartate ammno-
transferase (AST) y-glutamv] transferase (GGT), glutamate dehydrogenase (GLDH),
and total bilirubin (TBIL)

3+
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Results,

Treatment with Baypamun® sigmificantly decreases the extent of the fibrotic
degeneration of the hivers of carbon tetrachlonde-treated rats (Fig 1) In addstion, an
almost complete mhibition of the HSC transformation can be observed (Fig 2) The
number of proliferaing non-parenchymal cells 1n the livers of Baypamun'—trcated
amimals 15 markedly reduced (Fig 3) Non-parenchymal ceils mclude HSC and the
Kupffer cells which are hkewase involved in the fibrogenesis

The serum mndicators of hepatocellular damage, such as ALT, AP, AST, GGT,
GLDH and TBIL (Table 1), show a tendency to normalization

The same decrease 1n EROD and a-tocopherol concentrations m the control group
and in the Baypamuno-treated group provides evidence of the presence of toxic
reacuive oxygen free radicals resulung from the carbon tetrachlonde poisoning 1n
both groups (Tables 1 and 2) The possibility of the ‘anufibrotc” effect of

Baypamun® being due to a detoxification effect can therefore be ruled out

In the serum model, Baypamun® exhibits almost complete suppression of the
fibrosis (Fig 4) In the Baypamun®-treated rats, both the content of hvdroxyprolme
and the sinus red-stamnable area 1n the hivers are virtually at levels seen in the healthy
control arumals, whereas they are increased severalfold 1n the serum-treated control
rats In the Baypamun group, the increase m collagen content which 1s induced by the

pig serum treatment 1s only 10% of the corresponding value in the control group

——
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Example 2

Parapoxvirus ovis. strain NZ 2

Methodology:

NZ2 virus was rephcated 1n tank stacks For this, BK clone 3A cells were cultured
for 3 to 5 days in cell culture dishes (37°C) m EMEM 2 gr + 10% FCS until the cell
Jawn was 90 to 100% confluent. Four cell culture dishes were used as imoculum for
each tank stack and the latter was filled with medium (EMEM 2 gr + 10% FCS) to a
volume of 25 litres Afier incubating at 37°C for from 3 to 5 days (90 to 100%
confluent cell lawn), the medium wds replaced with EMEM 2 g without added serum
and the culture was infected with NZ2 virus (MOIL, 0 001 10 0 01)

After 100% CPE had been reached (incubation at 37°C for approx 7 to 8 days), the
virus was harvested For this, the virus suspension was aliquoted mnto stenle media
bags and frozen at -80°C The suspension was subsequently thawed at 37°C i an
tncubation room and freed of cells by means of deep-bed filtration (pore size 5um)

After this, the virus suspension was concentrated by a factor of 20 to 40 by means of
ultrafilration (100 kDa cutoff) As an altemative, the virus can be concentrated by
ultracentnfugation (Ti45, 30,000 rpm, 4°C, 60 mun)

The titre, as achieved by the concentration, of the virus present in the suspension was
determined by means of utrating on BX clone 3A cells After the virus utre had been
adjusted to 6 0 using EMEM medium without FCS, the virus was then heat-
nacuvated at 58°C for 2 h The mactivation was checked by means of an inactivation

control performed on BK clone 3A cells

Parapoxvirus ovis, stram NZ2 was investigated in the model, already used in

Example 1, of pig serum-induced hiver fibrosis in rats
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Female Sprague Dawley rats were treated 1 p 2 x weekly with 0 5 ml of stenle pig
serum (Sigma)/ammal, while control ammals were treated with stenle physiological
sodum chlonde soluton (2 x weekly, 05 ml/ammal 1p) Stram NZ 2 was
admnistered 1p 3 x weekly m doses of 15 x 10° and 50 x 10° TCIDsp/ammal,
respectively (admmistration volume 0.3 ml/farumal) For the lower dose, the starting
matena] was diluted with cell culture medium (Eagle’s mummum essential mediom,
Sigma) Control ammals were treated with cell culture mechum While the treatment
with stram NZ 2 took place 1n paralle] with the serum treatment, 1t was never given
on the same day After 7 weeks of treatment, the ammals were Jalled and the hvers
were removed, the liver fibrosis was then quantified both morphometncally and by
way of the content of OH-proline The methodology for thus has already been
descnibed 1n Example 1

Results

The results of the collagen determination are depicted in Fig 5 Surpnisingly, the
treatment with strain NZ 2 1s able to suppress the development of liver fibrosis 1n
companson with healthy amimals, the serum-treated control ammals exhibit a marked
imcrease 1 the content of OH-prolme and 1n sinus red-stamnable collagen This
increase 1s reduced by NZ 2 in a dose-dependent manner The extent of the effect 15
also surpnsing the 5 x 10° TCIDsy dose reduces the increase in the content of
collagen 1n the liver to less than 10% of the contro] value A qualitative assessment
of the histological preparations showed that the proportion of amimals having
collagen septa 15 reduced from 93% (14/15) down to 33% (5/15) n the 1 5 x 10°
TCIDsp group and down to 0% 1n the 5 0 x 10° TCIDsp group

¥o
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Example 3

Anntfibrotic effect of PPVO following oral admmistration

PPVO was formulated as a dry lyophilisate i1n gastnc pwce-resistant capsules
(Elanco, Indianapohis, USA)

Four groups of 1n each case six expenimental amimals were treated as follows One
control group (group 1) was given only & gastnic jwce-resistant capsule (without
PPVO), which was admmstered orally, with stenle sodium chlonde solution
(0 5 ml/amimal) being additionally imected 1p In group 2, a gastnc juice-resistant
capsule (without PPVO) was adminstered orally together with 05 ml of carbon
tetrachlonde/animal, with 05 ml of physiological sodium chlonde solubon being
injected 1p Ammals i group 3 were again given, by oral admimstration, a gastnc
Juice-resistant capsule (without PPVO) together with 0 5 ml of carbon tetrachlonde
animal In addition, the amimals of group 3 were given PPVO D1701 (dose 5 x 108
TCIDsy/amimal) 1n 0 5 m! of water for injection, with this being injected 1 p Group 4
were given, by oral admmstration, PPVO D1701 (dose 5 x 10° TCIDsy/ammal,
formulated 1n a gastnic jmce-resistant capsule) together with 05 ml of carbon
tetrachlonde The ammals m group 4 were also given 05 ml of stenie sodium

chlonde solution, which was injected 1 p

After 48 hours, the livers were removed and the a-smooth muscle actun (a-SMA)-
posiuve centrilobular area was deterrmined histochemically, for each ammal, as a
percentage of the total area measured n representative tissue sections (Johnson S I,
Hines JE, Burt AD Phenotypic modulation of pensinusmdal cells following acute
liver 1njury a quantitative analysis Int J Exp Path 1992, 73 765-772) This value

15 a2 measure of the transformation of the liver stellate cells

Two expenmental senes were camed out in accordance with the above description
The expenmental results of the first expennmental senes are reproduced in Table 3

while the resuits of the 2 expenmental senes are reproduced 1n Table 4

v/
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In expenmental senes I, the proportion of the a-SMA-positive centnlobular area 1n
the hiver tissue of ammals which were iven PPVO D1701 by 1p admimstration
(group 3) was mexplicably (and contrary to the remainder of the expenmental
expenence) higher than 1n ammals which did not receive any PPVO For this reason,

expenmental senes 2 was cammed out as a repeat experiment

In both expenmental senes, an approx 50% mhibition of transformaton, as
compared with the control group (mn each case group 2), was observed, m a
concordant and surpnsing manner, following oral admimistration of PPVO D1701 (in
each case group 4) In the 2™ expenmental senes, the inhibition of transformation
following oral admmistranon of PPYO D1701 (group 4) 1s of a simular magnitude to
that observed when PPVO D1701 1s administered pentoneally (group 3)

It can be deduced from these results that PPVO also displays its antifibrotic effect

following oral administration

Y2
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Table 1
Influence of Ba}rpamul'lo on serum parameters of liver status

and mdicators of an intoxication

ALT AST AP GGT GLDH TBIL EROD

un un un un un umol/] nmol

gxmn
Control 491 457 1628 08 125 16 030
SEM 37 87 1476 02 79 02 002
Carbon tetrachlonde |956 924 3927 61 371 29 015
SEM 147 141 430 13 148 03 001
Ct+ Baypamun® 720 659 3295 45 182 19 017
SEM 99 91 269 08 40 02 003
ALT alanine aminotransferase GLDH glutamate dehydrogenase
AST aspartate TBIL total bihirubin
aminotransferase

AP alkahne phosphatase EROD 7-ethoxvresorufin

GGT y-glutamyl transferase

decthylase

V3
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Table 2
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Influence of Baypamu_'i
on hiver a-tocopherol
aTocopherol
nmol / g of
tissue
Control 731
SEM 22
Carbon tetrachlonde 357
SEM 23
Ct + Baypamun® 385
SEM 61
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Influence of PPVO, followmng intrapentoneal or oral sdmumstration, on the

transformation of liver stellate cells following the admmnistration of a fibrogenic dose

of carbon tetrachlonde (Expenmental senes 1)

Fibrosis Adminstration DOSE a-SMA (%)
Group 1 empty capsule orally —_— 028004
Intact + water for injectzon 1 p
Group 2 empty capsule orally —_— 276079
Carbon + water for injection1 p
tetrachlonde
Group 3 PPVO 1n water for amection |5 x 10° TCIDsy/ 505%200
Carbon 1p amimal
tetrachlonde

+ empty capsule orally
Group 4 PPVO i capsule, orally 5 x 10° TCIDso/ 1461034
animal
Carbon + water for mnjection 1 p

tetrachlonde
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Table 4

Influence of PPVO, following intrapentoneal or oral administration, on the
transformation of liver stellate cells following administration of a fibrogemic dose of

- 16-

carbon tetrachlonde (expenmental senes 2)

Fibrosis Admnistration DOSE a-SMA (%)
Intact empty capsule orally  [-—- 020+004
Group 1 + water for mjection

1p
Carbon empty capsule orally |——- 3181056
tetrachlonde
Group 2 + water for imjection

1p
Carbon PPVOinwater  for|5x 10° 122+035
tetrachlonde {injection1p TCIDsgammal
Group 3 + empty capsule orally
Carbon PPVO i capsule(5x 10° 155+034
tetrachlonde |orally TCIDsp/fammal
Group 4 + water for injection

i
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Patent Claims '

Use of 1solates of parapoxviruses for producing medicaments which have a

preventive or curative effect on organ fibroses in humans

Use of 1solates of parapoxviruses, for example of the strains D 1701, orf-11,
Greek orf strain 176, Greek orf strain 155, and the New Zealand (NZ) strans,
for producing medicaments which have a preventive or curatve effect on

organ fibroses 1n humans

Use of 1solates of parapoxviruses according to Claimns 1-2, charactenzed n
that the New Zealand (NZ) strains which are used for producing medicaments
which have a preventive or curative effect on organ fibroses 1n humans are the
strains NZ2, NZ7 and NZ10

Use of parapoxviruses according to Claims 1-3, which parapoxviruses have
been modified by passaging or adaptation to suttable cells, for producing
medicaments which have a preventive or curative effect on organic fibroses in

humans

Use of parapoxviruses according to Claims 1-3, which parapoxviruses have
been modified by passaging or adaptation to suitable cells, for producing
medicaments which have a preventive or curative effect on organ fibroses in
humans, charactenzed 1n that human cells, such as W1-38 or MRC-$, bovine
cells, such as BK-KI3A47/Reg or MDBK, and ovine cells, such as MDOK,

are used for the passaging or adaptation

Use of parts or fragments of the viruses according to Claims 1-5 for
producing medicaments which have a preventive or curative effect on organ
fibroses in humans, charactenzed in that parts are to be understood as being
genomic or subgenomic fragments which are expressed with the aid of

suitable vectors such as vaccima viruses, in suitable systems, such as
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fibroblast cell cultures, and fragments are to be understood 2s bemg the
fractions which are obtained by means of biochemucal punfication, such as
chromatography, of the expressed or physically disrupted viral particles

Use of one of the 1solates according to Claims 1-6 in combmation with other
remedies for producing medicaments and pharmaceutical preparations which

have a preventive or curative effect on organ fibroses 1n humans

Use of Parapox ovie D 1701, on its own or m combmation with other
remedies, for producing medicaments and pharmaceutical preparations which

have a preventive or curative effect on organ fibroses 1n humans

Use of Parapox ovis D 1701, or preparations of NZ2, as a reference standard
for assessing antfibrouc effects in assays for 1dentufying antfibrotic

substances

Use of Parapox ovis D 1701 according to Claim 8, charactenzed in that the
pharmaceutical preparations and medicaments are suitable for oral

admmnistration

7
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Use of strains of Parapoxvirus ovis against organ fibroses

Abstract

The present mvention rejates to the use, 1 humahs, of inactivated parapoxviruses for
the prophylaxis and treatment of diseases which are accompamed by an increased
deposition of collagen, with 1t being possible for both internal organs, such as the
liver, and the skin and 1ts appended structures, to be affected The invention relates,
in particular, to liver fibrosis and/or hiver eurrhosis consequent upon virus hepatiis, or

to ethanol-induced hiver diseases and-to cystic fibros:s

44
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Basis of the report

The basis of intemational preliminary examination report Is the application as onginally filed
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USO DE CEPAS DE PARAPOXVIRUS OVIS FRENTE A FIBROSIS DE
ORGANOS

La presente invencidn se refiere al uso en seres humanos de
parapoxvirus inactivados en la profilaxis y el tratamiento de enfermedades que
estdn acompanadas por una elevada deposicién de colageno, pudiendo estar
afectados tanto érganos internos, por ejemplo el higado, como la piel y sus
anejos Se refiere especialmente a fibrosis hepatica o a cirrosis hepatica como
consecuencia de hepatitis viral 0 a enfermedades hepaticas inducidas por el
etanol, asi como a fibrosis quistica

La presente invencidn se refiere especialmente al uso en seres humanos
de aislados de Parapoxvirus ovis, por ejlemplo de la cepa D1701, orf-11, cepa
175 orf griega, cepa 155 orf griega, aislados de Nueva Zelanda (NZ), por
gjemplo NZ2, NZ7 y NZ10, incluyendo el Baypamun® denvado de D1701

Se refiere, ademas de a las cepas originales, también a la descendencia
obtenida mediante pases y/o adaptacion en celulas determinadas, por ejemplo
WI 38 Se refiere, ademas de a los virus completos, tambien a partes o
fracciones de estos virus Se entiende por partes los fragmentos genémicos o
subgendmicos expresados mediante vectores adecuados, por ejlemplo virus
Vaccinia, en sistemas adecuados como cultivos celulares de fibroblastos Se
entiende por fracciones las fracciones obtenidas mediante punficacion
bioquimica como cromatografia o las particulas obtenidas tras el uso de
procedimientos fisicos como disgregacion con ultrasonidos

Es conocido que [os parapoxvirus pueden estimular la inmunoreaccion

no especifica de vertebrados Baypamun®, una preparacion de Parapoxvirus
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ovis quimicamente Inactivado, cepa D1701, se utiiza para la profilaxis,
metafilaxia y terapia de enfermedades infecciosas, asi| como para la prevencion
de enfermedades inducidas por el estres en animales

La patente DE 3 504 940 A (Mayr, Anton) explica la actividad ventajosa
de Baypamun® en estados como la inmunoinsuficencia por rradiacion
energética, quimioterapia, SIDA, inmunosupresion, daios relacionados con la
edad asi como los efectos detoxificantes, pero no ia reduccion inmediata de
una fibrosis hepatica El documento DE 3 504 940 explica ademas que
Baypamun® potencia como coadyuvante la actividad de una terapia tumoral, y
que protege a los recien nacidos de enfermedades provocadas por una
insuficiente defensa inmune materna

A partir del estado presente de los conocimientos, se ha encontrado
ahora sorprendentemente que la administracion de parapoxvirus inactivados
puede reducir o Inhibir la fibrosis hepatica Esta actividad se encontro en
modelos animales de fibrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono,
que se basa en un dafio hepético toxico, y de fibrosis hepatica inducida por
suero de otra especie, que no conduce a una inflamacion hepatica Es ademas
sorprendente la extenston del efecto terapeutico la produccion de colageno en
exceso en |a fibrosis hepatica se inhibe en el modelo de tetracloruro de carbono
un 60%, y en el modelo de suero casi totalmente En conformidad con estos
resultados en experimentos a largo plazo, podia mostrarse ahora que, despues
de la administracién aguda de tetracloruro de carbono, Baypamun® y las
preparaciones obtenidas de las cepas anteriormente citadas de Parapoxvirus
ovis inhiben la transformacion de las celulas estrelladas hepaticas en

miofibroblastos de tipo productor de colageno

6Y
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La fibrosis hepatica o cirrosis hepatica pueden estar provocadas por
diferentes agentes nocivos, como por ejemplo infecciones virales o abuso de
alcohol, sin embargo los distintos mecanismos patologicos desembocan en un
tramo final comun, la produccién de colageno Como muestran los resultados
experimentales en animales de los modelos no nfecciosos anteriormente
expuestos, la admmnstracion de parapoxvirus Inactivados nhibe
sorprendentemente la deposicion de colageno independientemente del agente
nocivo causante

Los parapoxvirus abren por tanto un nuevo principio terapeutico para la
accidn sobre todos los tramos finales comunes de enfermedades que conducen
a fibrosis

Puede esperarse de este efecto una terapia especialmente eficaz
tambien de la fibrosis hepatica inducida viral con preparaciones de
parapoxvirus, puesto que para dichas preparaciones son conocidas actividades
inmunoestimuladoras adicionales

La potente actividad antifibrotica encontrada ahora de Baypamun® abre
la posibilidad de utilizar Baypamun° o preparaciones de NZ2 como patron de
referencta para la evaluacion del efecto antifibrético en ensayos para descubnr
sustancias antifibréticas

Los parapoxvirus Inactivados, o sus descendientes y preparaciones
obteridas de las cepas anteriormente citadas, poseen tambien un espectro de
actividad antifibrética universal, y son por tanto adecuados no solo para la
profilaxis y la terapia de enfermedades fibroticas del higado, sino tambien de
enfermedades fibréticas de otros organos, como por ejemplo los pulmones, el

pancreas, el corazdn y la piel Es especiaimente preferido el uso de aislados de
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parapoxvirus en la profilaxis y el tratamiento de fibrosis hepatica y cirrosis
hepatica

Segun el problema clinico, se administra el agente terapeutico basado
en parapoxvirus por via sistemica, como por ejemplo Intramuscular,
subcutanea, Intraperitoneal, intravenosa, oral, por nhalacion o local El
parapoxvirus se presenta a este respecto purificado y/o hofihzado, y se
suspende nmediatamente antes de la administracion en un disolvente
adecuado, o se presenta en otra formulacion adecuada, o se presenta en una
forma de administracién oral gastrorresistente u otras

Pueden ser necesanas a este respeclo varias administraciones © un
tratamiento a largo plazo segun un esquema temporal correspondiente a los
requisitos del problema clinico

La presente invencion se refiere al uso de aislados de parapoxvirus para
la preparacion de medicamentos con actividad profilactica o curativa sobre
fibrosis de organos en seres humanos Los aislados de parapoxvirus se
obtienen a partir de las cepas D1701, orf-11, cepa 176 de orf griega, cepa 155
de orf griega, asi como cepas de Nueva Zelanda (NZ) para la preparacion de
medicamentos con efecto profilactico o curativo sobre fibrosis de organos en
seres humanos Se utiizan preferiblemente cepas de Nueva Zelanda (NZ), las
cepas NZ2, NZ7 y NZ10, para la preparacion de medicamentos con actividad
profilactica o curativa sobre fibrasis de organos en seres humanos, stendo
especiaimente preferida la cepa NZ2 Ademas, los parapoxvirus anteriormente
descnitos pueden modificarse mediante pases o adaptacion en células
adecuadas, y se utiizan dichos parapoxvirus obtenidos por pases o adaptacion

para la preparacion de medicamentos con actividad profilactica o curativa sobre

67
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fibrosis de organos en seres humanos, pudiendose utilizar para los pases o |a
adaptacion por ejemplo células humanas como WI-38, MRC-5, células bovinas
como BK-K13A47/Reg o MDBK y células ovinas como MDOK Pueden
utlizarse tambien partes o fragmentos de los parapoxvirus citados
anteriormente para la preparacién de medicamentos con actividad profilactica o
curativa sobre fibrosis de organos en seres humanos Por partes se entienden
fragmentos gendmicos o subgenémicos expresados mediante vectores
adecuados, como virus Vaccinia, en sistemas adecuados como cultivos
celulares de fibroblastos, y por fracciones las fracciones obtenidas mediante
punificacion bioquimica como cromatografia de las particulas virales
expresadas o disgregadas fisicamente, por ejemplo por accién de ultrasonidos
Otro objeto de la invencidn es el uso de las cepas de Parapoxvirus ovis
anteriormente citadas, o de los modificados obtenidos de ellas como se ha
descnito anteriormente, en combinacion con otros agentes para la preparacion
de medicamentos y preparaciones farmaceuticas con actividad profilactica o
curativa sobre fibrosis de organos en seres humanos, asi como al uso de
Baypamun®, solo o en combinacion con otros agentes, para la preparacion de
medicamentos y preparaciones farmaceuticas con actividad profilactica o
curativa sobre fibrosis de organos en seres humanos Un objeto preferido de la
invencion es el uso de las cepas de Parapoxwvirus ovis anteriormente citadas, o
de los modificados obtenidos de ellas anteriormente descritos, en combinacion
con otros agentes en una formulacion para administracion oral, por sjemplo en
capsulas gastrorresistentes

Es ademas objeto de la invencion el uso de Baypamun® o de

preparaciones de NZ2 como referencia para la evaluacion del efecto
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antifibrético en ensayos para el descubrimiento de sustancsas antifibroticas

La Parapoxvius ovis NZ-2 citada aqui como ejemplo se deposito el 10 de
Julio de 2001 en Ia "European Collection of Cell Cultures, Centre for Applied
Microbiology and Research”, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG,

Reino Unido El numero de deposito era

Ejemplo 1
Actividad de Parapoxvirus ovis, cepa D1701, Baygamun"

Metodologia
Se disolvio la sustancia seca Baypamun®, una preparacion oblenida a

partir de Parapoxvirus ovis cepa D 1701 quimicamente inactivada, segun la
receta en agua para inyecciones (titulacion referida como TCID5S0 (dosis
infecciosa para el 50% del cultivo de tejido) de aproximadamente 107 por mi)

Como solucton placebo se administrd a los animales del grupo de control
una solucion de poligelina con el mismo contenido de proteina que la solucion
de Baypamun®

Se administraron 0,5 ml de solucién 1p por animal y administracién La
administracion se llevo a cabo tres veces por semana, pero nunca en dias
consecutivos

Se ensayo Baypamun® en dos modelos animales con distinta génesis de
la fibrosis, el modelo de tetracloruro de carbono y el modelo de suero porcino

El tratamiento cronico con tetracloruro de carbono es un procedimiento
estandar para la provocacion experimental de fibrosis hepatica con cirrosis
posterior (McLean E K, McLean AE M, Sutton P M, "instant cirrhosis”, Br_J_
Exp Pathol 1969, 50 502-506) Es conocido en general como modelo de

fibrosis y cirosts hepatica en seres humanos Se utilizaron ratas Sprague-
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Dawley hembra Para una induccion maxima del metabolismo microsomal del
tetracloruro de carbono, los animales recibieron 1 g/l de 1soniazida con el agua
de bebida ya una semana antes del inicio del tratamiento El tetracloruro de
carbono se administrd por via oral cada cinco dias a una dosis de 0,1 mi/100 g
de peso corporal (tetracloruro de carbono aceite mineral= 1 1) Los animales se
sacrificaron después de un tratamiento de siete semanas y se ensayaron El
tratamiento con Baypamun® se lievd a cabo paralelamente al tratamiento con
tetracloruro de carbono

El tratamiento con suero heterologo, por ejemplo suero porcino en ratas,
es igualmente un procedimiento utilizado frecuentemente en la bibliografia para
la provocacion de una fibrosts hepatica con cirrosts posterior, que en contraste
con otros modelos causa solo un dafio e inflamacion minimos a las cefulas del
parenquima hepatico (Bhunchet, E y Wake, K {1992) "Role of mesenchymal
cell populations In porcine serum-induced rat liver fibrosis”", Hepatology 16
1452-1473) Se trataron ratas Sprague-Dawley hembra ip dos veces por
semana con 0,5 ml/fanimal de suero porcino esterl (Sigma), los animales de
control con solucion salina fisiologica esterll {dos veces por semana 0,5
mi‘animal, 1p) El tratamiento con Baypamun® se realizo paralelamente al
tratameento con suero porcino, pero nunca el mismo dia Despues de un
tratamiento de siete semanas, los animales se sacrificaron y se extrajeron los
higados para la cuantificacton del contenido de colageno

Para el analisis histologico del tejido hepatico se troquelaron cilindros de
tejdo transversal estandarizados (aproximadamente 10 x 2 mm) del lobulo
anterior derecho del higado Se tifieron los cortes congelados para la deteccion

del colageno cicatricial producido por la fibrosis hepatica con una solucion de

Wi
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rojo strio picrico al 0,1%

Se utilizo Fast Green como colorante de contraste para reforzar el
contraste La extension de la fibrosis hepatica se determino en cada corte como
la proporcion porcentual de superficie tefiida con rojo siro picrico de la
superficie de medida total Los parémetros de deteccion videomicroscopica del
color se estandanzaron y se mantuvieron constantes en todo el experimento
Se midieron 64 campos de un reticulo estandarizado de 31 mm® con una
ampliacion final de 50 veces

Para la cuantificacion de la extension de la transformacion de las celulas
estrelladas hepaticas (HSC, tambien celulas Ito o células de almacenamiento
de vitamina A) después del tratamiento agudo de ratas con tetracloruro de
carbono, se detectaron inmunohistoquimicamente las celulas positivas de a-
lactina de musculo liso La superficie positiva de a-lactina de musculo liso se
determino con una ampliacion final de 200 veces en cada corte en 16 campos
centrilobulares respectivamente de 248 x 180 um La transformacion de HSC
en celulas de tipo muofibroblasto productoras de colageno y de factor de
crecimiento es como es sabido la etapa decisiva en la provocacion de fibrosis
hepatica Por consiguiente, las HSC transformadas son un indicador temprano
de actividad fibrogenica en el higado

Para la morfometria semiautomatica se utilizo una Leica Quantimed 500
MC (Leica Deutschland)

Para [a determinacion de |la prolina-OH se secaron 50-100 mg de tejdo
hepético y se hirvieron con HCI 6 N aproximadamente 17 horas Despues de
evaporar el acido en estufa de secado a vacio, se disolvio el residuo en 5 ml de

agua destilada y se filtré Se incubaron 200 ul de |a solucion filtrada con 200 pl

y2
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de etanol y 200 pi de solucion de oxidacion {solucion de hidrato de cloramina T
al 7% diluida 1 4 con tampon acetato-citrato, pH 6,0) 25 minutos a temperatura
ambiente Despues, se afiadieron 400 pl de reactivo de Ehrlich (12 g de 4-
dimetilaminobenzaldehido en 20 ml de etancl + 2,74 ml de acido sulfurico
concentrado en 20 ml de etanol} Despues de 3 horas de incubacion a 35°C, se
midio la absorcion a 573 nm Para la serie de calibracion se utilizaron
soluciones acuosas de prolina-OH (Sigma) Se calculo el contenido de prolina-
OH de las muestras hepéticas en mg por g de peso seco de higado

Para el seguimianto de la formacidn de radicales de axigeno reactivos se
midio la concentracion de a-tocoferol (a-TOC), un iniciador de radicales, en el
higado y la actvidad de 1la enzima sensible a radicales 7-
etoxirresorrufindesetilasa (EROD) en el suero Ambos parametros estan
caracteristicamente reducidos en la intoxicacion por tetracloruro de carbono, y
permiten una evaluacion del grado de gravedad del dafio tisular oxidativo

El estado hepatico de los ammales se determino mediante la medida de
algunos parametros estandar sericos alaninaminotransferasa (ALT), fosfatasa
alcalina (AP), aspartatoaminotransferasa (AST), y-glutamiltransferasa (GGT),
glutamatodeshidrogenasa (GLDH), bilirrubicina total (TBIL)

Resultados

El tratamiento con Baypamun° reduce significativamente la extension de
la degeneracion fibrotica en el higado en ratas tratadas con tetracloruro de
carbono (Fig 1) Ademas, se observa una Inhibicion casi completa de la
transformacion de HSC (Fig 2) La cantidad de celulas no parenquimaticas
prolferativas en los higados de animales tratados con Baypamun® estd

claramente reducida (Fig 3) Las celulas no parenquimaticas incluyen HSC e

7¢
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igualmente las células de cobre implicadas en la fibrogenesis

Los Iindicadores sericos del dafio hepatocelular como ALT, AP, AST,
GGT, GLDH y TBIL (tabla 1) muestran una tendencia a la normahzacion

La misma reduccion de las concentraciones de EROD y a-tocoferol en
los grupos de control y los grupos tratados con Baypamun® documenta ia
presencia de radicales de oxigeno reactivos téxicos por la intoxicacién por
tetracloruro de carbono en ambos grupos (tablas 1 y 2) Por tanto, puede
excluirse un efecto “antifibrotico” de Baypamun® por una actividad detoxificante

En el modelo de suero, Baypamun® muestra una represion casi
completa de la fibrosis (Fig 4) tanto el contenido de hidroxiprolina como la
superficie tefiida con rojo Sirio del higado se encuentran en las ratas tratadas
con Baypamun® cas al ruvel de los aimales de control sanos, mientras que en
las ratas de control tratadas con suero son varias veces mayores El aumento
inducido por el tratamiento con suero porcino del contenido de colageno es en
el grupo de Baypamun solo un 10% del valor correspondiente en el grupo de

control
Elempio 2
Parapoxvirus ovis, cepa NZ2
Metodologia

Se propagaron virus NZ2 en pilas de cubetas Para ello se hacen crecer
celulas BK clon 3A en placas de cultivo celular (37°C) durante 3a 5diasen2g
de EMEM + FCS al 10% hasta que los cespedes de celulas estan de 90 a
100% confluentes Se uhlizan 4 placas de cultivo celular por pila de cubetas
como Inoculo, y se completan con medio (2 g de EMEM + FCS al 10%) a un

volumen de 2,5 | Después de 3 a 5 dias de incubacion a 37°C (cespedes de
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células de 90 a 100% confluentes), se intercambio el medio por 2 g de EMEM
sin adicion de suero y se infectd el cultivo con virus NZ2 (MOI 0,001 a 0,01)

Despues de alcanzar 100% de CPE (incubacion a 37°C,
aproximadamente 7 a 8 dias), se recoge el virus Para ello, se rellena la
suspension viral en saqutos de medio estenl y se congela a -80°C A
continuacion, la suspension se descongela a 37°C en una estufa incubadora y
se libera de células mediante una filiracion intensa (tamario de poro 5 umy)
Posteriormente, se concentra la suspension viral mediante ultrafiltracion {corte
de 100 kDa) por un factor de 20 a 40 Como alternativa, el virus puede
concentrarse mediante ultracentrifugacion (Ti45, 30 000 rpm, 4°C, 60 min)

La titulacion alcanzada mediante la concentracion del virus contenido en
la suspension se determino mediante titulacion de celulas BK clon 3A Despues
de ajustar la titulacion viral a 6,0 con medio EMEM sin FCS, se inactivo
termicamente el virus durante 2 horas a 58°C La inactivacion se controlo
mediante controles de inactivacion en células BK clon 3A

El Parapoxvirus ovis, cepa NZ2, se ensayo en el modelo ya utilizado en
el ejemplo 1 de fibrosis hepatica inducida por suero porcing en ratas se
trataron p ratas Sprague-Dawley hembra dos veces por semana con 0,5
ml/animal de suero porcino esteril (SIGMA), los animales de control con
solucion salina fisiologica estenl (dos veces por semana con 0,5 ml/fanimal Ip)
La cepa NZ2 se administré 1p tres veces por semana a las dosificaciones 1,5 x
10° y 5,0 x 10° TCIDs/animal respectivamente (volumen de admintstracion 0,5
mi/lanimal) Para la dosis mnferior se diluyo el material con medio de cultivo
celular (medio esencial minimo de Eagle, Sigma) Los animales de control se

trataron con medio de cultivo celular El tratamiento con la cepa NZ2 se realiz6
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paralelamente al tratamiento con suero, pero nunca el msmo dia Despues de
siete semanas de tratamiento se sacrificaron los animales, se extrajeron los
higados y se cuantificéd |a fibrosis hepatica tanto morfometricamente como por
el contenido de prolina-OH La metodologia para ello se ha descrito ya en el
ejemplo 1

Resultados

Los resultados de las determinaciones de colageno se representan en la
Fig 5 Sorprendentemente, el tratamiento con la cepa NZ2 puede reprimir la
formacion de fibrosis hepatica los animales de control tratados con suerc
muestran en comparacidon con los animales sanos un claro aumento del
contenido de prolina-OH y del colageno coloreable con rojo Sino Este aumento
se reduce mediante NZ2 dependiendo de la dosis Resulta sorprendente
tambten la extension del efecto la dosis de 5 x 10° TCIDs reducia el aumento
del contenido de colageno en el higado a menos de un 10% del valor de
control Una evaluacion cualitativa del preparado histologico dio como resultado
que la proporcidén de animales con septos de colageno se reducia de un 93%
(14/15) a un 33% (5/15) en el grupo de 1,5 x 10° TCIDso y @ un 0% en el grupo
de 5,0 x 10° TCiDso

Elemplo 3
Actividad antifibrotica de PPVO tras administracién oral

Se formulo el PPVO como un liofilizado seco en capsulas
gastrorresistentes (Elanco, Indianapolis, EE UU )

Se trataron cuatro grupos de seis animales de ensayo cada uno de la
siguiente manera un grupo de control {grupo 1) recibié sélo una cépsula

gastrorresistente (sin PPVO) administrada por via oral, y ademas se inyecto ip

“
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solucion salina esteril (0,5 mifanimal) En el grupo 2, se administro oralmente
una cdpsula gastrorresistente (sin PPVO) junto con 0,5 mi de tetracloruro de
carbono/animal, y se inyectaron 1ip 0,5 ml de solucion salina fisiologica Los
animales del grupo 3 recibieron otra vez una capsula gastrorresistente (sin
PPVO) junto con 0,5 m! de tetracloruro de carbono/animat administrado por via
oral Los animales del grupo 3 recibieron ademas PPVO D1701 (dosis 5 x 108
TCIDso/animal) inyectado 1p en 0,5 ml de agua para inyecciones El grupo 4
recibio PPVO D1701 (dosis 5 x 10® TCIDsofammal formulado en una capsula
gastrorresistente) junto con 0,5 ml de tetracloruro de carbono administrado por
via oral Los animales del grupo 4 recibieron ademas 0,5 ml de solucion salina
esteril Inyectada 1p

Despues de 48 horas, se extrajeron los higados y se determinarcn
inmunohistoquimicamente en cortes de tejido representativos las superficies
centrolobulares positivas de a-lactina de musculo liso (a-SMA) en % de la
superficie de medida total para cada animal (Johnson $J, Hines J E, Burt
A D, "Phenotypic modulation of perisinuosoidal cells following acute liver injury
a quantitative analysis®, Int J Exp Path, 1992, 73 765-772) Este valor es una
medida de la transformacion de las celulas estrelladas hepaticas

Se llevan a cabo dos grupos de ensayos segun [a descripcion anterior
Los resultados del ensayo del primer grupo de ensayos se reproducen en la
tabla 3, los resultados del segundo grupo de ensayos en la tabla 4

En el grupo de ensayos 1, la proporcion de superficie centrolobular
positiva de a-SMA en tejido hepatico de animales que recibieron PPVO D1701
administrado 1p (grupo 3) es inexplicablemente (y al contrario que en las demas

experiencias expenmentales) mayor que en animales a los que no se ha
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administrado PPVQ Por esta razon, se llevo a cabo el grupo de ensayo 2 como
experimento de repeticion

En ambos grupos de ensayo, se comprobo coincidente vy
sorprendentemente despues de la administracion oral de PPVO D1701
(correspondiente al grupo 4) una inhibicion de aproximadamente un 50% de [a
transformacion frente al grupo de control (correspondiente al grupo 2) En el
grupo de ensayo 2, la inhibicion de la transformacion despues de la
administracién oral de PPVO D1701 (grupo 4) es igualmente eficaz que en la
administracion peritoneai de PPVQO D1701 (grupo 3)

A partir de estos resultados puede deducirse que el PPVO despliega su

actividad antifibrotica tambien tras administracion oral

71
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Influencia de Baypamun® sobre los parametros sericos gel estado

hepdtico y los indicadores de una intoxicacién

ALT]AST [AP [GGT[GLDH]|TBIL [EROD
ua |un ua (un Ul pmol/l [ nmol x g/min
Controles 48 1145,7 [162,8[0,8 (125 [16 (0,30
SEM 3,7 |87 |14,76|0,2 |7,9 0,2 0,02
Tetracloruro de
carbono 95,6(924 |392,7|16,1 (37,1 (29 |0,15
SEM 14,7]14,1 |43,0 1,3 (148 |03 |0,01
T+ Baypamun° 72,0(659 (3295|145 [182 |19 |0,17
SEM 99 {91 |26,9 10,8 [4,0 02 |0,03

ALT Alaninaminotransferasa

GLDH glutamatodeshidrogenasa

AST Aspartatoaminotransferasa TBIL bilirrubina total

AP fosfatasa alcalina

5 GGT y-glutamitransferasa

EROD 7-etoxirresorrufindesetilasa

g0
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Tabla 2
[Tnfluencla del Baypamun®
' Sobre a-tocoferol del higado

a-tocoterol nmol/g de tejido

Control 73,1
SEM 22
Tetracloruro de carbono 35,7
SEM 2,3
T + Baypamun® 38,5
SEM 6,1




Tabia 3

Influencia del PPVO tras administracidn intrapentoneal u oral sobre la

transformacidn de células estrelladas hepaticas tras la administracidn de una

17

dosis fibrogénica de tetracloruro de carbono (conjunto de ensayos 1)

Fibrosis Administracidn DOSIS a-SMA(%) |
Grupo { Capsula vacia oral + agual- 028004 |
Intacto para inyecciones Ip

Grupo 2 Capsula vacia oral + agual- 2,/6+£0,/9
Tetracloruro |para inyecciones ip

de carbono

Grupo 3 PPVO  en agua parald x 100(5,05% 2,00
Tetracloruro |inyecciones Ip + capsula vacia | TCIDsg/animal

de carbono |oral

Grupo 4 PPVD en cdpsula oral + agua]d x  10°]1,46 £ 0,34
Tetracloruro |para inyecciones Ip TCIDsy/animal

de carbono

1/

- - —
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Tabla 4

Influencia del PPVO tras administracion intrapentoneal u oral sobre la
transformacion de celulas estrelladas hepaticas tras la administracidn de una

dosis fibrogénica de tetracloruro de carbono (grupo de ensayo 2)

Fibrosis Administracion DOSIS a-SMA (%) |
Grupo 1 Capsula vacia oral + agua para|- 0,20 £ 0,04
Intacto Inyecciones Ip

Grupo 2 Capsula vacia oral + agua para|- 3,18 £ 0,56

Tetracloruro | inyecciones ip

de carbono

Grupo 3 PPVO en agua para inyecciones |9 X 107[1,22 £ 0,35
Tetracloruro |1p + capsula vacia oral TCIDsg/animal

de carbono

Grupo 4 PPVO en capsula oral + agua|5  x 10°]1,95 £ 0,34
Tetracloruro {para inyecciones Ip TCIDso/animal

de carbono
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Habiéndose descrnito [a invencion como antecede, se declara como

propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1 Uso de aislados de parapoxvirus para la preparacion de ,
medicamentos con actividad profilactica o curativa sobre las fibrosis de érganos

en seres humanos |

2 Uso de un aislado de parapoxvirus, por ejemplo de las cepas D '?MIW

1701, orf-11, cepa 176 de orf grniega, cepa 155 de orf griega, asi como las !
cepas de Nueva Zelanda (NZ) para la preparacidn de medicamentos con l
actividad profilactica o curativa sobre las fibrosis de organos en seres
humanos

3 Uso de aislado de parapoxvirus segun las reivindicaciones 1-2, en
el que se utilizan como cepas de Nueva Zelanda (NZ) las cepas NZ2, NZ7 y
NZ10 para la preparacion de medicamentos con actividad profilactica o curativa
sobre las fibrosis de organos en seras humanos

4 Uso de parapoxvirus de [as rewvindicaciones 1-3 mﬁm’cggg_s__
mediante pases o adaptacion en células adecuadas para la preparacion de
medicamentos con actividad profilactica o curativa sobre las fibrosis de organos
en seres humanos

5 Uso de los parapoxvirus de las reivindicaciones 1-3 modificados
mediante pa,seﬁ—;a_a—p?amn células adecuadas para la preparacion de

medlcamentﬁ con actividad profilactica o curativa sobre las fibrosis de organos

en seres humanos, en el que se utilizan para los pases o adaptacion celulas
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humanas como WI-38, MRC-5, celulas bovinas como BK-KI3A47/Reg o MDBK
y celulas ovinas como MDOK

6 Uso de partes o fracciones de los virus segun las reivindicaciones
1-5 para |la preparacion de medicamentos con actividad profilactica o curativa
sobre las fibrosis de drganos en seres humanos, en el que por partes se

entiende los fragmentos genomicos © subgenomicos expresados madiante

— ——

— e——

vectores adecuados, pof ejemplo virus Vman sistemas adecuados como
cultlvosmwroblastos. y por fracciones se entiende las fracciones
obteridas mediante purificacion bioquimica como cromatografia de las
particulas virales expresadas o disgregadas fisicamente

7 Uso de uno de los aislados correspondientes a las
reivindicaciones 1-6 en cornbmaclozl_ con otros agentes para la preparacion de
medicamentos y preparaciones farmaceuticas con actividad profilactica o
curativa sobre las fibrosis de drganos en seres humanos

8 Uso de Parapox owis D1701 solo 0 en combinacion con otros

~— —
agentes para la preparacion de medicamentos y preparaciones farmacéuticas

con actividad profilactica o curativa sobre las fibrosis de organos en seres
humanos

9 Uso de Parapox ovis D1701 o preparaciones de NZ2 como patron
de referencia para la evaluacion.de los efectos antifibroticos en ensayos para el
descubrimiento de sustancias antrﬁbrotlca\:ﬁ_f—#—

10  Uso de Parapoxvirus ovis D1701 correspondiente a la
revindicacion 8, en el que las preparaciones farmaceuticas y medicamentos

son adecuados para administracion oral
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USO DE CEPAS DE PARAPOXVIRUS OVIS FRENTE A FIBROSIS DE
ORGANOS

RESUMEN

La presente invencion se refiere al uso en seres humanos de
parapoxvirus inactivados en la profilaxis y el tratamiento de enfermedades que
estan acompanadas por una elevada deposicion de colageno, pudiendo estar
afectados tanto drganos internos, por ejemplo el higado, como la piel y sus
anejos Se refiere especialmente a fibrosis hepatica o a cirrosts hepatica como
consecuencia de hepatitis viral o a enfermedades hepaticas inducidas por el

etanol, asi como a fibrasis quistica
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