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Sis iSradimas yra susijes su inaktyvuoty pararaupy virusy (parapox
virus) panaudojimu Zmonéms ligy, kurias lydi padidintas kolageno
susikaupimas, dél kurio gali bati paveikti ir vidaus organai, tokie kaip kepenys,
ir oda bei jg lydinCios struktiros, profilaktikai ir gydymui. Ypatingai Sis
iSradimas yra susijes su kepeny fibroze ir kepeny ciroze, po virusinio hepatito
arba etanolio sukeltomis kepeny ligomis, o taip pat cistine fibroze.

Sis isradimas yra ypatingai susijes su avies pararaupy viruso izoliaty,
pvz. D1701, orf-11, graiky orf 176 kamieno, graiky orf 155 kamieno,
Naujosios Zelandijos (NZ) izoliaty, pvz. NZ2, NZ7 ir NZ10, bei Baypamun®,
kuris i8vestas i§ D1701, panaudojimu Zmonéms.

Apart pradiniy kamieny, S$is iSradimas taip pat yra susijes su
palikuonimis, kurie yra gauti perséjant irfarba adaptuojant prie konkreciy
lasteliy, pvz. WI38. Apart pilny virusy, Sis iSradimas taip pat yra susijes su Siy
virusy dalimis arba fragmentais. Dalimis yra laikomi genominiai arba
subgenominiai fragmentai, kurie yra ekspresuojami naudojant tam tikrus
vektorius, pavyzdziui, vaccinia, tinkamose sistemose, pavyzdziui, fibroblasty
lasteliy kultlrose. Fragmetais yra laikomos frakcijos, kurios gaunamos
biochemiSkai gryninant, pavyzdZiui, chromatografijos budu, arba daleles,
kurios yra gautos panaudojus fizikinius metodus, tokius kaip suardymas
ultragarsu.

Zinoma, kad pararaupq virusas gali stimuliuoti nespecifines imunines
reakcijas Zinduoliuose. Baypamun®, kuris yra chemi8kai inaktyvuoto avies
pararaupy viruso D1701 kamieno preparatas, yra naudojamas gyviany
infekciniy ligy profilaktikai, metafilaksijai ir gydymui ir streso sukelty ligy
prevencijai.

Nors DE 3 504 940 A (Mayr, Anton) patente apraSomas teigiamas
Baypamun® poveikis biklése, tokiose kaip imunonepakankamumas, kurj
sukele didelés energijos radiacija, chemoterapija, AIDS, imunosupresija, su
amzZiumi susijes pakenkimas ir detoksikaciniai poveikiai, jame néra apraSyta
tiesioginis kepeny fibrozés sumazinimas. DE 3 504 940 taip pat aprasoma,
kad Baypamun® padidina auglio gydymo efektyvuma kaip papildas ir kad jis
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apsaugo naujagimius nuo ligy, sukelty nepakankamos motinos imuninés
apsaugos.

Priimant dabarting Ziniy padétj kaip iSeities taska, dabar netikétai buvo
rasta, kad inaktyvuoty pararaAupuL virusy jvedimas gali sumazinti kepeny
fibroze arba apsaugoti nuo jos. Gyviiny modeliuose $is poveikis buvo rastas
anglies tetrachlorido sukeltos kepeny fibrozeés atveju, kuris yra paremtas
toksiniu kepeny pakenkimu, ir kepeny fibrozés, kuri yra sukelta panaudojant
heterologinj serumg ir kuriame néra kepeny uZdegimo, atveju. Terapinio
poveikio mastas taip pat yra netikétas: perdétas kolageno, kuris yra susijes su
kepeny fibroze, gaminimasis yra inhibuojamas 60 % anglies tetrachlorido
modelio atveju, ir jis yra beveik pilnai inhibuojamas serumo modelio atveju.
Sutinkamai su Siais rezultatais i§ ilgalaikiy eksperimenty, i§ Gmaus anglies
tetrachlorido jvedimo buvo galima parodyti, kad Baypamun® ir i§ auksgiau
minéty avies pararaupy kamieny gauti preparatai inhibuoja kepeny
2vaigzdiniy Igsteliy transformacijg j kolagena gaminandias miofibroblasty tipo
Iasteles.

Kadangi kepeny fibrozeg ir/arba kepeny ciroze gali sukelti jvairas
nuodai, tokie kaip virusinés infekcijos ir piktnaudZiavimas alkoholiu, skirtingi
patologijos mechamizmai sueina | bendra galutinj kelig, t.y. kolageno
gaminimasi. Kaip rodo eksperimentiniai rezultatai su auk$&iau apradytais
gyvany neinfekciniais modeliais, inaktyvuoty pararaupy virusy jvedimas
stebétinai apsaugo nuo kolageno nusédimo nepriklausomai nuo jj
sukelian¢ios nuodingos medziagos.

Taigi pararaupy virusai atveria naujq terapinj principg poveikiui sutelkti
galutiniame Sio kelio etape,r kuris yra bendras visoms ligoms, kurios veda |
fibroze.

Sis poveikis duoda pagrindo manyti, kad naudojant pararaupy viruso
preparatus bus pasiektas ypatingai efektyvus gydymas net ir viruso sukeltos
kepeny fibrozes atveju, kadangi yra Zinoma, kad tokie preparatai pasizymi
papildomu imunostimuliaciniu poveikiu.

Galingas dabar atrastas Baypamun® priesfibrozinis efektas atveria
galimybe naudoti Baypamun® arba NZ2 preparatus kaip etaloninj standartg
vertinant priesfibrozinius efektus testuose priesfibrozinems medZiagoms

identifikuoti.
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Taigi, inaktyvuoti pararaupy virusai arba jy palikuonys ir i§ auks$éiau
minéty kamieny gauti preparatai turi visaapimant| priesfibrozinio aktyvumo
spektrg ir todél yra tinkami ne tik kepeny fibroziniy ligy profilaktikai ir gydymui,
bet taip pat ir rySium su kity orgénq fibrozinémis ligomis, pavyzdZiui, plauciy,
kasos, Sirdies ir odos. Kepeny fibrozés ir kepeny cirozés gydymui ypatingai
tinka naudoti pararaupy virusy izoliatus.

Priklausomai nuo klinikinés problemos, terapinis agentas pararaupy
viruso pagrindu yra vartojamas arba sistemiskai, tai yra, pavyzdziui,
leidZiamas | raumenis, po oda, | veng arba vartojamas peroraliniu badu arba
inhaliacijomis arba, kitu atveju, vietiniu badu. Tada pararaupy virusas yra
iSgrynintas ir liofilizuotas ir yra suspenduojamas tinkamame tirpiklyje prie$ pat
vartojima, arba yra kitoje tinkamoje kompozicijoje, arba yra skrandZio sultims
atsparioje vartojimo formoje arba kitokioje peroralinio vartojimo formoje.

RysSium su tuo, jj gali bati reikalinga keletg karty jvesti arba ilgg laikg
vartoti pagal chronologines schemas, atitinkancias klinikinés problemos
reikalavimus.

Sis iSradimas yra susijes su pararaupy virusy izoliaty, kurie yra gauti i$
D1701, orf-11 kamieny, graiky orf 176 kamieno, graiky orf 155 kamieno ir
Naujosios Zelandijos (NZ) kamieny, panaudojimu vaisty, kurie turi prevencini
arba gydomajj poveikj | Zmoniy organy fibroz¢, gamyboje. Pirmenybé yra
teikiama Naujosios Zelandijos (NZ) kamieny, t.y. NZ2, NZ7 ir NZ10 kamienu,
panaUdojimui vaisty, kurie turi prevencini arba gydomajj poveiki | Zmoniy
organy fibroze, gamyboje, o labiausiai tinkamas yra NZ2. Be to, auks¢iau
apra$yti pararaupy virusai gali bati modifikuojami perséjant arba adaptuojant
prie tinkamy lgsteliy, ir tokie pararaupy virusai, kurie buvo gauti perséjant
arba adaptuojant, gali bati naudojami vaisty, kurie turi prevencinj arba
gydomajj poveikj { Zmoniy organy fibroze, gamyboje; todél persejimui arba
adaptavimui, pavyzdziui, galima naudoti Zmoniy Igsteles, tokias kaip WI-38,
MRC-5, jaucio lgsteles, tokias kaip BK-K13A47/Reg arba MDBK, ir avies
Iasteles, tokias kaip MDOK. Vaisty, kurie turi prevencinj arba gydomajj poveikj
i Zmoniy organy fibroze, gamyboje taip pat galima naudoti auksCiau minéty
pararaupy virusy dalis arba fragmentus. Dalimis yra laikomi genominiai arba
subgenominiai fragmentai, kurie yra ekspresuojami tinkamose sistemose,

pavyzdZiui, fibroblasty Igsteliy kultirose, naudojant tam tikrus vektorius, tokius
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kaip vaccinia virusai, o fragmetais yra laikomos frakcijos, kurios gaunamos
biochemiskai gryninant, pavyzdZziui, chromatografijos badu, virusines daleles,
kurios yré ekspresuotos arba kurios yra fiziSkai suardytos, pavyzdZiui, veikiant
ultragarsu. Be to, $is iSradimas yra susijes su auk$¢iau apradyty avies
pararaupy viruso kamieny arba modifikacijy, kurios yra gaunamos i$ jy kaip
aprasyta auks$ciau, panaudojimu derinyje su kitais agentais vaisty ir vaistiniy
preparaty, kurie turi prevencinj arba gydomajj poveikj i zmoniy organy fibrozes,
gamyboje ir su Baypamun® (paties arba derinyje su kitais agentais)
panaudojimu vaisty ir vaistiniy preparaty, kurie turi prevencinj arba gydomajj
poveiki | Zmoniy organy fibrozes, gamyboje. Labiausiai $is iSradimas yra susijgs
su auksciau aprasyty avies pararaupy viruso kamieny arba i$ jo gauty auk3ciau
aprasyty modifikacijy panaudojimu derinyje su kitais agentais peroralinio
vartojimo kompozicijoje, pavyzdziui skrandzio sultims atspariose kapsulése.

Be to, Sis iSradimas yra susijes su Baypamun® arba NZ2 preparaty, kaip
etalono priesfibroziniams poveikiams jvertinti testuose priesfibroziniy medziagy
identifikavimui, panaudojimu.

Cia pateiktas kaip pavyzdys avies pararaupy virusas NZ-2 buvo
deponuotas 2001 m. liepos 10 d. Europos lasteliy kultdry kolekcijoje,
Taikomosios mikrobiologijos ir tyrimy centre, Porton Down, Salisbury, Wiltshire,
SP4 0JG, United Kingdom. Depozito numeris yra 01071006.

1 pavyzdys
Avies pararaupy viruso D1701 (Baypamun®) poveikis

Metodika:

Baypamun® (sausa medziaga) — preparatas, iSskirtas iS5 chemiSkai
inaktyvuoty avies pararaupy virusy D1701 kamieno, — pagal nurodymus buvo
iStirpintas injekcijoms skirtame vandenyje (titras, remiantis TCIDsq (50 % audiniy
kultdros infektyvios dozés), buvo apie 107/ml).

Kontrolinei gyvany grupei, kaip placebo tirpalas, buvo jvestas Polygeline
tirpalas, turintis tg patj baltymo kiekij kaip ir Baypamun® tirpalas.

Gyvanui per vieng kartg buvo suleista i.p. 0,5 mi tirpalo. LeidZiama tris
kartus per savaite, bet niekada viena po kitos einanciose dienose.

Baypamun® buvo tirtas dviejuose gyviny modeliuose, kuriuose skyrési

fibrozés kilme, t.y. anglies tetrachlorido modelyje ir kiaulés serumo modelyje.
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Pastovus veikimas anglies tetrachloridu yra standartinis metodas
eksperimentinei kepeny fibrozei sukelti, po kurios atsiranda cirozé (McLean
E.K., McLean A.E.M., Sutton P.M., Instant cirrhosis. Br. J. Exp. Pathol. 1969;
50: 502-506). Jis yra visuotinai pripaZintas Zmogaus kepeny fibrozés ir
kepeny cirozés modelis. Buvo naudotos Sprague-Dawley Ziurkiy patelés.
Norint uztikrinti maksimalig anglies tetrachlorido mikrosominio metabolizmo
indukcija, savaite prie§ eksperimento pradzig gyvinams su geriamuoju
vandeniu buvo duodama 1 g izoniazido/l. Kas penktg dieng peroraliniu bdu
buvo duodama anglies tetrachlorido 0,1 ml/100 g kino masés dozé (anglies
tetrachloridas:mineraliné alyva = 1:1). Po septyniy savai¢iy gyvanai buvo
numarinti ir i8tirti. Lygiagregiai su anglies tetrachloridu buvo veikiama
Baypamun®.

Veikimas heterologiniu serumu, pavyzdZiui, Ziurkiy atveju kiaulés
serumu, yra panasus metodas, kuris yra daZnai naudojamas literatlroje
kepeny fibrozei su po jos einanéia ciroze sukelti; Sis metodas, skirtingai nuo
kity modeliy, sukelia tik minimaly kepeny parenchiminiy lgsteliy pakenkimg ir
uzdegimg (Bhunchet, E. and Wake, K. (1992): Role of mesenchymal cell
population in porcine serum-induced rat liver fibrosis. Hepatology 16:1452-
1473). Sprague-Dawley Ziurkiy patelés buvo veikiamos 2x per savaitg po 0,5
ml sterilaus kiaulés serumo (Sigma)/gyvinui, o kontroliniai gyvinai gavo
sterilaus fiziologinio natrio chlorido tirpalo (2x per savaite, 0,5 ml/gyvanui, i.p.).
Baypamun® buvo leidZziamas lygiagreCiai su kiaulés serumu, bet niekada
neleidziamas tg padig dieng. Po septyniy savaitiy gyvanai buvo numarinti ir
kolageno kiekiui nustatyti buvo iSimtos kepenys.

Kepeny audinio histologiniams tyrimams i§ deSiniosios priekinés
kepeny skilties buvo i8imti standartizuoti skersiniai audiniy cilindrai (mazdaug
10 x 2 mm). Uz8aldytos i$pjovos buvo dazomos 0,1 % Picrosirius raudonojo
tirpalu kepeny fibrozés metu susidariusiam randui aptikti.

Kontrastiniam sustiprinimui buvo naudojami Fast Green kontrastiniai
dazai. Kepeny fibrozés laipsnis buvo nustatytas kiekvienoje atpjovoje kaip
viso ploto procentiné dalis, i§matuota pagal Picrosirius raudonuoju nudazyta
plota. Videomikroskopinis spalvos detektavimas buvo standartizuotas ir
laikomas pastovus viso eksperimento metu. 64 kvadratai standartizuotame 31

mm? tinklelyje buvo matuojami esant 50 karty galutiniam padidinimui.
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Norint kiekybiskai nustatyti kepeny zvaigzdiniy lasteliy (HSC; taip pat
Ito Iasteliy arba A vitaming akumuliuojanéiy, lasteliy) transformacijos apimtj po
Umaus Ziurkiy poveikio anglies tetrachloridu, histochemiskai buvo detektuotos
a-lygiyjy raumeny aktino-teigiémos Iastelés. a-Lygiyjy raumeny aktino-
teigiamas plotas buvo nustatytas, esant 200 karty galutiniam padidinimui,
kiekvienoje iSpjovoje kiekvienu atveju 16-je centriniy skilteliy 248x180 um
laukeliuose. Zinoma, kad HSC transformacija | kolageng ir augimo faktoriy
produkuojancias panaSias | miofibroblastus lgsteles yra lemiama kepeny
fibrozés sukélimo stadija. Todeél transformuotos HSC yra ankstyvasis kepeny
fibrogeninio aktyvumo rodiklis.

Buvo naudotas Leica Quantimed 500MC (Leica Germany) pusiau
automatinis morfometras.

Norint nustatyti OH-proling, kiekvienu atveju 50-100 mg kepeny audinio
buvo i8dziovinta ir pavirinta mazdaug 17 val. su 6N HCI. Nugarinus ragstj
vakuuminéje krosnyje, liekana buvo idtirpinta 5 ml distiliuoto vandens ir
nufiltruotas Sis tirpalas. Kambario temperataroje 25 min. buvo inkubuojama
200 pl 8io nufiltruoto tirpalo su 200 pl etanolio ir 200 pl oksidacijos tirpalo (7 %
vandeninio chloramino T hidrato tirpalas, praskiestas 1:4 acetatiniu-citratiniu
buferiu, pH 6,0). Po to pridedama 400 pl Erlicho reagento (12 g 4-
dimetilaminobenzaldehido 20 ml etanolio + 2,74 mi koncentruotos sulfato
ragsties 20 ml etanolio). Palaikius 35 °C temperatlroje 3 valandas,
matuojama sugertis esant 573 nm bangos ilgiui. Standartams buvo naudoti
vandeniniai OH-prolino (Sigma) tirpalai. OH-prolino kiekis kepeny méginiuose
buvo apskaiCiuotas miligramais gramui kepeny sausos masés.

Norint kontroliuoti reaktingo deguonies laisvyjy radikaly susidaryma,
buvo matuota kepenyse redukuoto a-tokoferolio (o-TOC) - laisvuosius
radikalus gaudanéio agento - koncentracija, o laisviesiems radikalams
jautraus fermento 7-etoksirezorufino deetilazés (EROD) aktyvumas buvo
matuojamas serume. Abu parametrai yra badingai slopinami apnuodijant
anglies tetrachloridu ir duoda galimybe jvertinti audinio oksidacinio pakenkimo
stipruma.

Gyvino kepeny biklé buvo nustatyta matuojant kai kuriuos

standartinius serumo parametrus: alanin-aminotransferaze (ALT), $armine
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fosfatazg (AP), aspartat-aminotransferaze (AST), y-glutamil-transferaze
(GGT), glutamat-dehidrogenaze (GLDH) ir bendrajj bilirubing (TBIL).

Rezultatai:

Poveikis Baypamun® Zymiai sumazina kepeny fibrozing degeneracijg
anglies tetrachloridu paveiktose Ziurkése (Fig.1). Be to, galima stebéti beveik
pilng HSC pakitimy inhibavima (Fig.2). Proliferuojanéiy neparenchiminiy
lasteliy skaiius Baypamun® paveikty gyviny kepenyse yra zymiai
sumazintas (Fig.3). Neparenchiminés lIgstelés apima HSC ir Kupfferio
lasteles, kurios panasiai dalyvauja fibrogenezéje.

Kepeny lgsteliy pakenkimo indikatoriai serume, tokie kaip ALT, AP,
AST, GGT, GLDH ir TBIL (1 lentelé) rodo tendencijg virsti normaliais.

Tas pats EROD ir a-tokoferolio koncentracijy sumazéjimas kontrolingje
grupéje ir Baypamun® paveiktoje grupéje rodo, kad abiejose grupése yra
toksiniy reaktingy deguonies laisvyjy radikaly, atsirandanc¢iy dél apnuodijimo
anglies tetrachloridu (1 ir 2 lentelés). Todél Baypamun® “priesfibrozinio”
poveikio galimybé dél jo detoksikacinio poveikio gali bati atmesta.

Serumo modelyje Baypamun® rodo beveik pilng fibrozés slopinimg
(Fig.4): Baypamun® paveiktose Ziurkése ir hidroksiprolino kiekis, ir sirius
raudonuoju nusidaZantys plotai kepenyse yra faktiSkai tokie patys, kaip ir
sveikhose kontroliniuose gyvinuose, tuo tarpu jie yra padidéje 7 kartus
serumu paveiktose kontrolinése Ziurkése. Baypamun® grupéje kolageno
kiekio padidéjimas, kurj sukelia poveikis kiaulés serumu yra tik 10 %

atitinkamos kontrolinés grupés reikSmés.

2 pavyzdys
Avies pararaupy viruso NZ2 kamienas

Metodika:

NZ2 virusas buvo replikuotas talpy serijose. Siam tikslui BK 3A kiono
Iastelés buvo auginamos 3-5 dienas Igsteliy auginimo lékstése (37 °C) EMEM
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2 g+ 10 % FCS, kol Igsteliy kolonijos buvo 90-100 % susiliejusios. Keturios
Iasteliy auginimo lékstés buvo naudotos kaip inokuliantas kiekvienai talpos
serijai, 0 pastaroji buvo uzpildyta terpe (EMEM 2 g + 10 % FCS) iki 2,5 | tdrio.
Po inkubavimo 37 °C temperatiroje 3-5 dienas (90-100 % susiliejusiy
kolonijy), terpé buvo pakeista EMEM 2 g be serumo ir kultGra buvo uzkrésta
NZ2 virusu (MOI, 0,001-0,01).

Kai buvo pasiekta 100 % CPE (inkubuojama 37 °C temperattroje
mazdaug 7-8 dienas), buvo i$skirtas virusas. Siam tikslui viruso suspensija
buvo padalinta alikvotomis | sterilius terpés maielius ir uz3aldyta —80 °C
temperatiroje. Po to suspensija buvo atsildyta 37 °C temperatiroje
inkubavimo kameroje ir atskirtos lgstelés panaudojant giligj filtracija (pory
dydis 5 pum). Po to viruso suspensija buvo sukoncentruojama 20-40 karty
padidinat koncentracijg ultrafiltravimo badu (100 kDa galutiné riba). Kitu
atveju, virusas gali bati sukoncentruojamas ultracentrifuguojant (Ti45, 30000
aps./min., 4 °C, 60 min.).

Suspensijoje esanéio viruso titras, gautas koncentruojant, buvo
nustatytas titruojant BK 3A klono Igstelémis. Sureguliavus viruso titrg iki 6,0
reikSmes, skiedziant EMEM terpe be FCS, virusas buvo inaktyvuotas Siluma
58 °C temperatiroje 2 val. Inaktyvacija buvo tikrinama panaudojant
inaktyvavimo kontrole BK 3A klono lgstelémis.

Avies pararaupy viruso NZ2 kamienas buvo tiriamas panaudojant
kiaulés serumu indukuotg Ziurkiy kepeny fibrozés modelj, jau naudotg 1
pavyzdyje:

Sprague-Dawley Ziurkiy patelés buvo veikiamos 2x per savaitg¢ po 0,5
ml sterilaus kiaulés serumo (Sigma)/gyvanui, o kontroliniai gyvinai gavo
sterilaus fiziologinio natrio chlorido tirpalo (2x per savaite, 0,5 ml/gyvanui, i.p.).
NZ2 kamienas buvo leidZiamas i.p. 3x per savaite imant atitinkamai 1,1x10% ir
5,0x10° TCID5§/gyvUnui dozes (jleidziamas kiekis: 0,5 ml/gyvanui). MaZesnés
dozés atveju pradiné medziaga buvo praskiesta Igsteliy auginimo terpe
(Eagle’s minimali pagrindiné terpé, Sigma). Kontroliniams gyvinams buvo
suleista Igsteliy auginimo terpé. Nors NZ2 kamienas buvo leidziamas
lygiagreciai su serumu, bet niekada nebuvo leidziamas tg pacig dieng. Po

septyniy savaiciy gyvanai buvo numarinti, iSimtos kepenys ir kepeny fibrozés
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apimtis buvo kiekybiskai jvertinta ir morfometrikai, ir nustatant OH-proilno

kiekj. Nustatymo metodika aprasyta 1 pavyzdyje.
Rezultatai:

Kolageno nustatymo rezultatai yra pavaizduoti Fig.5. Netikétai rasta,
kad paveikus NZ2 kamienu galima nuslopinti kepeny fibrozés atsiradima;
lyginant su sveikais gyvinais, serumu paveikti kontroliniai gyvanai turéjo labai
padidntg OH-prolino kiekj ir sirius raudonuoju nudazomo kolageno kiekj, Si
padidéjimg sumazino NZ2 nuo dozés priklausanciu badu. Poveikio dydis taip
pat yra netikétas: 5x10° TCIDso dozé sumazino kolageno kiekio padidéjima
kepenyse iki maZiau nei 10 % kontrolinés reikSmés. Kokybinis histologiniy
preparaty jvertinimas parodé, kad gyvanu, turin€iy kolageno pertvaras, dalis
yra sumazinta nuo 93 % (14/15) iki 33 % (5/15) 1,5x10° TCIDso grupeéje ir iki 0
% 5,0x10° TCIDsp grupéje.

3 pavyzdys
PPVO priesfibrozinis poveikis, jvedus peroraliniu bddu

PPVO buvo sudétas kaip sausas liofilizatas | skrandZio sultims
atsparias kapsulés (Elanco, Indianapolis, JAV).

Keturios grupés po 6 eksperimentinius gyvinus buvo veikiamos taip:
viena kontroliné grupé (1 grupé) gavo tik skrandzio sultims atsparig kapsule
(be PPVO), kuri buvo jvesta peroraliniu badu, ir dar buvo suleistas i.p. sterilus
natrio chlorido tirpalas (0,5 m|/gyvﬂnui). Antra grupé gavo skrandZio suitims
atsparia kapsule (be PPVO) peroraliniu badu su 0,5 ml anglies
tetrachlorido/gyvinui, ir buvo suleista i.p. 0,5 ml fiziologinio natrio chlorido
tirpalo. TreGios grupés gyvinai vél gavo peroraliniu badu skrandzio sultims
atsparig kapsule (be PPVO) kartu su 0,5 ml anglies tetrachlorido gyvinui. Be
to, 3 grupés gyvinai gavo PPVO D1701 (5x10° TCIDso/gyviinui doze) 0,5 ml
injekcijoms skirto vandens, suleidZiant tirpalg i.p. badu. Ketvirta grupe gavo
peroraliniu badu PPVO D1701 (5x10° TCIDso/gyvanui dozé, sudéta |

skrandzio sultims atsparig kapsule) kartu su 0,5 ml anglies tetrachlorido.
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Ketvirtos grupés gyvanai taip pat gavo 0,5 mi sterilaus natrio chlorido tirpalo,
kuris buvo suleistas i.p. budu.

Po 48 valandy buvo isimtos kepenys ir a-lygiujy raumeny aktino (a-
SMA)-teigiamas centriniy skilteliy plotas buvo nustatytas histochemiskai
kiekvienam gyvanui, kaip bendro ploto, iSmatuoto atitinkamose audiniy
iSpjovose, procentai (Johnson S.J., Hines J.E., Burt A.D. Phenotypic
modulation of perisinusoidal cells following acute liver injury: a quantative
analysis. Int. J. Exp. Path. 1992; 73:765-772). Si reiksmé yra kepeny
?vaigzdiniy lasteliy transformacijos matas.

Pagal auk$giau duotg apradyma buvo atliktos dvi eksperimenty, serijos.
Pirmos eksperimenty serijos rezultatai yra pateikti 3 lenteléje, o antros
eksperimenty serijos rezultatai yra pateikti 4 lenteléje.

Pirmoje eksperimenty serijoje o-SMA-teigiamas centriniy skilCiy plotas
gyviny, kurie gavo PPVO D1701 i.p. suleidimo badu, kepenyse (3 grupeé),
buvo nepaaiskinamai (ir prieSingai kitai eksperimento patirGiai) didesnis nei
gyvany, kurie negavo PPVO. Dél $ios priezasties buvo atlikta 2 eksperimenty
serija kaip pakartotinas eksperimentas.

Abiejose eksperimentinése serijose buvo stebimas mazdaug 50 %
transformacijos inhibicija, lyginant su kontroline grupe (kiekvienu atveju 2
grupe) netikétu ir besiderinanciu badu po peroralinio PPVO D1701 jvedimo
(abiem atvejais 4 grupé). Antroje eksperimenty serijoje $is transformacijos
inhibavimas po peroralinio PPVO D1701 {vedimo (4 grupé) yra panasaus
dydzio, kaip ir tuo atveju, kai PPVO D1701 buvo suleistas | pilvapléve (3
grupeé). '

1§ $iy rezultaty galima daryti iSvada, kad po peroralinio jvedimo PPVO

taip pat turi priesfibrozini poveikj.
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1 lentelé
Baypamun® jtaka | kepeny buklés parametrus, kaip intoksikacijos rodiklius,
serume

ALT [AST |AP GGT |GLDH |TBIL EROD

un jui u/i ui u/i umol/l | nmol

g/min.
Kontrolé 49,1 1457 |162,8 | 0,8 12,5 1,6 0,30
SNV 3,7 |87 14,76 | 0,2 7.9 0,2 0,02
CCly 95,6 {924 |392,7 |61 37,1 2,9 0,15
SNV 14,7 1141 430 |13 14,8 0,3 0,01
CClg+Baypamun® | 72,0 (659 |[329,5 [4,5 18,2 1,9 0,17
SNV 9,9 |91 269 10,8 4,0 0,2 0,03

ALT: alaninaminotransferaze; AST: aspartataminotransferazé, AP: Sarminé

fosfataze; GGT: y-glutamiltransferazé; GLDH: glutamatdehidrogenazé; TBIL:

bendras bilirubinas; EROD: 7-etoksirezorufindeetilazé.

2 lentele
Baypamun® jtaka | kepeny a-tokoferolj
a-tokoferolis
nmol/ audiniy g

Kontrole 73,1
SNV 2,2
Anglies tetrachloridas 35,7
SNV 2,3
Anglies tetrachloridas+ Baypamun® 38,5
SNV 6,1




3 lentelé
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PPVO itaka, suleidus jj | pilvapléve arba jvedus peroraliniu badu, | kepeny

zvaigzdiniy lasteliy transformacijg po fibrogeninés anglies tetrachlorido dozés

vedimo (1 eksperimenty serija) |

Fibrozé [vedimas Dozeé a-SMA (%)
1 grupé tusCia kapsulé peroraliniu badu --- 0,28+0,79
nepaveikta | + vanduo injekcijoms i.p
2 grupé tus€ia kapsulé peroraliniu badu --- 2,76+0,79
CCly + vanduo injekcijoms i.p
3 grupé PPVO vandenyje injekcijoms 5x10° 5,05+2,0
CCly i.p. + tuscia kapsulé peroraliniu | TCIDso/gyvanui

badu
4 grupé PPVO kapsuléje peroraliniu 5x10° 1,46+0,34
CCly badu + vanduo injekcijoms i.p. | TCIDso/gyvinui
4 lentelé

PPVO itaka, suleidus jj | pilvapléve arba jvedus peroraliniu badu, | kepeny

2vaigzdiniy Igsteliy transformacijg po fibrogeninés anglies tetrachlorido dozés

fvedimo (2 eksperimenty serija)

Fibroze [vedimas Dozé a-SMA (%)
1 grupé tuscia kapsulé peroraliniu badu --- 0,2010,04
nepaveikta | + vanduo injekcijoms i.p

2 grupé tud€ia kapsulé peroraliniu badu --- 3,1840,56
CCly + vanduo injekcijoms i.p

3 grupé PPVO vandenyje injekcijoms 5x10° 1,22+0,35
CCls i.p. + tuscia kapsulé peroraliniu | TCIDso/gyvanui

badu

4 grupé PPVO kapsuléje peroraliniu 5x10° 1,55+0,34
CCly4 badu + vanduo injekcijoms i.p. | TCIDsg/gyvinui
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ISRADIMO APIBREZTIS

. Pararaupy, virusy izoliaty pénaudojimas vaisty, turin€iy prevencinj arba
gydomajj poveikj | Zmoniy organy fibrozg, gamyboje.

. Pararaupy virusy, pavyzdziui D1701, orf-11 kamieny, graiky 176 kamieno,
graiky 155 kamieno ir Naujosios Zelandijos (NZ) kamieny, izoliaty
panaudojimas vaisty, turinéiy prevencinj arba gydomajj poveikj | Zmoniy,
organy fibroze, gamyboje.

. Pararaupy virusy izoliaty panaudojimas pagal 1 - 2 punktus,
besiskiriantis tuo, kad Naujosios Zelandijos (NZ) kamienai,
naudojami vaisty, turin€iy prevencini arba gydomajj poveikj | Zmoniy
organy fibrozg, gamyboje, yra NZ2, NZ7 ir NZ10 kamienai.

. Pararaupy virusy panaudojimas pagal 1 - 3 punktus, besiskiriantis
tuo, kad pararaupy virusai buvo modifikuoti perséjant arba adaptuojant
prie tinkamy Igsteliy, vaisty, turinCiy prevencin| arba gydomajj poveik |
Zmoniy organy fibroze, gamyboje.

. Pararaupy virusy panaudojimas pagal 1 - 3 punktus, kuriame pararaupy,
virusai buvo modifikuoti perséjant arba adaptuojant prie tinkamy, Igsteliy,
vaisty, turinCiy prevencinj arba gydomajj poveiki | Zmoniy organy fibroze,
gamyboje, besiskiriantis tuo, kad perséjimui arba adaptacijai yra
naudojamos Zmogaus lgstelés, tokios kaip WI-38 arba MRC-5, jaucio
Igstelés, tokios kaip BK-K13A47/Reg arba MDBK, ir avies Igstelés, tokios
kaip MDOK. '

. Virusy daliy arba fragrhentq panaudojimas pagal 1-5 punktus vaisty,
turinCiy prevencini arba gydomajji poveiki { zmoniy organy fibroze,
gamyboje, besiskiriantis tuo, kad dalimis yra laikomi genominiai arba
subgenominiai fragmentai, kuriuos ekspresuoja tinkami vektoriai, tokie
kaip vakcinijos virusai, tinkamose sistemose, tokiose kaip fibroblasty
lasteliy, kultaros, o fragmentais yra laikomos frakcijos, kurios gaunamos
biochemi8kai gryninant, kaip antai chromatografijos budu, ekspresuotas

arba fizi8kai suardytas virusy daleles.
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7. Vieno i§ izoliaty panaudojimas pagal 1-6 punktus derinyje su kitais vaistais
vaisty ir farmaciniy preparaty, turiniy prevencinj arba gydomajj poveikj {
zmoniy organy fibroze, gamyboje.

8. Avies pararaupy viruso D1701 (paties arba derinyje su kitais vaistais)
panaudojimas vaisty ir farmaciniy preparaty, turinCiy prevencini arba
gydomagjj poveikj | Zzmoniy organy fibroze, gamyboje.

9. Avies pararaupy viruso D1701 arba NZ2 preparaty panaudojimas
etaloniniu standartu priesfibroziniams poveikiams jvertinti, identifikuojant
priesfibrozines medziagas.

10.Avies pararaupy viruso D1701 panaudojimas pagal 8 punktg,
besiskiriantis tuo, kad farmaciniai preparatai ir vaistai yra tinkami

peroraliniam vartojimui.
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Fig 1
Morfometrija OH-prolinas
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PPVO D1701 (Baypamun® ) poveikis | CCl4 sukelta kepeny fibroze, Dozé: 5x106 -
TCID50/gyvUnui :

Gyvony skaldius: n = 6 svelky kontrolé, n = 12 CCl4 kontrolé, n = 13 CCl4+D1701
*5<0,02; **p<0,01 (Kolmogorovo-Smirnovo testas) lyginant su CCl4
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Fig3
PCNA-teiglamos centriniy skilteliy neparenchiminés lastelés
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Fig 4
OH-prolinas
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PPVO D1701 (Baypamun® ) povelkis | kiaulés serumo sukelta keperwy fibroze, Dozé:
5x106 TCIDSO/gyvanui

Gyvany skaigius: n = 15 serumo grupéje, N = 5 svelky kontrolé

*<0,01 (Kolmogorovo-Smirnovo testas) lyginant su serumo kontrole
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PPVO NZ2 poveikis | kiaulés serumo sukelta kepeny fibroze
Gyvany skaidius: n = 15 serumo grupéje, n =5 sveiky kontroie
*n<0,01 (Kolmogorovo-Smirnovo testas) lyginant su serumo kontrole
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