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Sis isradimas yra susijes su avies pararaupy viruso (Parapoxvirus ovis)
kamieny, kaip imunoterapiniy agenty infekcinés arba neinfekcinés kilmes
imunodeficitiniams susirgimams, panaudojimu, su avies pararaupy viruso
kamieny panaudojimu augliams ir virusinéms infekcijoms, bei ligoms, kurias
lydi tokios infekcijos, gydyti ir su avies pararaupy viruso kamieny panaudojimu
vaisty Zzmonéms ir gyviinams gamyboje.

Be to, 8is iSradimas yra susijgs su avies pararaupy viruso kamieny ir i$
jy i8vesty jy medicininiy formy panaudojimu imunoterapiniais agentais arba
imunoprofilaktiniais agentais streso metafilaksijai, norint apsisaugoti arba
norint iSvengti po streso (pvz. operacijos) pasitaikangiy ligy; su jy
panaudojimu infekcijos profilaktikai, norint apsisaugoti arba norint ivengti
infekciniy ligy, skiriant juos prie$ operacijas arba intervencijas (pvz. prie$
protezy implantavima arba prie$ danty taisyma); su jy panaudojimu infekcijy
metafilaksijai arba Umiy arba chroniSky virusiniy infekcijy, pavyzdZiui,
kveépavimo trakto, papilomos viruso infekciju, herpeso viruso infekcijos, ZIV
infekcijos ir vidaus organy infekcijos, kaip antai hepatito viruso infekcijos,
gydymui; su juy panaudojimu Zaizdy gydymui, norint pagreitinti Zaizdy gijimo
procesus; ir su jy panaudojimu Zaizdy, kurios blogai gyja arba visai negyja
(pvz. kojos opa) gijimui palaikyti; su juy panaudojimu gydyti ligoms, tokioms
kaip iSsetiné skleroze, astma, karpos ir kiti odos augliai; su jy panaudojimu
alerginiy ligy spektro ligy gydymui; su jy panaudojimu sisteminiy alergijy
priepuoliui sulaikyti, su jy panaudojimu vietinéms alergijoms stabdyti ir su jy
panaudojimu  sveikatos stoviui pagerinti, pavyzdZiui, pagyvenusiems
pacientams; o Sio iSradimo kontekste naudojami avies pararaupy viruso
kamienai yra NZ2, NZ-7, NZ-10 ir orf-11.

Taip pat galima naudoti Siy kamieny palikuonis, kurie buvo gauti
perséjant irfarba adaptuojant prie tam tikry lasteliy, pavyzdziui, WI-38, MRC-5
arba Vero Iasteliy, arba virusy i$ Siy kamieny arba jy palikuoniy fragmentus
arba dalis. Dalimis yra laikomi genominiai arba subgenominiai fragmentai,
kurie yra ekspresuojami tam tikry vektoriy, pavyzdZziui, vakcinijos, pagalba
tinkamose sistemose, pavyzdziui, fibroblasty lasteliy kultarose. Fragmentais
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yra laikomos frakcijos, kurios gaunamos biochemiskai gryninant, pavyzdziui,
chromatografijos badu, daleles, kurios buvo fiziSkai suardytos, pavyzdZiui,
ultragarsu. .

Be to, Sis iSradimas yra susijgs su minéty avies pararaupy viruso
kamieny panaudojimu vaisty ir farmaciniy preparaty gamyboje. Apart to, $is
iSradimas yra susijgs su minéty avies pararaupy viruso kamieny
panaudojimu, derinyje su kitais vaistais, vaisty ir farmaciniy preparaty
priedvirusinei terapijai arba véZio terapijai gamyboje.

Zinoma, kad latentines ir chroniskai pasireidkianias virusines
infekcijas gali aktyvuoti arba reaktyvuoti imunosupresija arba, atvirk$éiai, kad
imuniné sistema slopina Omig liga, kuﬁa galéjo sukelti virusas, kuris yra
latentinis (pvz. latentiné herpeso viruso infekcija pasikartoja rySium su
imunoslopinimu: paslelés ant lapy rySium su stresu arba kortizono vartojimu).
Taip pat yra Zinoma, kad chroni$kai pasireidkianéias ir latentines virusines
infekcijas yra sunku ar netgi nejmanoma gydyti naudojant jprastas
prieSvirusines mazos molekulinés masés medZiagas.

To priezastis gali bati nebuvimas virusinio fermentinio aktyvumo
susijusio su tokiomis infekcijomis (pavyzdZiui, nebuvimas virusinio
polimerazinio aktyvumo, kuris pirmiausia turi jterpti nukleozidinj inhibitoriy |
virusing nukleortigstj taip, kad $is inhibitorius, pavyzdziui, gali sukelti virusinés
DNR grandinés nutraukima; pavyzdZiui, nebuvimas virusinés timidinkinazés
aktyvumo, kuri pirmiausia, pavyzdZiui, turi fosforilinti priesvirusinj jungin taip,
kad 8is junginys galéty pasidaryti aktyvus) arba taip pat eimininko imuniné
sistema negali atpaZinti infekuoty arba i§sigimusiy Igsteliy, pavyzdziui, véZiniy
Iasteliy arba virusiniy antigeny.

Taip pat yra Zinoma, kad kartu su chroniskai pasirei§kianciomis
virusinémis infekcijomis superinfekcija kitu virusu gali sukelti priesvirusinius
efektus, kurie yra nukreipti prie§ chroniskai pasireiskiant{ virusg (Guidotti,
L.G., Borrow, P., Hobbs, M.V., Matzake, B., Gresser, |., Gidstone, M.B.A., and
Chisari, F.V. (1896): Viral cross talk: Intracellular inactivation of the hepatitis B
virus during an unrelated viral infection of the liver. Proc. Natl. Acag. Sci.
USA. 93:4589-4594). Autoriai galéjo parodyti 8 poveik| interferony, tokiy kaip
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IFN-y ir TFN-a., atveju, kuriuos i3skiria T-lastelés — gamtinés Iastelés-kileriai ir
makrofagai.

Siy autoriy gautas rezultatas patvirtina kita, ankstesnj tyrimg, kuris
parodé, kad | klasés restriktuotos citotoksinés T Igstelés gali inhibuoti
hepatolgstelinio HBV geno ekspresija HBV-trasgeninése pelése, kad $is
procesas vyksta be kepeny lasteliy destrukcijos ir kad 3j procesg i$3aukia
TFN-o irflFN-y (Guidotti, L.G., Ando, K., Hobbs, M.V., Ishikawa, T., Runkel, L.,
Schreiber, R.D., and Chisari, F.V. (1994): Cytotoxic T lymphocytes inhibit
hepatitis B virus gene expression by noncytolytic mechanism in transgenic
mice. Proc. Natl. Acag. Sci. USA. 91:3764-3768.)

Produktas “paraspecifiniam imuni$kumui” sukelti, t.y. toks, kuris
vadinamas  paraimuniniu  induktoriumi, buvo naudotas terapiskai,
metafilaktikai ir profilaktiSkai veterinarijos praktikoje gana ilgg laika.
Paraimuniniai induktoriai susideda, pavyzdZiui, i§ chemi$kai inaktyvuoty avies
pararaupy virusy (D 1701 kaminenas) (DE 3 504 940). Sio viruso (avies
pararaupy virusas, D 1701 kamienas) pagrindu pagamintas produktas yra
BAYPAMUN®.

Gyvonams inaktyvuotas pararaupy virusas indukuoja nespecifing
apsaugag nuo infekcijos, kurig sukelia daugybé patogeny. Manoma, kad Sioje
apsaugoje tarpininkauja jvairis mechanizmai, sudarantys dalj endogeninés
apsaugos sistemos.

| Siuos mechanizmus jeina interferono indukcija, gamtiniy Igsteliy-
kileriy aktyvavimas, “telkinio stimuliavimo aktyvumo” (CSA) indukavimas ir
limfocity, proliferacijos stimuliavimas. Ankstesni veikimo mechanizmo tyrimai
parodé interleukino 2 ir a-interferono stimuliacinj poveikj (Steinmassl G., G.
Wolf (1990): Bildung von Interleukin 2 und Interferon- durch mononukleare
Leukozyten des Schweines nach in vitro-Stimulation mit verschiedenen
Viruspraparaten. J. Vet. Med. B37, 5, 321-331.)

Remiantis $iais duomenimis atsiranda tikslas dar labiau pagerinti
puikaus avies pararaupy viruso efekto terapini naudinguma taip, kad baty
galima kokybiskai padidinti aukS¢iau aprasytg apibendrintg avies pararaupy
viruso D 1701 kamieno paraspecifing indukcijg ir ja pagerinti taip, kad baty
pasiektas geresnis priedvirusinis arba prieSvéZinis poveikis naudojant
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mazesnes dozes. Tada galima laukti, kad terapinis poveikis turés maZiau
Salutiniy efekty.

Todel $io iSradimo tikslas buvo pagerinti pararaupy viruso imunologinj
efektg. Sis tikslas buvo pasiektas naudojant auk3&iau minétus .pararaupy
viruso kamienus vietoj paprastai naudojamo D1701 kamieno.

Sis iSradimas yra susijgs su virusy, kurie taksonomiskai priklauso
vienam i§ avies pararaupy viruso kamieny NZ2, NZ-7, NZ-10 arba orf-11,
panaudojimu vaisty prie§ Zmoniy ir gyvany virusines infekcijas ir vezj
gamyboje.

Be to, Sis iSradimas yra susijgs su $io iSradimo kamieny palikuoniy
panaudojimu, kur palikuonys yra gaunémi perséjant arba adaptuojant prie
tinkamy Iasteliy sistemy, pavyzdZiui, Zmogaus lasteliy, tokiy kaip WI-38,
MRC-5, bezdzionés Igsteliy, pvz. Vero Igsteliy, jaugio Igsteliy, tokiy kaip BK-
K13A47/Reg arba MDBK, ir avies Igsteliy, tokiy kaip MDOK, vaisty prie$
Zmoniy ir gyvany virusines infekcijas ir véZj gamyboje ir taip pat yra susijgs su
minéty kamieny, ir jy palikuoniy bei adaptuoty varianty daliy arba fragmenty,
kur dalimis yra laikomi genominiai arba subgenominiai fragmentai, kurie yra
ekspresuojami tam tikry vektoriy, tokiy kaip vakcinijos virusai, pagalba
tinkamose sistemose, kaip antai fibroblasty lgsteliy kultdrose, o fragmentais
yra laikomos frakcijos, kurios gaunamos biochemiskai gryninant, pavyzdZiui,
chromatografijos budu, ekspresuotas arba fiziskai suardytas daleles,
panaudojimu vaisty prie$ Zmoniy ir gyvany virusines infekcijas ir vézj
gamyboje, ir taip pat yra susijes su vieno i§ avies pararaupy viruso kamieny ir
dariniy, kurie yra iSvesti aukééiau aprasytu badu, panaudojimu vaisty ir
farmaciniy preparaty, kaip imunoterapiniy agenty arba imunoprofilaktiniy
agenty autoimuninéms ligoms ir Gmioms ir chroniskoms kvépavimo trakto ir
vidaus organy virusinéms infekcijoms, gamyboje, ir taip pat yra susijes su
vieno i§ kamieny ir idvestiniy dariniy panaudojimu vaisty ir farmaciniy
preparaty streso metafilaksijai ir prevencijai arba apsaugai nuo infekciniy ligy
po streso ir taip pat rySium su infekcijos profilaktika operacijy ir danty taisymo
kontekste, gamyboje, ir taip pat yra susijgs su vieno i§ kamieny ir iSvestiniy
dariniy panaudojimu vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty infekcijos
metafilaksijai arba Gmiy ir chronisky, virusiniy infekcijy, pavyzdziui, kvépavimo
trakto, papilomos viruso infekcijy, herpeso grupés viruso infekcijy, ZIV
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infekcijy arba vidaus organy virusiniy infekcijy, tokiy kaip infekcija hepatito
virusais,'gydymui, gamyboje, ir taip pat yra susijgs su panaudojimu rySium su
ligomis, tokiomis kaip i§sétiné skleroze, astma, karpos ir kiti odos augliai, ir
taip pat yra susijgs su vieno i§ kamieny ir i8vestiniy dariniy panaudojimu
vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty deéti ant Zaizdy gijimo procesams
pagreitinti ir palaikyti Zaizdy gijimui, kurios blogai gyja arba i$vis negyja, ir
kojos opoms gydyti, gamyboje, ir taip pat vieno i§ kamieny ir iSvestiniy dariniy
panaudojimu vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty alerginiy ligy spektro
ligoms, psoriazei, neurodermatitui ir kitoms autoimuninéms ligoms, tokioms
kaip raudonoji vilklige, gydymui ir taip pat sveikatos stovio pagerinimui,
pavyzdZiui, pagyvenusiems pacientams, gamyboje, ir taip pat yra susijes su
vieno i§ kamieny ir iSvestiniy dariniy panaudojimu vaisty ir farmaciniy
preparaty, skirty panaudoti prie$ uzdegimines, degeneracines ir proliferacines
vidaus organy ligas, pavyzdZiui, Krono liga, odos ligas, kraujo ligas, centrinés
nervy sistemos ir jos pridétiniy struktary ligas, jskaitant akis, jskaitant véz,
gamyboje, ir taip pat yra susijgs su vieno i§ kamieny ir i$vestiniy dariniy
panaudojimu deriniuose su kitais vaistais, vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty
Zmoniy ir gyviiny priedvirusinei terapijai arba véZio terapijai, gamyboje.

Labiausiai Sis iSradimas yra susijgs su vienu i§ avies pararaupy viruso
kamieny panaudojimu derinyje su kitais vaistais, vaisty ir farmaciniy preparaty
peroraliniam vartojimui irfarba skrandzZio sultims atspariy kompozicijy
gamyboje.

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

Kaip pavyzdys buvo atrasti tokie reiskiniai:

1. Terapinio aktyvumo parodymas bandyme su hepatito B virusa

turinéiomis transgeninémis pelémis

“Mint{ pagrindzianc¢iame” eksperimente buvo naudojamos hepatito B
virusa turinios transgeninés pelés (HBV 1.3 X'tg kamienas). Vienoje grupéje
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buvo naudojami 7 nuo 8 iki 10 savaiiy amZiaus patinéliai. Pirmg dieng
(eksperimento pradZioje) ir 4-tg dieng buvo suleistos jvairios dozés | pilva 0,15
mi taryje.

Atskiry doziy jvedimui | grupes buvo pagamintos tokios kiekvieno
viruso kamieno koncentracijos:
1 dozé 1,5x108 TCIDsp
2 dozé 5x10° TCIDso
3 dozé 1,5x10° TCIDsy
4 dozé 5x10* TCIDso

Sterilus, neturintis pirogeny PBS buvo naudojamas kaip placebo
kontrolé. |

Virusai buvo sukoncentruoti tokiu badu: 500 ml nuopilo, gauto i§ avies
pararaupy viruso NZ2 kamieno (titras maZdaug 2x10° TCIDsy/ml) ir avies
pararaupy viruso D1701 kamieno (titras 1x107 TCIDso/ml) titrai buvo
suvienodinti. Siam tikslui buvo panaudota Beckmano ultracentrifuga (SW28
rotorius, 28000 aps./min., 4 °C temp. 3 val.). Nucentrifugavus nuosédos buvo
praskiestos iki 1x10” TCIDso/ml titro, naudojant atitinkamus praskiedimo
terpés tarius.

Atitinkamy doziy alikvotos buvo panaudotos patikrinimui atvirkstinio
titravimo badu, kuris patvirtino $iuos doziy titrus. Patikrinus, alikvotos buvo
perkeltos, atitinkamos dozés buvo inaktyvuotos 56 °C temperattroje 1 val.
Skiedimo terpé: 10 ml EMEM 10x

2,7 ml 2 g/l rag&ciojo karbonato
1 ml 1 % glutamino
86,3 ml du kartus distiliuoto vandens

Penkta dieng gyvanai buvo neskausmingai numarinti, i§imtos kepenys
ir paimta kraujo. Mazdaug 20 mg kepeny i$ kiekvieno gyviino buvo apdorota
naudojant QIAmp audiniy rinkinj (Quiagen, Hilden), fotometri§kai nustatyta
DNR koncentracija, o jos vientisumas buvo patikrintas elektroforezés budu 1
% agarozés gelyje. Si DNR buvo hibridizuota su HBV-specifiniu zondu
taskiniy bloty hibridizacijos metodu. Norint iSvengti RNR sukelty signaly, pries
tai DNR buvo paveikta RNRaze A (Qiagen, Hilden). 200 pl DNR (10 pg) buvo
uzdeta ant nailono membranos (Boehringer Mannheim) ir buvo paveikta 4
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kartus (kiekvienu atveju 3 min.) Soak | (0,5 N NaOH; 1M NaCl) ir du kartus
Soak Il (3M NaCl; 0,5 M tris-HCI, pH 7,4); tada DNR buvo kepinama 120 °C
temperatlroje pusg valandos ir po to prehibridizuota 60 °C temperatiiroje 30
min. su standartiniu hibridizavimo buferiu (5xSSC, N-lauroilsarkozinas, 0,1
masés/tirio %; SDS, 0,02 %; blokavimo reagentas, 1x ir 100 pg Zuvies
spermos DNR/mI), kuriame néra zondo. Po $ios stadijos DNR buvo
hibridizuota su atsitiktiniu nukleotidu primuotu zondu, turinéiu visg HBV
genomg (20-40 ng/ml hibridizavimo buferio). po to filtras buvo plaunamas 64
°C temperatiroje 10 min. 4xSSC/0,1%SDS, 2xSSC/0,1%SDS ir
1xSSC/0,1%SDS. ‘

Imunologinis detektavimas buvo vykdomas naudojant CDP-Star®
sistemg (Boehringer Mannheim) pagal gamintojo instrukcijas. |vertinimui buvo
naudojamas Lumilmager® (Boehringer Mannheim). HBV-specifines DNR
kiekis kraujyje buvo nustatytas kiekybinés PGS metodu. Pirmiausia,
centrifuguojant EDTA krauja, buvo iSskirta plazma. DNR buvo i§gryninta
naudojant HighPure 16 System Viral Nucleic Acid rinkinj (Boehringer
Mannheim) ir panaudojant kiekybing PGS, istita su ABI PRISM™ 7700
Sequence Detection System (PE Applied Biosystems), nustatant HBV-
specifinius signalus. Buvo naudoti tokie pradmenys ir zondai:
ayw-570f (prasminis) 5-CTGTACCAAACCTTCGGACGG-3’
ayw-670r (antiprasminis) 5-AGGAGAAACGGGCTGAGGC-3’

Zondas:
ayw-613t 5-CCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAATT-3'

DNR buvo amplifikuota 50 pl reakcijos taryje (reakcijos misinyje buvo
1,4 mM kiekvieno dNTP, 4,75 mM MgCl,, 15 pmol kiekvieno pradmens ir
zondo, 5 pul 10x PGS buferio (visi PGS reagentai pagaminti i§ TagMan
pagrindinio reagenty rinkinio; Perkin Elmer/Roche Molecular Systems Inc.) ir
1,25 U Taq DNR polimerazés ir 0,25 U AmpErazés). Po pradinés
denataracijos stadijos (10 min. 95 °C temperataroje) meginiai buvo paleisti |
40 cikly denatdracijg (95 °C, 30 sek.) ir atleidimayisplétima (56 °C, 1 min.).
Produktai buvo analizuojami naudojant ABI PRISM ™ 7700 Sequence

Detection System standarting programa.
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Histocheminé analizé buvo vykdoma naudojant antikiinus prie$
hepatito B viruso Serdies antigeng (Dako). Siam tikslui vienos kepeny skilties
dalys buvo fiksuotos per naktji 4 % formaldehide, itvirtintos parafine ir
supjaustytos (5 pm). Pasalinus parafing ir rehidratavus, naudojant H,O, 20
minuciy buvo stabdomas endogeninés perosidazés aktyvumas. Nespecifihis
surisimas buvo blokuojamas normaliu avies serumu. Po to nuopjovos buvo
inkubuojamos kambario temperataroje 30 minugiy su antikiinu, kuris buvo
praskiestas 1:500. Visos tolimesnés stadijos buvo vykdomos naudojant
Vectastain ABC rinkinj (Vector Laboratories) pagal gamintojo apradyma.

Imuniné reakcija buvo i8ry$kinta naudojant 3,3'-diaminobenzidino
tetrachloridg ir vandenilio peroksidg. Nuopjovos buvo kontrasti$kai nudaZytos
hematoksilinu/eozinu.

Rezultatai buvo statistikai analizuoti variacinés analizés badu ir post
hoc palyginimu.

Reziumuojant, netikétai buvo rasta, kad kai yra naudojamas NZ2
kamienas, yra pasiekiamas priedvirusinio poveikio sustiprinimas, lyginant su
poveikiu, gautu su Zinomu avies pararaupy viruso D 1701 kamienu. Tai duoda
galimybe pirmg kartg panaudoti avies pararaupy virusg sudétingam imuninés
sistemos sugebéjimui indukuoti tokiu intensyvumu, kuris labai skiriasi nuo
efekto intensyvumo, pasiekto su anksiau Zinomais paraimuni§kumo
induktoriais.

Netikétai buvo gauti tokie rezultatai:

Kepenys: Buvo pastebeta Zymiai didesnis HBV specifinés DNR sumazéjimas
gyvinuose, paveiktuose NZ2, lyginant su gyvinais, paveiktais D 1701.
PrieSvirusinis NZ2 aktyvumas yra stipresnis nei D 1701: didesnés dozés
grupéje NZ2 jvedimas sumaZina HBV-specifing DNR daugiau nei 45 kartus
efektyviau, nei to paties kiekio D 1701 jvedimas, o maziausios dozés grupéje
jis sumazina jq 57 kartus efektyviau. Plazmoje maZiausios dozés grupéje NZ2
jvedimas sumazZina HBV-specifing DNR daugiau nei 10 kartus efektyviau, nei
to paties kiekio D 1701 jvedimas. Tai rodo, kad avies pararaupy viruso NZ2
kamienas yra daug pranaSesnis uz D 1701 kamiena.

Figlrose yra parodytas HBV-specifiniy signaly sumazéjimas lyginant

su placebo grupe (ji prilyginta 100 %).
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Fig.1 rodo D1701 arba NZ2 poveikio | HBV-transgenines peles
rezultatus. Nors HBV-specifiné DNR yra Zymiai sumazinta kepenyse, lyginant
su placebo grupe, naudojan.t abu kamienus visose doziy grupése,
sumazéjimas yra didesnis, kai yra naudojamas NZ2 kamienas. Abiejy
Zemiausiy NZ2 doziy atveju HBV-specifinés DNR sumazéjimas yra dalg
didesnis nei ekvivalentiniy D 1701 dozés grupiy atveju.

Fig.2 rodo rezultatus, gautus plazmoje, veikiant HBV-transgenines
peles D 1701 arba NZ2 kamienu. Nors HBV-specifiné DNR yra Zymiai
sumazinta plazmoje, lyginant su placebo grupe, naudojant abu kamienus
visose doziy grupése, sumazéjimas yra didesnis, kai yra naudojamas NZ2
kamienas. PrieSingai maziausiai NZ2 doiei, maZiausia D 1701 kamieno dozé
nebeturi Zymaus priesvirusinio poveikio.

2. Citokiny indukavimas:

Septyniy-astuoniy savaiciy amziaus Balb/c peliy patelés buvo laikomos
steriliomis sglygomis ir naudojamos eksperimente. Gyvinai buvo atstitiktinai
pasiskirstyti grupemis po 6 gyvanus. Buvo naudojama tokia poveikio schema:
1 grupé: Placebas
2 grupé: Avies pararaupy viruso D 1701 kamienas; 5x10* TCIDs¢/doze
3 grupé: Avies pararaupy viruso NZ2 kamienas; 5x10* TCIDsy/dozé
4 grupé: Placebas
5 grupé: Avies pararaupy viruso D 1701 kamienas; 5x10* TCIDso/doze
6 grupé: Avies pararaupq viruso NZ2 kamienas; 5x10* TCIDsy/dozé

[vedamas kiekis buvo 10 ml/kg, jivedama intraperitoniniu bidu.

1-3 grupés gyvinai buvo numarinti praéjus 6 valandoms po jvedimo, o
4-6 grupiy gyvanai — praéjus 12 valandy po jvedimo; pilvaplévés lgstelés buvo
gautos plovimo bidu, naudojant ledo temperatiros PBS, ir buvo i§imti varty ir
pasaitinis limfmazgiai.

Pilvaplévés Igstelés buvo sukoncentruotos centrifuguojavimo stadijoje
(5 min. esant 3000 aps./min. ir kambario temperatiroje Eppendorfo staline
centrifuga) ir po to istirpinant 0,2 mi lizavimo buferio (lizavimo tirpalas: 25 mM
natrio citrato, 4 M guanidinio izotiocianato, 0,5 % N-lauroilsarkozino), staigiai
sualdomos ir laikomos —75 °C temperataroje iki RNR paruosimo laiko.
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Visa RNR buvo paruodta panaudojant ragsting fenolio/chloroformo
ekstrakcija. Siam tikslui uzSaldyti lizavimo buferyje meéginiai buvo atsildyti
kambario temperatiroje ir paveikti ekstrakcijai tokiais tirpalais: 2 M natrio
acetato 1/10 lizavimo buferio tdrio (pH 4,0), vandenyje prisotinto fenolio 1
lizavimo buferio tiriu ir chloroformo/izoamilo alkoholio (24:1) 1/5 lizavimo
buferio tario. Sie ingredientai buvo maisyti maiSykle 10 sekundZiy ir tada
suvienodintos jy temperatiros palaikant 10 minuc¢iy leduose. Fazés buvo
atskirtos centrifuguojant, esant 15365 g ir 4 °C, 30 minuciy. Po to vandeniné
fazé buvo perkelta | naujg indg ir, norint iSskirti Sioje fazéje esanéig RNR,
pridéta 8 ml RNA-MATRIX i§ Rnaid™ plius rinkinio (DIANOVA) ir visas
miSinys inkubuotas kambario temperatiroje 15 minuciy. Gautas RNR/RNA-
MATRIX kompleksas buvo suspaustas centrifuguojant esant 7000g, o
nuopilas i3piltas. Po to suspaustos nuosédos buvo plautos 2 x po 250 ml
RNA-WASH (DIANOVA) ir po paskutinio plovimo i§dZiovintos vakuminio
centrifugavimo bldu. RNR buvo eliuuota pridedant 20-30 ml neturinéio
RNAzés distiliuoto vandens ir kaitinant visumg 55 °C temperattroje 15
minu¢iy. Po centrifugavimo, esant 7000 g, kambario temperattroje 1 min.
matrica buvo atskirta perpilant RNR tirpalg | naujg inda.

RNR kokybé buvo tikrinta gel-elektroforezés metodu. RNR buvo
laikoma —70 °C temperattroje.

. kDNR buvo sintezuota atvirk8&iai transkribuojant iRNR naudojant
oligo(dT) pradmenis kaip startines molekules polimerizacijai. Sintezés
miSinyje buvo tokios komponentés: 200 ng-2 pg pilnos RNR, 2 ul M-MLV
atvirkstinés transkriptazés (200 U/ul) (GIBCO/BRL), 8 pl tinkamo 5xRT buferio
(GIBCO/BRL), 1 ul DTT (0,1 M) (GIBCO/BRL), 4 ul dNTP (2,5 mM) (SIGMA),
2 pl oligo(dThz1e pradmens (100 pg/m;) (PROMEGA), 1 ul Zmogaus
placentinés RNAzés inhibitoriaus (10000 U/ml) (GIBCO/BRL) ir vandens iki 40
ul bendro tario. MiSinys buvo laikomas kambario temperataroje 10 minudiy ir
po to inkubuojamas 37 °C temperataroje 45 minutes; po to jis buvo kaitintas
95 °C temperatiroje 3 minutes ir tuoj pat atSaldytas ledu. Siuo badu
susintetinta kDNR buvo laikoma —20 °C temperatiroje.
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kDNR kiekiai buvo standartizuoti naudojant “namudini’ geng (B-akting).
Kiekybiné PGS buvo vykdoma naudojant ABI PRISM™ 7700 Sequence
Detection System (PE Applied Biosystems). Buvo naudoti tokie pradmenys:

B-aktinas prasminis:  5-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA c-3"
antiprasminis: 5-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3’

y-IFN prasminis:  5-AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG-3'
antiprasminis: 5'-GTC ACA GTT TTC AGC TGT ATA GGG-3'

a-TFN prasminis:  5-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCATTG C-3
antiprasminis:5'-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG G- 3’

IL-15 prasminis: 5-GCC AAC TGG ATA GAT GTA AGA TAT GAC
CT-3
antiprasminis: 5-CGT GTT GAT GAA CAT TTG GAC AAT GCG
TAT-3'

DNR buvo amplifikuota 25 ul reakcijos taryje (reakcijos misinyje buvo
1,4 mM kiekvieno dNTP, 4 mM MgCl,, 0,3 pmol kiekvieno pradmens ir zondo,
2,5 pl 10x PGS buferio, turintio SYBR Green (visi PCR reagentai pagaminti i$
SYBR Green PCR pagrindinio reagenty rinkinio; Perkin Elmer/Roche
Molecular Systems Inc.) ir 1,25 U Taq DNR polimerazes ir 0,25 U
AmpErazés). Po pradinés  denatiracijos stadijos (10 min. 95 °C
temperattiroje) méginiai buvo paleisti | 40 cikly denataracijg (95 °C, 30 sek.) ir
atleidima/i$plétima (60 °C, 1,30 min.). Produktai buvo analizuojami naudojant
ABI PRISM ™ 7700 Sequence Detection System standarting programa.
Rezultatai buvo analizuojami statistiSkai, panaudojant variacing analize ir post

hoc palyginima.
Netikétai buvo gauti tokie rezultatai:
1. Paveikus D 1707 arba NZ2 kamienu, y-interferono ekspresija yra

indukuota ir po 6, ir po 12 val. nuo jvedimo (Fig.3). NZ2 kamieno atveju
§i indukcija yra Zymiai didesné ir lyginant su placebu, ir lyginant su D

1701 kamienu. y-Interferono ekspresijos dydis, kuris yra stebimas po D
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1701 jvedimo, nedaug skiriasi nuo placebo kontrolés dydzio. Si figtra
rodo reik§mes, kurios buvo iSmatuotos lastelése, gautose i
pilvaplévés plovimo. _

2. Paveikus D 1707 kamienu, a-TNF ekspresija yra indukuota po 12 val.
nuo jvedimo, o paveikus NZ2 kamienu ji yra indukuota ir po 6, ir po 12
val. nuo jvedimo (po 12 val. jau buvo galima stebéti sumaZéjimg
lyginant su 6 val. reikSme; Fig.4). NZ2 kamieno atveju 8i indukcija po 6
val. nuo jvedimo yra Zymiai didesné nei D 1701 kamieno atveju. Si
figira rodo reikSmes, kurios buvo i§matuotos Igstelése, gautose i$
pilvaplévés plovimo.

3. .Paveikus D 1707 arba NZ2 kamiénu, IL-15 ekspresija yra indukuota ir
po 6, ir po 12 val. nuo jvedimo (Fig.5). NZ2 kamieno atveju Si indukcija
yra Zymiai didesné po 6 val. nuo jvedimo nei D 1701 kamieno arba
placebo atVeju. IL-15 ekspresijos dydis, kuris yra stebimas po D 1701
jvedimo, nedaug skiriasi nuo placebo kontrolés dydzio. Si figtira rodo
reikSmes, kurios buvo i$matuotos lgstelése, gautose i§ pilvapleves

plovimo.

3. Terapinio _poveikio parodymas bandyme su augli turin€iomis
beplaukémis pelémis

MDA-MB231 lastelées (ATCC#TB26) buvo auginamos 37 °C
tehperatﬂroje, esant 5 % CO,, pilnoje terpéje (88 5 DMEM, 10 % PBS, 1 %
penicilino/streptomicino, 1 % L-glutamino (kiekvienu atveju Gibco Life
Technologies) inkubatoriuje. Transplantacijos dieng Igstelés buvo maZdaug
70 % susiliejusios. Lastelés buvo tripsinizuotos, perplautos HBSS,
suskaigiuotos ir praskiestos iki 2,6x107 Iasteliy/ml, naudojant prie§ tai
atSaldytg PBS. Buvo naudotos NCr beplaukiy peliy (takoniniy) patelés. Pelés
buvo tarp 8 ir 10 savaiiy amZiaus ir sveré mazdaug 22 g. Visos
manipuliacijos su gyvinais buvo atliekamos steriliose salygose. Po oda | $ongq
buvo suleista 5x10° Iasteliy bendrame 0,2 ml taryje. Po to pelés buvo

laikomos dar 7 dienas, kol augliai pasieké mazdaug 80 mg viduting mase.
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Augliai buvo iSmatuoti ir pelés buvo atsitiktinai paskirstytos i tris grupes po 10
gyvany. Atskiroms grupéms buvo jvesta:

1 grupei: placebas (PBS)

2 grupei: avies pararaupy virusas, D1701 kamienas

3 grupei: avies pararaupy virusas, NZ2 kamienas.

Buvo jvesta D 1701 2,5x10 ® TCIDso dozé, ir NZ2 1x10° TCIDso dozé;
Sios dozeés buvo kiekvienu atveju jvestos keturis kartus kas trys dienos.
Augliai buvo matuojami du kartus per savaitg. Rezultaty, reikSmingumai buvo
nustatomi naudojant Stjudento testa.

Fig6 rodo vidutini augliy dydj (miligramais) gyvlnuose,
priklausantiuose 1-3 grupéms eksperiménto laikotarpiu (dienomis).
(Simboliai: 1 grupé — apskritimai, 2 grupé - trikampiai, 3 grupé — kvadratai).

Sioje eksperimentingje sistemoje, lyginat su kontroline grupe, netikétai
buvo rastas prie$ auglius nukreiptas aktyvumas, kuris buvo reikSmingas
(p<0,05). Buvo rasta, kad S8iuo pozZilriu NZ2 kamienas yra Zymiai
veiksmingesnis nei D 1701 kamienas. Norint pasiekti tg patj poveikj, buvo
reikalinga tik pusé kiekio NZ2, lyginant su D 1701.

Sis faktas pateikia aisky $io iSradimo virusiniy preparaty terapinio
poveikio jrodyma bandyme su auglj turiniomis beplaukémis pelémis.

Beplaukés pelés yra imunodeficitinés ir neturi jokiy funkciniy T lasteliu.
Sioje eksperimentingje sistemoje aktyvumas, kuris yra nukreiptas prie$
auglius, tikriausiai yra dél nataraliy lasteliy-kileriy, (NK), dél kity lasteliy ir del
tiesioginio citokiny/chemokiny poveikio. Galima laukti, kad didesnis NZ2
efektyvumas turéty bati dar labiau iSreikStas imuninés sistemos, kuri‘yra pilna

ir nepaliesta, atveju.

4, Kiti biologiniai skirtumai tarp NZ2 ir D1701

Buvo rasta, kad priesingai nei D1701, avies pararaupy NZ2 virusas gali
bati pastoviai perséjamas { Zmogaus Iasteliy linijas. Tai rodo esminius
skitumus tarp NZ2 ir D1701 replikacijos elgsenos ir/arba virusiniuose

receptoriuose.
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Adaptacija prie Zmogaus lasteliy linijy yra batina salyga virusiniy

kamieny produkavimui Zmogaus Igsteliy linijose.
4. a) Galimybé nuolat perséti | Zzmogaus MCR-5 lasteles

Fig.7 pavaizduotas méginimas adaptuoti NZ2 ir D1701 prie Zmogaus
diploinés MRC-5 lasteliy linijos. MCR-8 yra tinkamos biologiskai aktyviems
junginiams ir vakcinoms produkuoti. Abiems kamienams buvo naudojamas
tas pats pradinis titras ir atitinkami Igsteliy kultdros nuopilai buvo pastoviai
naudojami per 5 perséjimus MRC-5 Igstelése. Figlra rodo meginiy is MRC-5
Igsteliy, nuopily, kurie buvo kiekvienu afveju infekuoti, titro (i8reikSto TCIDso)
priklausomybe nuo perséjimy skaiiaus. Tik NZ2 kamienas buvo vél
titruotinas jaudio inksty kultorose (BK 3a klonas). Tai rodo, kad yra esminiai
biologiniai skirtumai tarp abiejy kamieny infekavimo ir replikacijos elgsenos.
Tuo patiu metu $is rezultatas rodo, kad NZ2 gali bati replikuotas platesniame
lasteliy spektre nei D1701, tokiu badu duodantis galimybe produkcijos
procesui, kuris remiasi Zmogaus lgstelémis.

4. b) Galimybé perkelti NZ2 ir D1701 {WI-38 Iasteles ir BK klono 3a lgsteles

A Esminiai biologiniai skirtumai tarp NZ2 ir D1701 kamieny taip pat yra
aiskiai parodyti Fig.8 ir Fig.9 parodytuose eksperimentuose. Fig. 8 rodo viruso
titro, gauto bandant perséti D1701 | jautio BK 3a klono lgsteles ir Zzmogaus
WI-38 Igsteles, priklausomybé nuo persejimy skaitiaus. Galima matyti, kad D
1701 gali bati nuolat pers¢jamas | BK 3a klono Igsteles, bet negali bati
perséjamas | Zzmogaus WI-38 Igsteles.

Skirtinga padétis yra su NZ2 kamienu. Sis kamienas gali bati nuolat per
keleta dieny perséjamas ir | BK 3a klono Iasteles, ir { Zmogaus WI-38 Igsteles
(Fig. 9).

Sie rezultatai taip pat aidkiai rodo NZ2 ir D 1701 replikacijos ir

infekavimo elgsenos skirtumus.

4. c) NZ2 nuo dozés priklausantis poveikis | herpeso viruso isSaukimo testg

po perséjimo | WI-38
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Norint istiti NZ2 kamieny, kurie buvo perséti | WI-38 Iasteles,
imunostimuliacines savybes buvo atlikti herpeso viruso i88aukimo testai
bandyme su pelémis. Trys grupés po 10 eksperimentiniy gyviny buvo
veikiamos atitinkamai 1x10° TCIDso, 5x10* TCIDsp ir 1x10° TCIDso, ©
kontrolinei grupei buvo duotas placebas. Fig.10 rodo 8iy keturiy
eksperimentiniy grupiy idgyvenimo procenty priklausomybg nuo laiko po
infekcijos herpeso virusu. Netikétai buvo rasta, kad NZ2 nepraranda savo
imunostimuliaciniy savybiy perséjus | WI-38 Iasteles. _

Visi &io pavyzdZio eksperimentiniai rezultatai rodo esminius biologinius
skirtumus tarp NZ2 ir D1701 infekavirho ir replikacijos elgsenos. Netiketai
buvo rasta, kad prieSingai D1701, NZ2 preparatas, skirtas naudoti kaip
imunomoduliatorius, néra suridtas su jaucio inksty lasteliy, kaip produkavimo
Iasteliy linijos, naudojimu.

Remiantis Zinomomis Th1 imuninio atsako jtakos | latentines ir
chronikai pastovias virusines infekcijas (P. Lucin, S. Jonjic, M. Messerle, B.
Polic, H. Hengel, U.H. Koszinowski (1994): Late-Phase inhibition of murine
cytomegalovirus replication by synergistic action of interferon gamma and
tumor necrosis factor alpha. J. Gen. Virol. 75:101-110; P.M.; ir Smith, R.M.
Volcott, R. Chervenak, S.R. Jennings (1994). Control of acute cutaneous
herpes-simplex virus-infection — T-cell mediated viral clearance is dependent
upon interferon gamma. Virology 202 (1):76-88) ir taip pat proliferacines ligas,
pvz. véZj (J.F. Bromberg, C.M. Horvath, Z.L. Wen, R.D. Schreiber, J.E.
Darnell (1996): Transcriptionally active stat | is required for antiproliferative
effects of both interferon alpha and interferon gamma. PNAS 93(15).7673-
7678: ir M. Klouche, H. Kirchner, F. Holzel (1994): Antiproliferative effects of
interferon gamma in combination with alpha-difluoromethylornithine on human
carcinoma cell cultures. J. Cancer Research and Clinical Oncology
120(12):706) galimybémis, o taip pat ir tuo, kad avies pararaupy viruso NZ2
kamienas yra geresnis nei avies pararaupy D1701 kamienas, yra galimas
imunomoduliatoriy avies pararaupy viruso NZ2 kamieno arba vieno i§
auk&giau minety kamieny pagrindu panaudojimas kaip monoterapija arba
derinyje su biologidkai aktyviais, pvz. priesvirusiniais, mazos molekulinés

masés junginiais Zmonéms ir gyvinams gydyti kaip hepatito B viruso arba
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hepatito C viruso arba bet kurio kito patogeno i§ hepatitg sukelianciy virusy
grupés, bei kity vidaus organy virusiniy, infekcijy, o taip pat infekcijy, lydin€iy
kitas ligas, ivairiy tipy paprastojo herpeso infekcijy (HSV), jvairiy tipy Zmogaus
papilomos virusy (HPV), Zmogaus imunodeficito viruso (ZIV), juostings
varicelés viruso, Zmogaus citomegaloviruso (HCMV) ir atitinkamy gyvany
virusiniy ligy prieSvirusiné terapija.

Be to, remiantis pademonstruotu veikimo mechanizmu auk3¢iau minéti
avies pararaupy viruso kamienai su tam tikra sékmés perspektyva gali bati
naudojami vykdant profilatikq arba ypatingai: pasikartojimy, susijusiy su
herpeso viruso infekcijomis, prevencija, metafilaksija, t.y. virusiniy infekcijy
(pvz. ZIV) atsiradimo prevencija, kai gydoma vaistais tuoj pat po galimo
susidarimo su virusu (Dhawan, S., L.M. Whal, A. Heredia, Y.H. Zhang, J.S.
Epstein, M.S. Meltzer, 1.K. Hewlett (1995): Interferon gamma inhibits HIV-
induced invasiveness of Monocytes. J. Leukocyte Biology, 58 (6): 713-716).
Remiantis veikimo mechanizmu, galima tikétis, kad yra galima gydyti vézj
(J.F. Bromberg, C.M. Horvath, Z.L. Wen, R.D. Schreiber, J.E. Darnell (1996):
Transcriptionally active stat | is required for antiproliferative effects of both
interferon alpha and interferon gamma. PNAS 93(15):7673-7678; ir M.
Klouche, H. Kirchner, F. Holzel (1994): Antiproliferative effects of interferon
gamma in combination with alpha-difluoromethylornithine on human
carcinoma cell cultures. J. Cancer Research and Clinical Oncology
120(12):706).

Priklausomai nuo klinikinés problemos prigimties, terapinis agentas
pararaupy viruso pagrindu Ayra vartojamas arba sistemiSkai, tai yra,
pavyzdziui, leidZiamas | raumenis, po oda, { veng arba vartojamas peroraliniu
arba vietiniu badu. Ry$ium su tuo, pararaupy virusas yra arba iSgrynintos ir
liofilizuotos bisenos ir/arba yra suspenduojamas tinkamame tirpiklyje pries
vartojima, arba kitu atveju yra kitoje tinkamoje kompozicijoje, arba yra
skrandZio sultims atsparioje vartojimo formoje arba kitokioje peroralinio
vartojimo formoje.

Tinkami preparatai taip pat gali bati pagaminami i NZ2 palikuoniy,
kurie yra gauti perséjant ir/arba adaptuojant prie tam tikry lgsteliy, pavyzdziui
WI-38, MRC-5 arba Vero Igsteliy, ir i$ kity auk3Ciau paminéty kamieny arba
NZ2 ir kity auk3giau minéty kamieny arba jy palikuoniy daliy, arba fragmenty.
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Dalimis yra laikomi genominiai arba subgenominiai fragmentai, kurie yra
ekspresuojami tam tikry vektoriy, pavyzdZiui, vakcinijos, pagalba tinkamose
sistemose, pavyzdZiui, fibroblasty Iasteliy kultdrose. Fragmentais yra
laikomos frakcijos, kurios gaunamos biochemiSkai gryninant, pavyzdZiui,
chromatografijos badu, daleles, kurios buvo fiziSkai suardytos, pavyzdZiui,
ultragarsu. |

Rysium su tuo, juos gali bati reikalinga keletg karty {vesti arba ilgg laikg
vartoti pagal chronologines schemas, atitinkan¢ias klinikinés problemos
reikalavimus.

Taigi, panaudojimas pagal toliau duodama schema pasirodé esas ypac
daug Zadantis vézio terapijos atveju, pavyzdiiui (bet juo neapsiribojant):

| raumenis kiekvienu atveju yra jleidziama nuo 108 iki 10" TCIDso
(audiniy kultaros infekciné dozé) kas tretia dieng 4 savaites, po to padaroma
2 savaitiy pertrauka; vél | raumenis leidziama nuo 10° iki 10" TCIDs; kas
tredig dieng 4 savaites, po to padaroma 2 savaiéiy pertrauka; vél | raumenis
leidziama nuo 10° iki 107 TCIDs, kas tredig dieng 4 savaites, po to padaroma
2 savaidiy pertrauka; priklausomai nuo ligos sunkumo ir gydymo sékmes Sie
ciklai gali bati papildomi kitais ciklais; kitu atveju gali bati imama schema,
kurioje kompozicija yra vartojama kas ketvirta-penkta dieng maZiausiai 3
ménesius.

* Pavyzdziui, chroniskos virusings infekcijos atveju nuo 10° iki 10
TCIDs, kompozicijos yra leidziama po oda | pilvo sritj arba | deltin arba
keturgalvi raumenij kas trecig dieng i8 viso 5 kartus. Galima nukrypti nuo 3ios
schemos priklausomai nuo i§ ligos kylangiy poreikiy. Per3alimo profilaktikai
kompozicija turi bati vartojama skalavimui ir tai turi bati kartojama kasdien, kol
yra infekcijos rizika.

Norint apsisaugoti nuo infekcijy po chirurginiy intervencijy burnos
srityje (pvz. danty operacijy) skalauti kompozicija reikia 1-2 minutes vakare

prie$ intervencija.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Virusy, taksonomiskai priklausanéiy vienam i§ avies pararaupy,
viruso (Parapoxvirus ovis) NZ2, NZ-7, NZ-10 ir orf-11 kamieny, panaudojimas
vaisty nuo Zmoniy ir gyvany, virusiniy infekcijy ir véZio gamyboje. '

2. Virusy pagal 1 punktg palikuoniy, kurie yra gaunami perséjant arba
adaptuojant prie tinkamy Iasteliy sistemy, tokiy kaip Zmogaus lastelés Wi-38
ir MRC-5, Vero lastelés, jaucio lgstelés BK-K13A47/Reg arba MDBK ir avies
lastelées MDOK, panaudojimas vaisty nuo Zmoniy, ir gyvany virusiniy infekcijy
ir véZio gamyboje. .

3. Virusy pagal 1 ir 2 punkty daliy arba fragmenty, kur dalimis yra
laikomi genominiai arba subgenominiai fragmentai, kurie yra ekspresuojami
tam tikry vektoriy, tokiy kaip vakcinijos virusai, pagalba tinkamose sistemose,
tokiose kaip fibroblasty Iasteliy kultaros, o fragmentais yra laikomos frakcijos,
kurios yra gautos biochemiskai gryninant, kaip antai chromatografijos badu,
ekspresuotas arba fiziskai suardytas virusy daleles, panaudojimas vaisty nuo
Fmoniy ir gyvany, virusiniy infekeijy ir véZio gamyboje.

4. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra skirtas
vaisty ir farmaciniy preparaty kaip imunoterapiniy agenty arba
imunoprofilaktiniy agenty nuo autoimuniniy ligy ir amiy bei chroniSky
kvépavimo trakto ir vidaus organy virusiniy infekcijy gamybai.

5. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra skirtas
vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty streso metafilaksijai ir po streso
pasitaikanciy ligy prevencijai arba iSvengimui bei infekcijos profilaktikai
operacijy ir intervencijy taisant dantis kontekste, gamybai.

6. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra skirtas
vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty infekcijy metafilaksijai arba Gmiy virusiniy
infekcijy, tokiy kaip kvépavimo trakto, papilomos viruso infekcijos, herpeso
viruso infekcijos, ZIV infekcijos arba vidaus organy virusinés infekcijos, tokios

kaip hepatito viruso infekcijos, gydymui ir taip pat naudojimui ry$ium su
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ligomis, tokiomis kaip i$sétiné sklerozé, astma, karpos ir kiti odos augliai,
gamybai.-

7. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra skirtas
vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty naudoti ant Zaizdy, Zaizdy gijimo
procesams pagreitinti ir Zaizdy, kurios blogai gyja arba visai negyja, bei kojos
opos gijimo procesams palaikyti, gamybai. ‘

8. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra skirtas
vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty alerginiy ligy spektro ligoms, psoriazei,
neurodermatitui ir kitoms autoimuninéh\s ligoms, tokioms kaip raudonoji
vilklige, gydyti, o taip pat ir pagyvenusiy pacienty sveikatos stoviui pagerinti,
gamybai.

9. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra skirtas
vaisty ir farmaciniy preparaty, skirty naudoti prie$ vidaus organy uzdegimines,
degeneracines ir proliferacines ligas (tokias kaip Krono liga), odos, kraujo,
centrinés nervy sistemos ir jg lydingiy struktary, jskaitant akis, ligas ir jskaitant
vézj, gamybai.

10. Virusy arba virusy palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus derinyje su kitais vaistais, besiskiriantis
tuo, kad yra skirtas vaisty ir farmaciniy preparaty Zmoniy ir gyvany
priedvirusinei arba véZio terapijai gamybai.

11. Virusy arba virusq palikuoniy, arba virusy daliy ar fragmenty
panaudojimas pagal 1-3 punktus derinyje su kitais vaistais, besiskiriantis
tuo, kad yra skirtas vaisty ir farmaciniy preparaty peroraliniam vartojimui
irfarba skrandZio sultims atspariy kompozicijy peroraliniam vartojimui

gamybai.
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