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KIVONAT

A taldlmany fibroblaszt ndvekedési faktort tartalmazéd
gybgyszerkészitmények eldallitdsaval foglalkozik, amely
gybgyszerkészitmények burkolatos virusok dltal okozott vi-
rusfertbzések megel6zésére és kezelésére alkalmasak. Azok a
virusok, amelyek ellen a nevezett gqybgyszerkészitmények
hatasosak, els8sorban az aldbbiak: 2. tipusl Herpes simplex
virus (HSVZ), humdn 1égzbrendszeri szincitidlis virus
(HRSV), Semliki Forest virus (SFV), a szerzett immunhidny
szindromaért felel®6s virus (HIV) és a Moloney szarkémiért
felelds virus (MSV).
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A taldlmény térgya eljaras fibroblaszt novekedési faktorokat
(FGF) tartalmazé gybgyszerkészitmények elBallitasédra a bur-
kolatos virusként ismert virusok &ltal okozott virusferts-
z6sek megelézésére és kezelésére; az ilyen virusok kozé
értjik pl. az alfa tipust herpeszvirusokat, pl. a 2. tipusa
Herpes simplex virust (HSV2) és a herpesz Varicella zos-
tert, a béta vagy gamma tipusti herpeszvirusokat, pl. cito-
megalovirust, az ortomixovirusokat, pl. humén légz@Grendszeri
szincitialis virust (HRSV), a tro6pusi virusokat, amelyek
felel6sek a b&rkiutéses 14dzért és/vagy az enkefalitiszért,
pl. a Semliki Forest virust (SFV), vagy felellsek mas tro-
pusi betegségekért, pl. a virusok "Alfa", "Flavi" vagy "A-
rena" csoportjéba tartozé virusokat, a retrovirusokat, pl. a
szerzett immunhidny szindromaért felels HIV virust, és azt
a virust, amely a Moloney szark6maért felelfs (MSV).

Bar eddig mé&r sok er6feszitést tettek, hogy harcoljanak a
fentebb emlitett virusok &ltal okozott fert&zések, kildndsen
pl. HSV2 dltal okozott fert6zések ellen, valdban hatasos
gybgyszert ezekre eddig még nem azonositottak.

A fibroblaszt novekedési faktorok pl. a humén és szarvas-
marha bazisos fibroblaszt ndvekedési faktor (bFGF) és a hu-
man és szarvasmarha savas fibroblaszt ndvekedési faktor
(aFGF).

Az emlitett faktorokrdl ismeretes, hogy erGteljes mitogének
nagyon sokféle, kulonboz6 sejtre, beleértve a fibroblaszto-
kat és véredény hamsejteket. Emlitést tettek mdr ezek angi-
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ogenikus hatdséré6l, pontosabban ezek burjénzédskeltd hatasa-
r6l a véredények hémsejtjeire, valamint ezek felhaszndlasa-
ré6l sebek behegesztésére és szovetek regenerédlaséra, ide
értve a csont- és idegszdveteket is.

Kaner és munkatdrsai /Science 248, 1410-1413 (1990)/ nemré-
giben lefrtdk a fibroblaszt ndovekedési faktorok és analdg-
jaik aktivitdsdt 1 tipusG Herpes simplexvirusra (HSV1), agy
vélve, hogy ez az aktivitds nagy mértékben fajlagos, mert
csak a HSV1 tipusa virusra taldltdk meg ezt az aktivitast.

A novekedési faktor kot6dése fajlagos cellularis receptora-
ihoz megakadédlyozhatja, hogy a virusok receptoraikhoz ko-
t6djenek, amelyek pedig arra tennék képessé ezeket, hogy
internalizalddjanak.

Mivel mar beszémoltak arr6l, hogy a HSV1 és HSV2 receptorok
eltéréek /Vahlne A. és munkatdrsai: J. Gen. Virology 44,
217-225 (1979)/, nem j6solhatdé meg, vajon a HSV1 tipusa vi-
rusra a noOvekedési faktor &ltal gyakorolt virusellenes te-
vékenység kiterjed-e a HSV2 tipusd virusokra is. Ezt iga-
zolja az a tény is, hogy egy gybgyszer kilénboz8 mbébdon hat-
hat HSV,-re és HSV2—re /Langeland N. és munkatdrsai: Bioc-

1
hem. Biophys. Res. Comm. 141, 198-203 (1986)/.

Most arra jottink ra, hogy a fibroblaszt novekedési faktorok
(FGF) és anal6gjaik képesek megakaddlyozni bizonyos virusok

névekedését és fertbzbképességét.

A jelen talédlmédny térgya weljérds fibroblaszt ndvekedési



faktort (FGF) tartalmazdé gybégyszerkészitmény elbdallitasara
burkolatos virusok 4&ltal okozott virusfert&zések megel&zé-
sére és kezelésére, az ilyen virusok kozé értjik pl. az alfa
tipust herpeszvirusokat, pl. a 2. tipusd Herpes simplex vi-
rust (HSVZ), és a herpesz Varicella zostert, a béta vagy
gamma tipust herpeszvirusokat, pl. citomegalovirust, az or-
tomixovirusokat, pl. influenza virust, vagy paramixoviruso-
kat, pl. humén légz6rendszeri szincitidlis virust (HRSV), a
tr6pusi virusokat, amelyek felel8sek a b8rkiitéses lazért
és/vagy az enkefalitiszért, pl. a Semliki Forest virust
(SFV), vagy felel&sek méas tropusi betegségekért, pl. a vi-
rusok "“Alfa", "“"Flavi" vagy "Arena" csoportjéba tartozd vi-
rusokat, a retrovirusokat, pl. a szerzett immunhidny szind-
réméért felel6s HIV virust, és azt a virust, amely a Moloney
szark6maért felel8s (MSV).

J6 példak azokra a virusokra, amelyekre a fibroblaszt nove-
kedési faktorokat a jelen taldlmadny szerint kiprébaltéak és
hatékonynak talédltdk pl. a 2. tipusd Herpes simplex virus
(HSVZ),
Semliki Forest virus (SFV), a szerzett immunhidny szindroé-
mdért felel6s virus (HIV) és a Moloney szark6méért felelbs
virus (MSV).

a humén légz6rendszeri szincitidlis virus (HRSV), a

A jelen tal&lmédny szerinti fibroblaszt ndovekedési faktor
(FGF) lehet vagy bé&zisos FGF (bFGF) (humén vagy szarvasmar-
ha), vagy savas FGF (aFGF) (humé&n vagy szarvasmarh@, vagy
lehet a fentebb emlitett bFGF vagy a FGF valamely analbgja.
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A fentebb emlitett novekedési faktorok, nevezetesen a human
6s szarvasmarha bFGF é&s humén és szarvasmarha aFGF ismert
faktorok, amelyeket pl. a PCT W086/07955 és PCT Ww087/01728
sz&mG szabadalmi kdzrebocsdtési iratokban, a 226481, 237 966
6s 259 953 sz&mG eurbpai szabadalmi kozrebocsdtdsi iratok-
ban, valamint kilénb6z8 tudomédnyos kozleményekben frtak le;
az emlitett tudomé&nyos kozlemények kozott taldljuk pl. az
alédbbiakat:

Science 233, 565-568 (1986. augusztus 1), EMBO Journal 5
(10), 2523-2528 (1986), Biochemical and Biophysical Res.
Communications 140 (3), 874-880 (1980), Biochemical and Bi-
ophysical Res. Communications, 133 (2), 554-562 (1985),
Science 230, 1385-1388 (1985. december 20.).

Az FGF faktorok meghatérozéséra alkalmas nomenklatura )
amelyre a jelen taldlményi lefrdsban utalunk, a Schroder és
Lubke &ltal megadott nomenklatura: "The Peptides", Academic
Press (kiad6) (1965), ahol a hagyoményos megjelenités sze-
rint a szabad alfa-aminocsoport az N-termindlisnal van a bal
oldalon, mig az alfa-karboxicsoporttal bir6 gydk a
C-termindlisné&dl a jobb oldalon van.

Igy pl. a humén DFGF 146 aminosavval bir6 polipeptid,
aﬁelynek szekvencidjat az aldbbiakban mutatjuk be:

1 10
Pro Ala Leu Pro Glu Asp Gly Gly Ser Gly Ala Phe Pro Pro Gly His
20 30
Phe Lys Asp Pro Lys Arg Leu Tyr Cys Lys Asn Gly Gly Phe Phe Leu
40
Arg Ile His Pro Asp Gly Arg Vval Asp Gly Val Arg Glu Lys Ser ASp
50 “ 60

Pro His Ile Lys Leu Gln Leu Gln Ala Glu Glu Arg Gly Val Val Ser
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70 : 80
Ile Lys Gly Val Cys Ala Asn Arg Tyr Leu Ala Met Lys Glu Asp Gly
90

Arg Leu Leu Ala Ser Lys Cys Val Thr Asp Glu Cys Fhe Phe Phe Glu_
100 | 140

Arg Leu Glu Ser Asn Asn Tyr Asn Thr Tyr Arg Ser Arg Lys Tyr Thr
1290 _ |

Ser Trp Tyr Val Ala Leu LYs Arg Thr Gly Gln Tyr Lys Leu Gly Ser

130 140
Lys Thr Gly Pro Gly Gln LXS Ala Ile Leu Phe Leu Pro Met Ser Ala
146

Lys Ser.

A szarvasmarha bFGF kozel azonos szekvenciéval bir, a ki-
16nbség csak annyi, hogy a humdn bFGF 112. helyénél levd
Thr aminosav Ser-rel van helyettesitve a szarvasmarha
bFGF-ben, és a humé&n bFGF 128. helyénél lev6 Ser aminosav
Pro-val van helyettesitve a szarvasmarha bFGF-ben.

A  humé&n bFGF molekul&ja, valamint a szarvasmarha bFGF mole-
kulédja rendelkezhet N-termindlis kiterjesztéssel, amely
tartalmazhatja az alabbi 41 aminosav szekvencidjanak egészét
vagy részét:

(i) Gly-Thr-Met-Ala-Ala-Gly-Ser-Ile-Thr-Thr-Leu
elssorban pl. az alabbﬂﬂ}minosavat:
(ii) Met-Ala-Ala-Gly-Ser-Ile-Thr-Thr-Leu
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vagy az aldabbi 8 aminosavat:
(iii) Ala-Ala-Gly-Ser-Ile-Thr-Thr-Leu

vagy az alabbi 7 aminosavat:

(iv) Ala-Gly-Ser-Ile-Thr-Thr-Leu.

A human és szarvasmarha bFGF-b6l hianyozhat 1is egy vagy tobb
aminosavgyodk az N-termindlisro6l.

A hum&n aFGF-nek 140 aminosava van, ez az alé&bbi szekven-
cidval bir:
1 19

Phe Asn Leu Pro Pro Glv Asn Tyr Lys Lys Pro Lys lLeu Leu Tyr Cys

20 30
Ser Asn Gly Gly His Phe Leu AIg Ile Leu Pro Asp Gly Thr Val Asp
40

Gly Thr Arg Asp Arg Ser ASp Gln His Ile Gln Leu Gln Leu Ser Ala

Glu Ser Val Gly Glu Vval Tyr Ile Lys Ser Thr Glu Thr Gly Gln Tyr

70 80
Leu Ala Met Asp Thr Asp Gly Leu Leu Tyr Gly Ser Gln.Thr Pro Asn
90
Glu Glu Cys Leu Phe Leu Glu Arg Leu Glu Glu Asn His Tyr Asn Thr
100 110
Tvr Ile Ser Lys Lys His Ala Glu Lys Asn Trp Phe Val Gly Leu Lys
120
Lys Asn Gly Ser Cys Lys Arg Gly Pro Arg Thr His Tyr Gly Gln Lys
" 130 140 “

Ala Ile Leu Phe Leu Pro Leu Pro Val Ser Ser AsSPp.



A szarvasmarha aFGF szintén 140 aminosavas polipeptid,
amelynek aminosavszekvencidaja az alabbi, és amelyet nagy
mértékd homolégia jellemez a human aFGF-fel:

1

10

Phe Asn Leu Pro Leu Gly Asn Tyr Lys Lys Pro Lys Leu Leu Tyr Cys

Se

20 39
r Asn Gly Gly Tyr Phe Leu Arg Ile Leu Pro Asp Gly Thr Val Asp
40

Gly Thr Lys Asp Arg Ser Asp Gln His Ile Gln Leu Gln Lea CTys Ala

-

50 50

Glu Ser Ile Gly Glu Val Tyr Ile Lys Ser Thr 5lu Thr 31y Gln Phe

Leu

Glu

Tyr

Lys

70 80

Ala Met Asp Thr Asp Gly Leu Leu Tyr Gly Ser Gln Thr Pro Asn
90
Glu Cys Leu Phe Leu Glu Arg Leu Glu Glu Asn His Tyr Asn Thr
100 110
Ile Ser Lys Lys His Ala Glu Lys His Trp Phe Val Gly Leu Lys
120
Asn Gly Arg Ser Lys Leu Gly Pro Arg Thr His Phe,Gly Gln Lys
130 140

Mind a humén, mind a szarvasmarha aFGF rendelkezhet bizonyoé
kiterjesztésekkel és kiiktatédsokkal az N-termindlisnal ha-
sonléképpen, mint ahogyan ezt a bFGF molekuldknal leirtuk.

A jelen taldlmany szerinti fibroblaszt novekedési faktorok

lehetnek amidé&lva is C-termindlisukndl.



A fentebb emlitett fibroblaszt novekedési faktorok analbgja
lehet pl. a teljes FGF molekula barmely fragmentuma, akar
amid&lt formaban is, amely megtartja azt a képességet, hogy
a receptordhoz kdtédjek.

Az ilyen fragmentumokra példédkat frnak le a 246753 szama
eur6pai szabadalmi kozzétételi iratban. Ezek fgleg az aldabbi
aminosavszekvenciakb6l osszedllitott polipeptidek lehetnek:
mint a humén, mind a szarvasmarha bFGF 93.-120., 97.-120.,
100.-120., 103.-120., 103.-146., 106.-115., 106.-118.,
106.-120., 106.-125., 106.-130., 106.-135., 106.-140.,
106.-146., és 107.-110. aminosavszekvencidi, mind szabad,
mind amid&lt forméban.

A jelen taladlmany szerinti fibroblaszt novekedési faktorok
analégja lehet valamely mutein is, amely a fentebb emlitett
FGF polipeptidekb®6l vagy analdgjaikbol - legyenek ezek akar
amidalt, ak&r nem-amidalt forméban - szdrmazik egy vagy tobb
aminosav helyettesitésével é&s/vagy kiiktatdsaval, és amely
megtartja a novekedési faktor megfeleld tulajdonsagait, el-
s6sorban megfeleld képességét, hogy az FGF receptorhoz ko -
t6djék. Igy pl. a 112. helyen lev8 aminosav lehet vagy Thr,
vagy Ser, a 128. helyen lev6 aminosav lehet Ser vagy Pro, a
113. helyen levs aminosav lehet Ala vagy Ser, a 1l4. helyen
levé aminosav lehet Met vagy Trp, és a 115. helyen levd
aminosav lehet Phe vagy Tyr. Az FGF kulonboz6 formainak,
els6sorban a korabban hivatkozott, az N-termindlisnal k-
16nb6z6 tipustd kiterjesztésekkel vagy kiiktatdsokkal bird
formainak keverékeit szintén Ggy tekintjik, hogy a jelen
taldlmény keretein beliil vannak. A "fibroblaszt novekedési



faktor" kifejezés tehdt utal minden fentebb emlitett ana-
l16gra és keverékre is.

Amint korédbban emlitettik, a jelen taldlmdny szerint alkal-
mazott ndvekedési faktorok ismert faktorok, ennek megfele-
16en ismert eljérasokkal allithaték eld, pl. rekombindns DNS
technikéaval, els6sorban olyan eljédrdsokkal, amelyek hasan-
l6ak a korabban mé&r emlitett PCT WO 86/07595 és PCT
W087/01728 szamt PCT szabadalmi kodzrebocsdtdsi iratokban és
a 226181, 237966 és 259953 szaml eurbpai szabadalmi kozre-
bocsdtdsi iratokban leirt eljérésokhoz.

Ismert technikdk alkalmazhaték akhoz is, hogy FGF analbgokat
kapjunk, pl. olyan FGF fragmentumokat, amelyek a jelen ta-
lalmanyban alkalmazadst nyerhetnek. Lehet hasznélni pl. olyan
eljdrasokat, amelyek a fentebb emlitett 246753 szamd eurdpai
szabadalmi kozrebocsdtdsi iratban és az ebben emlitett sza-
badalmi wutaldsokban vannak leirva, 1ilyen pl. az eljaras
szildrd fdzist szintézis segitségével, amint ezt a JACS 85,
2149 (1963) irodalmi helyen leirjék.

A kémiai szintézis olyan fragmentumokndl el®nyds, amelyeknek
aminosav-ladnca révid, pl. 40 aminosavnal kevesebbet tartal-
maznak, mig az el6allités rekombindns DNS technikdval akkor
elényds, ha pl. teljes hossz(Gsdgd nativ FGF molekuldkat vagy
analbégjaikat szandékozunk elkésziteni, amelyek pl. 40 ami-
nosavnal tobbet tartalmaznak.

Abbél a célb6l, hogy a jelen tald&lmény szerint bemutassuk a



fibroblaszt névekedési faktorok virusellenes aktivitéasat,
vizsgdlatokat hajtunk végre kiilonb6z6 tipusokhoz és csala-
dokhoz tartoz6, DNS és RNS természetll virusokat alkalmazva.
P&ldaként azokat a kisérleteket adjuk meg, amelyeket sokfé-
le, jelen taladlméany szerinti fibroblaszt novekedési faktor
aktivitdsédnak bizonyitdsdra végzink HSV,, SFV, HRSV, HIV és
MSV virusok ellen. Ezekben a kisérletekben az aldbbi tor-
zseket haszndljuk: humdn sima artéria izomsejtek diploid
torzse (A617), epiteloid karcinéma heteroploid tdrzse
(Hep 2), human primer limfocitédk tenyészete, €s Balb C egér
primer fibroblasztok tenyészete.

Az elsé két toérzs azonos tfir6képességet mutat a Herpes
simplex virus 2. tiphsd torzsével (HSVZ) és a Semliki Forest
virussal (SFV) szemben, ezt megfigyelhetjiik mind a 24 o6rara
stabiliz4lt egy-rétegben, mind a tripszinezéssel kapott
sejtszuszpenzibdkban, mégpedig 96 Ulreges (szovet/tenyészet)
lemezeken titralva és megfigyelve a citopatikus hatés vég-
pontokat (CEP).

Az A617 nem tir6képes a human légz8rendszeri szincitialis
virussal (HRSV) szemben, ezért csak a Hep 2 sejteket alkal-
mazhatjuk ebben a fert6zésben, akar egy-rétegben, akar
szuszpenziéban. Az egy-rétegekkel végzett kisérletekben a
vizsgaland6 anyagok kiildnboz® koncentréci6it inkubé&ljuk a
tenyészkézeg eltédvolitasa utan a tenyészetekben, amelyek a
96 lregben n6ttek.

2 o6ras, 37°C homérsékleten és 5% CO,-ben végzett inkubalds



utdn 50-100 tarfoltképz6 egység (PFU) HSVZ—t, vagy 50-100
50%-0s fert6z6 egység (IDSO) SFV-t vagy HRSV-t adunk hozza.

Més kisérletekben a sejtszuszpenzibt kézvetleniil kezeljik a
vizsgdlandé anyagok kiilonb6zd koncentrédcidival 96 lreges
lemezeken.

Két oras, 37°C. h6mérsékleten és 5% Coz-ben végzett inkubalés
utdn fert6zést indukdlunk, amint fentebb leirtuk.

A CPE mértékét 24-96 6rds inkubdlasi id6tartam utén hata-
rozzuk meg az alkalmazott virus tipusdtél fiiggben olyan mod-
don, hogy teriileteket jeldlink meg a friss készitményeknél,
amikor forditott mikroszképpal megfigyeljik (35-sz6rds na-
gyitds). A CPE csokkenésének szdzalékédt a kezelt tenyészet-
ben a fert6z6tt kontrollokkal ©sszehasonlitva &tvisszik
féllogaritmusos koordinatapapirra.

Ugyanezeket a tenyészeteket azutan lefagyasztjuk abbdl a
célb6l, hogy a virustartalmakat kiilonbdz® kisérleti korul-
mények kézt titrdlhassuk (I.V. titrdlds).

A kriolizadtumokat valamely standard technikéaval titrdljuk,
amely alkalmas arra, hogy a Leighton csdvekben levd lemeze-
ken n6tt Hep 2 6sszefolybd egy-rétegein a tarfoltokat megha-
tdrozzuk.

Az T.V. titert PFU értékben adjuk meg kildnb6zd kisérleti
kdorilmények ko6zott, és a kontrollok, valamint kezelt te-
nyészetek koézti kildnbségek szignifikanciéjét a Dunnett



vizsgdlat szerint értékel juk (JASA, 1955. december,
1096-1121).

Az aktivitast HIV virusra humdn periférids limfociték primer
tenyészetein vizsgdljuk, ahol a limfocitdkat gradiens cent-
rifugaléassal izoldljuk és mitogénekkel stimulaljuk.

A fert6zést HIV standard prepardtummal végezzik, és a fer-
t6z6tt tenyészeteket 4 napon &t inkub&ljuk a gyoégyszer je-
lenlétében.

Az eredmények értékelését Ggy végezzik, hogy a fert6zéstil
szamitott harmadik és negyedik napon mérjik P24 mag (core)
virusfehérje-mennyiségét (Elisa-val), és a szintetizédlt RNS
teljes mennyiségét (nukleinsavval val6é molekuldris hibridi-
zacibds technikaval) a kontrollal 6sszehasonlitva.

Az aktivitadst Moloney szarkdéma virusra (MSV) standard
mennyiségl MSV virussal fert6zott Balb C egerek embriondlis
fibroblasztjainak primer tenyészetein vizsgédljuk. Az ered-
mények értékelésének alapja a transzformdciés gbcpontok
csokkenése a kezelt tenyészetekben a kontroll tenyészetekkel
0sszehasonlitva.

A fentebb emlitett kisérletek eredményeit a mellékelt 1.-9.
abrédkban adjuk meg.

Az abréakkal kapcsolatban az aldbbi magyardzatokat adjuk meg.



Az FCE 26184 anyag (1. anyag) egy 153-154 aminosavb6l 116
human bFGF-et képvisel, pontosabban mintegy 50:50 aréanyd
keverékét az alabbiaknak: a., egy 153 aminosavbol a116 mo-
lekula, amely a human bFGF kordbban bemutatott 146 aminosa-
vas szekvencidjat tartalmazza, tartalmaz tovébbad eqgy 7
aminosavb6l 4l16 kiterjesztést, amelyet az elGbbiekben mar
ismertettink (iv) szekvencia néven, és b., egy 154 amino-
savb6l 4116 molekula, amely a humén bFGF kordbban bemutatott
146 aminosavas szekvencigjat tartalmazza, tartalmaz tovabbi
egy 8 aminosavb6l &l116 kiterjesztést, amelyet az el&bbiekben
mar ismertettiink (iii) szekvencia néven.

Ennek az anyagnak az el6é&llitéasat a kés6bbiekben, a kiviteli
példédkban ismertetjik.

A 89-0925 anyag (2. anyag) egy 145 aminosavbol allé human
bFGF-et képvisel, vagyis egy olyan vegyilletet, amely a human
bFGF korabban bemutatott 146 aminosavas szekvencidjat tar-
talmazza, de az N -termindlisrdl hianyzik a Pro aminosav.

Ennek az anyagnak az elkészitéséhez azt a munkamenetet
haszndlhatjuk fel, amelyet a 363675 szaml eurépai szabadalmi
kozrebocsdtdsi irat ismertet.

Az "Amersham bovine"-ként bemutatott anyag (3. anyag) egy
kereskedelmi forgalomban levd, 146 aminosavbol allé szar-

vasmarha rekombinédns bFGF (az Amersham cég termék).

A "(Serval) bovine"-ként bemutatott anyag (3’. anyag) egy
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kereskedelmi forgalomban lev6 szarvasmarha bDFGF, amelyet
hipofizisb6l extrahédltak (a Serva cég terméke).

Az 1A. és 1B. &brak az 1. anyag (folytonos vonal: —&-) és
2. anyag (szaggatott vonal: --O--) CPE-jének gatlasi szaza-
1ék4t mutatjak be HSV2 (592. torzs) virusfert6zésre, amelyet
A617 sejtek (l1A. 4&bra) illetve HepF 2 sejtek (1B. dbra)
szuszpenzi6jaban kapunk; a CPE csokkenés szdzalékos értékei
az ordindtén, mig a bFGF koncentréacidé értékei az abszcisszan
szerepelnek.

A 2A. és 2B. 4abrdk az 1. anyag CPE-jének gé&tlasi szdzalékat
mutatjék be HSV2 (592. tdérzs) virusfert8zésre, amelyet A617
sejtek 2A. abra) illetve Hep#2 sejtek (2B.dabra) sejtszusz-
penzi6jaban (szaggatott wvonal --Q--) és — pdrhuzamosan -
egy—rétegén (folyamatos vonal —[+-) kapunk; a CPE csdkkenés
szazalékos értékei az ordin&dtén, mig a bFGF koncentracio0
értékei az abszcisszdn szerepelnek.

A 3A. és 3B. &brak a 2. anyag CPE-jének gétldsi szazalékat
mutatjédk be HSV2 (592. tdrzs) virusfert6zésre, amelyet A617
sejtek (3A. 4abra) illetve Hep## 2 sejtek (3B. abra) sejt-
szuszpenzi6jéban (szaggatott vonal --(Q --) és-- parhuza-
mosan -~ egy-rétegén (folyamatos vonal -D—-) kapunk; a CPE
csbkkenés szazalékos értékei az ordinédtédn, mig a bFGF kon-
centrédci6 értékei az abszcisszadn szerepelnek.

A 4. é&bra az 1. anyag (kOzéps6 hisztogram) és a 2. anyag
(jobboldali hisztogram) aktivitdsat mutatja be a kontrollal
(baloldali hisztogram) 0sszehasonlitva, a HSV2 (592. torzs)
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fert6z6 virus termel6désének csdkkenése alapjan becsiilve Hep
Z#fsejttenyészetekben: a hisztogramokon az ordindtan a kii-
16nb6z6 kisérleti csoportokban talalt virus-index van meg-
adva 104 pfu/ml-ben, mig az abszcisszan a bFGF koncentrécio6
értékek vannak megadva.

Az 5. abra az l. anyag (—~®— vonal), 2. anyag (--O-- vonal)
6s 3'. anyag (~A— vonal) CPE-jének gdtldsi szazalékat mu-
tatja be HRSV virusfert6zésre, amelyet Hep 4 2 sejtek
egy-rétegén kapunk; a CPE csdkkenés szédzalékos értékei az
ordindtan, mig a bFGF koncentréacié értékei az abszcisszan
szerepelnek.

A 6. abra az 1. anyag (—&- vonal), 2. anyag (-- 0 -- vonal)
6s 3°. anyag (--A -- vonal) CPE-jének gatlasi szdzalékat
mutatja be SFV virusfert6zésre, amelyet A617 sejtek
egy-rétegén kapunk; a CPE csdkkenés szazalékos értékei az
ordindtdn, mig a bDFGF koncentracio értékei az abszcisszan
szerepelnek.

A 7. 4bra az ordinatan az 1. anyag szazalékos gatlasat mu-
tatja be a P24 virusfehérje szintézisre oo harmadik napon
(fehér teriiletek) és a negyedik napon (pontozott teriletek)
a HIV virussal végzett fert6zés idBpontjatodl szamitvay az
abszcisszan a bFGF koncentrécid szerepel.

A 8. 4&bra az ordin&tan az 1. anyag szazalékos gétlasat mu-
tatja be a virus RNS szintézisre a harmadik napon (fehér
teriletek) és a negyedik napon (pontozott teriletek) a HIV



virussal végzett fert6zés id6pontjétél szamitva; az absz-
cisszédn a bFGF koncentrdcid szerepel.

A 9. 4&bra az 1. vegyilet szédzalékos gdtldsat mutatja be az
MSV (Moloney szarkéma virus) altal indukdlt transzformécioés
gbcpontokra; az ordindtédn szerepelnek a szdzalékos gatlasi
értékek, mig az abszcisszdan szerepelnek a bFGF koncentrécid
értékek.

A jelen taldlmény szerinti novekedési faktorokat egy vagy
t6bb emlitett faktort tartalmazé gybégydszati kompoziciod
forméjaban adhatjuk be; ilyen pl. egy olyan kompozicid,
amely aktiv anyagként a nevezett novekedési faktorokat vagy
gybgydszatilag elfogadhaté sbikat tartalmazza egy vagy tobb
segédanyaggal, pl. gyo6gyédszatilag elfogadhatdé hordozbkkal
és/vagy higitékkal és/vagy koétbBanyaggal egyitt.

A gybgyadszatilag elfogadhatd s6k gydgydszatilag elfogadhatd
szervetlen savak, pl. sésav, brém-hidrogén, kénsav vagy
foszforsav, vagy gybgyaszatilag elfogadhaté szerves savak,
pl. ecetsav, citromsav, maleinsav, almasav, borostyankssav,
aszkorbinsav vagy bork6sav s6i lehetnek.

Ezeket be lehet adni helyileg, vagy parenterdlis, intravé-
nds, intratekdlis vagy ordlis aton.

A  beaddsnak kiilondsen el6nyds (Gtja a helyileg végzett be-
adds, amelyet pl. HSV2 daltal okozott genitalis fert8zés vagy
HRSV 4ltal okozott 1égzbrendszeri fert6zések kezelésében
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alkalmazhatunk.

A helyi beaddshoz alkalmas kompozici6k lehetnek pl. krémek,
ken6csok, balzsamok, vagy borogatbévizek dermatolégiai keze-
léshez; hivelyktpok vagy pesszariumok a hiivelyi fertb6zések
kezeléséhez, szemcseppek szemfert6zések kezeléséhez; vagy
aeroszolok a 1égzési rendszer fert8zéseinek kezeléséhez,
kilondsen pl. HRSV ferttzések kezeléséhez Gjszulodttekben.

Ezeket a készitményeket ismert technikdk szerint készithel-
jik el, 1gy pl. a krémeket, kentcsdket, balzsamokat vagy
borogat6évizeket az aktiv vegylilet dsszekeverésével kaphatjuk
meg hagyoményos olajos vagy emulgedld segédanyagokkal.

Az intravénas vagy intratekalis beaddshoz alkalmas kompozi-
ci6ék lehetnek pl. steril vizes oldatok vagy steril izoténi-
ds, fizioldgids sboldatok.

A parenterélis beaddshoz alkalmas kompozicid lehet pl.
szuszpenzié vagy oldat, amely az aktiv anyagot és egy
gybgyédszatilag elfogadhatd hordozdét, pl. steril vizet, oli-
vaolajat, glikolokat, mint propilén_glikolt tartalmaz, és ha
szikséges, tartalmaz megfeleld mennyiségl lidokain-hidrok-
loridot 1is.

Az oralis beaddshoz alkalmas kiszerelés lehet pl. gyomor- és
bél-rezisztens réteggel boritott tabletta vagy kapszula,
amelyben az aktiv anyag el van keverve pl. higitékkal, mint
lakt6zzal, gqlukézzal és hasonlokkal; csusztatbéanyagokkal,
mint kovafdlddel, talkummal, sztearinsavval és hasonlbkkal;



kot6anyagokkal, mint keményit6vel; szétesést elGsegitt
anyagokkal, mint alginsavval és algindtokkal; és més segé-
danyagokkal, amelyeket &ltaldban alkalmaznak ilyen tipusda
kiszerelésekben.

A jelen taldlmény szerinti gyb6gydszati kompozicidkat alta-
laban ismert technikédkkal és a galenusi készitmények teri-
letében &ltaldnosan hasznélt munkamenetekkel 4dllithatjuk
eld.

Az elényds dbzis fiigg a kezelendd beteg betegségi &llapota-
t61 és kondici6jatél, az alkalmazott kiszerelés tipusatdl,
és a kezelés id6tartaménak hosszGsagdtél.

Igy pl. helyi beadédsokné&l, pl. krémek, ken6csdok, balzsamok,
borogatdvizek, hiivelypesszarumok, hiively-golybécskak és
szemcseppek beaddséanédl a jelen taldlmény szerinti ndvekedési
faktorokat 1 mikromé6l és 1 millimél kdézti koncentracidtar-
tomanyban alkalmazhatjuk.

A jelen taldlmédny szerinti novekedési faktorok beadésa
hasznos lehet mind a virus elterjedésének megakaddlyozasa-
ban, mind a midr fert6z06tt betegek kezelésében.

Amikor kezelést igényld sérilések is vannak, a bFGF és a FGF
kilondsen kivanatos ezen faktorok ismert behegesztési és

szbvet-helyredllité tulajdonsagai miatt.

Az alabbi kiviteli példdk nem korlatozé jelleggel bemutatjak



(X e evev oy
LI s e .
» *s oee o

.
. -
.
o

XY}

a jelen taldlmény szerinti FGF novekedési faktorok és az
ezeket tartalmazé gybdgyszerkészitmények elBdllitési eljara-
sait.

1. példa
b-FGF elfallitasa: FCE 26185

A b-FGF-hez tartoz6 szintetikus szekvencia és az ezt a
szekvenciét hordozb kifejezd plazmid megalkotasat az
EP-A-363675 szamd eur6pai szabadalmi kézrebocsdtési iratban
leirt munkamenet szerint hajtjuk végre. A fermentédcids és
tisztitdsi folyamatot az alébbiak szerint végezzik.

(a) Fermentédcib6s folyamat

B tipust E.coli baktériumtdrzset (a Pasteur Institute gy@j-
teményéb81l) transzformé&lunk egy olyan plazmiddal, amely
hordozza mind a b-FGF-et k6dold humdn gént, mind a tetra-

ciklin rezisztencia génjét. Ezt a transzformdlt tdrzset al-
kalmazzuk rekombindns, nem glikozilezett h-b-FGF (humén
b-FGF) el6allitdsdra. Elkészitjik ennek a tdrzsnek a minta
sejtbankjat (Master Cell Bank) (15 fagyasztva szaritott am-
pulla) és miikéds sejtbankjat /Working Cell Bank (W.C.B)/ (70
ampulla folyékonjbitrogénben tarolva -190°C h8mérsékleten).
Egy W.(.R.ampulla tartalmat alkalmazzuk inokulumként a fer-
mentacids fazisban.

A fermentadciés folyamatot 10 literes, 4 liter tenyésztd
tédpkozeggel toltott fermentorokban végezzik.



A tapkdzeghez tetraciklin hidrokloridot : adunk abbdl a cél-
bél, hogy fenntartsuk a tdrzsszelekcid korilményeit.

20 6rés, 379C homérsékleten végzett ndvesztés utén a végsd
biomassza 42%2 g/l sz&raztomeg, és a bFGF termelése
25001500 mg/1l, amint ezt 6sszehasonlité gélelektroforézissel
mérjik.

A fermentdcibs féziﬁéor&n szlikséges a dasitds tiszta oxi-
génben, hogy lehetdveé tegylk a jelentds

baktérium-ndvekedést.

(b) Kezdeti tisztités

A sejteket (mikroorganizmusokat) centrifugédldssal elkilo-
nitjik a teljes fermentédcib6s tdpkodzegb8l. Az igy létrejovd
Uledéket Gjra szuszpenddljuk nétrlumfbszfat pufferban, amely
ndtrium-kloridot is tartalmaz.

Legalabb hérom &tbocsdtds szikséges nagynyomdsd homogeniza-
toron, hogy a sejteket hatédsosan O6sszezlzzuk. Az igy 1létre-
jové sejt-lizédtumot <centrifugdlédssal tisztitjuk és a fel-
UlGsz6t 6sszegyljtjiuk a tovéabbi feldolgozashoz.

(c) Tisztités

A tisztitott feliilGsz6t Sepharose S Fast Flow oszlopra (ka-
tioncseréld) visszik fel és a terméket err6l az oszloprél
foszfatpufferban levd névekvé nédtrium-klorid koncentracio
gradienst alkalmazva eludljuk. A terméket tovéabb tisztitjuk



Heparin Sepharose 6 B oszlopon, foszfétpufferban levd nd-
vekv6 ndatrium-klorid koncentrdcidgradienst alkalmazva. Végil
puffer-cserét végziink Sephadex G25 gyantén, hogy nagy té-
megli termék-pufferban (nétrium-foszf&t-EDTA) levl terméket
kapjunk.

(d) Oszlop tisztitéds (regenerélds)

A  Sepharose S Fast Flow és Sephadex G25 oszlopokat olyan
médon regenerdljuk, hogy ndtrium-hidroxid oldattal mossuk.

A Heparin Sepharose oszlopot felvaltva mossuk 3 mél/1 ndt-
rium-kloridot tartalmazé 8,5, illetve 5,5 pH értékl olda-
tokkal.

Végiil az FCE 26184 jell bFGF anyagot kapjuk. Ez mintegy

50:50 ardny( keveréke az aldbbi két vegylletnek:

- egy 154 aminosavb6l &l116 human bFGF, amely megfelel az
Abraham és munkatdrsai &ltal leirt 155 aminosavas
forma aminosav-szekvencidjdnak (ez az ott mellékelt 1.
dbranak felel meg), de annak N-termindlis Met gydke nél-
kil, és

- egy 153 aminosavb6l 4116 humén bFGF, amely lényegében a
fenti 154 aminosavb6l 4116 formdt tartalmazza, de az 1.
helyen lev6 Ala cyok nélkil.



2. példa

bFGF fragmentumok elddllitasa

A bFGF 93.-120. fragmentuménak, amelynek képlete:
H—Phe—Phe-Phe-Glu—Arg-Leu-Glu-Ser-Asn-Asn—Tyr-Asn-Thr-Tyr—
Arg-Ser—Arg—Lys}Tyr-Ser-Ser-Trp—Tyr—Va1-Ala—Leu-Lys—Arg—NHzl
szintézisét egymdst kovetd 1épésekben hajtjuk végre, peptid
szintetizal6é berendezést és MBHA gyantat alkalmazva. A
gyantahoz val6é kotédést BOC-Val-lal érjik el, a 4,292,313
lajstromszdma amerikai egyesiilt allamok-beli szabadalmi le-

{rdsban ismertetett munkamenet szerint. A gyantdhoz vald

k6t6dés utdn az amino véddcsoportot trifluor—ecetsavas,OOC
hémérsékleten végzett kezeléssel eltévolitjuk. A védScsoport
eltdvolitasa 6és semlegesitése wutdn a peptidléncot lépés-
r6l-lépésre megalkotjuk a gyantadn, a 3,904,594 lajstromszami

amerikai egyesiilt &llamok-beli munkamenetet kOvetve.

Hasonld eljardst alkalmazhatunk az alédbbi peptidek el84alli-
tdsahoz:

1.

'

2.

3.

A bFGF 97.-120. fragmentuma az alédbbi képlettel:
H-Arg-Leu-Glu-Ser-Asn-Asn-Tyr-Asn-Thr-Tyr-Arg- Ser- Arg Lys-

Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr-Val-Ala-Leu-Lys-Arg-NH:;
A bFGF 100.-120. fragmentuma az aldbbi képlettel:
H-Ser-Asn-Asn-Tyr-Asn-Thr-Tyr-Tyr-Arg-Ser- Arg-Lys-Tyr-Ser-.

Ser—Trp-Tyr-Val-Ala-Leu—Lys-Arg—NH2.
A 103.-120. fragmentum az alébbi képlettel:
H-Tyr-Asn-Thr-Tyr-Arg—Ser-Arg-Lys-Tyr—Ser-Ser-Trp—Tyr-Val—

Ala-Leu-Lys-Arg-NH,;



4. A 103.-146. fragmentum az alabbi képlettel:
H—Tyr—Asn—Thr-Tyr—Arg-Ser-Arg-Lys-Tyr—Ser—Ser-Trp—Tyr—Valé

Ala—Leu-Lys-Arg-Thr-Gly-Gln-Tyr—Lys-Leu-Gly-Pro-Lys—Thr-

Gly-Pro—Gly—GlnfLys-Ala—Ile-Leu-Phe-Leu-Pro—Met—Ser—Ala-‘
Lys-Ser-NH;: ‘
5. A 106.-115. fragmentum az aldbbi képlettel:
H—Tyr-Arg-Se;—Arg—Lys—Tyr-Ser-Ser—Trp-Tv:-NHz;
6. A 106.-118. fragmentum az alébbi képlettel:
H-Tyr-Arg-Ser-Arg—Lys-Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr—Val-Ala-Leu-NHz:
7. A 106.-120. fragmentum az alé&bbi képlettel:
H-Tyr—Arg—Ser—Arg—Lys-Tyr-Ser—Ser-Trp-Tyr-Val-Ala-Leu-Lys

-Arg-NHz H
8. a bFGF 106.-125. amidalt fragmentuma,

9. a bFGF 106.-130. amidalt fragmentuma,
10. a bFGF 106.-135. amidélt fragmentuma,
11. a bFGF 106.-140. amidé&lt fragmentuma,
12. a bFGF 106.-146. amidé&lt fragmentuma,
13. a bFGF 107.-110. amiddlt fragmentuma,

Kiszerelési példa

FGF szemcseppet készitiink, amely az alabbi alkot6részekbdl
all:

2.,anyag 2 M9

Dextrdn-szulfat 600 M g

Injekci6 minGségli viz 10 ml

£zt az oldatot liofilezhetjik, és 10 ml megfeleld steril
higft6 folyadékkal kozvetlenll a felhaszné&las id&pontjaban
allithatjuk helyre.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

Fibroblaszt névekedési faktor alkalmazése gybgyszer-
készitmények elBallitaséra azzal jellemezve, hogy burko-
latos virusok, mégpedig alfa tipus( herpesz virus - ki-
véve az 1. tipust Herpes simplex virust (HSVl)—, béta-
vagy gamma tipusd herpesz virus, ortomixovirus vagy pa-
ramixovirus, valamely tré6pusi virus vagy retrovirus, al-
tal okozott virusfert6zések megelGzésére és kezelésére
alkalmas gyogyszerkészitmények elBallitaséra alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazés azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt névekedési faktort alfa tipusi herpesz
virus, mégpedig 2. tipusG Herpes simplex virus (HSVZ)
dl1tal okozott virusfert6zések megelGzésére és kezelésére
alkalmas gyb6gyszerkészitmények elGallitdsdra alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazas azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt novekedési faktort alfa tipusd herpesz
virus, mégpedig Herpes varicella/zoster altal okozott
virusfert6zések megelBzésére és kezelésére alkalmas
gybgyszerkészitmények el6dllitasara alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazés azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt nOvekedési faktort béta vagy gamma
tipusd herpesz virus, mégpedig citomegalovirus altal
okozott virusfert8zések megelGzésére és kezelésére al-
kalmas gybgyszerkészitmények el6allitédsédra alkalmazzuk.
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Az 1. igénypont szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt novekedési faktort ortomixovirus,
mégpedig influenza virus @&ltal okozott virusfertGzések
megel6zésére és kezelésére alkalmas gyb6gyszerkészitmények
el6allitaséra alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazas azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt noOvekedési faktort paramixovirus,
mégpedig humén 1égz6rendszeri szincitidlis virus (HRSV)
altal okozott virusfert&zések megelGzésére és kezelésére
alkalmas gyobgyszerkészitmények el6allitdséra alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt noOvekedési faktort valamely trépusi
virus, mégpedig Semliki Forest virus (SFV) &ltal okozott
virusfertdzések megelbzésére és kezelésére alkalmas
gyodgyszerkészitmények elBdllitédsadra alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt ndvekedési faktort retrovirus, mégpe-
dig HIV virus &ltal okozott virusfert6zések megelGzésére

és kezelésére alkalmas gyégyszerkészitmények elBallita-
sara alkalmazzuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy a fibroblaszt novekedési faktort retrovirus, mécpe-
dig Moloney szarkéma virus (MSV) dltal okozott virus-
fert6zések megelBzésére és kezelésére alkalmas gybgy-
szerkészitmények el6dllitasara alkalmazzuk.
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Az 1.-9. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas az-
zal jellemezve, hogy fibroblaszt ndvekedési faktorként
bdzisos fibroblaszt ndvekedési faktort (bFGF) alkalma-

zunk.

A 10. igénypont szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy béazisos fibroblaszt nOvekedési faktorként human
bFGF-et alkalmazunk vagy ennek valamely analb6gjéat al-
kalmazzuk.

A 10. igénypont szerinti alkalmazés azzal jellemezve,
hogy bazisos fibroblaszt ndvekedési faktorként szarvas-
marha bFGF-et alkalmazunk vagy ennek valamely analégjat
alkalmazzuk.

Az 1.-9. igénypontok bdrmelyike szerinti alkalmazds az-
zal jellemezve, hogy fibroblaszt ndvekedési faktorként
savas fibroblaszt ndovekedési faktort (aFGF) alkalmazunk.

A 13. igénypont szerinti alkalmazdas azzal jellemezve,
hogy savas fibroblaszt nodvekedési faktorként humdn
aFGF-et alkalmazunk, vagy ennek valamely analdgjat al-
kalmazzuk.

A 11., 12., wvagy 14. igénypontok badrmelyike szerinti
alkalmazas azzal jellemezve, hogy analégként a teljes
molekula valamely fragmentumédt alkalmazzuk.

A 10.-15. igénypontok bérmelyikében meghatédrozott fib-
roblaszt novekedési faktor azzal jellemezve, hogy az

ses
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1.-9. igénypontok bdrmelyikében meghatdrozott burkolatos
virusok altal okozott virusfert8zések megelbzésére és
kezelésére alkalmazzuk ezeket.

Eljaras az 1.-9. igénypontokban meghatdrozott burkolatos
virusok altal okozott virusfert&zések megelBzésére és
kezelésére betegekben azzal jellemezve, hogy a betegnek
a 10.-15. 1igénypontok barmelyike szerinti fibroblaszt
novekedési faktor hatékony mennyiségét adjuk be.
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