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OZET

Bir Bovine Papillomavirus (BPV)

inaktif A g1 Uretim Yontemi

Bovine papillomavirus (BPV) kaynakli gelisen sidillerin terapdtik ve/veya profilaktik

tedavisi icin bir inaktif BPV agl Uretim yontemidir. S6z konusu ybntem Buzag!

fibropapillomundan standart BPV ve

Turkey BUR4 Teat BPV
Turkey BUR1 Teat BPV
Turkey BURG6_Teat BPV
Turkey BUR1_BPV_Skn

MZ265291,
MZ2650293,
MZ265295,
MW767171,

Turkey BUR2 Teat BPV MZ265290,
Turkey BUR7_Teat BPV MZ265292,
Turkey BUR5 Teat BPV  MZ265294,
Turkey BUR3_Teat BPV MZ265296,
Turkey_BUR2_BPV_Skn MW767174,

Turkey BUR3_BPV_Skn MW767172, Turkey BUR4 BPV_Skn  MW767173 ve

bunlarin kombinasyonlari iceren bir guptan secgilen sahadan izole edilen izolat BPV

iceren BPV karigiminin L-929 fare (Mus musculus) hicre hattinda Uretilmesi, Antijen

BPV’nin L-929 fare (Mus musculus) hicre hattindan elde edilmesi, Antijjen BPV’'nin

inaktivasyonu, Mineral olmayan bir yad soliisyonunda anhidr6z mannitol oleik esterleri

ve/veya immun stimule komplekslerin inaktif antijen BPV’ye ilave edilmesi adimlarini

icermektedir.
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iSTEMLER

1. Bovine papillomavirus (BPV) kaynakli gelisen sigillerin terapdtik velveya

profilaktik tedavisi icin bir inaktif BPV asi Uretim yontemi olup asagidaki adimlari

icermektedir.

. Buzagi fibropapillomundan standart BPV ve Turkey BUR2 Teat BPV

MZ265290, Turkey BUR4 Teat BPV MZ265291, Turkey BUR7 Teat BPV
MZz265292, Turkey BUR1 Teat BPV MZ2650293, Turkey BUR5 Teat BPV
MZ265294, Turkey BUR6_Teat_ BPV MZzZ265295, Turkey BUR3_Teat BPV
MZ265296, Turkey BUR1_BPV_Skn MW767171, Turkey BUR2_BPV_Skn
MW767174, Turkey_BUR3_BPV_Skn MW767172, Turkey BUR4_BPV_Skn
MW?767173 ve bunlarin kombinasyonlari iceren bir guptan secilen sahadan izole
edilen izolat BPV iceren BPV karisiminin L-929 fare (Mus musculus) hiicre

hattinda Uretilmesi

B. Antijen BPV'nin L-929 fare (Mus musculus) hiicre hattindan elde edilmesi
C. Antijen BPV'nin inaktivasyonu

D. Mineral olmayan bir yag solisyonunda anhidroz mannitol oleik esterleri ve/veya

immun stimile komplekslerin inaktif antijen BPV'ye ilave edilmesi

istem 1'e goére sunulan bir inaktif BPV asi iretim yontemi olup 6zelli gi L-929 fare
(Mus musculus) hiicre hattinin erkek fareye ait subkutandz bag dokusundan elde

edilmis olmasidir.

istem 1 veya 2'ye gore sunulan bir inaktif BPV agi tretim yontemi olup 6zelli gi
ozelligi L-929 fare (Mus musculus) hicre hatti icin kullanilan besiyerinin
DMEM/Ham’s F12 (L-Glutamine), FCS;tercihen %1-10 araliginda, %0,01-0,05
Tripsin-EDTA;tercihen %0,01-0,05 aralidinda icermesidir.

Yukaridaki istemlerin herhangi birine gore sunulan bir inaktif BPV asi Uretim
yontemi olup 6zelli gi BPV antijenin inaktivasyonu (C) adiminda BEI (binary
etilenimin), tercihen %0.01-3 araliginda hidrojen peroksit (H202) veya bunlarin

bir kombinasyonunun kullaniimasidir.

Yukaridaki istemlerin herhangi birine gore sunulan bir inaktif BPV asi Uretim

yontemi olup 6zelli gi mineral olmayan bir yag soliisyonunda anhidréz mannitol
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oleik esterlerinin velveya immuin stimile komplekslerinin antijen BPV

stispansiyonuna karisim oranlari 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 veya 1:5 araliginda olmasidir.

Yukaridaki istemlerin herhangi birine gdre sunulan bir inaktif BPV asi Uretim
yontemi olup 6zelli gi inaktif BPV asinin liyofilize formulasyonunda %1 ila %5
araliginda LAH (Laktalbumin hydrolisate) ve %2 ila %10 aralidinda sukroz

icermesidir.

Yukaridaki istemlerden herhangi birine goére elde edilen bir asinin Bovine
papillomavirus (BPV) kaynakli geligsen sigillerin terapttik ve/veya profilaktik

tedavisine yonelik kullanimi.
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TARIFNAME
Bir Bovine Papillomavirus (BPV)  inaktif A si Uretim Yontemi
Teknik Alan

Mevcut bulus, bir inaktif asi Gretimine iliskindir. Mevcut bulus 6zellikle hayvanlarin meme,
vlcut derisi, genital bolge ve i¢c organlarinda Bovine papillomavirus (BPV) kaynakl
gelisen sigillerin terapdtik ve profilaktik tedavisine yonelik bir inaktif asl dretimine

iliskindir.
Tekni gin Bilinen Durumu

Bovine papillomatozis (BP) enfeksiyonunun etkeni Bovine Papillomavirus (BPV)'dur. Bu
virls, genellikle sigirlarin kutandz bdlgelerinde iyi huylu timdéral olusumlarin meydana
gelmesine yol agmaktadir. Epitelyal hiperplaziler ve bagdoku proliferasyonlari seklinde
g6z, bas, meme ucu, vajina, penis, tirnak arasi ve derinin diger bdlgelerinde
olusmaktadir. Bu timdrler piring tanesi ve sivri ¢ivi gérinimuinde olup, buyimeleri
sebebiyle (karnabahar biyukligu, ceviz buyudklagid) hayvanlarin hem i¢c hem de dis
organlarinda hayati fonksiyonlari engelleyebilmektedir. Bu durum agirlik kaybi ve sit
veriminde azalmaya neden olabilmektedir. Sigillerin meme ve meme basinda goérilmesi
sonucu mastitis, meme tikanmasi ve sitiin az gelmesi, meme koérlesmesi, st sagiminin
yapilamamasi ve yeni dogan buzagilarin memeden siit emmemesi gibi sorunlar nedeni
ile st Gretimini ve verimini azaltmaktadir. Vicudun diger yerlerinde (g6z, vajina, penis,
meme vb.) gorilmesi sonucunda fonksiyon bozukluklarina yol acabilmektedir. Bu

durumlarda da tedavi maliyetleri nedeni ile ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Ulkemizde ve diinyada meme ve viicut sidilleri oldukca yaygin olarak seyretmektedir.
Olusan sigiller st verimini etkilemedigi, fonksiyon bozukluguna yol agmadigi, siride
yayginlasmadigi, hayvan satigi yapilmadigr durumlarda yetistiriciler ve veteriner
hekimler tarafindan g6z ardi edilmekte ve tedavi yapiimamaktadir. Ancak, her yetistirici
bu sidillerden kurtulmak da istemektedir. Bununla beraber deride olusturdugu lezyonlar
derinin kalitesini bozmakta ve 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Stirli icerisinde
BPV tasiyici hayvanlarin bulunmasi diger hayvanlara bulasma riskini arttirmakta ve

hastalik surri icerisinde hizla yayillmaktadir.

BPV'nin sigirlarda bugiine kadar 31 adet alt tipi tespit edilmistir. BPV enfeksiyonunda

dort klinik form sekillenmektedir. Bunlar; fungiform deri papillomatozisi, filiform deri
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papillomatozisi, mukoza papillomatozisi ve visseral papillomatozisdir. Papillomlar lokal
ve tek olarak meydana gelirler. BPV’nin kontakt temas, sivrisinek araciligi veya subkutan
yolla enjeksiyonu sonucu, deride stratum spinosum ve stratum corneum arasinda
gelisen fibroblast proliferasyonu sekillenmektedir. Gelisen primer dugumcikler
blyuyerek keratinize hal alirlar. BPV neden oldugu sigiller en ¢ok bas, boyun, omuz,

g0z, karin alti ve meme derisinde gorulmektedir.

BPV, deride siyrik ve agikliklardan viicuda girmektedir. Hayvanlar arasinda enfeksiyon
direkt veya indirekt temas ile gerceklesir. Hayvanin bulundugu ortamda yaralanmaya
neden olan her turli alet, dikenli teller, cerrahi yaralar, yularlar, burun halkalari ve
yemlikler gibi yaralayici etmenler kontaminasyon meydana gelmesine yol agmaktadirlar.
BPV kulak kiipeleme ve boynuz koter islemleri ya da damar i¢i enjeksiyon sonrasinda

kontamine ekipmanlar ile butinligi bozulmus deriden viicuda girmektedir.

Hayvanlarda papillomlar géruldigi zaman, cevreye yayilimi en aza indirmek igin,
yaralanmaya musait her tarlt alet ve malzemenin ortamdan uzaklastiriimasi ve ortak
kullanilan malzemelerin kullaniminin yasaklanmasi gerektigi bildirilmigtir. Hastalgin
enfekte sigirlardan sit sagimi yapan kisilere de bulastigi rapor edilmistir. Yapilan
calismalarda uzun slre gunes isigina maruz kalmanin, papillomatoz olusumunda
6nemli bir risk faktérl oldugu ve lezyonlarin kisin gerileyip yazin tekrarladig
bildirmektedir.

Arastirmalarda BPV’nin papillom dokularinin disinda kanda da bulundugu belirlenmistir.
Ayrica sut, idrar, semen, uterus lavajlari ile bulasabilecedi ve vertikal bulasmanin
goérildugiu de belirtilmistir. Yavru atiklarinda ve kanlarinda da viral genom varlidina
rastlanmistir. Bu nedenle sagim makinalari, igne ve enjektorler, koterizasyon aleti, suni

tohumlama ekipmanlari, dogum esnasinda kullanilan aletler dnemli risk faktéraddr.

Persiste BPV'’lerin neden oldudu lezyonlar kansere déniisme riskine sahiptir. Egrelti otu
¢cok sayida mutajen ve immuinosiupresant icermektedir ve bu nedenle egrelti otu
sigirlarda BPV'nin neden oldugu kanserlerde énemli bir ¢evresel ko-faktdr olarak
tanimlanmistir. Ayrica egrelti otunun neden oldugu immunsupresyonda polimorf nikleer
I6kositlerde énemli oranda azalma ve olusan siddetli akut immunsUpresyon alimenter
bakterilerin kana gecmesine ve septisemiden 6lime yol acabilir. Ayrica, dolasimda
bulunan lenfositlerde meydana gelen kronik azalma gérulebilir. Egrelti otu ile beslenen
hayvanlarda Ust ve alt gastrointestinal sistem kanserleri, kronik enzootik hematuri, idrar
kesesi kanserleri ve kromozomal anomaliler gelisebilmektedir. Bu ylzden edrelti otu

BPV persistentligine yol acabilmektedir. BPV'ye baglh papillom lezyonlarinin
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sekillenmesinden sineklerin, ekolojik degisikliklerin, hormonal dengesizliklerin,
beslenme sartlarinin (vitamin yetersizlikleri vb.), genetik yapi ve mutasyonlarin, cografi
kosullarin, isletme kosullarinin da etkili oldugu bildirilmistir. BPV bulasmasinda, atlar ve
sigirlar arasinda arthropodlarin  vektér olabilecegi bildiriimektedir. Tavsan
papillomlarinda deneysel olarak Aedes egypti, Rhodinus prolixus ve Triatoma infestans

gibi insekt ve kenelerin bulagmada vektdr olarak rol oynayabileceklerini géstermislerdir.

BPV tiplerinin sigirlardan baska diger hayvan tirlerinde de lezyonlara neden oldugunu
ve bunlarin timdndn Deltapapillomaviris cinsinde yer aldigi bildirilmigtir. Etkilenen ttrler
arasinda kedi, kopek, tavsan, rakun, fare, kus, samur, rat, maymun, zirafa, antilop,

insan, manda, geyik, at, koyun, keci bulundugu rapor edilmistir.

BPV kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde pek ¢ok yontem uygulanmaktadir. Lezyonun
koterizasyonu, kriyoterapi, lokal anestezi ile lezyonlarin operatif olarak total veya kismi
eksizyonu, elle bikme, ligatir, otohemoterapi, immun sistemi spesifik olmayan uyaran
ilaclar (levamizol, theranekron, zylexis, ivermektin vb.), damar i¢i novokain uygulamasi,
triklorasetikasit, salisilik asit, Thuja occidentalis, podofilin, antihistamin ve antiamolin
kullaniimasi, homeopatik uygulamalar (Thuza, antim crud ve silfr oral uygulamalari),
lithium antimony thiomalate uygulamalari, magnezyum klorid uygulamalari, sekonder
bakteriyel enfeksiyonlara karsi antibiyotik pomatlar ve iyotlu antiseptik uygulamalari gibi

pek ¢ok yéntem kullaniimaktadir.

Ulkemizde son yillarda piyasaya ¢ikan yeni bir tiriin (PAPILEND™®), si§irlarda goriilen
sigil benzeri olusumlari yumusatmak ve sertleserek rahatsiz edici etkisini azaltmak
amach gelistiriimistir. Krem formatinda olan Uriindn icerisinde glasiyel asetik asit, salisilik
asit ve bitkisel yaglarin oldugu bildiriimektedir. Kremin sigirlarda sigil olusumlari Gizerine

veya kokiine sabah ve aksam birer kez uygulanarak kullanildig ifade edilmektedir.

BPV iyi bir imminojen degildir. Erken donemde cift sarmal DNA asamasi olmadigindan
uyari gelisememektedir. Nikleoproteinler salgilanmamakta ve yanit olusmamaktadir.
BPV, dogal sirecte hiicre 6liumine yol agmaktadir. Bu durumda, keratinositlerin
farkhlagsmasi sirecinde viral proteinlerin nikleer yodunlagmay geciktirmesi sonucunda
hicre 6lumu gerceklesir. BPV'ye karsi yangl olmadigi icin viristn varligi ile ilgili immin
sistemi uyaracak sinyal olusmamaktadir. Ancak, BPV'nin lokal hiicresel immuniteyi
uyardidi bildirilmektedir. Hlcresel yanit sonucunda lezyonlar geriler ve serum nétralizan
antikor gelisimi saglanabilir. Serum nétralizan antikorlar, L1 kapsit proteinine karsi
olusmaktadirlar. Ylzey epitel hiicreler icerisindeki virtis partikilleri APC hicrelerinden

etkilenmezler. Antijen Uretimi distk oldugu icin T ve B hicrelerinin aktive olmasi
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engellenir ve distk dizeyde immun yanit olusur. Bu baglamda, profilaktik amach
hazirlanan BPV asillari viristin L1 ve kismen de L2 proteinlerine karsi nétralizan antikor
Uretimini hedef almaktadir. BPV E5, epitel hiicrelerinde major histocompatibility complex
(MHC) ekspresyonu sinirhdir. Bu sayede, BPV immin sistemden kacarak
etkilenmemektedir. Ayrica rekombinant DNA teknolgjisi ile hazirlanan asilar attenle
edildigi icin (viral genom icermezler) viicuda zararli degildirler ve ylksek titrede antikor
sentezi saglanmaktadir. Terapotik amach BPV asilamalarinda; hicresel imminite
uyariimaktadir ve CD4 ve CD8 T hicreleri uyarilarak sitotoksisite ve sitokinler (IL2, IL3,
IL4 ve TNF-alfa) aracihgiyla viral DNA'ya entegre olmus E6 ve E7 proteinlerini (erken
proteinler) asir Ureten enfekte hicreler olurler. Sonuc¢ olarak, BPV asilar ile

keratinositlere virtisiin tanistiriimasi temel hedeftir.

BPV tiplerine yonelik, 6zellikle BPV-2 ve BPV-4 ile ilgili profilaktik ve terapdtik amacli
asllar tzerinde calisiimistir. BPV-2 izerinde ¢alismalar viriistin kutan ve mukozal tipleri,
BPV-4 lzerinde ise mukozal tiplerine yonelmistir. Profilaktik agilamalarda; virts asilari,
sublnit asilar ve bakteriyel Uretilmis kapsit proteinleri (BPV-2 ve BPV-4), terapétik
asllamalarda; BPV-2, BPV-4 ve VLP (viris benzeri partiktl) kullaniimistir. BPV-2 icin
BPV-1'de oldugu gibi BPV-2'nin L1 proteinine karsi nétralizan antikor sentezine yonelik
ve enfeksiyona karsi korumayl amacglayan subilnit asilar kullaniimaktadir. BPV-2 L2
proteini ile hazirlanan asilar, virise karsi etkili degildir ancak papillomlarin erken

gerilemesine yol acarlar.

Asilanmis hayvanlarda antijene kargi antikor olusumu gézlenir. Fakat bunlar noétralizan
antikor degildirler. Bu bélgedeki papillom lezyonlarinda ¢ok sayida lenfosit ve makrofaj
gordlmustir. Bu tip asillamalarda hicre aracili immin cevap olusur ve sadece
enfeksiyondan korunma saglanabilir. BPV-4'in neden oldudu papillomatozislerden
korunmak icin BPV-4 L2 ile asilama uygulamasi gerektigi bildiriimektedir. BPV-4 L2
tarafindan olusturulan immunite uzun sure kalicidir ve asilanan hayvanlar asilamadan 1
yil sonra ikinci bir viriis karsilasmasina karsi direnclidirler. immiinite L2’'nin N-ucu

tarafindan olusturulur ve asilanan buzagilarda viris nétralize eden antikorlar olusur.

Okaryotik hiicrelerde BPV cogdaldiginda, BPV kapsit proteinleri bos virlis benzeri
partiktller (VLPs) icinde kendiliginden toparlanir. VLPs yapisal ve antijenik olarak
virlislere ve epitoplarina benzerler. BPV-4 VLPs L1 ve L2 proteinlerini bulundurur ve
sadece L1 proteinleri agilarda koruyucu potansiyele sahiptir. Bu ylizden, BPV-4'e karsi
koruyucu immdanite yanlzca L2'ye veya L1'e karsi meydana gelmektedir. BPV-4 L2

proteinlerine yonelik hazirlanan asilar etkili koruyucu olmasina karsin, enfeksiyon veya
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hastalik olusumunu engelleyemezler. BPV-4 E7 ile asilanan buzagilarda enfeksiyona
karsl korunma saptanmamistir. Ancak, asilanan hayvanlarda papillom gelisimi daha
yavastir ve kontrol grubu hayvanlara gére papillomlar daha kisa sire kalicidir. Asilanmis
buzagilarda papillomlarin gelisimlerinin son asamasina ulasamadiklari ve erken
donemde gerilemeye basladiklari bildirilmistir. U¢ immunodominant B-hiicre epitopuna
kars! yuksek titrede antikor olustugu ve iki T hiicre epitopuna karsi kuvvetli hiicresel
immun yanit gelistigi bildirilmistir. Dogal olarak gerileyen papillomlarda ¢ok sayida infiltre
olmus aktif lenfosit gortlmektedir. Ancak, asilanmis buzagilarda olusan hicresel
immunitenin dogal olarak gerilemis papillomlara benzer olup olmadidi ya da lenfosit

yoneliminin viral antijenlere karsi olup olmadigi bilinmemektedir.

BPV enfeksiyonuna yotnelik terapotik ve profilaktik amacli otojen veya heterojen
asllama, tir spesifik asilama ve siurl spesifik asilama yontemleri saha kosullarinda
oldukca yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu konuda bircok ¢alisma da yapiimistir. BPV
inaktif asilar, rekombinant asilar, VLP (virls benzeri partikill) temelli agilar ve DNA asilar
ile deneysel amaclh calismalar yapilmis veya halen yapilmaktadir. Ancak hicbiri ticari

olarak tretilmemis ve sahada kullaniimamaktadir.

Bulu sun Kisa Aciklamasi

Yukarida bilimsel temellere dayali olarak aciklamasi yapilan BPV kaynakli olusan
sigillere yonelik saha kosullarinda yaygin olarak kullanilabilir ve Gretimi kolay bir inaktif

asl Uretim yontemine ihtiya¢ vardir.

Bulus ozellikle ciftlik hayvanlarindan sigirlarda BPV kaynakh gelisen sigil lezyonlarinin
terapotik tedavisinde veya profilaktik olarak enfekte olmayan sigirlarin korunmasi icin
gelistirilmistir. Bulus; BPV’nin farkli bir hicre tabanina adapte edilmis ve uygun
prosedirler dahilinde diger yardimci maddelerle zenginlestiriimis (kuvvetlendirilmis)

inaktif asidir.
Bulu sun Detayli Aciklamasi
Mevcut bulus genel olarak hayvanlarin, tercihen sidirlarin; meme, vicut derisi, genital

bolge ve i¢c organlarinda Bovine papillomavirus (BPV) kaynakl gelisen sigillerin terapotik

ve profilaktik tedavisine yonelik gelistiriimis inaktif asi ile ilgilidir.

Mevcut bulus ile gelistirilen asi; herhangi bir yan etkisi olmayan, guvenilir, etkili ve

maliyeti disik bir teknolojiye sahiptir.
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BPV inaktif asi tretim yonteminde kullanilan BPV; buzagi fibropapillomundan elde edilen
standart BPV (BPV ATCC® VR-703) ve sahadaki hayvanlarin dokularindan izole edilen
izolat BPV' leri (izolat BPV) icermektedir. Tarifname boyunca tek basina kullanilan
“standart BPV” terimi; Buzadi fibropapillomundan standart BPV'yi ifade etmektedir.
Tarifname boyunca tek basina kullanilan “izolat BPV” terimi; saha hayvan dokularindan
izole edilmis izolat BPV'yi ifade etmektedir. Tarifname boyunca tek basina kullanilan

“BPV” terimi; standart BPV ve izolat BPV karisimini ifade etmektedir.

Sahadaki hayvanlarin dokularindan izole edilen izolat BPV’ lerin gen dizilimleri yapiimis
ve GenBank’'a kaydettirilmistir (31.05.2022). S6z konusu izolat BPV’lerin GenBank

numaralari asagidaki gibidir.

Turkey BUR2 Teat BPV ~ MZ265290, Turkey BUR4 Teat BPV  MZ265291,
Turkey BUR7 Teat BPV ~ MZ265292, Turkey BURL Teat BPV  MZ2650293,
Turkey BUR5 Teat BPV ~ MZ265294,  Turkey BUR6_Teat BPV ~ MZ265295,
Turkey BUR3_Teat BPV ~ MZ265296, Turkey BURL BPV_Skn  MW767171,
Turkey BUR2_BPV_Skn  MW767174, Turkey BUR3 BPV_Skn  MW767172,
Turkey BUR4_BPV_Skn MW767173.

Dolayisiyla s6z konusu izolat BPV’ler, Turkey BUR2 Teat BPV MZ265290,
Turkey BUR4 Teat BPV MZ265291, Turkey BUR7_Teat BPV MZ265292,
Turkey BUR1 Teat BPV  MZ2650293, Turkey BUR5 Teat BPV  MZ265294,
Turkey BURG6_Teat BPV MZ265295, Turkey BUR3_Teat BPV MZ265296,
Turkey BUR1 BPV_Skn MW767171, Turkey_BUR2_BPV_Skn MW767174,
Turkey BUR3 BPV_Skn MW767172, Turkey BUR4 BPV_Skn MW767173 ve

bunlarin kombinasyonlarini iceren bir gruptan secilmektedir.

BPV'nin L-929 fare (Mus musculus) hicre kiltirinden izole edilerek elde edilen BPV;
antijen BPV olarak ifade edilmistir. Benzer olarak standart BPV ve izolat BPV, sirasiyla

antijen standart BPV ve antijen izolat BPV olarak ifade edilmistir.

Teknikte, BPV'nin izolasyonu ve Uretiminde kullanilan primer hticre kaltarleri; primer
kuzu testis, kuzu bébrek, sigir testis, fotal sigir kas, fotal sigir akciger, koyun fétal
turbinat, fotal kuzu kas, sigir boébrek, sigir akciger, koyun bébrek (Shk), saiga bobrek
(SK) hucreleridir. En erken 1-3, en ge¢ 5-7 gun icinde BPV sitopatojenik etki (CPE)
goOstermektedir. Meydana getirmis oldugu CPE’ler; hicre yuvarlaklasmasi, hicrelerin

multintikleasyonu ve ylzeyden hicrelerin ayrilmasi seklinde goérilmektedir. BPV'nin
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Uretiminde; Madin Darby bovine kidney (MDBK), Madin Darby ovine kidney (MDOK),
Madin Darby canine kidney (MDCK), rabbit kidney (RK-13), human embriyonic kidney
(HEK), He-La, human monocytic hicresi (THP-1), baby hamster kidney (BHK-21), fetal
lamb kidney (CSL), ovine testis (OT) ve African green monkey kidney (Vero), Macr-145,
yeni dodan sigir testis hicrelerinin immortalize hiicre hattina ¢evrilmesi sonucu elde
edilen hTERT-NBSC devamli hiicre kiltir hatlari, fare leydig huicre timort (MA), FLK-
BLV-044 kuzu embriyo bdbrek, fotal kuzu akciger (CSL-503), insan stnnet derisi
fibroblast hucresi (HFF-1), CSL503 hiucresi, sigir bobrek (BK-KI-3A) ve MA-104
kullaniimaktadir. Ayrica BPV, embriyo tavuk yumurtalarinin koriyo allantoik membranlari

ve drdek embriyonik fibroblast (DEF) hiicrelerinde de izole edilmistir.

Mevcut bulusta, BPV inaktif asi Uretim yonteminde BPV izolasyonu ve BPV (retimi
asamalari icin kullanilan hicre hatti; L-929 fare (Mus musculus) (NCTC clone 929,
ATCC, CCL-1™) devamh fibroblast hiicre hattidir. Mevcut bulusun tercih edilen bir
yapilanmasinda, s6z konusu hicre hattl, Mus musculus cinsi erkek fareye ait subkutandz
bagd dokusundan elde edilen fibroblast hiicre kultirinden elde edilmektedir. Bu
hiicrelerin monolayer kiltir ortamlarinda flasklarda tipik fibroblast hiicre Gremeleri yassi
uzun ve oval olarak g6zlenmektedir. BPV dretimi (cogaltilmasi) ve ardindan izolasyonu
icin L-929 hlicre hatti -teknikte kullanilan diger hicre hatlarl ile kiyaslandiginda-

beklenmedik bir sekilde iyi sonuclar vermistir.

BPV uretiminde teknikte kullanilan besiyerleri; DMEM + %15 fétal dana serumu (FCS),
Eagle’s minimum esansiyel besiyeri (EMEM), EMEM + %2-10 FCS, Glasgow Minimum
esansiyel besiyeri (GMEM), MEM + %8-10 yeni dogmus sidir serumu (NBCS) + 2mmol/l
glutamin, Medium199 (M199) + %10 sigir serumu + Hank’s balanced salt solution
(HBSS) (pH 7,2-7,4) + laktalbumin hidrolizat (%0,5) + %10 FCS, DMEM/Ham’s F12 +
%2-10 FCS, %0,37 laktalbumin hidrolizat iceren Earl's, MEM + si1dir, at serumlarinin %1-

30 oraninda tercihen %2-10 kullaniimaktadir.

Mevcut bulusun bir yapilanmasinda BPV; hiicre, titrasyon, MOI, purifikasyon, virus
¢cogalma edrisi, inaktivasyon Kkinetigi ve adjuvant sonrasi asi formilasyonlari
asamalarinda besiyeri olarak; DMEM/Ham’'s F12 (L-Glutamine), FCS; tercihen %1-10
araliginda, %0,01-0,05 Tripsin-EDTA, tercihen %0,01-0,05 araldinda iceren besiyeri
kullaniimistir.Bu besiyerinin L-929 hiicre hatti ile birlikte kullaniimasinin dikkat cekici

sekilde verimlilik saglayan bir sinerji oldugu gorilmuastur.
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Mevcut bulusun bir yapilanmasinda standart BPV ve izolat BPV ’nin, L-929 fare (Mus
musculus) devamli fibroblast hiicre hatlarina ekimleri gerceklestirilir. Bu ekim sonucunda
fibroblastlarin yassi uzun ve oval formasyonun bozulmasina bagh olarak polimorfik
hicre olusumu ve odaklanma, dev hiicre gelisimi, nuklei genislemesi, periferal
sitoplazmada vakuol olusumlari ve yer yer hicre acikliklarinin sekillenmesi olarak
sitopatolojik efekt (CPE)’ler meydana gelmistir. Bu morfolojik degisimin derecesi; BPV

dozu ve BPV karisimi (standart ve izolat) durumuna gére degiskenlik gosterdi.

Mevcut bulusun bir yapilanmasinda L-929 hiicre hattindan antijen standart BPV, antijen

izolat BPV ve bunlarin karigimi antijen BPV izolasyonla elde edilmistir.

BPV inaktif asi uUretim yonteminde kullanilan titrasyon testi, tercihen mikrotitrasyon
testidir. Bulusun bir yapilanmasinda, antijen izolat BPV tiplerine ait dokulardan
hazirlanan inokulumlar ve antijen standart BPV icin mikrotitrasyon testleri yapilir. Bu
testler sayesinde antijen BPV’lerin kantitatif olarak enfeksiydzite gucu belirlenmistir.
izolat BPV tiplerine ait titreler 1085-10'*° DKIDso/ml ve standart BPV (ATCC VR-703™)

titresi 10'® DKIDso/ml olarak belirlenmistir.

En verimli sekilde virls Uretimi yapabilmek amaciyla ¢alisilan viris susunun optimal MOI
degerleri belirlenmelidir. Mevcut bulusun bir diger yapilanmasinda BPV (reme
karakterleri de dikkate alinarak MOI 1,0; 0,1; 0,01; ve 0,001 degerlerinde hazirlanan virts

sulandirmalari kullaniimistir. En ideal MOI degerinin 0,1 veya 0,01 oldugu belirlenmistir.

Mevcut bulusun bir diger yapilanmasinda antijen standart BPV ve antijen izolat BPV i¢in
cogalma egrisi belirleme calismalari gergeklestiriimistir. Bu amagla bir giin 6nceden 24
g0OzIu kaltdr plakasina hazirlanan hicrelere 0,1 veya 0,01 MOI dizeyinde virtis ekimi
yapilmistir. Standart BPV ve izolat BPV in vitro replikasyonlarinda en yiiksek titre
degerlerinin 96. ve 108. saatte elde edilirken, sonraki zaman dilimlerinde dizenli bir

azalis oldugu gorulmistir.

Mevcut bulusun tercih edilen bir yapilanmasinda antijen standart BPV ve antijen izolat
BPV ‘nin pirifikasyonu igin ultrafiltrasyon (membran materyali PES, 50000 MWCO)
yontemi kullanilmistir. Bu sayede protein ve benzeri istenmeyen maddeler

uzaklastiriimis ve antijen BPV saflastiriimistir.

Teknikte, BPV inaktivasyon kinetigi belirleme calismalarinda genellikle kullaniimig

inaktivanlar; Furokumarin (1-1000 mikrogram/ml), UV isini (300-400 nm dalga boyu
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araliginda 2-20 saat sureyle 0°-10°C ortamda), 30°C'lik 1sI uygulamasi, <%0,02 oraninda
formaldehit, %0,1-0,25 betapropiolakton (BPL)'dIr.

Mevcut bulusun bir dider yapilanmasinda bulus konusu BPV inaktif asl Uretim
yonteminde virts inaktivasyon kinetigi belirleme calismalari yapiimistir. Bu sayede as|
olusturulmasi 6ncesi antijen standart BPV ve antijen izolat BPV ‘nin enfeksiyozite
glciiniin  hangi saatte zayiflatildigi belirlenmigtir. Tercih edilen bir yapilanmada
inaktivasyon asamasinda BEI (binary etilenimin) veya %0.01-3 hidrojen peroksit (H202)
kullanilmistir. Tercih edilen bir diger yapilanmada BEI (binary etilenimin), tercihen
%0.01-3 araliginda hidrojen peroksit (H202) veya bunlarin bir kombinasyonunun

kullaniimistir.

Teknikte adjuvan olarak genellikle Montanide ISA206, mineral yadlar, bitkisel yaglar,

mineral tuzlar, immunstimulantlar, kullaniimaktadir.

Mevcut bulusun bir yapillanmasinda ise asilarin etkinligini arttirmak ve uzun slre
badisiklik saglamasini gerceklestirimek amaciyla kullanilan adjuvantlar, mineral
olmayan bir yag soliisyonunda anhidréz mannitol oleik esterleri ve/veya immin stimile
kompleksleridir. Anhidréz mannitol oleik esteri olarak teknikte iyi bilenen Montanide
ISA207 kullanilabilir. Immiin stimile kompleksleri yani ISCOM da teknikte iyi bilinen
adjuvanlardandir. Bulusun tercih edilen bir yapilanmasinda Montanide ISA206,
Montanide ISA207, GAHOL, Quil A (ISCOMS), QS-21 ve Monophosphoryl lipid A (MPL)
veya ASO4 (3-O-desacyl-4-monophosphoryl lipid A) MPL adjuvantidir. Bulusun tercih
edilen bir yapilanmasinda bu adjuvanlarin antijen BPV siispansiyonuna karigim oranlari

1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 araliginda oldugunda en iyi sonuclarin alinacagi gézlemlenmistir.

Mevcut bulusun tercih edilen bir yapilanmasinda biri sivi ve digeri liyofilize olmak tzere
2 adet aday asI formilasyonu olusturulmustur. Liyofilize asl formulassyonu; %1 ila %5
araliginda LAH (Laktalbumin hydrolisate) ve %2 ila %10 aralijinda sikroz icermektedir.
Aday BPV inaktif agi (siv1) titrelerinin 102 ve tizeri DKIDso/ml ve BPV inaktif asi (liyofilize)

titrelerinin 108 ve Gizeri DKIDso/ml olmasi gereklidir.

2 aday asinin 6n kontrol testlerinde (fizikokimyasal ve sterilite) uygun sonuclar alinmasini
takiben laboratuvar hayvanlarinda zararsizlik ve immunojenite testlerine baslaniimistir.
Bu asamadaki zararsizlik testlerinde fare ve diger kobay hayvanlari kullanilabilir. Bu
amacla her aday asidan 10 adet fareye intraperitoneal yolla 0,2 ml ve 2 adet kobaya kas

ici yolla 1 ml enjekte edilir. TiUm deney hayvanlari 7 giin sireyle gézlemlenerek bulgular
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takip edilir. Hayvanlarda patolojik bulgu ve 06lim gorilmemesi Uzerine asl
formulasyonlarinin givenli oldugu degerlendirilir. Takip eden asamada kobaylarda
uygulanan immunojenite deneylerine gegcilir. Her aday asidan en az 5’er adet kobaya
arka bacak bolgesinden kas ici yolla veya sirt bdlgesinden derialti yolla uygulanir.
Deneme kapsaminda her gruba 10 kobay konulurken, kontrol grubu olarak 5 kobaya
PBS verilir. ilk enjeksiyondan 2 hafta sonra hayvanlara 2. doz asi uygulamasi yapilr.
immunojenite calismasinda kullanilan kobaylardan alinan kan érneklerinden hazirlanan
serumlarda serolojik testler ile IgM ve 1gG antikor dizeyleri belirlenir. BPV icin ELISA

titreleri belirlenerek aday asilarin immunojenik etkinlik dizeyleri gosterilir.

Bulus; sivi asl adayi terapotik amacli BPV seropozitif, PCR pozitif ve sigil lezyonu
olan hedef hayvanlarda (sigir ve manda) uygulanir. Sivi asi adayinin ilk dozu 10 ml sag
ve 10 ml sol scapula bélgesinden deri alti ve ikinci dozu (15 giin sonra) 10 ml sag ve 10
ml sol scapula bélgesinden deri alti yapilir. Bu hayvanlarda 21. glinde ve 42. ginlerde
kan alinarak VNT/ELISA ile BPV IgG miktari belirlenir. Bu hayvanlarda klinik enfeksiyon
ve hastalik iyilesme sireci takip edilir. Bulus; sivi asi aday! profilaktik amach BPV
seronegatif, PCR negatif ve sigil lezyonu olmayan hedef hayvanlarda (si§ir ve manda)
uygulanir. Sivi agl adayinin ilk dozu 5 ml sag veya sol scapular bdlgeden deri alti ve
ikinci dozu (15 gun sonra) 5 ml sag veya sol scapular bdlgeden deri alti yapilir. Bu
hayvanlarda 21. ginde ve 42. gunlerde kan alinarak VNT/ELISA ile BPV IgG miktari

belirlenir. Bu hayvanlarda da klinik enfeksiyon ve hastalik iyilesme streci takip edilir.

Bulus; liyofilize asi aday! profilaktik amacl BPV seronegatif PCR negatif ve sidil lezyonu
olmayan hedef hayvanlarda (sigir ve manda) uygulanir. Liyofilize asi1 adayinin ilk dozu
5 ml sag veya sol scapular bélgeden deri alti ve ikinci dozu (15 giin sonra) 5 ml sag veya
sol scapular bélgeden deri alti yapilir. Bu hayvanlarda 21. giinde ve 42. ginlerde kan
alinarak VNT/ELISA ile BPV IgG miktari belirlenir. Bu hayvanlarda Klinik enfeksiyon
takibi yapilir. Bulus; liyofilize asi aday terapotik amach BPV seropozitif, PCR pozitif ve
sigil lezyonu olan hedef hayvanlarda (sigir ve manda) uygulanir. Liyofilize asi adayinin
ilk dozu 5 ml sag ve 5 ml sol scapular bélgeden deri alti, ikinci dozu (15 giin sonra) 5 ml
sag ve 5 ml sol scapular bélgeden deri alti ve U¢tincli dozu (15 giin sonra) 5 ml sag ve
5 ml sol scapular bdlgeden deri alti yapilir. Bu hayvanlarda 21. ginde ve 42. ginlerde
kan alinarak VNT/ELISA ile BPV IgG miktari belirlenir. Bu hayvanlarda klinik enfeksiyon
takibi yapilir.
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Bulus bir diger acidan yukaridaki yapilanmalardan herhangi birine gore elde edilen bir
asinin Bovine papillomavirus (BPV) kaynakli gelisen sigillerin terapotik ve/veya

profilaktik tedavisine y6énelik kullanimina ilsikindir.
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