OZET
SIGIR TURLERINDE ARTIRILMIS BAGISIKLIK YANITI

Mevcut bulus, s/3/1 tiirlerinin bir ivesinde antijen spesifik olmayan bag §kl’k yaniinm
ortaya ¢Rar(limas _i¢in etkili olan bir bag §klk aktivasyon yontemi ile ilgilidir. Y éntem,
s g tirlerinin bir liyesinin bulaslcC hastal kKtan korunmasl_ ve bulas d 1 hastal(ga

yakalanm(§ hayvanlar 1 tedavi edilmesi i¢in ozellikle etkilidir.
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ISTEMLER

Sigirlarda Mannheimia haemolytica’dan kaynaklanan s §ltf solunum hastaliginin
{(BRD) tedavisinde kullanita ydnelik bir immiinomodiilatér bilesimi olup, burada

immiinomodiilator bilesimi asag(dakileri icermektedir:

a. [1-[2-[9-(Z)-oktadesenoiloksi]etil]-2-[8](Z)-heptadesenil |-3-[2-
hidroksietil]imidazolyum kloriir (DOTIM) ve kolesterol igeren bir katyonik lipozom

iletim aracl)ve

la karsTast@Id(EMda istatistiksel farklar (P>0.10) tespit edilmemistir. Ozellikle, 6
bakteriden elde edilmis kodlay [dblmayan bir DNA plazmid vektériidiir,

. Istem 1’e gbre kullanima ydnelik bilesim olup, burada lipozom iletim aracl

multilameler vezikiil lipidleri ve ekstriide lipidlerden olusan gruptan segilen lipidleri

icermektedir.

. Istem 1 ila 2’ye gore kullanina yonelik bilesim olup, burada akciger lezyonlarmm

klinik belirtileri ve/veya s daklk art[§ hzalt Tmaktad 1.

. Istem 1 ila 3’e gore kullania yonelik bilesim olup, intravendz yol, intramiiskiiler

yol, intradermal yol, intraperitoneal yol, subkiitan yol, sprey/aerosol yolu, oral yol,
intraokiiler yol, intratrakeal yol ve intranazal yoldan olusan gruptan secilen

uygulamaya ydneliktir.

. Istem 4°¢ gore kullanha yonelik bilesim olup, burada immiinomediilatér bilesimi

subkiitan yolla slglrlara uygulanmaktad!r.

. lIstem 4’e gore kullanima yonelik bilesim olup, burada immiinomodiilatér bilesimi

intramiiskiiler yolla slg/flara uygulanmaktad

. Istem 1 ila 6’ya gore kullanima yonelik bilesim olup, burada bilesim ayrida

bag(skllk sistemi artlrld[]proteinler, immiinojenler, as(ar, antimikrobiyaller ve
bunlarn herhangi bir kombinasyonundan olusan gruptan secilen bir biyolojik madde

icermektedir.

33



5

8. Istem 1°¢ gore kullanima yonelik bilesim olup, burada immiinomodiilatér bilesimi 8
nmol lipozom iletim aracl lile kombine halde 0.1 pg ila 10 pug kodlayl¢ lolmayan

DNA plazmid vektorii igermektedir.

9, Istem 1| ila 8’den herhangi birine gore kullanitha yonelik bilesim olup, bir asO
uygulanan bir hayvan(d kazanlIm § bag §K1K yan fln[n iyilestirilmesine yoneliktir.

10. istem 9’a gore kullaniha yonelik bilesim olup, burada immiinomodiilatdr bilesimi
asl ile birlikte uygulanmaktad[d veya asdan sonra, asdan Once veya asJile

karfstirOmlg olarak uygulanmaktad .
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TARIFNAME
SIGIR TURLERINDE ARTIRILMIS BAGISIKLIK YANITI

BULUSUN ALANI

Mevcut bulus, s(E[0 tlirlerinin bir liyesinde bag gkl k aktivasyon yontemi ile ilgilidir.
Ozellikle mevcut bulus, hayvanlara uygulama ve bulasicChastal §a kars Jkoruma igin
uygun olan, sistemik, spesifik olmayan ve antijen spesifik bag g kl k yanltlarn[n ortaya

¢ kar Tmas na ydnelik yontemleri icermektedir.

BULUSUN ARKA PLANI

S g 1lar pek cok viral, bakteriyel ve parazit enfeksiyonunun temel hedefleridir, Et ve siit
tiriinleri sektorlerindeki siitten kesme, sl§lf sevkiyatl,l soguk hava ve besin ihtiyaglarl
gibi modern tretim uygulamalar| lda hastali§n goriilme oran il lartt ran risk faktorleri
olarak hizmet edebilmektedir. SIg i solunum hastal 3/ [(BRD) ya da daha slklikla
anTd '@ 1gibi sfglr solunum hastal@ 1 kompleksi, hem siit hem de et siglrlarmnda
goriilmektedir ve diinya genelinde s[@T sektdriindeki ekonomik kaylplar basllca
nedenlerinden biridir. Bu kay[plar morbidite, mortalite, kilo alimnln diismesi, tedavi ve
onleme maliyetleri, siit iiretimi kayb[“ve karkas ozellikleri lizerinde negatif etkilerden

kaynaklanmaktad d.

BRD patojenezinin yukar da bahsedildigi gibi bulasid _ajanlarla birlikte say(d(2 cevresel
ve fizyolojik stres faktoriinden kaynakland(g[l disiiniilmektedir. Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica, Pasteurella multocida ve Histophilus somni (daha énceden
Haemophilus somnus), slglr iist solunum yolunun normal floras 1 1 bir pargas| olarak
distintilmektedir. Bunun aksine, alt solunum yolu mikrobiyal girisin 6nlenmesini
hedefleyen say(siz immiinolojik yolag 1 korudugu nispeten steril bir ortamdir. Sigirlar
cevresel ve fizyolojik stres faktorlerine maruz kald(gnda, hayvanln dogustan gelen ve
kazan Iin(g baglgklk fonksiyonlar(riske at larak yukar da bahsedilen bu organizmalar(n
cogalmas nia ve akabinde alt solunum yolunda kolonize olmasina izin verilmektedir.
Oregin bulasc[s g 7 rhinotracheitis viriisii (IBRV, IBR veya BHV 1), s[@[F viral diyare
viriisii (BVDYV), s[Er solunum sinsityal viriisii (BRSV) ve parainfluenza tip 3 viriisii

(PI3) gibi c¢esitli s @71 virislerinin  akcigerde immiinosiipresif’ etkileri oldugu

1
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bilinmektedir. Bununla birlikte, Mannheimia haemolytica BRD vakalar| laras nda a¢/k

ara en yayg n bakteriyel patojendir,

BRD’nin  meveut onlenmesi ve tedavisi, besi yerlerine geldikten sonra sfglr
popililasyonlar ia antibiyotik uygulamas J(yani metaflaksi), hasta s(§[d i¢cin antibiyotik
tedavisi ve BRD viriislerine ve M. Haemolytica dahil bakterilere kars Jasdamadan

olusmaktad 7.

Meveut agllama programlarimnm ve farmasotik tedavilerin, giiniimiizde s(E(rlarda
BRD’nin kontrol edilmesi icin ideal olmamasmm farkl Inedenleri vard®. ilk olarak,
konak savunma sistemi s[3[Hlarda bulaslc hastallkla miicadelede 6nemli bir rol
oynamaktadln, Geleneksel tedaviler bakteriyel enfeksiyonlar_tedavi etmek veya kontrol
etmek igin antibiyotik uygulanmasinl igermektedir. Ancak viral enfeksiyonlara karsl |
herhangi bir onaylanmls farmasétik tedavi mevcut degildir. BRD’de, ¢ogu durumda
yaln Zca bakteriyel enfeksiyon degil, aynzamanda viral enfeksivon da vard 1. Ikinci
olarak, asllama zaman Jgenellikle ideal altTdadlr. Bir respiratuvar as 3nM optimum
sekilde etkili olmas[Cicin, liriiniin stresten veya sevkiyattan 2-4 hafta énce uygulanmaslC”
gerekmektedir ve bu, tipik olarak ticari s[g 1 iiretiminde uygulanabilir degildir. Asllar,
optimum olarak etkili olamayacak sekilde ya c¢ok erken ya da c¢ok geg
uygulanmaktad o US 2006/223769 Al saylLl belge, bir memelinin kanser, alerjik
inflamasyon ile baglantI[bir hastallk, bir bulaslcUhastallk veya self-antijenin zararl[]
aktivitesi ile baglant I lbir durumdan korunmasl li¢in baglslkllk aktivasyonuna yonelik
bir agl ve yontem ile ilgilidir. WO 2005/079506 A2 saylll belge, bir memelinin kanser,
alerjik inflamasyonla baglant/1l bir hastallk ve bir bulaslc| hastal lktan korunmas! ligin

sistemik bag § Rl K aktivasyonuna ydnelik bir yontemle ilgilidir.

Bu nedenle, bagsklk sistemini uyarmak ve hastal(fa neden olan organizmalar(]
azaltmak veya ortadan kalddmak {lizere saldlrgan bir yan1 olusturmak tizere bir
yonteme yonelik bir ihtiyag bulunmaktad(d. Bu yontemin uygulanmas(in kolay olmas[
tek basma ya da asdarla kombinasyon halinde ise yaramas[veya bu as(lar(t daha etkili
hale getirilmesine yardlinc Jolmas_]uzun bir siiresi olmasya da bag § &kl g Imaksimize
etmek i¢in ¢k enjeksiyon gerektirmemesi Onem arz etmektedir. Mevcut bulus,
uygulanmas _kolay olan, tek basida ya da asllarla kombinasyon halinde ige yarayan, bir

veya daha fazla bulas ¢ hjana kars| koruyucu yan tl baglatabilen, s|§ /i tiirlerinde antijen
2
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spesifik olmayan bag §klk yantnn ortaya clkarllmasina iliskin bir yoOntem
saglamaktad

BULUSUN AYRINTILI ACIKL.AMASI

Mevcut bulusa ait s(E[0 tiirlerinin bir iiyesinde bag § k1l k van{nn ortaya ¢lkar(Imas(a
iliskin yontem, s[@ tiirlerinin {iyesine, s §flarda Mannheimia haemolytica’ni neden
oldugu s(gr solunum hastall§nm (BRD) tedavisinde kullanlImak ilizere baglsklk
yan T Jortaya ¢Rarmak icin bir immiinomodiilator bilesiminin etkili bir miktarmmn
uygulanmas 1 igermektedir. Immiinomodiilator bilesimi, [1-[2-[9-(Z)-
oktadesenoiloksi]etil]-2-[8](Z)-heptadesenil |-3-| 2-hidroksietil Jimidazolyum klortir
{DOTIM) ve kolestorel iceren bir katyonik lipozom iletim arac |ve bir niikleik asit
molekiilii icermektedir, burada niikleik asit molekiilii, gen eklentisi igermeyen izole,
bakteriden elde edilmis kodlayl¢l olmayan bir DNA plazmid vektdriidiir. Ilaveten,
immiinomodiilator tek basMa etkili olan ya da bir asldan 6nce uyguland ‘g nida, bir aslile
birlikte uygulandiginda, asTamadan sonra uyguland(gmda veya asCile karlstirId/gnda
bir as[Cgibi en az bir biyolojik maddenin isleyisini arttran, antijen spesifik olmayan

bag § kl k yan i1 “brtaya ¢ Karmaktad|r.

Yéntemler, s(g(d tiirlerini bulag(d Thastal klardan korumaya ve bulas d[lhastal k taglyvan
poplilasyonlar tedavi etmeye yonelik yeni tedavi stratejileri saglamaktad(r. Son olarak,
mevecut bulusun yontemi, immiinomodulatér bir as ] ile kombinasyon halinde
kullan Id g ida bir hastallga karsl) daha h4l, daha uzun ve daha iyi koruma
saglamaktad

1. Bilesim
a. Immiinomoditlatiir

Bulusun  bir  uygulamasiida immiinomodiilatér  bilesimi, [1-[2-[9-(Z)-
oktadesenoiloksi]etil]-2-[8](Z)-heptadesenil]-3-[ 2-hidroksietil Jimidazolyum kloriir
(DOTIM) ve kolestorel igeren bir lipozom iletim arac[_ve bir niikleik asit molekiili
icermektedir, burada niikleik asit molekiilii, gen eklentisi igermeyen izole, bakteriden

elde edilmis kodlay d “blmayan bir DNA plazmid vektoridir.
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Uygun bir lipozom iletim aracl,l niikleik asit molekiillerini tedavi edilen denegin

dokular na iletebilen bir lipid bilesimini igermektedir, Bir lipozom iletim arac! tercihen,

bir niikleik asit molekiiliinii ve/veya bir biyolojik maddeyi iletmek i¢in yeterli bir siire

boyunca bir denekte kararl Ckalabilmektedir. Bir uygulamada lipozom iletim arac[JallcC
denekte en az yaklas(k 5 dakika kararlld(r. Bir baska uygulamada lipozom iletim aracl]
al ¢ Jdenekte en az yaklas® 1 saat kararlldr. Bir baska uygulamada lipozom iletim

arac Jal ¢ “denekte en az yaklagk 24 saat kararl[d[r.

Mevcut bulusa ait bir lipozom iletim aracl] bir niikleik asit molekiiliinii bir hiicreye
iletmek igin bir hiicrenin plazma membran( ile kaynagabilen bir lipid bilesimini
igermektedir. Bir uygulamada, iletildiginde, mevcut bulusa ait bir niikleik asit: lipozom
kompleksi, iletilen niikleik asidin her mikrogram! (pg) igin toplam doku proteininin
miligram| {mg) bas da ifade edilen en az yaklas k 1 pikogram (pg) proteindir. Bir baska
uygulamada niikleik asit: lipozom kompleksinin transfeksiyon verimliligi, iletilen
niikleik asidin her pg’si i¢in toplam doku proteininin mg’ JbasHa ifade edilen en az
yaklas K 10 p proteindir; ve bir baska uygulamada iletilen niikleik asidin her pug’si i¢in
toplam doku proteininin mg’ Jbaslia ifade edilen en az yaklaslk 50 pg proteindir.
Kompleksin transfeksiyon verimliligi, iletilen niikleik asidin her pg’si i¢in toplam doku
proteininin mg’ ] basna ifade edilen 1 femtogram (fg) protein kadar diisiik

olabilmektedir; yukar daki miktarlar daha fazla tercih edilmektedir.

Mevcut bulusa ait tercih edilen lipozom iletim arac ) cap olarak yaklaglk 100 ile 500
nanometre (nm) aras/nda, bir bagska uygulamada yaklas/k 150 ile 450 nm arasinda ve bir

baska uygulamada yaklas k 200 ile 400 nm arasindad it

Burada ayr da, drnegin alanda uzman kisilerce bilinen gen iletim ydntemlerinde yaygn
olarak kullandanlar gibi herhangi bir lipozomu iceren uygun lipozomlar da
a¢ klanmaktad 1. Ornegin, lipozom iletim araglar_)multilameler vezikiil (MLV) lipidleri
ve ekstriide lipidleri igermektedir. MLV lerin hazlrlanmasna ydnehk yontemler alanda
iyi bilinmektedir. Diger érnekler ise, bir polikatyonik lipid bilesimine sahip lipozomlarC
(6rn. katyonik lipozomlar) ve/veya polietilen glikole konjuge bir kolesterol omurgasa
sahip lipozomlarCigermektedir. Ornek katyonik lipozom bilesimleri arasmda sm(rlama
olmaks|z n N-[1-(2,3-dioleiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonyum kloriir (DOTMA) ve
kolesterol, N-[1-(2,3-dioleoiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonyum kloriir (DOTAP) ve
4
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kolesterol, 1-[2-(oleoiloksi)etil]-2-oleil-3-(2-hidroksietil Jimidazolinyum kloriir
(DOTIM) ve kolesterol, dimetildioktadesilamonyum  bromiir (DDAB) ve

kolesterol ve bunlar 1 kombinasyonlar yer almaktad 1

Burada ayrlca, uygun bir niikleik asit molekiili olarak, kodlayld[veya kodlay(d[]
olmayan sekans ve DNA veya RNA gibi herhangi bir niikleik asit sekansC
ac¢ klanmaktad 1. Kodlay(c[niikleik asit sekanslar[bir proteimin veya peptidin en az bir

kSm(m Tkodlarken, kodlaylcColmayan sekans bir proteinin veya peptidin herhangi bir

k SmM “kodlamamaktad ™. Mevcut bulusa gore “kodlay(cColmayan™ niikleik asitler, bir

promotdr bolgesi gibi  bir transkripsiyon biriminin diizenleyici  bdlgelerini

icerebilmektedir. “Bos vektdr” ifadesi, “kodlay ¢ _blmayan™ ifadesi ile degisimli olarak

kullan labilmektedir ve 6zellikle bir gen eklentisi igermeyen bir plazmid vektorii gibi bir

protein kodlaylcl kigm! olmadan bir niikleik asit sekans 1l ifade etmektedir. Bir niikleik

asit molekiilii taraffidan kodlanan bir proteinin ekspresyonu, antijen spesifik olmayan

bag §kIk yanfmm ortaya ¢lKardimasOigin gerekli degildir; bu nedenle, niikleik asit

molekiilliniin ille de bir transkripsiyon kontrol sekansina islevsel olarak baglolmas(]
gerekli degildir. Bununla birlikte, bilesime bir immiinojeni ve/veya bir sitokini kodlayan

niikleik asit sekansid J (DNA veya RNA) ekleyerek baska avantajlar elde

edilebilmektedir (6rn. antijen spesifik ve art 11im § bag g kl k).

Bir lipozomun bir niikleik asit molekiilii ile kompleks hale getirilmesi, alanda standart
olan veya 6,693,086 saylll ABD patentinde a¢ klanan yontemler kullan larak elde
edilebilmektedir. Bir lipozoma eklenecek niikleik asit molekiiliiniin - uygun
konsantrasyonu, sistemik bir baglgikl/k yan/tinin ortaya ¢/karllacag sekilde bir denege
niikleik asit molekiliiniin yeterli bir miktarm/m iletilmesi igin etkili bir konsantrasyonu
icermektedir. Bir uygulamada vaklas(k 0.1 pg ila yaklask 10 pg niikleik asit molekiili,
vaklas & 8 nmol lipozomla birlestirilmektedir, bir baska uygulamada yaklas k 0.5 pg ila
yaklas K 5 pg niikleik asit molekiilii yaklas K 8 nmol lipozomla birlestirilmektedir ve bir
baska uygulamada yaklas® 1.0 pg niikleik asit molekiilii yaklas® 8 nmol lipozomla
birlestirilmektedir. Bir uygulamada bir bilesimdeki niikleik asitlerin lipidlere oran (g
niikleik asit: nmol lipid), agdlR¢a en az yaklasR 1:1 niikleik asit: lipid (6m. 1 pg
niikleik asit: 1 nmol lipid) seklinde ve bir baska uygulamada en az yaklask 1:5 seklinde

ve bir bagka uygulamada en az yaklas/k 1:10 seklinde ve baska bir uygulamada en az
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yaklas Kk 1:20 seklindedir. Burada ifade edilen oranlar, bilesimdeki toplam lipid
miktar na gore degil de, bilesimdeki katyonik lipid miktarina goredir. Bir baska
uygulamada bulusa ait bir bilesimdeki niikleik asitlerin lipidlere oranl, agikca
yaklask 1:1 ila yaklask 1:80 niikleik asit: lipid seklindedir ve bir baska uygulamada
ag 1l K¢a yaklask [:2 ile yaklask 1:40 nikleik asit: lipid seklindedir ve bir diger
uygulamada ag(rl(Kc¢a yaklagk 1:3 ila yaklaglk 1:30 niikleik asit: lipid seklindedir ve bir
baska uygulamada ag(rl Rea yaklas & 1:6 ila yaklas & 1:15 niikleik asit: lipid seklindedir.

b. Bivolojik madde

Bulusun bir baska uygulamasmda immiinomodiilatdr, bir lipozom iletim aracl] bir

niikleik asit molekiilii ve en az bir biyolojik madde icermektedir.

Uygun biyolojik maddeler s § il hastal/gIinin dnlenmesinde veya tedavisinde etkili olan
ajanlard . Bu tiir biyolojik maddeler arasinda baglslkllk artltld | proteinler,
immiinojenler, asfar, antimikrobiyaller veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu yer
almaktad 7. Uygun bag[§ Rl K art T4 proteinler bagsKI[g “artdd(g “bilinen proteinlerdir.
S 1 Tland 14 Jolmayan bir &rnek olarak protein ailesini i¢eren bir sitokin, bilinen bir
bag gkl k artldld[Iprotein ailesidir. Uygun immiinojenler, bir immiinojenin bir denege
uygulanmas 11 1 denegin dokular[icerisinde karsllhas Ian aynl veya benzer proteinlere
kars Jimmiinojen spesifik bir bag(gkl k yan fln[baslatacag( sekilde hiimoral ve/veya
hiicresel bag gkl k yantli ortaya ¢karan proteinlerdir. Bir immiinojen, bir bakteri, bir
virlis, bir parazit ve bir mantar taraf ndan eksprese edilen bir patojenik antijeni
igerebilmektedir. Tercih edilen antijenler bir denckte bulasicl bir hastal ga neden olan
antijenleri igermektedir. Meveut bulusa gdre bir immiinojen, dogal olusumlu veya
sentetik olarak ¢lde edilmis olan, hiimoral ve/veya hiicresel bagis/klk yan tinllortaya
¢ karan bir proteinin herhangi bir k sm Jolabilmektedir. Bu haliyle, bir antijenin veya
immiinojenin boyutu yaklas(k 5-12 amino asit kadar kiigiik ve tam boy bir protein kadar
bilyiik olabilmektedir; bunlarin aras(iidaki boyutlar da dahildir. Antijen, bir multimer
protein veya fiizyon proteini olabilmektedir. Antijen, dokunulmam(s veya rekombinant
hiicrelerden elde edilen saflast@lim § peptit antijenleri olabilmektedir. Bag[§Rl Tk artmd]
proteinlerin ve immiinojenlerin niikleik asit sekanslar(] bir transkripsiyon kontrol

sekans na islevsel olarak baglldlr, 6yle ki immiinojen bir denegin dokusunda eksprese
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edilmektedir ve bodylece spesifik olmayan bag g kKl K vyantida ek olarak denekte
immiinojen spesifik bir bag g kI k yan tin brtaya ¢ karabilmektedir.

Bulusun bir baska uygulamas nda biyolojik madde bir ag/din. As;lcanll, bulas dl,lviral,
bakteriyel veya parazit aslsnllya da éldiinilmis, etkisizlestirilmis, viral, bakteriyel veva
parazit as(sS[i_Jigerebilmektedir. Bir uygulamada canlCveya o6ldiriilmis viral aslar
olmak iizere bir veya daha fazla asl] mevcut bulusun immiinomodiilatdr bilesimi ile
kombinasyon halinde kullanTabilmektedir. Uygun asTar s g1 tiirlerine yonelik alanda
bilinen as Tar Jigermektedir. Ornek asTar arasMda s A flama olmaks 1 bulasGIBF[T iist
rhinotracheitis (IBR) (Tip 1 s[g[r herpes virlisii (BHV1)), parainfluenza viriis tip 3 (PI3),
s g1 solunum sinsityal viriisii (BRSV), slglr viral diyare viriisii (BVDV Tip 1 ve
2), Histophilus somni, Mycoplasma bovis ve alanda bilinen diger hastallklara kars! |
koruma i¢gin alanda kullanilan as/lar yer almaktad 1. Ornek bir uygulamada Mannheimia
haemolytica’ya kars[Mkorumaya yonelik bir asl; mevcut bulusun immiinomodiilator

bilesimi ile kombinasyon halinde kullan Tabilmektedir.

Bulusun bir baska uygulamasfida biyolojik madde bir antimikrobiyaldir. Uygun
antimikrobiyaller sunlarlicermektedir: kinolonlar, tercihen florokinolonlar, -laktamlar

ve makrolid-streptogramin-linkozamid (MLS) antibiyotiklert.

Uygun kinolonlar arasinda benofloksasin, bintloksasin, sinoksasin, siprofloksasin,
klinafloksasin, danofloksasin, difloksasin, enoksasin, enrofloksasin, fleroksasin,
gemifloksasin, ibafloksasin, levofloksasin, lomefloksasin,  marbofloksasin,
moksifloksasin, norfloksasin, ofloksasin, orbifloksasin, pazufloksasin, pradofloksasin,
perfloksasin, temafloksasin, tosufloksasin, sarafloksasin, gemifloksasin ve sparfloksasin
yer almaktad 1. Tercih edilen florokinolonlar arasmda siprofloksasin, enrotfloksasin,
moksifloksasin, danofloksasinn ve pradofloksasin yer almaktad 1. Uygun naftiridonlar

aras nida nalidiksik asit yer almaktad ¢

Uygun p-laktamlar aras nda pemsilinler, mesela benzatin penisilin, benzilpenisilin
{(penisilin G), fenoksimetilpenisilin (penisili V), prokain penisilin, metisilin, oksasilin,
nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin, temosilin, amoksisilin, ampisilin, ko-
amoksiklav (amoksisilin ve klavulanik asit), azlosilin, karbenisilin, tikarsilin,

mezlosilin, piperasilin; sefalosporinler, mesela sefalonyum, sefaleksin, sefazolin,
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sefapririn, sefkuinom, seftiofur, sefalotin, sefaklor, sefuroksim, sefamandol, defotetan,
sefoksitin, seftriakson, sefotaksim, sefpodoksim, sefiksim, seftazidim, sefepim,
scfpirom; karbapenemler ve penemler, mesela imipenem, meropenem, crtapenem,
faropenem, doripenem; monobaktamlar, mesela aztreonam (Azactam), tigemonam,
nokardisin A, tabtoksinin-B-laktam; ve klavulanik asit, tazobaktam, ve sulbaktam gibi
B-laktamaz inhibitérler1 yer almaktadld Tercih edilen [p-laktamlar arasinda

sefalosporinler, dzellikle sefazolin yer almaktadm.

Uygun MLS antibiyotikleri arasfda her tiirli makrolid, linkomisin, klindamisin,

pirlimisin yer almaktad 1. Tercih edilen bir linkosamid pirlimisindir.

Diger antimikrobiyaller arasnda 2-piridonlar, tetrasiklinler, siilfonamidler,
aminoglikozidler, trimetoprim, dimetridazoller, eritromisin, framisetin, furazolidon,
cesitli pleuromutilinler, mesela tiamulin, valnemulin, g¢esitli streptomisin, klopidol,

salinomisin, monensin, halofuginon, narasin, robenidin vb. yer almaktad/t.
2. Yontemler
a. Bag § RI'E stimiilasyon yontemleri

Bulusun bir uygulamasmda s[(g 1 tiirlerinin {iyesine bir immiinomodiilatér bilesiminin
etkili bir miktarn uygulanmasUyoluyla s(glr tlirlerinin bir iiyesinde bir bag(sklk
van 1 lortaya ¢Kar(Imaktad . Etkili miktar, s g 1 tiirlerinin {iyesinde bag § kK1 k yan(tin[
ortaya ¢lRarmak icin yeterlidir. Immiinomodiilatér, bir lipozom iletim aracJve bir

niikleik asit molekiilii igermektedir.

Bir uygulamada immiinomeodiilatériin  etkili miktar|,] hayvan baslda yaklagk 1
mikrogram ile yaklaslk 1000 mikrogram arasindadin, Bir baska uygulamada
immiinomodiilatériin etkili miktar(,] hayvan bag na yaklas’k 5 mikrogram ile yaklas/k
500 mikrogram arasndad[@. Bir baska uygulamada immiinomodulatoriin etkili miktar()
hayvan bag(na yaklas k 10 mikrogram ile yaklas k 100 mikrogram aras(ndad(d. Bir diger
uygulamada immiinomodiilatériin etkili miktar_ ] hayvan basfia yaklas kK 10 mikrogram

ile yaklas & 50 mikrogram arasmdad.
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Bulusun bir bagka uygulamasinda bir lipozom iletim arac’,| bir i1zole niikleik asit
molekiilii ve bir biyolojik madde igeren bir immiinomodiilatériin etkili bir miktarinin
uygulanmas 1 yoluyla s[@lr tlrlerinin bir {iyesinde bir bag gkl k yanlfll ortaya
¢ kar Jimaktad(@d Biyolojik maddenin immiinomodiilatérle kar st 11abilmesi veya birlikte
uygulanmas _veya bundan bag ths(z uygulanmasOdiisiiniilmiistiir. Baghs(2 uygulama,
immiinomodulatériin uygulanmas idan énce veya sonra olabilmektedir. Ayn[lzamanda
art 1Tm(g bag(g kl § hizatmak i¢in immiinomiidolatdriin veya biyolojik maddenin birden
fazla uygulanmas” da disiinilmastiir. Ayr(da, birden fazla biyolojik madde
immmiinomodiilatorle  birlikte uygulanabilmektedir, immiinomodiilatdrden &nce
uygulanabilmektedir, immiinomodiilatérden sonra uygulanabilmektedir ve es zamanll_

olarak uygulanabilmektedir.
b. Hastal klar

Bulusun yontemleri, denegin baglsikllk yan 11 ortaya ¢ Kar Tmasma uygun olan bir
hastal Ktan korunacag[sekilde bir denekte bag(sklk yaniM Jortaya ¢karmaktad[r.
Burada kullan Td ghaliyle “bir hastalktan korunma” ifadesi, hastal[gn semptomlarinin
azalt Tmas 1] hastal 11 gériilme oran i1 azalt Tmast 1ve hastal[@m klinik veya
patolojik siddetinin azaltdmas(i[lveya bir hastal #a neden olan patojenin bulagsmas 11
azalt Imas i _lifade etmektedir. Bir denegin korunmas( bir denede uyguland(gnda
mevecut bulusun terapdtik bilesiminin  hastal(gd  goriilmesini onleme, hastal(gd
semptomlar n | klinik belirtileri, patolojiyi veya nedenleri sagaltma ve/veya hafitletme
veya azaltma yeteneginmi ifade etmektedir. BRD'nin klinik belirtilerinin  &mekleri
aras nda akciger lezyonlarl, sidakl k art ¢ ,/depresyon (6rn. anoreksiya, harici uyaranlara
yan flverebilirligin azalmas/, sarklk kulaklar), burun ak nt sl ve solunum karakteri (6rn.
solunum h(zlJsolunum eforu) yer almaktad 1. Bu haliyle, s[E[r tiirlerinin bir liyesinin bir
hastal ktan korunmas([Jhem hastal § 1 olusmas 1 1 dnlenmesini (profilaktik tedavi) hem
de hastal(@[ taslyan s[g 1 tlrlerinin {lyesinin tedavi edilmesini (terapdtik tedavi)
icermektedir. Ozellikle, bir denegin hastal ktan korunmasl, baz[durumlarda ayr da aglrC
aktif veya zararl "bag[sklk yan[fn “bastlrabilen, azaltabilen, inhibe edebilen veya bloke
edebilen faydal 7 veya koruyucu bir bag gkl yanTmmn uyar(limas(] yoluyla s(@lr
tiirlerinin iiyesinde bag gklk yantinn ortaya ¢lkarllmasl ile gergeklestirilmektedir.

“Hastal ¥ terimi, s|gld tirlerinin bir iiyesinin normal sagligindan her tiirli sapmayl |
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ifade etmektedir ve hastallk semptomlar/nln mevecut oldugu bir durumun yan! s tia, bir
sapmanid (6m. enfeksiyon, gen mutasyonu, genetik defekt vb.) meydana geldigi, ancak

semptomlar 1 hentliz kendini gdstermedigi durumlarf kapsamaktad|r,

Bulusun yoéntemleri, hastal(§ 0 dnlenmesi, hastal(a karsUefektor hiicre bagsklEnhmn
uyar Imas(] hastal(@n giderilmesi, hastal(g(d hafifletilmesi ve bir primer hastal(gn

olusmas ndan kaynaklanan bir sekonder hastal § i dnlenmesi i¢in kullan Tabilmektedir.

Mevceut bulus ayn[lzamanda, agnn kendisinin uygulanmasa kars Tbir as TJile birlikte
uyguland gda hayvann kazanOm[§ bag[§RIK yanTm Jiyilestirebilmektedir. Genel
olarak, bir agl; uyguland Ktan sonra, hayvan “hemen korumamaktad[r, ¢linkii kazanTm §
bag § kl g1 uyar lmasl Jzaman almaktadn. “lyilestirmek™ terimi, mevcut bulusta, asl|
hayvan. |korumaya baslayana kadar hayvandaki dogustan gelen baglglkllk yanltinin
ortaya ¢lkarllmasinl ve/veya kazan linlg baglglkllk araclliglyla as lile saglanan koruma

stresinin uzat Tmasfd “ifade etmektedir.

Bulusun yontemleri, ¢ok ¢esitli patojenlerin enjeksivonuna karsCkoruma saglamak igin
bilesimin uygulanmasmicermektedir. Uygulanan bilesim spesifik bir yanflJortaya
¢ karmak i¢in spesifik bir antijen icerebilmekte veya i¢ermeyebilmektedir. Bulusun
yontemlerinin, alld Jdenegi sinldlama olmaks z[n virisler, bakteriler, mantarlar ve
parazitler dahil olmak {izere bulas dlimikrobiyal ajanlardan kaynaklanan hastallktan
koruyacag ] diisiiniilmektedir. Ornek viral bulas @0 hastalllar arasnda shilama
olmaks|z n bulasldlsIglr rhinotracheitis (IBR) (Tip 1 slglr herpes viriisii (BHV1)),
parainfluenza viriis tip 3 (PI3), slIgld solunum sinsityal viriisii (BRSV), sIgld viral diyare
virlisit (BVDYV Tip 1 ve 2), st adenovirus, sigir coronaviriis (BCV), s giri kalisiviriis,
s g1 parvovirlis, BHV4, s/t reoviriis, s/g 1 enterovirlis, s g0 Idsemi viriisl, rabies
virlis, Vezikiiler stomatit viriisii (VSV), bluetongue (Orbivirus), bunlarn
rekombinantlar Jve alanda bilinen diger viriisler yer almaktadd. Ornek bakteriyel
enfeksiyonlar arasinda s(nrlama olmaks 2zt gram pozitif ve negatif bakterilenn ve
Escherichia coli, Pasteurella multocida, Clostridium perfringens, Clostridium colinum,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium novyi, Clostridium chauveoi,
Clostridium septicum, Clostridium hemolyticum, Clostridium tetani, Mannheimia
haemolytica, Ureaplasma diversum, Mycoplasma dispar, Mycoplasma bovis,
Mycoplasma bovirhinis, Histophilus somni, Campylobacter fetus, Leptospira spp.,
10
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Arcanobacterium  pyogenes, Bacillus anthrax, Fusobacterium necrophorum,
Fusobacterium spp., Treponema spp., Corynebacterium, Brucella abortus,
Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium spp.,, Histophilus spp., Moraxella
spp., Muellerius spp., Mycoplasma spp., Salmonella spp., Bacillus anthracis gibi
Mikobakteriler ve alanda bilinen diger bakterilerle enfeksiyondan kaynaklananlar yer
almaktad . Ornek mantar ve kiif enfeksiyonlar arastida smlrlama olmaksizmn
Actinobacterim spp., Aspergillus spp. ve Histomonas spp. ve alanda bilinen diger
bulas @ Jmantar veya kiiflerle enfeksiyondan kaynaklananlar yer almaktadlr. Ornek
parazitler aras Ada sTATlama olmaks 27 Neospora spp., Trichostrongylus, Cooperia,
Anaplasma spp, Babesia spp, Chorioptes spp, Cysticercus spp, Dermatophilus spp,
Damalinia bovis, Dictylocaulus spp, Eimeria spp, Eperythrozoon spp, Haemonchus
spp,, Melophagus spp, Muellerius spp, Nematodirus spp, Oestrus spp, Ostertagia spp,
Psoroptes spp, Sarcoptes spp, Serpens spp, Strongyloides spp, Toxoplasma spp,
Trichuris spp, Trichophyton spp, and Tritrichomas spp, Fascioloides spp, Anaplasma

marginale ve alanda bilinen diger parazitler yer almaktad[t.
c. Denekler

Bulusun ydntemleri, ister evcil ister yabani olsun s(g[d tiirlerinden herhangi bir denege
veya iiyeye uygulanabilmektedir. Ozellikle dam[zlk, et veya siit iiretimi igin ticari
olarak yetistirilen deneklere uygulanabilmektedir. Uygun s(g[d tiirleri aras(nda sldlrlama
olmaks|z 1 antiloplar, bufalolar, tibet oktzleri, siglilar ve bizonlar yer almaktadi. Bir
uygulamada sl tirlerinin iiyesi slg ndir. S o tiirleri arasinda sinirlama olmaks z/n
inckler, bogalar, danalar, diiveler, Okiiz, et sIirl veya siit s/ 1l yer almaktadir. Alanda
uzman kigi, bulusun ydntemlerinin bulasidilajana ¢evresel maruziyete Ozellikle aclk
olduklar idan dam(21(k, et veya siit Giretimi i¢in yetistirilen s(gtlar i¢in blylik ol¢lide
faydal _bldugunu anlayacakt 1

d. Uygulama

Cesitli uygulama yollarCmevcuttur. Secilen 6zel bigim, elbette secilen belirli biyolojik
maddelere, denegin yasMa ve genel sagllk durumuna, tedavi edilen belirli duruma ve
terapétik etkinlik 1¢in gerekli olan dozaja bagl blacaktlr. Bu bulusun yéntemleri, klinik
olarak kabul edilebilir olmayan yan etkilere neden olmadan etkili baglglkllk yanltl
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seviyeleri ireten herhangi bir uygulama bigimi kullan larak uygulanabilmektedir.
Bilesimler uygun bir bigimde, birim dozaj formunda sunulabilmektedir ve alanda iyi

bilinen herhangi bir ydntemle hazilanabilmektedir.

Sg1 tirlerinin asdanmas_] her vyasta yaplhbilmektedir. Asl[ intravendz yolla,
intramiiskiller yolla, intradermal, intraperitoneal, subkiitan yolla, sprey/aerosol yoluyla,
oral yolla, intraokiiler yolla, intratrakeal yolla, intranazal yolla veya alanda bilinen diger
yontemlerle uygulanabilmektedir. Ayr<da, bulusun yontemlerinin rutin agllama
programlarfa gore kullanTabilmesi de disiiniilmiistir. Immiinomodiilatér de
intravendz yolla, intramiskiiler yolla, subkiitan yolla, sprey yoluyla, oral yolla,
intraokiiler yolla, intratrakeal yolla, nazal yolla veya alanda bilinen diger ydntemlerle
uygulanabilmektedir.,  Bir  uygulamada  immiinomodiilatér  subkiitan  yolla
uygulanmaktad . Bir baska uygulamada immiinomodiilatér intramiiskiiler yolla
uygulanmaktadT. ~Bir baska wuygulamada imminomodilatér sprey olarak

uygulanmaktad 7. Bir diger uygulamada immiinomodiilator oral yolla uygulanmaktad!(z.

Bir uygulamada immiinomodilatér, ylkleme (veya enfeksiyon) Oncesinde hayvana
kendi basma uygulanmaktad(r. Bir baska uygulamada immiinomodiilator, yiikleme
(veya enfeksiyon) sonrasinda hayvana kendi basia uygulanmaktadlr. Bir bagka
uygulamada immiinomodiilator, viikleme (veya enfeksiyon) ile aynLanda hayvana kendi
bas da uygulanmaktad(r. Bir diger uygulamada immiinomodiilator bilesimi, yiikleme
oncesinde asl| ile aynl) anda birlikte uygulanmaktadls. Bir baska uygulamada
immiinomodiilatér bilesimi, yiikleme (veya enfeksiyon) ile aynl anda asg! file ayn landa
birlikte uygulanmaktad r. Birlikte uygulama, as! ve immiinomodiilatériin hayvanda ayn! |
genel yerde birbirinin yaninda iki farkl ' bélgede (6rnegin hayvann boynunda birbirinin
yantida enjeksivonlar), aynl genel yerde hayvan(n kars 1kl taraflariida (Srnegin
boynun her tarafnda) veya aynl hayvann farklC yerlerinde uygulanmasnC
icerebilmektedir. Bir bagka uygulamada imminomodulatér bilesimi, as[ve yiikklemeden
once uygulanmaktad(r. Bir diger uygulamada immiinomodilatdr bilesimi, asamadan
sonra ancak yiiklemeden o&nce uygulanmaktad®. Bir diger uygulamada
immiinomodiilatér bilesimi, yiiklemeden (veya enfeksiyondan) Once as lyapIml§ bir

hayvana yiiklemeden sonra uygulanmaktad!r.
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Bir uygulamada immiinomodilatér, yiklemeden yaklaslk 1 ila yaklaslk 14 giin 6nce
veya yuklemeden yaklaglk 1 ila yaklaslk 14 glin sonra uygulanmaktadid. Bir baska
uygulamada immiinomodiilator, yiiklemeden yaklasik | ila yaklaslk 7 giin dnce veya
yliklemeden vaklastk 1 ila yaklaslk 7 giin sonra uygulanmaktadd Bir baska
uygulamada imminomodiilatdr, yiklemeden 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 giin Once veya

yiiklemeden 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 glin sonra uygulanmaktad|r.

Diger iletim sistemleri, yavas salfmll geciktirilmis sal 1 ™hlCveya uzat(im§ salinfhlC]
iletim sistemlerimi igerebilmektedir. Bu tiir sistemler bilesimlerin tekrar tekrar
uygulanmas 111 Oniine gecebilmekte, dolayS¥la uygunlugu artiimaktadt. SalmmlO
iletim sistemlerinin pek ¢ok tiirii mevcuttur ve alanda olagan tecriibe sahibi kisilerce
bilinmektedir. Bunlar poli(laktit-glikolid), kopolioksalatlar, polikaprolaktonlar,
poliesteramidler, poliortoesterler, polihidroksibiitirik asit ve polianhidritler gibi polimer
bazl 7 sistemleri icermektedir. Yukarfda verilen polimerleri iceren ilaglari mikro
kapsiilleri &rnegin 5,075,109 say@OABD patentinde a¢Rlanm§t. Iletim sistemleri
ayr da, kolesterol, kolesterol esterleri ve yag asitleri veya nétr yaglar, mesela mono-di
ve tri-gliseritler gibi sterolleri iceren lipidler olan polimer olmayan sistemleri; hidrojel
sal h sistemlerini; silastik sistemleri; peptid bazll sistemleri; vaks kaplamalarnl;
geleneksel baglay d Iar ] ve eksipiyanlarC igeren slkistlelmlg tabletleri; klsmen
kaynasmlg implantlar[ve benzerlerini igermektedir. Spesifik érnekler aras(nda snlrlama
olmakslzn, bulusa ait bir ajann 4,452775, 4,675,189 ve 5,736,152 sayll ABD
patentlerinde ac klananlar gibi bir matris i¢inde bir formda bulundugu erozyonal
sistemleri ve bir aktif bilesenin 3, 854,480, 5,133,974 ve 5,407,686 saylll | ABD
patentlerinde aglkland[3 gibi bir polimerden kontrollii hizda gectigi difiizyonel
sistemleri icermektedir. Ilaveten, pompa bazlDJ donanl iletim sistemleri

kullan Iabilmekte olup, bunlar 1 baz(lar _implantasyon i¢in adapte edilmistir.

Yukar daki bilesimde, lrlnlerde ve ydntemlerde bulusun kapsamindan uzaklasmadan
cesitli degisiklikler yapTabileceginden, yukarldaki ac¢lklamada ve agaglda verilen
Ormneklerde yer alan tim konunun smTtlay(dJanlamda degil de agklaylc olarak

yorumlanmas “Amaclanm §t .,

TANIMLAR
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“Etkili miktar” terimi, istenen biyolojik etkiyi ger¢eklestirmek igin gerekli veya yeterli
olan miktar | ifade etmektedir, Ornegin, bir bulas ¢ | hastalig n tedavisine veya
Onlenmesine yonelik immiinomodiilatériin etkili miktarl, mikroba maruz kallnmas/
sonras ida bagsklk yan[fin gelismesine neden olmak, bdylece denekteki mikrop
miktar 1i i azalmas n[we tercihen mikrobun kékiinlin kaz imas 1 _kaglamak icin gerekli
miktard 1. Herhangi bir belirli uygulama i¢in etkili miktar, tedavi edilen hastallk veya
durum, denegin biiyiikligi veya hastal §1i veya durumun siddeti gibi faktérlere gore
degisiklik gosterebilmektedir. Alanda olagan tecriibe sahibi bir kisi, gereksiz deneyleri

gerektirmeden immiinomodiilatoriin etkili miktarmChmpirik olarak belirleyebilecektir.

“Sitokin” terimi, baglglkllk artdg¢l/protein ailesini ifade etmektedir. Sitokin ailesi,
hematopoietik biiylime faktoriinii, interlékinleri, interferonlarl, immiinoglobulin st
ailesi molekiillerini, timdér nekroz faktori ailesi molekiillerini ve kemokinleri (6rn.
hiicrelerin gd¢iinii ve aktivasyonunu diizenleyen proteinler, 6zellikle fagositik hiicreler)
icermektedir. Ornek sitokinler arasTda smmama olmaksZzm interldkin-2 (1L-2),
interlékin -12 (IL12), interlékin-15 (1L-15), terlokin-18 (IL-18), interferon-a (IFNa)
ve interferon-y (IFNy) yer almaktadIr.

“Ortaya ¢Rarmak™ terimi, aktive etmek, uyarmak, iiretmek veya yukar[ regiile etmek

terimlerti ile degisimli olarak kullan Iabilmektedir.

Bir denekte “bag § kl k yan 10 1 ortaya ¢ karllmas(? ifadesi, spesifik olarak bagls(kllk
yan /i 11 aktivitesinin kontrol edilmesini veya etkilenmesini ifade etmektedir ve
bag g kl'k yanltinin aktive edilmesini, baglslkllk yan'tinld yukar| regiile edilmesini,
bag g kl'k yan tin n artitllimasinl Ive/veya bagls/kllk yanitinin degistirilmesini (mesela
bir denekteki hakim baglg RI'k yan/@ tipini, zararll veya etkisiz olandan faydalllveya
koruyucu olana degistiren bir bag Sklk yan{(tipinin ortaya c¢Rardmas_Jyoluyla)

icerebilmektedir.

“Islevsel olarak bagl” ifadesi, bir niikleik asit molekiiliiniin, molekiiliin bir konak
hiicreye transfekte edildiinde (6rnegin transforme edildiginde, transdiise edildiginde
veya transfekte edildiginde) eksprese edilebilecegi sekilde bir transkripsiyon kontrol
sekansMa baglanmasm[C ifade etmektedir. Transkripsiyonel kontrol sekanslarl;

transkripsiyonun baslamasinl,) uzamas/nl lve sonlanmas n_|kontrol eden sckanslardlr.
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Ozellikle 6nemli transkripsiyonel kontrol sekanslarl,|Grnegin promotdr, art ' ¢, | operatér
ve represOr sckanslar! gibi transkripsiyon baslamasinl kontrol eden sckanslardir., Bu
transkripsiyonel kontrol seckanslarmim cesitleri alanda uzman kisilerce bilinmektedir.
Tercih edilen transkripsiyonel kontrol sekanslar_lkus, balk, memeli, bakteri, bitki ve
bdcek hiicrelerinde islev gdsteren sekanslar(] icermektedir. Bulusla herhangi bir
transripsiyonel kontrol sekans( kullan(labilmekle birlikte, sekanslar bir immiinojeni
veya bag $RIMR uyar(c[proteini kodlayan bir sekansla dogal olarak baglant T blan dogal

olusumlu transkripsiyon kontrol sekanslar® “igerebilmektedir.

“Niikleik asit molekiili” ve “niikleik asit sekans” ifadeleri degisimli olarak
kullan labilmektedir ve DNA, RNA’yL ya da DNA veya RNA’nin tirevlerini
icerebilmektedir. Bu terimler ayr/ca oligoniikleotidleri ve hem bir proteini veya bunun
bir fragmaninl kodlayan niikleik asit molekiilleri hem de regiilator bolgelerini, intronlar|
veya diger kodlaylclolmayan DNA veya RNA’yligeren niikleik asit molekiilleri dahil
olmak iizere daha biiyiik sekanslar(]igermektedir. Tipik olarak, bir oligoniikleotid
yaklas K 1 ila yaklas[k 500 niikleotid arasmda bir niikleik asit sekans 1a sahiptir ve daha
tipik olarak en az yaklask 5 niikleotid uvzunlugundadfd. Niikleik asit molekiilii
memeliler, bal k, bakteri, bocek, viral, bitki veya sentetik kaynaklar dahil olmak {izere
herhangi bir kaynaktan elde edilebilmektedir. Bir niikleik asit molekiilli, rekombinant
DNA teknolojisi (6rn. polimeraz zineir reaksiyonu (PCR), amplifikasyon, klonlama)
veya kimyasal sentez gibi alanda yaygln olarak bilinen yontemlerle tiretilebilmektedir.
Niikleik asit molekiilleri s 1 flama olmakslzin, dogal allelik varyantlarl [ve bu tiir
modifikasyonlar 1, niikleik asit molekiiliiniin mevcut bulusun yontemlerinde faydall
olan bir immiinojeni veya bag(s/RIk uyar dl proteini kodlama yetene@ine biiyiik dlciide
miidahale etmeyecegi sekilde niikleotidlerin eklendigi, silindigi, siibstitiie edildigi veya
tersine ¢evrildigi modifiye niikleik asit molekiillerini i¢eren dogal niikleik asit
molekiillerini ve bunlarin homologlarinligermektedir. Bir niikleik asit homologu alanda
uzman kisilerce bilinen bir dizi yontem kullanfarak {retilebilmektedir (bkz.,
Ornegin Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Labs Press, 1989). Patojen antijen immiinojenisitesi veya sitokin aktivitesi gibi
immiinojenisite i¢in tarama teknolojileri alanda uzman kisilerce bilinmektedir ve gesitli

in vitro ve in vivo testleri icermektedir.
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ORNEKLER
Asag daki 6rnekler bulusun gesitli uygulamalarinl gostermektedir,

Ornek 1. Dogal s(Er solunum hastal@[igoriilmeden dnce veya goriildiikten sonra

bir DNA immiinomodiilatorii alan inegin degerlendirilmesi.

Bu ¢al§manin amacl] dogal BRD vakalar(goérnilmeden 6nce ve goriildiikten sonra

s g rflara uygulanan DNA immiinomodiilatériinin etkinligini belirlemektir.

Immiinomodiilator

Bu cal'gmada kullanTan immiinomodiilatér bir katyonik lipid ve kodlayle olmayan
DNA igeren bir bilesimdir. Sentetik immiinomodilator lipid bilesenleri [1-[2-[9-(Z)-
oktadesenoiloksi]|-2-[8](Z)-heptadesenil |-3-[hidroksietil |imidazolinyum kloriir
{DOTIM) ve bir sentetik ndtr lipid kolesterol formiile edilerek ¢apl yaklask 200 nm
olan lipozomlar iretilmistir (Bkz., U.S. Patent 6,693,086). DNA bileseni, E. Coli’de
tiretilmis 4242 baz ¢ift kodlay ¢l olmayan DNA plazmidi olup, bu, negatif yikli olarak
pozitif yikli (katyonik) lipozomlarla birlesmektedir (Bkz., U.S. Patent 6,693,086).

Cal sma Hayvanlar

Siitten kesme yasinda olan 84 Siyah-Alaca s g1, mevcut solunum hastal[g[ gegmisi
olmayan bir siiriiden secilmistir. Her bir ayrlUs(g[d ilk basta degerlendirilmis ve saglk
durumunun iy1 oldugu belirlenmistir. 84 s g 1, her biri 12 s(@lrdan olusan yedi tedavi
grubuna bélinmustir. Yalnlzca Mannheimia haemolytica icin aslanmams§ olan
hayvanlar  callsmaya  dahil  edilmistir. ~ Hayvanlarn  hic  biri, DNA
immiinomodiilatdriiniin uygulanmasindan 6nceki 30 giin ig¢erisinde bir antimikrobiyal

ajan almamlgt i

Tedavi gruplarna, yukarda ag¢lklanan DNA immiinomodilatériiniin degisen dozlarll
asag da Tablo 1.1'de belirtildigi gibi tedavi giiniinde uygulanmistld DNA
imminomodilatdriinlin -~ seyreltme  semas(] Tablo 1.2°de  verilmistir. DNA
immiinomoddlatérii intramiiskiiler yolla ve sol omuza kraniyal olarak, nukal ligamente

ventral olarak ve s g 1lar 1 juguler oluklarma kaudo-dorsal olarak uygulanm[gt(r.
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Asag da bahsedildigi gibi, Tedavi Giin -1, slglrlarin degerlendirildigi ve ¢allgma igin
uygun olarak belirlendigi ilk se¢imden sonra c¢allsmanin baslang ¢ tarithini ifade

etmektedir, Tedavi Gin 0, Giin -1’den bir giin sonras/dr ve bu sekilde devam

etmektedir.
Tablo 1.1. Immiinomodiilatériin Uygulama Program[
Tedavi |DNA Immiinomodiilator Tedavi grubu
say(s(] |Immiinomodiilatér Uygulama Giinii basna
Dozu (png) Hayvan
1 500 -1 12
2 200 -1 12
3 50 -1 12
4 500 0 12
5 200 0 12
6 50 0 12
7 0 (Kontrol} Uygulanmaz 12

Sgdarn biiyiik bir klSmmm, 0. Gin sabahinda degisen diizeylerde BRD yasad g0
gdzlemlenmistir. 5. Giine kadar gallgma popiilasyonunda kalan s{glar@ tiimiiniin BRD
morbiditesi igin vaka tan(m 1 Jkars(ad[E[ gézlemlenmistir, S(E(rlar, yalnZca siddetli
BRD nedeniyle o&tenazi endike edilmisse cal gma popiilasyonundan ¢karllm gtid
Herhangi bir bagka bulasld /bulasi¢. blmayan hastallk gbézlemlenmemistir ve dolaylslyla

bu ¢al gmadan ¢ karma gerektirmemistir.

Degerlendirme
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Cal'smann 1-5. Giinlinde s gldar ¢esitli  sagllk  gostergeleri  aclslidan
degerlendirilmistir. Oregin, rektal sidakl’k ve ortalama giinliik kilo, ¢allsma uzunlugu
boyunca her glin her s/giM igin belirlenmistir, Hayvanlar, 1. Giin ila 5. Giin aras nida her
giin vaklask olarak ayn_ zamanda (+/- 3 saat) degerlendirilmistir. Uygulanan
immiinomodilatdr dozuna gore rektal slcaklklarin ortalamas e ortalama giinliik kilo

al t “hnaliz edilmistir.

5. Giinde, tim s[Z[dlara dtenazi uygulanmls ve otopsi yap Imigt #. Otopsi sidas rida her
ayr 1s[gr i¢cin akciger lezyon skorlar( belirlenmistir {gorsel muayene ve manuel

dokunma ile tahmin edilen akciger konsolidasyon derecesine gore).

Uygulanan immiinomodiilatdér dozuna gore akciger lezyon skorlar _hnaliz edilmistir. Her
uygulama giinii igin genel akciger lezyon skorlarl slraslyla Giin -1 ve Giin 0 i¢in
yaklas k %11 ve %14 olmustur. S tas yla 500, 200, 50 ve negatif kontrol gruplar ligin
%11.2, %9.0, %10.8 ve %19.9 seklinde akciger lezyon skorlarl"sergilenmistir. Kontrol
grubu ile tedavi edilen bir grup (200 pug) aras idaki en biiyiik fark yaklagk %11 azalma

olmustur.

Modele uyarlanm § tahminler, tiim istatistiksel model kovaryantlar (6rn. doz, giin ve
doz x giin) i¢in ve ayrlca s(glrlar(d ¢allgma boyunca bar nd dlld § Jag( i¢in uyarlanan
ham ortalamalar(] yans(tinaktadd. Bu nedenle, modele uyarlanml§ tahminler ham

ortalamalara nazaran farklar[gosterebilmektedir.

Miiteakiben bakteriyoloji {(akciger kiilturleri) ve viroloji (nazal ekiivyon ¢ubuklar ) da
yvap Im gt i 5. Giinde 6tenazi uygulanmls olan geri kalan sigldar (69) arasindan
%I11.6’sna nazal sekresyonlarda sigir herpes virisi tip 1 (BHV-1) bulast/gl
gorilmistir. Callsma hayvanlarnm timiinden alfdan akciger kiltiirleri acls/ndan,
%41’1 Mh i¢in pozitiftir, %31.3’0 Pasteurella multocida (Pm) i¢in kiltir pozitiftir,
%10.8’1 hem Mh hem de Pm i¢in kiltiir pozitiftir ve ¢all§ma popiilasyonu igerisinde
Histophilus somni izole edilmemistir. Mycoplasma bovis i¢in kiiltiirler bu c¢allsmada

yap Tmam(gt 1l

Sonuclar
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Bu ¢al gmada, DNA immiinomodiilatér dozu (6m. 500 pg, 200 ug ve 50 pg) negatif
kontrole (P=0.1284) klyasla akciger lezyon skorlar da anlaml bir azalmaya ulagmlgtir,
Bununla birlikte, DNA immiinomodilatérii uygulama giinli (6m. Giin -1 veya 0)
akciger lezyon skorlarC ile anlamlJ sekilde baglantdlld olmamlstd. DNA
immiinomodiilatdr doz gruplar Jarasiida akciger lezyon skorlarnda istatistiksel farklar
gdzlemlenmemistir. Rektal sl(dakllk, DNA imminomoduilatdér (P=0.1190) dozu ile
anlaml Jgekilde baglant(olma egilimi gdstermis ancak uygulama giinii ile baglantd™
olmam(stT. DNA immiinomodiilator dozu ile negatif kontrol arasinda ortalama giinliik

kilo al m “bak Th(ndan belirgin bir fark gozlemlenmemistir.

DNA immiinomodiilatdriiniin negatif kontrolle kars last 1d § nda akciger lezyonlarinlJ
azaltmaya yonelik giicli bir egilimi olmustur, dolay slyla bu iiriiniin BRD salginl
s fas dda akciger dokusunu koruma potansiyeline sahip olduguna dair kant
saglamaktad . Bu call§mada tedavi uygulama giinii akciger lezyonlarile baglantTr™
olmam(stT, dolay[siyla inegin DNA immiinomodiilatériinii BRD ile baglant Tklinik
belirtilerin baslamasmdan onceki giin veya bununla aynl giin almasm Onemli
olmad(g 1 Jgostermektedir. Bu sonug, BRD patojenlerine maruz kalma zaman JJgenel
olarak tipik lretim sistemlerinde bilinmediginden ve lretim zinciri ig¢erisinde inegin
vasad & Gesitli stres faktdrlerinin etkisi ile daha da komplike hale geldiginden énem arz
etmektedir. Bu nedenle, iireticilere BRD’nin basglamas(ile iliskin olarak uygulaman(n
zaman| aclslndan esneklik sunan bir Uriin sunulmasl, et ve siit sektorlerinde son derece

degerlidir.

Ornek 2. Mannheimia haemolytica ile deneysel yiikleme ile es zamanl Jolarak veya

bundan bir giin sonra bir DNA immiinomodiilatorii alan inegin degerlendirilmesi

Bu callsman( amacl] Mannheimia haemolytica ile yiikleme ile es zamanlOolarak veya
bundan bir giin sonra s(grlara uygulanan DNA immiinomodiilatériiniin etkinligini

belirlemektir.

Immiinomodiilator

Bu ¢al §mada kullan Tan immiinomodiilatér Omek 1°de yukar(da acklanan bilesimdir.

Cal sma Hayvanlar |
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Siitten kesme yas nda olan ve ortalama ag/rlig| aklaslk 300 Ibs (136 kg) olan 84 Siyah-
Alaca s/gIrl,/ mevcut solunum hastal/g! geemisi olmayan bir siirliden seg¢ilmistir, Her bir
ayr s g1 ilk basta degerlendirilmis ve sagl kK durumunun iyi oldugu belirlenmistir, 84
sgrn, her biri 12 s[glidan olusan vyedi tedavi grubuna bolinmustir. Yalnlzca
Mannheimia haemolytica i¢in asanmam(§ olan hayvanlar ¢al Smaya dahil edilmistir.
Hayvanlar i hi¢ biri, DNA immiinomodiilatériiniin uygulanmas nidan énceki 30 gin
icerisinde  bir antimikrobiyal ajan almamistir. Tedavi gruplarfa, DNA
immiinomodiilatériniin degisen dozlar[ asag da Tablo 2.1°de belirtildigi gibi tedavi
giniinde uygulanm/(std DNA mmminomodilatoriiniin seyreltime semas(Tablo 2.2°de
verilmigtir. DNA immiinomodiilatérii intramiiskiiler yolla ve sol omuza kraniyal olarak,
nukal ligamente ventral olarak ve slgirlarin juguler oluklar na kaudo-dorsal olarak

uygulanmlgt i

Asag'da bahsedildigi gibi, Tedavi Giin 0, sfgirlarlm degerlendirildigi ve saglik
durumlar 7 1 iyi oldugunun belirlendigi ilk se¢imden sonra ¢allsman 1 baglang(g tarihini
ifade etmektedir. Tedavi Giin 1, Giin 0’dan bir glin sonras/dM ve bu sekilde devam

etmektedir.

Tablo 2.1. Immiinomodiilatdriin ve Mh Yiiklemesinin Uygulama Program(]

Tedavi|DNA Immiinomodiilatér MH Tedavi

sayls |Immiinomodiilator Uygulama Giinii Yiiklemesi grubu
Dozu (ng) Uygulama bas na

Giinii Hayvan

1 500 0 0 12

2 200 0 0 12

3 50 0 0 12

4 500 1 0 12

5 200 1 0 12

6 50 1 0 12

7 0 (Kontrol) Uygulanmaz 0 12
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Deneysel Yiikleme

0. Giinde, slgirlara toplam 3.12 x 107 koloni olusturma birimi (CFU) Mannheimia
haemolytica yiiklenmistir. Solunum yolu arac T'g ¥la inokiilim uygulanm st 1. 3. Giine
kadar ¢allgma popiilasyonundaki s g dlar i timiiniin BRD morbiditesi i¢in vaka tanmm[C
kars Iad & _pézlemlenmistir (22). Ortalama baslang(¢ glinil bir glindiir.

Degerlendirme

Onceki drnekte oldugu gibi, cal Smanm 1-5. Giiniinde s g tlar cesitli saglR gostergeleri
ac¢ §1idan degerlendirilmistir. Rektal sidaklk ve ortalama giinliik kilo, ¢all§ma uzunlugu
boyunca her giin her bir s[Z[r i¢in belirlenmistir. Hayvanlar her giin yaklagsk ayn[(]
zamanda degerlendirilmistir. Uygulanan immiinomodiilatér dozuna gdre rektal

s c¢akl klar o ortalamalar. ve ortalama giinliik kilo al mhlar| analiz edilmistir.

5. Giinde, tiim sl@/rlara dtenazi uygulanmls ve otopsi yap/lm st 1. Ornek 1°de aglklanan

formiile gdre otopsi s Tas Tida her ayr @t igin akciger lezyon skorlarbelirlenmistir.

Uygulanan immiinomodiilatér dozuna gore modele uyarlanm(g§ akciger lezyon skorlar”

analiz edilmistir.

Sonuclar

Bu ¢al gmada, DNA immiinomodiilatér dozu (6rn. 500 pg, 200 pg ve 50 ug) negatif
kontrole klvasla akciger lezyon skorlarianlaml _©l¢lide azaltm stld. Bununla birlikte,
daha diisik dozlar (200 pg ve 50 pg) akeiger lezyonlar 1 _azaltmadan 500 pg’den daha
iyi performans gostermistir. DNA immiinomodiilatorii uygulama giinii (6rm. Giin 0 veya
1) akciger lezyon skorlar | ile anlamll sekilde baglantll| olmam gtin. DNA
immiinomodiilatér doz gruplar arasinda akciger lezyon skorlarinda istatistiksel farklar
gbézlemlenmemistir. Negatif kontrole klyasla DNA immiinomodiilatérii uygulanan
s g rlarda rektal slcakllk anlamlCél¢lide azalmlistld, ancak dozla baglantI_olmamist(r.
DNA immiinomodilatér dozu ile negatif kontrol aras rida ortalama giinlik kilo alim(

bak mirdan belirgin bir fark gézlemlenmemistir.

DNA immiinomodilatdriiniin negatif kontrolle kars Thst 1Td g nida akciger lezyonlarmil]
azaltmaya yonelik giicli bir egilimi olmustur, dolayd¥la bu iiriiniin BRD salgmnC
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stasnda akciger dokusunu koruma potansiyeline sahip olduguna dair kan't
saglamaktad . Bu callgmada tedavi uygulama giinii akciger lezyonlar lile baglant/1|
olmamlst T, dolaylsiyla inegin DNA immiinomodiilatériinii BRD ile baglant T 1klinik
belirtilerin baglamasndan O6nceki glin veva bununla ayn[ giin almasdd onemli
olmad(g i Jgdstermektedir. Bu sonug, BRD patojenlerine maruz kalma zaman Jgenel
olarak tipik liretim sistemlerinde bilinmediginden ve lretim zinciri igerisinde inegin
yasad g “Lesitli stres faktorlerinin etkisi ile daha da komplike hale geldiginden énem arz
etmektedir. Bu nedenle, iireticilere BRD nin baslamas[ile iligkin olarak uygulamanm
zaman[a¢[SMdan esneklik sunan bir Uiriin sunulmasl]et ve siit sektérlerinde son derece

degerlidir.

Ornek 3. Mannheimia haemolytica ile deneysel yiiklemeden iki giin dnce veya
bununla es zamanl_ olarak bir DNA immiinomodiilatérii alan inegin

degerlendirilmesi

Bu ¢allsmann amac_] Mannheimia haemolytica ile deneysel yiiklemeden iki giin 6nce
veya bununla es zamanl[Jolarak s g[flara uygulanan DNA immiinomodiilatériiniin

etkinligini belirlemektir.

Immiinomodiilatior

Bu ¢al §mada kullan Ian immiinomodiilatér Ornek 1°de yukar(da ag(klanan bilesimdir.

Cal sma Hayvanlar |

Ortalama aglrllgl lyaklaglk 800-1000 Ibs (363-454 kg) olan 96 Siyah-Alaca slglrl,]
mevcut solunum hastallg| gecmisi olmayan bir siiriiden se¢ilmistir. Her bir ayr s/gIr ilk
basta degerlendirilmis ve sagllk durumunun iyi oldugu belirlenmistir, 96 s/gir, her biri
12 sigirdan olusan sckiz tedavi grubuna boliinmiistiir. YalnlZzca Mannheimia
haemolytica i¢in as Ianmam($ olan hayvanlar ¢allSmaya dahil edilmistir. Hayvanlarn
hi¢ biri, DNA imminomodiilatérinin uygulanmasindan énceki 30 glin igerisinde bir
antimikrobiyal ajan almaml(str. Tedavi gruplarna, DNA immiinomodilatériiniin
degisen dozlar Jagag da Tablo 3.1°de belirtildigi gibi tedavi giiniinde uygulanmlstr.

DNA immiinomodilatériiniin  seyreltme semas ] Tablo 3.2’de verilmigtir. DNA
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immiinomodiilatérii intramiiskiiler yolla ve sol omuza kraniyal olarak, nukal ligamente

ventral olarak ve s g rlar n juguler oluklarina kaudo-dorsal olarak uygulanm/gtlr,

Asag da bahsedildigi gibi, Tedavi Giin -2, Tedavi Gruplar(11-3’¢ immiinomodiilatér
uyguland § _zaman ¢al sman 1 baslang(¢ giiniinii ifade etmektedir. Tedavi Giin 0, Giin -

2’den iki giin sonras d 1 ve bu sekilde devam etmektedir.

Tablo 3.1. immiinomodiilatdriin ve Mh Yiiklemesinin Uygulama Program[

Tedavi|DNA Immiinomodiilator MH Tedavi

sayls |Immiinomodiilatér  |Uygulama Giinii Yiiklemesi grubu
Dozu (ng) Uygulama bas nia

Giinii Hayvan

| 200 -2 0 12

2 50 -2 0 12

3 25 -2 0 12

4 200 0 0 12

5 50 0 0 12

6 25 0 0 12

7 0 (Kontrol) -2 0 12

8 0 (Kontrol) 0 0 12

Deneysel Yiikleme

0. Giinde, s g rlara toplam 1.9 x 10'°CFU yiiklenmistir. Solunum yolu arac/liglyla

inokiiliim uygulanm st 1.

Degerlendirme

Onceki 6rneklerde oldugu gibi, calSmann 1-5. Giiniinde s(@Erlar ¢esitli saglk
gostergeleri ac¢/dmdan degerlendirilmistir. 5. Giinde, tiim s g Tlara 6tenazi uygulanm(g
ve otopsi yapdmf§tlr. Otopsi slrasmda her ayr1s @71 icin akciger lezyon skorlar”

belirlenmistir.

23



10

15

20

25

Uygulanan immiinomodiilatér dozuna gbére modele uyarlanmlg akciger lezyon
skorlar i i yan Is fa immiinomodiilator uygulama giiniine goére modele uyvarlanm g

akciger lezyon skorlar analiz edilmistir.

Sonuclar

Bu ¢allsmada, DNA immiinomodiilatér dozu (6rn. 200 pg, 50 pg ve 25 ug) negatif
kontrollere klyasla akciger lezyon skorlar i _Bneml 6l¢ilide azaltmist(r. Bununla birlikte,
DNA immiinomodiilatér doz gruplar Jarasinda akciger lezyon skorlarmda istatistiksel
farklar gbzlemlenmemistir. DNA immiinomodiilatér uygulama giinii (6rn. Giin -2 veya
0) akciger lezyon skorlar Jile anlaml Jsekilde baglant@Dolmustur. immiinomodiilatér
Giin -2 ile kars Ihst vldlg nda 0. Giinde uyguland|ginda akciger lezyonlar nda dnemli

azalma godzlemlenmistir.

Ornek 4. immiinomodiilator ve ldiiriilmiis MH as s 1 1 Mh Yiiklemesi ile birlikte

uygulanmas ]

Bu ¢al Sman(i amacl, Mannheimia haemolytica ile deneysel yiiklemeye tabi tutulmus
s grlara oldiriilmiis MH aglsfile birlikte uygulanan DNA immiinomodulatériiniin

etkinligini belirlemektir.

Immiinomodiilatir

Bu ¢al Smada kullan Ian immiinomodiilatér Ornek 1°de yukar(da a¢(klanan bilesimdir.

Cal sma Hayvanlar |

12 haftallk 81 Siyah-Alaca boga slg 1) meveut solunum hastall§ ge¢misi olmayan bir
stirtiden segilmigtir. Her bir ayr! siglr degerlendirilmis ve sagllk durumunun iyi oldugu
belirlenmistir, Yalnizca Mannheimia haemolytica i¢in as lanmamlis olan hayvanlar
cal gmaya dahil edilmistir. Hayvanlarn hig¢ biri, inok{illim uygulanmasmdan énceki 30

giin igerisinde bir antimikrobiyal ajan almam st 1.

Denevsel Enfeksiyvon ve Yitkleme

Yiikleme veya deneysel enfeksiyon Mannheimia haemolytica inokiilim maruziyetini

icermistir. Organizmalar, ilk inokiiliim igin hayvan basTa 1.7X10° konsantrasyonunda
24



ve ikinci inokiilim igin  2.4X10'° konsantrasyonundan kullan/lm st r. Hayvanlara ayn| |
zamanda bir baska solunum yoluyla bir sprey yilklenmistir, Sprey inokiliimdaki

organizmalar 1 konsantrasyonu hayvan bas/pa 1.9X10' olmustur.

Yukarda a¢kland@C gibi s §1lara uygulanan ve aridan Mannheimia haemolytica
maruziyeti gelen immiinomodiilatériin etkinligi Tablo 3’te ayridt{Cblarak verildigi gibi

on 1ki tedavi grubu ile belirlenmistir.

Tablo 4.3. Callsma Tedavi Gruplar™

Grup |Hedeflenen Doz Tedavi Giinii Hayvan
Giin Temas Say s

T1  |Oldiiriilmiis MH (yag) as[s[{SC) |0 X 7

T2  |Oldiirilmis MH (yag) asSC+|0 X 7
Immiinomodiilatér 500 pg (SC)

T3  |Oldiiriilmiis MH (yag) ass[(SC) |7 X 6

T4 |Oldirilmiis MH (yag) asSC+|7 X
Immiinomodiilatér 500 pg (SC)

T5  |Immiinomodiilatdr 500 pg (SC) |7 X 7

T6  |Immiinomodiilatdr 500 pg (SC) |13 X 7

T7 |Immiinomodiilatér 500 pg (IM) |13 X 7

T8  |Immiinomodiilatér 500 pg (SC) [15% X 7

T9 |Kontrol NC Uygulanmaz [Uygulanmaz |7

T10 [Kontrol CC Uygulanmaz [ X 5

T11 |Kontrol SE Uygulanmaz | X 7

T12 Qldﬁrﬁlmﬁs MH (sulu) assC+|0 X 7
Immiinomodiilatér 500 pg (SC)

Yag MH = Mannheimia haemolytica as8 {Pulmo-Guard® PHM)

Sulu MH = Mannheimia haemolytica as s {One Shot®)

NC = Kar(§tidIimam[s ve sprey ylklenmemis (gegmis gros patolojisi i¢in)
CC = Temas ve sprey yiiklenmis

SE = Ekici yiiklemesi olarak kullan/lm|gtir (Intratrakeal yolla yiiklenmistir)
SE ve NC hari¢ tiim hayvanlara, spreyle yiikkleme yapImlstir

SC = Subkiitan enjeksiyon yolu

IM = Intramiiskiiler enjeksiyon yolu

NA = Uygulanabilir degil

* T8 grubundaki hayvanlar intranazal yiklemeden sonra tedavi edilecektir

25



10

15

20

25

Cal'sman 1 0. Giiniinde, T1, T2 ve T12 gruplar ndaki tiim hayvanlara subkiitan yolla
immiinomodiilatér uygulanm stir. Imminomodiilatdr T3, T4 ve TS gruplarina 7. Giinde
subkiitan yolla uygulanmist T. Immiinomodiilatér Té gruba 13. Giinde subkiitan yolla ve
T7 grubuna intramiskiiler yolla uygulanmistd. Immiinomodiilatér T8 grubuna 15.

Gilinde subkiitan yolla uygulanm/(st 1.

As alan tiim hayvanlar etiket talimatlarma gore as Tanm(§t 1. Immiinomodiilatdr ve asl)
bir lenf diigimii (boyun) yaktrda birbirine olduk¢a yakn uygulanm(st® - iki
enjeksiyon (biri asCli¢in ve digeri immiinomodilatér igin). Subkiitan enjeksiyon yolunu
alan tiim hayvanlara bir lenf diigiimii yakMmMmda alt skapular bdlgede enjeksiyon

yap Im gt 1

(Cal gman 1 10. giiniinde tiim T11 s g dlarl,Is/gldlar| stres altinda birtakmak i¢in yaklas/k
24 saat siireyle bir hayvan kamyonunda bélge digina sevk edilmistir. Callgmanin 11.
glintinde, tiim T11 hayvanlarna Mannheimia haemolytica iceren bir inokiiliimun 20
mL’si transtrakeal yolla uygulanmls ve bunu 4 saat sonra 25 mL inokiilim izlemistir.
Cal$mann 14. ginilinde, T9 hari¢ tim gruplar kar§t 11m<§ ve s[glrlar[stres altnda
b takmak icin yaklas(k 24 saat siireyle bir hayvan kamyonunda bolge disna sevk
edilmistir. NC grubundakiler hari¢ tlim hayvanlar Callgman(n 14. giiniinde 12 ila 16 saat
stireyle biiyiik bir ag(lda kar st 11m § ve ardndan kendi ayr_hg[larna dondiirilmiistiir
{her hayvani ayr_Jbir aglllvardld). Callsmanln 15. giiniinde, 20 mL Mannheimia
haemolytica, T9 ile T11 hari¢ tiim gruplara bir bagka solunum yoluyla uygulanmlst!r.
Hayvanlar ¢al §ma boyunca glinliik olarak klinik anormallikler ve mortalite agls/ndan
gozlemlenmistir, Tiim hayvanlar, hayvanlarin satin allimasindan Onceki taramada
negatiftir veya disiik titreleri vard[r, Hayvanlarid tedavi 6ncesinde yliksek titreleri olup,
bu da hayvanlarin tedavi almadan once serolojik olarak Mannheimia haemolytica’a

dontistiiklerini gostermektedir.
Sonuclar
Grup T8 deki hayvanlar 1 dnemli dlgiide diisiik akciger lezyonlarCvard(r.

Calsma, as(ile birlikte veya as Jolmadan erken koruma baslad @1 J(giin 7) ileri
stirmektedir (T3¢ k yasla T4 ve T5 gruplar[).
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Ornek 5. Bir DNA immiinomodiilatérii ile birlikte uyguland § nda ticari-canlTJasC
ile as Tanan s g ¥larda kazanIm § bag(§ kl g 1n degerlendirilmesi

Bu ¢allsmand amac ] DNA immiinomodiilatériiniin birlikte uygulanmasinm modifiye-
canl_J viral (MLV) aslarni saglad@0 kazandml(s bagskIELC artlelp artltmad(EmnlC

belirlemektir.

Immiinomodiilatir

Bu ¢al smada kullan Tan immiinomodiilatér Ornek 1°de yukar(da a¢klanan bilesimdir.

Cal sma Hayvanlar |

Siitten kesme yasmda olan 72 Siyah-Alaca inegi, mevecut solunum hastal[F[ gegmisi
olmayan bir stiriiden secilmistir. 72 slgld, her biri 12 s @ ndan olugan alt tedavi grubuna
bollinmistir. Her bir ayrl Is/gld degerlendirilmis ve sagllk durumunun iyi oldugu
belirlenmigtir. Siglrlarin tiimi, BHV-1, BVDV tip | ve 2 ve BRSV i¢in serum
antikorundan armfktT. Tlaveten, s@marm@ tamamn 1@ PI-3’e kars[ serum antikor
a¢ S1dan negatif oldugu bulunmustur. Akabinde s g Tlar 1, imminohistokimya ile s[gr

viral diyare virlisii persistan enfeksiyonu i¢in negatif oldugu belirlenmistir.

Tedavi gruplarina, asllile DNA immiinomodiilatoriiniin de@isen dozlar(lasag da Tablo
5.1’de belirtildigi gibi tedavi giiniinde intramiiskiiler yolla uygulanmisti. DNA
immiinomodiilatSriiniin seyreltme semasl] Tablo 5.2°de verilmistir. Callsman( 0.
Guntnde, T1-T4 gruplarindaki tiim hayvanlara immiinomodiilatdr uygulanm gtld. Asl]
alan tiim hayvanlar etiket talimatlarina gére asllanmlstir. Immiinomodiilatér ve asl,)
omzun On klsm da kraniyal olarak birbirine olduk¢a yakn uygulanm gtn - iki

enjeksiyon (biri as igin ve digeri immiinomodiilator igin).
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Tablo 5.1. Immiinomodiilatériin ve As/nln Uygulama Program|

Grup |Hedeflenen Doz As ve/veya |Hayvan
Immiinomodiilator Uygulama |Say § |
Giinii
T1 |MLV +10 12
Immiinomodiilatér (500
ng) IM
T2 MLV +|0 12
Immiinomodiilator (200
ug) IM
T3 |MLV +10 12
Immiinomodiilatér (100
ug) IM
T4 |MLV +10 12
Immiinomodiilatér (50 pg)
IM
T5 |MLV 0 12
T6  |Tedavi yok Uygulanmaz 12
MLV = Mannheimia haemolytica ass 1Bovi-shield®) - modifiye-canl(4-yollu
viral solunum yolu as§]
IM = Intramiiskiiler enjeksiyon yolu

Degerlendirme

0, 13, 28, 27, 34 ve 41. Giinde s(E[rlardan alman uygun hematolojik numunelerden
gelen érneklerde immiinolojik test yap Tm §t 1. Hiicre aracTbaglsklk (CMI) Slctimleri
her numune i¢in yiiriitiilmistiir. Bu cal smaya yonelik hedef patojenler BHV-1, BVDV
1 ve 2 ve BRSV’dir. Laboratuvarlarda dnceden belirtilen hedef patojenler icin uygun

olan standart prosediirler ve yontemler kullan/limist .

Sonuclar

Tiim tedavi gruplararasmda her 6rnek toplama Gilinilinde CMI sonuglarma yonelik
modele uyarlanm(§ veriler belirlenmigtir. Tedavi gruplarl] hiicre tipleri ve antijenlerin

tiimii arasmda, DNA immiinomodiilator tedavi gruplar 7- MLV as Jkombinasyonlar”
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yaln zca MLV as s alan siglrlarla kars last/dlld| g nda istatistiksel farklar (P>0.10) tespit
edilmemistir. Ozellikle, 6 tedavi grubunun her biri i¢in bes hiicre tipinin tamaminda CD
25 EI ekspresyon indeksinin dl¢limleri, 6 tedavi grubunun her biri i¢in bes hiicre tipinin
tamamnda IFNy ekspresyon indeksinin él¢limleri ve 6 tedavi grubunun her biri igin bes
hiicre tipinin tamam nda IL-4 ekspresyon indeksinin 6l¢limleri analiz edilmigtir. 4 BRD
viral patojenin her biri i¢in tahminler olusturulmustur. Bu istatistiksel degerlendirmeler

icin tiim kars Tast Tmalar “yaln Zca MLV™ tedavi grubu ile yap ImlstTr.

Istatistiksel olarak anlaml(P<0.10) tedavi x Giin etkilesimleri, BVDV 1 (Giin 28 ve 35)
ve BVDV 2 (Giin 42) icin tespit edilmistir. Listelenen zaman noktalarm@ hig¢ birinde
BHV-1 i¢in herhangi bir anlamll lbulgu (P>0.10) tespit edilmemistir. Negatit kontrol
tedavi grubu igerisinde antikor serokoruma gozlemlendigi i¢in BRSV verileri analizden
¢ kar Im gt 1. Tlm istatistiksel degerlendirmeler icin tiim karg last rmalar 1 “yalnizca
MLV” tedavi grubu ile yapTim[s oldugunu unutmayall

Tek tek hayvan ag Tl klar Jda callsma srasda toplanm$tT. Yalnlzca MLV grubu ile
karsTast 11d g ida tedavi gruplarC arasfda anlaml”] bulgular (P>0.10) tespit

edilmemistir.

Ozetle, DNA immiinomodiilatérii, MLV asES1M tek basmMa uygulanmasC ile
kars Iast 11d ¢ nda MLV asls_lile birlikte uyguland(glzaman CMI’yUartirmamilst(r.
Bununla birlikte, DNA immunomodilatoriiniin 500 pg’si, MVL asgls_lile birlikte
uyguland g ida hiimoral baglg kl § | artisabilmektedir (6zellikle BVDV). Bununla
beraber, kazan lm g baglglkllkta tutarll bir iyilesme olmamas da ragmen, DNA
imminomodilatoriiniin 500 pg, 200 pg, 100 pg ve 50 pg dozlarinda birlikte
uygulanmas 1MLV aglsmin indiikledigi pozitif immiinolojik etkileri bozmamlgtiT.
[laveten, DNA immiinomodiilatériiniin uygulanmasCile performans (yani ADG) negatif

olarak etkilenmemistir.

Ornek 6. Bir DNA immiinomodiilatorii ile birlikte uyguland§mda ticari-as Jile
as lanan s/g rlarda kazan Imig bag|d/kl/gin degerlendirilmesi

Bu calgmanmn amacl]] DNA imminomodiilatoriiniin - birlikte uygulanmasmn,
etkisizlestirilmis antijen iceren asflarmM saglad(EC kazandm(s bag§RIZO artlep

art imad(§ n_belirlemektir.
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Immiinomodiilatir

Bu ¢al smada kullan lan immiinomodiilatér Omek 1°de yukar/da ac/klanan bilesimdir.

Cal sma Hayvanlar

3-5 aylk olan 48 Siyah-Alaca disi s[[r, mevcut solunum hastal § Jeecmisi olmayan bir
siiriden se¢ilmistir. 48 s[gld, her birt 8 hayvandan olusan altl] tedavi grubuna
bolliinmistir. Her bir ayr_Thayvan degerlendirilmis ve sagl X durumunun iyi oldugu
belirlenmistir. Hayvanlar 1 tiimii, BHV-1, BVDV tip 1 ve 2 i¢in serum antikorundan
ar 1t kt 7. Hayvanlar i ayrica PCR ile s [ viral diyare viriisii persistan enfeksiyonu icin
negatif oldugu da belirlenmistir. Hayvanlar, BRS virlisii ve PI3 viriisiine kargC SNT

titrelerine gore se¢ilmemigtir.

Tedavi gruplarina, asl lile DNA immiinomodiilatdriiniin degisen dozlar! lasag da Tablo
5.1’de belirtildigi gibi tedavi giinlinde intramiiskiiler yolla uygulanm/gtid. Asl,
etkisizlestirilmis antijen olarak BHV1 ve BVDV tip 1 ve 2 ve modifiye canl "PI3 viriisii
ve BRS viriisii i¢ermistir. Immiinomodiilatér ve asCya omzun 6niine kraniyal olarak
hayvan 1 ayn Jtaraffidan ayrColarak ya da ayn[bdlgede hayvanin diger tarafinda ayr[]
olarak ya da bir slilngada kar(slk olarak verilmistir. DNA immiinomodiilatériiniin

seyreltme semas([ Tablo 5.2’de verilmistir.
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Tablo 6.1. Immiinomodiilatériin ve Asnln Uygulama Program|

ug) IM, diger tarafta ayr(]
olarak

Grup |Hedeflenen Doz As[ ve/veya |Hayvan
Immiinomodiilatér Sayls/
Uygulama Giinil
T1 Plasebo (Dekstroz %5} 0 8
T2  |AsCH Dekstroz IM, ayr(blarak |0 8
T3 |AsO+ Immiinomodiilatér (200 8
ug) IM, karls 'k
T4  |As| H Imminomodiilatér (2000 8
ug) IM, karl§ &
T5  |AsH Immiinomodilatér (2000 8
ug) IM, aynD tarafta ayr]
olarak
T6 |AslLH Immiinomodiilatér (200(0 8

asls! |

(Rispoval®)
IM = Intramiiskiiler enjeksiyon yolu

As[= kombine (etkisizlestirilmis ve modifiye canl(4-yollu viral solunum yolu

Degerlendirme

0,3,5 7,9, 11, 14, 17, 20, 23 ve 27. Giinde sfgfrlardan al Ban uygun hematolojik
numunelerden gelen 6rneklerde immiinolojik test yapdm§td. Bu c¢allSmaya yonelik
hedef patojenler BHV-1, BVDV 1 ve 2’dir. Bilgi i¢cin BRS viriisti ve PI3 viriisiine karg[]

antikor titreleri de belirlenmistir. Laboratuvarlarda onceden belirtilen hedet patojenler

i¢in prosediirler olarak standart Serum Notralizasyon testleri (SNT) kullan{Imlst(x.

Sonuclar

Istatistiksel olarak anlaml({P<0.010) tedavi x Giin etkilesimleri, BVDV 1 (Giin 27) i¢in
tespit edilmistir. Listelenen zaman noktalarinin herhangi birinde 2’de BHV1 igin ve
BVDV tip 1 i¢in tiim diger zaman noktalar nda anlamll Ibulgular (P>0.10) tespit

edilmemistir. BRSV ve PI3 titrelerinin sonuglar daha fazla degerlendirilmemistir ¢iinkii
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hayvanlar c¢allsman/n baslang d nda secrolojik olarak negatif degildir. Bu nedenle
tedavinin etkisi dogrulanamamigt . Tiim istatistiksel degerlendirmeler igin  tiim
kars Tast tmalarn “Asl ve Dekstroz%5” tedavi grubu ile yaplImls oldugunu

unutmayal 1h.
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