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vercinlere bir domuz
kolera etkeninin isiyla inaktif hale
getirilerek yapiimasiyla baglamistir (1).
Bu gelisme, inaktive edilmis patojenlerle
bagisiklamanin bulagici hastaliklara karsi
koruyucu oldugunun bilim dtinyasindaki
ilk kanitidir. Bu gelismeyi takip eden 15
yil igerisinde insanlar i¢in dlumcdl olan
tifo, kolera ve veba gibi hastaliklara kargi
inaktif bakteriyel agllar gelistirimistir. Ayni
yillarda, Pasteur’in tavsan omuriliginde
drettigi ve kismi olarak inaktif ettigi kuduz
virlsU preparatlari ile viral enfeksiyonlara
karsi bagisiklamanin da temelleri atilmis-
tir. Bununla beraber, gercek anlamda
inaktive viral asilarin buyuk élceklerde
Uretilerek agi olarak kullaniimalari hticre
kaltaranan kesfiyle bagladi. In vitro sart-
larda fibroblast hiicrelerinde poliovirisin
Uretilmesi ve inaktivasyonuyla hazirlanan
cocuk felci asisinin Gretilmesiyle Enders,
Weller ve Robbins 1954 yilinda Nobel
tip 6dulu aldilar (1).

Genel olarak, tum inaktive viral asilar
benzer bir Uretim sudrecini takip eder.
Patojenin bUyUk miktarlarda Uretilerek
asl antijeni hazirlamak i¢in canli bir sis-
teme ihtiyac vardir. Tarihsel olarak asi
Ureticileri, primer hdcre kulttrleri, dol-
lenmis yumurtalar ve hatta virds Ureti-
mi igin canlilari kullanarak agi antijen
Uretimi yapmiglardir (2, 3). Ganimuz-
de hdcre hatlarinin surekli daha yaygin
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kullanim alani bulmasi ve azaltimig
Uretim maliyetleri, artan asi guvenligi
ile nispeten bUyuk 6lcekte Uretim avan-
tajlan getirmistir (3). Ozellikle son yillar-
da viral agilarin Uretiminde kullanilan
devamli hicre hatlarinin farkl teknoloji-
lere sahip biyoreaktérlerde Uretilmesiy-
le standart ve optimize kosullar saglan-
mis ve kisa zamanda buyUk 6l¢eklerde
Uretim imkani olusmustur (1, 3).

VirGs Uretimi yapildiktan sonra, kismi
olarak saflastirilan ve konsantre edi-
len virls kdltard kimyasal yontemler,
fiziksel yontemler veya ikisinin bir kom-
binasyonunu ile inaktive edilir. Virls
inaktivasyonu farkli yéntemlerle ger-
ceklestiriimektedir. Bu ydntemler ara-
sinda is1, askorbik asit, etilenimin tlrev-
leri, ultraviole isinlari, hidrojen peroksit
ve gama isinlamasi yéntemleri sayilabi-
lir Bununla birlikte insan viral asilarinin
inaktivasyonu i¢in yalnizca kullanilan
formaldehit ve -Propiolakton (BPL), yil-
lardir lisansl agllarda kullaniimaktadir.
inaktif agl Uretiminde gtivenlik ve etkin-
lik agisindan en 6nemli basamaklardan
birisi virus inaktivasyon iglemidir. 1955
yiinda ABD’de Cutter laboratuvarlarin-
da Uretilen ¢cocuk felci asisinin uygun
sekilde saflastirlamamasi ve olusan
hicre debrislerine inaktivan ajan olan
formaldehitin etki edememesi sonu-
cunda polio virist tam olarak inaktive
edilememistir. Bunun sonucunda agi-
lanan 40 bin ¢ocukta abortif myelitis
olusurken 51 c¢ocuk felg gecirmis ve
5 ¢ocuk hayatini kaybetmistir. Bu trajik
olay, inaktif agilarin dretimiyle ilgili pro-
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sedurlerin daha siki kurallar igerisinde
yapiimasini saglamistir (1, 4).

Yiksek bir guvenlikli asi Uretiminde
viris inaktivasyonu analizleri buyUk
6nem tasimaktadir. VirGsun inakti-
vasyon kinetigi tamamen anlasiimali
ve inaktivasyonun tam gerceklestigi
farkll metotlarla dogrulanmalidir. inak-
tivasyon kinetigi her bir patojen ve
inaktivasyon metoduna gore farklilk
gbstermektedir. Bu nedenle, inaktive
edilmis asi bulkinda inaktivasyonun
tekrarlanabilir oldugunu kesinlikle gos-
teriimelidir. Her bir asi bulkinda veya
proses ici ara UrUnlerde inaktivasyon
testleri genellikle in vitro hdcre kulttrt
bazli galigmalarla yapilabilecegi gibi
bu in vivo olarak da yapilabilir. In vitro
kulttrlerde virtsun varligi veya yoklugu
su sekilde tespit edilebilir: litik virtsler
icin hlcre kultirinde sitopatik etkinin
(CPE) gozlenmesi seklinde yapilirken
litik olmayan virusler i¢in polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PZR), antijen belirlen-
mesinde kullanilan immunofloresans
(IFA) yoéntemi yaninda ikinci bir adim
olarak asi materyalinin uygun bir de-
ney hayvanlarina verilmesini takiben
hastalik semptomlarinin takip edilmesi-
dir. Basarili bir inaktivasyon, canli virls
aktivitesinin tamamen inhibe edilmesi
yaninda inaktive edilmis virdsin antijen
kalitesinin korunmasiyla saglanir (5).

inaktivasyon isleminden sonra viral
bulkinin - kontaminantlarini  uzaklastir-
mak icin saflagtirma islemleri yapilir.
Asagl yonde isleme (downstream



process), konakgi hucrelerden veya
kultur ortamindan kaynaklanan konta-
minantlar ortadan kaldirmayi amaclar.
Kontaminantlar immunolojik ve biyo-
lojik tepkilere neden olabileceginden,
duzenleyici ydnergelere uygun miktar-
larda kontaminantlarin uzaklastiriimasi
gerekir. Virisun iyonize pH degeri, yU-
zey hidrofobikligi, bir zarfin varligi veya
yoklugu, virs pargaciklarinin gapi ve
kararsizligi saflastirmada kullanilacak
yéntemlerin  belirlenmesinde  6énemli
rol oynamaktadir. VirUsler; proteinler,
peptitler, glikoproteinler gibi biyomo-
lekullerle karsllastiridiginda oldukga
buydktur. Proteinler tipik olarak 0.005
ile 0.08 106 Da buyukltge sahip iken
virsler genellikle 5x106 Da daha bu-
yUk ve 1000 nm'ye kadar bir boyuta
sahip olabilir. Viral boyuta dayali saf-
lastirma stratejileri yogunluk gradiyent
ultrasantrifdj, ultrafiltrasyon, iki fazh
¢coktlrme (iki fazli presipitasyon) ve
boyut diglama kromatografisi (SEC)
olarak sayilabilir. Sezyum klorar (CsCl)
veya sUkroz gradiyentleri kullanan
yUksek hizli hazirlayici santriftjleme
(ultrasantriftjleme), geleneksel olarak
bircok viral islemi islemek icin kullanil-
mistir. Genel olarak, gradiyent santrifUj-
leme kararsiz viral partikdller icin bile
fiziksel olarak uygundur; ancak, emek
yogun, zaman alici ve 6lgek blyutme

icin pratik degildir. Bazi virtsler, polieti-
len glikol (PEG), amonyum sulfat veya
kalsiyum fosfat gibi icin kimyasallarla
cokeltilerek daha sonra dusUk hizdaki
santrifljle belirli saflikta agi antijeni ali-
minda kullaniimaktadir. Bununla bera-
ber saflagtirma islemi yeterli olmadig
taktirde ikinci bir metot ile saflastirma
yapiimaktadir. Ayrica, hdcresel bile-
senlerden viral partikullerin ayrimasin-
da; PEG, dekstran veya polivinil alkol
iceren sulu iki fazli ayirma sistemleri
basariyla kullaniimaktadir. Membran
bazli tegetsel akis filtrasyon (TFF) tek-
nikleri, 6zellikle ultrafiltrasyon ve mik-
rofiltrasyon yéntemleriyle saflastirma
icin asaQ akis sUrecinde uygulanabi-
lir yontemlerdir. Ozellikle ici bos fiber
capraz akigli membranlarin agik akis
yolu virls parc¢aciklarinin ve kaymaya
duyarl proteinlerin nazikce islenmesini
destekler, bu nedenle virisun yapisal
buttinlugune zarar vermez (1, 5, 6).

Olcek buyitmeye uygun saflagtirma
protokolleri  genellikle  kromatografi
yéntemlerine dayanan prosedurleri
igerir. VirGs partikullerinin kati fazlara
adsorpsiyonu uygun ve pratik bir saf-
lastirma saglar. Adsorpsiyona bagl ko-
romotografik ydntemlerin yiksek akis
hizlarinda yapilabilmesi, kararsiz virUs-
lerin biyolojik aktivitesine zarar verme-
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Tarihsel olarak asi Ureticileri,
primer hucre kultarleri,
doéllenmis yumurtalar ve hatta
virts Uretimi icin canlilar
kullanarak asi antijen Uretimi
yapmislardir. Guntmuzde
hicre hatlarinin strekli

daha yaygin kullanim alani
bulmasi ve azaltiimig Uretim
maliyetleri, artan asi guvenligi
ile nispeten buyuk dlcekte
Uretim avantajlari getirmistir.
Ozellikle son yillarda viral
asllarin Uretiminde kullanilan
devamli htcre hatlarinin

farkli teknolojilere sahip
biyoreaktdrlerde uUretilmesiyle
standart ve optimize kosullar
saglanmis ve kisa zamanda
buyuk 6lceklerde Uretim
imkani olusmustur.

34 | SD KIS 2022

den saflastirimasi, 6lgek blyutmenin
kolay olmasi ve isletme maliyetlerinin
nispeten ucuz olmasi gibi avantajlar
bulunmaktadir. Bununla birlikte, uygun
kromotografik yontemlerin viriisdn fizik-
sel ve kimyasal yuzey 6zellikleri dikkate
alinarak yapilmasi gerekmektedir. Sik
kullanilan kromotografik yontemlerden
bir digeri afinite kromatografisidir. iki
molekul arasindaki spesifik ve geri do-
nUsUmlU baglanma Uzerine kurulmus
bir ayirma ve saflastirma yéntemidir.
GUnUmuzde, viral partiktllerin saflag-
tinimasinda birden fazla kromotografik
yoéntemin kombinasyonu siklikla kulla-
nilmaktadir (5, 6).

inaktif asi Uretiminde proseslerinde
hdcre Uretiminden virds kultivasyonu-
na, viral bulkin konsantrasyonundan
saflastirma islemlerine kadar olan bU-
tln sUreclerde kalite-kontrol testlerinin
yapiimasi gerekmektedir. Agsi Uretimi
sirasinda ve sonrasinda; virUs inakti-
vasyon kinetigi ve inaktivasyonun tam
olarak gerceklestiginin ortaya konma-
sl, potens, safsizlik, sterilite, stabilite ve
hicresel DNA miktari vb. rutin kontrol
testleri yapiimaktadir (5, 6).

inaktif agilar immun yaniti tek baslarina
yeterince uyarmadigi i¢in formulasyon-
larinda adjuvant bulunmaktadir. inaktif

asllarda en ¢ok kullanilan aluminyum
hidroksit adjuvantidir.  Lisansl insan
asllarinda su anda kullanilan adju-
vanlar arasinda aliminyum tuzlari, su
icinde yag emulsiyonlari (MF59, ASO3
ve AF03), virozomlar ve AS04 (alimin-
yum tuzu ile monofosforil lipid A pre-
parasyonu (MPL)) bulunmaktadir. Ayri-
ca, bazi inaktif asilarda daha uzun raf
OmrU saglanmasi igin koruyucu mad-
deler (thiomersal, magnezyum klorid)
asl formulasyonunda bulunmaktadir.
Formulasyonu yapilan inaktif asilarin
steril sartlarda flakon ya da siringa do-
lumu gercgeklestirilir (5, 6, 7).

GUnUmuzde, hem formaldehit hem
B-Propiolakton ile inaktive edilerek ha-
zirlanmis yedi lisansli viral agi vardir.
Poliovirts (PV), Hepatitis A (HAV), Ja-
pon Ensefalit Virust (JEV) ve kene ile
bulasan Ensefalit Virist (TBEV) for-
maldehit ile inaktive edilerek hazirla-
nan inaktif viral asilardir. Kuduz ve grip
virist asllari p -Propiolakton ile inak-
tive edilerek hazirlanmis viral inaktif
asllardandir. Ayrica, COVID-19'a karsi
lisanslanmig inaktif asilarin inaktivasyo-
nun da - Propiolakton kullaniimaktadir
(8,9, 10, 11).

Viral ajanlara karg! inaktif asi gelistiril-
mesi olduk¢a uzun arastirma surec-



lerini gerektirmektedir. inaktif asilarin
gelistiriimesinde en énemli basamak-
lardan birisi virGsun izole edilmesidir.
Genel olarak, virls izolasyonu htcre
kultdrlerinde  yapilmaktadir.  VirGsun
hdcre kultirune adaptasyonu, Ureme
kinetigi ve titresi belirlenmelidir. Ayrica
izole edilen viristn gen dizilimi ortaya
cikarilarak genetik karakterizasyonun
yapiimasi 6énem tasir. Bir diger 6nemli
asama cesitli ydntemlerle yapilan virt-
stin inaktivasyon islemidir. inaktivasyon
kinetiginin ortaya konulmas| ve sonug-
larin tekrar edilebilir olmasi gerekmek-
tedir. Hucre kulturtne uyarlanarak
karakterizasyonu yapilan virisin ana
tohum bankalari ve ¢alisma bankalari
olusturulur ve kayit altina alinir. Ayni se-
kilde virtsun dretilecegi hticre hattinin
kalite kontrol ve karakterizasyon calig-
malari sonrasinda ana tohum bankalari
ve calisma bankalari olusturulur (1, 5).

Yukarida genis bir sekilde aciklanan
inaktif asl hazirlama proseddrleri la-
boratuvar 6lgeginde gerceklestirilerek
klinik 6ncesi caligsmalara gegilir. Agl
adayinin immun yaniti uyarip uyarma-
digi ve koruyucu etkinliginin ortaya ko-
nulmasi i¢in virlse duyarll deney hay-
vanlarinda yapilan asilamalar yapilr.
Belirli periyotlarla agilanmig olan deney
hayvanlarindan kan serumu, periferal
kan mononUkleer hucreler, salgisal or-
nekler ve dalak hicreleri gibi érnekler
alinarak asi adayinin immunojenitesi
belirlenir. Asl adayinin koruyuculugu-
nun ortaya konmasi igin son asilama-
dan genellikle 2-3 hafta sonra virUs ile
challenge yapilarak hastalik belirtileri,
agirlik kaybi, vlUcut isisinda degisim-
ler, sag kalim orani gibi parametreler
incelenerek agl adayinin koruyuculugu
belirlenir. Ayrica, asi adaymnin tercihen
primatlarda da etkinligi, belirli dozlarda
verildiginde toksik etkilerinin belirlen-
mesi calismalari lyi Laboratuvar Uygu-
lamalar yénetmenligine uygun sekilde
yapilir (1, 5, 6, 12).

Klinik 6ncesi calismalar basariyla
sonuglandigl durumlarda, klinik faz
galismalarnina (Faz 1-3) gecilir. Klinik
galismalar 6ncesinde, laboratuvar 6l-
ceginde Uretilen asl antijenin blytk
Olgeklerde Uretiminin  yapilmasi ve
standardizasyonun saglanmaslyla asl
adayinin ytksek miktarlarda Uretile-
bilme kapasitesi ve fizibilitesi ortaya
konulur. Klinik c¢alismalar igin Uretilen
asl antijeni lyi Uretim Uygulamalari
yonetmeligine uygun sartlarda gercgek-

lestiriimelidir. Gergek zamanl stabilite
calismalar yapilarak asi adaymnin raf
omrU belirlenir. Ayrica gerek Uretim es-
nasinda gerekse de Uretim sonrasinda
(son Urn) otoritelerce belirlenen kalite
kontrol testlerinin yapilmasi zorunludur.

Klinik faz calismalari saglikli génalltler-
de ve lyi Klinik Uygulamalar yénetmeli-
gine gore yapilr. Klinik faz 1 ¢aligmala-
rinda en 6nemli parametre asi adayinin
glvenli olmasi ve aslya bagl ciddi yan
etkilerin olmamasidir. Faz 2 ve faz 3
calismalarinda yuzlerce ve binlerce
saglikh gonullide asl adayinin glvenli-
ligi ve etkinligi belirlenir. Klinik faz ¢alig-
malari basariyla tamamlanan asi adayi
Faz 4 asamasinda asinin ruhsatlandi-
riimasi ve seri Uretiminin yapilmasiyla
yaygin kullanima geger (5, 6).

2020 yilinda baslayan COVID-19 pande-
misi bUttin dinyada ciddi bir halk saghgi
sorunu olmaya devam etmektedir. CO-
VID-19 pandemi surecinde asilarin ne
kadar stratejik bir konu oldugu bir kez
daha anlasimistir. Ulkemizde COVID-
19'a kargl gelistirilen inaktif viral agi
(TURKOVAC) faz 3 asamasindadir (11).

Diger asl platformlarinda oldugu gibi
viral inaktif asi gelistirimesi de farkli
disiplinlerin bir arada ¢alismasini ge-
rektiren suregleri kapsamaktadir. Viral
inaktif asi adaylarinin geligtirime su-
reclerinde doktoralarini viroloji bilimin-
de yapmis ehliyetli uzman arastiricilar
buylk 6neme sahiptir. Ayrica, “asl bili-
mi” alaninda uzmanlasmis immunolog-
lar, molekUler biyologlar, farmakologlar,
kimyagerler, htcre kultir sistemleri
alaninda uzmanlagsmig arastiricilar ve
biyomUuhendis gibi uzmanlarin bir ara-
ya gelmesi ve multidisipliner ¢alisma-
larin yapilmasi hayati 6neme sahiptir.
Asl bilimi konusunda yetismis insan
glcu yaninda asl Ar-Ge calismalari-
nin yapilacagl alt yapinin saglanmasi
gerekmektedir. Asi bilimi Ar-Ge calis-
malari uzun soluklu ve yuksek tekno-
loji gerektiren laboratuvarlarda yapilan
caligsmalardir ve bu baglamda altyapi
yatinmlarinin yapilmasi énem arz et-
mektedir. Agl bilimi konusunda ¢alisan
Universiteler, enstitller, kamu kurulus-
lar ve 6zel sektdr arasindaki is birlik-
lerinin artinimasi ve asi ekosisteminin
olusturulmaslyla gelecekte ortaya ¢i-
kabilecek yeni pandemiler ve salginla-
ra karsl stratejik bir silah olan asilarin
kisa sUrede gelistirilmesi ve Uretiimesi
mUumkun olacaktir.
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