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A
şı amaçlı patojen 
inaktivasyonuna ilişkin 
ilk rapor, Daniel Elmer 
Salmon ve Theobald 
Smith tarafından gü-
vercinlere bir domuz 

kolera etkeninin ısıyla inaktif hale 
getirilerek yapılmasıyla başlamıştır (1). 
Bu gelişme, inaktive edilmiş patojenlerle 
bağışıklamanın bulaşıcı hastalıklara karşı 
koruyucu olduğunun bilim dünyasındaki 
ilk kanıtıdır. Bu gelişmeyi takip eden 15 
yıl içerisinde insanlar için ölümcül olan 
tifo, kolera ve veba gibi hastalıklara karşı 
inaktif bakteriyel aşılar geliştirilmiştir. Aynı 
yıllarda, Pasteur’ün tavşan omuriliğinde 
ürettiği ve kısmi olarak inaktif ettiği kuduz 
virüsü preparatları ile viral enfeksiyonlara 
karşı bağışıklamanın da temelleri atılmış-
tır. Bununla beraber, gerçek anlamda 
inaktive viral aşıların büyük ölçeklerde 
üretilerek aşı olarak kullanılmaları hücre 
kültürünün keşfiyle başladı. In vitro şart-
larda fibroblast hücrelerinde poliovirüsün 
üretilmesi ve inaktivasyonuyla hazırlanan 
çocuk felci aşısının üretilmesiyle Enders, 
Weller ve Robbins 1954 yılında Nobel 
tıp ödülü aldılar (1).

Genel olarak, tüm inaktive viral aşılar 
benzer bir üretim sürecini takip eder. 
Patojenin büyük miktarlarda üretilerek 
aşı antijeni hazırlamak için canlı bir sis-
teme ihtiyaç vardır. Tarihsel olarak aşı 
üreticileri, primer hücre kültürleri, döl-
lenmiş yumurtalar ve hatta virüs üreti-
mi için canlıları kullanarak aşı antijen 
üretimi yapmışlardır (2, 3). Günümüz-
de hücre hatlarının sürekli daha yaygın 

kullanım alanı bulması ve azaltılmış 
üretim maliyetleri, artan aşı güvenliği 
ile nispeten büyük ölçekte üretim avan-
tajları getirmiştir (3). Özellikle son yıllar-
da viral aşıların üretiminde kullanılan 
devamlı hücre hatlarının farklı teknoloji-
lere sahip biyoreaktörlerde üretilmesiy-
le standart ve optimize koşullar sağlan-
mış ve kısa zamanda büyük ölçeklerde 
üretim imkânı oluşmuştur (1, 3).

Virüs üretimi yapıldıktan sonra, kısmi 
olarak saflaştırılan ve konsantre edi-
len virüs kültürü kimyasal yöntemler, 
fiziksel yöntemler veya ikisinin bir kom-
binasyonunu ile inaktive edilir. Virüs 
inaktivasyonu farklı yöntemlerle ger-
çekleştirilmektedir. Bu yöntemler ara-
sında ısı, askorbik asit, etilenimin türev-
leri, ultraviole ışınları, hidrojen peroksit 
ve gama ışınlaması yöntemleri sayılabi-
lir. Bununla birlikte insan viral aşılarının 
inaktivasyonu için yalnızca kullanılan 
formaldehit ve β-Propiolakton (BPL), yıl-
lardır lisanslı aşılarda kullanılmaktadır. 
İnaktif aşı üretiminde güvenlik ve etkin-
lik açısından en önemli basamaklardan 
birisi virüs inaktivasyon işlemidir. 1955 
yılında ABD’de Cutter laboratuvarların-
da üretilen çocuk felci aşısının uygun 
şekilde saflaştırılamaması ve oluşan 
hücre debrislerine inaktivan ajan olan 
formaldehitin etki edememesi sonu-
cunda polio virüsü tam olarak inaktive 
edilememiştir. Bunun sonucunda aşı-
lanan 40 bin çocukta abortif myelitis 
oluşurken 51 çocuk felç geçirmiş ve 
5 çocuk hayatını kaybetmiştir. Bu trajik 
olay, inaktif aşıların üretimiyle ilgili pro-

sedürlerin daha sıkı kurallar içerisinde 
yapılmasını sağlamıştır (1, 4).

Yüksek bir güvenlikli aşı üretiminde 
virüs inaktivasyonu analizleri büyük 
önem taşımaktadır. Virüsün inakti-
vasyon kinetiği tamamen anlaşılmalı 
ve inaktivasyonun tam gerçekleştiği 
farklı metotlarla doğrulanmalıdır. İnak-
tivasyon kinetiği her bir patojen ve 
inaktivasyon metoduna göre farklılık 
göstermektedir. Bu nedenle, inaktive 
edilmiş aşı bulkında inaktivasyonun 
tekrarlanabilir olduğunu kesinlikle gös-
terilmelidir. Her bir aşı bulkında veya 
proses içi ara ürünlerde inaktivasyon 
testleri genellikle in vitro hücre kültürü 
bazlı çalışmalarla yapılabileceği gibi 
bu in vivo olarak da yapılabilir. In vitro 
kültürlerde virüsün varlığı veya yokluğu 
şu şekilde tespit edilebilir: litik virüsler 
için hücre kültüründe sitopatik etkinin 
(CPE) gözlenmesi şeklinde yapılırken 
litik olmayan virüsler için polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PZR), antijen belirlen-
mesinde kullanılan immunofloresans 
(IFA) yöntemi yanında ikinci bir adım 
olarak aşı materyalinin uygun bir de-
ney hayvanlarına verilmesini takiben 
hastalık semptomlarının takip edilmesi-
dir. Başarılı bir inaktivasyon, canlı virüs 
aktivitesinin tamamen inhibe edilmesi 
yanında inaktive edilmiş virüsün antijen 
kalitesinin korunmasıyla sağlanır (5). 

İnaktivasyon işleminden sonra viral 
bulkının kontaminantlarını uzaklaştır-
mak için saflaştırma işlemleri yapılır. 
Aşağı yönde işleme (downstream 
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process), konakçı hücrelerden veya 
kültür ortamından kaynaklanan konta-
minantları ortadan kaldırmayı amaçlar. 
Kontaminantlar immünolojik ve biyo-
lojik tepkilere neden olabileceğinden, 
düzenleyici yönergelere uygun miktar-
larda kontaminantların uzaklaştırılması 
gerekir. Virüsün iyonize pH değeri, yü-
zey hidrofobikliği, bir zarfın varlığı veya 
yokluğu, virüs parçacıklarının çapı ve 
kararsızlığı saflaştırmada kullanılacak 
yöntemlerin belirlenmesinde önemli 
rol oynamaktadır. Virüsler; proteinler, 
peptitler, glikoproteinler gibi biyomo-
leküllerle karşılaştırıldığında oldukça 
büyüktür. Proteinler tipik olarak 0.005 
ile 0.08 106 Da büyüklüğe sahip iken 
virüsler genellikle 5x106 Da daha bü-
yük ve 1000 nm’ye kadar bir boyuta 
sahip olabilir. Viral boyuta dayalı saf-
laştırma stratejileri yoğunluk gradiyent 
ultrasantrifüj, ultrafiltrasyon, iki fazlı 
çöktürme (iki fazlı presipitasyon) ve 
boyut dışlama kromatografisi (SEC) 
olarak sayılabilir. Sezyum klorür (CsCl) 
veya sükroz gradiyentleri kullanan 
yüksek hızlı hazırlayıcı santrifüjleme 
(ultrasantrifüjleme), geleneksel olarak 
birçok viral işlemi işlemek için kullanıl-
mıştır. Genel olarak, gradiyent santrifüj-
leme kararsız viral partiküller için bile 
fiziksel olarak uygundur; ancak, emek 
yoğun, zaman alıcı ve ölçek büyütme 

için pratik değildir. Bazı virüsler, polieti-
len glikol (PEG), amonyum sülfat veya 
kalsiyum fosfat gibi için kimyasallarla 
çökeltilerek daha sonra düşük hızdaki 
santrifüjle belirli saflıkta aşı antijeni alı-
mında kullanılmaktadır. Bununla bera-
ber saflaştırma işlemi yeterli olmadığı 
taktirde ikinci bir metot ile saflaştırma 
yapılmaktadır. Ayrıca, hücresel bile-
şenlerden viral partiküllerin ayrılmasın-
da; PEG, dekstran veya polivinil alkol 
içeren sulu iki fazlı ayırma sistemleri 
başarıyla kullanılmaktadır. Membran 
bazlı teğetsel akış filtrasyon (TFF) tek-
nikleri, özellikle ultrafiltrasyon ve mik-
rofiltrasyon yöntemleriyle saflaştırma 
için aşağı akış sürecinde uygulanabi-
lir yöntemlerdir. Özellikle içi boş fiber 
çapraz akışlı membranların açık akış 
yolu virüs parçacıklarının ve kaymaya 
duyarlı proteinlerin nazikçe işlenmesini 
destekler, bu nedenle virüsün yapısal 
bütünlüğüne zarar vermez (1, 5, 6). 

Ölçek büyütmeye uygun saflaştırma 
protokolleri genellikle kromatografi 
yöntemlerine dayanan prosedürleri 
içerir. Virüs partiküllerinin katı fazlara 
adsorpsiyonu uygun ve pratik bir saf-
laştırma sağlar. Adsorpsiyona bağlı ko-
romotografik yöntemlerin yüksek akış 
hızlarında yapılabilmesi, kararsız virüs-
lerin biyolojik aktivitesine zarar verme-
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den saflaştırılması, ölçek büyütmenin 
kolay olması ve işletme maliyetlerinin 
nispeten ucuz olması gibi avantajları 
bulunmaktadır. Bununla birlikte, uygun 
kromotografik yöntemlerin virüsün fizik-
sel ve kimyasal yüzey özellikleri dikkate 
alınarak yapılması gerekmektedir. Sık 
kullanılan kromotografik yöntemlerden 
bir diğeri afinite kromatografisidir. İki 
molekül arasındaki spesifik ve geri dö-
nüşümlü bağlanma üzerine kurulmuş 
bir ayırma ve saflaştırma yöntemidir. 
Günümüzde, viral partiküllerin saflaş-
tırılmasında birden fazla kromotografik 
yöntemin kombinasyonu sıklıkla kulla-
nılmaktadır (5, 6). 

İnaktif aşı üretiminde proseslerinde 
hücre üretiminden virüs kültivasyonu-
na, viral bulkın konsantrasyonundan 
saflaştırma işlemlerine kadar olan bü-
tün süreçlerde kalite-kontrol testlerinin 
yapılması gerekmektedir. Aşı üretimi 
sırasında ve sonrasında; virüs inakti-
vasyon kinetiği ve inaktivasyonun tam 
olarak gerçekleştiğinin ortaya konma-
sı, potens, safsızlık, sterilite, stabilite ve 
hücresel DNA miktarı vb. rutin kontrol 
testleri yapılmaktadır (5, 6). 

İnaktif aşılar immun yanıtı tek başlarına 
yeterince uyarmadığı için formülasyon-
larında adjuvant bulunmaktadır. İnaktif 

aşılarda en çok kullanılan aluminyum 
hidroksit adjuvantıdır.  Lisanslı insan 
aşılarında şu anda kullanılan adju-
vanlar arasında alüminyum tuzları, su 
içinde yağ emülsiyonları (MF59, AS03 
ve AF03), virozomlar ve AS04 (alümin-
yum tuzu ile monofosforil lipid A pre-
parasyonu (MPL)) bulunmaktadır. Ayrı-
ca, bazı inaktif aşılarda daha uzun raf 
ömrü sağlanması için koruyucu mad-
deler (thiomersal, magnezyum klorid) 
aşı formülasyonunda bulunmaktadır. 
Formülasyonu yapılan inaktif aşıların 
steril şartlarda flakon ya da şırınga do-
lumu gerçekleştirilir (5, 6, 7). 

Günümüzde, hem formaldehit hem 
-Propiolakton ile inaktive edilerek ha-

zırlanmış yedi lisanslı viral aşı vardır. 
Poliovirüs (PV), Hepatitis A (HAV), Ja-
pon Ensefalit Virüsü (JEV) ve kene ile 
bulaşan Ensefalit Virüsü (TBEV) for-
maldehit ile inaktive edilerek hazırla-
nan inaktif viral aşılardır. Kuduz ve grip 
virüsü aşıları  -Propiolakton ile inak-
tive edilerek hazırlanmış viral inaktif 
aşılardandır. Ayrıca, COVID-19’a karşı 
lisanslanmış inaktif aşıların inaktivasyo-
nun da  - Propiolakton kullanılmaktadır 
(8, 9, 10, 11).

Viral ajanlara karşı inaktif aşı geliştiril-
mesi oldukça uzun araştırma süreç-
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lerini gerektirmektedir. İnaktif aşıların 
geliştirilmesinde en önemli basamak-
lardan birisi virüsün izole edilmesidir. 
Genel olarak, virüs izolasyonu hücre 
kültürlerinde yapılmaktadır. Virüsün 
hücre kültürüne adaptasyonu, üreme 
kinetiği ve titresi belirlenmelidir. Ayrıca 
izole edilen virüsün gen dizilimi ortaya 
çıkarılarak genetik karakterizasyonun 
yapılması önem taşır. Bir diğer önemli 
aşama çeşitli yöntemlerle yapılan virü-
sün inaktivasyon işlemidir. İnaktivasyon 
kinetiğinin ortaya konulması ve sonuç-
ların tekrar edilebilir olması gerekmek-
tedir. Hücre kültürüne uyarlanarak 
karakterizasyonu yapılan virüsün ana 
tohum bankaları ve çalışma bankaları 
oluşturulur ve kayıt altına alınır. Aynı şe-
kilde virüsün üretileceği hücre hattının 
kalite kontrol ve karakterizasyon çalış-
maları sonrasında ana tohum bankaları 
ve çalışma bankaları oluşturulur (1, 5). 

Yukarıda geniş bir şekilde açıklanan 
inaktif aşı hazırlama prosedürleri la-
boratuvar ölçeğinde gerçekleştirilerek 
klinik öncesi çalışmalara geçilir. Aşı 
adayının immun yanıtı uyarıp uyarma-
dığı ve koruyucu etkinliğinin ortaya ko-
nulması için virüse duyarlı deney hay-
vanlarında yapılan aşılamalar yapılır. 
Belirli periyotlarla aşılanmış olan deney 
hayvanlarından kan serumu, periferal 
kan mononükleer hücreler, salgısal ör-
nekler ve dalak hücreleri gibi örnekler 
alınarak aşı adayının immunojenitesi 
belirlenir. Aşı adayının koruyuculuğu-
nun ortaya konması için son aşılama-
dan genellikle 2-3 hafta sonra virüs ile 
challenge yapılarak hastalık belirtileri, 
ağırlık kaybı, vücut ısısında değişim-
ler, sağ kalım oranı gibi parametreler 
incelenerek aşı adayının koruyuculuğu 
belirlenir. Ayrıca, aşı adayının tercihen 
primatlarda da etkinliği, belirli dozlarda 
verildiğinde toksik etkilerinin belirlen-
mesi çalışmaları İyi Laboratuvar Uygu-
lamalar yönetmenliğine uygun şekilde 
yapılır (1, 5, 6, 12). 

Klinik öncesi çalışmalar başarıyla 
sonuçlandığı durumlarda, klinik faz 
çalışmalarına (Faz 1-3) geçilir. Klinik 
çalışmalar öncesinde, laboratuvar öl-
çeğinde üretilen aşı antijenin büyük 
ölçeklerde üretiminin yapılması ve 
standardizasyonun sağlanmasıyla aşı 
adayının yüksek miktarlarda üretile-
bilme kapasitesi ve fizibilitesi ortaya 
konulur. Klinik çalışmalar için üretilen 
aşı antijeni İyi Üretim Uygulamaları 
yönetmeliğine uygun şartlarda gerçek-

leştirilmelidir. Gerçek zamanlı stabilite 
çalışmaları yapılarak aşı adayının raf 
ömrü belirlenir. Ayrıca gerek üretim es-
nasında gerekse de üretim sonrasında 
(son ürün) otoritelerce belirlenen kalite 
kontrol testlerinin yapılması zorunludur. 

Klinik faz çalışmaları sağlıklı gönüllüler-
de ve İyi Klinik Uygulamalar yönetmeli-
ğine göre yapılır. Klinik faz 1 çalışmala-
rında en önemli parametre aşı adayının 
güvenli olması ve aşıya bağlı ciddi yan 
etkilerin olmamasıdır. Faz 2 ve faz 3 
çalışmalarında yüzlerce ve binlerce 
sağlıklı gönüllüde aşı adayının güvenli-
liği ve etkinliği belirlenir. Klinik faz çalış-
maları başarıyla tamamlanan aşı adayı 
Faz 4 aşamasında aşının ruhsatlandı-
rılması ve seri üretiminin yapılmasıyla 
yaygın kullanıma geçer (5, 6). 

2020 yılında başlayan COVID-19 pande-
misi bütün dünyada ciddi bir halk sağlığı 
sorunu olmaya devam etmektedir. CO-
VID-19 pandemi sürecinde aşıların ne 
kadar stratejik bir konu olduğu bir kez 
daha anlaşılmıştır. Ülkemizde COVID-
19’a karşı geliştirilen inaktif viral aşı 
(TÜRKOVAC) faz 3 aşamasındadır (11).

Diğer aşı platformlarında olduğu gibi 
viral inaktif aşı geliştirilmesi de farklı 
disiplinlerin bir arada çalışmasını ge-
rektiren süreçleri kapsamaktadır. Viral 
inaktif aşı adaylarının geliştirilme sü-
reçlerinde doktoralarını viroloji bilimin-
de yapmış ehliyetli uzman araştırıcılar 
büyük öneme sahiptir. Ayrıca, “aşı bili-
mi” alanında uzmanlaşmış immunolog-
lar, moleküler biyologlar, farmakologlar, 
kimyagerler, hücre kültür sistemleri 
alanında uzmanlaşmış araştırıcılar ve 
biyomühendis gibi uzmanların bir ara-
ya gelmesi ve multidisipliner çalışma-
ların yapılması hayati öneme sahiptir. 
Aşı bilimi konusunda yetişmiş insan 
gücü yanında aşı Ar-Ge çalışmaları-
nın yapılacağı alt yapının sağlanması 
gerekmektedir. Aşı bilimi Ar-Ge çalış-
maları uzun soluklu ve yüksek tekno-
loji gerektiren laboratuvarlarda yapılan 
çalışmalardır ve bu bağlamda altyapı 
yatırımlarının yapılması önem arz et-
mektedir. Aşı bilimi konusunda çalışan 
üniversiteler, enstitüler, kamu kuruluş-
ları ve özel sektör arasındaki iş birlik-
lerinin artırılması ve aşı ekosisteminin 
oluşturulmasıyla gelecekte ortaya çı-
kabilecek yeni pandemiler ve salgınla-
ra karşı stratejik bir silah olan aşıların 
kısa sürede geliştirilmesi ve üretilmesi 
mümkün olacaktır.
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