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PANDEMIK INFLUENZA ASILARI
PANDEMIC INFLUENZA VACCINES

Osman Sadi YENEN *

Ozet: Influenza viruslari mevsimsel epidemilere ve kimi kez de diinya Slgeginde yaygin, siddetli
pandemilere neden olurlar. Yirminci yiizyilda ortaya ¢ikan ii¢ pandemi milyonlarca 6liime neden
olmustur. Boylesi salgmlarin etkisini sinirlamak i¢in giivenilir ve etkin asilarin varligi onemlidir ve
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yiiksek dncelikli olarak degerlendirmektedir.

Giinlimiizde, mevsimsel insan influenza asilarma ek olarak, prepandemik ve pandemik asilarin gerekli
oldugu konusunda bir uzlas1 vardir. Bu yazida prepandemik/pandemik influenza asilar1 konusunda
giincel bilgiler gbzden gecirilmistir.

Anahtar sozciikler: Influenza; Asilar; Pandemi; As1 ruhsatlandirma; Skalen; Suda yag emiilsiyonlari;
Hiicre substratlar

Summary: Influenza viruses have caused seasonal epidemics, and, on occasions, globally
widespread, severe pandemic influenza outbreaks. Three influenza pandemics emerged in 20 century
caused millions of death. The availability of safe and effective vaccines is important to limit the
impact of such outbreaks and considered a high priority by the World Health Organization.

Today, in addition to seasonal human influenza vaccines, there is a concensus on requiring
prepandemic and pandemic vaccines. This paper has reviewed up-to-date information on
prepandemic/pandemic influenza vaccines.

Keywords: Influenza; Vaccines; Pandemic; Vaccine licensing; Squalene; Oil-in-water emulsions;
Cell substrates

Influenza viruslart mevsimsel salgimlar yaninda kimi kez pandemik salgimlara yol agarlar. Yirminci
yiizyilda tanik olunan ii¢ pandemi (1918’de HINT1, 1957°de H2N2 ve 1968’de H3N2) yaninda bir
pandemi tehdidi (1997°den bu yana stiren H5N1) ve 21. Yiizyilin ilk pandemisi (HIN1 2009) olarak
degerlendirilen salgin yeni influenza viruslarinin ortaya ¢ikiglarinin birbirlerine benzemediklerini,
pandemi olusturacak sus hakkinda 6ngoriide bulunmanin gii¢ oldugunu ve virus suslarmin biyolojik
(ve sonugta klinik) davramslarmimn kendine 6zgii oldugunu gostermistir. Influenza salginlarma bagl
oliimler ve influenza asilarmin koruyuculuktaki rolleri gerek HSN1 tehdidi gerekse influenza A
(HINT) 2009 pandemisi nedeniyle influenza asilari {izerinde yogunlasilmasima yol agmistir. HSN1
suslart i¢in gelistirilen prepandemik asilara iliskin klinik ¢aligmalar yaymlanmaya baslamis (40),
influenza A (HIN1) 2009 i¢in gelistirilmis asilar belli l¢itide olarak kullamlmistir. Influenza A (HIN1)
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2009 pandemisinin mevsimsel influenzadan kimi klinik farklar gosterse de korkuldugu denli siddetli
hastaliga yol agmamasi as1 kullanimini smirlamis (Ornegin Bat1 Avrupa’da dagitilan toplam 179
milyon doz asinin yaklasik beste biri kullanilmistir; http://www.ema.europa.eu/pdfs/influenza/
35608710en.pdf) ve influenza asilar1 hakkinda tartigmalarin baglamasina yol a¢mustir
(http://www.who.int/mediacentre/multimedia/pc_transcript 29 march 10 fukuda.pdf), (http:/
assembly.coe.int/CommitteeDocs/2010/20100604 H1N1pandemic e.pdf).

Bu yazida genel olarak influenza asilari, 6zel olarak prepandemik ve pandemik asilarin
gelistirilmesindeki bilimsel temeller ve tiretim stiregleri ele almacaktir.

Influenza A viruslari ve antijenik cesitlilik mekanizmalar

Orthomyxoviridae ailesinden olan influenza viruslar negatif kutupsallasmali (sense), tek iplikli ve
segmentli RNA’dan olusan bir genoma sahiptirler (influenza viruslarinin biyolojisi Kaynak 6’da
gdzden gegirilmistir). influenza viruslarinin, niikleoprotein ve matriks proteinlerinin antijenik
farkliliklar1 temelinde ayrilmis ve A, B ve C tipi (ya da cinsi, genus) olarak adlandirilan tig tipi vardir.
Dizileme calismalari bunlarin ortak bir genetik onciile sahip oldugunu gostermekteyse de genetik
olarak dylesine ayrismislardir ki tipler arasinda RNA genom segmentlerinin degisimi (reasorman;
asa@tya bakiniz) soz konusu degildir. Influenza A ve B viruslar1 8 segmentli, influenza C virusu ise
7 segmentli genoma sahiptirler. Segmentler, en uzunundan baglayarak azalan uzunluklarina gore
numaralandirilmiglardir.

Influenza A viruslarinda 1, 3, 4 ve 5 nolu segmentler birer protein kodlarlar: sirastyla Polimeraz
Bazik 2 [PB2], Polimeraz Asidik [PA], Hemaglutinin [HA] ve Niikleoprotein [NP] proteinleri.
Segment 2 tiim influenza viruslarinda polimeraz alt birimi olan PB1°1 kodlar. Kimi influenza A
viruslarinin bu segmenti bir aksesuvar protein olan PB1-F2’yi de kodlamaktadir. Bu 87 amino asitlik
(aa) kiictik protein pro-apoptotik etkinlige sahiptir ve ne influenza B ne de influenza C viruslarinda
benzerine rastlanmaktadir (6). Influenza A virusunun 6, 7 ve 8. segmentleri, sirastyla, Noraminidaz
[NA], Matriks 1 [M1] ve Nonstriiktiirel protein 1[NS1] ile NEP/NS2 proteinlerini kodlarlar. influenza
A genomunda Matriks 2 [M2] iyon kanal proteini de 7 numarali segmentte kodlanmaktadir. HA ve
NA proteinleri glikoprotein yapisindadirlar ve viriyonun yiizeyinde, konak hiicreden tiiretilmis kiliftan
uzayan yiizeyel ¢ikintilar halinde bulunurlar. Bir viriyonda HA say1s1 yaklasik 500 kadardir ve HA/NA
orani da kabaca 5/1 veya 4/1°dir.

Influenza A viruslari, HA ve NA proteinlerinin antijenik 6zellikleri temelinde alt tipler olarak
siniflandirilmaktadirlar. Bu farkl antijenik 6zelliklerden yola ¢ikilarak 16 HA (H1-H6) ve 9 NA (N1-
N9) alt tip belirlenmistir. Bu alt tiplerin tiimii, herhangi bir belirgin hastaliga neden olmaksizin
kendilerini yaban su kuslarinda siirdiirmektedirler (38). Bunlar arasindan sadece H5 ve H7 alt tipleri
baska secenek konaklara (6rnegin, kiimes hayvanlarina) bulastiklarinda ileri derecede patojen bir
ozellik kazanirlar. Ote yandan, influenza A viruslarinin en azindan 18 memelide bulunabildigine
iliskin kanitlar elde edilmistir (18). Insanlarda cesitli alt tipler (H1, H2, H3, HS, H7 ve H9) izole
edilmekteyse de sadece 3 HA (H1, H2 ve H3) ile 2 NA (N1, N2) alt tipleri salgmlara (epidemilere)
neden olmaktadirlar. Influenza A’nim iki alt tipi (HIN1 ve H3N2) ile influenza B insanlar arasinda
1977°den bu yana mevsimsel olarak dolasmaktadirlar. influenza B ve C viruslar igin alt tipler
tanimlanmamustir.

Influenza A viruslarinda basat immiinojenik proteinler virusun konak hiicrelere girisini
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kolaylastiran HA, progeni viruslarin enfekte hiicrelerden saliverilmesini saglayan NA ve
replikasyonun gergeklesebilmesi i¢in viriyonun asidifikasyonundan sorumlu olan
transmembran bir proton kanali proteini M2’dir. HA proteinine kars1 gelisen antikorlar
influenza i¢in en gii¢lii notralizan antikorlardir ve enfeksiyon gelisimini onlerler. Buna karsilik
NA proteinine kars1 gelisen antikorlar enfeksiyonu onlemekte yetersiz kalsalar da hastaligin
siddetini ve siiresini azaltirlar. Bu ikinciler néraminidaz inhibitorii antiviral ilaglarin da
hedefidirler. Influenza A viruslarina 6zgii M2 proteinlerine karst gelisen antikorlar ise farkl1 alt
tipten viruslarin enfeksiyonlar1 arasinda capraz etkilidirler, ancak koruma diizeyleri diistiktiir.
Ote yandan, insanlarda homotipik antikorlar 6nemli diizeyde koruyucudurlar ve etkin koruma
saglarlar, oysa bagka alt tiplerin HA ve NA’larina kars1 gelismis (heterotipik) antikorlar ve
hiicresel bagisik yanitlar uzun siireli bagisiklik olusturmakta az etkilidirler (45).

Influenza A viruslar1 farkli mekanizmalar kullanarak devamli olarak evrimlesmektedirler. Bu
mekanizmalar1 antijenik siiriiklenme (driff), antijenik kayma (shift), rekombinasyon ve glikozilasyon
olarak siralamak olanaklidir.

Antijenik siiriiklenme (drift)

Influenza A viruslarinin evrimlesmesinde en 6nemli mekanizmalardan biri ¢ok sayida nokta
mutasyona yol agabilen (yani antijenik degismeye yol acabilen) bir mekanizma olan, virus
genomunun RNA segmentlerinin replikasyonu sirasinda virus RNA polimerazinin hata diizeltme
(proofireading) yeteneginin olmamasidir. Dolayistyla virusun her replikasyonunda virus genomunun
cesitli segmentlerinde nokta mutasyonlar olugur. Bu mutasyonlarin biiyiik cogunlugu nétraldir ve
proteinlerin konformasyonunu etkilemezler; ancak kimi mutasyonlar, konak antikorlarmnin
baglanmalarini etkileyecek sekilde virus proteinlerinde degisikliklere neden olurlar (Kaynak 5 ve
8’de gozden gegirilmistir). Sonug olarak, bir 6nceki dolasan suslara kars1 gelismis ya da agilamayla
uyarilmus antikorlar artik yeni, antijenik siirliklenmeye/degismeye ugramis enfeksiyon etkeni viruslara
kars1 koruma saglayamazlar. Yine, HA’daki antijenik siirliklenmenin (driftin) konak bagisiklik sistemi
tarafindan uygulanan se¢ilim basincindan kaynaklandigina iliskin ¢ok sayida 6rnek vardir. Antijenik
degisme influenza A ve B viruslarmin tiim suslarinda ortaya ¢ikmasina karsin gozlenen evrimlesme
kaliplar1 influenza A’da alt tiplere gore degismektedir. Ornegin influenza A (H1)’de drift varyantlar
bir¢ok soy hattiyla birlikte dolasimda bulunurlar (influenza B viruslari i¢in de benzer bir durum s6z
konusudur); bu da eski suslarm yeniden basat sus olarak ortaya ¢ikmasina olanak tanir. Oysa 6rnegin,
influenza A (H3) viruslarinda yeni varyantlar genellikle eskilerin yerini almaktadirlar.

Bir yillik siire igerisinde H ve N amino asit dizilerindeki mutasyon sikliginin % 1’den az oldugu

hesaplanmaktadir ve olusan antijenik farkliliklarin serolojik testlerle (6rnegin, hemaglutinasyon
inhibisyon testi) saptanabilmesi 2-5 yillik bir siireyi almaktadir (2). Siirekli antijenik degisme,
mevsimsel influenza asilar icerisinde bulundurulacak viruslarin belirlenebilmesi i¢in influenza
viruslarmin siirekli izlenmelerini gerektirmektedir.

Antijenik kayma (shift)

Influenza A (ve B) viruslarmm evrimlesmelerindeki bu ikinci mekanizma kaynagmi virusun segmentli
yapisindan almaktadir. ki ya da daha ¢ok influenza virusuyla enfekte bir konak hiicresinde virus alt
tiplerinin segmentleri arasinda degisimler olur. Bir bagka deyisle, segmentlerin reasormani, yani viral
gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesi s6z konusudur. Bu mekanizmanin en 6nemli sonucu yeni



52

influenza virus suslarinin (alt tipler) ortaya ¢ikmasidir ki bunlar influenza pandemilerine yol
acabilirler. Ornegin, insan topluluklarmin bagisik olmadiklar1 yeni PB1, H ve/veya N proteinlerinin
bu yolla kazanilmalari 1957 ve 1968 pandemilerinin baglica kaynagidir. Farkl influenza A alt tipleriyle
cogul enfeksiyonlar sirasinda goriilebildigi gibi, bu mekanizma, 6rnegin, mevsimsel influenza
viruslar tlirtimstilerinde kimi fenotipik (6rnegin, antijen yapist ya da ilag direnci) ozelliklerin
kazanilmasi ya da kaybedilmesinde de rol oynamaktadir (intrasubtipik reasorman) (17).

Ote yandan, 1918 Ispanyol gribi etkeni influenza A (HIN1) rneginde de goriildiigii gibi, zoonotik
bir influenza virusunda insandan insana etkin bulasma ortaya c¢ikaracak sekilde dogrudan

mutasyon/larm bir sonucu olarak da antijenik kayma (siff) gelisebilmesi olanakli gibi gériinmektedir
(34).

Rekombinasyon

Bu mekanizma, influenza A viruslarinda, kalip doniistimii (femplate switching) yoluyla olusan
rekombinasyonun ifadesidir. Boylesi bir rekombinasyon farkli suslarin RNA segmentlerinden
parcalarin rekombinasyonu seklinde olabildigi gibi iki farkli RNA segmentinden parcalarin
rekombinasyonu halinde de gelisebilir ve virusun patojenitesinde degismelere yol agabilir. Yine de
bdylesi rekombinasyonlarin daha ¢oklukla avian influenza viruslarinda ortaya ¢iktigi, insan influenza
viruslarinda ise nadiren gozlendigi yolunda veriler elde edilmistir (21). Ote yandan, domuz influenza
viruslari ile insan influenza viruslar ve/veya soguga adapte edilmis insan influenza as1 viruslar
arasinda da rekombinasyon olaylar1 saptanmustir.

Glikozilasyon

HA proteini siyalik asit igeren konak hiicre reseptorlerine virusun tutunmasindan ve enfeksiyon
stirecinde membran flizyonundan sorumludur. HA monomerlerinin kiiresel bir yap1 gosteren bag
kismi ve sap boliimiinde oligosakkaridler (glikanlar) yerlesiktir. Bunlar HA’nin islevsel 6zelliklerini
etkilemektedirler. Nitekim, farkli avian influenza A (HIN1) viruslarindaki glikozilasyon kaliplarmin
klasik reseptor baglanma yeteneklerini etkiledigi/degistirdigi gosterilmistir (29).  Bu
oligosakkaridlerin yap1 ve bilesimleri viral genomun amino asit dizilimleri ve tiredikleri konak
hiicrelerdeki enzimlerle belirlenmektedir . Dolayistyla bir yandan virustaki mutasyonel dinamiklere
(drift), bir yandan da virusun enfekte ettii konak hiicrelerin 6zelliklerine gore degismeler
gostermektedirler. influenza A viruslarinin farkli subtipleri arasinda HA’nmn bas kismindaki
glikozilasyon alanlarinda biiyiik degisiklikler goriiliiyorken sap kismindaki oligosakkaridler goreceli
olarak iyi korunmuslardir ve fiizyon aktivitesi i¢in gereklidirler (49). NA proteinin de alttipler ve
suslar arasinda farkli glikozilasyon kaliplart gosterdigine iliskin veriler elde edilmektedir.

Influenza viruslarma karsi bagisikhik

Influenza viruslarina karsi gelisen bagisiklik dogal ve edinsel bagisikhigin cok sayidaki elemanini
icermektedir. Dogal bagisiklik sistemi enfeksiyonunun ilk giinlerinde virus replikasyonunu
sinirlandirirken, goreceli olarak 6zgiil degildir ve enfeksiyona kars1 koruyuculuk saglamak tizere
aktivasyon siirecleri hentiz yeteri kadar etkin degildir.

Uc influenza A virusu proteini enfeksiyon sirasmnda giiclii antikor yanitlar1 olustururlar: NP, NA ve
HA. NP hiicre yiizeylerinde sergilenmesine ve hedef hiicrelerin tahribi i¢in kullanilabilmesine ragmen
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anti-NP antikorlarinin influenza viruslarina karsi gelisen bagisiklikta 6nemli bir rol oynadiklar
gosterilememistir. NA’ya 6zgiil antikorlar virusun hiicrelerden saliverilmesini dnlerler ve bulasmay1
sinirlandirirlar. HA’ya 6zgiil antikorlar virusun hiicre membranlarma tutunmasini ve/veya flizyonunu
engelleme yoluyla virusun hiicreye girisini 6nlerler ve bu antikorlar, bagisiklik sisteminin influenza
virus enfeksiyonlarmi 6nleyen tek efektor islevidir. Sonug olarak, epidemiyoloji ve asilama agisindan
simdiye dek saptanmis en 6nemli virus proteinidir (22). M2 daha az immiinojeniktir, fakat capraz
koruma asilamasi i¢in umut verici bir hedeftir, ¢linkii onun hiicre disindaki kisa hedef bolgecigi
(domain) ileri derecede korunmustur ve antikorlar 6ldiiriicii dozlara kars1 koruyucudurlar. Bu durum,
antikor baskist altinda antijenik olarak hizla evrimlesen HA ve NA’nin tam tersine bir durumdur.

Ote yandan, influenza A (HIN1) 1918 virusuna kars1 gelismis antikorlarm (HIN1) 2009 virusu igin
kismi koruma 0zelligine sahip olmasinin iki virusun HA proteinlerinin benzer glikozilasyon
kaliplarna sahip olmalarindan kaynaklanabilecegine iligkin veriler elde edilmistir (43).

Koruyuculugun karsihklar

HAya kars1 gelismis susa 6zgiil notralizan antikorlar enfeksiyona ve klinik hastaliga karsi korunmanin
birincil immiin efektdrleridir. Ote yandan, NA’ya karsi gelisen antikorlar virustan temizlenmeyi
artirarak hastaligm siddetini azaltabilmektedirler. Insan serumlarinda 1:32-1:40 hemaglutinasyon
inhibisyon (HI) titreleri genel olarak ‘koruyucu titreler’ olarak kabul edilmektedir (Kaynak 41°de
gozden gecirilmistir). Bu smirlarin bireylerin ancak yaklasik %50’°sinin korunacag titreler
olduklarinin ve enfeksiyondan korunmayi garanti edecek bir titre degerinin bulunmadiginin
belirtilmesi gerekir. Yine de serumdaki anti-HA antikor titrelerindeki artis genellikle influenza
enfeksiyonuna direngle uyumludur, diisiik antikor titreleri ise influenza viruslartyla karsilasan kisilerde
artmis hastalik riskiyle iliskilidir.

Influenza virusunun hiicreye girisinin engellenmesinde sekretuvar IgA (sIgA) IgG ya da monomerik
IgA’ya gore cok daha etkilidir. inaktif influenza asilar1 intramiiskiiler olarak verilmektedir; bu nedenle
de 1yi serum antikor yanitlari indiiklemelerine karsin yerel mukozal antikor gelisimleri zayiftir. Buna
karsilik yerel olarak uygulanan canli ateniie asilarin kullanilmasi virusa 6zgiil IgA yanitlarini
uyarmaktayken yetersiz serum antikor yanitlart gelistirirler. Her iki tip asmin da klinik etkinligi
benzerken, kolayca anlasilabilecegi gibi, korunmanin immiin karsiliklart farklidur.

Mevsimsel influenza asilari

Mevsimsel influenza agilart HIN1 ve H3N2 alt tiplerinden birer influenza A virusu ile bir influenza
B virusu icermektedirler (trivalan/iiglii as1). Bu asilarin dolasan influenza viruslarinin HA ve NA
proteinlerindeki mutasyonlari (antijenik drift) karsilayabilmesi i¢in her 1-3 (ya da daha fazla) yilda
bir yenilenmelerine gereksinim vardir (Kaynak 16, 33 ve 46’da gézden gegirilmistir).

Inaktif agilar 60 yili askin bir zamandan bu yana kullaniimaktadirlar. Tipik olarak, dolasimdaki virusun
HA ve NA segmentlerine sahip bir tohum virus iiretmek lizere reasorman yontemi kullanilmakta ve
virusun geri kalan segmentlerini, embriyonlu tavuk yumurtalarinda yetkin tiremeyi saglamak tizere
A/Puerto Rico/8/34 (HINI1) virusunun segmentleri olusturmaktadir. Virusla enfekte edilen
embriyonlu tavuk yumurtalarinin allantoik sivisi zonal santrifiigasyon ya da kolon kromatografi
yontemleriyle saflastirilmakta ve yogunlastirilmakta ve daha sonra da formalin ya da B-propiolakton
ile inaktive edilmektedir. Deterjanlar ya da eter ile muamele ve vRNP komplekslerinin
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uzaklastirilmasi, intramtiskiiler ya da subkutan olarak uygulanabilen split ya da subiinit asilarin
iiretilmesine olanak tanimaktadir. Genel olarak, bir embriyonlu tavuk yumurtasindan 1 doz trivalan
as1 Uretlimektedir. Bir doz as1 her bir sustan 15 mikrogram olmak iizere toplam 45 mikrogram HA
icermektedir.

ABD’de 2-49 yas arasindaki bireylerde kullanilmak iizere canli atenilie bir influenza asisi
ruhsatlandirilmastir. Kisaca, A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) virusunun ya da B/Ann Arbor/1/66 virusunun
diisiik 1silarda ardisik pasajlart 1stya duyarli, soguga adapte olmus ve ateniie viruslarin gelisimini
saglamaktadir. Bundan sonra bu viruslar, bu 6zellikler zemininde dolagimdaki viruslarin HA ve NA
genlerine sahip tohum viruslarm elde edilmesi i¢in dolasimdaki vahsi tip influenza viruslartyla reasorte
edilirler.

Rusya’da ilk ateniie as1 A/Leningrad/134/17/57 soguga adapte tohum viruslarinin elde edilmesiyle
iiretilmeye baslanmis ve ilk klinik ¢alismalar 1961-1964 doneminde 6nce saglikli erigskinlerde daha
sonra da 1-6 yas cocuklarda gerceklestirilmistir. 1-2 yaslardaki ¢ocuklarda kabul edilemez
semptomlarin gelismesi lizerine uygulama birakilmistir. Erigkinlerde ve 3-6 yas arasi cocuklarda %692
oraninda HAI antikor titrelerinde 4 kat ya da iistiinde artiglar saptanmis ve asilanmislarda
asilanmayanlara gore influenza atak oranlarinda 6nemli diistisler gézlenmistir (20).

Canl ateniie agilar hem hiimoral hem de hiicresel bagisik yanitlari uyarirlar ve bu nedenle de inaktif
asilara tistiin olarak kabul edilmektedirler. Gergekten de, bebekler ve kiiciik ¢ocuklarda canli atentie
influenza agilan inaktif asilardan daha iyi koruma saglamaktadirlar, ancak yan etkiler kimi kez bir
sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Asi iceriginde yer alacak suslarin belirlenmesi

Yukarida da deginildigi gibi influenza enfeksiyonlarina karsi koruyucu bagisiklikta birincil hedef HA
proteinidir ve antijenik siirliklenme (driff) nedeniyle HA proteinlerinin antijenik 6zellikleri zaman
icerisinde degismektedir. Bu &zellikten hareketle Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 1947°de
kurulan ve simdilerde 96 iilkedeki 125 merkezden olusan Kiiresel influenza izleme Ag1 (The World
Health Organization Global Influenza Surveillance Network, WHO GISN) araciligtyla, influenza agt
suslar1 segimi amacina yonelik olarak influenza drift mutantlarin gelisimi ve gogleri izlenmektedir.
Bu merkezlerde toplanan yerel dolasimdaki virus 6rnekleri DSO’niin, ABD, Avustralya, Ingiltere ve
Japonya’daki 4 influenza referans laboratuvarindan birine gonderilir. Bu laboratuvarlarda
hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testleri kullanilarak suslarin antijenik 6zellikleri belirlenir (Kaynak
31 ve 42°de gozden gecirilmistir). Bu laboratuvarlarin olusturdugu HI test sonuglari verilerinden,
Ingiltere’de Cambridge Universitesi Patojen Degerlendirme Merkezinde influenza viruslarinin
antijenik haritalar1 olusturulur ve suslar arasindaki antijenik farkliliklar saptanir. Bu farkliliklarm
yaklasik % 10 kadarmim da HA geninin HA1 bolgeciginin dizileme yontemiyle genetik incelemesi
de yapilir. Boylelikle suslardaki antijenik degisikliklerin yani sira ortaya ¢ikmakta olan evrimsel
egilimlerin de 6ngoriilmesi olanakli olur.

Influenza asis1 sus segiminin ana bilesenleri halen dolasimda olan suslarla as1 suslar1 arasindaki
ortiismeyi degerlendirmek ve yeni ortaya ¢ikan varyantlari tanimlamaktir. Eger as1, halen dolanimda
olan suglarla 6rtlismiiyor ya da yeni ortaya ¢ikan bir varyantin yaklagmakta olan influenza mevsiminde
ana varyant olaca@1 ongoriilityorsa as1 icerigi giincellenir. DSO Influenza As1 Igerigi Danisma Grubu
yilda iki kez toplanarak Kuzey Yarikiire i¢in Subat ayinda, Giiney Yarikiire i¢in de Eyliil ayinda as1
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icerigi Onerilerini belirler. Ancak bu asamada ag1 tohum suglar1 tanimlanmaz; bu siire¢ ABD’de,
Avrupa Birligi (AB)’nde, Avustralya’da ve Japonya’da birbirine benzer ancak farkl isleyislerle
(asagtya Influenza asilar1 ruhsatlandirma siireci boliimiine bakiniz) tamamlanir (31, 32). Siirveyans
sirasinda elde edilen suslar hiicre kiiltiirlerinde izole ediliyorlarsa da asi suslarinin yumurtada
pasajlanmalari gerekir. Tohum viruslar, yukarida da deginildigi gibi, influenza A(HIN1) i¢in A/Puerto
Rico/8/34 (HIN1) veya benzerleri kalip viruslarda reasorman yontemiyle saglanir ya da influenza B
i¢in dogrudan yumurta pasajlarma adapte suglar kullanilir. Tohum viruslarmn eldesinde kullanilan bir
baska yontem de tersine genetik ad1 verilen yontemdir. Tersine genetik yontemi baslica yumurtada
etkin iiretimi saglanamayan viruslarin eldesi i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemde, yine biitiin
genlerinin klonlandig1 plazmidlerden olusturulmus bir A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) omurgasinda
klonlanmis hedef virus HA ve NA genlerinin rekombinasyonuyla tohum viruslar elde edilir.

Tohum viruslarin olusturulmasi her zaman istenildigi 6l¢iide basarili olmaz. Son 15 yillik siire
icerisinde Kuzey Yarikiire i¢in a1 formiilasyonunda 15 degisiklik 6nerildigi halde en azindan 4 tam
ortiismezlik ve 12 kismi drtiismezlik deneyimlenmistir (1). Ornegin 1997-1998, 2003-2004, 2004-
2005 ve 2005-2006 mevsimlerinde influenza A(H3N2) a1 viruslartyla tohum viruslarin ortiigmedigi
saptanmistir. Bu donemde influenza A viruslariyla boyle bir sorun yasanmamisken influenza B
viruslartyla ii¢ kez 6rtiismezlik deneyimlenmistir (44). Ortiismezlik kimi kez aday virusun yumurtaya
adapte edilememesinden kaynaklanabilir. Omegin 2003-2004 mevsiminde influenza A (H3N2) Fujian
yumurtaya adapte edilememis, bunun tizerine bir dnceki y1l tohum viruslar kullanilmis, bu da asi
etkinligini olumsuz etkilemistir. B susu i¢in de 2009 yilinda benzer bir sorun yasanmustir. Ote yandan
influenza viruslarinin yumurtada izolasyonu da memeli hiicrelerinden daha ¢ok ozellikle avian
hiicreler iizerinde bulunan belli bir karbonhidrat bagini tantyan viruslarin segilimine yol agar.
Dolaystyla kimi kez yumurtada tiretimin dogrudan kendisi ortiismezligin kaynagi olabilmektedir. Bu
antijenik farkliliklar yaninda yumurtada iiretimin bir pandemi halinde yetersiz kalmas iireticileri
hiicre kiiltiirlerinde tiretime yoneltmistir (32).

Prepandemik ve pandemik influenza asilar

Prepandemik influenza virus asilar, tiir engelini agabilen hayvan influenza viruslarinin varlig
durumunda, DSO tarafindan heniiz diizey 6 pandemi evresi uyarisi yapilmans bir pandemi tehdidine
kars1 gelistirilmis agilarken, pandemik asilar pandemi olusturan virusa karsi pandemi onaylandiktan
sonra tiretilen asilar1 ifade eder (23). Prepandemik asilarin, influenza viruslarindaki genetik
degisiklikler ve driftler nedeniyle sonugta ortaya ¢ikabilecek pandemik susla iyi bir sekilde ortlisiip
ortiismeyecegini 6ngdrmek olasi degildir. Ote yandan, influenza viruslariyla heterosubtipik
bagisiklanma olanagi nedeniyle, bdylesi prepandemik asilarin toplumlarin olast pandemilere
hazirlanmasinda (priming) islevi olabilecegi ileri siiriilmektedir ve avian influenza HSN1 virusu i¢in
prepandemik asilar hazirlanmustir (26).

Bir pandemi durumunda, toplumlarin biiyiik cogunlugunda daha 6nceden gelismis bir bagisiklik s6z
konusu olamayacagindan biiyiik olasilikla iki doz as1 uygulamasi gerekecektir. Bu gereksinim H5N1
virusu i¢in ortaya ¢ikmustir. Ote yandan, influenza A (HIN1) 2009 virusunda oldugu gibi, tek doz
asinin yeterli oldugu durumlarda bile diinyanin as1 gereksinimini kisa siirede karsilamak olanakli
degildir. Yukarida da deginildigi gibi influenza asilar1 baslica embriyonlu yumurtaya dayali
yontemlerle tiretilmekte ve tiretim siireci tohum suslarin belirlenmesinden itibaren yaklasik 20-24
haftalik bir siireyi kapsamaktadir. Bu baglamda énemli bir sorun da diinya as1 tiretim kapasitesidir.
Biiyiik cogunlugu gelismis endiistrilesmis lilkelerde olan ag1 tiretim firmalar yakin yillara kadar yillik
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300 milyon doz tiglii as1 iretmekteydiler. Hem H5NT1 tehdidi hem de 2009 HIN1 salgini as1 iiretim
kapasitelerinin biiytitiilmesi baskisini1 dogurmus, dahasi kimi yeni tireticilerin de ortaya ¢ikmasima yol
acmustir. Haziran 2009 tarihi itibartyla ticlii as1 tiretim kapasitesinin yaklasik 500 milyon doza ulastig
ongoriilmektedir (10). Bu da bir monovalan a1 i¢in yillik 1,5 milyar dozluk bir iiretim demektir. Ote
yandan, influenza asis1 iretimi burada ele alinmayacak bir¢ok nedenden dolay1 her zaman planlandig1
gibi gerceklesememekte ve bu nedenle de, mevsimlik influenza taleplerinin karsilanmasinda bile
sikintilar dogurmaktadir. DSO tarafindan 2009 yili Haziran ayinda yapilan degerlendirmede,
diinyadaki 33 tireticinin 37 iiretim tesisinde 1 Aralik 2009 tarihine kadar 2.459.000 doz olarak
iiretilmesi ongodriilmiis, buna karsilik monovalan HINT agis1 tiretiminde gergeklestirilen tiretim ancak
534 milyon olmustur (37).

As1 kapasitesinin artirllmasinda adjuvanlar yardimiyla antijen miktarinin azaltilmast, asi viruslarmin
hiicre kiiltiirlerinde tiretilmesi gibi yeni yontemlerin kullanilmaya baslanmasinin da etkisi olmustur.

Influenza asilarinda kullamlan adjuvanlar ve genel gecer (iiniversal) as1 cahsmalar:

Ramon ve Glenny’nin 1920’lerdeki ¢alismalartyla etkileri ilk kez fark edilen adjuvanlar, kendileri
herhangi bir antijenik uyartya neden olmaksizin birlikte verildikleri as1 antijenlerinin immiinojenik
gliclinii artiran maddeler olarak tanimlanabilirler (Adjuvanlara iliskin giincel bilgiler Kaynak 36 ve
50’de gozden gecirilmistir). Adjuvanlar, bu ¢ercevede, baslica antijenin yavas salimmini saglayarak
bir “depo” gorevi listlenme, antijenin antijen sunan hiicrelere ulagimini kolaylastirma, dolayisiyla
fagositozlarmi gliglendirme ve antijenin tek basina indiikleyecegi immiin yanitin giiciinii artirma ya
da degistirme (modiilasyon) gibi islevlere sahip maddelerdir. Kimi dogal maddelerin yaninda
1960’larm sonundan bu yana kimi sentetik maddelerin de adjuvan 6zelliklerinin belirlenmesiyle,
giiniimiizde tizerinde calisilan ve kimileri klinik arastirma ve uygulamalar girmis ¢ok genis bir
adjuvanlar yelpazesi ortaya c¢ikmistir. Bir yandan immiinolojideki gelismeler (dogal immiin
reseptorler ve sinyalleme yollarinin anlasilmasi gibi) bir yandan da adjuvan 6zellige sahip yeni
maddelerin kesfi adjuvanlarin siniflandirilmasini giiglestirmis, sentetik katkili maddelerin ikinci kusak
adjuvanlar olarak adlandirilmasi (6rnegin aluminyum bazli olanlar ve MF59 birinci kusak, AS03
ikinci kusak gibi) 6nerisi yaninda kimi siniflandirmalarda da adjuvanin yukarida siralanan iglevlerden
onde olanmna gore (6rnegin, immiin giiclendiriciler, antijen ulasimini kolaylastiricilar gibi)
siniflandirilmalart yapilmaya baslanmustir.

Avian influenza (H5N1) tehdit algilamasinm 2005 yilindaki dalgayla giiglenmesi sonunda DSO’niin
de tesvikiyle artan influenza prepandemik as1 gelistirme ¢aligmalari, hem yukarida deginilen as1
iiretim kapasitesini artirma hem de a1 immiinojenligini gliglendirme amaglarina yonelik olarak
coklukla adjuvanli agilar tizerinde yogunlagsmustir. Bu baglamda {izerinde ¢alisilan baslica adjuvanlar
aluminyum temelli olanlar ve suda yag emiilsiyonlar1 olmustur (29). Hem H5N1 hem de influenza
A (HINT) 2009 virusu i¢in hazirlanan aluminyumlu agilarm, muhtemelen aluminyum iizerine absorbe
edilen antijenlerin saliverilmesindeki gecikmeye bagli olarak, ayni antijen igeriginin adjuvansiz
hallerinden daha az etkili olduklar1 yoniinde veriler elde edilmistir (14, 28). Burada influenza asilar
baglaminda aluminyum adjuvanli asilar {izerinde daha fazla durulmayacaktr.

Emiilsiyon temelli agilarda kullanilan adjuvanlar yagda su emiilsiyonlar1 ve suda yag emiilsiyonlart
olmak tizere ikiye ayrilirlar (Kaynak 48’de gozden gecirilmistir). Kisaca, yagda su emiilsiyon
adjuvanh influenza asis1 Ingiltere’de ruhsatlandig ilk iki y1l icerisinde (1963-1964) yaklasik bir
milyon doz kullanilmig, ancak yan etkileri nedeniyle kullanimdan kalkmis; suda yag emiilsiyon
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adjuvanl influenza asis1 ise 1997°den bu yana Avrupada ruhsatlandirilmis olarak kullanilmaktadir.
Bu son agt MF59 diye bilinen adjuvani igermektedir (asagtya bakiniz). Suda yag emiilsiyonlarmin tam
olarak ortaya cikarilamamis olmasina karsin eldeki veriler 1518inda etki mekanizmalarinin bu
adjuvanlarin monosit ve grantilositleri enjeksiyon alanina cezp edecek sekilde kemokin saliverilmesini
tetikledigini, yerlesik dendritik hiicrelerin (DC’ler) olgunlagmalarini ve infiltre olan monositlerin
DC’lere olgunlagsmalarini uyardiklarini, antjenin bu hiicreler tarafindan endositozlarini uyardiklarini
ve olgun DC’lerin lenf diiglimlerine goclerini artirdiklarini icerdigini gostermektedir. Giintimiizde
influenza asilarda kullanilmak tizere {i¢ tiir suda yag emiilsiyon temeline dayali adjuvan Avrupa’da
asilarla birlikte ruhsatlandirilmigtir: MF59  (Novartis Vaccines and Diagnostics), AS03
(GlaxoSmithKline) ve AF03 (Sanofi Pasteur).

MF59 diistik yag icerikli bu nedenle de non-viskoz ve enjeksiyona elverisli bir formiilasyondur. Yag
olarak % 4.3 w/v oraninda skalen (bir doz asida 9.75 mg) ve surfaktan olarak da Tween 80
(polyoxyethylene sorbitan monoolate; %0.5 w/v; suda ¢oziiniir surfaktan) ile Span-85 (sorbitan
triolate; %0.5 w/v; yagda ¢oziiniir surfaktan) icerir. Surfaktanlar kiiciik yag damlaciklarim dayanikli
kilmaktadirlar. Skalen hiicre zarlarinin dogal bir bilesenidir, insan steroid hormonlariin iiretiminde
biyosentetik yolagm aracisidir ve kolesterol sentezinin dnciiliidiir (35). Insan viicudunun normal bir
bileseni olmasi ve yag bezlerinin sekresyonlarinda bol miktarda bulunmasi nedeniyle skalen hem
insan viicuduyla biyolojik olarak uyumlu hem de kolay degrade olabilir bir niteliktedir. As1
endiistrisinde, en bol bulundugu kdpek baligi karacigerinden elde edilmektedir.

MF59 adjuvanlh mevsimsel influenza asisi (Fluad™) ruhsatli oldugu 26 iilkede 45 milyon dozdan
daha fazla dagitimi yapilmustir ve kullanilmaktadir (39). Skalenin, sarbon asilarinda hipotetik varligina
iliskin Korfez Savast sendromuna neden olan otoantikor iirettigine dair yan etkileri konusunda yapilan
spekiilasyonlar klinik caligsmalarin sonuglariyla desteklenmemektedir. Skalen c¢ok zayif bir
immiinojendir ve saglikli kisilerin serumlarinda da ¢ok diistik titrelerde anti-skalen antikorlar
bulunmaktadir. Ek olarak, skalen i¢eren asilarin uygulanmasi ne anti-skalen antikorlarin varligini ne
de bu antikorlarin titrelerini artirmaktadir (30). MF59 adjuvanli mevsimsel ve pandemik asilarin
uygulandigi ve 65 ya da iistii bireyleri de igeren 20.000’den fazla olgunun degerlendirildigi 64
calismanin sonuglara gore boylesi asilarm giivenlik profilinin 1yi oldugu ve adjuvansiz es degerlerine
gore klinik yararlarinin {istlin oldugu saptanmustir (39). Yine, sinirh sayida [n: 43] gebeyi iceren
degerlendirmelerde MF59 adjuvanli asilarin gebelerde adjuvansiz asilara gore farkli bir gebelik
sonucuna yol agmadig1 saptanmstir (47).

Skalen iceren bir baska adjuvan AS03’diir. ASO3 %10’luk suda yag (w/v) emiilsiyonudur; skalen
disinda yagda ¢oziliniir surfaktan olarak %35 DL-alpha-tocopherol (vitamin E) ve suda ¢oziiniir
surfaktan olarak da %?2 Tween 80 igerir (40). ASO3 icerdigi alfa-tokoferol miktarina gore ikiye
ayrilmaktadir: 11.86 mg tokoferol igereni ASO3 5, 5.93 mg igereni de ASO3g olarak adlandirilir.
AS03 adjuvanli H5NT1 ile ilgili yaymlanan ¢aligmalarda giivenli ve immiinolojik olarak etkin sonuglar
bildirilmektedir (9, 24). Avrupa Tibbi Uriinler Degerlendirme Ajans1 (EMA, eskiden EMEA)
Cekirdek Dosyadaki Isleme Gore ruhsatlandirilan Pandemik Influenza A (HIN1)v Asilari (asagtya
bakiniz) uygulamasi (EMEA/CPMP/VEG/4986/03) gergevesinde ruhsatlandirilmistir.

Skalen igeren ticiincii adjuvan AF03’diir. AF03 iki noniyonik surfaktanla birlikte %5 suda skalen
icerir. HSN1 virusuna kars1 AF03 adjuvanl asilarin erigkin insanlardaki klinik sonuglartyla farelerdeki
deneysel sonuglar1 yaymlanmistir (7, 27).
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Topluca bakilacak olursa, skalen adjuvanl agilar antijen dozunda azaltmayi (antigen sparing)
saglamakta ve influenza bagisikhi1 agisindan yeterli immiinojenligi olusturmaktadirlar. Ornegin,
adjuvansiz asilar her bir antijenden 15 mikrogram igeriyorken AS03 adjuvanlh ag1 (Pandemrix™) 0.5
ml bir dozunda 3.75 mikrogram HA antijeni, 10.69 mg skalen, 11.86 mg DL-alfa-tokoferol ve 4.86
mg polisorbat icermektedir. MF59 adjuvanli pandemik as1 (Focetria™) 0.5 ml bir dozunda 7.5
mikrogram HA antijeni 1.175 mg Tween 80 ve 1.75 mg sorbitan triolat icermektedir. AF03 adjuvanl
H5NT1 asisinda ise HA antijen miktar1 1.9 mikrogram olarak bildirilmistir.

Influenza agilarinm iiretimi i¢in burada siralananlar disinda birgok yeni adjuvan denenmektedir. Heniiz
ruhsatlandirma agamasindan uzak olan bu adjuvanlar arasinda saponinler, lipozomlar, virozomlar,
virus benzeri partikiiller, immiinostimulatuvar kompleksler (ISCOMs), biyodegradabl polimerler ve
baska bir¢ok adjuvan 6zellikli maddeler sayilabilir. (Kaynak 3’de gézden gegirilmistir).

Ote yandan influenza viruslarmda HA ve NA yiizey proteinlerinde sik rastlanilan mutasyonlar ve
olas1 reasormanlar, yumurtada ag1 tiretiminin sinirl olmasi, yumurta alerjisi sorunu, tiretim siirecinin
uzun ve zahmetli olmasi gibi nedenlerle giinlimiizdeki influenza asilarinin kullanimi 6nemli
siirliliklart kalitsal olarak tagimaktadir. Bu nedenle genis 6lgekli ¢capraz koruma saglayacak ve
influenza virus proteinlerinin korunmus bolgeleri temelinde influenza as1 ¢aligmalar
stirdiiriilmektedir. Boylesi asilar igin M2e proteininin, HA1 proteininin, HA2 proteininin ve NP
proteininin korunmus bolgelerini ya da bunlarin kombinasyonlarini temel alan yaklasimlar s6z
konusudur (Kaynak 13’de gdzden gegirilmistir).

As iiretiminde hiicre kiiltiirlerinin kullanilmasi

Influenza asilarimin (mevsimsel ya da prepandemik/pandemik) iiretimlerinin bityiik boliimii, yukarida
da deginildigi gibi yumurtada iiretime dayanmaktadir. Embriyonlu yumurta iiretimi sinirl oldugundan
bu iiretim yontemiyle, 6zellikle bir pandemi durumunda hizl ve biiyiik dlcekte as1 tiretimi olanakl
olmamaktadir. Ote yandan, yumurtada iiretimin kimi mutasyon/seleksiyon etkilere sahip olmasi ve
sahadan elde edilen suslarin ¢cogunlugunun giderek ortan sekilde hiicre kiiltlirii kaynakli olmasi
karsisinda as1 testlerinin yumurtada iiretilmis single radial immuno diffusion assay (SRID)
reajentlerine bagli olmasi gibi nedenlerle DSO 1990’larmn ortasmdan bu yana influenza virusu igin
farkli kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesini tegvik etmeye baslamistir. Son yillarda 6zellikle ¢ farkli
memeli devamli hiicre kiiltiirii sistemi (MDCK, PER.C6® ve Vero) tizerinde yogunlasilmis ve bunlar
influenza ag1 tiretimi i¢in ruhsatlandirilmiglardir (32).

Giliniimiizde as1 tiretiminde kullanilan ve iizerinde ¢alisilan devamli hiicre dizilerini iki grupta
toplamak olanaklidir. Birinci grupta Vero (African green monkey kidney) , MDCK (Madin-Darby
canine kidney) ya da PBS-1 gibi konvansiyonel devamli hiicre dizileri ki bunlar farkh yiizeyler
tizerinde (adherently) ya da suspansiyon kiiltiirleri (MDCK33016) halinde iiretilirler. Bilindigi gibi
Vero hiicreleri influenza diginda yillardir polio, kuduz gibi baska enfeksiyonlara kars1 asilarda
kullanilmaktadirlar (Kaynak 4’de gdzden gegirilmistir). ikinci grupta PER.C6%, AGE1.CR® ve
EB14®/EB66" gibi ‘tasarimlanmus hiicre dizileri’ (designer cell lines) yer alir ki bunlar ya belirli viral
veya hiicresel onkogenlerle ya da 6liimsiizlestirici hiicresel genlerle (6rnegin, telomeraz) transforme
edilmis normal insan ya da hayvan hiicrelerinden tiiretilmis neoplastik hiicrelerdir. Bu hiicreler tercihli
olarak serumsuz (proteinsiz) ortamda suspansiyonda iiretilmeye adapte edilmislerdir (Kaynak 19°da
gozden gegirilmistir).
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MDCK hiicrelerinde tiretilen ilk split influenza asisi (Influvac®TC, Solvay Pharmaceutical) 2001°de
Hollanda’da, Vero hiicrelerinde tiretilmis ilk tiim viriyon influenza asis1 (Influject®, Baxter Vaccines)
2002 yilinda yine Hollanda’da ve bir Isvigre sirketi olan Crucell tarafindan gelistirilmis PER.C6
hiicre dizisi teknoloji platformu da 2003 yilinda ruhsatlandirilmis, influenza agis1 {iretimi igin Sanofi
Pasteur’e ruhsat devri yapmustir (12). Gliniimiizde Baxter Vaccines’in Vero hiicre platformlarinda
tiretilmis pandemik asis1 (Celvapan®) ve Novartis Vaccines’in MDCK hiicre platformlarinda tiretilmis
mevsimsel asis1 (Optaflu®) meveuttur. Her iki asiya iliskin klinik ¢alismalar yayinlanmaktadir. Optaflu
2007 yilindan itibaren Avrupa Birliginde kullanim i¢in ruhsatlandirilmis ve sinirh sayida klinik veriler
elde edilmeye baglanmistir (Kaynak 12 ve 19°da gézden geg¢irilmistir). Celvapan ise 2009 yilinda
EMEA tarafindan Cekirdek Dosyadaki Isleme Gére ruhsatlandirilan Pandemik Influenza A (HIN1)v
Asilar (asagiya bakiniz) uygulamasi gergevesinde ruhsatlandirilmistir. Vero hiicre platformlarinda
iretilen H5N1 viruslari ile prototip prepandemik asilar i¢in sonuglar yayinlanmaktadir (14, 15).
Yakinlarda PER.C6 platformlarinda tiretilmis H7 influenza viruslariyla tiretilmis bir astya iliskin faz
I klinik sonuglar bildirilmistir (11).

Topluca degerlendirildiginde, tiimiiyle yumurtadan bagimsiz olmalari, asi iiretim siirecini kisaltmalari
(12 haftaya kadar indirmeleri), dolayisiyla yeni ortaya ¢cikmis suslarin ast iiretimine dahil edilebilmesi,
bliylik olcekli iiretim yapilabilmesi, kapali sistem iiretim teknolojisi nedeniyle kimyasal ve
mikrobiyolojik kontaminasyondan uzak olmalari, yumurtada tretilmis suslarla yapilan agilarla
karsilagtirilabilir immiinojeniteye ve ¢apraz koruyuculuga sahip olmalari, yine yumurtada tiretilmis
suslarla yapilan agilarla karsilastirilabilir yan etkilerin disinda bilinen 6nemli yan etkileri olmamasi
gibi oOzellikleriyle hiicre kiiltiirii temelli influenza asilar1 gelecekte yayginlasmaya aday gibi
goriinmektedirler. Ote yandan, influenza as iiretim tesislerinin biiyiik gogunlugunun yumurta temelli
tasarimlanmis olmast ve yiiksek tiretim 6l¢ekli hiicre dizisi temelli tiretim tesislerine yatirim yapmanin
biiyiik maliyetler gerektirmesi, hangi hiicre dizilerinin hangi influenza suslar1 i¢in en uygun suslar
oldugunun bilinmemesi, hiicre tiretim platformlarmdaki siireglerin optimize edilmesi gibi bir¢ok
sorun bu beklentilerin 6niindeki engeller olarak ortaya ¢ikmaktadir. Nitekim bunlarimn etkisi influenza
A (HINT) 2009 as1 caligmalart sirasinda goriilmiis, pilot ¢alismalarda basaril gibi goriilen kimi
sonuglar kitlesel tiretimi sinirlayan faktorler yliziinden basarisizliga ya da gecikmeye yol agmuglardir.

Influenza asilar1 ruhsatlandirma siireci

Yukarida da deginildigi gibi, influenza asilarinin liretimi, genel olarak, dolasimdaki influenza
viruslarindan salgin nedeni olabilecek en 1yi aday virusun se¢imi, as1 iiretiminde kullanilacak uygun
tohum viruslarm gelistirilmesi ve sus degisikligine duyarli yontemlerle antijen igeriginin test
edilmesi gibi karmasik siiregleri igermektedir. Asi tiretiminde zorlayici bir bagka unsur da as1 tiretim
stiresidir.

Inaktif influenza asilar1 i¢in tohum viruslar, ABD’de DSO ve VRBPAC (Vaccines and Related
Biological Products Advisory Committee) dnerileri ¢ercevesinde agt tireticilerinin kendileri tarafindan
hazirlanir ve CBER (Center for Biologics Evaluation & Research) tarafindan onaylanir, Japonya’da
DSO ve bir uzmanlar grubunun &nerileri gercevesinde, NIID (National Institute of Infectious
Diseases) ve as1 tireticilerinin igbirligiyle yapilan testlerden sonra Ulusal Otorite Genel Direktorii
tarafindan karar verilen aday virustan NIID’de hazirlanir ve tiim {ireticiler ayn1 tohum virusu
kullanirlar. AB’de aday virus iireticilerle kimi referans laboratuvarlarinda (regulatory laboratories)
yapilan ¢aligmalardan sonra belirlenir ve her tiretici, AB karar1 temelinde kendi tohum virusunu
kendisi iiretir. Avustralya’da ise TGA (Therapeutics Goods Administration) tarafindan toplanan
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Australian Influenza Vaccine Committee as1 tiretiminde kullanilacak 6zgiil (aday) viruslar1 ve
reasortanlart DSO 6nerileri ve epidemiyolojik, antijenik, genetik ve serolojik veriler 1s13mda onaylar.
Ast iiretiminde gerekli reajentleri TGA iiretir. Ureticiler onaylanmus bir laboratuvar onaylanmus aday
viruslar1 alip tohum viruslar gelistirirler ve bunlarn agilarda kullanilmas1 yine TGA onayimi gerektirir
(32).

Influenza agilar sus degisiklikleri nedeniyle her yil degismek ve influenza mevsiminde hazir olmak
zorunda oldugundan ruhsatlandirmada kimi 6zellikler kendini gostermektedir. Tohum viruslarin
onaylanmasi sonrasinda bu viruslardan {iretilen as1 6rneklerinin kalite ve giivenlikleri dosyalar
halinde onay kuruluslarina sunulur. Asi suslari yumurtada (ya da hiicre substratlarinda)
verimlilikleri yaninda diizenleyici kuruluslarm (8rnegin, DSO’niin) prototip suslariyla antijenik
ve genetik benzerlikleri bakimindan karsilagtirilir. Asi iiretim tesisleri, {iretim stiregleri gozlemciler
tarafindan yeniden denetlenir. Sadece AB’de asilarin yeniden ruhsatlandirilmast i¢in kiigiik ¢apta
kilinik deneyler gerekmektedir. Bu klinik ¢aligmalar 18-60 arasi saglikli en az 50 eriskin ile 60
yas lizerinde yine en az 50 saglikli bireyi kapsar. Degerlendirmelerde kullanilan serolojik testler
geometrik ortalama antikor titresinde artig, onceden belirlenmis ag1 yanit1 diizeyine ulasan bireylerin
orani (serolojik yanit oran1) ve agilama sonrasi serolojik korunmus (40 ve tizeri HI titresi) bireylerin
oranlarinin saptanmasidir. ABD ruhsatlandirma siireci herhangi bir klinik ¢alismay1 gerektirmez.
(ABD i¢in Code of Federal Regulations web sayfasindan ve FDA web sayfasindan Bioterrorism
Act of 2002 basligindan; AB icin EMA web sayfasindan — CPMP/BWP/214/96 — ayrintilara
ulasilabilir).

Prepandemik ve pandemik asilarin ruhsatlandirma siiregleri de temelde benzer 6zellikleri tasimakla
birlikte kimi zorunlu ayricaliklari igermektedir. Ister mevsimsel ister prepandemik/pandemik olsun
influenza asilar1 ayni iiretim tesislerinde ve benzer siireclerle tiretilirler. Pandemik asilar hizli onay
islemine (Fast-tract approval) gereksinim duyarlar. Avrupa’da EMA bu siire¢ i¢in “Cekirdek
Dosya” yaklagimini1 benimsemistir. Bu yaklasim, pandemi dncesinde “prototip” ya da “mock-up”
(maket) asilarin hizli bir degerlendirilmelerinin yapilmalarina olanak tanir. Boylesi aday asilarda
kullanilan aday viruslar DSO ile EMA’nin onaylarindan gegmis viruslardir. Degerlendirmeler
preklinik, tiretim siire¢lerine ve kaliteye yonelik verilere ek olarak belli 6lgiilerde bu uygun virus
suslariyla yapilmis klinik caligmalart da icerir. ABD’de ise herhangi bir klinik ¢alismaya gerek
yoktur ve ruhsatlandirma stireci kesinlikler igermekten ¢ok esnek bir yap1 gostermektedir. Daha
sonra pandemi ortaya ¢iktiginda iiretim i¢in tohum virus/lar belirlendikten ve gelistirildikten sonra
bu degisiklik ¢cekirdek dosyaya ilave edilerek ruhsat bagvurusu gergeklestirilir (Ayrmntilar igin EMA
web sayfasindan 5 Nisan 2004 tarihli EMEA/CPMP/VEG/4986/03 belgesine ve ABD i¢in FDA
web sayfasindan “Guidance for Industry. Clinical Data Needed to Support the Licensure of
Pandemic Influenza Vaccines” adli belgeye basvurulabilir). HSN1 i¢in aday suslarla yiirtitiilen
prepandemik klinik caligmalar ve aday asilar hakkindaki bildirilen son durum i¢in IFPMA
(International Federation of Pharmaceutical Manufacturers & Associations) web sayfasindan bilgi
edinilebilir. Adjuvanlar, ayr1 bir antite olarak degil, 6zgiil bir asinin bilesenleri olarak
ruhsatlandirilirlar (patentle karistirllmamalidir); influenza asilart igin ruhsatlandirilmis adjuvanlara
yukarida deginilmistir.

Sonuc¢

Pandemi tehdidi ve pandemi tanimlanmasi durumlar1 da dahil olmak iizere influenza
salginlarin1 onlemenin bir yolu olarak influenza asilar1 60 yili agkin bir siiredir kullanilmaktadir.
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Influenza as1 iiretimi oldukca karmasik ve zaman baskisi altinda yapilan bir {iretimdir. Diinya
olgeginde DSO esgiidiimlii ¢abalara karsin asilarla basar1 elde etmek her zaman olasi
olmamaktadir. Bir dogal biyolojik sans eseri olarak influenza A (HIN1) 2009 salgininin géreceli
hafif hastalikla seyretmesi, HSN1 virusunun da insan toplumunda yerlesme olanagi bulamamig
olmasi her iki virusa karsi gelistirilen ve klinik uygulamalar1 yapilan asilar konusunda deneyim
kazanilmasini ve gelecegin pandemileri i¢in hazirliklarda bir adim daha ileri gegilmesini
saglamistir. Hem prepandemik H5N1 asilart hem de influenza A (HIN1) 2009 virusu asilarinin
kisa erimli sonuglart mevsimsel influenza asilarinindan daha biiyiik bir risk tasimadiklari
yoniinde verileri ortaya ¢ikarmistir. Uzun erimli istenmeyen etkiler yoniinden ayrintili ve titiz
izlemlerin siirdiiriilmesi bir zorunluluktur.
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