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OZET

Yiicetirk Is, M., Diinyada Yeni Ast Uretiminde Uygulanan Toksikolojik
Degerlendirmelerin Karsilastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023.
Asilar immiin sistemi uyararak ve aktif bagisiklig1 saglayarak hasta olmay1 onleyen;
antijen, adjuvan, koruyucu gibi bilesenler iceren karmasik yapilt biyolojik tibbi
tirtinlerdir. Son yiizyi1lda asilama, bulasic1 hastaliklarin yol agtig1 hastalik ve 6lim
oranlarini azaltmak icin en etkili tibbi yol haline gelmistir. Toplum saglig1 acisindan
cok biiylik bir kazanim olan asilar, uygulandiktan sonra istenmeyen etkilere sebep
olabilmektedir. Bu etkiler genellikle hafif olup nadiren ciddi olabilmektedir. Bu
yiizden yeni gelistirilen asilar, insan kullanimina sunulmadan once preklinik
calismalar yapilarak toksikolojik acidan degerlendirilmeli ve giivenliligi ortaya
konmaktadir. Bu ¢aligmalarin sonucunda insan kullanimi i¢in giivenli kabul edilen
aday agsilar icin klinik c¢aligmalar yapilmaktadir. Diinya’da as1 giivenliliginin
degerlendirilmesi, cesitli toksisite testleri ile yapilmaktadir. Bu testler Tek Doz
Toksisite Testleri, Tekrarli Doz Toksisite Testleri, Ureme ve Gelisimsel Toksisite
Testleri, Mutajenite ve Genotoksisite Toksisite Testleri, Karsinojenisite Testleri ve
Giivenlilik Farmakolojisi Testleridir. Testlere iliskin bazi uygulamalar iilkeden tilkeye
farklilik gostermektedir. Kiiresel kilavuzlara uyum, bolgeler arasi farkliliklar
azaltmaktadir. Bu bilgiler 1518inda, bu tez calismasinda iilkemizde ve diinyada ast
tiretimini takiben ruhsat oncesinde yapilan toksisite degerlendirmelerinin ayrintili
olarak incelenmesi, benzerlik ve farkliliklarin ele alinmasi amaglanmistir. Ayrica,
iilkemizde ve diinya genelinde referans alinan kilavuzlarin incelenerek olasi
eksikliklerin ortaya konmas1 amaglanmistir. Ulusal ve uluslararas: gilincel kaynaklarin
kapsamli olarak degerlendirilmesi sonucunda hazirlanan bu ¢aligma ile ag1 liretiminde
yapilan toksisite degerlendirme siirecinin tam olarak anlagilmasina, farkliliklarin ve

eksikliklerin ortaya konmasina katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asi iiretimi, toksisite testleri, preklinik c¢alismalar, klinik

calismalar, 3R
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ABSTRACT

Yiicetiirk Is, M., Comparison of Toxicological Evaluations Applied in New
Vaccine Production in the World, Hacettepe University, Graduate School of
Health Sciences, Pharmacy Department of Pharmaceutical Toxicology Master of
Science Thesis, Ankara, 2023. Vaccines are complex biological medicinal products
containing components such as antigens, adjuvants, and preservatives. They prevent
diseasesby stimulating the immune system and providing active immunity. In the last
century, vaccination has become the most effective medical way to reduce morbidity
and mortality from infectious diseases. Vaccines, which are important advences for
public health, can cause undesirable effects after administration. These effects are
usually mild and rarely serious. Therefore, recent vaccines should be evaluated for
their potential toxicity by performing preclinical studies. Therefore, their safety is
demonstrated before the vaccine administered to human. As a result of these studies,
clinical studies are carried out for candidate vaccines that are considered safe for
human use. Assesment of vaccine safety worldwide is performed using various toxicity
tests including Single Dose Toxicity Tests, Repeated Dose Toxicity Tests,
Reproductive and Developmental Toxicity Tests, Mutagenicity and Genotoxicity
Toxicity Tests, Carcinogenicity Tests and Safety Pharmacology Tests. Some test
procedures differ among the national health autorities. Compliance with global
guidelines reduces regional disparities. Based on this literature survey, the aim of this
thesis to examine in detail the toxicity assessments performed before the license
following the vaccine production in our country and in the world, and to discuss the
similarities and differences. In addition, it is aimed to reveal possible lack of
information by examining the reference guides in our country and around the world. It
is thought that this study, which was prepared as a result of comprehensive evaluation
of national and international current guides, will contribute to a full understanding of
the toxicity assessment process in vaccine production and to reveal the possible

shortcomings.

Key Words: Vaccine production, toxicity tests, preclinical studies, clinical trials, 3R
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1. GIRIS

Son yiizyilin halk sagligin1 korumak tizere ¢esitli salgin hastaliklarin kontrol
altina alinmasinda 6nemli adimlar atilmasini saglayan basarili formiilasyonlardan biri
asilardir ve her yil milyonlarca insanin hayatim kurtardigi diisiiniilmektedir. As1
uygulamalarini takiben yakin tarihte ¢igek hastaligi ortadan kalkmis ve gocuk felci,
kizamik gibi 6nemli bulasici hastaliklarin goriilme sikligi 6nemli 6l¢iide azalmistir (1).

Asilar, 6zellikle ulusal bagisiklama programlarinin 1960' Iarda ilk kez diizenli
organize edilmesinden itibaren, halk sagligi uygulamalarinin seyrini degistirmistir.
Halk saglig1 politikasinin mihenk tast olan asilama diisiik maliyetle ¢ocuk sagliginin
korunmasma oOnemli katkilar saglamis ve cocukluk c¢aginda bulasici hastaliklar
nedeniyle gorillen Olimleri belirgin  sekilde azalmistir (2). Asilar1 diger
farmasotiklerden ayiran unsurlardan biri, ¢ok sayida saglikli insanlar ve agirlikli olarak
saglikli ¢ocuklarda kullanilabilmesidir. Bu da, asilarin giivenilir formiilasyonlar
olmasi zorunlulugunu ortaya koyan oldukg¢a 6nemli bir noktadir (3).

Asilamanin hedefi, hastalia yakalanma ve olasi semptomlar meydana
gelmeden ilgili patojene bagigiklik olusturmaktir (1). Bagigiklik, basta enfeksiyon
hastaliklar1 olmak tizere hastaliklara karsi direng olarak tanimlanir. Asilar bu hedefi
Ozetle li¢ basamakta gergeklestirebilir. Bu asamalar, antijen sunan hiicrelerden
antijenlerin ve adjuvanlarin alinmasi, antijen sunan hiicrelerin olgunlagsmasi ve
sitotoksik T hiicreleri ve antikorlarin olusmasiyla spesifik B ve T antijenlerinin
hazirlanmasi seklinde 6zetlenebilir (4).

Asilar sahip olduklari icerik ve 6zellikler bakimindan farkli gruplara ayrilirlar.
Bunlar canli-zayiflatilmis asilar, 6li asilar, rekombinant vektor asilar1 ve niikleik asit
bazli agilardir (1, 4, 5). As1 gelistirme, klinik, halk sagligi, epidemiyoloji, immiinoloji,
toksikoloji gibi pek¢ok bilim dalinin bir araya gelmesini gerektiren ¢ok disiplinli bir
faaliyettir. As1 iretimi i¢in, biyolojik sistemlerin asiya karsi olusturdugu yanitin ve bu
yaniti etkileyen yas cinsiyet gibi farkli faktorlerin roliiniin anlasilmasi 6nemlidir (6).

Genellikle bir asinin gelistirilmesi, on yil veya daha fazla siirebilmektedir.
Ancak Covid-19 pandemisi gibi olaganiistii kosullarda klasik ruhsat yerine hizli
giivenlilik ve etkililik degerlendirme sonuglarina gore acil kullanim onay1 verilerek

toplumsal asilamaya geg¢ilebilmektedir. Asi, Kullanima sunulduktan sonra siirekli



olarak izlenir. Asi giivenliginin izlenmesi, diinyada as1 programlarina duyulan giiveni
korumak i¢in 6nem teskil etmektedir (7-9).

Ulkemizde as1 adaylarinin klinik arastirmalari, ruhsatlandirilmas: ve piyasa
arz1 olmak iizere biitiin konularda yetkili saglik otoritesi Tiirkiye ila¢ ve Tibbi Cihaz
Kurumu (TITCK)’dir. Diinyada aday asilarin preklinik ve klinik toksisite
degerlendirmesi yapilirken baslica referans alman kilavuzlar Diinya Saglik Orgiitii
(World Health Organization, WHO), Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi
(The United States Food and Drug Administration, FDA), Avrupa Ila¢ Ajansi
(European Medicines Agency, EMA) ve Uluslararas1 Harmonizasyon Konseyi (The
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use, ICH) tarafindan yayimlanan kilavuzlardir. Toksisite
degerlendirme testleri iyi laboratuvar uygulamalar1 (Good Laboratory Practice, GLP)
standartlarina sahip laboratuvarlarda yapilmalidir (10, 11).

Asilarin preklinik toksisite degerlendirmesinde tek doz toksisite testi, tekrarli
doz toksisite testi, tireme ve gelisimsel toksisite testi, mutajenite ve genotoksisite testi,
karsinojenite testi ve giivenlilik farmakolojisi testi yapilir (12-15). Preklinik
caligmalar1 tamamlanan ve insanlar iizerinde uygulanmasinda sakinca goriilmeyen
aday asilar i¢in Faz I, Faz Il ve Faz III ¢alismalar1 yapilmaktadir. ilagta oldugu gibi
Faz Il galigmalarimi takiben pazarlama sonrasi gozetim g¢alismalart (post-market
surveillance, PMS) olarak da adlandirilan Faz IV caligmalari yapilmaya devam
etmektedir (11, 16).

Sonug olarak Diinya’da as1 giivenliliginin degerlendirilmesi gesitli toksisite
testleri ile yapilmaktadir. Testlere iliskin bazi uygulamalar iilkeden iilkeye farklilik
gostermektedir. Kiiresel kilavuzlara uyum, bolgeler aras1 farkliliklar azaltmaktadir
(10). Aday asilarin piyasaya sunulmadan gerekli giivenlilik degerlendirmelerinden
gecirilmesi asinin amacina uygun sekilde iiretilebilmesi ve insan saglifina zarar
vermemesi, giivenli olmasi kullanilabilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu bilgiler 15181nda, bu tez ¢alismasinda iilkemizde ve diinyada as1 iiretimini
takiben ruhsat Oncesinde yapilan toksisite degerlendirmelerinin ayrintili olarak
incelenmesi, uygulamalardaki benzerlik ve farkliliklarin ele alinarak karsilagtirilmasi

hedeflenmistir.  Ayrica, diinya genelindeki uygulamalarla iilkemizdeki


https://scholar.google.com.tr/scholar?q=european+medicines+agency.+guideline+on+adjuvants+in+vaccines+for+human+use&hl=tr&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart

degerlendirmelerdeki olas1 eksiklikler de ortaya konmaya caligilarak, konuya bilimsel

olarak katkida bulunulmasi1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. As1 Teknolojisi ve Uygulamalari

2.1.1. As1 Nedir?

Gegtigimiz yilizyilin halk sagligi agisindan en 6nemli kesiflerinden biri olan
asilar, immiin sistemi uyararak ve aktif bagisiklig1 saglayarak hasta olmay1 onleyen,;
antijen, adjuvan, koruyucu gibi bilesenler iceren karmasik yapili biyolojik tibbi
triinlerdir. Asilarin temel hedefi, hastaliga yakalanma riskini ortadan kaldirmak,
giivenli sekilde koruyucu bagisiklik tepkisinin olugsmasini saglamak ve immiinolojik
hafiza olusturmaktir (1, 13). Asilama, morbidite ya da mortaliteye sebep olan birgok
bulasic1 hastaligi 6nlemede kullanilan en etkili ve en ekonomik yontemdir (17).
Hastaneye yatis oranlarini azaltimakta ve hastaliga bagli uzun vadede olusacak
patolojileri engellemektedir (18).

Bagisiklik sistemi, dogal ve adaptif immiin yanit olmak {izere iki sisteme
ayrilmaktadir. Asilar, ilk olarak dogal bagisiklik sistemini uyarmakta ve daha sonra
antijene 6zgl adaptif immiin yanit olusmasini saglamaktadir. Dogal immiin yanit,
maruz kalinan patojenlere karsi ilk savunmayi olusturmaktadir. Belirli bir patojene
0zgli olmamakla birlikte hafizas1 da yoktur. Adaptif immiin yanit, hemen hemen
bilinen tiim patojenleri taniyabilen ve bunlar1 yok eden ¢esitli lenfositler ve antikorlar
ile karakterize ikinci savunma hattin1 olusturmaktadir (1, 6, 19). Adaptif immiin yanit,
patojenin yok edilmesini takiben genellikle immiinolojik hafiza olusturur.
Immiinolojik hafiza sayesinde uzun siireli koruma saglanir ve patojene tekrar maruz
kalindiginda bagisiklik tepkisi indiiklenir. Adaptif immiin yanitin olusmasinda T ve B
lenfositleri gorev alir. T hiicreleri ile hiicresel bagisiklik indiiklenir ve fagosit
aktivasyonu ile patojen ortadan kaldirilir. B lenfositleri ile hiimoral bagisiklik
indiiklenir ve hiicre dis1 patojenler yok edilebilir (1, 2, 20). Dogal ve adaptif immiin
yanitin sirali aktivasyonu, 6zellesmis antijen sunan hiicreler (APC’ler) ile saglanir ve
bagisiklik yanit indiiklenir. Bir enfeksiyonu takiben 4 ila 96 saat i¢inde, APC’lerin
aktivasyonu, patojen ya da hasarla iligkili molekiileri tantyan model tanima reseptorii

(PRR’ler) ile gergeklesilir (20).



Asilar, viicudun bagisiklik sistemini uyaran bir ajan igerir. Bu ajan, patojenin
zayiflatilmig veya inert bir formu olabildigi gibi patojen tarafindan iiretilen toksinler
veya patojenin ylizey proteinleri de olabilmektedir (17). Aktif bilesene ek olarak asiy1
giivenli ve etkili tutabilmek i¢in gereken farkli bilesenleri de ihtiva etmektedir. Bunlar

adjuvanlar, prezervatifler, stabilizatorler, antibiyotikler ve kalintilardir (21).
2.1.2. As1 Gelisiminin Tarihcesi

Asilarin tarihi 18. ylizyilin sonlarina dayanir. 19. yiizyilin sonlarindan itibaren
laboratuvarda asilar gelistirilebilmistir. 20. Yiizyilda ise immiinolojik belirteclere
dayanan agilar gelistirmek miimkiin hale gelmistir (22).

Edward Jenner, 1798’de An Inquiry into the Reasons and Effects of the
Variolae Vaccinae adli monografisinde asilamanin ilk bilimsel tanimini yapmuistir.
Cicek asis1 Bati'ya tanitilmadan uzun zaman énce, 1721 yilinda Ingiliz biiyiikelgisinin
esi Leydi Mary Montague’nin yazdigi bir mektupta Istanbul’da cicek hastalig
vakalarindan materyal alinmak suretiyle as1 ¢aligmalari yapildig: bildirilmektedir.
Jenner’in ag1 tanimini yapmasindan yaklagik geyrek yiizyil nce, Ingiltere'de bir giftgi
olan Benjamin Jesty, sigir ¢icegi vezikiillerinden viriis proteini iceren ve saglikli
bireylere uygulanan asilamayi ilk kez gostermistir (23, 24).

19. yiizyilin sonlarina dogru Louis Pasteur’iin bulasici hastaliklarin asilama ile
Onlenebilecegini gosteren ¢alismalari, modern asilama biliminin dogmasini
saglamigtir (25). Louis Pasteur 1881 yilinda Pasteurella multocida dedigimiz
hastaligin neden oldugu tavuk kolerasiyla ilgili ¢calismalar yapmistir. Yaz boyunca
tezgahta birakilan bir kiiltiir ile tavuklari asilamig fakat hastalia neden olmadigini
gozlemlemistir. Daha sonra yeni bir kiiltiir hazirlayip ayni tavuklara uyguladiginda
tavuklarda diren¢ gozlemlemis ve eski kiiltiiriin onlar1 bagisik hale getirdigini fark
etmistir. Bu gozlemler sonucunda Pasteur, patojenlerin yiiksek sicaklik, oksijen ve
kimyasallar gibi ¢evresel faktorlere maruz birakilarak zayiflatilabilecegi hipotezini
olusturmustur (26). 1885 yilinda kuduz asisin1 gelistiren Pasteur, yaptigi ¢alismalarla
terapdtik as1 kavramini giindeme getirmistir ve boylece asinin, dldiirticii bir viriis olan
kuduz etkenine maruz kalan bireyleri tedavi etmek igin de kullanilabilecegini,
maruziyetten hemen sonra uygulandigi durumlarda hastalik ve oliimlerin

engellenebilecegini gostermistir (25). Louis Pasteur ile ayni yillarda ¢aligsmalar yapan



Robert Koch 1882 yilinda tiiberkiiloz patojenini, bunu takip eden yilda ise kolera
patojenini kesfetmistir (27).

Asida bir sonraki biiyilk adim Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde
gerceklesmistir. 1886°da Daniel Elmer Salmon ve Theobald Smith 6lii domuz kolera
virlisii agist lizerine caligmalarini yayinlamis ve ilk kez oOli asilar1 glindeme
getirmiglerdir (28).

Bilim insanlar1 Pasteur, Salmon ve Smith’ in tekniklerinden yararlanarak 20.
yiizyildan 6nce tifo, kolera ve vebaya kars1 birgok as1 gelistirmistir. 20. yiizy1l boyunca
canli zayiflatilmig, tamamen oldiiriilmiis ve ¢esitli alt birim asilar gelistirilerek gripten
rotaviriise kadar birgok bulasici hastalik dnlenebilmistir. Ik rekombinant as1 olan
Hepatit B asisinin gelistirilmesi 20. yiizyilin 6nemli gelismelerindendir (24).

Son yiizyilda asilama, bulasici hastaliklarin yol agtigi hastalik ve Olim
oranlarint azaltmak i¢in en etkili tibbi yol haline gelmistir. Ayrica adjuvanlar,
vektorler, niikleik asit asilart ve antijen tasarimlart gelistirme konularinda bir¢ok
yenilik¢i teknoloji kullanilmaya baslanmistir (29).

Gilinlimiizde yapiya dayali as1 tasarimi, genetik asilama platformlar ve giiclii
adjuvanlarla rekombinant proteinlerin formiilasyonundan yararlanan modern
yaklagimlarin 6nemi vurgulanmaktadir. 21. ylizy1l as1 teknolojilerinin, diinyadaki
cesitli bulasici hastaliklara karsi yeni asilar gelistirme potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir (30).

Gegtigimiz donemde tiim diinyay1 sarsan ve etkileri halen devam eden Covid-
19 pandemisi sebebiyle acil kullanim izni ile c¢esitli as1 caligmalar1 yapilmis ve
kullanima sunulmustur. Son birkag yilin as1 giindemini Covid-19’a yonelik ¢alismalar

olusturmaktadir (31). Asilarin tarihi Tablo 2.1.’de verilmistir.



Tablo 2.1. As1 tarihi (22, 28, 32, 33).

Canh Asilar Olii Asilar Protein ya da Polisakkarit | Rekombinant
Bazh Asilar Asilar
18. yiizyil
Cicek Hastalig1
(1798)
19.ytizy1l
Kuduz Tifo
(1885) (1896)
Kolera
(1896)
Veba
(1897)
20.ylizy1l
Tiiberkiiloz Bogmaca Difteri Hepatit B
(1927) (1926) (1923) (1986)
Sar1t Humma Influenza Tetanoz Kolera
(1935) (1936) (1926) (1993)
Oral Polio Tifiis Polisakkarit Bazli Lyme
(1963) (1938) Meningokok (1998)
Kizamik Inaktive Polio (1974)
(1963) (1955) Polisakkarit Bazli
Kabakulak Kuduz Pnomokok
(1967) (1980) (1977)
Kizamik¢ik Kene Kaynakli Polisakkarit Haemophilus
(1969) Ensefalit influenzae Tip b
Adenoviriis (1981) (1985)
(1980) Kolera Konjuge Haemophilus
Tifo (Salmonella (1991) influenzae Tip b
Ty21a) (1989) Japon Ensefalit (1987)
Kolera (Fare Beyni) Polisakkarit Bazli Tifo
(1994) (1992) (1994)
Sugigegi Hepatit A Aseliiler Bogmaca
(1995) (1996) (1996)
Rotaviriis Konjuge Meningokok Grup
(1999) C
(1999)
21. ylizyl
Soguga Adapte Japon Ensefalit Heptavalan Konjuge Kuadrivalan
Influenza (Vero Hiicresi) Pnémokok Papilloma
(2003) (2009) (2000) (2006)
Zayiflatilmig Kuadrivalan Konjuge Bivalan Papilloma
Rotavirtis Menigokok (2009)
(2006) (2005) Meningekok
Zona 13 valan Konjuge Grup B
(2006) Pnomokok (2013)
Ebola (2010)
(2015)
Zayiflatilmis Dang
(2015)
Son otuz yilin giindeminde yer alan MRNA as1 caligmalar1 siireci
incelendiginde mMRNA’nin, bir lipozomal nanopargacik ile hiicreye ilk



bagarili  transfeksiyonunun 1989  yilinda  gergeklestirildigini  sOylemek
mimkiindiir. Laboratuvar kosullarinda iiretilen ¢iplak mRNA, bir y1l sonra farelerin
kaslarma enjekte edilmistir (34). 1990’lh yillarda, mRNA'nin, kanser ve bulasici
hastaliklara kars1 as1 gelistirmek amaciyla kullanilmasi i¢in preklinik g¢alismalar
yapilmaya baglanmistir. 2001 yilinda tiimor antijenlerini kodlayan mRNA igeren
bir terapotik kanser asisi ile transfekte edilmis dendritik hiicrelerinin kullanildigr ilk
klinik deneyler yapilmistir (35). 2013 yilinda ilk kez mRNA kuduz ve 2015 yilinda
mRNA influenza asisilari i¢in klinik deney ¢alismalar1 baglatilmistir. 5 y1l kadar sonra
ortaya ¢ikan ve diinyay:r etkisi altina alan Covid-19 salginina karst mRNA asilari
gelistirilmis ve acil kullanim onay1 almistir (36).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1924-2010 yillar1 arasinda yaklasik 103
milyon ¢ocukluk donemi hastalik vakasinin 6nlendigi bilinmekte ve asilara harcanan
her dolarin, ¢ocuklarin saglikli biiylimesini saglayarak yaklasik 44 dolar getiri
sagladig diistiniilmektedir (24).

Bilimsel ilerlemeler sayesinde, 2018 verilerine gore yaklasik 30
mikroorganizmaya karsi 70’ten fazla as1 gelistirilmis ve bu saymin artmasi
beklenmektedir. Bagisiklik programlarinda yer alan ve glinlimiizde uygulanan asilara
tiberkiiloz (Basillus Calmette-Guerin, BCG), OPV, Difteri-Tetanoz-Bogmaca
(Diphtheria, Tetanus, Pertussis, DTP), kizamik-kabakulak-kizamik¢ik (Measles,
Mumps, and Rubella, MMR), Hepatit B, sugicegi, pnomokok, kuduz, meningokok,
influenza, insan papilloma viriisii asis1 (Human Papilloma Viriis, HPV) ornek
verilebilir (18).

2.1.3. As1 Tiirleri

Asilar hazirlaniglarina gore canli (ateniie) ve 6lii (inaktive) asilar olmak {izere
iki gruba ayrilirlar (2). Asilar sahip olduklari igerik ve 6zellikler bakimindan farkli
gruplara ayrilirlar (1, 4). Tez c¢alismasinda yapilan siniflandirma, T.C. Saglik
Bakanligi Covid-19 Asis1 Bilgilendirme Platformu’nda yer alan bilgiler 1s18inda
yapilmistir (37). Yapilan siniflandirmaya gore asi tiirleri ve drnekleri Sekil 2.1." de

gosterilmistir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Transfection
https://en.wikipedia.org/wiki/Dendritic_cell-based_cancer_vaccine
https://en.wikipedia.org/wiki/Dendritic_cell

CANLI ASILAR
BCG, OPA, KKK, Sucicedi

OLU ASILAR

Hepatit A, inaktivite polio ve Bogmaca

mRNA-DNA ASILARI
Biontech mRNA, Moderna mRNA
VEKTOR ASILARI
Sputnik-V, ZEBOV, AZD1222

Sekil 2.1. Ast tiirleri ve 6rnekleri(38).

e Canh Zayiflatilmus Asilar

Canli zayiflatilmis asilar, organizmada ¢ogalmakta, Sldiiriicii virlisiin sebep
oldugu enfeksiyonlar olugsmadan viral replikasyonu tesvik etmekte ve immiin yaniti
uyarmaktadir. Bu asilarla uyarilan immiin yanit, dogal enfeksiyonla uyarilan immiin
yanitla benzerlik gosterir (1, 19).

Canli zayiflatilmis asilar, gelistirilen ilk as1 tiiriidiir. Cigek hastaligini ve ¢gocuk
felcinin neredeyse tamamen ortadan kaldirilmasini saglayan agsi tiiriidiir. Bu as1
sinifinin en dnemli dezavantaji hastalik tablosu olugturma potansiyeline bagli glivenlik
endiseleridir. Bu asilarin saklama kosullarina ¢ok dikkat edilmeli, 1s1 ve 1siktan
korunmalidir.  Soguk zincir saklama kosullarina  gereksinim  duyulmasi
dezavantajlarindan bir digeridir (1, 4). Diger yandan en onemli avantajlari oral
uygulanan agilar harig tekrarli doz uygulamasina gerek olmamasidir (19). Ayrica canl

zayiflatilmis asilar adjuvana ihtiya¢ duyulmayan tek as1 grubudur (4).
e Inaktif (Olii) Asilar

Inaktif baska bir deyisle 6lii asilar, hastaliga sebep olan patojen, viriis veya
bakterilerin, 1s1, 151K ve pH gibi faktorlerle fiziksel veya formaldehit, glutaraldehit,

aseton gibi maddelerle kimyasal yontemlerle inaktif hale getirilmesi, dolayisiyla
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hastalik yapma potansiyellerinin ortadan kaldirilmasiyla elde edilmektedir.
Inaktivasyon asamasini takiben, immiin yanita sebep olan &zellikler korunmaktadir.
Hepatit A, bogmaca, ¢ocuk felci, tifo ve kuduz asilar1 inaktif asilardir. Bu asilarin
giivenilirligi  ylksektir. Saklanmasi kolaydir ayrica spesifik immiin yanit
olusturabilirler (39, 40).

Gilivenlik nedeniyle siklikla tercih edilmekle birlikte kullanimda bazi
sorunlarla karsilasilabilmektedir. Bunlarin basinda vektor inaktivasyonunun
tamamlanmamis olabilmesi ve bunun sonucunda asilama sonrasinda hastalik tablosu
ortaya cikabilmesidir. ikinci olarak, immiin yanit zayif olabilir ve buna bagl olarak
tekrar dozuna gereksinim duyulabilir (40). Ayrica yasam dongiisii boyunca degisime
ugrayan Ozelliklere sahip patojenler i¢cin ve bazi kronik enfeksiyonlar i¢in uygun
degildir (20).

Icerik olarak bakildiginda bir mikroorganizmanin tiimiinii &ldiiriilmiis halde
iceren agilara tim hiicreli ast, mikroorganizmanin yalnizca
belli kisimlarini igeren asilara ise fraksiyone (alt birim) as1 denir (4, 19, 41). Alt birim
asilar1 patojenin tamamini degil, belli antijenik kisimlarini ihtiva eder. Polisakkarit
bazli agilar, protein bazli agilar alt birim asilar grubundadir. Ulkemizde kullanilan
pnomokok, Hepatit B, aseliiler bogmaca asis1 ve risk gruplara 6nerilen meningokok
ve grip asilar1 bunlara 6rnek olarak verilebilir (37, 41).

Inaktif asilarin bir bagka alt grubu olan konjuge asilar, bir bakterinin hiicre
duvarindan izole edilen antijenik kisimlarin bir polisakkarite baglanmasiyla tiretilir.
Ozellikle gocuklarda immiinojenisitelerini arttirmak icin kullanilirlar (4, 19). Konjuge
pnomokok asisi, konjuge meningokok asisi, Haemophilus influenzae tip b asisi
konjuge asilara 6rnektir (37). Streptococcus pneumoniae (SPN)’ ye karst multivalan
agilar (7-, 10-, 13-, 15-, 20-valan), yaklasik son 20 yilda ruhsatlandirilmistir.
1970'lerden bu yana, 6 ila 23 serotip arasinda kapsiiler polisakkaritler i¢eren birkag
pnémokok polisakkarid asilar1 (Pneumococcal polysaccharide vaccine, PPV)
gelistirilmistir. Diinya c¢apinda bir¢cok {ilkede yalmizca 23-valanli PPV
ruhsatlandirilmistir. 65 yas ve istii bireyler ile kronik kardiyovaskiiler hastalik ve
diyabet 6ykiisii olan 2 ila 64 yas arasi bireyler i¢in 6nerilmektedir (42).

Toksoid asilar, mikroorganizmalarin toksinlerinin yapisi degistirilerek hastalik

yapma Ozellikleri ortadan kaldirilmis fakat immiin sistemi uyarma kapasiteleri
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korunmus halini iceren inaktif asilardir. Difteri ve tetanoz asilarit toksoid asilara
ornektir. Bu agilar yiiksek oranda immiinojenik degildirler ve bir adjuvan iceren
formiilasyonun yani sira birden fazla uygulama gerektirirler (4, 41).

Alt birim (fraksiyone) asilar, canli zayiflatilmis asilara nispeten daha kolay
tiretilebilmektedir. Rekombinant teknolojilerin kullanima, alt birim asilarin tasarim ve
tiretimini kolaylastirmigtir. Daha az yan etkiye sahip olduklarindan daha giivenilir
asilar olarak kabul edilirler. Bunun yani sira tekrar dozuna ve adjuvan kullanimina
gereksinim vardir (43). Yaygin olarak, kas i¢i enjeksiyon, deri alt1 enjeksiyon,
intraperitoneal enjeksiyon ve mukozal agilama ile uygulanan ve in vivo bozunmaya
ugramak gibi bir dezavantaja sahip alt birim asilarin etkinligi, adjuvan ve uygun
asilama yontemi kullanimi ile artirilabilir. Bu yiizden, uygun bir adjuvan ve
bagisiklama yonteminin segilmesi, alt birim as1 arastirmalari igin esastir (44). Hepatit

B agisi, aselliiler bogmaca asisi fraksiyone asilara drnektir (37).
e MRNA ve DNA iceren Asilar

Niikleik asit asilar1 (mRNA ve DNA igeren asilar) hedeflenen
mikroorganizmanin antikor olusturan antijenik yapisinin mRNA ya da DNA’sim
iceren agsilardir (37). Yakin zamanda gelistirilmis olan bu asilar, giincel klinik
denemelerden hareketle, bulasici hastaliklara kars1 miicadelede umut verici yeni bir
platformdur (45). Yenilikgi bir yaklasim olarak kabul edilen bu asilar, CD4+ ve CD8+
T hiicresi tepkilerini indiikleme yetenekleri bakimindan geleneksel asilara gore 6nemli
avantajlara sahiptir. CD4+ T hiicresi tepkilerini indiikleyerek gii¢lii hiimoral bagisiklik
tepkisi olusturur (46). Bulasici hastaliklara ek olarak kanser immiinoterapisi dahil pek
cok alanda heycan verici bir bagisiklama yaklagimini temsil etmektedir (47). CD8+ T
hiicresi tepkilerini indiikleyerek timor hiicrelerini tanimay1 ve apoptozu saglar (46).

Niikleik asit asilarin uygulamasindan sonra hiicreler antijeni iiretmeye baslar
ve bu da bagisiklik sistemini uyarir. Bu asilar, antijene karst giiglii bir antikor yaniti
tiretirler. Bu asilarin olusturulmasi ve tiretilmesi nispeten kolay ve ucuz olarak kabul
edilir (19). DNA ve mRNA igeren asilarin ortaya ¢ikmasiyla, as1 tasarimi ve tiretimi
icin gerekli olan siire 6nemli Glglide kisalmistir (45).

Hem hiimoral hem de hiicresel bagisiklik tepkilerini indiikleyebilme 6zellikleri

DNA agilarini, inaktif agilardan ve subiinite asilardan farkli kilmaktadir (47). mRNA
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astlarinin DNA asilarina gore bazi avantajlar vardir, bunlar bdliinmeyen hiicrelerde
ekspresyon ve konak¢1 genoma entegrasyon riskinin olmamasidir. Ayrica, bagisiklik
tepkisini baglatmak i¢in genellikle daha diisiik dozlar gerekir (45). mRNA asilarinin
antijeni eksprese etmeleri i¢in ¢ekirdege girmeleri gerekmemektedir (48). RNA
asilarinin stabilite eksikligi ve soguk zincir gereksinimi nedeniyle dezavantajlari
mevcuttur (2). Pek ¢ok ¢alisma, mRNA ve DNA igeren asilarin ebola, insan immiin

yetmezlik viriisii (HIV), grip ve insan papilloma viriisiine (HPV) kars1 preklinik ve
Klinik deneylerde umut verici olduguna isaret etmektedir (46). Covid-19 salgini ile

birlikte, SARS-CoV-2 ‘ye karsti mRNA agsis1 gelistirilmis ve klinik denemeleri
yapilmistir (48). Pfizer Biontech mRNA asis1 ve Moderna mRNA asis1 SARS-CoV-
2 ‘ye kars1 gelistirilen mRNA asilaridir (37).

o Vektor Asilan

Vektor asilari, canli zayiflatilmis asilarin ve subiinite asilarin avantajlarinin
birlesimine sahiptir. Bu asilar bir patojenin antijenik protein genlerini ifade eden
patojenik olmayan viriisler igerir. Genellikle retroviriislerden, herpes simpleks
viriislerinden, adenoviriislerden veya poksviriislerden {iretilen viral vektorler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, vektor olarak kullanilan viriislere 6nceden maruz
kalma ile kullanimlar1 sinirlanabilmektedir. Insanlarda vektorlere kars: dnceden var
olan nétralize edici antikorlar immiinojenisitenin azalmasina yol agabilmektedir (1, 2).
Bu durum, insanlarda 6nceden neredeyse higbir bagisikligin bulunmadigi simian
adenoviriis gibi  vektorler kullanilarak asilabilir. Vektore karsi bagisiklik
tepkilerinin, vektoriin farkli antijenlerle tekrarlanan asilamalar igin kullanimini
siirlaylp  sinirlamayacagmin arastirilmas:  gerekmektedir (2). Ayrica, vektor
genomunda yabanci bir transgenin varligi da asinin etkinligini azaltan evrimsel

mutasyonlara yol agabileceginden immiinojenisiteyi azaltabilmektedir (4).
2.1.4. Asilarin Yapisinda Bulunan Bilesenler

Asilar, patojene ait antijenik kisimlar1 ve bu kisimlar1 ekspre eden sistemleri
icerir. Ayrica asinin etkinligini artirmak ve stabilitesini saglamak amaciyla bazi
bilesenleri de igerirler. Bunlar; adjuvanlar, prezervatifler, stabilizatorler, antibiyotikler

ve kalintilar olup Sekil 2.2." de gosterilmistir (21).
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Sekil 2.2. As1 bilesenleri (21).

a. Aktif Bilesenler

Tiim asilar, bagisiklik tepkisi olusturan aktif bilesen (antijen) veya antijeni
ekprese etmek icin bilesenler igerir. Antijen, asinin tiiriine bagl olarak patojenin kiigiik

bir kismi olabilicegi gibi zayiflamis veya inaktif formda tiim patojen olabilir (21).
b. Adjuvanlar

Adjuvanlar, tek baginda antijenik 6zelligi olmayan, antijenlerle kombinasyon
halinde immiinolojik yaniti artiran molekiillerdir (49). Asilar genellikle, as1 antijenleri
tarafindan indiiklenen bagisiklik tepkisini artiran maddeler olan adjuvanlarla formiile
edilir (14).

Nihai asida birden fazla adjuvan bulunabilir. Bunlar tek bir antijenle ya da daha
fazla antijenle kombine edilebilir. Adjuvanlar kaynaklarina (dogal, sentetik veya
endojen), etki mekanizmalarma ve fizikokimyasal Ozelliklerine  gore
smiflandiriimaktadir. Adjuvanin fizikokimyasal ve biyolojik ozellikleri stabilite
degerlendirmesinde g6z oOniinde bulundurulur (50). "Kendinden olmayanin" daha
etkili ve kolay taninabilmesi ve immiinolojik yanitin artmasi i¢in, adjuvanlarin

antijenlerle kombinasyon halinde olmas1 gereklidir (49). Adjuvan antijen
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kombinasyonunun olusmasi olduk¢a 6nemli oldugundan baglanma ozellikleri test
edilerek degerlendirilmelidir (50).

Asi bileseni olarak adjuvanlarin kullanim nedenleri asagidaki gibidir;

-Asilarda daha giiclii, spesifik olmayan ve uzun siireli bir immiin yanit
saglamak.

-Kullanilan antijen miktarlarini azaltmak.

-Uygulanmasi gereken doz sayisini azaltmak.

-Hafiza T hiicrelerinin olusmasini saglamak.

-Yas (bebekler ve yaglilar), hastalik veya immiin sistemi zayiflamig olmasi
nedeniyle duyarliligi azalmis popiilasyonlarda bagisiklik oranlarini artirmak. (Yash
bireylerin grip asisina karsi immiin yanitin1 artirmak i¢in MF59 adjuvaninin kullanimi
buna 6rnek olarak verilebilir.)

-Inflamatuvar sitokinlerin salinmasinin uyarilmasini saglamak.

-Mukozal yoldan uygulanan asilarda immiin yanitin gii¢clendirilmesini
saglamak (49, 51-53).

Ideal adjuvanlar sahip olduklar1 dzellikler asagidaki gibidir;

-Uzun siireli yan etkilere sebep olmadigindan giivenilirdir.

-Iyi tolere edilebilir.

-Ekonomik olarak uygundur.

-Farkl1 ag1 antijenleriyle uyumludur.

-Kolay tiretilebilir.

-Biyolojik olarak parcalanabilir ve etkisi bittikten sonra viicuttan kolay
uzaklagtirilabilir.

-Antijenin taginmasini saglar.

-Immiin yanitlar gii¢lendirir.

-Kullanilacaklari tilkede gegerli olan farmakopeye uygun olmalidir (15, 54).

Bir adjuvanin as1 formiilasyonunda kabul edilebilmesi i¢in EMA’ya gére,
gerekliligi ve olasi olumsuz etkileri kiyaslanmalidir. Saglikli ve c¢ogunlukla da
pediyatrik popiilasyona da uygulandigindan koruyucu asilarin giivenligine biiyiik
onem verilmektedir. Genellikle agir hastalara veya yiiksek risk gruplarina uygulanan
terapotik asilar igin durum farkli olup bu kosullarda asilama ile elde edilecek yarar

daha 6nemli olabilir ve bu nedenle olasi toksisite riski kabul edilebilir (55).
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Aliiminyum

Aliiminyum tuzlari, 1932°den beri asilarda adjuvan olarak kullanilmaktadir. En
¢ok kullanilan aliiminyum adjuvanlari, aliminyum oksihidroksit ve aliminyum
hidroksi fosfat ve aliiminyum hidroksi fosfat siilfattir. Bunlar farkli fiziko-kimyasal
ozelliklere sahiptir. Asilarin neredeyse %60°inda bulunur ve en ¢ok kullanilan formu
aliminyum oksihidroksittir (53, 56).

Aliiminyum dogustan gelen bagisiklik tepkilerini ve inflamasyonu uyarir.
Dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi antijen sunan hiicrelerin uyarilmasini saglar.
Interlokin saliimini, T ve B lenfositlerinin aktivasyonunu ve antikor {iretimini artirir.
Aliiminyum adjuvanlar1 ayrica hassas bireyleri alerjik reaksiyonlara yatkin hale
getirebilen antijene 6zgii IgE tepkilerini de indiikler. Bununla ilgili mekanizmalar hala
tam olarak aydinlatilamamustir (57, 58).

Aliminyum enjeksiyon yerinde kizariklik. sislik, lezyon, eritem, groniilom gibi
lokal reaksiyonlara sebep olmaktadir (59). Bazi ¢alismalar aliminyumun enjeksiyon
bolgesinden lenf diiglimleri ve beyin gibi dokulara gectigini gdstermistir.
Aliiminyumun beyin dokularina geg¢isini takiben fare ve koyunlarda davranig
degisikliklerini gésteren galismalar da mevcuttur (56).

Crepeaux ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptigr bir ¢alismada aliiminyum
adjuvanin sinir sistemi iizerindeki potansiyel etkisi fare modellerinde incelenmistir ve
farelerin motor ve biligsel islevlerinde degisiklikler gozlemlemistir. Calismada
adjuvan olarak kullanilan aliiminyum hidroksitin dogrusal olmayan doz yanit egrisi
olusturdugu sonucuna ulasilmis, en diisilk dozun farelerde nérotoksik oldugu; buna
karsin en yiiksek dozlarin norotoksisiteye sebep olmadigi ileri siiriilmiistiir (60).
Bunun aksine aliiminyumun giivenli bir adjuvan oldugunu ve nérogelisimsel
risk olusturmadigini savunan g¢alismalar da mevcuttur (61).

Asilarda bulunan aliiminyum birtakim endiselere sebep olsa da aliiminyuma
ana maruziyet besin ve igme suyudur. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European
Food Safety Authority, EFSA) tolere edilebilir haftalik alim (Tolerable Week Intake,
TWI) sinirin1 1 mg aliminyum/kg viicut agirligi/haftalik olarak belirlemistir. Avrupa
Farmakopesi, asilar i¢in doz basma 1,25 mg olarak bir aliminyum esigi
belirlemistir. Bu esik, yukarida bahsedilen 1 mg aliiminyum/kg viicut agirligi/haftalik
Avrupa TWI’sine uygundur (62). T.C. Saglik Bakanlig1 As1 Portal’ina gore bir insanin
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yagsam1 boyunca agilar vasitasiyla maruz kaldig: toplam aliiminyum miktart 4,25 mg
iken bazi ilaglarda Ozellikle mide asidini kontrol etmek amaciyla kullanilan
preparatlarda bulunan aliiminyum miktar1 20-30 mg’dir (63). Bununla birlikte, yeni
dogan ve bebeklerin asilama yoluyla aliiminyuma maruz kalmalarinin, 6zellikle diyet
ve diger yollarla aliiminyuma maruz kalmalarma gore onemli olup olmadigi
konusunda tartigmalar devam etmektedir. Bazi asilarin tek bir dozunun igerdigi
aliminyum miktarinin, bir bebegin 150 giinliik emzirmeden alacagi aliiminyum
maruziyetine esdeger oldugu ve as1 yoluyla aliiminyuma maruz kalmanin, diyete
kiyasla akut bir maruziyet oldugu ileri stirtilmiistiir (64).

Agri, enjeksiyon yerinde lokal reaksiyonlar, miyofasit sendromu, alzheimer ile
iligkili olabilecegi diisiiniilse de aliiminyum adjuvan olarak altin bir standarttir.
Alternatif bir adjuvanin aliiminyuma nispeten daha giivenilir, daha gii¢lii koruyucu
olmasi ve daha tolere edilebilir olmas1 gerekmektedir (59).

Oligoniikleotitlerden biri olan CpG ve MF59 gibi yag emiilsiyonlari bilinen ve
kullanilan diger adjuvanlardir (14). CpG'nin adjuvan etkisi, protein antijenlerine
konjuge halde artmakta olup bu adjuvan kullanilarak, enfeksiyoz ajanlara, alerjenlere
ve timor hiicrelerine yonelik asilar i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (49). MF59,
Avrupa’da yash bireylerin bagisiklik yanitinin giiclendirilmesi amaciyla, mevsimsel
grip asilarinda kullanilmak iizere ruhsatlandirilmistir. Saponin bazli adjuvanlar ise

veteriner agilarda yaygin olarak kullanilmaktadir (51).
c. Koruyucular

Koruyucular as1 formiilasyonlarina mikroorganizmalari, 6zellikle bakteri ve
mantarlar1 6ldiirmek veya biiylimesini dnlemek i¢in eklenir. Genellikle ¢oklu doz as1
flakonlarin tekrar tekrar delinmesi ile kontaminasyon olusabilmekte ve koruyucular bu
durumu kontrol altina almak amaciyla kullanilmaktadir. Bazen de iiretim esnasinda
mikrobiyal liremeyi engellemek i¢in kullanilir (65). Yaygin olarak ¢oklu doz asilarda
kullanimi1 tavsiye edilse de asilarin genellikle bulanik olmasindan dolayr mikrobik
kontaminasyon maskelenebileceginden bir koruyucunun varligi kontaminasyonun

onlenmesi i¢in 6nemlidir (66).
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e Tiyomersal

Tiyomersal, as1 formiilasyonlarinda koruyucu isleve sahip, ¢oklu doz asilarda
kontaminasyonu Onleyen antimikrobiyal bir madde olarak, 80 yili askin siiredir
kullanilan bir organik civa bilesigidir (67). Canli asilarin etkin maddesi ile
etkilesebileceginden canli asilarda kullanilmamakla beraber bazen antijeni
zayiflatmak amaciyla kullanilabilir. Bogmacanin 1s1 ile inaktivasyonuna katkida
bulunmasi i¢in tiyomersalin kullanilmasi buna 6rnektir (66).

Astya ek olarak topikal farmasotik preparatlarda ve kozmetiklerde de koruyucu
olarak kullanimi yaygindir. Tiyomersal %49,55 (a/a) civa (Hg) igerir ve metabolize
oldugunda tiyosalisilik asit, ditiyobenzoik asit ve etil civa agiga ¢ikmaktadir. Hepatit
B, influenza, Haemophilus influenzae tip b, difteri, tetanoz ve bogmaca asilarinda doz
basina 0.50 ml’de 45 ila 55 pg arasinda kullanilmaktadir (68).

Civa bilesikleri, bakteriyolojinin dogusundan itibaren dezenfektan olarak
kullanilmigtir. Uzun bir siire civa kloriir (HgCI) gibi Hg bilesiklerinin bakteri ve diger
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinde yararl oldugu diistiniilmistiir (69).

Yararl etkilerinin yaninda Hg’ nin sebep oldugu diisiiniilen kontakt dermatit
gibi immiinolojik reaksiyonlar, otizm ve norolojik bozukluklar gibi olumsuz etkiler,
ozellikle Hg toksisitesine daha duyarli bebekler i¢in ¢esitli endiselere yol agmaktadir
(70).

Civa, yer kabugunda, havada, toprakta ve suda dogal olarak bulunan bir
elementtir. Bazi bakteri tiirleri inorganik civayr organik civaya (metil civa)
dontistiirebilir. Metil civa baliklarla hayvan ve insanlara ulasir. Civa yiiksek
konsantrasyonlarda norotoksik olabilir. Ancak tiyomersal metil civa degil etil civa
icermektedir. Etil civa, metil civadan ¢ok daha hizli pargalanir ve viicuttan atilir. Bu
sebeple viicutta birikme ve zarar verme olasiligi ¢ok daha diistiktiir (71). Etil civanin
yarilanma Omriiniin bir haftadan daha kisa oldugu ve yaklasik 4-9 giinde viicuttan
sindirim sistemi ile atildigi bilinmektedir (63). Yine de gevresel faktorler ve balik
tiketim aligkanligina ek olarak tiyomersal iceren asilarin uygulanmast Hg
maruziyetine duyulan endiseleri artirmaktadir (70).

Difteri-Tetanoz-Bogmaca (DTB) asilartyla tiyomersalin otizm, dikkat eksikligi
ve hiperaktivite gibi norogelisimsel bozukluklar ile iliskilendirildigi bazi ¢aligmalar

bulunmaktadir (69). Bunun tam tersini savunan ve DTB asilar1 yoluyla timerosal


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/thiosalicylic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/disinfectant-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mercury-chloride

18

maruziyetinin norogelisimsel bozukluklara neden olduguna dair higbir kanitin
bulunmadigini ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur (72). 2003-2010 yillar1 arasinda
Danimarka, Birlesik Krallik ve ABD’den 690.000 den fazla ¢ocugu kapsayan biiyiik
arastirmalar yapilmig, tiyomersal igeren asilar ile otizm arasindaki iliskiyi
degerlendirmis ve sonug olarak tiyomersal igeren asilarin otizm riskini artirdigina dair
bir kanit bulunamamustir (61). Thtiyati bir tedbir olarak, ABD tiyomersal icermeyen bir
cocukluk as1 programina gegis yapmistir. ABD’ de yalnizca ¢ok dozlu influenza
asilar1 timerosal igermektedir (71). Olasi riskleri en aza indirgemek i¢in Avustralya
Standart As1 Cizelgesindeki 5 yasindan kiiciik ¢ocuklar i¢in kullanilan asilar da
tiyomersal icermez ya da eser miktarda igerir (57).

Asilarda tiyomersal ile ilgili olarak WHO kullaniminin azaltilmasini,
kaldirilmasini ya da degistirilmesi tavsiye eder (73).

Agilardaki tiyomersalin azaltilmasi ya da kaldirilmasina iligkin  EMA
kilavuzunda olasi istenmeyen etkilere karst tiyomersal ve diger organo civa
koruyucular icermeyen asilarin kullanilmasi tavsiye edilmistir. Kilavuzda bununla
ilgili i¢ 6neri bulunmaktadir. Tiyomersalin tamamen ortadan kaldirilmasi, nihai as1
formiilasyonunda tiyomersal miktarinin azaltilmasi ve tiyomersale alternatif
koruyucularin kullanilmasi. Degistirme, alternatif koruyucunun anti mikrobiyal
etkinlik, antijen ile uyumluluk, risk yarar dengesi agisindan dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesinden sonra yapilmalidir (66).

Tiyomersalin yanm1 sira, fenol, fenoksietanol, m -kresol, benzil alkol,
klorobutanol ve metilparaben de as1 formiilasyonlarinda koruyucu olarak
kullanilmaktadir. Daha eski yillarda asilarda koruyucu olarak sadece fenol (tifo asilari
igin), timerosal (difteri, tetanoz, bogmaca, grip, Japon ensefaliti, hepatit B ve
pnomokok asilar1 i¢in) ve fenoksietanol (¢ocuk felci, pndmokok ve tifo asilari)

kullanilmistir (74).
d. Stabilizatérler

Stabilizatorler, as1 icinde meydana gelebilecek kimyasal reaksiyonlar1 ve as1
bilesenlerinin as1 sisesine yapismasini engeller. Sekerler (laktoz, sakaroz), amino
asitler (glisin), jelatin ve proteinler (mayadan elde edilen rekombinant insan albiimini)

as1 formiilasyonlasrinda kullanilan stabilizatorlerdir (21). Jelatin, asilamadan sonra
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ortaya cikan tirtiker, anafilaksi veya lokal reaksiyonlar gibi bazi alerjik reaksiyonlarla
iligkilendirilmistir fakat jelatinin anafilaksi insidansi olduke¢a diistiktiir ve 2 milyon
dozda yaklasik bir vaka gorilmistiir (57). Magnezyum Klorid ve Polisorbat 80 de
asilarda yaygin sekilde stabilizator olarak kullanilmaktadir (63).

e. Antibiyotikler

Gentamisin, tetrasiklin, neomisin, streptomisin ve polimiksin B gibi
antibiyotikler genellikle as1 {iretimi sirasinda bakteri ve mantar kontaminasyonunu
onlemek i¢in kullanilirlar. Anafilaksi dahil olmak {izere sistemik alerjik reaksiyonlara
veya lokal deri reaksiyonlarina sebep olabilirler. Neomisinin sebep oldugu cilt
reaksiyonlari, anafilaksi i¢in bir risk faktorii olmayip, neomisin igeren asilarin
kullanim1 igin bir kontrendikasyon olarak degerlendirilmez (57, 75). Kanamisin ve

eritromisin de as1 igeriklerine dahil edilen antibiyotikler arasindadir (63).
f. Kalintilar

Kalintilar, asida aktif bilesen olmayan asilarin {iretimi sirasinda kullanilan
kiigiik miktarlarda cesitli maddelerdir. As1 igeriginde bulabilen kalintilar genellikle
maya ve yumurta proteinleridir (21). Asilamadan sonra yumurta proteinlerine bagl
alerji riski bulunmaktadir fakat mevcut kilavuzlar, anafilaksi diginda yumurta alerjisi
olan hastalarin giivenli bir sekilde asilanabilecegini bildirmistir. Yumurta
proteinlerinin yan1 sira bazi asilar Saccharomyces cerevisiae kullanilarak
tiretilir. Ekmek mayasi kullanilarak iiretilen asilara maruz kalan hastalarda mayaya
Ozgii IgE tespit edildigine dair herhangi bir rapor bulunmamaktadir (57).

Bir as1 formiilasyonunda bulunan bu bilesenler, kontaminasyon ve asi
tarafindan indiiklenen bagisiklik cevabin fazla olmasi bazi potansiyel gilivenlik

sorunlarina yol agabilmektedir (15).

2.2. As1 Uygulamalar: Sonrasi Gelisen istenmeyen Etkiler

Modern tiptaki ilerlemeler nedeniyle, eskiden yaygin olan ciddi bulasici

hastalik oranlar1 biliylik Olgiide azalmistir. Bununla birlikte, kiiresel asilama
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programlarindaki kazanimlarin siirdiiriilmesi, hem as1 etkinligi hem de as1 giivenligi
konusunda yeni tartismalari giindeme getirmistir (61).

Asilamadan sonra istenmeyen etkiler goriilebilir. Bu etkiler, as1 bilesenlerine
akut asir1 duyarlilik tepkilerinin gelismesi, lokal doku reaksiyonlari, otoimmiin

hastaliklarin gériilmesi ve anaflaksi olabilir (76).
2.2.1. Asilama Sonrasi Sikca Goriilen Hafif Yan Etkiler

e Ates, Agr1 ve Enjeksiyon Bolgesinde Lokal Reaksiyonlar

Asilamadan sonra yaygin goriilen lokal reaksiyonlar, enjeksiyon bolgesinde
agri, sisme ve eritemdir. Ates, sinirlilik, uyusukluk ve dokiintii gibi sistemik
reaksiyonlar da ortaya ¢ikabilir. Daha uzun igne kullanimi enjeksiyon bolgesinde olasi
reaksiyon riskini azaltir. Ates ve agr1 goriilmesi halinde parasetamol kullanimi tavsiye

edilir (77).
2.2.2. Asillama Sonrasi Cok Nadir Goriilen Ciddi Yan Etkiler

e Lenfadenopati

Lenfadenopati asilama sonrasi lenf nodlarindaki reaktif degisikliklere bagl
olarak geligebilir. Klinik olarak elle hissedilebilen ve radyolojik goriintiileme ile
saptanan agrili yumrulardir. BCG, hepatit B, insan papilloma viriisii, tetanoz ve SARS-

CoV-2 agilarindan sonra nadiren gézlenmistir (78).
e Artrit ve Artralji

Ik olarak 1969 yilinda yapilan kizamikgik asis1
calismalarinda, asilamay1 takiben hafif ve gegici artralji gézlenmistir (79). Kizamikgik
asisi ile artrit ve artralji arasindaki potansiyel iliski ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmis
ve geligkili sonuglar bulunmustur (80).

Institute of Medicine (IOM), 2011°de Adverse Events Following Immunization
(AEFI)’nin bir serisinin nedenselligini degerlendirmistir. Akut ve kronik formlar,
reaktif, aseptik ve septik artrit ile artralji dahil olmak f{izere artrit tanimlarinin
cesitliligi, asilarla olas1 bir nedensel iliskiyi giivenilir bir sekilde degerlendirmede

zorluklar ortaya ¢ikarmistir. Kizamik, kabakulak ve kizamik¢ik (MMR) agis1 ve bazi


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rubella
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/septic-arthritis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/septic-arthritis

21

kadin ve c¢ocuklarda gegici artralji olusumu olast nedensel iliski olarak
siiflandirilirken, diger asilarla nedensel iligkiyi kabul etmek veya reddetmek i¢in

yeterli kanit bulunamamustir (81).
e Trombosititopeni

As ile iliskilendirilen nadir fakat ciddi advers reaksiyonlardan bir digeri de
sekonder immiin trombositopeni (Immune Thrombocytopenic Purpura, ITP)dir. ITP,
otoimmiin kanama bozuklugu olup trombosit yikimina ve trombosit iiretiminin
bozulmasina yol agar. Kizamik-kabakulak-kizamik¢ik (MMR) asisi, su anda 100.000
dozda yaklasik 0.087-4 insidansla immiin trombositopeni ile neden-sonug iliskisinin
gosterildigi tek asidir ve komplikasyon ¢ogunlukla ¢ocuklarda goriiliir (82). Ek olarak
tromboz ve trombositopeni ile saglik kuruluslarina bagvuran ve adenoviral bazli asi
(ChAdOx1 nCoV-19 ve Ad26.COV2-S) uygulanan bireylerde as1 kaynakli immiin
trombotik trombositopeni (Vaccine-induced Immune Thrombotic Thrombocytopenia,
VITT) gozlenmis ve bazi Covid-19 asilar ile trombositopeni arasinda iliski oldugu

diistiniilmiistiir (83).
e Asir1 Duyarhlik Reaksiyonlar:

Astya bagli asirt duyarlilik reaksiyonlari seyrek olmamakla birlikte ciddi akut
baslangicli, IgE aracili veya IgG ve kompleman aracili anafilaktik veya ciddi gecikmis
baslangi¢hi T hiicresi aracili sistemik reaksiyonlarin son derece nadir oldugu kabul
edilir. Aktif as1 bileseni (antijen) veya diger bilesenler nedeniyle asiri duyarlilik
reaksiyonlar1 olusabilir. Goriilen reaksiyonlar dokiintli, trtiker, anjiyoodem ve
anaflasiye kadar degisebilir (75).

Ast formiilasyonunda bulunan yumurta proteinleri, jelatin, sigir serum
proteinleri, antibiyotikler gibi stabilizator ve kalintilara kars1 atopiklerde IgE yaniti
ortaya ¢ikarabilir. IgE antikorlari, cilt, bagirsak ve solunum yolu mukozalarindaki
mast hiicreleri iizerindeki reseptorler icin yiiksek bir afiniteye sahiptir. Asilamayla
viicuda giren antijen, mast hiicreleri yiizeyindeki IgE ye baglanir ve degraniilasyona
neden olur. Histamin gibi norotransmitterlerin serbest birakilmasiyla tip 1 asiri

duyarlilik reaksiyonlar1 goriiliir (76).
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McNeil ve arkadagslarinin yaptigi 3 yil siiren bir ¢alismada, 25.173.965 as1 dozu
uygulandiktan sonra 33 anafilaksi vakasi goriilmiis olup bu da milyonda 1,31 ihtimali
ifade etmektedir (75).

Akut asir1 duyarlilik reaksiyonlarma ek olarak gecikmis asir1 duyarlilik
reaksiyonlart da nadir goriiliir. Lokalize veya nadiren diffiiz ekzamatoz, kiitanoz

veya enjeksiyon yerinde deri alt1 nodiiller seklinde ortaya ¢ikabilirler (84).
e Canli As1 Uygulama Sonrasi Dogal Hastaligir Taklit Eden Hastalik Tablosu

Oral ¢ocul felci asilar1 (Oral polio vaccine, OPV) nadiren paralitik hastaliga
neden olabilir. Diinya genelinde yaklasik 1 milyonda 4,7 (aralik: 2,4-9,7) oraninda as1
uygulanan ve asi uygulananlarla yakin temasta bulunan bireylerde asiyla iliskili
paralitik ¢ocuk felci (Vaccine-Associated Paralytic Polio, VAPP) goriilmiistiir (85).

Kabakulak asis1 uygulamasindan sonra parotis bezleri ve testisler etkilenip
dogal hastaligin semptomlari olan parotitis ve orsit goriilebilir (86). Benzer sekilde
kizamik ve kizamik¢ik agilarmin uygulanmasindan hemen sonraki dénemde (7-28
giin) hastalifa benzer sekilde ates dokiinti gozlenebilir. Asi ile iligkili
kizamikgik insidansi bilinmemektedir (87). Kizamik asistyla iliskili dokiintii hastaligt
(Vaccine-Associated Rash Illness, VARI) kizamik agis1 uygulanan bireylerin %5 ila

15’1 arasinda gozlenebilmektedir (88).
e Guillain-Barre Sendromu (GBS)

Guillain-Barré sendromu (GBS), ekstremitelerin gevsek felci, duyusal
anormallikler ve kraniyal sinir felci ile karakterize bir otoimmiin hastaliktir (89).

Influenza asis1 yapilan 100.000 kiside 1 vakada GBS goriilmiis ve as1 ile
iligkilendirilmistir. Fakat influenza enfeksiyonunun Guillain-Barré sendromu ile
asidan daha giiclii bir iliskisi oldugunu, bu nedenle asilamanin aslinda genel insidansi
azaltabilecegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (77).

Chen ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 calismada ¢ocuk ve yetigkinlere
Hepatit B, influenza, Hepatit A, sugigegi, kuduz, cocuk felci (canl), difteri, bogmaca,
tetanoz, kizamik, kabakulak, kizamik¢ik, Japon Ensefaliti ve menenjit asilari

uygulanmis ve asilamayi takip eden 180 giinde GBS riskinde artis saptanamamistir

(89).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/injection-site
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/subcutaneous-nodule
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As1 uygulamalarindan sonra goriilen ve ast ile iligkilendirilen ciddi yan etkiler

Tablo 2.2. 'de verilmistir.

Tablo 2.2. Ast ile iliskilendirilen ciddi yan etkiler (77).

ASI GORULEN GORULME | ETKEN
REAKSIYON SIKLIGI

Difteri ve Tetanoz Ciddi Alerjik Reaksiyonlar | 1.000.000 da 1 | Siringada

Asilari bulunan lateks

Kabakulak Kizamik Trombositopeni 20.000 de 1 Neomisin

Kizamik¢ik Asilart Ciddi Alerjik Reaksiyonlar | 1.000.000 da 1 | Jelatin

Kabakulak Kizamik Atesli Nobet 10.000 de 8,5 Neomisin

Kizamikgik, Sugicegi Jelatin

Asilari

Meningokok Asilari Ciddi Alerjik Reaksiyonlar | Nadir Lateks (Bexero)

Rotaviriis Asilari I¢ Kanama 20.000 de 1 Oral Aplikatdde
Bulunan Lateks
(Rotarix)

Nadiren goriilen as1 sonrasi

istenmeyen etkilerin olugsmasinda as1

bilesenlerinden biri ya da birka¢1 etken olabilecegi gibi, uygulama aplikatorii ya da

siringalar da istenmeyen etkilerden sorumlu olabilir (77). Bununla birlikte her asi

bileseni belirli bir amaca hizmet etmekte ve her bilesen iiretim siirecinde giivenlik

acisindan test edilmektedir (21).
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3. GEREC VE YONTEM

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Famasdtik Toksikoloji Yiiksek
Lisans Programi kapsaminda yapilan “Diinyada Yeni As1 Uretiminde Uygulanan
Toksikolojik Degerlendirmelerin  Karsilagtirilmasi” baslikli tez ¢alismasi ig¢in
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Akademik Kurul Karari’nin alinmasinin
ardindan, Hacettepe Universitesi Kiitiiphaneleri’nin erisimine acik olan veri tabanlari
kullanilarak gerekli kaynak taramalar1 yapilmistir.

Oncelikli olarak kiitiiphanelere uzaktan erisime olanak saglayan internet

9% ¢

sayfasindan yararlanilmistir. Tezin ilk dort aylik siirecinde oncelikle “diinya”, “asilar”,

199 ¢ 199 ¢

“yeni as1 liretimi”, “as1 toksisitesi”, “preklinik ¢aligmalar”, “klinik ¢alismalar”, “farkli
iilkeler”, “as1 glivenligi”, “hayvan deneyleri”, “3R”, “biyolojik iiriinler” ve “kilavuz”
anahtar kelimeleri farkli kombinasyonlarla PubMed basta olmak {izere ScienceDirect
ve Google Akademik gibi veri tabanlarinda kaynak taramasi yapilmistir.

Anahtar kelime kombinasyonlarla PubMed veri tabaninda 1999 ve 2023 yillar
arasinda yayimlanmis pek ¢cok makaleye erisim saglanmistir. Bu makalelerden tez
caligmasinda kaynak olarak kullanilabilecegi 6ngdriilen 170 tanesi konu basliklarina
gore katagorize edilmistir.

Ilgili makaleler, baslklarryla EndNote uygulamasinin PubMed arama
cubugunda aranmis ve yerel kiitiiphane olusturularak kaydedilmistir. Basliklar ile
arandiginda bulunamayan makaleler yazar isimleriyle aranarak kaydedilmistir. Her iki
yontemle EndNote uygulamasinda aranan kaynak bulunamadiysa, ilgili kaynak bir
makale ise baslik, yazar, dergi adi, yayinlanma yili, sayfa sayisi, doi numarasi,
PMCID, URL; bir kitap ise baslik, yazar, editor, yaymevi, yaymlanma yili, sayfa gibi
bilgiler kaydedilerek yerel kiitliphanede arsivlenmistir.

Tezin hazirlanmasinda, ulusal ve uluslararasi kabul edilen yaymevleri
tarafindan basilmis olan konu ile ilgili kitaplar ve diinya saglik otoriteleri tarafindan
referans alinan kilavuzlardan da yararlanilmistir. Tlgili kaynaklar genellikle EndNote
de kayitli olmadig igin bilgileriyle birlikte yerel kiitiiphaneye kaydedilmistir.

Saglik otoriteleri olan EMA, ICH, FDA ve TITCK gibi kuruluslarin resmi
internet sitelerinde yer alan halka acik verilere ve kilavuzlara bagvurulmustur.

Ulusal ve uluslararasi makaleler ile incelenen resmi internet siteleri dahil olmak

tizere 179 adet kaynaktan yararlanilmasina karar verilmistir.
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Tez i¢inde kaynak eklenmesi i¢in EndNote programindan yararlanilmigtir.
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzunda verilen kurala

uygun olarak "Vancouver" kaynak gosterme bi¢imi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Diinyada yeni as1 iiretimi ve toksisite degerlendirmesi konusunda belirlenen
anahtar kelimeler kullanilarak, ulusal ve uluslararasi veri tabanlarinda zaman
sinirlamasi yapilmaksizin agirlikli olarak son 10 sene icerisinde yapilmis ¢alismalarin
ve gecerliligini siirdiiren ulusal ve uluslararasi kilavuzlarintaranmasi sonucunda

asagidaki veriler toplanmistir:

4.1. As1 Giivenliginin Degerlendirilmesi

Yeni gelistirilen agilar, insan kullanimimna sunulmadan 6nce in vitro, in vivo ve
in silico yontemlerle tasarlanan preklinik ¢alismalar yapilarak toksikolojik agidan
degerlendirilmeli ve giivenliligi ortaya konmalidir. Biyoteknoloji ve as1 gelistirmedeki
son gelismeler, yeni adjuvanlar gibi yeni igerikler, giivenlik etki ve kalite kriterleri
mevcut olmayabileceginden bilimsel ve diizenleyici zorluklar sunmaktadir. Preklinik
calismalarda aday asinin giivenlik, etki ve kalite degerlendirmesini miimkiin kilan
caligmalarin tiirii ve kapsami bilime dayali olarak segilir ve klinik ¢alismalar i¢in
uygun doz belirlenip bagisiklik tepkisi karakterize edilir (15, 52).

Asilarin etkinlik ve giivenililik diizeylerinin anlasilabilmesi i¢in tilkemizde ve
diinyada ¢esitli preklinik ve Klinik galigmalar yapilmaktadir. Hayvanlar iizerinde
yapilan preklinik ¢aligmalardan elde edilen sonuglar olas1 toksisite potansiyelini ortaya
koymakta ve klinik ¢aligmalar i¢in yol gostermektedir (14, 15).

Ulkemizde as1 adaylarinin klinik arastirmalari, iiretim tesislerinin denetimleri
ve ruhsatlandirilmas1 ve piyasa arzi olmak iizere biitiin konularda yetkili saglik
otoritesi TITCKdir (10).

Diinya capinda aday asilarin toksisite degerlendirmesinde kullanilan temel
standartlar WHO tarafindan  yayinlanmaktadir (15). Asilarin  preklinik
degerlendirmesine iliskin kilavuz 1978’de hazirlanmig ve 2004°te revize hali kabul
edilmistir (90). Buna ek olarak ulusal diizenleyici otoriteler uluslararasi standartlara
uygun olmak kosuluyla ek c¢alisma standartlar1 belirleyebilmektedir (15). Referans
alman diger standartlar FDA, EMA ve ICH tarafindan yayinlanan kilavuzlardir.
Toksisite degerlendirme testleri GLP standartlarina uygun yapilmalidir (10, 11).
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Asilarin klinik dncesi degerlendirilmesine iliskin diizenleyici ilk kilavuz 1997
yilinda EMA tarafindan, daha sonra klinik dis1 ¢alismalara iligkin kilavuz 2005 yilinda
WHO tarafindan yayinlanmistir. Klinik dis1 arastirmalara iliskin kilavuz FDA ve EMA
tarafindan da taninmustir (10).

Asilarin klinik Oncesi toksisite degerlendirmesi yapilirken referans alinan

diizenleyici kilavuz 6rnekleri Tablo 4.1. *de verilmistir.

Tablo 4.1. Asilarin klinik 6ncesi toksisite degerlendirmesinde kullanilan temel
diizenleyici kilavuzlar (91, 92).

Diizenleyici | Kilavuz Yil

WHO Asilarin  Klinik Disi  Degerlendirilmesine Iligkin | 2005
Kilavuz

WHO Ast Adjuvanlarmin ve Adjuvanli Agilarin  Klinik | 2013
Olmayan Degerlendirmesine Iliskin Kilavuz

EMA Asilarin Klinik Oncesi Farmakolojik ve Toksikolojik | 1997
Testlerine iliskin Kilavuz

EMA Insanlarda Kullammma Yonelik Ast  Adjuvanlari | 2005
Hakkinda Kilavuz

FDA Endiistri Rehberi: Bulasici Hastalik Endikasyonlarina | 2006

Yonelik Koruyucu ve Terapotik Asilar icin Gelisimsel
Toksisite Calismalarma Iliskin Kilavuz

SFDA Cin Onleyici Biyolojik Uriinlerde Klinik Oncesi Giivenlik | 2005

Degerlendirmesinde ~ Teknik  Incelemenin  Genel

Ilkeleri, GPT2-1

MHLW Bulasic1 Hastaliklarin Onlenmesine Yénelik Asilarin | 2010

Japonya Klinik Olmayan Caligmalar i¢in Kilavuz

TiTCK Beseri Asilarin Klinik Dis1 Degerlendirilmesine Iliskin | 2020
Kilavuz

Preklinik toksisite caligmalar1 yapilirken asilarin 6nemli bilesenlerinden olan
adjuvanlarin toksikolojik olarak degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. WHO Biyolojik
Standardizasyon Uzman Komitesi 64. Rapor Kilavuzuna gore adjuvanlarin olasi

toksisitesinin degerlendirilmesi igin in vivo, in vitro preklinik arastirmalar ve klinik


https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/nonclinical_evaluation/en/
https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/nonclinical_evaluation/en/
https://www.who.int/biologicals/areas/vaccines/ADJUVANTS_Post_ECBS_edited_clean_Guidelines_NCE_Adjuvant_Final_17122013_WEB.pdf?ua=1
https://www.who.int/biologicals/areas/vaccines/ADJUVANTS_Post_ECBS_edited_clean_Guidelines_NCE_Adjuvant_Final_17122013_WEB.pdf?ua=1
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-adjuvants-vaccines-human-use-see-also-explanatory-note_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-adjuvants-vaccines-human-use-see-also-explanatory-note_en.pdf
https://www.fda.gov/files/vaccines,%20blood%20&%20biologics/published/Guidance-for-Industry--Considerations-for-Developmental-Toxicity-Studies-for-Preventive-and-Therapeutic-Vaccines-for-Infectious-Disease-Indications.pdf
https://www.fda.gov/files/vaccines,%20blood%20&%20biologics/published/Guidance-for-Industry--Considerations-for-Developmental-Toxicity-Studies-for-Preventive-and-Therapeutic-Vaccines-for-Infectious-Disease-Indications.pdf
https://www.fda.gov/files/vaccines,%20blood%20&%20biologics/published/Guidance-for-Industry--Considerations-for-Developmental-Toxicity-Studies-for-Preventive-and-Therapeutic-Vaccines-for-Infectious-Disease-Indications.pdf
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caligmalar yapilmalidir. Hayvan modelleri ile ilgili sinirlamalar oldugunda in vitro
calismalarin yapilmasi uygun olabilir. Antijen sunan hiicreler veya diger bagisiklik
hiicreleri, adjuvanlarin dogrudan veya dolayl etkilerini degerlendirmek ve izlemek
icin in vivo testler yaygin olarak kullanilmaktadir. /n vivo galismalarda uygun tek bir
tiriin kullanilmast genellikle yeterlidir. Daha 6nce kullanilmamis bir adjuvanin tek
basina toksikolojik degerlendirmesinin yapilmasi Onerilmistir. Preklinik ¢aligmalarda
kullanilan adjuvan lot numaralari ile klinik ¢alismalarda ilk kez kullanilacak adjuvan
lot numarali benzer olmalidir. Bu miimkiin olmadiginda farkliliklar ayrintili olarak
aciklanmalidir (15, 49, 93).

Adjuvanlarin toksisitelerinin degerlendirilmesi hususunda genel olarak WHO,
EMA ve FDA tavsiyelerinin uyumlu oldugunu séylemek miimkiindiir. WHO ve EMA
tavsiyeleri arasindaki temel farklilik, ¢aligmalar i¢in gerekli hayvan tiiriiniin sayisidir.
WHO testler i¢in tek hayvan tiiriiniin yeterli oldugunu kabul ederken EMA bir
kemirgen bir kemirgen olmayan olmak {izere iki hayvan tiirii lizerinde c¢alisma
yapilmasi gerektigini kabul etmektedir (50, 93).

Agsilarda bulunan adjuvanlara iliskin EMA kilavuzuna gore kullanilmasi
planlanan adjuvan iizerinde yapilacak olan testler adjuvan tiiriine gore belirlenir.
Genellikle tek basina adjuvana yapilan degerlendirmeler lokal tolerans, anaflaksi,
hipersensivite reaksiyonlari, pirojenite, gelisimsel toksisite, genotoksisite,
karsinojenite, sistemik toksisite lizerine olup antijen adjuvan kombinasyonu iizerine
yapilan degerlendirmeler ise lokal tolerans, tekrarli doz toksisitesi, immiin cevabin
karakterize edilmesi iizerinedir (50).

Klinik 6ncesi sonuglarin degerlendirmelerini takiben klinik calismalar
asamasina gegilir. Preklinik calismalarda oldugu gibi referans alinan kilavuzlar, WHO,
FDA ve EMA gibi saglik otoriteleri tarafindan yaymlanan kilavuzlardir. WHO, 2004
yilinda asilarin klinik degerlendirmesine iligskin kilavuz yayinlamis ve 2017 yilinda
giincellemistir. FDA 1997 yilinda kombinasyon asilarin klinik degerlendirmesine
iliskin kilavuz ve 2011 yilinda kiiresel bulagici hastaliklara karsi koruma saglayan
asilarin klinik degerlendirmesine iligskin kilavuz yayimnlamigtir. EMA ise 2006 yilinda
astlarin klinik degerlendirmesine iliskin kilavuz yayinlamis ve Subat 2023 yilinda
revizyon yapmistir. Revize edilen kilavuz Agustos 2023 itibariyla gegerli olacaktir
(94-98).
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Ulkemizde asilarin  klinik  degerlendirmesine iliskin  bir  kilavuz
bulunmamaktadir. Asilar da dahil tiim ilag ve biyolojik drilinlerin klinik
degerlendirilmesinde TITCK Klinik Arastirmalar Daire Baskanliginca hazirlanmis
13.04.2013 tarihli resmi gazetede yaymlanan Ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik
Arastirmalart Hakkinda Yonetmelik referans alinmistir. 27.05.2023 tarihi itibartyla bu
yonetmelik vyiiriiliikten kaldirilmis ve Beseri Tibbi Uriinlerin Klinik Arastirmalart
Hakkinda Yonetmelik yiirtirliige girmistir (99, 100).

Diinya’da as1 ile ilgili siireclerin takibini saglayan cesitli komisyon ve kontrol
merkezleri bulunmaktadir. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (European
Centre for Disease Prevention and Control, ECDC), Avrupa komisyonu bunlara
ornektir. ECDC’ nin misyonu, bulasici hastaliklarin insan sagligina yonelik mevcut ve
ortaya ¢ikan tehditlerini belirlemek, degerlendirmek ve iletmektir. ECDC, EMA ve
Avrupa Komisyonu is birligi ile Avrupa Asilama Bilgi Portalin1 (European
Vaccination Information Portal, EVIP) gelistirilmistir (101). ABD icin ulusal
giivenlik izleme sistemi olan ve FDA ve Hastalik Kontrol Merkezi (Disease Control
Center, CDC) gozetiminde ¢alisan As1 Olumsuz Olay Raporlama Sistemi (Vaccine
Adverse Event Reporting System, VAERS), asilamadan sonra gézlenen olumsuz
olaylar1 toplamakta ve analiz etmektedir (8, 102).

Diinya’da aday bir asinin toksikolojik ag¢idan degerlendirilmesi, insan
kullanimina sunulduktan sonra izlenmesi gibi hususlarda takip edilen adimlar ve
uygulamalar genel olarak benzerlik gosterse de bazi agamalarda iilkeden iilkeye
farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar as1 glivenliginin degerlendirilmesi i¢in yapilan
preklinik ve klinik ¢alismalar basliklar1 altinda acgiklanmistir. Kiiresel kilavuzlara

uyum, giivenlik gereksinimlerinde bolgeler arasi farkliliklar azaltmaktadir (10).

4.1.1. As1 Giivenliliginin Degerlendirmesi icin Yapilan Preklinik

Cahismalar

Yeni bir as1 gelistirmedeki 6nemli asamalardan biri, klinik 6ncesi giivenlik
degerlendirmesi yapmaktir. Preklinik ¢alismalarin amaci, hayvanlarla yapilan in vivo
calismalar ya da in vivo calismalara alternatif olan hiicre ve doku kiiltiirleri,
biyomateryaller, organoid kiiltiirli, basit organizmalarin kullanilmasiyla yapilan

calismalar ve in silico yontemler ile yeni asilarin olasi toksisitesini belirleyerek Klinik
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uygulama igin giivenligi saglamak, klinik ¢calismalara dahil edilen bireylerin ve klinik
kullanicilarin maruz kalacagi riskleri azaltmaktir (103, 104).

Asilarin  preklinik toksisite ¢alismalari, asinin eksipiyanlarinin  olasi
toksisitesini, kontaminantlarin veya formiilasyon bilesenlerinin etkilesiminden
kaynaklanan toksisiteye ek olarak bagisiklik tepkisinden kaynaklanan toksik etkileri

degerlendirmek tizere tasarlanmalidir (91).
e Invivo Toksisite Testleri ve Uygulamalarinda izlenen Temel flkeler

Aday asilar, insan kullanimina sunulmadan 6nce bir takim preklinik ¢aligmalar
yapilarak belirli testlerden gecer. Olasi toksisitenin degerlendirilmesi igin in vivo
hayvan testleri yapilmaktadir. Hayvanlar ile yapilan in vivo ¢aligmalar diinyadaki
saglik otoritelerinin benimsedigi kurallara uygun olarak, insan sagligina olan
katkisinin, hayvanlarin ¢ektigi aciya agir bastigt durumlarda yapilmali ve ¢aligmalar
miimkiin oldugunda az sayida hayvan kullanilacak sekilde planlanmalidir (105).

Yeni lretilen bir asiin toksisite testlerinin yapilmasindan 6nce amaclanan
klinik kullanim, hasta popiilasyonu, uygulama yolu, formiilasyon, doz seviyesi ve
bagisiklama programi net bir sekilde belirlenmeli ve bu bilgiler 1s181nda ¢aligmalar
planlanmalidir. /n vivo toksisite calismalarinda amaglanan klinik uygulama dozu ve
yolu kullaniimalidir. Asilama i¢in geleneksel uygulama yollari, kas i¢i, deri alt1 veya
deri i¢i uygulamadir (106). Yapilan ¢aligmalarda gelistirilen asinin potansiyel toksik
etkileri, hedef organ, doz, uygulama yolu, uygulama siklig1 ve toksik etkilerin geri
donligimlii olup olmamasi g6z Oniinde bulundurularak degerlendirilmektedir
(15). Klinik kullanimda asinin uygulanmasi i¢in herhangi bir cihaz kullanilacaksa (6rn.
burun spreyi pompasi), 6l¢ek ve anatomik farkliliklara sebep olabileceginden hayvan
calismalarinda da mimkiin oldugunca aymi cihaz tercih edilmelidir. Bu

saglanamiyorsa benzer performans veren bir cihaz kullanilmalidir (106).
a. Uygun Hayvan Modelinin Secilmesi

In vivo as1 g¢alismalarinda kullanilan hayvan modellerinde bagisiklama
caligmalar1 yapilmali ve indiiklenen bagisiklik tepkisi incelenmelidir (15). Bu
calismalarda karsilagilan zorluklardan biri aragtirmanin kapsamina en uygun, insanlara

benzer bagisiklik yaniti verebilecek hayvan modelinin se¢imidir (107). Uygun
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olmayan tiirlerde yapilan toksisite c¢alismalart yaniltict olabilecegi ig¢in
onerilmemektedir (108).
Ideal hayvan modeli aday asiya kars1 insana benzer immiin cevap olusturur ve
caligilan patojene kars1 duyarlidir (15).
Calisma i¢in kullanilacak uygun hayvan asagida siralanan noktalarda insanlara
benzerlik gostermelidir (13).
e Bagisiklik sistemi organlar gelisimi
e Antikorlarin mukozal yiizeyler boyunca tasinma sekli (ylizeysel IgA)
e Patojenin bulas yolu
e Bagisiklik bellegin siiresi
e Neonatal, adelosan ve yetiskin donemi

e Pasif bagisikligin plasenta ve siit yoluyla aktarimi

Asinmn uygulama yolu da model se¢imi igin onemli bir kriterdir. Ornegin
intranazal kullanilacak asilar i¢in tavsan ve kopekler daha idealdir (15).

Genel olarak, in vivo toksisitesi degerlendirme calismalarinda kemirgenler
(sicanlar, fareler) veya kemirgen olmayan tavsanlar kullanir. Baz1 6zel durumlarda
primatlar kullanilir. Toksisite ¢alismalarinda grup, segilen tiire baglidir (14).

Yeni adjuvanlar i¢eren asilarin preklinik toksisite degerlendirme testlerinde,
EMA bir kemirgen ve bir kemirgen olmayan iki tiiriin kullanilmasi gerektigini kabul
ederken WHO, 6zel bir durum olmadig: siirece tek tiirtin yeterli olacagini kabul eder
(12, 15). Agilarin tire Ozgii ya da susa Ozgii farmakodinamik etkilerinin tam
anlagilamamasi durumunda WHO, iki ya da daha fazla tiirtin kullanilabilecegini de
belirtir (10). Ulkemizde benimsenen beseri asilarin klinik dncesi degerlendirilmesine
iliskin kilavuz WHO kilavuzu ile biiylik ol¢lide oOrtiigse de tiir sayist konusunda
farklilik gostermektedir. Kilavuza gore tekrarli doz toksisite ¢aligmalari, en az birisi
kemirgen olmayan iki memeli tiiriinde gerceklestirilmelidir (92). Iki memeli tiiriinde
tekrarli doz toksisite caligmalarinin yapilmasi gerektigini kabul eden tek kilavuz, ICH’
in M3(R2) kilavuzudur. Fakat bu kilavuz ilaglar i¢in gegerli olup asilari kapsam dist
tutmustur ~ (10).  Genellikle,  kemirgenlerle  yapilan  calismalarda 10
hayvan/cinsiyet/grup kullanilir. Primatlarin  kullanildigi c¢aligmalarda kullanilan
hayvan sayinin daha az olmasi beklenir (14). Doz basina kullanilan hayvan sayisi,

toksisitenin saptanmasi iizerine dogrudan bir etkiye sahiptir. Kiigiik orneklem
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biyiikliigii, toksik olaylarin dogru sekilde gozlemlenememesine yol acabilir.
Genellikle her iki cinsiyet de kullanilmali veya diglanan grup oldugunda gerekce
gosterilmelidir (108). Kullanilan hayvanlar eriskin ve saglikli olmalidir. Genellikle
calismalarda kullanilmaya baslama yasi yaklasik olarak kemirgenler i¢in 6-8 hafta,
tavsanlar i¢in ise 3-4 aydir (15).

Fareler, insanlara benzer bagisiklik sistemine sahip memeliler olmalari, kiigiik
kafeslerde barinabilmeleri ve kobay, tavsan gibi diger tiirlere gére daha az maliyetli
olmalari nedeniyle as1 ¢alismalarinda en sik kullanilan tiirdiir (13). Ayrica fareler gen
transferine dayali toksisite ¢caligmalar1 (DNA asilari, viral vektorler vb.) i¢in de yaygin
olarak tercih edilmektedir.

Tavsanlar antikor yanitin1 uyarmak icin tasarlanan as1 ¢aligmalari i¢in idealdir
ve tam insan dozu uygulanmasi igin elverisli bir hayvan modelidir (52). Tavsanlarin
kan hacmi, gerektiginde tekrarlanan kan Orneklemelerine izin vermesi avantajina
sahiptir. Makak maymunu, kizamik aginin uygulanmasindan sonra viremi gelistiren ve
bu virlise maruz kaldiginda kizamik benzeri bir hastalik gelistiren yaygin olarak
kullanilan tek laboratuvar hayvanidir. Gelincik, grip patofizyolojisi i¢in en iyi hayvan
modeli olarak ifade edilmektedir (106). Ayrica gelincik, gastrit ve Helicobacter felis
ile ilgili as1 calismalari i¢in de tercih edilmektedir. Intrakiitanoz ve topikal asilar icin
mini domuzlar iyi bir model olarak kabul edilmektedir (13). /n vivo ¢alismalarda
kullanilan farkli hayvan tiirlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 4.2. *de verilmistir
(109).
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Tablo 4.2. Asi ¢alismalarinda kullanilan farkli hayvan tiirlerinin avantaj ve
dezavantajlar1 (109).

olarak insanlara en ¢ok benzeyen tiir
olmalar1 (deri haric).

Bir¢ok bulasici hastalik ve as1
degerlendirmesi i¢in en uygun model
olmalari (6rn Covid-19).

Hayvan Avantajlar Dezavantajlar

Tiriu

Fare Kafeslerde barindirilmasi kolay Insanlardan farkli doku ve
kiigiik hayvanlar olmalari. organa sahip olmalari
Insanlara benzer bagisiklik sistemine | (6rnegin deri).
sahip olmalari. Bir¢ok enfeksiydz ajana

duyarli olmamalari.

Sican Insanlara benzer bagisiklik sistemine | Farelerinkinden daha
sahip olmalari. bliytik kafesler
Farelerden daha biiyiik olduklari i¢in | gerektirmeleri.
ameliyat i¢in daha elverisli olmalari.

Kobay Insanlara benzer bagisiklik ve Strese daha duyarli bir tiir
solunum sistemine sahip olmalari. olduklarindan sonuglar1

etkileyebilmesi.

Farelere nispeten daha
bliyiik kafeslere ve daha
deneyimli arastirmacilara
ihtiya¢ duyulmasi.

Tavsan Kistik fibroz modeli i¢in elverisli Kafesteki diger tavsanlarla
olmalari. stk kavga etmelerinden
Amelyata uygun olmalari. dolay1 izolasyon siiresinin

uzamasl ve veteriner
miidahalesinin gerekmesi.
Daha deneyimli
arastirmactya ihtiyag
duyulmasi.

Domuz Biyolojik olarak insanlara Cok biiylik tesisler ve iyi
benzemeleri (6rn kalp ve dert). egitimli aragtimacilar
Transplantasyondan sonra gerekmesi.
immiinolojik ¢aligmalarin miimkiin Maliyetli olmasi.
olmasi.

Primatlar Biyolojik, anatomik ve fizyolojik Yalnizca alternatif model

bulunmadiginda
kullanilmalidir.

Cok biiyiik tesisler ve 1yi
egitimli arastimacilar
gerekmesi.

Oldukg¢a maliyetli olmast
Calismalarin zaman alic1
olmasi.
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Toksisite ¢alismalarinda hayvan kullanirken dikkat edilmesi gereken hususlar
asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

e Uygun sayida hayvan kullanilmalidir.

e Rahatsizlik sikint1 ve agr1 en aza indirilmelidir.

e Uygun sedasyon analjezi ve anestezi yontemleri kullanilmalidir.

e Yeterli veteriner bakimi saglanmalidir.

e Tasima, bakim ve toksisite ¢calismalari uzman kisiler tarafindan yapilmalidir

e (Gida kisitlamalart ve stres klinik patoloji verilerini etkiler ve kemirgenlerde
kaginilmalidir.

e Herhangi bir hayvan tiirlinde sik kan alimi (haftalik, aylik veya otopsi
sirasinda) i¢in Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi (Institutional Animal
Care and Use Committee, IACUC) yonergelerine uyulmalidir.

e Her hayvandan haftalik veya aylik olarak alinan kan hacimleri klinik patoloji
sonuglarini etkilememelidir. Ornegin haftalik olarak fare, sican, kdpek, maymun ve
tavsanlardan alinan kan sirasiyla 0.075, 1, 50, 10 ve 10 mL'yi gegmemelidir (105, 110).

Bazi durumlarda uygun hayvan modeli mevcut olmayabilir. Hayvanlar1 enfekte
etmeyen bakteri ve viriis igeren canli attenue asilar, sadece insan ortalama eritrosit
hemoglobinine (Mean Corpuscular Hemoglobin, MCH) baglanabilen peptit asilar ile
yapilan c¢alismalar bunlara Ornektir. Bu durumlarda benzer bagisiklik tepkisi
gosterecek bir model tasarlanmaktadir. Ornegin insan dentrik hiicrelerinin cevabim
taklit edebilmesi i¢in antijen ya da viriis ile transfekte edilmis fare dentrik hiicreleri
kullanilabilir (52). Bir diger 6rnek de Dang hummasi asis1 i¢in, dang viriisiine maruz
kalma normal kemirgenlerde veya tavsanlarda enfeksiyona veya hastaliga neden
olmazken, primatlarda viremi goriiliir fakat hastalik ortaya ¢ikmamaktadir. - ve B-
interferon ile gama interferon reseptdr genlerinden yoksun olan bir transgenik fare
tiirlinlin dang viriistine duyarli oldugu kanitlanmis ve bu model, dang hummasi agisinin
gelistirilmesi i¢in Onerilmistir (106). Sonuglarin insanlara ekstrapolasyonunda
zorluklar bulunmaktadir ve sonuglar dikkatli sekilde degerlendirilmelidir. Transgenik
hayvanlarla ve homolog proteinlerin kullanilmasiyla ¢alismalar yapilabilir (52).
Transgenik hayvan modellerinin veya homolog proteinlerin kullanilmasinin miimkiin
olmadig1 durumlarda, tek tiirde yapilan smirli toksisite ¢alismalar1 ile potansiyel

toksisite degerlendirilebilir. Ayrica bazi ¢alismalarda hayvanlarda belirli bir hastalik
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modeli olusturularak ¢alisilmasi gerekmektedir. Boyle durumlarda bilimsel gereklilik
gozetilmelidir (108).

Hayvan se¢iminden sonra hayvanin barinmasi, beslenmesi, tasinmasi ve
bakimu ile ilgili bilgiler kaydedilmelidir (15). Prosediir olarak belirlenen ve hayvanlar
lizerinde yapilan uygulamalar degistirilmemelidir. Ornegin kan alma yeri olarak
hayvanin kuyrugu belirtmisse ve bu prosediir otopsi giiniinde kontrol grubu ig¢in
kullanilmissa, kan alma yeri hi¢gbir zaman bagka bir yerle (6rn. ayak, goz veya kalp)
degistirilmemelidir (110).

Diinyanin farkli bolgelerinde 2009-2020 yillar1 arasinda yapilan calismalara
gore as1 calismalarinda kullanilan hayvanlar ve bunlarin kullanim oranlar1 Tablo

4.3.’de verilmistir (111).

Tablo 4.3. Ulkelere gore kullanilan hayvan tiirleri ve oranlar1 (111).

Ulke Hayvan Tiirii Kullanim
Oram (%)
Avrupa Birligi Fare %60,79
Kobay %1,54
Hamster %0.14
Tavsan %3,75
Kedi %0,02
Kopek %0,15
Maymun %0,08
Amerika Birlesik Devletleri | Kobay %22
Hamster %10,3
Primat %9,1
Kopek %7,6
Kedi %2,4
Tavsan %17,1
Avustralya Fare %7,30
Kobay %0.04
Tavsan %0,02
Kedi %0,01
Kopek %0,06
Domuz 90,39
Kanada Fare %30,50
Kobay %0,45
Kopek %0,27
Kedi %0,13
Tavsan %0,12
Primat %0,11
Domuz 90,72




Tablo 4.3.(Devam) Ulkelere gére kullanilan hayvan tiirleri ve oranlari (111).
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Yeni Zelenda Sigir %41,16
Fare %13,37
Koyun %18,69
Geyik %3,02
Kus %3,82
Kedi %0,36
Giiney Kore Fare %73,5
Kobay %1,9
Tavsan %0,9
Maymun %0,1
Kopek %0,4
Japonya Fare %84,09
Kobay %1,75
Tavsan %0,44
Kopek %0,08
Maymun %0,10
Cin Fare %81,26
Tavsan %15,07
Kopek %1,91
Maymun %0,06
Domuz %1,14
Israil Fare %61,27
Kus %5,09
Tavsan %0,32
Primat %0,01
Tiirkiye Balik %36
Sigcan %21
Bildircin dis1 kuslar %14
Fare %13

Genellikle ¢ogu iilkede calismalarda tercih edilen tiir fareler olurken Yeni

Zelanda ‘da en ¢ok sigirlarin ve lilkemizde baliklarin kullanilmasi bir farklilik olarak

goriilmektedir (111). 2020 Hayvan Denekleri Merkezi Etik Kurulu istatistiklerine gore

tilkemizde baliklar %37,01, sicanlar %17,2 ve fareler %11,91 kullanilmistir (112).

b. Uygun Dozun Belirlenmesi

Toksisite caligmalari i¢in ideal hayvan modeli se¢imine ek olarak uygun dozun

belirlenmesi bir diger onemli noktadir. Letal dozun belirlenmesi gerekli degildir.

Caligsmalarda klinik olarak amaclanan en yiliksek doz kullanilirken bazen bu doz tek

enjeksiyonla uygulanabilecek miktar ile sinirli olup hayvan refahi géz oOniinde

bulundurulmalidir (15). Tam insan dozunun uygulanmasiyla ilgili karsilasilan

zorluklar birka¢ uygulama yerinin kullanilmasiyla kismen asilabilir (106). Uygulanan
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doz sayis1 da amaglanan klinik kullanim sayisina esit ya da bundan daha fazla olmalidir
(15).

Uygun hayvan modeli ve doz se¢iminden sonra gerekli goriilen toksisite test
calismalarina gegilir. Asilarin olasi toksisite degerlendirme c¢alismalarinda genellikle
bes tiir test yapilir;

e Tek velveya tekrarli doz toksisite testleri
e Ureme ve gelisim toksisite testleri

e Genotoksisite ve Mutajenite testleri

e Karsinojenite testleri

e Giivenlilik farmakolojisi testleri (13).
I. Tek Doz Toksisite Testleri

Klinikte kullanilmas1 amaglanan uygulama yolu ile yapilan tek doz ¢alismalari,
genellikle doz diizeyleri ile immiinojenisite arasindaki iligkiyi tanimlamak ve olasi
akut toksisitenin yalnizca mortalite, klinik belirtiler, viicut agirligi ve makroskopik
inceleme gibi biiyiik etkilerini 6l¢mek i¢in tasarlanmistir (52). Tek doz toksisite
testlerinden elde edilen sonuglar, tekrarli doz toksisite testleri i¢in kullanilacak dozun
belirlenmesinde kullanilabilir (108).

Bu caligmalar genellikle kemirgenler tizerinde gergeklestirilmekte olup EMA
ast kilavuzuna gore insanlara uygulanmasi amaglanan ve yeterli giivenlik marji
saglayan bir dozla en az bir hayvan tiirii {izerinde yapilmalidir (3). Istenen veriler
genelde tekrarli doz toksisite galismalarindan elde edilir (106). Bu veriler kabaca
mortalite, morbidite, davranis degerlendirmesi, gida tiiketimi, viicut agirligi, viicut
1s1s1, enjeksiyon bolgesi degerlendirmesi, oftalmik muayene, biyokimya parametreleri
(elektrolit dengesi, enzim, bobrek fonksiyonu vb.), hematoloji ve idrar analizleridir
(13).

Genel olarak, bir tekrarli doz toksisite ¢alismast mevcut oldugunda genellikle
ayr tek doz toksisite ¢calismalar1 yapilmaz. Fakat baz1 durumlarda yapilmasi 6nemli
olabilmektedir. Ornek olarak birinci uygulama tarafindan indiiklenen bagisiklik
tepkisinin, ikinci bir uygulamaya yonelik reaksiyonlart 6nemli Ol¢iide degistirdigi
durumlar verilebilir. Antijenin veya as1 formiilasyonunun baska bir bileseninin 6nemli

toksisitesinin oldugu ve antijenin gii¢lii farmakolojik etkiye sahip oldugu durumlarda
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bu testlerin yapilmasi, toksisite degerlendirmesinde kritik bir unsur olabilmektedir
(106).

Adenoviriis asisinin bagisiklik tepkisinde oldugu gibi, asi ile indiiklenen bir
antikorun canli viral vektorii nétralize etmesi ve dolayisiyla gen ekspresyonunun
kisitlanmast gibi durumlarda WHO, tek doz toksisite testlerinin yapilmasini
onermektedir. Ayrica hayvanlarda indiiklenen bagisiklik  tepkisinin  as1
formiilasyonlarinda bulunan tiire 6zgli proteinlerden (6rne8in adjuvan olarak
kullanilan insan rekombinant sitokinleri) etkilenmesi durumunda da tek doz toksisite
testleri yapilabilir (15). Bu konuda TITCK ve WHO kilavuzu 6nerileri drtiismektedir
(92).

Tek doz toksisite calismalari, TITCK kilavuzuna gore insanlarda énerilen doz
ile ilgili olarak yeterli bir giivenlik aralig1 saglayan bir dozla en az bir hayvan tiirii ile
gerceklestirilmelidir. Ancak, bu ¢alismada toksik bulgular goriiliir ise doz yanat iligkisi
daha fazla karakterize edilmelidir. Bu veriler, 6nemli organlarin histopatolojisinin
dahil edilmesi kosuluyla, hayvan immiinojenisite calismalarinin veya giivenlilik
farmakolojisi ¢aligmalarinin bir pargasi olabilir. Bununla birlikte, akut toksisite verisi
herhangi bir calismadan elde edildiginde, tek doz toksisite ¢alismalarinin ayrica
yapilmasina gerek bulunmamaktadir. Asilamanin akut etkileri tercihen tekrarli doz
toksisite ¢alismalarinda aragtirtlmalidir (6rn. ilk uygulama sonrasi degerlendirme
yapilir). Tek doz toksisite ¢aligmalari konusundan kabul edilen hususlar EMA ile
uyumludur ve bu hususlar EMA kilavuzunda da yer almaktadir (12, 92).

Tek doz toksisite degerlendirmesi agisindan Japonya’da 2010 yilinda
yaymlanmis Ulusal Bulasici Hastaliklar1 Onleyici Asilara Iliskin Klinik Digi
Caligsmalar Rehberi, FDA ve EMA ile benzerdir (55).

I1. Tekrarh Doz Toksisite Testleri

Asilarin ¢ogu tekrar dozlama gerektirdiginden giivenligi desteklemek igin
genellikle GLP uyumlu tekrarl: doz toksisite testleri yapilir (52).

Tekrarl: doz toksisite testlerinde tam insan dozu uygulanmasi gerekmektedir.
Tam insan dozunun uygulanamadigi durumlarda uygulanabilir maksimum doz

kullanilmalidir. Toksik etkilerin goriildiigii ve herhangi bir ters etkinin gozlenmedigi
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diizeylerin (No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) belirlenmesi gerektigi
durumlarda ¢alismaya daha diisiik doz diizeyleri dahil edilebilmektedir (106).

Klinik arastirmada TITCK kilavuzlarma gore kullanilmasi 6nerilen en yiiksek
doz degerlendirilmelidir. Bununla birlikte, bazen dozun tek bir enjeksiyonda hayvana
uygulanabilecek toplam hacmi sinirhidir ve hayvan refahi ile ilgili kurallara
uyulmalidir. Bu gibi durumlarda, toplam hacim ayni1 uygulama yolu kullanilarak
birden fazla bolgeye uygulanabilir. Alternatif olarak, insan dozunu mg/kg olarak asan
ve hayvan modelinde bir bagisiklik tepkisini indiikleyen bir doz da kullanilabilir. Bu
gibi durumlarda, insan ve hayvan dozu arasindaki ekstrapolasyonda kullanilan
giivenlik faktorii gerekgelendirilmelidir (92).

Testler aginin uygulanmasi amaglanan grubu icermelidir. Testler adjuvanlar ve
antijenler dahil edilerek tasarlanir (13). Testlerde amaglanan klinik uygulama dozuna
ek olarak amacglanan uygulama yolu kullanilir. Ayrica uygun hayvan modeli se¢imi
oldukga 6nemlidir (12).

Izlenen parametreler arasinda giinliik klinik belirtiler, viicut agirhg, gida
tiiketimi, viicut 1s1s1, oftalmoloji, klinik patoloji (hematoloji ve serum klinik kimyasi),
organ agirliklari, histopatolojik inceleme ve otopsi yer alir (3). Insanlar ve hayvanlar
arasindaki potansiyel yanit siiresindeki farkliliklar hesaba katilmalidir (12). Pratik
nedenlerden Otiirii hayvanlarda dozlamalar arasindaki siire kisa tutulmaktadir (3).
Ardisik uygulamalar 2-3 hafta aralikla yapilir ve amaglanan klinik dozlama sayisina
gore caligma tasarlanarak hayvanlarda bagisiklig: yiikseltecek destek dozlama yapilir.
Yani toksisite ¢alismalarinda uygulama sayis1 amaglanan uygulama sayisindan fazla
olmalidir. Bu genellikle n+1 kurali olarak adlandirilir (106).

Japonya saglik otoritesi, EMA ve FDA bu noktada hemfikirdir. Farkli olarak
Japonya’da as1 mekanizmasinin bilindigi ve viicut agirligina gore yeterli dozun
kullanildigr durumlarda hayvanlar ve insanlar arasindaki dozlama siklig1 esit olabilir.
Dozlamalar arasindaki siire WHO, EMA ve TITCK’ya gore genellikle 2-3 haftadir.
Ancak antikor yanitin mekanizmasi tam bilinmiyorsa daha genis bir zamani kapsayan
bir ¢alisma tasarimi daha uygun olabilir (55, 92).

Biyoteknolojik farmasatiklerin klinik oncesi degerlendirilmesine iligkin ICH

kilavuzuna gore rekombinant DNA protein asilari i¢in tasarlanan tekrarli doz toksisite
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testlerinde olas1 toksisitenin geri doniisiimlii olup olmadigmin gozlenebilmesi i¢in
genellikle bir iyilesme siiresi dahil edilir (108).

Tekrarl1 doz toksisite caligmalarinda kullanilacak tiir sayisi ile ilgili diizenleyici
otoritelerin arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. WHO bu calismalar icin tek
hayvan tiiriiniin yeterli oldugunu belirtir ve EMA da bunu destekler. TITCK yaklasinmi
bu hususta farkli olup tekrarli doz toksisite ¢alismalarinin en az biri kemirgen olmayan
iki memeli tiirde yapilmasi gerektigini belirtir (10, 12, 15, 92).

Lokal tolerans testleri WHO’ya gore tek basina bir ¢aligma olarak yapilacagi
gibi tekrarli doz toksisite testleri kapsaminda da yapilabilir. Kas i¢i uygulanan agilarin
lokal toksisitesini test etmek i¢in yeterli kas kiitlesine sahip hayvanlar kullanilmalidir.
Bu testlerle asinin uygulanmasindan sonra temas bolgesindeki tolerans degerlendirilir
(15). Histopatolojik inceleme ve genel gozlem ile enjeksiyon bolgesinde goriilen
reaksiyonlar incelenir. Gozlenen tipik bulgular, hastalifin ciddiyetine bagli olarak
doku reaksiyonlari, lokal reaksiyonlar, agr1, kizariklik, sislik, graniilom olusumu, apse,
nekroz ve bolgesel lenfadenopatidir (106). Enjeksiyon bolgesine ek olarak nazal ve
oral uygulanan asilar i¢in de mukoza tizerinde lokal tolerans testleri yapilir (52).

Ulkemizde referans alinan TITCK kilavuzu bu konuda WHO kilavuzu ile
uyumlu olmakla birlikte farkli olarak lokal toksisite testlerinin tekrarli doz toksisite
testlerinden bagimsiz olarak tek bagina yapilmasini tavsiye eder (92). Bu ¢alismalar
icin uygun model olarak genellikle tavsanlar kabul edilir (106).

Klinik kullanimda birden fazla doz gerektirecek asilarin yani sira tek sefer
uygulanacak asilar i¢in de tekrarli doz toksisite testlerinin yapilmasi EMA’ya gore
uygundur ve tekrarli doz toksisite ¢alismalar1 giivenlilik farmakolojisi ¢alismalariyla

birlestirilebilir (12).
I11. Ureme ve Gelisimsel Toksisite Testleri

Cocuk dogurma cagindaki kadinlarda kullanilmasi amagclanan asilar ig¢in
gelisimsel toksisite testi yapilmasini Oneren asilarin preklinik farmakolojik ve
toksikolojik testlerine iliskin bir kilavuz, 1997 yilinda EMA tarafindan yayinlamistir.
Kilavuzda caligma tasarimlari hakkinda herhangi bir rehberlik verilmediginden
asilarin klinik 6ncesi tireme ve gelisimsel toksisite degerlendirmesine iligkin ilk teknik

kilavuz, 2006 yilinda FDA’ in CBER Asilar ve Ilgili Uriinler Uygulamalar1 Béliimii
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tarafindan yaymlanmistir (113). 2020 yilinda da ICH, iireme ve gelisimsel toksisite
testlerine iligkin bir kilavuzun revize edilmis halini yaymlamistir (114).

Gelisimsel toksisite testlerinin gerekliligine, FDA kilavuzuna gore asinin
ozellikleri ve hedef popiilasyon g6z ontinde bulundurularak vaka bazinda karar verilir
ve yapilmasi tavsiye edilir. Testlerde potansiyel risklerin Ongoriilmesinde bazi
sinirlamalar olabilir. Hayvanlarda gelisimsel toksik etki goriilmemesi insanlarda
goriilmeyecegi anlamina gelmez (115).

Koruyucu bir as1 i¢in ilireme toksisitesi degerlendirmeleri gelismekte olan
embriyo, fetiis veya yeni dogan lizerinde potansiyel toksik etkilerden dolayr genellikle
dogum 6ncesi ve dogum sonrasi gelisim ¢alismalari ile sinirhidir (15). Ureme islevi ile
ilgili testler genellikle gerekli degildir. Histopatolojik calismalarda iireme organlarinin
biiytikligi kaydedilir (12). Fakat EMA, yeni bir adjuvanin kullanilmasi durumunda
tireme toksisitesi testlerinin yapilmasini tavsiye eder (50). FDA de EMA ile paralellik
gosterir ve yeni adjuvanlar kullanilacaksa tireme ve gelisimsel toksisite testlerinin
yapilmasi gereklidir (94).

Gelisimsel toksisite testlerinin yapilmasini genellikle gerekli gormeyen WHO
kilavuzu, bu testlerin gocukluk donemi asilari i¢in yapilmasini uygun kabul eder. Fakat
hedef as1 popiilasyonu hamile kadinlar1 ve ¢ocuk dogurma potansiyeli olan kadinlar
kapstyor ise iretici tarafindan gelisimsel toksisite testlerinin yapilmasinin gerekli
olmadigini gosteren bilimsel ve klinik olarak saglam kanitlar gosterilmedigi siirece bu
testler yapilmalidir (15). Ayrica, WHO’ya gore, erkek iireme toksisitesi ¢alismalari
igin 6zel bir muafiyet bulunmaz ve degerlendirme gerekliligine vaka bazinda karar
verilir. Asilarin erkek fertilitesi tizerindeki olasi etkilerinin degerlendirilme gerekliligi,
uygulama sikligina, Faz III’te ve piyasaya sunuldugunda maruz kalacak erkeklerin
sayisina ve Yyasina ayrica antijenin erkek iireme dokularinda eksprese edilip
edilmedigine baglidir. Bunun yani sira FDA kilavuzuna gore asilarin erkek fertilitesi
tizerine etkisinin degerlendirilmesi normalde gerekli degildir (91).

Embriyo/fetal ve perinatal toksisite testlerinin genellikle yapilmasina gerek
olmadig1 konusunda EMA da WHO kilavuzunu destekler ve bazi asilarin hamile
kadinlarda malformasyonlara sebep olma ithtimalinden dolay1 bu testlerin dogurganlik
caginda ve hamile kadinlarin hedef popiilasyon oldugunda yapilmasini tavsiye eder

(12). Antikorlarin pasif olarak taginip yeni doganda bulasici hastaliga karsi koruma
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amactyla anne bagisiklamasinda kullanilacak asilar i¢in de bu testler yapilmalidir.
(13).

Bu testler ile indiiklenen antikorun diizeyleri ve fetal kan ya da kordon ile
embriyo veya fetiise gegisinin olup olmamasi dogrulanmalidir (15). Testlerde
kullanilacak tiir se¢imi asinin immiinojenisitesine, antikorun plasentaya gegme hizi ve
oranmna baglidir. Ornegin siganlarda ve farelerde antikorlarn %90°1 siite gecer.
Bununla birlikte, tavsanlarda antikor transferinin cogunlugu plasenta ile gerceklesir
(13).

Diinya Saglhk Orgiitii’'ne gore yapilan testlerde amaglanan klinik uygulama
yolu ve miimkiinse maksimum insan dozu kullanilmalidir. Maksimum insan dozu
kullanilamiyorsa tam insan dozu kullanilir (15). TITCK kilavuzunda yer alan iireme
ve gelisimsel toksisite testlerinde kullanilacak doz bilgisine iliskin tavsiyeler de WHO
kilavuzu ile ortiismektedir (92). 1994 yilinda diizenlenen ICH kilavuzuna gore asilar
test ederken, bagisiklik reaksiyonlar1 genellikle antijenin plazma konsantrasyonuna
gore klasik bir doz-yanmit iliskisi gostermediginden, doz seviyelerini hayvanin
boyutuna gore ol¢eklendirmek mantikli degildir. Bu nedenle, miimkiin oldugunda,
viicut agirligina bakilmaksizin hayvana tam bir insan dozu verilmelidir (116). ICH’
nin 2020 yilinda yayimladigi kilavuza gore de maksimum insan dozu hayvan agiligina
bakilmaksizin uygulanabilir fakat bu miimkiin degilse mg/kg bazinda insan dozunu
asan bir doz kullanilmalidir. EMA kilavuzuna gére maksimum insan dozunun
kullanilmama sebepleri agiklanmalidir (6rn. uygulanabilir total hacim sinirlamalari,
lokal ya da sistemik toksisiteye sebep olan doz limiti ) (114).

Asinin potansiyel toksik etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in hayvanlara
organogenez doneminde uygulama yapilir. WHO kilavuzuna goére nispeten kisa
gebelik nedeniyle kullanilan ¢ogu hayvan modelinde, embriyo veya fetiisiin
maksimum as1 kaynakli bagisiklik tepkisi maruziyetini saglamak i¢in ¢iftlesme 6ncesi
ast uygulanir. Calismalar, test gruplarinin alt gruplara ayrilmasi sekilde tasarlanir.
Hayvanlarin yarisi sezaryen ile dogurtulur diger yarisi ise normal dogurtulur (15). Bu
hususlarda TITCK kilavuzu ve EMA Kilavuzu, WHO kilavuzuna paralellik gdsterir
(92, 113).

Ayrica yavrularin dogum sonrasi takibinin bir siire daha yapilmasi 6nerilir ve

dogumdan siitten kesmeye kadar olan siire biiylimenin normalligi, viicut agirlig1 artisi,
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emme aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in ¢alisma tasarimina dahil edilir (15). Bu siire
genellikle 6-8 haftadir (13).

Embriyonik, fetal ve dogum sonrasi erken donemler boyunca maternal antikor
titrelerini optimize etmek i¢in her asi1 i¢in 6zel olarak hazirlanmig bir asilama rejimi
kullanilarak tek bir doz seviyesi degerlendirilir (116).

Ureme ve gelisimsel toksisite testleri FDA kilavuzuna gore, Faz I1I calismalar
ile paralel yapilirken EMA ve Japonya’ya gore ¢alisma zamanina iliskin belli bir
politika olmayip Faz III ¢aligmalarindan 6nce tamamlanmasi gerekir (55).

Ulkemizde iireme ve gelisimsel toksisite testlerine iliskin izlenecek adimlar
TITCK kilavuzunda agiklanmis olup bu testlerin yapilmasinda ICH’ nin iireme ve

gelisimsel toksisite testlerine iliskin kilavuzunun referans alinabilecegi bildirilmistir

(92).
IV. Genotoksisite ve Mutajenite Testleri

Genellikle WHO kilavuzuna gore nihai as1 i¢in genotoksisite ¢alismalarinin
yapilmasina gerek yoktur. Fakat yeni adjuvan ve bilesenler igin gerekli olabilir (15).
Primer DNA hasari, kromozom aberasyonlar1 ve mutasyonlara sebep olma
potansiyeline sahip sentetik adjuvanlarin kullanilmasi buna 6rnektir (13). Yapilmasi
gerektiginde ise kromazal hasar ve mutasyonlarin anlasilmasi i¢in in vitro galismalar
yapilmalidir (15). Yapilan mutajenite testlerine in vivo kemirgen mikroniikleus testi,
in vitro kromozom testleri, Comet testi ve Ames testi ornek verilebilir (52).

Genotoksisite ve mutajenite testlerinin gerekliligi konusunda EMA, FDA,
TITCK ve Japonya saglik otoritesi tavsiyeleri, WHO kilavuzu tavsiyeleri ile
uyumluluk gostermektedir (55, 92).

V. Karsinojenite Testleri

Nihai as1 i¢cin genotoksisite testlerinde oldugu gibi WHO kilavuzuna gore,
karsinojenite testlerinin yapilmasina da gerek yoktur. Ayni sekilde yeni adjuvan ve
bilesenler icin gerekli olabilir (15). EMA, FDA, TITCK ve Japonya WHO kilavuzu
tavsiyeleri ile uyumluluk gostermektedir (55, 92). Bunun sebebi adjuvanlarin disiik
dozlarda kullanilmasindan dolayr tiimér olusturma riskinin diisiik olarak

degerlendirilmesidir (13).
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Karsinojenisite testleri yapilirken TITCK kilavuzunda “ICH S1(A): The need
for carcinogenicity studies of pharmaceuticals”, “ICH S1B: Carcinogenicity: testing
for carcinogenicity of pharmaceuticals” ve “ICH S1C (R2) Dose selection for
carcinogenicity studies of pharmaceuticals” kilavuzlarimin referans alinabilecegi

belirtilmis olup bunlar dogrudan asilara yonelik karsinojenisite testlerine iliskin

kilavuzlar degildir (92).
V1. Giivenlilik Farmakolojisi Testleri

Sekonder farmakodinamik ¢alismalarin bir diger ismi olan giivenlilik
farmakolojisi ¢alismalarinin amaci, aday asinin hayati fonksiyonlar {izerindeki
etkilerini arastirmaktir. WHO kilavuzuna gore eger preklinik ve klinik ¢aligsmalardan
elde edilen bilgiler asmin bagisiklik sistemi disinda fizyolojik fonksiyonlar
etkiledigini (6rn. sinir sistemi, solunum, kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlar)
gosteriyorsa, giivenlilik farmakolojisi ¢aligmalari toksisite degerlendirmesine dahil
edilmelidir. Ayrica as1 bilesimine girecek yeni bir adjuvanin doz optimizasyonlari i¢in
giivenlilik farmakolojisi testleri yapilabilir (15, 49, 93). Ulkemizde ise giivenlilik
farmakolojisi ¢aligmalar1 toksikoloji ¢aligmalarindan bagimsiz olarak yapilmaktadir
(92). Giivenlilik farmakolojisi ¢aligmalari, olumsuz etkilerin gézlenmesiyle iligkili
olarak aginin doz-yanut iliskisini tanimlayacak sekilde tasarlanmalidir (117).

Uluslararast Uyumlastirma Konseyi 2000 yilinda giivenlilik farmakolojisi
caligmalart ile ilgili bir kilavuz yayinlamis olup bu kilavuz dogrudan agilara yonelik
degildir. ICH resmi internet sitesine gore EMA ve FDA gibi otoriteler bu kilavuzu
kabul etmistir. Brezilya, Singapur, Kanada, Kore, Japonya, Cin, Isvi¢re kabul eden
iilkeler olup Tiirkiye bunun disindadir (118). Buna ragmen TITCK kilavuzunda
giivenlilik farmakolojisi testleri yapilirken bu kilavuzun referans alinabilecegi
bildirilmistir. Tiirkiye nin ICH nin ilgili kilavuzuna uyum saglamasiyla ilgili ifadeler
celigkilidir (92). Bu kilavuza gore in vivo, ex vivo ve in vitro test sistemleri olarak
kullanilabilir. Ex vivo ve in vitro sistemler, bunlarla sinirli olmamak {izere sunlari
igerebilir: izole edilmis organlar ve dokular, hiicre kiiltiirleri, hiicre parcalari, hiicre alt1
organeller, reseptorler, iyon kanallari, tasiyicilar ve enzimler. /n vivo ¢alismalarinda

anestezi almamis hayvanlar kullanilir (114).
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Japon yonergeleri, WHO kilavuzundan farkli olarak giivenlilik farmakolojisi

u¢ noktalarmin degerlendirilmesini zorunlu kilmigtir (119).
VII. Anormal Toksisite Testleri

In vivo toksisite testlerinde bazi noktalarda ayrimlar olsa da genel olarak ICH,
WHO, EMA ve FDA gibi saglik otoritelerinin birbiriyle paralel kilavuzlar
yayinladiklarini sdylemek miimkiindiir. TITCK kilavuzunda da bu kilavuzlar referans
alimmustir. Kiiresel kilavuzlara uyum, klinik olmayan giivenlik gereksinimlerinde
bolgeler arasi farkliliklar1 azaltmaktadir. Yine de bazi uygulamalar iilkeden ilkeye
farklilik gostermektedir (10, 55).

Anormal toksisite testlerinin gerekliligi konusunda farkli yaklagimlarin olmasi
buna 6rnektir. Anormal Toksisite Testi (ATT), seri salim testi i¢in kullanilan bir kalite
kontrol testidir. Amag, her bir as1 partisinin herhangi bir kontaminasyon ihtiva edip
etmedigini degerlendirmektir (120).

Diinya saglik orgiitiiniin 1979 yilinda yayimladig Biyolojik Standardizasyon
Uzerine Uzman Komitesi 30. Rapor Kilavuzuna gére ATT gereklidir ve basitge su
sekilde yapilir: Kobaylar veya uygun hayvanlara 5 ml as1 intraperitoneal olarak enjekte
edilir. Hayvanlar 7-12 giin gézlemlenir. Eger anormal bir belirti yoksa tiriin ATT’yi
gecer. Giivenilirlik degerlendirmesi i¢in en sik kullanilan parametreler, 6liim orani ve
anormal viicut agirhg degisikliklerdir (121).

Anormal toksisite testlerinin gerekliligi yillardir tartigilmakta ve farkl
tilkelerde giincellemeler devam etmektedir (120). ATT’nin spesifik, giivenilir ve
tekrarlanabilir olmamas1 bu testlerin gerekli olmadigini diistindiirmiis ayrica hayvan
refahi i¢in de bu testlerin yapilmamasi gerektigi ileri siiriilmistiir (122).

Avrupa Ilag Endiistrileri ve Dernekleri Federasyonu (EFPIA)’na gore yeni
gelistirilen asilar ve beseri tibbi iiriinlerin, GLP uygulamalarina gére uygun sartlarda
tretilmeleri ve gerekli kalite kontrolden gegmeleri ATT'nin gereksizligini
desteklemektedir (123). Bu sebeple FDA, ATT’yi 2015 yilinda kaldirilmigtir. 2019
yilinda Avrupa Farmakopesinden anormal toksisite testinin tamamen kaldirilmasi
yiirlirliige girmistir. 80’den fazla monograftan anormal toksisite testi ¢ikarilmistir

(120, 124).
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Uluslararas1 Biyolojik Standardizasyon Ittifaki (International Alliance for
Biological Standardization, IABS) ve Hayvan Testlerine Alternatif Yaklasimlar i¢in
Avrupa Ortakligi (European Partnership for Alternative Approaches to Animal
Testing EPAA), 2005 yilinda anormal toksisite testinin gerekliliginin tartisildigi
uluslararasi konferanslar diizenlemis ve ATT’nin kilavuzlardan g¢ikarilmasi yoniinde
talep ile birlikte WHO’nun ATT hakkindaki tavsiyeleri yeniden sekillenmeye
baglamistir (124). WHO’nun 2018 yilinda yayinladigi Biyolojik Standardizasyon
Uzerine Uzman Komitesi 69. Rapor Kilavuzuna gore bu testlerin gerekli olmadig
kabul edilmistir (125).

Hayvansiz Giivenlik Degerlendirmesi Is birligi (Animal Free Safety
Assessment Collaboration, AFSA), Uluslararasi Insani Toplum Kurulusu (The
Humane Society International, HSI), EFPIA ve Uluslararas: ittifak is birligiyle 14
Ekim 2021°de, asilar ve biyolojik maddeler i¢in Anormal Toksisite Testinin Kiiresel
Olarak Silinmesini Hizlandirma c¢alistay1 organize edilmistir. Calistayda cesitli
tilkelerden katilimcilar yer almis ve bu tilkelerin ATT’nin kaldirilmasina yonelik bakis
acilar1 goriistilmistiir (120).

Mevcut durumda ABD, Kanada, Tayland ve Avrupa iilkeleriATT’nin gerekli
olmadigina karar vermistir. Arjantin, Brezilya, Giiney Kore ve Japonya’da ATT
kismen gerekli olmakla birlikte Rusya, Cin ve Endonezya 'da ATT gereklidir. Ayrica
ATT Hindistan’da insan kullanim1 i¢in gelistirilen asilara yonelik cogu monograftan

silinmistir Gliney Afrika’da da ATT nin yapilmasit durdurulmustur (120, 126).
e In Vivo Cahsmalara Alternatif Yaklasimlar ve 3R Prensipleri

Hayvanlarin bilimsel deneyler sirasinda yasadiklari aci, sikinti ve dliimler uzun
stiredir tartistlan bir konudur. Hayvanlarin etik dist kullanimi {izerinde kontrol
saglamak ve deneyler sirasinda hayvanlara verilen aciy1 en aza indirmek i¢in ¢esitli
kanunlar ve yasalar cikarilmistir. Ornegin, 1824 yilinda Royal Society for the
Prevention of Cruelty to Animals tarafindan hayvan haklari 6rgiitii kurulmus, 1876’da
Ingiltere’de hayvanlara aci veren uygulamalarin yapilmasini énlenmesi igin bir yasa
olusturulmustur (127).

William Russell ve Rex Burch 1959’da hayvan refahini en iist diizeye ¢ikarmak

i¢in bir rehber yayinlamistir. Daha sonra rehberde bulunan “Insani teknikleri hayvan


https://clinicalandtranslationalinvestigation.com/files/ric_21_73_4-199.html#ref14
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aragtirmalarinda uygulama” kavrami, 3 R’nin temel ilkeleri olarak tanimlanmigtir. Bu
ilkeler Degistirme (Replace), Azaltma (Reduce) ve lyilestirmedir (Refine). Bunu takip
eden 1960, 1963 ve 1966 yillarinda Hindistan, Fransa ve ABD’de sirasiyla hayvan
refahi igin yasalar ¢ikarilmistir (103, 127).

Iskandinav iilkelerinde 1970’lerin sonlarina dogru in vitro ydntemlerin
kullanilmasi baslamis olup 1983 yilinda uluslararasi bir proje baslatilmis ve insanlarda
potansiyel toksisiteyi tahmin etmek i¢in in vitro yontemlerin kullanilabilecegi ile ilgili
caligmalar yapilmistir. 1989 yilinda Almanya’da Hayvan Deneyleri i¢in Yerine
Koyma ve Tamamlayici1 Yontemlerin Kaydedilme ve Degerlendirilme Merkez Ofisi
(Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Er- gaenzungsmethoden
zum Tierversuch, ZEBET) kurulmustur. Almaya, Hindistan, Isvigre, Hollanda ve
ABD’de 2002 yilinda LDS50 testine odaklanmis ve alternatif yaklagimlara
yogunlasilmistir (128).

Italya’nin Ispra kentindeki Ortak Arastirma Merkezi (Joint Research Centre,
JRC)’nde 1993 yilinda, Avrupa Alternatif Yontemleri Dogrulama Merkezi (The
European Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM) kurulmustur.
Cok merkezli validasyon galigmalarini kolaylastiran Avrupa Ilag ve Saglik Hizmetleri
Kalite Midiirliigti (European Directorate for the Quality of Medicines and
Healthcare, EDQM)’niin Biyolojik Standardizasyon Programi ve ECVAM referans
laboratuvarlar1 olarak goérev yapmakla birlikte Avrupa ve uluslararasi aragtirma
girisimlerinde is birligi yapmak, alternatif yontemlerin ve 3R’lerin tesviki amaciyla
faaliyetlerine devam etmektedir (129-131).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 1995 yilinda, Alternatif Yo6ntemlerin
Validasyonuna iliskin Kurumlar Arasi1 Koordinasyon Komitesi (The Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM)
kurulmustur. Bu komite ile ABD’de hayvan kullanimina alternatif uygulamalara
yonelinmis ve 3R prensipleri benimsenmistir. Cin’de diger tilkelere nispeten, hayvan
deneylerine alternatif yaklasimlar, 3R prensipleri ve hayvan refah1 kavramlarinin gok
daha ge¢ donemlerde glindem oldugunu sdylemek miimkiindiir. Brezilya’da 3R
prensipleri kapsaminda in vitro yontemler 2003’ten beri kullanilmakta ve Cin’de

oldugu gibi 3R kavrami yeni sayilmaktadir (128).
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Japon Alternatif Yontemlerin Validasyon Merkezi (Japanese Center for the
Validation of Alternative Methods, JaCVAM) 2005 yilinda kurulmus ve 3R
prensiplerinin uygulanmasi amaglanmistir (130).

Strasiyla 2010, 2013 ve 2017 yillarinda Giiney Kore Alternatif Yontemlerin
Dogrulanma Merkezi (The South Korean Centre for the Validation of Alternative
Methods, KoCVAM), Brezilya Alternatif Yontemlerin Dogrulanma Merkezi
(BraCVAM) ve Kanada Hayvan Yontemlerine Alternatifler Merkezi (Canadian
Centre for Alternatives to Animal Methods, CCAAM) kurulmus, buna ek olarak
Uluslararasi Alternatif Isbirligi aracilifiyla farkli iilkelerdeki diizenleyici otoritelerin
3R prensiplerini uygulamak amaciyla kurdugu komiteler cesaretlendirilmistir (128).

Giinliimiizde diinyanin her yerinde, 3R’ler, arastirmalarda kullanilan hayvanlari
koruyan Avrupa Birligi mevzuati olan 2010/63/EU Direktifi gibi, hayvanlarin bilimsel
amaglarla kullanilmasin1 diizenleyen mevzuatlara dahil edilmistir. ICH, Hayvanlar
Uzerinde Deney Kontrol ve Denetleme Amagli Komite (Committee for the Purpose of
Control And Supervision of Experiments on Animals, CPCSEA), Ulusal Saglik
Enstitiisii (National Institutes of Health, NIH) ve Ekonomik Is birligi ve Kalkinma
Orgiitii  (Organisation for Economic Corperation and Development, OECD)
hayvanlarin barinma, iireme, beslenme, nakliye ve esas olarak bilimsel deneylerde
kullanimlari igin yonergeler saglar (103, 127).

Hayvan deneyleri yerine alternatifleri kabul eden 3R kavrami, gereksiz ve asir1
sayida hayvan kullanilmasini, ac1 veren ve iyilestirilemeyen siddetli uzun siireli agr1
igeren uygulamalar1 reddeden ¢ok sayida bilimsel yayin, ag ve organizasyonlarin da
etkisiyle giderek daha onemli hale gelmistir. Bu nedenle, Hayvan Etik Kurullari,
hayvanlarla calismay1 amaglayan arastirmacilara, 3R ilkelerine uymalar1 ve daha iyi
hayvan refahi i¢in sunulan protokollerin kalitesini iyilestirmeleri veya gerekirse
yetersiz gerekgelendirme durumunda bu protokolleri reddetmeleri konusunda uygun
sekilde tavsiyede bulunma sorumlulugunu paylagir (103).

Hayvanlarin etik kullaniminin temeli olarak kabul edilmis olan 3R
prensiplerinin, uygulanmasi konusunda titizlik gosterilmesi gerektigini siddetle
tavsiye eden WHO ve EMA, in silico ve in vitro yontemlerin kullanimini tesvik
etmistir (98, 111). Avrupa Birligi (AB) iilkeleri, ABD’nin bazi eyaletleri, Kanada ve

Giliney Kore de dahil olmak iizere birgok iilkenin, deney hayvanlari iizerinde test
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edilmis kozmetiklerin ve igeriklerinin satisin1 resmi olarak yasaklamasi 3R
prensiplerine uyumun gostergesi olarak kabul edilebilir (111).

Ulkemizde de deney hayvanlar ile yiiriitiilecek as1 toksisitesi degerlendirme
caligmalarinin, 3R ilkeleri g6z onilinde bulundurularak planlanmasi beklenmektedir
(92).

Ayrica 3R kuralina bir giincelleme olarak, deney hayvanlarina karsi
sorumluluk (Responsibility) 4R ve bazi kesimlerde karsimiza ¢ikan Saygi (Respect)
olarak 5R kurali da eklenmistir. "4R" ilkesi, Chicago’da bulunan ABD Uluslararasi
Etik Arastirma Vakfi’'nin katkilariyla 3R prensiplerine sorumluluk ilkesinin de
eklenmesiyle giindeme gelmis olup arastirma faaliyetlerinde etik sorunlarin ortadan

kaldirilmasin1  saglayabilecek azaltma (reduction), degistirme (replacement),
iyilestirme  (refinement) ve sorumluluk (responsibility) ilkelerine dayanmaktadir
(132). 4. ilke olan sorumluluk, laboratuvar hayvanlarini bir deger olarak goriip onlara

karst sorumluluklarin bilmesi ve hayvan etigi bilincinin gelistirilerek bireysel

sorumlulugun arttirilmasini ifade etmektedir (133).
1. Yer Degistirme

Avrupa' nin 2010/63/EU Direktifine goére "Bir hayvanin kullanilmasin
gerektirmeyen, aranan sonucu elde etmek i¢in bilimsel olarak tatmin edici baska bir
yontem makul ve uygulanabilir bir sekilde mevcutsa, hayvan deneyi

gerceklestirilmeyecektir." (103, 134).
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Sekil 4.1. 3R Prensiplerinin sematik gosterimi (103).

Asilarda, kalite ve giivenlik testleri i¢cin hayvan testlerine alternatif yontemlerin

gelistirilmesinde 6nemli bir ivme kazanilmis olup, Sekil 4.1.’de verilen bu alternatif

yontemler Degistirme, lyilestirme ve Azaltma (3R’ler) prensiplerinin uygulamasina

imkan saglamaktadir. (135).

Hayvanlar ile yapilan ¢alismalarin yerini etik nedenlerden dolay1 in vitro in

silico ¢alismalar almaktadir. /n vivo ¢alismalarin bazi dezavantajlar1 da alternatif

caligmalari cazip kilmaktadir (127).

In vivo galismalarin dezavantajlar asagidaki gibidir.

o Hayvanlara ac1 ve sikint1 veren uygulamalarin olmasi ve etik kaygilarin varligi

. Biyolojik siireclerin karmasik olmasi ve gevresel faktorlerin siirekli etkisine

maruz kalmasi

o Hayvan viicudunda temel siireglerin ve homeostazin degismesi durumunda

ortaya ¢ikan patolojileri anlamak i¢in kontrollii ve tekrarlanabilir incelemelerin

gerekmesi

. In vitro olarak pek ¢ok sey incelenebilirken, memeli organizmanin entegre

dogasinin, canli hayvanlarda yiiriitiilecek 6zel ¢alismalar1 gerektirmesi
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. Tecriibeli insan giicii gerektirmesi
o Zaman alic1 protokollerin olmasi
o Maliyetli olmasi (103, 127).

In vitro ¢alismalarin avantajlar1 asagidaki gibidir.

. Uygulanmasi kolaydir ve hizli sonug alinir

o Daha az insan giicii gerektirir

o Maliyet etkinligi gibi avantajlar1 bulunmaktadir

o Insan ve hayvanlardan izole edilmis doku ve hiicreler kullanilarak, hedef organ

/doku /hiicrede olusacak etki ve bu etkinin mekanizmasi aydinlatilabilir.
o Kontrollii test kosullar1 olusturulabilir (127, 130).
Hayvan kullanimina gerek kalmamasinin yani sira zaman ve maliyet etkin in

vitro ¢aligmalarin da bazi1 dezavantajlar1 bulunmaktadir ve bunlar agagida siralanmistir.

o Test edilen adjuvan ya da bilesenin farmakokinetik 6zellikleri tam olarak
degerlendirilememesi

o Kronik etkilerin degerlendirilmesine olanak saglamamasi

. Sistemik etkilerin degerlendirilememesi

o Spesifik doku ve organ duyarliliginin degerlendirilememesi

o In vitro test yontemleri kullanilarak asi kaynakli bagisiklik tepkilerinin taklit

edilmesinin zor olmasi (130, 131).
Hiicre ve doku Kkiiltiirleri, biyomateryaller, organoid kiiltlirii, hayvanlarin
yerine organizmalarin kullanilmasi ve in silico yontemler in vivo c¢alismalara

alternatiftir (103).
» Hiicre ve Doku Kiiltiirleri

Hiicre kiiltiirli, tiim organizmanin karmasik fizyolojisini tam olarak
modelleyemediklerinden in vivo ¢alisamalar igin yiizeysel bilgiler saglasa da, hiicre ve
doku bazli toksikolojik analizler, giivenlik degerlendirmelerinde kullanilan temel
araclar olarak kabul edilir (111). Bu testlerde hiicre yapisin1 ve ya fonksiyonlarini
bozup hiicre dliimiine neden olan bilesikler, bu etkinin gbzlendigi konsantrasyonlar,
doz - yanit iligkisi ve zaman-etki iliskisi ile ilgili veriler elde edilir (136).

Hiicre ve dokularin kiiltiirlenmesi, aragtirmalarda hayvan kullanimini dislamak

icin en kolay ve daha diisiik maliyetli secenektir. Kontrollii kosullar altinda
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hiicrelerin/dokularin viicut disinda biiylimesi esasina dayanir. Karaciger, bobrek,
beyin, deri vb. hiicreler ve dokular bir hayvandan alinir ve viicudun disinda, uygun
bliylime ortaminda birka¢ giinden birkag aya ve hatta birkag yila kadar
tutulabilir. Hiicre ve doku kiiltiirlerinin biiyiik bir avantaji, ticari olarak temin
edilebilmeleri ve pluripotent kok hiicreler de dahil olmak iizere farkl: tiirlere ait ¢esitli
organlardan ¢ok sayida farkli hiicre tipinin kullanilabilmesidir. Bu kiiltiirler toksisite
degerlendirmelerine olanak saglar. insan hepatosit kiiltiirii, embriyonik kok hiicre
kiiltiirdi, tahris testlerinde kullanilan sigir kornea kiiltiirli bunlara 6rnektir (103, 127).

Histamin Sensitizasyon Testi (HIST), asilarda aktif bogmaca toksinin
(Pertussis toxin, PT) bulunmadigini test etmek i¢in kabul edilen bir test olup ¢ok
sayida fare kullanilmasini gerektirir. Vaessen ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklar
bir caligmada HIST testlerine alternatif olarak PT analizi i¢in 6 g¢esit insan hiicresi
(bronsiyal epitel hiicre dizisi BEAS-2B, fetal akciger fibroblast hiicre dizisi MRC-5,
birincil kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri, birincil pulmoner arter diiz kas
hiicreleri, EA.Hy926 hiicresi ve olgunlasmamis monosit tiirevli dendritik hiicreler)
kullanmis ve in vitro yaklasimin basarili oldugunu gostermislerdir (137). HIST testine
alternatif olarak farkli in vitro yaklasimlara ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ol¢imii ile enzim aktivitesi degerlendirmesi ve Cin
Hamsteri Yumurtalik hiicresi (Chinese hamster ovary cells, CHO) testi de 6rnek
verilebilir (138).

Hayvan kullanimina alternatif bir baska yeni yaklasim, biyomateryallerin
kullanilmasidir. Biyomateryaller, tek basina veya karmasik bir sistemin parcasi olarak,
aragtirma ve klinik uygulama dahil olmak iizere farkli uygulamalarda kullanilabilen
bir form almak {izere tasarlanmis maddelerdir. Doku miihendisligi ve 3B biyobaski,
hayvanlarin kullanimini azaltmayzi, test sonuglariin giivenilirligini artirmayt, in vitro
calismalarin yapilmasii in vivo galismalarda kullanilan insan dokularimin veya
organlarinin yerini almay1 amaglar (103, 139).

3B biyobaski sistemleri, fizyolojik olarak ilgili fonksiyonel insan dokulari
olusturmak ic¢in hiicre dis1 matrisin dokuya 06zgii hiicresizlestirilmis bilesenlerini
biyomiirekkepler olarak kullanir. Bu teknik, 3 boyutlu bir modelin olusturmasina izin

verir (103, 140). Bu modeller, kosullar tizerinde daha iyi kontrol saglamanin yani sira
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daha hizl1 ve kolay toksisite degerlendirme olanag saglar (141). Ug R nin ilk prensibi
olan degistirme kuralina gore in vivo ¢alismalar yerine alternatif kabul edilen in vitro

yaklasimlara Tablo 4.4.”de verilmistir (131).

Tablo 4.4. In vivo testlere alternatif in vitro yaklasimlar (131).

Test Amaci In vivo Test In vitro Test
Bogmaca asilar1 i¢in | Farelerde yapilan Cin hamsteri yumurtalik hiicre
giivenlik testi Histamin Sensitizasyon | (CHO cell) deneyi
Testi (HIST Testi)
Difteri agilar igin Kobaylarla yapilan VERO hiicreleri (Afrika yesil
glivenlik testi toksisite testleri maymun bobrek epitel hiicreleri)
ile yapilan toksisite testleri
Pirojenite Testi Tavsanlarda yapilan Monosit Aktivasyon Testi
pirojenite testi (MAT)

WHO, Monosit Aktivasyon Testini (MAT) tavsan pirojen testine alternatif
kabul etmistir (90). MAT tamamen kantitatif olup fizyolojik insan atesi yanitiyla ilgili
giiclii tahminler sunmaktadir. 2010 yilindan beri Avrupa Farmakopesinde yer
almaktadir. 2014 yilinda Birlesik Krallik’ta pediatrik asilarda tavsan pirojenite testi
yerine MAT kullanimi onaylanmistir (128). Bakteriyel Endotoksin Testi (BET) de
tavsanlarla yapilan pirojenite testlerine alternatif olarak kullanilmakta ve gereksiz

hayvan kullaniminin 6niine gegmektedir (134).
» Organoid Kiiltiirii

Organoidler, doku diizeyinde islevlere ve ¢esitli hastalik fenotiplerine sahip
saglam bir organ benzeri li¢ boyutlu mimari ve fizyoloji sergileyen kok hiicre kaynakli
iic boyutlu, kendi kendini organize eden mikro sistemlerdir. Aslinda in
vitro yetistirilen minyatiir organlar olarak kabul edilirler ve arastirmacilara genis
olanaklar saglarlar. Organoidlerin avantajlarindan bazilari, taginabilir olmalari, 2D
modellerin gelistirilmis versiyonlar1 ve manipiile edilmelerinin kolay olmasidir (103,

142).
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Tiim organoidler, modellenen dokunun tiim hiicre tiplerini icermez ve bu
durum organaidlerin kullanimi i¢in bir smirlamadir. Yine de organoidlerin hayvan
deneylerinin yerini tam olarak alamasa da gelecekte toksikoloji testlerinde

tamamlayici olarak kullanilabilecegi 6ngoriillmektedir (143).
» Hayvanlar Yerine Kullanilan Organizmalar

Toksisite degerlendirme testlerinde 6zellikle kemirgenler olmak {izere biiyiik
Olglide hayvanlar kullanilmaktadir. Etik nedenler, zaman almasi ve maliyetli
olmasindan dolayr omurgasiz hayvanlarin ve daha basit organizmalarin
(prokaryotlarin, protistlerin, mantarlarin) kullanilmasi hayvan testlerine mantikli bir
alternatif olarak kabul edilmektedir. lyi karakterize edilmis genetik sistemlerinin
olmasi, hizla biliylimeleri ve wucuz olmalarindan dolayr  Escherichia
coli ve Saccharomyces cerevisiae gibi tek hiicreli mikroorganizmalar, arastirma igin
elverisli modeller olarak kabul edilir. Ozellikle amip D. Discoideum konak-patojen
etkilesimlerini arastirmak i¢in model olarak kullanilmistir. Galleria mellonella, konak-
patojen etkilesimlerini, viriilansi, toksisiteyi arastirmak i¢in uygun bir modeldir. Alt
omurgalilarla ilgili olarak, Danio rerio (zebra balig1), seffaf 6zelliginden dolayi, gok
cesitli i¢ anatomi ¢aligsmalarinda kullanilmistir. Tuzlu su karidesi, yumusakca, midye,
yuvarlak kurt ve tavuk embriyosu kullanilabilecek diger alternatiflerdir (103, 109,
144).

Bazi durumlarda da etik agidan daha kabul edilebilir olmasi igin alternatif
olarak omurgasiz hayvanlar ve prokaryot canlilardan baska farkli bir hayvan tiirii
kullanilabilir. Oral polio asilarinin toksisite degerlendirmesinde maymunlar
kullanilirken, c¢ocuk felci viriisiiniin maymun hiicrelerine girmek ic¢in kullandigi
reseptor bolgesi tanimlandiktan sonra ilgili gen klonlanip enfeksiyona duyarh
transgenik fareler elde edilmis ve bu farelerin kullanimi, maymun kullanimina
nispeten daha uygun bir alternatif kabul edilmistir (128).

Bu yaklasim sayesinde, daha basit organizmalarla yapilan ilk testlerden elde
edilen veriler, daha sonra hayvanlarda yapilacak galismalarin kapsamini daraltmaya
yardimecr olabilir ve kullanilan hayvan sayisini azaltabilir. Bununla birlikte,
omurgasizlarin, bagisiklik sistemlerinin basitliginden dolay1 insan fizyolojisini tam

olarak yansitamadiklarindan, bu modellerin as1 toksisitesi degerlendirmesinde
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kullanimlari sinirlidir (111). Buna ek olarak daha az etik engel bulunmaktadir. Yavru
zebra baliklarinin ¢ok az aci hissettigine ya da hi¢ ac1 hissetmedigine inanilir. Ayrica
14 giiniinli doldurmamus civcivler gelismemis sinir sistemlerinden dolayi hissizlerdir

ve bu ornekler daha az etik engel bulundugunu desteklemektedir (144).
» Cip Organlarin Kullamlmasi

Cip organlar insan fizyolojisi ve hastaliginin modellenmesini saglayan, in vitro
olarak olusturulan basitlestirilmis ancak gercek¢i doku ve organlardir. Tasarim
ilkeleri, ¢alisilan organ sisteminin fizyolojisini 6zetlemeye dayanmaktadir. Hayvan
modelleri, hiicre kiiltiirii ve klinik calismalar arasinda gozlemlenen giivenlik ve potens
degerlendirmelerinde gozlemlenen tutarsizliklar1i egale ederek iiretim siirecini
hizlandirmaya yardimci olabilecegi diistiniilmektedir. Cip organlarin toksisite
degerlendirme testlerinde  hayvanlarin yerini alacak umut vadedici bir yaklagim
olarak kabul edilmektedir (103, 145).

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’daki teknolojik gelismeler, 2000
yilindan bu yana, cilt, gastrointestinal sistem, karaciger, kalp ve kan damarlar1 gibi
cesitli organ dokularini taklit edebilen ¢ip organlarinin gelistirilmesindeki ilerlemelere

katkida bulunmustur (111).
b. Azaltma

Hayvan kullanimina alternatif yontem miimkiin olmadiginda, azaltma
digiiniilmelidir. Azaltma, deney protokollerinde kullanilan hayvan sayisinin
azaltilmasi anlamma gelir. 2010/63/EU sayili Direktif, hayvanlarin sayisin1 azaltmak
i¢in, aragtirmacilarin Oldiiriilen hayvanlarin organlarini ve dokularini paylasmaya
yonelik programlarin olusturulmasini 6nermektedir. Hayvan sayisini azaltmak i¢in
takip edilecek adimlar pilot deneyler yapmak, deney protokoliinii dogru bir sekilde
tasarlamak, ve modern protokoller ve teknikler uygulayarak elde edilebilecek deneysel
degiskenligi azaltmaktir (103, 146).

c. Iyilestirme

Deney i¢in hayvan sayisini azaltmak icin yol izlendiginde ve degistirme bir

alternatif olmadiginda, iyilestirme prensibi uygulanir. Aci, agr1 ve sikintiyr en aza
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indirmek ve refahi artirmak i¢in deney protokollerine dahil edilir. Dikkat edilen baglica

hususlar sunlardir:

o Barinma ve tagima kosullarinin hayvanlarin strese girmeyecek sekilde
tasarlanmasi

. Is1, 151k, nem, koku, ses gibi dis etmenlerin hayvan homeostazini olumsuz
etkilememesi

o Kan 6rneklenmesinin daha az aci veren bdlgeden yapilmasi

o Gerekli oldugunda analjezik kullanilmasi

o Miimkiin oldugunca acisiz bir 6liimiin saglanmasi (103, 146).

Iyilestirme yapilmadiginda goriilen stres ve rahatsizlik hayvanlarda hormonal
dengesizlige sebep olabilir ve bu da sonuglarda dalgalanmalara yol agabilir.
Deneylerin tekrarlanmas: gerekirse kullanilan hayvan sayisi artar. lyilestirme yalnizca
laboratuvar hayvanlarinin yasamini iyilestirmek icin degil, ayn1 zamanda arastirma

kalitesini artirmak i¢in de gereklidir (127).

e 3R Prensiplerinin Uygulanmasinda Karsilasilan Zorluklar ve Farkh

Ulkelerin Yaklasimlar:

Ast calismalarinda 3R uygulanmasinda karsilagilan zorluklar ve oncelikler
hakkinda 4 Aralik 2019 tarihlerinde IABS tarafindan organize edilen bir konferans
diizenlenmistir. Hindistan’1 temsilen katilan Dr. Sunil Goel alternatif yontemler
oldugu halde hayvan g¢alismalarinin yapilmasina agik kapi birakan bazi farmakope
monograflarinin gozden gegirilmesini Onermistir. Tespit edilen en biiyiik engel, as1
tireticilerini ihracat yaptiklart iilkelerin farkli otoritelerinin farkli sartlarini yerine
getirmeye zorlayan uluslararas1 uyum eksikligidir. Avrupa konseyini temsilen katilan
Eriko Terao in vivo galismalarin yerine in vitro caligmalara yonelmek gerektigini
vurgulamis, tavsan pirojen testleri yerine bakteriyel endotoksin testi yapilmasini,
Hepatit A asilar1 icin serolojiye alternatif olarak dogrulanmig bir ELISA’nin
eklenmesine deginmistir. Italya’y1 temsilen katilan Eliana M Coccia, MAT, Tavsan
Pirojen Testinden (Rabbit Pyrogen Test, RPT) daha giivenilir ve tercih edilesi
oldugunu ifade etmistir. Fransa ‘dan Sylvie Uhlrich, Cin’den Li Shi, Yeni Zelanda
‘dan Jim Webster ve Hollanda’y1 temsilen katilan Coenraad Hendriksen, in vitro

alternatiflere yonelmenin 6nemini vurgulamis ve bunlarin maliyet ve hayvan refahi
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acisindan avantajlarina deginmistir. Vietnam'dan Tuan Dat Japon Ensefaliti agisinin
tiretimininde Vero hiicrelerinin kullanilmasi ile hayvan kullaniminin 6niine ge¢ildigini
belirtmistir. Katilimcilar uluslararasi uyum eksikliginin oniine gecilmesi ve 3R
prensiplerinin uygulanmasini vurgulamistir (135).

Lilley ve arkadaslarinin 2021 yilinda yaptig1 16 farkli iilkedeki 25 as1 iireticinin
katildig1 bir anket ¢aligmasinda iireticilerin %90’1nin 3R prensiplerine asina oldugu,
ilgingtir ki %64’{inlin miisait olduklarinda hayvan olmayan teknolojileri (NAT)
kullandiklar1 sonucuna ulagilmistir. Anket sonuglarina gére NAT hakkinda farkindalik
yiiksekken genel olarak NAT kullanim oranlar diistiktiir. NAT kullanmadiklarini
belirten {iireticilerin ¢ogu, elde edilen sonuglarin diizenleyiciler tarafindan kabul

edilmeyecegi konusunda endise duyduklarini ifade etmistir (147).
e In Silico Calismalar

In silico (biyoinformatik), bilgisayar ortaminda gerceklestirilen calismalar
tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (111). Kullanilmaya baglanmasi 19. Yiizyila
kadar uzanir. Kantitatif yapi-etki iligkisinin agiklanmasini ve c¢apraz okuma ile
toksisite tahmini saglar (128). In silico ¢alismalar sayesinde yeni as1 tasarimi, T ve B
hiicresi epitoplar1 tahmini ve alerjenite degerlendirmesi kolaylikla yapilabilmektedir
(148). Buna ek olarak in silico ¢alismalar gelistirilen molekiiliin ¢esitli olasi biyolojik
ve toksik etkilerini tahmin etmek i¢in kullanilir. Yalnizca birincil taramadan elde
edilen en umut verici molekiiller, in vivo deneyler i¢in kullanilir (127).

In vivo ¢alismalarin yerini tam olarak alamasa da, yapilacak olan in vivo
calismalarda mevcut verilerin verimli sekilde kullanilmasini saglar (141). Bu modeller
sadece in vitro ve in vivo yontemler arasinda bir kdprii gorevi gormekle kalmayip ayni
zamanda klinik deneylerin desteklenmesine ve optimizasyonuna da Kkatki
saglamaktadir. /n silico ¢aligmalarin hayvanlarla yapilan in vivo ¢aligmalara gore
avantajlari, hizli ve nispeten ucuz olmalaridir (127). Ayrica in silico testlerin sonuglari
ile hayvan deneylerinin sonuglar1 arasinda gilivenilir derecede benzerlik oldugu
goriilmiis ve hayvan kullanimini azalmakla kalmayip sonuglarin giivenilirligini de
artirdig ileri siiriilmiistiir (111).

Aday asilarda immiinojenik peptit epitopunun olas1 toksisite profiliyle ilgili

tahminler sunan ToxinPred sunucusunun kullanimi bu ¢alismalara 6rnektir. ToxinPred
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1805 adet toksik peptit ve 3593 adet toksik olmayan peptitten olusan bir veri tabani
kullanarak peptitlerin fizikokimyasal o6zelliklerine dayali olarak toksisite tahmini
yapar. Asilarda immiinojenik peptitin alerji olusturma potansiyeliyle ilgili tahminler
sunan AllerTop sunucusu da in silico galismalarda kullanilmaktadir. AllerTop
sunucusu, 2427 bilinen alerjen ve 2427 alerjen olmayan proteinden olusan
giincellenmis bir set kullanarak analiz edilmek istenen epitoplarin, hizalamadan
bagimsiz olarak alerjik 6zelliklerini tahmin etmektedir. Bir bagka o6rnek Peptitlerin
antijenik 6zellikleriyle ilgili tahminler sunan VaxiJen sunucusudur. VaxiJen, protein
dizilerinin anahtar aminoasit 0zelliklerinin tek diize vektorlerine otomatik carpraz
kovaryans doniisiimiine dayali olan ve bu sayede hizalamaya bagli dizi benzerligi
yontemlerinin smirlamalarini egale eden, hizalamadan bagimsiz bir sunucudur.
Hindistan Brezilya, Malezya ve cesitli iilkelerde bu sunucular kullanilarak as1 iiretimi
ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (149, 150).

Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa iilkeleri, Japonya ve Avustralya’da da in
silico yontemlerin kullanimi tesvik edilmektedir (128).

In silico galigmalardan elde edilen verilerin paylasilmasi ve bir veri tabanina
islenmesi hayvan kullaniommin azaltilmas: i¢in olduk¢ca Onemlidir. Biyolojik
sistemlerin hesaplamali modellemesi ile elde edilen modelleri depolamak ve
degistirmek i¢in en yaygin olarak kabul edilen agik yazilim platformu olan Biyolojik
Sistemleri Bi¢gimlendirme Dili (Systems Biology Markup Language, SBML)’dir (103).

Bir rekombinant protein asisi ile ¢alisirken, proteomik tiirevli bir dis ylizey
proteini i¢cin, SWISSPROT, TrEMBL veya GenBank gibi veritabanlarini taramak
yararl olabilir (52).

4.1.2. As1 Giivenliliginin Degerlendirmesi icin Yapilan Klinik Calismalar

Preklinik c¢alismalar, klinik calismalardan O6nce konak-patojen etkilesimi,
bagisiklik mekanizmalari ve antijen-adjuvan kombinasyonu bakimindan asinin uygun
olarak tasarlanmasi i¢in zemin saglar. Bunu takip eden in vivo calismalarda
hayvanlarla yapilan deneylerde as1 dozu, uygulama yolu ve aday asinin olusturdugu
etkiler tizerinde ¢alisilir ve tatmin edici sonuglardan sonra klinik ¢alismalar baslatilir

(20).
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Yeni lretilen aday asilar, kullanim i¢in onaylanmadan Once insanlarda
giivenlik, immiinojenisite, uygun doz programinin test edilmesi ve koruyucu etkinlik
acisindan  degerlendirilmeli ve klinik caligmalarin  6nemi g6z Oniinde
bulundurulmalidir (11, 151).

Diinya Saglik Orgiitii’ne goére klinik ¢aligmalarin yapisi ve isleyisi asinin
tiirline ve antijen igerigine gore tasarlanir. Yeni antijenler ihtiva eden asilarin klinik
degerlendirilmesi daha oOnce g¢alisma yapilmis antijenleri igeren asilarin klinik
degerlendirmesinden farklidir (97).

Klinik ¢aligmalar birbirini izleyen fazlardan olusur. Faz I ¢calismalar1 giivenlik
hedefleyen c¢alismalardir. Faz 11 c¢aligmalar1 ise belirlenen doz araliginda
immiinojenisite degerlendirmesi hedeflenir. Bunlari takip eden ve daha biiyiik ¢aligma
gruplarin1 kapsayan Faz III ¢aligmalarinda, dozlama ve asilama programinin
amaglanan sonuglar1 saglayip saglamadigini degerlendirmek amaclanir (20, 152).
Preklinik ¢aligmalar ve klinik faz calismalarini kapsayan ag1 gelistirme adimlar1 Sekil

4.2.’de verilmistir.

Arastirma Fazi Preklinik Calismalar * Fazl * Faz Il * Faz Il
. . Kalite
N I T T T
F Etki

Uygulanabilirligi ~ Adjuvan seme Giivenlik Doz Segimi/Giivenlik Etkililik/Guvenlik o
kanitlama Immiinojenitise calismalari Lokal/sistemik Hedeflenen popiilasyonda Hedeflenen popiilasyonda Sonuglarin Kayit Edilmesi
Antijen Giivenlik calismalan(GLP)  reaksiyon giivenlik degerlendirmesi  etki ve giivenligin FaydarRiskicengesinin
arastirmasi ve Potens calismalar degerlendirmesi degerlendirilmesi degerlendirilmesi
tanimlama in vivo dogrulama sistemi

v

Farmokovmlans Pazarlama Yetkisi

|
Labzraaﬁ;:r\:‘zrl::llte Uretim Erken Asamasi ¥
. Pazarlama Sonrasi
Giivenlik/Etki Degerlendirmesi
FazIV

i

i P -GMP'ye uygun olarak -GMP'ye uygun olarak
-Antijen Gretimi. o 6lgeklendirilmis Gretim biiy(ik Slgekli Gretim
-Asi formiilasyonunun gelistirilmesi. -GMP standartlarina Tam ekipman

- Yeni tretim kosullarinin
uyarlanmasi.

-Guvenlik calismalari igin parti

R uygun ilk Griin kalifikasyonu

Gretimi -Ekipman kalifikasyonu. -Tam analitik test
-Kritik analitik test dogrulamasi . 1
dogrulamasi -Kurulu Gretim streci * Yasal Izin GereKli

Sekil 4.2. As1 gelistirme siirecinde izlenen basamaklar (153).
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Asilarin degerlendirilmesi igin yapilan klinik ¢aligmalar, etik kurallara uygun
olarak yapilmalidir. Bu ¢aligmalar yapilirken yararli olma, 6zerklik, zarar vermeme ve
esitlik kabul edilen etik ilkelerdir (154). Klinik ¢alismalarin, deney tasarimui,
yiriitiilmesi, kaydedilip raporlanmasi asamalarinda uluslararasi etik ve bilimsel
standart olan Iyi Klinik Uygulamalar esas almir (9).

Diinya Tabipler Birligi (DTB), insanlar1 igeren tibbi arastirmalar i¢in etik
ilkeler beyani olarak Helsinki Bildirgesi’ni yaymlamistir.  Bildirge o6ncelikle
hekimlere yonelik olup DTB, insan iceren tibbi arastirmalara katilan diger bireyleri de
bu ilkeleri benimsemeye davet eder. Yapilan arastirmalar, calisma grubundaki
bireylere saygi gosterilmesini tesvik eder buna ek olarak bireylerin sagliklarini ve
haklarini koruyan etik kurallara tabidir (155).

Diinya Saglik Orgiitii Biyolojik Standardizasyon Uzerine Uzman Komitesi 52.
Rapor Kilavuzunda da g¢alisma gruplarinin insan oldugu arastirmalarda, Helsinki
Bildirgesine uygun adimlar izlenmesi gerektigi vurgulanmistir (97).

Ulkemizde vyiiriitiilen klinik galismalara ait etik esaslar1 agiklayan Iyi Klinik
Uygulamalar1 Kilavuzu’nun temeli de Helsinki Bildirgesine dayanmaktadir (156).

Aday asmin preklinik calismalardan klinik calismalara ge¢me siirecinde
diizenleyici kurumlarin gereklilikleri tilkeye ve bolgeye gore degisebilir (9). Buna ek
olarak genellikle preklinik c¢aligmalarda oldugu gibi  as1 adaylarmin klinik
degerlendirilmesinde de EMA, WHO ve FDA tarafindan yayinlanan kilavuzlar
referans alinmaktadir (11).

Asilar i¢in yapilan klinik degerlendirmeler, ilaglar i¢in yapilan klinik
degerlendirmelere nispeten WHO ve EMA’ya gore bazi 6zel onlemleri ve farkli
adimlar1 gerektirir. Bunun sebepleri asagidaki gibi siralanabilir;

= Agilar saglikli bireylere uygulandigindan gilivenlik marjinin yliksek olmasi
gerekir.

* Buzdolabinda saklanmas1 gereken asilar i¢in lojistik dnlemler alinmalidir.

» Bagisiklik tepkisini artirmak i¢in formiilasyona dahil edilen adjuvanlarin, as1
antijenleri ile uyumlu olup olmamasimin degerlendirilmesi dikkate alinmasi
gereken bir unsurdur.

= Asilarin klinik  degerlendirilmesinde antikor  yanitin  kalitesi

degerlendirilmelidir.
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» Bagisiklik sistemi tam olarak gelismemis bebek ve cocuklara birden fazla
antijen iceren asilarin uygulanmasi durumunda c¢apraz reaksiyon goriilme
ihtimali g6z 6niinde bulundurulmalidir (11, 96, 97).

Bulasic1 hastaliklarin sebep oldugu agir tablolar, sinirli kaynaklara sahip
iilkelerde meydana geldiginden, asilarin bu bolgelerde test edilmesi Onemli bir
unsurdur (157, 158). Ek olarak, bir asinin belirli bir bolgede kullanilmasinin
onaylanmasi i¢in, 1yi tolere edilmeli ve ilgili ortamda etkili oldugu kanitlanmalidir. Bu
sebeple, ilgili asilarin ge¢ donem klinik denemeleri, Sahra alti Afrika bolgelerinde
yaygin olarak yritiilmektedir (151).

Gergeklestirilmesi planlanan klinik ¢alismanin bir arastirma kayit sistemine
kaydinin yapilip, izleme numarasi alinmasi1 gerekmektedir. Arastirma kayit sistemine
gereksinim duyulmasinin en onemli sebebi, arastirmanin her adiminda seffafligin
saglanmasi ve yiiriitiilmekte olan biitiin arastirmalara bu merkezlerin herkese agik olan
kayit sistemleri vasitasiyla erisiminin saglanmasidir. WHO Uluslararast Klinik
Calismalar Kayit Platformu, Avrupa Birligi Klinik Arastirmalar Kayit Merkezi,
ABD’de Ulusal Tip Kiitliphanesi ve Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan desteklenen
“clinicaltrials.gov” kayit sistemlerine 6rnektir (159).

Klinik ¢alismalar ve siirekli izleme siirecinde giivenlik 6nemli bir unsurdur. Bu
sebeple olumsuz olaylarin saptanmasi ve kaydedilmesi gerekmektedir. Agri, sislik,
kizariklik, ya da ates gibi etkiler bunlara 6rnek olarak verilebilir. Adjuvana bagh
goriilen lokal reaksiyonlar, oral polio virlis ve MMR asilarinda oldugu gibi
zayiflatilmis as1 sonrasi hastalik tablosunu taklit eden tablolar raporlanir. Sonuglara
gore hedef popiilasyon sinirlandirilabilir ya da genisletilebilir (20).

Klinik denemeler boyunca tizerinde galisilan her dozdan WHO, FDA ve EMA
kilavuzlarina gore 4-7 giin sonra goriilen advers olaylar kaydedilir. Bu siire canli agilar
i¢cin daha uzun olup 14 giine kadar ya da bir sonraki doza kadar aynm: sekilde goriilen
advers olaylar kaydedilir. WHO ve EMA’ya gore de ¢alismalar, yaygin olmayan
(1/100 ile 1/1000 arasinda goriilen) advers etkileri saptamak i¢in giivenilir veriler
sunmalidir (94, 96, 97).

Klinik ¢alismalar sirasinda goriilen olumsuz olaylar derecelendirilerek
kaydedilir. FDA’ in saglikli yetiskin ve ergen goniilliiler i¢in belirledigi toksisite
derecelendirme 6lgegi Tablo 4.5.'de verilmistir (20, 160).
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Tablo 4.5. Klinik ¢alismalarda FDA’in saglikli yetiskin ve ergen goniilliiler igin
belirledigi toksisite derecelendirme 6lgegi (160).

Lokal Hafif Orta Siddetli (Seviye | Potansiyel

Reaksiyonlar (Seviye 1) (Seviye 2) 3) Hayati
Tehlike
(Seviye 4)

Agrn Gilinliik Gilinliik Giinliik aktiviteyi | Acil servise
aktiviteyi aktiviteyi etkiler. gitmeye veya
etkilemez etkiler. Narkotik Hastane

Narkotik kullanimint yatigina sebep
olmayan agr1 | gerektirir. olur.

kesici

kullanimim

gerektirir.

Hassasiyet Temas sonrast | Hareket Istirahat Acil servise
hafif hassasiyet | sonrasi déneminde gitmeye veya
gorilir. hassasiyet Onemli Olgiide Hastane

goriiliir. rahatsizlik yatisina sebep
hissedilir. olur.

Eritem/Kizariklik | 2.5-5cm 5.1-10 cm >10 cm Nekroz

Sertlik/Siskinlik 2.5-5cm 5.1-10 cm 10 cm' den Nekroz
olabilir ve olabilir ve biyiik olabilir ve
giinliik giinliik giinliik aktiviteyi
aktiviteyi aktiviteyi engeller.
etkilemez. etkilemez.

FDA saglikl1 yetiskin ve ergen gontilliiler i¢in yasamsal fonksiyonlar etkileyen
ve Oonemli kabul edilen toksisite belirtilerini Tablo 4.6.’daki gibi 6l¢eklendirmistir

(160).



Tablo 4.6. Klinik ¢alismalarda FDA’in saglikli yetiskin ve ergen goniilliiler i¢in
belirledigi 6nemli belirtileri derecelendirme 6lgegi (160).

Onemli Hafif (Seviye 1) | Orta (Seviye 2) | Siddetli (Seviye | Potansiyel
Belirtiler 3) Hayati Tehlike
(Seviye 4)
Ates (°C) 38.0-384 38.5-38,9 39.0-40 > 40
Tasikardi- 101 -115 116 - 130 > 130 Acil servis
Yiiksek Nabiz ziyareti veya
hastane yatisina
sebep olan
aritmi goriilir
Bradikardi- 50 - 54 45 - 49 <45 Acil servis
Diisiik Nabiz ziyareti veya
hastane yatigina
sebep olan
aritmi goriiliir
Sistolik 141 - 150 151 -155 > 155 Acil servis
Hipertansiyon ziyareti veya
mm Hg hastane yatigina
sebep olur
Diyastolik 91-95 96 — 100 > 100 Acil servis
Hipertansiyon ziyareti veya
mm Hg hastane yatisina
sebep olur
Sistolik 85-89 80-84 <80 Acil servis
Hipotansiyon ziyareti veya
mm Hg hastane yatisina
sebep olan
hipotansif sok
goriliir
Diyastolik 17-20 21-25 >25 Entiibasyon
Hipotansiyon
mm Hg
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FDA’in saglikli yetiskin ve ergen goniilliiler i¢cin o6zellikle gastrointestinal

sistemi etkileyen sistemik etkileri derecelendirme 6lgegi Tablo 4.7." de verilmistir

(160).
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Tablo 4.7. Klinik ¢alismalarda FDA’in saglikli yetiskin ve ergen goniilliiler igin
belirledigi sistemsel etkileri derecelendirme 6lgegi (160).

Sistemik Hafif Orta Siddetli Potansiyel Hayati
Etkiler (Seviye 1) (Seviye 2) (Seviye 3) Tehlike
(Seviye 4)
Mide Giinliik aktiviteyi | Giinliik aktiviteyi | Giinliik aktiviteyi | Acil servis  ziyareti
bulantist/ etkilemez ya da | biraz etkiler yada | engeller ya da 1v | veya hastane yatigina
Kusma 24 saatte 1-2 kez | 24 saatte 2°den | hidrasyon sebep olan hipotansif
goriiliir fazla goriiliir gerektirir sok goriiliir
Ishal Giinde 2-3 defa | Giinde 4-5 defa | Giinde 6 daha | Acil servis ziyareti
sulu digki goriiliir | sulu diski goriiliir | fazla sulu digski | veya hastane yatisina
goriliir sebep olur
Bas agrisi Giinliik aktiviteyi | 24 saatten uzun | Narkotik Acil servis  ziyareti
etkilemez sireyle narkotik | kullanimini veya hastane yatisina
olmayan agr1 | gerektirir ya da | sebep olur
kesici giinliik aktiviteyi
kullaniminin engeller.
tekrarini
gerektirir ya da
giinliik aktiviteyi
etkilemez
Yorgunluk | Ginliik aktiviteyi | Giinliik aktiviteyi | Giinlik aktiviteyi | Acil servis ziyareti
[ Halsizlik | etkilemez biraz etkiler engeller veya hastane yatigina
sebep olur
Kas Agrist | Gunliik aktiviteyi | Gunlik aktiviteyi | Gunlik aktiviteyi | Acil —servis ziyareti
etkilemez biraz etkiler engeller veya hastane yatigina
sebep olur

Asidan kaynakli olup olmadigina bakilmaksizin asilama sonrasinda goriilen

advers olaylar, AEFI olarak adlandirilir. Yukarda tabloda verilen etkilerin disinda bazi

asilar otizm, trombositopeni, tip 1 diyabet, 16semi gibi durumlarla iliskilendirilmis olsa

da son c¢aligmalar bu ihtimallerin ¢ok diislik oldugunu gostermektedir. Advers olaylar

raporlanirken, tesadiifi ya da as1 ile nedensel ve zamansal bir iliskisi olup olmadiginin

degerlendirilmesi oldukca énemlidir. izleme sistemleri, gerekli durumlarda daha fazla

sorgulamay1 yapabilecek kadar hassas olmalidir. WHO’ya gore AEFI sebepleri ve

AEFI’lerin nedensellik degerlendirme siniflandirmasi sirastyla Tablo 4.8. ve Tablo

4.9." da verilmistir (20, 161, 162).
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Tablo 4.8. WHO’ya gére AEFI nedenleri (162).

As ile ilgili reaksiyon

Asimin dogasinda bulunan bir veya daha fazla 6zellik

sebebiyle aginin neden oldugu bir AEFI

Asinin kalite kusuruyla ilgili

reaksiyon

Uretici tarafindan sunulan uygulama cihazi da dahil
olmak tizere asida bir veya daha fazla Kalite

kusurundan kaynaklanan AEFI

Asilama hatasiyla ilgili
reaksiyon

Uygun olmayan asinin uygulanmasi, regete yazma
veya uygulamadan kaynaklanan ve dolayisiyla

dogasi geregi onlenebilir bir AEFI

Asilama kaygisi ile ilgili
reaksiyon

Bagisiklama ile ilgili kaygidan kaynaklanan bir
AEFI

Tesadiifi olay

As1, asilama hatas1 veya asilama kaygisi disinda

baska bir etkenin neden oldugu bir AEFI,

Tablo 4.9. WHO’ya gore nedensellik iligkisinin siniflandirilmasi (162).

Asilama ile tutarh

nedensellik iligkisi bulunan

e Agsiile ilgili reaksiyon.
e Asmin kalite kusuruyla ilgili reaksiyon.
e Asilama hatasiyla ilgili reaksiyon.

e Asilama kaygist ile ilgili reaksiyon.

Asilama ile nedensellik

iliskisi belirsiz

e Gegici bir iligki var fakat kanit yetersiz.

e (eliskili sonuglar mevcut.

Asilama ile nedensellik

iliskisi tutarsiz

e Agsilama disinda maruz kalmman bir etken

nedeniyle tesadiifi gelisen reaksiyonlar.

Siniflandirilamayan

e Smflandirma icin spesifik ek belirtilere

ihtiya¢ duyulan reaksiyonlar.

Diinya Saglik Orgiitii Biyolojik Standardizasyon Uzerine Uzman Komitesi 52.

Rapor Kilavuzunda belirtildigi gibi arastirma ve raporlama yapilirken standardize

edilmis yontemler kullanilmalidir. Raporlamanin kim tarafindan nasil planlanacagi,

takip siiresinin ne kadar olacagi ve ne siklikla raporlama yapilacagi belirtilmelidir (97).

Klinik ¢alismalarda yukarda bahsedilen advers olaylar gbzlenebilse de bilimsel

katkilar1 ve buna ek olarak toplumsal katkilar1 goz ardi edilemez. Klinik ¢aligmalarla
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as1 uygulanan bireylerin bagisiklik kazanmasi saglanabilmekte, aragtirma kitlesi ¢ok
biiyiikse siirli bagigikligi bile olusabilmektedir. Gambiya' da yiiriitiilen pndmokok asisi

calismalarindan sonra bebek oliimlerinde azalma buna 6rnek teskil edebilir (151).
a. Faz-1 Cahiymalar

Faz-1 de aday asilar ilk kez saglikli insanlara uygulanir. Amag giivenlik ve
bagisiklik yanitin degerlendirilmesidir. Doz, bagisiklama programi ve uygulama yolu
degerlendirilen diger noktalardir. (96, 97, 163).

Faz-1 ¢aligmalar1 asiyla iliskili enfeksiyon kapma riski diisiik olan kiiglik
gruplar lizerinde c¢alisma yapilir. Genellikle calismalar 100 goniilliiden daha az
katilimciyr igerir. Yetigkilerde yapilan Faz-1 calismalara Faz-la ¢aligmalar1 denir.
Hedef popiilasyona yakin farkli yas gruplarinda calismalar1 takiben elde edilen
sonuglarla farkli cografyalarda ¢aligsmalar yapilir ve bunlara ise Faz-Ib ¢alismalari adi
verilir. Bununla birlikte ¢alisma grubu hedef popiilasyonu icermeyebilir (8, 9, 11).

Faz-I caligmalar1 genellikle randomize degildir fakat plasebo kullanilarak
randomize kontrollii ¢alismalar yapilabilir. Yapilan calisma tek kor ya da ¢ift kor
olabilir (11, 97, 163).

Faz 1 ¢alismasinin gerceklestirildigi sahanin {i¢iincli basamak bir hastanenin
icinde veya yakininda olmasi tavsiye edilir. Bagisiklamadan sonra, giinliik bakim
izleme ihtiyaci, olumsuz olaylari izleme ihtiyacindan dogar. Laboratuvar testleri,
baslangicta belli araliklarda ve arastirma sonunda toplanan verilerin bir kismini
olusturur. Yapilan ¢alismalar GLP ve Iyi Klinik Laboratuvar Uygulamalar1 (GCLP)’na
uygun olmalidir (11, 157).

b. Faz -11 Cahismalari

Faz 1 g¢alismalari sonununda immiin yanit ve giivenlik agisindan yeterli
sonuclar elde edilmesi halinde Faz II caligmalar1 yapilmaya baslanir. Faz |1l
calismalarinda, Faz III ¢alismalar i¢in uygun doz ve asilama plani belirlenir ve bu
caligmalar birkag yiliz katilimci igerir (8, 11). Amag¢ uygun doz, uygulama yolu,
uygulama siklig1 bilgilerini dogrulamak ve hedef popiilasyonda immiinojenisite verisi

olusturmaktir (9).
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Bu ¢aligsmalarda hangi tiir bagisiklik tepkisinin olustugu belirlenir (hiimoral,
hiicresel, mukozal vb.). Hedef patojene karsi antikor tepkisi degerlendirilir (163).

Faz II ¢calismalarinda etnik koken, yas, cinsiyet anneden var olan antikorlarin
bebege gecip gegmemesi gibi farkli degiskenler degerlendirilir. Asinin ilk uygulama
yasi, doz sayisi, asinin verilis yolu, tekrar dozlama igin gegen siire, bagisiklik siiresi
Faz II ¢calismalarinda degerlendirilen diger unsurlardir (11, 97).

Faz 2 denemeleri, dogru doz ve uygun asilama programi belirlenene kadar
(genellikle birkag yi11) devam eder (8).

Faz II c¢aligmalarinin yapildigi popiilasyon, caligma amacina bagli olarak
yetigkinler, ergenler, ¢ocuklar, bebekler ve hamile kadinlar olabilir. HPV as1
calismalar1 genc erkek ve kadinlar ile yapilirken rotaviriis as1 ¢alismalar1 bebek ve
cocuklart kapsar. Buna ek olarak, bebekler i¢cin gelistirilen asilar ile ilgili, genellikle
kademeli bir yol izlenir ve deneme ¢aligsmalari sirastyla yetiskinler, ergenler, ¢ocuklar
ve bebeklerde yapilir. Gelistirilen aday as1 randomize kontrollii ¢alismalarda
plaseboya ya da farkli bir agiya kars1 degerlendirilir (11, 153).

Faz II c¢alisma sonuglarinin iyi degerlendirilebilmesi icin hedef patojen
acisindan insidansin yiiksek oldugu ortamlarda yapilir. Saglikli bireylere hedeflenen
patojen bulastirilarak asinin koruyuculugu degerlendirilebilir. Bu ¢alismalar Faz Ila
kapsamindadir ve hedeflenen patojenin Oldiiriicii olmadigi ve tedavi edilebilir
hastaliklar igin yapilir (11, 163).

Faz [la caligmalarinda immiinojenisite, uygun doz ve agilama programi temel
alinirken; Faz IIb caligmalari, ast etkinliginin ortaya konmasina yonelik tasarlanir

(153).
c. Faz III Cahismalari

Faz 11l ¢calismalarinda nihai asinin onaylanmasi ve pazara sunulmasindan 6nce
as1 etkileri degerlendirilir (11, 16). Bu ¢alismalar yapilmaya baslandiginda uygun doz,
asilama programi, hedef popiilasyonda giivenlik profili bilinir (9).

Faz III ¢aligmalarinin amaci asimnin giivenligi ve etkinligi, ylizlerce kisiden
binlerce kisiye kadar biiylik ¢calisma gruplari tizerinde degerlendirmektir. As1 etkinligi,
asilanan popiilasyon arasinda hastalik veya enfeksiyon insidansindaki azalma yiizdesi

olarak ifade edilir. Asilanmamis popiilasyondaki hastalik insidansi Iu, asilanmis
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popiilasyondaki hastalik insidanst Iv ve bagil risk RR olarak kabul edildiginde
hesaplama su sekilde yapilir (8, 11, 163).

(lu-Iv/Tu) x %100 = (1-Iv/Tu) x %100 = (1-RR) x %100

Faz III calismalar1 biiyiik bir popiilasyonla ve uygun goriilen calisma
kosullarinda yapilir. Yapilan randomize kontrollii ¢aligmalar ile yanlilik egale edilir ve
gelistirilen as1 ile kontrol arasindaki farklarin tespiti etkili bir sekilde yapilir (11, 163).

Tasarimi iyi yapilmus ¢ift kor, tiglii kér randomize kontrollii denemeler standart
kosullar altinda bir aginin etkinligi ile ilgili gliglii tahminler sunar (8, 9).

Faz 1II calismalari, WHO’ya gore klinik calismalarin en onemli ve kilit
asamasidir. Bu g¢aligmalarin sonuclarinin yeterliligine gore triiniin ruhsatlandirilip
ruhsatlandirilmayacagina karar verilir (97). Faz III c¢alisma sonuglart etkinlik ve
giivenlik gosterirse, as1 lreticisi Uriiniin onaylanmasi ve pazarlanmasi i¢in ulusal
diizenleyici makama bagvurabilir (11, 16).

Faz Il calismalar1 ile, aday asinin hedef popiilasyonda rutin olarak
uygulanacak diger asilarla ayni zamanda uygulandiginda bagisiklik ve gilivenlik

profilini de inceleme imkani1 saglayabilir (9).
d. Faz IV Cahismalari

Ruhsat alindiktan sonra Faz IV c¢alismalar1 ve ruhsat sonrast gozetim
caligmalar1 yiritiiliir. Amag, Faz III g¢alismalarinda istatistiksel olarak anlamli
olmayan ama lisans sonrasi izlemeye deger uzun vadeli etkinlik ve giivenlik
endiselerini degerlendirmektir. Faz IV calismalari, diizenleyici kurumlar tarafindan
ruhsatlandirma siirecinin ayrilmaz bir pargasi olarak kabul edilir. Hem ABD’de hem
de AB'de asilar piyasaya sunulduktan sonra olumsuz olaylarin gézetimi zorunludur (8,
9).

Amerika Birlesik Devletleri’nde tetanoz toksini ile kontamine olmus difteri
antitoksinine maruz kalan birka¢ ¢ocugun O6liimii iizerine 1902 yilinda Biyolojik
Kontrol Yasasi c¢ikmistir. 1955 yilinda c¢ocuk felci asilarimin bazi partilerinde
inaktivasyon islemi tam saglanamadigindan, as1 uygulanan birgok ¢ocukta ¢ocuk felci
gelismistir. Bunun {izerine ABD’de Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) biinyesinde
Biyolojik Standartlar Boliimii kurulmustur (8).
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As1 sonrast olumsuz olaylar raporlamak tizere, CDC ve FDA tarafindan ortak
yonetilen VAERS, saglik hizmeti sunucularindan, as1 iireticilerinden, as1 uygulanan
bireylerden gelen verileri kabul eder. Raporlar veri tabanma islenir. Islenen veriler
CDC ve FDA’de ¢alisan bilim insanlar1 tarafindan incelenir (8, 102).

Diinya Saglik Orgiiti’ne gore asinin pazarlanmasindan sonra risk-yarar
dengesi ile ilgili kesin bir fikir edinmek i¢in slirveyans programi uygulanmalidir (97).

Asilarin  gilivenligi, safligi ve etkinligi, onaylanmadan once dikkatlice
degerlendirilir, ancak giivenlik ve etkinligin baz1 yonleri, onaydan sonra siirekli izleme
gerektirir; pazarlama sonrasi faaliyetler, asi kalitesini izlemek ve halk sagligi

programlarini bilgilendirmek icin dnlisans faaliyetleri i¢in gerekli bir tamamlayicidir

(8). Asilamay1 takiben goriilen advers olaylarin bildirilmesi igin kullanilan farkli

tilkelerdeki ulusal sistemler Tablo 4.10°da verilmistir (161).

Tablo 4.10. Farkli iilkelerde asilamay1 takiben advers olaylarin bildirilmesi i¢in

kullanilan ulusal sistemler (161).

Ulke Sistem Organizasyon
Amerika Birlesik | Ast Olumsuz Olay Raporlama | Hastalik ~ Kontrol  ve
Devletleri Sistemi (VAERS) Onleme Merkezleri
(CDC); Gida ve Ilag idaresi
(FDA)
Cin Cin Olumsuz Ilag Reaksiyonu | Cin Gida ve Ilag Idaresi
Izleme Sistemi
Japonya Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu Saglik, Calisma ve Refah
Bakanligi
Rusya Halk Sagliginin Denetlenmesi i¢in | Rusya Saglik Bakanlig1
Federal Hizmet
Avustralya Avustralya Advers Ila¢ Reaksiyonu | Tedavi Uriinleri idaresi
Raporlama Sistemi
Kanada Asilamanin  Ardindan  Kanada | Kanada  Halk  Saghgi
Advers Olaylari Kurumu
Belgika Belgika  Beseri Ilaglar  igin | Federal 1Ilag ve Saghk
Farmakovijilans Merkezi Uriinleri Ajansi
Tayland Ulusal Advers Uriin Reaksiyonu | Tayland Gida ve Ilag
Izleme Merkezi Idaresi
Tirkiye Tiirkiye Farmakovijilans Merkezi | Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz
(TUFAM) Kurumu (TITCK)
Italya Italya Farmakovijilans Advers | Italya ila¢ Kurumu
Olay Spontan Raporlama Sistemi
Singapur Saglik Bilimleri Kurumu Saglik Bilimleri Kurumu
Polonya Tibbi Uriinler, Tibbi Cihazlar ve | Polonya Diizenleme
Biyosidal Uriinlerin Ruhsat Ofisi Kurumu
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Saglik hizmeti sunuculari, yerel raporlama sistemleri ile AEFI’leri bildirmeleri
tesvik edilir. Diinya ¢apinda biitlin kaynaklardan gelen AEFI raporlart, ilgili {ireticiye
iletilir ve merkezi giivenlik veri tabanina kaydedilir. Teshis i¢in yapilan testler ve
tedavilerin de bulundugu AEFI kaydi olusturulur. Vakalarin nedensellik
degerlendirmesini yapmak i¢in tiim bilgiler toplanir. AEFI raporlarinin ayrint1 diizeyi,
dogru ve eksiksiz olmasi, as1 giivenligine dair giivenilir verilerin olusturulmasinda ¢ok
onemli bir rol oynar. As1 uygulamasi ile zamansal bir iliski veya diger asilanmis
bireylerde benzer AEFI’ler, nedensellik diisiindiirebilir ancak nedenselligi kanitlamak
icin ayrintili incelemeler gerekir (152, 161).

Son 15-20 yilda as1 giivenligi degerlendirmesi igin ¢esitli sistemler
kurulmustur. Kiiresel As1 Gilivenligi Danigma Komitesi, WHO’ya as1 giivenligi
konusunda tavsiyede bulunan bagimsiz bilimsel danisma organidir. Kuzey Amerika,
Avrupa ve Asya'nin bazi bolgelerinde yiiriirliikte olan bagka sistemler de vardir.
Bununla birlikte, diisiik ve orta gelirli lilkelerde pazarlama sonras1 giivenlik gozetim
sistemi bulunmadigi ve as1 giivenliginin izlemesi icin kiiresel bir sisteme ihtiyag
duyuldugu diistintilmektedir. Uluslararas: diizeyde is birligi, lisans sonrasi siire¢lerin

en uygun sekilde yiiriitiilmesini saglamak i¢in gereklidir (8, 161).

4.3. Acil Kullamim Onay1

Bir asinin gelistirilmesi, test edilmesi ve ruhsatlandirilmas: genellikle on yil
veya daha fazla siirebilmektedir. Bu siire¢, ulusal diizenleyici kurumlarca lisans
basvurusunun incelenmesi ve degerlendirilmesi i¢in olanak tanir. Ancak iginde
bulundugumuz Covid-19 pandemisi gibi olaganiistii kosullarda; klasik ruhsat yerine
hizli giivenlilik ve etkililik degerlendirme sonuglarina gore sinirli kullanim onay1 veya
acil kullanim onay1 verilerek toplumsal asilamaya gecilebilmektedir. As1 kullanima
sunuldiktan sonra siirekli olarak izleme yapilir. As1 glivenliginin izlenmesi, diinyada
as1 programlarma duyulan giiveni korumak i¢in onem teskil etmektedir. Bir asi
ruhsatlandirildiktan ve piyasaya sunulduktan sonra, giivenlik profili ve koruyucu
etkinligi zamanla degisebileceginden, tiim yasam dongiisii boyunca giivenligi ve
etkinligi izlenmelidir (7-9).

Koronaviriis (COVID-19), ilk kez Cin’in Wuhan bdlgesinden bildirilmis ve

daha sonra yeni akut solunum sendromu koronaviriis 2’ye (SARS-CoV-2) neden olan
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akut bir solunum yolu enfeksiyonu olarak tanimlanmistir. SARS-CoV-2, insanlari
enfekte ettigi bilinen Orta Dogu solunum sendromu koronaviriisiit (MERS-CoV) ve
siddetli akut solunum sendromu koronaviriisii (SARS-CoV)’dan sonra {igiincli
patojenik Betakoronaviriistir. WHO, Mart 2020’de COVID-19'u kiiresel bir salgin
olarak ilan etmistir. COVID-19, diinya ¢apinda ciddi bir halk saglig1 tehdidi haline
gelmigtir. COVID-19 semptomlar1 hafif ile siddetli arasinda degismekte olup ates,
oksiiriik, yorgunluk, bas agrisi, bogaz agris1 ve pnomoni ile karakterizedir (107, 164).

Ocak 2021 itibartyla WHO, asilarin 6n yeterliligi i¢in ICH tarafindan
olusturulan Ortak Teknik Dokiimani (CTD)’ni1 zorunlu hale getirmistir (165).
Ulkemizde de 2023 te revize edilen ve uygulamada olan Kosullu Ruhsatlandirma (Acil
Kullanim Onay1) Bagvurusu Ve Degerlendirmesi Hakkinda Kilavuz’da da etkililik,
glivenlilik ve kalite verileri CTD’ye uyumlu olacak sekilde liste halinde sunulur (166).

Acil durum kullanim listesi prosediirii, halk sagligi i¢in acil durumlar mevcut
oldugunda yeni saglik iiriinlerinin uygun olup olmadigmi degerlendirir. Amag,
giivenlik, etkinlik ve kaliteye bagl kalarak acil duruma miidahale etmek icin ilaglar
ve asilari en kisa siirede kullanima sunmaktir. Acil durumun olusturdugu tehdide ek
olarak iirtiniin kullanimindan elde edilecek yarar olasi risklere karsi degerlendirilir

(167). Asmin halk sagligina olan yarar ve olasi risk dengesi Sekil 4.3.’de gésterilmistir.

Agimin halk saghfina faydas
Yan etki ya da olasi risk

e
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Sekil 4.3. Covid-19 asisinin olmasi gereken yarar-risk dengesi (168).
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Diinya Saglik Orgiitii'ne gore bir asinin acil kullanim listesi prosediiriine uygun
olmasi icin bazi kriterleri yerine getirmesi gerekmektedir. Bunlar asagidaki gibi
siralanabilir (169).

e Asmin koruma saglamayr hedefledigi hastalik ciddi veya dogrudan yasami
tehdit eden ve pandemiye neden olma potansiyeline sahip bir hastalik olmali
ve bu hastalik i¢in lisansli {iriin olmamalidir.

e Mevcut iiriinler, salginlar1 6nlemede basarisiz olmalidir.

e Uriinler Iyi Uretim Uygulamalarma uygun iiretilmelidir.

e Bagvuru sahibi iirlin lisanslandiktan sonra WHO 06n yeterliligine bagvurmay1
taahhiit etmelidir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde Acil Kullanim Izni (The Emergency Use
Authorization, EUA) ve Avrupa ve Birlesik Krallik’ta Sartli Pazarlama Izni ile
COVID-19’a kars1 asilama uygulamasina gegilmistir (31). Sartli pazarlama izni , bazi
tilkelerin acil bir durumda bir ilacin gegici kullanimina izin vermek i¢in kullandig: acil
durum kullanim izninden farklidir . Acil kullanim izni, pazarlama izni degildir. Acil
durumlarda EMA ve Birlesik Krallik prosediirii WHO ve FDA’den farklilik gosterir
(168).

Avrupa Ilag Ajansi’'min sarth pazarlama iznini onaylamasi igin kriterleri
asagidaki gibidir (170).

e llacin yarar olasi riskten fazladir

e Bagvuru sahibi, onay sonrasinda kapsamli veri sunmalidir.

e Ila¢ daha 6nce karsilanmamus bir tibbi ihtiyaci karsilamalidir

e Ilacin hastalar i¢in hemen bulunmasmin yarari, olasi riskten daha fazla
olmalidir.

Avrupa Ilag Ajansi’nin standart yeni bir asiya ve Covid-19’a kars1 gelistirilen
yeni bir asiya onay verme siirecleri sirasiyla Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.’de gosterilmistir
(168).


https://www.ema.europa.eu/en/glossary/conditional-marketing-authorisation
https://www.ema.europa.eu/en/glossary/marketing-authorisation
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Sekil 4.4. Standart yeni bir ag1 gelistirme siireci (168).

’ Agimin kullamilabilmesi icin uyguniuk
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Sekil 4.5. Covid-19’u hedefleyen yeni bir as1 gelistirme siireci (168).
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Avrupa Ilag Ajansimna gore yasal gerekliliklere bagli kalarak gelistirme
zamanmi kisaltmak i¢in onceden yapilmis ¢alismalarin sonuglarint daha hizli analiz
etmek, kaynak, finansman ve diizenleyici strateji ile ilgili sonraki adimlar1 planlamak
icin daha fazla insan kaynagimi aym anda kullanmak, klinik deneme fazlarini
birlestirmek ya da giivenli ise bazi ¢caligsmalar1 es zamanl yiiriitmek gibi yaklagimlar
kullanilabilir. AB ilag mevzuatina gore, yeni bir ilacin degerlendirmesindeki standart
stire¢ maksimum 210 ginken EMA, COVID-19 asilar1 i¢in pazarlama izni
basvurularin1 ve degerlendirme siirecinin 150 is giiniiniin altina inmesini saglamistir
(168).

Amerika Birlesik Devletleri’de FDA’e gore ciddi ya da hayati tehlikeye sebep
olabilen hastaliklar1 veya durumlari belirlemek, tedavi etmek veya engellemek igin acil
bir durumda kullanilmak {izere onaylanmamis tibbi iirlinlere veya onayli tibbi
tirtinlerin onaylanmamis kullanimlarina izin verebilir. Avrupa’da EMA’ya gore ilacin
hemen bulunmasinin yaranin olasi risklere agir bastig1 durumlarda rutinden daha az
kapsamli klinik veriler 1s181inda kosullu pazarlama izni verilebilir. Birlesik Krallik’ ta,
Maglar ve Saglik Uriinleri Diizenleme Kurumu da EMA ile hemfikirdir (31, 170, 171).

FDA’in acil kullanim onay1 verme kriterleri asagidaki gibidir (172).

o Hedeflenen hastalik ciddi sonuglara ya da hayati tehlikeye sebep olmalidir

e Kullanilmas: planlanan {iriiniin etkinlik ve giivenligini destekleyen yeterli
caligmalar olmalidir.

e Kullanilmasi planlanan iriiniin halk sagligi i¢in saglayacag: yarar potansiyel
risklerinden agir basmalidir.

e Hedeflenen hastalik i¢in onaylanmaisg {iriin bulunmamalidir.

Acil bir durumda bir iiriinlin kullanilmasini1 onaylamasi ya da sartli pazarlama
izni vermesi i¢in degerlendirdigi kriterler WHO FDA ve EMA’ya gore benzer olup en
onemli ortak nokta yarar -risk dengesinde yararm agir basma gerekliligidir.
TITCK’nin kosullu ruhsatlandirma onay1 verirken gozettigi kosullar WHO, EMA ve
FDA sartlarinin tamamini kapsamaktadir (166, 169, 170, 172).

Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’nun kosullu ruhsatlandirma
degerlendirme kilavuzunda 23/01/2023 tarihinde yapilan revizyonda Acil Kullanim
Onay1 (AKO) ifadesi kosullu ruhsatlandirma olarak degistirilmistir (166).


https://www.ema.europa.eu/en/glossary/clinical-trial
https://www.ema.europa.eu/en/glossary/marketing-authorisation-application
https://www.ema.europa.eu/en/glossary/marketing-authorisation-application
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Ulkemizde Covid-19 agsilari da dahil olmak iizere viral asilarin klinik
degerlendirmesinde yol gosterici olarak kullanilabilecek fakat yasal baglayicilig
olmayan 2020 yilinda yayinlanan Viral As1 Adaylarinin Klinik Aragtirmalara Gegisi
I¢in Gereklilikler Tablosu bulunmaktadir. Bu tablo genel olarak WHO, ICH ve Avrupa
Farmakopesini referans almistir. ICH kilavuzlarinin genellikle ilaglara yonelik
oldugunu ve asilar1 kapsamadigini daha 6nce belirtmistir (173). Ulkemizde Covid-19

ag1 liretim stireci Sekil 4.6.’da verilmistir.

Preklinik Calismalar Klinik Calismalar Ruhsat

™,

H

) - e 29 ate

Kesif ve Hedef Labaratuvar/Hayvan GMP Faz| Fazll Faz il TITCK'ya Ruhsat
Arastirmasi Calismalari Kosullarinda Gi]veglik G"+1 0(|)‘|'k Gfmol(')l‘k Bagvurusu
i ~ Guvenlili tvenlili
Uretim Immunojenisite Etkililik

Yan Etki Profili

Sekil 4.6. Ulkemizde Covid-19 as1 iiretim siireci (174).

Covid-19 agilarinin acil kullanim onayina iliskin FDA’in kilavuzunda platform
teknolojisinin kullanimma onay verilmistir. Platform teknolojisi tek degisikligin
antijen ya da antijeni eksprese eden niikleik asit sekansinda oldugu, hedeflenen asilar
arasinda standartlagtirilmis bilesenlere sahip olan bir teknoloji olarak tanimlanabilir.
Klinik dig1 degerlendirme yapmak yerine toksisite degerlendirmesi yapilirken platform
teknolojisi ile elde edilen veriler kullanilabilir. Benzer sekilde EMA, SARS-CoV-
2’nin varyant suslarina karsi koruma saglamasi amaclanan asilar i¢in diizenleyici
gereklilikler belgesi yaymlamis ve burda varyant asilarin gelistirilmesini onaylamak
icin daha fazla in vivo ve in vitro caligma yapilmasina gerek olmadigini belirtmis fakat
2021 sonlarinda yayimlanan Koronaviriise karst koruma amagli asilarda varyant

suslarin giincellenmesi i¢in kilavuzda daha fazla test yapilabilecegi belirtilmistir (31,
172).
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Meksika’da as1 iirtinlerini diizenlemekten sorumlu ulusal diizenleyici kurum
olan Sihhi Risklere Karsi Federal Koruma Komisyonu (Federal Commission for the
Protection against Sanitary Risk, COFEPRIS) da CTD formatin1 benimsemis ve
Covid-19’a kars: gelistirilen asilarin tiretilmesi ve yetkilendirmesine iliskin CTD’ye
uygun kilavuz yayinlamistir. Meksika da diger iilkeler gibi acil durum kullanim
yetkilendirmesi plani1 kapsaminda ¢ok sayida asiy1 onaylamistir (165).

Covid-19 i¢in gelistirilen asilar ile ilgili diinyanin farkli bolgelerinde faaliyet
gosteren diizenleyici kurumlarin ortak paydada bulusup kiiresel uygulamalar
benimsemesi, gerekli olan klinik caligmalarin gereksiz yere tekrarlanmasini 6nleyecek

ve asinin piyasaya sunulmasini hizlandiracaktir (16).
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5. TARTISMA

Asilar, bulasict hastaliklar1 kontrol etmenin en etkili yollarindan biri olarak
gorilmektedir (168). Diinya capinda her yil yaklasik 2,5 milyondan fazla ¢ocugun
hayatin1 kurtarmaktadir. Kullanima sunulan as1 sayisinin artmasiyla birlikte yasami
tehdit eden birgok hastaliga kars1 koruma saglanmaktadir (169).

Ulusal bagisiklama programlart ve bilimsel c¢alismalar sayesinde c¢icek
hastaligi ve c¢ocuk felci diinyanin c¢ogu yerinde ortadan kaldirilmig, kizamik,
kizamikeik, difteri, bogmaca, tetanoz, influenza, menenjit ve kabakulak insidansi
onemli Olglide azaltilmigtir. Gelismis bagisiklama programlarimin  bulundugu
tilkelerde, asinin dnlenebildigi hastaliklarin insidans oranlar1 %99 oraninda diismiistiir
(170).

Bir as1 formiilasyonu belirli bir amaca hizmet etmekte olan farkli bilesenlerden
ve antijenden olusur. Kontaminasyona kars1 formiilasyonu koruyacak bir koruyucu,
asinin olusturacagt immiin yanitt artiracak bir adjuvan ve asinin stabilitesini
koruyabilmesi i¢in kullanilan bir stabilizator bu bilesenlerin baslicalaridir (21).

Adjuvan olarak yaygin kullanilan aliiminyumun potansiyel toksisitesi yillardir
tartisma konusudur. Mevcut veriler 151¢inda EFSA’nin aliiminyum i¢in belirledigi
TWI sinirlarinin as1 formiilasyonlarinda bulunan miktar1 asmadigint géz 6niinde
bulundururak bu miktarin kabul edilebilir oldugununu séylemek miimkiindiir (14, 59).
Bir bagka tartisma konusu olan bilesen ise tiyomersaldir. Yapisi, asil toksisiteden
sorumlu olan metil civadan farkli da olsa bazi ¢alismalarda nérolojik bozukluklarla
iliskilendirilmistir (54, 67, 68). Aliiminyumda oldugu gibi tiyomersalin masum oldugu
savunan caligmalar mevcut olsa da diinya genelinde tedbir amacl bazi kisitlamalar
onerilmistir (58). Asilarda tiyomersal kullaniminin kaldirilmasi, degistirilmesi ya da
azaltilmast WHO ve EMA tarafindan tavsiye edilmektedir. ABD tiyomersal icermeyen
bir cocukluk as1 programina gecis yapmustir. Avusturya’da 5 yasindan kiiclik
cocuklarda kullanilan agilarin tiyomersal igermemesi ya da eser miktarda igermesi igin
sinirlama  getirilmistir.  Ulkemizde de ¢ocukluk caginda uygulanan asi
formiilasyonlarindan tiyomersal ¢ikarilmigtir. Diizenleyici otoritelerin tiyomersalin
kullanilmamas1 hakkindaki tavsiyeleri genel olarak benzer olsa da katilik dereceleri

farklilik gostermektedir (57, 66, 71, 73).
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Asilar gilivenli sekilde tasarlanmig ve {iiretilmis olsa da as1 uygulamasinin
ardindan istenmeyen olaylara rastlanabilmektedir. Bu olaylarin ¢ogu, ya tedavi
gerekmeksizin kendiliginden iyilesen kiiciik reaksiyonlar olabilir (6rn. enjeksiyon
yerindeki lokal reaksiyonlar) ya da ortaya ¢ikmasi tesadiifi olup as1 uygulamasi ile
nedensellik iligskisi bulunmayabilir. Buna ek olarak, nadiren ciddi reaksiyonlara
ve 6nemli saglik sorunlarina yol agabilir (175).

Asilarin insan kullanimina sunulmadan once antijen ya da diger bilesenlere
bagli toksisite potansiyelinden dolay1 bir dizi testten gegmesi gerekmektedir. Antijen
ve ag1 formiilasyonu i¢in kesif aragtirmalari bittikten sonra preklinik ¢aligsmalar yapilir.
Bu ¢alismalarin yiiriitiilmesinde referans alinacak diizenleyici kilavuzlar mevcuttur.
WHO ’nun 2005 yilinda yayinladig1 kilavuz birincil standarttir. Buna ek olarak ulusal
diizenleyici otoriteler uluslararasi standartlara uygun olmak kosuluyla sekonder
calisma standartlar1 belirleyebilmektedir (11, 15, 57, 61, 93). Sekonder g¢alisma
standartlarinin iilke sartlarina gore sekillendirilebilmesi giivenli as1 iiretiminde
iilkelerin  yaklagimlarini  degistirebileceginden uzmanlar tarafindan dikkatli
degerlendirilmelidir.

Asilarin preklinik c¢alismalart i¢in kullanilabilecek ilk kilavuz 1997 yilinda
yayinlanan EMA kilavuzudur. Bir diger referans da FDA’in 2006 yilinda asilarin
gelisimsel toksisite ¢alismalarina iliskin kilavuzudur. FDA’in tiim preklinik toksisite
calismalarini igeren bir kilavuzuna rastlanmamistir. Cin ve Japonya’da sirasiyla 2005
ve 2010 yillarinda asilarin preklinik toksisite ¢alismalarinda referans olabilecek ulusal
kilavuzlar yaymlanmistir (12, 91, 115). Ulkemizde ise boyle bir kilavuzun ilk kez
yayinlanmasi 2020 yilinin sonlarin1 bulmustur. Asilarin klinik dis1 degerlendirmesine
iliskin kilavuzun iilkemizde 2020 yilina kadar yaymlanmamis olmasini bir eksiklik
olarak degerlendirmek miimkiinken bu kilavuzun yaymlanmasinda ki itici giiclin
Covid-19 pandemisi olup olmamasi merak edilen bir husustur. Asilarin preklinik
toksisite caligmalarina iligkin uluslararast uyumu saglayacak bir ICH kilavuzunun
mevcut olmamasi ise global bir eksiklik olarak degerlendirilebilir. ICH’ nin toksisite
testlerine iliskin kilavuzlari ilaclara yonelik olup genelde asilar kapsam dis1
tutulmustur. Asilar1 kapsayan sadece lireme ve gelisimsel toksisite degerlendirilmesine

iliskin kilavuz mevcuttur. Tiim bu kilavuzlarin bazi farkli yaklasimlar1 olsa da en
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biiyiik ortak payda toksisite degerlendirme testlerinin iyi laboratuvar uygulamalari
(GLP) standartlarina uygun yapilmasi gerektigidir.

In vivo preklinik ¢alismalar olan tek doz toksisite testleri, tekrarli doz toksisite
testleri, lireme ve gelisimsel toksisite testleri, karsinojenisite testleri, genotoksisite ve
mutajenite testleri ve giivenlilik farmakolojisi testleri yapilirken hayvanlara agilar
uygulanir ve etkileri izlenir. Bu asamadaki en kritik nokta uygun hayvan tiiriiniin
secilmesidir. Hem hedeflenen patojene duyarli hem de immiin yaniti insanlara
benzeyen hayvan modelinin kullanilmasi dogru veri elde edilmesi i¢in olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Kiigiik kafeslerde taginmalari, bakiminin kolay olmasi ve bagisiklik
yanitin insanlara benzemesinden dolay1 en ¢ok tercih edilen tiir farelerdir. Yaygin
tercih edilen diger tiirler ise kobaylar ve tavsanlardir. Diinyanin farkli bolgelerinde
2009-2020 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalara gore kullanilan hayvanlar ve bunlarin
kullanim oranlar1 incelendiginde farelerin en ¢ok kullanilan tiir oldugunu dogrulamak
mimkiinken Yeni Zelanda’da %41,16 oraninda en yaygin kullanilan birinci tiiriin
s181r, %18,69 oraninda en yaygin kullanilan ikinci tiiriin ise koyun olmasz, tilkemizde
ise en ¢ok kullanilan tiiriin %37,01 oraninda balik olmasi1 6nemli bir farkliliktir (13,
14,105, 107, 111).

Preklinik ¢alismalar kapsaminda yapilacak toksisite degerlendirme testleri as1
formiilasyonu ve hedeflenen popiilasyona bagh olarak degisebilir. WHO ve EMA’ya
gore rutinde nihai ag1 iirlinli i¢in mutajenite genotoksisite ve karsinojenisite testlerinin
yapilmasina gerek yokken, yeni bir adjuvan formiilasyona dahil edilecekse bu testler
gerekli olabilmektedir. Bu konuda hemfikir olan bu iki diizenleyici kurumun
yaklagimindaki farklilik ise toksisite degerlendirmesinde kullanilacak tiir sayisidir.
WHO bu calismalarin tek tiirde yapilmasinin yeterli olacagini belirtirken EMA biri
kemirgen digeri kemirgen olmayan iki farkli tiirde yapilmasi gerektigini
belirtmektedir. WHO’nun hayvan kullanimmin minimum diizeyde tutulmasi
yoniindeki bu yaklagimi 3R prensiplerine daha uygun olarak etik acgidan kabul
edilebilmekle birlikte toksisite testlerinin giivenilirligi agisindan yeterli olup olmadigi
iyi degerlendirilmelidir. TITCK’nm asilarin klinik dis1 degerlendirilmesine iliskin
kilavuzunda adjuvan ve adjuvan- as1 kombinasyonlariin degerlendirilmesinde WHO
ve EMA kilavuzlarinin referans alinacagi belirtilmistir. Ancak, degerlendirme

yapilirken iizerinde ¢alisilmasi gereken tiir sayis1 belirtilmemistir (14, 50, 92, 93). Bu
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durum toksisite calismalariin planlanmasi sirasinda eksikliklerin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir.

Asmin kullanimi sirasinda hedeflenen popiilasyona gore yapilmasina karar
verilen bir baska toksisite degerlendirme caligmasi ilireme ve gelisimsel toksisite
testleridir. Genel yaklasim, gelisimsel toksisite testler genellikle gerekli olmamakla
birlikte ¢ocukluk ¢agi asilart i¢in yapilmasinin uygun olacagi ve hedef popiilasyon
hamile kadinlar1 ya da ¢ocuk dogurma potansiyeli olan kadinlar1 kapsiyor ise testlerin
yapilmasi gerektigi yoniindedir. WHO, EMA, FDA, ICH ve TITCK’ nin bu konudaki
tavsiyelerinin genel olarak Ortiistiigii soylenebilir (12, 15, 92, 115). WHO ve FDA’In
erkek iireme toksisitesi caligmalariyla ilgili yaklasiminda ise bir farklilik soz
konusudur. FDA kilavuzlarinda asmin erkek fertilitesi tizerinde etkisinin
degerlendirilmesi gerekli goriilmezken, WHO tarafindan yayinlanan kilavuz erkek
tireme toksisite ¢alismalarini da iireme toksisite testlerine dahil etmektedir (91). Baska
bir ayrim ise ireme ve gelisimsel toksisite ¢alismalarinin yapilma zamanidir. FDA bu
calismalarin Faz III ile paralel yapilabilecegini tavsiye ederken, EMA’ya gore
calismalar Faz III ¢alismalarindan 6nce tamamlanmalidir (55).

Asilarin ¢ogu icin tekrar dozlama gerektiginden toksisite degerlendirme
caligmalarindan biri de tekrarli doz toksisite testleridir. Diinyanin farkli bolgelerinde
bulunan diizenleyici otoriteler bu testlerin yapilmasi gerektigi konusunda hemfikir olsa
da yaklagimlari bazi farkliliklar1 icermektedir. Bunlardan en Onemlisi yukarida
bahsedilen testlerde kullanilan tir sayisidir. WHO ve EMA kilavuzlarinda
adjuvanlarin  toksisite degerlendirmesinde kullanilacak tiir sayis1 ile 1ilgili
tavsiyelerinin aksine tekrarli toksisite testlerinin tek hayvan tiirlinde yapilmasi
gerektigi belirtilirken; TITCK kilavuzunda tekrarli doz toksisite testlerinin en az biri
kemirgen olmayan iki memeli tiire yapilmas: gerektigi belirtilmektedir. iki memeli
tiriinde tekrarli doz toksisite calismalarinin yapilmasi gerektigini kabul eden tek
kilavuz, ICH M3(R2) kilavuzu olup bu kilavuzda asilar kapsam dis1 tutulmustur.
TITCK kilavuzunun biiyiik 6l¢iide WHO ve EMA ile 6rtiismesine ragmen bu konuda
farkl1 bir kural belirlemistir (12, 15, 52, 92). Ayrica Ozdem’in 2022 yilinda yaptig
calismada TITCK kilavuzundaki ilgili ciimlenin, tavsiye mi yoksa gereklilik mi oldugu
acikca belirtilmedigi, ifadenin 3R prensiplerine uygun olmadigi ve WHO kilavuzuna

aykirt oldugu gerekgesiyle elestirilmis buna ek olarak bu ciimlenin kilavuzdan
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cikarilmasi gerektigi ileri slrilmistir (10). EMA’nin adjuvanlarin toksisite
degerlendirmesinde iki tiirde calisiimasi gerektigi yaklasimi dolayistyla TITCK nin
EMA’y1 referans almasi ve ve tekrarli doz toksisite testleri i¢in en az iki farkli tiiriin
kullanilmast s6z konusu olabilir.

Tekrarli doz toksisite ¢alismalarinda ana farkliliklardan biri de doz araliklari
arasinda birakilan stire ile ilgili Japonya’nin yaklagimidir. Japonya’'nin diizenleyici
otoritesine gore, as1 mekanizmasinin bilindigi ve viicut agirligina gore yeterli dozun
kullanildig1r durumlarda hayvanlar ve insanlar arasindaki dozlama siklig1 esit olabilir.
WHO, EMA, FDA ve TITCK dozlama aras1 siireyi genellikle 2-3 hafta olarak kabul
etmektedir. Tekrarli doz toksisite testleriyle ilgili bir diger farklilik ise testlerin
kapsam1 ve bazi testler ile birlestirilmesi konusundadir. Ornegin WHO’ ya gére lokal
toksisite testleri tek basma yapilabilecegi gibi tekrarli doz toksisite c¢aligsmalari
kapsaminda da yapilabilir. TITCK kilavuzunda lokal toksisite testleri ayr1 olarak
yapilir. EMA’ya gore ise tekrarli doz toksisite caligsmalar1 giivenlik farmakolojisi
testleriyle birlestirilebilir (12, 55, 92, 97).

Aday asinin bagisiklik sistemi disindaki sistemlere etkisinin olduguna dair
gozlemler mevcut ise WHO, giivenlik farmakolojisi calismalarinin, toksisite
degerlendirme ¢alismalarina dahil edilmesi gerektigini belirtmektedir (15). Ulkemizde
ise bu ¢aligmalar farmakodinamik ¢aligmalar kapsaminda yapilmaktadir (92). ICH’nin
2000 yilinda giivenlilik farmakolojisi ¢aligmalarina iligkin kilavuzu genelde oldugu
gibi asilar1 kapsamamaktadir. ICH nin resmi internet sitesindeki verilere gore bu
kilavuz, FDA ve EMA gibi otoriteler ile Brezilya, Singapur, Kanada, Kore, Japonya,
Cin, Isvigre gibi iilkeler tarafindan tanmmstir. Kilavuzu kabul eden iilkeler arasinda
Tiirkiye bulunmamasma ragmen TITCK kilavuzunda giivenlik farmakolojisi
caligmalari i¢in bu kilavuzun referans alinabilecegi belirtilmektedir (92, 118).

Diinyanin farkli bolgelerinde gerekliligi konusunda pek cok tartisma olan
toksisite degerlendirme testlerinden biri de ATT lerdir. ATT lerin yapilma amaci her
bir as1 partisinin herhangi bir kontaminasyon igerip igermedigini degerlendirmektir
(120). Tekrarlanabilir, spesifik ve giivenilir olmamalarinin yani sira 3R ilkelerine
uygun olmamasi gerekgesiyle bir¢ok iilkede uygulanmamaktadir ve 80’ den fazla
monograftan ¢ikarilmistir. Ayrica, FDA, WHO ve EMA sirasiyla 2015, 2018 ve 2019
yillarinda bu testin gerekli olmadigini duyurmustur (122, 124).
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Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa iilkelerinin yani sira Kanada ve Tayland
da ATT’nin gerekli olmadigina karar vermistir. ATT nin kismen gerekli oldugu
iilkeler arasinda Arjantin, Brezilya, Gliney Kore ve Japonya yer alirken; Rusya, Cin ve
Endonezya 'da ATT gereklidir. ATT Hindistan’da insan kullanimi icin gelistirilen
asilara yonelik ¢ogu monograftan kaldirilmis ve Giiney Afrika’da da ATT uygulamasi
durdurulmustur (120, 126). TITCK kilavuzunda ATT nin gerekliligi ile ilgili bilgiye
rastlanilmamistir. Kilavuzun 2020 yilinda yayimlandigr ve genel olarak WHO ve
EMA’y1 referans aldig1 dikkate alindiginda bu testlerin yapilmasinin gerekli
goriilmedigi degerlendirilmistir. Ancak konuya iliskin bir notun eklenmesi
karigikliklarin ve hatali yorumlamalarin 6niine gegebilecektir.

Diinya genelinde farkli iilkelerin ATT yaklasimlar1 incelendiginde Cin’in
siklikla salgin ile miicade eden ve as1 gereksinimi yiiksek olan oldukga kalabalik bir
tilke olmasi nedeniyle ATT’yi uygulamaktadir. Cin ve Japonya’nin birgok farkli
alanda gerisinde olan Hindistan ve Giiney Afrika gibi bolgeler ise ATT konusunda
WHO kilavuzunu referans aldig1 goriilmektedir.

Asilarin in vivo preklinik toksisite degerlendirme g¢alismalarinda kullanilan
hayvan sayisinin fazla olmasi ve islemlerin acili olmasit nedeniyle alternatif
yaklagimlar gelistirilmektedir. Bu yaklasimla yakin gelecekte asi giivenliliginin
degerlendirilmesinde yeni alternatif yontemler kullanilarak hayvan testlerini
minimuma indirecektir. Ayrica 3R kuralina iligkin bilgilerin {retici-toplum-
diizenleyici otorite arasinda paylasilmasi ile yeni test yontemlerine gereksinimin
uluslararasi kabulii saglanabilir (138, 176).

Farkli iilkelerin bir araya gelerek yaptigi ¢alistay sonucunda 3R prensiplerinin
uygulanmasinda en biiyiikk engelin, as1 iireticilerini ihracat yaptiklari ilkelerin
otoritelerinin farkli kurallarini yerine getirmeye zorlayan uluslararasi uyum eksikligi
oldugu ifade edilmistir (135). Farkli iilkelerde bulunan as1 iireticilerine yapilan bir
anket c¢alismasinda {reticilerin toksisite degerlendirme siirecinde hayvansiz
teknolojiler kullanma konusundaki ¢ekincelerinin elde ettikleri verilerin otoritelerce
kabul edilmeyecegiyle ilgili endiselerden kaynakli oldugu fark edilmistir (147).

Preklinik ¢alismalarin tamamlanmasini takiben klinik ¢calismalar baslatilir. 100
kisiden daha az goniilliintin bulundugu Faz I ¢alismalarinda giivenlige odaklanir, Faz

IT c¢aligmalarinda, birka¢ yiiz goniillii iizerinde belirlenen doz araligi ile
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immiinojenisite degerlendirilir ve daha biiylik ¢alisma gruplarini kapsayan Faz III
caligmalarinda, dozlama ve asilama programinin amaglanan sonuglar1 saglayip
saglamadigini degerlendirmek amaclanir (20, 152). Faz III ¢alismalarini takiben PMS
olarak da adlandirilan Faz IV ¢alismalar1 yapilmaya devam etmektedir (11, 16). Klinik
calisma uygulamalar1 incelendiginde WHO, EMA ve FDA uygulamalarinin biiylik
olgiide benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (94, 96, 97). Ulkemizde asilarin klinik
degerlendirmesine iliskin bir kilavuz bulunmamakla birlikte asilar da dahil tiim ilag ve
biyolojik tirlinlerin klinik degerlendirilmesinde son birkag aya kadar 13.04.2013 tarihli
resmi gazetede yayilanan Ilag¢ ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda
Yonetmelik referans alinmistir. 27.05.2023 tarihinde bu yonetmelik yiriirliikten
kaldirilmis ve Beseri Tibbi Uriinlerin Klinik Arastirmasma Yénelik Yonetmelik
yiiriirliige girmistir (99). Ulkemizde yeni bir aginin toksisite degerlendirme siirecine
iliskin saptanan en biiyiik eksiklik asilarin klinik aragtirmalarina yonelik ayri bir
kilavuzun mevcut olmamasidir. Bu durum uygulamada birtakim eksikliklerin ve
farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabileceginden, yeni bir kilavuzun
olusturulmasinin uygun olacagi degerlendirilmistir.

ICH’ nin son halini tamamlayip 2021 yilinda yayinladigi klinik arastirmalara
iliskin kilavuzda net bir sekilde asilarin kapsam dis1 tutuldugu ifade edilmese de ilag
ibaresi iizerinden klinik ¢alismalara iliskin hususlar agiklanmustir. Ilgili kilavuzun
uygulandig iilkeler arasinda ABD, Singapur, Kanada, Japonya, Isvigre ve avrupa
tilkeleri bulunurken, kilavuz Cin ve Brezilya’da uygulama siirecindedir. Suudi
Arabistan, Meksika ve Tiirkiye uygulanmayan tilkelerdir (177).

Bir¢ok iilkede asmin ruhsatlandirilmasini takiben asi etkilerini izlemeye
yonelik farmakovijilans sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerinin genel prensipleri
benzer olup bazi yaklagimlar, bagisiklamanin organizasyon yapisina ve iilkedeki
mevcut kaynaklara bagl olarak farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliliklar1 ortadan
kaldirmak ve uluslararast uyumu saglamak amaciyla 2011 yilinda Kiiresel Asi
Giivenligi Plani gelistirilmistir. Bu sayede, tiim diisiik ve orta gelirli iilkelerde asi
farmakovijilansina sistemik bir yaklasim olusturmak ve desteklemek amaglanmuistir.
(175). Farmakovijilans sistemleri, nedenselligi hizli bir sekilde arastirarak
degerlendirmek, yarar-risk dengesini belirlemek, etkili iletisim ve dogru veri saglamak

igin yeterli olmalidir (178).
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Aralik 2019'da SASR-CoV-2’nin Cin’de ortaya ¢ikmasindan bu yana, diinyada
bu salgin tam olarak basarili bir sekilde engellenememistir. Salgini kontrol etmek
amaciyla pek ¢ok as1 basarili klinik deney sonuglar1 ile WHO tarafindan acil kullanim
i¢in yetkilendirilmistir (179).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde EUA ve Birlesik Krallik’ta Sartli Pazarlama
Izni ile COVID-19’a kars1 gelistirilen asilarin kullammmi baslamistir (31). Acil
durumlarda EMA ve Birlesik Krallik prosediiri WHO ve FDA’dan farklilik gosterir
(168).

TITCK’nin kosullu ruhsatlandirma degerlendirme kilavuzunda 23/01/2023
tarthinde yapilan revizyonda Acil Kullanim Onayr (AKO) ifadesi kosullu
ruhsatlandirma olarak degistirilmistir. Ayni revizyonda Beseri Tibbi Uriinler
Ruhsatlandirma Yo6netmeligi’nin zaten AB ile uyumlu olmasindan dolay1 kilavuzun
dayanak boliimiinde bu mevzuata tekrar yer verilmesine gerek goriilmemis ve dayanak
kism1 da degistirilmistir. Bunlardan hareketle iilkemizde acil durumlarda sarth
ruhsatlandirmada izlenecek adimlarda EMA ’nin referans aldigi goriilmiistiir (166).

Tez kapsaminda as1 giivenliliginin ortaya konmasi amaciyla yapilan toksisite
testlerinin diinyada ve iilkemizde uygulanis sekilleri ortaya konmus, farkliliklar,
benzerlikler ve olast eksiklikler &zetlenmistir. Ulkemizdeki uygulamalarda bu
eksikliklerin giderilmesi, as1 giivenliginin uluslararasi: standartlarda ortaya konmasi ve

asilamada uyuncun artmas1 agamalarinda yararli olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda diinyada yeni as1 iretiminde uygulanan toksikolojik

degerlendirmelerin karsilastirilmasiyla varilan sonug ve 6neriler asagida 6zetlenmistir:

Asilar halk sagliginin korunmasinda ¢ok onemli role sahip olup her yil
milyonlarca yetigkin ve ¢ocugun hayatini kurtarmaktadir (1, 175).

Asilarin  giivenlilikleri, kullanima sunulmadan o6nce preklinik ve Kklinik
caligmalar1 iceren toksikolojik testler kullanilarak degerlendirilmektedir (11,
91).

Saglik otoritelerinin referans aldigi kilavuzlar genel olarak birbiri ile uyumlu
olsa da belirli noktalarda yaklagim farkliliklart bulunmaktadir (12, 15, 91).
Kiiresel kilavuzlara uyum, bolgeler arasi farkliliklari azaltmakta, diinya
genelinde gecerliligi bulunan asilarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir
(10).

Yeni bir adjuvanin asi formiilasyonuna dahil edilmesi halinde yapilmasi
tavsiye edilen toksisite ¢aligmalart WHO’ya gore bir tiirde yapilabilirken EMA
en az iki tiirde galisma yapilmasi gerektigini belirtmektedir. TITCK’ nin
astlarin klinik dis1 degerlendirilmesine iliskin kilavuzunda adjuvan ve adjuvan-
as1 kombinasyonlarinin degerlendirilmesinde WHO ve EMA kilavuzlarinin
referans alinacagi belirtilmis olmakla birlikte degerlendirme yapilirken
tizerinde caligilmast gereken tiir sayisi net olarak verilmemistir. Bu da
iilkemizdeki as1 caligsmalarinda diinya standardizasyonunu saglamak agisindan
eksiklik olarak goriilmistiir (12, 15, 92).

Asilarin klinik dis1 degerlendirilmesi igin yayinlanan TITCK kilavuzunda
giivenlilik farmakolojisi ¢aligsmalari i¢in ICH” nin giivenlilik farmakolojisine
iligkin kilavuzunun referans alinabilecegi belirtilmekteyken, ICH resmi
internet sitesinde ilgili kilavuzun heniliz uygulanmadigi iilkeler arasinda
Tiirkiye bulunmaktadir (92, 118). Bu bilgiler birbiriyle ¢elismekte olup TITCK
kilavuzunda giivenlilik farmakolojisi ¢aligmalart ile ilgili hususlarin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Buna ek olarak aday asinin bagisiklik sistemi
disinda farkli sistemleri etkileyebilecegi dngdriiliiyorsa bu ¢alismalarin WHO
kilavuzu referans alinarak toksisite c¢alismalarina dahil edilmesi uygun

olacaktir.
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Ulkemizde yiiriirliikte olan Beseri Tibbi Uriinlerin Klinik Arastirmalar
Hakkinda Yonetmeligin revize edilip ilag ve asilara ayrt kilavuzlar
hazirlanmas1 gerekmektedir. Hazirlanacak olan asilara iliskin klinik
degerlendirme kilavuzunun diinya genelinde as1 standartlarin1 karsilamasi
acisindan saglik otoritesi olarak WHO’yu referans almasi, ilaglarin klinik
degerlendirme siirecine iligskin kilavuzda ise WHO ve ICH nin ilaglarin klinik
degerlendirmelere iliskin kilavuzun referans alinarak hazirlanmasi uygun
olabilir. Buna ek olarak ICH’ nin agsilar1 kapsayan klinik ve klinik dist
degerlendirilmesine iliskin kilavuzlar yayinlamasi as1 ¢aligmalarinda
uluslararasi uyumu giiclendirebilecegi degerlendirilmistir.

3R prensiplerinin karsilastig1 sorunlari saf dis1 birakmak i¢in 3R prensiplerinin
daha acik bir sekilde kilavuzlarda yer almasi, test yontemlerine yonelik
gerekliliklerin uluslararas1 uygulamalarla paralel hale getirilmesi ve 3R ile
ilgili bilgilerin {iretici-toplum-diizenleyici otorite arasinda paylasiimasi
gerekmektedir (176).

S6z konusu tez ¢alismasinin as1 iiretiminde yapilan toksisite degerlendirme
siirecinin tam olarak anlasilmasina, eksikliklerin ortaya konmasina, as1 ile
ilgili tereddiitlerin azalmasina ve bdylece agilama uygulamasina olan uyuncun

artmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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