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Uvod

Virusi gripe pripadaju porodici Orthomyxoviridae i di-
jele se na tipove A, B i C koje razlikujemo po dva unu-
trasnja proteina, nukleoproteinu (NP) i proteinu matriksa
(M) [1]. Ta se tri tipa virusa gripe razlikuju u organizaciji
genoma kao i virulenciji. Virus influence tipa A uzrokuje
bolesti u ¢ovjeka, svinja i ptica. Do sada je zabiljezeno 16
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Strucni ¢lanak
Virusi gripe su jednolon¢ani RNA virusi koji pripadaju porodici Orthomyxo-
viridae. Postoje 3 tipa virusa: A, B i C, koji se razlikuju po virulenciji i genom-
skoj strukturi. Mutacijom gena dvaju povrSinskih proteina virusa influence,
hemaglutinina i neuraminidaze, nastaju antigenske promjene na povrsini
virusne Cestice. Zahvaljujuci tim promjenama, zastitna uloga imunosustava
moze postati neadekvatna ako se virus influence izmijeni u tolikoj mjeri da
sadrzi antigene na koje osoba nema razvijenu niti humoralnu niti stani¢nu
imunost. Tezina klini¢ke slike u gripi ovisit ¢e tada o sposobnosti virusa influ-
ence da zaobide ili inhibira razli¢ite imunoloske mehanizme kojima je cilj eli-
minacija virusa iz organizma. Upravo sposobnost promjene antigenskih deter-
minanti otezava razvoj cjepiva dovoljno sliénom epidemijskom odnosno pan-
demijskom soju virusa gripe. U ovom radu raspravit ¢e se uloga imunoloskog
sustava u obrani organizma od virusa influence s posebnim osvrtom na dosa-
dasnje spoznaje o imunoloskoj reakciji u ljudi inficiranih mogué¢im pandemij-
skim virusom H5N1.

The role of immune system in control of the influenza pandemic
Professional paper

Influenza virus is a single-stranded RNA virus of Orthomyxoviridae family. The
3 types of influenza virus, A, B and C, differ in virulence and genomic structure.
Frequent mutations in viral surface glycoproteins, hemagglutinin and neu-
raminidase, result in the changes of antigenic determinants. As a consequence,
protective role of immune system becomes inadequate if the changes of influen-
za virus are significant and accompanied with lack of existing humoral and cel-
lular immunity in an infected individual. The severity of clinical presentation
will depend on the capacity of influenza virus to evade or to inhibit different
immunologic mechanism, which aim to eliminate the virus from the body. The
frequent changes of influenza antigens also hamper the timely development of
vaccine as a most important measure to protect from potential influenza epi-
demics or pandemics. In this paper we discuss the role of immune system in pro-
tection from influenza infection with special emphasis on the known findings of
immune response in HSN1-infected individuals.

razli¢itih hemaglutininskih i 9 neuraminidaznih serotipo-
va virusa tog tipa. Kod virusa tipova B i C koji uzrokuju
bolesti iskljuéivo u ¢ovjeka, serotipovi se ne mogu raz-
likovati.

Genomska informacija virusa influence sadrzana je
unutar jednolancane negativne virusne ribonukleinske
kiseline (VRNA) [1]. Virusi influence tipa A i B imaju
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Slika 1. Prikaz glavnih imunoloskih mehanizama u imunoreakcijama na virus influence
Figure 1. Description of major immune mechanisms in immunoreactions to influenza virus

genom sastavljen od osam, a virus tipa C od sedam segme-
nata jednolancane RNA. Glikoproteini hemaglutinin
(HA) i neuraminidaza (NA) ¢ine glavne dijelove vanjske
lipidne ovojnice virusa i kljuéni su za infekciju,
patogenost i tkivni tropizam virusa (HA) te otpustanje
novonastalih virusnih ¢estica (NA). Mutacijom gena ovih
dvaju proteina nastaju izrazite antigenske promjene na
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povrsini virusne Cestice. Zahvaljujuéi promjenama tih
proteina virusa influence, protektivna uloga imunosusta-
va moze postati neadekvatna ako se virus influence izmi-
jeni u tolikoj mjeri da sadrzi antigene na koje osoba nema
razvijenu niti humoralnu niti stani¢nu imunost. Tezina kli-
nicke slike u gripi ovisit ¢e tada o sposobnosti virusa in-
fluence da zaobide ili inhibira razli¢ite imunoloske meha-
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nizme kojima je cilj eliminacija virusa iz organizma (slika

).

Sluznica diSnih putova u gripi

Sluznica disnih putova mjesto je ulaska virusa influen-
ce u organizam kao i mjesto imunoloske reakcije [2]. Vi-
rus influence se HA veZe za sijalinske kiseline na moleku-
lama epitelnih stanica te ih inficira, nakon ¢ega slijedi rep-
likacija virusa. Nekoliko sati nakon pocetka infekcije,
novonastali virusi izlaze iz epitelnih stanica djelovanjem
NA. Stoga su intaktne sluznice, trepetljike respiratornog
epitela, zastitne molekule u slini i sekretu u respiratornim
putovima prve barijere koje sprjecavaju infekciju.

U sekretu disnih putova nalazi se tako inhibicijski
¢imbenik sli¢an N-acetilneuraminskoj kiselini HA virusa
influence koji ometa vezanje HA za receptor [3]. U sekre-
tu diSnih putova nalaze se i razli€iti topljivi ¢imbenici ko-
je izluCuju stanice diSnog sustava i koji posjeduju en-
dogeno antimikrobno djelovanje te su dio tzv. nespeci-
ficne imunosti. Neutrofili u sputumu inficirani virusom
influence luce znacajno manje lizozima i imaju snizenu
baktericidnost pa se tako objasnjava pojacana prijem-
¢ivost na sekundarne bakterijske infekcije u oboljelih od
gripe [4]. Defenzini takoder djeluju zastitno tako §to in-
hibiraju infekciju virusom gripe sprjecavajuéi vezanje HA
za sijalinske kiseline [5]. Takoder je pokazano da kolekti-
ni, u koje ubrajamo i surfaktantske proteine A i D, vezu i
neutraliziraju viruse influence [6].

Aktivacija komplementa takoder je vazan dio obrane u
infekciji virusom influence jer predstavlja sponu izmedu
urodene i steCene imunosti. Nedostatak komponente kom-
plementa C3 i C5a tako ¢e rezultirati tezom infekcijom u
inficiranih virusom influence [7].

Nespecifi¢na (urodena imunost)

Imunoloski sustav ima funkciju odrzanja homeostaze i
obranu integriteta organizma od razlicitih patogena iz
okoli$a. Prema nacinu djelovanja, imunost dijelimo u dvi-
je osnovne podgrupe: prirodenu i steCenu imunost.
Prirodenu imunost sacinjavaju stani¢ni i topljivi medija-
tori koji zapo€inju imunolosku reakciju na infekciju viru-
som influence i brzo prepoznaju njegove antigene, pri
¢emu ne koriste antigen-specifi¢ne receptore. lako meha-
nizmi nespecificne imunosti djeluju odmah, oni ne
omogucuju razvoj trajne zastitne imunosti ili tzv. imuno-
loske memorije, na prethodni kontakt s virusom. Virusi in-
fluence pokrecu nespecificnu imunost razlic¢itim meha-
nizmima. Molekule koje na svojoj povrSini nose stanice
nespecifiéne imunosti (npr. monociti i dendriticke stani-
ce) prepoznaju virusnu RNA Toll-u sli¢nim receptorom 7
(TLR7), nakon Cega se aktiviraju i luce proupalne citokine
kao Sto su IL-1a, TNF-a 1 IL-6 te kemokine koji pojaca-
vaju upalu i tako omogucuju eliminaciju virusa influence
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[8]. Tim mehanizmima, stanice nespecificne imunosti ko-
je nemaju antigen-specifi¢ne receptore, razlikuju virusnu
RNA od ostalih molekula.

Vazni ¢imbenici u urodenoj imunosti u gripi su i inter-
feroni (IFN) tipa I (IFN-alfa i IFN-beta) koji inhibiraju
virusnu replikaciju i stani¢nu proliferaciju, povecavaju
liticku sposobnost urodenoubilackih stanica (NK, od engl.
natural killer) 1 mijenjaju ekspresiju molekula glavnog
kompleksa tkivne snosljivosti (HLA, od engl. Auman
leukocyte antigen), ali pri tome ne djeluju na inficirane
stanice [9]. Vazno je istaknuti da je luCenje interferona
neovisno o replikaciji virusa influence i TLR7 [8].

NK-stanice su osobito vazne za obranu od virusa in-
fluence. Pored Fe-receptora, na svojoj povrsini imaju veli-
ki broj receptora koji su vazni za ubijanje virusima infici-
ranih stanica. Tako razlikujemo ubilacke aktivacijske
(KAR, od engl. killing activating receptor) i ubilacke in-
hibicijske molekule (KIR, od engl. killer inhibitory recep-
tor). Svoje djelovanje NK-stanice usmjeravaju prema onim
stanicama koje na svojoj povrSini imaju promijenjenu
(snizenu ili je nema uopée) ekspresiju molekula HLA-kla-
se I ili uslucaju kada je afinitet i avidnost liganda za KAR-
i KIR-molekule znacajno izmijenjena. Ako su stanice in-
ficirane virusom influence, NK-stanice se pojacano vezu
KIR-ovima za stanice inficirane virusom influence iako
na povrsini inficirane stanice nema jasne promjene u razi-
ni molekula HLA-klase I [10]. Tim mehanizmima virus
influence inhibira citotoksicko djelovanje NK-stanica.

Stecena imunost

Za razliku od urodene (nespecificne) imunosti, stece-
na imunost na virus influence razvija se tek nakon prepoz-
navanja i procesiranja antigena te sazrijevanja T- i B-lim-
focita u efektorske stanice. Stoga je za razvoj tih imuno-
reakcija potrebno vrijeme za razliku od imunoreakcija uro-
dene imunosti. Vazno obiljeZje ste€ene imunosti na virus
gripe je memorija jer se pri ponovnom susretu s virusom,
imunoreakcija odvija brze i snaznije zahvaljujuéi posto-
janju za antigen specifi¢énih memorijskih T- i B-limfocita.

Humoralna imunost

U sekretu disnog sustava nalaze se antitijela klase [gA
i u manjoj mjeri klase IgM koja specifi¢no prepoznaju
antigene virusa influence [11]. U osobe koja je preboljela
influencu IgA-posredovana imunost moze se dokazati i
nekoliko mjeseci nakon infekcije; tako se u tih osoba u sli-
ni nalaze specificna IgA antitijela, a u tonzilama i memorij-
ski B-limfociti iz kojih ¢e nastati plazma-stanice koje
izluCuju za influencu specificna IgA antitijela. Antitijela
klase IgG koja se nalaze u serumu stite donje disne putove
i preveniraju nastanak pneumonije [11]. Antitijela na
povrsinske glikoproteine virusa influence, anti-HA 1 anti-
-NA vazna su za rezistenciju na infekciju, dok antitijela na
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nepromjenjive unutras$nje antigene virusa, matriks protein
(M) i1 nukleoprotein (NP) nisu zastitna [2]. Dva su glavna
mehanizma kojima antitijela kontroliraju infekciju u
gripi: a) inhibicija Sirenja infekcije neutralizacijskim anti-
tijelima na HA, i b) inhibicija Sirenja novonastalih virusa
na druge, jos neinficirane stanice u organizmu NA-speci-
ficnim antitijelima.

Stanicéna imunost

Osim humoralne imunosti, vrlo vaznu ulogu u infekci-
ji virusom influence imaju i T-limfociti. T-limfociti ne
prepoznaju cijele viruse influence veé¢ samo kratke
ulomke (od 9 do 15-tak aminokiselina) peptida koji su
nastali antigenskim procesiranjem virusa u antigen-
-prezentiraju¢im stanicama [12]. Virusni antigeni uklo-
pljeni u molekule HL A nalaze se na povrsini stanica gdje
ih prepoznaju za virus specificni T-limfociti. Citotoksicki
T-limfociti prepoznaju antigene influence vezane za zlije-
bove molekula klase HLA-I, a pomo¢nicki T-limfociti
antigene vezane za molekule klase HLA-II. Cim moleku-
la TCR-a veze peptid nastao antigenskim procesiranjem
virusa u antigen-prezentirajucoj stanici u sklopu vlastite
molekule HLA (tzv. prvi signal), ta se veza dodatno ucvr-
sti poja¢anim vezanjem za antigen nespecifi¢nih parova
adhezijskih molekula kao §to su CD54-CD11/CD18 i
CDS58/CD2. Kad se jednom ta veza ucvrsti, aktivacijski
signal se preko tirozinskih kinaza vezanih za unu-
tarstani¢ne dijelove CD3 i CD4 ili CDS, Salje u T-limfo-
citnu unutrasnjost. Vezanjem kostimulacijskih molekula
CD28 (tzv. drugi signal) na molekule B7 (CD80 ili CD86)
na antigen-prezentirajucoj stanici stabilizira se glasnicka
RNA za T-limfocitne citokine (npr. IL-2) i poti¢e klonska
ekspanzija te diferencijacija T-limfocita. Zahvaljujuci
klonskoj ekspanziji, broj specifi¢nih T-limfocita u infek-
ciji virusom influence dramaticno raste i opisano je da se
njihovoj broj povisi i do 1000 puta [13].

Citotoksicki T-limfociti (CTL) za razliku od NK-stani-
ca, ubijaju ciljne stanice nakon §to na njima prepoznaju
antigene za koje su specificni. CTL (CD8+) specifi¢ni za
virus influence obi¢no se pojavljuju tek 3—4 dana nakon
pocetka infekcije. Njihova je uloga prepoznavanje virus-
nih antigena i liza virusom inficiranih stanica, pa tako pr-
venstveno imaju ulogu ne toliko u zastiti od same infekci-
je ve¢ u odstranjenju virusa, oporavku od infekcije i sprje-
¢avanju nastanka komplikacija. Od svih proteina virusa
influence €ini se da su za uspje$nu obranu vazni oni CD8+
CTL koji prepoznaju dijelove nukleoproteina i matriksa
virusa influence [14]. CTL ubijaju ciljne stanice nakon $to
na njima prepoznaju antigene za koje su specifi¢ni uklo-
pljene u zlijebove molekula HLA klase I. Nakon prepoz-
navanja antigena, te se stanice aktiviraju i izlucuju
topljive ¢imbenike (perforini, granzimi) koji omogucuju
razaranje ciljne stanice ili je to ubijanje inducirano inter-
akcijom povrSinskih molekula od kojih je najvaznija in-
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terakcija FAS — FAS ligand. Vise je dokaza koji podupiru
vrlo vaznu ulogu HLA-I-spregnutih CD8+ CTL u influen-
ci. Tako je pokazana njihova aktivnost u plu¢ima infici-
ranih te korelacija porast broja CD8+ T-limfocita s
odstranjenjem virusa iz organizma [13]. Vazno je i nagla-
siti da je stani¢na citotoksi¢ka imunost ¢esto unakrsno
reaktivna prema podtipovima virusa influence zbog
sli¢nosti u antigenskoj gradi [11].

Za razliku od CTL, pomo¢nicki T-limfociti pomazu
djelovanje citotoksic¢kih T-limfocita i suraduju s B-lim-
focitima pri stvaranju za virus specificnih antitijela [15].
Pomoc¢nicki T-limfociti nakon prepoznavanja antigena se
diferenciraju iz ThO u upalne (Th1) i u pomo¢nicke (Th2)
limfocite. Thl-limfociti luce interferon-y (IFN-vy), IL-2 i
TNF koji aktiviraju makrofage i citotoksicke T-limfocite.
Th2-limfociti proizvode IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13 kojima
stimuliraju B-limfocite na proizvodnju antitijela. Glavni
¢imbenici koji usmjeruju diferencijaciju T-limfocita su
citokini IL-4 (prema Th2) i IL-12 (Th1). Usmjeravanja
ThO-limfocita u Th1- ili Th2-smjeru je vazno za ishod
imunoreakcije na viruse. Tako su upravo Thl-limfociti
neophodni za eliminaciju stanica zarazenih virusom influ-
ence [15, 16].

Imunoreakcija na moguéi pandemijski soj virusa in-
fluence

Nakon uspjesno preboljele influence stvara se zastitna
imunost koja u imunokompetentne osobe moze biti dugo-
trajna pa se time znacajno smanjuje moguénost ponovne
infekcije istim ili antigenski slicnim virusom influence.
Medutim, u slucajevima kada su promjene u genomu
virusa toliko velike da od ranije postoje¢a imunost nakon
prirodno preboljele infekcije kao ni imunost koja se
postize cijepljenjem nije u¢inkovita u obrani od infekcije,
realno je ocekivati da ¢e broj inficiranih osoba (¢ak i pot-
puno imunokompetentnih) biti velik upravo zbog nepos-
tojec¢e humoralne i stani¢ne imunosti.

Infekcijama virusom gripe i inace su podloznija djeca i
osobe starije zivotne dobi zbog kvalitativnih promjena
vezanih za sposobnost imunoloskog sustava da adekvatno
prepozna i eliminira virus influence te ¢e oni i dalje biti
posebno vulnerabilna populacija u slu¢aju pandemije in-
fluence [17, 18]. Poznato je da se u starijoj zivotnoj dobi
mijenja sposobnost izlu¢ivanja citokina iz monocita i
makrofaga, i to posebno interferona-gama, T-limfociti se
slabije i sporije razmnozavaju, a i antitijela se sintetiziraju
u znacajno manjem titru. Pored starenja imunoloskog sus-
tava (tzv. imunosenescencije), poremecenoj imunoreak-
tivnosti najvjerojatnije doprinose malnutricija, komor-
biditet (npr. Se¢erna bolest, kroni¢na opstruktivna plu¢na
bolest) koji su Cesti u starijih osoba i doprinose tezini res-
piracijskih infekcija [19]. T u djece se povecana incidenci-
japobola od gripe objasnjava prvenstveno funkcionalnom
nezrelo$¢u imunosustava.

Infektoloski glasnik 26:1, 13—18 (2006)
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Dostupni podatci o imunoloskim reakcijama u infek-
ciji moguc¢im pandemijskim virusom H5N1 u ljudi su vrlo
oskudni [20-25]. Sekvenciranjem genoma virusa koji je
izazvao pandemiju influence 1918. godine i bio izrazito
virulentan, pokazano je velika slicnost tog virusa i onog
koji izaziva pti¢ju gripu [26, 27]. Izrazito teska kliniCka
slika infekcije HSN1 virusom u ljudi inicijalno je bila
povezana s gradom virusne ovojnice oko hemaglutinina
tog virusa influence koja je vrlo podlozna na cijepanje
tkivnim proteazama ¢ime se omogucava brza ekstrapul-
monalna diseminacija virusa. Danas se, medutim, pret-
postavlja da je izrazita virulencija povezana s ukupnim
genskim promjenama u tom virusu te nije posljedica
tockastih promjena u genomu. Nestrukturalni protein NS1
virusa HS5N1 inhibira antivirusni efekt posredovan inter-
feronom 1 TNF-alfa tijekom pocetne imunoreakcije posre-
dovane stanicama nespecifi¢ne imunosti. Pored toga, razi-
na lucenja proupalnih citokina (TNF-alfa, IL-6, IL-1beta,
IL-8, MCP-1 i IFN-gama) i solubilnog citokinskog recep-
tora za IL-2 ekstremno je visoka u usporedbi s infekcijama
ostalim virusima influence A kao $to su HIN1 i H3N2 pa
se javlja efekt tzv. citokinske oluje te smrt u inficiranih oso-
ba nastupa i bez ekstrapulmonalne diseminacije virusa
[25]. Vezanjem hemaglutinina na sijalinske kiseline na
epitel disnih putova dolazi i do brze inhibicije ionskih
kanala pa se posljedi¢no javlja jaki edem Sto doprinosi
slomu respiracijske funkcije. U bolesnika je takoder
opazena izrazita limfopenija uz poremeceni odnos po-
mo¢nickih i citotoksickih T-limfocita (engl. CD4/CDS ra-
tio) 1 hemofagocitoza za koje se takoder pretpostavlja da
su posljedica citokinske disregulacije [22].

Opazene promjene u ranoj imunoloskoj reakciji na in-
fekciju u slucaju pandemije znacajno izmijenjenim ili
novim sojem virusa influence stoga mogu dovesti i do
letalnog ishoda upravo zbog nepostajanja od ranije stvo-
rene imunosti i nedostatka vremena da se razviju meha-
nizmi specificne imunosti posredovani antitijelima i T-
-limfocitima.

Antivirusni lijek oseltamivir (Tamiflu®) iz skupine
neuraminidazninih inhibitora, trenutno se koristi za pre-
venciju i lijecenje influence tipa A i B. Medutim, posljed-
nja istrazivanja provedena na ljudima oboljelim od H5N1
soja virusa gripe pokazala su njegovu rezistenciju na ovaj
antivirusni lijek [28, 29].

Kako nam spoznaje o imunoreakciji na virus influence
mogu pomod¢i u razvoju cjepiva protiv pandemijskog
soja influence?

Dugogodisnje iskustvo s postojeéim cjepivima protiv
gripe pokazala su da cjepivo treba sadrzavati soj virusa
koji je vrlo sli¢an epidemijskom soju. Smatra se da
pracenje epidemioloske situacije koje se koordinirano
provodi pod patronatom Svjetske zdravstvene organizaci-
je nije dostatno za pravovremeno prepoznavanje soja
virusa s pandemijskim karakteristikama.

Infektoloski glasnik 26:1, 13—18 (2006)

Smatra se da bi idealno cjepivo trebalo inducirati una-
krsnu imunoreaktivnost na podtipove H1-H16 virusa in-
fluence [30, 31]. Za razvoj takvog cjepiva nuzno je identi-
ficirati sacuvane epitope u molekuli hemaglutinina kako
bi se nakon cjepljenja mogla potaknuti unakrsno reaktivna
zaStitna neutraliziraju¢a antitijela. Buduéi da su dosa-
dasnja istrazivanja pokazala da se u ljudi ne potice lucenje
antitijela na visestruke podtipove HA, nuzno je razviti
metode i nove pristupe kojima bi se aktivirala imunost u
ljudi, ukljuCujuéi koristenje adjuvanata u cjepivima.
Jedan od nacina je i pokusati identificirati epitope koje
prepoznaju citotoksi¢ki CD8+ T-limfociti, te razviti nova,
tzv. T-limfocitna cjepiva [31, 32]. IstraZivanja na eksperi-
mentalnim Zivotinjskim modelima upucuju i na vaznost
antitijela na protein M2 virusa influence [33]. Taj je pro-
tein vazan za nastajanje protonske pumpe na virionu i unu-
tarstani¢noj membrani te otpustanje virusnih gena iz en-
dosoma. Medutim, klinicke studije koje bi potvrdile te
hipoteze i u ljudi jos nisu napravljene.
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