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Sazetak

Gripa (ili influenca) je virusna, infektivna i respiratorna bolest koja godisnje zarazi do milijardu ljudi diljem svijeta. Pojavijuje se svake godine kao
sezonska gripa, no u povijesti se svakih nekoliko desetaka godina javijala i kao pandemija. Njezin nepovoljan ucinak na pojedinca i drustvo moze
se sprijeciti upotrebom cjepiva, 1. cijepljenjem. Prvo odobreno cjepivo protiv gripe proizvedeno je u embrioniranom kokosjem jajetu prije skoro 80
godina, a po slicnom tehnoloskom nacelu proizvode se i danasnja cjepiva. Napredak u razumijevanju stanicne biologije te unaprjedenje proizvodnih
postupaka pomocu kulture stanica omogucilo je strucnjacima prijelaz s konvencionalnih na nove, produktivnije i brze proizvodne postupke. U radu
se najprije razmatra epidemiloski aspekt gripe, struktura virusa gripe, a zatim dosezi i izazovi u suvremenoj proizvodnji cjepiva protiv gripe.

U zavrsnom dijelu isticu se potrebe i trendovi u izradi univerzalnog cjepiva protiv gripe.

Kljucne rijeci: biotehnologija, virusna cjepiva, virus gripe, gripa, influenca, cijepljenje

Abstract

Influenza (flu) is a viral, contagious, respiratory disease that annually infects up to a billion people worldwide. It appears each year as a seasonal
[flu, but through history, it appeared as pandemic illness once in every several decades. Its harmful effects on human health and consequently to the
society can be prevented by vaccination. The first approved influenza vaccine was made almost 80 years ago using embryonated hen eggs and the
same technology is still in use for most available vaccines today. The development of cell biology and improvement of cell culture manufacturing
techniques enabled the transition from conventional to novel, more efficient vaccine production methods. In this work we describe the epidemiology
of influenza, influenza virus structure as well as current influenza vaccine manufacturing approaches. A brief overview of universal vaccine
development and its urgency is discussed in the final section of the paper.
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Uvod

Gripa ili influenca je akutna bolest diSnog sustava uzrokovana virusom
gripe. Poznata je od davnina, a prve je simptome opisao otac zapadne
medicine Hipokrat u 5. stoljecu stare ere. Virus gripe je vrlo adaptibilan i
jedinstveno brze evolucije pa moze inficirati kako ljude tako i zivotinje.
Interspecijska transmisija i promjenjivost virusa kljuéni su razlozi
zasto je gripa prakticno neiskorijenjiva bolest koja se redovito javlja
kao sezonska epidemija, a svakih 25 do 30 godina i kao pandemija
(Madhav i sur., 2017; Woolhouse i Gowtage-Sequeira, 2005). U proslom
stolje¢u virusi gripe uzrokovali su ¢ak tri pandemije - Spanjolsku, azijsku
te hongkonsku gripu, pri ¢emu je od $panjolke oboljelo vise od 25%
svjetske populacije (Tablica 1). Zbog stradavanja samo mlade populacije,
gripa iz 1977/78 ne smatra se pandemijom. Prva i posljednja pandemija
gripe u 21. stolje¢u dogodila se 2009. godine, uzrokovao ju je A(HIN1)
virus, dok je bolest prozvana svinjskom gripom jer se pretpostavlja da
je izvorni prijenosnik bila svinja. Osim gripa pandemijskih razmjera,
svake godine svjedoci smo sezonskim epidemijama od kojih godisnje
oboli do milijarda ljudi (World Health Organisation, 2019). U svrhu
sprjecavanja i kontrole te akutne respiratorne zarazne bolesti, provodi
se cijepljenje. Cjepiva protiv gripe biofarmaceutici su od iznimne
vaznosti za javno zdravstvo iz lokalne, ali 1 globalne perspektive. No,
unato¢ kontinuiranom razvoju tehnologija za proizvodnju cjepiva i
novim postignu¢ima u biotehnologiji i virologiji, gripa i dalje godiSnje
predstavlja jednu od najvecih prijetnji ne samo javnom zdravstvu ve¢ i

gospodarskom sektoru. Zbog karakteristiénih promjena na razini genoma
virusa gripe, antigenog skretanja i antigene izmjene, proizvodaci cjepiva
protiv gripe svake godine mijenjaju i prilagodavaju sastav samog cjepiva
ovisno o podtipovima virusa gripe za koje se pretpostavlja da e te sezone
kruziti u populaciji. Kako bi u $to manjem vremenu osigurali §to vece
koli¢ine cjepiva, §to je posebice vazno u slucaju pojave pandemijske
gripe, naglasak je stavljen na razvoj tehnologija koje za proizvodnju
virusnih antigena upotrebljavaju stanicne linije 1 rekombinantnu
tehnologiju. Takve nove tehnologije nastoje zamijeniti konvencionalnu
proizvodnju cjepiva protiv gripe s pomocu embrioniranih kokosjih
jaja. Osim razvoja novih ucinkovitijih tehnologija, mnogi istrazivaci
u potrazi su za univerzalnim cjepivom protiv gripe koje bi omoguéilo
zastitu protiv svih podtipova virusa gripe. Osnovna podjela virusnih
cjepiva jest na ziva (oslabljena), neziva (inaktivirana) i podjedini¢na. Za
razliku od zivih cjepiva koja sadrze cijelu, ali oslabljenu, virusnu Cesticu,
neziva cjepiva mogu sadrzavati cijelu neaktivnu virusnu ¢esticu ili njene
dijelove (fragmente). Imunosni odgovor organizma na zivo oslabljeno
cjepivo najsli¢niji je odgovoru organizma na prirodnu infekciju, Sto je
najveca prednost takvih cjepiva jer su na taj nacin aktivirani svi imunosni
aspekti potrebni za dugotrajan i u€inkovit adaptivni imunitet. Pritom su
stupanj atenuacije i genska stabilnost izrazito vazni kako bi se izbjegla
mogucnost reverzije virusa u patogeni oblik (Dimmock i sur., 2016;
Rodrigues i sur., 2015). Vecina danasnjih cjepiva protiv gripe spada u
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skupinu inaktiviranih i fragmentiranih cjepiva. Ona sadrze kemijskim
ili fizikalnim postupcima inaktiviranu virusnu cesticu. Za kemijsku
inaktivaciju uobiCajeno se upotrebljavaju formaldehid, glutaraldehid
i B-propiolakton, a za fizikalnu toplina ili UV zracenje (Jiskoot i sur.,
2019; Rodrigues i sur., 2015). Cestice tako gube moguénost replikacije,
a ovisno o tretmanu su i strukturno promijenjene, §to ponekad smanjuje
njihovu imunogenost te tako biva najvec¢i nedostatak u usporedbi s
zivim oslabljenim cjepivima. Prednost inaktiviranih cjepiva nad zivim
oslabljenim cjepivima je §to se ne smiju Cuvati zamrznuta, ve¢ na
temperaturi 2-8 °C, a to olaksava njihovu distribuciju (Dimmock i sur.,
2016). Podjedini¢na cjepiva sadrze specifiénu virusnu komponentu, tj.
fragment koji ima antigene karakteristike. To je Cesto virusna ovojnica
ili samo njen protein s epitopom koji ¢e u organizmu izazvati dovoljno
snazan imunosni odgovor bez izazivanja infekcije. (Rodrigues i sur.,
2015). Podjedini¢na cjepivamogu biti klasi¢na i rekombinantna. Klasi¢na
podjedinicna cjepiva dobivaju se izravnom izolacijom odredene virusne
komponente iz samog virusa koji se razara neionskim deterdzentom ili
dietil-eterom. Takva se cjepiva nazivaju jos i fragmentirana cjepiva (eng.
split vaccines) (Gallo-Ramirez i sur., 2015). Metodama genetickog
inzenjerstva 80-ih godina prosloga stolje¢a dobivena su rekombinantna
podjedinicna cjepiva. Ona podrazumijevaju proizvodnju samo
virusnih proteina antigenih svojstava unutar pogodnog heterolognog
ekspresijskog sustava poput kvasca, bakterija ili Zivotinjskih stanica
(Pujar i sur., 2015). U ovu skupinu cjepiva spadaju i tzv. virusu sli¢ne
Cestice, odnosno VLP (eng. virus-like particles). One su sastavljene samo
od (nekih) komponenti virusne ovojnice, poslozenih tako da oponasaju
prirodnu virusnu Cesticu, ali bez moguénosti replikacije zbog odsutnosti
genetskog materijala. Takvo je primjerice cjepivo Ceravrix protiv
HPV-a, ali i cjepivo protiv gripe tvrtke Novavax, trenutno u drugoj fazi

klinicog ispitivanja (Chen i sur., 2020). Neka od pojedini¢nih cjepiva
znatno su manje imunogena od izvornih patogena, pa se zato doziraju sa
spojevima poticateljima imunosti tzv. pojacivacima ili adjuvansima (npr.
cjepiva protiv HVB, HVA, HPV). Cjepiva sastavljena od nukleinskih
kiselina sadrze genski materijal (DNA ili mRNA) ¢ijom ekspresijom
ili translacijom u cijepljenom organizmu nastaje virusna komponenta
odgovorna za izazivanje imunosnog odgovora (Jiskoot i sur., 2019). Za
ucinkovitost cijepljenja ovom vrstom cjepiva bitan je nosac ili vektor
koji ¢e uspjesno dovesti nukleinske kiseline do ciljnih stanica organizma.
U tu svrhu mogu se koristiti razli¢iti, viSe ili manje kompleksni spojevi, a
ponekad i drugi nepatogeni virusi, tzv. pomoéni virusi, poput adenovirusa
ili vakcinija virusa. Na klinickom ispitivanju su cjepiva ovog tipa protiv
virusa Ebola, HIV i SARS-CoV-2, ali i za gripu tvrtke Inovio (Chen et
al 2020). Ako se cjepivo protiv jedne bolesti dozira s cjepivom protiv
neke druge ili vise njih rijec¢ je o tzv. kombiniranom cjepivu. Takvo je
npr. MMR cjepivo protiv ospica, zausnjaka i rubele. Osim kombiniranih,
postoje i polivalentna cjepiva koja sadrze imunogene vise virusnih sojeva
koji izazivaju istu bolest, kao $to je Cetverovalentno cjepivo protiv gripe
koje stiti protiv podtipova A(HIN1), A(H3N2) i obje linije virusa tipa
B (Victoria i Yamagata) (Centres for Disease Control and Prevention,
2020; Maletic Neuzil i Ortiz, 2016). Obje vrste cjepiva praksa su veé
desetljecima jer se na taj nacin smanjuje broj ukupnih doza cjepiva koje
pojedinac mora primiti.

U ovom radu, nakon kraceg opisa povijesti, prevencije i uzro¢nika
gripe, dat je osvrt na konvencionalne biotehnoloske metode proizvodnje
cjepiva protiv gripe. Na kraju rada iznose se trendovi u razvoju tzv.
univerzalnog cjepiva kojim bi se trajno stalo na kraj toj bolesti.

Tablica 1. Povijest pandemije gripe i razvoja cjepiva. U stupcu ,,Vezano* nalaze se imena stru¢njaka koji su doprinijeli navedenom dogadaju,

tvrtke proizvodaci cjepiva ili broj stradalih od pandemije.

Table 1. Timeline of major influenza pandemics and vaccine developemt milestones. The column ,, Vezano* indicates the names of experts
contributing to the (flu) vaccine development, the names of flu vaccine manufacturing companies and death toll of flu pandemics.

Godina Dogadaj Vezano
412. p.n.e. Prvi opis simptoma gripe Hipokrat
1580. Prva (dobro) dokumentirana pandemija gripe Visoka stopa smrtnosti u Euroaziji i Africi
1796. Prvo cjepivo (velike boginje) E. Jenner
1892. Otkri¢e virusa D.J. Ivanovski
5 Broj preminulih: 20 do 50 milijuna
1918.-1919. Spanjolska gripa (HIN1)
Stanovnika na planetu: 1,8 milijardi
1933. Izolacija humanog virusa gripe (tip A) W. Smith, C. Andrewes, P. Laidlaw
1940. Izolacija virusa gripe tipa B T. Francis
1941. Otkri¢e hemaglutinina G. Hirst
1942-1945 Razvoj inaktiviranog cjepiva protiv gripe i njegova prva | T. Francis, J. Salk, G. Hirst, F. Davenport, E. Kilbourne
’ primjena idr
Broj preminulih: 1 do 2 milijuna
1957.-1958. Azijska gripa (H2N2)
Stanovnika na planetu: 2,9 milijardi
1967. Prijedlqg povezanosti humanog virusa gripe i virusa ptic- H.G. Percira
jeg porijekla
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Broj preminulih: 1 do 3 milijuna
1968.-1969. Hongkonska gripa (H3N2)
Stanovnika na planetu: 3,5 milijardi
Broj preminulih: 800 tisu¢a, uglavnom mladih od
1977.-1978. Ruska gripa (HIN1) 25godina
Stanovnika na planetu: 4,2 milijardi
1981. Otkrice strukture i funkcije hemaglutinina J. Skehel, D. Wiley, 1. Wilson i dr.
2003. Pryo (EU, SAD) odobfeno. Zivo oslabljeno CJepivo Protiv. |\ 4 e
gripe, intranazalna aplikacija (FluMist)
Prvo odobreno cjepivo protiv gripe proizvedeno u kulturi .
2007. zivotinjskih stanica (Optafiu) Novartis
Broj preminulih: 200 do 600 tisuca
2009.-2010. Svinjska gripa (HIN1)
Stanovnika na planetu: 6,8 milijardi
2013 Prvo odobreno rekombinantno cjepivo protiv gripe (Flu- Protein Science Corporation,
Blok) Sanofi Pasteur od 2017.

Gripa - dijagnostika i prevencija

Kao jedna od najces¢ih zaraznih bolesti sezonskog karaktera s vchuncem
u zimskim mjesecima, bolest se pojavljuje u blazim do teskim oblicima,
a moguéi su i asimptomatski slucajevi. Nazalost u pojedinaca moze
rezultirati smréu zbog komplikacija u obliku pneumonije, miokarditisa
i sepse. Od navedenih komplikacija pod najve¢im su rizikom ljudi
stariji od 65 godina, kroni¢ni bolesnici, imunokompromitirani, trudnice
i djeca mlada od pet godina. U slucaju zaraze preporuka za oboljele
koji ne pripadaju rizi¢nim skupinama je samoizolacija te simptomatsko
lijeCenje. Oboljele od gripe koji se pak ubrajaju u visoko rizi¢ne skupine
lijeci se, osim simptomatski, i protuvirusnim lijekovima (antiviroticima)
(World Health Organisation, 2019). Europski centar za prevenciju
bolesti i kontrolu (ECDC), agencija Europske unije zaduzena za nadzor
infektivnih bolesti, zajedno sa Svjetskom zdravstvenom organizacijom
(WHO) preporucuju oseltamivir i zanamivir kao antivirotike za
lijeCenje gripe (sezonske, pandemijske i zoonotiCke). Oba su spoja
inhibitori neuraminidaze (NA), enzima kljuénog za Sirenje virusa u
nove stanice pa stoga njegova inhibicija sprjeava virusnu infekciju
(Shahrour, 2001). Antivirotici primjenjuju se samo u slucaju kada
pacijent ima klini¢ke simptome kompatibilne s gripom za koju su javne
zdravstvene ustanove potvrdile da kruzi u odredenoj populaciji ili ako
se specifiénim dijagnosti¢kim testom potvrdi zaraza (Allen i sur., 2006).
Dijagnosticiranje gripe uobicajeno se provodi na temelju simptoma,
dok se dijagnoza potvrduje medicinsko-laboratorijskim dijagnostickim
testovima. Neke od dijagnostickih metoda koje su u primjeni
jesu izolacija virusa u kulturi stanica, imunofluorescentni testovi,
amplifikacija nukleinskih kiselina, tj. PCR testovi, imunokromatografski
testovi i dr. (Vemula i sur., 2016). Osim u svrhu zdravstvene zastite,
ispravno provedena dijagnostika neophodna je kako bi na vrijeme
detektirali nove tipove i podtipove virusa gripe koji kruzi u odredenoj
mjera prevencije i zastite od gripe provodi se cijepljenje. Cijepljenje se
ubraja medu najuéinkovitije medicinske metode u sprjeCavanju bolesti i
smrtnih ishoda uzrokovanih virusnim infekcijama. Smatra se da je ono
spasilo viSe zivota od bilo koje druge medicinske metode u posljednjih
50 godina te se nalazi medu glavnim razlozima za svjetsku demografsku
tranziciju koja podrazumijeva produljenje prosje¢nog zivotnog vijeka
Covjeka, povecan udio starijih u drustvu, urbanizaciju, napustanje
sela i razvoj megagradova (Bloom i Lambert, 2016). Cijepljenje, ili

vakcinacija, je unos posebno pripremljenog bioloskog preparata (cjepiva
ili vakcine) u organizam, ¢ime se izaziva imunosna zastita od bolesti,
tj. njenog uzrocnika (patogena). Protuvirusna cjepiva razvijena su
kako bi u organizmu potaknula imunosni odgovor u obliku specifi¢nih
proteinskih molekula (protutijela ili imunoglobulina) i specificnih
stanica (T-limfocita) koje ¢e reagirati na ponovni susret s odredenim
virusnim antigenom. S obzirom na to da imunosni sustav organizma
reagira na antigene u cjepivu, nije nuzno da njime u organizam unesemo
cijelu virusnu Cesticu, vec¢ su za stimulaciju imunosnog sustava putem
cjepiva dovoljne samo molekule antigenih karakteristika. Cijepljenje
doprinosi izravno onima koji su primili cjepivo, ali i neizravno onima
koji se nisu cijepili, tako $to se pove¢anjem udjela cijepljene populacije
(procjepljenosti) stvara grupni imunitet pa se smanjuje sveukupna
izlozenost patogenima (Bloom i Lambert, 2016). Cijepljenje smanjuje
broj oboljelih od gripe i smanjuje rizik od ozbiljnih komplikacija
koje mogu rezultirati hospitalizacijom i smréu. Svjetska zdravstvena
organizacija posebno preporucuje cijepljenje trudnica, djece starosti
izmedu 6 mjeseci i 5 godina, starijih od 65 godina, kroni¢nih bolesnika
i zdravstvenih radnika. Prva kolektivna cijepljenja protiv gripe zapocela
su pocetkom Cetrdesetih godina prosloga stoljeca u vojsci SAD.
Koristeno je jo$ nepotpuno istrazeno zivo oslabljeno cjepivo koje je
sadrzavalo viruse tipova A i B. Nedugo nakon se krenulo i s cijepljenjem
stanovnistva, no ubrzo se opaza nepodudaranje izmedu virusnog soja u
cjepivu i sezonskog virusa. Pracenje genske promjenjivosti patogena kao
glavnog uzroka navedenog nesklada te nadzor Sirenja bolesti obveza je
medunarodne organizacije Global Influenza Surveillance and Response
System (GISRS). Ona je osnovana 1952. godine, a djeluje u sklopu WHO
u suradnji s medicinsko-dijagnostickim laboratorijima diljem svijeta
(Barberis i sur., 2016). Osim cijepljenja, prevencija ovisi i 0 ponaSanju
pojedinca, pa se tako zaraza i Sirenje virusa gripe mogu smanjiti
pravilnom higijenom, samoizolacijom zarazenih i izbjegavanjem bliskih
kontakata s oboljelima. Ipak, najvise novih pandemija, ukljucujuci gripu,
posljedica su prijenosa patogena sa zivotinje na ¢ovjeka. Primarnim
domacinima virusa gripe medu Zivotinjama smatraju se ptice vodarice
i papkari. Prema Madhav i suradnicima (2017) svake je godine
vjerojatnost od pandemije gripe koja bi mogla uzrokovati oko 6 milijuna
smrti procijenjena na 1% te se smatra da upravo ona, od svih bolesti, ima
najveci pandemijski potencijal. Podaci iz WHO iz 2019. godine govore
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da standardna sezonska gripa godisnje zarazi do milijardu ljudi, usmrti do
650 000 ljudi diljem svijeta, od kojih je do 72 000 u Europi. Otprilike 5 do
15% ukupne svjetske populacije zarazi se gripom tijekom jedne sezone.
Sezona gripe u podrucjima umjerene klime podrazumijeva zimska
razdoblja, dakle od travnja do rujna na juznoj hemisferi i od listopada
do ozujka na sjevernoj hemisferi. U tropskim je krajevima sezona gripe
dulja i, za razliku od podrucja umjerene klime u kojima se uglavnom

Virus gripe

Tri su tipa virusa gripe — A, B 1 C koji mogu zaraziti ¢ovjeka i uzrokovati
respiratorne probleme. Virus gripe tipa C znatno je rjedi i ne izaziva
epidemije gripe poput tipova A i B (Maletic Neuzil i Ortiz, 2016).
Za razliku od tipova B i C koji ve¢inom djeluju na ¢ovjeka, virusom
gripe tipa A mogu se zaraziti i drugi sisavci, poput svinja te ptice.
Povremeno se dogodi prijelaz virusa gripe s divljih ptica na perad,
Sto moze rezultirati zarazom Covjeka, a u konacnici i epidemijama
odnosno pandemijama gripe. Virusi gripe su jednolancani, negativno
uvijeni RNA virusi iz porodice Orthomyxoviridae (Slika 1A). Veé
spomenuta tri tipa virusa gripe A, B i C, medusobno se razlikuju, osim po
domacinima i virulentnosti, i po broju segmenata RNA te gradi proteina
koji ¢ine vanjski omota¢ i matriks. Tako virusi tipa A 1 B sadrze po 8
segmenata RNA, dok tip C sadrzi 7 segmenata RNA. Virus gripe tipa
A, dominantni patogen koji izaziva gripu i jedini tip virusa gripe koji
moze uzrokovati pandemiju (Monto i Fukuda, 2019), dodatno je jo$
klasificiran u podtipove ovisno o povrsinskim glikoproteinima, odnosno
razli¢itim kombinacijama hemaglutinina (HA) i1 neuraminidaze (NA)
koji su ujedno odgovorni za njegova antigena svojstva i virulentnost
(Bouvier i Palese, 2008; James i Whitley, 2017; Maletic Neuzil i Oritz,
2016). Tako, primjerice, HIN2 oznacava virus koji ima podtip 1 HA i
podtip 2 NA. Ukupno je otkriveno 18 HA podtipova i 11 NA podtipova
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tijekom jedne sezone pojavi vrhunac broja zarazenih, Cesto se tijekom
godine pojavljuje vise vrhunaca (Wille i Holmes, 2020). Prema analizi
podataka 31 zemlje ¢lanice WHO, prosjecna stopa smrtnosti od gripe
u razdoblju od 2002. do 2011., izuzevsi pandemiju iz 2009., iznosi 5,9
na 100 000 ljudi (Paget i sur., 2019). Precizni podaci uglavnom variraju
ovisno o proucavanom geografskom podrucju, razdoblju godine, tipu i
podtipu virusa, ekonomskoj situaciji te starosti ispitivane populacije.

(Wei i sur., 2020), od ¢ega tri HA (HI, H2, H3) i dva NA (N1, N2)
podtipa najéesée uzrokuju epidemije (Bouvier i Palese, 2008). Vrste t;.
linije virusa tipa B jesu B/Yamagata i B/Victoria. PovrSina virusa gripe
tipa A, tj. njegov vanjski omotac¢, prekriven je Siljatim proteinskim
strukturama (eng. spike proteins) koje su gradene od glikoproteina
HA 1 NA. Glikoproteini HA 1 NA, na kojima se nalaze glavni virusni
epitopi koje ljudski organizam prepoznaje kao antigene, zasluzni su
za prianjanje za povrSinu stanice domacina i ulazak u stanicu. Osim
glikoproteina HA 1 NA, specifi¢ni viralni proteini virusa gripe tipa A
jos su i proteini matriksa M1 i M2, heterotrimerne RNA polimeraze,
nukleoprotein NP i dva nestrukturna proteina NS1 1 NS2 (NEP). Virusnu
Cesticu okruzuje lipidni dvosloj ispod kojeg se nalazi protein M 1. Protein
M2 jest transmembranski ionski kanal koji prolazi kroz lipidnu ovojnicu.
Samo srediSte virusa gripe jest ribonukleoproteinski kompleks (RNP)
koji se sastoji od segmenata RNA, nukleoproteina NP i RNA polimeraza
(James i Whitley, 2017). Grada virusa gripe tipa B sli¢i gradi virusa tipa
A te su ukupno Cetiri proteina ovojnice - hemaglutinin i neuraminidaza te
proteini NB i BM2. Kod virusa tipa C, za razliku od tipova A i B, glavni
glikoprotein koji gradi omota¢ jest fuzionirani hemaglutinin-esteraza
protein (HEF), ¢ija funkcija odgovara funkciji glikoproteina HA i NA, a
uz njega se u manjoj mjeri nalazi i protein CM2 (Bouvier i Palese, 2008).

B) HEMAGLUTININ (HA)

globularna
glava
(HA1)

stapka
(HA2)

virus B

virus A

Slika 1. A) Grada virusa gripe (prilagodeno prema Jung i Lee (2020)) i B) struktura hemaglutinina (prilagodeno prema Kwong i sur. (2010)). C) Preraspodjela
virusnih RNA segmenata (antigena izmjena) dogada se u stanici domacina nakon infekcije razli¢itim tipom virusa. Sklapanjem novih virusnih ¢estica nastaju novi
podtipovi virusa gripe. Na slici je prikazana infekcija virusima A i C pri ¢emu nastaje izmjenjeni virus D (BioRender.com). D) Ciljanom ili sponatnom mutacijom
u genu za glikoprotein HA u virusu A nastaje novi soj virusa (virus B) s mutiranim HA. Ova pojava zove se antigeno skretanje (stvoreno pomoc¢u BioRender.com).

Figure 1. A) Influenza virus structure (adapted from Jung and Lee (2020)) and B) hemagglutinin (HA) structure (adapted from Kwong et al. (2010)). C) Redistribution
of RNA segments of two viral subtypes inside the host cell leads to creation of a new viral subtype (BioRender.com). D) The changes in amino acid structure of HA,
accumulated after induced or spontaneous mutations, are known as antigenic drift (BioRender.com).
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Karakteristicna genomska struktura virusa, posebice njezina
segmentiranost, uzrok su dvjema pojavama koje se odrazavaju na
antigena svojstva virusa, a zovu se antigeno skretanje (eng. antigenic
drift) i antigena izmjena (eng. antigenic shift). Radi se o promjenama u
strukturi glikoproteina HA i NA uslijed promjena u kodiraju¢im genima,
a koje vode nastanaku novih sojeva virusa. Takvi novi sojevi mogu
biti infektivni ¢ak i ako je organizam ve¢ prethodno prebolio gripu i
posjeduje protutijela za raniji tip virusa (Dimmock i sur., 2016; Maletic
Neuzil i Oritz, 2016). Kod antigene izmjene, virus odredenog podtipa
prima segment RNA koji kodira za HA ili NA od virusa gripe drugog
podtipa koji moze biti humanog ili nehumanog podrijetla. Takav oblik
rekombinacije virusnog genoma zapravo je medusobna preraspodjela
segmenata, a dogada se u organizmu koji se istovremeno zarazi s dva
virusa razli¢itih podtipova. Izmedu virusa tipa A i virusa tipa B ne
dogada se medusobna preraspodjela segmenata, a vijabilni virus novog
podtipa (soja) nastat ¢e samo u slu¢aju medusobne kompatibilnosti
svih osam segmenata RNA (Dimmock i sur., 2016). Preraspodjelom
segemenata dakle nastaju virusi s novim antigenim proteinima, pa
ako populacija ne posjeduje imunitet protiv istih, posljedi¢no se moze
dogoditi pandemija (Slika 1C). U slu¢aju antigenog skretanja radi se o
promjenama aminokiselinskog sastava antigenih glikoproteina HA i NA
uzrokovanih fiksiranim mutacijama, primjerice tockastim (Slika 1D).
(Ziegler i sur., 2018). I antigeno skretanje i antigena izmjena u konacnici
omoguéuju prirodnu selekciju virusa samo onih antigenih varijanti
koje su u mogucnosti adaptirati se i uzrokovati infekciju, izbjegavajuci
neutralizaciju proutijelima domacinskog organizma (Wille i Holmes,
2020). Protutijela razvijena protiv glikoproteina HA sprjecavaju
infekciju pa je stoga HA glavni antigen na kojem se temelji veéina
cjepiva protiv gripe. Protutijela protiv HA dijele se na ona koja reagiraju
s domenom globularne glave (podjedinica HA1) i ona koja reagiraju
na domenu stapke (podjedinica HA2) (Slika 1B) (Soema i sur., 2015).
Znacajno je da je stapka stabilnija, tj. manje podlozna promjenama od
globularne glave. Protutijela koja reagiraju na NA, drugi najvazniji
povrsinski protein virusa, ne sprjecavaju infekciju, ali ¢e smanjiti
oslobadanje i Sirenje virusa. Koli¢ina HA u odobrenim cjepivima mora
biti to¢no odredena i standardizirana, dok koli¢ina NA moze ovisiti o
sastavu cjepiva i tehnoloskom postupku (Wei i sur., 2020). Proteini M2
i NP takoder imaju antigena svojstva i vazni su za replikaciju virusa, no
imunosna reakcija u obliku protutijela na navedene proteine ne moze
neutralizirati virus (Wong i Webby, 2013).

Cjepivo protiv gripe

Cjepiva protiv gripe upotrebljavaju se ve¢ vise od 70 godina. Godine
1935. po prvi su puta znanstvenici iskoristili embrionirana jaja kokosi
te umnozili virus Zute groznice i gripe u tkivu zivuceg pile¢eg embrija.
Dvadesetak godina kasnije znacajni napredak u uzgoju Zivotinjskih
stanica in vitro omogucio je razvoj posve nove, ucinkovitije tehnologije
cjepiva. Unato¢ tom napretku i brojnim pokusajima, prvo cjepivo protiv
gripe proizvedeno tehnologijom stanica odobreno je u EU tek 2007.
godine. Glavni cilj industrijske proizvodnje cjepiva jest osigurati sigurno
i djelotvorno cjepivo, a da pritom proizvodnja bude $to izdasSnija, te
sljedno tome i ekonomski isplativa. Biotehnoloska proizvodnja virusnih
cjepiva sastoji se od tri faze. Prvu ¢ine uzvodni postupci (eng. upstream
processing), koji uklju¢uju izbor virusnog soja, pripremu virusnog
supstrata kao i sam tijek umnazanja virusa u supstratu. Nizvodni
postupci (eng. downstream processing) druga su faza proizvodnje,
a ¢ini ju niz operacija izdvajanja i procis§¢avanja virusnog imunogena
iz supstrata. Konacna faza je formulacija proizvoda u komercijalni
pripravak te provjera njegove Cistoce i djelotvornosti (Jiskoot i sur.,
2019; Wen i sur., 2015). Tehnologije odobrene za proizvodnju cjepiva
protiv gripe u industrijskom mjerilu su: proizvodnja virusa pomocéu
oplodenih (embrioniranih) kokosjih jaja (in ovo), pomocu kulture
zivotinjskih stanica te primjenom rekombinantne DNA u kulturi stanica
kukaca. Novu tehnologiju pokusava uvesti kanadska tvrtka Medicago

koja je proizvela cjepivo na principu Cestica VLP u biljci duhana
pomocu Agrobacterium vektora (D’Aoust i sur., 2008). Ono je jo§ od
2014. na klinickom ispitivanju, a najnoviji rezultati su vrlo ohrabrujuéi
(https://clinicaltrials.gov; NCT03739112). Zbog ¢injenice da je svako
novo optimiranje proizvodnih tehnika biofarmaceutskim kompanijama
preskupo, veéina cjepiva protiv gripe i dalje se proizvodi najstarijom
tehnologijom tj. pomocu kokosjih jaja. Unato¢ zastarjelosti ove
tehnologije, bez nje se ne mogu zadovoljiti godiSnje potrebe za cjepivom
koje su u uvjetima bez pandemije do 1,5 milijardi doza (Wei i sur., 2020).
Medutim, predvida se kako ¢e u sljedecih desetak godina proizvodnja
cjepiva pomocu stani¢nih kultura i tehnologije rekombinantne DNA
rezultirati formulacijama veée ucinkovitosti i posve zamijeniti in ovo
tehnologiju. Tome doprinosi podatak istrazivanja iz SAD-a po kojem su
cjepiva proizvedena na stani¢nim kulturama 11% uéinkovitija i s manje
nuspojava, posebno u pacijenata starijih od 65 godina (Mirasol, 2019).
Na odabir tehnologije cjepiva danas najvise utjeCu vrsta proizvoda i
mjerilo proizvodnje. Kod izrade viSevalentnih cjepiva, bilo kojom od
postoje¢ih tehnologija, svaki virusni soj ili imunogen proizvodi se i
prociscava zasebno, a onda se zajedno doziraju u kona¢nu formulaciju.

Odabir i izrada virusnog soja

Glavna uloga organizacije GISRS je dva puta godis$nje na temelju uvida
u laboratorijske rezultate dati preporuke proizvodacima o virusnim
sojevima koji bi se trebali nac¢i u sastavu cjepiva za nadolazeéu sezonu.
Sama proizvodnja cjepiva je pomno vremenski isplanirana jer nakon §to
WHO objavi preporuke za njegov sastav, proizvodaci imaju 6 mjeseci za
proizvodnju oko 500 milijuna doza cjepiva (Milian i Kamen, 2015; Wei
i sur., 2020). U slucaju pandemije isto bi cjepivo trebalo biti spremno
u roku od nekoliko tjedana (Gallo-Ramirez i sur., 2015). Vremenska
ogranicenost je stoga jedan od najvecih izazova u proizvodnji cjepiva
protiv gripe te poticaj za razvoj brzih i u€inkovitijih proizvodnih
postupaka. Nakon objave preporuka WHO, pocetni korak proizvodnje
jest prikupiti ili konstruirati ishodiSne virusne sojeve koji ¢e se
distribuirati proizvodacima diljem svijeta kako bi antigeni sastav cjepiva
bio ujednacen (Milidan i Kamen, 2015). Preporuceni, tj. potencijalni
patogeni virusni sojevi izoliraju se iz klini¢kih uzoraka te se provjerava
njihov rast u jajima, a u slucaju slabog rasta, virus prolazi kroz tzv.
antigenu izmjenu. Radi se o prirodnom mehanizmu preraspodjele RNA
segmenata opisanom u prethodnom poglavlju. Potencijalnim patogenom
zarazi se embrionirano kokosje jaje zajedno s laboratorijskim sojem
virusa koji ima svojstvo dobrog rasta u jajima, a nije nuzno patogen.
Medusobnom preraspodjelom virusnih segmenata izmedu dva virusa
u jajetu nastat ¢e novi hibridni virusi od kojih se izolira onaj koji ima
svojstvo dobrog rasta u jajima i posjeduje antigene karakteristike koje
odgovaraju preporukama WHO (Rajaram 1 sur., 2020). Drugi pristup
pri konstruiranju preporucenih sojeva virusa pogodnih za tehnolosku
proizvodnju je primjena reverzne genetike. Genetski materijal zeljenog
soja stvara se iz DNA komplementarne (cDNA) segmentima RNA
patogenih virusnih sojeva pomocéu enzima reverzna transkriptaza.
Sekvence cDNA zatim se kloniraju u plazmidne vektore koji se unesu
u stanice in vitro gdje se stvara zeljeni hibridni patogeni soj. Reverzna
genetika pogodniji je pristup za proizvodnju virusa u stani¢nim kulturama
od pristupa ko-infekcije u jajima koji moze rezultirati virusima koji ¢e
davati visoke prinose u jajima, ali ne i u stani¢nim linijama sisavaca
(Milian i Kamen, 2015). Prije pokretanja industrijske proizvodnje
cjepiva, antigena svojstva odabranih hibridnih virusa testiraju se in vivo
na misevima ili africkim tvorovima. Jo$ uvijek je vazece regulatorno
pravilo da svaki odabrani virusni soj mora pro¢i adaptaciju uzgoja in
ovo prije distribucije prozvodacima cjepiva, bez obzira na tehnologiju
proizvodnje.
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Proizvodnja cjepiva protiv gripe pomocu kokosjih jaja

Uobic¢ajena metoda proizvodnje cjepiva pomocu kokosjih jaja zapocinje
inokulacijom ciljanog virusnog soja u alantoi¢nu Supljinu oplodenog
jajeta starog 9-11 dana. U jednom ciklusu proizvodnje iskoristi se 10
do 25 tisuca jaja (Slika 2). Inokulirani virus umnaza se u tkivu pileceg
embrija, razara stanice i nakuplja u tekuéini alantoisa. Nakon dva ili
tri dana inkubacije u kontroliranim uvjetima, jaja se pothladuju, a
zatim slijedi asepticno prikupljanje alantoisne tekucine (Robinson,
2016). U nizvodnim postupcima, Cestice virusa se uguséuju zonalnim
centrifugiranjem u sukroznom gradijentu, a onda slijedi njihova
inaktivacija formaldehidom (0,02%, 24h) ili B-propiolaktonom (0,1%,

24h). Nakon dijafiltracije kojom se uklanja sredstvo inaktivacije, Cesto
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prilagodba
virusnog
soja

Inokulacija
virusa

Opskrba
oplodenim
jajima

je sljedeci korak razlaganje virusa na podjedinice primjenom deterdzenta
(Triton X-100). Dijelovi razorenog virusa prikupljaju provedbom
adsorpcijske kromatografije kojom se odstranjuje deterdzent. Zadnji
korak je sterilna filtracija. Ziva oslabljena cjepiva imaju zahtjevnije
uzvodne postupke (zbog pripreme i selekcije oslabljenog soja), dok
je nizvodno procesiranje minimalno i ukljuuje samo izolaciju virusa.
U tom je slucaju konacani proizvod nestabilniji i zahtijeva ¢uvanje u
zamrznutom obliku (Robinson, 2016). Formuliarno cjepivo u potrebnim
koli¢inama za nadolazeéu sezonu moze se naci na trzistu za otprilike Sest
do sedam mjeseci od preporuke virusnog soja proizvodacima.
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virusa

+ Prociséavanjeimunogena
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Slika 2. Koraci u proizvodnji cjepiva pomoc¢u embrioniranih kokosjih jaja (preuzeto i prilagodeno iz http://www.vaccinews.net/).
Figure 2. Major steps in influenza vaccine production with embryonated chicken eggs. (adapted from http://www.vaccinews.net/).

Unato¢ jos uvijek velikoj zastupljenosti, proizvodnja cjepiva pomocu embrioniranih kokosjih jaja smatra se neprikladnom zbog moguce nedostupnosti
dovoljnih koli¢ina jaja, osobito u slucaju pandemije. U posebnim uzgajalistima gdje se zrak filtrira, a hrana i voda steriliziraju, uzgajaju se jata
posebnih kokosi nesilica. Jaja tih kokosi su ¢ista od skupine specificnih patogena (eng. specific pathogen free), a da bi takva i ostala potrebni su
posebni uvjeti njihovog skladistenja i transporta. Sve to utjeée na ukupne troskove proizvodnje. Osim toga, problem je i u mogucim alergijama na
rezidualne proteine jaja te relativno dugom vremenu potrebnom za plasman komercijalnog cjepiva. Manjkavosti ove tehnologije smatraju se razlogom
za mnoge nepovoljne reakcije pacijenata i oko 79 000 smrtnih sluc¢ajeva u sezoni gripe 2017./2018. (Mirasol, 2019). Unato¢ navedenim nedostacima,
proizvodnja in ovo je vrlo znacajna i god$nje osigurava oko 500 milijuna doza. Njeni su proizvodi inaktivirana i fragmentirana cjepiva poput Afluria
(Sequirus), Flulaval (GSK) i Fluarix (GSK) koja su najces¢e formulirana kao Cetverovalentna. Istog tipa je i Fluzone (Sanofi Pasteur), koje moze
doéi kao pripravak dvostruko veée doze (HD) za stariju populaciju. Ziva oslabljena cjepiva iste tehnologije su FluMist (MedImmune) i jedno cjepivo

razvijeno kasnih osamdesetih godina proslog stolje¢a u ruskom Institutu za eksperimentalnu medicinu (Romanova, 2017).

Proizvodnja cjepiva protiv gripe pomocu kulture Zivotinjskih stanica

Kultura zivotinjskih stanica u istrazivanju i proizvodnji cjepiva protiv
gripe koristi se ve¢ desetlje¢ima, ali je prvo cjepivo dobiveno pomocu
stanica odobreno tek prije manje od dvadeset godina. Na trzistu danas
ima nekoliko cjepiva dobivenih ovom tehnologijom, a za svako od njih
koristena je jedna od tri kontinuirane (besmrtne) stani¢ne linije: MDCK,
Vero i Sf9. Veéina akademskih istrazivanja kao i sama tehnoloska
proizvodnja cjepiva protiv gripe provodi se pomo¢u MDCK stanica (eng.
Madin Darby canine kidney). To su imortalizirane stanice porijeklom
iz bubrega koker Spanijela, uspostavljene kao kultura in vitro prije vise
od 60 godina. Karakteristika im je relativno spori rast i manji prinos
virusa od konkurentnih Vero stanica, ali poboljsanjem sastava hranjivog
medija i samih tehnika uzgoja posljednjih 20 godina ta su se svojstva
znatno promijenila (Genzel i Reichel, 2009). Najcesce su uzgajane kao
adherentna kultura koja raste imobilizirana na ¢vrstoj podlozi ili nosacu u
teku¢em hranjivom mediju. Tako se proizvodilo cjepivo Influvac (Abbot,
Solvay), medutim proizvodnja mu je ve¢ desetak godina obustavljena.
Moguéi razlog toj obustavi je pojava kulture MDCK stanice koja
raste suspenzijski (tj. novisna o imobilizacji) u mediju bez dodanog
seruma (MDCK 33016-PF), a koju je prije dva desteljeca licencirala
tvrtka Novartis. Ovom stani¢nom linijjom proizvode se polivalentna
fragmentirana cjepiva Optaflu (EU) i Flucelvax (USA) (Doroshenko i
Halperin, 2009). Osim MDCK, dugu povijest u tehnologiji cjepiva ima i
Vero stani¢na linija. Radi se o stanicama izoliranim iz bubrega africkog
zelenog majmuna 60-ih godina proslog stoljeca, i prva je kontinuirana

(besmrtna) stani¢na linija preporucena od WHO za proizvodnju cjepiva
protiv gripe. Stanice rastu kao adherentna kultura i to, za razliku od
MDCK, u vise slojeva. Uspostava suspenzijske kulture nije se pokazala
uspjeSnom jer su stanice prilicno osjetljive na hidrodinamicki stres
i promjenu sastava medija pri takvom uzgoju. ViSevalentno cjepivo
Celvapan i jednovalentno Preflucel (Baxter) proizvodi su tehnologije
Vero stanica (Montomoli i sur., 2012). Osim MDCK i Vero stani¢nih
linija, pogodna kultura za proizvodnju cjepiva protiv gripe je i PER.C6
uspostavljena iz humanog embrionalnog retinoblastoma. Njena prednost
je rast u suspenziji i znatno bolja genomska stabilnost u odnosu na
MDCK i Vero, $to je vrlo vazno za odrzivost biotehnoloskih postupaka.
Dosadasnja istrazivanja pokazala su ipak nesto slabiju imunogenost
cjepiva dobivenih iz ovih stanica pa je nuzna dodatna optimizacija
proizvodnje (Pérez Rubio i Eiros, 2018). U novije vrijeme spominje
se 1 kultura stanica PBG.PK2.1 porijeklom iz bubrega svinje. Ona je
kontinuirana, suspenzijska i raste dobro u kemijski definiranom mediju,
a dosadasnja istrazivanja pokazala su izvrsne rezultate u prinosu virusa
Sto ih ¢ini novim kandidatom za razvoj cjepiva (Grénicher i sur., 2019).
U proizvodnji sezonskih cjepiva protiv gripe zastupljena je kultura
suspenzijske linije MDCK stanica prilagodena hranjivom mediju bez
seruma, te adherentna kultura Vero stanica uzgajana u hranjivom mediju s
fetalnim govedim serumom. Serum se dodaje kao bogat izvor nutrijenata
i poticatelj stani¢nog rasta, no sve se vise izbjegava zbog osloznjavanja
nizvodnih postupaka i visoke cijene (Jayme, 2007). Proizvodnja cjepiva
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adherentnim kulturama u manjem mjerilu moze se provesti u tzv.
rotiraju¢im bocama ili viSestrukim T-bocama. Stanice rastu prihvacene
za stijenku boca, prekrivene medijem, i tamo se inficiraju kad postignu
odgovarajucu obraslost, tj. konfluentnost. Pri proizvodnji ve¢ih koli¢ina
cjepiva, stanice se imobiliziraju na mikro-Cestice tzv. mikronosace, i
onda s hranjivim medijem unose u bioreaktor gdje bivaju suspendirane
mijesalima ili njihanjem (Bissinger 1 sur., 2019). Uzgoj suspenzijskih
veca tehnoloska myjerila manje zahtjevan. Prvi korak je propagacija
stanica u sustavima od 3 do 50 litara nekoliko dana, nakon Cega se
kultura prebacuje u bioreaktor ve¢eg volumena (500 do 6000 litara).
Kad stani¢na kultura dostigne koncentraciju od oko milijun stanica po
mililitru, krece se s infekcijom odabranim virusnim sojem. Prije toga
potrebno je jo§ zamijeniti medij za rast stanica medijem prilagodenim
proizvodnji virusnih Cestica. Za uspjesnu virusnu infekciju u medij se
dodaju i proteaze, poput tripsina, koje cijepaju hemaglutininski prekursor
u aktivan oblik §to omogucava bolju adsorpciju virusnih Cestica na
stanice. Ovakvim postupkom tijekom 3 do 5 dana moze se proizvesti
do milijardu Cestica virusa gripe u mililitru kulture. Procijenjuje se da
oko tisu¢u litara MDCK stani¢ne kulture daje jednaku koli¢inu virusa
kao 1 31 000 kokosjih jaja (Genzel i Reichel, 2009). Nizvodni postupci

’\‘l’) odabir virusnog
o_ — _‘

infekc.iia/ .,"(T\\o

propagacija virusa

tj. postupci inaktivacije i pro¢is¢avanja umnozenog virusa, zapocinju
odvajanjem hranjivog medija s virusnim ¢esticama od stanica odnosno
mikronosaca. To se najucinkovitije postize blagim centrifugiranjem
(suspendirane stanice) ili filtracijom (mikronosaci). Virusi zadrzani u
mediju zatim se inaktiviraju odredenim kemijskim sredstvom, primjerice
formaldehidom ili B-propiolaktonom, a dodatno i drugim nacinima,
poput UV zra¢enja. U nastavku slijedi ugus¢ivanje inaktiviranih Cestica
procesima ultrafiltracije i dijafiltracije uz uklanjanje ne€istoca, a permeat
se dalje prociS¢ava zonalnim centrifugiranjem ili kromatografski.
Sljede¢i vazni korak je tretman endonukleazom (Benzonaza) radi
eliminacije zaostalih nukleinskih kiselina. Regulatorne institucije
vrlo su stroge po pitanju tragova svih vrsta nukleinskih kiselina u
konaénom proizvodu kako bi se izbjeglo njihovo potencijalno onkogeno
djelovanje. Ako se proizvodi fragmentirano cjepivo, sljede¢i korak je
tretman neionskim deterdzentima ili polisorbatima koji razaraju virus
razlazu¢i mu ovojnicu. Prije same formulacije cjepiva obavlja se sterilna
filtracija radi uklanjanja potencijalnih mikrobnih kontaminanata (Milian
i Kamen, 2015). Standardni tijek proizvodnje (Slika 3), ukljucujuéi
odabir i prilagodbu virusnog soja, traje skoro koliko i postupak in ovo, a
dobru usporedbu hodograma obje tehnologije opisali su Chen i suradnici
(2020).
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Slika 3. Glavni koraci u proizvodnji cjepiva protiv gripe pomo¢u MDCK stanica (preuzeto i prilagodeno iz Milidn i Kamen (2015)).
Figure 3. Major steps in influenza vaccine prodiction with MDCK cell culture (adapted from Milian & Kamen (2015)).

Rekombinantna cjepiva protiv gripe proizvode se pomocu stani¢ne
linije Sf9 wuspostavljene iz stanica noc¢nog leptira Spodoptera
frugiperda. Osnova su im iskljucivo antigeni dijelovi virusa, tj. jedan
ili viSe odabranih proteina virusnog omotaca dobiveni tehnikama
rekombinantne DNA. Zasad jedino rekombinantno cjepivo protiv
gripe je FluBlok (Protein Sciences Corporation, Sanofi Pasteur), a
proizvedeno je u kulturi suspenzijskih Sf9 stanica (expressSF+) u
mediju bez seruma, koriste¢i bakulovirusni ekspresijski vektorski
sustav (BEVS). Jedna od prednosti tehnologije rekombinantne DNA je
S$to nema adaptacije preporucenog soja virusa stani¢nom supstratu, vec¢
se proizvedeni rekombinantni proteini (antigeni) odmah podudaraju s
onima u preporuc¢enom soju. Osim toga BEVS se temelji na koristenju
za ljude nepatogenog bakulovirusa, te su poja¢ane mjere bioloske zastite

u proizvodnji nepotrebne. Princip djelovanja BEVS-a je infekcija Sf9
stanica rekombinantnim bakulovirusom koji sluzi kao vektor u koji je
kloniran gen za HA preporucenog virusnog soja. Ekspresijom gena u
inficiranim Sf9 stanicama nastaju rekombinantne HA molekule (rHA)
izrazito dobre konformacije (tj. antigenih svojstava). One u stanicama
spontano agregiraju u strukture od 6 do 8 molekula i nakupljaju se u
stani¢noj membrani (Li i sur., 2015). Prikupljanje agregata iz kulture
kre¢e ve¢ 2 do 3 dana nakon infekcije stanica, a postupak zapocinje
ugus¢ivanjem stanica blagim centrifugiranjem 1 zatim liziranjem
deterdzentom (Slika 4). Nizom kromatografskih i filtracijskih postupaka
dolazi se do procisé¢enih tHA. Od kloniranja HA gena do formulacije
cjepiva moze pro¢i manje od 75 dana, §to je dvostruko krace nego u
prethodne dvije tehnologije (Milian i Kamen, 2015)

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



90 I. Slivac et al.: 83-93 Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology and Nutrition vol.15 (3-4), 2020

WHO

infekcija stanica —
: 3 kloniranje gena za  oqabir virusnog
rekombinantnim HA u bakulovirus

bak::lowry (BEVS metoda) kandidata

hae_Jo8 J " W\ stani¢ni pelet
replikacija 4?! AN
i . " /l// \\“\ —_—
virusa 1 W
i W\
Mg ;LR i
suspenzijska kultura ~ _ centrifugiranje

stanica kukaca

formulacija

cjepiva l‘_g 0 O3
=k 5f9 staniéna linija
. (Merck)

AT

,e

|

ekstrakcija deterdzentima

1

ionska kromatografija

|

ﬁ\ ' /% & ultrafiltracija «—— kromatografija <« membranska

\( glikoprotein HA

filtracija

Slika 4. Osnovni koraci proizvodnje rekombinantne molekule HA u Sf9 stanicama (preuzeto i prilagodeno iz Milian i Kamen (2015)).
Figure 4. Major steps in recombinant HA production in SF9 cell culture (adapted from Milian & Kamen (2015)).

Formulacija i sastav cjepiva protiv gripe

Budu¢i da je put cjepiva od proizvodaca do krajnjeg korisnika Cesto
dug, nuzno je osigurati stabilnu formulaciju koja odrzava nativnu
biolosku strukturu antigena i njegovu imunogenost. Karakterizacija
i kvantifikacija proc¢is¢enih virusnih antigena najceS¢e se provodi
standardnim hemaglutinacijskim testom s pile¢im eritrocitima ili rijede
imunodetekcijski (ELISA). Kako bi konac¢no cjepivo bilo stabilno i
ucinkovito, osim izvora antigena, cjepivo mora sadrzavati i tvari poput
adjuvansa, konzervansa i stabilizatora. Adjuvansi su imunostimulirajuce
tvari ¢ija je svrha povecati ucinkovitost samog cjepiva pojacavajuci
imunosni odgovor na antigenu komponentu cjepiva (Jiskoot i sur.,
2019; Priddy i Middaugh, 2015). Uglavnom se ne primjenjuju za ziva
oslabljena cjepiva, a kod inaktiviranih ili podjedini¢nih cjepiva doprinose
smanjenju doze aplicirane cijepljenjem. Antigen se ili veZe na molekulu
adjuvansa ili s njom tvori koloid. Najstariji i danas Cesto koriSteni
adjuvansi su koloidni aluminijevi spojevi (hidroksidi, fosfati i sl.), tu su
zatim emulzije tipa ulje u vodi, a od novijih monofosforil-lipid A (MPL)
koji je dio bakterijskog endotoksina i dolazi u kompleksu s aluminijevim
hidroksidom (Dimmock i sur., 2016, Jiskoot i sur., 2019). Inaktivirano
cjepivo protiv gripe Fluad (Sequirus) proizvedeno tehnologijom in ovo
sadrzi kao adjuvans vodenu emulziju ulja skvalen (MF59) i najcesce
se koristi za stariju populaciju koja sporije razvija potreban imunosni
odgovor. Nepovoljne nuspojave cijepljenja poput narkolepsije pripisane
adjuvansu AS03 (emulzija skvalena i a-tokoferola) u monovalentnom
fragmentiranom cjepivu Pandemrix (GSK), razvijenom in ovo u
vrijeme pandemije 2009., izazvale su polemike o sigurnosti adjuvansa
u cjepivima (Christensen, 2016). Konzervansi, poput timerosala, spoja
na bazi netoksi¢nog organozivinog spoja, dodaju se kako bi se sprijecio
rast bakterija i gljivica. Neka cjepiva protiv gripe, narocito ona kojima
se cijepi s viSe doza, sadrze timerosal, iako se njegov dodatak sve
vise izbjegava (World Health Organisation, n.d.). Nakon §to se odredi
bioaktivni oblik imunogena, formulacijom se zadaju fizikalni i kemijski
uvjeti u kojima ¢e imunogen takav i ostati (Priddy i Middaugh, 2015).
Zato se cjepivu dodaju stabiliziraju¢e tvari koje odrzavaju potrebnu
pH-vrijednost i redoks-potencijal. Zbog Cuvanja cjepiva na niskim

temperaturama pozeljne su termostabilne formulacije, odnosno dodatak
spojeva koji sprjecavaju agregaciju aluminijevih soli (dodane kao
adjuvansi) pri niskim temperaturama (Pelliccia i sur., 2016). Neki su
od stabiliziraju¢ih agensa magnezijeve soli, natrijev glutamat, laktoza-
sorbitol, zelatina-sorbitol i sl. (World Health Organisation, n.d.). Pored
tvari koje se dodaju radi ouvanja i pobolj$anja cjepiva, u sastavu nekih
od formuliranih doza zaostaju neskodljive koli¢ine spojeva koristenih
tijekom proizvodnje. Tako se ponekad mogu naci tragovi inaktivirajué¢ih
spojeva poput formaldehida ili ostaci antibiotika koji su koristeni za
sprjecavanje bakterijskih kontaminacija tijekom proizvodnje pomocu
zivotinjskih stanica. Antibiotici koji mogu izazvati alergije, poput
penicilina, ne upotrebljavaju se u procesu proizvodnje. U tragovima
se mogu pronaci i neskodljive koli¢ine proteina jajeta kod primjene
tehnologije in ovo te proteina i nukleinskih kiselina domacinskih stanica
ili samih virusa. Kona¢na formulacija ovisi ponajprije o slozenosti
samog imunogena, ali i o nacinu unosenja cjepiva u organizam. Koli¢ina
imunogena (HA, NA i M1) svakog pojedinog soja, u jednoj dozi cjepiva
postavlja se na 15 do 45 mikrograma. Zajedno s nekim od gore navedenih
dodataka oni €ine suspenziju u izotoni¢nom fosfatnom puferu koja se
unosi intramuskularno ili supkutano iglom. Alternativno, cjepivom
FluMist (MedImmune) koje se proizvodi kao sprej za intranazalnu
primjenu moguce je cijepljenje putem sluznice (Jiskoot i sur., 2019).

Nova generacija cjepiva protiv gripe

Zbog izazovne proizvodnje cjepiva protiv gripe, proizvodaci teze k
jednostavnijim i idealnijim rjeSenjima. Rajaram i suradnici (2020) isti¢u
tri razloga zbog kojih danasnja cjepiva ne pruzaju potpunu zastitu. Pored
nepodudaranja virusnih sojeva u cjepivu s onim u populaciji (kako zbog
novih antigenih varijanti tako i kasnih preporuka nadleznih organizacija)
tu su jo$ 1 individualne razlike u naem imunom odgovoru, te adaptacija
virusa na proizvodni supstrat. Adaptacija virusa na stanice pileceg
embrija podrazumijeva antigene promjene koje su se dogodile tijekom
umnazanja virusa u jajima. Stanice sisavaca i stanice ptica imaju razlicite
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povrsinske receptore, a s obzirom da tijekom proizvodnje cjepiva stanice
pileta inficiramo virusom prilagodenim na infekciju stanica sisavaca,
virus se mora adaptirati na nove receptore. Prilikom te adaptacije mogu
se dogoditi promjene antigenih karakteristika virusa zbog kojih ¢e takvo
cjepivo biti manje ucinkovito. U razdoblju od 2002. do 2015. godine
zabiljeZeno je cak pet slucajeva nepodudaranja sezonskih virusnih sojeva
sa sojevima u sastavu cjepiva po preporuci WHO (Rajaram i sur., 2020).
Ovakvi nepovoljni dogadaji ve¢ desetljeCima usmjeravaju istrazivanja
na stvaranje tzv. univerzalnog cjepiva protiv gripe. Za njegov razvoj
kljucan je pronalazak ocuvanih antigenih regija na virusu gripe koje bi
u cijepljenom organizmu potaknule tzv. unakrsno-reaktivni imunitet. On
se temelji na stvaranju neutralizirajucih protutijela koja reagiraju s vise
virusnih podtipova zbog sli¢nosti njihovih antigena. Takva je primjerice
HA2 podjedinica koja ¢ini vecinski dio stapke HA glikoproteina. lako je
HAZ2 subdominantniji dio molekule HA u poticanju imunosne reakcije
(dominantni imunogen je globularna glava tj. HA1 podjedinica HA),
ocuvanost stapke i poticanje stvaranja Siroko neutraliziraju¢ih protutijela
u organizmu omogu¢ili su razlicite pristupe u svrhu razvoja univerzalnog
cjepiva temeljenih upravo na stapci HA. Osim stapke HA, o¢uvanima se
pokazala i veéina ostalih virusnih proteina poput NA, M2e regija M2
ionskog kanala, nukleoprotein (NP) te protein matriksa M1 (Chen i sur.,

Zakljuéci

2020; Jang 1 Seong, 2019; Kumar i sur., 2018; Pica i Palese, 2013) koji
se mogu proizvesti rekombinantno ili ¢ak sintetski. U ovome je trenutku
nekolicina kandidata za univerzalno cjepivo protiv gripe u fazi klinickog
ispitivanja, no niti jedno jo$ nije izaslo na trziste. Vode¢i kandidat je
M-001 rekombinantno peptidno cjepivo proizvedeno u E. coli (Phillipson
i sur.,, 2019) koje sadrzi epitope podrijetlom iz proteina matriksa M1,
NP i HA. M-001 trenutno se nalazi u trecoj fazi klinickog ispitivanja
koje se provodi na 12 463 ljudi, a zavrsetak se ocekuje u prosincu 2020.
(https://clinicaltrials.gov; NCT03450915). Drugi potencijalni kandidati
su primjericc MVA-NP+M1 (NP i M1 epitopi eksprimirani pomocu
adenovirusnog vektora), Flu-V (sinteticki peptid, sadrzi epitope NP,
M1 i M2) te OXV836 (VLP koji prezentira NP) (Chen i sur., 2020; Del
Campo i sur., 2019; Fukuyama i sur., 2020). OXV836 i Flu-V zavrsili su
drugu fazu klinickog ispitivanja (NCT03594890, NCT03180801), dok
je MVA-NP+M1 u drugoj fazi i zavrSetak ispitivanja ocekuje u listopadu
2021. (NCT03880474). Tablica 2 donosi sazeti prikaz najznacajnijih
pristupa u razvoju tzv. cjepiva nove generacije opseznije opisanih u
nizu novijih, uglavnom preglednih radova: Chen i sur. (2020), Harding
i Heaton (2018), Krammer (2016), Kumar i sur. (2018), Jang i Seong
(2019), Jazayeri i Poh (2019), Madsen i Cox (2020), Nachbagauer i
Palese (2020) i Sautto i sur. (2018).

Napredak razvoja cjepiva protiv gripe je spor, ali u¢inkovit, i u posljednja dva desetljeca potvrden na tehnoloskoj i klinickoj razini. Najbolji dokazi
tome su prijelaz s tehnologije in ovo na kulturu zivotinjskih stanica, razvoj rekombinantnih podjedini¢nih cjepiva kao i aerosolna vakcinacija.
Dodatni napori svakako su potrebni u stvaranju brze i izda$nije proizvodnje cjepiva. Drugaciji smjer razvoja, koji bi smanjio ulaganja u unaprjedenje
tehnologija, je razvoj univerzalnog cjepiva. Naime, njime bi se izbjegla povremena odstupanja u predvidanju sezonskog patogena, osigurala u¢inkovita
i dugotrajna zastita protiv vecine (ili svih) sojeva virusa, ali i rasteretio Cesto intenzivan postupak proizvodnje cjepiva. U najboljem slucaju gripa bi
postala bolest proslosti. U jeku pandemije nove respiratorne bolesti COVID-19, i pod prijetnjom nekih budu¢ih, takav ishod je vise nego pozeljan.

Tablica 2. Pregled strategija razvoja nove generacije cjepiva protiv gripe.

Table 2. Overview of strategies for development of new generation influenza vaccine.

Pristup Princip Prednosti Nedostaci Perspektiva
Uklonjena globularna glava Zahtjevna priprema. Konstul.r.anj © mm}-HA il
N . . VLP koji prezentiraju samo
Bezglavo (HA1). Ocuvanost HA2. Nestabilna konformacija. enitone HA2. Prezentiranic
HA cjepivo | Cjepivo prezentira samo Unakrsna imunosna reakcija. | Nova konformacija mijenja Hp AZI;Ii mini;H Ana !
stapku molekule (HA2). epitope HA2. ..
molekulama feritina.
E‘:zs ?i:gg;?é;g;ﬁ??iﬂdne Nativna struktura HA. Imunosna subdominantnost Zavr$ena prva faza
Kimerno Vitestrukim do zJiran‘em H'A Ucinkovita unakrsna HA2. klini¢kog ispitivanja za
HA ciepivo | razlicitih HAL poti éje s imunosna reakcija i za Visestruke doze. dva tipa cjepiva (Clinical
Jep imunosni od (; \For ema sezonske i pandemijske Stvaranje protutijela za Trials: NCT03300050,
HA2 g P sojeve virusa. irelevantne HA. NCT03275389)
Uvodenje glikanskih skupina
na HA1 (hiperglikolizacija) . .
. : . N .. - . Proizvodnja
. . preusmjerava imunosni Ocuvanost regija. Unakrsna Utjecaj na konformaciju HA. S
Glikanski odgovor prema HA2 imunosna reakcija Moguce mutacije unutar monoglikoliziranog HA
Stit govor prem ) . . ja. guce cuet .. u jajima uz kifunenzin i
Uklanjanje glikana sa HA i Stvaranje protutijela za NA. otkrivenih antigenih regija. endoelikozidazu H
NA kako bi otkrili zasticene i g '
ocuvane antigene regije.
Podiedinicna ciepiva koia Dobra imunogenost. Primjena adjuvansa. Primjena
) .. Jep J Aktivacija stani¢nog i samog M2e neucinkovita. o .
prezentiraju odabrane o¢uvane . . . . . Kombinacija vise o¢uvanih
. . . humoralnog imuniteta. Zahtjevna proizvodnja . . .
VLP ¢estice | virusne antigene komponente, . . . . virusnih antigenih
o N . Proizvodnja rekombinantnom | (razvoj proizvodnog sustava I
primjerice znatno ocuvani " e R komponenti i epitopa.
M2e tehnologijom, u zivotinjskim | i optimizacija nizvodnog
' stanicama i biljkama. procesa).
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||
Kombinaciia vige epitopa Neispravna konformacija
. Peptidno cjepivo kao . J priopa. epitopa. Vode¢i kandidati za
Izabrani . . . Sigurnost. . . ..
. mjesavina vise virusnih . . . Slaba imunogenost. univerzalno cjepivo M-001
epitopi . Proizvodnja rekombinantnom . .. L.
epitopa. . Nuzni adjuvansi i nosaci te FLU-v.
tehnologijom i sinteticki. . . .
(liposomi, virosomi)
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