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1. Uvod

U pisanoj se povijesti prvi put pandemija gripe spominje 1580. godine. U proslome stolje¢u
virusi gripe uzrokovali su ¢ak tri pandemije - spanjolsku, azijskute hongkonsku gripu, pri ¢emu
je od spanjolske gripe oboljelo vise od 25% svjetske populacije i umrlo oko 50 milijuna ljudi.
Prva i posljednja pandemija gripe u 21. stolje¢u dogodila se 2009. godine, uzrokovao ju je
A(H1N1) virus, dok je bolest prozvana svinjskom gripom. Osim gripa pandemijskih razmjera,
svake godine svjedoci smo sezonskim epidemijama od kojih godisnje oboli do milijarda ljudi.
Vedina ljudi bolest preboli uz lake do srednje simptome, a oboljeti mogu sve dobne skupine.
Ipak, pod posebnim oprezom trebaju biti odredene rizicne skupine kao Sto su
imunokompromitirane osobe, mala djeca i stariji od 60 godina. U svrhu sprijecavanja i kontrole
te akutne respiratorne zarazne bolesti, provodi se cijepljenje.

Cjepiva protiv gripe biofarmaceutici su od iznimne vaznosti za javno zdravstvo iz lokalne,
ali i globalne perspektive. No, unato¢ kontinuiranom razvoju tehnologija za proizvodnju cjepiva
i novim postignuéima u biotehnologiji i virologiji, gripa i dalje godiSnje predstavlja jednu od
najvedih prijetnji i javnom zdravstvu i gospodarskom sektoru. Zbog karakteristicnih 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 kruZziti u populaciji. Kako bi u Sto manjem
vremenu osigurali Sto vece koliCine cjepiva, Sto je posebice vazno u slu¢aju pojave pandemijske
gripe, naglasak je stavljen na razvoj tehnologija koje za proizvodnju virusnih antigena
upotrebljavaju stanicne linije i rekombinantnu tehnologiju. Takve nove tehnologije nastoje
zamijeniti konvencionalnu proizvodnju cjepiva protiv gripe s pomocu SPF kokosjih jaja (eng.
specific pathogen free). Osim razvoja novih ucinkovitijih tehnologija, mnogi istrazivaci u potrazi
su za univerzalnim cjepivom protiv gripe koje bi omogucilo zastitu protiv svih podtipova virusa

gripe.

U ovom radu, nakon opisa same bolesti, njenog uzrocnika te najvaznije preventivne
metode, dat je osvrt na konvencionalne metode proizvodnje i trendove u biotehnoloskoj
proizvodnii cjepiva protiv gripe, pocevsi od odabira imunogene Cestice pa do njenog pakiranja
u formulirano cjepivo. Pritom je narocito istaknuta primjena kulture Zivotinjskih stanica, kao

kljuénog alata u proizvodnji navedenog cjepiva.



2. Gripa

Kao jedna od najces¢ih zaraznih bolesti sezonskog karaktera s vrhuncem u zimskim
mjesecima, gripa (ili influenca) akutna je respiratorna bolest koju uzrokuju virusi gripe, a
prenosi se kapljicnim putem, izravno i neizravno. Uglavnom bivaju zahvaceni nos, grlo te pluca,
a prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO) najcesc¢i su simptomi vrudica, suhi kasalj,
glavobolja, bol u miSi¢éima i zglobovima, umjerena slabost, bolno grlo i hunjavica. Bolest se
pojavljuje u blazim do teskim oblicima, mogudéi su i asimptomatski slucajevi, dok u pojedinaca
moze rezultirati smréu. U slucaju blazeg do srednjeg oblika bolesti uglavnom nije potrebna
medicinska pomo¢, dok oporavak traje oko tjedan dana. Dodatne komplikacije u oboljelih od
gripe mogu se javiti u obliku pneumonije, miokarditisa, sepse, dok kroni¢ni bolesnici mogu
pretrpiti pogorsanje medicinskog stanja. Pod najveéim su rizikom od dodatnih komplikacija
ljudi stariji od 65 godina, kroni¢ni bolesnici, imunokompromitirani, trudnice i djeca mlada od

pet, a osobito dvije godine (Centres for Disease Control and Prevention, 2019a).

U slucaju zaraze preporuka za oboljele koji ne pripadaju rizicnim skupinama jest da ostanu
kod kuce kako bi smanijili rizik od infekcije drugih te da se lijeCe simptomatski, Sto moze
podrazumijevati primjenu, primjerice, lijekova za sniZzenje temperature te proizvode za
sprjeavanje grlobolje, hunjavice i glavobolje. Oboljele od gripe koji se pak ubrajaju u visoko
rizikne skupine lije¢i se antiviralnim lijekovima uz simptomatsko lijeCenje (World Health
Organisation, 2018a). Europski centar za prevenciju bolesti i kontrolu (ECDC), agencija
Europske unije zaduZena za nadzor infektivnih bolesti, zajedno sa Svjetskom zdravstvenom
organizacijom preporucuju oseltamivir i zanamivir kao antivirotike za lijecenje gripe (sezonske,
pandemijske i zoonoticke). Oseltamivir i zanamivir inhibitori su neuraminidaze (NA), enzima
klju€nog za Sirenje virusa u nove stanice pa stoga njegova inhibicija sprjecava virusnu infekciju
(Shahrour, 2001). Antivirotici u lijecenju gripe primjenjuju se samo u slucaju kada pacijent ima
klinicke simptome kompatibilne s gripom za koju su potvrdile javne zdravstvene ustanove da
kruzi u odredenoj populaciji ili ako se specificnim dijagnosti¢kim testom potvrdi zaraza (Allen i
sur., 2006). U slucaju potrebe za primjenom antivirotik, klju¢no je da se daju ¢im se pojave

specificni simptomi i da od njihove pojave nije proslo viSe od 48 sati.

Dijagnosticiranje gripe uobiCajeno se provodi na temelju simptoma, dok se dijagnoza
potvrduje medicinsko-laboratorijskim dijagnostickim testovima. Testiranje na virus gripe
posebno se preporucuje pacijentima koji su primljeni na lije¢enje u bolnicu, dok isto nije nuzno
u blazih slucajeva, posebice u razdobljima cirkulacije virusa gripe u lokalnim zajednicama.
Medicinsko-laboratorijski dijagnosticki testovi takoder omogucuju razlikovanje gripe od drugih

viralnih i bakterijskih respiratornih bolesti slicnih simptoma, tj. influenza-like illnesses, medu



kojima je i infekcija COVID-19 uzrokovana aktualnim virusom SARS-CoV-2 Cija se pojava u
provinciji Hubei u Kini vremenski podudarala s vrhuncem sezonske gripe (Kong i sur., 2020).
Neke od dijagnostickin metoda koje su u primjeni jesu izolacija virusa u kulturi stanica,
imunofluorescentni  testovi, amplifikacija nukleinskih  kiselina, tj. PCR testovi,
imunokromatografski testovi i dr. Svaku metodu mora biti odobriti Americka agencije za hranu
i lijekove (FDA). U mnogim laboratorijima diljem svijeta kao jedna od najcesce upotrebljavanih
tehnika provodi se RT-PCR, odnosno lan¢ana reakcija polimerazom, koristeéi se reverznom
polimerazom u tri koraka — ekstrakcija viralne RNA, reverzna transkripcija i amplifikacija te
detekcija fluorescentno oznacenih PCR produkata (Vemula i sur., 2016). Osim u svrhu
zdravstvene zastite, ispravno provedena dijagnostika neophodna je kako bi na vrijeme
detektirali nove vrste i podtipove virusa gripe koji kruzi u odredenoj populaciji c¢ime

doprinosimo razvoju cjepiva za nadolazecu sezonu.

Kao najucinkovitija mjera prevencije i zastite provodi se cijepljenje protiv gripe. Prema
americkom Centru za kontrolu bolesti i prevenciju (CDC) cijepljenje smanjuje broj oboljelih od
gripe i smanjuje rizik od ozbiljnih komplikacija koje mogu rezultirati hospitalizacijom i smrcu.
WHO posebno preporucuje cijepljenje trudnica, djece starosti izmedu 6 mjeseci i 5 godina,
starijih od 65 godina, kronicnih bolesnika i zdravstvenih radnika. Sastav cjepiva protiv sezonske
gripe promjenijiv je, a regulira ga WHO dije sastavnice kontinuirano prate cirkulaciju virusa u
svijetu na temelju ¢ega dva puta godiSnje izdaju preporuke za proizvodnju cjepiva za
nadolazecu sezonu. Osim cijepljenja, prevencija ovisi i 0 ponasanju pojedinca, pa se tako
zaraza i Sirenje virusa gripe moze smanijiti pravilnim i redovnim odrzavanjem higijene,

primjenom samoizolacije u slucaju simptoma i izbjegavanja bliskih kontakata s oboljelima.

Gripa se kroz ljudsku povijest pojavljivala kao pandemijska, zoonoti¢ka i redovno se
pojavljuje kao sezonska gripa. Zivotinjska gripa koja prijede na ¢ovjeka naziva se zoonoticka.
Primjer su pandemijska svinjska gripa, odnosno gripa koju uzrokuje virus tipa A podtipa HIN1
iz 2009. godine ili pti¢ja gripa uzrokovana virusom A(H5N1) koja se pojavila 1997. te rezultirala
milijunima infekcija na peradi i nekoliko stotina sluCajeva zaraze u ljudi (World Health
Organisation, 2018b). I sezonske i zoonoticke gripe mogu postati pandemijske, a u prosjeku
se pojavljuju jednom u 25 — 30 godina. Ipak, najvise novih pandemija, i gripe i drugih bolesti,
zoonotickog su podrijetla i posljedica transmisije patogena sa Zivotinje na ¢ovjeka (Madhav i

sur., 2017 prema Murphy, 1998; Woolhouse i Gowtage-Sequeira, 2005).

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 najveéi pandemijski potencijal. Podaci iz WHO iz 2017. godine govore da
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sezonska gripa godiSnje zarazi oko milijardu ljudi, usmrti do 650 000 ljudi diljem svijeta, od
kojih je do 72 000 samo u Europi. Otprilike 5 — 15% ukupne svjetske populacije zarazi se
gripom tijekom jedne sezone (WHO Regional Office for Europe, n.d.). 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 tijekom jedne sezone
pojavi vrhunac broja zarazenih, Cesto se tijekom godine pojavljuje vise vrhunaca (Wille i
Holmes, 2020).

U medicinskom casopisu Lancet 2019. godine objavljena je analiza priznata od strane WHO
provedena na temelju podataka 33 drzave koje Cine 57% svjetske populacije u razdoblju od
1999. do 2015. godine, Estimates of global seasonal influenza-associated respiratory mortality:
a modelling study. Analiza tako navodi da je stopa smrtnosti od gripe i respiratornih bolesti
povezanih s gripom najveca u ljudi starijih od 75 godina, Sto korelira s podacima americkog
CDC-a prema kojima oko 90% umrlih od gripe u SAD-u cCine stariji od 65 godina (Centres for
Disease Control and Prevention, 2019b). Takoder, prema spomenutoj analizi od ukupnog broja
umrlih 42% su mladi od 65 godina, dok CDC-evi podaci za SAD navode kako su 37% ukupno
hospitaliziranih mladi od 65 godina. Jedan od zakljuaka bio je i da je veci udio umrlih u
drzavama nizih i srednje nizih prihoda. Druga pak analiza, takoder iz 2019. godine, Globa/
mortality associated with seasonal influenza epidemics: New burden estimates and predictors
from the GLaMOR Project, obradila je podatke 31 drZave clanice WHO iz razdoblja 2002. do
2011., izuzevsi pandemiju iz 2009., pri ¢emu su krajnji zakljucci o smrtnosti u razlicitim dobnim
skupinama bili sli¢ni prethodnoj spomenutoj analizi te je iznijela prosjecnu stopu smrtnosti od
gripe koja iznosi 5.9 na 100 000 ljudi. Statisticki podaci stoga variraju ovisno o proucavanom
geografskom podrucju, razdoblju godine, tipu, podtipu i soju virusa gripe, ekonomskoj situaciji

te starosti proucavane populacije.



3. Virus gripe

Povijest otkriéa virusa gripe i put koji su znanstvenici prosli do njega sazeli su
Taubenberger i suradnici 2008. i Oldstone 2019. godine u svojim radovima. Prema njima
godina 1892. vazna je za sam zacCetak virologije — Dmitrii Ivanovski dokazao je da uzroc¢nik
mozaicne bolesti duhana infektivni, nevidljivi agens koji prolazi kroz filter nepropustan za
bakterije. Iste godine Richard Pfeiffer sa svojim timom otkriva novu bakteriju, Bacillus
influenzae, danas poznatu kao Haemophilus influenzae. Za nju su tvrdili da je uzrocnik
pandemije gripe koja se dogodila 1892. godine zato Sto je tada izolirana iz klinickih uzoraka
uzetih od teze oboljelih pacijenata. Ta je teorija dominirala i u razdoblju spanjolske gripe, no
tek se poslije otkrilo da B. influenzae nije bila uzrocnik same gripe, vec sekundarnih bakterijskih
pneumonijskih infekcija u ljudi oboljelih od gripe. Nakon sto je 1933. godine otkriven i izoliran
humani virus gripe tipa A, zapocet je razvoj prvih cjepiva i imunih seruma. Kratak vremenski
pregled kljucnih dogadaja za razumijevanje virusa gripe i razvoj cjepiva protiv gripe prikazan
je u tablici 1.

Tablica 1. Pregled kljucnih dogadaja u razvoju cjepiva protiv gripe (Oldstone, 2019.;
https://www.who.int/influenza/gip-anniversary/en/; https://www.historyofvaccines.org/)

Godina Zasluzni Dogadaj

1933. W. Smith, C. Andrewes, P. Laidlaw Izolacija humanog virusa gripe (tip A)

1940. T. Francis Izolacija virusa gripe tipa B
1941. G. Hirst Otkrice hemaglutinina
1945 T. Francis, J. Salk, G. Hirst, F. Razvoj inaktiviranog cjepiva protiv gripe
' Davenport, E. Kilbourne i dr. i njegova prva primjena
Prijedlog povezanosti humanog virusa
1967. H.G. Pereira 5
gripe i virusa ptiCjeg podrijetla
Otkrice strukture i funkcije
1981. J. Skehel, D. Wiley, 1. Wilson i dr.
hemaglutinina
Razvijeno Zivo oslabljelo cjepivo protiv
2003. tvrtka MedImmune
gripe i odobreno od FDA
Prvo odobreno virusno cjepivo protiv
2012. tvrtka Novartis gripe proizvedeno kulturom stanica

(Flucelvax)



https://www.who.int/influenza/gip-anniversary/en/
https://www.historyofvaccines.org/

Tri su tipa virusa gripe — A, B i 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
(Neuzil i Ortiz, 2016). Za razliku od tipova B i C koji vecinom djeluju na covjeka, virusom gripe
tipa A mogu se zaraziti i drugi sisavci, poput svinja te ptice (World Health Organisation, 2019).
Divlje morske ptice poput patki i galebova smatraju se primarnim domacinima virusa gripe tipa
A (Dimmock i sur., 2016; Wille i Holmes, 2020). Povremeno se dogodi prijelaz virusa gripe s
divljih ptica na perad, Sto moZe rezultirati zarazom Covjeka, a u konacnici i epidemijama

odnosno pandemijama gripe (Wille i Holmes, 2020).

3.1. Grada virusa i antigena karakterizacija

Virusi gripe su jednolancani, negativno uvijeni RNA virusi iz porodice Orthomyxoviridae.
Veé spomenuta tri tipa virusa gripe — A, B i C, medusobno se razlikuju, osim po domacinima i
virulentnosti, i po broju segmenata RNA te razlici u gradi proteina koji ¢ine vanjski omotac i
matriks. Tako virusi tipa A i 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 jos klasificiran u podtipove ovisno o
povrsSinskim glikoproteinima, odnosno razliCitim kombinacijama hemaglutinina (HA) i
neuraminidaze (NA) koji su ujedno odgovorni za njegova antigena svojstva i virulentnost
(Bouvier i Palese, 2011; James i Whitley, 2017; 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 (Wei i sur., 2020), od Cega tri HA i dva NA podtipa najéeS¢e uzrokuju epidemije.
RijeC je o podtipovima H1, H2 i H3 te N1 i N2 (Bouvier i Palese, 2011). Vrste tj. linije (eng.

lineages) virusa tipa B jesu B/Yamagata i B/Victoria.

Standardna nomenklatura virusa gripe sastoji se od vrste organizma iz kojeg je virus
izoliran (u slucaju da nije humanog podrijetla), lokacije na kojoj je virus izoliran, godine
izolacije te HA i NA podtipa u slucaju da je rijec o virusu gripe tipa A (Bouvier i Palese, 2011).
Tako bi oznaka za humani virus tipa A izoliranog u Kaliforniji pod brojem 7 2009. godine i
podtipa HIN1 bila A/Kalifornija/7/2009 (H1IN1).

Povrsina virusa gripe tipa A, tj. njegov vanjski omotac, prekriven je Siljastim proteinskim
strukturama (eng. spike proteins) koje su gradene od glikoproteina HA i NA. Glikoproteini HA
i NA, na kojima se nalaze glavni virusni epitopi koje ljudski organizam prepoznaje kao antigene,
zasluzni su za prianjanje za povrsinu stanice domacina i njezino napustanje. Osim glikoproteina

HA i NA, specifiéni viralni proteini virusa gripe tipa A joS su i proteini matriksa M1 i M2,



heterotrimerne RNA polimeraze, nukleoprotein NP i dva nestrukturna proteina NS1 i NS2.
Virusnu Cesticu okruzuje lipidni dvosloj ispod kojeg se nalazi protein M1. Protein M2 jest
transmembranski ionski kanal koji prolazi kroz lipidnu ovojnicu. Samo srediste virusa gripe jest
ribonukleoproteinski (RNP) kompleks koji se sastoji od segmenata RNA, nukleoproteina NP i
RNA polimeraze (James i Whitley, 2017; Kawaoka i Neumann, 2014). Prikaz opisane strukture

virusa gripe vidljiv je na slici 1.

Grada virusa gripe tipa B sli¢na je 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 omotac jest fuzionirani hemaglutinin-esteraza protein (HEF),
Cija funkcija odgovara funkciji glikoproteina HA i NA, a uz njega se u manjoj mjeri nalazi i
protein CM2 (Bouvier i Palese, 2011).

hemaglutinin (HA)

lipidna ovojnica

ionski kanal M2

ribonukleoprotein (RNP)

kapsida

neuraminidaza (NA)

Slika 1. Struktura virusa gripe.
(prilagodeno prema https://chromoscience.com/2020/05/04/the-influenza/)

Karakteristi¢na virusna genomska struktura, posebice njezina segmentiranost, omogucuje
antigeno skretanje (eng. antigenic drift) i antigenu izmjenu (eng. antigenic shift). Antigene
promjene i mutacije u genima za glikoproteine HA i NA omogucuju evoluciju i nastanak novih
sojeva virusa. Takvi virusni sojevi kojima su promijenjene antigene karakteristike mogu zaraziti
domacina cak i ako je domacin vec prethodno prebolio gripu i stekao imunitet, tj. posjeduje
protutijela koji bi u slu¢aju ponovnog kontakta s odredenim virusom gripe izazvali imunoloski
odgovor organizma. Stoga takav imunitet stecen nakon zaraze odredenim sojem virusa gripe

s vremenom postaje neucinkovit u obrani organizma od drugih sojeva virusa gripe (Dimmock


https://chromoscience.com/2020/05/04/the-influenza/

i sur., 2016; Neuzil i Oritz, 2016). Zbog toga postoji konstantna potreba za razvojem novih i
unaprjedenjem postojecih cjepiva, a joS je veca potreba za razvojem univerzalnog cjepiva

protiv gripe.

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 (eng.
reassortment), a dogada se u organizmu koji se istovremeno zarazi s dva virusa razlicitih
podtipova. Izmedu virusa tipa A i virusa tipa B ne dogada se medusobna preraspodijela
segmenata (Kawaoka i Neumann, 2014), a vijabilni virus novog podtipa nastat ¢e samo u
sluaju 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, posljedicno se moze dogoditi pandemija (Milian i Kamen,
2015). Na temelju genomske rekonstrukcije virusa A(H1N1) koji je uzrokovao tzv. Spanjolsku
gripu 1918. pretpostavlja se da je upravo antigena izmjena bila odgovorna za jedinstvenu
genomsku strukturu virusa koji se pamti kao jedan od najsmrtonosnijih u povijesti CovjeCanstva

(Bouvier i Palese, 2011). Mehanizam antigene izmjene prikazan je na slici 2.

. ANTIGENA IZMJENA
virus A

NA virusa A

HA virusa B
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Slika 2. Mehanizam preraspodjele virusnih RNA segmenata (antigena izmjena) koji se dogada
u stanici domadina prilikom dvostruke infekcije. Sklapanjem novih virusnih Cestica prilikom
takve dvostruke infekcije nastaju novi podtipovi virusa gripe. Na slici je prikazana dvostruka
infekcija virusima A i B pri ¢emu nastaje izmjenjeni virus C (prilagodeno prema Parker i sur.,
2016).



U slucaju antigenog skretanja radi se o ishodu fiksiranih mutacija, primjerice tockastih, u
genima za povrsinske glikoproteine HA i NA koje dovode do antigenih promjena. Takve
mutacije mogu rezultirati promjenom aminokiselinskog sastava, pri ¢emu je dovoljna promjena
samo nekoliko klju¢nih aminokiselina od kojih je graden hemaglutinin da bi se stvorila nova
antigena varijanta (Ziegler i sur., 2018). Primjer antigenog skretanja prikazan je na slici 3.
Antigeno skretanje i antigena izmjena u konacnici omogucuju prirodnu selekciju virusa samo
onih antigenih varijanti koje su u mogucnosti adaptirati se te izbjeéi imunosni odgovor

domadina i uzrokovati infekciju (Wille i Holmes, 2020).

ANTIGENO SKRETANJE

mutirani HA
NA NA I
\ \
/

mutacija u
genu za HA S
%

virus A virus B

Slika 3. Mehanizam antigenog skretanja. Fiksiranom mutacijom u genu za glikoprotein HA u
virusu A nastaje novi soj virusa (na slici virus B) s mutiranim HA (prilagodeno prema Parker i
sur., 2016).



4. Virusna cjepiva i cijepljenje

Cijeplienje se ubraja medu najucinkovitije medicinske metode u sprjecavanju bolesti i
smrtnih ishoda uzrokovanih virusnim infekcijama. Smatra se da je cijepljenje spasilo viSe Zivota
od bilo koje druge medicinske metode u posljednjih 50 godina te se nalazi medu temeljnim
razlozima za svjetsku demografsku tranziciju koja podrazumijeva produljenje prosjecnog
Zivotnog vijeka Covjeka, povecan udio starijih u drustvu, urbanizaciju, napustanje sela i razvoj
megagradova te smanjenje broja djece koja su umirala do 6. godine (Bloom i Lambert, 2016).
Zahvaljujudi cijepljenju, u potpunosti je istrijebljena bolest malih boginja, dok su neke druge,
poput djeéje paralize, na pragu istrebljenja. Ipak, mnoge virusne bolesti i dalje su prisutne i
predstavljaju problem za javno zdravstvo, uzrokuju teska oboljenja i smrt, pa i ekonomske
gubitke diljem svijeta. Vedina proizvedenih cjepiva namijenjena je djeci u sklopu programa
obaveznog cijeplienja, a mnoge su bolesti za Ciju se prevenciju proizvode cjepiva namijenjena

i odraslima, posebice rizicnim skupinama, medu kojima je gripa.

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). Antiviralna cjepiva razvijena su na nacin da u organizmu potaknu imunosni
odgovor u obliku specificnih proteinskih molekula (protutijela ili imunoglobulina) i specifi¢nih
stanica (T-limfocita) koje ¢e reagirati na ponovni susret s odredenim virusnim antigenom. Na
taj nacin osigurana je trajna zastita, tj. adaptivni imunitet, bez da je osoba preboljela bolest.
Kako bi to postigli, razvijene su te se i dalje razvijaju razlicite vrste antiviralnih cjepiva koje se
medusobno razlikuju po sastavu samog cjepiva o ¢emu ¢&e ovisiti i konacna imunogenost,
podnosljivost i ucinkovitost cjepiva. S obzirom na to da imunoloski sustav organizma reagira
na antigene u cjepivu, nije nuzno da njime u organizam unesemo cijelu virusnu Cesticu, veé
su za simulaciju imunoloSkog sustava putem cjepiva dovoljne samo molekule s antigenim

karakteristikama. Vrste virusnih cjepiva detaljnije Ce biti opisane u poglavlju 4.1.

Cijepljenje doprinosi izravno onima koji su primili cjepivo, ali i neizravno onima koji se nisu
cijepili, tako Sto se povecanjem udjela cijepliene populacije (procjepljenosti) stvara grupni
imunitet pa se smanjuje sveukupna izlozenost patogenima (Bloom i Lambert, 2016). Stoga
imunizacija svakog pojedinca uglavnom nije potrebna da bi se virus iz odredene populacije

eliminirao (Dimmock i sur., 2016).

Unatoc brojnim pozitivnim stranama cijepljenja, postoje i odredene nuspojave. Nuspojave
mogu biti lokalne i sistemske, pri ¢emu su lokalne one najcesce i pojavljuju se po nekoliko sati
nakon injekcije cjepiva (Centres for Disease Control and Prevention, 2019b). Lokalne su

nuspojave bol, oteenost i crvenilo na mijestu cijepljenja, a posljedica su nealergijskih
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imunoloskih  zbivanja. NeZeljene reakcije preosjetljivosti posredovane imunoloskim
mehanizmom, tj. alergijske reakcije mogu dovesti do anafilaksije, a mogu biti reakcija na
antigen, ostatke medija u kojima je proizveden antigen, stabilizator, konzervans i dr. (Ivkovi¢-
Jurekovi¢ i sur., 2019). Postoje i odredene kontraindikacije, kao Sto je alergija na odredeni
sastojak cjepiva, koje mogu biti specificne s obzirom na vrstu virusa protiv kojeg se cjepi te
stanja organizma u kojima treba biti oprezan, a u takvim slucajevima potreban je temeljit

pregled pojedinog pacijenta.

4.1. Vrste virusnih cjepiva

Najosnovnija podjela virusnih cjepiva jest na Ziva i neziva. Za razliku od Zivih cjepiva koja
sadrze cijelu virusnu Cesticu, neziva cjepiva, iako mogu sadrzavati cijelu virusnu Cesticu koja
je inaktivirana, sadrze manje dijelove virusa odnosno njegove podjedinice (Oxford Vaccine
Group, 2019a).

Slikoviti prikaz vrsta virusnih cjepiva vidljiv je na slici 4., a ona se s obzirom na izvo

antigena mogu podijeliti na:

Ziva oslabljena (atenuirana)
e inaktivirana
e podjedini¢na

e cjepiva na osnovi nukleinskih kiselina.

VEKTORI
CIJELE VIRUSNE CESTICE
L -
inaktivirana
LT » N\
S A, poDsEDINCE
%iva atenuirana L
LT,
N " r
=3 5\ Reray
‘P« Ve \~< T .
L' o . Y“‘
at 1__
g

IMUNOLOSKI ODGOVOR

Slika 4. Vrste virusnih cjepiva i nacin prezentacije antigena (prilagodeno prema Callaway, 2020).
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Prva ikad upotrebljena i proizvedena cjepiva bila su ziva viralna cjepiva koja su u sebi
sadrzavala oslabljenog (atenuiranog) uzroCnika bolesti. Takva su bila cjepiva zacetnika
cijepljenja Edwarda Jennera protiv malih boginja i Pasteurovo cjepivo protiv bjesnoce. Virus
koji se nalazi unutar Zivih cjepiva, odnosno Zzivih oslabljenih cjepiva, unato¢ oslabljenosti ima
mogucnost replikacije u domaéinu, pa posljedi¢no inducira imunosni odgovor u organizmu
(Ellebedy i Ahmed, 2015) osiguravajuéi dovoljnu koli¢inu antigena, zbog ¢ega se upotrebljavaju
manje koli¢ine cjepiva (Jiskoot i sur., 2019). Imunosni odgovor organizma na Zivo oslabljeno
cjepivo najslicniji je odgovoru organizma na prirodnu infekciju, Sto je najveca prednost takvih
cjepiva jer su na taj nacin aktivirani svi imunoloski aspekti potrebni za dugotrajan i efektivan
adaptivni imunitet (Dimmaock i sur., 2016). Stupanj atenuacije i geneticka stabilnost izrazito su
vazni s obzirom na to da postoji moguénost od reverzije u virulentan oblik (Dimmock i sur.,
2016; Rodrigues i sur., 2015), iako je takav dogadaj rijedak jer oslabljeni sojevi uglavhom
sadrze viSe mutacija (Jiskoot i sur., 2019). Stoga, zbog takvog rizika, slabije podnosljivosti i
izrazite imunogenosti Zivih oslabljenih cjepiva, taj oblik cjepiva ne preporucuje se za cijepljenje
imunokompromitiranih i djece slabijeg imuniteta. Virus koji se nalazi u cjepivu mora biti
oslabljen do te granice da primjena cjepiva nema znacajnih klinickih nuspojava te stimulira
efektivan i dugotrajan imunitet (Dimmock i sur., 2016), Sto se postize selekcijom mutantnih
sojeva koji pokazuju smanjenu virulenciju. Takvi mutantni sojevi dobivaju se, primjerice,
uzgojem virusa u nekoliko generacija u domadinu u kojem se inace slabije umnaza kako bi

smanjio sposobnost replikacije u humanim stanicama.

Inaktivirana cjepiva sadrze kemijskim ili fizikalnim postupcima unistenu virusnu Cesticu.
Za kemijsku inaktivaciju upotrebljavaju se formaldehid, glutaraldehid, B-propriolakton, a za
fizikalnu toplina ili iradijacija (Jiskoot i sur., 2019; Rodrigues i sur., 2015). Sam proces
inaktivacije ovisi o virusu te se sredstvo odnosno postupak inaktivacije odreduje empirijski
nastojeci dobiti nevirulentnu virusnu Cesticu koja e biti dovoljno imunogena. S obzirom na to
da je virusna Cestica inaktivirana i nema mogucnost replikacije, smanjena joj je imunogenost
Sto je najveci nedostatak u usporedbi s zivim oslabljenim cjepivima, pa se stoga cijepljenje s
inaktiviranim cjepivima Cesto primjenjuje u nekoliko doza i uz primjenu adjuvansa. Prednost
inaktiviranih cjepiva nad zivim oslabljenim cjepivima jest to Sto su stabilnija te se mogu
transportirati pri normalnim temperaturama za razliku od Zzivih oslabljenih ciji transport i
Cuvanje zahtijevaju primjenu hladnog lanca, Sto u odredenim dijelovima svijeta cesto
predstavija problem. Kod inaktiviranih cjepiva ne postoji moguc¢nost od kontaminacije
mikroorganizmima jer ¢e se procesom inaktivacije virusa unistiti i prisutni kontaminanti
(Dimmock i sur., 2016).
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Klasicna ili rekombinantna podjedini¢na cjepiva sadrze specificnu virusnu komponentu, tj.
fragment koji ima antigene karakteristike. Takva komponenta proteinske je strukture, a kljucno
je da sadrzi epitope koji ¢e u organizmu izazvati dovoljno snazan imunoloski odgovor bez
izazivanja infekcije. Samo cjepivo ne sadrzi geneticki materijal virusa. Kao i inaktivirana,
podjedini¢na cjepiva zahtijevaju dodatak adjuvansa u svrhu povecanja imunogenosti i
primjenu viSe doza te su sigurnija od Zivih oslabljenih cjepiva (Rodrigues i sur., 2015). Klasi¢na
podjedini¢na cjepiva dobivaju se izravnom izolacijom odredene virusne komponente iz samog
virusa koji razorimo deterdzentom ili dietil-eterom (Kumar i sur., 2015). Takva se cjepiva
nazivaju jos i fragmentirana (eng. sp/it) cjepiva (Gallo-Ramirez i sur., 2015). Metodama
genetickog inZenjerstva 80-ih godina proSloga stolje¢éa dobivena su rekombinantna
podjedini¢na cjepiva. Ona podrazumijevaju heterolognu ekspresiju virusnih proteina koji imaju
antigena svojstva unutar pogodnog ekspresijskog sustava sto moze biti kvasac Saccharomyces
cerevisiae, bakterija Escherichia coliili stanice ovarija kineskog hrcka (chinese hamster ovary
(CHO)) (Pujar i sur., 2015). Primjer su takvih rekombinantnih cjepiva tzv. virusu slicne Cestice,
odnosno VLP (od eng. virus-like particles), Cestice strukturno slicne virusu jer oponasaju
njegovu trodimenzionalnu strukturu, ali su neinfektivne i nemaju mogucnost replikacije zbog
manjka genetskog materijala. Razlikujemo VLP bez ovojnice i s ovojnicom (kompleksnije jer

sadrze lipidnu membranu) (Rodrigues i sur., 2016).

Peptidna cjepiva vrsta su podjedini¢nih cjepiva koja su otisla korak dalje od unosenja
samog virusnog antigena u organizam. S obzirom na to da su epitopi regije na antigenu na
koja se vezu protutijela ili B-stanice imunoloskog sustava, peptidna se cjepiva temelje na
aminokiselinskim sekvencama, tj. peptidima koja su ustvari imunogeni epitopi, a u organizam
se unose s pomocu nosaca ili adjuvansa te izazivaju snazan imunoloski odgovor (Jiskoot i sur.,
2019).

Cjepiva na bazi nukleinskih kiselina, ¢esto spomenuta i kao vektorska cjepiva, u principu su
srodna podjedini¢nim cjepivima jer cjepivo sadrzi geneti¢ki materijal Cijom ekspresijom nastaje
virusna komponenta odgovorna za izazivanje imunosnog odgovora u organizmu, ali upravo
geneti¢ki materijal u sastavu cijepiva odvaja tu vrstu cjepiva od podjedinicnih. Geneticki
materijal jest plazmidni vektor, koji moZe biti DNA ili RNA, u koji je instertiran gen koji kodira
za Zeljeni antigen ili viSe njih. Glavni nedostaci takvih cjepiva jesu slaba imunogenost, pa ona
zahtijevaju dodatak adjuvansa, moguca integracija DNA u genom domadina, nedovoljna
istrazenost dugorocnih ucinaka na organizam te slaba doprema. S pozitivne strane, takva su
cjepiva relativno stabilne formulacije prilikom ¢uvanja i transporta, lako se proizvode u velikom

mijerilu te induciraju i humoralni i stani¢ni imunosni odgovor (Jiskoot i sur., 2019). RNA,
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odnosno mRNA, cjepiva imaju velik potencijal za razvoj brzih i u¢inkovitih cjepiva. Kako navode

Pardi i suradnici (2018), mRNA je minimalan geneticki vektor — siguran i bez rizika od nastanka

infekcije ili insercijske mutageneze. Modifikacije na mRNA dodatno ju stabiliziraju, poveéavaju

njezinu translativnost, a formulacija uz molekulske nosate omogucuje ucinkovitu dopremu

mRNA do ribosoma u citosolu i brzu ekspresiju. I za DNA i mRNA cjepiva najvedi je izazov

postic¢i ucinkovitu /n vivo dopremu do ciljnog mjesta u stanici. Dok za DNA mora proci

citoplazmatsku i jezgrinu membranu da bi se u jezgri transkribirala, mRNA je spremna za

translaciju pa je njezino ciljno mjesto endoplazmatski retikulum i ribosomi u citosolu. Zbog

toga, i zbog nemogucnosti integracije u genom domacina, mRNA cjepiva imaju veéi potencijal

za razvoj sigurnog i ucinkovitog cjepiva od DNA cjepiva (Zhang i sur., 2019). Zbog prolaska

citoplazmatske i jezgrine membrane nuzno je da nosa¢i molekula nukleinskih kiselina u

cjepivima budu liposomnog karaktera.

Tablica 2. Sazeti prikaz razliCitih vrsta virusnih cjepiva.

imunosni odgovor.

hladni lanac.

Vrsta cjepiva Specificnost Prednosti Nedostaci Primjeri
Ne zahtijeva Moguca reverzija oslabljenog
Spontano ili primjenu oblika u infektivni oblik i MMR cjepivo
%ivo oslabljeno ciljano |z.m]e.nJen| aqjuvansa. Dobra |za2|v_anJe bolesti. Neppgodan (protiv ospl.ca,
(mutirani) imunogenost. za imunokompromitirane. rubeole i
sojevi virusa Osigurava jak Transport i Cuvanje zahtijevaju zausnjaka)

Termicki ili

Slaba imunogenost. Zahtjeva

Skuplja proizvodnja.

N Neinfekti . . i ipa i djecj
Inaktivirano kemijski unistene en e_tlvnost primjenu adjuvansa. gripat d_]eqa
. . Stabilnost. o v paraliza
virusne Cestice Cijepljenje u vise doza.
Neinfektivhost.
ilnost. VLP cjepi
it?bl ost Slaba imunogenost. Zahtjeva . qeplv_a_
. ... | Procisenost. Mala o . protiv hepatitisa
T Imunogeni dijelovi , primjenu adjuvansa. .
Podjedinicno . mogucnost od . v . B i humanog
virusa . Cijepljenje u vise doza. Skuplja . .
nuspojava. roizvodnia papiloma virusa
Proizvodnja u P Ja. (HPV)
kvascima.
o Ulazi u stanice L . . HIV, EBOLA,
Pomocni virus kao . . Poticanje imunosti protiv
] o domacina, ali se , . COVID-19
Virusno nositelj gena . pomocnog virusa.
. ne umnozava. L (sve na
vektorsko imunogena . . Nema odobrenih cjepiva za -y
atoaenog virusa Brzo se proizvodi. liude klinickom
patogenog Prirodni adjuvans. Juce. ispitivanju)
Ciepivo na Neinfektivhost. Mogugs(;nmtzg;::;?nzNA ! mRNA cjepivo
Jepo DNA ili mRNA Dobra genor ) protiv
osnovi . ) i Slaba imunogenost.
L virusnog antigena procisCenost. . v . COVID-19
nukleinskih o . . Nestabilnost. Nuzna primjena Ly
- ili epitopa Proizvodnja u . ; y (Klinicko
kiselina . adjuvansa i nosaca/vektora. R
bakterijama. ispitivanje)

Ekspresija antigena moze se postici i primjenom viralnih vektora. Princip takve imunizacije

jest da rekombinantnim virusom tj. viralnim vektorom, u kojem je kloniran gen za Zeljeni
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antigen, zarazimo domacina. Replikacijom rekombinantnog virusa unutar domacina eksprimira
se zeljeni antigen koji izaziva imunoloski odgovor. Ovakav tip cjepiva u stvari je vrsta zivih
virusnih cjepiva s obzirom da unosom cjepiva unosimo zivu, replicirajuéu virusnu Cesticu. Ipak,
Ziva rekombinantna cjepiva joS su u razvoju, a najistrazeniji je princip imunizacije pomocu
adenovirusa kao virusnog vektora (Milian i Kamen, 2015). Nuspojave ovakvog virusnog
vektorskog cjepiva mogu biti nepredvidive, pa je sigurnost ovakvog tipa cjepiva za ljudsku
primjenu i dalje pod istrazivanjem. Prednost je pak Sto takva cjepiva ne zahtijevaju primjenu
adjuvansa i Sto takvi viralni vektori imaju potencijal za stvaranje velike koli¢ine antigena
(Pinschewer, 2017). Bottomley i sur. (2016) napominju kako je vecina ljudi ve¢ bila u doticaju
s adenovirusom i posjeduje neutraliziraju¢a protutijela pa bi njegova primjena kao viralnog

vektora mogla biti ograni¢ena. Sve opisane vrste virusnih cjepiva sazete su u tablici 2.

Svako pojedinacno cjepivo protiv odredene bolesti moze se primijeniti s nekim drugim
cjepivom, pa tako postoje kombinirana te polivalentna cjepiva. Kombinirana cjepiva praksa su
vec desetlje¢ima jer se na taj nacin smanjuje broj ukupnih doza cjepiva koje pojedinac mora
primiti. Primjer je takozvano ,6ul® DTaP-IPV-HiB-hep B kombinirano cjepivo protiv difterije,
tetanusa, pertusisa, djeCje paralize, H. influenzae tipa B i hepatitisa koji se, prema podacima
Zavoda za javno zdravstvo i prema kalendaru cijepljenja u Republici Hrvatskoj, daje u tri doze
(djeci s navrsena dva mjeseca zivota, nakon dva mjeseca i u drugoj godini zivota) (Hrvatski
zavod za javno zdravstvo, 2019). Polivalentna cjepiva sadrze viSe sojeva istog antigena, tj.
virusa, kao Sto je kvadrivalentno cjepivo protiv gripe koje stiti protiv podtipova A(H1N1),
A(H3NZ2) i dvije vrste virusa tipa B (Centres for Disease Control and Prevention, 2020).

4.2. Sastav virusnih cjepiva

Kako bi konacno cjepivo bilo stabilno i ucinkovito, osim izvora antigena, cjepivo mora
sadrzavati i tvari poput adjuvansa, konzervansa i stabilizatora. Konacan sastav cjepiva ovisit
e ponajprije o kompleksnosti samog antigena, ali i o obliku cjepiva, tj. nacinu unosenja cjepiva
u organizam. Vecina cjepiva unosi se u obliku tekuéine intramuskularno ili supkutano (pod
kozu) iglom. Drugi nacin jest unos cjepiva mukoznim tkivom kao Sto je oralan, intranazalni i
intravaginalni unos, no takve su formulacije jos u razvoju. Osim tekudih cjepiva, postoje i suho-

smrznuti oblici (Jiskoot i sur., 2019).

Adjuvansi su imunostimulirajuce tvari Cija je svrha povecati ucinkovitost samog cjepiva
pojacavajuci imunosni odgovor na antigenu komponentu cjepiva (Jiskoot i sur., 2019; Priddy i

Middaugh, 2015). Ne primjenjuju se za Ziva oslabljena cjepiva. Antigen se ili veZe na molekulu
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adjuvansa ili s njom tvori emulziju (ako je rije¢ o adjuvansu na bazi ulja) (Dimmock i sur.,
2016). Zbog lokalnih reakcija koje izazivaju, mnogi otkriveni adjuvansi nisu dopusteni za
ljudsku primjenu, dok su dopusteni koloidne aluminijeve soli (hidroksidi, fosfati) te MF59 (ulje

skvalena) (Dimmock i sur., 2016) i od novijih monofosforil-lipid A (Jiskoot i sur., 2019).

Konzervansi, poput formaldehida i derivata fenola, dodaju se u cjepiva, najcesce
multidozna, kako bi sprijecili rast bakterija i gljivica. Prema podacima WHO koli¢ina
formaldehida u cjepivima nekoliko je stotina puta manja od koli¢ine poznate da Steti ljudima
(World Health Organisation, n.d.).

Buduci da je put od proizvodaca do krajnjeg pojedinca koji prima cjepivo dug, nuzno je
osigurati stabilnu formulaciju koja odrzava nativnu bioloSku strukturu antigena i njegovu
imunogenost. Nakon Sto se odredi stabilni oblik antigena, odreduju se fizikalni i kemijski uvjeti
u kojima Ce takav i ostati (Priddy i Middaugh, 2015). Stoga se u cjepivu nalaze stabilizirajuce
tvari koje odrzavaju odredenu pH-vrijednost, ionsku snagu i redoks-potencijal. Zbog Cuvanja
cjepiva na niskim temperaturama pozeljne su i termostabilne formulacije, odnosno termalni
stabilizatori kao Sto su anti-freezing agensi koji sprjeCavaju agregaciju aluminijevih soli (koje
su dodane kao adjuvansi) pri niskim temperaturama (Pelliccia i sur., 2016). Neki su od
stabilizirajuéih agenasa MgCl,, MgSO, laktoza-sorbitol i sorbitol-Zelatina (World Health
Organisation, n.d.).

U nekim cjepivima mogu se pronaci antibiotici u tragovima koji su upotrebljavani za
sprjeCavanje bakterijskih kontaminacija te za selekciju transformanata tijekom proizvodnje
rekombinantnih cjepiva. Antibiotici koji uglavnhom izazivaju alergije, poput penicilina, ne
upotrebljavaju se u procesu proizvodnje. U tragovima se mogu pronaci i proteini jajeta
(ovalbumin) ako je cjepivo proizvedeno u kokoSjim jajima te proteini kvasca u slucaju

proizvodnje cjepiva s pomocu kvasaca (Oxford Vaccine Group, 2019b).

4.3. Proizvodnja virusnih cjepiva

Poput svakog biotehnoloskog procesa, proizvodnja virusnog cjepiva sastoji se od upstream
i downstream procesa. Proizvodni procesi ovise o vrsti cjepiva, tj. antigena, a glavni cilj jest
proizvesti sigurno i ucinkovito cjepivo. Tri su glavne faze proizvodnje. Prva faza je uzvodni
postupak (eng. upstream processing), Sto ukljuCuje pripremu supstraza za proizvodnju
antigena kao i sam tijek proizvodnje istog. Nizvodni postupak ili prociS¢avanje (eng.
downstream processing) druga je faza u biotehnoloskoj proizvodniji virusnih cjepiva, a sastoji
se od tehnoloskih operacija za izdvajanje proizvedenog antigena iz supstrata. Konacan korak
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je formulacija proizvoda i testiranje njegove aktivnosti (Jiskoot i sur., 2019; Wen i sur., 2015).
Vazni parametri ovih postupaka su: tip cjepiva koji se proizvodi, virusni soj, ekspresijski sustav,

supstrat za uzgoj (medij), nacin kultivacije i mjerilo proizvodnie.

Bududi da se virusi ne mogu replicirati izvan Zivog organizma, da bi proizveli njihovu veliku
koli¢inu, virus mora inficirati domacina. Tako je prvo masivno proizvedeno cjepivo bilo cjepivo
Edwarda Jennera protiv malih boginja uzgojeno na kozi Zivih Zivotinja, a slijedilo ga je cjepivo
protiv zausSnjaka proizvedeno na pripravcima od ledne mozdine. Godine 1935. prvi su put
znanstvenici iskoristili SPF jaja te proizveli cjepiva protiv Zute groznice i gripe. Otkri¢e stanicnih
kultura odnosno /n vitro kultivacije Zivotinjskih stanica omogudilo je ucinkovitiju proizvodnju
cjepiva ponajprije zbog vece mikrobioloske Cistoce i kvalitete. Uslijedio je prvi odobreni
proizvod dobiven /n vitro kultivacijom zivotinjskih stanica za ljudsku primjenu, i to cjepivo protiv
djecje paralize uzgojeno na primarnoj kulturi stanica bubrega majmuna 1954. godine (Griffiths,
2007). Poliovirus koji se nalazi u cjepivu protiv djecje paralize godinama prije odobrenja prvog
cjepiva uzgajan je na razlicitim zivotinjskim tkivima poput ledne mozdine majmuna, mozdanog
i misi¢nog tkiva ljudskog embrija, no svi prijasnji pokusaji nisu davali sigurno i ucinkovito
cjepivo (History of Vaccines, 2018) Prve takve stanicne kulture upotrebljivane u svrhu
proizvodnje virusnih cjepiva bile su primarne, zatim su se razvile humane diploidne stani¢ne
linije, dok je vrhunac postignut razvojem kontinuiranih (imortaliziranih) stanicnih linija (Gallo—
Ramirez, 2015; Robinson, 2016). Primarne stanicne kulture direktno su prenijete iz Zivog tkiva
u laboratorijske uvjete bez supkultivacije, no bile su nepogodne za uzgoj virusa jer se takve
kulture sastoje od razliCitih tipova stanica. Stoga su za ujednaceniju proizvodnju razvijene
stanicne linije koje su sadrzavale samo jedan tip stanica. Danas upotrebljivane stanicne linije
uglavnom su humanog/animalnog podrijetla, a u primjeni su i kulture stanica insekata (Gallo—

Ramirez i sur., 2015).

Uobicajena metoda proizvodnje cjepiva s pomoc¢u SPF jaja zapocinje inokulacijom ciljanog
virusa u oplodeno jaje staro 10-11 dana, pri ¢emu upotrebljena vrsta virusa mora imati dobru
mogucnost replikacije u tkivu pile¢eg embrija. Nakon nekoliko dana inkubacije (48 — 72 h) uz
kontroliranu temperaturu i vlaznost zraka slijedi prikupljanje virusa te daljnji procesi
prociS¢avanja i formulacija cjepiva (Robinson, 2016). Nizvodni postupak u proizvodnji
inaktiviranih i fragmentiranih podjedinicnih cjepiva podrazumijeva post-tretman inaktivacije,
odnosno razlaganja virusne destice na podijedinice. Ziva oslabliena cjepiva tako imaju
zahtjevniji uzvodni postupak (zbog pripreme i selekcije oslabljenog soja), dok je nizvodno
procesiranje minimalano te je konacan proizvod nestabilniji i zahtijeva ¢uvanje u zamrznutom
obliku (Robinson, 2016).
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Iako se takva proizvodnja /n ovo upotrebljava i danas, mnogo je njenih nedostataka. Za
dobivanje SPF jaja uzgajaju se posebne kokoSi nesilice, a cijeli postupak uzgoja je prilicno
skup, pa i rizi¢an, jer zahtjeva visoku Cistocu uzgajalista (sterilan zrak, sterilna hrana) te
posebne uvjete skladistenja jaja. Proizvodnja cjepiva s pomocu SPF jaja smatra se
neprikladnom zbog nesklada u potrebama i dostupnosti istih, narocito u slucajevima
pandemije. Osim toga, problem je i u mogudim alergijama na rezidualne proteine jajeta,
kontroli velike koli¢ine SPF jaja te duljem vremenu proizvodnje. Manjkavosti takve vrste
proizvodnje smatraju se razlogom za mnoge nepovoljne reakcije pacijenata i oko 79 000
smrtnih slu¢ajeva u sezoni gripe 2017./2018. (Mirasol, 2019). Stoga, kao brza i ucinkovitija
tehnoloska alternativa upotrebljava se kultivacija virusa u kulturama Zzivotinjskih stanicama.
Osim jednostavnijeg scale-upa, vece reproducibilnosti, mogucnosti za brzi odgovor na
potencijalne pandemije, takve tehnologije bazirane na stani¢nim kulturama doprinose i
smanjenju cijene ukupne proizvodnje te su minimalizirale kontaminacije. Ukratko, smatra se
da proizvodnja s pomocu stani¢nih kultura proizvodacima omogucéava da u kracem vremenu

proizvedu vece koli¢ine cjepiva (Milian i Kamen, 2015).

Proizvodnja cjepiva koriStenjem kulture stanica sastoji se od dvije faze: ekspanzije stanica
i proizvodnje virusa. Ekspanzija stanica odvija se u propagatorima u mediju prilagodenom za
rast staniCne biomase Sarznim ili perfuzijskim postupkom. Druga faza zapocinje infekcijom
stani¢ne biomase virusom i nastavlja se kao faza proizvodnje virusnih Cestica. Stanicne linije
koje se upotrebljavaju u proizvodnji cjepiva uglavnom su adherentne i zahtijevaju ¢vrstu
povrSinu za rast i razmnoZavanje, pa stoga obje faze proizvodnje u velikom mijerilu i u
bioreaktorima s mehanickim mijeSalima zahtijevaju primjenu mikronosa¢a. U manjim
industrijskim i laboratorijskim mjerilima umjesto bioreaktora s mehanickim mijeSalom i
mikronosaca upotrebljavaju se rofer boce i T-boce (Pujar i sur., 2016). Sto se ti¢e proizvodnje
u velikom mijerilu, najées¢e se proces vodi kao diskontinuirani Sarzni u bioreaktorima s
mehanickim mijesalima (stirred-tank bioreactor, STR). Sarzni procesi u ¢e$¢oj su uporabi od
kontinuiranih zbog vecih viralnih prinosa i bolje stabilnosti virusnih Cestica. U bioreaktoru nuzno
je posti¢i minimalne sile smicanja i omoguditi visoke stupnjeve prijenosa kisika (oxygene
transfer rate, OTR) (Gallo-Ramirez i sur., 2015). Iako je vecina stani¢nih linija adherentna,
postoje i u razvoju su suspenzijske stanice koje ne zahtijevaju mikronosace, pa su mnogo bolji
izbor za industrijsku proizvodnju zbog lakSeg vodenja i regulacije. Nedostaci primjene
mikronosaca jesu njihova cijena, problemi s odlaganjem otpada, potreba za visokom
koncentracijom stanica, a u sluaju da se upotrebljava serum-free medij, potrebni su
rekombinantni adhezijski faktori zbog slabog prijanjanja stanica na mikronosace u takvom
mediju (Gallo—Ramirez i sur., 2015).
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Nizvodni postupak u procesu proizvodnje cjepiva s pomocu stanicnih linija sastoji se od
uklanjanja stanica, ostataka razorenih stanica i mikronosaca, uglavnom dubinskom filtracijom
i centrifugiranjem te membranskom filtracijom (Kalbfuss-Zimmermann i Reichl, 2016). Uz
stanice i njihove ostatke nuzno je i uklanjanje stanicne DNA, Sto se postize kromatografijom
(Kramberger i sur., 2015). Zatim slijedi prociS¢avanje antigena kromatografskim tehnikama
(poput ionske izmjene i biospecificne kromatografije) te krajnje formulacije proizvoda i njegove
analize. Naravno, navedeni postupci moraju biti provedeni u sterilnim uvjetima. Detaljniji opis
biotehnoloskog procesa proizvodnje cjepiva u stanicnoj kulturi na primjeru cjepiva protiv gripe
bit ¢e opisan u poglavlju 5. Najveci prinosi u takvim procesima postizu se odabirom ispravne
stanicne linije i njegovim provodenjem pri optimalnim parametrima (temperatura, pH,

koncentracija otopljenog kisika, sastav medija,...) (Gallo-Ramirez i sur., 2015).

Nadalje, rekombinantna podjedinic¢na cjepiva, u koja se ubrajaju i VLP cjepiva, proizvode
se fermentacijskim postupcima s pomocu heterolognih domacina koji mogu biti bakterije i
kvasci te stanicne linije insekata i sisavaca (Kalbfuss-Zimmermann i Reichl, 2016). Najveci
izazov pri proizvodnji podjedini¢nih cjepiva jest prepoznati koji to¢no antigeni najbolje
induciraju imunitet (Rodrigues i sur., 2015 prema Levine i sur., 1997). Uz identifikaciju
odgovarajuéeg antigena nuzno je i identificirati gene koji kodiraju za iste. Odabrani geni
kloniraju se u odgovarajuéi vektor kojim zatim transformiramo ili transficiramo stanice
odgovarajuéeg ekspresijskog sustava (Jeffs, 2007). Stanice u kojima se nalazi zeljeni klonirani
gen uzgajaju se uz primjenu odgovarajuéih bioprocesnih parametara u svrhu proizvodnje
antigena koji se prociS¢ava te upotrebljava u formulaciji konacnog proizvoda. Tijekom
proizvodnje pozeljno je da se eksprimirani proteini, tj. virusne podjedinice ili peptidi izlu¢uju
ekstracelularno, odnosno u medij, Sto olakSava cjelokupno nizvodno procesiranje. U slucaju
intracelularnog nakupljanja antigena potrebno je lizirati stanice, a postupak liziranja
jednostavniji je pri uporabi stanicnih kultura sisavaca nego bakterija kao ekspresijskog sustava
(Kalbfuss-Zimmermann i Reichl, 2016). Jedna od mogucih tehnoloskih prednosti rekombinantih
cjepiva jest moguénost ugradnje odgovarajuce sekvence, tj. biljega (eng. tag) u vektor, uz
sekvencu za zeljeni antigen. Ekspresijom biljega nastaje slijed aminokiselina koji ne utje¢e na
antigena svojstva, ali za koji postoje specificna protutijela koja se mogu iskoristiti u
biospecificnoj kromatografiji, pa je na taj nacin olakSano prociséavanje samog antigena.

Peptidna cjepiva mogu se proizvoditi tehnologijom rDNA postupcima koji slice proizvodnii

opisanih rekombinantnih cjepiva te sintetickim, tj. kemijskim putem (Soema i sur., 2015).

Najvazniji korak u proizvodnji vektorskih cjepiva jest konstrukcija plazmidnog vektora.

Konstruirani plazmidni vektor mora imati mogucnost replikacije u £. col/ii uspjesnu transkripciju
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Zeljenih gena u transficiranim stanicama. Kako bi izbjegli replikaciju plazmida u stanicama
sisavaca, plazmid sadrzi ishodiSte replikacije specificno za E£. colj, a integracija u genom
domacina izbjegava se uporabom kruznih i superuvijenih plazmida Cije sekvence dokazano ne
smiju imati nikakve nenamjerne homologije s genomom domacina (Chartrain, 2016). Takve
transformirane stanice E. coli uzgajaju se u bioreaktorima osiguravajuéi im optimalne
koncentracije nutrijenata i kisika u svrhu dobivanja velike koli¢ine plazmida. Kako bi osigurali
ucinkovitu dopremu plazmida do ribosoma u citoplazmi stanica, cjepivo se formulira koristeci

se lipidnim ili polimernim nanonosacima koji ga Stite od degradacije (Jiskoot i sur., 2019).

Ciljevi su nizvodnog postupka, o kojoj god proizvodnoj tehnologiji je rije¢, uklanjanje
stanicnih necistoéa (proteina, DNA, RNA, lipida) te procesnih ostataka, oCuvanje antigene
strukture i stvaranje formulacije koja ¢e omoguciti stabilnu okolinu u kojoj e se cjepivo Cuvati
minimalno dvije godine (Pujar i sur., 2016). Krajnji proizvod, osim Sto mora biti zdravstveno
siguran Sto je klinicki ispitano, mora biti i prilagoden krajnjem potroSacu, odnosno pojedincu
koji ¢e primiti cjepivo, a cijeli proces proizvodnje rigorozno je kontroliran. Sigurnost cjepiva
provjerava se u svim stupnjevima njegova razvoja i proizvodnje, pa i hakon Sto cjepivo odobre

regulatorne institucije te se uvede u primjenu (Salmon i Halsey, 2016).

Spomenuti proizvodni procesi ubrajaju se medu najrasirenije industrijske procese, no zbog
konstante potrebe za razvojem novih i unaprjedenjem postojecih cjepiva postoje i mnogi drugi
tehnoloski pristupi koji su jos u fazi istrazivanja. Neki su od suvremenih biotehnoloskih dosega
u proizvodniji cjepiva tako transgene Zivotinje te uporaba gljiva, algi i biljki kao ekspresijskih
sustava (Rabindran i Yusibov, 2016). Biljke, alge i gljive kao ekspresijski sustavi u proizvodnji
cjepiva posebno su pogodne jer se pomocu njih mogu razviti jestiva cjepiva. Jestiva cjepiva
spadaju u nove nacine unosa cjepiva pa se istrazuje mogucnost njihove primjene, a osim
spomenutih, potencijal u razvoju jestivih cjepiva imaju i bakterije mlijecne kiseline. Uporabom
navedenih ekspresijskih sustava minimaliziramo nizvodna procesiranja, osiguravamo dobru
raspolozivost antigena, lakSe Cuvanje i logistiku samog cjepiva, a osim u svjezim oblicima,
mogucée je i koristenje liofiliziranih oblika takvih proizvoda (Criscuolo i sur., 2019). U
buducnosti, za razvoj ucinkovitijih cjepiva pozeljne su i nove vrste adjuvansa, a Wei i suradnici
(2020) spominju neke koji su u fazi klinickog ispitivanja. RijeC je o adjuvansima na bazi

saponina, polisaharidima i glikolipidima.
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5. Proizvodnja cjepiva protiv gripe

Cjepiva protiv gripe upotrebljavaju se ve¢ visSe od 70 godina. Nakon Sto je 40-ih godina
prosloga stolje¢a razvijeno prvo cjepivo protiv gripe, i to kao bivalentno cjepivo koje je
sadrzavalo virus tipa A i B, 1952. godine stvorena je prva organizacija koja je sve do danas
odgovorna za nadzor Sirenja gripe i uzorcnih sojeva virusa (Barberis i sur., 2016). Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS) djeluje u sklopu WHO i zaduZeno je da
u suradnji s medicinsko-dijagnostickim laboratorijima diljem svijeta kontrolira i prati pojavu
gripe i njezino kretanje. Upravo je uloga GISRS-a da dva puta godiSnje na temelju uvida u
laboratorijske rezultate daje preporuke proizvodacima o virusnim sojevima koji bi se trebal

nadi u sastavu cjepiva za nadolazecu sezonu.

Zbog dogadaja opisanih u poglavlju 3.1. koji se zbivaju na razini genoma virusa gripe,
virusi gripe konstantno mijenjaju antigena svojstva. Tako je najveci izazov u proizvodnii cjepiva
protiv gripe na vrijeme proizvesti cjepivo koje Ce sadrzavati one antigene koji ¢e u nadolazecoj

sezoni gripe, ili u slu¢aju pojave pandemije, pruziti maksimalnu zastitu.

Zastita protiv infekcije virusom gripe postignuta je kroz imunoloski odgovor organizma
u obliku neutralizirajucih protutijela koja reagiraju na glikoprotein HA i sprjeCavaju infekciju.
Stoga je HA glavni antigen na kojem se temelji vecina cjepiva protiv gripe. Neutralizirajuéa
protutijela specificna su za pojedini soj virusa gripe. Dakle, dogodi li se antigeno skretanje, tj.
promjena na antigenim mjestima, specificno na globularnoj glavi koja pripada podjedinici HA1
(Wong i Webby, 2013), prethodno steceni imunitet, odnosno neutralizirajuca protutijela
zaostala u tijelu nakon infekcije ili cijepljenja nece biti ucinkovita u zastiti organizma od
infekcije izmjenjenim sojem virusa. Protutijela protiv HA dijele se na ona koja reagiraju s
domenom globularne glave i ona koja reagiraju na domenu stapke (eng. stalk) (Soema i sur.,
2015). Znacajno je da je stapka stabilnija od globularne glave koja je jako varijabilna. Domena
stapke pripada podjedinici HA2. Pojednostavljeni prikaz HA vidljiv je na slici 5.

S druge strane, protutijela koja reagiraju na NA, drugi najvazniji protein virusa gripe,
ne preveniraju virusnu infekciju, ali ¢e smanijiti oslobadanje i Sirenje virusa (Kawaoka i
Neumann, 2014). Stoga kolicina HA u licenciranim cjepivima mora biti to¢no odredena i
standardizirana, dok koli¢ina NA moZe ovisiti 0 sastavu cjepiva i tehnoloSkom procesu (Wei i
sur., 2020). Proteini M2 i NP takoder imaju antigena svojstva i vazni su za replikaciju virusa,
no imunoloska reakcija u obliku protutijela na navedene proteine ne moze neutralizirati virus
(Wong i Webby, 2013).
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tj. stalk domena.

Slika 5. Strukturni prikaz hemaglutinina (prilagodeno prema Pica i Palese, 2013).

Rajaram i suradnici (2020) istiCu tri razloga zbog kojih trenutacno proizvedena cjepiva
ne pruzaju potpunu zastitu. To su nepodudaranje virusnih sojeva u cjepivu i u populaciji,
karakteristike ljudskog imuniteta i adaptacija virusa na jaja. Adaptacija virusa na jaja
podrazumijeva antigene promjene koje su se dogodile tijekom kultivacije virusa u kokosjim
jajima. Stanice sisavaca i stanice ptica imaju razliCite povrSinske receptore, a s obzirom da
tijekom proizvodnje virusnih Cestica stanice ptica inficiramo virusom prilagodenim na infekciju
stanica sisavaca, on se mora adaptirati na nove receptore. Prilikom adaptacije mogu se
dogoditi promjene antigenih karakteristika virusa zbog kojih ¢e takvo cjepivo biti manje

ucinkovito.

Cjepiva protiv gripe dostupna su u obliku inaktiviranog i Zivog oslabljelog cjepiva.
Inaktivirana cjepiva mogu biti u obliku cijelog virusa, podjedini¢na i fragmentirana cjepiva.
Trenutacno su dostupna trovalentna i Cetverovalentna cjepiva. Inaktivirana cjepiva proizvode
se kao trovalentna i Cetverovalentna, dok su Ziva oslabljena iskljuivo Cetverovalentna
(Rajaram i sur., 2020). Trovalentna cjepiva sadrze selekcionirane sojeve podtipova A(HIN1) i
A(H3N2) te po jedan soj virusa tipa B. Cetverovalentna u svom sastavu sadrze obje linije virusa
tipa B (Maletic Neuzil i Ortiz, 2016).

Sama proizvodnja je zahtjevna jer nakon Sto WHO objavi preporuke za sastav cjepiva
na jednoj zemljinoj polutci, proizvodaci imaju 6 mjeseci da proizvedu oko 500 milijuna doza

cjepiva (Milian i Kamen, 2015; Wei i sur., 2020). U slucaju pandemije isto bi cjepivo trebalo
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biti spremno u roku od nekoliko tjedana (Gallo—Ramirez i sur., 2015). Stoga je vremenska
ogranicenost jedan od najvecih izazova u proizvodnji cjepiva protiv gripe. Povecana potraznja
za cjepivima protiv gripe i mogucnost pojave pandemije tako stvaraju pritisak na biotehnolosku

industriju za razvoj novih, brzih i ucinkovitijih proizvodnih tehnologija.

Nakon objave preporuka WHO, pocetan korak proizvodnje jest prikupiti ili konstruirati
ishodiSne virusne sojeve koji ¢e se distribuirati proizvodacima diljem svijeta kako bi antigeni
sastav cjepiva bio ujednacen (Milian i Kamen, 2015). Preporuceni, tj. potencijalni virusni sojevi
izoliraju se iz klinickih uzoraka te se provjerava njihov rast u jajima, a u slucaju slabog rasta,
virus prolazi kroz tzv. antigenu izmjenu. Radi se 0 mehanizmu preraspodjele RNA segmenata
opisanom u poglavlju 3.1. Potencijalnim virusom zarazi se jaje zajedno s ,donorskim™ sojem
virusa koji ima svojstvo dobrog rasta u jajima. Medusobnom preraspodjelom virusnih
segmenata izmedu dva virusa nastat ¢e novi virusi medu kojima se izolira onaj koji ima svojstvo
dobrog rasta u jajima i posjeduje antigene karakteristike koje odgovaraju preporukama WHO
za sastav cjepiva (Rajaram i sur., 2020). Drugi pristup pri konstruiranju sojeva pogodnih za
proizvodnju jest reverzna genetika koja upotrebljava plazmidnu DNA, samostalno ili koristeci
se tzv. helper virusima, kako bi konstruirala Zeljeni soj (Milian i Kamen, 2015). Reverzna
genetika pristup je pogodniji za proizvodnju virusa u stani¢nim kulturama za razliku 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 (zbog prilagodbe na receptore stanica ptica).

Tehnologije koje su odobrene za proizvodnju cjepiva protiv gripe u industrijskom su mjerilu
proizvodnja s pomocu SPF jaja, stanicnih linija i tehnologija rekombinantne DNA. Ipak, veéina
cjepiva i dalje se proizvodi s pomoc¢u SPF kokosjih jaja. Unato¢ spomenutim nedostacima takve
proizvodnje, u ovom je trenutku ona jedina dostatna da ispuni trenutne godisnje potrebe za
cjepivima (Wei i sur., 2020). Medutim, smatra se kako proizvodnja s pomocu stani¢nih kultura
i tehnologija rDNA mogu rezultirati cjepivima vece ucinkovitosti (Mirasol, 2019). Tako su
cjepiva proizvedena na stani¢nim kulturama, prema istrazivanju u SAD-u, pokazala 10 — 11%

vecu ucinkovitost, posebno u pacijenata starijih od 65 (Mirasol, 2019 prema Izurieta, 2018).

Proizvodnja cjepiva protiv gripe u SPF jajima je najzastupljenija jos od 40-ih godina
prosloga stolje¢a. Sam princip inkubacije i propagacije virusa nije se promijenio. Proizvodnja
se odvija po principu opisanom u poglavlju 4.3. Virusom gripe koji Zelimo umnoziti inokuliramo
SPF embrionirana kokoSja jaja, to€nije alantoin jajeta. Nakon inkubacije, iz alantoina
ekstrahiramo inficirane stanice, razbijamo ih i skupljamo virusne Cestice. Skupljene frakcije

podvrgavamo prociS¢avanju u svrhu izolacije antigena, inaktivacije te formulacije cjepiva.

23



Sezone 2017./2018. WHO je prvi puta dao preporuke za virusne sojeve i za proizvodnju
u stani¢nim kulturama. Trenutacno su tri stani¢ne linije preporucene za upotrebu u proizvodniji
Cjepiva protiv gripe. To su Madin Darby canine kidney (MDCK) stanice, Vero stanice i PER.C6
stanice koje su jedine humanog podrijetla (Mirasol, 2019). Tehnologija proizvodnje bit ¢e

opisana u zasebnom poglavlju.

Uz Ziva oslabljena i ona najcesca, inaktivirana virusna cjepiva protiv gripe, u primjeni
su i rekombinantna cjepiva u obliku virusima sli¢nih Cestica (VLP). Najpoznatije rekombinantno
cjepivo jest trovalentno cjepivo FluBlok, a proizvedeno je u kulturi stanica insekata koristeci se
bakulovirusnim ekspresijskim sustavom tj. BEVS (eng. baculovirus expression vector system).
Prednost tehnologije rekombinantne DNA u proizvodnji cjepiva protiv gripe jest ta Sto se virus
gripe ne adaptira ni selekcionira, pa se tako proizvedena cjepiva dobro podudaraju s
cirkuliraju¢im sojevima. Usto, proizvodnja moze trajati krace od 2 mjeseca (Milian i Kamen,
2015). Princip bakulovirusnog ekspresijskog sustava temelji se na infekciji staniCne kulture
kukaca s rekombinantnim bakulovirusom koji sluzi kao vektor u koji su klonirani inserti, tj. geni
za HA, NA i M1. Ekspresija HA, NA i M1 u stanicama insekata, tj. stani¢noj kulturi Sf9 dogada
u kasnijim stadijima infekcije (McKenzie, 2019). Koekspresijom HA i M1, s ili bez NA, nastaju
spontano formirane VLP Cestice koje se procis¢avaju te formuliraju u cjepivo. Shematski prikaz
proizvodnje HA BEVS metodom prikazan je na slici 6.
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Slika 6. Shematski prikaz proizvodnog procesa podjedini¢nog cjepiva protiv gripe u stani¢noj
kulturi kukaca (prilagodeno prema Milian i Kamen, 2015).
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5.1. Proizvodnja cjepiva pomocu kulture Zivotinjskih stanica
Postupak proizvodnje cjepiva protiv gripe koristenjem kulture stanica bit ¢e opisan na

primjeru americke tvrtke EMD Milipore, podruznice Mercka (njemacka farmaceutska tvrtka).

Bioproces zapocinje pripremom medija i inokuluma stanica. Uzgoj stanica zapocinje u
tikvici iz koje se zatim nacjepljuju propagatori uz mikronosace ako je rije¢ o adherentnoj kulturi.
MDCK stanice navedene su kao konkretan primjer i zahtijevaju primjenu mikronosaca te se

uzgajaju u dva propagatora volumena 3 Li 50 L.

Sve komponente medija zajedno s prihranom (ako je proces sarzni s prihranom ili
kontinuirani) moraju biti sterilne. Proizvodaci cjepiva preferiraju medije za uzgoj bez dodanog
seruma (eng. serum-free media). Serum se u medij za uzgoj Zivotinjskih stanicnih kultura
dodaje kao izvor nutrijenata, no sve se viSe izbjegava zbog negativnih utjecaja na nizvodni
postupak, ograni¢enu dostupnost, visoku cijenu, sadrzaja imunogenih proteina,
kontaminanata, mogucnosti proteoliticke razgradnje produkata i dr. (Jayme, 2007). Umjesto
seruma dodaju se sinteticki nutrijenti. Nakon Sto koncentracija stanica u propagatoru dosegne
koncentraciju 1 x 10° stanica/mL, kultura se inficira s odredenim virusnim sojem, no tek nakon
Sto je vecina medija za rast uklonjena i zamijenjena medijem prilagodenim za fazu proizvodnje
virusnih Cestica. Temperatura iznosi 33 °C, pH 7,4. Za uspjesnu virusnu infekciju u medij se
dodaju i proteaze, poput tripsina, koje cijepaju hemaglutininski prekursor u aktivan oblik koji
omogucava adsorpciju virusnih Cestica na stanice. Takva MDCK stani¢na kultura u opisanom
procesu moze proizvesti do 1 x 10° pfu/mL virusa gripe u roku 3 — 5 dana. Koristedi se
bioreaktorom volumena 1000 L uz mikronosace i MDCK stanice, proizveli bi jednaku koli¢inu

virusa koju bi proizveli i koristeci se 31 000 jaja.

Nizvodni postupci tj. postupci procis¢avanja koji slijede nakon umnozavanja virusa u
stani¢noj kulturi zapocinju odvajanjem stanica sa povrsine mikronosaca s pomocu otopina soli.
Odvojeni mikronosaci zatim se uklone filtracijom, a filtrat se nadalje podvrgava uklanjanju
stanica i stani¢nog debrisa. U tu svrhu EMD Milipore predlaze razli¢ite kombinacije tih
tehnoloskih operacija: centrifugiranje, predfiltracija, dubinska filtracija, tangencijalna filtracija
(veli¢ina pora 0,45 pum ili 0,65 pm) te finalna filtracija (veli¢éina pora 0,45 um ili 0,22 pm).
Izdvojena procis¢ena frakcija virusa zatim se tretira formaldehidom ili drugim sredstvima
inaktivacije, poput UV zraka. Inaktivirane virusne Cestice koncentriraju se procesima
ultrafiltracije i dijafiltracije uz uklanjanje niskomolekularskih necisto¢a, a permeat se dalje
prociS¢ava uz zonalno centrifugiranje u gradijentu gustoce ili kromatografskim metodama.
Kromatografske metode poput ionske izmjene ucinkovite su za uklanjanje ostataka DNA.

Stupanj procis¢avanja nukeinskih kiselina s pomocu ionske izmjene iznosi oko 60 — 70, no zbog
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zahtjeva FDA i WHO idudi je korak je dodavanje endonukleaze koja cijepa sve oblike DNA i
RNA. Ako je cjepivo koje se proizvodi fragmentirano cjepivo, sljedeéi korak jest tretman
deterdzentima koji razbijaju virusnu ovojnicu i oslobadaju unutarnje proteine. Sekundarna
inaktivacija primjenjuje se kako bi bili sigurni u kompletnu sigurnost i inaktivaciju svih virusnih
komponenti. Zadnji korak prije formulacije cjepiva jest sterilna filtracija. Formulacija konac¢nog
proizvoda podrazumijeva dodavanje adjuvansa (poput MF59), pufera i stabilizatora, a da bi bili
sigurni u njegovu biolosku, kemijsku i fizioloSku stabilnost, proizvod se podvrgava kontroli
kvalitete i krajnjim analizama. Neke su od analiza mjerenje ukupnog sadrZaja proteina
metodom prema Bradfordu, odredivanje rezidualne DNA PCR metodom te rezidua

formaldehida i endonukleaze, provjera Cistoce cjepiva uz SDS-PAGE ili Western blot i dr.

Regulatorne institucije smatraju Vero stanice najprihvatljivijom stanichom linijom za
proizvodnju viralnih humanih cjepiva (Shen i sur., 2019), a MDCK stanice najpogodnije su za
proizvodnju cjepiva protiv gripe u velikom mijerilu (Pérez Rubio i Eiros, 2018). Suspenzijsku
kultura MDCK stanica upotrebljava tvrtka Seqirus za proizvodnju trovalentnog podjedinicnog
cjepiva protiv gripe Optaflu te Cetverovalentnog cjepiva Flucelvax. Cjepivo Celtura od
Novartisa, protiv pandemijske A(H1N1) gripe, proizvedeno je takoder s pomocu MDCK stani¢ne
linije. U Vero stanicama proizvode se Preflucel i Celvapan. Od ukupno 14 odobrenih cjepiva
protiv gripe za uporabu u sezoni 2019./2020. u Europi, jedino je Seqirusov Flucelvax Tetra bio

proizveden s pomocu stanicnih kultura (Sequirus, 2019).

Shematski prikaz proizvodnog postupka koristedi Zivotinjske stanice za prozivodnju cjepiva
protiv gripe vidljiv je na slici 7., a primjer se odnosi na proizvodnju pomocu MDCK stanica.
Osim MDCK i Vero stanicnih linija, pogodna kultura za proizvodnju cjepiva protiv gripe jesu i
stanice izvedene iz ljudske mreznice, PER.C6 staniCna linija, iako su dosadasnja istraZivanja
pokazala slabiju imunogenost i reakciju humoralnog imuniteta (Pérez Rubio i Eiros, 2018), pa
su dodatna istrazivanja u svrhu optimizacije takve proizvodnje potrebna. Medu novije
otkrivenim pogodnim stani¢nim linijama spominje se PBG.PK2.1, stanicna kultura izvedena iz
svinjskih stanica bubrega. Takva je kultura kontinuirana, suspenzijska i raste u kemijski
definiranom mediju, dakle ne zahtijeva ni mikronosace ni serum, a dosadasnja istraZivanja
pokazala su dobre rezultate u virusnim prinosima, pa su stanice PBG.PK2.1 potencijalan

kandidat za razvoj novih cjepiva protiv gripe (Granicher i sur., 2019).
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Slika 7. Shematski prikaz uzvodnog i nizvodnog postupka u proizvodnji inaktiviranog cjepiva
protiv gripe pomocu kultura Zivotinjskih stanica. Na slici je prikazan primjer proizvodnje u
adherentnim MDCK stanicama (prilagodeno prema Milian i Kamen, 2015).

5.2. Univerzalno cjepivo protiv gripe

Razmatrajuci sve izazove s kojima se proizvodaci cjepiva protiv gripe moraju suoCiti u
samo nekoliko mjeseci, i tako svake godine, jasno je da industrija tezi k nekim jednostavnijim
i idealnijim rjeSenjima. U tom smislu idealno cjepivo protiv gripe bilo bi ono cjepivo koje bi
Stitilo protiv svih sojeva virusa gripe, bez obzira dogada li se antigena izmjena ili skretanje, i

neovisno o tome je li rijeC o sezonskoj ili pandemijskoj gripi.

WHO svake sezone za sastav cjepiva daje samo preporuke temeljene na pretpostavkama
o tome koji bi virusi mogli dominirati u nadolazecoj sezoni gripe. Stoga pogresne pretpostavke
niposto nisu neiskljucive. Tako je u razdoblju od 2002. do 2015. godine zabiljezeno ¢ak pet
slucajeva nepodudaranja sezonskih virusnih sojeva sa sojevima virusa gripe koji su koristeni u
proizvodnji cjepiva po preporuci WHO (Rajaram i sur., 2020). Takvi se propusti nastoje svesti
na najmanju moguéu mjeru. Osim Sto je cilj proizvesti idealno — univerzalno cjepivo, ideja je
da takvo cjepivo, osim efektivne, omogudéi i dugotrajnu zastitu. Postoji nekoliko strategija s

pomocu kojih znanstvenici pokusavaju razviti univerzalno cjepivo protiv gripe.
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Glavna strategija temelji se na varijabilnosti globularne glave HA (koju Cini vecinski HA1
podjedinica) i konzerviranijem domene stapke (HA2 podjedinica). HA1 je imunodominantna
jedinica za razliku od subdominantne HA2, odnosno domene stapke, pa je imunoloSka reakcija
u organizmu uglavnom usmjerena na neutralizaciju domene HA1. Neutraliziraju¢a protutijela
specificna za domenu stapke reagiraju i na druge virusne podtipove, Sto se naziva unakrsna
reakcija (eng. cross-reaction) (Kumar i sur., 2018). Neki su od dosadasnjih pokusaja razvoja

univerzalnog cjepiva protiv gripe temeljeni na toj strategiji prema Krammeru (2016):

e Uklanjanje globularne glave kako bi preostala samo stapka koja ¢e stimulirati
imunosni sustav. Takozvana ,bezglava™ HA cjepiva (eng. headless HA).

e Sekvencionalno cijepljenje imernim HA cjepivima (cHA). Cilj im je refokusirati
imunosni odgovor prema stapci tako da globularna glava bude egzoti¢nog
podrijetla (npr. pti¢jeg) zbog ¢ega je irelevantna.

e Hiperglikolizacija HA1 domene zastitila bi ju od imunoloSkog sustava i preusmijerila
protutijela na HA2 domenu.

e Prezentacija epitopa stapke u obliku VLP cjepiva.

o Izabrani epitopi u obliku peptidnih cjepiva.

Koji god pristup bio, ideja je da se u organizmu potakne unakrsno-eaktivni imunitet. Jang
i Seong (2019) navode odredene probleme s cjepivima koja se temelje na subdominantnoj
stapci. Primijeeno je da je zastita nakon cijepljena s cjepivima baziranim na domeni stapke
relativno slaba i uglavhom usmjerena na samo jednu filogenetsku grupu (18 podtipova HA
podijeljeni su u dvije filogenetske grupe). Sigurnost samog cjepiva upitna je i joS se istrazuje.
Takoder, iako je domena HA2 smatrana konzerviranijom i manje podloZznoj antigenim
promjenama, promjene se i dalje dogadaju, Sto Cini takvu vrstu cjepiva upitnom za uporabu u

svrhu stvaranja dugorocnog imuniteta.

Druge strategije temelje se na konzerviranim regijama unutar HA osim stapke, NA te M2

ionskom kanalu.

Kako bi otkrili druge konzervirane regije na HA, upotrebljavaju se humana monoklonska
protutijela koja se vezu na specificne epitope. Primjer su CR9114 i CH65, monoklonska
protutijela koja su pokazala svojstvo vezanja na viSe sojeva, ali na specificne konzervirane
regije (Eistenstein, 2019; Jang i Seong, 2019). Otkri¢e konzerviranih regija na HA predstavlja

jednu od mogucénosti za razvoj univerzalnog cjepiva protiv gripe.

NA, kao drugi najvazniji povrsinski glikoprotein virusa gripe, zasluzan je za Sirenje infekcije,

odnosno oslobadanje virusnih Cestica u organizmu. Zbog svoje uloge u virusnoj infekciji ¢esto
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je ignoriran s obzirom na to da se smatra kako neutralizirajuca protutijela usmjerena na NA ne
mogu sprijeciti virusnu infekciju (Jang i Seong, 2019). Prednost NA jest ta Sto je potpuno
neovisna o antigenim promjenama koje se dogadaju na HA. Ipak, cjepiva na bazi NA jos su
slabo istrazena te bi za bolje razumijevanje imuniteta baziranom na NA naglasak trebao biti na

izolaciju i karakterizaciju NA protutijela (Jang i Seong, 2019).

Transmembranski ionski kanal M2 posjeduje vrlo konzerviranu regiju pronadenu medu
podtipovima virusa gripe tipa A, regija M2e (Pica i Palese, 2013). Nedostatak je Sto se regija
M2e strukturno razlikuje od regije M2e u virusima tipa B, stoga je potencijal takvog cjepiva
univerzalnost samo za viruse tipa A. Dosadasnja cjepiva razvijena na temelju M2e pokazala su
se sigurna, no njihova je ucinkovitost upitna — zahtijevala su nosace, vektore i adjuvanse za
poticanje imunosnog odgovora (Jang i Seong, 2019). Jedan od pristupa u razvoju su virusu
nalik Cestice tj. VLP koje na svojoj povrsini sadrze M2e, a poboljSanja takvog cjepiva ostvarena
su kombinacijom M2e i drugih virusnih antigena, primjerice jedinice VLP-a koje na povrsini
prezentira M2e i stapku HA.

U proucavanju trenutnih pristupa za razvoj univerzalnog cjepiva protiv gripe za njihovu
proizvodnju istiCe se rekombinantna tehnologija te suvremeniji sustavi za proizvodnju poput
uzgoj u kulturama stanica. Kumar i sur. (2018) za njihov razvoj predlazu vektorska cjepiva
DNA i RNA zbog sigurnosti i relativno kratkog vremena proizvodnje. Niti jedno univerzalno
cjepivo jos nije proslo klinicku fazu ispitivanja, pa stoga niti izaslo na trziSte. U ovome je
trenutku ¢ak osam kandidata za univerzalno cjepivo protiv gripe u drugoj ili trecoj fazi klinickog
ispitivanja. Vedina ih je univerzalna samo za viruse tipa A, dok su tri kandidata univerzalna i
za tipove A i B. Iako je trenutna situacija glede klinickih ispitivanja optimisti¢na, istrazivaci i
dalje ne znaju hoce li razvijena cjepiva ostaviti trajnu zastitu kao ni koliko bi takva zastita

mogla trajati (Corona, 2020).

Jos mnogi imunoloski odgovori koji nastaju u organizmu pri doticaju s virusom gripe nisu
u potpunosti razjasnjeni. U buduénosti treba staviti naglasak, osim na razumijevanje virusnih
i imunoloskih mehanizama, i na razvoj novih pristupa i tehnologija koje bi, u sluaju njegova

otkri¢a, omogucile brz razvoj univerzalnog cjepiva protiv gripe.
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6. Zakljucak

Gripa je zarazna virusna bolest koja se uglavnhom pojavljuje sezonski u lokaliziranim
Zaristima te je neprekidno prisutna u svjetskoj populaciji. Nepredvidivost promjena svojstava
virusa gripe kao i rastue migracije stanovniStva povecavaju vjerojatnost pandemijske
raSirenosti ove bolesti koja bi mogla imati nesagledive posljedice za drustvo. Zbog toga
zdravstvene organizacije koje prate Sirenje gripe, na lokalnoj i globalnoj razini, ukazuju na
potrebu za razvojem tehnologija koje ¢e u Sto kraéem vremenu osigurati potrebnu kolicinu
ucinkovitog cjepiva. Proslo je 75 godina od proizvodnje prvih doza cjepiva protiv gripe, pri

c¢emu je u vecini slucajeva proizvodni postupak ostao gotovo nepromijenjen do danas.

Primjena stanicnih kultura u proizvodnji cjepiva protiv gripe kao alternativa
konvencionalnoj proizvodnji SPF jajima, jedan je od nacina kako povecati i ubrzati proizvodne
kapacitete. Suvremeni biotehnoloski pristupi, optimizacija bioprocesnih parametara u kultivaciji
stanicnih linija, metode genetickog inzenjerstva i unaprijedenje formulacije omogucile su razvoj

novih, poboljsanih vrsta cjepiva koja se mogu proizvesti u velikom broju doza.

Univerzalno cjepivo protiv gripe znatno bi skratilo put cjepiva od proizvodaca do krajnjih
korisnika, prevenirajuci tako brzo Sirenje bolesti, a u najboljem bi je slucaju potpuno
iskorijenilo. Izgledi da prvo takvo cjepivo bude stavljeno na trziste u nadolaze¢em desetlje¢u
prilicno su veliki s obzirom na uloZzena sredstva u podrucje istrazivanja. Medutim, pred
znanstvenicima u odjelima istrazivanja i razvoja te procesnim biotehnolozima su i dalje mnogi
izazovi, kako biomedicinski tako i tehnoloski: od praenja promjena strukture virusa do nacina
izlaganja antigena i razumijevanja imunosnih dogadaja u organizmu; te od izgradnje
ucinkovitih tehnoloskih sustava visokih prinosa proizvoda (tj. antigena) pa do razvoja strategije

globalne distribucije i aplikacije cjepiva.
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