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UVODNE BESEDE

Na Kitajskem se je konec leta 2019 pojavilo vec primerov atipicne pljucnice, pri katerih so izkljucili
obicajne povzrocitelje respiratornih okuZzb in pljucnic. Potrdili so, da okuzbe povzroca novi koronavirus,
ki so ga poimenovali virus hudega akutnega respiratornega sindroma 2 (SARS-CoV-2), bolezen, ki jo
povzroca, pa koronavirusna bolezen 2019 ali covid-19. Virus se je v relativno kratkem casu razsiril po
vsem svetu, zaradi Cesar je Svetovna zdravstvena organizacija 11. marca 2020 razglasila pandemijo. V
zacetku septembra 2020 je bilo potrjenih Ze vec kot 26 milijonov okuzb s SARS-CoV-2 in vec kot 867.000
smrtnih primerov v vec kot 200 drZavah po svetu. Bolezen covid-19 je prizadela tudi Slovenijo, tako
neposredno zaradi obolelih, kot tudi posredno zaradi stevilnih ukrepov (samo)izolacije in karantene, ki
so imeli velik vpliv na vseh nivojih nasega Zivljenja. V zacetku septembra 2020 je bilo v Sloveniji
potrjenih vec¢ kot 3000 primerov okuzb s SARS-CoV-2 in vec kot 130 smrtnih primerov zaradi bolezni
covid-19.

Razvoj cepiv, zdravilnih ucinkovin in diagnostike na podrocju covid-19 potekla izredno hitro. Kljub
temu, da o virusu SARS-CoV-2 in bolezni covid-19 vemo vedno vec, pa se vedno ostaja veliko neznank.
Le-te bomo lahko resili le s kontinuiranim sodelovanjem strokovne in znanstvene stroke ter industrije.
Zato bomo na letosnjem strokovnem izpopolnjevanju na Fakulteti za farmacijo podali najnovejsi pregled
spoznanj o novem koronavirusu in bolezni covid-19. V uvodnem prispevku bomo predstavili znanstvena
spoznanja o virusu, poteku bolezni in moznih zapletih preko razlicnih klinicnih primerov, ki so jim bili
prica nasi zdravniki. Sledil bo niz prispevkov, na katerih bomo podali novosti na podrocju razvoja cepiv,
protivirusnih zdravilnih ucinkovin in ucinkovin za blaZenje citokinske nevihte s poudarkom na
kriticnem vrednotenju rezultatov klinicnih studij. Pojasnili bomo tudi pomen rezultatov diagnosticnih
metod za dokazovanje prisotnosti virusa in imunskega odziva ter predstavili prihajajoce novosti na
podrocju laboratorijske diagnostike okuzbe SARS-CoV-2. V nadaljevanju bomo opisali vpliv okuzbe s
SARS-CoV-2 na nastanek in potek avtoimunskih in drugih bolezni. V zadnjem prispevku zbornika pa
predstavili pristope iskanja ucinkovitih resitev za boljse obvladovanje pandemije covid-19.

V okviru izobraZevanja in s prispevki v zborniku se bomo potrudili predstaviti najnovejsa spoznanja o
SARS-CoV-2 in covid-19, s katerimi Zelimo informirati strokovno javnost o trenutnem stanju boja proti
covid-19 s farmakoloskimi in nefarmakoloskimi pristopi. Verjamemo, da vam bo pridobljeno znanje v
pomoc pri razumevanju problematike covid-19 in oblikovanju kriticnega mnenja o stevilnih
informacijah iz medijev, ter dobra opora tudi pri vsakdanjem delu tako znotraj farmacevtsko-medicinske
stroke, kakor tudi pri ozavescanju Sirse javnosti.
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COVID-19: KLINICNA SLIKA
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POVZETEK

V letu 2019 so zaznali hude akutne okuZbe dihal, ki jih je povzrocil novi koronavirus.
Poimenovali so ga SARS-CoV-2 (angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), ki
povzroca novo infekcijsko bolezen covid-19 (angl. coronavirus disease 19, koronavirusna
bolezen 19). Svetovna zdravstvena organizacija je zaradi globalnega Sirjenja
potencialno smrtne infekcijske bolezni prepoznala novi koronavirus kot resno groznjo
javnemu zdravju in razglasila pandemijo. V prispevku je prikazan prenos okuzbe,
klini¢ne manifestacije bolezni, vklju¢no z inkubacijsko dobo, pogostimi in redkimi
simptomi in znaki, brezsimptomno okuZzbo, dejavniki tveganja za hujsi potek bolezni,
klasifikacija bolezni, diagnostika ter laboratorijske in slikovne znacilnosti covida-19.
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1 PRENOS OKUZBE Z NOVIM KORONAVIRUSOM

Covid-19 je kuZna bolezen, ki se med ljudmi prenasa kaplji¢no in kontaktno.
Bazi¢no reprodukcijsko stevilo (Ro) je med 2 in 4. R, je Stevilo pricakovanih novih
okuzb, ki jih povzro¢i bolnik ali brezsimptomno okuZeni v povsem sprejemljivi
populaciji. Glavni razlog hitrega Sirjenja okuzbe je, da se virus prenese na naslednjo
osebo, preden se pojavijo simptomi in znaki bolezni pri prvi osebi. Skoraj polovica
vseh sekundarnih okuzb je posledica prenosov od brezsimptomnih oseb (1-3). V
zgornjih dihalnih poteh se virus intenzivno razmnoZzuje, in sicer Ze dva do tri dni pred
zacetkom bolezni in prvi teden bolezni (vrh je cetrti dan bolezni). Brezsimptomni
prenosi so »Ahilova peta« covida-19. Novi koronavirus se prenasa predvsem kaplji¢no
(kapljice premera 5-10 um) (4). V zaprtih slabSe prezracenih prostorih, kot so no¢ni
klubi, restavracije, dolo¢ena delovna okolja itd., kjer je veliko ljudi, predvsem kadar
govorijo glasno, vpijejo ali pojejo, in so dlje ¢asa skupaj, verjetno prihaja tudi do
aerosolnega prenosa okuzbe. Gre za prenos mikrokapljic, ki imajo premer < 5 pm, in
jih imenujemo kaplji¢na jedra ali aerosol. V zraku lahko ostane nekaj ur in ga osebe
vdihavajo globoko v pljuca (5). Dokazano je, da virus bolj u¢inkovito prenasajo osebe,
ki jih imenujemo »superprenasalci«. To so osebe, ki so zelo kuzne in lahko prenesejo
virus na nekaj 10 ali stotine ljudi med govorjenjem, vpitjem, kasljanjem in kihanjem. 1z
do sedaj neznanih vzrokov izlocajo veliko kolicino kuZnih delcev. Poleg
reprodukcijskega Stevila R, je pomemben tudi disperzijski faktor (k), ki pove kako
doloc¢ena infekcijska bolezen »grozdi«. Manjsi kot je faktor k, ve¢ prenosov je od
manjSega Stevila oseb. Kaze, da okrog 80% sekundarnih prenosov povzroc¢i manjsi
delez primarno okuzenih oseb (okrog 10%). Predvsem so nevarni omenjeni zaprti
prostori in vecja kot je gneca, vedja je verjetnost, da bo vmes tudi superprenasalec
novega koronavirusa in v takih okolis¢inah pride do eksplozivnega Sirjenja okuzbe (6).

2 KLINICNA SLIKABOLEZNI

Inkubacija traja od 2 do 14 dni, v povpredju od 4 do 6 dni. Testiranje v obdobju
inkubacije, e posebej prve dni po izpostavitvi, lahko poda lazno negativni izvid. Zal
ni nobenih specifi¢nih bolezenskih simptomov in znakov, po katerih bi covid-19 lahko
razlikovali od ostalih virusnih okuzb dihal, kot sta npr. gripa in prehlad. Bolezen
vec¢inoma poteka subakutno. Klini¢na slika sega od povsem brezsimptomnih do
fulminantnih oblik bolezni. Ceprav so najpogosteje prizadeta pljua, gre za
kompleksno bolezen, ki prizadene tudi druge organe. Rezultati meta-analize
objavljenih raziskav kazejo, da so bile najpogostejSe manifestacije vrocina (88,5%-
88,7%), kaselj (57,6%-68,6%) in dispneja (21,9%-45,6%) (7). V objavljeni raziskavi do
sedaj najvecje populacije preiskovancev so deleZi posameznih bolezenskih simptomov
in znakov prikazani v Preglednici 1 (8, 9). Oboleli lahko zaznajo tudi spremenjen voh
(85,6%) in okus (88%). Motnje voha, ki so sicer pogostejSe pri Zenskah, so v 11,8% na
splosno prvi simptom covida-19 (10).
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Preglednica 1. DeleZ bolezenskih simptomov in znakov ter slikovnih in laboratorijski
nenormalnosti v najvedji do sedaj objavljeni klini¢ni raziskavi (8). Stopnja bolezni je bila
opredeljenagledenapriporocila Ameriskega torakalnega zdruzenja (9).

Klini¢ni simptomi Vse oblike bolezni  Kriti¢na oblika bolezni Blaga oblika
bolezni
Vrocina, % 88,7 91,9 88,1
Kaselj, % 67,8 70,5 67,3
Utrujenost, % 38,1 39,9 378
Produktivni kaselj, % 33,7 35,3 33,4
Zadihanost, % 18,7 37,6 15,1
Mialgije ali artralgije, % 14,9 17,3 14,5
Bolece zrelo, % 13,9 13,3 14,0
Glavobol, % 13,6 15,0 134
Mrzlice, % 11,5 15,0 10,8
Slabost ali bruhanje, % 5,0 6,9 46
Zamasen nos, % 48 35 51
Driska, % 38 58 35

Radioloski izvidi

Nepravilnostinarentgenskisliki, 59,1 76,7 54,2
%
Nepravilnosti na CT sliki, % 86,2 94,6 844

Laboratorijski izvidi

Levkociti <4.000 / mm3, % 33,7 61,1 28,1
Limfociti < 1.500 / mm3, % 83,2 9,1 80,4
Trombociti < 150.000 / mm?3, % 36,2 57,7 31,6
C-reaktivni protein p1 10 mg/L, % 60,7 81,5 56,4
Laktatnadehidrogenaza>4,2 pkat/L, 41,0 58,1 371
//:ST > 0.67 pkat/L, % 22,2 394 18,2
D-dimer > 500 pg/L, % 46,6 59,6 43,2

AST = aspartat aminotransferaza
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2.1 Naravni potek bolezni in smrtnost

Pri 80% zbolelih bolezen poteka blago do zmerno, pri 15% je potek hud in pri 5%
kriti¢en. Skoraj pri polovici kriti¢no bolnih se bolezen konca s smrtnim izidom. Pri od
10% do 15% oseb z blago in zmerno prizadetostjo bolezen lahko napreduje v hujso
obliko, od 15% do 20% hudo bolnih pa lahko postane kriti¢no bolnih. Pri tistih z blagim
in zmernim potekom bolezni simptomi in znaki izzvenijo v obdobju do dveh tednov,
pri hudo bolnih v obdobju dveh do stirih tednov in pri preZivelih kriti¢no bolnih v
obdobju treh do Sestih tednov. Stopnja smrtnosti pri obolelih (angl. case fatality rate) je
najvecja v starosti nad 80 let. Gre nedvomno za infekcijsko bolezen, katere potek in
prognoza sta povezani s starostjo pacienta (angl. age-related disease), zato ne preseneca
podatek, da je ve¢ kot 90% umrlih starejSih od 60 let (podatki dostopni v tedenskih
porocilih Regionalnega urada SZO za Evropo: http:/ /www.euro.who.int/en/health-
topics/health-emergencies/coronavirus-covid-19/weekly-surveillance-report).
Vendar pa lahko bolezen poteka v hudi in kriti¢ni obliki tudi pri mlajsih osebah (11).
Ker ne vemo, koliko je brezsimptomnih in koliko blago bolnih, so ocene glede
smrtnosti zelo razli¢ne, pogosto pretirane. Trenutne ocene so med 1% in1,5% (12).

2.2 »Tiha hipoksemija«

Pri nekaterih pacientih s covid-19 plju¢nico opazamo hitro poglabljajoco se
hipoksemijo, ki jo imenujemo »tiha hipoksemija«. Kljub izraziti hipoksemiji in
obseznim spremembam na slikovnih preiskavah plju¢, nimajo obc¢utka dispneje in
pacienti ne dajejo videza povecanega dihalnega napora, ¢eprav bi to iz izkuSen;j pri
zdravljenju drugih plju¢nic pri¢akovali. DeleZ taksnih primerov Se ni znan, kot tudi ni
razjasnjena patofiziologija taksnega stanja. Pri »tihi hipoksemiji« je pacientovo
zdravstveno stanje nekaj ¢asa nespremenjeno, nato pa se lahko hitro poslabsa. Do
poslabSanja pride zaradi napredovanja same covid-19 plju¢nice ali pa zaradi
intenzivnega dihanja in posledi¢nega ustvarjanja negativnega inspiratornega
intratorakalnega tlaka pride do nastanka intersticijskega edema. Podajnost pljuc
nenadoma upade, nastane klasi¢na slika ARDS (angl. acute respiratory distress
syndrome), potreben je sprejem v bolniSnico, pogosto intubacija in mehansko
predihavanje. Tovrstno poslabsanje se lahko zgodi zelo hitro. »Tiha hipoksemija«
lahko predstavlja usoden problem pri bolnikih v domaci oskrbi, ko bolnikovi
zivljenjski znaki niso nadzorovani. Pomembno je, da stanje poznamo, aktivno is¢emo,
pravocasno prepoznamo in ustrezno ukrepamo (13).

2.3 Dejavniki tveganja za hujsi potek bolezni

Najpomembnejsi dejavnik tveganja je starost. Starejse osebe so bolj dovzetne za
okuzbo, poleg tega pa pri njih bolezen poteka v hujsi obliki. V starosti nad 70 let, sploh
pa v obdobju nad 80 let, je smrtnost najvecja. Glede na podatke italijanskega
nacionalnega instituta za javno zdravje je analiza prvih 2003 smrtnih primerov
pokazala, da je bila poprec¢na starost umrlih 80,5 let (IQR 74,3 - 85,9). “Samo” 17 (0,8 %)
umrlih je bilo starih manj kot 49 let, 87,7% pa jih je bilo starejsih od 70 let. Poleg starosti
so kot dejavnik tveganja pomembne predvsem komorbidnosti, Se posebej visok krvni
tlak in sladkorna bolezen. Kot kaZejo podatki iz ZDA je dejavnik tveganja tudi
debelost, ki je povezana z vecjo verjetnostjo za mehansko predihavanje. V Preglednici
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2 so v delezih prikazani tovrstni rezultati do sedaj najvecje klini¢ne raziskave, zal Se
brez natanc¢nejse statisticne analize (11).

Preglednica 2. Komorbidnosti kot dejavniki tveganja za hujsi potek bolezni (11).

Vse oblike bolezni  Kriti¢na oblika bolezni Blaga oblika

bolezni
KOPB, % 1,1 3,5 0,6
Sladkorna bolezen, % 74 16,2 5,7
Povisan krvni tlak, % 15,0 23,7 13,4
Koronarna sr¢na bolezen, % 2,5 5,8 1,8
Cerebrovaskularna bolezen, % 14 2,3 1,2
Hepatitis B, % 21 0,6 24
Rakava bolezen, % 0,9 1,7 0,8
Kroni¢na ledvi¢na bolezen, % 0,7 1,7 0,5
Imunska pomanjkljivost, % 02 0 02

KOPB = kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen

2.4 Klini¢na klasifikacija

Do danes mednarodno sprejete klini¢ne razvrstitve glede na stopnjo bolezni
covid-19 Se ni na voljo. V Preglednici 3 je prikazana klasifikacija, prirejena po Wangu
in sodelavcih (4).

Preglednica 3. Klini¢na klasifikacija covid-19, prirejena po Wangu in sodelavcih (14).

Klasifikacija Klini¢na slika Komentar

Brezsimptomna Brez.

Blaga Blagisimptomi inznakibolezni brezplju¢nice. Sprejem v bolnisnico ni potreben.
Zmerna Covid plju¢nica brez hipoksemije. Lahko ambulantno ali bolnigni¢no

(sprejem na navadni oddelek)

Covid pljuénicashipoksemijo:saturacija <92 %, Sprejemnanavadni oddelek. Potrebenje
Huda plinska analiza: poostren nadzor ev. poglabljanja

pO2 <8 kPa in/ali pCO; > 6,7 kPa hipoksemije (NEWS>2)

Eden od:
Kriti¢na Dihalna odpoved in potreba po umetnem Sprejem v EIZ

predihavanju.

Sok z ve¢-organsko odpovedio.
NEWS = angl. National Early Warning Score; EIZ = enota intenzivnega zdravljenja
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2.5 Brezsimptomna okuzba

Glede na rezultate malostevilnih raziskav zaenkrat ocenjujemo, da ima okrog
od 20 do 40% oseb brezsimptomno okuZbo (glej Se v poglavju »Seroloski testi).
Brezsimptomne okuZzene osebe lahko prenasajo novi koronavirus. (15).

2.6 Laboratorijski izvidi

Delezi laboratorijskih kazalcev pri pacientih s covidom-19 so prikazani v
Preglednici 1. Navadno je prisoten zmerno povecan C-reaktivni protein (CRP),
prokalcitonin (PCT) pa je v normalnem obmocdju (po 10 dneh se lahko poveca tudi brez
bakterijske superinfekcije), pogosto je prisotna limfopenija, nekoliko manj pogosto
levkopenija in trombocitopenija, relativno pogosto sta povecana laktatna
dehidrogeanza (LDH) in D-dimer, redkeje pa so povecane ravni aminotransferaz.
Napovedni dejavniki hujSega poteka bolezni so visok CRP (> 100 mg/L), izrazita
limfopenija (< 800/ mm?3) ter visoke vrednosti: D-dimera (> 1000 pg/L; poveca se okrog
desetega dne bolezni), LDH (> 4,2 pkat/L), kreatin fosfokinaze (dvakrat nad normalno
vrednostjo) in feritina (> 500 pg/L) (11, 15).

2.7 Slikovne preiskave

Delezi prisotnosti nenormalnih sprememb na slikovnih preiskavah so prikazani
v Preglednici 1. Pri bolnikih s covidom-19 so na rentgenskem posnetku plju¢ prisotne
spremembe, ki so znacilne za atipi¢no plju¢nico. Posebnost pri covidu-19 je, da so
infiltrati razporejeni sprva periferno, eno- ali obojestransko. Z napredovanjem bolezni
postanejo infiltrati bolj centralno in difuzno razporejeni ter iz intersticijskega vzorca
prehajajo v alveolarnega. Na CT plju¢ so vidni znacilni obojestranski infiltrati
mlec¢nega stekla z ali brez konsolidacij, ki se ve¢inoma pojavljajo bolj v bazalnih delih
pljuc in bolj periferno ob plevri (16).

2.8 Potek bolezni pri otrocih

Otroci prav tako kot odrasli zbolevajo s covidom-19, vendar redkeje in v bolj
blagi obliki. Podatki iz razli¢nih drzav kaZejo, da je izmed vseh dokazanih okuzb s
SARS-CoV-2, med 1% do 5% otrok starih od 0 do 18 let. Prava incidenca okuZb pri
otrocih sicer ni znana, saj otroci pogosto niso testirani, ker prebolevajo okuzbo v blazji
obliki.

Glede na rezultate raziskav okuzba pri 15% do 28% otrok poteka popolnoma
brez simptomov, najveckrat pri otrocih do starosti 5 let. Simptomatski otroci bolezen
prebolevajo ve¢inoma v blagi obliki. Najveckrat imajo vroc¢ino (32-82%) in kasljajo (20-
54%), lahko imajo bolecine v Zrelu, prehladne znake, glavobol, bole¢ine v miSicah in
trebuhu. Pogosteje kot odrasli imajo prebavne teZzave (6-13%). Nekaj odstotkov otrok
ima hudo in kriticno sliko bolezni, vendar zaradi razlicno zasnovanih raziskav,
podatka o pravi incidenci nimamo. Zaradi majhnega Stevila bolnikov med otroki s
kroni¢nimi boleznimi in hudo bolnih otrok s covidom-19, dejavniki tveganja za hujsi
potek bolezni $e niso dobro poznani. Otroci z osnovnimi kroni¢nimi boleznimi, kot so
kroni¢ne plju¢ne bolezni, kroni¢na vnetna crevesna bolezen, rakave bolezni in
imunsko oslabljeni otroci, so ve¢inoma prebolevali blago do zmerno obliko bolezni.
Vendar pa so zdravljenje v intenzivni enoti najveckrat potrebovali otroci s
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pridruZenimi boleznimi in novorojencki. Pri otrocih so opisani le posamezni primeri
smrti zaradi covida-19 (17-19).

2.9 Diagnostika

V klini¢ni praksi je predvsem pomembna hitra diagnostika, ki temelji na klini¢ni
sliki, laboratorijskih izvidih, slikovnih preiskavah in mikrobioloskih izvidih.
Mikrobioloska diagnostika temelji na molekularnih metodah, serologiji in kultivaciji
virusa. Zlati standard za diagnozo je dokaz virusne nukleinske kisline (RNA) na
sluznicah dihalnih poti z metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (RT
PCR). Najpogosteje odvzamemo bris nosno-zrelnega prostora. Kuznine iz spodnjih
dihal imajo vecjo obcutljivost. Najbolj priporo¢amo krtacaste (angl. flocked swab) brise,
kijih v laboratorij dostavimo v transportnem gojiscu.

Seroloski testi (dokazovanje protivirusnih protiteles) zaradi zakasnjenega
nastanka protiteles po okuzbi niso uporabni za dokazovanje okuzbe, zelo uporabni pa
so lahko za epidemiolosko obvladovanje covida-19. Za virusno kulturo je potrebno ve¢
¢asa in zahteven laboratorijski pogon, zato je metoda predvsem pomembna za
raziskovalno testiranje infektivnosti, imunosti ter oceno uc¢inkovitosti zdravil in cepiv
(7, 20).

Od prvi¢ objavljene informacije o sestavi virusnega genoma so bili izdelani
Stevilni testi PCR, ki temeljijo na dokazovanju razli¢nih delov virusnega genoma. Zelo
kakovosten in v EU najbolj uporabljen test PCR so razvili v univerzitetni bolnisnici
Charité v Berlinu; test detektira gen E, znacilen za vse beta-koronaviruse, in gen RdRp,
specificen za SARS-CoV-2. Test je prevzela tudi SZO.

2.10 Covid-19innegativenizvid prvegabrisanosno-zrelnega prostora

Koli¢ina virusa v sluzi nosno-zrelnega prostora je najvecja na zacetku klini¢nih
simptomov in znakov, nato ves ¢as pada in od desetega dneva je virus praviloma Se
mogoce dokazati (nukleinsko kislino), ni pa z brisom ve¢ mogoce okuziti celi¢ne
kulture (izguba infektivnosti). Nato s¢asoma, do 14 dni po zacetku bolezni, izgine tudi
zaznavna RNA - test PCR postane negativen. Pri nekaterih prebolevnikih je izvid PCR
pozitiven $e dlje ¢asa, ker zaznava ostanke nukleinske kisline v sluznicah dihal, vendar
ti ljudje praviloma niso ve¢ kuzni.

Izvid brisa nosno-Zrelnega prostora je vcasih pri pacientu s covidom-19 lahko
tudi negativen. To ni pogosto, zgodi pa se predvsem takrat, ko pride pacient v
bolnisnico relativno pozno v poteku bolezni, obi¢ajno z napredovalo okuzbo spodnjih
dihal (covid-19 plju¢nica). Vzrok je lahko nepravilno odvzet bris ali pa premajhna
koli¢ina virusa v kuZznini, saj se v kasnejSem obdobju bolezni, zlasti po pojavu
protiteles, koli¢ina virusa v nosno-Zrelni sluznici naglo manjsa, pa¢ pa se zacne
koli¢ina virusa v primeru napredovanja bolezni moc¢no povecevati v plju¢nem tkivu,
kar je tudi neposreden vzrok tezkim plju¢nim in sistemskim zapletom covida-19 (21).
Pri tovrstnih pacientih, Se posebno pri jasnem epidemioloskem podatku, sumljivi
klini¢ni sliki, slikovnih preiskavah in laboratorijskih izvidih (glej Se Preglednico 1), je
treba ponoviti oz. vasih tudi ponavljati bris nosno-Zrelnega prostora. »Sumljivi«
laboratorijski izvidi so: normalen PCT, pove¢an CRP (od 50 do 300 mg/L) in
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limfopenija (najpogostejsi odkloni od normalnih izvidov), lahko pa je prisotna tudi
trombocitopenija, pove¢an LDH, D-dimer, feritin itd. (22). Ce bolnik produktivno
kaslja, posljemo na molekularni test izmecek, lahko pa tudi, ob ustrezni zas¢iti, aspirat
sapnice.

2.11 Hitri testi

Hitri testi so kvalitativni ali semikvantitativni testi, namenjeni dokazovanju
virusnih antigenov ali protiteles. Izvajajo se posamicno ali v majhnih serijah, izvedeni
so v 10 do 30 minutah. Hitri testi v drzavah EU $e niso validirani do mere, da bi jih
bilo mogoce vkljuciti v strategije za kontrolo epidemije covid-19 - na primer za redno
kontrolo zdravstvenih delavcev ali ogroZenih skupin (hitri antigenski testi) ali za
epidemioloske namene (hitri protitelesni testi). Med hitrimi testi za dokazovanje
nukleinskih kislin Ze vrsta testov PCR omogoc¢a dokaz v manj kot 1 uri. Veliko
pozornosti je bil deleZen Abbottov test ID NOW, ki ga je odobrila FDA in uporablja
postopek izotermicnega pomnozevanja nukleinskih kislin. Ker test ne potrebuje
temperaturnih ciklov, je postopek kon¢an v manj kot 15 minutah (21).

2.12 Seroloski testi

Komercialnih testov $e ni na voljo, vendar jih kmalu pri¢akujemo. Zelo
pomembni bodo za obvladovanje epidemije. Z njimi bomo lahko:

e opredelili seroprevalenco,

e ugotovili koliksen deleZ prebivalstva je bil izpostavljen virusu brezsimptomno oz.
z neobicajno klini¢no sliko,

e opredelili osebe z veliko koncentracijo protiteles, ki bodo potencialni darovalci
rekonvalescentnega seruma za zdravljenje,

e ugotovili, kak$na je resni¢na smrtnost v doloc¢eni definirani populaciji.

Eden od problemov seroloskih testov je krizna reaktivnost z drugimi
koronavirusi. V epidemioloskih razmerah nizke prekuzenosti mora imeti seroloski test
izjemno veliko obcutljivost in specifi¢nost (oboje blizu 100%), sicer njegova uporaba ni
smiselna. Ze majhno odstopanje specifi¢nosti pri nizki prekuzenosti pomeni, da je
vecina izmerjenih pozitivnih rezultatov v resnici lazno pozitivnih - s tem je ocena
prevalence izrazito lazno povecana (7, 21).

3 REAKTIVACIJA, REINFEKCIJA

Obstaja ve¢ porocil o pacientih, ki so imeli ponovno pozitiven bris nosno-
Zrelnega prostora, ko je bil Ze enkrat ali dvakrat negativen. Take izku$nje imamo tudi
pri nas. Ta porocila so vzbudila veliko pozornosti, ker bi to lahko pomenilo
reaktivacijo ali reinfekcijo (22, 23). Po natanc¢nejsem pregledu teh objav za sedaj ni
tovrstnih dokazov. Drugi vzroki so bolj verjetni. Vedno je potrebno upostevati
metodoloske probleme samega PCR, moZna je nezadostna koli¢ina zbrane kuznine oz.
premajhna koli¢ina virusa v kuznini, problemi shranjevanja materiala itd. (24). Tudi,
e je vse narejeno pravilno, lahko pricakujemo, da bo PCR nihal med pozitivnimi in
negativnimi vrednostmi, ko je virusno breme majhno. Rezultati so odvisni tudi od
uporabljenega testa PCR, ker je meja zaznavanja med nekaj sto do nekaj tiso¢ kopij
virusa/mililiter kuznine (25, 26).
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4 CESA NE SMEMO SPREGLEDATI?

Medicina je postala na videz enostavna. Zanima nas samo $e koronavirus, kar
je zelo nevarno. Ne smemo pozabiti tudi na druge infekcijske in ostale bolezni, ki se
jih v obdobju covid-19 epidemije lahko zgresi (plju¢na embolija, sepsa, apendicitis,
miokardni infarkt, atipi¢ne pljucnice, kot je npr. Legionarska bolezen, revmatske
bolezni s prizadetostjo plju¢nega intersticija itd.). Ce je test na novi koronavirus
negativen, je treba razmisljati o drugih vzrokih bolnikovih tezav, v¢asih pa gre tudi
lahko za kombinacijo covid-19 in dodatne bolezni, Se posebno pri starejsih osebah.
Vrniti se moramo k temeljnemu poslanstvu nasega poklica: z bolnikom se je treba
natan¢no pogovoriti, ga pregledati - bolje bomo to naredili, manj problemov bo s
koronavirusom in tudi z drugimi boleznimi. Kot vemo vsi, je »zdravljenje po telefonu«
lahko zelo nevarno!

5 VAROVANJE PACIENTOVIH OSEBNIH PODATKOV

Nalezljive bolezni, ki »udarijo« tako, kot je covid-19, vzbudijo izjemno pozornost
javnosti, vklju¢no z njeno temno platjo - odtekanjem informacij o bolnikih.
Informacijska neodgovornost je pojav, ki mu v nasem okolju ne moremo stopiti na
prste in se zelo Zalostno pokaZe zlasti tedaj, ko gre za »razvpite« bolezni, kot je zdaj
covid-19. Zal tudi sedaj opazamo, da je tezko obvladati (ne)kulturo govoric, ki zlasti v
primeru bolnih kolegic in kolegov iz zdravstvenih vrst zavrsijo po bolni$nicah in tudi
zunaj njih. Za vse podatke, ki jih zdravstveni delavci in drugi sodelavci pridobimo ali
izvemo pri obravnavi nasih pacientov, smo zavezani k poklicni molc¢e¢nosti! Temu
sledi tudi »Eti¢ni kodeks«, h kateremu smo vsi zavezani.

6 SKLEP

Svetovne zdravstvene in ekonomske posledice pandemije SARS-CoV-2 so hude.
V naslednjih mesecih bomo imeli s pomocjo seroloskih testov bolj jasno sliko glede
resnicnega Stevila brezsimptomnih oseb in tistih z neobicajnimi klini¢nimi
manifestacijami. Vse ve¢ vemo o dejavnikih tveganja za hujsi potek bolezni, kar nam
omogoca prilagoditev preventivnih strategij. Do danes Se ne vemo natan¢no, katere
osebe so resni¢no ogrozene in katere ne.
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POVZETEK

Pandemija novega korornavirusa SARS-CoV-2 predstavlja nov izziv za raziskovalne
oddelke farmacevtskih, biotehnoloskih druzb, institutov in univerz po celem svetu v
borbi za razvoj novih ucinkovitih in varnih cepiv. Resnost pandemije, eti¢na in
socialna segregacija in gospodarska skoda je prisilila drzave, sklade in zdruzenja, da
smo povezali znanost, izkusnje in ekonomsko osnovo, zato smo pri¢a izjemno hitremu
razvoju cepiv proti okuzbi z novim koronavirusom, predvsem na osnovi vnosa DNA
ali RNA, ki po izrazanju v ¢loveskih celicah in prenosu virusnega antigena izven celice
izzove nastanek specifi¢nih protiteles in aktivacijo celicnega T-limfocitnega imunskega
odziva. Trenutno je v klini¢nih fazah razvoja- 47 preskusanj, od tega 9 v zadnji, tretji
fazi razvoja, tri cepiva pa so na lokalnem nivoju pridobila predhodno dovoljenje za
zelo omejeno uporabo. Cepiva proti SARS-CoV-2, pridobljena z inovativnimi
tehnologijami, predstavljajo veliko prednosti in velik potencial za bodo¢i razvoj cepiv,
a izkazovati morajo visoko stopnjo ucinkovitosti in varnosti, preden bo omogocena
njihova $iroka uporaba.
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1UVOD

Dokaz, da vnos antigena, ki je strukturno najveckrat povrsinski protein,
glikoprotein ali lipopolisaharid, sprozi nastanek specifiénih nevtralizacijskih
protiteles, je leta 1796 prvi potrdil Edward Jenner, ko je vzel gnojni eksudat iz pustul
(koznih mehurckov) delavcev z mle¢nih farm, ki so bili pogosto v stiku z virusom
govejih koz ter vnetno tekocino vbrizgal pod kozo osemletnega decka. Ta je sicer
zbolel, a je bil potek bolezni blag. Ko je eksperiment ponovil z vnetno tekocino iz
pustule ¢loveskih ¢rnih koz na drugih prostovoljcih, se je izkazalo, da so zas¢iteni pred
virusno boleznijo ¢rnih koz. To so bili sicer elementarni zacetki uporabe cepiv, ki pa
so predvsem v dvajsetem in enaindvajsetem stoletju pripomogli k zas¢iti svetovnega
prebivalstva (1).

Celotna znanstvena javnost, vklju¢no s farmacevtskimi in bioteholoskimi
naprednimi druZbami, je enotna v prizadevanjih za napredek pri razvoju novih cepiv
ali zdravil proti okuzbi z novim koronavirusom. Ker je pandemija moc¢no prizadela
zdravstvo, socialne stike, gospodarstvo in splo$ni razvoj na svetovnem nivoju, si
raziskovalci prizadevajo za pospesen razvoj cepiv, ki bi lahko predstavljala prvo
obrambno vrsto proti Sirjenju virusa, obenem pa omogocila zascito vseh starostnih,
ranljivih in izpostavljenih skupin prebivalstva. Virus, ki so ga poimenovali virus
hudega akutnega respiratornega sindroma 2 (SARS-CoV-2), ima kot ostali
koronavirusi genetski material v obliki enovija¢ne kodirajoce verige RNA, ki jo ovija
fosfolipidna ovojnica. Genom nosi zapis za strukturne in nestrukturne proteine, ki
omogocajo virusu pripetje na prijemalis¢e cloveske celice (ACE2), okuzbo,
razmnozevanje in Sirjenje virusa na ostale neokuzene celice (2). Najpomembnejsi
strukturni protein ovojnice, ki se razprostira v mikrookolje virusa, je protein S (angl.
spike protein), ki predstavlja tudi poglavitni antigen za razvoj novih cepiv proti
koronavirusu, zato je prav protein S oziroma genski zapis, ki kodira za ta povrsinski
virusni antigen, najveckrat uporabljen v prizadevanjih za razvoj novega cepiva proti
bolezni covid-19. Kljub temu, da so se tehnologije razvoja cepiv z napredovanjem
molekulskega kloniranja in uporabe metod rekombinantne DNA uveljavile Ze pri
nekaterih cepivih v zadnjih desetih letih, kjer je osnovni antigen za nastanek protiteles
v organizmu rekombinantni protein, pa smo pri razvoju anti covid-19 cepiv prvi¢ prica
poskusu uporabe cepiv na osnovi DNA ali RNA (3).

2 RAZVOJNA POT CEPIV

Ne glede na vrsto cepiva, je postopek razvoja natan¢no reguliran s smernicami
Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) in ostalih regulatornih organizacij, kot je
Mednarodni koncil za harmonizacijo (ICH), Ameriska agencija za hrano in zdravila
(FDA) in Evropska agencija za zdravila (EMA), poleg tega pa razvoj budno spremljajo
tudi nacionalne agencije za zdravila po vsem svetu (4). Razvoj cepiv sestavljajo
naslednje faze:

e izbira vrste cepiva in optimizacija laboratorijske faze,

e predklini¢na testiranja, ki zajemajo dolo¢anje imunogenosti in toksi¢nosti,
e klini¢na testiranja varnosti in u¢inkovitosti (faze I-III),

e registracijski postopek,
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e izdelava, kontrola kakovosti in spremljanje vseh ucinkov skozi daljse
obdobje.

Prav pri razvoju novih cepiv proti virusu SARS-CoV-2 pa so WHO, EMA in
FDA z namenom pospesiti razvoj, pripravile posodobljenje smernice (5), ki dovoljujejo
skrajSano fazo predklini¢nih raziskav, a Se vedno z vkljucitvijo vsaj dveh wvrst
preskusnih zivali (mi$i, podgane, hr¢ki) in po moZnosti tudi primati (opice Rhezus).
Problem testiranj na poskusnih Zivalskih modelih je namre¢ v tem, da misi ne izraZajo
transmembranskega receptorja ACE2, zato so za predklini¢na testiranja primerne
transgene misi z vstavljenim genom za ACE2, hr¢ki pa sicer izpolnjujejo to osnovno
zahtevo, saj imajo izraZzen receptor-prijemalis¢e, na katerega se pripne novi
koronavirus, a naj bi po splosno veljavniih pravilih v predklini¢nih testiranjih vkljucili
vsaj dve vrsti zivalskih modelov, od katerih naj bi bili za nove tehnologije vkljuceni
primati. Iz tehni¢nega in stroskovnega vidika je to seveda zahtevnejSe, a predstavlja
dodatni varnostni pogoj. Prav zaradi izjemne hitrosti razvoja novih cepiv proti bolezni
covid-19, regulatorne organizacije dovoljujejo zdruZzevanje klini¢nih faz (I/1L, II/1II), a
ne na rac¢un varnosti. Obi¢ajna pot razvoja novega cepiva traja nekaj let, v sedanjem
primeru razvoja cepiva proti SARS-CoV-2 pa smo pri¢a izjemno hitremu in
mnozi¢nemu pristopu, saj je v prvi fazi klinicnega testiranja (na dan 02.09.2020)
prijavljenih na spletni strani ClinicalTrials.gov 231 raziskovalnih enot, ki raziskujejo
cepiva v predklini¢ni fazi, 24 jih je v prvi fazi razvoja, 14 v drugi fazi in 9 v tretji fazi
razvoja. Zelo omejeno predhodno uporabo pa so pridobila tri cepiva: cepivo druzbe
CanSino Biologics (dovoljenje izdano s strani Kitajske agencije za zdravila in cepiva),
cepivo Sputnik V instituta Gamaleya (dovoljenje izdano s strani Ruske agencije za
zdravila) in cepivo druzbe Sinovac Biotech (dovoljenje izdano s strani Kitajske agencije
za zdravila in cepiva). Trenutno pa ne EMA, prav tako niti FDA in posledi¢cno WHO
niso odobrile Se nobenega cepiva proti virusu SARS-CoV-2 (6, 7).

2.1 Vrste cepiv

Glede na izvor antigena in nacin izdelave, lo¢imo pet osnovnih vrst virusnih

cepiv (8):

e atenuirana ziva virusna cepiva,

e inaktivirana virusna cepiva,

e rekombinantna virusna proteinska cepiva,
e virusna cepiva na osnovi DNA,

e virusna cepiva na osnovi RNA.

Veliko standardnih cepiv, kot so cepiva proti rde¢kam, oSpicam ali mumpsu,
vsebujejo oslabljen (atenuiran) ziv virus, ki ga s toplotnimi ali pasaznimi postopki tako
oslabijo, da vnesen v ¢lovesko telo sicer izzove nastanek protiteles, ne povzro¢i pa
razsiritve bolezenskih znakov. Obicajno izzove zelo mocan in dolgotrajen imunski
odziv organizma. Tudi proti virusu SARS-CoV-2 razvijajo cepiva na ta preizkusen
nacin, a starazvoj in proizvodnja v tem primeru dolgotrajna, saj je potrebno za dosego
dovolj velikega Stevila odmerkov virus gojiti v primernih celi¢nih gostiteljih, ga
izolirati in oslabiti. Prav tako se izkazujejo lahko neZeleni stranski ucinki v obliki
lokalnih ali sistemskih alergijskih reakcij na prisotnost zivega virusa.
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Virusna cepiva z inaktiviranim mrtvim virusom so obi¢ajno pripravljena s
kemijskim ali toplotnim postopkom denaturacije virusnih vitalnih sistemov, kar lahko
nekoliko zmanj$a imunogenost viriona (celotnega virusnega delca). Tehnologija je
standardizirana in relativno varna. Tudi proti virusu SARS-CoV-2 razvijajo testna
inaktivirana virusna cepiva (Preglednica 1, Slika 1), ki izkazujejo dobro imunogenost, a
je stevilo odmerkov Se vedno zelo majhno, saj je za proizvodnjo potrebno pripraviti
ogromno koli¢ino osnovnega Zivega virusnega materiala. Testi, ki so presli v klini¢ne
faze, se izvajajo predvsem na Kitajskem, pred mesecem dni pa so vkljuéili v fazo II tudi
230 prostovoljcev v Indiji.

Rekombinantna virusna proteinska cepiva predstavljajo napreden sistem
priprave proteinskih antigenov. Genski zapis, ki kodira za povrsinski virusni
proteinski antigen, vnesemo v gostiteljsko celico. Najveckrat v ta namen uporabimo
kvasne ali sesalske celice, manj pogosto pa bakulovirusne ekspresijske sisteme. Velika
prednost takega nacina izrazanja antigena je v tem, da lahko pridobimo gensko
informcijo iz genskih bank podatkov, naredimo optimalni genski kod in po izrazanju
lahko zelo dobro ocistimo proteinski antigen. Slabost pa je draga proizvodnja in
nekoliko slabsa imunogenost, zato farmacevtske druzbe razvijajo nove adjuvanse, ki
ojacajo imunogenost virusnega cepiva. Vecina novih rekombinantnih cepiv proti
covidu-19 temelji na pripravi antigena proteina S, ki je potencialno najprimernejsi
virusni strukturni protein za aktivacijo c¢loveskega imunskega sistema.
Rekombinantna cepiva proti covidu-19 razvijajo podjetja Clover Biopharmaceuticals,
pa tudi podjetije Novavax, kjer rekombinantni protein S vezejo na nanodelce (9)
(Preglednica 1).

Preglednica 1: Nekatera najperspektivnej$a cepiva proti SARS-CoV-2 v klini¢nih
preskusanjih (na dan 28.07.2020).

Vrsta cepiva Razvojna osnova Taréni antigen Proizvajalec Klini¢na
faza

Gen za virusni Gensko spremenjene protein S, Shenzhen Geno- FazaI/Il
protein S v APS APS z lentivirusnim virusne Immune Institute,

vektorjem proteaze Kitajska
Gen za virusni Gensko spremenjene protein S, Shenzhen Geno- Fazal/Il
proteinSv APSin  APS z lentivirusnim poliproteinska Immune Institute,
citotoksi¢ni vektorjem, i.v. infuzija  proteaza Kitajska
limfociti T limfocitov T
Rekombinantni Adenovirusni Ad5 protein S CanSino Biologics, Faza
adenovirus Ad5- vektor, i.m. Kitajska /111
nCov z genom za
protein S
Rekombinantni (z delecijo za protein S Univerza Oxford Faza III
adenovirus podvojevanje) hA- / AstraZeneca
AZD1222 dOx1
Rekombiantni Adenovirusni protein S Gamaleya Institute, Faza I/11
adenovirus Gam- rekombinantni vektor Rusija
COVID-Vac 5in 26, i.m.
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Plazmid INO-4800  Gen za protein S, vnos  protein S INOVIO Fazal
z elektroporacijo Pharmaceuticals
Plazmid in Gen za S-protein, im.  protein S AnGes/Univerza Faza I/11
adjuvans AG0301 Osaka
Plazmid GX-19 DNA, i.m. protein S Genexin Inc, JuZzna Faza I/1I
Koreja

Lipidni nanodelec z mRNA, i.m. protein S Moderna Therapeutics, Faza III
mRNA 1273 ZDA
Lipidni nanodelec z mRNA, i.m. 4 virusni BioNTech, Nemcija / Faza Il
mRNA BNT162 antigeni Pfizer, ZDa
Lipidni nanodelecz mRNA, im. protein S CureVac, Nemcija Faza Il
mRNA CVnCoV
Lipidni nanodelecz mRNA, i.m. protein S Imperial College Faza I/11
mRNA COVAC1 London, Anglija
Protein + adjuvans  Proteinsko cepivo, im. proteinS + Novavax, ZDA Faza Il
NVX-CoV 2372 matrix

adjuvans
Protein + adjuvans  Proteinsko trimerno protein S, Clover Faza /Il
SCB-2019 cepivo AS03, CpG, +  Biopharma/GSK,

Al adjuvans Avstralija
SARS-CoV-2 virus Inaktiviran virus Celoten virus ~ SinoVagc, Kitajska Faza Il

+ Al adjuvans
PiCoVacc
SARS-CoV-2virus  Inaktiviran virus Celoten virus  Kitajska akademija Faza /1l

medicinskih znanosti

SARS-CoV-2virus  Inaktiviran virus Celoten virus  Sinopharm, Kitajska Faza Il

protein S: povrsinski aktivacijski protein SARS-CoV-2 (angl. spike protein); APS: antigen predstavitvene
celice (9)

3 NOVE TEHNOLOGIJE RAZVOJA CEPIV PROTI SARS-CoV-2

Tehnologija rekombinantne DNA se je od zacetkov leta 1980 do sedaj razvila v
izjemno raznoliko vejo, ki izkazuje Ze mnoge rezultate, potencialno pa pomeni
revolucijske premike na podrodju farmacije, medicine, biotehnologije in ostalih
sorodnih ved. Prav izziv, ki ga predstavlja razvoj novega cepiva proti okuzbi z
virusom SARS-CoV-2, je povezal razli¢cne metode in tehnike, ki omogocajo uporabo
genskega materiala v obliki DNA ali RNA za dosego aktivacije imunskega sistema.
Bazi¢ni princip temelji na vnosu genskega konstrukta, ki najveckrat kodira za virusni
protein S ali vsaj najbolj izpostavljen del tega proteina v ¢loveske celice (najveckrat
miocite), ki nato v kombinaciji z regulatornim in strukturnim delom gena proizvedejo
virusni protein S, ga izlocijo iz celice, kjer ga nato antigen predstavitvene celice
(dendriti¢ne celice, makrofagi, tudi limfociti B) spoznajo kot tuj protein, predstavijo
limfocitom B in T, nakar se za¢ne proces aktivacije humoralnega in celi¢nega
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imunskega sistema. Vnos genskega materiala v celice je najveckrat omogocen s
pomocjo nanodelcev, z adenovirusnim ali lentivirusnim nosilcem ali s pomocjo
elektroporacije (10).

3.1 Virusna cepiva DNA

Cepiva na osnovi DNA se vnasajo v celico s pomocjo plazmida z genskim
konstruktom, ki kodira za antigen, najveckrat s pomocjo elektroporacije (Slika 1), lahko
pa pride tudi do prehoda plazmida v celico s pinocitozo, ki pa je manj ucinkovita.
Velika prednost vnosa cepiv na osnovi DNA je enostavnost in ekonomicnost
proizvodnje, saj lahko v zelo kratkem casu pripravimo veliko koli¢ino plazmidnega
cepilnega materiala, prav tako sam plazmid s svojimi nemetiliranimi zaporedji aktivira
imunski sistem, zato cepivom ni potrebno dodajati nikakrsnih adjuvantov, slabost pa
je, da je imunski odziv relativno $ibek in je potrebno injicirati vsaj dva odmerka, prav
tako pa Se ne vemo, kako dolgo je zas¢ita z nevtralizacijskimi protitelesi, ki nastanejo,
dovolj ucinkovita. Cepivo na osnovi plazmidne DNA razvija podjetje Inovio
Pharmaceuticals in GeneXin Inc. iz Juzne Koreje, japonska druzba AnGes , skupaj z
univerzo Osaka pa plazmidu dodaja nespecifi¢en adjuvans, zopet na osnovi DNA
(Preglednica 1). Veliko raziskovalnih oddelkov pa razvija cepivo DNA, ki ga v celico
vnesejo s pomocjo adenovirusnih ali lentivirusnih vektorjev. Prednost takega vnosa je
vedja ucinkovitost, hitro prehajanje cepiva v celice in moc¢an odziv nastanka protiteles
po izraZzanju in ekstracelularnemu antigenskem odzivu. Prvi zametki adenovirusnih
vektorjev so nastali za vnos raznih tar¢nih genov v sklopu genskega zdravljenja, kot
cepivo pa so razvijali cepivo s pomocjo oslabljenega virusnega nosilca proti okuzbi z
virusom ebola. Dolgoro¢nih izkuSenj in potencialnih nezelenih ucinkov s tako
pripravljenimi vektorskimi cepivi $e nimamo, obstaja pa potencialna zmanjsana
ucinkovitost po veckratni aplikaciji istega sistema, in sicer zaradi imunogenosti
samega vektorskega nosilca. Sicer pa je prav razvoj virusnega vektorskega DNA
cepiva v primeru bolezni covid-19 dosegel najhitrej$i razvoj in je kar 5 kandidatnih
cepiv v klini¢nih preskusanjih (AstraZeneca/Oxford, Gamaleya Institute, CanSino
Biologicals, Johnsoné&Johnson in Shenzen Genolmmune, Preglednica 1) (11, 12).

3.2. Cepiva na osnovi RNA z nanodelci

Informacijska RNA (angl. mRNA) nosi zapis za izdelavo proteina (antigena) na
ribosomu v citoplazmi celice, ki se po translaciji izlo¢i iz celice v medceli¢ni prostor,
kjer ga imunski sistem prepozna kot tujega in aktivira nastanek nevtralizirajo¢ih
protiteles. Cepiva na osnovi mRNA vsebujejo obi¢ajno poleg genske informacije tudi
fosfolipidno ovojnico ali lipidne nanodelce za laZje vstopanje v celico. Prednost cepiv
na osnovi RNA je, da ni nikakrsnega stika z genomom c¢loveske celice in izdelava
velike kolicine mRNA. Na osnovi rezultatov klini¢nih faz cepiva druzb CureVac in
Moderna Therapeutics prav tako kaze, da pride do moc¢ne antigenske aktivacije in
nastanka protiteles. Slabost cepiv na osnovi mRNA pa je velika obcutljivost RNA, zato
so potrebne strukturne modifikacije z namenom povecanja stabilnosti in roka trajanja
cepiva (13, 14).

23



Borut Strukelj: Novosti na podrodju razvoja cepiv proti SARS-CoV-2

CanSino Biologics
(Ad5-nCoV)

Moderna (mMRNA-1273) Inovio Pharma (INO-4800)

gen za protein S
elektroporator

. = .“. . :"-"- -
% o~ s
PPN orotein S PP LB protein S IS
| J | J
mRNA DNA
Platforma: v LND vgrajena mRNA, Platforma: elektroporacija plazmidne DNA, Platforma: adenovirus (Ad5), ki
ki kodira protein S. ki kodira protein S. dostavi gen za protein S.
Medicinski institut Senzen Sinovac Biotech
(LV-SMENP-DC) (brez imena)
dendritiéna iV.De klini&ni sev namnozitev virusav celiéni kulturi
celica (DC) {D’ SARS-CoV-2
L Q {} okuzba celic

. —
modifikacija z lentivirusnim
vektorjem (LV)

subkutana injekcija intravenska infuzija : v :
LV-DC CTL AR EREE inaktiviran virus SARS-CoV-2
g ¢ H inaktivacija
| v o e
e in -5 SARS-CoV-2 J
“ - ; - = [N >
' i
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(LV-DC) in antigensko-specifi¢nimi citotoksi¢nimi limfociti (CTL). namnozitvijo klinicnega seva SARS-CoV-2 v celi¢ni kulturi.

Slika 1: Shematski prikaz razvoja razli¢nih tehnologij sodobnih cepiv proti SARS-CoV-
2 (narejeno s programom BioRender).

4 SKLEP

Za vsako ucinkovito in varno cepivo je potrebno strogo nacrtovati, izvesti in
upostevati vse smernice in navodila regulatornih organizacij in strokovnih zdruZenj,
saj le tako lahko omogoc¢imo, da bodo vsi, ki Zelijo prejeti cepivo, uspesno zasciteni, ob
tem pa cepivo ne bo izzvalo resnih neZzelenih ucinkov. Seveda se raziskovalci
zavedamo, da lahko na nekaj stotiso¢ cepljenj pride pri posamezniku do resnega
neZelenega ucinka, a to velja za vsa zdravila in cepiva. Ker smo price izjemno hitremu
razvoju cepiv proti virusu SARS-CoV-2 s popolnoma novimi, inovativnimi
tehnologijami, ki vkljuc¢ujejo vnos genskih konstruktov na osnovi RNA ali DNA, je
poleg ucinkovitosti zelo pomemben dejavnik varnost, ki jo mora potrditi za Evropsko
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unijo, in s tem tudi za Slovenijo, Evropska agencija za zdravila (EMA). Verjamemo v
prednosti novih tehnologij pri razvoju cepiva proti SARS-CoV-2 in izrazamo
zadovoljstvo, da se pripravlja toliko novih platform, ki bodo osnova tudi za ostala
cepiva in rekombinantna zdravila, a kompetitivnhost ne sme prevladati pred
ucinkovitostjo in varnostjo.
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POVZETEK

Novi koronavirus SARS-CoV-2 se je konec leta 2019 pojavil na Kitajskem in se hitro
razs8iril po svetu, zato je Svetovna zdravstvena organizacija 11. marca 2020 razglasila
pandemijo. Virus SARS-CoV-2 povzroca bolezen covid-19, ki je lahko tudi smrtna pri
relativno velikem deleZu obolelih v rizi¢nih skupinah. Poleg preventivnih ukrepov in
razvoja cepiv so zato nove protivirusne uc¢inkovine proti SARS-CoV-2 klju¢ne za
uspe$no zdravljenje covida-19 v prihodnosti. V prispevku bomo predstavili
ucinkovine in kandidate za ucinkovine, ki delujejo protivirusno in kazejo obetavne
ucinke v terapiji covid-19.

VSEBINA

1 UVOD
2 ZIVLJENJSKI CIKEL SARS-CoV-2
3 PROTIVIRUSNE UCINKOVINE PROTI SARS-CoV-2
3.1 U¢inkovine, ki preprecujejo vstop SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico
3.1.1. Kamostat
3.1.2. Umifenovir
3.1.3. Klorokin in hidroksiklorokin
3.2. Zaviralci od RNA odvisne RNA-polimeraze (RdRp) SARS-CoV-2
3.2.1. Favipiravir
3.2.2. Remdesivir
3.2.3 EIDD-2801
3.3. Zaviralci virusne proteaze 3CLpro
3.3.1. Lopinavir/ritonavir
3.4. Interferoni
3.5. Kombinirana terapija
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1UVOD

Cloveka lahko okuZi sedem znanih koronavirusov. Koronavirusi HCoV-NL63,
HCoV-229E, HCoV-OC43 in HCoV-HKU1l pri c¢loveku povzrocajo predvsem
prehladna obolenja. Virus, ki povzroca hudi akutni respiratorni sindrom (SARS-CoV),
virus bliznjevzhodnega respiratornega sindroma (MERS-CoV) in virus SARS-CoV-2,
ki je povzroditelj bolezni covid-19 (1), pa povzrocajo okuzbe spodnjih dihal, ki v vecini
primerov vodijo do virusne pljuc¢nice, lahko pa prizadenejo tudi prebavila, srce,
ledvica, jetra in centralni Zivéni sistem, kar lahko vodi do hkratne odpovedi vec
organov ter smrti (2-5).

Novi koronavirus SARS-CoV-2, ki je konec leta 2019 izbruhnil v mestu Vuhan
na Kitajskem, se je v relativno kratkem casu razsiril po vsem svetu, zato je 11. marca
2020 Svetovna zdravstvena organizacija razglasila pandemijo. Konec avgusta 2020 je
bilo po svetu potrjenih ve¢ kot 21 milijonov okuzb s SARS-CoV-2, ki so imele za
posledico tudi vec kot 770.000 smrti (6). Bolezen covid-19 je prizadela tudi Slovenijo,
saj se je pri nas okuzilo vec¢ kot 2.400 ljudi, umrlo pa jih je ve¢ kot 120 (7). Virus SARS-
CoV-2 je virus RNA, ki vsebuje enojno verigo RNA, obdano z nukleokapsido in ovito
s fosfolipidno membransko ovojnico. Ker virus membrano pridobi z brstenjem iz
¢loveskih celic, je po svoji strukturi zelo podobna membrani gostiteljskih celic (1). V
membrano so vgnezdeni glikoproteini S (angl. Spike protein), ki se veZejo na encim
angiotenzin-konvertazo tipa 2 (ACE2), ki je prisoten na povrsini membrane plju¢nih
epitelijskih celic gostitelja (8). Receptor ACE2 se nahaja tudi na povrsini celic arterij,
srca, ledvic in ¢revesja. Poleg tega pomembnega strukturnega proteina SARS-CoV-2
vsebuje Se druge strukturne proteine, kot so proteini N (nukleokapsida ali angl.
Nucleocapsid), E (ovojnica ali angl. Envelope) in M (membrana ali angl. Membrane). Virus
SARS-CoV-2 poleg nastetih strukturnih proteinov vsebuje tudi Sestnajst nestrukturnih
proteinov. Nekateri med njimi, kot so glavna cisteinska proteaza 3CLP, papainu
podobna proteaza PLrin od RNA odvisna RNA-polimeraza (RdRp), imajo encimsko
funkcijo (8, 9). Vse te makromolekulske tarce so odli¢no izhodis¢e za nacrtovanje
zdravilnih ucinkovin z delovanjem proti virusu SARS-CoV-2, vendar razvoj

najintenzivneje poteka na podrodju zaviralcev proteaze 3CLr in RNA-polimeraze
RdRp (10).

Relativno hiter razvoj potencialnih protivirusnih ué¢inkovin proti SARS-CoV-2
omogoca velika podobnost novega koronavirusa s sorodnima, Ze predhodno
poznanima virusoma SARS-CoV in MERS-CoV (11), zato lahko v kratkem casu
testiramo veliko Stevilo znanih spojin z dokazanim delovanjem proti tema dvema
virusoma (12). Na ta nacin so Ze identificirali potencialne protivirusne ucinkovine, ki
so v predkliniénih in klini¢nih fazah razvoja (13). Za odkrivanje protivirusnih
uc¢inkovin in cepiv je klju¢nega pomena tudi interakcija med proteinom S in
receptorjem ACE2, saj ta zacetni stik omogoci vstop virusa v gostiteljsko celico (1),
vendar so potencialne ucinkovine s tem mehanizmom delovanja trenutno Se v
zgodnjih fazah razvoja. V nadaljevanju bomo predstavili zivljenjski cikel virusa in
kljuéne spojine, ki so jih identificirali relativno hitro po pojavu SARS-CoV-2 in jih
vrednotili v razli¢nih predklini¢nih in klini¢nih fazah kot potencialne kandidate za
zdravljenje bolezni covid-19.
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2 ZIVLJEN]JSKI CIKEL SARS-CoV-2

Virus SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico vstopa na podoben nacin kot sorodni
virus SARS-CoV (Slika 1). Prva stopnja je vezava na membrano gostiteljske celice preko
interakcije med proteinom S in receptorjem ACE2 (8). Tej sledi proteolitska cepitev in
aktivacija proteina S s transmembransko serinsko proteazo TMPRSS2 ter vstop virusa
v gostiteljsko celico z endocitozo in sprostitev virusnega genoma v obliki ssSRNA(+). V
okuZeni celici nato v delu endoplazemskega retikuluma nastanejo Stevilni vezikli z
dvojno membrano (14), ki so popolno mesto za zas¢ito virusnega genoma in
omogocajo ucinkovito podvajanje s pomodjo replikacijsko-transkripcijskega
kompleksa virusa (15). Nato se virusna RNA prevede v virusni poliprotein, pri ¢emer
sodelujejo mehanizmi gostiteljske celice. Virusni poliprotein je nefunkcionalen, dokler
ga virusni proteazi 3CLP™ in PLrw ne cepita do funkcionalnih virusnih proteinov,
odgovornih za podvajanje in sestavljanje virionov, kar poteka v endoplazemskem
retikulumu in Golgijevem aparatu (16). Nastali virioni se prenesejo do celi¢ne
membrane in sprostijo iz celice z brstenjem, kar vodi do okuzbe novih gostiteljskih
celic.

SARS-CoV-2
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Slika 1. Vstop virusa SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico, podvajanje in sproscanje iz celice
(koraki 1-6) ter prijemalisca obravnavanih potencialnih ucinkovin z delovanjem proti SARS-
CoV-2. Protein S SARS-CoV-2 se veze na receptor ACE2 na membrani gostiteljske
celice (korak 1). Encim TMPRSS2 cepi in aktivira protein S, kar omogo¢i zlitje virusne
in celi¢ne membrane in vstop virusa v gostiteljsko celico z endocitozo (korak 2). Virus
sprosti svojo RNA (korak 3). S prevajanjem dela RNA se najprej tvori virusni
poliprotein, ki ga proteazi 3CLp in PLrro cepita v funkcionalne virusne proteine.
Nastane replikacijski kompleks, v katerem nastane veliko kopij virusne RNA in
virusnih proteinov (korak 4). Iz nastalih strukturnih proteinov in RNA v
endoplazemskem retikulumu in Golgijevem aparatu nastajajo novi virioni (korak 5),
ki zapustijo gostiteljsko celico z brstenjem (korak 6).
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3 PROTIVIRUSNE UCINKOVINE PROTI SARS-CoV-2

Zaradi pandemicnih razseZnosti okuzb z virusom SARS-CoV-2 raziskave v
smeri razvoja protivirusnih ucéinkovin za zdravljenje covid-19 potekajo izredno
intenzivno. Obi¢ajno razvoj zdravilne ucinkovine traja zelo dolgo, tudi ve¢ kot deset
let. Zato je v trenutnem polozaju klju¢no, da identificiramo in v klini¢nih testiranjih
najprej vrednotimo predvsem zdravilne uc¢inkovine ali kandidate, za katere poznamo
vsaj nekatere podatke o varnosti in njihov profil neZelenih ucinkov iz predhodnih
klini¢nih testiranj. Na ta nac¢in lahko v dokaj kratkem ¢asu pri¢nemo z vrednotenjem
varnosti in ucinkovitosti taksnih spojin pri zdravljenju bolnikov s covidom-19. Ta
postopek odkrivanja zdravilnih u¢inkovin imenujemo tudi prenamemba oziroma v
angles¢ini »drug repurposing« ali »drug repositioning« (17), ki pomeni, da znani
ucinkovini v novih klini¢nih testiranjih dokazemo varnost in u¢inkovitost za drugo
indikacijo kot je ta, za katero je bila predhodno registrirana. Seveda obstaja bojazen,
da za nobeno od znanih u¢inkovin ne bomo uspeli dokazati varnosti in u¢inkovitosti
za zdravljenje covida-19, zato je klju¢no tudi odkrivanje in razvoj novih spojin, od
katerih bomo v prispevku izpostavili predvsem spojino EIDD-2801. Prijemalisca
spojin s protivirusnim delovanjem proti SARS-CoV-2 so prikazana na Sliki 1. 1z slike
je razvidno, da se lahko z majhnimi molekulami vpletamo v razli¢ne faze zivljenjskega
cikla virusa SARS-CoV-2 in na ta nac¢in dosezemo protivirusno delovanje.

3.1 Uc¢inkovine, ki preprecujejo vstop SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico

Pri preprecevanju vstopa virusa v celico lahko delujemo tako na virusne
proteine (npr. protein S) kot tudi na proteine gostiteljske celice (npr. TMPRSS2), ali pa
s spremembo pH v endosomih vplivamo na endocitozo (Slika 1).

3.1.1 Kamostat

Kamostat (Slika 2) je zaviralec serinskih proteaz in je od leta 2006 na Japonskem
registriran za zdravljenje kroni¢nega pankreatitisa. Deluje tudi kot zaviralec
transmembranske serinske proteaze TMPRSS2 na membrani gostiteljske celice, ki ima
kljuéno vlogo pri vstopu SARS-CoV-2 v celico zaradi interakcije s proteinom S.
Proteaza TMPRSS2 je namre¢ odgovorna za cepitev in aktivacijo proteina S SARS-
CoV-2. Na celi¢ni liniji Calu-3 so tako pokazali, da lahko z zaviranjem TMPRSS2 s
kamostatom preprec¢imo vstop razli¢cnim koronavirusom, kot so SARS-CoV, MERS-
CoV in SARS-CoV-2, in doseZemo tudi zmanjSanje okuZzbe celic s SARS-CoV-2 (8). Na
osnovi te studije so predlagali kamostat kot potencialno uc¢inkovino za zdravljenje
covida-19, vendar rezultati klini¢nih $tudij Se niso znani. Med zaviralce TMPRSS2, ki
izkazujejo delovanje proti SARS-CoV-2, uvré¢amo Se nafamostat (18) in bromheksin,
ki imata prav tako obetavne rezultate preliminarnih studij (19).

3.1.2 Umifenovir

Umifenovir ali arbidol (Slika 2) je Sirokospektralna protivirusna spojina, ki se v
Rusiji in na Kitajskem uporablja za zdravljenje gripe. Umifenovir je po svojih fizikalno-
kemijskih lastnostih hidrofobna in Sibko bazi¢na ucinkovina, ki se zaradi svoje
planarne strukture vgrajuje v membrane. Neposredno protivirusno delovanje tako
povezujejo z interakcijo z aromatskimi aminokislinskimi ostanki strukturnih virusnih
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glikoproteinov in/ali z virusno lipidno ovojnico (20). Na Kitajskem so na zacetku
epidemije v zgodnjih fazah poteka bolezni covid-19 uporabljali tudi nekatere
uc¢inkovine za zdravljenje gripe, zato so vrednotili in vitro protivirusno delovanje
umifenovirja, laninamivirja, baloksavirja, peramivirja, oseltamivirja in zanamivirja
proti SARS-CoV-2. Med temi ucinkovinami je najmocnejse delovanje izkazoval
umifenovir. Ugotovili so, da preprecuje vezavo SARS-CoV-2 na gostiteljsko celico in
vpliva tudi na spros¢anje virusa iz znotrajceli¢nih veziklov, ki nastanejo po vstopu
virusa v celico (21). Rezultati manjse klini¢ne Studije, ki je vkljucevala 86 bolnikov z
blazjo do zmerno obliko covida-19, od katerih jih je 35 prejemalo umifenovir, so
pokazali, da monoterapija z umifenovirjem nima pomembnega ucinka na potek
bolezni (22). Kljub temu pa so potrebne nadaljnje klini¢ne $tudije na vec¢jem vzorcu
bolnikov s covidom-19, ki nam bodo dale odgovor o dejanski varnosti in u¢inkovitosti
umifenovirja pri tej bolezni.

3.1.3 Klorokin in hidroksiklorokin

Klorokin in hidroksiklorokin (Slika 2) sta peroralno uporabni zdravilni
ucinkovini, ki ju Ze vrsto let uporabljamo v profilaksi in za zdravljenje malarije.
Hidroksiklorokin je pridobil tudi dovoljenje za promet za zdravljenje revmatoidnega
artritisa, porfirije in generaliziranega lupusa eritematozusa, saj deluje
imunomodulatorno.

Poleg omenjenega imata obe ucinkovini tudi delovanje proti nekaterim virusom
RNA, tudi SARS-CoV-2, proti kateremu ima mocnejsi uc¢inek hidroksiklorokin (23).
Mehanizem delovanja klorokina in hidroksiklorokina poteka na vec¢ nivojih. Znano je,
da zaradi bazi¢nih lastnosti zviSata pH v znotrajceli¢nih organelih, kot so endosomi in
lizosomi, s ¢imer preprecita vstop SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico, saj je kisel pH v
endosomih predpogoj za zlitje virusne membrane z membrano lizosoma. Klorokin
lahko dodatno prepreci vstop virusa v celico tudi preko vpliva na posttranslacijsko
glikozilacijo receptorja ACE2 in proteina S SARS-CoV-2. Deluje tudi kot ionofor za
cinkove ione, ki pri vi§ji znotrajceli¢ni koncentraciji zmanjSajo biosintezo virusne
RdRp. Hidroksiklorokin dodatno deluje tudi protivnetno, in sicer preko zmanjSanja
izrazanja TNFa, interlevkina-1{, interlevkina-6 in zmanj$anja aktivacije signalne poti
z mitogeni aktiviranih proteinskih kinaz, kar bi lahko imelo ugoden vpliv na potek
bolezni covid-19 v drugi fazi, preden pride do pojava citokinske nevihte (24). Stevilne
klini¢ne Studije kaZejo na potencial klorokina in hidroksiklorokina pri zdravljenju
covida-19, vendar pojav neZelenih ué¢inkov, kot so gastrointestinalne motnje, nakazuje
na morebitne ovire pri uporabi teh dveh uc¢inkovin v terapiji (25).
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Slika 2. U¢inkovine, ki preprecujejo vstop virusa SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico.

3.2 Zaviralci od RNA odvisne RNA-polimeraze (RARp) SARS-CoV-2

RdRp ima klju¢no vlogo pri replikaciji virusa SARS-CoV-2 (Slika 1), zato je
pomembna tarca za razvoj protivirusnih ucinkovin za zdravljenje covid-19. RdRp
SARS-CoV-2 in SARS-CoV imata vec¢ kot 95% podobnost aminokislinskega zaporedja,
kar je omogocilo hitro testiranje velikega nabora spojin, ki so predhodno Ze izkazovale
delovanje proti SARS-CoV in ostalim virusom RNA (4,26).

3.2.1 Favipiravir

Favipiravir ali T-705 (Slika 3) je protivirusna ucinkovina, ki so jo odkrili z
reSetanjem kemijskih knjiznic. Deluje tako, da selektivno zavira RdRp. Spojina je
predzdravilo, saj se Sele znotraj celice s celi¢nimi encimi fosforibozilira do aktivne
oblike, favipiravir ribofuranozil-5’-trifosfata. Slednjega nato kot lazni substrat
prepozna RdRp, kar vodi v zaviranje RNA-polimerazne aktivnosti (27, 28), poleg tega
pa vkljucitev laznih nukleotidov v virusno RNA povzroci visoko stopnjo mutacij RNA,
ki ustvarjajo nezivi virusni fenotip (29). Favipiravir ima Sirok spekter protivirusnega
delovanja, saj je kataliticna domena RdRp ohranjena med Stevilnimi tipi virusov RNA
(27). U¢inkovit je ne le proti stevilnim tipom in podtipom virusa gripe, temve¢ tudi
proti ostalim virusom RNA, kot so arenavirusi, hantavirusi, bunjavirusi, norovirusi in
filovirusi (27, 29, 30). Zaradi edinstvenega mehanizma delovanja favipiravir
predstavlja tudi obetavno zdravilno u¢inkovino v boju proti SARS-CoV-2.

Favipiravir je od leta 2014 registriran na Japonskem za zdravljenje gripe, vendar
le za posamezne podtipe virusa in v posebnih okolis¢inah bolezni. Protivirusno
delovanje favipiravirja so proucevali tudi za zdravljenje ebole (30). Slabost
favipiravirja je teratogenost, ki zahteva dodatno previdnost pri zdravljenju, sicer pa
ima v dosedanjih klini¢nih raziskavah ugoden profil nezelenih u¢inkov. Povzroca
lahko blage gastrointestinalne teZave in asimptomatske dvige se¢ne kisline. Dodatne
prednosti te u¢inkovine so Se moznost peroralnega zdravljenja in relativno majhno
tveganje za interakcije z zdravili (31). Trenutno poteka ve¢ klini¢nih raziskav, ki
proucujejo ucinkovitost favipiravirja kot samostojno ali kombinirano zdravljenje
covida-19.
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3.2.2 Remdesivir

Remdesivir ali GS5-5734 (Slika 4) je bil razvit za zdravljenje okuZb z virusom
ebola, vendar $e nima dovoljenja za promet (32, 33). U¢inkovina je fosforamidatno
predzdravilo adenozin C-nukleozida, ki se v jetrih z esterazami pretvori do ustreznega
fosforamidata. Slednji se s tkivnimi fosforamidazami spremeni do 5'-monofosfata,
nato v celicah sledi pretvorba do aktivne oblike trifosfata (Slika 4), ki zavira delovanje
virusne RdRp - upocasnjuje sintezo virusne RNA, kot nadomestni substrat tekmuje z
adenozin trifosfatom za vgradnjo v RNA in ovira kontrolno branje (vnasa mutacije v
virusni genom) (34, 35). Zaradi taksSnega mehanizma delovanja remdesivir deluje proti
sirokemu spektru virusov z RNA kot dednim materialom. V raziskavah na ¢loveskih
celicah in vitro je remdesivir izkazal u¢inkovitost tudi proti razli¢nim koronavirusom,
vklju¢no s SARS-CoV, MERS-CoV in SARS-CoV-2. Remdesivir je glede na dosedanje
rezultate klini¢nih raziskav ena od najbolj obetavnih spojin za zdravljenje covid-19 in
je na voljo za so¢utno uporabo pri bolnikih, ki nimajo moZznosti vkljucitve v klini¢na
preskusanja. O neZelenih ucinkih, kot so diareja, izpus¢aji in hipotenzija, so porocali
pri bolnikih s covidom-19, ki so bili na mehanski ventilaciji (25). Na osnovi dosedanjih
podatkov o varnosti in ucinkovitosti pri zdravljenju covida-19 je na Japonskem Zze
pridobil dovoljenje za promet.

3.2.3 EIDD-2801

EIDD-2801 ali MK-4482 (Slika 3) je peroralno uporabno predzdravilo z
ugodnimi farmakokineti¢nimi lastnostmi, ki je v predklini¢ni fazi razvoja in ima $irok
spekter delovanja proti virusom z genomom RNA (36). [zopropilni ester EIDD-2801 se
po zauzitju hidrolizira do p-D-N*-hidroksicitidina, ki se nato pretvori v ustrezni N-
hidroksicitidintrifosfat, ki zavira RdRp koronavirusov, vklju¢no s SARS-CoV-2. Pri
replikaciji ga RdRp vgradi v nastajajoco verigo virusne RNA. Po vgradnji v RNA ne
deluje kot prekinjevalec verige, ampak sproZi nastanek zelo velikega Stevila mutacij
virusne RNA, kar pri translaciji vodi do okvarjenih, nefunkcionalnih virusnih
proteinov, s ¢imer je dosezeno protivirusno delovanje. Potencial za razvoj rezistence
proti EIDD-2801 je zelo nizek (37). Ena od pomembnih lastnosti EIDD-2801 je tudi, da
v primeru MERS-CoV deluje na proti remdesivirju odporen MERS-CoV. Ker sta
mutirani aminokislini (F480L in/ali V557L) ohranjeni v RdRp vecine koronavirusov,
predstavljata potencial za razvoj rezistence proti remdesivirju tudi pri SARS-CoV-2
(37). Delovanje EIDD-2801 je tako obetavno za nadaljnji razvoj in moZnost
kombinirane terapije z remdesivirjem v primeru klinicno pomembnega razvoja
rezistence SARS-CoV-2 proti remdesivirju. Obetavno protivirusno delovanje EIDD-
2801 in vitro in in vivo nakazuje velik potencial te spojine za zdravljenje bolezni covid-
19, vendar bo treba pocakati na rezultate nac¢rtovanih klini¢nih $tudij, v katerih bo
treba dokazati tako njeno varnost kot uc¢inkovitost.

32



Tihomir Tomasic¢: Razvoj protivirusnih ucinkovin proti SARS-CoV-2

pea o w@

favipiravir EIDD-2801

Slika 3. Zaviralci od RNA odvisne RNA-polimeraze z delovanjem proti SARS-CoV-2.

S - N
remdesivir
predzdravilni del

>07/P\ /
0 O0-R O NH, nukleozid
0 O-R fosfat kinaza
(@] N _/N
L, N=
M SN
HO OH

trifosfonukleotidna oblika remdesivirja -
lazni substrat za od RNA odvisno RNA polimerazo

Slika 4. Shema bioaktivacije remdesivirja.

3.3 Zaviralci virusne proteaze 3CLrro
3.3.1 Lopinavir/ritonavir

U¢inkovini lopinavir in ritonavir (Slika 5) sta zaviralca aspartatne proteaze virusa HIV-
1 in se uporabljata v terapiji okuzb z virusom HIV. Lopinavir so razvili kot optimiziran
analog ritonavirja z delovanjem na proti ritonavirju odpornemu HIV-1. U¢inkovini
uporabljamo v kombinaciji, saj ritonavir deluje kot zaviralec citokromov P450, s ¢imer
dosezemo visjo plazemsko koncentracijo lopinavirja (38). Pri SARS-CoV-2
predpostavljajo, da uc¢inkovini zavirata cisteinsko proteazo 3CLrr, s ¢cimer preprecita
cepitev virusnega poliproteina na funkcionalne proteine in s tem doseZeta
protivirusno delovanje, vendar rezultati zaklju¢enih klini¢nih testiranj nakazujejo, da
lopinavir in ritonavir nista u¢inkovita pri zdravljenju covid-19 (22, 25).

: A Im
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Slika 5. Zaviralca cisteinske proteaze 3CLrr virusa SARS-CoV-2.
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3.4 Interferoni

Interferoni so skupina citokinov, ki jih izlocajo Stevilne vrste gostiteljskih celic
kot odziv na vdor patogenov, tudi virusa SARS-CoV-2, in na ta na¢in uravnavajo odziv
imunskega sistema. Sprosc¢eni interferoni s¢itijo celice, iz katerih se sproscajo, kot tudi
celice v njihovi neposredni blizini pred napadom virusov. Pri virusnih okuzbah imajo
pomembno vlogo predvsem interferoni a in B, ki jih uvrs¢éamo med interferone tipa I.
Delujejo tako, da inducirajo nastanek protein kinaze R, ki nespecifi¢no zavira sintezo
proteinov, in RNaze L, ki razgradi celicno in virusno RNA. Posledica tega je
zmanjSevanje nastajanja novih kopij virusa. Interferoni spodbujajo tudi izrazanje
poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa tipa I, s ¢imer stimulirajo delovanje
citotoksi¢nih limfocitov T CD8+, aktivirajo naravne celice ubijalke in izzovejo zorenje
dendriti¢nih celic. Ker SARS-CoV-2 nosi genski zapis za proteine, ki posredno zavirajo
nastajanje interferonov tipa I in tako delujejo imunosupresivno, interferoni tipa I
predstavljajo obetavne kandidate za zdravljenje bolezni covid-19 (39, 40).

3.5. Kombinirana terapija

Ena od strategij za doseganje sinergisticnega ucinka in hkratno zmanjsevanje
pojava nezelenih ucinkov ter preprecevanje razvoja rezistence je kombinirana terapija,
pri kateri zdravimo s kombinacijo u¢inkovin z razliénimi mehanizmi delovanja. Do
sedaj so v Kkliniénih testiranjih vrednotili kombinacijo azitromicina in
hidroksiklorokina, kombinacijo ribavirina, lopinavirja/ritonavirja in interferona-a,
kombinacijo favipiravirja in lopinavirja/ritonavirja in $e nekaterih. Veliko studij s
kombinacijami ucinkovin $e ni zakljuc¢enih, vendar rezultati nekaterih zakljucenih
manjsih studij ze nakazujejo na prednosti pri uporabi kombinirane terapije (25).

4 SKLEP

Razvoj potencialnih kandidatov za zdravljenje bolezni covid-19 poteka zelo
intenzivno tako v predklini¢nih kot tudi v klini¢nih fazah s ciljanjem razli¢nih stopen;
zivljenjskega cikla SARS-CoV-2. Pravi potencial predstavljenih ucinkovin za
zdravljenje bolezni covid-19 bo znan Sele po rezultatih randomiziranih klini¢nih
raziskav, ki trenutno potekajo na velikem Stevilu bolnikov. Nenazadnje pa je zelo
pomemben tudi predklini¢ni razvoj novih strukturnih tipov spojin in spojin z novimi
mehanizmi delovanja za uspeSen boj s koronavirusi, ne samo SARS-CoV-2, tudi v
prihodnosti.
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POVZETEK

Danes Ze imamo na voljo prvo v Evropski Uniji registrirano zdravilo za zdravljenje
covida-19, remdesivir. Imamo tudi zanesljive dokaze o zmanj$anju smrtnosti najhuje
bolnih bolnikov s covidom-19 ob zdravljenju z nizkimi odmerki kortikosteroidov in
imamo na voljo rezultate dobro zasnovanih randomiziranih klini¢nih raziskav, ki niso
potrdile ucinkovitosti Stevilnih protivirusnih zdravil, pogosto predpostavljene na
teoreticnih osnovah in opisih primerov. V prispevku opisujemo najbolj odmevna
zdravila pri COVID-19: remdesivir, lopinavir z ritonavirjem, favipiravir in
(hidroksi)klorokin. Zgodbo o (hidroksi)klorokinu opisujemo kot dokaz, kako se lahko
le preko klini¢nih raziskav, tudi v Sloveniji, premaknemo iz toc¢ke, ko »mislimo«, k
temu, da »vemo, katera zdravila so varna in uc¢inkovita pri covidu-19.
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1 NUJNO POTREBUJEMO ZDRAVILA ZA BOLNIKE S COVIDOM-19, A Z
DOKAZANO UCINKOVITOSTJO IN VARNOSTJO

Danes Ze imamo na voljo prvo pri Evropski agenciji za zdravila (angl. European
Medicines Agency; EMA) registrirano zdravilo za zdravljenje covida-19 (angl. Corona
Virus Infectious Disease-19), remdesivir, imamo zanesljive dokaze o zmanjsanju
smrtnosti najhuje bolnih bolnikov s covidom-19 ob zdravljenju z nizkimi odmerki
kortikosteroidov in imamo na voljo rezultate dobro zasnovanih randomiziranih
kliniénih raziskav, ki niso potrdile ucinkovitosti Stevilnih protivirusnih zdravil,
pogosto predpostavljene na teoreti¢nih osnovah in opisih primerov (1-7). Ob tem
lahko hitro pozabimo na to, kako smo se ne le lai¢na javnost, ampak, zaskrbljujoce,
tudi strokovna in znanstvena javnost, pogosto nekriticno, razveselili vsakega
pozitivnega signala o u¢inkovitosti zdravila proti novemu koronavirusu SARS-CoV-2
(angl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus type 2), tudi ¢e le na nivoju in vitro
ucinkovitosti ali anekdoti¢nih opisov primerov bolnikov. Tako smo pod pritiskom
pandemije covida-19 pozabljali na osnovno nacelo »primum non nocere« in na to, da
varnost in ucinkovitost zdravila lahko dokazemo le v dobro nacrtovanih
randomiziranih klini¢nih raziskavah s primerjalno skupino (8-10). Pozabili smo, da ta
zahteva velja tudi za zdravila, ki Ze imajo dovoljenje za promet za drugo indikacijo.
Seveda je izvajanje klini¢nih raziskav v c¢asu epidemije in preobremenjenega
zdravstvenega sistema zelo neugodno, vendar je to pri preskusanju protivirusnih
zdravil edina moZnost, saj izven ¢asa epidemije primernih bolnikov preprosto ni (11).
Dokaz za to imamo tudi pri covidu-19, kjer so Stevilne klini¢ne raziskave morali
predcasno zakljuciti ravno zaradi zmanjSanega vkljuc¢evanja ob koncu epidemije (12,
13). S tem, ko izven klini¢nih raziskav bolniku ponudimo »nekaj«, kar »mislimo«, da
mu bo bolj koristilo kot $kodilo, onemogo¢amo, da bi ob naslednjem valu epidemije
vedeli, katere intervencije koristijo in katere $kodijo. To zelo neposredno dokazujejo
izkusnje iz nedavnih epidemij virusa SARS-CoV, virusa Ebola, virusa HIN1 influence
A (11, 14, 15). V trenutni pandemiji smo se lahko nekaj Ze naucili na primeru
(hidroksi)klorokina, ki smo ju zaceli mnozi¢no uporabljati na podlagi porocila o
pretirano dobrih izidih zdravljenja pri 36 bolnikih iz metodolosko zelo pomanjkljive
raziskave (16). NovejSe velike in metodolosko premisljene opazovalne raziskave
omenjenih u¢inkovin so postavile sum na njihovo neuc¢inkovitost, ve¢ randomiziranih
klini¢nih raziskav pa je to potrdilo (3, 5-7, 17, 18).
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Preglednica 1. Povzetek osnovnih podatkov izbranih zdravil pri zdravljenju covida-19 (59).

ZDRAVILO ODMEREK NEZELENI UCINKI NOSECNOST OPOMBE
Remdesivir 1. dan: 200 mg, 1x/d, iv; Zvisanje jetrnih encimov, ledviéna Varnost ni KI pri oGF < 30 mL/min
100 mg prasek za IV nato: 100 mg, 1x/d, iv, do  toksi¢nost poznana, se Ne uporabljati s (hidroksi)klorokinom: manjsa
RAZT 10d odsvetuje ucinkovitost
Lopinavir z 400/100 mg2x/d, PO, do Pogosti: GIT NU (slabost, Uporaba moZna, Mo¢na CYP 3A4 zaviralca: obvezen pregled
ritonavirjem 14d bruhanje, driska) pretehtati koristi interakcij
80/20 mg/mL PO Resni: pankreatitis, in tveganja Ne drobiti tbl: zmanjsanje bioloske uporabnosti
RAZT hepatotoksi¢nost, podaljsanje Pri PO RAZT pozornost: 1 mL vsebuje 356,3 mg
200/50 mg TBL intervala PR alkohola in 152,7 mg propilenglikola na 1 mL ,
predvsem pri nosec¢nosti, ledviéni okvari,
nekompatibilno s poliuretanskimi sondami
Favipiravir 1. dan: FVP 1800 mg Hiperurikemija, driska, zviSsanje Kontraindicirana  Teratogen: izklju¢itev nosec¢nosti, obvezna
200 mg TBL 2x/d, PO; jetrnih encimov uporaba kontracepcija tudi za moskega
nato 800 mg 2x/d, PO, do Zaviralec CYP2CS8 in aldehidne oksidaze: pregled
10d interakcij
Klorokin 500 mg 2x/d, PO, 5-10d  Pogosti: GIT NU  (slabost, Uporaba mozna, Pri oGF <10 mL/min: 50 % odmerek
250 mg TBL Razliéna odmerjanja v bruhanje, abdominalni  kré¢i, pretehtati koristi PodaljSuje QT: pregled interakcij
klini¢nih raziskavah. driska) in tveganja
Resni: podaljsanje QT intervala,
hematoloski NU, hipoglikemija,
retinalna toksi¢nost, NU na CZS
Hidroksiklorokin 1. dan: 400 mg 2x/d, PO; Kot klorokin, vendar manj Uporaba mozna, PodaljSuje QT: pregled interakcij
200 mg TBL nato 200 mg 2x/d, PO, 5- pogosto pretehtati  koristi

10d
Razliéna odmerjanja v
klini¢nih raziskavah.

in tveganja

IV: intravenska; PO: peroralna; RAZT: raztopina; TBL: tablete; NU: neZeleni ucinki; GIT: gastrointestinalni; CYP: citokrom P450; d: dan; KI: kontraindicirano;
oGF: ocena glomerulne filtracije; CZS: centralno zivéni sistem
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Znanstvena skupnost je ob pandemiji covida-19 veliko bolj naravnana k
raziskovanju kot v preteklih pandemijah (1). Stevilo prijavljenih klini¢nih raziskav
zdravil in cepiv je izjemno, zato sedaj Stevilni svarijo pred nerazsodno porabo virov za
izpeljavo majhnih klini¢nih raziskav, ki ne morejo odgovoriti na klju¢na vprasanja, in
opozarjajo, da je trud potrebno usmeriti v izvajanje velikih in dobro nacrtovanih
mednarodnih raziskav (10, 19). V tem duhu je bilo vzpostavljenih ve¢ raziskovalnih
platform, kot SOLIDARITY v okviru Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) ali
RECOVERY v Veliki Britaniji, kjer hospitalizirane bolnike s covidom-19 naklju¢no
razporejajo v skupine, ki prejemajo razliéna zdravljenja, bodisi z ze registriranimi
zdravili, kot so hidroksiklorokin, lopinavir z ritonavirjem z ali brez interferona-f,
azitromicin, tocilizumab, deksametazon ali e eksperimentalnimi zdravili, kot je bil v
¢asu zasnove raziskave remdesivir (20, 21). Z minimalnimi administrativnimi
obremenitvami skusajo vkljuciti ¢im vedje stevilo udelezencev, da bi hitreje potrdili ali
ovrgli ucinkovitost teh zdravljenj pri covidu-19. V nadaljevanju predstavljamo
osnovne znacilnosti nekaterih izmed teh zdravil (Preglednica 1), predvsem pa
najnovejSe dokaze o varnosti in ucinkovitosti najbolj odmevnih zdravil, ki smo jih
uporabljali tudi v Sloveniji.

2 NACELA, POMEMBNA ZA RAZUMEVANJE ZDRAVLJENJA BOLEZNI
COVID-19

Za ustrezno tolmacenje raziskav zdravljenja covida-19 je pomembno
poznavanje znacilnosti bolezni in zdravljenja. Koronavirusi so velika druzina virusov,
ki obi¢ajno povzrocajo blage do zmerne okuzbe zgornjih dihal, kot je navaden prehlad.
Veljali so za nenevarne vse do pojava novejsih koronavirusov SARS-CoV, MERS (angl.
Middle East Respiratory Ryndrome Coronavirus) in najnovejsega SARS-CoV-2, ki lahko
povzrocajo tudi izbruh teZkega akutnega respiratornega sindroma (22). Virus SARS-
CoV-2 povzroca bolezen, ki jo imenujemo covid-19.

Pri vrednotenju raziskav covida-19 je pomembno upostevati znacilnosti
vklju¢enih bolnikov. Potek bolezni covid-19 je namre¢ zelo razli¢en. Pri vecini (80%)
bolnikov je blag ali zmeren, pri 15% bolnikov hud in pri 5% kriti¢en (Preglednica 2) (23).
Starejsi bolniki, bolniki s kardiovaskularnimi obolenji, kroni¢no plju¢no boleznijo,
hipertenzijo, diabetesom in/ali debelostjo, verjetno pa Se z drugimi, ta trenutek Se
neznanimi dejavniki tveganja, so bolj ogroZeni za zaplete bolezni covida-19 (24).

Huda oblika bolezni se navadno zacne pribliZzno en teden po zacetku
simptomov. Najpogostejsi simptom, ki napoveduje hud potek bolezni, je dispneja, ki
jo velikokrat spremlja tudi hipoksemija. Presenetljiva lastnost covida-19 je hitro
napredovanje respiratorne odpovedi, tudi do sindroma akutne dihalne stiske (25). Ker
je razvoj hujSe oblike zakasnjen in tezko predvidljiv, je pricetek zdravljenja ob pojavu
simptomov v prvi fazi skoraj nemogoc.
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Preglednica 2. Klini¢na klasifikacija bolezni covida-19 (26).

KLASIFIKACIJA KLINICNA SLIKA

Brezsimptomna Brez simptomov.

Blaga Blagi simptomi in znaki bolezni brez plju¢nice.

Zmerna Covid-19 plju¢nica brez hipoksemije, obi¢ajno zdravljenje v bolnignici.
Huda Covid-19 plju¢nica s hipoksemijo, praviloma zdravljenje v bolnisnici.
Kriti¢na Dihalna odpoved s potrebo po mehanski ventilaciji ali ok z odpovedjo

organov in potrebo po zdravljenju v enoti intenzivnega zdravljenja.

Zdravljenje bolnikov s covidom-19 je odvisno od poteka bolezni, se pa
standardna oskrba ne razlikuje od oskrbe ostalih bolnikov z respiratornimi virusnimi
okuzbami, za katere nimamo vzro¢nega zdravljenja. Ta lahko vkljucuje antipiretike,
hidracijo, antibiotiéno zdravljenje, preprecevanje venskih tromboembolizmov,
hemodinamski nadzor in prehransko podporo, vse odvisno od potreb in resnosti
bolezni. Standardna oskrba covida-19 je bila predvsem v prvih izvedenih klini¢nih
raziskavah raznolika in je zajemala razli¢na zdravila, ponekod tudi glukokortikoide,
druge imunosupresivna in protivirusna zdravila (26). Ob hipoksemiji je nujno
zdravljenje s kisikom, ki sprva poteka preko nosnega katetra ali maske. Ce hipoksemija
napreduje oz. se ne izboljsa, je potrebno invazivno dovajanje zraka s kisikom v pljuca
- mehanska ventilacija. Kadar obi¢ajne in napredne oblike invazivne mehanske
ventilacije odpovejo, se posluzujemo Se bolj invazivne metode za izboljSanje
oksigenacije krvi - zunajtelesne membranske oksigenacije (angl. extracorporeal
membrane oxygenation; ECMO) (27).

Bolezen covid-19 je zelo razsirjena, do tega trenutka smo na svetu po uradnih
podatkih prepoznali 27 milijonov bolnikov (26). Ker v zac¢etku bolezni, ko ta obi¢ajno
Se ni huda in ko pri¢akujemo najvedji uc¢inek protivirusnih zdravil, pri posameznem
bolniku ne znamo napovedati, ali bo doZzivel hujsi potek, bi morali s protivirusnimi
zdravili zdraviti zelo veliko $tevilo ljudi, da bi pomembneje preprecili napredovanje
bolezni (npr. do potrebe po hospitalizaciji) ali na smrtnost v populaciji. Ob
pomembnem prispevku pretiranega vnetnega odgovora v patogenezi covida-19 pa
bomo za uspesno zdravljenje, sploh pri huje bolnih, verjetno primorani k uporabi ve¢
zdravil hkrati (28). To pomeni, da je pomembno imeti na voljo u¢inkovita, a predvsem
varna protivirusna zdravila.
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3 UCINKOVITOST IN VARNOST REMDESIVIRJA

Protivirusno zdravilo remdesivir je prvo zdravilo, ki ga je Ze julija 2020 EMA
odobrila za zdravljenje covida-19 pri odraslih bolnikih in mladostnikih, starejSih od 12
let, s plju¢nico, ki zahteva zdravljenje s kisikom (1). Pred registracijo je bilo zdravilo
remdesivir na voljo v okviru programa soc¢utne uporabe, ¢eprav sprva le kriti¢no
bolnim, kasneje pa tudi bolnikom s hudim potekom bolezni covid-19, ki niso imeli
dostopa do zdravila v okviru klini¢nih raziskav (Preglednica 1) (29). Dostop do zdravila
v okviru programa soc¢utne uporabe sicer res nudi bolniku moZnost zdravljenja z
remdesivirjem, vendar ne pripomore k ugotavljanju uc¢inkovitosti in varnosti zdravila,
kot je to mogoce v klini¢nih raziskavah (30). V casu pisanja so objavljene Ze Stiri
randomizirane klinicne raziskave remdesivirja, in sicer tri proucujejo njegovo
ucinkovitost s kontrolno skupino, ena pa primerja u¢inkovitost 5-dnevnega s 10-
dnevnim zdravljenjem z remdesivirjem (Preglednica 3) (13, 31-33).

Prva, ob koncu epidemije predc¢asno zaklju¢ena randomizirana, s placebom
nadzorovana, dvojno slepa klini¢na raziskava remdesivirja pri 237 bolnikih s hudim
potekom covida-19 je potekala v 10 bolnisnicah v Hubeju na Kitajskem (Preglednica 3)
(5). Zanimivo, da so v obeh rokah poleg obicajne standardne oskrbe $tevilni bolniki
prejeli tudi kortikosteroide (nad 60%), lopinavir z ritonavirjem (pod 30%) ter
interferone (okoli 30%). Pri¢akovano je nad 70% bolnikov imelo so¢asne bolezni. Med
skupinama ni bilo statisti¢no pomembne razlike niti v ¢asu do klini¢nega izboljsanja,
niti v smrtnosti 28 dni po zacetku zdravljenja. Nezeleni ucinki, tako vsi (okoli 65%) kot
resni (okoli 20%) so bili med skupinama primerljivi tako v vrsti kot pogostosti, brez
novih varnostnih signalov zdravljenja z remdesivirjem. Raziskava je pokazala
zadovoljivo varnost remdesivirja, dokon¢nega odgovora o uc¢inkovitosti remdesivirja
pa ne more ponuditi, saj je ob pred¢asnemu zakljuc¢ku vklju¢evanja bolnikov in ob
predpostavljenemu 6-dnevnemu skrajSanju ¢asa do klini¢nega izboljsanja bolezni mo¢
raziskave premajhna.

Bolj jasne odgovore dajejo rezultati raziskave ACTT-1 (angl. Adaptive COVID-19
Treatment Trial) ameriskega Nacionalnega instituta za alergije in nalezljive bolezni
(Preglednica 3) (31). Ceprav so bili objavljeni zgolj preliminarni rezultati, so ti botrovali
k registraciji zdravila pri EMA. Na podlagi analize podatkov 1059 bolnikov, izmed
katerih je vecina (88%) imela vsaj hud potek bolezni, je remdesivir skrajsal ¢as do
klini¢nega izboljSanja bolezni iz 15 na 11 dni. Z nadaljevanjem vkljucevanja lahko
pricakujemo tudi dokaz sedaj sicer samo nakazane manjse smrtnosti ob zdravljenju z
remdesivirjem. V eksplorativni analizi podatkov so bile dobrobiti zdravljenja z
remdesivirjem najvecje pri bolnikih s hudim covidom-19, ki so potrebovali zdravljenje
s kisikom preko nosnega katetra, vendar niso potrebovali kisika preko obrazne maske,
neinvazivne ventilacije, mehanske ventilacije ali ECMO. Raziskava ni zaznala novih
varnostnih signalov remdesivirja.

Nedavno je bila zaklju¢ena tudi odprta, randomizirana klini¢na raziskava, ki je
pri 596 bolnikih z blagim ali zmernim covidom-19 primerjala 5- in 10-dnevno
zdravljenje z remdesivirjem s kontrolno skupino (33). Raziskovalci niso ugotovili
znadilnih razlik v klini¢nem stanju na 11. dan med tistimi, ki so bili randomizirani v
10-dnevno zdravljenje z remdesivirjem ter bolniki v kontrolni skupini. Porocali so o
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vedjem izboljSanju klini¢nega stanja bolnikov, randomiziranih v 5-dnevno zdravljenje
z remdesivirjem, v primerjavi s kontrolno skupino (OR = 1,65; 95-% 1Z: 1,09-2,48; p =
0,02), ki je sicer statisti¢no znacilno vendar ima ze po avtorjevi oceni vprasljivo klini¢no
pomembnost.

Omeniti moramo tudi raziskavo, ki je skusala ugotoviti optimalno dolZino
zdravljenja z remdesivirjem s primerjavo 5- in 10-dnevnega zdravljenja z
remdesivirjem (Preglednica 3) (32). Pri 397 bolnikih z zmernim ali hudim potekom
covida-19 niso pokazali razlik v u¢inkovitosti krajSega ali daljSega casa zdravljenja z
remdesivirjem. Ta izsledek je zelo pomemben, saj v ¢asu pandemije in velike potrebe
po remdesivirju, omogoca zdravljenje vecjega Stevila bolnikov z enako koli¢ino
zdravila.

Rezultati treh randomiziranih klini¢nih raziskav remdesivirja pri zdravljenju
bolnikov s covidom-19 niso enozna¢ni. Dodatno lahko pri¢akujemo, glede na nedavno
dokazano manjso smrtnost bolnikov z najhujsim, kriti¢cnim potekom covida-19 ob
zdravljenju s kortikosteroidi, da bodo podatki vseh treh klinicnih raziskav
remdesivirja podvrzeni dodatnim analizam (2). Vse tri raziskave so namrec
dovoljevale tudi zdravljenje s kortikosteroidi. Nedvomno pa je remdesivir prvo
zdravilo, registrirano za zdravljenje covida-19 v Evropi, in ob pri¢akovanem velikem
povprasevanju po zdravilu ob omejenih zalogah je pomemben dogovor med Evropsko
komisijo in proizvajalcem zdravila o njegovem zagotavljanju in zaveza Evropske
komisije o pravi¢ni razporeditvi zdravila med drzave ¢lanice (34). Na podlagi trenutno
razpolozljivih podatkov in omejenih zalogah remdesivirja tuje smernice zdravljenja
covida-19 priporocajo zdravljenje z remdesivirjem v dolzini 5 dni le pri bolnikih s
hudim potekom covida-19, ki sicer potrebujejo zdravljenje s kisikom, ampak le preko
nosnega katetra in ne bolj intenzivnega zdravljenja s kisikom preko maske,
neinvazivne ventilacije, mehanske ventilacije ali ECMO (26, 35). Pri ostalih bolnikih s
covidom-19 remdesivirja ne priporocajo.

4 UCINKOVITOST IN VARNOST KOMBINACIJE LOPINAVIRJA Z
RITONAVIRJEM

Kombinacija lopinavirja z ritonavirjem je bila v preteklosti uporabljena v vec
klini¢nih raziskavah bolnikov okuzenih s koronavirusom SARS-CoV, sicer brez
dokon¢nih zaklju¢kov o njeni ucinkovitosti (14). Te izkusSnje so podlaga za
preizkusanje lopinavirja z ritonavirjem pri novem koronavirusu SARS-CoV-2.
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Preglednica 3. Randomizirane klini¢ne raziskave (RCT) z remdesivirjem, s kombinacijo lopinavirja in ritonavirja ter s favipiravirjem
pri bolnikih s covidom-19.

Avtor, revija Na?rt . Bolniki: oblika covid- Zdravila v intervencijski (I) g .
raziskave in 19, starost® i 1 . imerialni (P) skupini Izidi in rezultati* Opombe
kraj , starost® in spo in primerjalni (P) skupini
REMDESIVIR (RDV)
Wang Y, RCT, n =237 I: 1. dan: RDV 200 mg, 1x/d, iv; Cas do KI*: 21 dni (I) vs. 23 dni (P); ~ Vkljucitev v
Lancet 2020 dvojno slepa, huda oblika ter 2.-10. dan: 100 mg, 1x/d, iv; (n  RR = 1,23 (95-% 1Z: 0,87-1,75, p > povpredju 10 dni po
(13) Kitajska 65 (55-70) let =158) 0,05). prvih simptomih.
60% moskih P: placebo, iv; (n =79) Smrtnost do 28. dne: 14% (I) vs. 13%
(P);
RD=1,1 % (95-% 1Z:-8,1-10,3%, p >
0,05)
Beigel JH, RCT, n =1059 I: 1. dan: RDV 200 mg, 1x/d, iv; Cas do KI*: 11 dni (I) vs. 15 dni (P);  88%  bolnikov je
NEJM 2020 dvojno slepa, zmerna, huda ali ter2.-10.dan: 100 mg, 1x/d, iv; (n RR = 1,32 (95-% IZ: 1,12-1,55; p < imelo hudo ali
(31) mednarodna kriti¢na = 538) 0,001). kriti¢no oblika
59 (49-69) let, P: placebo, iv; (n = 521) Smrtnost do 14. dne: 7,1% (I) vs. 12% covida-19.
64% mogkih P); Vkljucitev v
HR = 0,70 (95-% 1Z: 0,47-1,04, p > povpredju 9 dni po
0,05) prvih simptomih.
Goldman JD, RCT, n =397 I: 1. dan: RDV 200 mg, 1x/d, iv; Cas do KI*: 11 dni (I) vs.10 dni (P);  Nirazlik med 5in10
NEJM 2020 odprta, zmerna ali huda oblika ter 2.-10. dan: 100 mg, 1x/d, iv; (n  RR = 0,79 (95-% IZ: 0,61-1,01, p > dnevno terapijo.
(32) mednarodna 61 (50-70) let =197) 0,05). Nad 80% bolnikov je
64 % moskih P: 1. dan: RDV 200 mg, 1x/d, iv; Smrtnost do 14. dne: 11% (I) vs. 8,0% imelo hud covid-19.
ter 2.-5. dan: 100 mg, 1x/d, iv; (n= (P); VKkljucitev v
200) razlika ni statisti¢no znacilna povpredju 8 ali vec
dni po prvih
simptomih.

Spinner CD,
JAMA 2020
(33)

RCT, odprta,
mednarodna

n =59
zmerna oblika
57 (46-66) let
61% mogkih

I1: 1. dan: RDV 200 mg, 1x/d, iv;
ter 2.-10. dan: 100 mg, 1x/d, iv; (n
=197)

12: 1. dan: RDV 200 mg, 1x/d, iv;
ter 2.-5. dan: 100 mg, 1x/d, iv; (n =
199)

P: SO; (n = 200)

Boljsa porazdelitev KS na 11. dan:
IMosP:p=0,18

12 vs P: OR = 1,65 (95-% 1Z: 1,09-
2,48; p =0,02)

Delez s KI* na dan 11: 68% (I1) vs
70% (12) vs 64% (P)
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Avtor, revija Na?rt . Bolniki: oblika covid- Zdravila v intervencijski (I) R .
raziskave in 19, starost® i 1 i1 orimerialni (P) skubini Izidi in rezultati* Opombe
kraj , starost® in spo in primerjalni (P) skupini
LOPINAVIR/RITONAVIR (LPV/r)
Cao B, RCT, n=199 I LPV/r 400/100 mg 2x/d, PO, 14 Cas do KI*: 16 dni (I) vs. 16 dni (P);  Vkljuéitev v
NEJM 2020 odprta, huda oblika dni; ter SO; (n = 99). RR = 1,31 (95-% 1Z: 0,95-1,8; p = povprecju 13 dni po
(36) Kitajska 58 (49-68) let P: SO; (n=100) 0,09) prvih simptomih.
60% moskih Smrtnost do 28. dne: 19% (I) vs 25%
(P);
RD =-5,8% (95-% 1Z: -17%-5,7% p >
0,05)
Hung IF, RCT, n=127 I: LPV/r 400/100 mg 2x/d, PO, 14 Cas do NB: 7 dni (I) vs. 12 dni (P); Vkljucitev v
Lancet 2020 odprta, blaga ali zmerna oblika  dni; RR = 4,4 (95-% 1Z: 1,9 - 10,2; p = povpredu 5 dni po
(37) Hong Kong 52 (32-62) let + RBV 400 mg 2x/d, PO, 14 dni; 0,001) prvih simptomih.
54% moskih + INFp1b 8M IU, sc; (n = 86) Cas do odpusta: 9 dni (I) vs. 14,5 d
P:LPV/r400/100 mg 2x/d, PO, 14 (P);
dni; RR = 2,7 (95-% 1Z: 1,2 - 6,1; p =
(n=41) 0,016)
LiY, RCT, n =86 I1: LPV/r 400/100 mg 2x/d, PO, ~ Cas doNB: 9,0 dni (I1) vs. 9,1 dni (I2) Ni primerjave med
Cell  Press 3roke, blaga ali zmerna oblika 7 do 14 dni; (n = 34) vs. 9,3 dni (P); p = 0,981; primerjava posameznimi
2020 (38) enojno slepa, 59 (49-69) let I12: umifenovir 200 mg 3x/d, PO, vseh treh med sabo rokami.
Kitajska 41% moskih 7 do 14 dni; (n = 35)
P:SO; (n=17)
Huang M, RCT, n=22 I: CQ 500 mg 2x/d, PO, 10 dni; (n DeleZ bolnikov z NB do 10. dne: 90

] Mol Cell odprta,
Biol 2020 (39) Kitajska

zmerna ali huda oblika =10)
44 (37 - 58) let P:LPV/r 400/100 mg 2x/d, PO, RR = 1,20 (95-% 1Z: 0,84 - 2,00,

59% moskih 10 dni; (n = 22) p>0,05)

The Recovery RCT, odprta, n=4972 I: LPV/r 400/100 mg 2x/d, PO, 10 Smrtnost do 28. dne: 22,1 % (I) vs 74% vsaj s hudo
Collaborative Velika zmerna, huda ali dni; (n=1596). 21,3 % (P); RR =1,04; 95-% 1Z: 0,91 - obliko

Group~ (4) Britanija kriti¢na oblika P: SO; (n = 3376) 1,18, p = 0,58)

% (I) vs. 75% (P);
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Nacrt

Avtor, revija . . Bolniki: oblika covid- Zdravila v intervencijski (I) R .
raziskave in 19, st £ 1 . . 2Ini (P) skupini Izidi in rezultati* Opombe
kraj , starost® in spo in primerjalni (P) skupini
FAVIPIRAVIR (FVP)
Chen C, RCT, n =236 I: 1. dan: FVP 1600 mg 2x/d, PO; Delez bolnikov s KI* do 7. dne: 88% oseb je imelo
MedRxiv odprta, blaga, zmerna, huda ali ter 600 mg 2x/d, 7 do 10 dni, PO; 61 % (I) vs. 52 % (P); blago ali zmerno
2020 (43) Kitajska kriti¢na oblika (n=116) RD = 95% (95-% 1Z: -3,1-22%; obliko covida-19.
80% oseb < 65 let P: umifenovir 200 mg 3x/d, PO, 7 p>0,05)
47 % moskih do 10 dni; (n =120)
Ivashchenko RCT, odprta, n=60 I1: 1. dan: FVP 1600 mg 2x/d, PO;  Delez bolnikov z NB do 5. dne: 63%
AA, Clin Inf Rusija zmerna oblika ter 600 mg 2x/d, 14 dni, PO; (I1 +12) vs. 30% (P); p = 0,018

Dis 2020 (44)

(n=20)

12: 1. dan: FVP 1800 mg 2x/d, PO;
ter 800 mg 2x/d, 14 dni, PO;
(n=20)

P: SO; (n = 20)

CQ: klorokin; INFB1b 8M IU: interferon beta-1b v odmerku 8 milijonov mednarodnih enot najve¢ 3-krat v prvih 7 dneh po pojavu simptomov; iv: intravensko;
HR: razmerje ogrozenosti; KI: klini¢no izboljsanje; KS: klini¢ni status, ocenjen na 7-tockovni lestvici; NB: negativni nosno-zrelni bris; OR: razmerje obetov; p: p
vrednost, ¢e je p > 0,05 je razlika statisti¢no neznacilna; PO: peroralno; RCT: randomizirana klini¢na raziskava; RR; razmerje okrevanja; RR: relativno tveganje;
RD: razlika med deleZzema; RBV: ribavirin; sc: subkutano; SO: standardna oskrba; vs.: v primerjavi z; 1x/d: enkrat na dan, 2x/d; dvakrat na dan, 3x/d: trikrat
na dan; 95%-1Z: 95-odstotni interval zaupanja.

&starost je podana kot mediana ali povpredje, v oklepaju je naveden razpon med prvim in tretjim kvartilom;

#statisti¢no znacilni izidi so v krepkem tisku;

*izboljSanje za 2 tocki na 7-toc¢kovni lestvici;

*ne potrebuje ve¢ kisika ali podporne terapije;

~objava predhodne analize na spletni strani.
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V znanstveni literaturi najdemo veliko podatkov o uporabi lopinavirja z
ritonavirjem pri zdravljenju covida-19, med Stevilnimi objavljenimi opazovalnimi in
nekaj prospektivnimi randomiziranimi kliniénimi raziskavami (Preglednica 3) pa
najbolj zanesljiv odgovor o (ne)ucinkovitosti kombinacije lopinavirja z ritonavirjem,
vsaj pri hospitaliziranih bolnikih, dajejo izsledki iz velikih raziskav kot sta RECOVERY
in SOLIDARITY, ¢eprav Sele predcasni in Se ne objavljeni v recenzirani publikaciji (4,
20, 26, 36-39).

Med objavljenimi randomiziranimi klini¢nimi raziskavami izpostavljamo
raziskavo Cao in sodelavcev, v kateri so pri 199 bolnikih s hudim potekom bolezni
covid-19 primerjali u¢inkovitost lopinavirja z ritonavirjem proti placebu, ki kot prva
randomizirana klini¢na raziskava pri bolnikih s covidom-19 sodi med najbolj odmevne
objave na tem podrocju (36). Primarni izid Studije, ¢as do klini¢nega izboljSanja, je bil
16 dni in se med skupinama ni razlikoval. Smrtnost po 28 dnevih je bila sicer stevil¢no
niZja v intervencijski kot v kontrolni skupini (19,2% wvs 25,0%), vendar ni dosegla
statisti¢ne znacilnosti. Nezelene ucinke so opisali pri skoraj polovici bolnikov v obeh
skupinah, v intervencijski skupini so izstopali Ze znani gastrointestinalni nezeleni
ucinki lopinavirja z ritonavirjem, kot so slabost, bruhanje in diareja, ki so botrovali k
ukinitvi zdravljenja pri 13,8 % bolnikih (Preglednica 1). Ob objavi rezultatov so Stevilni
izpostavili, da raziskava ob premajhni velikosti vzorca in pri¢akovanemu ucinku
skraj$anja ¢asa do klini¢nega izbolj$anja za 8 dni ni mogla dokazati statisti¢no znacilno
boljsih izidov bolezni ob zdravljenju s kombinacijo lopinavirja z ritonavirjem (40, 41).
Ta odgovor so dali rezultati britanske raziskave RECOVERY, ¢eprav $ele preliminarni
in objavljeni samo na spletni strani raziskave (4). Pri ve¢ kot 5000 hospitaliziranih
bolnikih s covidom-19, med katerimi je vecina imela hud potek bolezni, niso ugotovili
razlik v smrtnosti. Slednja je bila med obema rokama primerljivo visoka, nad 20%. Na
podlagi rezultatov so prenehali z vkljuevanjem bolnikov v zdravljenje s to
kombinacijo. Do podobnih zaklju¢kov in ukrepov so prisli tudi v raziskavi Svetovne
zdravstvene organizacije SOLIDARITY (20).

Kombinacija lopinavirja z ritonavirjem je bila proucevana tudi pri bolnikih s
covidom-19, ki niso bili hospitalizirani. Huang in sodelavci so v randomizirani klini¢ni
raziskavi pri 127 bolnikih z blagim ali zmernim potekom bolezni covid-19 primerjali
socasno uporabo treh zdravil, in sicer interferona p-1b, lopinavirja z ritonavirjem in
ribavirina, proti lopinavirju z ritonavirjem (37). Ob zmerni protivirusni aktivnosti
kombinacije lopinavirja z ritonavirjem je bila ta ze v preteklih epidemijah z novimi
koronavirusi SARS-CoV in MERS-CoV uporabljena socasno z drugimi protivirusnimi
uc¢inkovinami, kot so nukleozidni analog ribavirin in interferoni a in 3, kar je bil
osnovni razmislek pri zasnovi te raziskave (14).V intervencijski skupini je bil ¢as do
negativnega nosno-zrelnega brisa za SARS-CoV-2 bistveno, za 5 dni, krajsi kot v
primerjalni skupini in posledi¢no so bili tudi 5,5 dni prej odpusceni iz bolnisnice. Obe
razliki sta se ohranili samo v podskupini 76 bolnikov, ki so bili vklju¢eni v 7 dneh od
pojava simptomov bolezni in so zato v intervencijski skupini prejeli interferon p-1b.
Po 7. dnevu od pojava prvih simptomov bolezni interferona [-1b namre¢ niso
uporabljali zaradi moZnega negativnega vpliva njegovega provnetnega delovanja na
kasnejsi potek bolezni. Skoraj polovica bolnikov v obeh skupinah je imela neZelene
ucinke zdravljenja, predvsem za kombinacijo lopinavirja z ritonavirjem znacilno
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slabost (priblizno tretjina bolnikov) in diarejo (okoli 40% bolnikov), ki niso zahtevali
prekinitev zdravljenja in so bili med skupinama primerljivi. Seveda pa ob relativno
majhnemu Stevilu 52 bolnikov, ki so prejeli vsa tri zdravila, so zaklju¢ki o varnosti
njihove socasne uporabe Se nedokon¢ni. Ob navdusenju nad zelo pozitivnimi rezultati
dobro zasnovane raziskave se seveda postavlja vprasanje, ali se bo dokazana
ucinkovitost pretvorila tudi v pomembnejse klinicne izide, kot so napredovanje
bolezni do hude ali kriticne oblike in nenazadnje smrtnost, ki bi upravicevali
izpostavljanje bolnikov relativno visokemu tveganju za nezelene ucinke zdravljenja.

Na podlagi trenutno dostopnih podatkov strokovnjaki odsvetujejo uporabo
zdravila v redni klini¢ni praksi (24, 26).

5 UCINKOVITOST IN VARNOST FAVIPIRAVIRJA

Favipiravir je od leta 2014 na Japonskem registrirano kot zdravilo za zdravljenje
gripe (Preglednica 1) (27). Ker pa je njegove uporaba omejena le na posamezne podtipe
virusa influence in le v posebnih okolis¢inah bolezni, je klini¢nih izkuSenj s
favipiravirjem relativno malo. Na podlagi klini¢nih raziskav pri bolnikih z gripo in pri
bolnikih z ebolo je varnostni profil favipiravirja ugoden (28). Med nezelenimi ucinki
prevladujejo blage gastrointestinalne teZave in asimptomatskimi dvigi se¢ne kisline,
zdravljenje pa le redko, pri 1% bolnikov, zahteva prekinitev. Izpostaviti je potrebno
teratogenost favipiravirja, ki zahteva izkljucitev nosec¢nosti pred uporabo in strogo
kontracepcijo v in po ¢asu zdravljenja.

Dokazi o ucinkovitosti favipiravirja pri bolnikih s covidom-19 so trenutno
omejeni na tri klini¢ne raziskave. Prva, v slovenskih medijih zelo odmevna, je objava
majhne kohortne raziskave Cai in sodelavcev pri 80 bolnikih z blagim ali zmernim
covidom-19 (42). Ker raziskava ni bila randomizirana, lahko porocani rezultati s
krajs$im trajanjem kuznosti ob zdravljenju s favipiravirjem v primerjavi s kombinacijo
lopinavirja z ritonavirjem sluzijo le kot hipoteza in je zato ne opisujemo bolj podrobno.
Bolj zanesljive zakljuc¢ke lahko potegnemo iz druge, ¢eprav Se nerecenzirane, objave
randomizirane klini¢ne raziskave Chena in sodelavcev (43). Raziskava je pri 236
bolnikih z diagnosticirano covid-19 plju¢nico primerjala favipiravir z umifenovirjem,
ki se v Rusiji in na Kitajskem uporablja za zdravljenje gripe. DeleZ bolnikov, pri katerih
je v 7 dneh po vklju¢itvi prislo do klini¢nega izboljSanja, se med skupinama ni
razlikoval. Izboljsanje so dokazali le pri podskupini bolnikov brez kriti¢nega poteka
bolezni, ki sicer predstavlja skoraj 90% vseh vkljucenih (71% vs 56%; p = 0.0199). Pred
kratkim je bila objavljena Se druga randomizirana klini¢na raziskava s kontrolno
skupino, ki je na majhni skupini 60 bolnikov z zmernim potekom covida-19 porocala
o ve¢jem deleZu bolnikov z negativnim brisom 5. dan po randomizaciji v skupini, ki je
prejemala favipiravir (44). V zakljucku avtor izpostavi, da so ti rezultati podlaga za
dodelitev pogojnega dovoljenja za promet favipiravirju v Rusiji. Tolmacenje teh
izsledkov zahteva previdnost, ker je podajanje statisti¢nih planov analiz, podatkov in
rezultatov skopo. Podobno razlago razpoloZljivih dokazov podaja tudi SZO, ki se ni
odlocila za vkljucitev favipiravirja v klinicno preskusanje SOLIDARITY (45).
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6 UCINKOVITOST IN VARNOST KLOROKINA IN HIDROKSIKLOROKINA

Teoreticne domneve o moZnem wugodnem ucinku klorokina in
hidroksiklorokina, zdravil za zdravljenje malarije in revmatoidnega artritisa, za
zdravljenje bolezni covid-19 slonijo na njegovem Sirokem protivirusnem in
protivnetnem delovanju (46). Kljub in vitro dokazom mnogoterih protivirusnih
ucinkov se v klini¢nih raziskavah nista izkazala kot uc¢inkoviti zdravili pri razli¢nih
virusnih obolenjih (47-49). Ta trenutek je objavljenih Ze ve¢ zelo velikih, ne le
opazovalnih, ampak tudi randomiziranih klini¢nih raziskav, ki niso dokazale
dobrobiti (hidroksi)klorokina ne pri preprecevanju covida-19, ne pri zdravljenju tako
ambulantnih kot hospitaliziranih bolnikov s covidom-19 (Preglednica 4). Ti dokazi so
izpodrinili pretirano navdusenje nad zacetnimi opazovalnimi raziskavami in Siroko
uporabo (hidroksi)klorokina za zdravljenje covida-19 tudi izven klini¢nih preizkusan,;.
Kljub skopim dokazom metodolosko slabih zac¢etnih opazovalnih raziskav zdravljenja
covida-19 s (hidroksi)klorokinom, jih v nadaljevanju opisujemo zaradi nauka, ki nam
ga daje neprimeren odziv ne le lai¢ne in politi¢ne javnosti, ampak tudi strokovne in
znanstvene.

6.1 Prve majhne opazovalne raziskave

O porocilu glede ucinka hidroksiklorokina z azitromicinom Gautreta s
sodelavci bomo razpravljali zgolj zato, ker je mo¢no odmevalo tako v lai¢ni kot
strokovni, in celo politi¢ni javnosti, saj je raziskava tako pomanjkljiva, da ne bi smela
vzbuditi nikakr$nega zanimanja znanstvene in strokovne skupnosti. Izsledki
nerandomizirane raziskave na 36 ljudeh so bili na videz zelo dobri. Zdravljenje s
kombinacijo  hidroksiklorokina z azitromicinom (v primerjavi s samim
hidroksiklorokinom ali kontrolno roko brez zdravil) je pri vseh bolnikih Ze v 6 dneh
povzrocilo negativini izvid nosno-Zrelnega brisa za RNA SARS-CoV-2. Dogodki, ki so
sledili, so v nasprotju s tem, kar bi pri¢akovali po racionalnem razmisleku v stroki in
biomedicinski znanosti. Delo je bilo kljub hudim pomanjkljivostim v rekordnem ¢asu
sprejeto v objavo v revijo International Journal of Antimicrobial Agents, v Kkateri je
soavtor doti¢nega ¢lanka glavni urednik. Predvsem na spletu (in ne v znanstvenih
revijah) so razli¢ni avtorji secirali metodologijo dela in izpostavili npr., da so bili brez
komentarjev v rezultatih izpuscéeni izsledki za 6 bolnikov (vsi so prejemali bodisi
hidroksiklorokin bodisi kombinacijo), od katerih so bili trije premesc¢eni na intenzivni
oddelek, eden pa je umrl. O Se drugih pomanjkljivostih raziskave se zainteresirani
bralec o njih lahko izdatno pouci preko spodaj navedenih sklicev (50, 51).

Sledil je razmah uporabe samega hidroksiklorokina in kombinacije po vsem
svetu, o ¢emer pricajo podatki o povecanju predpisovanju in izdaji zdravila, v ZDA za
neverjetnih 2000% (52). Na to so se agencije za zdravila odzvale s prepovedjo
predpisovanja in izdaje klorokina, hidroksiklorokina in azitromicina za indikacijo
covid-19 na recept, v bolnisni¢nem okolju pa so dovolile le uporabo v klini¢nih
raziskavah ali nacionalnih programih za izredno uporabo za zdravljenje covida-19
(53).
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6.2 Velike opazovalne kohortne raziskave

Po razmahu epidemije v ZDA smo docakali objavo velikih, dobro naértovanih
in izvedenih opazovalnih raziskav zdravljenja covida-19 s (hidroksi)klorokinom, v
katerih so se avtorji posluzevali sofisticiranih statisticnih metod za zmanjSanje
tveganja za pristranskost zaradi neintervencijske zasnove raziskave in tako
nadomestiti takratno pomanjkanje dokazov iz prospektivnih randomiziranih klini¢nih
raziskav (Preglednica 4) (17, 18). Z izvedbo velikih opazovalnih kohortnih raziskav
namre¢ lahko dobimo vpogled v dokaze o ucinkovitosti v realnem okolju. Tak tip
raziskav temelji na analizi elektronskih podatkov o zdravljenju bolnikov, ki jih
pridobimo ob redni zdravstveni obravnavi. Kohorte predstavljajo skupine bolnikov z
razli¢nimi nacini zdravljenja, tako novejSimi kot tudi z Ze uveljavljenimi nacini. Tukaj
se pojavi vprasanje, ali imajo bolniki v posameznih kohortah na zacetku raziskave
primerljive lastnosti. V tem delu so randomizirane klini¢ne raziskave v veliki
prednosti, saj randomizacija intervencije pri zdravljenju bolnikov zagotavlja
primerljivost med skupinami in s tem relevantnost rezultatov raziskave. To se v
doloc¢eni meri lahko zagotovi tudi v velikih kohortnih raziskavah, in sicer z uporabo
statisticnih modelov z upostevanjem velikega Stevila spremenljivk, ki odraZzajo
lastnosti bolnikov. Na tak nac¢in lahko kohortne raziskave, ¢e so podatki
anonimizirani, ustrezno zbrani in transparentno obdelani, uporabimo za proucevanje
izidov, za katere npr. e nimamo rezultatov klini¢nih preskusanj ali jih sploh ne
pri¢akujemo. Dokaz pomembnosti pravilnega in transparentnega zbiranja in obdelave
podatkov, ki je morda $e vedji izziv v retrospektivnih opazovalnih raziskavah, imamo
tudi pri covidu-19, pri katerem sta dve taki raziskavi, objavljeni v odmevnih
znanstvenih revijah, bili umaknjeni ravno zaradi tega vzroka (54, 55).

Nobena izmed teh dveh velikih opazovalnih kohortnih raziskav ni opisala
boljsih izidov bolezni covid-19 ob zdravljenju s (hidroksi)klorokinom, ravno obratno,
pri nekaterih raziskavah so zaznali pomembne varnostne signale. V raziskavi
Rosenberga s sodelavci so pri bolnikih, zdravljenih s (hidroksi)klorokinom, ugotovili
ve¢ kot dvakrat vedje tveganje za sréni zastoj v primerjavi z bolniki, ki zdravila niso
prejeli (17). Sréni zastoj so zabeleZili pri nezanemarljivem 15% bolnikov, ki so prejemali
kombinacijo hidroksiklorokina in azitromicina. Vendarle pa opozarjamo, da je bila to
skupina zelo bolnih ljudi s 25% bolnisni¢no smrtnostjo, ki je dvakrat vec¢ja kot pri
kontrolni skupini. Ve¢ja pogostost sréne toksi¢nosti (hidroksi)klorokina, ki se kaze z
upocasnjeno depolarizacijo in povecanjem tveganja za prekatne aritmije, je ob akutni
uporabi, predvsem visjih odmerkov zdravila pri bolj bolnih ljudeh, kot so bolniki s
covidom-19, pricakovana (56). To so namre¢ bolniki z vedjo prevalenco strukturnih
sr¢nih bolezni, pa tudi drugih dejavnikov tveganja za aritmije, npr. hipoksemijo,
elektrolitskih motenj, akutno ledvi¢no odpovedjo, ki povzroci kopi¢enje obeh zdravil,
akutno kardiomiopatijo itd. (57, 58). Dokazana je tudi vecja sréna toksi¢nost in celo
smrtnost pri uporabi visjih (600 mg x2/dan) v primerjavi z nizjimi odmerki klorokina
pri bolnikih s hudo obliko covida-19 (56). Zaradi pogoste so¢asne uporabe z makrolidi
velja omeniti, da so tudi slednji u¢inkovine z znanimi aritmogenimi lastnostmi (58).
To pomeni, da vseh srénih dogodkov, ki so jih opisali Rosenberg in sodelavci, z veliko
verjetnostjo ne moremo pripisati zgolj zdravilom, je pa seveda ocena sréne varnosti
(hidroksi)klorokina pri bolnikih s covidom-19 toliko pomembnej$a. Pricakovano so po
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objavi teh rezultatov Stevilne komisije za nadzor varnosti v posamezni klini¢ni
raziskavi zahtevale zacasno zaustavitev vkljucevanja bolnikov v skupino, zdravljeno
s (hidroksi)klorokinom. Po predcasni analizi podatkov so izkljucili pomembne
varnostne zadrzke in so z raziskavami nadaljevali (20, 21).

6.3 Prospektivne randomizirane klini¢ne raziskave

Vloga (hidroksi)klorokina pri preprecevanju in zdravljenju covida-19 je veliko
jasnejsa po objavi ve¢ randomiziranih klini¢nih raziskav, ki niso dokazale dobrobiti
zdravljenja s (hidroksi)klorokinom (Preglednica 4). V nadaljevanju omenjamo Stiri
najpomembnejse raziskave.

Profilakticno 5-dnevno zdravljenje s hidroksiklorokinom ni zmanjsalo
verjetnosti pojava covida-19 pri ljudeh, izpostavljenim bliZnjemu stiku z bolnikom s
potrjenim covidom-19 (6). Ob zelo omejeni dostopnosti do testiranja SARS-CoV-2 v
¢asu poteka raziskave je bil izid bolezni covida-19 dolocen na podlagi porocanja
udelezencev o simptomih bolezni in le pri 3% udelezencev so opravili nosno-zrelni
bris za RNA SARS-CoV-2. Ob izvajanju raziskave brez studijskih obiskov bolnikov je
bil zacetek zdravljenja s hidroksiklorokinom v povprecju 3 ali ve¢ dni po stiku z
bolnikom, kar je za profilakti¢no zdravljenje pozno, in tudi spremljanje neZelenih
ucinkov je bilo omejeno le na tiste, ki so bili porocani s strani udeleZzencev, kar ni
omogocalo strukturiranega spremljanja npr. sr¢ne varnosti. Ob pogostih, sicer blagih
neZelenih u¢inkih pri 40% udelezencev intervencijske skupine je bila adherenca, kljub
kratkotrajnem 5-dnevnem zdravljenju, nizka in le okoli 75%. Trenutno so v teku Se
Stevilne druge raziskave profilakti¢nega zdravljenja s (hidroksi)klorokinom.

Zdravljenje s hidroksiklorokinom ni pripomoglo k boljsim klini¢nim izidom ne
pri bolnikih z blago, zmerno, hudo ali kriticno obliko bolezni covid-19 (3, 5, 7). V
raziskavi Skipperja in sodelavcev s 491 ambulantnimi bolniki z blago obliko covida-
19, potrjeno z nosno-zrelnim brisom za RNA SARS-CoV-2 le pri 58% bolnikih,
zdravljenje s hidroksiklorokinom ni pripomoglo k izboljSanju simptomov bolezni v
primerjavi s placebom (izboljsanje za 2,60 tock ob hidroksiklorokinu in 2,33 tock v
kontrolni skupini tock na 10-to¢kovni lestvici ocenjevanja). Ob vkljucitvi relativho
mlajsih bolnikov (mediana starosti 40 let), vecina (okoli 70%) brez komorbidnosti je
bilo pricakovano Stevilo hospitalizacij majhno, 4 v intervencijski skupini in 10 v
kontrolni skupini (p = 0,29). Podobno kot v predhodni raziskavi profilakti¢ne uporabe
hidroksiklorokina je okoli 40% bolnikov v intervencijski skupini, dvakrat ve¢ kot v
kontrolni, poroc¢alo o nezelenih ucinkih, ki so bili ve¢inoma blagi. Tudi ta raziskava je
bila izvedena brez studijskih obiskov in so zato varnostni podatki omejeni na tiste, ki
so jih porocali bolniki.

Podobno so ugotovitili Cavalcanti in sodelavci pri uporabi hidroksiklorokina z
ali brez azitromicina pri 665 nekoliko bolj bolnih, hospitaliziranih bolnikih z blago ali
zmerno obliko covida-19 (5). V vseh treh rokah se je klini¢ni status bolnikov, ocenjen s
7-stopenjsko lestvico, na 15. dan izboljsal za 1 stopnjo, brez statisti¢no znacilnih razlik
med skupinami. Bolniki v intervencijskih skupinah so imeli ve¢ nezelenih ucinkov,
zviSanja jetrnih transaminaz in podaljsanja intervala QTec.
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Verjetno najpomembnejsi so izsledki velike raziskovalne platforme
RECOVERY, ¢eprav so trenutno objavljeni e v nerecenzirani obliki (3). V primerjavo
so vkljucili 4716 hospitaliziranih bolnikov, 76% bolnikov je imelo najmanj hudo obliko
covida-19. Zdravljenje s hidroksiklorokinom ni vplivalo na nobenega od spremljanih
izidov: ne na smrtnost, ki je bila v obeh skupinah velika (25% umrlih do 28. dne), ne
na deleZ odpuscenih ali tistih s poslabsanjem bolezni do kriticne oblike, ki zahteva
zdravljenje na enoti intenzivne terapije. Varnostni rezultati so pomirjujoci, saj niso
porocali o ve¢jemu Stevilu motenj srénega ritma ob zdravljenju s hidroksiklorokinom.
Ob jasnem dokazu odsotnosti dobrobiti hidroksiklorokina so v raziskavi RECOVERY
ustavili vklju¢evanje v roko s hidroksiklorokinom. Do podobnih zaklju¢kov in
posledi¢ne ukinitve roke zdravljenja s hidroksiklorokinom so prisli tudi v raziskavi
SOLIDARITY Svetovne zdravstvene organizacije (20).

Objava teh Kkliniénih raziskav je s ponujenimi dokazi umaknila
(hidroksi)klorokin iz nabora zdravil za zdravljenje covida-19 v redni klini¢ni praksi.
Se ve¢, nekatere smernice zdravljenja ne odsvetujejo njegove uporabe le v redni
klini¢ni praksi, temve¢ tudi v okviru klini¢nih raziskav na bolnikih, za katere imamo
ze dovolj zanesljive dokaze o njegovi neucinkovitosti, npr. pri hospitaliziranih
bolnikih s covidom-19 (26). Nekaj vedjih raziskovalnih platform je tako zaradi
neucinkovitosti tudi predhodno zakljucilo vkljuc¢evanje v roko s hidroksiklorokinom
(3, 20).

7 SKLEP

S pomocdjo dobro nacrtovanih randomiziranih klini¢nih raziskav s kontrolno
skupino, izvedenih v izjemnih razmerah pandemije, imamo danes ve¢ odgovorov o
ucinkovitih in varnih nacinih zdravljenja covida-19. Pri EMA je tako registrirano
zdravilo za zdravljenje covida-19, remdesivir. Za kombinacijo lopinavirja z
ritonavirjem in predvsem za (hidroksi)klorokin, ki je bil v zacetku pandemije ne le
glasno opevan, ampak tudi mnozi¢no predpisovan, danes vemo, da niso ucinkovita
pri zdravljenju covida-19, vsaj ne pri hospitaliziranih bolnikih. O ucinkovitosti
favipiravirja imamo manj podatkov, saj ni vklju¢en v vedje raziskovalne platforme.
Siroko uporabo zdravil morajo podpirati izsledki dovolj velikih klini¢nih raziskav, to
pa mora veljati ne le na papirju in v priporocilih raznih zdruzenj ter organizacij,
temvec tudi v vsakodnevni klini¢ni praksi.
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Preglednica 4. Randomizirane klini¢ne raziskave in vecdje opazovalne raziskave s klorokinom (CQ) in hidroksiklorokinom (HCQ)
pri bolnikih s covidom-19.

Avtor, revija

Nacrt
raziskave in
kraj

Bolniki

Zdravila v intervencijski (I)
in primerjalni (P) skupini
ali kohortah (K)

Izidi in rezultati

Opombe

RANDOMIZIRANE KLINICNE RAZISKAVE

Chen ], RCT, n =30 I: HCQ 400 mg1/d, PO,5dni; (n= Delez bolnikov z NB do 7. dne: 87 % (I) 'V kitajs¢ini,
MedRxiv Kitajska nabor bolnikov ni 15) vs. 93 % (P); p>0,05 dostopen zgolj
2020(60) opisan P: SO (n=15) povzetek.
Chen Z, RCT, n=62 I: HCQ 200mg 2x/d, PO, 5 dni; (n Cas do normalne TT: 2,2 dni (I) vs 3,2 Nejasno porocanje
MedRxiv odprta, zmerna oblika =31) dni (P) p>0,05 o izidih,
2020 (61) Kitajska bolezni P: SO (n=31) Izboljsanje plju¢nice na CT do 6. dne: neustrezne
44 (SD: 15) let 80% (I) vs. 55% (P) statisti¢ne metode
47% moskih in drugo, zato
nezanesljiv rezultat
(62).
Tang W, RCT, n =150 I:1.-3. dan: HCQ 1200 mg 1/d, PO; Delez bolnikov z NB do 28. dne: 85% (I) Predcasno
BM]J 2020(12) odprta, blaga, zmerna ali ter 4.-21. dan: HCQ 800 mg 1/d, ws. 81% (P); zakljucena, zato ne
Kitajska huda PO; RD =4,1% (95-% 1Z: -10,3-18,5) porocajo prvotno
46 (SD: 15) let (n=75) Cas do NB: 8 dni (I) vs. 7 dni (P); p>0,05 nacrtovanih
55% moskih P: SO (n=75) progres pljucnice (CT): 33% vs 47 % primarnih izidov
RR =0,85 (95-% 1Z: 0,58-1,23; p=0,34)  inje zanesljivost
zaklju¢kov manjsa.
Boulware RCT, dvojno n=2821 I: 1. dan: HCQ 800 mg ob 0 hin 600 Incidenca covida-19:12% (I) vs. 14% (P); Pod 3% opravljen
DR; NEJM slepa, Brez bolezni, mg 6-8 h, PO, ter 2.- 5. dan: HCQ RD:-2,4% (95-% 1Z:-7,0 - 2,2; p=10,35); nosno-Zrelni bris.
2020 (6) ZDA in izpostavljeni 600 mg x1/d, PO; (n = 414) Nezeleni ucinki: 40% (I) vs 17% (P); Pozen zacetek
Kanada okuzenim osebam  P: placebo (n = 407) p <0,001 zdravljenja: vecina
40 (33 - 50) let >3d.
48% moskih
Cavalcanti RCT, n =665 I1: HCQ 400 mg x2/dan, PO, 7dni; KSna15.dan:1 (I1) vs1 (I2) vs 1 (P) Ob vkljucitvi
AB, NEJM odprta, Blaga ali zmerna (n=221) I1 vs P: OR = 1,21 (95-% 1Z: 0,69-2,11; p  dovoljeno
2020 (5) multicentricna  bolezen 12: HCQ 400 mg x2/dan, PO, + =1,00) zdravljenje s

v Braziliji

50 (SD: 14) let
58% moskih

AZT 500 mg x1/dan, PO, 7 dni; (n
=217)
P: SO (n =227)

12 vs P: OR = 0,99 (95-% 1Z: 0,57 - 1,73;
p =1,00).

kisikom, vendar ne
vel kot v nizkem
pretoku.
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Avtor, revija Nacrt Zdravila v intervencijski (I)
! raziskave in Bolniki in primerjalni (P) skupini Izidi in rezultati Opombe
kraj ali kohortah (K)
Skipper CP, RCT, n =491 I: 1. dan: HCQ 800 mg ob 0 hin 600  IzboljSanje simptomov na 14. dan®:-2,60 Samo 58%
Ann Intern dvojno slepa, Blaga bolezen mg 6-8 h, PO, ter 2.- 5. dan: HCQ (I) vs -2,33 (P); p = 0,117. opravljen nosno-
Med 2020 (7) ZDA in 40 (32-50) let 600 mg x1/d, PO; (n =) Nezeleni uc¢inki: 43% (1) vs 22% (P); zrelni bris.
Kanada 44% moskih P: placebo (n =) p <0,001
The Recovery RCT, n=4.716 I: 1. dan: HCQ 800 mg ob 0 hin 6h, Smrtnost do 28. dne: 27% (1) vs 25 % (P); 76% bolnikov s
Collaborative odprta. zmerna, huda, 400 mgob 12 h, PO, ter 2.-10. dan: RR =1,09 (95-% 1Z: 0,96 - 1,23 p = 0.18)  hudo ali kriti¢no
Group, Velika kriti¢na HCQ 400 mg x2/d, PO; (n=1.561) Delez odpuscenih do 28. dne: 60% (I) vs obliko.
MedRxiv, Britanija 65 (SD: 15) let P: SO (n = 3.155) 63% (P); RR = 0,92 (95-% 1Z: 0,85 - 0,99)
2020 (3) 62% moskih Delez s poslabsanjem do kriti¢ne oblike
ali smrti do 28. dne: 30% (I) vs 27 % (P);
RR =1,12 (95-% 17: 1,01 - 1,25)
VECJE OPAZOVALNE RAZISKAVE
Rosenberg retrospektivna n=1.438, K1* HCQ+AZT: 61 let, 62 % Casdo smrti V celotni skupini
ER, JAMA kohortna, hospitalizirani moskih; n = 735 K1 vs. K4: HR =1,08 (95-% 17: 0,76-2,40) 20% smrtnost, kar
2020 (17) multicentricna s COVID-19 K2*: HCQ: 66 let, 58 % moskih; n = K2 wvs. K4: HR =1,08 (95-% 1Z: 0,63-1,85) nakazuje hud potek
znotraj ZDA 271 K3 vs. K4: HR = 0,56 (95-% 1Z: 0,26-1,21)  bolezni.
K3* AZT: 62 let, 64% moskih; n = K2 ws. K3: HR =1,92 (95-% 1Z: 0,99-3,74)
211 Pojavnost srénega zastoja:
K4: brez HCQ ali AZT: 64 let, 50% K1 vs. K4: OR = 2,13 (95-% 1Z: 1,12~
mogkih; n =221 4,05)
K2 vs. K4: OR = 1,91 (95-% 1Z: 0,96-3,81)
K3 vs. K4: OR = 0,64 (95-% 1Z: 0,27-1,56)
K2 vs. K3: OR = 2,97 (95-% 1Z: 1,56~
5,64)
Geleris J, retrospektivna, n=1.376, K1: 1.dan: HCQ 600 mg 2x/d, PO, Cas do mehanske ventilacije ali smrti*: V celotni skupini
NEJM 2020 kohortna, hospitalizirani ter 2.-5. dan: HCQ 400 mg 2x/d, HR=1,04 (95-% 1Z: 0,82~ 1,32) pri 25% potrebo po
(18) en center v scovid-19 PO; mehanski

ZDA

63 % nad 60 let; 58 % moskih; (n =
811)%
K2: brez HCQ: n = 274&%

ventilaciji ali smrt.

Uporabili so vec
statisticnih
modelov s
podobnimi
rezultati.
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AZT: azitromicin; TT: telesna temperatura; SO: standardna obravnava; SD: standardna deviacija; 95-% IZ: 95% interval zaupanja; HR: razmerje ogroZenosti;
KS: klini¢ni status, ocenjen na 7-toc¢kovni lestvici; NB: negativni nosno-Zrelni bris; OR: razmerje obetov; RR: razmerje okrevanja; RR: relativno tveganje; RD:
razlika med deleZzema.

*90% bolnikov prejeli d1: 400 mg HCQ 2x/dan, po +/- 500 mg azitro 1x/dan, po/iv; d2-3: 200mg HCQ 2x/dan, po +/- 250 mg azitro 1x/dan, po;
#prilagojena za spol, starost (<65 vs. 265 let), sladkorna bolezen, kroni¢na plju¢na bolezen, sréno-zilna bolezen, spremembe na slikovnih preiskavah plju¢;
$soc¢asno lahko prejemali azitro (I: 60 %, P: 37 %), tocilizumab (I: 7,2%, P: 3,3%), remdesivir (I: 2,7%, P: 1,8%);

*prilagojeno za spol, kroni¢na plju¢na bolezen, indeks telesne sestave ter dodatno za starost, raso, etni¢no skupino, zavarovalnim statusom, kadilskim statusom,
komorbidnosti, so¢asna zdravila, vitalnimi znaki in laboratorijskimi izvidi ob sprejemu;

& v eni izmed statisti¢nih modelov so izbrali samo tiste osebe, ki so podobne osebam v kohorti 1, zato je stevilo vklju¢enih manjse od razlike do 1376 oseb.

‘Porocanje o simptomih covida-19 s strani udelezencev z ali brez dokazane okuzbe s SARS-CoV-2.

*Ocenjeno z 10-stopenjsko lestvico, kjer 0 = odsotnost simptomov, 10 = najhujsi simptomi.
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POVZETEK

Pri nekaterih bolnikih s koronavirusno boleznijo 19 (covid-19) imunski mehanizmi ne
uspejo zamejiti namnoZevanja virusa SARS-CoV-2 v zgodnji fazi okuzbe. Kasneje
velika virusna obremenitev ter obsezna apoptoza endotelijskih celic in pnevmocitov
izzoveta spros¢anje vnetnih citokinov in kemokinov v plju¢nem tkivu ter infiltracijo
Stevilnih imunskih celic, ki sprosc¢ajo nove vnetne mediatorje. Pojav je znan kot
sindrom sprosc¢anja citokinov ali citokinska nevihta. Posledica nenadzorovanega
imunskega odziva na virusno okuzbo je povecana prepustnost kapilar ter sindrom
akutne dihalne stiske zaradi alveolarnega edema in poskodb plju¢nega tkiva.
Zaviranje sprosc¢anja vnetnih citokinov ali preprecevanje njihove signalizacije zato
predstavlja pomembno podporno zdravljenje hudih oblik covida-19. Trenutno v
Stevilnih  klini¢nih raziskavah vrednotijo ucinkovitost in varnost razli¢énih
imunomodulatornih uc¢inkovin, zlasti zaviralcev kinaz JAK (angl. Janus kinase) in BTK
(angl. Bruton tyrosine kinase), ki omejijo nastajanje in spros¢anje nekaterih citokinov ter
aktivacijo in migracijo imunskih celic, in antagoniste interlevkina (IL)-6, IL-1 ter
dejavnika tumorske nekroze a (TNF-a). V vseh primerih gre za uveljavljene
ucinkovine za zdravljenje kroni¢nih vnetnih bolezni ali nekaterih rakavih obolenj, ki
jih poskus$ajo preusmeriti v terapijo covida-19.
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1UVOD

Covid-19, infekcijska bolezen, ki jo povzroca respiratorni betakoronavirus
SARS-CoV-2, se pri okuZenih izrazi na zelo razli¢ne nacine. Velika vecina (okoli 80%)
okuzenih je asimptomatskih ali izkazuje relativno blage, prehladu ali gripi podobne
simptome (vrocina, utrujenost, kaselj, bolecine v Zrelu), a pri priblizno 15% obolelih se
okuzba razvije v plju¢nico, 5% pa doZivi celo sindrom hude akutne dihalne stiske,
septi¢ni Sok in/ali odpoved ve¢ organov (1). Okuzba z virusom SARS-CoV-2
praviloma sprozi odziv prirojene (nespecificne) in pridobljene (specificne)
komponente imunskega sistema, kar omogoca pri imunsko sposobnih posameznikih
ucinkovito zamejitev in kon¢no odpravo okuzbe. Nasprotno se pri ljudeh z oslabljenim
imunskim sistemom, zlasti starejSih in kroni¢nih bolnikih, specificna imunost ne
vzpostavi, zaradi ¢esar pride do dolgoro¢ne in okrepljene aktivacije mehanizmov
prirojene imunosti. To vodi do lokalne in sistemske vnetne reakcije, odgovorne za
nepovratne poskodbe plju¢ in drugih organov (2). Sindrom je povezan z obseznim
spros¢anjem vnetnih citokinov in kemokinov, zato ga zargonsko imenujemo tudi
»citokinska nevihta«. Trenutno uveljavljenih terapevtskih strategij za blaZenje
sindroma sprosc¢anja citokinov pri covidu-19 (sicer osrednjega vzroka smrti okuzbe s
SARS-CoV-2) Se ni na voljo, a v stevilnih klini¢nih raziskavah vrednotijo u¢inkovine,
ki bodisi zavirajo sprosc¢anje ali blokirajo signalizacijo citokinov (3). V pri¢ujo¢em
prispevku skuSamo osvetliti mehanizme, ki privedejo do sindroma sproscanja
citokinov, in predstavljamo obetavne skupine imunomodulatornih ucinkovin za
morebitno zdravljenje hudih oblik covida-19.

2 SINDROM SPROSCANJA CITOKINOV

Ko dolo¢en virus vdre v celico, njegove evolucijsko ohranjene komponente
prepoznajo posebni receptorji prirojene imunosti v citosolu in endosomih. Aktivirajo
se signalne poti, ki privedejo do sproscanja interferonov (IFN) tipa I in aktivacije
transkripcijskega dejavnika NF-xB. V sosednjih celicah IFN spodbudijo sintezo
protivirusnih proteinov, ki se aktivirajo Sele v prisotnosti virusne RNA in izzovejo
nespecifi¢no razgradnjo citosolnih RNA ter zavrejo translacijo, s ¢imer omejijo Sirjenje
virusa. Spodbudijo tudi izrazanje poglavitnega histokompatibilnega kompleksa
(MHC) I in tako povecajo verjetnost predstavljanja virusnih epitopov na povrsini
okuZenih celic, na katere se odzovejo citotoksi¢ni limfociti T (Tc), ter uravnavajo
delovanje antigen-predstavitvenih celic, naravnih celic ubijalk (NK), limfocitov B, T-
celic pomagalk (Th) in Tc (4). Transkripcijski dejavnik NF-xB sprozi izrazanje $tevilnih
genov, povezanih z imunskim odzivom. Med drugim nadzira nastajanje pleiotropnih
citokinov interlevkina (IL) 6 in IL-1p ter dejavnika tumorske nekroze a (TNF-a), ki
sodelujejo pri aktivaciji in nova¢enju imunskih celic na mestu vnetja ter predstavljajo
pomembno vez med prirojeno in pridobljeno imunostjo (5).

Koronavirusi poleg genov za strukturne proteine in proteine, potrebne za
replikacijo, nosijo v genomu zapis za t. i. pomoZne proteine (angl. accessory proteins). Ti
se domnevno vpletajo v signalne poti receptorjev prirojene imunosti in ovirajo
sprosc¢anje interferonov iz okuZzenih celic, zato se virusi zelo uspesno namnoZzujejo.
Nedavno so na ¢loveskem plju¢nem tkivu ex vivo pokazali, da okuZzba z virusom SARS-
CoV-2 ne inducira moc¢nega spros¢anja IFN (6), medtem ko so pri bolnikih s covidom-

60



TomaZ Bratkovic: Ucinkovine za blaZenje sindroma sproscanja citokinov

19 opisali inverzno korelacijo med plazemsko koncentracijo IFN-a in IFN-( ter
resnostjo klini¢ne slike (7). V raziskavah in vitro, opravljenih na respiratornih
epitelijskih celicah, dendriti¢nih celicah in makrofagih, in s poskusi na Zzivalskih
modelih so ugotovili, da virusa, sorodna SARS-CoV-2, SARS-CoV in MERS-CoV,
zavreta sprosc¢anje vnetnih in kemotakti¢nih citokinov v zgodnji fazi okuzbe, kar jima
omogoc¢i nenadzorovano namnozitev. V Kkasnejsih stadijih okuZbe so zaznali
okrepljeno sproscanje IL-1f3, IL-6, TNF-a in nekaterih kemokinov (CCL2, CCL3 in
CCL5), ki nastajajo kot odziv na tvorbo vnetnih mediatorjev levkotrienov in
prostaglandinov v alveolarnih makrofagih, sprozeno s piroptozo okuzenih celic (Slika
1; (8)). Bolniki s covidom-19 izkazujejo limfopenijo (zniZano stevilo celic Tc, Th, NK in
limfocitov B; (2, 9)), ki je izrazitejSa pri hudem poteku bolezni. Domnevajo, da SARS-
CoV-2 ucinkovito vstopa ne le v celice respiratornega epitelija, temve¢ (podobno kot
SARS-CoV in MERS-CoV) okuzi tudi alveolarne makrofage in dendriti¢ne celice. Te se
na okuzbo odzovejo s sproscanjem IL-6, kar privede do iz¢rpavanja in apoptoze
limfocitov T in aktivacije endotelijskih celic. IL-6 (skupaj z IL-1p in IL-23) je odgovoren
tudi za polarizacijo celic Th k podtipu celic Th17, ki s spro$¢anjem citokina IL-17
vzdrzujejo in okrepijo vnetni proces (10), le v manjsi meri pa nastajajo celice Th1, ki so
klju¢ne za obracunavanje z virusnimi patogeni. Posledica vsega tega je nadaljnje
obsezno sprosc¢anje vnetnih citokinov in kemokinov, ki so odgovorni za infiltracijo
levkocitov (nevtrofilcev, monocitov in limfocitov), in ker ti sproscajo Se vec citokinov,
pride do nepovratnih poskodb plju¢nega tkiva zaradi apoptoze epitelijskih in
endotelijskih celic ter pojava edema, t. i. sindroma akutne dihalne stiske (Slika 1; (11)).
Ce se proces razsiri sistemsko, lahko nastopi tudi odpoved drugih organov.

3 OBETAVNE UCINKOVINE ZA BLAZENJE SINDROMA SPROSCANJA
CITOKINOV PRI COVID-19

Obsezen in nenadzorovan vnetni proces, ki ga sprozi virus SARS-CoV-2, je torej
odgovoren za nepopravljive poskodbe in odpoved notranjih organov (prvenstveno
pljuc) ter s tem razmeroma visoko smrtnost med okuzenimi. Zato se zdi smiselno pri
podpornem zdravljenju covida-19 poseci po imunosupresivnih u¢inkovinah, ki ciljno
zavirajo signalizacijo specifi¢nih mediatorjev vnetja in jih Ze uspe$no uporabljamo za
blaZenje simptomov nekaterih kroni¢nih vnetnih boleznih. Poudariti velja, da je taksen
terapevtski poseg verjetno smiseln zgolj v poznem stadiju hujsih oblik covida-19, saj
je zaviranje delovanja imunskega odziva med resno virusno okuzbo dvorezen mec.
Tako bo pred vpeljavo uporabe imunosupresivnih zdravil v klini¢no zdravljenje
bolnikov s covidom-19 potrebno ne le potrditi njihovo ucinkovitost in varnost v
nadzorovanih klini¢nih raziskavah, temve¢ bo klju¢no tudi identificirati skupine
bolnikov (npr. klini¢na slika, napredovanje bolezni, imunski status, starost...), ki jim
bo takSen nacin zdravljenja prinesel ugoden terapevtski izid.
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Slika 1. Domneven mehanizem nastanka citokinske nevihte, ki jo sprozi okuzba z
virusom SARS-CoV-2. Piroptoza epitelijskih celic na mestu vdora virusa je povezana
s sproscanjem celi¢nih komponent, ki aktivirajo alveolarne makrofage, da proizvajajo
eikozanoide. Prostaglandini in levkotrieni spodbudijo sprosc¢anje vnetnih citokinov iz
imunskih celic. Virus verjetno vstopa tudi v antigen-predstavitvene celice (APC), kjer
okuzba neposredno izzove nastajanje vnetnih citokinov in kemokinov. Disfunkcija
APC je odgovorna za diferenciacijo Th1l7 ter izérpavanje in kon¢no apoptozo
limfocitov. Vnetni proces privablja v plju¢no tkivo nevtrofilce, monocite in limfocite,
ki spros¢ajo nove citokine, in je vzrok povecane prepustnosti kapilar in tvorbe
alveolarnega edema. Posledica opisanih procesov sta akutni sindrom dihalne stiske in
hipotenzija. Prirejeno po (2, 8). Slika je izrisana s programom BioRender.
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3.1 Zaviralci kinaz JAK

Ena od osrednjih signalnih poti, povezanih s prekomernim imunskim odzivom
na okuzbo z virusom SARS-CoV-2, je pot JAK (angl. Janus kinase)-STAT (angl. signal
transducer and activator of transcription). Celi¢na signalizacija nekaterih citokinov, zlasti
IL-6 (glej 3.2), poteka namre¢ preko aktivacije tirozin kinaz JAK, ki sprozijo
fosforilacijo proteinov STAT. Ti se pomaknejo v jedro, kjer uravnavajo transkripcijo
genov, povezanih z vnetnim procesom. Enako signalno pot izkoris¢a tudi angiotenzin
IT po vezavi na receptor ATiR. Ker SARS-CoV-2 na rac¢un receptorsko-posredovane
endocitoze domnevno zniZza Stevilo membranskih receptorjev ACE2, ki sicer cepijo
angiotenzin II, se bioloski ucinki slednjega verjetno okrepijo, to pa pomeni dodatno
sproscanje vnetnih citokinov (Slika 2A; (12)).

V druzino kinaz JAK umes$¢amo stiri encime (JAK1-3 in TYK2), povezane z
razliénimi citokinskimi receptorji. Zaviralce kinaz JAK baricitinib, peficitinib,
upadacitinib in tofacitinib predpisujemo za zdravljenje revmatoidnega artritisa,
medtem ko ruksolitinib in fedratinib uporabljamo za zdravljenje mielofibroze. Gre za
uc¢inkovine, ki selektivno zavirajo kinaze JAK, niso pa specificne za posamezne
predstavnike druzine. V primerjavi z ucinkovinami, ki selektivno blokirajo
signalizacijo enega citokina (npr. antagonisti TNF-a, IL-6 ali IL-1), je mo¢ pri zaviralcih
kinaz JAK pri¢akovati 8ir§i spekter protivnetnega delovanja. Potencialna dodatna
prednost te skupine ucinkovin je, da aktivnosti citokinov ne zavrejo v celoti, saj
primarno naslavljajo uc¢inke patolosko povisanih koncentracij citokinov (13), zaradi ¢esar
jih smatramo za razmeroma varne. Kljub temu ne gre prezreti, da je ravno signalna
pot JAK/STAT, ki jo aktivirajo IFN tipa I, bistvena za indukcijo protivirusnih odzivov.
Tako je znano, da dolgoro¢no zdravljenje z zaviralci kinaz JAK pri bolnikih z
revmatoidnim artritisom poveca tveganje za reaktivacijo latentnih virusnih okuzb
zaradi oslabljenega imunskega odziva na ra¢un neucinkovite signalizacije IFN in
limfocitopenije. Uporabo zaviralcev kinaz JAK povezujemo tudi s povecanim
tveganjem za tromboembolijo. Ker nekateri bolniki s covidom-19 izkazujejo motnje v
koagulaciji, je potrebno skrbno ovrednotiti varnost zaviralcev kinaz JAK tudi s tega
vidika (14). Vsekakor jih ni smotrno predpisati bolnikom v zgodnji fazi okuzbe, ko se
mora imunski sistem aktivirati za boj proti virusu; verjetno jih je bolje aplicirati v
kasnejsi fazi bolezni, ko se virusna obremenitev nekoliko zmanjsa, a $e pred nastopom
citokinske nevihte (15).

Trenutno v ve¢ Kklini¢nih raziskavah vrednotijo varnost in ucinkovitost
baricitiniba, ruksolitiniba in tofacitiniba pri preprecevanju oz. blazenju sindroma
sprosc¢anja citokinov, povezanega s covidom-19 (glej: https:/ /clinicaltrials.gov/). Med
nastetimi verjetno najve¢ obeta baricitinib, zaviralec kinaz JAK1 in 2, za katerega
predvidevajo, da deluje tudi na kinazi iz druzine NAK (angl. numb-associated kinase) -
AAK1 (angl. adapter-associated protein kinase 1) in GAK (angl. cyclin G-associated kinase) -
ki sodelujeta pri s klatrinom posredovani endocitozi virusa SARS-CoV-2. Zato utegne
baricitinib ublaZziti vnetno reakcijo in hkrati prepreciti vdor virusa v pnevmocite (12,
16). V pilotni klini¢ni raziskavi, v kateri je 12 bolnikov z blago do zmerno plju¢nico 14
dni prejemalo baricitinib v odmerku 4 mg/dan so¢asno z ritonavirjem in lopinavirjem,
so porocali o znacilni izboljSavi nekaterih klini¢nih znakov in plju¢ne funkcije brez
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resnih neZelenih uc¢inkov, medtem ko v kontrolni skupini (deleZni le zdravljenja z
ritonavirjem/lopinavirjem in hidroksiklorokinom) izbolj$anja niso opazili (17).

3.2 Antagonisti IL-6

IL-6, eden od najpomembnejsih aktivatorjev signalne poti JAK/STAT, velja za
kljuéni mediator vnetja v kontekstu sindroma sproscanja citokinov. Nastaja v
aktiviranih monocitih, makrofagih in dendriti¢nih celicah kot odziv na evolucijsko
ohranjene virusne strukture. IL-6 lahko sprozi signalizacijo v tar¢nih celicah po dveh
poteh, imenovanih cis in trans (Slika 2B; (18)). Signalizacija cis je klasi¢na, pri tem se IL-
6 veze na membranski receptor za IL-6 (mIL-6R) v kompleksu z gp130. mIL-6R je
izrazen le na imunskih celicah in njegova aktivacija izzove pleiotropne ucinke v
limfocitih B in T, nevtrofilcih, makrofagih in naravnih celicah ubijalkah (NK), kar
okrepi sproscanje vnetnih citokinov. Pri signalizaciji trans se IL-6 veZe na topno obliko
receptorja za IL-6 (sIL-6R), ta pa nato tvori kompleks z dimerno obliko gp130 na vseh
celicah, ne le imunskih, npr. na endotelijskih celicah. Ta mehanizem je podlaga
sistemske citokinske nevihte, ki med drugim zajema povecano prepustnost kapilar,
izrazanje celi¢nih adhezijskih molekul in infiltracijo imunskih celic v prizadeta tkiva.
IL-6 igra pomembno vlogo pri diferenciaciji celic Th17, katerih prekomerno aktivnost
povezujemo s Stevilnimi avtoimunskimi in kroni¢nimi vnetnimi boleznimi.

Zaviranje signalizacije IL-6 se je izkazalo kot uc¢inkovita strategija za blazenje
citokinske nevihte, ki predstavlja nezelen uc¢inek zdravljenja limfomov in levkemij z
avtologno transfuzijo citotoksi¢nih limfocitov T, transduciranih s himernimi
antigenskimi receptorji (CAR-T). Na osnovi sicer omejenih klini¢nih raziskav sta EMA
in FDA odobrili uporabo tocilizumaba za preprecevanje citokinske nevihte, povezane
s CAR-T (19). Tocilizumab je humanizirano monoklonsko protitelo, ki ga primarno
uporabljamo za zdravljenje hudih oblik revmatoidnega artritisa in juvenilnega
idiopatskega artritisa. Deluje po mehanizmu receptorskega antagonizma (blokira
vezavna mesta za IL-6 tako na mIL-6R kot sIL-6R), ni pa potrjeno, da bi izzval smrt
celic, ki izrazajo mIL6-R, po principu s protitelesi posredovane celi¢ne citotoksi¢nosti
ali s komplementom posredovane citotoksi¢nosti. Za preprefevanje sindroma
sprosc¢anja citokinov pri CAR-T ga odraslim bolnikom apliciramo v obliki enourne
infuzije v odmerku 8 mg/kg telesne mase, bodisi v obliki monoterapije ali v
kombinaciji s kortikosteroidi. Ce se stanje po prvi infuziji ne izboljsa, lahko zdravilo
apliciramo $e do trikrat v razmiku najmanj 8 ur (20). V aktualnih klini¢nih raziskavah,
v katerih vrednotijo ucinkovitost tocilizumaba za blaZenje citokinske nevihte pri
covidu-19, ve¢inoma povzemajo taksen terapevtski rezim (1 do 8 mg/kg telesne mase
Za enako terapevtsko indikacijo proucujejo v ve¢ klini¢nih raziskavah Se nekatere
novejse bioloske uc¢inkovine, ki selektivno zavirajo prenos signala IL-6 (Slika 2B; glej:
https:/ /clinicaltrials.gov/). Sarilumab je humano monoklonsko protitelo, ki podobno
kot tocilizumab deluje kot antagonist IL-6R in ga uporabljamo za zdravljenje zmernih
in hudih oblik revmatoidnega artritisa, le da ga apliciramo subkutano (21).
Siltuksimab, klazakizumab, olokizumab in sirukumab so monoklonska protitelesa,
ki z vezavo IL-6 preprecijo njegovo asociacijo z IL-6R in proZenje znotrajcelicnih
signalov (22). Siltuksimab je sicer zdravilo sirota za zdravljenje multicentri¢ne
Castlemanove bolezni pri odraslih, ki niso okuzeni z virusom humane imunske
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pomanjkljivosti (HIV) in humanim virusom herpesa tipa 8 (HHV-8). Apliciramo ga v
obliki infuzije. Klazakizumab in olokizumab sta u¢inkovini v razvoju, katerih varnost
in ucinkovitost pri zdravljenju kroni¢nega idiopatskega artritisa (revmatoidnega,
juvenilnega idiopatskega in psoriaznega artritisa ter ankilizirajo¢ega spondilitisa)
vrednotijo v klini¢nih raziskavah, medtem ko je razvoj sirukumaba za enak nabor
indikacij zastal, potem ko sta tako EMA kot FDA pri ocenjevanju dosjeja vloge za
pridobitev trznega dovoljenja zahtevali dodatne klini¢ne podatke.
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Slika 2. IL-6 kot osrednji aktivator signalne poti JAK-STAT. A. Predviden mehanizem,
po katerem SARS-CoV-2 vzpostavi povratno zanko med IL-6 in angiotenzinom, ki
potencira vnetni proces. IL-6, ki ga sproscajo aktivirane antigen-predstavitvene celice,
se veze na topno obliko receptorja IL-6R in po interakciji z gpl30 aktivira pot
JAK/STAT. Posledica je okrepljeno nastajanje IL-6 in drugih citokinov, ki privede do
poskodb Zilja. Sintezo IL-6 izzove tudi angiotenzin II, ki po vezavi na receptor AT1R
aktivira pot JAK/STAT. Ker virus zniza Stevilo ACE2 na celicah, je hidroliza
angiotenzina II omejena in njegova koncentracija naraste, kar e okrepi sproscanje IL-
6. Prirejeno po (12). B. Ponazoritev signalizacije IL-6 po poteh cis (na imunskih celicah)
in trans (na vecini celic) ter mehanizmov delovanj u¢inkovin, ki se vpletajo v ti signalni
poti. mIL-6R - membranska oblika receptorja za IL-6, sIL-6R - topna oblika receptorja
za IL-6. Prirejeno po (18).
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Tudi pri uporabi antagonistov IL-6 za blaZenje sindroma spros¢anja citokinov
pri covidu-19 se soocamo z enakimi varnostnimi pomisleki kot pri zaviralcih kinaz
JAK. Tako so na primer resni nezeleni ucinki, povezani z uporabo tocilizumaba, izbruh
resnih okuzb in levkopenija, a tudi poskodbe jeter, trombocitopenija, perforacije
gastrointestinalnega trakta in hipertenzija (20).

3.4 Antagonisti IL-1

Ob IL-6 igra verjetno najpomembnejso vlogo v patogenezi bronhoalveolarnega
edema IL-1P (23). Tudi IL-1p izlocajo aktivirani makrofagi in ta citokin sprozi stevilne
uc¢inke, podobne tistim, ki jih pripisujemo IL-6. Zaviranje signalizacije IL-1 je
uveljavljena terapevtska strategija pri simptomatskem zdravljenju kroni¢nih vnetnih
bolezni - pri tem izkoris¢amo rekombinantno razli¢ico endogenega antagonista
receptorja za IL-1 (anakinro) ter protitelo canakinumab, usmerjeno proti IL-1p (24).
Primernost obeh ucinkovin za blaZenje sindroma sproscanja citokinov pri covidu-19
vrednotijo v ve¢ klini¢nih raziskavah (glej: https:/ /clinicaltrials.gov/). Anakinro in
canakinumab sicer predpisujemo bolnikom z revmatoidnim artritisom, tistim, s
periodi¢nimi vrocinskimi sindromi, povezanimi s kriopirinom, bolnikom s Stillovo
boleznijo in nekaterimi drugimi kroni¢nimi vnetnimi boleznimi (24); apliciramo ju v
obliki subkutanih injekcij. V veliki multicentri¢ni klini¢ni raziskavi faze III se je
zdravljenje sepse s sindromom aktiviranih makrofagov, po mehanizmu in zapletih
sorodnemu citokinski nevihti, povezani s covidom-19, z anakinro izkazalo kot
ucinkovito: smrtnost do 28. dne je bila pri bolnikih s hepatobiliarno disfunkcijo in
diseminirano intravaskularno koagulacijo znacilno nizja v tretirani skupini v
primerjavi s kontrolno skupino (34,6% anakinra proti 64,7 % placebo; p = 0.0006 (25)).

3.3 Antagonisti TNF-a

Membranski protein S virusa SARS-CoV (in po analogiji verjetno tudi SARS-
CoV-2) v okuZenih celicah aktivira signalno pot NF-«B, kar izzove nastajanje in
sproscanje IL-6 in TNF-a (26). Plazemske koncentracije TNF-a pri bolnikih s covidom-
19 so znacilno visje kot pri zdravih posameznikih in koncentracija tega citokina
korelira z zaostrovanjem klini¢ne slike (1). Zaviranje signalizacije TNF-a med
citokinsko nevihto je smiselno, saj prav ta citokin preko aktivacije signalne poti NF-xB
okrepi nastajanje IL-6 in spodbuja vnetni proces preko stevilnih drugih mehanizmov.
Temu v prid govori tudi dejstvo, da so v raziskavah na misih, okuZenih z virusom
SARS-CoV, pokazali, da nevtralizacija TNF-a poveca verjetnost preZivetja zivali (27).
Antagoniste TNF-a (tj. rekombinantna monoklonska protitelesa, usmerjena proti TNF-
a (npr. infliksimab, adalimumab, golimumab) ali fuzijski protein ektodomene
receptorja za TNF-a in regije Fc IgG (etanercept)) uporabljamo za zdravljenje razli¢nih
kroni¢nih vnetnih bolezni, kot so revmatoidni artritis, psoriaza, Crohnova bolezen in
ulcerozni kolitis. Ob nevtralizaciji TNF-a te uc¢inkovine izzovejo tudi zniZanje Stevila
aktiviranih monocitov in makrofagov, ki izraZajo membransko obliko tega citokina po
mehanizmu s komplementom posredovane citotoksi¢nosti in/ali s protitelesi
posredovane celicne citotoksi¢nosti (28). Ker so prav monociti/makrofagi eni od
osrednjih krivcev za citokinsko nevihto (Slika 1), predstavljajo antagonisti TNF-a Se
eno potencialno skupino ucinkovin za blazenje simptomov hujsih oblik covida-19.
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Trenutno za to indikacijo v klini¢ni raziskavi faze II vrednotijo infliksimab
(NCT04425538).

3.5 Zaviralci tirozin kinaz ABL in BTK

Tirozin kinaze so raznovrstna skupina kinaz, ki fosforilira tirozinske ostanke
proteinskih substratov. Udelezene so v signalnih poteh, ki uravnavajo celi¢no
proliferacijo, diferenciacijo, migracijo in vnetne procese (29). Zaviralce tirozin kinaz,
kot so imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib in ponatinib, uporabljamo za zdravljenje
kroni¢ne mieloidne levkemije, nekaterih akutnih limfoblastnih levkemij in specifi¢nih
tumorjev, a izkazujejo tudi imunomodulatorne uc¢inke (30). Imatinib je v raziskavah in
vitro in in vivo z zaviranjem kinaze Arg/Abl2 (angl. Abelson-related gene/Abelson kinase
2) omejil nastanek edema in pozitivno vplival na integriteto endotelijske pregrade (31),
v raziskavah in vitro pa so potrdili celo njegovo protivirusno delovanje na primeru
SARS-CoV in MERS-CoV, kar so pripisali zaviranju kinaze AbI2, ki ga virusa
potrebujeta za zlitje z membrano endosomov (32). Trenutno ucinkovitost in varnost
imatiniba in nintedaniba (slednjega sicer uporabljamo v terapiji idiopatske plju¢ne
fibroze) pri zdravljenju zmerne in hude plju¢nice covida-19 s ciljem preprecitve
napredovanja bolezni do stopnje sindroma hude akutne dihalne stiske vrednotijo v
vec klini¢nih raziskavah (glej: https:/ /clinicaltrials.gov /).

V kontekstu preprecevanja oz. blazenja citokinske nevihte velja izpostaviti Se
akalabrutinib, selektivni kovalentni zaviralec kinaze BTK (angl. Bruton tyrosine kinase),
sicer indiciran za zdravljenje limfoblastoidne levkemije in limfoma. BTK je v
aktiviranih makrofagih vpletena v prozenje signalne poti NF-xB in aktivacijo
inflamasoma NLRP3, kar je podlaga spros¢anja vnetnih citokinov in kemokinov. V
pilotni klini¢ni raziskavi, v kateri je 19 bolnikov s hudo obliko covid-19 prejemalo 100
mg akalabrutiniba dvakrat dnevno 10 do 14 dni, so porocali o hitrem izboljSanju
klini¢ne slike in plju¢ne funkcije (33). Ob akalabrutinibu trenutno za zdravljenje
covida-19 v ve¢ klini¢nih raziskavah vrednotijo e en zaviralec BTK, ibrutinib (glej:
https:/ /clinicaltrials.gov/). Ker BTK nadzira signalne procese v nevtrofilcih,
megakariocitih in trombocitih, ki so verjetno tudi vpeti v imunopatoloske procese pri
covidu-19, predstavljajo selektivni zaviralci BTK zelo zanimivo potencialno skupino
ucinkovin za blaZenje citokinske nevihte.

3.6 Fingolimod

Sfingozin-1-fosfat (S1P) je pomemben endogeni lipidni mediator vnetja, ki
nadzira migracijo razli¢nih celic imunskega sistema, prepustnost endotelijske
pregrade in sproscanje citokinov in kemokinov (34). Svoje uc¢inke na prirojeno in
pridobljeno komponento imunskega sistema izkazuje preko vezave na s proteinom G
sklopljene receptorje, med katerimi je zelo pogost receptor S1IPR1. S poskusi na misih
so pokazali, da aktivacija receptorja S1PR; prepreci citokinsko nevihto po okuzbi z
virusom gripe (35). Selektivni agonist S1IPR1 je namre¢ zavrl zgodnji odziv prirojene
imunosti v respiratornih endotelijskih celicah in preprecil sproscanje IL-6, TNF-q,
CCL2, IFN-a in IFN-y. V kasnejsi raziskavi (36) so na enakem Zivalskem modelu
dokazali, da je signalizacija prek S1PR:1 odgovorna tudi za zmanjSanje aktivacije in
infiltracije imunskih celic v plju¢no tkivo. Fingolimod je neselektivni modulator
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receptorjev za S1P, indiciran za zdravljenje multiple skleroze. Trenutno poteka majhna
klini¢éna raziskava faze II, v kateri vrednotijo ucinkovitost fingolimoda za
preprecevanje sindroma akutne respiratorne stiske pri covidu-19 (NCT04280588).

3.7 Ostale imunosupresivne in imunomodulatorne uc¢inkovine

Kortikosteroide Ze desetletja uporabljamo za blaZenje vnetnih reakcij
najrazli¢nejsih vzrokov. Pri zdravljenju virusnih plju¢nic jih praviloma ne
predpisujemo, saj oslabijo protivirusno reakcijo imunskega sistema in zavlecejo
okuzbo (37). Kljub temu je, kot kaZze nedavna klini¢na raziskava (38), uporaba
kortikosteroidov pri dolocenih bolnikih s covidom-19 smiselna. Desetdnevno
zdravljenje s po 10 mg deksametazona (p.o. ali i.v.) je namre¢ znacilno povecalo
prezivetje bolnikov (do 28. dne) na invazivnem mehanskem predihavanju (razmerje
okrevanja: 0,64; 95-% interval zaupanja (IZ): 0,51-0,81) oz. tistih, ki so prejemali kisik
(razmerje okrevanja: 0,82; 95-% 1Z: 0,72-0,94), v primerjavi s skupino, ki je bila deleZna
standardnega zdravljenja. Nasprotno pri bolnikih, ki so v ¢asu randomizacije dihali
brez pomo¢i, niso zaznali razlik v preZivetju med skupino, ki je prejemala
deksametazon, in kontrolno skupino (razmerje okrevanja: 1,19; 95-% 1Z: 0,91-1,55).
Ugotovitve raziskave, ¢eprav preliminarne, nakazujejo, da je za doseg optimalnega
terapevtskega izida klju¢no opredeliti bolnike, ki se bodo na zdravljenje s
kortikosteroidi ugodno odzvali.

Azitromicin je makrolidni antibiotik, ki ga med drugim predpisujemo za
zdravljenje bakterijskih plju¢nic in bronhitisov. Deluje tudi imunomodulatorno, a ta
mehanizem $e ni povsem pojasnjen (39). Obstajajo dokazi, da makrolidi zavirajo
aktivnost nevtrofilcev ter spros¢anje nekaterih citokinov in kemokinov. Pri zdravljenju
covida-19 bi utegnilo biti zanimivo tudi protivirusno delovanje eritromicina, saj se kot
relativno lipofilna in $ibko bazi¢na ucinkovina kopic¢i v endosomih, kjer prepreci
zakisanje vsebine teh organelov in s tem ovira Zivljenjski cikel virusa (40). Podoben
mehanizem delovanja na osnovi raziskav, opravljenih na celicah in vitro (41),
pripisujemo tudi klorokinu in njegovemu analogu hidroksiklorokinu, ki ju sicer
uporabljamo za zdravljenje malarije in (zaradi imunomodulatornih u¢inkov) nekaterih
avtoimunskih bolezni (42, 43). Hidroksiklorokin je Svetovna zdravstvena organizacija
sprva vkljucila v obsezen sklop klini¢nih vrednotenj potencialnih zdravil za covid-19
(ti. raziskava SOLIDARITY), a so sredi junija 2020 ta del raziskav ustavili (44).
Zdravljenje s hidroksiklorokinom namre¢ ni zniZalo smrtnosti v primerjavi s
standardno terapijo. Ze pred tem je Evropska agencija za zdravila opozorila (45), da
(hidroksi)klorokin lahko izzove sréno aritmijo (podaljsa veznico QT), povzroci
poskodbe jeter in ledvic, hipoglikemjo in periferno nevropatijo, zato ob pomanjkanju
dokazov o ucinkovitosti zdravljenja covida-19 njuna uporaba za to terapevtsko
indikacijo ni upravicena.
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4 SKLEP

Sindrom sprosc¢anja citokinov predstavlja resen zaplet pri nekaterih bolnikih s
covidom-19. Gre za moc¢no reakcijo imunskega sistema na virusno okuzbo, ki ni
specificna za SARS-CoV-2, saj so podobne simptome opisali tudi pri nekaterih drugih
infekcijah (46). V primeru covida-19 je obseZna vnetna reakcija in infiltracija tkiv z
imunskimi celicami odgovorna za nastanek plju¢nega edema ter poskodbe plju¢ in
drugih organov. Tako se ob nadejanih profilakti¢nih cepivih in protivirusnih zdravilih
kot pomembna skupina ucinkovin za zdravljenje hujSe oblike covida-19 ponujajo
imunomodulatorne ucinkovine, ki po razlicnih mehanizmih selektivno utisajo
signalizacijo posameznih mediatorjev vnetja oz. zavrejo aktivacijo in rekrutiranje
imunskih celic. Seveda je v Zelji po ¢im hitrejSem oblikovanju u¢inkovitih terapevtskih
strategij za blaZzenje citokinske nevihte smiselno pose¢i po prenamembi zdravil,
katerih uporaba je odobrena za druge terapevtske indikacije, saj sta njihova
farmakokinetika in varnostni profil ze dobro ovrednotena. Pri tem bo klju¢no v dobro
nacrtovanih, obseznih in nadzorovanih klini¢nih raziskavah potrditi varnost in
ucinkovitost novih terapevtskih pristopov in optimizirati terapevtski rezim. Ker
imunski odziv sprozi aktivacijo ve¢ vzporednih redundantnih signalnih poti, nekateri
avtorji predlagajo socasno aplikacijo razlicnih imunomodulatornih ucinkovin, s
katerimi bi na podlagi sinergisti¢nih ali aditivnih u¢inkov dosegli boljsi terapevtski
izid (12).
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POVZETEK

Laboratorijska diagnostika ima v spopadanju s pandemijo covida-19 nedvomno velik
pomen. Hitra in zanesljiva identifikacija okuZenih oseb, ki omogoci njihovo izolacijo
in nadaljnjo epidemiolosko poizvedovanje, predstavlja enega klju¢nih korakov pri
zaustavljanju Sirjenja pandemije in omogoca boljSo klini¢cno obravnavo bolnikov.
Doloc¢anje protiteles proti SARS-CoV-2 v vzorcih posameznikov pa po drugi strani
omogoca napredek v razumevanju imunskega odziva na okuZbo s SARS-CoV-2.
Slednje je klju¢nega pomena pri razvoju cepiv in terapevtskih pristopov, omogoca
spremljanje razsirjenosti okuZzbe in ugotavljanje ucinkovitosti preventivnih ukrepov.
Vloga laboratorijske diagnostike je, da izbira najboljse metode, ki so v danem trenutku
na razpolago in zagotavljajo kvalitetne, zanesljive rezultate v najkrajSem moznem
¢asu. V prispevku predstavljamo razli¢cne metode za ugotavljanje prisotnosti okuzbe s
SARS-CoV-2 z analizo virusne RNA in metode za ugotavljanje prebolele okuzbe z
merjenjem protiteles proti virusnim antigenom. Posebno se posve¢amo tudi razpravi
o klini¢ni uporabnosti rezultatov posameznih testov za uspesno obvladovanje
pandemije SARS-CoV-2 in predstavljamo njihove prednosti in omejitve.
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1UVOD

Pandemija covida-19 je Ze v svojih zacetnih fazah posegla tudi na podrocje
laboratorijske diagnostike in do danes vplivala na bliskovit razvoj novih metod, hiter
odziv regulatornih organov, pripravo nacionalnih smernic in iskanje novih
laboratorijskih reSitev z namenom obvladovanja razli¢nih stopenj pandemije. V
pandemiji covida-19 je laboratorijska diagnostika potrebna za:

e potrditev diagnoze covid-19 pri simptomatskih pacientih, ki so zato lahko
pravocasno napoteni v izolacijo ali nadaljnjo klini¢no obravnavo,

e testiranje simptomatskih in asimptomatskih posameznikov, ki so bili v kontaktu z
okuZzeno osebo, ki Ze ima potrjeno diagnozo covid-19,

e dolocitev posameznikove odpornosti (imunosti) na SARS-CoV-2,

e Dbazi¢ne raziskave imunskega odziva ob okuzbi s SARS-CoV-2 in razvoj cepiv,

e identifikacijo posameznikov, ki so razvili moc¢an protitelesni imunski odziv na
okuzbo in bi lahko bili darovalci rekonvalescentnega seruma za terapijo,

e spremljanje razsirjenosti okuzbe in dolocitev prevalence virusa v populaciji,

e spremljanje ucinkovitosti preventivnih ukrepov in z epidemijo povezanih
nacionalnih strategij.

Vloga medicinskih laboratorijev je, da v danem trenutku izbirajo najboljse
metode, s katerimi zagotavljajo kakovostne in zanesljive rezultate ter s tem omogocijo
hitrejSo in ucinkovito obravnavo pacienta. Laboratorijske metode, reagenti in
pripomocki uporabljeni v Evropski uniji morajo biti skladni z zakonodajo na podrocju
(oznaka CE) in validirani kot in vitro diagnosti¢ni medicinski pripomocek (oznaka
IVD).

Pri vrednotenju analizne metode sta pomembni lastnosti analizna obc¢utljivost
in analizna specifi¢nost. Prva je definirana kot najmanjSa sprememba koli¢ine
merjenca, ki jo v nekem koncentracijskem obmocju $e dolo¢imo. Kot oblika analizne
obcutljivosti je lahko obravnavana denimo meja zaznavanja ali meja detekcije.
Analizna specifi¢nost je definirana s sposobnostjo dolociti samo Zeljeni merjenec v
mesanici razli¢énih merjencev. Zaradi heterogenosti merjencev je analizna specifi¢nost
lahko problemati¢na zlasti na podroc¢ju imunokemijskih metod, ki jih opisujemo v
nadaljevanju. Vrednotenje rezultatov diagnosti¢nih metod je po drugi strani vezano
na njihovo uporabnost v klini¢ni obravnavi pacienta. Pri vrednotenju rezultatov (Slika
1) je pomembna klini¢na ucinkovitost, t.j. ali lahko z njimi lo¢ujemo med skupinami
zdravih in bolnih ter med skupinami bolnih s podobnimi boleznimi. Klini¢na
ucinkovitost testov je pri okuzbi s SARS-CoV-2 Se posebej pomembna, saj je osnovno
reprodukcijsko $tevilo, ki je merilo nalezljivosti kuZne bolezni, precej visoko, simptomi
bolezni covid-19 pa zelo nespecifi¢ni in podobni Stevilnim drugim respiratornim
infektom.

Prva metoda za dokazovanje prisotnosti virusa je bila objavljena 16. januarja
2020, le 3 dni po objavi genoma SARS-CoV-2. Stevilo molekularnih in serologkih
testov, ki prihajajo na trZisce pa e vedno iz dneva v dan narasca. Do 1. septembra 2020
je bilo na seznamu fundacije FIND (neprofitna organizacija, ki spodbuja inovacije in
razvoj diagnostike) vpisanih kar 193 CE-IVD certificiranih metod za molekularno
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diagnostiko okuZbe s SARS-CoV-2 in 240 seroloskih metod (CE-IVD) za dokazovanje
prisotnosti protiteles. Nove tehnoloske reSitve so na trg Zze postavile metode
dokazovanja okuzbe ali imunskega odziva nanjo, ki dajejo rezultat v nekaj urah ali
minutah. Med seroloskimi metodami pa naj bi bilo po teh podatkih dostopnih Ze vsaj
157 metod, ki jih uvrs¢amo med hitre diagnosti¢ne teste (1).

Klini¢na ( diagnosti¢na) specifi¢nost: definirana je kot delez zdravih, pri katerih je rezultat testa
normalen.

itevilo resni¢no negativnih rezultatov

Klini¢na specifitnost =
stevilo resni¢no negatlvmh + stev1lo lazno negatlvmh

| Klinicna (dldgnostlcna) obcutl]wost definirana j je kot delez bolmh pri katemh je rezultat testa
patoloski.

Stevilo resnicno pozitivnih rezultatov

Klini¢na obcutljivost =
stevﬂo resni¢no p021tlvn1h +itevilo lazno negatlvmh

Pozﬁwna napovedna vrednost testa (PNV): definirana kot delez pre1skovam,ev s patoloskum 1zv1dorn,
ki imajo bolezen. Napove verjetnost, da bo preiskovanec ob pozitivnem testu res imel doloceno
bolezen.

St.resnicno pozitivnih rezultatov

Pozitivna napovedna vrednost (PNV) = - — — —— — —
$tresnitno pozitivnih rezultatov +3tevilo lazno pozitivnih rezultatov

prevalenca x klini¢na obéutljivost

PNV =

prevalenca x klini¢na 0bcutl]1v03t+(1 preva]enca)x(l k]lmcna Spec1f1cnost)

Negdtlvnd ndpovednd vrednost (NNV) definirana kot delez prELSkovanLeV V4 normalrum 1zv1d0m
brez znakov bolezni. Napove verjetnost, da preiskovanec ob negativhem testu res nima bolezni.

Stresnitno negativnih rezultatov

Negativna napovedna vrednost (NNV) = - ~ — T —
Stresnitno negativnih rezultatov +3tevilo laZno negativnih rezultatov

( 1—prevalenca) x klini¢na specifi¢nost

NNV =

( 1—prevalenca)x Kklini¢na specifi¢nost+prevalencax(1-kliniéna specifiénost)

Slika 1. Definicije pojmov, ki jih uporabljamo pri klini¢nem vrednotenju diagnosti¢nih
testov s prikazanimi enacbami za izra¢un vrednosti posameznega parametra.

V primeru laboratorijske diagnostike tehnologija zagotovo ni ve¢ omejitev.
Izzivi, ki nas ¢akajo na podroc¢ju biologije/biokemije, so poznavanje znacilnosti
podvrste koronavirusa SARS-CoV-2, saj bo s tem moZzno pridobiti ustrezen material,
ki sluzi za postavljanje novih laboratorijskih metod. Neposredno na podrodju
diagnostike pa ostaja izziv pridobivanje kvalitetnega bioloSkega materiala, vzorcenje
pacienta v ustreznem ¢asovnem obdobju in razumevanje klinicnega pomena rezultata.

2 POTEK OKUZBE IN IMUNSKI ODZIV NA OKUZBO S SARS-CoV-2

Okuzba z virusom SARS-Cov-2 se po do sedaj znanih podatkih obi¢ajno zgodi,
ko kapljice izlockov okuZenega preko neposrednega ali posrednega, obi¢ajno tesnega
kontakta, doseZejo dihalne poti ali ocesno sluznico druge osebe. Virus se nato preko
receptor-vezavne domene (RBD) proteina S (angl. spike protein) veze na humani
receptor - encim angiotenzin konvertaza 2 (ACE2), ki se nahaja na povrsini gostiteljske
celice. Humane proteaze (furin, TMPRSS2) nato cepijo protein S, ¢emur sledi zlitje
virusne membrane s celi¢no in posledi¢no vstop virusne RNA v celico. Tam se virus
razmnoZuje in izstopi iz celice ter se tako zopet znajde in zadrZuje na povrsini sluznic.
(2, 3). Posledica vstopa, dozorevanja virusa in spros¢anja virusnih delcev je piroptoza,
posebna oblika programirane celicne smrti. Ta sprozi aktivacijo okoliskih celic

74



Alenka Smid, Jasna Omersel: Izzivi in prihodnost diagnostike okuZbe s SARS-CoV-2

epitelija, endotelija in alveolarnih makrofagov, da izlocajo kemokine in vnetne
citokine, kar vodi v privabljanje monocitov, makrofagov in limfocitov na mesto vnetja
v pljucih (3). Prvi odziv je torej aktivacija prirojenega imunskega odziva. Temu sledi
aktivacija pridobljenega imunskega sistema, ki se pri bolnikih s covidom-19 pokaze po
priblizno enem tednu od nastopa simptomov (4). Aktivacija citotoksi¢nih limfocitov T
vodi neposredno do smrti okuZene celice, aktivirane dendriti¢ne celice in celice T
pomagalke pa Se dodatno aktivirajo tako citotoksi¢ne limfocite T, kot tudi limfocite B,
sofasno se sprozi sinteza vnetnih citokinov. Aktivirani limfociti B posredujejo
humoralno imunost v obliki specifi¢nih protiteles (5). Razvoj protiteles proti SARS-
CoV-2 je naceloma hiter in v skladu z dinamiko virusnega bremena (4). Pri bolnikih s
covidom-19 so detektirali serokonverzijo (protitelesni imunski odziv) v prvem tednu
po nastopu simptomov okuZzbe, najprej v obliki nizkoafinitetnih protiteles IgM, v
drugem tednu so prevladala IgG, katerih titer naj bi vrh dosegel po 3-4 tednih (4, 6, 7).
Long s sodelavci je v raziskavi na 285 bolnikih pri vseh dokazal specifi¢na protitelesa
v tretjem tednu od pojava simptomov covida-19 in potek serokonverzije na tri nacine:
IgM pred IgG, IgG socasno z IgM in IgM za IgG. Koncentracija IgM oz. IgG je plato
dosegla Sest dni po serokonverziji, razlike med bolniki z najvis§jo in najnizjo
koncentracijo pa so bile kar do dvajsetkratne, ob ¢emer pa koncentracija ni nujno
korelirala s klini¢nimi znaki (4). Za dolgotrajno imunost proti SARS-CoV-2 so potrebna
nevtralizacijska protitelesa, usmerjena proti povrsinskim antigenom. V primeru SARS-
CoV-2je klju¢en antigen protein S, ki je odgovoren za vstop virusa v celice. Nasprotno
so raziskave covida-19 pokazale, da visoke koncentracije protiteles v akutni fazi
okuZbe (prva dva tedna) lahko poslabsajo vnetje in vodijo v prizadetost organov preko
s protitelesi posredovanega ojacanja imunskega odziva, to pa naj bi po nekaterih
raziskavah pomenilo tezji klini¢ni potek bolezni (4, 8). Na Sliki 2 je shematsko prikazan
priblizen ¢asovni potek pojava, naras¢anja in upada virusnega bremena in dinamika
protitelesnega odziva po okuZbi z virusom.

Trenutno Se ni znano, ali preboleli ostanejo dolgotrajno odporni proti SARS-
CoV-2 (4, 10). V zadnjih mesecih je bilo potrjenih tudi nekaj ponovnih okuzb. Z vidika
imunskega odziva je to seveda mogoce v primeru, da gre za osebe z imunsko
pomankljivostjo, ki niso razvile zadostnega protitelesnega odziva ali napake v
celicnem imunskem odzivu. Dosedanje Studije so namre¢ potrdile, da je za trajno
imunost proti SARS-CoV-2 zagotovo pomemben tudi uc¢inkovit celi¢ni imunski odziv
(11), ki ga vrsijo stiri podvrste limfocitov T: (i) celice T pomagalke (CD4), ki sodelujejo
z limfociti B pri proizvodnji nevtraliazcijskih protiteles, (ii) citotoksi¢ni limfociti T
(CD8), ki lahko neposredno unicijo z virusom okuzeno celico ter (iii) regulatorne T
celice in limfociti Th-17, ki usmerjajo in regulirajo vnetni odziv.
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Slika 2. Prikaz ¢asovnega poteka pojava, naras¢anja in upada virusnega bremena in
dinamika protitelesnega odziva IgG in IgM po okuzbe s SARS-CoV-2 ter klini¢na
moznost lazno negativnih rezultatov molekularnih (RT-PCR) in seroloskih testov v
posamezni fazi okuzbe (svetlejsi deli prikazujejo manjSo verjetnost za lazno negativni
rezultat, temnejsi pa vecjo verjetnost). Prirejeno po (7, 9).

3 PRINCIPI METOD V LABORATORIJSKI DIAGNOSTIKI SARS-CoV-2
3.1 Metode za detekcijo virusne RNA
3.1.1 Vzorci

Prisotnost virusa oziroma okuzbo s SARS-CoV-2 obi¢ajno ugotavljamo v
vzorcih dihal, in sicer najpogosteje v vzorcih zgornjih dihal, kot sta bris ali izpirek
nosno-zrelnega predela ali Zrela. Vzorci spodnjih dihal, kot sta sputum in
bronhoalveolarni izpirek, so za odvzem tezavnejsi, vendar so zaradi vecjega virusnega
bremena v prvih 2 tednih po okuzbi v spodnjih dihalih, analize na teh vzorcih
zanesljivejSe. Poleg tega pri samem odvzemu obstaja vec¢ja moZnost nastanka aerosola
in posledi¢no prenosa okuzbe (12, 13). Nekateri novejsi testi omogocajo tudi doloc¢anje
virusne RNA v vzorcu sline (14), katerega zbiranje je ne-invazivno in tako za pacienta
precej lazje, prijetnejse, zato lahko pri¢akujemo tudi vecje sodelovanje (15).

3.1.2 Referenéna metoda za dokaz okuzbe s SARS-CoV-2

Referen¢na metoda za dokazovanje okuzbe s SARS-CoV-2, ki jo priporocata
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) in Evropski center za preprecevanje in
obvladovanje bolezni (ECDC), temelji na uporabi verizne reakcije s polimerazo v
realnem casu s predhodno reverzno transkripcijo (RT-qPCR) (Slika 3). Z njo
pomnozimo in kvantificiramo enega ali ve¢ tarénih genov v genomu SARS-CoV-2, ki
smo ga predhodno izolirali iz odvzetega vzorca zgornjih ali spodnjih dihal. Geni, ki
jih dolo¢amo, kodirajo razli¢ne strukturne proteine, ki se nahajajo na povrsinski
ovojnici (oznacujemo jih z E, N, S), pomozne proteine (Orflab) ali virusno od RNA
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odvisno RNA-polimerazo (RdRp). Testni kompleti vsebujejo reagente za dolocitev vsaj
dveh ali treh genov hkrati, le redki dolo¢ajo prisotnost samo enega gena (12, 16). Z
dolo¢itvijo ve¢ genov tudi zmanjSamo verjetnost za lazno negativni rezultat v primeru
potencialne mutacije virusnega genoma na mestih, kamor se veZzejo zacetni
oligonukleotidi, ki omogocijo pomnozitev tarénih genov (17). Kot pozitivni kontrolni
vzorec se uporablja standardizirana koncentracija specificnega zaporedja RNA SARS-
CoV-2, za negativno kontrolo pa voda brez RN-az in DN-az in negativni vzorec
izolacije RNA, ki ga pripravimo iz neuporabljene pal¢ke za odvzem brisa.

PomnoZitev
specificnega dela . ..

) - Izolacija Reverzna genaE, N, 8,
“.—4%!/ D virusne RNA transkripcija Orf1ab ali RdRp e k_/[
g \\ # dw — P g — QA

SARS-CoV-2 RNA cDNA

Odvzem brisa

5 Verizna reakcija s polimerazo
nosno-Zrelne sluznice

(PCR) v realnem casu

Slika 3. Prikaz metode RT-qPCR za dolocanje prisotnosti virusne RNA v vzorcu
nosno-Zrelnega brisa preiskovanca.

Metode, ki temeljijo na RT-qPCR, imajo visoko analizno specifi¢nost, t.;j.
sposobnost lo¢itve SARS-CoV-2 od drugih podobnih virusov (97-100%), in analizno
obcutljivost, saj z njimi lahko zaznamo zelo nizko koncentracijo virusne RNA (meja
detekcije nekaterih testov je 1 do 10 kopij virusne RNA /reakcijo). Celoten analizni
postopek skupaj z izolacijo virusne RNA iz vzorca traja od 3 do 5 ur, za izvedbo pa je
potrebna posebna laboratorijska oprema in izkuseno osebje (16).

3.1.3 Novejse (hitre) metode za dokaz okuzbe s SARS-CoV-2

Zaradi velike obremenitve laboratorijev, ki edini lahko izvajajo analizo z
referenéno metodo, so drzave Evropske unije, Velika Britanija in Zdruzene drzave
Amerike spodbudile in investirale v razvoj novih testov, ki bi jih lahko izvajali izven
specializiranih laboratorijev. Tako pospeSeno razvijajo metode, ki bi omogocile
hitrejSo in enostavnejSo izvedbo analize. Med temi so denimo zanimive metode za
detekcijo virusne RNA, ki temeljijo na mehanizmu z zanko posredovanega
izotermnega pomnozevanja z reverzno transkripcijo (RT-LAMP) in metode, ki
temeljijo na uporabi tehnologije CRISPR/ Cas.

Princip RT-LAMP temelji na pomnoZzevanju virusne RNA, ki je bila predhodno
prepisana v komplementarno DNA z DNA polimerazo in uporabo 6 parov zacetnih
oligonukleotidov. Ti prepoznajo in se veZejo na taréno zaporedje DNA in omogocijo
pomnozevanje le-te preko tvorbe zank, ki poteka pri konstantni temperaturi, obi¢ajno
okoli 60 °C. Analiza je kon¢ana v 30-60 minutah, za izvedbo ni potrebna draga oprema,
rezultat pa je pri nekaterih testih moZzno odcitati tudi s prostim ocesom preko
spremembe barve reakcijske meSanice (18, 19). V zbirki FIND je bilo do sedaj
zabeleZenih 5 komercialnih testov z oznako CE-IVD, ki temeljijo na principu LAMP.

Med testi, ki temeljijo na uporabi tehnologije CRISPR/Cas, zaenkrat Se ni
nobenega z oznako CE-IVD. Je bil pa maja 2020 s strani ameriske Agencije za hrano in
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zdravila odobren za uporabo v nujnih primerih prvi test iz te skupine, ki ga je razvilo
podjetje Sherlock Biosciences (20). Princip temelji na uporabi encima Cas13a, ki se v
prisotnosti predhodno pomnozene virusne RNA aktivira in jo cepi, hkrati pa cepi tudi
fluorescentno oznacene sonde, ki so prisotne v reakcijski mesanici. To vodi v porast
fluorescence vzorca, kar lahko zaznamo oz. merimo (21). Metoda je sposobna zaznati
zelo nizke koncentracije virusne RNA - limita detekcije je 6,75 kopij RNA/uL
transportnega medija (21). Analiza enako kot RT-LAMP poteka pri nespremenjeni
temperaturi, zato za izvedbo ne potrebujemo drage opreme.

Poleg metod, ki temeljijo na novejsih tehnologijah in principih, pa se v smer
poenostavitve in krajse ter cenejse izvedbe, razvijajo tudi razlicice testov, ki temeljijo
na RT-PCR. Tako se na trzis¢u ze pojavljajo tudi manjsi, prenosni in cenejsi sistemi za
izvedbo RT-PCR, pri katerih so vsi reagenti spravljeni v kartusi za enkratno uporabo,
rezultat pa je po nanosu vzorca v kartuso na voljo ze v 30-45 minutah (22, 23).

3.1.4 Klini¢ni pomen rezultatov

Ne glede na zelo visoko analizno obcutljivost in specifi¢nost opisanih testov je
pomembno razumeti tudi njihove omejitve oziroma njihov klini¢ni pomen. Lazno
negativni ali lazno pozitivni rezultat ima namre¢ nezelene posledice tako za ljudi kot
javno zdravje. Lazno pozitivni rezultati lahko vodijo v odrejanje nepotrebne karantene
za ljudi, ki niso okuZzeni. Po drugi strani pa lazno negativni rezultati pri okuzeni osebi
lahko predstavljajo nevarnost za hitrejSe $irjenje bolezni, saj okuzeni ni pravocasno
poslan v osamitev, poleg tega pa lahko dobi tudi lazen obc¢utek varnosti in se
posledi¢no vede manj samozas¢itno.

Rezultati testov so zlasti uporabni v primeru, ko so pozitivni, saj to z veliko
gotovostjo potrdi prisotnost okuzbe. Manj uporabni so negativni rezultati, saj le-ti
nujno ne izklju¢ujejo prisotnosti okuzbe s SARS-CoV-2. Lazno pozitivnih rezultatov je
manj kot laZzno negativnih, do njih pa pride v primeru navzkrizne kontaminacije
vzorca med rokovanjem ali do kontaminacije med vzorci razli¢nih pacientov (16).
Obcutno vec je lazno negativnih rezultatov, do katerih lahko pride zaradi variabilnih
koli¢in virusa (t.i. virusnega bremena) v zgornjih dihalih v posameznih stopnjah
okuzbe. Virusno breme je namre¢ nizje v zgodnji fazi okuzbe, pred samim pojavom
simptomov ter v fazi odstranjevanja virusa, kot je prikazano na Sliki 2, zato je takrat
povecano tveganje za lazno negativni rezultat. Poleg tega lahko lazno negativni
rezultat dobimo, ko je vzorec neprimerno odvzet ali se je z vzorcem nepravilno ravnalo
(16). V primeru, da pri pacientu obstaja moc¢an sum na okuzbo, je zato priporocljivo
ponovno testiranje, ki ga, ¢e je to le moZzno, izvedemo na vzorcu iz spodnjih dihal (13).

V splosnem lahko povzamemo, da je klini¢na obcutljivost metod, ki ugotavljajo
prisotnost virusne RNA, odvisna tako od nacina in mesta odvzema vzorca (bris,
sputum, bronho-alveolarni izpirek) kot tudi od stopnje okuzbe, hitrosti
razmnoZzevanja virusa in hitrosti odstranjevanja virusa iz sluznic (16).

3.2 Seroloske metode za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-CoV-2
Za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-CoV-2 so danes na trgu

Stevilni analizni kompleti, ki temeljijo na encimsko-imunski tehniki na trdnem nosilcu.
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Metode, ki so namenjene izvedbi v laboratoriju zahtevajo posebno opremo, ki omogoci
spektrofotometri¢no ali elektrokemiluminescen¢no detekcijo signala, omenjeni hitri
testi pa bodo omogocili testiranje izven laboratorija in bodo namenjeni pridobivanju
rezultata ob preiskovancu (POCT analize) (npr. v urgentnih enotah, pred operacijo) ali
samotestiranju na domu.

3.2.1 Encimsko imunske metode na trdnem nosilcu (ELISA)

Metoda ELISA temelji na specifi¢ni interakciji med antigenom (npr. protein
virusne ovojnice) in protitelesom v serumu preiskovanca (Slika 4). V primeru okuzbe
s SARS-CoV-2 metodo ELISA uporabljamo predvsem za dolocanje prisotnosti
specifi¢nih protiteles IgG in IgM, ki nastanejo kot odziv na okuzbo s SARS-CoV-2.

Uporabljen bioloski material je serum, ki ga pridobimo s postopkom
centrifugiranja iz venske krvi preiskovanca. Priprava vzorca traja priblizno 30 min,
sama analiza vzorca pa priblizno 20 min. Kot antigen sta v trenutnih razli¢icah metod
ELISA uporabljena dva povrsinska proteina SARS-CoV-2: rekombinantni protein
jedrne ovojnice (N) ali »spike« protein (S1 podenota ali domena za vezavo receptorja
(RBD)). Predvsem domena RBD naj bi bila znacilna za SARS-CoV-2, kar je iz vidika
analizne specificnosti pomembno za locevanje novega seva koronavirusa od
predhodnih (24, 25). Pri uporabi teh proteinov kot antigenov se je namre¢ potrebno
zavedati potencialne navzkrizne reaktivnosti preiskovancevih protiteles proti obi¢ajno
kroze¢im a- (NL63 in 229E) in p-koronavirusom (OC43 in HKU1), ki so v nasem
prostoru stalno prisotni. Ravno okoli potencialne navzkrizne reaktivnosti se trenutno
vrti najve¢ pomislekov glede specifi¢nosti seroloskega testiranja na protitelesa proti
SARS-CoV-2 (24, 26).

Nanos seruma preiskovanca Nanos detekcijskih protiteles Nanos substrata
I~ il
\/ ()
¢ N

Ve . {

Legenda
Protitelesa Substrat
% Virusni N\Z proti SARS-CoV-2 Sekundarna, z encimom
“" antigen v serumu oznaéena protitelesa (_ Obarvan produkt

Slika 4. Princip metode ELISA za dolocanje prisotnosti protiteles IgG in IgM v serumu
preiskovanca s prisotno okuzbo s SARS-CoV-2.
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3.2.2 Imunokromatografske metode (hitri testi)

Hitri testi za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-CoV-2 so v nekaj
mesecih od pojava covida-19 dobesedno preplavili vse svetovne trge. Med hitrimi testi
za dokazovanje okuzbe s SARS-CoV-2 najhitreje razvijajo imunokromatografske teste
za dolocanje protivirusnih protiteles (IgM in IgG) v polni kapilarni krvi, serumu ali
plazmi (27). Osnovna reakcija med antigenom na nosilcu in protitelesom v krvi
preiskovanca ostaja enaka kot pri metodi ELISA. Uporabljen bioloski material je
kapilarna kri, obi¢ajno odvzeta iz prsta, rezultat pa pridobimo v ¢asu 10 do 30 minut
(26). Cenovno so relativno dostopni, zato priljubljenost uporabe v druzbi narasca.

Znacilnost metodologije omogoca pripravo analiznega kompleta, ki je majhen,
prenosljiv, enostaven za uporabo, zato ga lahko uporabljamo tudi za POCT analize ali
samotestiranje. Stroka na (samo)testiranje s trenutno dostopnimi hitrimi testi gleda
kriti¢no, saj ti testi v mnogih primerih niso bili validirani na ustreznih skupinah
bolnikov oz. zdravih oseb, da bi lahko realno ocenili kvaliteto rezultatov z vidika
klini¢ne obcutljivosti oz. specifi¢nosti. Prav tako bi bila interpretacija rezultata
prepuséena preiskovancu. Po sedanjih studijah je bilo na trgu zaznanih in posledi¢no
odpoklicanih kar nekaj testov zaradi velike verjetnosti za lazno negativne rezultate
(koli¢ina prisotnih protiteles je pod pragom detekcije) ali lazno pozitivne rezultate
(npr. v primeru pretekle okuZbe z drugo vrsto koronavirusa (SARS-CoV, MERS-
CoV)). Kljub temu pa so raziskave in razvoj hitrih kakovostnih diagnosti¢nih testov,
ki bi lahko doprinesle k dostopnejsim, cenej$im in hitrejSim pristopom obvladovanja
in spremljanja pandemij, ena izmed prioritet na seznamu SZO (28). Predvsem bi lahko
imeli velik pomen v drzavah v razvoju, kjer je zaradi visoke cene molekularno
testiranje omejeno ali pa zaradi tehnoloskih zmogljivosti sploh ni mozno. Prav tako bi
lahko imele velik doprinos k hitrejsi diagnosti¢ni obravnavi v urgentnih enotah in
enotah patronazne sluzbe.

3.2.3 Klini¢ni pomen rezultatov

Ucinkovitost seroloskih metod za zgodnje diagnosticiranje covida-19 je zelo
omejena. Kdaj lahko zaznamo prisotna protitelesa proti SARS-CoV-2, je odvisno od
posameznikovega imunskega odziva na SARS-CoV-2 in od analizne obc¢utljivosti
uporabljene metode.

Izvedba metode ELISA SARS-CoV-2, ki jo uporabljajo nekateri osrednji
slovenski laboratoriji, izkazuje 99,81% klini¢no specifi¢nost (95% interval zaupanja) in
88,1 0z.100% klini¢no ob¢utljivost (95% interval zaupanja), v primeru, da so bili vzorci
seruma testirani po sedmem oz. po Stirinajstem dnevu po potrjeni okuzbi s RT-qPCR
(26). V tem casu namrec Ze pricakujemo imunski odziv (serokonverzijo) pri vecini
preiskovancev, tako se izognemo moZnosti laZno negativnega rezultata zaradi
neprimernega vzorca. Zadnje primerjalne Studije testiranja dinamike imunskega
odziva nakazujejo tudi na pomembno razliko v hitrosti nastajanja in ohranjanju
specifi¢nih protiteles pri posameznikih. In sicer bi naj anti-N-protein protitelesa IgG
koncentracijski plato dosegla Ze po petih dneh in mo¢no upadla Ze po enem mesecu,
medtem ko bi anti-S-protein protitelesa IgG lahko bila tista, ki se sicer razvijejo kasneje,
a v vedjih koncentracijah in so morda prisotna skozi daljSe obdobje (9). Zaradi
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raznolikosti v dinamiki imunskega odziva in interindividualne raznolikosti, nekatere
smernice priporocajo vzporedno testiranje: anti-N-protein IgG za diagnostiko covida-
19 in anti-S-protein IgG za epidemioloske studije.

Protitelesni odziv ni primeren za oceno, ali je preiskovana oseba v danem
trenutku kuzna ali ne. Prav tako seroloska testiranja niso priporocljiva za potrjevanje
okuzbe pri asimptomatskih okuzenih preiskovancih, saj bi test zaradi verjetno nizke
koncentracije protiteles dal lazno negativen rezultat. Kar lahko z gotovostjo trdimo je,
da pri zanesljivih, ustrezno validiranih seroloskih metodah negativni rezultat lahko
kaze na odsotnost predhodne izpostavljenosti virusu ali pa na odsotnost imunskega
odziva: oseba je bila lahko izpostavljena virusu, do serokonverzije pa Se ni prislo ali
pa v manjSem obsegu, zato protiteles v krvi (Se) ni mogoce zaznati. Nasprotno pa
pozitiven rezultat testiranja na protitelesa IgM proti SARS-CoV-2 pomeni nedavno,
akutno, okuzbo, prisotnost IgG pa akutno ali Ze prebolelo okuzbo (24). Glede na
trenutno znanje prisotnost katerihkoli protiteles ne pomeni nujno tudi trajne imunosti.

4 SKLEP

Laboratorijska diagnostika se je hitro odzvala na pandemijo. Razvoj metod je
bil hitrejsi kot kadarkoli prej, seveda pa imajo vse omenjene metode svoje omejitve.
Rezultate je potrebno interpretirati kriti¢no in z velikim poznavanjem medicinskega in
analitskega ozadja.

Iz pregleda trenutnega stanja lahko ugotovimo, da so izzivi v diagnostiki
okuzbe s SARS-CoV-2 vezani tako na pred-analizno fazo (odvzem in rokovanje z
vzorci), analizno fazo (analizna specifi¢nost, ¢as do izdaje izvida) in post-analizno fazo
(nacin in hitrost sporocanja rezultatov, pomen rezultatov za posameznika in druzbo).
Ob ponovnem vecjem razsirjanju okuzb s SARS-CoV-2 bo hitrost analiziranja vzorcev
izjemnega pomena. Ta je delno pogojena s samim potekom okuzbe, v veliki meri pa
odvisna oziroma omejena s kapaciteto ustrezno opremljenih laboratorijev za testiranje
posameznikov s sumom na okuZzbo. Poleg pospeSenega razvoja in boljse dostopnosti
hitrih testov za dokazovanje prisotnosti virusne RNA, se ob povecanih potrebah po
Stevil¢nejSem testiranju pogosto omenja tudi strategija zdruzevanja vzorcev (t.i.
»pooling«), ki bi bistveno zvecala kapaciteto narejenih testov, predvsem tudi na
obmogdjih, na katerih primanjkuje laboratorijev in ustrezne opreme (29).

Z bazi¢nimi raziskavami bo poznavanje virusa in njegovega delovanja v telesu
vse vedje. Tudi to bo omogocilo razvoj seroloskih metod, predvsem hitrih testov, ki
bodo imele bolj primerljive vrednosti klini¢ne obcutljivosti in specifi¢nosti z metodo
ELISA. Poznavanje dinamike imunskega odziva na okuzbo SARS-CoV-2 pri sicer
zdravi populaciji in morebitne specifike pri ranljivih skupinah pa bo vodilo do
ucinkovitejSe klinicne obravnave pacientov. Trenutno se po potrditvi okuzbe
za diagnostiko covida-19 priporoca socasno spremljanje ve¢ analitov, katerih
vrednosti so deloma lahko odraz stopnje bolezni, analizira se tudi pomen novih
bioloskih oznacevalcev (29). Zaradi kompleksnosti imunskega odziva na okuzbo, tako
humuralnega kot celi¢nega, pa bomo na odgovor o tem, ali specificne imunske celice
ali protitelesa posredujejo trajno imunost, morali Se poc¢akati.
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5 ZAHVALA

Avtorici se zahvaljujeva asist. Taji Zore, mag. lab. biomed., za pomo¢ pri

pripravi slikovnega materiala in vsem sodelavcem za poglobljene diskusije o
predstavljeni tematiki.
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POVZETEK

Avtoimunske bolezni in okuZbe se pogosto tesno prepletajo. Glede na to, da so
infekcijske bolezni lahko sproZilci avtoimunskih bolezni, bi lahko bil pri¢akovan pojav
avtoimunskega odziva tudi pri covidu-19. V znanstvenih publikacijah so porocali o
pojavu avtoprotiteles in potencialnem razvoju avtoimunske bolezni po okuzbi z SARS-
CoV-2. Novejsi podatki kazejo, da je pojavnost avtoimunskih bolezni po okuzbi s
SARS-CoV-2 primerljiva s pojavnostjo pri drugih znanih okuzbah, povisane vrednosti
avtoprotiteles pa se zdijo prehodne narave. Tveganje za okuzbo s covidom-19 pri
bolnikih s sistemsko vnetno revmati¢no boleznijo (SVRB) ni vecje kot v splosni
populaciji in potek bolezni ni zelo razlicen od tistega pri splosni populaciji, pri ¢emer
manjkajo primerjalne studije z vecjim Stevilom bolnikov. Zaenkrat tudi ni posebnih
porocil o morebitnem poslabsanju SVRB ob okuzbi s covidom-19. Ker so mnoga
zdravila, ki se uporabljajo pri zdravljenju SVRB, usmerjena neposredno ali posredno
proti citokinom vpletenim v sindrom citokinskega sproscanja, se je pojavilo
razmis$ljanje, da bi zdravila za te bolezni lahko koristila tudi pri covidu-19. Trenutno
ni dokazov, da bi katerokoli imunomodulirajoce zdravilo, ki se uporablja v terapiji
SVRB, varovalo pred tezjim potekom covida-19, vendar pa se Stevil¢nejsi dokazi za
uporabo teh zdravil pri zdravljenju citokinske nevihte $ele zbirajo.
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1UVOD

Avtoimunske bolezni in okuZbe so tesno prepletene v ve¢ pogledih.
Avtoimunost se pojavi, ko imunski sistem prepozna telesu lastne molekule kot tujek
in jih napade. Okuzbe lahko delujejo kot okoljski sprozilec avtoimunskih bolezni pri
genetsko dovzetnih posameznikih. Porocila kazejo, da okuzbi s SARS-CoV-2 lahko
sledi izbruh vnetnih avtoimunskih bolezni (1). Pretirano vnetje, ki spremlja hud potek
covida-19, je posledica citokinov, ki so tarca terapije pri vnetnih sistemskih
avtoimunskih boleznih. Zato za obvladovanje pretiranih vnetnih reakcij lahko
uporabimo podobna zdravila, eden taksnih je blokada signaliziranja interlevkina-6
(IL-6) (2). Tretja sti¢na tocka med okuZbami in avtoimunostjo je vecja dovzetnost za
okuzbo in spremenjen potek okuZbe zaradi imunomodulatornega zdravljenja
bolnikov s SVRB (3).

2 VPLIV OKUZBE NA RAZVOJ AVTOIMUNSKE BOLEZNI

Avtoimunske bolezni so posledica neustreznega odziva imunskega sistema na
lastne antigene. Znani so trije glavni mehanizmi, ki lahko razlozijo razvoj
avtoimunosti: (i) molekulska mimikrija, (ii) razsirjanje epitopov (angl. epitope spreading)
in aktivacija sosednjih antigensko nespecificnih imunskih celic (angl. bystander
activation) (4). Telo lahko napade lastno molekulo zaradi molekulske mimikrije takrat,
ko so patogeni epitopi navzkrizno reaktivni z lastnimi epitopi. Odseki SARS-CoV-2
virusnega proteina S (angl. spike protein), ki je sicer odgovoren za vstop virusa v celice,
dolgi 5 aminokislin, ustrezajo zaporedjem 24-ih s surfaktantom povezanih ¢loveskih
peptidov (5). Ujemanje so nasli tudi med heptapeptidi virusnega proteina S ter 26
peptidi cloveskega proteoma, pri ¢emer je nekaj od teh proteinov vpletenih v
patofiziolgijo bolezni covid-19. Razsirjanje epitopov je sekundarni imunski odziv, do
katerega pride zaradi sprostitve novih, telesu lastnih antigenov, do katerih imunski
sistem obicajno nima dostopa. Patogen ali imunski odziv na patogen povzroci lizo
tkiva, sproscene (neo)antigene pa prevzamejo antigen predstavitvene celice, ki
poskrbijo za sekundarni imunski odziv. V primeru aktivacije sosednjih celic, pa se
razliéni deli imunskega sistema odzovejo na patogen in nastalo vnetno okolje
poskoduje tkivo do te mere, da se nespecifi¢no izpostavijo antigeni, hkrati pa taksno
okolje spodbuja aktivacijo imunskih celic. Poleg tega v vnetnem okolju delujejo
Stevilne proteaze, ki lahko predelajo lastne proteine, pri ¢emer se izpostavijo tudi
imunskemu sistemu obic¢ajno nevidni nedominantni epitopi (6).

Glede na podobnosti v klini¢ni sliki in patogenetskih mehanizmih med
boleznim s pretiranim vnetnim odgovorom, kjer patogenezo vodi aktivacija
imunskega sistema, in covidom-19, lahko pri¢akujemo pojav avtoimunskega odziva
tudi pri covidu-19. Pri 22 bolnikih z akutno respiratorno odpovedjo zaradi SARS-CoV-
2 so tako nasli radiografske in histomorfoloske podobnosti z akutnim zagonom
intersticijske plju¢ne bolezni pri vezivnotkivnih boleznih. V tej raziskavi so pri
bolnikih sprejetih na intenzivni oddelek, v 90% potrdili prisotnost avtoprotiteles proti
jedrnim antigenom (angl. antinuclear antibodies; ANA), medtem ko so pri
hospitaliziranih bolnikih, ki niso potrebovali intenzivnega oddelka ta avtoprotitelesa
dokazali v 36%. Glede na to, da ne vemo, kdaj so se ta protitelesa pojavila, ti podatki
nakazujejo, da lahko SARS-CoV-2 bodisi izzove avtoimunost, oziroma ima bolezen

85



Katja Lakota, Polona Zigon: OkuZbe s SARS-CoV-2 in avtoimunske bolezni

morda teZji potek pri bolnikih, ki Ze imajo prisoten avtoimunski odziv (7). Podobna
Studija 21 bolnikov, ki so bili zaradi okuzbe s SARS-CoV-2 sprejeti v enoto intenzivne
terapije, je pri polovici bolnikov potrdila prisotnost ANA in pri 20% protitelesa proti
antigenu Ro (8). Studija, ki je potekala na 29 bolnikih brez predhodno znanih SVRB, ki
so bili sprejeti v enoto intenzivne terapije zaradi SARS-CoV-2, je potrdila prisotnost
ANA v 34%, protiteles proti citoplazmi nevtrofilnih granulocitov (ANCA) v 13%, proti
kardiolipinu (aCL) v 24% in proti p2-glikoproteinu I (anti-B2-GPI) v 34% (9). Nasteta
avtoprotitelesa so lahko patogena, zato je potrebna Se posebna pozornost, ce
razmi$ljamo o uporabi konvalescentne plazme v terapevtske namene.

2.1 Avtoimunske bolezni, ki se pojavljajo v literaturi v povezavi s covidom-19
2.2.1 Antifosfolipidni sindrom

Prehoden pojav antifosfolipidnih protiteles (aPL) je bil opazen pri razli¢nih
okuzbah, kot so okuzbe koze (18%), okuzbe z virusom Ccloveske imunske
pomanjkljivosti (HIV) (17%), plju¢nice (14%), virus hepatitisa C (HCV) (13%) ter
okuzbe secil (10%) (10). Ve¢ skupin je porocalo o pojavu aPL pri bolnikih s covidom-
19 in ta porocila nakazujejo moznost z virusom SARS-CoV-2 sprozenega
antifosfolipidnega sindroma (APS), ti. bolezni, za katero je znacilna
hiperkoagulabilnost oz. nagnjenost k arterijskim, venskim ter drobnozilnim
tromboti¢nim dogodkom (3, 11, 12). Zanjo znacilni pa so tudi zapleti v nose¢nosti.

Laboratorijsko je APS opredeljen s trajno prisotnostjo aPL. Slednja so
heterogena skupina imunoglobulinov razredov G, M in A, katerih antigen
predstavljajo plazemski proteini, vezani na negativno nabite fosfolipide v celi¢ni
membrani (13). Razvrstitvena merila za APS, zadnji¢ posodobljena 2006 (14),
vklju¢ujejo poleg klini¢nih znakov tudi prisotnost treh podskupin aPL: lupusne
antikoagulante (LA), aCL ter anti-p2-GPl, katerih pozitivne vrednosti morajo biti
dokazane dvakrat v razmaku najmanj 12 tednov. Raziskave kaZejo, da so pri APS
prisotna tudi nekatera druga avtoprotitelesa, med drugim protitelesa proti kompleksu
protrombin-fosfatidilserin (aPS/PT) (15-17), ki pa zaenkrat Se niso vklju¢ena v merila.

Koagulopatija je ena od posebnosti kriti¢cno bolnih bolnikov s covidom-19 in
tromboti¢ni dogodki (globoka venska tromboza, plju¢na embolija in moZzganska kap)
spadajo med hude zaplete covida-19. Vloga aPL pri tromboti¢nih zapletih v poteku
covida-19 ostaja nejasna. Podobno kot pri hudih koagulopatijah, povezanih s covidom-
19, lahko tudi pri podtipu bolnikov z APS v zelo kratkem ¢asovnem obdobju nastanejo
tromboze v ve¢ organih hkrati (18). Govorimo o katastroficnem APS (CAPS), ki je
redko stanje z visoko stopnjo umrljivosti, pri katerem pride do ve¢ hkratnih tromboz
predvsem v drobnem Zilju v treh ali ve¢ organih.

Zaradi podobnosti med potekom covida-19 in APS se je razvila hipoteza, da bi
okuZzba s SARS-CoV-2 lahko bila morebitni sprozilec APS (Preglednica 1).V preglednem
¢lanku, v katerem so zajeli rezultate 250 bolnikov testiranih za aPL, porocajo, da so bili
LA pozitivni pri 64%, aCL pri 9% in anti-p2-GPI pri 13% bolnikih s covidom-19 (19).
Najpogosteje so bila prisotna protitelesa razreda IgM. Pomembno dejstvo je, da nobena
izmed v ¢lanek vkljucenih $tudij ni porocala o ponovnem testiranju aPL po 12 tednih,
in tako ni jasno ali gre pri covidu-19 zgolj za prehodno ali pa trajno prisotnost aPL.
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Edina $tudija, v kateri so ponovili testiranje aPL po enem mesecu in so dolocali tudi
aPS/PT protitelesa je vkljucila 31 bolnikov s covidom-19 (20). PoviSane vrednosti aPL
so potrdili pri 23 (74%) bolnikov, od tega, jih je 21 (67 %) imelo prisotne LA, sedem aCL
in aPS/PT ter trije anti-p2-GPL. Pri ponovnem testiranju LA je 9/10 bolnikov imelo
doloc¢ene negativne vrednosti. Njihova opazanja govorijo v prid prehodnemu pojavu
LA (to je med akutno fazo okuZbe), poleg tega pa aPL tudi niso bila jasno povezana s
dokumentiranimi tromboti¢nimi zapleti.

V nedavno objavljeni raziskavi, ki je zajela 122 bolnikov s covidom-19 so dolo¢ili
prevalenco aCL IgG in IgM v 13,4% in 2,7% ter anti- p2-GPI IgG inIgM v 6,3% in 7,1%
primerov, kar je znacilno manj kot pri bolnikih z APS (21). LA so bili doloceni v 22,2%
covida-19 v primerjavi z 54,1% pri APS. Avtorji prav tako niso potrdili povezave med
arterijskimi in venskimi trombozami pri covidu-19 in aPL.

Do zanimivega odkritja so prisli Se italijanski znanstveniki, ki so proucevali
antigensko specifi¢nost aPL, dolo¢enih pri bolnikih s covidom-19. Avtorji povzemajo,
da so za razliko od APS, za katerega so znacilni visoki titri anti-p2-GPI s specifi¢nostjo
proti domeni 1, pri bolnikih s covidom-19 prisotna anti-p2-GPI v nizkih titrih in s
specifi¢nostjo proti domenama 4 in 5.

Tveganje za ponovitev tromboti¢nega dogodka pri bolnikih z APS je mo¢no
povecano pri tistih, ki imajo prisotnih ve¢ podtipov aPL (LA, aCL, anti-p2-GPI,
aPS/PT), t.i. dvojno, trojno pozitivni bolniki. Pri bolnikih s covidom-19 je bila dvojna
ali trojna pozitivnost aPL redko dolocena in v vec¢ini dokumentiranih primerov zgol;
prehodne narave. Dodatno oviro za trdnejSe zakljucke predstavlja tudi metodologija
dolo¢anja aPL. Na vrednotenje rezultatov namre¢ moc¢no vplivajo pred-analitski
dejavniki, metodoloski problemi, heterogena narava aPL in nenazadnje tudi
nezadostna standardizacija nekaterih diagnosti¢nih testov.

Preglednica 1. Vzporednosti med covidom-19 in antifosfolipidnim sindromom
(povzeto po (11)).

ANTIFOSFOLIPIDNI SINDROM COVID-19

podaljgan APTC, povigan D-dimer Spremenjeni parametri koagulacije v 69%:
podaljgan PC in spremenjen APTC, povigan D-
dimer, povisani FDP

Tromboze Zzilja (= 1 klini¢no dokumentiranih Tromboemboli¢ni dogodki zaznani pri 21%
tromboz arterij, ven ali malih zil) bolnikov
Plju¢ni zapleti Tromboze velikega Zilja
Plju¢na intravaskularna koagulopatija
Aktivacija komplementa Odlaganje komponent komplementa C5b-9, C4d
v drobnem zilju plju¢ in koze
Poruseno ravnovesje citokinov in citokinska Povi$ano sprosc¢anje vnetnih citokinov znacilno
nevihta pri CAPS za citokinsko nevihto
Trajna prisotnost aPL (LA, aCL, anti-B2-GPI)(tj. = PoviSane vrednosti aPL
doloc¢ena 2x v razmaku 12 tednov) LA 64% ,aCL 9%, anti-B2-GPI1 13% v akutni fazi
bolezni

* APTC, aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as, PC, protrombinski ¢as, FDP, fibrin razgradnji
produkti
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2.1.2 Kawasakijeva bolezen

Objave o covidu-19 so bile sprva osredotocene na odrasle, saj se je zdelo, da pri
otrocih okuZba s SARS-CoV-2 ve¢inoma poteka blago. Vendar pa so se konec aprila
2020, tako v Severni Ameriki kot v Evropi pojavili opisi morebitne povezave med
predhodnim prebolevanjem covida-19 in vecorganskim vnetnim sindromom pri
otrocih (angl. Multisystem Inflammatory Syndrome in children; MIS-C), ki zaradi mo¢nega
sistemskega vnetja veckrat zahteva intenzivno zdravljenje in lahko vodi tudi v
odpoved enega ali ve¢ organskih sistemov (22-24). Prvo opredelitev primera je
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) predlagala sredi maja (25). Vzrok za MIS-C
naj bi bil nepravilen odziv imunskega sistema na sproZilni dejavnik, ki bi lahko bil
novi koronavirus. MIS-C v povezavi SARS-CoV-2 je novo prepoznan sindrom, ki se
klini¢éno kaze s povisano telesno temperaturo, prebavnimi tezavami in drugimi
pridruzenimi znaki, kot so izpusc¢aji, ne-gnojno vnetje oc¢i, hipotenzija ali Sokovno
stanje, prizadetost srca, motnje v strjevanju krvi, pogosto je tudi povecano sprosc¢anje
citokinov (26). Sindrom je podoben Kawasakijevi bolezni (KB), pri kateri gre verjetno
za dereguliran imunski odziv pri otrocih z genetsko nagnjenostjo, ki ga sprozi okuzba
(Slika 1) (27). KB je akutno sistemsko vnetje srednje velikih Zil, posebno koronarnih
arterij, ki se lahko zaradi vnetja Zilne stene anevrizmatsko razsirijo. Bolezen je leta 1967
prvic opisal japonski pediater Tomisaku Kawasaki (28). KB je redka bolezen, vendar
je skupaj z vaskulitisom IgA ena najpogostejsih oblik sistemskega vaskulitisa pri
otrocih. Najpogostejsa je na Japonskem, primeri pa se pojavljajo tudi drugod po svetu.
Zbolevajo mlajsi otroci, saj je do 85% otrok s KB mlajsih od 5 let. Ceprav se lahko
obolenje pojavi kadarkoli, se ve¢ primerov obi¢ajno pojavi v pozni zimi in spomladi.
Vzrok za KB ni znan, domnevno pa je posledica okuZbe (29). Preobc¢utljivostna reakcija
ali motnja v imunskem odzivu, verjetno sprozena z okuzbo, lahko povzroci aktivacijo
vnetnega procesa in pripelje do sistemskega vnetja in vaskulitisa (Slika 1).

Med MIS-C in KB obstajajo podobnosti. Pri obeh so namre¢ prizadete srednje
velike Zzile, za bolnike je znacilna dlje trajajo¢a visoka temperatura, bole¢ine v trebuhu,
driska, kozni izpuscaj in hitro poslabsanje klini¢nega stanja. Razlikujeta pa se v tem,
da se MIS-C pojavlja predvsem pri otrocih, starejsih od pet let. Poleg tega pri MIS-C
opazajo ve¢ prebavnih tezav in hujSo prizadetost srca ter izraziteje povisane vnetne
kazalce (30). Podatki kaZzejo, da se MIS-C pogosteje pojavlja v drzavah, ki so bolj
obremenjene s covidom-19 (3). Retrospektivna ¢asovna analiza, narejena v Parizu,
epicentru epidemije v Franciji, je ocenila incidenco pojavljanja KB v zadnjih 15 letih in
potrdila znacilno povisanje incidence KB v casu epidemije covida-19 (31). Druga
italijanska $tudija iz province Bergamo je nasla 30-kratno povecanje pogostnosti KB
(pred epidemijo 0,3/ mesec, v ¢asu epidemije 10/ mesec), pri ¢emer je skupina otrok, ki
je zbolela v ¢asu epidemije imela ve¢ kardioloskih zapletov, pogosteje se je razvil
sindrom aktivacije makrofagov (MAS), otroci so potrebovali dodatno
glukokortikoidno zdravljenje (32). V nedavno objavljenem preglednem c¢lanku so
zajeli 46 studij s skupaj vkljucenimi 114 pediatri¢nimi primeri covida-19 (30). Otroci so
imeli vecinoma blage simptome, vklju¢no z vroc¢ino (64%), kasljem (35%) in rinorejo
(16%) ali so bili brez simptomov (15%). Glavni laboratorijski parametri so bili
limfopenija (33%), zvisan D-dimer (52%) in C-reaktivni protein (40%). Identificirali pa
so tudi 17 bolnikov (15%) z MIS-C. Avtorji povzemajo, da so otroci oboleli s covidom-
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19 na splosno manj prizadeti, ali pa so brez simptomov, vendar pa so lahko tudi
dojencki hudo bolni in starejsi otroci lahko razvijejo MIS-C s hudo sistemsko
prizadetostjo.

Okuzba s SARS-CoV-2

Citokinska nevihta

Vectorgansko vnetje
Endotelna disfunkcija

s Vaskulitis,
COVID-19 ., KAWASAKIJEVA , Anevrizma
MIS-C BOLEZEN koronarne
arterije
Citokinska SARS-CoV-2 Provnetni Sprozilec
nevihta | citokini 7
~wis-c ; "'_KB

Genetska Genels ka
pI'E!dISDDZICHja
prdISDUZICHjE AZUSKD poreklo

Intravenski imunoglobulini
Protivnetno zdravljenje (aspirin, kortikosteroidi)

Slika 1. Primerjava covida-19 in Kawasakijeve bolezni. Povzeto po preglednem ¢lanku
(27).

2.1.3 Druga avtoimunske bolezni povezane s covidom-19

V literaturi se v manjsi meri pojavljajo tudi porocila o povezavi covida-19 z
nekaterimi drugimi avtoimunskimi boleznimi. Idiopatska trombocitopeni¢na
purpura (ITP) je avtoimunska bolezen, ki je posledica s protitelesi in T-celicno
posredovanega razpada trombocitov ter njihovega zmanjSanega nastajanja. ITP se
lahko kaze kot akutno stanje pri otrocih ali kroni¢no stanje pri odraslih. 52%
pediatri¢nih bolnikov ozdravi bodisi spontano bodisi po zdravljenju. Kroni¢na oblika
ITP se razvije pri 64% odraslih oseb, od katerih jih 12% razvije tudi drugo avtoimunsko
bolezen. Kot sprozilci ITP se omenjajo razli¢ne okuZzbe, vklju¢no s citomegalovirusom,
virusom Epstein-Barr, parvovirusi, virusi rdeck, ospic ali HIV, ki najverjetneje sproZijo
ITP preko molekulske mimikrije (33, 34). Na moznost povezave med ITP in covidom-
19 so prvi¢ opozorili v porocilu primera 65-letne bolnice z anamnezo hipertenzije,
avtoimunskega hipotiroidizma in pozitivnim brisom za SARS-CoV-2, pri kateri so
potrdili ITP in jo kasneje uspe$no zdravili s transfuzijo trombocitov in prednizolonom
(35). Pred kratkim objavljena prispevka porocata tudi o pediatri¢cnem bolniku z ITP
(36) ter o treh novih primerih ITP povezanih s covidom-19 (37, 38).

Guillain-Barréjev sindrom (GBS) je imunsko povzrocena bolezen z
simetri¢nimi ohromitvami, ki se pri¢nejo v spodnjih udih in postopoma ascendirajo in
napredujejo ter lahko poleg udov prizadenejo tudi bulbarne Zivce. Bolezen lahko
sproZijo nekatere respiratorne ali ¢revesne okuzbe, kot so okuzba z virusom influence,
citomegalovirusom, virusi noric, rdeck, mumpsa, HIV, poliovirusi, virusom hepatitisa
E. Med bakterijskimi okuzbami se najpogosteje omenjajo klamidija, borelija,
Mycoplasma pneumoniae, pa tudi Campylobacter jejuni. Pri GBS ima molekulska
mimikrija pomembno vlogo. Imunski sistem napade gangliozide perifernega Zivénega
sistema. Do danes sta bila objavljena le dva primera GBS v povezavi s covidom-19 (39),
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ki pa nedvoumno ne potrjujeta, da bi okuzba s SARS-CoV-2 spodbudila nastanek
protiteles proti gangliozidom.

3 OKUZBE S SARS-CoV-2 PRI SISTEMSKIH AVTOIMUNSKIH BOLEZNIH
(SVRB)

3.1 Tveganje okuzbe s SARS-CoV-2 pri SVRB

SVRB zdravimo z imunomodulirajo¢imi zdravili, ki pa hkrati tudi zvecajo
dovzetnost za okuzbe (40). Nedavna analiza 180 raziskav o pojavnosti okuzb spodnjih
in zgornjih dihal pri SVRB je potrdila povezavo med glukokortikoidi in povecanjem
pogostosti virusnih respiratornih okuzb. Pri uporabi zaviralcev Janusovih kinaz (JAK),
predvsem v visokih odmerkih ter zaviralcev dejavnika tumorske nekroze (TNF) in
interlevkina-17 (IL-17) so ugotovili povezavo s povisano pojavnostjo blagih virusnih
respiratornih obolenj, medtem ko nesteroidna protivnetna zdravila, hidroksiklorokin,
metotreksat in nekatera druga zdravila niso bila povezana s povecanim tveganjem za
respiratorne okuzbe (41). Zato je na mestu vprasanje ali je tudi obolevnost za covidom-
19 pri bolnikih s SVRB pogostejsa. Stiri raziskave, ki so analizirale pogostnost okuzb s
SARS-CoV-2, so skupno vkljucile ve¢ kot 4300 bolnikov s SVRB in porocajo o podobni
incidenci laboratorijsko potrjenih diagnoz covida-19 med bolniki s SVRB ter lokalno in
¢asovno primerljivo populacijo brez vnetnih revmati¢nih bolezni (pri obeh
populacijah je bil delez okuZenih med 0,2% in 0,6 %) (42-46). Ob tem velja pomislek, da
so morda bolniki, ki so veljali za ogrozeno skupino, bolj spostovali pravila fizi¢nega
distanciranja v primerjavi s splosno populacijo.

3.2 Potek covida-19 pri SVRB

Opisani so posamezni primeri manj patogenih koronavirusov, ki lahko pri
imunsko oslabelih bolnikih povzrocijo plju¢nico, zato je skrb ob pojavu SARS-CoV-2
pri bolnikih s SVRB wupravi¢ena (47). Po drugi strani bi Ze vzpostavljene
imunomodulatorne in protivnetne terapije, ki jih prejemajo bolniki s SVRB, lahko
dolgoroc¢no vplivale na imunski status tudi ob takojsnji opustitvi terapije, pri ¢emer bi
v zacetnih fazah bolezni zmanjSale odziv organizma na okuzbo in tako zmanjsale
protivirusno obrambo, kasneje pa bi lahko koristile in morebiti preprecile zaplete
citokinske nevihte ob hudem poteku covida-19.

V treh Studijah, ki so jih izvedli revmatologi med skupno 1709 bolniki z
vnetnimi revmati¢nimi boleznimi, je bilo 9 bolnikov potrjeno pozitivnih na SARS-CoV-
2, pri ¢emer je kratkotrajno hospitalizacijo potreboval le en bolnik (48-50). Med 1037
bolniki na bioloski oziroma tarcni sintezni imunomodulirajoci terapiji hospitalizirani
3 bolniki, od katerih nih¢e ni potreboval zdravljenja s kisikom (51).

Studije, ki so primerjale bolnike s covidom-19 s SVRB z bolniki brez SVRB niso
nasle razlik v simptomih in poteku covida-19 (52-54). Med samimi bolniki s SVRB so
bili hospitalizacija (55, 56), hujsi potek (53) in smrtnost (55) povezani s podobnimi
komorbidnostnimi dejavniki kot pri splosni populaciji - to je s starostjo, spolom,
hipertenzijo in sladkorno boleznijo. V studiji, ki je analizirala dejavnike povezane z
umrljivostjo vec¢ kot 5000 bolnikov, hospitaliziranih zaradi covida-19, so ugotovili, da
imajo bolniki z avtoimunskimi boleznimi (revmatoidni artritis, luskavica, sistemski
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lupus eritematozus (SLE)) 1,23-krat vedje tveganje za smrt, pri ¢emer pa nobena SVRB
ni izstopala. Pri tem je bilo tveganje zaradi starosti, spola, povecane telesne teze,
diabetesa, respiratornih bolezni (razen astme), tveganje pri bolnikih po presaditvi
organov in hematoloskih malignih obolenjih bistveno vecje v primerjavi s sistemskimi
avtoimunskimi boleznimi (57). Podobno tudi $tudija na 103 bolnikih z RA in
spondiloartritisi (SpA) iz New Yorka poroca o primerljivem delezu hospitaliziranih in
delezu umrlih med SVRB bolniki s covidom-19 in splo$no populacijo (56).

Glede vpliva terapije SVRB na potek bolezni na podlagi analiz baze »COVID-
19 Global Rheumatology Alliance<, ki zaenkrat vsebuje podatke 600 bolnikov s SVRB,
pozitivih na SARS-CoV-2, uporaba nesteroidnih antirevmatikov, antimalarikov,
klasi¢nih sinteznih imunomodulatornih zdravil samostojno ali v kombinaciji z
bioloskimi zdravili ter zaviralci kinaz JAK ni povezana z vedjo verjetnostjo
hospitalizacije zaradi covida-19. Uporaba glukokortikoidov (prednizolon v
ekvivalentnem odmerku > 10mg/dan) je bila povezana z vedjo verjetnostjo
hospitalizacije, medtem ko pri bolnikih, zdravljenih z zaviralci TNF porocajo celo o
manjsi verjetnosti hospitalizacije (58). Do podobnih izsledkov glede glukokortikoidov
so prisli v studiji 103 bolnikov z vnetnimi artritisi (59), medtem ko Studija na 228
bolnikih s SVRB ni nasla nobene povezave z resnostjo covida-19 in terapijo (53).

3.3 Potek SVRB ob okuzbi s SARS-CoV-2

Le dve $tudiji posebej omenjata potek sistemske avtoimunske bolezni med
samo okuzbo s SARS-CoV-2. Med 17 bolniki s SLE v remisiji, zbolelimi za covidom-
19, ni bilo zabelezenega nobenega zagona osnovne bolezni v ¢asu trajanja okuzbe (60).
Zagona bolezni prav tako niso opazili med 320 bolniki s kroni¢nim artritisom (49).
Glede na to, da ostale Studije SVRB s covidom-19 posebej ne omenjajo nobenih
sprememb v poteku revmatskih bolezni lahko povzamemo, da v kliniki ne opazajo
posebnega vpliva covida-19 na potek SVRB (48-50, 51).

3.4 Priporocila za zdravljenje SVRB in covida-19

Konzilij revmatologov Univerzitetnega Klini¢nega Centra Ljubljana je pripravil
priporocila za zdravljenje kroni¢nih revmati¢nih bolezni v ¢asu pojavljanja covida-19,
ki so razdeljena glede na verjetnost stika z osebo, okuZeno s covidom-19 (61). Pri tem
je za bolnike, ki niso bili v stiku z bolnikom s covidom-19 predvideno nadaljevanje
zdravljenja po predpisanem rezimu. Za bolnike, ki so bili v tesnem stiku z osebo s
potrjenim covidom-19, je za ¢as inkubacijske dobe (2 tedna) predvidena prekinitev
zdravljena s tarénimi sinteznimi (tofacitinib, baricitinib, apremialst) ali bioloskimi
(adalimumab, certolizumab, golimumab, infliksimab, rituksimab, tocilizumab,
sarilimumab, iksekizumab, sekukinumab, ustekinumab, anakinra) zdravili, oziroma
nadaljevanje zdravljenja s konvencionalnimi sinteznimi imunomodulirajoc¢imi
zdravili (metotreksat, leflunomid, takrolimus, mikofenolat mofetil, azatiprin,
sulfasalazin) ter klorokinom. Zaradi moZnih zapletov morajo biti kakrsnekoli
spremembe v odmerkih glukokortikoidov (metilprednizolona, prednizolona)
dogovorjene z revmatologom. V kolikor pri revmati¢cnem bolniku potrdijo okuZbo s
SARS-CoV-2 je svetovana prekinitev zdravljenja s tar¢nimi sinteznimi in bioloskimi
zdravili, v primeru tezjega poteka covida-19 tudi prekinitev jemanja konvencionalnih

91



Katja Lakota, Polona Zigon: OkuZbe s SARS-CoV-2 in avtoimunske bolezni

sinteznih imunomodulirajocih zdravil. Navodila so v skladu s priporocili Ameriskega
zdruZenja za revmatologijo, ki jih glede na nova dognanja o uc¢inku protirevmati¢nih
zdravil na potek covida-19 sprotno dopolnjuje (62).

4 UPORABA ANTIREVMATIKOV ZA ZDRAVLJENJE COVIDA-19

Covid-19 je globalna zdravstvena groznja, ki posebno nevarnost predstavlja
starostnikom in osebam z nekaterimi specificnimi kroni¢nimi boleznimi oziroma
pridruzenimi stanji. Povecana dovzetnost za okuzbo in slabsi zacetni protivirusni
imunski odziv so dejavniki, ki doloc¢ajo ali okuZba ostane asimptomatska ali pa se
pojavi vrocina, kaselj, tezka sapa, glavobol, ter v resnejsih primerih plju¢nica in
pretiran sistemski imunski odziv. Pretirani imunski odziv, ki je povezan z visoko
stopnjo umrljivosti, je bil v preteklosti opisan tudi pri boleznih kot so $panska gripa
1919, SARS in MERS. Gre za sindrom spro$c¢anja citokinov, v hudih oblikah govorimo
o citokinski nevihti, ki se kaze kot sindrom akutne dihalne stiske in vec¢-organska
odpoved in je opisan celo pri 5-20% bolnikov s SARS-CoV-2. Citokini povzrocijo
prehod imunskih celic v tkiva, destabilizacijo in apoptozo endotelija in epitelija,
poskodbo kapilar in ve¢-organsko odpoved (63). Pri covidu-19 so napovedni dejavniki
hujSega poteka povisan CRP, IL-6, feritin in D-dimer, limfopenija, zmanjSano Stevilo
monocitov in celic T. Izmerili so povecano izlo¢anje IL-2, IL-7, IL-6, IL-10, G-CSF, IP10,
MCP-1, MIP-1, TNF. Ve¢ porocil potrjuje, da povisane koncentracije omenjenih
citokinov korelirajo z resnostjo bolezni covida-19 (64). Podrobna analiza 1484 bolnikov
s covidom-19 je pokazala, da so nivoji TNF in IL-6, neodvisno od ostalih dejavnikov,
povezani z izidom bolezni (65). Citokinska nevihta, z aktivacijo makrofagov, se lahko
pojavi tudi po aplikaciji nekaterih bioloskih zdravil, kot reakcija bolezni presadka proti
gostitelju in ob zdravljenju z gensko spremenjenimi limfociti T s himernimi
antigenskimi receptorji (CAR-T). Od tod izvirajo tudi izku$nje za zdravljenje ob
trenutni epidemiji. Mnoga zdravila, ki se uporabljajo pri terapiji vnetnih revmati¢nih
bolezni so usmerjena neposredno ali posredno proti delovanju citokinov vpletenih v
sindrom citokinskega spros¢anja, zato se je pojavilo razmisljanje, da bi se zdravila za
te bolezni lahko uporabila tudi pri zdravljenju covida-19. Zdravila, kot so tocilizumab,
metotreksat, hidroksiklorokin, tofacitinib, sulfasalazin, so na biopsijah tkiv bolnikov z
revmatoidnim artritisom, tkivih misjih modelov in celi¢nih kulturah namre¢ pokazala,
da zavirajo izloc¢anje citokinov, ki so mo¢no povisani tudi pri covidu-19 (66).

4.1 Tarcne proti-citokinske terapije nevtralizirajo posamezne mediatorje vnetja

IL-6 je pleiotropni citokin, ki igra kljuéno vlogo pri citokinski nevihti.
Monoklonski protitelesi tocilizumab in sarilumab sta usmerjeni proti receptorju za IL-
6 in odobreni za zdravljenje revmatoidnega artritisa, prvi pa tudi za gigantoceli¢ni
artritis in za s CAR-T-celi¢no terapijo povzrocenega sindroma citokinskega sproscanja.
Medtem, ko so porocila nakazovala uspesno uporabo anti-IL-6 zdravil za zdravljenje
covida-19 (67), dve randomizirani Studiji (ena s tocilizumabom in druga s
sarilimumabom) nista uspeli dokazati pozitivnih uc¢inkov omenjenega zdravljenja
(68).

Anakinra je rekombinantni antagonist receptorja IL-1, ki se uporablja za
zdravljenje nekaterih vnetnih avtoimunskih obolenj. Podatki faze III randomizirane
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Studije pri bolnikih s sepso kaZejo na boljse prezivetje bolnikov s sindromom aktivacije
makrofagov ob zdravljenju z anakinro (69).

Monoklonska protitelesa usmerjena proti TNF so najdlje uporabljana bioloska
zdravila pri zdravljenju SVRB. Ob razvijanju protitumorskih zdravil so namre¢
ugotovili, da zaviralci TNF uspe$no zavrejo izrazanje IL-6, GM-CSF in IL-1. Ceprav
zaviralci TNF povecajo tveganje za virusne infekcije, pa studije pri SVRB ne kazejo na
povecano Stevilo okuzenih s covidom-19 med bolniki zdravljenimi z zaviralci TNF,
nasprotno zaznali so celo zas¢itne ucinke (58).

4.2 Zdravila, ki zavrejo delovanje ve¢ citokinov

Zaviralci kinaz JAK so novejsa sintezna tar¢na imunomodulirajoca zdravila, ki
zavirajo znotrajceli¢ni prenos signala razli¢nih vnetnih citokinov, med drugim tudi
interferona tipa I, in IFNy, in tako zavirajo primarni protivirusni odziv. Zavirajo pa
tudi tirozinske kinaze, ki so vpletene v znotrajceli¢ni virusni transport ter virusno
endocitozo v epitelijske celice. Baricitinib in tofacitinib sta odobrena za zdravljenje
revmatoidnega artritisa vendar imata oba FDA/EMA opozorilo za povecevanje
moznosti tromboti¢nih zapletov (70). Kljub temu, da je hiperkoagulabilno stanje
prisotno tudi pri covidu-19, je trenutno registriranih 37 klini¢nih Studija z zaviralci
kinaz JAK v povezavi s SARS-CoV-2 (71).

4.3 Klorokin/Hidroksiklorokin

Obe zdravili za zdravljenje malarije se zaradi ugodnih imunomodulatornih
ucinkov uporabljata tudi pri zdravljenju razli¢nih vnetnih revmati¢nih bolezni. In vitro
podatki so kazali na moZno uc¢inkovitost v terapiji covida-19, saj antimalarik spremeni
endosomski pH, vpliva na transport SARS-CoV-2 v endolizosome, spremeni
glikozilacijo receptorja za ACE2 in mo¢no zavre replikacijo virusa (72). Po drugi strani
pa so dokazali, da zniza interferone tipa I, ki so prva obrambna linija pri virusnih
okuzbah. Po zacetnem navdusSenju nad ucinkovitostjo pri covidu-19 so nadaljnje
Studije okuZenih s covidom-19 podale mesane zakljucke o ucinkovitosti klorokina
(glede incidence okuZenih, verjetnosti razvoja sindroma dihalne stiske ali smrti pri
obolelih s covidom-19). Randomizirana Studija je pokazala, da hidroksiklorokin ni
preprecil covida-19, ¢e je bil uporabljen do 4 dni po kontaktu z okuZeno osebo (73).
Prav tako pri bolnikih s SLE, ki so bili na terapiji s hidroksiklorokinom, antimalarik ni
preprecil bolezni (60, 74). Res pa je, da so serumske koncentracije pri zdravljenju SLE
okrog 0,5 mg/L, medtem ko je za protivirusno delovanje potrebna bistveno vecja
serumska koncentracija (4 mg/L) (75). Stranski ucinki visokih odmerkov zdravila na
sréno funkcijo, s podaljSanjem intervala QT, so dodatno obremenjujo¢i za bolnike.
Trenutno kljub temu z antimalariki poteka vec¢ kot 100 registriranih klini¢nih Studij,
katerih rezultati bodo morda omogoc¢ili realno oceno uporabnosti zdravila za terapijo
covida-19 (71).

4.4 Glukokortikoidi

Glukokortikoidi zavirajo vnetje in delujejo imunosupresivno z direktnim
delovanjem na izraZanje vnetnih citokinov, kar bi lahko bilo ugodno ob citokinski
nevihti. Hkrati glukokortikoidi zmanjSujejo proliferacijo in diferenciacijo celic T in
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makrofagov, kar lahko poveca dovzetnost za covid-19. Pri bolnikih s SARS in MERS
so jih uporabljali za preprecevanje razvoja in zdravljenje sindroma akutne dihalne
stiske, vendar so ugotovili, da niso zmanjsali smrtnosti, so pa upocasnili oc¢is¢enje
virusa in imeli nekatere druge neZelene ucinke (76). Tudi randomizirana studija
uporabe pri sindromu akutne dihalne stiske pri covidu-19 je dala meSane rezultate
glede na to, v kakSnem stanju so bili bolniki ob uporabi terapije (77). Na splosno je le
malo dokazov za ugoden ucinek glukokortikoidov, posebej, ¢e so ti predpisani v
visokih odmerkih pri sindromu akutne dihalne stiske (78), zato trenutna navodila SZO
odsvetujejo njihovo rutinsko uporabo (79).

5 SKLEP

Okuzbe so zunanji dejavnik, ki lahko preko razli¢nih mehanizmov sproZijo
nastanek avtoimunskih obolenj in tudi pri okuzbi s SARS-CoV-2 so dokazali pojav
nekaterih avtoprotiteles (aPL, ANA), pri ¢emer pa zanesljivih dokazov o njihovi
morebitni patogenosti Se ni. Tveganje za okuzbo s SARS-CoV-2 pri bolnikih s SVRB ni
vedje kot v splosni populaciji s podobnimi pridruzenimi boleznimi. Potek bolezni
(hospitalizacija, sprejem na intenzivni oddelek, smrt) ni razli¢en od splosne populacije,
pri ¢emer manjkajo primerjalne studije z vecjim Stevilom bolnikov. Zaenkrat Studije ne
porocajo o poslabsanju SVRB ob okuZbi s SARS-CoV-2. DaljnoseZna posledica
epidemije in nasa nova realnost je otezen neposredni stik z bolnikom. Obravnava
bolnikov na daljavo, t.i. telemedicina, je nekaj ¢asa enostavna pri bolnikih z obstojeco
kroni¢no avtoimunsko boleznijo, vendar je pri poslabsanjih bolezni in pri postavljanju
diagnoze neustrezna. Nepredvidljive dolgoro¢ne posledice lahko predstavlja tudi
izogibanje oziroma odlasanje obiska zdravnika zaradi strahu pred okuZzbo, kar pa se
bo morebiti pokazalo v prihodnje.

Glede na literaturo trenutno tudi ni dokazov, da bi Kkaterokoli
imunomodulirajoce zdravilo (konvencionalno, tar¢no sintezno ali biolosko), ki se
uporablja za zdravljenje SVRB, varovalo pred tezjim potekom covida-19. Izkusnje z
uporabo teh zdravil pri zdravljenju citokinske nevihte se $e zbirajo.

ZDRAVI SVRB

Tveganije za razvoj SYRB (APS, KB....) MoZnost okuzbe ni povecana.
Ni dokazov o drugagnem poteku COVID-19.
{ molekuiska mimikrja, Minimalen vpliv na izid COVID-19,
‘. razsirjanje epitopov "epitope spreading” SARS- | Okuzba verjetno ne vpliva na potek SVRB.

aktivacija sosednjih antigensko CoV-2
| nespecifiénih imunskih celic

| "bystander activation” * m

AN

Sindrom sproséanja citokinov
CoVID-19

UEinek terapije SVRB (anti-IL6,
anti-TNF, HCQ, glukokortikoidi)
Je vprasljiv.

==

Slika 2. Grafi¢ni povzetek okuzbe z SARS-CoV-2 in avtoimunske bolezni. APS,
antifosfolipidni sindrom; KD, Kawasakijeva bolezen, SVRB, sistemske avtoimunske
revmaticne bolezni, SARS CoV-2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2;
covid-19, koronavirusna bolezen 2019.
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POVZETEK

Prispevek predstavi moZznosti povezovanja kvalitativnih in kvantitativnih pristopov
za obvladovanje pandemije covid-19. Posebej poudari prednosti zbiranja t. i. bogatih
podatkov s kvalitativnimi (etnografskimi) pristopi in opise metode, s katerimi lahko
pridobimo bolj celovito sliko o tem, zakaj in kako se okuzbe $irijo med ljudmi in kako
na to vplivajo druzbeno-kulturni dejavniki. Izpostavi $e moZznosti za uporabo
kombiniranih pristopov, ki presegajo zgolj merljive podatke, pri oblikovanju strategij
in politik ter razvoju resitev za obvladovanje pandemije, ki so ukrojene po meri ljudi.
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1UVOD

Spletna stran SrediS¢a za sistemsko znanost in inZenirstvo Univerze Johns
Hopkins je postala v prvi polovici leta 2020 izjemno priljubljena in obiskana. Na tej
strani so namrec¢ na voljo podatki o Stevilu primerov obolelih s covidom-19, in sicer
tako na globalni ravni kot tudi po drzavah. Na strani redno posodabljajo podatke o
novih primerih, smrtih zaradi bolezni in ozdravelih ljudeh, na karti pa vizualizirajo,
kako se virus SARS-CoV-2 8iri po svetu in katere drzave so najbolj ogrozene (1).

@ COVID-19 Dashboard by the Center for Systems Sc > ) ty =

Global Cases

Globs! Deaths S
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Slika 1. Spletna stran Univerze Johns Hopkins ponuja kvantitativni pregled stanja in
trendov pri spremljanju pandemije covid-19.

Ta spletna stran, ki jo uporabljajo in navajajo stevilni mediji, posredno opozarja,
kako smo v sodobnem svetu, ki ga obvladujejo informacije in komunikacijske
tehnologije, zaceli poudarjati vrednost kvantitativnih podatkov pri snovanju politik,
strategij in ukrepov za boj proti pandemiji, pozabljati pa smo zaceli na kvalitativne
podatke, s katerimi lahko bolj celovito razumemo delovanje skupnosti in druzbe.
Pri¢ujoci prispevek skus$a pojasniti, kako lahko kvantitativne pristope nadgradimo in
jih povezemo s kvalitativnimi pristopi in na ta nacin pridobimo SirSo podobo
druzbenega sveta ter zacnemo snovati resitve za zajezitev Sirjenja okuzbe, ki bodo
zasnovane po meri ljudi.

2 PRIDOBIVAN]JE BOGATIH PODATKOV

V devetdesetih letih 20. stoletja se je zacel naprej v znanstvenem, kasneje pa tudi
v splosnem diskurzu uveljavljati izraz veliki podatki (angl. big data), ki opisuje
podatkovne nize, ki so preobsezni ali prekompleksni, da bi jih lahko procesirali z
obicajnimi racunskimi pristopi. Za analizo tak$nih podatkovnih naborov zato
potrebujemo posebno strojno in programsko opremo. Izraz se je iz ra¢unalniskega
okolja postopno prenesel v vsakdanji jezik in postal modna sintagma, s katero
opisujemo svet, utemeljen na informacijskih in komunikacijskih tehnologijah, ki ga
ustvarjamo in tolmac¢imo s pomocjo orodij za podatkovno analizo. Skratka, druzbeni
svet sooblikujejo tehnologije, kot so pametni telefoni in prenosni rac¢unalniki, hkrati pa
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te tehnologije omogocajo, da dogajanje v druzbi s tovrstnimi napravami spremljamo,
analiziramo in interpretiramo.

V ¢asu, ko prevladuje zamisel, da lahko s tehnologijami reSimo vecino
druzbenih in okoljskih problemov, smo zaceli potiskati ob stran drug(a¢n)e nacine
razumevanja sveta in druzbe ter pozabljati, da poleg velikih podatkov poznamo Se
bogate podatke (angl. thick data), ki jih pridobivamo s kvalitativnimi pristopi, denimo
z etnografijo, ki je temeljna raziskovalna metoda antropoloskega raziskovanja (2).
Bogatih podatkov ne pridobivamo z analizo podatkov, ki jih zberemo od tisocev ali
milijonov ljudi. Ravno nasprotno: vzorci so v antropologiji in nekaterih drugih vedah,
ki uporabljajo etnografijo za spoznavanje druzbenega sveta (npr. psihologija,
sociologija, etnologija), bistveno manjsi. Povsem relevantno je, denimo, raziskovanje v
skupini nekaj desetih ljudi, katerih navade in nacine Zivljenja skuSsamo razumeti s
poglobljenimi pogovori, predvsem pa ziveti z njimi in s t. i. opazovanjem z udelezbo
razumeti, zakaj sledijo dolo¢enim praksam in navadam (Preglednica 1).

Preglednica 1. Primerjava med velikimi in bogatimi podatki.

Veliki podatki Bogati podatki

Kaj, kje, kdaj, kako, kdo Kdo, kako, zakaj

Podatkovna analiza Metode in pristopi, usmerjeni k ljudem
Veliko ljudi Malo ljudi

Podatke zbirajo in analizirajo z napravami Podatke zbirajo in interpretirajo ljudje
Obsezni Poglobljeni

Analiza s statisticnimi oz. rac¢unskimi metodami  Analiza s kodiranjem in povzemanjem

2.1 Etnografija

Za zbiranje bogatih podatkov lahko uporabimo razlicne metode (3), med
katerimi je vse bolj uveljavljena etnografija, ki je postala »zas¢itni znak« antropologije.
Njen glavni sestavni del je opazovanje z udelezbo, pri ¢emer raziskovalec sodeluje pri
vsakodnevnih dejavnostih, ritualih, interakcijah in dogodkih skupine ljudi in skusa
razumeti eksplicitne in prikrite vidike vsakdanjih dejavnosti v neki skupnosti (4).
Izpostavimo lahko naslednje prednosti etnografskih raziskovalnih pristopov za
poslovne in razvojne namene: (i) raziskovalec se zanese na vse svoje ¢ute in je dejansko
sam tudi temeljno orodje za pridobivanje podatkov; (ii) sodeluje v najrazli¢nejsih
rutinskih dejavnostih in izjemnih situacijah, in sicer to pocne skupaj z ljudmi, ki so
udelezenci v raziskavi; (iif) uci se nacina sporazumevanje z ljudmi v njihovem
vsakdanjem jeziku ali narecdju; (iv) izvaja neformalno opazovanje med prostocasnimi
dejavnostmi, kar vé¢asih imenujejo tudi »poglobljeno druzenje«; (v) podatke pridobiva
tudi med nestrukturiranimi in spontanimi debatami; (vi) opaZanja in misli sproti beleZi
in interpretira, obicajno kronolosko, s ¢imer Ze na terenu analizira in interpretira
informacije, (vii) perspektive ljudi skusa razumeti v vsakdanjem okolju, npr. doma ali
na delovnem mestu (5).
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V najbolj tradicionalni obliki trajajo etnografske raziskave od 12 do 18 mesecev.
Ce jih uporabimo v akademskem ali poslovnem oziroma industrijskem kontekstu, so
lahko izjemno pomembne, saj ponudijo pogloblijen vpogled v ozadje vedenjskih
vzorcev, ki jih s kvantitativnimi pristopi ne bi mogli zaznati. Ceprav so te raziskave
dolgotrajne in zajamejo razmeroma malo ljudi, lahko prav na podrod¢ju razumevanja
pandemije, kakrsna je covid-19, z njimi bolje spoznamo globlje vzroke, da se ljudje
druZijo, ¢eprav se ne bi smeli, in krs$ijo predpise - ali pa jih tudi upostevajo in celo
oblikujejo lastne norme in vedenjske vzorce. S taksnim pristopom lahko tudi
primerjamo razli¢na druzbeno-kulturna okolja in spoznamo navade ljudi, ki vplivajo
na vsakdanje odlocitve in dejanja.

2.2 Intervjuji

Intervjuji so pogovori ali razprave o doloceni temi, ki obi¢ajno potekajo iz o¢i v
oci in osebno, ¢eprav sodobne komunikacijske tehnologije, kot sta Skype ali Zoom,
omogocajo, da pogovori potekajo na daljavo. Intervijuji so pogosto posneti in kasneje
prepisani ali vsaj interpretirani, kar omogoc¢a naknadno primerjavo in analizo izjav
razli¢nih ljudi. Obstajajo razli¢ne vrste intervjujev, od strukturiranih do odprtih.
Pogosta vrsta je polstrukturiran intervju, pri katerem raziskovalec pripravi in uporabi
seznam vprasanj in tem, ki jim sledi med pogovorom. Nato raziskovalec in
intervjuvanec (sogovornik) sledita protokolu, a se lahko tudi oddaljita od prvotne
strukture vprasanj in odpreta nove teme. Pri izvedbi intervjujev je priporocljivo, da so
raziskovalci pripravljeni na improvizacijo in spreminjanje prvotnega protokola. Pri
vsakem intervjuju je treba namre¢ upostevati moznost, da se lahko v debati razkrije
nekaj novega in nepri¢akovanega, posebej takrat, ko razprava vodi na neraziskano
podrodje (6, 7).

Pri raziskavah o covidu-19 lahko z intervjuji dobimo pomembne informacije o
tem, kaj so ljudje poceli med pandemijo, kako so upostevali zasc¢itne ukrepe, kaj jih pri
drzavnih strategijah in politikah moti in kako v ekstremni situacij, v kakrsni se je
znasla globalna skupnost, ravnajo ljudje, ki jih dobro poznajo, npr. sorodniki, prijatelji
in sodelavci.

2.3 Fokusne skupine

Podatke lahko zbiramo tudi med skupinskimi razpravami oziroma fokusnimi
skupinami, med katerimi pridobimo poglobljena in ve¢plastna spoznanja o doloc¢eni
temi, hkrati pa spoznamo Se, kaksna je skupinska dinamika. Ta raziskovalna metoda
ima nekaj prednosti pred intervjuji, saj lahko z njim hitro pridobimo veliko informacij,
hkrati pa prihranimo ¢as in sredstva za izvedbo posameznih pogovorov. Poleg tega
omogocajo fokusne skupine opazovanje neverbalne komunikacije med ¢lani, njihov
odprt format pa dopusca poglobljeno analizo dolocene teme. Pomembni so Se
sinergijski ucinki, ki jih dosezemo pri pogovoru s skupino in jih ne bi mogli razkriti s
posamic¢nimi intervjuji.

Ceprav gre za pomembno kvalitativno raziskovalno metodo, imajo fokusne
skupine nekatere omejitve kot orodje za razvoj in oblikovanje novih resitev. Z njimi
namrec raziskujemo, kaj ljudje mislijo, verjamejo, dojemajo ali ¢utijo, ni pa nujno, da
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nam povedo, kaj dejansko pocnejo (8). Obstaja namre¢ pomembna razlika med tem,
kaj ljudje pravijo, da poc¢nejo, in kar dejansko storijo v vsakdanjih situacijah.

Fokusne skupine so lahko pomembne za snovanje novih resitev zgodaj v
raziskovalno-razvojnem procesu, ko Zelijo raziskovalci spoznati zacetne misli in
zaznave v doloc¢eni skupnosti, da bi v sodelovanju z ljudmi razvili ideje in spodbudili
razpravo ali izmenjavo mnenj (9). Pri pandemiji covid-19 lahko z njimi sku$amo
razumeti, denimo, kako bi se ljudje v nekem druzbeno-kulturnem okolju odzvali na
nove razmere; s skupinskim pogovorom lahko bolje kot z intervjuji spoznamo tudi,
kaksne so glavne prepreke za uvajanje specifi¢nih zas¢itnih ukrepov v skupnosti.

2.4 Hitra etnografija

Ta vrsta etnografske raziskave je prilagojene ¢asovnim zahtevam podjetij in
industrije. Metoda vkljucuje stevilne pristope, vklju¢no s terenskim delom (opazovanje
z udelezbo), video-etnografijo in sen¢enjem (spremljanje in opazovanje posameznikov
skozi krajsi ¢as). Taksno obliko etnografije akademska antropologija pogosto zavraca
kot neresno in jo opisuje kot »etnografijo z reaktivca« (10), tj. kot manj dragoceno od
tradicionalne etnografije, ki traja ve¢ mesecev ali celo let. Nekateri pa pristop vseeno
zagovarjajo in pojasnjujejo, da lahko z njim raziskovalno-razvojni projekt usmerimo
stran od neproduktivne smeri in se hitro preusmerimo k reSevanju konkretnega
problema ter naglo prepoznamo specifi¢ne tezave ali vzorce v skupnosti, ki bi sicer
ostali skriti (11). S pristopom lahko pomagam snovati tudi ukrepe, povezane s
pandemijo covid-19; hitra etnografija namre¢ omogoci socasno zbiranje kvalitativnih
podatkov o navadah in praksah ljudi na ve¢ lokacijah. Zbrane podatke lahko potem
primerjamo in ukrepe prilagodimo razli¢nim situacijam in okoljem.

2.5 Video-etnografija

Cilj te metode je zabeleziti dejavnosti, prakse, vedenja in navade s pomocjo
kamere. Pristop je podoben fotografiranju, ki je pogosto sestavni del etnografije,
vendar lahko z njim zajamemo daljsa ¢asovna obdobja in zabeleZimo pogovore z
ljudmi. Pristop je koristen za snemanje procesov ali dinamic¢nih situacij; vendar pa je
za analizo videoposnetkov potrebnega vec ¢asa kot za analizo fotografskega gradiva
(12). Poleg tega lahko kamero ljudje dojamejo kot vsiljiv pripomocek, ki poseze v
njihovo zasebnost in celo vpliva na zabeleZzeno vedenje. Video-etnografija obicajno
vklju¢uje naslednje korake: (i) dolocitev lokacije in posameznikov oziroma druZbene
skupine, (ii) pridobivanje dovoljenj za snemanje, (iii) priprava videoposnetkov in
izdelava dnevnika, (iv) analiza in interpretacija podatkov. Pogosto se metoda
uporablja v kombinaciji z drugimi raziskovalnimi metodami in pristopi.

2.6 Terenski obiski

Terenski obisk je odli¢no sredstvo za spoznavanje vsakdanjega Zivljenja in
krepitev empatije, ki raziskovalcem pomaga razumeti navade in prakse v specificnem
okolju in spoznati, kaj ljudje Zelijo in kaj jih motivira. Za razliko od intervjujev ali
fokusnih skupin, kjer vprasanja raziskovalcev narekujejo pogovor, terenski obisk
poudarja opazovanje in poizvedovanje o tem, kar lahko zaznamo in opazimo. Pristop
je koristen za nepristransko in neobremenjeno spoznavanje ljudi in skupnosti in
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pogosto vklju¢uje nenavadne dogodke ali implicitna in presenetljiva spoznanja (12).
Terenski obisk nac¢eloma sledi naslednjim korakom: (i) na¢rtovanje protokola (¢asovni
okvir, udelezenci, teme itd.), (ii) priprava orodij in materialov (zvezki, kamere,
snemalniki, dokumenti, soglasja itd.), (iii) izvajanje terenske studije (priprava porocila,
pisanje dokumentov, opazovanja itd.), (iv) analiza opazanj, (v) pogovor z ekipo.
Pristop je podoben opazovanju z udeleZzbo, a se nekoliko bolj osredotoca na
opazovanje in manj na udeleZzbo. Lahko je koristen za razumevanje druzbene
dinamike, povezane s pandemijo covid-19, saj raziskovalci na lastne o¢i vidijo in
spoznajo, kako ljudje ravnajo v dolocenih situacijah, in na podlagi tega pripravijo
primerne ukrepe.

2.7 Sencenje

Sencenje je kvalitativna metoda, ki omogoca spremljanje udelezencev raziskave,
ko ti opravljajo svoje vsakodnevne naloge. V izbranem ¢asovnem obdobju, in sicer od
nekaj ur do nekaj dni ali tednov, deluje raziskovalec kot opazovalec, ki ne posega v
dejavnosti udeleZencev raziskave med njihovim vsakdanjim Zzivljenjem. V
raziskovalnem procesu sencenje pogosto kombiniramo z drugimi metodami (fokusne
skupine pred sencenjem, intervjuji po sencenju itd.), saj tako pridobimo bolj celovito
analizo zbranih podatkov. Raziskovalni proces se za¢ne z iskanjem kraja in sodelujoc¢ih
v raziskavi, zagotavljanjem dostopa in vzpostavitvijo zaupanja, nadaljuje se s
sen¢enjem in morebitnim snemanjem situacij oziroma zapisovanjem dogodkov, konca
pa z analizo podatkov (13). Metoda je lahko koristna tudi za razumevanje vsakdanjega
zivljenja ljudi, ki skusajo ponotranjii ukrepe, povezane s pandemijo covid-19. Pri njeni
uporabi je treba posebej poudariti raziskovalno etiko in zagotoviti ustrezno varstvo
podatkov.

3 RAZISKOVALNA ETIKA

Kvalitativno raziskovanje temelji na raziskovanju ljudi in tudi na odnosih, ki jih
raziskovalci vzpostavljajo z ljudmi na terenu. Ne glede na to, ali so raziskave
akademske ali aplikativne, so raziskovalci med interakcijami s sogovorniki in pri
kasnejsih analizah in interpretacijah podatkov zavezani eti¢cnim standardom. Nekatera
antropoloska drustva navajajo tri osnovna eti¢na nacela etnografskih oziroma
kvalitativnih raziskav: 1. ne delajte skode, 2. bodite odkriti in posteni, 3. vnaprej
pridobite soglasje za raziskave med ljudmi. Ceprav se ta tri nacela morda zdijo
samoumevna in neproblemati¢na, lahko sluZijo kot smernice, ko gre za izvajanje
kvalitativnih raziskav, ki pogosto vkljuc¢ujejo spremljanje in opazovanje intimnih
vidikov Zivljenja.

Raziskovalci, ki delajo za stranko ali naro¢nika (npr. za podjetje ali drzavno
ustanovo), se ukvarjajo z druga¢nim naborom vprasanj kot obicajni raziskovalci v
akademski sferi. Najpomembneje je, da se v vsakem primeru raziskovalec dosledno
drzi eti¢nih nacel in standardov. Pri tem je posebej pomembno, da ostanejo anonimni
podatki, ki jih posredujejo osebe, ki so sodelovale v raziskavi.
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4 KOMBINIRANJE PRISTOPOV ZA RAZVO] NOVIH RESITEV

Kvalitativne pristope, predstavljeni v tem prispevku, lahko wuspesno
kombiniramo s kvantitativnimi pristopi in tako pridobimo bolj celovito sliko
fenomena, ki ga proucujemo, denimo Sirjenja okuzbe s covidom-19. Ko zaznamo
trende, ki se kazejo s povecanim stevilom okuzb, lahko izvedemo terensko raziskavo
in uporabimo intervjuje ali fokusne skupine ter druge metode, da skuSsamo razumeti,
kako se s situacijo soocajo dolo¢ene druzbene skupine. Na podlagi ugotovitev, ki jih
zberemo na ve¢ mikro-lokacijah, lahko potem razvijamo resitve, ki so prilagojene
ljudem ozirom skupnostim in njihovim specifiénim potrebam, ljudje, ki jih pogosto
pasiviziramo z izrazi » uporabniki«, »pacienti« in »stranke«, pa postanejo v tem
procesu bolj dejavno vkljuceni v razvoj in izboljSanje izdelkov in storitev. Tak pristop
se sicer zdi samoumeven in intuitiven, a ga javne institucije in slovensko gospodarstvo
Se ne uporabljajo prav pogosto, uspesno pa so ga preizkusili v Stevilnih
multinacionalnih podjetjih. Med zacetniki je bil Xerox, kjer v sedemdesetih letih
prej$njega stoletja napravili fotokopirni stroj, ki je bil po koncu inovacijskega procesa
ljudem precej bolj prijazen kot prvotna inZenirska zasnova. V devetdesetih letih so si
pri razvoju inovativnih produktov s pristopom, usmerjenim k ljudem, pomagali v
podjetjih Boeing in Microsoft, danes pa ga uporabljajo Intel, Google, General Mills,
Nissan, Volvo in stevilna druga vodilna podjetja (3).

Druzboslovni in humanisti¢ni metodoloski pristopi, s katerimi nadgradimo
(so)delovanje drugih podro¢ij in ved, so lahko klju¢ni tudi za razvoj resitev, povezanih
z zajezitvijo epidemij in pandemij. Kot pojasnita Emilie Venables in Umberto
Pellecchia (14), je bilo povezovanje pristopov izjemno pomembno med izbruhom ebole
v Zahodni Afriki v letih 2014 in 2015. Med izbruhom v Liberiji, Gvineji in Sierri Leone
so angazirali antropologe in druge strokovnjake s podroc¢ja druzboslovja in
humanistike iz razli¢nih organizacij. Ti so s kvalitativnimi pristopi omogoc¢ili hiter in
neposreden vpogled v stanje na terenu ter razkrili, kako delujejo zdravstveni ukrepi
med ljudmi. Njihovi izsledki so vplivali na nadaljnje ukrepe za zajezitev epidemije, ki
so bili povezani med drugim z varnimi in dostojanstvenimi pokopi, ustreznim
komuniciranjem z lokalnimi skupnostmi ter oblikovanjem gradiv za promocijo
higiene in zdravja, ki so bila razumljiva in ucinkovita. S takénim pristopom se je
poglobilo razumevanje navad in praks, ki vplivajo na javno zdravje, izboljSale pa so se
tudi interakcije lokalnega prebivalstva z zdravstvenimi institucijami.

Tudi med pandemijo covid-19 so se v pripravo ukrepov in razvoj resitev za
zajezitev Sirjenja bolezni vkljucili Stevilni antropologi. Poleg specifi¢nih resitev,
pomembnih za lokalno prebivalstvo na razli¢nih delih sveta in v razli¢nih druzbeno-
kulturnih okoljih, so pomagali oblikovati nekatere splosne predloge, priporocila in
opozorila. Med slednjimi je posebej pomembno, da moramo na globalni ravni v zvezi
s pandemijo prenehati uporabljati metafore, povezane z vojno, saj je taksna dikcija
napac¢na in pogosto nevarna. »Za razliko od vojne, ki loc¢uje ljudi, je za zajezitev
pandemije potreben osredotocen, usklajen in kolektiven odziv,« razloZzi Saiba Varma
(15) v svojem odzivu na pandemijo covid-19. S tak$nim izhodis¢em v mislih lahko
potem nastajajo ustrezne strategije in politike po meri ljudi, ki poudarjajo sodelovanje
in solidarnost namesto »vojne in boja« za zdravje.
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4.1 Oblikovanje strategij, ukrepov in resitev po meri ljudi

Pristop, s katerim izvedemo premik od ekspertnega razvoja k razvoju po meri
ljudi, pionirsko uvajajo tudi nekatere drzavne ustanove za izboljSanje delovanja javnih
zavodov in javne uprave, lahko pa bi ga uporabili tudi pri snovanju strategij in politik,
povezanih s pandemijo covid-19. S kvantitativnimi pristopi lahko pridobimo $irsi
vpogled v dogajanje v druzbi, s kvantitativnimi (etnografskimi) pristopi pa lahko, kot
pojasnjuje ta prispevek, oblikujemo in preizkusimo specifi¢ne resitve, ki delujejo v
dolo¢enem druZbeno-kulturnem okolju ali 0Zji druzbeni skupini. Na ta nacin lahko
oblikujemo tudi strategije, ukrepe in resitve, s katerimi naslavljamo bodisi Sir$o javnost
bodisi prilagodimo ukrepe to¢no dolo¢enim skupinam ali celo posameznikom. Ce
zelimo taksne prilagoditve storiti, moramo seveda spoznati specifi¢ne Zelje, potrebe in
motive teh ljudi ter Sele potem pripraviti ustrezne ukrepe. Pri tem lahko sledimo Stirim
korakom razvoja po meri ljudi (Slika 2). Prvi korak je identifikacija, pri ¢emer skusamo
prepoznati in spoznati ljudi, ki bodo neko resitev uporabljali. Drugi korak je analiza;
z njim skuSamo razumeti navade, Zelje, potrebe in pri¢akovanja ljudi, pri ¢emer lahko
uporabimo razliéne pristope in metode - od kvalitativnih do kvantitativnih. Tretji
korak je interpretacija, pri ¢emer povabimo ljudi, identificirane s prvim korakom, naj
se pridruZzijo snovanju produktov, torej izdelkov in storitev, ki jih bodo uporabljali.
Cetrti korak je testiranje; z njim v sodelovanju razvojne skupine in bodo¢ih
uporabnikov preizkusimo moznosti za implementacijo produkta. Ce je potrebno, se
po tej fazi vrnemo na zacetek in produkt v ve¢ iteracijah bodisi popravimo z novo
skupino ljudi bodisi ga zavrzemo in pri¢nemo pripravljati novo storitev ali reSitev.
Bistvo pristopa je, da tako nastajajo bolj smiselni in dolgoro¢no uporabni ukrepi, ki ne
nastanejo zgolj za ljudi, temvec jih po nacelu soustvarjanja razvijemo v sodelovanju z
njimi (16).

BT TR KORAK 4:
g s s o S S s s e TESTIRANJE
i KORAK3: Kako lahko produkte
'l INTERPRETACIA izboljsamo, da bodo
. FORAK 2 I Kaj bomo ustvarili za sluililjudem?
l ANALIZA 1 = Jjudi (in z ljudmi)? 4
KORAK 1: T
’l) . -V
i IDENTIFIKACLA Kaj ljudje Zelijo: I izboljiave
I Cigav problem |
i reSujemo? )
razvoj produktov
R i T s gl e e i i s d
metode identifikacijein analize: metode interpretacije in testiranja:
intervjuji, fokusne skupine, opazovanje z prototipi, scenariji, fokusne skupine,
udelezbo itd. razvrscanje kart itd.

Slika 2. Stirje koraki razvoja, usmerjenega k ljudem.
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5 SKLEP

Kombiniranje kvalitativnih in kvantitativnih pristopov se kaZe kot pomembno
za razvoj resitev, ki lahko pomagajo zajeziti pandemijo covid-19. Specifi¢ne pristope,
ki jih uporabljajo posamezne vede in podrocja znanosti, bo potrebno v bodoce Se bolj
povezati in uporabiti tudi t. i. kroZne meSane metode, pri katerih ves ¢as prehajamo
med pristopi (17). Da bi dosegli uspesno kombiniranje pristopov, je najbolj smiselno
raziskovalno-razvojne postopke vnaprej zasnovati v inter- ali transdisciplinarnih
skupinah. Vec¢ razli¢nih perspektiv, ki jih ponujajo vede, namre¢ zagotovi bolj celovit
pogled na pandemijo covid-19 in omogoc¢i razvoj inovativnih resitev po meri ljudi.

Osrednje sporocilo tega prispevka torej je, da moramo pristope in spoznanja
razli¢nih ved in znanstvenih podrocij nujno zaceti kombinirati, ¢e Zelimo ublaziti
posledice sedanje zdravstvene krize in se bolje pripraviti na podobne dogodke v
prihodnosti. Antropologi, epidemiologi, psihologi, sociolog in drugi strokovnjaki, ki
razumejo delovanje druZbe in poznajo nacine Sirjenja bolezni, morajo torej zaceti
sodelovati v vecdisciplinarnih ekipah, v katerih bodo vkljuceni tudi zdravniki,
farmacevti, inZenirji in drugi poznavalci, ki lahko vplivajo na razvoj novih resitev. Za
vzpostavitev tovrstnega sodelovanja pa je klju¢no medsebojno poznavanje in
priznavanje razli¢nih pristopov za zbiranje in interpretiranje podatkov ter razvoj
reSitev.
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