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Epidemija virusa SARS-CoV-2, ki je v zadnjih treh mesecih dodobra
vplivala na na$ nacin Zivlienja in navade, je preprecila tudi tradicio-
nalno izvedbo vsakoletnega kongresa SFD v Portorozu. Da ne bi
ostali brez vsebine, ki se vedno nanasa na simpozije ob skupScini
kongresa, smo se v uredniSkem odboru Farmacevtskega vestnika
odlocili, da v drugi letosnji Stevilki pripravimo pregled vsebin, ki za-
devajo bolezen covid-19. Tako je prvi Clanek namenjen spoznavanju
virusa SARS-CoV-2 in poteku bolezni, kolegi s Katedre za klini¢no
biokemijo so pripravili ¢lanek o dokazovanju prisotnosti okuzbe,
nato pa sledijo ¢lanek o z dokazi podprtem zdravljenju covid-19 z
zdravili in dva ¢lanka o razvoju eksperimentalnih zdravilnih ucinkovin
proti covid-19 ter podpornem zdravljenju in preprecevanju okuzb s
SARS-CoV-2. Prav tako je pomembno blaZiti vnetne procese, ki na-
stajajo med potekom covid-19, o ¢emer pise Clanek z naslovom
»Blazenje sindroma sproscanja citokinov pri covid-19«. Ker je najvec
pri¢akovanj usmerjenih v razvoj cepiv proti novemu koronavirusu,
smo Vkljucili tudi obsezen pregled tega podrocja, ki so ga pripravili
kolegi Kateder za farmacevisko biologijo in klinicno biokemijo. Na
ta nacin smo zaobjeli vse smeri prepreCevanja in zdravljenja bolezni
covid-19.

Dovolite mi, da se poleg vsem avtorjem ¢lankov zahvalim tudi vsem
farmacevtom, kolegicam in kolegom v lekarnah, bolniSnicah in dru-
gih zdravstvenih ustanovah, ki so s srénostjo, pozrtvovalnostjo in
strokovnostjo kljub potencialni moznosti okuzZbe iziemno aktivno de-
lovali v ¢asu pandemije v svojih delovnih okoljih. Mogoce je sedaj
na mestu tudi poziv k vedji medijski aktivnosti in prepoznavnosti slo-
venske farmacije, ki je vedno v prvih delovnih vrstah, a se je premalo
medijsko izpostavila v trenutni epidemiji oziroma v izrednih razme-
rah.

V imenu uredniSkega odbora Farmacevtskega vestnika vam vsem
zelim &im bolj zdravo in sproScujoce poletje, kjerkoli ze boste, doma
ali v tuijini, osvesceni z novim znanjem, ki ga boste pridobili z bra-
njem te Stevilke.

Prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Odgovorni urednik
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UvoD

V mestu Vuhan, v provinci Hubei na Kitajskem, se je de-
cembra 2019 pojavilo ve€ primerov atipic¢ne pljucnice, pri
katerih so izkljucili obi¢ajne povzrocitelie respiratornin okuzb
in pliu¢nic. Potrdili so, da okuzbe povzroca novi koronavi-
rus, ki so ga poimenovali virus hudega akutnega respira-
tornega sindroma 2 (SARS-CoV-2), bolezen, ki jo povzroca,
pa koronavirusna bolezen 2019 ali covid-19 (1). Virus se je
v relativno kratkem &asu razSiril po vsem svetu, zaradi
Cesar je Svetovna zdravstvena organizacija 11. marca 2020
razglasila pandemijo. Do 1. junija 2020 so potrdili ze veC
kot Sest milijonov okuzb in ve¢ kot 370.000 smrtnih pri-
merov v ve¢ kot 200 drzavah po svetu (2). Bolezen covid-
19 je prizadela tudi Slovenijo, tako neposredno zaradi obo-
lelih kot tudi posredno zaradi Stevilnih ukrepov
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POVZETEK

Izbruhu novega koronavirusa SARS-CoV-2 na Ki-
tajskem konec leta 2019 je sledilo hitro Sirjenje
okuzbe po svetu zaradi velike virulentnosti virusa in
odsotnosti imunosti v populaciji. Zato je 11. marca
2020 Svetovna zdravstvena organizacija razglasila
pandemijo, saj virus povzro¢a nevarno bolezen co-
vid-19, ki je lahko smrtna pri velikem delezu obolelin
v riziénih skupinah. Ceprav o virusu SARS-CoV-2
in bolezni covid-19 na osnovi intenzivnih raziskav
vemo vedno ved, na Stevilna pomembna vprasanja
Se ne poznamo konénega odgovora. V preglednem
¢lanku predstavljamo znana dejstva o virusu SARS-
CoV-2 in poteku bolezni covid-19.

KLJUCNE BESEDE:
koronavirus, covid-19, pandemija, virusna plju¢nica

ABSTRACT

Outbreak of the novel coronavirus SARS-CoV-2 in
China in the end of 2019 was followed by its rapid
spread all over the world due to its high virulence
and the absence of immunity among the general
population. Therefore, on 111" March 2020 the
World Health Organisation has declared a global
pandemic, since the virus causes a dangerous co-
vid-19 disease, which can be fatal in a large pro-
portion of high-risk patients. Although new facts
about SARS-CoV-2 and covid-19 are coming daily,
many important questions remain unanswered. In
this review article we present current understanding
of SARS-CoV-2 and covid-19 disease.

KEY WORDS:
coronavirus, covid-19, pandemic, viral pneumonia

(samo)izolacije in karantene, ki so imeli velik vpliv na vseh
nivojih nasSega Zivljenja. Do 1. junija 2020 so v Sloveniji po-
trdili 1473 primerov okuzb s SARS-CoV-2 in 108 smrtnih
primerov zaradi bolezni covid-19 (3).

KORONAVIRUSI

Koronavirusi (druzina Orthocoronavirinag) so relativno veliki
virusi, ki vsebujejo enojnovijatno kodirajoco verigo RNA
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(ssRNA(+)), ovito s fosfolipidno membransko ovojnico. Vi-
rusno membrano prebadajo glikoproteini v obliki bodic, ki
koronavirusom dajejo znadilen videz v obliki krone. Koro-
naviruse delimo na razrede alfa, beta, gama in delta. Oku-
Zijo lahko Zivali in ljudi, vendar so dolo¢ene Zivali, kot so
netopirji, imuni za bolezni, povzroCene s koronavirusi (4,
5). Cloveka lahko okuzi sedem znanih koronavirusov, od
katerih med alfakoronaviruse uvr§¢amo HCoV-NL63 in
HCoV-229E, med betakoronaviruse pa HCoV-OCA43,
HCoV-HKU1, virus, ki povzroca hudi akutni respiratorni
sindrom (SARS-CoV), virus bliznjevzhodnega respirator-
nega sindroma (MERS-CoV) in novi virus SARS-CoV-2, ki
je povzrocitelj bolezni covid-19. Nasteti alfakoronavirusi,
HCoV-0C43 in HCoV-HKU1 krozijo med ljudmi in zivalmi
ze vrsto let, tudi v Sloveniji, in povzro¢ajo predvsem pre-
hladna obolenja. Nevarnejsi so SARS-CoV, MERS-CoV in

SARS-CoV-2, saj povzroCajo okuzbe spodnjih dihal, ki v
vedini primerov vodijo do virusne pliucnice, prizadenegjo pa
tudi prebavila, srce, ledvica, jetra in centralni Zivéni sistem,
kar lahko vodi do hkratne odpovedi ve¢ organov ter smirti.
Na osnovi analize genov ta skupina betakoronavirusov
izvira iz netopirjev, vendar je za prenos na Cloveka potreben
vmesni gostitelj, v katerem pride do dodatnih mutacij virusa.
Pri netopirjih lahko najdemo med 5.000 in 10.000 razli¢nih
podtipov koronavirusov. Tako je potencial za pojav novih
koronavirusov, ki lahko okuzijo ¢loveka, izredno velik, zato
je klju€en razvoj novih u€inkovin in cepiv proti tem patoge-
nom (4, 6).

Genom betakoronavirusa SARS-CoV-2 je sestavljen iz 30
kilobaz in nosi zapis za Stevilne strukturne in nestrukturne
proteine, ki odigrajo klju¢no vlogo pri okuzbi gostiteljske
celice in Sirjenju virusa. Najpomembnejsi strukturni protein

SARS-CoV-2
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Slika 1: Vstop virusa SARS-CoV-2 v gostitelisko celico, podvajanje in sproscanje iz celice. Protein S se veZe na receptor ACE2 na membrani
gostiteljske celice [1]. Encim TMPRSS2 cepi in aktivira protein S, kar omogoci Zlitie virusne in celicne membrane in vstop virusa v gostiteljsko
celico z endocitozo [2]. Virus sprosti svojo RNA [3]. S prevajanjem dela RNA se najprej tvori virusni poliprotein, ki ga proteazi 3CLpro in PLpro
cepita v funkcionalne virusne proteine. Nastane replikacijski kompleks, v katerem nastane veliko kopij virusne RNA in virusnih proteinov [4]. Iz
nastalih strukturnih proteinov in RNA v endoplazemskem retikulumu in Golgijevem aparatu nastajajo novi virioni [5], ki zapustijo gostiteljsko

celico z brstenjem [6].

Figure 1: Entry of SARS-CoV-2 in the host cell, its replication and release from cell. Spike protein binds to its receptor ACE2 on the host cell
membrane [1]. Enzyme TMPRSS2 primes the spike protein, which enables fusion of viral and cellular membrane. Virus enters the host cell
by endocytosis [2]. Virus then releases its RNA [3]. Some RNA is translated to viral polyprotein, which is cleaved by 3CLpro and PLpro to
functional viral proteins. In the formed replication complex, numerous copies of viral RNA and proteins are formed [4]. Proteins and RNA are
assembled into new virions in the endoplasmic reticulum and Golgi apparatus [5]. Virions are finally released by exocytosis [6].
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je protein S (spike protein), ki se veze na receptor — encim
angiotenzin konvertaza 2 (ACE2), prisoten na povrSini
membrane gostiteljske celice (7). Protein S je tudi kot an-
tigen glavni induktor imunskega odziva gostitelja. Poleg
tega pomembnega strukturnega proteina pa SARS-CoV-
2 vsebuije Se strukturne proteine N (nukleokapsida), E (ovoj-
nica, envelope) in M (membrana) ter Sestnajst nestrukturnin
proteinov, od katerih imajo nekateri encimsko funkcijo.
Med najpomembnejSimi so od RNA odvisna RNA-polime-
raza (RdRp), glavna cistein proteaza 3CLpro in papainu
podobna proteaza PLpro, ki imajo vsi klju¢no viogo pri
okuzbi gostiteljske celice (1, 8).

Po vezavi na membrano z zgoraj opisano vezavo med
proteinom S in ACE2 sledi endocitoza virusa v celico v en-
dosome, kar olajSa proteolitska cepitev in aktivacija proteina
S s transmembransko serinsko proteazo TMPRSS2 (slika
1) (8). Po vstopu virusa v gostiteljsko celico se najprej spro-
sti virusni genom v obliki ssRNA(+). V okuzeni celici nato v
delu endoplazemskega retikuluma nastanejo Stevilni vezikli
z dvojno membrano (9). Ti vezikli so popolno mesto za za-
SCito virusnega genoma in omogocajo ucinkovit proces
podvajanja s pomocjo replikacijsko-transkripcijskega kom-
pleksa virusa (10). Temu sledi prevajanje virusne RNA v vi-
rusni poliprotein, za kar virus zlorabi mehanizme gostiteljske
celice. Nastali nefunkcionalni poliprotein nato virusni pro-
teazi 3CLpro in PLpro cepita do funkcionalnih virusnih pro-
teinov, odgovornih za podvajanje in sestavljanje virusnih
delcev ali virionov, kar poteka v endoplazemskem retiku-
lumu in Golgijevemn aparatu (11). Nastali virioni se prenesejo
do celicne membrane, sprostijo iz celice z brstenjem in
Sirijo okuzbo z vezavo na nove gostiteliske celice. Intenzivno
podvajanje in sprostitev SARS-CoV-2 iz gostiteljske celice
vodi tudi do piroptoze, ki je vrsta programirane celicne
smirti kot posledica vnetnega procesa. Piroptozi sledi spros-
Canje velike koli¢ine provnetnih citokinov in kemokinov, ki
pritegnejo monocite, makrofage in celice T na mesto
okuzbe, s Eimer povecuijejo vnetje. Pri neustreznem imun-
skem odzivu temu sledi kopi¢enje imunskih celic v pljucih
in pretirano nastajanje provnetnih citokinov, kar ima za po-
sledico poskodbo plju¢nega tkiva (12).

BOLEZEN COVID-19

Virus se prenasa zlasti kapljicno, tako da pri kihanju in ka-
Sljianju okuzenega kapljice z virusom pridejo v stik s sluznico
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nosu, ust in o¢i oseb v blizini, padejo pa tudi na bliznje po-
vrsine. V povprecju ena okuzena oseba okuzi 2 do 3 druge
zdrave osebe. Ker je kuznost virusa zelo visoka, je klju¢na
preventiva, ki zahteva razkuzevanje povrsin in socialno di-
stanco. V zaCetnem, asimptomatskem stanju bolezni co-
vid-19, se virus veze na epitelijske celice v nosni votlini,
kjer se intenzivno razmnozuje. Najintenzivneje se razmno-
zuje prvih nekaj dni, zato so osebe takrat tudi najbolj kuzne,
ni pa nujno, da ze izkazujejo simptome bolezni (13). Inku-
bacijska doba traja od 2 do 14 dni, v povprecju od 4 do 6
dni. Kaoli¢ina virusa v nosno-zrelnem prostoru zacne padati
po sedmih dneh bolezni in v priblizno dveh tednih je v
nosu prisotna le Se neznatna kolic¢ina (13).

Bolezen covid-19 se ne kaze s specificnimi znaki ali simp-
tomi, na osnovi katerih bi jo lahko razlikovali od ostalih vi-
rusnih okuZb dihal, zato je za potrditev ali izkljuCitev okuzbe
z novim koronavirusom potrebno mikrobiolosko testiranje
z odvzemom brisa nosno-zrelnega prostora, zrela, izpirka
zgornijih dihal, izmecka dihal ali drugih kuznin (13, 14). Pri
lazji obliki bolezni je znacilno slabo pocutje, utrujenost, bo-
leCine v miSicah in sklepih, nahod, najpogostejSa znaka
pa sta zviSana telesna temperatura (pri ve¢ kot 88 % oku-
zenih) in suh kaselj (pri ve¢ kot 60 % okuzenih). Priblizno
80 % okuzenih bolnikov ima le blage simptome, ki so ome-
jeni na zgornje in prevodne dihalne poti. Pri priblizno 20 %
bolnikov pa bolezen napreduje do razvoja okuzbe spodnjih
dihalnih poti, kar vodi do hipoksemije in poskodbe pljuc¢
(15). Ti bolniki so v nevarnosti, da se pojavi akutna dihalna
stiska, ki je lahko tudi usodna. Bolezen covid-19 tako kla-
sificiramo na asimptomatsko in blago, ki ne potrebujeta
bolniSni¢nega zdravljenja, ter zmerno covid-19 s plju¢nico
brez hipoksemije, pri kateri je potrebno ambulantno ali bol-
niSnic¢no zdravljenje. Za hudo obliko, ki prizadene priblizno
15 % bolnikov, je znacilna plju¢nica s hipoksemijo, ki zah-
teva sprejem v bolniSnico in poostreno opazovanje zaradi
moznosti poglablianja hipoksemije. Pri 5 % bolnikov pa je
bolezen kriticna, zahteva zdravljenje v intenzivni encti zaradl
dihalne odpovedi in potrebe po umetnem predihavanju,
lahko pa vodi celo do odpovedi ve¢ organov (13, 16, 17).
Bolniki s pridruzenimi boleznimi, kot so bolezni srca in
ozilja, sladkorna bolezen, visok krvni tlak, kroni¢ne bolezni
pliu¢ ali ledvic, rak in debelost, imajo vecje tveganje za
smrtni izid. Zelo pomemben dejavnik tveganja pa je tudi
starost, saj smrtnost narasc€a s starostjo in je najvisja v
skupini nad 80 let (18).

Okuzba z virusom SARS-CoV-2 lahko sprozi prekomeren
odziv imunskega sistema, ki ga imenujemo sindrom spros-
Canja citokinov ali citokinska nevihta (12). Slednja je povezana
S poviSanim sproscanjem vnetnih citokinov, predvsem in-
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terlevkina 6. Mozni napovedni laboratorijski dejavniki hujSega
poteka bolezni so limfopenija, zvisana koncentracija jetrnih
encimoyv, zvisana laktat dehidrogenaza, zviSani oznacevalci
vnetja (C-reaktivni protein, interlevkin 6, feritin), zviSan b-di-
mer, podaljSan protrombinski ¢as, zviSana troponin | in kreatin
kinaza (19). Na slikah racunalniSke tomografiie CT bolnikov
s covid-19 so pogosto vidne spremembe z videzom mle-
¢nega stekla, ki so znacilne za virusne plju¢nice (20).

Za okuzbo s SARS-CoV-2 je klju¢na vezava virusa na ACE2
v celicah pljuc, je pa encim ACEZ2 izrazen tudi v srcu, ledvi-
cah, gastrointestinalnem traktu in testisih. ACE2 je kompo-
nenta sistema renin-angiotenzin in katalizira cepitev angio-
tenzina | v angiotenzin 1-9 ter angiotenzina Il v angiotenzin
1-7. Ravnotezje med angiotenzinom Il in angiotenzinom 1-
7 je izredno pomembno, saj ima angiotenzin Il vazokon-
striktorno delovanje preko vezave na angiotenzinski receptor
tipa 1 (AT1), angiotenzin 1-7 pa vazodilatatorno delovanje
zaradi vezave na angiotenzinski receptor tipa 2 (AT2), kar
ima Stevilne ugodne ucinke na kardiovaskularni in respira-
torni sistem (21). Koristnost uporabe zaviralcev ACE ali an-
tagonistov AT1 za zdravlienje covid-19 je Se vedno nejasna,
velja pa poudariti, da terapevtsko uporabni zaviralci ACE
ne zavirajo ACE2 (22). Trenutno tudi ni dokazane povezave
med jemanjem teh zdravil in hujSim potekom bolezni, kar je
bila ena od hipotez, ker je hujSi potek covid-19 pogostejsi
pri bolnikih s hipertenzijo (21, 23).

TARCEZU\RAZVQQ(HHNV
IN ZDRAVILNIH UCINKOVIN

RNA virusa SARS-CoV-2 nosi zapis za Stevilne proteine, ki
so potencialne tarCe za odkrivanje zdravilnih ucinkovin. Naj-
veC raziskav poteka v smeri razvoja zaviralcev RdRp in pro-
teaz 3CLpro in PLpro, katerih kristalne strukture so ze po-
znane, to pa je podlaga za strukturno podprto nacrtovanje.
Hiter razvoj potencialnih protivirusnih ucinkovin omogoca
tudi velika podobnost genoma SARS-CoV-2 s SARS-CoV
in MERS-CoV (24). Na primer, 3CLpro in RdRp SARS-CoV-
2 in SARS-CoV imata vec kot 95-odstotno podobnost ami-
nokislinskega zaporedja. Proteazi PLpro obeh virusov imata
sicer nizjo, 83-odstotno podobnost zaporedja, vendar je
enakost aminokislinskih ostankov v aktivnem mestu bi-
stveno visja (6, 25). Ta podobnost omogoca, da lahko v
kratkem Easu testiramo veliko Stevilo znanih spojin z doka-
zanim delovanjem na SARS-CoV in MERS-CoV, s pomogjo
Cesar so ze identificirali potencialne protivirusne ucinkovine,

ki so v predklini¢nih in klini¢nih fazah razvoja (26). Tudi inte-
rakcija med proteinom S in receptorjem ACE2 na povrsini
membrane gostiteljske celice ima velik pomen za odkrivanje
novih ucinkovin in cepiv za preprecevanje in zdravljenje co-
vid-19, saj je to zaCetni stik, ki sproZi proces okuzbe (27).
Hiter potek raziskav in obetavni rezultati klini¢nih testiranj
nam dajejo upanje, da bo kmalu na voljo varno in ucinkovito
zdravilo in/ali cepivo proti bolezni covid-19. Vec informacij
o razvoju ucinkovin in cepiv sledi v drugih prispevkih te Ste-
vilke Farmacevtskega vestnika.

SKLEP

Nedvomno je pandemija zaradi izbruha SARS-CoV-2 in
bolezni covid-19 vsaj za kratek Cas spremenila ves svet.
Tako hitrega in intenzivnega poteka raziskav, kot v primeru
covid-19, Se ni bilo nikoli. Ceprav spoznavamo vedno ved
dejstev 0 samem virusu in bolezni covid-19, veliko neznank
Se vedno ostaja. Skrb vzbujajoCa so porodila, ki kazejo,
da covid-19 lahko pusti dolgotrajnejSe posledice na or-
ganizmu in da okuzba s SARS-CoV-2 lahko vodi do avtoi-
munskih bolezni (npr. do Kawasakijevega sindroma pri
otrocih (28)). Zaradi vrste strogih ukrepov je nekaterim
drzavam, tudi Sloveniji, uspelo zajeziti Sirjenje virusa in po-
Casi se nasa zivljenja vracajo v stare tirnice, vendar ob ne-
prekinjeni veljavi Stevilnih omejitev zaradi strahu pred po-
novnim porastom okuzb. Pomembna vprasanja ostajajo
Se neodgovorjena: (i) Ali oseba, ki preboli covid-19, postane
dolgotrajno imuna na okuzbo s SARS-CoV-27, (i) Ali bomo
imeli ponovni izbruh virusa SARS-CoV-2 v jeseni 2020 ali
v naslednijih letih? Vsi z velikim pri¢akovanjem ¢akamo na
rezultate Klini¢nih presku$anj zdravilnih ucinkovin za zdra-
vljenje covid-19 in cepiv za preprecevanje okuzb s SARS-
CoV-2, s katerimi bi lahko zaS¢itili predvsem rizicne skupine
oseb in pridobili potreben obd&utek varnosti za naso pri-
hodnost, saj bo virus zelo verjetno ostal med nami.
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POVZETEK

V spopadanju s pandemijo bolezni covid-19 so bile
neprimerljivo uspesnejse drzave z obseznim labo-
ratorijskim testiranjem, doslednim spremljanjem in
izolacijo okuzenih oseb. K hitrejSi in u€inkoviti zdrav-
niski obravnavi pomembno doprinese laboratorijska
diagnostika. Njena vloga je, da izbira najboljSe me-
tode, ki so v danem trenutku na razpolago in zago-
tavljajo kakovostne, zanesljive rezultate v najkrajSem
moznem ¢Casu. V Clanku predstavljamo spoznanja
o imunskem odzivu po okuzbi s SARS-CoV-2, pri-
stope v diagnostiki virusnih okuzb in znacilnosti do-
bre diagnosticne metode. Predstavijena je diagno-
stika covid-19 z vidika prepoznavanja aktivne
(virusna RNA) in prebolele okuzbe (protitelesa proti
virusnim antigenom) kot tudi spremembe v bioke-
mijskih parametrih in uporabnost diagnosticnih re-
zultatov za uspesno obvladovanje pandemije SARS-
CoV-2.

KLJUCNE BESEDE:
diagnostika SARS-CoV-2, imunski odziv, moleku-
larne metode, seroloski testi, zakonodaja

ABSTRACT

In the fight against covid -19, countries where ex-
tensive laboratory testing, consistent monitoring
and isolation of infected individuals were imple-
mented have been incomparably more successful.
Laboratory diagnostics contributes to faster and
more efficient medical decisions. Its role is to select
the best methods available at a given time, and to
provide high quality and reliable results in the short-
est possible time. Herein, we present the latest find-
ings on the immune response to a SARS-CoV-2 in-
fection, approaches in the diagnosis of viral
infections and the characteristics of a good diag-
nostic method. We present the diagnostics of co-
vid-19 from recognising active (viral RNA) and past
infection (antibodies against viral antigens) to
changes in biochemical parameters and the appli-
cability of diagnostic results for successful man-
agement of the SARS-CoV-2 pandemic.

KEY WORDS:
SARS-CoV-2 diagnostics, immune response,
molecular methods, serological tests, legislation
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Za obvladovanje pandemije in boj proti eventualnemu no-
vemu izbruhu okuzbe covid-19 je bistvenega pomena te-
stiranje na prisotnost okuzbe ali na preteklo izpostavljenost
virusu SARS-CoV-2. Za obvladovanie razli¢nih stopenj pan-
demije je pomembno razumeti namen posameznega te-
stiranja ter diagnosti¢no uporabno vrednost (1). Vloga me-
dicinskih laboratorijev je, da izbirajo najboljse metode, ki
SO na razpolago, in tako zagotavijajo kakovostne, zanesljive
rezultate ter hitrejSo in ucinkovito zdravnisko obravnavo
bolnika.

Simptomi covid-19 so raznoliki, predvsem pa nespecificni
in sorodni Stevilnim respiratornim okuzbam. Zato je labo-
ratorijska diagnostika nujna, saj lahko odkrije in potrdi pov-
zroCitelja okuzbe, virus SARS-CoV-2. Klini¢na in znanstvena
spoznanja, ki jin je stroka dobila ob epidemiji SARS leta
2002, so pomembno vodila in pospesila razvoj diagnosti-
¢nih metod ob pandemiji covid-19. Leta 2002 so potre-
bovali kar pet mesecev za odkritje nukleotidnega zaporedja
virusnega genoma SARS-CoV, kar je kon¢no vodilo do
razvoja metode veriznega pomnozevanja s polimerazo
(PCR) ter dokazovanja povzrocitelja okuzb. V primeru
SARS-CoV-2 je Center za kontrolo in preprecevanie bolezni
(CDC) 13. januarja 2020 objavil, da je genom virusa SARS-
CoV-2 dostopen v podatkovni bazi GenBank, prvo metodo
za dokazovanije prisotnosti virusa pa so objavili tri dni kas-
neje (1, 2).

V prispevku predstavljamo in podajamo pomen kljucnih
laboratorijskin metod dokazovanja virusa SARS-CoV-2 in
imunskega odziva nanj ter povzetek ostalih laboratorijskih
parametrov, ki glede na trenutno poznavanje dopolnjujejo
diagnostiko covid-19.

IMUNSKI ODZIV NA VIRUSNO
OKUZBO NA PRIMERU
SARS-COV-2

Vstop virusa SARS-CoV-2 v celico pote¢e z receptorsko
olajano endocitozo virusnega delca, kiji sledi Zlitje virusne
ovojnice z membrano endosoma. Posledica vstopa, do-
zorevanja virusa in spros¢anja virusnih delcev je piroptoza,
posebna oblika programirane celi¢ne smrti. Ta sprozi akti-
vacijo okoliskih celic epitelija, endotelija in alveolarnih ma-
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krofagov, da izlo¢ajo kemokine in vnetne citokine, kar vodi
v privablianje monocitov, makrofagov in limfocitov na mesto
vnetja v pliucih (3). Prvi odziv je torej aktivacija prirojenega
imunskega odziva. Temu sledi aktivacija pridoblijenega
imunskega sistema, ki se pri bolnikin s covid-19 pokaze
po enem tednu od nastopa simptomov (3). Aktivacija cito-
toksi¢nih limfocitov T vodi neposredno do smrti okuzene
celice, aktivirane dendriticne celice in celice T pomagalke
pa Se dodatno aktivirajo tako citotoksi¢ne limfocite T kot
tudi limfocite B. SoCasno izloajo vnetne citokine, potrebne
za nadaljnjo rekrutacijo in aktivacijo imunskih celic, kar vodi
do vzpostavitve povratne vnetne zanke. Aktivirani limfociti
B posredujejo humoralno imunost v obliki specifiénih pro-
titeles (4). Razvoj protiteles proti SARS-CoV-2 je naceloma
hiter in v skladu z dinamiko virusnega bremena (3). Pri bol-
nikih s covid-19 so detektirali serokonverzijo (protitelesni
imunski odziv) v prvem tednu po nastopu simptomov
okuzbe, najprej v obliki nizkoafinitetnih protiteles IgM, v
drugem tednu so prevladala IgG, katerih titer je vrh dosegel
do konca tretjega tedna (3, 5). V raziskavi na 285 bolnikih
je Long s sodelavci pri vseh bolnikih dokazal specificna
protitelesa v tretiem tednu od pojava simptomov covid-19
in potek serokonverzije na tri nacine: IgM pred IgG, 1gG
soc¢asno z IgM in IgM za IgG. Koncentracija IgM oz. 1gG je
plato dosegla Sest dni po serokonverziji, razlike med bolniki
z najvi§jo in najnizjo koncentracijo pa so bile kar do dvaj-
setkratne, ob Semer pa koncentracija ni nujno korelirala s
klini€nimi znaki (6). Za dolgotrajno imunost proti SARS-
CoV-2 so potrebna nevtralizacijska protitelesa, usmerjena
proti povrSinskim antigenom. V primeru SARS-CoV-2 je
kljuCen antigen protein S, ki je odgovoren za vstop virusa
v celice. Raziskave okuzb s SARS-CoV v letih 2002 do
2008 so pokazale, da je za uspeSno premagovanije virusa
potreben preklop iz prirojene v pridoblieno imunost. Pri
SARS-CoV so spominske limfocite T odkrili tudi Se po
dveh letih od prebolele okuzbe, kar nakazuje, da je za
nadzor in razreSitev okuzbe s SARS-CoV potrebna celi¢na
imunost (3). V primeru SARS-CoV je visoka koncentracija
protiteles pomenila ugodnejSi potek bolezni in manj zaple-
tov (4). Nasprotno so raziskave covid-19 pokazale, da vi-
soke koncentracije protiteles v akutni fazi okuzbe (prva
dva tedna) lahko poslab$ajo vnetje in vodijo v prizadetost
organov preko s protitelesi posredovanega ojacanja imun-
skega odziva, kar naj bi po nekaterih raziskavah pomenilo
tezji klini¢ni potek bolezni (3, 7). Poleg tega nevtralizacijska
protitelesa pozitivho korelirajo z oznacevalcem vnetja CRP
in negativno s Steviléno koncentracijo limfocitov ob spre-
jemu, starejSi bolniki pa imajo visje titre nevtralizacijskih
protiteles v primerjavi z mlajSimi, ki imajo tudi sicer ugod-
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nejSo napoved (8). Trenutno Se ni znano, ali preboleli osta-
nejo dolgotrajno odporni proti SARS-CoV-2 (3, 8).

LABORATORIJSKA
DIAGNOSTIKA VIRUSNIH
OKUZB

Diagnostika virusnih okuzb poteka na dveh ravneh: nepo-
sredno z dokazovanjem prisotnosti virusa in posredno z mer-
jenjem odziva imunskega sistema okuzene osebe na virus.
Prisotnost virusa v sploSnem ugotavliamo z dokazovanjem
virusnih nukleinskih kislin (RNA ali DNA), obi¢ajno z metodo
verizne reakcije s polimerazo (PCR) ali PCR v realnem Sasu.
Osamitev virusov v celi¢ni kulturi je pred razvojem moleku-
larnih preiskav predstavijala zlati standard v diagnostiki vi-
rusnih okuzb, danes pa je predvsem zaradi zamudnosti in
nizje analizne obcutljivosti ter tudi vecje ogrozenosti labora-
torijskega osebja nekoliko izgubila na pomenu. Virusne anti-
gene doloCamo neposredno v kuznini ali po osamitvi v celi¢ni
kulturi, obicajno z metodo direktne imunofluorescence (DIF)
ali z encimskoimunskimi metodami. V zadnjih letih so na
voljo tudi testi za diagnostiko ob bolniku (POCT), ki delujejo
na principu lateralne imunodifuzije, a izkazujejo bistveno nizjo
analizno obcutliivost (9, 10).

SeroloSke preiskave omogocCajo oceno odziva okuzene
osebe na okuzbo oziroma njenega imunskega statusa. He-
mogram, rezultati biokemijskih preiskav in vnetni oznacevalci
nam dajo vpogled v stanje organizma in omogocajo tudi na-
poved poteka bolezni. Z dokazovanjem prisotnosti specificnin
protiteles pa odkrijemo osebe, ki so okuzbo prebolele in so
pred ponovno okuzbo morda tudi dolgotrajno zascitene. Z
dokazovanjem prisotnosti IgM ali IgG obi¢ajno razlikujemo
med aktivno in prebolelo okuzbo, vendar se prav pri SARS-
CoV-2 to kaZe za nezanesljivo. Dinamika nastajanja in persi-
stence protiteles IgA v krvi je manj predvidljiva, zato jih v dia-
gnostiki redkeje uporabliamo. Za doloCanje specificnih
protiteles v serumu najpogosteje uporabliamo imunske me-
tode na trdnem nosilcu (npr. ELISA), aglutinacijske teste in
metodo imunskega odtisa (11).

ZNACILNOSTI DOBRE
LABORATORIJSKE
DIAGNOSTICNE METODE

V vseh fazah razvoja, izdelave in uvajanja laboratorijske
preiskave je vrednotenje pomembna osnova zagotavljanja

kakovostnih rezultatov. Vrednotimo lahko metodo, analizni
komplet, rezultate ali celotno preiskavo, ki obsega metodo,
reagente in pripomocke, rezultate in uc€inkovitost postopka.
Za vrednotenje metode so najpomembnejSe meja detekcije
(najmanjSa zaznavna koli¢ina merjenca), analizna obdutlji-
vost (najmanjSa zaznana sprememba mnozine merjenca)
in analizna specifi¢nost (sposobnost dolocitve samo Zele-
nega merjenca v mesanici razlicnih snovi) (12).

Pri vrednotenju rezultatov je pomembna klinina ucinkovi-
tost: ali lahko z njimi loCujemo med skupinami zdravih in
bolnih ter med skupinami bolnih s podobnimi boleznimi.
SpecifiCnost rezultata ali diagnosti¢no oz. klinicno specifi-
¢nost izraCunamo kot delez zdravih, pri katerih je rezultat
testa normalen. Diagnosti¢na oz. Kklinicna obc&utljivost pa
predstavlja delez bolnikov s patoloskim rezultatom.
Vrednotenje analiznega kompleta je enako za uporabo v
ro¢ni ali avtomatizirani izvedbi. Imamo pa dodatne zahteve
za uporabo v diagnostiki v primerjavi z uporabo za razi-
skovalne namene.

Vrednotenje preiskave sloni na pristopih vrednotenja zdrav-
stvenih tehnologij, ki vkljuCujejo tudi ekonomske in druge
vidike (13), pri &emer je pomembno spremljanje vigilance
medicinskih pripomockov.

Pri metodah, ki temeljijo na imunokemijskih reakcijah, lahko
analizna specificnost predstavija tezavo zaradi heteroge-
nosti pacientovih protiteles. Slednje vpliva tudi na vredno-
tenje rezultatov: imunski odziv sestavlja mnozica protiteles
proti razliénim mikrobnim antigenom in njihovim epitopom,
na katere se vezejo z razlicnimi afinitetami. Tako z razli¢nimi
izvedbami metod zajamemo praviloma samo del protiteles
in se zato lahko rezultati med seboj razlikujejo (14).
Diagnosti¢na metoda je dobra, ¢e z njo zaznamo klinicno
pomembna protitelesa (nanasajo¢ se na vrednotenje re-
zultatov) in lahko spremljamo Ze majhne spremembe v
koncentracijah (nanasajo¢ se na vrednotenje metode).

LABORATORIJSKA
DIAGNOSTIKA COVID-19

5.1 BIOKEMIJSKI LABORATORIJSKI
PARAMETRI OB OKUZBI S SARS-
COV-2

Klinicne znacilnosti covid-19 so Siroko opredeliene (15),
medtem ko reprezentativni nabor laboratorijskih parametrov
Se vedno postavljajo. Laboratorijska medicina igra bistveno
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vlogo pri zgodnjem odkrivanju in diagnozi covid-19, vec
parametrov pa kaze tudi napovedno vrednost.

Dosedanje metaanalize kazejo, da z laboratorijskimi anali-
zami dobro opredelimo potek bolezni pri bolnikih, ki po-
trebujejo obravnavo v intenzivni negovalni enoti, slabse pa
pri tistih, ki imajo blazji potek bolezni. Zhang in sod. v svoji
raziskavi na 140 bolnikih s covid-19 (58 s hudim potekom)
ugotavljajo bistveno visje vrednosti D-dimera (razgradnega
produkta fibrina), CRP in prokalcitonina pri bolnikih s hudo
boleznijo v primerjavi s tistimi z blaZjo obliko (16). V raziskavi
z 41 bolniki s covid-19 (13 s hudo boleznijo) so bili po-
membni napovedni dejavniki sprejema na oddelek: levko-
citoza, nevtrofilija, limfopenija, protrombinski ¢as, D-dimer,
albumin, ALT, celotni bilirubin, LDH in prokalcitonin, kate-
rega vrednosti so bile povisane pri 25 % bolnikov, sprejetih
na intenzivno enoto, medtem ko pri bolnikih z blagim po-
tekom ni bil povisan (17).

Povzamemo lahko, da so najpogostejSe spremembe pri-
sotne pri naslednjin parametrih: limfopenija (3575 % pri-
merov), poviSane vrednosti CRP (75-93 % primerov), LDH
(27-92 % primerov), sedimentacija eritrocitov (do 85 %
primerov) in D-dimer (36-43 % primerov), nizke koncen-
tracije albumina v serumu (50-98 % primerov) in hemo-
globina (41-50 %) ter vnetni citokini, ki lahko privedejo do
citokinske nevinte (18, 19). V preglednici 1 je povzetek
kandidatnih parametrov, ki bi lahko sluZzili kot klini¢ni na-
povedni dejavniki za resnost bolezni ali smrtni izid covid-
19 in bi jih uporabljali v stratifikacijskih modelih. V prihod-
nosti bo potrebno analizirati bazo bolnikov z razliénim
potekom in izidom bolezni in na ta nacin ugotoviti pomen
posameznega parametra. Zelo pomembne bi bile tudi
vrednosti omenjenih parametrov v skupini umrlih. Vecino
dosedanijih raziskav so naredili na populaciji vzhodne Azije,

predvsem Kitajske, v prihodnosti pa pri¢akujemo tudi re-
zultate iz evropskih in ameriskin raziskav. Sele medsebojna
primerjava rezultatov bo presegla morebitni odklon zaradi
razlik v rasi in pomenila nepristransko oceno pomena ne-
kega parametra.

5.2 DOKAZOVANJE PRISOTNOST!
OKUZBE: VIRUSNA RNA IN VIRUSNI
ANTIGENI

Za zgodnije in neposredno prepoznavanje okuzbe z virusom
SARS-CoV-2 uporabliamo metode, ki jih uvrstimo v dve
kategoriji. V prvi so metode, ki zaznajo virusno RNA, v
drugi pa tiste, ki zaznajo virusne antigene. Svetovna zdrav-
stvena organizacija (WHO) in Evropski center za preprece-
vanje in obvladovanije bolezni (ECDC) trenutno priporo¢ata
predvsem uporabo metod iz prve kategorije, ki temeljijo
na uporabi verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu s
predhodno reverzno transkripcijo (RT-gPCR), s katero pom-
nozimo in kvantificiramo odseke virusnega genetskega
materiala v vzorcu preiskovanca (slika 1). Kot pozitivni kon-
trolni vzorec uporabliamo standardizirano koncentracijo
specificnega zaporedja RNA SARS-CoV-2, za negativho
kontrolo pa vodo brez RNaz in DNaz in negativni vzorec
izolacije RNA, ki ga pripravimo iz neuporabliene palCke za
odvzem brisa. S testi dolo¢imo enega ali ve¢ tarénih genov
v genomu SARS-CoV-2, kot so geni E, N, S (kodirajo ra-
zlicne proteine, ki se nahajajo na povrSinski ovojnici)
in RdRp (kodira virusno od RNA odvisno RNA-polimerazo).
Za metode doloCanja SARS-CoV-2, ki temeljjo na RT-
gPCR, sta znadilni visoki analizna specificnost (97-100 %)
in analizna obd&utljivost, saj z njima zaznamo zelo nizko

Preglednica 1: Povzetek sprememb laboratorijskih parametrov pri bolnikih s teZjo oz. usodno obliko covid-19 (16-19).
Table 1: Summary of changes in laboratory parameters in patients with severe covid-19 illness (16-19).

Hemogram Biokemija

Vnetni oznacevalci

1 Stevilo levkocitov { albumin

T Stevilo nevtrofilcev
d Stevilo limfocitov

{ Stevilo trombocitov
 Stevilo eozinofilcev
{ hemoglobin

1 bilirubin, celotni
T secnina

T kreatinin

T kreatin kinaza

Koagulacija

T mioglobin
T protrombinski ¢as

T D-dimer T sréni troponin |

T alanin aminotransferaza
T aspartat aminotransferaza

T laktat dehidrogenaza

T kreatin kinaza-MB

T hitrost sedimentacije eritrocitov
T CRP

T serumski feritin

T prokalcitonin

T IL-2R

T IL-6

TIL-8

T IL-10
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koncentracijo virusne RNA (meja detekcije nekaterih testov
je 1 do 10 kopij virusne RNA/reakcijo) (20). Nekoliko bolj
problemati¢na je klini¢na obcCutljivost, saj s testom zaradi
variabilnih koliCin virusa (t. i. virusnega bremena) v zgornjih
dihalih v posameznih stopnjah okuzbe ali neustrezno odv-
zetega vzorca nekaterih okuzenih posameznikov ne za-
znamo. Prisotnost virusa najpogosteje ugotavljamo v vzor-
cih zgornjih dihal, kot sta bris ali izpirek nosno-zrelnega
predela ali Zrela, saj je odvzem teh najenostavnejsi. Vendar
pa v raziskavah ugotavljajo, da je virusno breme v prvih
dveh tednih po okuzbi najvedje v spodnijih dihalih, zato so
analize na vzorcih spodnjih dihal, kot sta sputum in bron-
hoalveolarni izpirek, bolj zanesljive. Zbiranje teh je tezav-
nejSe, obstaja opa tudi veCja moznost nastanka aerosola
in posledicno prenosa okuzbe (21, 22). Kljub prisotni okuzbi
je tako test lahko negativen, ¢e je v Easu vzorcenja virusno
breme nizko. V primeru, da pri pacientu obstaja utemeljen
sum na okuzbo, je priporodliivo ponovno testiranje, ki ga,
¢e je to le mozno, izvedemo na vzorcu iz spodnjih dihal
(22). Celoten analizni postopek skupaj z izolacijo virusne
RNA iz vzorca traja od 3 do 5 ur, za izvedbo je potrebna
posebna laboratorijska oprema. Pospeseno razvijajo me-
tode, ki bi omogocile hitrejSo in enostavnejSo izvedbo ana-
lize. Zanimive so metode za detekcijo virusne RNA, ki te-
meljijo na mehanizmu z zanko posredovanega izotermnega
pomnozevanja z reverzno transkripcijo (RT-LAMP), in me-
tode, ki temeljijo na uporabi tehnologije CRISPR/Cas. Pri
slednji encim Cas12 ali Cas13 hkrati cepi virusno RNA in
fluorescentno oznacene sonde. To vodi v porast fluores-
cence vzorca, ki jo zaznamo. Kot RT-gPCR so v vecini pri-
merov tudi te metode sposobne zaznati zelo nizke kon-
centracije virusne RNA — meja detekcije ene izmed metod
CRISPR/Cas SARS-CoV-2 je denimo 6,75 kopij RNA/mL
transportnega medija (23). Analize potekajo pri nespreme-
njeni temperaturi, zato za izvedbo ne potrebujemo drage
opreme. Nekatere metode omogocajo zaznavo rezultata
s prostim ocesom. Obi¢ajno so hitrejSe, saj omogocajo

pridobitev rezultata v manj kot eni uri. Zato so te metode
primerne tudi za razvoj hitrih testov (21).

5.3 POTRJEVANJE IMUNSKEGA ODZIVA
NA OKUZBO: MERJENJE
PROTITELES

Glede na naSe trenutno znanje o virusu SARS-CoV-2 in
odzivu imunskega sistema nanj je serolosko testiranje na
protitelesa proti SARS-CoV-2 uporabno:

1. za posredni dokaz akutne okuzbe in ugotavljanje pre-

bolele okuzbe,

. za dolocitve prevalence virusa v dolo¢eni populaciji,

3. za identifikacijo posameznikov, ki so razvili mo¢an pro-
titelesni imunski odziv na okuzbo in bi lahko bili darovalci
rekonvalescentnega seruma za terapijo,

4. za bazi¢ne raziskave imunskega odziva ob okuzbi s
SARS-CoV-2 in razvoj cepiv ter

5. za dolocitev posameznikove odpornosti (imunosti) na
SARS-CoV-2.

N

Za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-CoV-2
so danes na trgu Stevilni analizni kompleti, ki temeljijo na
encimskoimunski tehniki na trdnem nosilcu ali imunokro-
matografiji.

5.3.1 Encimskoimunske metode na trdnem
nosilcu (ELISA)

ELISA je biokemijska metoda, ki jo v imunologiji upora-
bljamo za detekcijo protiteles ali antigenov v vzorcu. Temelji
na specificni interakciji med antigenom (npr. protein virusne
ovojnice) in protitelesom v serumu preiskovanca (slika 2).
V primeru okuzbe s SARS-CoV-2 metodo ELISA upora-
bliamo predvsem za doloCanje prisotnosti protiteles IgG in
IgM pri bolniku, lahko pa tudi za doloCanje protiteles IgA in
celokupnih protiteles (3,4). Kot antigene v imunoloskih me-

Slika 1: Metoda RT-qPCR za doloCanje prisotnosti virusne RNA v vzorcu nosno-Zrelnega brisa preiskovanca.
Figure 1: RT-gPCR method for detection of viral RNA in a sample of nasopharyngeal swab.
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Slika 2: Princip metode ELISA za doloCanje prisotnosti protiteles IgG in IgM v serumu preiskovanca s prisotno okuzbo s SARS-CoV-2.
Figure 2: Principle of ELISA method for detection of IgG and IgM antibodies against SARS-CoV-2 in a serum sample.

todah uporabliamo razli¢ne povrsinske proteine SARS-
CoV-2. Najveckrat sta to rekombinantni protein jedrne ovoj-
nice (N) ali »spike« protein (njegova podenota S1 ali domena
za vezavo receptorja (RBD)), predvsem domena RBD naj
bi bila znacilna za SARS-CoV-2, kar je pomembno za lo-
Cevanje novega seva koronavirusa od predhodnih (24, 25).
Pri uporabi teh proteinov kot antigenov se je namre¢ po-
trebno zavedati potencialne navzkrizne reaktivnosti pre-
iskovancevih protiteles proti obi¢ajno kroze€im alfa- (NL63
in 229E) in betakoronavirusom (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).

Pri posameznikih s simptomatsko okuzbo covid-19 proti-
teles proti SAR-CoV-2 obi¢ajno ni mogoce zaznati v prvih
sedmih dneh po pojavu simptomov. Pri vecini hospitalizi-
ranih bolnikov zaznamo protitelesa IgG 14 dni, zagotovo
pa 28 dni po pojavu simptomov (25). Zaradi tega je ucin-
kovitost seroloskih metod za zgodnje diagnosticiranje co-
vid-19 zelo omejena. Kdaj lahko zaznamo prisotna proti-
telesa proti SARS-CoV-2, je odvisno od posameznikovega
imunskega odziva in od analizne obcutljivosti uporabliene
metode. Protitelesni odziv tudi ni primeren za oceno, ali je
preiskovana oseba v danem trenutku kuzna ali ne. Pri za-
nesljivih, ustrezno validiranih serolosSkih metodah lahko ne-
gativni rezultat kaze na odsotnost predhodne izpostavlje-
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nosti 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 mogocCe zaznati. Nasprotno pa pozitiven rezultat te-
stiranja na protitelesa IgG proti SARS-CoV-2 pomeni ali
akutno ali prebolelo okuzbo (24). Izvedba metode ELISA,
ki jo ze uporabljajo nekateri osrednii slovenski laboratoriji,
izkazuje 99,81-odstotno klini¢no specificnost (95-odstotni
interval zaupanja) in 88,1 oz. 100-odstotno klinicno ob-
Cutljivost (95-odstotni interval zaupanja), ¢e so bili vzorci
seruma testirani po sedmem oz. po Stirinajstem dnevu po
potrjeni okuzbi s PCR (26).

5.3.2 Imunokromatografske metode

Imunokromatografske metode (fateral flow immunoassays)
SO obiCajno kvalitativne (podajo rezultat kot prisotnost ali
odsotnost merjenca), v nekaterih primerih pa tudi semi-
kvantitativne (rezultat podajo v koncentracijskin obmaodiih).
Znacilinosti metodologije omogocajo pripravo analiznega
kompleta, ki je majhen, prenosljivin enostaven za uporabo,
zato ga lahko uporabliamo tudi za testiranje ob pacientu
(POCT) ali za samotestiranje (t. i. hitri testi). Za analizo je
potrebno malo vzorca (pogosto kaplja kapilarne krvi), re-
zultat pa pridobimo v ¢asu od 10 do 30 minut (26). Ceno-
vno so relativno dostopni, zato priljublienost uporabe v
druzbi naras¢a. Med hitrimi testi za dokazovanje okuzbe s
SARS-CoV-2 najhitreje razvijajo imunokromatografske teste
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Slika 3: Princip imunokromatografske metode (hitri test) za doloCanje protiteles IgG in IgM v krvi, serumu ali plazmi preiskovanca, okuzenega

s SARS-CoV-2.

Figure 3: Principle of immunochromatographic method (fapid test’) for detection of IgG an IgM antibodies against SARS-CoV-2 in a blood,

serum or plasma sample.

za doloc¢anje protivirusnih protiteles (IgM in IgG) v polni ka-
pilarni krvi, serumu ali plazmi (slika 3) (29).

Na podoben nacin delujejo tudi hitri imunokromatografski
testi za doloCanje virusnih antigenov v nosno-zrelnem brisu
v stanju aktivne okuzbe. Edina razlika je, da se po nanosu
vzorca na testni listi€ virusni antigen iz vzorca veze na
oznacena monoklonska protitelesa proti SARS-CoV-2 na
ploscici.

Hitri testi za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-
CoV-2 so v nekaj mesecih od pojava covid-19 dobesedno
preplavili vse svetovne trge. Stroka na (samo)testiranje s
trenutno dostopnimi hitrimi testi gleda kriticno, saj ti testi v
mnogih primerih niso mednarodno preizkuseni. Obstaja
namreC velika verjetnost za lazno negativne rezultate, ko
je koli¢ina prisotnih protiteles oz. antigena pod pragom
detekcije, ali lazno pozitivne rezultate v primeru pretekle
okuzbe z drugo vrsto koronavirusa (SARS-CoV, MERS-
CoV).
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OD RAZVOJA DIAGNOSTICNE
METODE DO TRGA IN
POSAMEZNIKA

Laboratorijske metode, reagenti in pripomocki morajo biti
skladni z evropsko zakonodajo na tem podrodju (oznaka
CE) in validirani kot diagnosti¢ni medicinski pripomocek in
vitro (oznaka IVD). Vrednotenje za diagnostiko je predpisano
z Direktivo 93/42/EGS o medicinskih pripomockih (MDD),
Uredbo EU 2017/746, z zakonom (ZMedPri, 2009) in Pra-
vilnikom o medicinskih pripomockih (UL 37/10 in 66/12).
Stevilo molekularnih testov, ki prihajajo na trzigse, iz dneva
v dan naras¢a. Do 20. maja 2020 je bilo na seznamu fun-
dacije FIND (neprofitna organizacija, ki spodbuja inovacije
in razvoj diagnostike) kar 269 metod RT-gPCR.

V Sloveniji so ob izbruhu pandemije molekularne diagno-
sti¢ne metode za prisotnost virusa SARS-CoV-2 v vzorcih
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zgornijih dihal izvajali Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje
in hrano, InStitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani (IMl) in Klinika Golnik.

Z zaCetkom nacionalne raziskave covid-19 so na IMI zaCeli
tudi z uporabo metode ELISA za doloCanja protiteles IgG
in IgA, Ki so jo izbrali na konsenzu evropskih strokovnjakov
glede na najboljSe izkazane parametre obcutljivosti in spe-
cificnosti med takrat dostopnimi metodami. Imunokroma-
tografski hitri testi za doloCanje prisotnosti protiteles proti
SARS-CoV-2 so v Sloveniji zaenkrat namenjeni samo stro-
kovni uporabi. Nekateri Ze izpolnjujejo zahteve standarda
ISO 13485, s katerim proizvajalci medicinskih pripomockov
dokazujejo usklajenost sistema kakovosti in izpolnjevanje
dela zahtev MDD. 20. maja 2020 je bilo v bazi FIND 122
na trgu dostopnih imunokromatografskih analiznih kom-
pletov za detekcijo protiteles proti SARS-CoV-2 z oznako
CE-IVD (20). Pricakovati je, da bodo za samotestiranje do-
stopni tudi v Sloveniji. Dokler ni poznana narava imunskega
odziva in ni potrjena trajna imunost, je pomen rezultatov
prisotnih IgG in IgM omejen. Hkrati velja opozoriti, da je na
trgu tudi veliko hitrih testov nepreverjenih proizvajalcev, ki
s0 nekakovostni in vodijo do laZzno negativnih ali lazno po-
zitivnih rezultatov. Dokler hitri imunokromatografski testi ne
bodo ustrezno ovrednoteni, WHO odsvetuje njihovo upo-
rabo v klini¢ni praksi, spodbuja pa njihov razvoj, izboljSe-
vanje in preverjanje kakovosti (30).

IMUNSKI POTNI LIST

Pristop (samo)izolacije v obdobju pandemije covid-19 se
je izkazal kot ucCinkovita strategija, ki omogoca relativno
dobro prezivetje v splosni populaciji, vendar ne brez po-
sledic. V Zelji po ¢imprejSnjem zagonu gospodarstva in
drugih aktivnostih se je pojavila ideja 0 imunskem potnem
listu (Immunity Passport), izdanem na osnovi rezultatov te-
stiranj. Potni list bi dovoljeval prosto gibanje in vrnitev na
delovno mesto, saj bi zagotavljal, da lastnik ni veC kuzen,
je pa odporen proti ponovni okuzbi z virusom SARS-CoV-
2. Zaradi Stevilnih predanaliznih in analiznih dejavnikov, ki
vplivajo na zanesljivost rezultatov trenutno dostopnih testov
in relativno slabega poznavanja koncentracijske dinamike
protiteles so se pojavile kritike takSnega pristopa. Izdaja
imunskega potnega lista osebi s spregledano kuznostjo bi
pomenila novo groznjo za zdravje ljudi, iz etiCnega vidika
pa je na mestu tudi pomislek o priviligiranosti oseb z imun-
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skim potnim listom (31). Ceprav je nekaj drzav prediagalo
uvedbo imunskega potnega lista (Cile, Nemdija, Italija, VB,
ZDA itd.), v digitalni ali fizicni obliki, pa WHO temu naspro-
tuje (32). Stalisce WHO je, da trenutna testiranja ne morejo
zagotavljati tocnih rezultatov za izdajo imunskega potnega
lista, vendar se lahko razmere z dvigom kakovosti testov
in novih spoznanj o trajanju imunosti spremenijo.

SKLEP

Razvoj in uporaba sodobnih molekularnih tehnik danes
omogocata hiter odziv na pojav nove okuzbe v druzbi in
pravilno identifikacijo prakticno katere koli vrste virusa ali
bakterije. Vecji izziv ostajajo seroloske metode dokazovanja
protiteles, tako z vidika validacije metode kot uporabne
vrednosti rezultatov. V nekaj mesecih bo razvoj kakovostnih
hitrih testov nedvomno doprinesel k ucinkovitejSi obravnavi
bolnikov s covid-19 v morebitnem drugem valu epidemije,
ki ga epidemiologi napovedujejo jeseni oziroma pozimi
2020. Ne glede na kakovost metod oz. zanesljivost rezul-
tatov bosta klju¢nega pomena ucinkovito sodelovanje med
zdravnisko stroko in zdravstvenimi delavci v laboratoriju
ter ustrezna interpretacija rezultatov diagnosti¢nih metod
skupaj s Klini¢no sliko bolnika in lastnostmi analiziranega
vzorca (bris ali kri, ¢as po nastopu simptomov). Resnost
bolezni namre¢ ni odvisna samo od vrste virusa in virusnega
bremena, temvec tudi od individualnih lastnosti imunskega
odziva posameznika.
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VARNOSTJO

Svet nestrpno Caka novico o odobritvi prvega zdravila z
dokazanima varnostjo in ucinkovitostjo pri zdravljenju ko-
ronavirusne bolezni covid-19. ZaskrbljujoCe pa je, da se
ne le lai¢na, ampak tudi strokovna javnost pogosto nekri-
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POVZETEK

V Zelji po zdravilu za zdravljenje covid-19 se tudi
v strokovni javnosti razveselimo vsakega pozitiv-
nega signala ucinkovitosti in pozabljamo, da do-
kaz varnosti in ucinkovitosti zdravil zahteva potr-
ditev v randomiziranih klini¢nih raziskavah. V
prispevku opisujemo najbolj odmevna zdravila pri
covid-19: remdesivir, lopinavir z ritonaviriem, fa-
vipiravir in (hidroksi)klorokin. |zpostavljamo pred-
vsem remdesivir, ki je dostopen v okviru programa
socutne uporabe in ki je v randomizirani klini¢ni
raziskavi na 1059 bolnikih pokazal pomembno
hitrejSe klinicno izboljSanje covid-19, brez po-
membnih varnostnih signalov. Na drugi strani iz-
postavljamo pomanjkanje dokazov ucinkovitosti
(hidroksi)klorokina, ki smo ga zaceli mnozi¢no
uporabljati po objavi predobrih izidov zdravijenja
pri le 36 bolnikih, novejSe velike opazovalne razi-
skave pa postavljajo celo sum o manj ugodnih
izidih zdravljenja. To je le dokaz vec, da se lahko
le preko Klini¢nih raziskav, tudi v Sloveniji, pre-
maknemo iz toCke, ko »mislimo«, k temu, da
»vemox, katera zdravila so varna in ucinkovita pri
covid-19.

KLJUCNE BESEDE:
covid-19, favipiravir, hidroksiklorokin, lopinavir/rito-
navir, remdesivir

ABSTRACT

In the siege for a drug for covid-19, early signals
of drugs' effectiveness were magnified and the
need to prove a drug as effective and safe in the
frame of randomized clinical trials (RCT) was neg-
lected. Herein the most prominent covid-19 treat-
ments, remdesivir, loponavir/ritonavir, favipiravir
and (hydroxy)chloroquine, are presented. Remde-
sivir, accessible in Slovenia within a compassion-
ate use program, is highlighted as proved effective
in shortening the time to clinical improvement in
alarge RCT with 1059 covid-19 patients, with no
important safety signals. On the other hand, the
broad use of (hydroxy)chloroquine despite the
lacking evidence of effectiveness is discussed in
the light of its possible detrimental effects as sug-
gested by recent large observational studies. A
further proof of the need for clinical trials, also in
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Slovenia, to upgrade from »thinking« to »knowing«
drugs that are effective and safe in treating pa-
tients with covid-19.

KEY WORDS:
covid-19, favipiravir, hydroxichloroquine, lopinavir/ri-
tonavir, remdesivir

ticno veselita vsakega pozitivnega signala o ucinkovitosti
zdravila proti novemu koronavirusu SARS-CoV-2, Cetudi
le na nivoju ucinkovitosti in vitro ali anekdoti¢nih opisov
primerov bolnikov. Tako pod pritiskom pandemije covid-
19 pozabljamo na osnovno nacelo »primum non nocere«
in na to, da varnost in u€inkovitost zdravila lahko dokazemo
le v dobro nacrtovanih randomiziranih klinicnih raziskavah
s primerjalno skupino (1-3). Ta zahteva velja tudi za zdravila,
ki ze imajo dovolienje za promet za drugo indikacijo. Za
proucevanije teh zdravil so zelo povedne tudi velike, dobro
nacrtovane opazovalne raziskave uporabe zdravila iz Klini-
¢ne prakse, ki dajejo dokaze iz realnega okolja (real-world
evidence). Seveda je izvajanje klinicnih raziskav v ¢asu epi-
demije in preobremenjenega zdravstvenega sistema zelo
neugodno, vendar je to pri preskusanju protivirusnih zdravil
edina moznost, saj izven Casa epidemije primernih bolnikov
preprosto ni (4). Dokaz za to imamo tudi pri covid-19, kjer
so morali Stevilne klini€ne raziskave pred€asno zakljuciti
ravno zaradi zmanjSanega vkljuCevanja ob koncu epidemije
(5, 6). S tem, ko izven Klini¢nih raziskav bolniku ponudimo
»nekaj«, kar »mislimo«, da mu bo bolj koristilo kot Skodilo,
onemogoc¢amo, da bi ob naslednjem valu epidemije vedeli,
katere intervencije koristijo in katere Skodijo. To zelo nepo-
sredno dokazujejo izkuSnje iz nedavnih epidemij virusov
SARS-CoV, ebole in influence A HIN1 (4, 7, 8). V trenutni
pandemiji smo se lahko nekaj ze naucili na primeru kloro-
kina in hidroksiklorokina, ki smo ju zaCeli mnozi¢no upora-
bljiati na podlagi porocila o pretirano dobrih izidih zdravijenja
pri 36 bolnikih iz metodolosko zelo pomanikljive raziskave
(9). NovejSe velike in metodolosko premisliene opazovalne
raziskave omenjenih ucinkovin so postavile sum na njuno
neucinkovitost in morda celo skodljivost (10, 11).

Cetudi &e nimamo odobrenega zdravila za zdraviienje co-
vid-19, je danes znanstvena skupnost veliko bolj naravnana
k raziskovanju kot v preteklosti (12). Stevilo prijavijenih kli-
ni¢nih raziskav zdravil in cepiv je iziemno, zato sedaj Stevilni
svarijo pred neustrezno porabo virov za izpeljavo majhnih
klini¢nih raziskav, ki ne morejo odgovoriti na klju¢na vpra-
Sanja, in opozarjajo, da je trud potrebno usmeriti v izvajanje
velikih in dobro nacrtovanih mednarodnih raziskav (3). V

tem duhu je Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) prev-
zela pobudo za koordinacijo randomizirane klini¢ne razi-
skave SOLIDARITY, ki pri hospitaliziranih bolnikih s covid-
19 primerja pet razli¢nih zdravljen;j, in sicer i) standardno
obravnavo ali standardno obravnavo z dodanim zdravlje-
njem z ii) remdesivirjem, iii) klorokinom ali hidroksikloroki-
nom, iv) lopinaviriem z ritonavirjem ali v) lopinaviriem z rito-
navirjem in interferonom B-1a (13). Z minimalnimi
administrativnimi obremenitvami skuSajo privabiti k sode-
lovanju ¢im vecije Stevilo drzav, da bi hitreje potrdili ali ovrgli
ucinkovitost teh zdravljenj pri covid-19. Trenutno vkljucuje
bolnike ze 35 drzav, med katerimi ni Slovenije. V nadalje-
vanju predstavljamo osnovne znacilnosti teh zdravil (pre-
glednica 1), predvsem pa najnovejSe dokaze o varnosti in
ucinkovitosti najbolj odmevnih zdravil, ki smo jih uporabljali
tudi v Sloveniji.

NACELA, POMEMBNA ZA
RAZUMEVANJE ZDRAVLJENJA
BOLEZNI COVID-19

Za ustrezno interpretacijo raziskav zdravljenja covid-19 je
pomembno poznavanje znacilnosti bolezni in zdravijenja.
Koronavirusi so velika druzina virusov, ki obi¢ajno povzro-
¢ajo blage do zmerne okuzbe zgornjih dihal, kot je navaden
prehlad. Veljali so za nenevarne vse do pojava novejsih
koronavirusov SARS-CoV, MERS in najnovejSega SARS-
CoV-2, ki lahko povzroCajo tudi izbruh tezkega akutnega
respiratornega sindroma (14). Virus SARS-CoV-2 povzroca
bolezen, ki jo imenujemo covid-19.

Pri vrednotenju raziskav covid-19 je pomembno upostevati
znacilnosti vkljuCenih bolnikov. Potek bolezni covid-19 je
namre¢ zelo razli¢en. Pri vedini (80 %) bolnikov je blag ali
zmeren, pri 15 % bolnikov hud in pri 5 % kritiCen (pregled-
nica 2) (15). StarejSi bolniki, bolniki s sréno-zilnimi obolen;i,
kroni¢no plju¢no boleznijo, hipertenzijo, diabetesom in/ali
debelostjo, verjetno pa Se z drugimi, ta trenutek Se nezna-
nimi dejavniki tveganja, so bolj ogrozeni za zaplete bolezni
covid-19 (16).

Huda oblika bolezni se navadno zacne priblizno en teden
po zaCetku simptomov. NajpogostejSi simptom, ki napo-
veduje hud potek bolezni, je dispneja, ki jo velikokrat
spremlja tudi hipoksemija. Presenetljiva lastnost covid-19
je hitro napredovanije respiratorne odpovedi, tudi do sin-
droma akutne dihalne stiske (17). 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 1. Povzetek osnovnih podatkov izbranih zdravil za zdravljenje covid-19 (57).
Table 1. Baseline characteristics of selected drugs for covid-19 treatment (57).

Zdravilo Odmerek Nezeleni ucinki Nosecnost Opombe
Remdesivir di1: 200 mg, 1x/d, IV; | ZviSanje jetrnih Varnost ni Kl pri oGF < 30 ml/min
100 mg prasek za |nato: 100 mg, encimoyv, ledvi¢na poznana, se

IV RAZT 1x/dan, IV, do 10 d toksi¢nost odsvetuje

Lopinavir

z ritonavirjem
80/20 mg/ml PO
RAZT

200/50 mg TBL

400/100 mg 2x/d,
PO, do 14 d

Pogosti: GIT NU
(slabost, bruhanje,
driska)

Resni: pankreatitis,
hepatotoksicnost,
podaljSanje intervala
PR

Uporaba mozna,
pretehtati koristi
in tveganja

Mocna CYP 3A4 zaviralca:
obvezen pregled interakcij

Ne drobiti thl: zmanjSanje
bioloske uporabnosti

Pri PO razt pozornost: 1 mL
vsebuje 356,3 mg alkohola in
152,7 mg propilenglikola na 1
mL, predvsem pri nosecnosti,
ledvicni okvari, nekompatibilno
s poliuretanskimi sondami

Razlicna odmerjanja v
klini¢nih raziskavah.

abdominalni krdi,
driska)

Resni: podaljSanje QT-
intervala, hematoloski
NU, hipoglikemija,
retinalna toksiénost,
NU na CZS

in tveganja

Favipiravir di1: FVP 1800 mg Hiperurikemija, driska, | Kontraindicirana | Teratogen: izkljucitev
200 mg TBL 2x/d, PO; zviSanje jetrnih uporaba nosec¢nosti, obvezna
nato: 800 mg 2x/d, | encimov kontracepcija tudi za moskega
PO, do 10d Zaviralec CYP2C8 in aldehidne
oksidaze: pregled interakcij
Klorokin 500 mg 2x/d, PO, Pogosti: GIT NU Uporaba mozna, |Pri oGF < 10 mI/min: 50 %
250 mg TBL 5-10d (slabost, bruhanje, pretehtati koristi | odmerek

PodaljSuje QT: pregled
interakcij

Hidroksiklorokin
200 mg TBL

d1: 400 mg 2x/d, PO;
nato: 200 mg 2x/d,
PO, 5-10d

Razli¢na odmerjanja v
klinicnih raziskavah.

Kot klorokin, vendar
manj pogosto

Uporaba mozna,
pretehtati koristi
in tveganja

Podaljsuje QT: pregled
interakcij

IV: intravenska; PO: peroralna;, RAZT: raztopina; TBL: tablete; NU: neZeleni ucinki; GIT: gastrointestinalni; CYP: citokrom P450; d: dan; Ki:
kontraindicirano; oGF: ocena glomeruine filtraciie; CZS: centralni Zivéni sistem

Zdravlienje bolnikov s covid-19 je odvisno od poteka bo-
lezni, se pa standardna oskrba ne razlikuje od oskrbe osta-
lih bolnikov z respiratornimi virusnimi okuzbami, za katere
nimamo vzro¢nega zdravljenja. Ta lahko vklju¢uje antipire-
tike, hidracijo, antibioti¢no zdravljenje, preprecevanije ven-
skih tromboembolizmov, hemodinamski nadzor in prehran-
sko podporo, vse odvisno od potreb in resnosti bolezni.
Standardna oskrba covid-19 je bila predvsem v prvih izve-
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denih klini¢nih raziskavah raznolika in je zajemala razli¢na
zdravila, imunosupresivna in protivirusna zdravila ter tudi
glukokortikoide (18). Ob hipoksemiji je nujno zdravljenje s
kisikom, ki sprva poteka preko nosnega katetra ali maske.
Ce hipoksemija napreduje oz. se ne izbolja, je potrebno
invazivno dovajanje zraka s kisikom v plju¢a — mehanska
ventilacija. Kadar obiCajne in napredne oblike invazivne
mehanske ventilacije odpovejo, se posluzujemo Se bolj in-
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Preglednica 2. Klinicna klasifikacija bolezni covid-19 (18).
Table 2. Classification of clinical presentation of covid-19 (18).

KLASIFIKACIJA | KLINICNA SLIKA

Brezsimptomna | Brez simptomov.

Blaga Blagi simptomi in znaki bolezni brez pljucnice.

Zmerna Covid-19 plju¢nica brez hipoksemije, obi¢ajno zdravljenje v bolnisnici.

Huda Covid-19 plju¢nica s hipoksemijo, praviloma zdravljenje v bolniSnici.

Kritiéna Dihalna odpoved s potrebo po mehanski ventilaciji ali Sok z odpovedjo organov in potrebo po

zdravljenju v enoti intenzivnega zdravljenja.

vazivhe metode za izboljSanje oksigenacije krvi — zunajte-
lesne membranske oksigenacije (ECMO, extracorporeal
membrane oxygenation) (19).

Bolezen covid-19 je zelo razSirjena, do tega trenutka smo
na svetu po uradnih podatkih prepoznali 5,5 milijonov bol-
nikov (18). Ker v zaCetku bolezni, ko ta obi¢ajno Se ni huda
in ko priCakujemo najvecji uCinek protivirusnih zdravil, pri
posameznem bolniku ne znamo napovedati, ali bo dozivel
hujsi potek, bi morali s protivirusnimi zdravili zdraviti zelo
veliko Stevilo ljudi, da bi pomembneje prepredili napredo-
vanje bolezni (npr. do potrebe po hospitalizaciji) ali smrtnost
v populaciji. Ob pomembnem prispevku pretiranega vnet-
nega odgovora v patogenezi covid-19 pa bomo za uspe-
8no zdravlienje, sploh pri huje bolnih, verjetno primorani k
uporabi ve¢ zdravil hkrati (20). To pomeni, da je pomembno
imeti na voljo ucinkovita, a predvsem varna protivirusna
zdravila.

UCINKOVITOST IN VARNOST
REMDESIVIRJA

Protivirusno delovanje remdesivirja so preskusali v rando-
mizirani Klini¢ni raziskavi s 175 bolniki, okuzenimi z virusom
ebole, katere najpomembnejsi zakljucek je ocena varnosti
remdesivirja kot ustrezna (21). Remdesivir je neregistrirano
zdravilo, ki je za zdravljenje covid-19 trenutno na voljo v
okviru programa socutne uporabe za hudo bolne, ki do
njega ne morejo dostopati v okviru klinicnih raziskav (pre-
glednica 1). Odbor za zdravila za uporabo v humani medi-
cini pri Evropski agenciji za zdravila (EMA) je v svojem pri-
poroCilu glede uporabe remdesivirja pri zdravljenju covid-19
to sprva omejil le na kriticno bolne, ki so potrebovali inva-
zivno mehansko ventilacijo, in jo nato, na podlagi obetavnih

podatkov iz potekajocih klinicnih raziskav razsiril na vse
bolnike s hudim potekom bolezni (22).

Ravno iz uporabe remdesivirja v okviru programa socutne
uporabe v ZDA, Kanadi, Evropi in na Japonskem izhajajo
prvi obseznejSi klinicni podatki na 53 bolnikih s hudim po-
tekom covid-19 (23). Pri tej skupini zelo prizadetih bolnikov,
kjer je 64 % bolnikov potrebovalo mehansko ventilacijo in
so zdravilo dobili Sele 12 dni po nastopu simptomov, so
18. dan opisali manjso potrebo po kisiku pri 68 % bolnikov,
opustitev mehanske ventilacije pri ve¢ kot polovici (17/30)
in prekinitev z ECMO pri treh od Stirih bolnikov. V raziskavi
ni bilo primerjalne skupine in zato ta opazanja niso dokaz
ucinkovitosti remdesivirja pri zdravljenju covid-19. Pravo
oceno udinkovitosti bodo dale potekajoce velike randomi-
zirane Kklini¢ne raziskave, nekaj prvih preliminarnih rezultatov
pa opisujemo v nadalievanju (24).

Prva, ob koncu epidemije pred¢asno zaklju¢ena randomi-
zirana, s placebom nadzorovana, dvojno slepa Kklini¢na ra-
ziskava remdesivirja pri 237 bolnikih s hudo obliko covid-
19 je potekala v 10 bolniSnicah v Hubeju na Kitajskem
(preglednica 3) (5). Zanimivo je, da so v obeh rokah poleg
obiCajne standardne oskrbe Stevilni bolniki prejeli tudi kor-
tikosteroide (nad 60 %), lopinavir z ritonaviriem (pod 30 %)
ter interferone (okoli 30 %). Pricakovano je nad 70 % bol-
nikov imelo sogasne bolezni. Med skupinama ni bilo stati-
sticno pomembne razlike niti v Casu do klini¢nega izbolj-
Sanja niti v smrtnosti 28 dni po zaCetku zdravijenja. Nezeleni
ucinki, tako vsi (okoli 65 %) kot resni (okoli 20 %), so bili
med skupinama primerljivi tako v vrsti kot frekvenci, brez
novih varnostnih signalov zdravljenja z remdesiviriem. V
skupini z remdesivirjem je zaradi nezelenih ucinkov pred-
¢asno zakljucilo terapijo vec bolnikov kot v placebo skupini
(12 % proti 5 %). Raziskava je pokazala zadovoljivo varnost
remdesivirja, dokon¢nega odgovora o ucinkovitosti rem-
desivirja pa ne more ponuditi, saj je ob predCasnemu za-
klju¢ku vkljucevanja bolnikov in ob predpostavljenemu
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Preglednica 3. Randomizirane Klinicne raziskave (RCT) z remdesivirjem, s kombinacijo lopinavirja in ritonavirja ter s favipiravirjem pri bolnikih s

covid-19.
Table 3. Randomized clinical trials with remdesivir, lopinavir / ritonavir and favipiravir in patients with covid-19.
Avtor, Nacrt Bolniki: Zdravila v intervencijski | Izidi in rezultati* Opombe
revija raziskave in | oblika (I) in primerjalni (P)
kraj COVID-19, skupini
starost®
in spol
REMDESIVIR (RDV)
Wang Y, RCT, dvojno n=237 huda |I:1.dan: RDV 200 mg, Cas do KI*: 21 dni () vs. 23 dni (P); RR = 1,23 | VKljugitev v
Lancet slepa, Kitajska | oblika 1x/d, iv; ter 2.-10. dan: (95-% 1Z: 0,87-1,75, p > 0,05). povprecju 10 dni
2020 (5) 65 (65-70)let | 100 mg, 1x/d, iv; (= 158) | Smrtnost do 28. dne: 14 % (l) vs. 13 % (P); po prvih
60 % moskih | P: placebo, iv; (n = 79) RD =1,1 % (95-% 1Z: -8,1-10,3 %, p > 0,05) | simptomih.
Beigel JH, | RCT, dvojno n = 1059 I: 1. dan: RDV 200 mg, Cas do KI*: 11 dni () vs. 15 dni (P); RR = 88 % bolnikov s
NEJM slepa, zmerna, huda | 1x/d, iv; ter 2.-10. dan: 1,32 (95-% 1Z: 1,12-1,55; p < 0,001). hudo ali kriticno
2020 (25) |mednarodna | ali kriticna 100 mg, 1x/d, iv; (n = 538) | Smrtnost do 14. dne: 7,1 % () vs. 12 % (P); | obliko.
59 (49-69) let, | P: placebo, iv; (n = 521) HR = 0,70 (95-% I1Z: 0,47-1,04, p > 0,05) Vkljucitev v
64 % moskih povprecju 9 dni
po prvih
simptomih.
Goldman | RCT, odprta, |n=2397 I: 1. dan: RDV 200 mg, Cas do KI*: 11 dni (I) vs. 10 dni (P); RR = Ni razlik med 5- in
JD, NEUJM | mednarodna | zmerna ali 1x/d, iv; ter 2.-10. dan: 0,79 (95-% 1Z: 0,61-1,01, p > 0,05). 10-dnevno
2020 (26) huda oblika 100 mg, 1x/d, iv; (n =197) | Smrtnost do 14. dne: 11 % () vs. 8,0 % (P); | terapijo.
61 (50-70)let | P: 1. dan: RDV 200 mg, razlika ni statisticno znacilna Nad 80 %

64 % moskih

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

bolnikov s hudo
obliko.

Vkljucitev v
povprecju 8 ali vet
dni po prvih
simptomih.
LOPINAVIR / RITONAVIR (LPV/r)
Cao B, RCT, odprta, |n=199huda |I: LPV/r 400/100 mg 2x/d, | Cas do KI*: 16 dni () vs. 16 dni (P); RR = 1,31 | VKljugitev v
NEJM Kitajska oblika PO, 14 dni; ter SO; (n = (95-% 1Z: 0,95-1,8; p = 0,09) povprecju 13 dni
2020 (28) 58 (49-68) let | 99). Smrtnost do 28. dne: 19 % () vs 25 % (P); po prvih
60 % moskih | P: SO; (n = 100) RD =-5,8 % (95-% 1Z: -17 %-5,7 % p > simptomih.
0,05)
Hung IF, RCT, odprta, |n=127 blaga |I: LPV/r 400/100 mg 2x/d, Cas do NB: 7 dni () vs. 12 dni (P); RR=4,4 | VKlju&itev v
Lancet Hong Kong ali zmerna PO, 14 dni; (95-% 1Z: 1,9 - 10,2; p = 0,001) povprecju 5 dni
2020 (31) oblika +RBV 400 mg 2x/d, PO, | Cas do odpusta: 9 dni () vs. 14,5 d (P); po prvih
52 (32-62) let | 14 dnij; RR = 2,7 (95-% 1Z: 1,2 - 6,1; p = 0,016) simptomih.
54 % moskih | + INFB1b 8M IU, sc; (n =
86)
P: LPV/r 400/100 mg 2x/d,
PO, 14 dni;
(n=41)
LiY,Med |RCT, 3roke, n =86 blaga ali | I1: LPV/r 400/100 mg Cas do NB: 9,0 dni (1) vs. 9,1 dni (12) Ni primerjave med
2020 (568) |enojno slepa, | zmernaoblika | 2x/d, PO, 7 do 14 dni; (n = | vs. 9,3 dni (P); p = 0.981; posameznimi
Kitajska 59 (49-69) let | 34) primerjava vseh treh med sabo rokami.
41 % moskih 12: umifenovir 200 mg 3x/d,
PO, 7 do 14 dni; (n = 35)
P: SO; (n=17)
Huang M, |RCT, odprta, |n=22zmerna |I: CQ 500 mg 2x/d, PO, 10 | Delez bolnikov z NB do 10. dne: 90 % () vs.
J Mol Cell | Kitajska ali huda oblika | dni; (n = 10) 75 % (P);
Biol 2020 44 (37-58) let | P: LPV/r 400/100 mg 2x/d, | RR = 1,20 (95-% 1Z: 0,84 — 2,00, p>0,05)
(59) 59 % moskih | PO, 10 dni; (n = 22)
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Avtor, Nacrt Bolniki: oblika | Zdravila v intervencijski | Izidi in rezultati Opombe
revija raziskave in | COVID-19, (I) in primerjalni (P)
kraj starost® in skupini
spol
FAVIPIRAVIR (FVP)
Chen C, RCT, odprta, |n=236 I: 1. dan: FVP 1600 mg Delez bolnikov s KI* do 7. dne: 61 % (l) vs. 52 | 88 % oseb je
MedRxiv Kitajska blaga, zmerna, | 2x/d, PO; % (P); imelo blago ali
2020 (33) huda ali kriticna | ter 600 mg 2x/d, 7 do 10 | RD = 9,5 % (95-% IZ: -3,1-22 %; p>0,05) zmerno COVID-
oblika dni, PO; 19.
80 % oseb < (n=116)
65 let P: umifenovir 200 mg 3x/d,
47 % moskih | PO, 7 do 10 dni; (n = 120)

CQ: klorokin; INFB1b 8M IU: interferon beta-1b v odmerku 8 miljonov mednarodnih enot najvec 3-krat v prvih 7 dneh po pojavu simptomov;
iv: intravensko, HR: razmerje ogroZzenosti; Ki: klinicno izboljSanje; NB: negativni nosno-Zrelni bris; p: p vrednost, Ce je p > 0,05 je razlika
statisticno neznacilna; PO: peroralno;, RCT: randomizirana klini¢na raziskava; RR; razmerje okrevanja; RD: razlika med delezema, 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%-IZ:

95-odstotni interval zaupanja.

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

# statisticno znadilni izidi so v krepkem tisku;
* izboljSanje za 2 tocki na 7-toCkovni lestvici;
* ne potrebuje vec kisika ali podporne terapije.

Sestdnevnemu skrajSanju Casa do klinicnega izboljSanja
bolezni moc¢ raziskave premajhna.

Bolj jasne odgovore dajejo rezultati nedavno objavljene ra-
ziskave ameriskega Nacionalnega instituta za alergije in na-
lezljive bolezni, Ceprav izhajajo iz vmesne analize (pregled-
nica 3). Na podlagi podatkov 1059 bolnikov, vecina (88 %)
Z vsaj hudim potekom bolezni, je remdesivir skrajSal €as
do klini¢nega izboljSanja bolezni iz 15 na 11 dni. Raziskava
ni zaznala novih varnostnih signalov remdesivirja. Z nada-
lievanjem vkljuCevanja lahko pri¢akujemo tudi dokaz sedaj
sicer samo nakazane manjSe smrtnosti ob zdravljenju z
remdesivirjem (25).

Nedavno je bila zaklju¢ena tudi prva stopnja raziskave, ki
je primerjala 5- in 10-dnevno zdravljenje z remdesiviriem
(preglednica 3). Pri 397 bolnikih z zmerno ali hudo obliko
covid-19 niso pokazali razlik v ucinkovitosti krajSega ali
daljSega Casa zdravljenja z remdesiviriem. Ta izsledek je
zelo pomemben, saj v ¢asu pandemije in velike potrebe
po remdesivirju, ¢e bo dokon&no potriena njegova ucin-
kovitost pri covid-19, omogoca zdravljenje vecCjega Stevila
bolnikov z zmernim ali hudim potekom bolezni z enako
koli¢ino zdravila (26).

Remdesivir je v raziskavah pokazal pozitivne rezultate.
Skrajsal je Cas do klini¢nega izboljSanja stanja bolnikov,
vendar bi si zeleli zdravilo, ki bi zmanjsalo potrebo po inva-
zivni mehanski ventilaciji in bi pomembno zmanjSalo tudi
smrtnost. EMA ze proucuje vlogo za pridobitev pogojnega
dovoljenja za promet z remdesiviriem (27).
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UCINKOVITOST IN VARNOST
KOMBINACIJE LOPINAVIRJA
Z RITONAVIRJEM

Kombinacijo lopinavirja z ritonavirjem so v preteklosti upo-
rabili v ve¢ Kklini¢nih raziskavah bolnikov, okuzenih s koro-
navirusom SARS-CoV, sicer brez dokon¢nih zakljuckov o
njeni ucinkovitosti (7). Te izkuSnje so podlaga za preskusa-
nje lopinavirja z ritonavirjem pri SARS-CoV-2.

V znanstveni literaturi najdemo veliko podatkov o uporabi
lopinavirja z ritonaviriem pri zdravljenju covid-19, kljub temu
pa dokon¢nega odgovora o njuni ucinkovitosti Se vedno
nimamo (14, 18). Med Stevilnimi opazovalnimi raziskavami
se lahko pri iskanju odgovora opremo tudi na nekaj pro-
spektivnih randomiziranih klini¢nih raziskav (preglednica 3);
pomembnejSe izpostavljamo v nadaljevanju.

Raziskava Cao in sodelavcey, Kjer so pri 199 bolnikih s
tezkim potekom bolezni covid-19, primerjali uCinkovitost
lopinavirja z ritonavirjem proti placebu, sodi kot prva ran-
domizirana klini¢na raziskava pri bolnikih s covid-19 med
najbolj odmevne raziskave na tem podrocju (28). Primarni
izid raziskave, ¢as do Kklinicnega izboljSanja, je bil 16 dni in
se med skupinama ni razlikoval. Smrtnost po 28 dnevih je
bila sicer Stevilcno nizja v intervencijski kot v kontrolni sku-
pini (19,2 % vs. 25,0 %), vendar ni dosegla statisti¢ne zna-
Cilnosti. Nezelene ucinke so opisali pri skoraj polovici bol-
nikov v obeh skupinah, v intervencijski skupini so izstopali
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ze znani gastrointestinalni nezeleni ucinki lopinavirja z rito-
navirjem, kot so slabost, bruhanje in diareja, ki so botrovali
k ukinitvi zdravljenja pri 13,8 % bolnikih (preglednica 1).
Raziskava ni dokazala statisticno znacilno boljsih izidov
bolezni ob zdravljenju s kombinacijo lopinavirja z ritonavir-
jem, a hkrati tudi ni dokazala odsotnosti takega ucinka ob
premajhni velikosti vzorca in pricakovanemu ucinku skraj-
Sanja ¢asa do klini¢nega izboljSanja za osem dni (29, 30).
Neformalni odmevi na objavljeno raziskavo izpostavljajo
tudi, da tako ¢as zaCetka zdravljenja, v povprecju Sele 13
dni po pojavu prvih simptomov bolezni, kakor tudi izbor
bolnikov, ki so bili hudo bolni, kot dokazuje visoka, 22-o0d-
stotna smrtnost, ne sovpadata s pri¢akovanim ucinkom
zdravila predvsem v zgodnjem poteku bolezni. Na podlagi
trenutno dostopnih podatkov strokovnjaki odsvetujejo upo-
rabo zdravila v redni klini¢ni praksi, hkrati pa opozarjajo na
nujnost nadaljevanja randomiziranih, s placebom nadzo-
rovanih Klini¢nih raziskav, ki bodo lahko zanesljivo potrdile
ali ovrgle ucinkovitost lopinavirja z ritonavirjem pri zdravljenju
covid-19 (13, 16, 18).

Ob zmerni protivirusni aktivnosti lopinavirja z ritonaviriem
S0 to kombinacijo Ze v preteklin epidemijah SARS-CoV in
MERS-CoV uporabili soGasno z drugimi protivirusnimi ucin-
kovinami, kot so nukleozidni analog ribavirin in interferoni
ain B (7). Huang in sodelavci so v nedavni randomizirani
klini¢ni raziskavi pri 127 bolnikih z blagim ali zmernim po-
tekom covid-19 primerjali so¢asno uporabo treh zdravil, in
sicer interferona [3-1b, lopinavirja z ritonavirjem in ribavirina,
proti lopinavirju z ritonavirjem (31). V intervencijski skupini
je bil Cas do negativnega nosno-zrelnega brisa za SARS-
CoV-2 bistveno, za pet dni, krajSi kot v primerjalni skupini
in posledi¢no so bili tudi pet dni prej odpusceni iz bolnis-
nice. Obe razliki sta se ohranili samo v podskupini 76 bol-
nikov, ki so bili vklju¢eni v sedmih dneh od pojava simpto-
mov bolezni in so zato v intervencijski skupini prejeli
interferon 3-1b. Po sedmem dnevu od pojava prvih simp-
tomov bolezni interferona 3-1b namre¢ niso uporabljali za-
radi moznega negativnega vpliva njegovega provnetnega
delovanja na kasnejSi potek bolezni. Skoraj polovica bolni-
kov v obeh skupinah je imela nezelene ucinke zdravljenja,
predvsem za kombinacijo lopinavirja z ritonavirjem znacilni
slabost (priblizno tretjina bolnikov) in diarejo (okoli 40 %
bolnikov), ki nista zahtevali prekinitve zdravljenja in sta bili
med skupinama primerljivi. Seveda pa ob relativno majh-
nemu Stevilu 52 bolnikov, ki so prejeli vsa tri zdravila, so
zakljucki o varnosti njihove so¢asne uporabe Se nedokon-
¢ni. Ob navdu$enju nad zelo pozitivnimi rezultati dobro
zasnovane raziskave se seveda postavija vprasanije, kaksni
sta ucinkovitost in varnost trojne kombinacije pri bolnikih z
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blago boleznijo v primerjavi s placebom, ter predvsem,
kaksni sta ucinkovitost in varnost pri bolnikih s tezkim po-
tekom bolezni covid-19, kjer so ucinkovita zdravila bolj
nujno potrebna.

UCINKOVITOST IN VARNOST
FAVIPIRAVIRJA

Favipiravir je od leta 2014 na Japonskem registriran kot
ucinkovina za zdravlienje gripe (preglednica 1) (27). Ker
pa je njegova uporaba omejena le na posamezne podtipe
virusa influence in le v posebnih okolis¢inah bolezni, je kli-
ni¢nih izkusenj s favipiravirjiem 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
asimptomatski dvigi se¢ne kisline, zdravljenje pa le redko,
pri 1 % bolnikov, zahteva prekinitev. Izpostaviti je potrebno
teratogenost favipiravirja, ki zahteva izkljucitev nose¢nosti
pred uporabo in strogo kontracepcijo v Casu zdravljenja
in po njem.

Dokazi o ucinkovitosti favipiravirja pri bolnikih s covid-19
so trenutno omejeni na dve Klini¢ni raziskavi. Prva, v slo-
venskih medijih zelo odmevna, je objava majhne kohortne
raziskave Cai in sodelavcev pri 80 bolnikih z blago ali
zmerno obliko covid-19 (32). Ker raziskava ni bila ran-
domizirana, lahko porocani rezultati s krajSim trajanjem
kuznosti ob zdravljenju s favipiraviriem v primerjavi s
kombinacijo lopinavirja z ritonavirjem sluzijo le kot hipo-
teza in je zato ne opisujemo bolj podrobno. Bolj zanesljive
zakljucke lahko potegnemo iz druge, Ceprav Se nere-
cenzirane objave randomizirane klini¢ne raziskave Chena
in sodelavcev (33). Raziskava je pri 236 bolnikih z dia-
gnosticirano covid-19 plju¢nico primerjala favipiravir z
umifenovirjem, ki ju v Rusiji in na Kitajskem uporabljajo
za zdravljenje gripe. Delez bolnikov, pri katerih je v sedmih
dneh po vkljucitvi prislo do klinicnega izboljSanja, se med
skupinama ni razlikoval. IzboljSanje so dokazali le pri
podskupini bolnikov brez kriti€nega poteka bolezni, ki
predstavlja skoraj 90 % vseh vklju¢enih (71 % vs. 56 %;
p = 0,0199). Tolmacenje tega izsledka zahteva previd-
nost, ker izbor bolnikov ni jasno definiran, podanaliza ni
bila vnaprej naértovana in tudi Stevilo drugih izvedenih
podanaliz ni znano. Podobno si razlaga obe Studiji tudi
SZ0O, ki se na podlagi trenutnih dokazov ni odlocila za
vkljucitev favipiravirja v kliniéno preskusanje SOLIDARITY
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in Caka na rezultate potekajocih klini¢nih raziskav favipi-
ravirja kot samostojnega ali kombiniranega zdravljenja
covid-19 (19, 31).

KLOROKIN
IN HIDROKSIKLOROKIN

Teoretitne domneve o moznem ugodnem ucinku klorokina
in hidroksiklorokina, u¢inkovin za zdravljenje malarije in rev-
matoidnega artritisa, za zdravljenje covid-19 slonijo na Si-
rokem protivirusnem in protivnetnem delovanju (34). Kljub
dokazom in vitro za protivirusne ucinke se v Kklini¢nih razi-
skavah nista izkazala kot uginkovita (35-37). Se ved, ob-
stajajo tudi domneve o njuni potencialni Skodljivosti zaradi
izrazanja protivnetnih ucinkov (38, 39). V najzgodnejsi fazi
bolezni covid-19 je namre¢ dober imunski odziv kljucen.
Zato lahko v komentarjih in pismih urednikom revij prebe-
remo argumentirana svarila strokovnjakov, ki menijo, da
poleg moznih ugodnih ucinkov obstajajo tudi resna tveganja
klorokina oz. hidroksiklorokina na potek bolezni covid-19,
ne zgolj v zvezi z moznimi nezelenimi ucinki (40-43).

6.1 PRVE KLINICNE RAZISKAVE

O porocilu Gautreta s sodelavci glede ucinka hidroksiklo-
rokina z azitromicinom bomo razpravljali zgolj zato, ker je
moc¢no odmevalo tako v lai¢ni kot strokovni in celo politicni
javnosti, saj je raziskava tako pomanjkljiva, da ne bi smela
vzbuditi nikakrSnega zanimanja znanstvene in strokovne
skupnosti. Izsledki nerandomizirane raziskave na 36 ljudeh
so bili na videz zelo dobri. Zdravljenje s kombinacijo hi-
droksiklorokina z azitromicinom (v primerjavi s samim hi-
droksiklorokinom ali kontrolno roko brez zdravil) je pri vseh
bolnikih Ze v Sestih dneh povzrodilo negativni izvid nosno-
zrelnega brisa za SARS-CoV-2. Delo je bilo kljub hudim
pomanikljivostim v rekordnem ¢asu sprejeto v objavo v re-
vijo International Journal of Antimicrobial Agents, v kateri
je soavtor doti¢nega ¢lanka glavni urednik. Predvsem na
internetu (in ne v znanstvenih revijah) so nato razli¢ni avtorji
proucevali metodologijo dela v raziskavi in izpostavili, da
so brez komentarjev v rezultatih izpustili izsledke za Sest
bolnikov (vsi so prejemali bodisi hidroksiklorokin bodisi
kombinacijo), od katerih so tri premestili na intenzivni od-
delek, eden pa je umrl. O Se drugih pomanikljivostih razi-
skave se zainteresirani bralec lahko pouci preko spodaj
navedenih referenc (44, 45).

Sledil je razmah uporabe samega hidroksiklorokina in kom-
binacije po vsem svetu, o ¢emer pricajo podatki velikih
opazovalnih raziskav, ki jih bomo omenili v nadaljevanju
prispevka. Na to so se agencije za zdravila odzvale s pre-
povedijo 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
covid-19 (46).

QOdli¢énih rezultatov Gautreta v naslednjih raziskavah niso
potrdili. Omenimo samo zgodnji odziv francoske skupine,
ki je ze po dveh tednih v hitrem pregledu 11 zaporednih
bolnikov ugotovila, da so bili rezultati brisov bolnikov Sesti
dan od prejema kombinacije hidroksiklorokina z azitromi-
cinom pri 80 % bolnikov Se pozitivni (47). Podobno odli¢nih
rezultatov Gautreta niso potrdili v nobeni izmed do sedaj
objavljenih randomiziranih klini¢nih raziskav hidroksikloro-
kina oz. klorokina, kar kljub njihovim Stevilnim metodoloskim
pomanjkljivostim nakazuje na to, da so bili Gautretovi re-
zultati precenjeni (preglednica 4) (6, 48, 49). 1z podanega
lahko zaklju¢imo, da klini¢nih podatkov o ugodnem ucinku
hidroksiklorokina za zdravljenje covid-19 ni.

6.2 VELIKE OPAZOVALNE KOHORTNE
RAZISKAVE

Z izvedbo velikin opazovalnih kohortnih raziskav dobimo
vpogled v dokaze o ucinkovitosti v realnem okolju. Te razi-
skave temeljijo na analizi elektronskih podatkov o zdravlje-
nju bolnikov, ki jin pridobimo ob redni zdravstveni obravnavi.
Obic¢ajno take podatke spremljamo za posameznega bol-
nika skozi neko ¢asovno obdobje. Kohorte predstavijajo
skupine bolnikov z razlicnimi nacini zdravljenja, tako no-
vejSimi kot tudi z ze uveljavljenimi nacini. S sodobnimi sta-
tistiCnimi metodami je mogocCe medsebojno primerjati ra-
zli¢ne kohorte bolnikov. Tukaj se pojavi vprasanije, ali imajo
bolniki v posameznih kohortah na zacetku raziskave pri-
merljive lastnosti. V tem delu so randomizirane klini¢ne ra-
ziskave v veliki prednosti, saj randomizacija intervencije pri
zdravljenju bolnikov zagotavlja primerljivost med skupinami
in s tem relevantnost rezultatov raziskave. To v doloceni
meri lahko zagotovimo tudi v velikih kohortnih raziskavah,
in sicer z uporabo statisticnih modelov z upostevanjem
velikega Stevila spremenljivk, ki odrazajo lastnosti bolnikov.
Na tak nacin lahko kohortne raziskave, Ce so podatki ano-
nimizirani, ustrezno zbrani in transparentno obdelani, upo-
rabimo za proucCevanje izidov, za katere npr. S& nimamo
rezultatov klini¢nih preskusanj ali jih sploh ne pri¢akujemo.
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Preglednica 4. Randomizirane Klinicne raziskave in vecje opazovalne raziskave s klorokinom (CQ) in hidroksiklorokinom (HCQ) pri bolnikih s

COVID-19.
Table 4. Randomized clinical trials and major observational studies with chloroquine and hydroxichloroquine in patients with COVID-19.
Avtor, Nacrt Bolniki Zdravila v intervencijski | lzidi in rezultati Opombe
revija raziskave (I) in primerjalni (P)
in kraj skupini ali kohortah (K)
RANDOMIZIRANE KLINIGNE RAZISKAVE
Chen J, RCT, n=30 I: HCQ 400 mg 1/d, PO, 5 | Delez bolnikov z NB do 7. dne: 87 % ()) vs. V kitajscini,
MedRxiv Kitajska nabor dni; (n=15) 93 % (P); p>0,05 dostopen zgolj
2020 (48) bolnikov P: SO (n=15) povzetek v
ni opisan anglescini.
Chen Z, RCT, odprta, |n=62 l: HCQ 200mg 2x/d, PO, 5 | Cas do normalne TT: 2,2 dni () vs 3,2 dni (P) | Nejasno poro&anje
MedRxiv Kitajska zmerna oblika | dni; (n = 31) p>0,05 o izidih, neustrezne
2020 (49) bolezni P: SO (n = 31) Izboljanje pliu¢nice na CT do 6. dne: 80 % (I) | statisticne metode
44 (SD: 19) let vs. 55 % (P) in drugo, zato
47 % moskih nezanesljiv rezultat
(61).
Tang W, RCT, odprta, |n=150 I: 1.-3. dan: HCQ 1200 mg | Delez bolnikov z NB do 28. dne: 85 % () vs. | Pred€asno
BMJ 2020 | Kitajska blaga, zmerna | 1/d, PO; 81 % (P); zaklju¢ena, zato ne
(©6) ali huda ter 4.-21. dan: HCQ 800 RD =4,1 % (95-% 1Z: -10,3-18,5) porocajo prvotno

46 (SD: 15) let
55 % moskih

mg 1/d, PO;
(h=75)
P: SO (n=75)

Cas do NB: 8 dni () vs. 7 dni (P); p>0,05
progres pliucnice (CT): 33 % vs 47 %; RR =
0,85 (95-% 1Z: 0,58-1,23; p = 0,34)

nacrtovanih
primarnih izidov in
je zanesljivost
zakljuGkov manjsa.

VECJE OPAZOVALNE RAZISKAVE

63 % nad 60 let; 58 %
mogkih; (n = 811)
K2: brez HCQ: n = 27458

Rosenberg | retrospektivna | n = 1.438, K1* HCQ+AZT: 61 let, 62 | Cas do smri: V celotni skupini
ER, JAMA | kohortna, hospitalizirani | % moskih; n = 735 K1 vs. K4: HR = 1,08 (95-% IZ: 0,76-2,40) 20 % smrtnost, kar
2020 (10) | multicentricna | s COVID-19 | K2*: HCQ: 66 let, 58 % K2 vs. K4: HR = 1,08 (95-% IZ: 0,63-1,85) nakazuje hud potek
znotraj ZDA moskih; n = 271 K8 vs. K4: HR = 0,56 (95-% 1Z: 0,26-1,21) bolezni.
K3*: AZT: 62 let, 64 % K2 vs. K3: HR = 1,92 (95-% 1Z: 0,99-3,74)
moskih; n =211 Pojavnost srénega zastoja:
K4: brez HCQ ali AZT: 64 | K1 vs. K4: OR = 2,13 (95-% 1Z: 1,12-4,05)
let, 50 % moskih; n =221 | K2 vs. K4: OR = 1,91 (95-% IZ: 0,96-3,81)
K3 vs. K4: OR = 0,64 (95-% 1Z: 0,27-1,56)
K2 vs. K3: OR = 2,97 (95-% IZ: 1,56-5,64)
Geleris J, | retrospektivna, | n = 1.376, K1: 1.dan: HCQ 600 mg Cas do mehanske ventilaciie ali smrti: V celotni skupini pri
NEJM kohortna, en | hospitalizirani | 2x/d, PO, ter 2.-5. dan: HR = 1,04 (95-% 1Z: 0,82-1,32) 25 % potrebo po
2020 (11) |centervZDA |sCOVID-19 |HCQ 400 mg 2x/d, PO; mehanski ventilaciji

ali smrt. Uporabili
S0 veg statisticnih
modelov s
podobnimi rezultati.

AZT: azitromicin; TT: telesna temperatura; SO: standardna obravnava; SD: standardna deviacija;, 95-odstotni IZ: 95 % interval zaupanja; HR:

razmerje ogroZenosti; OR: razmerje obetov; NB: negativni nosno-Zrelni bris; RR: razmerje okrevanja; RD: razlika med deleZema.
*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. =65 let), sladkorna bolezen, kroni¢na pliu¢na bolezen, sréno-Zilna bolezen, spremembe na slikovnih

preiskavah pliuc;

 socasno 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 pliucna bolezen, indeks telesne sestave ter dodatno za starost, raso, etnicno skupino, zavarovalnim statusom,

kadlilskim statusom, komorbidnosti, so¢asna zdravila, vitalnimi znaki in laboratorijskimi izvidi ob sprejemu;
&y eni izmed statisticnih modelov so izbrali samo tiste osebe, ki so podobne osebam v kohorti 1, zato je Stevilo vkijucenih manjse od razlike

do 1376 oseb.
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Tovrstnih metod se posluzujejo tudi regulatorne agencije,
pa tudi oblikovalci zdravstvene politike (50-52).

Velike in kvalitetne opazovalne raziskave nam lahko ob po-
manjkanju izsledkov klini¢nih preskusanj pomagajo tudi pri
oceni ucinkov klorokina oz. hidroksiklorokina (preglednica
4). Po razmahu epidemije v ZDA smo namreC docCakali
objavo velikih, dobro nacrtovanih in izvedenih opazovalnih
raziskav, v katerih so se avtorji posluzevali sofisticiranih
statisti¢nih metod za zmanjSanje tveganja za pristranskost
zaradi neintervencijske zasnove raziskave (10, 11). Nobena
izmed teh dveh raziskav ni opisala boljSih izidov bolezni
covid-19 ob zdravljenju s klorokinom oz. hidroksikloroki-
nom, ravno obratno, pri nekaterih raziskavah so zaznali
pomembne varnostne signale, ki jih opisujemo v poglavju
6.3. V. maju 2020 je bila objavljena velika opazovalna razi-
skava Mehre s sodelavci (53), ki je zajela skoraj 100.000
ljudi, vendar je bila zaradi neuspesSnega zagotavljanja tran-
sparentnosti podatkov s strani avtorjev umaknjena iz objave
(54).

Rezultatov opazovalnih raziskav seveda ne moremo inter-
pretirati kot dokoncen dokaz o neucinkovitosti ali Skodlji-
vosti proucevanih intervencij. Ob natancnem proucevanju
metod se vselej izkaze, da so hidroksiklorokin dobivali vse-
splosno — akutno in kroni¢no — bolj bolni bolniki, kar je pri-
Cakovano, saj pri teh pri¢akujemo najslabse izide bolezni.
Zelo verjetno je, da so bila zaCetna porocila pretirano opti-
misti¢na, zato zakljuujemo, da je uporaba hidroksikloro-
kina (oz. klorokina) izven klinicnega preskuSanja nespre-
jemiljiva.

6.3 TOKSICNOST

Klorokin in hidroksiklorokin ob kroni¢ni uporabi za obic¢ajne
indikacije (prvi kot antimalarik, drugi kot protivnetna ucin-
kovina) ob dolgotrajni uporabi izkazujeta predvsem resno
ocesno toksicnost, ki se kaze kot retinopatija in se pojavi
pri znatnem delezu bolnikov po dolgoletni uporabi, ob krat-
kotrajni uporabi pa najverjetneje ni problematicna (34).
Sr¢na toksicnost, ki se kaze z upo¢asnjeno depolarizacijo
in poveCanjem tveganja za prekatne aritmije, ob kronicni
uporabi ni zelo pogosta, ob akutni pa lahko postane po-
membnejsa, saj imamo ob zdravljenju covid-19 opraviti z
bolj bolnimi ljudmi z vecjo prevalenco strukturnin srénih
bolezni, pa tudi drugih dejavnikov tveganja za aritmije, npr.
hipoksemije, elektrolitskih motenj, akutne ledvi¢ne odpo-
vedi, ki povzroCi kopiCenje obeh zdravil, akutne kardio-
miopatije ... (42, 55). Zaradi pogoste soCasne uporabe z
makrolidi velja omeniti, da so tudi slednji u€inkovine z zna-
nimi aritmogenimi lastnostmi (55).

Vedja sréna toksi¢nost zdravil je pri bolnikih s covid-19
pricakovana in je zato pomemben dejavnik pri zdravljenju
covid-19. V raziskavi Rosenberga s sodelavci so sréni za-
stoj ugotovili pri 15 % bolnikov, ki so prejemali kombinacijo
hidroksiklorokina in azitromicina. Opozarjamo, da je bila to
skupina zelo bolnih ljudi s 25-odstotno bolniSni¢no
smrtnostjo, ki je bila dvakrat vecja kot pri kontrolni skupini
(10). To pa pomeni, da vseh srénih dogodkov z veliko ver-
jetnostjo ne moremo pripisati zgolj zdravilom.

Omenimo Se randomizirano klinicno raziskavo Borbe s so-
delavci iz Brazilije, ki je bila primarno zasnovana za ugota-
vljanje varnosti klorokina (56). V tej raziskavi so vsi bolniki
prejemali klorokin, randomizirali pa so jih v dve roki, v prvi
so prejemali velik odmerek klorokina-baze (2 x 600 mg 10
dni), v drugi pa majhen odmerek (2 x 450 mg 1 dan, nato
1 x 450 mg 4 dni). Od prvotno nacrtovanega vzorca 440
bolnikov so jih vkljuCili zgolj 81 zaradi pred&asne prekinitve
raziskave. V roki, ki je prejemala velik odmerek, so namre¢
ugotovili 39-odstotno smrtnost, v roki z manjSim odmerkom
pa 15-odstotno. Prevalenca srénih bolezni je bila v obeh
rokah nesimetricno porazdeliena, najverjetneje zaradi pred-
Casnega zakljucka in poslediéno manjSega vzorca. Pre-
iskovanci, ki so prejemali velik odmerek, so imeli ve¢ kro-
ni¢nih bolezni srca (5/41 v roki z velikim odmerkom vs.
0/40 v roki z majhnim) in so bili tudi akutno bolj bolni. Vsi
bolniki so prejemali Se azitromicin, vecina pa jih je prejemala
tudi oseltamivir. Ponovno lahko zaklju¢imo, da smrtnost ni
nujno vecja samo zaradi prejemanja enega ali ve¢ zdravil
za zdravljenje covid-19. Navedeni podatki tudi ne pome-
nijo, da imamo moc¢ne dokaze o toksi¢nosti klorokina oz.
hidroksiklorokina, zagotovo pa je opozoril o mozni Skodlji-
vosti dovolj, da ju ne moremo obravnavati kot zelo varni
ucinkovini.

SKLEP

Izmed zdravil, ki jih obravnavamo v tem ¢lanku (remdesivir,
lopinavir z ritonavirjem, favipiravir in (hidroksi)klorokin), za
zdravljenje covid-19 najve¢ obeta remdesivir. Glede na do
sedaj znane podatke o klini¢ni uginkovitosti teh zdravil pa
ocenjujemo, da je malo verjetno, da bi katero od teh zdravil
pomembno krojilo usodo ¢lovestva v boju z novo boleznijo.
Spodbudna je pobuda SZO in njena vloga pri koordiniranju
klinicne raziskave s kontrolno skupino svetovnih razsez-
nosti, zaskrbljujo¢ pa je neracionalen odziv strokovne in
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znanstvene skupnosti ter uredniSke politike znanstvenih
revij, ki smo mu bili pri¢a v zgodbah o hidroksi(klorokinu).
Siroko uporabo zdravil morajo podpirati izsledki dovolj ve-
likih Klinicnih raziskav, to pa mora veljati ne le na papirju in
v priporocilih raznih zdruzenj ter organizacij, temvec tudi v
vsakodnevni klini¢ni praksi.

10.

11.

12.

13.

LITERATURA

Freedman B. Equipose and the ethics of clinical research.
NEJM. 1987,317:141-5.

Rome BN, Avorn J. Drug Evaluation during the Covid-19
Pandemic. N Engl J Med. 2020 Apr 14,NEJMp2009457.
Eichler H, Cavaleri M, Enzmann H, Scotti F, Sepodes B,
Sweeney F, et al. Clinical trials for Covid-19: can we better use
the short window of opportunity? Clin Pharmacol Ther. 2020
May 14,cpt. 1891.

Kalil AC. Treating COVID-19—Off-Label Drug Use,
Compassionate Use, and Randomized Clinical Trials During
Pandemics. JAMA. 2020 May 19;323(19):1897.

Wang Y, Zhang D, Du PG, Du PR, Zhao PJ, Jin PY, et al.
Remdesivir in adults with severe COVID-19 : a randomised,
double-blind, placebo-controlled, multicentre trial. Lancet.
2020,6736(20):1-10.

Tang W, Cao Z, Han M, Wang Z, Chen J, Sun W, et al.
Hydroxychloroquine in patients with mainly mild to moderate
coronavirus disease 2019: open label, randomised controlled
trial. Bmj. 2020; (April):m1849.

Stockman LJ, Bellamy R, Garner P. SARS: Systematic Review
of Treatment Effects. PLoS Med. 2006;3(9):e343.

Sorbello A, Jones SC, Carter W, Struble K, Boucher R, Truffa
M, et al. Emergency Use Authorization for Intravenous
Peramivir: Evaluation of Safety in the Treatment of Hospitalized
Patients Infected With 2009 H1N1 Influenza A Virus. Clin Infect
Dis. 2012 Jul 1;65(1):1-7.

Gautret R, Lagier J, Parola R Hoang VT, Meddeb L, Mailhe M,
et al. Hydroxychloroquine and azithromycin as a treatment of
COVID-19: results of an open-label non-randomized clinical
trial. Int J Antimicrob Agents. 2020 Mar;105949.

Rosenberg ES, Dufort EM, Udo T, Wilberschied LA, Kumar J,
Tesoriero J, et al. Association of Treatment With
Hydroxychloroquine or Azithromycin With In-Hospital Mortality
in Patients With COVID-19 in New York State. Jama.
2020,12203:1-10.

Geleris J, Sun'Y, Platt J, Zucker J, Baldwin M, Hripcsak G, et al.
Observational Study of Hydroxychloroquine in Hospitalized
Patients with Covid-19. N Engl J Med. 2020 May
7;NEJMo0a2012410.

Evropska agencija za zdravila. European Public Assessment
Reports. www.ema.europa.eu. Dostop: 22-05-2020.
Svetovna, Zdravstvena, Organizacija. Solidarity clinical trial for
Covid treatment. www.who.int/emergencies/diseases/novel-
coronavirus-2019/global-research-on-novel-coronavirus-2019-n
cov/solidarity-clinical-trial-for-covid-19-treatments. Dostop: 22-
05-2020.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

131

Bhimraj A, Morgan R, Hirsh Shumaker A, Lavergne V, Baden L,
Cheng V et al. Infectious Diseases Society of America
guidelines on the treatment and management of patients with
COVID-19. www.idsociety.org/COVID19guidelines. Dostop: 22-
05-2020.

Lian J, Jin X, Hao S, Cai H, Zhang S, Zheng L, et al. Analysis of
Epidemiological and Clinical Features in Older Patients With
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Outside Wuhan. Clin
Infect Dis. 2020 Mar 25;44(8):085201.

Gandhi RT, Lynch JB, del Rio C. Mild or Moderate Covid-19.
Solomon CG, editor. N Engl J Med. 2020 Apr
24;NEJMcp2009249.

Berlin DA, Gulick RM, Martinez FJ. Severe Covid-19. N Engl J
Med. 2020 May 15;NEJMcp2009575.

National Institute of Health. Coronavirus Disease 2019 ( COVID-
19 ) Treatment Guidelines.
https://covid19treatmentguidelines.nih.gov. Dostop: 22-05-
2020.

Jurekovic¢ V. Osnovni principi mehanske ventilacije,
konvencionalne oblike. In: Miha Meznar, Primoz Gradisek GM,
editor. SOLA intenzivne medicine 2017 : 1 letnik : mehanska
ventilacija in hemodinamska nestabilnost. Ljubljana, Slovenija:
Slovensko zdruZenje za intenzivno medicino: Katedra za
anesteziologijo in reanimatologijo, Medicinska fakulteta; 2017.
Gaborit BJ, Bergmann J-F, Mussini C, Arribas JR, Behrens G,
Walmsley S, et al. Plea for multitargeted interventions for severe
COVID-19. Lancet Infect Dis. 2020 Apr;(January):19-20.
Mulangu S, Dodd LE, Davey RT, Tshiani Mbaya O, Proschan M,
Mukadi D, et al. A Randomized, Controlled Trial of Ebola Virus
Disease Therapeutics. N Engl J Med. 2019 Dec
12,381(24):2293-303.

Zdravila E agencija za. EMA recommends expanding remdesivir
compassionate use to patients not on mechanical ventilation.
www.ema.europa.eu. Dostop: 22-05-2020.

Grein J, Ohmagari N, Shin D, Diaz G, Asperges E, Castagna A,
et al. Compassionate Use of Remdesivir for Patients with
Severe Covid-19. N Engl J Med. 2020 Apr
10,NEJM0oa2007016.

Clinical trials: COVID-19. www.clinicaltrials.gov. Dostop: 22-05-
2020.

Beigel JH, Tomashek KM, Dodd LE, Mehta AK, Zingman BS,
Kalil AC, et al. Remdesivir for the Treatment of Covid-19 -
Preliminary Report. N Engl J Med. 2020,1-12.

Goldman JD, Lye DCB, Hui DS, Marks KM, Bruno R,
Montejano R, et al. Remdesivir for 5 or 10 Days in Patients with
Severe Covid-19. N Engl J Med. 2020 May
27,NEJMoa2015301.

Evropska agencija za zdravila. EMA receives application for
condlitional authorisation of first COVID-19 treatment in the EU.
www.ema.europa.eu. Dostop: 10-06-2020.

Cao B, Wang Y, Wen D, Liu W, Wang J, Fan G, et al. A Trial of
Lopinavir-Ritonavir in Adults Hospitalized with Severe Covid-19.
N Engl J Med. 2020 May 7,382(19):1787-99.

K K. A Trial of Lopinavir-Ritonavir in Covid-19. N Engl J Med.
2020 May 21,382(21):e68.

Dalerba R, Levin B, Thompson J. A Trial of Lopinavir—-Ritonavir in
Covid-19. N Engl J Med. 2020 May 21,382(21):e68.

Hung IF, Lung K-C, Tso EY, Liu R, Chung TW, Chu M-Y, et al.
Triple combination of interferon beta-1b, lopinavir-ritonavir, and
ribavirin in the treatment of patients admitted to hospital with
COVID-19: an open-label, randomised, phase 2 trial. Lancet.
2020 May,6736(20):1-10.

farm vestn 2020; 71

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




Z DOKAZI PODPRTO ZDRAVLJENJE COVID-19 Z ZDRAVILI

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Cai Q, Yang M, Liu D, Chen J, Shu D, Xia J, et al. Experimental
Treatment with Favipiravir for COVID-19: An Open-Label Control
Study. Engineering. 2020 Mar;doi: 10.1016/j.eng.2020.03.007.
Chen C, Huang J, Cheng Z, Wu J, Chen S, Zhang Y, et al.
Favipiravir versus Arbidol for COVID-19 : A Randomized
Clinical. medRxiv.
2020;doi.org/10.1101/2020.03.17.20037432.

Zhou D, Dai SM, Tong Q. COVID-19: a recommendation to
examine the effect of hydroxychloroquine in preventing infection
and progression. J Antimicrob Chemother. 2020;(February):4-7.
Hashem AM, Alghamdi BS, Algaissi AA, Alshehri FS, Bukhari A,
Alfaleh MA, et al. Therapeutic use of chloroquine and
hydroxychloroquine in COVID-19 and other viral infections: A
narrative review. Travel Med Infect Dis. 2020,;101735.

Paton NI, Lee L, Xu Y, Ooi EE, Cheung YB, Archuleta S, et al.
Chloroquine for influenza prevention: A randomised, double-
blind, placebo controlled trial. Lancet Infect Dis.
2011;11(9):677-83.

Tricou V, Minh NN, van TP, Lee SJ, Farrar J, Wills B, et al. A
randomized controlled trial of chloroquine for the treatment of
dengue in vietnamese adults. PLoS Negl Trop Dis. 2010,;4(8).
Seth B, Mani H, Singh AK, Banaudha KK, Madhavan S, Sidhu
GS, et al. Acceleration of viral replication and up-regulation of
cytokine levels by antimalarials: Implications in malaria-endemic
areas. Am J Trop Med Hyg. 1999;61(2):180-6.

Roques R, Thiberville SD, Dupuis-Maguiraga L, Lum FM,
Labadie K, Martinon F, et al. Paradoxical effect of chloroquine
treatment in enhancing chikungunya virus infection. Viruses.
2018;10(5):1-18.

Guastalegname M, Vallone A. Could Chloroquine
/Hydroxychloroquine Be Harmful in Coronavirus Disease 2019
(COVID-19) Treatment? Clin Infect Dis. 2020 Mar 24,;doi:
10.1098/cid/ciaa321.

Sharma A. Chloroquine paradox may cause more damage than
help fight COVID-19. Microbes Infect. 2020 Apr;doi:
10.1016/j.micinf.2020.04.004.

Touret F, de Lamballerie X. Of chloroquine and COVID-19.
Antiviral Res. 2020;177(February):104762.

Fung K, Chan P. Comment on: COVID-19: a recommendation
to examine the effect of hydroxychloroquine in preventing
infection and progression. J Antimicrob Chemother. 2020,8-9.
Retraction Watch. Hydroxychloroquine-COVID-19 study did not
meet publishing society’s “expected standard”.
https://retractionwatch.com/. Dostop: 22-05-2020.

Bik E. Thoughts on the Gautret et al. paper about
Hydroxychloroquine and Azithromycin treatment of COVID-19
infections. Sci Integr Dig. 2020;1-17.

Uradni list RS. Odlok o omejitvi predpisovanja in izdaje zdravil z
ucinkovino klorokin, hidroksiklorokin ali azitromicin. 2020. $t.
43/20.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

132

. Molina JM, Delaugerre C, Goff J Le, Ponscarme D, Goldwirt L,

Castro N De. No evidence of rapid antiviral clearance or clinical
benefit with the combination of hydroxychloroquine and
azithromycin in patients with severe COVID-19 infection. Med
Mal Infect. 2020,2-3.

Chen J, LiuD, Liu L, Liu P, Xu Q, XIA L, et al. A pilot study of
hydroxychloroquine in treatment of patients with common
coronavirus disease-19 (COVID-19). 2020, (March):3-8.

Chen Z et al. Efficacy of hydroxychloroquine in patients with
COVID-19: results of a randomized clinical trial. medRxiv.
2020;doi: 10.1101/2020.08.22.20040758.

Evropska agencija za zdravila. Real world evidence- an
introduction; how is it relevant for the medicines regulatory
system? www.ema.europa.eu. Dostop: 22-05-2020.

Ameriska agencija za zdravila in hrano. Real-World Evidence are
playing an increasing role in health care decisions.
www.fda.gov. Dostop: 22-05-2020.

NICE. The use of real world data for the estimation of treatment
effects in NICE decision making. http.//nicedsu.org.uk. Dostop:
22-05-2020.

Mehra MR, Desai SS, Ruschitzka F, Patel AN.
Hydroxychloroquine or chloroquine with or without a macrolide
for treatment of COVID-19: a multinational registry analysis.
Lancet. 2020;6736(20):1-10.

Mehra MR, Ruschitzka F, Patel AN. Retraction—
Hydroxychloroquine or chloroquine with or without a macrolide
for treatment of COVID-19: a multinational registry analysis.
Lancet. 2020 Jun;doi:10.1016/S0140-6736(20)31324-6.
CredibleMeds. Clinical Factors Associated with Prolonged QTc
and / or TdP. www.QTFactors.org. Dostop: 22-05-2020.
Borba MGS, Val FFA, Sampaio VS, Alexandre MAA, Melo GC,
Brito M, et al. Effect of High vs Low Doses of Chloroquine
Diphosphate as Adjunctive Therapy for Patients Hospitalized
With Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) Infection. JAMA Netw Open.
2020,3(4.23):€208857.

Sanders JM, Monogue ML, Jodlowski TZ, Cutrell JB.
Pharmacologic Treatments for Coronavirus Disease 2019
(COVID-19). JAMA. 2020 Apr 13;2019:1-13.

Li'Y, Xie Z, Lin W, Cai W, Wen C, Guan Y, et al. Efficacy and
safety of lopinavir/ritonavir or arbidol in adult patients with
mild/moderate COVID-19: an exploratory randomized controlled
trial. Cell Press. 2020 May;doi: 10.1016/j.med}.2020.04.001
(preproof).

Huang M et al, Tang T, Pang P, Li M, Ma R, Lu J, et al. Treating
COVID-19 with Chloroquine. J Mol Cell Biol. 2020;12:322-5.
Yap C. Statistical review of Efficacy of hydroxychloroquine in
patients with COVID-19: results of a randomized clinical trial
Study Summary. 2020. doi: 10.5281/zenodo.3739134.

farm vestn 2020; 71



PROTIVIRUSNE
UCINKOVINE PROTI
SARS-COV-2

7A ZDRAVLJENJE
BOLEZNI COVID-19

ANTIVIRAL DRUGS
AGAINST SARS-COV-2
FOR THE TREATMENT
OF COVID-19

AVTOR / AUTHOR:

Izr. prof. dr. Tihomir Tomasi¢, mag. farm.
|zr. prof. dr. Ziga Jakopin, mag. farm.
Prof. dr. Marko Anderluh, mag. farm.

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo,
Katedra za farmacevtsko kemijo,
ASkerceva 7, 1000 Ljubljana

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
E-mail: tihomir.tomasic@ffa.uni-lj.si

uvoD

Novi koronavirus sodi med betakoronaviruse, ki vsebuijejo
enojno verigo RNA, obdano z nukleokapsido in ovito s
fosfolipidno membransko ovojnico (1). Virus membrano
pridobi z brstenjem iz ¢loveskih celic, zato je po strukturi
zelo podobna membrani Cloveskih celic. V membrano so
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POVZETEK

Bolezen covid-19, ki jo povzroCa novi koronavirus,
je lahko tudi smrtna, zato je razvoj novih protivirusnih
ucCinkovin z delovanjem proti SARS-CoV-2 izred-
nega pomena. V preglednem clanku bomo pred-
stavili makromolekulska prijemaliS¢a virusa SARS-
CoV-2 kot potencialne tarCe za razvoj zdravilnih
ucinkovin ter ucinkovine ali kandidate za ucinkovine,
ki delujejo protivirusno in kazejo obetavne ucinke v
terapiji covid-19.

KLJUCNE BESEDE:
covid-19, koronavirus, protivirusne ucinkovine,
SARS-CoV-2

ABSTRACT

The covid-19 disease, which is caused by SARS-
CoV-2, can be fatal. Therefore, there is an urgent
need for the development of novel antiviral drugs
against SARS-CoV-2. In this review article, we de-
scribe macromolecular structures of SARS-CoV-2
as potential targets for antiviral drugs. Furthermore,
we present drugs or drug candidates with antiviral
mode of action and promising effects in covid-19
therapy.

KEY WORDS:
antiviral drugs, coronavirus, covid-19, SARS-CoV-2

vgnezdeni strukturni glikoproteini, med katerimi so najbolj
znani proteini S v obliki bodic (ali t. i. spike proteins) (1).
Protein S se veze na encim angiotenzin konvertazo tipa 2
(ACE2), ki je prisoten na povrsini membrane plju¢nih epi-
telijskih celic gostitelja (2). Poleg tega pomembnega struk-
turnega proteina S pa SARS-CoV-2 vsebuje Se druge
strukturne proteine, kot so proteini N (nukleokapsida, nuc-
leocapsid), E (ovojnica, envelope) in M (membrana, mem-
brane).

Virus SARS-CoV-2 vsebuije Se Sestnajst nestrukturnih pro-
teinov, od katerih imajo nekateri encimsko funkcijo, kot so:
od RNA odvisna RNA-polimeraza (RdRp), glavna cisteinska
proteaza 3CLpro in papainu podobna proteaza PLpro (2,
3). Vse te makromolekulske tarée ponujajo odlicno osnovo
za nacrtovanje zdravilnih ucinkovin z delovanjem proti virusu
SARS-CoV-2. Raziskave najintenzivneje potekajo v smeri
razvoja zaviralcev proteaze 3CLpro in RNA-polimeraze
RdRp, za katere poznamo tudi kristalne strukture, ki omo-
gocajo strukturno podprto nacrtovanje (4).
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Hiter razvoj potencialnih protivirusnih u€inkovin omogoca
velika podobnost virusa SARS-CoV-2 z Ze predhodno po-
znanima virusoma SARS-CoV in MERS-CoV (5). Ta pod-
obnost nam omogoca, da lahko v kratkem Casu testiramo
veliko Stevilo znanih spojin z dokazanim delovanjem na
SARS-CoV in MERS-CoV, s pomocjo ¢esar so ze identifi-
cirali potencialne protivirusne ucinkovine, ki so v predkli-
nicnih in klini¢nih fazah razvoja (6). Za odkrivanje protivi-
rusnih ucinkovin in cepiv je kljuénega pomena tudi
interakcija med proteinom S in ACE2, saj je to zadetni
stik, ki omogodi vstop virusa v gostiteljsko celico (1). Hiter
potek raziskav in pospeseno vrednotenje obetavnih spojin
v Kkliniénih preskusanijin nam dajeta upanje, da bo kmalu
na voljo varno in ucinkovito zdravilo in/ali cepivo proti bo-
lezni covid-19. V nadaljevanju bomo predstavili klju¢ne
spojine s protivirusnim delovanjem, predvsem njihov me-
hanizem delovanja, medtem ko so rezultati klini¢nih pre-
skuSanj najobetavnejsih spojin predstavljeni v Slanku Z
dokazi podprto zdravijenje covid-19 z zdravili v tej Stevilki
Farmacevtskega vestnika.

PROTIVIRUSNE UCINKOVINE

Zaradi pandemicnih razseznosti okuzb z virusom SARS-
CoV-2 raziskave v smeri razvoja protivirusnih ucinkovin
za zdravljenje covid-19 potekajo zelo intenzivno. Ker je
razvoj zdravilne ucinkovine dolgotrajen proces, ki lahko
traja tudi ve¢ kot deset let, je v trenutnem polozaju klju¢no,
da identificiramo in v klini¢nih preskuSanjin najprej vred-
notimo predvsem zdravilne ucinkovine ali kandidate, ki
s0 ali so ze bili v Kliniénih preskusanjih. Za te spojine po-
znamo Stevilne podatke o varnosti, profil nezelenih ucin-
kov in tako lahko vrednotimo varnost in ucinkovitost pri
zdravljenju bolnikov s covid-19. Ta postopek odkrivanja
zdravilnih u€inkovin v angleScini imenujemo drug repur-
posing ali drug repositioning (7), ki pomeni, da znani ucin-
kovini v novih klini¢nih preskusanjin dokazemo varnost in
ucinkovitost za drugo indikacijo kot je ta, za katero je bila
predhodno registrirana. Seveda obstaja bojazen, da no-
bena od Ze znanih u€inkovin ne bo uspesna v klini¢nih
preskusanijin za zdravljenje covid-19, zato sta klju¢na tudi
odkrivanje in razvoj novih spojin, od katerih Zelimo v Elanku
izpostaviti predvsem spojino EIDD 2801. Prijemalis¢a spo-
jin s protivirusnim delovanjem so prikazana na sliki 1, iz
katere je razvidno, da se lahko z majhnimi molekulami

vpletamo v razli¢ne faze zivljenjskega cikla virusa SARS-
CoV-2.

2.1 UCINKOVINE, KI PREPRECUJEJO
VSTOP VIRUSA V GOSTITELJSKO
CELICO

Pri prepreCevanju vstopa virusa v celico lahko delujemo
tako na virusne proteine kot tudi na proteine gostiteljske
celice ali pa s spremembo pH v endosomih vplivamo na
endocitozo.

2.1.1 Kamostat

Kamostat (slika 2) deluje kot zaviralec serin proteaz in je
od leta 2006 registriran na Japonskem za zdravljenje kro-
ni¢nega pankreatitisa. Deluje tudi kot zaviralec transmem-
branske serin proteaze 2 (TMPRSS2) na membrani gosti-
teljske celice, ki ima klju¢no vlogo pri vstopu SARS-CoV-2
v celico. Encim TMPRSS2 je namre¢ odgovoren za cepitev
in aktivacijo proteina S SARS-CoV-2, ki se veze na recep-
tor ACE2 gostiteljske celice. Na celi¢ni liniji Calu-3 so po-
kazali, da lahko z zaviranjem TMPRSS2 s kamostatom
prepre¢imo vstop razliénim koronavirusom, kot so SARS-
CoV, MERS-CoV in SARS-CoV-2, in dosezemo tudi zmanj-
Sanje okuzbe celic s SARS-CoV-2 (2). Na osnovi te razi-
skave so predlagali kamostat kot potencialno ucinkovino
za zdravljenje covid-19, vendar rezultati klini¢nih raziskav
Se niso znani.

2.1.2 Umifenovir

Umifenovir (slika 2), poznan tudi kot arbidol, je Sirokospek-
tralna protivirusna spojina, ki je v Rusiji in na Kitajskem v
uporabi za zdravljenje gripe. Mehanizem delovanja umife-
novirja je vecplasten, saj opisujejo tako neposredno viru-
cidno delovanje kot tudi vpliv v razli¢nih stopnjah virusnega
cikla, kot sta vstop virusa v gostiteljsko celico in replikacija.
Umifenovir je hidrofobna, Sibko bazi¢na spojina, ki se zaradli
svoje planarne strukture vgrajuje v membrane. Neposredno
protivirusno delovanje tako povezuijejo z interakcijo z aro-
matskimi aminokislinskimi ostanki strukturnih virusnih gli-
koproteinov in/ali z virusno lipidno ovojnico (8). Z rentgen-
sko kristalografijo so pokazali tudi, da se umifenovir veze
na hemaglutinin virusa gripe in na ta nacin prepreci njegovo
konformacijsko spremembo, ki je potrebna za zlitie mem-
bran in s tem vstop virusa v gostiteljsko celico (9). Ker so
na Kitajskem v zgodnjih fazah poteka bolezni covid-19
uporabljali tudi nekatere ucinkovine za zdravljenje gripe,
S0 raziskali protivirusno delovanje umifenovirja, baloksavirja,
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Slika 1: Priiemalisc¢a ucinkovin s protivirusnim delovanjem proti SARS-CoV-2.
Figure 1: Targets of drugs displaying antiviral activity against SARS-CoV-2.

laninamivirja, oseltamivirja, peramivirja in zanamivirja proti
SARS-CoV-2 in vitro. Med temi uginkovinami je najmo-
¢nejSe delovanje izkazoval umifenovir, za katerega so ugo-
tovili, 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 (10). Rezul-
tati manjSe klini¢ne raziskave, ki je vkljuCevala 86 bolnikov
z blazjo do zmerno obliko covid-19, od katerih jih je 34
prejemalo kombinacijo lopinavir/ritonavir, 35 umifenovir, 17
pa nobene protivirusne terapije, so pokazali, da monote-
rapija z umifenovirjem nima pomembnega ucinka na potek
bolezni (11).

2.1.3 Klorokin in hidroksiklorokin

Klorokin in hidroksiklorokin (slika 2) sta peroralno uporabni
zdravilni ucinkovini, ki ju Ze vrsto let uporabliamo v profilaksi
in za zdravljenje malarije. Hidroksiklorokin izkazuje tudi
imunomodulatorno delovanje in je pridobil dovoljenje za
promet za zdravljenje revmatoidnega artritisa, porfirije in
generaliziranega lupusa eritematozusa. Za obe ucinkovini

je znano tudi, da delujeta proti nekaterim RNA-virusom,
pri Semer ima hidroksiklorokin mocnejse protivirusno de-
lovanje proti SARS-CoV-2 (12). Mehanizem delovanja teh
dveh ucinkovin poteka na ve¢ nivojih. Znano je, da klorokin
in hidroksiklorokin zaradi bazi¢nih lastnosti zviSata pH v
znotrajceli¢nih organelih, kot so endosomi in lizosomi. Ker
je kisel pH v endosomih predpogoj za zlitje virusne mem-
brane z membrano lizosoma, na ta nacin preprecita vstop
SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico. Klorokin lahko dodatno
prepreci vstop virusa v celico tudi preko vpliva na po-
sttranslacijsko glikozilacijo receptorja ACE2 in proteina S
SARS-CoV-2. Klorokin deluje tudi kot ionofor za cinkove
ione, ki pri vedji znotrajceli¢ni koncentraciji zmanjSajo bio-
sintezo virusne od RNA odvisne RNA-polimeraze. Pred-
vsem hidroksiklorokin dodatno deluje tudi protivnetno, in
sicer preko zmanjSanja izrazanja TNFaq, interlevkina 1,
interlevkina 6 in zmanjSanja aktivacije signalne poti MAPK-
kinaze, kar bi lahko imelo ugoden vpliv na potek bolezni
covid-19 v drugi fazi, preden pride do pojava citokinske
nevihte (13).
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Slika 2: UCinkovine, ki preprecujejo vstop virusa SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico.

Figure 2: SARS-CoV/-2 host cell entry inhibitors.

2.2 ZAVIRALCI OD RNA ODVISNE RNA-
POLIMERAZE SARS-COV-2

RdRp ima kljucno vlogo pri replikaciji virusa SARS-CoV-2,
zato je pomembna tar¢a za odkrivanje protivirusnih ucin-
kovin. RdRp SARS-CoV-2 in SARS-CoV imata vec kot 95-
odstotno podobnost aminokislinskega zaporedja, kar je
omogocilo hitro testiranje velikega nabora spojin, ki so
predhodno Ze izkazovale delovanje proti SARS-CoV, pa
tudi ostalim virusom z RNA (14, 15).

2.2.1 Favipiravir

Favipiravir (T-705, slika 3) je protivirusna ucinkovina, ki so
jo odkrili z reSetanjem kemijskih knjiznic. Deluje tako, da
selektivno zavira RdRp. NatancénejSi mehanizem delovanja
razkriva, da gre za predzdravilo, saj se favipiravir Sele znotraj
celice s celicnimi encimi fosforibozilira do aktivne oblike,
favipiravir ribofuranozil-5’-trifosfata, tega pa nato kot sub-
strat (lazni purinski nukleotid) prepozna RdRp, kar vodi v
zaviranje RNA-polimerazne aktivnosti (16, 17). Vkljuditev
laznih nukleotidov v virusno RNA povzrodi njeno visoko
stopnjo mutacij, ki ustvarjajo nezivi virusni fenotip (18). Ker
je kataliticna domena RdRp ohranjena med Stevilnimi tipi
virusov RNA, ima favipiravir Sirokospektralno protivirusno
delovanje (16). UCinkovit je ne le proti Stevinim tipom in
podtipom virusa gripe, vkljuéno s podtipom pticje gripe,
temvec tudi ostalim virusom RNA, kot so arenavirusi, han-

tavirusi, bunjavirusi, norovirusi in filovirusi, ki povzrocajo
hemoragi¢no mrzlico (16, 18, 19). Zaradi edinstvenega
mehanizma delovanja favipiravir predstavlja tudi obetavno
zdravilno ucinkovino v boju proti ostalim virusom RNA, kot
je SARS-CoV-2.

Zdravilo favipiravir je od leta 2014 registrirano na Japon-
skem za zdravljenje gripe, vendar le za posamezne podtipe
virusa in v posebnih okolis¢inah bolezni, proucevali so so
ga tudi pri zdravljenju ebole (19). Favipiravir je teratogen,
kar zahteva dodatno previdnost pri uporabi. Sicer pa ima
v dosedanijih klini¢nih raziskavah ugoden profil nezelenih
ucCinkov z blagimi gastrointestinalnimi tezavami in asimp-
tomatskimi dvigi sec¢ne kisline, moznost peroralnega zdra-
vljenja in relativno majhno tveganije za interakcije z zdravili
pa predstavljajo dodatne prednosti zdravila (20). Trenutno
poteka ve¢ klinicnih raziskav, ki proucujejo ucinkovitost
favipiravirja kot samostojno ali kombinirano zdravljenje co-
vid-19.

2.2.2 Remdesivir

Remdesivir (GS-5734, slika 4) so razvili za zdravljenje
okuzb z virusom ebola, a $e nima dovoljenja za promet
(21, 22). UCinkovina je fosforamidatno predzdravilo ade-
nozin C-nukleozida, ki se po mehanizmu podobnega
predzdravila sofosbuvirja v jetrih z esterazami pretvori
do ustreznega fosforamidata, nato pa s tkivnimi fosfo-
ramidazami do 5'-monofosfata. Slednji se v celicah
pretvori do trifosfata (slika 4) in zavira delovanje virusne
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RdRp - upocasnjuje sintezo virusne RNA, kot nado-
mestni substrat tekmuje z adenozin trifosfatom za
vgradnjo v RNA in ovira kontrolno branje (vnasa mutacije
v virusni genom). Tako upocasnijuje ali zavira sintezo vi-
rusne RNA (23, 24). Omenjeni mehanizem delovanja
nakazuje na moznost delovanja proti Sirokemu spektru
virusov RNA. V raziskavah na ¢loveskih celicah in vitro
je remdesivir izkazal uc€inkovitost proti razli¢nim virusom
RNA, vklju¢no s SARS-CoV, MERS-CoV in SARS-CoV-
2. V raziskavah na poskusnih Zivalih je ob zgodnjem
zaCetku zdravljenja okuzbe zavrl replikacijo virusa ebola
v opicah rezus ter virusa SARS-CoV v misih. Remdesivir
je glede na rezultate manjsih klini¢nih raziskav ena od
najbolj obetavnih spojin za zdravljenje covid-19 in je na
voljo za socutno uporabo pri bolnikih, ki nimajo moz-
nosti vkljucitve v klinicna preskusanja. Na osnovi dose-
danjih podatkov o varnosti in u¢inkovitosti pri zdravljenju
covid-19 je na Japonskem pridobil dovoljenje za pro-
met.

2.2.3 EIDD 2801

EIDD 2801 (slika 3) je peroralno uporabno predzdravilo
z ugodnimi farmakokineti¢nimi lastnostmi, ki je v pred-
klini¢ni fazi razvoja in ima Sirok spekter delovanja proti
virusom RNA (25). Izopropilni ester EIDD 2801 se po
zauZitju hidrolizira do B-p-N*-hidroksicitidina, ki se nato
pretvori v ustrezni N-hidroksicitidintrifosfat, ki zavira
RdRp koronavirusov, vklju¢no s SARS-CoV-2, pri repli-
kaciji pa ga ta encim vgradi v nastajajoCo verigo virusne
RNA. Po vgradnji v RNA ne deluje kot prekinjevalec ve-
rige, temveC sprozi nastanek zelo velikega Stevila mu-
tacij 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 (26). 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 (26). Delovanje EIDD 2801 je tako obetavno za
nadaljnji razvoj in moznost kombinirane terapije z rem-
desivirjem v primeru klinicno pomembnega razvoja re-
zistence SARS-CoV-2 proti remdesivirju. Obetavno pro-
tivirusno delovanje EIDD 2801 in vitro in in vivo nakazuje
velik potencial te spojine za zdravljenje covid-19, vendar
bo treba pocakati na rezultate na¢rtovanih klini¢nih ra-
ziskav, ki bodo dokazale tako varnost kot ucinkovitost
te spojine.

2.3 ZAVIRALCI VIRUSNE PROTEAZE
3CLPRO

Lopinavir/ritonavir

Ucinkovini lopinavir in ritonavir (slika 5) sta zaviralca aspartat
proteaze virusa HIV-1 in ju uporabliamo v terapiji okuzb z
virusom HIV. Lopinavir so razvili kot optimiziran analog ri-
tonavirja z delovanjem na proti ritonavirju odpornemu HIV-
1. UCinkovini uporabliamo v kombinaciji, saj ritonavir deluje
kot zaviralec citokromov P450, s ¢imer dosezemo visjo
plazemsko koncentracijo lopinavirja (27). Pri SARS-CoV-2
predpostavljajo, da ucinkovini zavirata cistein proteazo
3CLpro, s Cimer preprecita cepitev virusnega poliproteina
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Slika 3: Zaviralci od RNA odvisne RNA-polimeraze z delovanjem proti SARS-CoV-2.
Figure 3: RNA-dependent RNA polymerase inhibitors with antiviral activity against SARS-CoV-2.
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Slika 4: Shema bioaktivacije remdesivirja.
Figure 4: Bioactivation of remdesivir.

na funkcionalne proteine in s tem dosezeta protivirusno
delovanje.

2.4 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 nacin uravnavajo
odziv imunskega sistema. Sprosceni interferoni Scitijo
celice, iz katerih se spro$&ajo, kot tudi celice v njihovi
neposredni blizini pred napadom virusov. Pri virusnih
okuzbah imajo pomembno viogo predvsem interferoni
a in B, ki jih uvrS¢amo med interferone tipa I. Delujejo

tako, da inducirajo nastanek protein kinaze R, ki ne-
specificno zavira sintezo proteinov, in RNaze L, ki raz-
gradi celi¢no in virusno RNA. Posledica tega je zmanj-
Sevanje nastajanja novih kopij virusa. Interferoni
spodbujajo tudi izraZzanje poglavitnega histokompati-
bilnega kompleksa tipa I, s ¢imer stimulirajo delovanje
citotoksic¢nih limfocitov T CD8+, aktivirajo naravne ce-
lice ubijalke in izzovejo zorenje dendriticnih celic. Ker
koronavirusi, tudi SARS-CoV-2, nosijo genski zapis za
proteine, ki posredno zavirajo nastajanje interferonov
tipa | in tako delujejo imunosupresivno, interferoni tipa
| predstavljajo obetavne kandidate za zdravljenje bolezni
covid-19 (28, 29).

lopinavir

Slika 5: Zaviralca cistein proteaze 3CLpro virusa SARS-CoV-2.
Figure 5: SARS-CoV-2 cysteine protease 3CLpro inhibitors.

ritonavir
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SKLEP

Odkrivanje potencialnih kandidatov za zdravljenje covid-
19 poteka zelo intenzivno tako v predklinicnih kot tudi v
klinicnih fazah razvoja s ciljanjem razlicnih stopen;j zivljenj-
skega cikla virusa SARS-CoV-2. Pravi potencial predsta-
vljenih ucinkovin za zdravljenje covid-19 bo znan Sele po
rezultatin randomiziranih klini¢nih raziskav, ki trenutno po-
tekajo 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 prihod-
nosti.
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POVZETEK

Ob pojavu pandemije bolezni covid-19 se je pove-
¢alo zanimanje za nekatera prehranska dopolnila,
zdravila iz skupine nesteroidnih antirevmatikov, raz-
kuzila in obrazne maske. Ob Stevilnih nasprotujocCih
si informacijah je vloga farmacevta pri svetovanju
iziemno pomembna. Prehranska dopolnila, kot so
vitamin C, vitamin D in cinkove soli, lahko pomem-
bno prispevajo k sploSnemu zdravstvenemu stanju
pri pomanijkljivi prehrani in v zimskem obdobju, a
dokazov o njihovi zaScitni viogi pri preprecevaniju
ali zdravljenju covid-19 ni. Znanstvene raziskave so
se poglobile v ugotavijanje, ali lahko jemanje neka-
terih u€inkovin, med katere sodi tudi ibuprofen, po-
slabSa potek te bolezni. Do sedaj zbrani podatki ne
klicejo po posebnih opozorilih in prenehanju jema-
nja. V smislu preventive bodo razkuzila in obrazne
maske Se nekaj Casa aktualni, zato sta pomembni
njihova pravilna in varna raba.

KLJUCNE BESEDE:
covid-19, NSAR, obrazne maske, prehranska do-
polnila, razkuzila

ABSTRACT

With the onset of the covid-19 pandemic, there has
been an increased interest in certain dietary sup-
plements, nonsteroidal anti-inflammatory drugs, dis-
infectants and face masks. With a lot of contradic-
tory information, the role of a pharmacist in
counseling is extremely important. Dietary supple-
ments such as vitamin C, vitamin D and zinc salts
can make an important contribution to overall health
in malnutrition and during winter season, however,
there is no evidence for their protective role in pre-
vention or treatment of covid-19. Scientific research
has been committed to determine whether taking
certain medicines, including ibuprofen, can worsen
the course of covid-19. Data collected thus far does
not call for special warnings and interruption of their
usage. In terms of prevention, disinfectants and
face masks will remain relevant for some time, so
their correct and safe use is important.

KEY WORDS:
covid-19, dietary supplements, disinfectants, face
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V obdobjih, ko so virusne okuzbe pogostejSe, posegamo masks, NSAID

po razliénih pripravkih in prehranskih dopolnilih, s katerimi
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zelimo okrepiti imunski sistem, kot so vitamini, cinkove
soli, esencialne aminokisline in razli¢ni rastlinski pripravki.
Ko se simptomi okuzbe ze pojavijo, pa jih najpogosteje
lajSamo z analgetiki in antipiretiki, med katere sodi tudi
skupina nesteroidnih antirevmatikov (NSAR). V ¢asu pan-
demije koronavirusne bolezni 2019 (covid-19) se je zani-
manje za ta prehranska dopolnila in zdravila mo¢no pove-
Galo. Pojavila so se tudi vpraSanja o smiselnosti in
predvsem varnosti njihove uporabe. Ob Stevilnih naspro-
tujocih si informacijah je vioga farmacevta v lekarni iziemno
pomembna.

Nacionalni institut za javno zdravje (NIJZ) je med priporodili
za preprecevanje okuzbe svetoval tudi uporabo obraznih
mask in razkuzil za roke in povrSine. Strokovne skupine
vlad po svetu so tudi pozivale pristojne sluzbe in prebival-
stvo k razkuzevanju javnih povrsin in skupnih prostorov v
vecstanovanjskih objektin. Skladno s tem se je v lekarnah
in specializiranih trgovinah povecalo povprasevanije po raz-
kuzilih in zaScitni opremi in porajajo se vprasanja, povezana
z izbiro in ustrezno rabo teh pripomockov.

V prispevku zelimo predstaviti znanstvene osnove, pove-
zane z uporabo prehranskih dopolnil, zdravil iz skupine
NSAR, razkuZil in obraznih mask , ki so ob pojavu pande-
mije predmet velikega zanimanja.

PREHRANSKA DOPOLNILA

2.1 VITAMIN C

V Casu pandemije je poraslo zanimanje po vecjih odmerkih
vitamina C (od 200 mg do 2 g dnevno). Vitamin C (askor-
binska kislina) je nujno potreben v razli¢nih fizioloskih pro-
cesih v telesu. Uzivanje vitamina C v obliki tablet, kapsul,
praskov ali tekocine v odmerkih do 200 mg dnevno je smi-
selno predvsem pri pomanijkljivi prehrani in je razSirjeno
Zlasti v zimskem Casu kot preventiva pred obi¢ajnimi pre-
hladnimi oboleniji. Vitamin C je povezan predvsem s krvo-
Zilnim sisternom in krepitvijo imunskega sistema ter naj bi
zmanjSal ¢as in resnost bolezenskih znakov pri obi¢ajnem
prehladu in gripi (1). TakSno delovanje obetajo predvsem
nekateri ucinki, ugotovljeni v raziskavah in vitro, kot so an-
tioksidativno delovanje, vpliv na znizano izrazanje genov
za vnetne citokine in vpliv na povecano protimikrobno de-
lovanje nekaterih imunskih celic (2). Stevilne Kliniéne razi-
skave pa ne dajejo enoznacnih rezultatov glede vioge vita-

mina C pri prehladnih obolenjin. V metaanalizi, objavljeni
leta 2013, so primerjali rezultate 29 klini¢nih raziskav, ki so
zajele skupno 11.000 prostovoljcev. Ugotovili so, da vsa-
kodnevno preventivno uzivanje 200 mg ali vec vitamina C
zmanjSa pojavnost prehladnih obolenj za zgolj 3 % v pri-
merjavi s placebom. Po drugi strani pa so ugotovili, da je
bilo trajanje prehlada pri ljudeh, ki so ob zaCetku obolenja
ze jemali vitamin G, krajSe kot pri ljudeh, ki so ob zacetku
obolenja jemali placebo. Pri odraslih se je trajanje prehlada
skrajSalo za 8 %, pri otrocih pa za 14 % (3). Prehladna
obolenja povzro¢ajo tudi humani koronavirusi. Ker pa co-
vid-19 povzroCa novi koronavirus z drugacnim genskim
zapisom (4), rezultatov teh metaanaliz ne moremo enosta-
vno posploSevati na covid-19.

Nekatere znacilnosti tezjega poteka okuzbe z novim koro-
navirusom SARS-CoV-2 vkljudujejo razvoj sindroma akutne
dihalne stiske, sekundarne okuzbe (npr. bakterijska plju-
¢nica) in hude sepse (4). Nedavno so objavili rezultate kli-
ni¢nih preskusanj, v katerih so proucevali uporabo vitamina
C kot del strategije zdravljenja sindroma akutne dihalne
stiske (5) in septiCnega Soka (1). Pri bolnikih s sepso in
sindromom akutne dihalne stiske intravensko dajanje vita-
mina C (50 mg/kg) vsakih 6 ur v 96 urah ni bistveno spre-
menilo ocene resnosti, ravni C-reaktivnega proteina ali ravni
trombomodulina v primerjavi s placebom, Ceprav se je ob
uporabi vitamina C statisticno znaciino znizala smrtnost v
28 dnevih (ne glede na vzrok) in skrajSal ¢as na oddelku
za intenzivno nego (5). Pri drugi raziskavi intravenska apli-
kacija vitamina C, hidrokortizona in tiamina (vitamin B1) ni
spremenila poteka septicnega Soka v primerjavi z uporabo
hidrokortizona (1).

Kitajski zdravniki so v razlicnih medijin navajali, da so uspe-
8no zdravili bolnike s covid-19 z visokimi odmerki intra-
vensko apliciranega vitamina C. To naj bi privedlo do kraj-
Sega povprecnega Casa hospitalizacije in zmanjSanja
smrtnosti (6). Obsirno klinicno raziskavo so priceli 14. fe-
bruarja 2020 v bolnisnici Zongnan (Vuhan). Vkljucili so 140
bolnikov, ki so jim diagnosticirali plju¢nico, povezano z
okuzbo s SARS-CoV-2. Bolnikom so intravensko aplicirali
zelo visoke odmerke vitamina C (24 g dnevno). Koncni re-
zultati raziskave Se niso objavljeni, a predhodni rezultati
niso pokazali bistvenih razlik med skupino bolnikov, ki je
prejemala vitamin C, in skupino, ki je dobila placebo (NCT
04264533).

Se vedno potekajo tevilna klini¢na preskusanja, kjer pre-
skusajo vitamin C kot monoterapijo za zdravljenje covid-
19 (NCT04264533, NCT04344184, NCT03680274,
NCT04357782), v kombinaciji s hidroksiklorokinom za
zdravljenje (NCT04328961) ali prepreCevanje
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(NCT04326725, NCT04335084) in v kombinaciji z drugimi
prehranskimi  dopolnili za prepreCevanje okuzbe
(NCT04342728).

Dnevni odmerek vitamina C se v teh preskusanijih zelo ra-
zlikuje, od 250 do 500 mg peroralno do 24 g intravensko.
Visoki odmerki, kot so jih uporabili pri intravenskinh aplika-
cijah, uporabniku v lekarnah niso na voljo in jemanje od-
merkov, vecjih od 1000 mg dnevno, odsvetujemo. Visoki
odmerki vitamina C (nad 1000 mg) lahko delujejo prooksi-
dativno in se jim morajo Se posebej izogibati bolniki z ura-
tnimi ledviénimi kamni, bolniki s kroni¢no slabsim delova-
njem ledvic, predvsem tisti, ki so na hemodializi, in
posamezniki, ki imajo SibkejSe delovanje encima glukoza-
6-fosfat-dehidrogenaza. Zaradi mo¢nega antioksidativnega
delovanja vitamina C je potrebna previdnost pri bolnikih z
rakom, ki se zdravijo s kemoterapijo ali obsevanjem, kjer
je mehanizem protitumornega delovanja povezan z na-
stankom reaktivnih spojin (7). Pomembno pa je poudariti
tudi pomanjkanje dokazov v prid jemanju vitamina C za
prepreCevanje ali zdravljenje covid-19.

2.2 VITAMIN D

Vitamin D je v mascobah topen vitamin, ki se v prehranskih
dopolnilih nahaja kot vitamin D2 (ergokalciferol) in D3 (ho-
lekalciferol). Obe obliki se v jetrih pretvorita v aktivno obliko
kalcitriol. Iz epidemioloskih podatkov, povezanih z virusom
influence, predpostavljgjo, da je pomanjkanje vitamina D
pomemben dejavnik sezonskega pojavljanja epidemij (8).
Po tej predpostavki je v zimskih obdobjih zaradi zmanjsane
izpostavljenosti soncu in posledicno zmanjSane sinteze
nizja koncentracija vitamina D v serumu, kar vpliva na de-
lovanje imunskega sistema (8). Vitamin D se v delovanje
imunskega sistema vpleta na razlicne nacine in ti mehan-
izmi so predmet Stevilnih raziskav (9). Opazovalne razi-
skave dosledno povezuijejo nizko raven vitamina D z aku-
tnimi okuzbami dihal (10). To se je pokazalo tudi v nedavni
opazovalni raziskavi, Kjer so primerjali povpre¢no koncen-
tracijo vitamina D populacij iz 20 evropskih drzav z res-
nostjo poteka bolezni covid-19 (11). Klinine raziskave
dajo manj konsistentne podatke, verjetno zaradi hetero-
genosti izhodis¢nih ravni vitamina D pri udelezencih razi-
skave. V najvecji metaanalizi do sedaj, ki je vkljucila vec
kot 10.000 posameznikov iz 25 kakovostno izvedenih kli-
nicnih preskusanj, so zakljucili, da peroralna prehranska
dopolnila vitamina D nekoliko zmanjSajo tveganje za akutne
okuzbe dihal (ocena ucinkovitosti NNT (number needed
to treat) = 33). UCinki so bili najbolj izraziti pri tistih, ki so
vitamin D jemali v dnevnih (400 do 4000 IE/dan) ali teden-

143

skih odmerkih, brez dodatnih bolusov (NNT = 20), znotraj
te skupine pa je bil zascitni ucinek vitamina D najbolj izra-
zen pri skupini s hujSim zagetnim pomanjkanjem vitamina
D (NNT = 4).

Ti podatki predstavijajo podlago za objave in predpostavke
0 za&citni vlogi vitamina D pri pandemiji covid-19. Vendar
bodo Sele raziskave, ki so v teku in bodo ocenile vpliv
ravni vitamina D na napoved pri bolnikih s covid-19 in ucin-
kovitost dodajanja vitamina D kot del zdravljenja, dale bol]
jasen odgovor (12).

Zaradi sploSnega zdravstvenega stanja in razsirjenosti po-
manjkanja vitamina D v populaciji predvsem v zimskem
obdobju je dodatek vitamina D v koli¢ini do 100 pg (4000
IE) na dan varen. Dokler o viogi vitamina D pri prepreCevanju
ali zdravljenju okuzbe s SARS-CoV-2 ni jasnih dokazov, je
potrebno uporabnike opozoriti pred prevelikimi vnosi, saj
dolgotrajno uporabo visokin odmerkov povezujejo s poja-
vom hiperkalciemije (13).

2.3 CINKOVE SOLI

Cink je mineral v sledovih, ki po nekaterih raziskavah sode¢
zavira razmnozevanje virusov in njihovo pritrievanje na no-
sno-zrelno sluznico ter naj bi po teh mehanizmih vplival na
potek prehladnih obolenj (14). Raziskave in vitro kazejo, da
cinkovi ioni zavirajo virusne RNA-polimeraze in tako zmanj-
Sajo replikacijo virusov (tudi koronavirusov) v celicah (15).
Prav tako raziskovalci proucujejo verjetnost zaviranja delo-
vanja encima angiotenzin konvertaze tipa 2 (ACE2) kot tudi
njegovo viogo pri povecanju izrazanja protivirusnega inter-
ferona a. Ker cinkovi ioni zavirajo znotrajceli€no signalno
pot transkripcijskega jedrnega dejavnika-kB (NF-kB), bi
lahko delovali protivnetno. Prav tako vecja koncentracija
cinkovih ionov zmanjSuje pojav sekundarne bakterijske
okuzbe (16). Klini¢ne raziskave, ki so ugotavljale vpliv do-
dajanja cinkovih ionov na potek prehladnih obolenj, so me-
todolosko Sibke in dajejo nasprotujoce rezultate. Razlikujejo
se tudi zakljucki metaanaliz. V obSirnejSi metaanalizi so za-
kljucili, da dodajanje cinkovih ionov lahko zmanjsa trajanje
prehlada za 1,65 dni. Zaradi velike heterogenosti podatkov,
ki so delno tudi posledica razlik v starosti udelezencey,
uporablienem odmerku in vrsti cinkove soli, avtorji poudar-
jajo, da ni dovolj dokazov za klini¢na priporodila (17).

Novice, povezane s trditvami o delovanju cinkovih ionov
pri okuzbi s covid-19, so zbudile zanimanje uporabnikov.
Za vpliv samih cinkovih ionov na potek bolezni covid-19
klinicnih dokazov ni. Poteka pa nekaj klini¢nih preskusan;,
v katere je kot del rezima za zdravljenje covid-19 vklju¢en
tudi cink (predvsem v kombinaciji s hidroksiklorokinom, ki
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je znan cinkov ionofor in tudi sam deluje protivirusno in
imunomodulatorno) (18).

PriporoCen dnevni vnos cinka je 10 mg/dan (NIJZ, refe-
rencne vrednosti). Raziskave toksi¢nosti ponavljajoCih se
odmerkov so pokazale, da je raven, pri kateri ni opaznega
ucinka (NOEL), okrog 95 mg/kg telesne mase. Uporabnike
je potrebno opozoriti na mozne nezelene ucinke, ki so jih
zaznali tudi v klini¢nih raziskavah, kot so neprijeten okus v
ustih, slabost, abdominalne bolecine in prebavne motnje
(17).

NESTEROIDNI ANTIREVMATIKI

Za znizevanje vrocine in lajSanje bole€in v misicah in gla-
vobola pri prehladnih obolenjih pogosto uporabljamo
NSAR, ki so na voljo tudi brez recepta in zato uporabniku
enostavno dostopni. Znizevanje poviSane telesne tem-
perature in lajSanje blazjih bolecin je smiselno tudi pri bo-
lezni covid-19. Na spletu smo od pri¢etka pandemije za-
sledili Stevilne objave, da naj bi uporaba NSAR, predvsem
ibuprofena, poslabsala potek te bolezni. Podobne objave
SO se pojavljale tudi za ucinkovine iz skupine zaviralcev
ACE in antagonistov angiotenzinskih receptorjev, ki jih
pogosto uporabliamo za zdravljenje bolnikov s hiperten-
zijo, srénim popuscanjem ali ledvicnimi zapleti pri diabe-
tesu. Te objave temeljijo na predpostavki, da omenjene
ucinkovine povecajo izrazanje membranskega encima
ACE2, ki predstavlja prijemalisCe, preko katerega virus
SARS-CoV-2 vstopa v celice na povrsini dihal in drugje.
Ve¢ prijemaliS¢ za virus pa naj bi posledi¢no povecalo
tveganje za okuzbo (19).

Trenutni dokazi kazejo, da ACE2 sluzi kot vstopni receptor
za SARS-CoV-2 (20), a ima tudi zaScitno vlogo pri po-
Skodbah plju¢ (21), do katerih lahko pride tudi pri covid-
19. Zanimivo je, da lahko &loveSki rekombinantni topni
ACE2, ki so ga Klini¢no preskusali v prvi in drugi fazi za
zdravljenje akutne plju¢ne poskodbe in pliu¢ne hipertenzije,
pomembno prepreci zgodnje faze okuzbe s SARS-CoV-2
in vitro (22). Zato se je v Evropi nedavno zacelo klinicno
preskusanje rekombinantnega ACE2 za zdravljenje covid-
19 (EudraCT: 2020-001172-15).

Znanje o regulaciji ACE2 kot odzivu na zdravila ve¢inoma
temelji na poskusih na Zivalih. Ceprav rezultati teh raziskav
kazejo, da lahko ucinkovine, kot so zaviralci ACE, antago-
nisti angiotenzinskih receptorjev ali ibuprofen, povisajo iz-

razanje ACE2 na membranah celic v sréni misici ali ledvi-
¢nem tkivu, pa dokazi iz poskusov na zivalih niso povsem
skladni in Se vedno ni jasno, ali so prenosljivi na ljudi. Poleg
tega so glavna tar€a SARS-CoV-2 alveolarne celice tipa Il
podatkov o vplivu omenjenih zdravilnih ucinkovin na izra-
zanje ACE2 na teh celicah pa nimamo. Pri ljudeh sicer ob-
stajajo dokazi, da imajo lahko bolezenska stanja po-
membne ucinke na izrazanje ACE2 (23), vendar je tezko
oceniti skupni u€inek bolezni in zdravil na izrazanje ACE2.
Manjka pa tudi dokaz, da povecCanije izrazanja ACE2, ki ga
potencialno povzro¢i zdraviina uc¢inkovina, omogoca lazji
vstop SARS-CoV-2 v celice (24).

NSAR zavirajo aktivnost ciklooksigenaze (COX1 in COX2)
in s tem blokirajo proizvodnjo prostaglandinov, ki sodelujejo
pri kemotaksi in aktivaciji efektorskih celic. Encim COX2
ima klju¢no viogo tudi pri zaviranju vnetja, s Cimer prepre-
Cuje Skodo zaradi prekomernega imunskega odziva (25).
Glede na to dvojno viogo COX2 pri vnetnem odzivu, na
primer vpliv na ojacanje zaCetne, akutne faze in nato zavi-
ranje pretiranega imunskega odziva, se postavija vprasanie,
ali bi lahko jemanje NSAR med okuzbo s SARS-CoV-2 iz-
boljSalo ali zapletlo potek bolezni.

Opazovalne raziskave kazejo na povezavo med predbol-
niSnicno uporabo NSAR in dolgotrajnim in zapletenim po-
tekom plju¢nice (26). Dodatno je raziskava francoske na-
cionalne agencije za zdravila (ANSM) pokazala, da lahko
ibuprofen in ketoprofen iz skupine NSAR poslabsata potek
okuzb, ki jih povzro&ajo virus varicella zoster (norice) in ne-
katere bakterije (27). Na podlagi tega porocila je Odbor za
oceno tveganja na podrocju farmakovigilance Evropske
agencije za zdravila (EMA) pred kratkim sprozil pregled teh
zdravil. Mehanizmi, na osnovi katerih lahko uporaba NSAR
vodi v zapleten potek pljucnice, Se niso pojasnjeni. Dom-
nevajo, da vnos NSAR prikrije glavne simptome vnetja,
kot sta vrocCina in bolecina, in posledic¢no oteZi pravocasno
odkrivanje pljucnice in zaCetek ustreznega zdravljenja (26).
V skladu s tem informacije o zdravilu za mnoga NSAR Zze
vkljuCujejo opozorilo, da lahko prikrijejo simptome poslab-
Sanja okuzbe. Drugi mozni mehanizem bi lahko bil povezan
z ucinkom NSAR, da preko zaviranja COX2 posredno pre-
preCujejo oslabitev vnetja in imunskega odziva v kasnejsih
fazah (26).

Trenutno ni znanstvenih dokazov, ki bi kazali, da uporaba
ibuprofena poslabsa potek bolezni covid-19. EMA in Javna
agencija Republike Slovenije za zdravila in medicinske pri-
pomocke (JAZMP) navajata, da trenutno ni razloga, da bi
bolniki, ki jemljejo ibuprofen ali druga NSAR, predvsem za
zdravljenje kroni¢nih bolezni, prenehali z jemanjem zdravila
(28, 29). Ob Ze dobro poznanih nezelenih ucinkin NSAR te
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uporabliamo le, ko je to nujno potrebno, v najniziem ucin-
kovitem odmerku in v najkrajSem moznem ¢asovnem ob-
dobju. Smernice za zdravljenje v vecini primerov, tudi v tej

situaciji, priporocajo lajSanje bolecin in znizevanje povisane
telesne temperature s paracetamolom.

RAZKUZILA

NajnovejSe raziskave so pokazale, da ostane virus SARS-
CoV-2 v obliki aerosola v zraku infektiven do tri ure in da je
po nanosu na povrsine infektiven do 72 ur, bolj stabilen pa
je na plastiki in nerjaveCem jeklu kot na bakru in kartonu
(80). Z uporabo ustreznih dezinfekcijskih sredstev, kot so
62-71-odstotni etanol, 0,5-odstotna vodna raztopina vo-
dikovega peroksida ali 0,1-odstotna vodna raztopina na-
trijevega hipoklorita, ga lahko ucinkovito inaktiviramo ze v
1 do 2 minutah (31). Po nanosu teh razkuzil povrSin ni po-
trebno spirati. Etanol v enakem volumskem delezu lahko
zamenjamo tudi z izopropanolom ali n-propanolom, torej
z alkohoali, ki imajo enak razkuzevalni uc¢inek kot etanol. Za
povrsine lahko uporabimo tudi enoodstotno raztopino ka-
lievega peroksimonosulfata, ki mora na povrsini delovati
vsaj 15 minut, nato pa je povrSino potrebno sprati Se z
vodo. S koncentriranimi raztopinami ali prahom kalijevega
peroksimonosulfata je potrebno ravnati pazljivo in pri red-
¢enju do delovne koncentracije uporabiti zascitno opremo.
Podrobneje so razkuzila v lekarniSki praksi ze opisana v
preglednem Clanku (32).

Za razkuzevanje rok je za zaSc&ito pred okuzbo s SARS-
CoV-2 primeren 62-71-odstotni alkohol (predvsem etanol
in izopropanol). Uporabiti moramo etanol brez dodatkoy,
ki bi bili po nanosu na kozo zdravju Skodljivi. UpoStevati je
potrebno, da razkuzila za roke viremo v kozo in pustimo,
da se roke posusijo (ni predvideno, da si roke potem umi-
jemo), zato se te snovi zadrzijo na rokah in jin lahko prene-
semo v usta ali na hrano, ki jo potem zauzijemo. Denaturi-
ran etanol ni namenjen uzivanju in je izklju¢en iz placila
troSarine. V ta namen mu dodajo razli¢ne dodatke, da po-
stane strupen ali zaradi vonja in okusa nepiten, kar pre-
precuje morebitno zauzitje. Bolj znani dodatki so metanal,
izopropanol, aceton in denatonijev benzoat. Od namena
uporabe je odvisno, katere dodatke dodajo. FDA navaja,
da lahko za pripravo razkuzil za roke uporabimo etanol,
denaturiran z denatonijevim benzoatom, t-butanolom, ok-
taacetatnim estrom saharoze ali izopropanolom (33).

OBRAZNE MASKE

Obrazne maske, ki jih najpogosteje uporabljajo zdravstveni
delavci in SirSa javnost, so kirurSke maske. Kirurske maske
s0 na sploSno namenjene zasditi ogrozenih posameznikov
pred okuzbami (nosecnice, bolniki na kemoterapiji, posa-
mezniki po presaditvi organov, bolniki na imunosupresivni
terapiji, bolniki s kroni¢no plju¢no boleznijo, bolniki s tezjimi
kroni¢nimi boleznimi ...). Uporabnika maska S¢iti pred vec-
jimi kapljicami in aerosoli. Ceprav te maske v javnosti po-
gosto uporabljamo, ni dokazov, da zascitijo pred okuzbo
s SARS-CoV-2. ZmanjSajo pa Sirjenje virusa iz okuzenega
bolnika in filtrirajo 80 % delcev velikosti 300 nm (34). Oce-
njujejo, da je velikost koronavirusa priblizno 125 nm (od
60 do 140 nm) (35). Maska N95 je vrsta respiratorija, ki fil-
trira vsaj 95 % zelo majhnih delcev (300 nm). Maske so
namenjene zdravstvenim delavcem, ki so v neposrednem
stiku z bolniki na oddelkih za respiratorne bolezni, da se
zascitijo pred tveganii zaradi izpostavljenosti nalezljivim bo-
leznim dihal. Maska FFP2 je vrsta respiratorja, ki filtrira vsaj
94 % zelo majhnih delcev (300 nm). Skupaj z N95 pred-
stavlja zlati standard za zascito pred zelo majhnimi delci
(36). Respiratorja FFP3 in N100 filtrirata ve¢ kot 99,9 %
delcev (300 nm) in sta namenjena zdravstvenim delavcem
med posegi, pri katerih nastajajo infektivni aerosoli (npr.
bronhoskopija, endotrahealna intubacija ali kardiopulmo-
nalno ozivljanje) (37).

Kljub soglasju, da je pri simptomatskih bolnikih, ogrozenih
skupinah in osebju v medicinskih centrinh uporaba maske
smiselna, ostaja odprto vprasanje, ali je to smiselno tudi
pri sploSni populaciji (38). Dokazov, da je uporaba zaS¢itnih
mask ucinkovita pri prepreCevanju okuzb v sploSni popu-
laciji, $e nimamo. Trenutno Svetovna zdravstvena organi-
zacija v splosni populaciji priporo¢a uporabo maske pri
liudeh s simptomi respiratorne okuzbe in pri zdravih ljudeh,
ki so v stiku z njimi (39).

SKLEP

Prehranska dopolnila, kot so vitamin C, vitamin D in cinkove
soli, lahko pomembno prispevajo k sploSnem zdravstve-
nem stanju pri pomanjkljivi prehrani in predvsem med se-
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zono prehladnih obolenj. Dokazov o njihovi ucinkovitosti
pri preprecevanju ali zdravljenju okuzbe z virusom SARS-
CoV-2 ni, uporabnike pa je potrebno opozoriti pred preve-
likimi odmerki, ki lahko povzroCijo nezelene ucinke. Tre-
nutno tudi ni znanstvenih dokazov, da bi zdravilne
ucinkovine (tudi ibuprofen), ki potencialno vplivajo na izra-
zanje ACE2, vplivale na potek bolezni covid-19. V skladu
z nacinom delovanja NSAR informacije o zdravilu ze vklju-
Sujejo opozorila, da jih uporabljamo le, ko je to nujno po-
trebno, v najniziem ucinkovitem odmerku in v najkrajSem
moznem Casovnem obdobju, za mnoge NSAR pa tudi
opozorilo, da lahko prikrijejo simptome poslabsanja okuzbe.
Smernice priporo¢ajo paracetamol kot prvo izbiro za laj-
Sanje boleCine in znizevanje poviSane telesne temperature.
Znanstvene podlage, zaradi katere bi bilo potrebno, da
bolniki prenehajo jemati ibuprofen ali druga NSAR za zdra-
vljenje kroni¢nih bolezni, ni.

Pri pripravi sredstev za razkuzevanije rok je potrebna po-
sebna pozornost, da uporabimo izhodne surovine primerne
kakovosti, predvsem etanol z ustreznimi koli¢inami dovo-
lienih denaturantov. Pri uporabi mask je potrebno uposte-
vati vsaj minimalno priporocilo, ki predvideva uporabo ma-
ske pri ljudeh s simptomi respiratorne okuzbe in pri zdravih
ljudeh, ki so v stiku z njimi .
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uvoD

Aktualni izbruh virusa SARS-CoV-2 je sprozil intenzivno
iskanje ucinkovitih metod zdravljenja in preprecevanja
okuzbe z najrazli¢nejsSimi pristopi. Trenutno uporabliamo
eksperimentalno in v okviru »soCutne uporabe« nekatera
zdravila oziroma zdravilne ucinkovine sinteznega ali bio-

148

POVZETEK

Izbruh virusa SARS-CoV-2, ki povzro¢a bolezen co-
vid-19, je sprozil intenzivno iskanje ucinkovitih metod
zdravljenja in preprecevanja te okuzbe. Kljub ome-
jenim dokazom podatki in vitro raziskav in klini¢nih
raziskav kazejo, da lahko zdravila s Skrlatnim ame-
riSkim slamnikom (Echinacea purpurea) ucinkovito
zaSditijo pred okuzbami z razli¢nimi respiratornimi
virusi, vklju¢no s koronavirusi. Ker to protivirusno
delovanje ni specificno in obsega Sirok spekter vi-
rusov, zelo verjetno deluje tudi na novi koronavirus
SARS-CoV-2. Zdravila rastlinskega izvora s Skrla-
tnim ameriSkim slamnikom imajo odli¢en varnostni
profil.

KLJUCNE BESEDE:
ameriski slamnik, covid-19, Echinacea purpurea,
protivirusno delovanje

ABSTRACT

The outbreak of the SARS-CoV-2 virus, which
causes covid-19 disease, triggered a broad search
for effective methods to treat and prevent this in-
fection. Despite limited evidence, data from in vitro
and clinical studies suggest that medicines con-
taining Echinacea purpurea can effectively protect
against infections with a variety of respiratory
viruses, including coronaviruses. Because this an-
tiviral activity is not specific and encompasses a
wide range of viruses, it is very likely that Echinacea
purpurea inhibits the new SARS-CoV-2 coronavirus
as well. These herbal medicinal products have an
excellent safety profile.

KEY WORDS:
antiviral activity, covid-19, Echinacea purpurea

tehnoloSkega izvora, ki seveda Se nimajo v dovolienju za
promet odobrene indikacije za zdravljenje bolezni covid-
19. Tak primer so protitelesa proti interlevkinoma 1 in 6,
remdesivir, favipiravir ter klorokin in hidroksiklorokin (1). Ce-
piva za zdaj Se niso na voljo, jih pa intenzivno razvijajo.
Mnozi¢no uporabliamo za preprecevanje okuzbe z virusom
SARS-CoV-2 tudi preventivne ukrepe, kot so uporaba raz-
kuzil, noSenje mask za obraz in samoizolacija, katerih ucin-
kovitost temelji na strokovnih ocenah, seveda pa ti ukrepi
prav tako niso testirani v prospektivnih randomiziranih ra-
ziskavah.
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Ena od moznih metod zdravljenja in preprecevanja okuzbe
s tem virusom so tudi zdravila rastlinskega izvora, predvsem
tista, katerih varnost je bila ze v preteklosti ugotovljena,
njihovo ucinkovitost pa lahko utemeljimo s strokovnimi ar-
gumenti. V tem ¢lanku bomo podali kriti€en pregled razi-
skav, ki kazejo na ucinkovitost Skrlatnega ameriSkega slam-
nika (Echinacea purpurea) za zdravljenje in prepreCevanje
okuzb z virusom SARS-CoV-2.

ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE
ALI PREPRECEVANJE
RESPIRATORNIH VIRUSNIH
INFEKCIJ

Virus SARS-CoV-2 spada med koronaviruse, med katere
uvrs¢amo tudi 30 % povzrociteliev prehladov (HCoV-229E,
OC43, NL63 ali HKU1) (2). Nekateri od povzroCiteliev pre-
hladov uporabljajo isti receptor na tarcni celici (ACE2) za
okuzbo gostitelja kot virus SARS-CoV-2 (3, 4). Tako kot vi-
rusi HCoV-229E, SARS-CoV in MERS-CoV se je tudi
SARS-CoV-2 na Cloveka prenesel zoonozno (z zivali) (5).
Koronavirusi SirSe spadajo v skupino virusov z lipidno ovoj-
nico, kamor spada tudi virus gripe.

Pri iskanju zdravil proti bolezni covid-19 lahko izhajamo iz
obstojecih zdravil proti podobnim boleznim. Oseltamivir je
kemijsko definirana ucinkovina, ki ima indikacijo za zdra-
vljenje ali prepreCevanije virusnih okuzb zgornjih dihalnih
poti. Indiciran je za zdravljenje in prepreCevanije gripe (6).
Kot izhaja iz prejSnjega odstavka, je virus gripe manj soro-
den virusu SARS-CoV-2, kot pa so temu virusu podobni
virusni povzrocitelji prehlada. Glede na mehanizem delo-
vanja oseltamivirja (inhibicija virusnega encima nevramini-
daze), pa ni pricakovati, da bi deloval tudi na koronavi-
ruse.

Med zdravili rastlinskega izvora imajo odobreno indikacijo
za zdravljenje ali prepreCevanje virusnih okuzb zgornijih di-
halnih poti zdravila, ki vsebujejo pripravke iz ameriskega
slamnika. Indikacija za ta zdravila, ki jo v monografiji navaja
Evropska agencija za zdravila (EMA), je »kratkotrajna pre-
ventiva in zdravljenje prehlada« (7). Zdravila z ameriSkim
slamnikom imajo v nekaterih evropskih drzavah tudi SirSe
indikacije. V Nemciji na primer sta to »podporno zdravljienje
ponavljajoCe se okuzbe dihal« (8) in »podporna terapija pri
virusnih prehladih« (9) ter na Nizozemskem »pri nezadostni
odpornosti, proti gripi in prehladu« in »za simptomatsko
lajSanje prehlada in gripe in podobnih stanj zgornjih dihal«
(10).
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Prehlad je definiran kot okuzba zgornjih dihalnih poti, ki
prizadene pretezno nosno votlino, pa tudi zrelo, sinuse in
sapnik. Posamezniki, ki imajo druge zdravstvene tezave,
lahko razvijejo tudi plju¢nico (11, 12). Glede na zgornjo
definicijo in razli¢ne odobrene indikacije bi lahko rekli, da
so zdravila s Skrlatnim ameriskim slamnikom uradno vsaj
v nekaterih drzavah Ze indicirana za bolezen covid-19. Ce-
prav SARS-CoV-2 predstavlja nov respiratorni virus, zdra-
vljenje in prepreCevanje covid-19 tako ze sodi v odobreno
indikacijo zdravil z ameriskim slamnikom. Pri tem ne zani-
kamo dejstva, da je po resnosti problema bolezen covid-
19 vse prej kot obicajen prehlad.

Bolj kot uradne definicije pa nas zanimajo strokovni argu-
menti 0 mozni ucCinkovitosti zdravil rastlinskega izvora z
ameriSkim slamnikom, ki jih bomo pogledali v nadaljnjin
poglavjih.

IN VITRO UCINKI NA
RESPIRATORNE VIRUSE Z
LIPIDNO OVOJNICO

V in vitro poskusih so izvleCki Skrlatnega ameriSkega slam-
nika v fizioloSko dosegljivih koncentracijah inaktivirali razli-
¢ne viruse z lipidno ovojnico, ki povzro¢ajo respiratorne
okuzbe (13-15). Najverjetneje so za ta neposredni protivi-
rusni ucinek zasluzni alkamidi, torej iste snovi, ki so najver-
jetneje zasluzne tudi za imunomodulatorni ucinek ameri-
Skega slamnika. Rezultati poskusa so pokazali, da sta bila
virus gripe H3N2 in virus herpes simpleks HSV-1 zelo ob-
Cutljiva. Koncentracije izvleCka, pri katerih je bila dosezena
stoodstotna inhibicija (MIC, ), je bila manjSa od 1,0 ug/mL.
Respiratorni sincicijski virus je bil tudi ob&utljiv, vendar ne-
koliko manj (MIC 2,5 pg/mL), medtem ko so bili virusi brez
lipidne ovojnice, rinovirusi tipov 1A in 14, adenovirusi 3 in
11, magji kalicivirus in poliovirus, odporni na najvisjo testi-
rano koncentracijo (800 pg/mL), vendar pa so imeli rinovi-
rusi pri tej koncentraciji delno zmanjSan citopatogeni efekt
(CPE). V alternativnih poskusih, pri katerih so dodali izvieCek
Skrlatnega ameriSkega slamnika celicam pred okuzbo celic
z virusom, so bile inhibicije okuzb dosezene Sele pri pribli-
Zzno za dva reda Visji koncentraciji, kar kaze, da je imel
ameriSki slamnik neposreden virucidni ucinek.

IzvleCek ameriSkega slamnika zavira tudi z virusi inducirano
izloCanje provnetnih citokinov, vklju¢no z interlevkinoma 6
in 8 v epitelijskih celicah. UCinke so opazili pri vseh vrstah
virusov, vklju¢no s koronavirusi (13, 14). Poleg prepreCe-
vanja okuzbe ameriski slamnik s protivnetnim delovanjem
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zmanjSa Se posledice okuzbe (vnetje), kar je prav tako
lahko koristno za milejsi potek bolezni covid-19.

IN VITRO UCINKI
NA KORONAVIRUSE

V letos objavljeni raziskavi so ugotovili, da izvlecki Skrlat-
nega ameriSkega slamnika in vitro zavirajo infektivnost
razlicnih koronavirusov, tako HCoV-229E, ki je eden od
povzrocCiteljev prehlada, kot tudi SARS-CoV in MERS-
CoV, ki sta visokoinfektivna virusa. Virus SARS-CoV-2 je
Se najbolj podoben SARS-CoV, na osnovi ¢esar predvi-
devamo, da bi izvleCek lahko deloval tudi na SARS-CoV-
2. Do inhibicije je prislo v koncentracijah, manjsih od 10
pug/mL (16). Te koncentracije so fizioloSko dosegljive in
relevantne. Do uspeSne inhibicije okuzb je prislo, ko je
bil virus v stiku z izvleCkom. Predobdelava celi¢nih linij
pred dodatkom virusa ni zavrla okuzbe, tretiranje po
okuzbi pa je imelo ucinek Sele pri koncentraciji 50 pg/mL.
Preprecitev okuzb so opazili tudi v sistemu organotipske
kulture celic dihalnega trakta, ko so predhodno z izvle¢-
kom ameriSkega slamnika tretirani dihalni epitelij izpo-
stavili kapljicam HCoV-229E, ki posnemajo naravno
okuzbo (22).

IN VIVO UCINKI NA
RESPIRATORNE VIRUSE Z
LIPIDNO OVOJNICO

V randomizirani, slepi, kontrolirani klini¢ni raziskavi na 755
odraslih osebah je preventivna uporaba izvleCka Skrlatnega
ameriSkega slamnika v Stirih mesecih zmanjSala virusne
okuzbe na manj kot polovico (17). Brise nosne sluznice
simptomatskih bolnikov so testirali na virus gripe, respira-
torni sincicijski virus, koronaviruse, parainfluenco in me-
tapnevmoviruse. V skupini Skrlathega ameriSkega slamnika
so odkrili 24 okuzb, od tega 21 s koronavirusom (9 z viru-
som HCoV-229E, 11 z virusom HKU1 in 1 z virusom
0OC43). V skupini placeba pa so odkrili 47 okuzb, od tega
s koronavirusi (15 z virusom HCoV-229E, 17 z virusom
HKU1 in 1 z virusom OC43). Medtem ko je bil u€inek na
viruse z ovojnico statisti¢no pomemben (p = 0,011), razlika
pri koronavirusih ni bila znacilna (p = 0,154), verjetno zaradi
majhne velikosti vzorca.
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Tudi v drugi randomizirani, slepi, kontrolirani raziskavi (18)
na 203 otrocih starosti od 4 do 12 let, ki so prejemali izvle-
Cek Skrlatnega ameriSkega slamnika Stiri mesece, so v
vzorcih nosne sluznice analizirali prisotnost virusov. 47 vi-
rusnih okuzb pri kontrolni skupini se je zmanjSalo na 28
okuzb pri skupini Skrlatnega ameriSkega slamnika (p =
0,0218). Tudi izrazanje simptomov pri otrocih, zdravljenih
z izvleCkom Skrlatnega ameriskega slamnika, je bilo znatno
zmanijsano v primerjavi s kontrolo, z 99 toc¢k pri kontroli na
31 tocCk pri skupini Skrlatnega ameriskega slamnika (p =
0,008).

SKLEP

Kljub omejenim dokazom razpoloZljivi podatki in vitro ka-
zejo, da lahko izvle¢ki Skrlatnega ameriSkega slamnika (Ec-
hinacea purpurea) zascitijo pred okuzbami z razli¢nimi vi-
rusi, ki imajo lipidno ovojnico, vklju¢no s koronavirusi in
znotraj tega tudi z virusom SARS-CoV. Ker protivirusno
delovanje ni specificno in obsega Sirok spekter tovrstnih
virusov, verjetno lahko deluje tudi na novi koronavirus
SARS-CoV-2. Dve randomizirani, slepi, kontrolirani klini¢ni
raziskavi prav tako podpirata preventivne ucinke proti vi-
rusom z lipidno ovojnico. Ce se koronavirusne okuzbe $e
vedno pojavljajo, so ponavadi blazje in se hitreje pozdravijo
(18). Tovrstna rastlinska zdravila so primerna zlasti za zdra-
vlienje blagih oblik bolezni covid-19, ki so veliko pogostejse
od hudih oblik in so klju¢ni dejavnik pri Sirjenju virusov
SARS-CoV-2 v skupnosti in na posameznike iz rizi€nih
skupin (19). Prav tako lahko ta zdravila rastlinskega izvora
uporabljamo za prepreCevanje bolezni, saj imajo odlicen
varnostni profil. Do podobnih zaklju¢kov so prisli tudi v
drugih, v zadnjem mesecu objavljenin znanstvenih pregledin
(20, 21).
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uvoD

POVZETEK

Za hudo obliko koronavirusne bolezni 19 (covid-19)
je znacilno zajetno sproscanje vnetnih citokinov, ime-
novano tudi citokinska nevihta. Ker imunski mehan-
izmi ne uspejo zamejiti namnozevanja virusa SARS-
CoV-2 v zgodniji fazi okuzbe, sta kasnejSi velika
virusna obremenitev ter obsezna apoptoza endote-
lijskih celic in pnevmocitov odgovorni za vdor nev-
trofilcev in makrofagov v pliu¢no tkivo. Ti spros¢ajo
citokine, ki na mesto vnetja privabljajo nove imunske
celice. Visoka koncentracija vnetnih citokinov izzove
povecano prepustnost kapilar in sindrom akutne di-
halne stiske zaradi alveolarnega edema ter aktivira
koagulacijsko kaskado, kar vodi v dihalno odpoved
in odpoved drugih organov. Zaviranje sproS¢anja
vnetnih citokinov ali blokiranje njihove signalizacije
tako predstavlja potencialno podporno zdravlienje
hude oblike covid-19. V prispevku predstavijamo te-
rapevitske strategije blazenja citokinske nevihte, ki
spremlja covid-19. Trenutno kot imunomodulatorje v
ta namen v klini¢nih raziskavah vrednotijo predvsem
zaviralce Janusove kinaze, antagoniste interlevkinov
6 in 1, azitromicin in hidroksiklorokin.

KLJUCNE BESEDE:
citokinska nevihta, covid-19, imunomodulatoriji,
SARS-CoV-2, sindrom spro$canja citokinov

ABSTRACT

Severe coronavirus disease 19 (covid-19) is char-
acterized by a surge of pro-inflammatory cytokines,
termed cytokine storm. As the SARS-CoV-2 virus
evades early clearance by the immune system, high
viral load, and endothelial and pulmonary epithelial
cell apoptosis in later stages of infection are re-
sponsible for infiltration of lung tissue by neutrophils
and macrophages. These, in turn, release cytokines,
attracting further immune cells to the site of inflam-
mation. High concentration of cytokines induces
leakage of blood vessels, acute respiratory distress
due to alveolar edema, activation of coagulation
pathways, and consequent irreversible damage to
lungs and other organs. Blocking the release or in-
terfering with pro-inflammatory cytokine signalling
should thus be considered as supportive therapy
for severe covid-19. Here, we review therapeutic

strategies aimed at alleviating covid-19-related cy-

Covid-19 je infekcijska bolezen, ki jo povzroca respiratorni
tokine storm. Some of the most promising im-

betakoronavirus SARS-CoV-2 (1). Velika vecina obolelih to
bolezen preboli v blazji obliki, a pri nekaterih posameznikih,
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munomodulatory drugs being evaluated for this in-
dication in on-going clinical trials are Janus kinase
inhibitors, interleukin 6 and 1 antagonists,
azithromycin and hydroxychloroquine.

KEY WORDS:
covid-19, cytokine release syndrome, cytokine
storm, immunomodulators, SARS-CoV-2

pretezno starejSih in kroni¢nih bolnikih, lahko bolezen poteka
v hujsi obliki. HujSa oblika bolezni prizadene tudi spodnje di-
halne poti in se kasneje lahko razvije v zivlienje ogrozajoco
pliucnico, sistemska okuzba v nekaterih primerih privede
celo do odpovedi ve¢ notranjih organov. Pri tem igra po-
membno viogo zakasnjen imunski odziv v zgodniji fazi okuzbe,
kar virusu omogodi hitro namnozZevanje, in pretiran ter ne-
nadzorovan imunski odziv v kasnejSi fazi bolezni, za katerega
je znadilen t. i. sindrom sproscanja citokinov, ki je odgovoren
za nepovratne poskodbe plju¢ in drugih organov (2).

SINDROM SPROSCANJA
CITOKINOV V POZNIH STADIJIH
OKUZBE S SARS-COV-2

Hitra in obsezna aktivacija mehanizmov prirojene imunosti
je klju¢nega pomena za zamejitev namnozevanja virusov,
ki vdrejo v organizem. Evolucijsko ohranjene strukture vi-
rusa (PAMP, pathogen-associated molecular patterns; kot
je npr. dvoverizna RNA) aktivirajo receptorje PRR (pattern
recognition receptors) v okuzenih celicah, kar privede do
sproS¢anja interferonov (IFN) tipa | in aktivacije transkrip-
cijskega dejavnika NF-kB. IFN tipa | v sosednjih celicah
sprozijo nastajanje protivirusnih proteinov, ki se aktivirajo v
prisotnosti virusne RNA in izzovejo nespecificno razgradnjo
RNA v citosolu ter zavrejo translacijo, s ¢imer zamejijo Sir-
jenje virusa. Hkrati IFN spodbudijo tudi izrazanje poglavit-
nega histokompatibilnega kompleksa (MHC) | in tako po-
vec€ajo verjetnost predstavljanja virusnih epitopov na
povrsini okuzenih celic, na katere se odzovejo citotoksicni
limfociti T (Tc), ter uravnavajo delovanje naravnih celic
ubijalk (NK), antigen-predstavitvenih celic (APC), limfocitov
B, T-celic pomagalk (Th) in Tc (3). V levkocitih transkripcijski
dejavnik NF-kB nadzira izrazanje Stevilnih genov, ki kodirajo
vnetne citokine, med drugim dejavnik tumorske nekroze a
(TNFa) ter interlevkina (IL) 6 in IL-1[3. To so pleiotropni cito-
kini, ki sodelujejo pri aktivaciji in novacenju imunskih celic
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na mestu vnetja ter predstavljajo pomembno vez med pri-
rojeno in pridoblieno imunostjo (4).

Koronavirusi poleg genov za strukturne proteine in proteine,
potrebne za replikacijo, nosijo v genomu zapis za t. i. po-
mozne proteine (accessory proteins). Stevilni med njimi se
vpletajo v signalne poti receptorjev prirojene imunosti in
ovirajo sproS¢anje citokinov iz okuzenih celic, s imer se
virusi uspesno izmikajo imunskim mehanizmom. Tako ra-
ziskave in vitro (z respiratornimi epitelijskimi celicami, den-
driticnimi celicami in makrofagi) kot poskusi na Zivalskih
modelih nakazujejo, da SARS-CoV-1 in MERS-CoV ucin-
kovito zavreta sproS¢anje vnetnih in kemotakti¢nih citokinov
v zgodniji fazi okuzbe, medtem ko kasneje belezimo okre-
plieno sproScanije zlasti IL-1pB, IL-6, TNFa in nekaterih ke-
mokinov (CCL2, CCL3 in CCL5). Ti nastajajo kot odziv na
obsezno tvorbo vnetnih eikozanoidov (levkotrienov in pro-
staglandinov) v alveolarnih makrofagih, sprozeno z apop-
tozo okuzenih celic (5), in so verjetno odgovorni za nadaljnjo
infiltracijo nevtrofilcev in monocitov. Ker slednji sprosc¢ajo
Se vec citokinov, to privede do nepovratnih poskodb plju-
¢nega tkiva zaradi apoptoze epitelijskih in endotelijskih
celic in pojava edema, t. i. sindroma akutne respiratorne
stiske, ter pridruzene odpovedi drugih organov (2). Opisan
sindrom sproscéanja citokinov, v najhujsi obliki imenovan
citokinska nevihta, tudi pri bolnikih s covid-19 povezujemo
s poviSano smrtnostjo. Bolniki s hujSo obliko bolezni imajo
znacilno visje plazemske ravni IL-6, IL-2R, IL-10 in TNFa
ter kljub vi§jim Stevilom levkocitov manj limfocitov Th in Tc
v primerjavi z bolniki, pri katerih bolezen poteka blazje (6).
Razumevanje patofizioloSkih procesov, povezanih z okuzbo
z virusom SARS-CoV-2, razkriva potencialne nove strategije
zdravljenja bolezni covid-19. Medtem ko bi s protivirusnimi
ucinkovinami lahko ucinkovito zamejili namnozevanie virusa
v zgodnii fazi okuzbe, bo verjetno za bolnike v kasnejSih
stadijin bolezni potrebno razviti pristope zdravljenja s tar-
¢nimi imunomodulatornimi zdravili (7). V prispevku poda-
jamo pregled obetavnih ucinkovin za omejevanje vnetnih
procesov, ki so neposreden vzrok razmeroma visoke
smrtnosti pri okuzbi s SARS-CoV-2.

MOZNI TERAPEVTSKI
PRISTOPI BLAZENJA
CITOKINSKE NEVIHTE

3.1 ZAVIRALCI KINAZE JAK

Znaten delez bolnikov s hudim respiratornim obolenjem
kot posledico okuzbe z virusom SARS-CoV-2 lahko razvije
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vnetni sindrom, imenovan sekundarna hemofagocitna lim-
fohistiocitoza (sHLH), za katerega sta znacilni hipercitoki-
nemija in posledic¢na odpoved ve¢ organov (8). Pri bolnikih
s hudim potekom covid-19 so v serumu odkrili povisane
koncentracije citokinov in kemokinov, vklju¢no z IL-1(,
TNFaq, IL-6 in IFN-y (9, 10). Ta pretiran imunski odziv je
zelo podoben citokinski nevihti in je tesno povezan s po-
vecano aktivacijo signalne poti JAK (Janus kinase)-STAT
(signal transducer and activator of transcription proteins),
Zlasti preko citokina IL-6, ki ga izloCajo monociti in makro-
fagi. V druzino JAK uvr§¢amo Stiri proteine, in sicer JAK1,
JAK2, JAKS3 ter TYK2, ki so povezani z razlicnimi citokin-
skimi receptorji. Po vezavi ustreznega citokina pride do
fosforilacije proteinov STAT, ki se nato translocirajo v jedro,
Kjer sprozijo transkripcijo genov (11). Zaviralce JAK danes
uspesno uporabliamo za zdravljenje revmatoidnega artritisa
(baricitinib, peficitinib, upadacitinib in tofacitinib) in mielofi-
broze (ruksolitinib in fedratinib) (11, 12). Zanje je znacilno,
da so zelo selektivni v primerjavi z ostalimi kinazami, a niso
specificni za posamezno JAK (11). Razlog za predlagano
uporabo zaviralcev JAK za blazenje citokinske nevihte je
torej njihova sposobnost, da utiSajo prenos signala preko
poti JAK-STAT, ki se sicer sproZi po aktivaciji citokinskih
receptorjev z interferoni in interlevkini (13, 14). V nasprotju
s podpornim zdravljenjem citokinske nevihte z zdravili za
revmatoidni artritis, ki blokirajo le en citokin (npr. IL-6), na-
mreC zaviralci JAK preprecijo signalizacijo veC vnetnih ci-
tokinov in kemokinov (15). Pri normalnih terapevtskih pla-
zemskih koncentracijah zaviralci JAK zmanjSajo obseg
aktivnosti citokinov, a le-te ne zavrejo popolnoma, sgj ciljajo
patoloSko poviSane aktivnosti citokinov, ne pa normalne
funkcije citokinov (15). Po drugi strani pa nekateri citokini,
kot sta IFN-y in IL-4, katerih signalizacija poteka preko

JAK, zavirajo izrazanje proteina ACE2, kar otezuje pripe-
njanje virusa na celico. Iz tega sledi, da bi zaviranje signa-
lizacije teh citokinov privedlo do poveCanega izrazanja
ACE2, kar bi potencialno pove&alo moznost okuzbe (16).
Baricitinib, ruksolitinib in tofacitinib (slika 1) trenutno pre-
sku$ajo kot podporno zdravljenje covid-19 v Stevilnih klini-
¢nih raziskavah, ki so predstavijene v preglednici 1.
Baricitinib ima vecCplastni mehanizem delovanja, saj je
zaviralec JAK1/2 in zaviralec dveh proteinov druzine kinaz
NAK (numb-associated kinase), z adapterjiem povezane
protein kinaze 1 (AAK1, adapter-associated protein kinase
7) in s ciklinom G povezane kinaze (GAK, cyclin G-asso-
ciated kinase), ki sodelujeta pri s klatrinom posredovani
endocitozi virusa SARS-CoV-2 v celico (17, 18). Ta razno-
vrstni mehanizem delovanija bi zato lahko v prvi vrsti ublazil
vnetne procese in hkrati zmanjSal obseg vnosa virusa (19).
Ob tem velja omeniti, da ze z zelo nizkimi peroralnimi od-
merki v obmocju 2—4 mg na dan dosezemo zadostne pla-
zemske koncentracije za zaviranje AAK1 (20). V pilotni kli-
ni¢ni raziskavi, ki so jo izvedli na 12 bolnikih s plju¢nico, ki
so 14 dni prejemali po 4 mg baricitiniba, so ugotovili zna-
¢ilno izboljSanje nekaterih klini¢nih znakov in pliuéne funkcije
(21). Trenutno poteka Se deset klinicnih raziskav, ki vred-
notijo ucinkovitost in varnost zaviranja JAK pri zdravljenju
hudih oblik bolezni covid-19 (preglednica 1). V predhodnih
klini¢nih raziskavah so sicer ugotovili, da dolgoro¢no zdra-
vlienje z baricitinibom lahko poveca tveganje za reaktivacijo
latentnih virusnih okuzb (varicella zoster, herpes simpleks,
Epstein Barr), in sicer zaradi motenega protivirusnega od-
ziva, posredovanega z interferoni (22, 23).

Ruksolitinib je zaviralec JAK1/2, trenutno odobren za
zdravljenje bolnikov z mieloproliferativnimi novotvorbami,
vklju¢no s pacienti s policitemijo vera, ki so se nezadostno
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Slika 1: Strukture reprezentativnih zaviralcev JAK.
Figure 1: Structures of representative JAK inhibitors.
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odzvali na ali so intolerantni na hidroksise¢nino, bolnikov z
intermediarno ali visokotvegano mielofibrozo ter za zdra-
vlienje odraslih in pediatriénih bolnikov z akutno zavrnitvijo
presadka (24). Ruksolitinib tako kot ostali zaviralci JAK
zavira signalno pot JAK-STAT in ucinkovito zniza serumsko
koncentracijo vnetnih citokinov, Se posebej IL-6 in TNFa
(25, 26). S preliminarno raziskavo na bolnikin s sHLH, ki so
dvakrat dnevno jemali 15 mg ruksolitiniba, so pokazali, da
je terapija izboljSala njihovo celokupno prezivetje (27). Pod-
obno kot pri baricitinibu so kot dodaten mehanizem delo-
vanja predpostavili zaviranje s klatrinom posredovane en-
docitoze preko inhibicije AAK1. Ker je ruksolitinib dokaj
Sibak zaviralec tega encima, verjetno deluje le preko ome-
jevanja vnetja kot posledice covid-19 (19). Med zaviralci
JAK ruksolitinib uporabljajo v najve¢ klini¢nih raziskavah,
njegovo ucinkovitost za prepreCevanje citokinske nevihte
pri covid-19 trenutno vrednotijo v 14 klinicnih raziskavah
po vsem svetu. V sploSnem velja, da je najpogosteje pred-
pisan odmerek v trenutnih Klini¢nih preskusanjin 10 mg ruk-
solitiniba dvakrat na dan. V predhodnih klini¢nih raziskavah
S0 sicer ugotovili, da dolgorocno zdravljenje z ruksolitinibom
lahko poveca tveganje za reaktivacijo latentnih virusnih
okuzb (28), npr. s hepatitisom B (29), kot tudi bakterijskih
okuzb, npr. tuberkulozo (30). V kohortni raziskavi so odkrili,
da ruksoalitinib pri odmerku 20 mg/dan povzroca anemijo,
trombocitopenijo, neviropenijo, edeme in transaminitis (31).
Tofacitinib je zaviralec JAK3/1, ki je odobren za zdravljenje
nekaterih revmatoidnih obolenj (11). Za razliko od baricitiniba
in v manjsi meri tudi ruksolitiniba tofacitinib ne zavira AAK1
(19). Trenutno potekata dve Klinicni raziskavi, ki vrednotita
ucinkovitost in varnost zaviranja poti JAK/STAT s tofacitinibbom
pri zdravlienju hudih oblik bolezni covid-19 (preglednica 1). V
Klini¢ni raziskavi faze Il (NCT04332042) bo 50 bolnikoy, ki so
razvili pljucnico, prejemalo 10 mg tofacitiniba dvakrat na dan
v obdobju 14 dni. S to raziskavo zelijo v prvi fazi oceniti vpliv
terapije s tofacitinibom na potrebo po mehanskem prediha-
vanju. Z drugo raziskavo pa zelijo ovrednotiti, ali je soCasno
zdravlienje s tofacitinibom in hidroksiklorokinom ucinkovitejSe
v primerjavi z monoterapijo s hidroksiklorokinom
(NCT04390061). V sklopu predhodnih varnostnih raziskav
so ugotovili, da zdravijenje s tofacitinibom lahko poveca tve-
ganje za reaktivacijo latentnih virusnih okuzb s herpes virusi
in bakterijskih okuzb zgornjega respiratornega trakta (32).
Jemanije tofacitiniba so povezali tudi z anemijo, limfopenijo
in nevtropenijo (33).

Ceprav so zaviralci JAK na splo$no varne uginkovine, vseeno
zavirajo imunski odziv telesa, saj blokirajo delovanje vec ci-
tokinov, vkljuéno z IFN-q, ki je bistveni sestavni del protivi-
rusnega imunskega odziva (13). Za zaviralce JAK je prav
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tako znacilno, da povzrocajo limfocitopenijo (zmanjsajo tudi
Stevilo celic NK) in nevtropenijo, zato pri bolnikin s covid-19
povecajo tveganje za oportunisticne okuzbe ali reaktivacijo
latentnih virusnih ali bakterijskih okuzb (13, 20, 22, 34, 35).
Uporabo zaviralcev JAK so povezali tudi s povecanim tve-
ganjem za tromboembolijo, kar je Se posebej pomembno v
lu¢i podatka, da se pri nekaterih bolnikih kot posledica co-
vid-19 pojavijajo motnje v koagulaciji (35). Zaradi vseh nastetih
nezelenih ucinkov je potrebno dobro premisliti, v katerih pri-
merih in v kateri Casovni tocki je uporaba zaviralcev JAK pri
blazenju citokinske nevihte kot posledice hudega poteka co-
vid-19 smotrna. Zagotovo jih ni smiselno uporabljati v zelo
zgodniji fazi okuzbe in ob blagem poteku bolezni, saj se mora
imunski sistem aktivirati za boj proti virusu, pri Semer po-
membno sodelujejo interferoni. Predpostavili so, da jih je
bolie aplicirati v drugi fazi bolezni, ko se virusna obremenitev
nekoliko zmanjSa, a Se pred pojavom citokinske nevihte, kar
se obi¢ajno zgodi v drugem tednu po okuzbi (20).

3.2 ANTAGONISTI IL-6

IL-6 velja za enega klju¢nih mediatorjev vnetja v kontekstu
sindroma spros¢anja citokinov. Sproscajo ga aktivirani mo-
nociti in makrofagi, ki se odzivajo na evolucijsko ohranjene
strukture virusov. Med drugim je IL-6 odgovoren za spod-
bujanje diferenciacije celic Th17, katerih prekomerno aktiv-
nost povezujemo s Stevilnimi avtoimunskimi in kroni¢nimi
vnetnimi boleznimi. Zaviranje signalizacije IL-6 se je izkazalo
kot ucinkovita terapevtska strategija za blazenje citokinske
nevihte, ki ob&asno spremlja zdravljenje limfomov in lev-
kemij z avtologno transfuzijo citotoksi¢nih limfocitov T,
transduciranih s himernimi antigenskimi receptorji (CAR-
T). Na osnovi sicer omejenih Klini¢nih raziskav sta tako
EMA kot FDA odobrili uporabo tocilizumaba za preprecCe-
vanje citokinske nevihte, povezane s CAR-T (36).

Tocilizumab je humanizirano monoklonsko protitelo ra-
zreda IgG1, primarno indicirano za zdravljienje hudih oblik
aktivnega revmatoidnega artritisa in juveniinega idiopat-
skega artritisa. Veze se na receptor za IL-6 (IL-6R), tako
na njegovo topno kot membransko obliko (obe se pove-
zujeta z membranskim proteinom gp130, ki prevaja signale
v celico), in prepreci njegovo asociacijo z IL-6. Za prepre-
Cevanje sindroma sproS¢anja citokinov pri CAR-T ga odra-
slim 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 izbolja, lahko zdravilo apliciramo Se do trikrat v razmiku
najmanj 8 ur. Podoben terapevtski rezim (1 do 8 mg/kg z
najvecjim dovolienim odmerkom 800 mg in ponovitev in-
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BLAZENJE SINDROMA SPROSCANJA CITOKINOV PRI COVID-19

Preglednica 1: Pregled potekajocih in nacrtovanih klinicnih raziskav s ciljem ovrednotenja ucinkovitosti in varnosti zaviralcev JAK za blazenje
citokinske nevihte pri covid-19 (vir: clinicaltrials.gov).
Table 1: Overview of on-going and planned clinical trials evaluating efficacy and safety of JAK inhibitors for alleviating cytokine storm in
covid-19 (source: clinicaltrials.gov).

Ident. st. Nacrt raziskave Intervencija St. . Prec!wvd en
bolnikov | zakljucek
NCT04359290 OKR, ES, F2 ruksolitinib 15 nov. 2020
NCT04361903 OpR, RKR, UC ruksolitinib 13 maj 2020
NCT04348071 OKR, ES, F2/F3, UC | ruksolitinib 80 okt. 2020
NCT04334044 OKR, ES, F1/F2 ruksolitinib 20 jun. 2020
NCT04331665 OKR, ES ruksolitinib 64 jan. 2021
NCT04338958 OKR, NRR, ES, F2 | ruksolitinib 200 avg. 2021
NCT04362137 RR, DS, F3, MC ruksolitinib vs. placebo 402 jul. 2020
NCT04377620 RR, DS, F3, MC ruksolitinib (5 vs. 15 mg) vs. placebo 500 jul. 2020
NCT04354714 OKR, ES, F2 ruksolitinib 25 dec. 2021
NCT04366232 OKR. RR, F2b/3 ruksolitinib+ana|§inr.a vs. anakinra vs. 54 avg. 2020
standardno zdravljenje
NCT04374149 OKR, NRR, F2 ruksolitinib+plazmafereza vs. plazmafereza 20 apr. 2021
NCT04348695 OKR. RR, F2 ruksqlitilnib+simvastatinom vs. standardno 94 maj 2020
zdravljenje
NCT04355793 razsirjen dostop ruksolitinib ? /
NCT04337359 razsSirjen dostop ruksolitinib srednja |/
NCT04320277 OKR, NRR, N, F2/3 | baricitinib+lopinavir/ritonavir? 200 jul. 2020
NCT04321993 | OKR, NRR, F2 baricitinib vs. hidroksikiorokin vs. 1000 |mar. 2022
lopinavir/ritonavir
NCT04340232 OKR, ES, F2/F3 baricitinib 80 okt. 2020
NCT04358614 OKR, NRR, N, F2/F3 | baricitinib+protivirusna zdravilaP 12 zaklju¢ena
NCT04373044 | OKR, F2 baricitinib vs. hidroksiklorokin vs. 59 apr. 2022
lopinavir/ritonavir vs. remdesivir
NCT04362943 OpR, RSR baricitinib vs. anakinra 576 jul. 2020
NCT04346147 OKR, RR. P F2 barl'icit.inilb VS. hidroksiklorokin vs. imatinib vs. 165 sep. 2020
lopinavir/ritonavir
NCT04390464 OKR. RR, F4 barici.tinlib vs. ravulizumab® vs. standardno 1167 maj 2022
zdravljenje
konvalescentna plazma vs. sarilumab vs.
NCT04345289 DS, RR, F3, MC hidroksiklorokin vs. baricitinib vs. placebo (p.o. |1500 jun. 2021
VS, i.V.)
NCT04365764 OpR razlicna zdravljenja, vkljucujo¢ baricitinib 400 dec. 2020
NCT04332042 OKR, P, ES, F2 tofacitinib 50 jul. 2020
NCT04390061 OKR, RR, F2, MC tofacitinib-+hidroksiklorokin vs. hidroksiklorokin | 116 okt. 2020

2S - dvostopenjska raziskava; DS — dvojno slepa raziskava,; ES — enoskupinska raziskava, F2 — raziskava druge faze; F3 — raziskava tretje

faze; F4 — raziskava Cetrte faze; F — faktorialna raziskava; MC — multicentricna raziskava; N — navzkrizna raziskava; NRR — nerandomizirana
raziskava; OKR — odprta klinicna raziskava; OpR — opazovalna raziskava, P — prospektivna raziskava, RR — randomizirana raziskava, RKR —
retrospektivna kohortna raziskava; RSR — retrospektivna raziskava; UC — unicentri¢na raziskava
@ Bolniki, zdravljeni z baricitinibom in lopinavirjem/ritonavirjem od zacetka, vs. bolniki, prvotno zdravijeni le s protivirusnimi zdravili in/ali

hidroksiklorokinom
b Bolniki, zdravijeni z baricitinibom in protivirusnimi zdravili od zacetka, vs. bolniki, prvotno delezni le standardnega zdravijenja

¢ Ravulizumab je monoklonsko protitelo, usmerjeno proti komplementu C5, ki prepreci s komplementom izzvano celi¢no lizo
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fuzije po 12 urah, Ce se stanje ne izboljsa) uporabljajo v
vedini klinicnih raziskav, v katerih vrednotijo ucinkovitost
tocilizumaba za preprecevanije citokinske nevihte pri co-
vid-19 (preglednica 2). Ob tocilizumabu proucCujejo za
enako terapevtsko indikacijo Se nekatere novejSe bioloske
ucinkovine, ki zavirajo prenos signala IL-6 (preglednica 2).
Sarilumab, humano monoklonsko protitelo razreda IgG1
za zdravljenje revmatoidnega artritisa, ki ga apliciramo sub-
kutano, deluje kot klasiCen antagonist receptorja IL-6R
(87), medtem ko so siltuksimab (IgG1), klazakizumab
(aglikoziliran 1gG1), olokizumab (IgG4) in sirukumab
(lgG1) monoklonska protitelesa, ki z vezavo na IL-6 pre-
precijo signalizacijo tega vnetnega citokina (37). Siltuksimab
je sicer zdravilo sirota za zdravljenje multicentricne Castle-
manove bolezni pri odraslih, ki niso okuzeni z virusom hu-
mane imunske pomanijkljivosti (HIV) in humanim virusom
herpesa tipa 8 (HHV-8). Apliciramo ga v obliki infuzije. Kla-
zakizumab in olokizumab sta ucinkovini v razvoju, katerih
varnost in ucinkovitost pri zdravljenju kroni¢nega idiopat-
skega artritisa (revmatoidnega, juvenilnega idiopatskega
in psoriaznega artritisa ter ankilizirajo¢ega spondilitisa) vred-
notijo v klini¢nih raziskavah, medtem ko je razvoj siruku-
maba za enak nabor indikacij zastal, potem ko sta tako
EMA kot FDA pri ocenjevanju dosjeja vioge za pridobitev
trznega dovoljenja zahtevali dodatne klini¢ne podatke.

3.3 ANTAGONISTI IL-1

Ob IL-6 igra verjetno najpomembnejso vlogo v patoge-
nezi bronhoalveolarnega edema citokin IL-13 (38). Tudi
IL-1B sproscajo aktivirani makrofagi in ima Stevilne pod-
obne funkcije kot IL-6. Zaviranje signalizacije IL-1 je uve-
liavljena terapevtska strategija pri blazenju kroni¢nih vne-
tnih bolezni, pri ¢emer izkoris¢amo rekombinantni
antagonist receptorja za IL-1 (anakinra) in protitelo,
usmerjeno proti IL-1B (canakinumab), medtem ko rilo-
nacept, topen receptor za IL-1 (fuzijski protein IL-1R-Fc)
ni ve¢ v uporabi (39). Trenutno poteka Sest klini¢nih razi-
skav, ki vrednotijo ucCinkovitost in varnost zaviranja si-
gnalizacije IL-1 pri zdravljenju hudih oblik bolezni covid-
19 (preglednica 2). Dve raziskavi ocenjujeta primernost
anakinre, ki jo sicer predpisujejo bolnikom z revmatoid-
nim artritisom, bolnikom s periodi¢nimi vrocinskimi sin-
dromi, povezanimi s kriopirinom, in bolnikom s Stillovo
boleznijo (39). Anakinro apliciramo v obliki subkutanih
injekcij. V treh raziskavah vrednotijo canakinumab. Se-
sta raziskava vrednoti RPH-104, rekombinantni antago-
nist IL-1 (fuzijski protein, heterodimer regije Fc IgG1 in
ektodomene IL-1RI ter IL1RAP (pomozni protein recep-
torja za IL-1)) v primerjavi z olokizumabom in placebom
pri zdravljenju covid-19.

Preglednica 2: Pregled potekajocih in nacrtovanih klinicnih raziskav s ciljem ovrednotenja ucinkovitosti in varnosti bioloskih zdravil za blazenje

citokinske nevihte pri covid-19 (vir: clinicaltrials.gov).

Table 2: Overview of on-going and planned clinical trials evaluating efficacy and safety of biologics for alleviating cytokine storm in covid-19

(source: clinicaltrials.gov).

Ident. st. Nacrt raziskave Intervencija St. . Prec!wfl en
bolnikov | zakljucek

NCT04315480 OKR, ES, F2, UC, 2S | tocilizumab 38 maj 2020

NCT04359667 OpR, ES, P, UC tocilizumab 30 apr. 2020

NCT04310228 | OKR, RR, MC tocilizumab vs. favipravir vs. 150 maj 2020
favipiravir+tocilizumab

NCT04335305 OKR. RR, F2, MC tocn|;umab+pembrol|zumab vs. standardno o4 maj 2020
zdravljenje

NCTO4306705 OpR, RKR tomngmab v's..standardno zdravljenje vs. 120 jun. 2020
kontinuirana dializa

NCT04346355 OKR, RR, F2, MC tocilizumab vs. standardno zdravljenje 398 maj 2020

NCT04365764 OpR, RSR razlicna zdravljenja, vkljucno s tocilizumabom 400 dec. 2020

NCT04333914 OKR. RR, F2, MC QNS561 (analog klorokina) vs. tqm!lzumab VS. 073 avg. 2020
nivolumab vs. standardno zdravljenje

NCT04356937 DS, RR, F3, UC tocilizumab vs. placebo 300 avg. 2020

NCT04363853 OKR, ES, F2, P tocilizumab 200 avg. 2020

NCT04363736 OKR, RR, F2, MC tocilizumab (4 vs. 8 mg/kg i.v.) 100 avg. 2020
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NCT04331795 OKR, NRR, F2, UC tocilizumab (200 vs. 80 mg)° 50 dec. 2020

NCT04366206 | OpR, P razlina zdraviienja, vkfjucno s 143 iul. 2020
tocilizumabomom in sarilumabom

NCT04372186 DS, RR, F3, MC tocilizumab vs. placebo 379 okt. 2020

NCT04320615 DS, RR, F3, MC tocilizumab vs. placebo 330 sep. 2020
anakinra, siltuksimab, anakinra+siltuksimab,

NCT04330638 IE)/I (I? IR, QINRL 7 7, tocilizumab, anakinra+tocilizumab vs. 342 dec. 2020
standardno zdravljenje

NCT04332094 OKR, RR. F2. MC th>0|I|zqmab+lh|drolk3|klolr(.)k|n+a2|trom|cm VS. 076 okt. 2020
hidroksiklorokin+azitromicin

NCT04361032 OKR, RR. F3, MC t00|I|zumal?+enoksapar|n vs. deferoksamin 260 okt. 2020
+enoksaparin

NCT04335071 DS, RR, F2, MC tocilizumab vs. placebo 100 okt. 2020

NCT04345445 OKR, RR, N, UC tocilizumab, metilprednizolon 310 okt. 2020

NCT04332913 OpR, P tocilizumab 30 mar. 2021

NCT04317092 OKR, ES, F2, MC tocilizumab 400 dec. 2022

NCT04331808 OKR, RR, F2 tocilizumab vs. standardno zdravljenje 228 dec. 2021

NCT04329773 OKR. RR, F2, MC tocilizumab (i.v. \{s. g.c.) vs. sarilumab (s.c.) vs. 200 un. 2021
standardno zdravljenje

NCT04370834 OKR,ES, F2 tocilizumab 200° jan. 2022

NCT04361552 OKR, RR, F3, UC tocilizumab vs. standardno zdravljenje 180 maj 2022

NCT04339712 OKR, NRR, F, MC anakinra, tocilizumab 40 apr. 2022
sarilumab vs.

N4 R S0 OIRR IR, (7203, IO sarilumab+azitromicin+hidroksiklorokin e Vg A0

NCT04357808 OKR, RR, F2, UC sarilumab vs. standardno zdravljenje 30 jun. 2020

NCT04327388 DS, RR, F2/F3 sarilumab vs. placebo 300 avg. 2020

NCT04357860 OKR, RR, F2, UC sarilumab (200 vs. 400 mg) vs. placebo 120 jul. 2020
sarilumab vs. lopinavir/ritonavir vs.

NCT04321993 OKR, NRR, F2 hidroksiklorokin vs. baricitinib vs. standardno 1000 jul. 2021
zdravljenje

NCT04315298 DS, RR, F2/F3 sarilumab (visok vs. nizek odmerek) vs. placebo |400 apr. 2021

NCT04359901 OKR, RR, F2, UC sarilumab vs. standardno zdravljenje 120 apr. 2023

NCT04324073 OKR, RR, F2/3 sarilumab vs. standardno zdravljenje 239 dec. 2021
sarilumab vs. konvalescentna plazma vs.

NCT04345289 DS, RR, F3, MC hidroksiklorokin vs. baricitinib vs. placebo (p. 0. | 1500 jun. 2021
VS. i. V.)

NCT04322188 OpR, RSR siltuksimab vs. standardno zdravljenje 50 maj 2020

NCT04329650 OKR, RR, F2 siltuksimab vs. prednizolon 200 maj 2020

NCT04380519 DS, RR, MC RPH-104¢ vs. olokizumab vs. placebo 372 nov. 2020

NCT04380961 DS, RR, F2 sirukumab vs. placebo 270 sep. 2020
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NCT04381052 DS, RR, F2/3 klazakizumab vs. placebo 30 avg. 2020
NCT04343989 DS, RR, F2/3 klazakizumab (25 vs. 12,5 mg) vs. placebo 90 jul. 2020
NCT04348500 DS/OKR, RR, F2 klazakizumab vs. placebo 60 mar. 2021
NCT04363502 DS, RR klazakizumab vs. placebo 30 avg. 2020
klorokin ali hidroksiklorokin vs. lopinavir/ritonavir
vs. rivaroksaban vs. tromboprofilaksa vs.
NCT04351724 OKR, RR, MC kandesartan vs. antihipertenzivi, ki ne blokirajo 500 dec. 2020
poti RAS vs. klazakizumab vs. standardno
zdravljenje vs. placebo (za klazakizumab)
NCT04362813 DS, RR, F3, MC canakinumab vs. placebo 450 okt. 2020
NCT04348448 OpR, P canakinumab 100 sep. 2020
NCT04365153 DS, RR, F, F2, UC canakinumab (300 mg vs. 600 mg) vs. placebo |45 dec. 2020

2S - dvostopenjska raziskava; DS — dvojno slepa raziskava,; ES — enoskupinska raziskava, F2 — raziskava druge faze; F3 — raziskava tretje
faze; F4 — raziskava Cetrte faze; F — faktorialna raziskava; MC — multicentricna raziskava, N — navzkrizna raziskava; NRR — nerandomizirana
raziskava; OKR — odprta klinicna raziskava; OpR — opazovalna raziskava; P — prospektivna raziskava; RR — randomizirana raziskava;, RKR —
retrospektivna kohortna raziskava;, RSR — retrospektivna raziskava; UC — unicentricna raziskava

a Bolniki z napredovanimi ali metastatskimi raki in covid-19

b Hospitalizirani bolniki s pliucnico covid-19 s tveganjem/brez tveganja za dekompenzacijo

¢ Bolniki z rakom in covid-19

3.4 OSTALE IMUNOMODULATORNE
UCINKOVINE

3.4.1 Azitromicin

Azitromicin je makrolidni antibiotik, ki ga med drugim upo-
rabljamo za zdravljenje bakterijskih bronhitisov in pljucnic
inima poleg protibakterijskega tudi imunomodulatorni uci-
nek (40). So¢asno zdravljenje z makrolidnimi in beta-lak-
tamskimi antibiotiki zmanjSa smrtnost pri hospitaliziranih
bolnikih z zunajbolnisni¢no pliucnico, medtem ko kombi-
nacije beta-laktamov z drugimi antibiotiki, ki so sicer ucin-
koviti tudi proti atipi¢nim patogenom, nimajo enakega te-
rapevtskega izida (41). Tocen imunomodulatorni
mehanizem delovanja azitromicina e ni povsem pojasnjen.
Obstajajo dokazi, da makrolidi zavirajo aktivnost nevtrofil-
ceyv, sintezo in sproScanje Stevilnih interlevkinov (npr. IL-8
in IL-1B) (40) in kemokinov (42). Dodaten mehanizem de-
lovanja azitromicina, ki bi utegnil biti zanimiv pri zdravljenju
covid-19, je oviranje endosomskega zorenja virusa SARS-
CoV-2, pomembnega za Zlitje virusne ovojnice z membrano
endosomoy, kot tudi eksocitoznih mehanizmoy, ki jih virus
izkoris¢a za izstop iz celic (43). Azitromicin je namreC po
svojih fizikalno-kemijskih lastnostih lizosomotropi¢na ucin-
kovina. Znatna lipofilnost in Sibka bazi€énost mu omogocata
vstop v endosomske vezikle s pasivno difuzijo, kjer se v
kislem okolju protonira. KopiCenje azitromicina v endolizo-
somih domnevno spremeni normalen pH v teh organelih,
kar ovira zivljenjski cikel virusa (43). Seveda ne gre zane-
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mariti tudi protibakterijskega delovanja azitromicina pri pre-
preCevanju superinfekcij. Kombinacija protivnetnega, imu-
nomodulatornega in opisanega protivirusnega delovanja
azitromicina bi utegnila prispevati k so€asnemu zmanjSanju
obremenitve z virusom in blazenju sproS¢anja citokinov, a
bo potrebno udinkovitost takSnega zdravljenja pri covid-
19 potrditi v Klini¢nih raziskavah.

3.4.2 Hidroksiklorokin in klorokin

Hidroksiklorokin in klorokin sta ucinkovini, ki ju povezujemo
primarno z zdravljenjem malarije, a imata tudi Stevilne imu-
nomodulatorne ucinke (44), ki jih izkoriS¢amo pri blazenju
simptomov avtoimunskih bolezni, kot sta revmatoidni artritis
in sistemski lupus eritematozus. Njuno imunomodulatorno
delovanje je posledica vpletanja v zakisanje vsebine lizoso-
mov (podobno kot azitromicin sta lizosomotropi¢ni ucinko-
vini in tako izkazujeta tudi protivirusno delovanje (45)), kar
ovira proteolizo in predstavijanje antigenov s strani makro-
fagov (46) ter zavira signalizacijo endosomskih PRR — re-
ceptorjev TLR (Toll-like receptors) (47). Poleg tega zavirata
fosfolipazo A2, s &imer je zmanjSano nastajanje prosta-
glandinov, omejita sprosCanje IL-1 in IL-6 (48) ter zmanjSata
aktivacijo limfocitov T (49). Predvsem hidroksiklorokin (tudi
v kombinaciji s sinergisticno delujolim azitromicinom) vred-
notijo v Stevilnih klini¢nih raziskavah po svetu za zdravljenje
bolezni covid-19. Opozoriti velja na resne nezelene ucinke,
povezane z uporabo visokih odmerkov (hidroksi)klorokina,
kakrSne uporabljajo pri zdravijenju okuzb s SARS-CoV-2.
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EMA je na podlagi zgodnjih rezultatov nedavnih klinicnih
raziskav o uporabi klorokina in hidroksiklorokina pri bolnikih
s covid-19 (50, 51) izdala opozorilo, da ucinkovini lahko iz-
zoveta sréno aritmijo (specificno: podaljSanje intervala QT),
ki je lahko celo vzrok smrti, povzrocita poskodbe jeter in
ledvic, hipoglikemijo ter periferno nevropatijo (52).

3.4.3 Zaviralci tirozin kinaz

Zaviralci tirozin kinaz, kot so imatinib, nilotinib, dasatinib,
bosutinib in ponatinib, so ucinkovine, indicirane za zdra-
vljenje kroni¢ne mieloidne levkemije, specificnih akutno
limfoblastnih levkemij in nekaterih tumorjev (53). Odkrili so,
da imajo tudi protivnetno delovanje, hkrati pa lahko blago-
dejno vplivajo tudi na imunski odziv, saj privedejo do rea-
ktivacije limfocitov T in NK-celic (54). V tem pogledu je
Zlasti izstopal imatinib, ki so ga zaradi dobrega varnostnega
profila (55) ze vkljucili v nekaj klini¢nih raziskav na bolnikih
s covid-19 (NCT04357613, NCT04356495 in
NCT04346147). Tudi bosutinib in nilotinib sta v raziskavah
in vivo pokazala protivnetno delovanje, ki se je odrazalo
predvsem v blokadi signalne poti NF-kB in s tem v zmanj-
Sanem izlo€anju vnetnih citokinov (56-58). Kljub temu da
se je bosutinib v varnostnih Studijah izkazal kot bolj varen
od imatiniba (59), ga zaenkrat Se niso vkljucili v nobeno
kliniéno raziskavo na bolnikih s covid-19. V primeru niloti-
niba so se na podlagi raziskave, ki je nilotinib povezala s
kardiovaskularnimi zapleti (60), odlocili proti vkljucitvi v to-
vrstne kliniCne raziskave.

3.4.4 Antagonisti TNFa

Koncentracije TNFa so v serumu bolnikov s hujSo obliko
covid-19 nekoliko poviSane, a ne tako izrazito, kot to velja
za nekatere druge vnetne citokine (6). Kljub temu je zavi-
ranje signalizacije TNFa med citokinsko nevihto morda
smiselno, saj prav ta citokin nadzira Stevilne vnetne procese
in spodbuja spros¢anje IL-6. Temu v prid govori tudi dej-
stvo, da so v raziskavah na misih, okuzenih z virusom
SARS-CoV-1, pokazali, da nevtralizacija TNFa poveca ver-
jetnost prezivetja zivali (61). Tako imenovane antagoniste
TNFa, rekombinantna monoklonska protitelesa (npr. ada-
limumab, golimumab in infliksimalb) ali topni receptor (eta-
nercept), ki z vezavo citokina preprecijo njegovo asociacijo
z receptorjem, uporabliamo za zdravljenje Stevilnih kroni¢nih
vnetnih bolezni. Ob nevtralizaciji TNFa te ucinkovine izzo-
vejo tudi znizanje Stevila aktiviranih monocitov in makrofa-
gov, ki izrazajo membransko obliko receptorja za TNFaq,
po mehanizmu s protitelesi posredovane celi¢ne citotoksi-
énosti (62). Ker so prav monociti/makrofagi eni od osrednjih
krivcev za citokinsko nevihto, predstavljajo antagonisti

TNFa Se eno potencialno pomembno skupino ucinkovin
za prepreCevanje simptomov pri hudi obliki bolezni covid-
19. V Kkliniéne raziskave blazenja citokinske nevihte pri co-
vid-19 jih (8e) niso vkljudili.

3.4.5 Modulatorji eikozanoidnega odziva

Kot inovativen pristop zaviranja vnetne reakcije pri covid-
19 so predlagali terapevtsko uporabo sicer endogenih av-
takoidnih mediatorjev (resolvinov, lipoksinov in protektinov;
skupno poimenovanih tudi SPM (specialized pro-resolving
mediators)), ki spodbujajo sprotno odstranjevanje celi¢nih
komponent, nastalih pri apoptotic¢nih procesih med virusno
okuzbo, s fagocitozo (5). To bi utegnilo voditi do manjSe
aktivacije alveolarnin makrofagov in preprecitve t. i. eiko-
zanoidne nevihte, ki je podlaga spros¢anja vnetnih citoki-
nov. Se ena moznost blaZenja vnetja je uporaba zaviralcev
epoksid hidrolaze, encima, ki katalizira hidrolizo epoksiei-
kozatrienojskih kislin (EET). EET so namre¢ parakrino de-
lujoCe epoksimascobne kisline, ki nastajajo iz arahidonske
kisline in spodbujajo sprosc€anije lipoksinov in tako posredno
zavrejo tvorbo prostaglandinov in levkotrienov (5). Tako
SPM kot EET oslabijo proces tromboze, ki v nekaterih pri-
merih dodatno zaplete potek tezke bolezni covid-19.

SKLEP

Sindrom sproSc¢anja citokinov je resen zaplet, ki pri neka-
terih obolelih za covid-19 spremlja pozno fazo okuzbe.
Obsezna vnetna reakcija in infiltracija tkiv z imunskimi celi-
cami je odgovorna za plju¢ni edem, nepovratne poSkodbe
pliu¢ in drugih organov. Medtem ko bodo cepiva omogocila
prepreCevanje okuzb z virusom SARS-CoV-2 in protivirusne
ucinkovine zavrle njegovo namnozevanje v zgodnji fazi
okuzbe, bo za omejitev nenadzorovanega odziva imun-
skega sistema, znadilnega za kasnejsi hujsi potek bolezni,
klju¢no s podpornim zdravljenjem taréno utiSati signalizacijo
specificninh mediatorjev vnetja. Preusmeritev zdravil, katerih
uporaba je odobrena za druge terapeviske indikacije (in
sta torej njihova farmakokinetika in varnostni profil dobro
raziskana), v zdravljenje hudih oblik covid-19 se ponuja
kot moznost za razvoj razmeroma hitrega farmakoloskega
posredovanja. |zpostaviti velja, da svetovna zdravstvena
organizacija (WHO) v aktualnih smernicah zdravljenja co-
vid-19 (63) ne omenja uporabe imunomodulatornih ali imu-
nosupresivnin zdravil z izjemo kortikosteroidov. Rutinsko
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uporabo kortikosteroidov pri virusnih pljucnicah (tudi co-
vid-19) zaradi pomanjkanja dokazov o ucinkovitosti in moz-
nostih nezelenih ucinkov sicer odsvetujejo (64). Trenutno
Se ni dovolj podatkov o ucinkovitosti tovrstnega zdravijenja
covid-19 (niti za tocilizumab, edino ucinkovino, odobreno
za prepreCevanije citokinske nevihte) za izdajo splosnih pri-
porocil. Zaviranje delovanja imunskega sistema med resno
in obsezno virusno okuzbo je namre¢ dvorezen meg. Vsa-
krSna uporaba imunomodulatornih/imunosupresivnih zdra-
vil je tako omejena na kliniéne raziskave. Stevilne med njimi
bodo prve rezultate dale ze kmalu.
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uvoD

Koronavirusna bolezen 19 (covid-19) je izbruhnila konec
leta 2019 na Kitajskem in se z naglico razSirila po celem
svetu (1). Do sedaj (19. maj 2020) se je okuzilo Ze
4.823.479 ljudi v 188 drzavah sveta, umrlo pa jih je 318.857
(2). Zaradi velike kuznosti (reprodukcijsko Stevilo virusa —
Stevilo ljudi, ki jih okuzeni posameznik okuzi — je 2,2) in re-
lativno visoke smrtnosti (Stevilo smrtnih primerov glede na
potriene okuzbe) predstavija covid-19 veliko groznjo Clo-
vestvu, zato je Svetovna zdravstvena organizacija WHO
(World Health Organisation) 11. marca 2020 razglasila pan-
demijo.

NajboljSa resitev za zameijitev Sirienja bolezni oz. prepreditev
izbruha novega vala pandemije je razvoj cepiva, ki bo za-
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POVZETEK

Pandemija bolezni covid-19 je vplivala na ziviienje
ljudi, na svetovno gospodarstvo in zdravstvo in tako
spodbudila pospesen razvoj cepiv proti virusu SARS-
CoV-2. Razvoj gre tudi v smer uporabe obetavnih
inovativnih, a Se neuveljaviienih platform, kot so vek-
torska cepiva ter cepiva na osnovi DNA in RNA. Pred-
videvajo, da bo razvoj cepiva stal okoli 2 milijardi do-
larjev in trajal od 12 do 18 mesecev. Trenutno poteka
razvoj 115 cepiv, od tega jih je 73 v predklinicni fazi,
10 pa v prvi ali drugi stopniji klinicnega preskusanja.
Sele rezultati tretje stopnje preskusani, ki bodo vkiju-
Cevali veC tisoC prostovolicev in njihovo dolgorocno
spremljianje, bodo dali odgovor, ali s cepivom dose-
zemo zeleno zaScito pred patogenom. Na poti do
kon¢nega cilia varnega, ucinkovitega in vsem do-
stopnega cepiva bo potrebno zaobiti Se precejSnje
ovire, povezane tudi s stroSkovno ucinkovito proiz-
vodnjo, predvsem pri novih platformah, pri katerih
proizvodna infrastruktura Se ne obstaja.

KLJUCNE BESEDE:
cepiva, covid-19, SARS-CoV-2

ABSTRACT

The enormous impact of covid-19 pandemic on ev-
eryday life, global economy and healthcare has stim-
ulated the fast-tracked development of SARS-CoV-
2 vaccines. Development is directed also towards
promising innovative although not yet established
platforms, such as vector vaccines and DNA and
RNA-based vaccines. The SARS-CoV-2 vaccine de-
velopment is projected to cost about 2 billion USD
and take 12 to 18 months. 115 vaccines are currently
being developed, of which 73 are in the preclinical
phase and 10 in the first or second stage of a clinical
trials. Only the results of the third stage of trials, which
will include thousands of volunteers and their long-
term monitoring, will give an answer as to whether
the vaccine achieves the desired protection against
the pathogen. On the way to the ultimate goal of a
safe, effective and accessible vaccine, significant bar-
riers to cost-effective production will still need to be
overcome, especially for new platforms for which pro-
duction infrastructure does not yet exist.

KEY WORDS:
covid-19, SARS-CoV-2, vaccines
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RAZVOJ CEPIV PROTI VIRUSU SARS-COV-2

Scitilo vedji del populacije pred obolevanjem in smrtjo za
covid-19. Cepiva (vakcine) pri prejemniku izzovejo aktivacijo
imunskega odziva in oblikovanje imunskega spomina. Ce-
plien posameznik postane imun na okuzbo s specificnim
povzroCiteliem bolezni. Ce je preceplien dovolj velik delez
populacije, je prekinjena veriga prenosa patogena, s ¢imer
so pred nalezljivo boleznijo posredno zasciteni tudi posa-
mezniki, ki jih iz razliénih razlogov ne moremo cepiti. Kmalu
po dolocitvi nukleotidnega zaporedja novega virusa SARS-
CoV-2 () je stekel razvoj protivirusnih zdravil in cepiv.
Zaradi ogromnega vpliva pandemije na zivlienje ljudi in sve-
tovno gospodarstvo ter zdravstvo so znanstveniki iz jav-
nega in zasebnega sektorja priCeli s pospesSenim razvojem
cepiv, pri Cemer so posegli tudi po obetavnih inovativnih,
a Se neuveljavlijenih platformah (4, 5). Pandemija covid-19
pomeni tudi prelomnico v hitrosti bazi¢nih in predklini¢nih
raziskav; raziskave, ki obiCajno trajajo nekaj let, so tokrat
znanstveniki izvedli tudi v le mesecu dni (6). Prva kandidatna
cepiva so tako ze marca 2020 vstopila v fazo klinicnega
vrednotenja.

Koordinacijo razvoja cepiva proti SARS-CoV-2 in razpore-
ditev finanCnih sredstev za projekte je prevzela globalna
organizacija CEPI (The Coalition for Epidemic Preparedness
Innovations) (6, 7). Gre za Clovekoljubno organizacijo, ki
deluje pod okriliem Zdruzenih narodov, Evropske komisije,
fundacije Wellcome Trust, fundacije Billa in Melinde Gates
in nekaterih viad ter povezuje javno in zasebno partnerstvo.
Poleg donatorskih sredstev, Evropske komisije in nekaterih
vlad se direktno financira tudi iz Svetovne banke. Glavni
cilj organizacije je omogociti in poskrbeti, da bo cepivo
dostopno vsem. Predvidevajo, da bo razvoj cepiva stal
okoli 2 milijardi dolarjev in trajal 12 do 18 mesecev (8). Tre-
nutno (maj 2020) poteka razvoj 115 cepiv, od tega jih je
73 v predkliniéni fazi, 10 pa v klini¢ni fazi (preglednica 1)
6, 9).

V CEPI pricakujejo, da bodo financirali testiranje osmih ce-
piv v prvi klini¢ni fazi, Sest kandidatnih cepiv pa bo vstopilo
v drugo in tretjo klini¢no fazo raziskav. Vsaj tri cepiva naj bi
prejela odobritev regulatornih organizacij in bila dovolj ka-
kovostna, varna in ucinkovita za zaCetek mnozi¢ne proiz-
vodnje. Ker na zadetku ne bo dovolj cepiva za celotno po-
pulacijo, bodo imeli prednost pri cepljenju zdravstveni
delavci, ki so najbolj ogrozeni, in ljudje, ki so bolj dovzetni
za tezko obliko bolezni in pri katerih bi okuzba lahko vodila
tudi do smrti. Vec€ino cepiv razvija zasebni sektor (72 %),
28 % pa akademske in javne institucije (6). V razvoj cepiva
so se vkljucila tudi nekatera multinacionalna farmacevtska
podietja, vendar dale¢ najvec prizadevan] ostaja v majhnih
zasebnih podijetjih. Vecino kandidatnih cepiv razvijajo v

ZDA (46 %), 18 % na Kitajskem, 18 % v Evropi, preostalo
pa v drugih azijskih drzavah in Avstraliji (6).

NACRTOVANJE CEPIVA

Leta 2009 so ob pojavu pandemije virusa influence H1N1
(povzroditelja »prasicje« gripe) znanstveniki potrebovali Sest
mesecev za razvoj cepiva, ceprav so imeli na voljo preizku-
Sen in odobren proces proizvodnje cepiva proti sorodnemu
virusu sezonske gripe. Tokrat se sooamo s povsem novim
virusom, za katerega Se ne obstaja odobreno cepivo. Zato
je hiter razvoj cepiva proti SARS-CoV-2 izziv tako s staliS¢a
validacije primerne platforme, ki bo dala ucinkovito in varno
cepivo, kot s staliS¢ regulative, hitre vzpostavitve mnozi¢ne
proizvodnije in distribucije cepiva. Tehnologije razvoja cepiv
so v zadnjem desetletju zelo napredovale. Pojavila so se
kandidatna cepiva na osnovi nukleinskih kislin (tako RNA
kot DNA), cepiva na osnovi vektorskih mikroorganizmov in
cepiva, ki temeljijo na rekombinantnih proteinskih antigenih
(4). Poleg novih platform si znanstveniki pri razvoju cepiva
proti SARS-CoV-2 pomagajo tudi z znanjem in izkusnjami,
pridoblienimi pri raziskavah cepiv proti sorodnima virusoma
SARS-CoV-1 (analogno imenovan tudi SARS-CoV) in
MERS-CoV, saj so si ti betakoronavirusi zelo podobni.
SARS-CoV-2 izkazuje visoko stopnjo homologije (79 %) z
virusom SARS-CoV-1 (3, 10). Na osnovi podobnosti s
SARS-CoV-1in MERS-CoV so hitro opredelili kot najugod-
nejso tar€o za naCrtovanje imunogena protein virusne ovoj-
nice, t. i. protein S. Prostorsko strukturo proteina S SARS-
CoV-2 so dolodili v rekordno kratkem Casu. To je
pomembno prispevalo k razumevanju vezave virusnega
proteina na pripadajoCi receptor ACE2 na gostiteljskih celi-
cah ter naCrtovanju imunogena (11, 12). Po imunizaciji na-
stala protitelesa proti proteinu S prepredijo vezavo virusa
na receptor in s tem onemogocijo vstop virusa v celice.
Taksna protitelesa imajo nevtralizirajoci ucinek.

Po izbruhu virusa SARS-CoV-1 leta 2003 so razvili ve¢ kan-
didatnih cepiv, ki so jih Ze testirali na zivalskih modelih. Ta
cepiva so temeljila na oslabljenih virusih, inaktiviranih virusih,
vektorskin cepivih, cepivih na osnovi DNA, pa tudi na re-
kombinantnem proteinu S (pregledano v (13, 14)). V vecini
primerov so se ta cepiva izkazala kot uc€inkovita, ponekod
pa so se pojavili resni nezeleni ucinki. Rezultati prve faze
klinicnih preskusanj so optimisti¢ni in so pokazali, da so
cepiva proti SARS-CoV-1, osnovana na inaktiviranem virusu
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in temeljeca na DNA, varna in izzovejo nastanek nevitralizi-
rajoCih protiteles (14). Pri razvoju cepiva proti SARS-CoV-2
bodo klju¢na testiranja varnosti cepiva pri Cloveku. Skrbno
je treba preveriti, ali cepivo povzroc¢i imunopotenciacijo. Po-
membno je tudi, da bo cepivo primerno za starejSe od 60.
leta in tiste s predhodnimi zdravstvenimi tezavami (hiper-
tenzija, diabetes). Ker so se pri ljudeh, ki so preboleli SARS-
in MERS, titri protiteles po dveh letih znizali, je pri nacrtovanju
cepiva pomembno upostevati moznost upada imunskega
odziva (pregledano v (13)). Pandemija pa je tudi opozorilo,
da je nujno pripraviti tehnologije, ki bodo uporabne ob po-
novnem izbruhu podobnega virusa (15).

PLATFORME ZA IZDELAVO
CEPIVA PROTI SARS-COV-2

Potreba po takojSnjem ukrepanju in hitrem razvoju cepiv
je povzrocila pojav novih raznovrstnih platform za cepiva
proti SARS-CoV-2 (6) ob sicer splosno uveljavljenih stra-
tegijah cepiv na osnovi oslablienega ali inaktiviranega vi-
rusa in virusnih komponent. Njihova potencialna prednost
je predvsem prilagodljivost, saj (vsaj teoreticno) omogo-
Cajo hitro spremembo imunogena v primeru mutacije vi-

Preglednica 1: Pregled platform in tehnologij za razvoj cepiv proti virusu SARS-CoV-2. Z odebeljeno pisavo so oznaceni projekti, ki so Ze

vstopili v klinicno fazo vrednotenja (maj 2020, povzeto po (9, 13, 14)).

Table 1: Overview of platforms and technologies for SARS-CoV-2 vaccine development. Projects which have already entered the clinical
phase of development are marked in bold (May 2020; adapted from (9, 13, 14)).

Ze obstaja
odobreno
Platforma Imunogen cepivo |n" Prednosti Slabosti Razvijalec
tehnologija
za proizvodnjo
cepiva?
Clover
. . : . . Biopharmaceuticals/
Rekombinantna bakulovirusni . . Omejena proizvodna . )
) : Ni rokovanja z ) .. | CEPI, University of
proteinska sistem (HPV, ) o kapaciteta. Potrditi je
cepiva rotein S | virus influence) infektivnimi virusi otrebno ustreznost Queensland CEP,
biva, b | adjuvansi okrepiio | PO ZNOSt | oK Novavax/CEPI,
komponentna kvasovke (HBV, |. . ) antigena oz. njegovih
cepiva HPV) imunski odziv. Oitonov Baylor College of
P PIopoV. Medicine,
Sanofi/GSK
Potrebna je
proizvodnja velike
koliCine oslablienega
virusa, kar je
Ustaliena proizvodnija, d.olgotraljno, saima
I virus velik genom.
., . uporabili bi lahko .
Ziva atenuirana | . . . L. Potrebno veliko .
) virion da infrastrukturo, ki je ze . .. Codagenix
cepiva . ) testiranj za dolocCitev
postavljena. Veliko . .
registriranih cepiv. varnosti cepiva.
' Mozen povratek
virulence. Ni
primerno za imunsko
oslabliene
posameznike.
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RAZVOJ CEPIV PROTI VIRUSU SARS-COV-2

Ustaljena proizvodnja,
uporabili bi lahko
infrastrukturo, ki je ze
postavljena. Veliko
registriranih cepiv.

Potrebna je
proizvodnja velike
koliCine infektivhega
virusa, kar je

Inakt|V|rana virion da Tehnologijo so ze d.olgotraljno, sdl ima Sinovac Biotech
cepiva » . virus velik genom.
uporabili za razvoj "
. . Potrebno bo preveriti
cepiva proti virusu integriteto antigena
SARS-CoV-1. ‘egriteto antigena,
. ; y ali povzroCi dovol;
Adjuvansi okrepijo .. . .
. . . mocan imunski odziv.
imunski odziv.
Johnson&Johnson,
Vaxart, Geovax,
Moznost predhodne University of .
. o e Oxford, CanSino
Da, vendar le Dobri predklinicni senzitizacije s . .
Vektorska ) i . Biologicals,
, protein S | nedavno za rezultati. Dober sorodnim virusom, ) .
cepiva ) . . ) . ) University of Hong
virus ebola. imunski odziv. kar je vzrok nizke
» ; . Kong, Shenzhen
ucCinkovitost cepiva.
Geno-Immune
Medical Institute (2
cepivi)
Ni rokovanja z Poseben dostavni
infektivnimi virusi. sistem z
Cepiva enostavno, elektroporacijo. Se
poceni in hitro lahko | neuveljavijena Inovio
. pripravimo tudi za platforma. Lahko .
Cepiva na rotein S | ne mnozic¢no pride do vkljucitve Pharmaceuticals/
osnovi DNA P ) , . o CEPI, Applied DNA
proizvodnjo. Obstojna | DNA v gostiteliev .
o . Sciences
SO pri Visji genom. Imunski
temperaturi. Izzovejo |odziv je slabsi v
humoralni in celini primerjavi z Zivim
imunski odziv. virusom.
Ni rokovanja z
infektivnimi virusi.
. . = Moderna/NIAID/
Cepiva na . .Ceplvva SO. mgnogena Reaktc?gehost. Se CEPI, BioNTech
. protein S | ne in mozna je hitra neuveljavliena .
osnovi RNA roizvodnja. Ne pride |platforma SE/Pfizer,
> S INEPIEE B : CureVac/CEPI

do vkljucitve v
gostiteliev genom.

rusa. Uporaba novih platform pa narekuje tudi vecjo pre-
vidnost in skrbnost pri presoji uCinkovitosti, varnosti ce-
piva in prisotnosti nezelenih ucinkov. Cepiva proti SARS-
CoV-2 v razvoju razdelimo na rekombinantna proteinska
cepiva, oslabljena cepiva, inaktivirana cepiva ter novejSe

(16).
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oblike, kot so vektorska cepiva ter cepiva na osnovi DNA
in RNA (preglednica 1). Ker se seznam cepiv, ki so vsto-
pila v kliniéno fazo razvoja hitro spreminja, za osvezen
seznam glejte spletni strani ClinicalTrials.gov (9) in WHO




3.1 REKOMBINANTNA PROTEINSKA
CEPIVA

Pri rekombinantnih proteinskih cepivih kot imunogen upo-
rabimo posamezen virusni protein, ki ga pripravimo z upo-
rabo tehnologij rekombinantne DNA (slika 1E). Genski zapis
za virusni antigen vstavimo v izbrani ekspresijski vektor, ki
sluzi za vnos DNA v ekspresijski sistem. Rekombinantna
proteinska cepiva proizvajamo v sesalskih ali insektnih ce-
liénih kulturah (z bakulovirusnimi vektoriji) ter v kvasovkah
(preglednica 1). Ker pri rekombinantnih proteinskih cepivih
za imunizacijo uporabimo dobro ocis¢en antigen, s tem
znizamo nezelene ucinke cepiva, ki bi jih utegnilo povzroditi
ceplienje z Zivim virusom. Prednost rekombinantnih cepiv
je visoka varnost cepiva, saj se izognemo rokovanju z vi-
sokoinfektivnim virusom, hkrati pa cepivo povzro¢i speci-
ficen imunski odziv proti virusnemu proteinu. Rekombi-
nantna proteinska cepiva lahko tudi okrepijo humoralni
imunski odziv z vkljucitvijo limfocitov T pomagalk in pov-
zrocijo nastanek visokih titrov nevtralizirajodih protiteles
(13). Rekombinantna proteinska cepiva proti SARS-CoV-
2 vsebujejo protein S ali njegove posamezne domene in
predvidoma izzovejo tvorbo protiteles, ki se ob okuzbi ve-
Zejo na protein S in preprecijo vezavo na gostiteljev receptor
ACE2. Proteinska cepiva proti SARS-CoV-2 razvijajo v
podjetju Clover Biopharmaceuticals, kjer so za antigen
uporabili trimerni protein S, izraZzen v sesalskih celicah (teh-
nologija Trimer-Tag®) (17). Povezali so se tudi s podjetjiem
GSK, ki bo poskrbelo za dodatek adjuvansa cepivu in s
tem mocnejsi imunski odziv na cepivo. Predklini¢ni rezultati
so obetavni, zato je CEPI podprl zaCetek klinicne raziskave
v Avstraliji (8). Rekombinantno proteinsko cepivo razvijajo
tudi na Univerzi v Queenslandu. Uporabili so poseben
nacin stabilizacije konformacije proteina S, t. i. peptidne
kleSCe (molecular clamps), s imer omogocijo boljSo pre-
poznavnost antigena in mocnejsi imunski odziv pri okuzbi.
Razvoj tega cepiva poteka v sodelovanju z GSK pod okri-
liem CEPI (8). Podjetie Novavax proizvaja nanodelce, ki
vsebujejo dele rekombinantnega proteina S, tehnologijo
pa so ze uporabili pri virusu SARS-CoV-1 (18). Ker so
predkliniCne raziskave kandidatnega cepiva NVX-CoV2373
(Novavax) pokazale, da cepivo povzroCi visoke titre nev-
tralizirajoCih protiteles, bo v kratkem vstopilo v kliniéno
vrednotenje (9). Obetavno je tudi proteinsko cepivo, ki za
antigen uporabi domeno proteina S, s katero se le-ta veze
na receptor (RBD, receptor binding domain), kar razvijajo
na ameriSki univerzi Baylor College of Medicine (15, 19).
Moci v bitki za novo cepivo sta zdruzila tudi Sanofi in GSK
(20). Sandofi razvija rekombinantni protein S z uporabo usta-
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lienega bakulovirusnega sistema, ki ga sicer uporabljajo
za pripravo cepiva za sezonsko gripo. GSK pa bo rekom-
binantnemu cepivu dodal adjuvanse za ojaCanje imunskega
odziva.

3.2 ATENUIRANA CEPIVA — OSLABLJEN
ZIVI VIRUS

Atenuirana ali oslabliena cepiva vsebujejo oslablien Zivi vi-
rus, ki je obdelan tako, da izgubi virulentnost, vendar se
Se vedno lahko namnozuije v gostitelju (slika 1A) in spodbudi
mocan in dolgotrajen imunski odziv (21). Gre za klasi¢na
cepiva z ustalieno mnozi¢no proizvodnjo registriranih cepiv,
kar je velika prednost. Atenuirana cepiva so npr. cepiva
proti oSpicam, mumpsu in rdeckam. Slabost atenuiranih
cepiv proti SARS-Cov-2 je, da je potrebno pripraviti velike
koli¢ine virusa in izvesti zelo veliko testiranj za zagotovitev
varnosti cepiva. Podjetie Codagenix skupaj z indijskim in-
Stitutom Serum Institute of India razvija atenuirano cepivo
proti SARS-CoV-2 s spreminjanjem nukleotidnega zapo-
redja (16). Z bioinformati¢nimi metodami bodo izbrali nekaj
kandidatnih nukleotidnih zaporedij virusa, podijetje Serum
Institute of India pa bo viruse z mutiranim nukleotidnim za-
poredjem pripravilo. Ceprav bi to cepivo lahko relativno
hitro proizvedli, bo potrebno obsezno vrednotenje njegove
varnosti.

3.3 INAKTIVIRANA CEPIVA -
INAKTIVIRAN MRTVI VIRUS

Imunogen pri inaktiviranih cepivih predstavija celoten virusni
delec (virion), ki so ga predhodno inaktivirali (npr. kemi¢no
s formaldehidom) (21). Ker se virus ne more razmnoZzevati
v organizmu (slika 1B), je pri imunizaciji obi€ajno potrebno
ve¢ odmerkov, da vzdrzujemo imunost. Prednost inaktivi-
ranih cepiv je ze postavljena proizvodnja za druga registri-
rana cepiva. Na trziS€u je veliko inaktiviranih cepiv, npr.
cepivo proti poliovirusu (otroski paralizi) in hepatitisu A.
Spodbudno je, da so tehnologijo ze uporabili pri virusu
SARS-CoV-1. Slabost inaktiviranega cepiva pa je, da je
potrebno najprej pripraviti ogromne kolicine infektivnega
virusa, kar je dolgotrajno in zahtevno (13). Poleg tega je pri
uporabi inaktiviranega cepiva potrebno skrbno preveriti in-
tegriteto epitopov, varnost, toksi¢nost in nezelene ucinke.
Inaktivirano cepivo proti SARS-CoV-2 (PiCoVacc) razvija
kitajsko podietje Sinovac Biotech (22). Viruse so izolirali iz
11 bolnikov iz razliénih drzav (pet iz Kitajske, tri iz ltalije in
po enega iz Spanije, Velike Britanije in Svice), jih namnoZili
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in kemijsko inaktivirali (22). Cepivo je povzrocCilo nastanek
protiteles, ki so nevtralizirala 10 razlicnih virusnih sevov,
kar kaze, da bi lahko bilo uporabno za vec sevov. Rezultati
testiranj na zivalih kaZejo, da je cepivo udinkovito zascitilo
opice rezus makake pred okuzbo in da ni povzrodilo za-
pletov ali poslabsanja bolezni. Cepivo je sedaj preSlo v
prvo fazo klinicnega vrednotenja na 144 prostovoljcih na
Kitajskem (23).

3.4 CEPIVA NA OSNOVI DNA

Cepiva na osnovi DNA vsebujejo plazmid, ki nosi zapis za
taréni virusni protein. TakSna cepiva vnasamo neposredno
v celice z elektroporacijo (slika 2), kar izzove mo&an imunski
odziv (17, 24). Cepiva na osnovi DNA lahko vbrizgamo
tudi neposredno intramuskularno ali intradermalno, vendar
je ucinkovitost vnosa cepiva v celice bistveno visja pri upo-
rabi elektroporacijskih metod. Imunski odziv lahko Se okre-
pimo z dodatkom adjuvansov. Prednost cepiv na osnovi
DNA je, da se izognemo delu z infektivnimi virusi in da ce-
pivo lahko na relativno hiter in poceni nacin pripravimo v
vecjih koli¢inah. Poleg tega je DNA stabilna tudi pri visjih
temperaturah, tako da je cepivo laZje distribuirati. Pomanj-
kljivost DNA-cepiv pa je, da jih lahko dostavljamo le z upo-
rabo posebnih aparatur za elektroporacijo. Cepivo na os-
novi DNA proti SARS-CoV-2 razvijajo v kitajskem podijetju
Inovio Pharmaceuticals. Cepivo INO-4800 vsebuje plaz-
midno DNA z vkljuCenim zapisom za protein S (9, 25).
Razvoj tega cepiva temelji na izkuSnjah pri razvoju cepiva
proti MERS-CoV, ki je Ze vstopilo v drugo fazo klinicnega
preskusanja. Razvoj cepiva poteka pod okriliem CEPI in v
sodelovanju z nemskim podjetiem Richter-Helm BioLogics
GmbH. Prednost tega cepiva je intradermalen vnos, ki
povzroCi dovolj visok titer nevtralizirajoCih protiteles.

3.5 CEPIVA NA OSNOVI RNA

Cepiva na osnovi RNA vsebujejo informacijsko RNA
(mRNA), ki nosi zapis za tar¢ni virusni protein. mRNA je v
cepivu obic¢ajno obdana z lipidnim dvoslojem, da pride do
lazjega vnosa v celice (slika 2). Po ceplienju pride do pre-
voda mRNA v protein (imunogen), kar povzro¢i imunski
odziv (17). Razvoj tehnologije RNA-cepiv poteka predvsem
na podrocju zdravljenja raka in infekcijskih bolezni (26).
Prednosti cepiv na osnovi RNA so, da ne more priti do
vklju€itve vnesene informacije v genom prejemne celice,
modcan imunski odziv in moznost hitre proizvodnje cepiva.
Cepivo na osnovi RNA lahko vsebuje mRNA za ve¢ imu-
nogenov hkrati, kar pomeni, da bi lahko bilo uporabno za

veC virusnih sevov (17). RNA-cepivo mRNA-1273 je prvo
cepivo proti SARS-CoV-2, ki je vstopilo v klini¢no vredno-
tenje. Cepivo vsebuje mMRNA proteina S in je vgrajeno v li-
pidne nanodelce. Cepivo je razvilo ameriSko podijetje Mo-
derna v sodelovanju z institutom NIAD (National Institute
of Alergy and Infections Diseases), razvoj pa poteka v
okviru CEPI (9, 27). Klini¢no vrednotenje so zaceli tudi v
nemskem podijetju BioNTech, kjer skupaj s farmacevtsko
druzbo Pfizer razvijajo kandidatno mRNA-cepivo BNT162.
Ker so molekule RNA nestabilne, povecajo njihovo stabil-
nost z raznimi modifikacijami (dodatek 5'-kape in 3'-poli(A)
repa, 5'- in 3'-neprevedijivih regij in vgradnja modificiranih
nukleotidov (28)). Obetavne rezultate z razvojem RNA-ce-
piva ima tudi nemsko podietje CureVac, ki naj bi vzporedno
z zaCetkom Klini¢nih vrednotenj postavljajo ze mnoZzi¢no
proizvodnjo cepiva (29).

3.6 VEKTORSKA CEPIVA

Pri vektorskih cepivin antigen predstavlja virusni protein,
katerega genski zapis je vstavljen v nepovezan virusni vek-
tor (30). Virusni vektorji so gensko spremenjeni tako, da
omogocajo vnos in izrazanje virusnega imunogena v celicah
ceplienega posameznika. Vektorji se lahko v organizmu
namnozujejo, npr. oslabljen virus oSpic (slika 1C), ali pa so
replikacijsko onesposoblieni, npr. adenovirusni vektorji (slika
1D). Adenovirusnih vektorjev Se niso uporabili pri razvoju
cepiv, jih pa sicer uporabljajo pri genskem zdravljenju. Prvo
registrirano vektorsko cepivo je bilo cepivo proti virusu
ebola, imenovano Ervebo. Kot vektor so uporabili oslablien
virus vezikularnega stomatitisa (VSV), ki vsebuje zapis za
protein virusa ebola Zaire (31). Prednost vektorskih cepiv
s0 dobri rezultati predkliniCnih in klinicnih vrednotenj pri ra-
Zliénih virusih, med njimi tudi pri MERS-CoV. Pomanikljivo
pri vektorskih cepivih pa je, da je pri predhodni senzitizaciji
s sorodnim virusom divjega tipa cepivo neucinkovito (13).
Kitajsko podjetje CanSino Biological Inc. je skupaj s pe-
kinskim inStitutom Beijing Institute of Biotechnology pri-
pravilo kandidatno cepivo na osnovi adenovirusnega vek-
torja Ad5-nCoV, ki je kot eno prvih cepiv proti SARS-CoV-2
vstopilo v Klini€no vrednotenje (9). V prvi fazi klinichega
preskusanja je tudi ze adenovirusno kandidatno cepivo, ki
S0 ga razvili na Univerzi v Oxfordu (Jenner Institute) (ChA-
dOx1). Ze v prvi fazi bodo s tem cepivom cepili ve& kot
1000 prostovoljcev (32). Vstop v klini¢no raziskavo so omo-
gocili tudi dobri rezultati predkliniCne raziskave na opicah
rezus makakih, izvedene na ameriskem institutu Rocky
Mountain Laboratories (30). Farmacevtska druzba John-
son&Johnson razvija cepivo na osnovi adenovirusnega

1 68 farm vestn 2020; 71




Slika 1: Pregled platform potencialnih cepiv proti novemu koronavirusu. A) Atenuirano (oslabljeno) cepivo: virus SARS-CoV-2 nosi mutacije,
zaradi katerih se v vakciniranem posamezniku slabSe pomnoZzuje in ne izzove bolezni. B) Inaktivirano cepivo: virus SARS-CoV-2 ni sposoben
pomnoZevanja, saj ga inaktivicamo s kemijskimi ali fizikalnimi dejavniki, ohrani pa vse svoje antigene. C) Replikativen virusni vektor: oslablien
rekombinantni virusni vektor drugacnega tipa (npr. virus ospic) izkoristimo za vnos genov, ki kodirajo antigene virusa SARS-CoV-2. D)
Nereplikativen virusni vektor: rekombinantni virusni vektor drugacnega tipa (npr. adenovirus) izkoristimo za vnos genov, ki kodirajo antigene
virusa SARS-CoV-2. E) Rekombinantne proteinske podenote strukturnih proteinov SARS-CoV-2 (npr. proteinov S in M). F) Virusu podobni
delci: virusna ovojnica SARS-CoV-2 brez genskega materiala. Antigen predstavitvene celice (APC) virusne delce ali njihove proteinske
komponente sprejmejo s fagocitozo in posamezne virusne antigenske determinante (epitope) predstavijo na svoji povrsini, vezane na
poglavitni histokompatibilnostni kompleks tipa Il (zeleno), T-celicam pomagalkam (ni prikazano), ki uravnavajo humoralno in celicno
komponento pridoblienega imunskega odziva. Prirejeno po (30). Slika je izrisana s programom BioRender.

Figure 1: Depiction of platform for new coronavirus vaccine in development. A) Attenuated vaccine: SARS-CoV-2 virus harbours mutations
which hamper its replication, thus making it less likely to cause disease. B) Inactivated vaccine: SARS-CoV-2 virus is incapable of replication
due to chemical or physical treatment. It does, however, retain its antigens. C) Replicating viral vector: an attenuated unrelated recombinant
viral vector (such as weakened measles) is used to introduce genes encoding SARS-CoV-2 viral antigens. D) Non-replicating viral vector:
recombinant unrelated virus (such as adenovirus) is used to transduce cells with SARS-CoV-2 viral antigens. E) Recombinant SARS-CoV-2
viral structural protein subunits (e.g., spike (S) and membrane (M) proteins). F) Virus-like particles: empty SARS-CoV-2 shell (i.e. containing
no genetic material). Antigen-presenting cells (APC) engulf viral particles or their subunits by fagocytosis and process the antigens to display
individual antigenic determnants (epitopes) bound to type Il major histocompatibility complex (in green) on the surface. This leads to
activation of helper T cells (not shown), which regulate both humoral and cell adaptive immune responses. Adapted from (30). Figure was
drawn with BioRender.
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Slika 2: Cepiva proti virusu SARS-CoV-2 na osnovi nukleinskih kislin. Strategija temelji na vnosu genske informacije za posamezne proteine
virusa SARS-CoV-2 v celice vakciniranega posameznika. Golo DNA vnasamo v celice z elektroporacijo, cepiva na osnovi RNA pa praviloma
vgradimo v liposome, ki se Zljjgjo s celicno membrano. Celice na osnovi vstavijenih genov izdelajo virusne proteine in jih izlocCijo, nakar jih
sprejmejo in procesirajo antigen predstavitvene celice (APC). Hkrati celice epitope virusnih proteinov predstavijajo na svoji povrsini, vezane na
poglavitni histokompatibilnostni kompleks tipa | (oranzno), s ¢imer se v prepoznavanje antigena vkijucijo tudi citotoksicni limfociti T, ki so
nosilci celicne imunosti (ni prikazano). Prirejeno po (30). Slika je izrisana s programom BioRender.

Figure 2: Nucleic acid-based SARS-CoV-2 vaccines. Genetic information encoding individual viral proteins is introduced directly into cells of
vaccinated individuals. Electroporation is used to increase uptake of naked DNA, while RNA is typically packaged into liposomes which fuse
with plasma membrane. Using the genetic information, transfected cells produce and secrete viral proteins. These, in turn, are procesed by
antigen-presenting cells (APC). Concomitantly, the cells display processed viral epitopes on their surface bound to type | major
histocompatibility complex (in orange), engaging cytotoxic T cells, effectors of cell immunity, into antigen recognition (not shown). Adapted

from (30). Figure was drawn with BioRender.

vektorskega sistema AdVac® (Janssen) z uporabo celi¢ne
linije PER.C6® (9). Slabost adenovirusnega vektorskega si-
stema je, da nobeno cepivo, ki temelji na tej tehnologiji, Se
nima dovoljenja za promet. Raziskovalci iz Univerze v Hong
Kongu razvijajo kandidatno cepivo na osnovi virusa inf-
luence, ki izraza tudi podenoto RBP proteina S (16). Kitaj-
sko podjetje Shenzhen Geno-Immune Medical Institute je
razvilo kar dve kandidatni cepivi. Cepivi LV-SMENP-DC in
Covid-19 aAPC temeljita na lentivirusnem vektorju, ki ima
vkljuCen zapis za podenote ve¢ virusnih proteinov (tako
imenovani minigeni), nosi pa tudi imunomodulatorne gene,
ki aktivirajo antigen predstavitvene celice. Ti kandidatni ce-
pivi nista profilakti¢ni — v klini¢ni raziskavi (NCT04276896
in NCT04299724 (9)) vkljucujejo bolnike s covid-19. Tem
odvzamejo antigen predstavitvene celice, ki jih ex vivo
transducirajo z lentivirusnim vektorjem in vrnejo bolniku s

subkutano injekcijo. Gre torej za obliko genskega oz. celi-
¢nega zdravljenja. Pri LV-SMENP-DC zdravljenje spremlja
Se infuzija aktiviranih antigen-specifi¢nih citotoksic¢nih lim-
focitov T.

1ZZIVI PRI RAZVOJU CEPIV

Razvoj cepiva je kot tek na dolge proge, a Casa v trenutnih
razmerah pandemije covid-19, ki hromi nasa zivlienja, ni-
mamo na pretek. Podobno kot pri razvoju drugih zdravil
tudi varnost in ucinkovitost cepiv vrednotimo v znanstveno
osnovanih (pred)klinicnih raziskavah. Ena osrednjin tezay,
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ki spremlja razvoj cepiva, je ocenjevanje njegove ucinkovi-
tosti. Trenutno interakcije med virusom SARS-CoV-2 in
imunskim sistemom d&loveka relativno slabo poznamo; ni
Se jasno, ali naravno prebolela okuzba izzove (dolgotrajno)
imunost. V predklini¢ni fazi razvoja si pogosto pomagamo
z zivalskimi modeli bolezni, a ti za virus SARS-CoV-2 Se
niso vzpostavlieni in validirani (virus se v obi¢ajnem poskus-
nem modelu — misih, tudi transgenih, ki izrazajo Cloveski
ACE2 (83) — namrec¢ slabo pomnozuje; alternativo predsta-
vljajo primati). Poskusne zivali po ceplienju izzovemo z viru-
som in opazujemo, ali jin cepivo zasditi pred boleznijo. Tudi
Ce zivali niso dober gostitelj virusa, lahko vrednotimo mo-
rebitno nevtralizacijsko sposobnost protiteles, ki se pojavijo
v njihovem serumu po imunizaciji s cepivom, v poskusih s
Cloveskimi celicami, ki jin izzovemo z virusom in vitro. In-
dukcija protiteles pri ceplienju namre¢ Se ne zagotavlja za-
SCite pred virusno okuzbo. Izkusnje s predklini¢nim razvojem
cepiv proti sorodnemu virusu SARS-CoV-1 (na osnovi osla-
blienih ali inaktiviranih virusov, vektorskih vakcin in rekom-
binantnega proteina S) so sicer ohrabrujoce, saj so pravi-
loma nudila zaS¢ito poskusnim zivalim pred razvojem
infekcijske bolezni ali pa je ta potekala v blazji obliki (34).
Vendar obstajajo tudi porocila o nepri¢akovanih zapletih po
ceplienju, kot sta poskodbi plju¢nega in jetrnega tkiva.
Wang in sod. (35) so ugotovili, da doloCeni epitopi (kratki
peptidni segmenti iz strukture glikoproteina S), ki so jih upo-
rabili kot cepivo proti SARS-CoV-1, v opicah rezus makakih
celo okrepijo replikacijo virusov po naknadni okuZzbi, kar
privede do slabSe prognoze. Ta pojav je posledica indukcije
nenevtralizirajoCih protiteles, ki se vezejo na virus in mu
omogocijo vdor v Stevilne celice po alternativni poti, tj.
neodvisno od primarnega celicnega receptorja (ACE2) —
prek endocitoze, posredovane z receptorji za regijo Fc imu-
noglobulinov (FcyR). Podobne mehanizme so dokumentirali
pri uporabi cepiv proti virusu denga ter pri drugih naravnih
okuzbah s sorodnim sevom tega virusa (in v raziskavah in
vitro s HIV, ebola in koronavirusi) (36). Iziemno pomembno
je, da taksne nepredvidljive nezelene ucinke cepiv zaznamo
ze v fazi predklinicnega razvoja in Stevilni ugledni imunologi
svarijo pred prehitrim vstopom potencialnih cepiv proti
SARS-CoV-2 v fazo klinicnega vrednotenja in spro$¢anju
na trzisCe (37). PredkliniCne raziskave v razvoju cepiv, sploh
proti slabo poznanim povzroCiteliem bolezni, so namre¢
namenjene nacrtovanju optimalne platforme cepiva (upo-
Stevajo¢ interakcije med gostiteliem in patogenom, rezim
ceplienja (odmerek, odmerni interval, nacin vnosa v organi-
zem) in zaS¢itne imunske mehanizme) ter identifikaciji opti-
malne kombinacije antigena in adjuvanta za dosego zele-
nega imunskega odziva pred preskuSanjem cepiva v

klinicnih raziskavah (38). Vrednotenje cepiv poteka v treh
stopnjah. Prva, opravljiena na majhni homogeni skupini pro-
stovoljcey, je osredotoCena izklju¢no na varnost cepiva.
Druga proucCuje imunogenost in skuSa dolociti optimalni
odmerek, le redko zajema tudi raziskavo ucinkovitosti. Sele
v tretji, v katero je vkljuCenih nekaj tiso€ prostovoljcev, prou-
¢ujemo, ali s postavljenim rezimom ceplienja dosezemo
zeleno zascito pred patogenom ob sprejemljivem tveganju
za morebitne nezelene ucinke. Posamezne stopnje klinicnih
raziskav v idealnih razmerah obsegajo vecletno spremljanje
vakciniranih. Zal je le majhno &tevilo cepiv proti virusoma
SARS-CoV-1 in MERS-CoV doseglo prvo fazo klinicnega
preskusanja (njuno Sirienje so uspeli Se pravoCasno zameiiti,
s Cimer je presahnil tudi interes po nadaljevanju razvoja
vakein), zato so izkusnje s cepivi proti koronavirusom skrajno
omejene. Ce poznamo udinkovito zdravilo za infekcijsko
bolezen, je naceloma mogoce zdrave prostovoljce po ce-
plienju nacrtno izpostaviti patogenu, da preverimo, ali je
cepivo ucinkovito. TakSna strategija bi sicer mocno pospe-
Sila razvoj cepiv proti SARS-CoV-2, a je zaradi slabega po-
znavanja (imuno)patoloskih procesov covid-19 iziemno tve-
gana in s tem eti¢no sporna, Cetudi bi v raziskavo vkljucili
le mlajSe odrasle prostovolice, ki bolezen praviloma prebolijo
v blazji obliki, in uporabili oslablien virus (39). Ne nazadnje
bo verjetno mnozi¢no ceplijenje proti SARS-CoV-2 tudi po
razvoju uspesnega cepiva vsaj na zaCetku omejevala spos-
obnost proizvesti zadostno koli¢ino odmerkov. Nekatera
atenuirana in inaktivirana virusna cepiva (npr. sezonsko ce-
pivo proti virusu influence) lahko stroSkovno udinkovito
proizvajamo s pomnozevanjem v oplojenih koko§jih jajcih,
kar pa za koronaviruse ni mogoce in jih bo potrebno nam-
noziti v sesalskih celi¢nih kulturah. Dolo¢ene obetavne plat-
forme potencialnih cepiv proti SARS-CoV-2 (npr. cepiva na
osnovi mMRNA) so popolnoma nove (do zdaj Se neuvelja-
vliene) in proizvodna infrastruktura zanje sploh Se ne obstaja.
Z vidika proizvodnje so verjetno najbolj dosegljiva cepiva
na osnovi rekombinantnih virusovih strukturnih proteinov, a
so ta v sploSnem sposobna inducirati le humoralno imunost,
ne pa tudi celi¢ne, ki je kljucna za popolno odstranitev viru-
sne okuzbe.

SKLEP

Ceprav je zanimanje za &im hitrejsi razvoj cepiva veliko,
se je potrebno zavedati in upoStevati pomen vseh stopen;
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razvoja, ki vodijo do varnega, kakovostnega in ucinkovi-
tega cepiva. Kljub iziemno pospesenim predklinicnim ra-
ziskavam pri iskanju cepiva za covid-19 znanstveniki opo-
zarjajo pred prehitrim vstopom potencialnih cepiv proti
SARS-CoV-2 v fazo Kklini€nega vrednotenja in pred prehi-
trim spros¢anjem na trziSCe, saj so vse predstopnje v raz-
VOju izjemno pomembne za prepoznavanje morebitnih ne-
predvidljivih nezelenih ucinkov. Splosno uveljavljene
platforme, kot so atenuirana in inaktivirana cepiva, zago-
tavljajo ustalieno mnozi¢no proizvodnjo in izkoris¢ajo vzpo-
stavljeno infrastrukturo. Prednost preostalih platform je,
da patogenega virusa ne potrebujemo. Pri rekombinantnih
proteinskih cepivih so bistvenega pomena ucinkovit ek-
spresijski sistem za izrazanje proteina in adjuvansi za ucin-
kovit imunski odziv. NovejSe platforme, kot so cepiva na
osnovi DNA in RNA, prinasajo pomembne prednosti, a
tudi izzive, ki so povezani predvsem z nac¢inom dostave
in varnostjo. V razvoju so tudi vektorska cepiva, ki ucin-
kovito dostavijo virusne gene, vendar lahko ze sami spro-
zajo imunski odziv ali pa so neucinkoviti zaradi predhodne
imunost proti vektorskem virusu. Ne glede na uporablieno
platformo nas do cilja ¢aka Se veliko korakov in izzivov, ki
jih bo potrebno resiti.
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Studentska sekcila Slovenskega farmacevtskega drustva
bo v letu 2020 prvi¢ organizirala vecdnevni dogodek,
kongres SSSFD, na katerem se bosta prepletala bogat
strokovni ter druzabni program in bo na enem mestu
zdruzeval Studente farmacije iz Slovenije ter strokovnjake z
razlicnin podrodij. Na$ cilj je spodbujati razpravo med
Studenti, jih izobrazevati o razli¢nih tematikah nase stroke in
olajsati pretok znanja ter izkuSenj med Studentskimi
organizacijami in ostalimi posamezniki.

Studentska sekcija Slovenskega farmacevtskega drustva
obstaja ze od leta 1976 in se Ze od samega zaletka trudi,
da bi obogatila Studijska leta Studentov na Fakulteti za
farmacijo ter dodatno okrepila njihovo znanje preko
organizacije projektov, ki se jin udelezujejo tudi Studentje
iz tujine. V zadnijih nekaj letih se jih je zvrstilo kar nekaj, ki
so ime SSSFD ponesli v svet ter dodatno pripomogli k
temu, da smo slovenski Studentje farmacije v tujini vedno
bolj cenjeni. Leta 2010 smo tako organizirali Svetovni
kongres v okviru Mednarodne Studentske farmacevtske
federacije (IPSF). Leta 2017 smo organizirali 40. Letni
kongres EPSA, lansko leto pa smo v Portorozu organizirali
21. Poletno univerzo EPSA. Vsi ti kongresi so bili izvedeni
v sodelovanju z evropskimi oziroma svetovnimi zvezami,
Kjer je prisotnih ve¢ drustev iz tujih drzav. Kongres SSSFD,
ki se bo odvijal letos, uresniCuje naso dolgoletno zeljo:
organizirati slovenski kongres za Studente Fakultete za
farmacijo.

Kongres SSSFD bo potekal v Ljubljani od 15. do 17. oktobra
2020 na tematiko »The power of personalised medicine —
Mo¢ personalizirane medicine«. Na dogodku se bomo poudili
o razli¢nih vidikih personalizirane medicine, se spoznali z
realnim stanjem in si ogledali, kaksni so obeti za prihodnost.
Dogodka se bo predvidoma udelezilo od 150 do 300
Studentov in strokovnjakov iz Slovenije ter tujine. Kongres
predstavija strokovno in sproS¢eno okolje, v katerem Studenti
spoznavajo novosti, ki jin prinasajo nova odkritja na podrocju
farmacevtskih znanosti, ter se ucijo vescin, ki jim bodo
pomagale pri nadaljnji karieri.

V Cetrtek, 15. oktobra 2020, bomo kongres zaceli z
otvoritveno slovesnostjo, kjer se bodo predstavile vse Stiri
entitete obStudijskega dogajanja na Fakulteti za farmacijo,
ki delujejo loCeno, a se zavzemajo za tesno sodelovanje in
skupno izpelievanje projektov. Tako bomo udelezencem
predstavili delovanje in ¢lane Drustva Studentov farmacije
Slovenije (DSFS), skupaj z Ze omenjeno SSSFD, Studentski
svet Fakultete za farmaciio (SSFFA) in Studentsko
organizacijo Fakultete za farmacijo (SOFFA). Vse omenjene
organizacije seveda skupaj aktivno sodelujejo pri organizaciji
Stevilnih projektov (tudi SSSFD kongresa), kar je za nas
kljucnega pomena pri zagotavijanju e boljsih dogodkov ter
izkuSenj za naSe Studente.

V petek, 16. oktobra 2020, bo potekal simpozij, ki ga SSSFD
organizira ze Sesto leto zapored, prvi¢ pa ga bomo letos
prikljugili v 8irsi okvir kongresa SSSFD. Na simpoziju se bo
zvrstilo ve¢ polurnih predavanj na temo personalizirane
medicine, nato pa bo sledila okrogla miza, kjer bodo imeli
Studentje moznost postaviti vprasanja za predavatelie, se
aktivno vkljuciti v debato ter na takSen nacin poglobiti in
razSiriti svoje znanje.

V soboto, 17. oktobra 2020, bodo na Fakulteti za farmacijo
delavnice, s katerimi bi radi na interaktiven nacin priblizali
raznovrstne tematike udelezencem z razli¢nimi interesi in
ozadiji. Preko treningov mehkih veScin jim zelimo priblizali
teme, kot so mrezenje, komunikacija, skupinska dinamika
in javno nastopanije, ter jim pomagati pri razvoju osebnih
kompetenc, ki jim bodo koristile v osebnem in
profesionalnem okolju. Skozi javno kampanjo, ki bo potekala
med kongresom, bi radi dosegli SirSo javnost. Z udelezenci
se bomo odpravili v center Ljubljane, kier bomo na naSi
stojnico vabili mimoidoce in jih ozaves&ali o aktualnih
problematikah na interaktiven nacin. Organizirati zelimo tudi
sejem poklicev, kjer bi udelezencem ponudili moZnost
interakcije s slovenskimi podijetji in jim olajSali iskanje bodoce
zaposlitve. Vsako podijetje bo dobilo svoje mesto za stojnico,
kier bo imelo moznost predstavitve svojega delovanja in
izdelkov na splosno, Studentje pa bodo lahko prosto hodili
od podijetja do podietja, ki jim bodo na voljo za vprasanja in
pregled Zivlienjepisov.

Kongres SSSFD je prvi tovrstni dogodek v zgodovini nagega
delovanja in ze komaj Cakamo na njegov zacetek. Ob tej
priloznosti bi se radi zahvalili Se Fakulteti za farmacijo, ki nas
vedno znova podpira pri naSem delovanju in nam pomaga
pri nemotenem izvajanju projektov. Hvalezni smo tudi vsem,
ki so se Ze odloCili podpreti na$ kongres na razlicne nacine,
ostali, ki pa bi to Se radi storili, pa nas lahko kadarkoli
kontaktirate na vodja@sssfd-kongres.si (Nejc Ajlec, vodja
kongresa SSSFD). Veselimo se sodelovanja z vamil
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Gorenjska podruznica SFD vabi na

20. JUBILEJNI POHOD DO ROBLEKOVEGA DOMA NA
BEGUNIJSCICI

HR( Bl

kpa)? V soboto, 19. 9. 2020

KAJ? Planinski pohod do Roblekovega doma na Begunjscici (1657 n.m.v.)

KJE? Zbor udelezencev pri Domu v Dragi (Begunje na Gorenjskem), smer
pohoda preko planine Prevala in ¢ez Rozo do Roblekovega doma.

KDO? Pohoda se lahko udeleZijo VSI CLANI SED*.

*Pohod je primeren za vse tipe pohodnikov in ljubitelje gora. Za varnost bo poskrbljeno s strani
vodnikov PD Radoviljica.







Pot do zdravja

Nas cilj so zdravi in sreCni ljudje. Smo veledrogerija za prodajo zdravil z najsirso ponudbo izdelkov
za humano in veterinarsko medicino v Sloveniji. Odlikujejo nas hitrost, varnost in zanesljivost. Svoje
delo opravljamo sréno in predano. Prav zaradi tega nam zaupajo Stevilne lekarne in bolnisnice

ter druge zdravstvene in veterinarske ustanove.

Zavedamo se, da nam prihodnost ponuja nesteto izzivov. Premagamo jih lahko z nenehnim
izpopolnjevanjem. S kakovostnimi storitvami in s Siroko izbiro zdravil ter drugih izdelkov bomo .
zaupanje svojih kupcev opravicevali tudi v prihodnje!

01 47098 00 | www.kemofarmacija.si

KEMOFARMACUA




