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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-

163

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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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
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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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