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Pandemié¢na koronavirusna bolezen (co-
vid-19, anglesko corona wirus disease) je
nalezljiva bolezen, ki se je pojavila konec
leta 2019 v Wuhanu na Kitajskem in se
hitro razsirila po celem svetu. Do sedaj
se je okuzilo ze priblizno osem milijonov
ljudi v 216 drzavah sveta, umrlo pa pribli-
zno pol milijona ljudi (zacetek junija leta
2020) (WHO, 2020). Bolezen covid-19
povzroc¢a koronavirus 2 hudega akutnega
respiratornega sindroma (SARS-CoV-2)
(Zhu, Zhang, Wang, Li, Yang, Song in
sod., 2020; Dhama, Sharun, Tiwari, Da-
dar, Malik, Singh in sod., 2020). Virus
sodi v druzino RNA-virusov Coronavi-
ridae, v katero sodita tudi virusa hudega
akutnega respiratornega sindroma (SARS-
-CoV-1, Severe Acute Respiratory Syndrome)
in bliznjevzhodnega respiratornega sin-
droma (MERS-CoV, Middle Eastern Re-
spiratory Syndrome) (Zhu, Zhang, Wang,
Li, Yang, Song in sod., 2020; Ahn, Shin,
Kim, Lee, Kim, Myoung in sod., 2020;
Guo, Cao, Hong, Tan, Chen, Jin in sod.,
2020; Tay, Poh, Renia, MacAry, Ng, 2020;
Wu, Zhao, Yu, Chen, Wang, Song in sod.,
2020). Koronavirusi imajo lipidno ovojnico
okoli enoverizne molekule RNA (slika 1).
Bolniki, okuzeni z virusom, lahko kazejo
znake plju¢nice, tezko dihajo, suho kaslja-
jo, kasneje imajo izcedek iz nosu in povi-
$ano telesno temperaturo. Precej pogosta
sta tudi simptoma izgube vonja in okusa.

Priblizno petina okuzenih dozivi tezji po-

tek bolezni (Amanat, Krammer, 2020).
Najbolj ogrozene skupine so starejsi od
Sestdeset let in tisti s predhodnimi zdra-
vstvenimi tezavami in oslabljenim imun-
skim sistemom (raznimi kroni¢nimi in av-
toimunskimi boleznimi). Pri njih so zapleti
resnejsi, pojavijo se lahko sindrom akutne
dihalne stiske, sepsa in odpoved ve¢ orga-
nov (Ahn, Shin, Kim, Lee, Kim, Myo-
ung in sod., 2020; Guo, Cao, Hong, Tan,
Chen, Jin in sod., 2020; Amanat, Kram-
mer, 2020). Inkubacijska doba naj bi bila
povpre¢no Sest dni. Virus se $iri kaplji¢no
in je obstojen na §tevilnih povrsinah od
nekaj ur do ve¢ dni, kar omogoca naglo
Sirjenje virusa. Za razliko od ostalih respi-
ratornih virusov se SARS-CoV-2 zelo hitro
§iri, presenetljivo virus $irijo tudi asimpto-
matski bolniki. Zaradi velike kuznosti (re-
produkcijsko $tevilo virusa — §tevilo ljudi,
ki jih okuzZeni posameznik okuzi — je v
povpredju 2,2) in visoke smrtnosti (Stevilo
smrtnih primerov glede na potrjene okuz-
be) pomeni covid-19 veliko groznjo ¢love-
§tvu, zato je Svetovna zdravstvena organi-
zacija (WHO) 11. marca leta 2020 razgla-
sila pandemijo (WHO, 2020). Zivljenje se
nam je s pojavom pandemije spremenilo in

razvoj cepiva je nujno potreben.
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Slika 1: Struktura viriona SARS-CoV=-2.

Koronavirus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je virus s pozitivno usmerjeno
enoverizno RNA, ki jo obdaja lipidna ovoj-
nica (slika 1). V lipidni ovojnici se nahajajo
virusni proteini: protein ovojnice E, mem-
branski protein M in strukturni povrsinski
glikoprotein S. Zaradi povrsinskega proteina
S (anglesko spike, §) ima virus na povrsini
izrastke, ki mu dajejo obliko krone (latin-
sko corona, krona). Protein S je sestavljen iz
dveh podenot, S1 in S2. S1 je povrsinska
podenota in je odgovorna za vezavo na go-
stiteljev receptor, medtem ko S2 predstavlja
transmembransko podenoto, odgovorno za
zlitje z gostiteljevo celico (Amanat, Kram-
mer, 2020). Virusni genom predstavlja eno-
verizna RNA dolzine 30.000 nukleotidov.
Virus za razmnoZevanje nujno potrebuje go-
stiteljsko celico. Mehanizmi vstopa virusa v
celice in nastanka novih virusov e zdalec

niso dobro poznani, ve¢ino vemo na pod-
lagi raziskav drugih koronavirusov. SARS-
-CoV-2 vstopi v gostiteljsko celico tako, da
se s proteinom S veze na gostiteljev receptor
za angiotenzinsko konvertazo 2 (ACE2),
Eemur sledi vnos v celico z endocitozo (sli-
ka 2, korak 1). Receptorji ACE2 so najpo-
gostej§i v pljucih, v respiratornem traktu, v
nosu, nahajajo pa se tudi v drugih tkivih
(Amanat, Krammer, 2020). Sledi zlitje vi-
rusne in celiéne membrane in vstop virusa
v celico (slika 2, korak 2). Virusna RNA
nosi zapis za virusne proteine, ki se sinte-
tizirajo s pomod&jo gostiteljevih prevajalnih
mehanizmov (slika 2, korak 3). Najprej se
sintetizira velik poliprotein, ki se razcepi na
manjse polipeptide (Nsp1-16). Sintetizira se
tudi virusni protein, imenovan od RNA od-
visna RNA-polimeraza (anglesko RNA de-
pendend RNA polimerase, RARp, Nsp12). To
je encim, ki je lasten le virusom in ga drugi
organizmi nimajo. Encim RdRp omogoca
pomnozitev virusne RNA na osnovi matrice
RNA. RdRp sintetizira negativno usmerje-
no enoverizno RNA (-) (slika 2, korak 4),
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Slika 2: Replikacijski cikel virusa SARS-ColV-2.
Za opis glej besedilo.

ki sluzi kot matrica za sintezo pozitivno
usmerjene enoverizne genomske RNA (+)
in informacijske RNA (+) (slika 2, korak 5).
Sinteza virusnih proteinov iz informacijskih
RNA poteka na ribosomih, ki so na zrna-
tem endoplazmatskem retikulumu (slika 2,
korak 6). Nastali virusni proteini se vezejo
na pozitivno usmerjeno virusno RNA (+)
in skupaj potujejo do Golgijevega aparata
(slika 2, korak 7). Ta obda novo nastale vi-
rusne proteine in RNA (+) v vezikel (slika
2, korak 8). Zreli virus se iz celice izlo¢i z
eksocitozo (slika 2, korak 9) (Tu, Chien,
Yarmishyn, Lin, Luo, Lin in sod., 2020).

@ Proteini 5, £, M 3¢ povaisjo

X

,;ﬁ“"'“ﬂ‘

mulilspkapsidn proten W

Cepiva
Najboljsa resitev za zamejitev virusne okuz-

be je razvoj cepiva, ki bo zaiitilo velik del
populacije. Cepivo pri cepljenemu posame-
zniku izzove imunski odziv in oblikovanje
imunskega spomina ter tako zas¢iti organi-
zem pred okuzbo s specifi¢nim povzrodite-
ljem bolezni. Ko je velik delez populacije
precepljen, se ustavi veriga prenosa virusa
in so pred okuzbo zas¢iteni tudi posame-
zniki, ki jih ne moremo cepiti. Cepiva vse-
bujejo antigene, snovi, ki sproZijo specifi¢en
imunski odziv. Glede na pripravo cepiva
razdelimo na Ziva (vsebujejo Zivi oslabljeni
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-CoV-2 v fazi klini

Moderna (mRNA-1273)

Lipadni nanodelthl

w"@‘-e

lssum | et | -.u‘i

matMA
Cepiva na osnovi DNA. Blekiroporacija

™
d‘“'-.h

Vektorska cepiva. Adenovinesni
peenadalnd veldor ki izraka vinusni

Cepiva na osnovi RMA. Lipidni nancdaic

¢ infemnacijsiko RMA, ki noal zapie za

o & plazmidne DMA, ki nosi 2apis za potein & protein S
Sinovac Biotech (inaktivirano cepiva)

Shenzhen Medical Institute (LV-SMENP-DC)
Hamnodevanje virusa v

Dendriticne
celice V-DE

e
OF%

Genszko
speeminjanie 1
lendiviregrami

celic LY-DC
1~ in -
- e n
!

Mriva cepba. Inakiivirano virusno cepivo pridobilienc s

Celitna genetska teragija. Genetsko spremengene dentrititne celice
pomnoevangm virss ¥ celiénth koltursh

(VD) i ciokesin limfocit T (CTL) wnemao « bolnika

Slika 3: Kandidatna cepiva proti SARS-ColV=-2 v fazi klinicnega preskusanja.
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virus), mrtva (vsebujejo inaktivirani virus),
vektorska (vsebujejo antigen, vnesen v pre-
nadalni vektor, ki omogoca vnos v celice),
cepiva na osnovi nukleinskih kislin (cepiva
na osnovi RNA in DNA) in rekombinantna
cepiva (vsebujejo rekombinantno pripravljeni
antigen) (slika 3).

Pri vektorskih cepivih je virusni genski za-
pis vstavljen v prenasalni vektor, ki sluzi za
vnos virusnega zapisa v celice cepljenega po-
sameznika. Prenasalni vektor je lahko kak
drug virus (na primer adenovirus ali lenti-
virus). Vektorji so lahko spremenjeni tako,
da se ne namnozujejo v gostiteljskih celicah,
pri nekaterih pa je namnoZevanje mozno.
Rekombinantna cepiva so cepiva, ki vsebu-
jejo virusne proteine, pridobljene z bioteh-
noloskimi postopki oziroma s tehnologijami
rekombinantne DNA.

Ko pridobimo Zelene antigene, jih po po-
trebi nadalje obdelamo (inaktiviramo, o¢i-
stimo). V zadnjem koraku formuliramo
konéno obliko cepiva, kjer antigenu dodamo
pomozne snovi, ki omogoc¢ijo njegovo ustre-
zno dostavo. Lahko dodamo tudi adjuvanse,
snovi, ki same po sebi nimajo u¢inka, ven-
dar okrepijo imunski odziv proti aplicirane-
mu antigenu (Kraigher, Ihan, Av¢in, 2011).
Po predklini¢nem vrednotenju cepiva sledijo
tri stopnje klini¢nega preskusanja. V prvi
stopnji preverimo varnost cepiva na majh-
ni homogeni skupini prostovoljcev. V dru-
gi stopnji preverimo imunogenost cepiva in
optimalni odmerek cepiva. V tretji klini¢ni
stopnji pa na nekaj tiso¢ prostovoljcih pre-
verimo uéinkovitost cepljenja ob spremljanju
nezelenih ucinkov.

Nacértovanje cepiva proti SARS-CoV-2

Pri nagrtovanju cepiva proti SARS-CoV-2 si
znanstveniki pomagajo z znanjem o drugih
beta-koronavirusih in poznavanjem viru-
snega genoma. S predhodnimi raziskavami

kandidatnih cepiv proti SARS-CoV-1 in
MERS-CoV so hitro opredelili struktur-
ni protein S kot idealni antigen. Cepivo s
proteinom S izzove v organizmu nastanek
protiteles proti proteinu S. Ob okuzbi se
protitelesa proti proteinu S veZejo na viru-
sni protein S in s tem prepreéijo vezavo na
gostiteljev receptor ACE2 in onemogoc¢ijo
vstop virusa v celice (Ahn, Shin, Kim, Lee,
Kim, Myoung in sod., 2020). Po izbruhu
SARS-CoV-1 leta 2003 je bilo razvitih ve-
liko kandidatnih cepiv proti SARS-CoV-1.
Med njimi so rekombinantna cepiva na
osnovi proteina S, Ziva, mrtva in vektorska
cepiva. Pri $tudijah na Zivalskih modelih so
se mnoga pokazala za uinkovita, vendar
je prislo do doloc¢enih zadrzkov. V nekate-
rih primerih je cepljenje z Zivim virusom
pripeljalo do resnih zapletov, pri nekaterih
primerih pa je prislo do pojava okrepljene
oblike bolezni. Le redka kandidatna cepiva
proti SARS-CoV-1 so vstopila v prvo fazo
klini¢nih raziskav, saj je prej prislo do od-
stranitve virusa iz Cloveske populacije. Se
vedno pa so rezultati raziskav cepiv, osno-
vanih na proteinu S, optimisti¢ni, saj so se
cepiva pokazala za varna in so izzvala ustre-
zen imunski odziv.

Pri razvoju uéinkovitega cepiva je treba upo-
§tevati tudi mozZnost upada protitelesnega
odziva, saj okuzbe s koronavirusom véasih
ne izzovejo dolgoro¢ne imunosti. Pri ljudeh,
ki so preboleli SARS-CoV-1 ali MERS-
-CoV, je pogosto prislo do zmanjanega
imunskega odgovora v roku dveh ali treh
let po okuzbi. Ker SARS-CoV-2 povzroca
resno obliko bolezni predvsem pri starejsih,
je pomembno, da bo cepivo za§litilo tudi
to populacijo. Problem se pojavi pri starej-
§ih posameznikih, ki na cepivo ne bi imeli
ugodnega odziva zaradi oslabljenega oziro-
ma staranega imunskega odziva. Pri cepivih
proti virusu gripe to resujejo s spremenjeno
sestavo cepiva za starej$o populacijo, ki vse-
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buje ve¢ antigena ali pa ima dodane snovi,
ki antigenu okrepijo imunogenost. V prime-
ru, da bo novo cepivo §¢itilo le predstavnike
mlajsih generacij, bo njihova precepljenost
zagotovila tudi posredno za$Cito starejsih.
Razvoja cepiva so se lotili z najrazli¢nejsimi
pristopi. Poleg razvoja klasi¢nih oblik cepiv
(zivih in mrtvih cepiv, rekombinantnih ce-
piv) so za razvoj cepiva proti SARS-CoV-2
znacilni novejsi pristopi, za katere $e ne
obstaja ustaljena proizvodna infrastruktura.
Med novejse oblike cepiv sodijo cepiva na
osnovi RNA in DNA ter vektorska cepiva
(Ahn, Shin, Kim, Lee, Kim, Myoung in
sod., 2020; Amanat, Krammer, 2020).

Prednosti in slabosti razli¢nih pristopov
pri razvoju cepiv

Prednost uporabe klasi¢nih pristopov pri ra-
zvoju cepiv (Ziva, mrtva cepiva) sta Ze vzpo-
stavljeni proces in infrastruktura z Ze regi-
striranimi cepivi. Slaba stran klasi¢nih ce-
piv pa je delo z virulentno obliko virusa, ki
zahteva visoko stopnjo previdnosti in zas¢i-
te. Delu z infektivnimi virusi se izognemo
pri pripravi novejsih oblik cepiv na osnovi
nukleinskih kislin, rekombinantnih in vek-
torskih cepiv. Cepiva na osnovi DNA imajo
prednost, da jih lahko enostavno in hitro
pripravimo v velikem obsegu, nizka cena
proizvodnje in visoka temperaturna stabil-
nost. Poleg tega je bil ta tip cepiva Ze te-
stiran na ljudeh pri raziskavah kandidatnih
cepiv proti SARS-CoV-1. Slabost cepiv na
osnovi DNA je, da jih je treba v organizem
vbrizgati s posebnimi napravami. Cepiva na
osnovi RNA imajo prav tako moznost hitre
produkcije in tipi¢no zagotavljajo ustrezen
imunski odziv. Do zadrzkov prihaja zaradi
pojava reaktogenosti (pojava rdeéine, bole-
¢ine na mestu aplikacije cepiva). Vektorska
cepiva kazejo dobre predklini¢ne in klini¢ne
rezultate pri mnogih cepivih proti virusom,

med njimi tudi proti MERS-CoV. Njihova

slabost je mozZni pojav neudinkovitosti ce-
piva v primeru napacne izbire vektorja, saj
lahko s svojo imuniteto zmanjsa uéinkovi-
tost. Prednost rekombinantnih cepiv je vi-
soka varnost cepiva, saj se izognemo roko-
vanju z visoko infektivnim virusom (Ahn,
Shin, Kim, Lee, Kim, Myoung in sod.,
2020).

Cepiva proti SARS-Cov-2

v kliniénem presku$anju

Zaradi velikega vpliva pandemije na Zivlje-
nje ljudi - zdravstveno in gospodarsko sta-
nje - so znanstveniki zaceli s pospesenim
razvojem cepiv. Usklajevanje razvoja cepiva
je prevzela ¢lovekoljubna Koalicija za inova-
cije na podroéju pripravljenosti na epidemije
(The Coalition for Epidemic Preparedness In-
novations, CEPI) (Thanh Le, Andreadakis,
Kumar, Gomez Roman, Tollefsen, Saville in
sod., 2020; Yamey, Schaferhoff, Hatchett,
Pate, Zhao, McDade, 2020). Trenutno (ma-
ja leta 2020) poteka razvoj 115 cepiv, od te-
ga jih je 73 v predklini¢ni, 10 pa v klini¢ni
fazi (slika 3).

Kot prvo cepivo je marca leta 2020 vstopilo
v klini¢no fazo presku$anja cepivo na osnovi
RNA, ki so ga razvili v podjetju Moderna
v Seattlu v ZdruZenih drzavah Amerike. V
cepivu mRNA-1273 je informacijska RNA,
ki nosi zapis za virusni protein S. Informa-
cijska RNA je obdana z lipidnimi nanodel-
ci, kar omogoca lazji vnos cepiva v celice
(Amanat, Krammer, 2020). Marca leta 2020
so prav tako zaceli zbirati prostovoljce za
preizkus varnosti vektorskega adenovirusne-
ga cepiva Ad5-nCoV, ki je bilo razvito na
Kitajskem. Vektorsko cepivo Ad5-nCoV, ki
nosi zapis za virusni protein S, je Ze vsto-
pilo v fazo klini¢nega preskusanja. Podobno
cepivo so pripravili na Univerzi v Oxfordu
v sodelovanju s podjetjem AstraZeneca (ce-
pivo ChAdOx1 nCoV-19) in ze zaceli s

kliniénim preskusanjem. V fazi klini¢nega
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preskusanja je tudi cepivo, ki je namenje-
no zdravljenju aktivno okuzenih bolnikov s
covid-19. Cepivo temelji na genskem oziro-
ma celicnem zdravljenju in so ga prav tako
razvili na Kitajskem. Bolnikom s covid-19
vzamejo imunske celice antigen predsta-
vitvene celice (APC) ter jih v laboratoriju
gensko spremenijo tako, da vanje vnesejo
minigene virusnih strukturnih proteinov in
humane imunomodulatorne gene. Gensko
spremenjene celice APC vrnejo bolnikom,
kjer pride do ustreznega imunskega odziva
proti virusu (Thanh Le, Andreadakis, Ku-
mar, Gomez Roman, Tollefsen, Saville in
sod., 2020). Drugacen pristop pa so izbrali
v kitajskem podjetju Inovio Pharmaceuticals,
kjer so razvili cepivo na osnovi DNA INO-
4800. Pri cepivu na osnovi DNA je zapis za
virusni protein vstavljen v vektorsko mole-
kulo, imenovano plazmidna DNA. Cepivo
na osnovi DNA bodisi vbrizgamo neposre-
dno v misico ali podkozje, bistveno ucinko-
vitejsi pristop pa je vnos DNA z elektropo-
racijo. Elektroporacija je metoda, pri kateri
s pomod&jo elektri¢nega pulza povzroéimo
odprtje celi¢nih por, kar omogo¢i cepivu
neposreden prehod v celice cepljenega posa-
meznika in moc¢an imunski odziv. Obetavna
cepiva predstavljajo rekombinantna cepiva.
Najpogosteje kot antigen pridobivajo virusni
protein S. Rekombinantna cepiva izzovejo
tvorbo protiteles, ki se ob okuzbi vezejo na
virusni protein S in prepreijo vezavo viru-
sa na gostiteljev receptor ACE2. Rekom-
binantna cepiva v klini¢ni fazi preskusanja
imajo v podjetju Clover Biopharmaceuticals/
CEPI in v podjetju Novavax/CEPI (Thanh
Le, Andreadakis, Kumar, Gomez Roman,
Tollefsen, Saville in sod., 2020).

Preden bo na trg vstopilo varno, kakovostno
in u¢inkovito cepivo proti SARS-CoV-2, bo
potrebnih Se vsaj dvanajst do osemnajst me-
secev. To bo pomenilo veliko spremembo v
¢asovnem poteku razvoja cepiv, ki obi¢ajno

traja deset let. Zagotovo bo razvitih ved vrst
cepiv z razli¢no uéinkovitostjo in primerno-
stjo za cepljenje posameznih skupin ljudi.
Nedvomno pa bodo cepiva pred vstopom
na trg morala prestati temeljita klini¢na
preskusanja.
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Podoktorsko je raziskovala interakcije med
virusi in gostiteljevi proteini na Kalifornijski
univerzi v San Franciscu (UCSF) v
Zdruzenih drzavah Amerike in kot gostujoca
znanstvenica na Weizmannovem znanstvenem
institutu v Rehovotu v Izraelu. Pedagosko

in raziskovalno je delovala na Fakulteti za
kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v
Ljubljani in na Univerzi v Novi Gorici.
Sedaj se na Fakulteti za farmacijo Univerze

v Ljubljani ukvarja z raziskovanjem
molekularnih mehanizmov nastanka bolezni
(kostnih bolezni, raka, covida-19), toksicnostjo
nanodelcev in funkcijskim vrednotenjem genov.
Izsledki njenih raziskav so objavljeni

v odlicnih revijah (tudi reviji Nature).

Maja Blanc je 22-letna Studentka tretjega
letnika Fakultete za farmacijo na Univerzi
v Ljubljani. Ze od nekdaj jo je zanimalo
naravoslovje, med studijem pa sta jo posebej
pritegnili biotehnologija in imunologija.

Jan Hribernik, rojen julija leta 1997

v Celju, je Student tretjega letnika Fakultete
za _farmacijo na Univerzi v Ljubljani.

Kot gimnazijca ga je predvsem zanimala
kemija, med tudijem pa ga je pritegnila
imunologija. V prostem casu je Sportni
navdusenec, je tudi clan fakultetne odbojkarske
in nogometne reprezentance, prav tako pa rad
potuje in spoznava naravne lepote sveta.



