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Predgovor

Obdobje pandemije koronavirusa SARS-CoV-2 je vsem teZavam navkljub za ucitelje
molekularnih ved o Zivljenju tudi priloznost, da mehanizme okuZbe, replikacije virusa in
odgovora ¢loveka na okuzbo izrabimo priizvedbi Studija. S tem so pojmi, ki se sicer zdijo morda
abstraktni, dobili bolj oprijemljivo podobo. Hkrati je na primeru SARS-CoV-2 mogoce
vsakodnevno spremljati, kako pomemben je prispevek raziskovalcev za razumevanje virusa in
s tem za premagovanje bolezni.

Pri izbirnem strokovnem predmetu Molekularna biotehnologija na magistrskem Studijskem
programu Biokemija smo na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo,
spomladi 2021 izvedli serijo kratkih seminarjev, na katerih so Studentje predstavili zasnovo
protikovidnih cepiv, njihov nacin proizvodnje in rezultate klini¢nih testiranj. Nekatera od
predstavljenih cepiv smo v ¢asu obravnave na seminarjih Ze uporabljali v Sloveniji, o drugih se
je govorilo, tretja so bila Se v fazi poskusne proizvodnje, a sem jih vkljucil v seminarje zaradi
drugacnega principa delovanja.

Vesel sem bil, da so Studentje sami predlagali, da bi povzetke seminarjev izdali tudi kot
broSuro. Ker smo se nadejali, da bodo med bralci tudi Stevilni nebiokemiki, smo se odlocili, da
povzetke seminarjev napiSemo nekoliko bolj poljudno kot bi jih sicer, hkrati pa nismo Zeleli
bistveno Siriti obsega, zato nekateri celi¢ni in imunski procesi niso natanéneje razloZzeni. Upam,
da prispevki v zborniku ne bodo prezahtevno branje in da boste po pregledu brosure bolje
razumeli, kako so posamezna cepiva sestavljena, kako delujejo in kako ucinkovita so.

Brosura, ki je pred vami, povzema poznavanje cepiv sredi meseca maja 2021, a se je urejanje
Zal zavleklo do konca leta. V prihodnjih mesecih in letih bo na tem podroéju zagotovo veliko
novega, saj se bodo pojavljale nove variante virusa in izboljSane verzije cepiv. Za zdaj pa je to
verjetno najbolj celovit pregled cepiv proti virusu SARS-CoV-2 v slovenscini.

Marko Dolinar
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Splosno o virusih in variantah SARS-CoV-2

Virusi so sestavljeni iz virusne ovojnice in v njej
shranjene nukleinske kisline (DNA ali RNA). Ta
zapisuje proteine, potrebne za vstop virusa v
tarcno celico in njegovo razmnozevanje. Virusu
recemo tudi virusni delec ali virion.

Ovojnica je pri Stevilnih virusih sestavljena
samo iz proteinov, pri drugih pa je lahko zunaniji
ovoj iz dvojne plasti lipidov, med katere so
vstavljeni proteini. Virus SARS-CoV-2 ima
lipidno ovojnico, ki izhaja iz celiénih membran
celic, v katerih se je virus predhodno namnozil.
Med virusnimi proteini ovojnice je pri
SARS-CoV-2 Se posebej pomemben protein
bodice (oznadujemo ga s ¢rko S), s katerim se
virus pripne na tar¢ni protein (receptor) na
povrsini ¢loveskih celic, kar predstavlja prvo
stopnjo okuzbenega cikla.

Proteini so sestavljeni iz ve¢ deset, najveckrat
pa nekaj sto aminokislin, ki so nanizane v
zaporedje in se zvijejo v tridimenzionalno
strukturo. Zaporedje aminokislin doloca, v
kaksno obliko se bo protein zvil in prav oblika
proteina je tista, ki omogoca njegovo pravilno
delovanje. Pri virusih proteine obicajno
oznac¢ujemo s kratkimi oznakami, ki jih
uporabljamo tudi za poimenovanje genov, ki te
proteine zapisujejo. Pri na novo opisanih
organizmih in  virusih  vcasih  gene
poimenujemo tudi z oznako ORF in Stevilko. Pri
tem ORF pomeni 'odprt bralni okvir', to je del
genoma, ki ga celica lahko prebere kot
zaklju¢eno celoto in na njegovi osnovi
sintetizira protein.

Pri virusih, ki ob hitrem razmnoZevanju tudi
mutirajo, se postopno spreminjajo posamezne
aminokisline v zaporedju. Ko prvi¢ dolo¢imo
aminokislinsko zaporedje nekega proteina, bi
to lahko oznacili kot prvotno zaporedje. Ko se
na nekem mestu v zaporedju zaradi mutacije
pojavi spremenjena aminokislina, ta mutirana
mesta oznacimo tako, da navedemo najprej
prvotno aminokislino, sledi zaporedna Stevilka

aminokisline in na koncu nova aminokislina,
npr. D614G pomeni, da je aminokislina D
(asparaginska kislina) na mestu 614 zamenjana
z aminokislino G (glicin). Uporabljamo namrec
enocrkovne oznake aminokislin, sicer pa
obstajajo tudi tricrkovne (npr. Asp za
asparaginsko kislino, Gly za glicin).

Svetovna zdravstvena organizacija (WHO)
stalno spremlja viruse, ki predstavljajo groznjo
za zdravje vecljega Stevila ljudi. Pri virusu
SARS-CoV-2, ki je sprozil koronavirusno
pandemijo, vemo, da imajo mutirane variante
virusa lahko precej drugacne lastnosti kot sprva
opisane razli¢ice. WHO za vsako od variant, za
katero sumijo, da bi lahko bila nevarna,
dolocijo status 'pozornost vzbujajoce razlicice'
(angl. variant of concern, VOC). Na te so potem
epidemiologi Se posebej pozorni in spremljajo
njihovo Siritev, kot je to trenutno aktualno z
razlicico omikron. Poleg pozornost vzbujajocih
razliCic WHO vodi tudi seznam 'zanimanje
vzbujajocih razlicic' (angl. variant of interest,
VOlI).

Vel kot eno leto od pojava epidemije virusa
SARS-CoV-2 smo variante (lahko jih imenujemo
tudi 'sevi') tega virusa poimenovali po drZavah,
kjer so jih prvi¢ opazili, oziroma od koder so se
razsirile v druge drzave po svetu. Poleg teh
oznak so variante imele Se Stevilske kode, ki so
bile za isto razliCico virusa v razlicnih
podatkovnih bazah lahko razlicne. Konec maja
2021 pa je WHO sprejel odlocitev o
poimenovanju razli¢ic. Po novem so jih, tudi za
nazaj, poimenovali po grskih ¢rkah. Prva
opisana (kitajska oz. vuhanska) razli¢ica ni
dobila posebnega imena. Tako imenovana
britanska (oz. angleska) razli¢ica je dobila
oznako alfa, juznoafriska beta, brazilska gama,
indijska pa delta. V tem biltenu, ki vkljucuje
podatke, relevantne maja 2021, uporabljamo
Se oznake, ki so bile v veljavi takrat.



Molekularnobioloske znacilnosti SARS-CoV-2 in prvi

aktualni mutanti

Splosne znacilnosti SARS-CoV-2

Koronavirusi  (CoV) spadajo v druZino
Coronaviridae, ki se deli na dve poddruzini,
Letovirinae in Orthocoronavirinae. Slednja ima
stiri  rodove, in sicer alfakoronaviruse,
betakoronaviruse, gamakoronaviruse in
deltakoronaviruse. SARS-CoV-2, ki povzroca
koronavirusno bolezen COVID-19, spada med
betakoronaviruse.

Koronavirusi pri ljudeh povzrocajo predvsem
dihalna obolenja, pri Zivalih pa prebavna. Pri
ljudeh so simptomi v glavnem blagi, izjema so
imunokompromitirane osebe, pri katerih se
lahko razvije pljuc¢nica ali bronhitis. Vse do prve
epidemije leta 2003, ki jo je povzrodil
SARS-CoV, so okuzbe s koronavirusi veljale za
nesmrtonosne. SARS-CoV-1 je preSel na
cloveka z Zivali (najverjetneje netopirjev) —
torej gre za zoonotski prenos.

Struktura genoma SARS-CoV-2

Genom SARS-CoV-2 je enoverizna, pozitivho
usmerjena RNA, dolga 29 903 nt. Sestavlja jo 14
odprtih bralnih okvirjev (ORF), ki zapisujejo 29
proteinov (slika 1). Molekula RNA vsebuje 3'- in
5'- neprevajajodi se regiji (3'-in 5'-UTR), 5'-kapo
in poli(A)-rep na 3'-koncu. Na 5'-koncu
kodirajoce regije je ORF1a/b, ki obsega velik del
genoma in zapisuje poliprotein 1la (ppla) ter
poliprotein 1ab (pplab). Ostali odprti bralni
okvirji zapisujejo strukturne proteine: protein
bodice (S), membranski protein (M), protein
ovojnice (E) in protein nukleokapside (N).

zapis za nestrukturne proteine

Po vstopu viriona v tarc¢no celico se genomska
RNA prevede v poliproteina 1la in lab, ki se
razcepita v 16 nestrukturnih proteinov. Ti
skupaj tvorijo replikacijsko-transkripcijski
kompleks, ki se nahaja v veziklih z dvojno
membrano. V teh veziklih poteceta replikacija
in transkripcija virusne RNA. Nastala mRNA
sluZi kot matrica za sintezo virusnih strukturnih
proteinov. Nukleotidno zaporedje genoma
SARS-CoV-2 je  80-odstotno identi¢no
zaporedju virusa SARS-CoV(-1), ki je povzrodil
epidemijo leta 2002, in 54-odstotno identi¢no z
virusom MERS-CoV, ki je povzrocil epidemijo
leta 2012.

Protein bodice

Protein bodice (S) je glikoprotein virusne
ovojnice, ki sodeluje v patogenezi COVID-19.
Celoten protein bodice sestavlja 1273
aminokislinskih ostankov, ki so organizirani v
dve podrocji, S1 in S2, med njima pa je
cepitveno mesto.

Virus se veZe na protein ACE2 na povrsini
tarcénih celic z receptor vezavno domeno (RBD),
ki je del podrocja S1. Domena RBD velja za
najbolj variabilen del proteina S.

Sledi cepitev med S1 in S2, vendar obe
podenoti ostaneta prostorsko blizu. Podenota
S2 sodeluje pri spojitvi viriona in membrane
tarcne celice. Postopek vezave virusa na taréno
celico je podrobneje opisan v naslednjem
poglavju.

zapis za strukturne proteine
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Slika 1: Shematski prikaz genoma virusa SARS-CoV-2. Molekula RNA vsebuje 5'-kapo, vodilno zaporedje (L), poliA rep in
3'- ter 5'- neprevajajoci se regiji (UTR). Kodirajoce zaporedje sestavljajo ORFla, ORF1b, zapis za protein bodice (S), ORF3a,
zapis za protein ovojnice (E), zapis za membranski protein (M), ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS, zapis za protein nukleokapside

(N) in ORF10.
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Prvi aktualni mutanti in njihov pomen

Pri podvojevanju virusne RNA v okuzeni celici
stalno prihaja do napak, ki se zaradi odsotnosti
ucinkovitih popravljalnih mehanizmov ne
popravijo. Tako nastanejo mutacije, s tem pa
novi sevi, ki imajo lahko pomembne posledice
za globalno zdravstvo. Novi mutanti
SARS-CoV-2 se lahko hitreje Sirijo med ljudmi,
lahko povzrocajo spremenjeno obliko bolezni,
se izognejo nekaterim diagnosti¢nim testom in
zmanjsajo ucinkovitost tarcnih zdravil in/ali
cepiv.

Virus SARS-CoV-2 sodi med viruse z dednim
zapisom v obliki RNA, za katere sicer v
sploSnem velja, da pri vsaki podvojitvi pridobijo
priblizno eno napako. Vendar pa koronavirusi
zaradi prisotnosti popravljalnega encima ekso-
ribonukleaze mutirajo s poloviéno hitrostjo
virusa gripe in Cetrtino hitrosti virusa HIV.

Ze v januarju 2020 se je pojavila mutacija
D614G, ki se je hitro razsirila po svetu in do
junija 2020 nadomestila sev, ki so ga prvic
identificirali na Kitajskem in katerega izvor Se ni
natanéno preucen. Ta mutacija omogoca
hitrejSe in ucinkovitejSe pritrjevanje virusa na
receptor na cloveskih celicah.

Britanski sev se je pojavil septembra 2020 v
Angliji in je povezan s hitrejSim Sirjenjem
bolezni, ki pa ne poteka v teZji obliki. Sev
definira 23 mutacij od katerih je
najpomembnejSa N501Y na mestu, kjer se
protein bodice veZe na receptor ACE2 in

povzroCi mocnejSe povezovanje ter tako vecjo
verjetnost okuzbe. Druge pomembne mutacije
so Se delecija A69/70, ki prav tako spremeni
interakcijo z ACE2, in P681H, ki pripomore k
hitrejSemu nastajanju proteina bodice v
celicah.

JuZnoafriSki sev se je prvi¢ pojavil v oktobru
2020. Trenutno ni dokazov, ki bi kazali, da je
povezan s tezjim potekom bolezni, vendar pa
se, zaradi mutacij v regiji za vezavo na receptor,
lahko izogne protitelesom proti nemutirani
obliki. Poleg mutacije N501Y, ki je enaka kot pri
britanskem sevu, ima Se dve pomembni
mutaciji v regiji proteina bodice, ki se povezuje
z receptorjem — K417N in E484K. Kombinacija
teh mutacij spremeni obliko vezavnega dela in
poveca moznost za pobeg imunskemu sistemu.

Brazilski sev so prvic¢ opisali v januarju 2021 in
ima 17 mutacij, najbolj znacilne pa so mutacije,
ki so prisotne tudi pri drugih sevih — K417T,
E484K in N501Y. Razli¢ica je zelo podobna
juznoafriskemu sevu in ima spremenjeno
vezavo na receptor ACE2, hkrati pa analize
kaZzejo na vec¢jo mozZnost ponovne okuzbe po Ze
preboleli koronavirusni bolezni.

Nigerijski sev so odkrili avgusta 2020. Zanj je
znaclilna mutacija P681H, ki je prisotna tudi pri
britanskem sevu, a nima nobene druge
mutacije, znacilne za britansko varianto, pac pa
nekatere druge. Trenutno ni nobenih dokazov,
da bi se ta sev Siril hitreje, povzrocal teZjo
bolezen, ali vplival na delovanje cepiv.



Interakcija SARS-CoV-2 s tarcno celico

Virus SARS-CoV-2 je sestavljen iz ved
komponent. Genetski zapis nosi nukleinska
kislina RNA, ki znotraj gostiteljske celice
omogoca nastanek novih virusov. Virus
sestavljajo tudi lipidna membrana, enaka tistim
na gostiteljskih celicah, in Stiri vrste strukturnih
proteinov. Eden izmed teh je protein bodice, ki
kot trimer (tri enake molekule skupaj), zasidran
Vv virusno membrano, Strli iz virusa in mu
omogoca interakcijo s tar¢nimi celicami.

Pri okuzbi s SARS-CoV-2 se virusni protein
bodice veZe na receptorski protein ACE2 na
povrsini tarénih celic. Encimi taréne celice
cepijo protein bodice na to¢no dolo¢enem

mestu, kar omogocli njegovo aktivacijo.
Aktivacija povzro¢i spremembo zgradbe
proteina bodice, hkrati pa se virusna

membrana zlije s celicho membrano in virusna
RNA se sprosti v notranjost celice (slika 2). Tam
se virusna RNA zaéne podvojevati, so¢asno pa
se sintetizirajo tudi virusni proteini.

Aktivacija proteina bodice poteka najpogosteje

predvsem proteaza TMPRSS2. Alternativni
nacin aktivacije pa poteka v primerih, ko celica
z endocitozo "pogoltne" virusni delec in sicer
tako, da virus obda z lipidnim ovojem, ki ga
loCuje od notranjosti celice. Tako obdan virus
lahko napade encim katepsin L, za katerega je
znano, da se pogosto izloca iz celi¢nih
organelov lizosomov. Proteaza katepsin L cepi
protein bodice in ga s tem aktivira, tako da
pride do zlivanja lipidnega ovoja z virusom in
lizosoma. Sledi delna razgradnja virusa, pri
¢emer RNA pobegne iz ovojnice in se sprosti v
notranjost celice.

Razumevanje mehanizma vstopa virusa v celico
nam razkriva moine tarCe za razvoj
protivirusnih zdravil. Sirjenje okuzbe v telesu bi
lahko zaustavili inhibicijo proteaz, ki
omogocajo aktivacijo proteina bodice ter vstop
virusne RNA v notranjost celice. Pri tem
moramo upostevati oba mehanizma aktivacije
proteina bodice ter dejstvo, da nekatere celice
najpogosteje uporabljajo prvi mehanizem
aktivacije, nekatere pa drugega.

z
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Slika 2: Interakcija virusa SARS-CoV-2 s tarcno celico. Virus SARS-CoV-2 se s proteinom bodice na svoji povrsini veze na celi¢ni
receptor ACE2. V naslednjem koraku proteaza TMPRSS2 cepi protein bodice na to¢no dolo¢enem mestu, kar omogoci njegovo
aktivacijo. Aktivacija povzroci spremembo zgradbe proteina in zlivanje virusne membrane s celicho membrano. Poleg tega
nacina vstopa obstaja Se alternativni nacin, pri katerem sodeluje proteaza katepsin L.



RNA-cepiva

RNA-cepiva so cepiva, ki temeljijo na molekuli mRNA in predstavljajo nov tip cepiv z velikim
potencialom. Molekula mRNA vsebuje zapis za protein, ki je znacilen za patogen, proti kateremu je
cepivo namenjeno. Proteinu, proti kateremu nastanejo protitelesa, na sploSno recemo antigen. V
primeru cepiv proti COVID-19, ki jih proizvajata Moderna in Pfizer / BioNTech, molekula mRNA nosi
zapis za protein bodice virusa SARS-Cov-2, ta pa je zapakirana v lipidne nanodelce. Po vstopu v celico
lipidni delec razpade, pri tem pa se molekula mRNA sprosti v citoplazmo, kjer potece sinteza proteina
bodice. To vodi v aktivacijo imunskega sistema, pri cemer nastanejo protitelesa in imunske celice (slika
3), ki tuji protein prepoznajo in unicijo. V ¢loveskem telesu se tako shranijo navodila, kako se boriti s
SARS-CoV-2, kar omogoca, da imunski sistem ob kasnejsi okuzbi z virusom zazna proteine bodice na
njegovi povrsini in prepreci njegovo razmnoZevanje, s tem pa razvoj bolezni.
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Slika 3: Mehanizem delovanja mRNA-cepiv. Lipidni nanodelci v procesu endocitoze vstopajo v celice (1, 2). V celici razpadejo
(3), molekula mRNA pa se sprosti v citoplazmo. V citoplazmi se nato sintetizira protein bodice (4), ki se kasneje razgradi v
proteasomu (5), del pa se prenese na povrsino celic (6). Peptidi, ki nastanejo po razgradnji proteina bodice, se na celi¢ni
povrsini pojavijo vezani na molekule poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa | (MHC 1). V primeru, da antigen z
endocitozo vstopi v celice brez lipidov, se predstavi na povrsini s posredovanjem molekul MHC Il (7). SproZita se T-celi¢ni in
B-celi¢ni imunski odziv.

&



Znacilnosti cepiva proizvajalca Moderna

Cepivo proizvajalca Moderna je namenjeno
preprecevanju bolezni COVID-19, ki jo povzroca
virus SARS-CoV-2. V prvi vrsti je namenjeno
ljudem, starejSim od 18 let. Osnovano je na
molekuli mRNA, ki nosi informacijo za sintezo
proteina bodice, ki je v naravi prisoten na
povrsini virusnega delca. Za u¢inkovito dostavo
molekule mRNA do tarc¢nih celic jo v procesu
proizvodnje zapakirajo v ovoj, zgrajen iz stirih
razli€nih lipidov. Lipidni ovoj nima samo
transportne vloge, ampak hkrati tudi zagotovi
zasCito molekule mRNA pred razgradnjo in ji
tako omogodi, da v celicah opravi svojo
funkcijo.

Po vnosu molekule mRNA v celico pride do
sinteze proteina bodice, ki sam po sebi ni
nevaren, je pa za telo tuj in zato sproZzi imunski
odziv. Pri tem nastajajo protitelesa, ki so
sposobna prepoznati protein bodice,
posledicno pa tudi virus SARS-Cov-2.
Protitelesa, ki jih ¢lovek po cepljenju razvije,
omogocijo hitrejse in bolj ucinkovito unicenje
virusnih delcev, ki bi lahko zasli v telo. Tako
osebo zasditijo pred okuzbo oziroma razvojem
bolezni COVID-19.

Priprava cepiva poteka v dveh glavnih korakih.
Najprej je potrebno sintetizirati molekule
mMRNA, kar poteka brez uporabe celic, in sicer s
procesom in vitro transkripcije. Pri tem procesu
reakcijsko meSanico vnesemo potrebne
gradnike, encime in matrico (DNA), ki
predstavlja navodilo za sintezo molekul mRNA.

\"

V drugem delu postopka tako nastale mRNA, ki
so v vodnem okolju, pomesamo z lipidno fazo.
Zaradi neugodnih interakcij med vodo in lipidi
se slednji uredijo v kroglaste strukture (lipidne
nanodelce), ki v svojo notranjost sprejmejo
molekule mRNA. Take lipidne nanodelce lahko
pripravimo relativho enostavno in hitro. Z
dodatkom pomoznih snovi za uravnavanje pH,
povecanje stabilnosti in lazje injiciranje
pripravijo kon¢no obliko cepiva, primerno za
uporabo.

Cepivo je potrebno injicirati misico
(intramuskularno); en odmerek volumna 0,5 ml
vsebuje 100 pg mRNA. Za dosego polne
zascitenosti, ki jo to cepivo nudi (splosno velja,
da zascéita ni 100 %), je potrebno prejeti 2
odmerka v priporo¢enem razmiku 28 dni.
Cepljena oseba je v polni meri zas¢itena po 14
dneh od prejema drugega odmerka.

Vv

Cepivo torej ne vsebuje virusa, ampak samo
informacijo za sintezo ene izmed njegovih
komponent, kar pomeni, da se po cepljenju
bolezen COVID-19 ne more razviti. Poleg tega
je molekula mRNA dokaj nestabilna in se v
telesu kmalu razgradi. Dodatno varnost pri
uporabi tega cepiva zagotavljajo lastnosti
mRNA, saj ne more spremeniti dednega
materiala ¢loveka (ki je DNA), ali kako drugace
toksi¢no vplivati na telo. Pomembne prednosti
MRNA-cepiv so med drugim tudi hiter razvoj in
izdelava, cena proizvodnje je nizka, hkrati pa
lahko proizvedemo velike kolicine cepiva.



Rezultati klinicnih testiranj cepiva proizvajalca Moderna

Zasnova klinicnih studij — kako je cepivo
mRNA-1273 pridobilo dovoljenje za uporabo

Trenutno potekajo tri klinicne Studije cepiva
mMRNA-1273 podjetja Moderna, ena izmed njih
je v tretji fazi. Poteka od julija 2020 in glede na
vmesne rezultate je v ZDA decembra 2020
pridobila dovoljenje EUA (angl. »Emergency
Use Authorization«). To dovoljenje omogoca
uporabo ucinkovine v primeru kemicne,
bioloske, radioloske ali jedrske groznje, kar
vkljuc€uje tudi kuzne bolezni.

Rezultati Studije P301
Ucinkovitost

Cepivo po dveh odmerkih zagotavlja 95-
odstotno zascito proti pojavu COVID-19 pri
mlajsih od 65 let in 86-odstotno zaséito
starejSih od 65 let. Po enem odmerku
zagotavlja 80-odstotno zascito, zascita pred
hudim potekom bolezni pa je 100-odstotna.
Odstopanj glede na spol in prisotnost kroni¢nih
bolezni niso opazili.

Varnost

Najpogostejsi nezeleni ucinki, ki so se pojavili
pri vecini testiranih prostovoljcev, so bili
bole¢ina na mestu injiciranja (91,6 %),
utrujenost (68,5 %), bolecine v misicah (59,6 %)
in sklepih (44,8 %) ter mrazenje (43,4 %). Od
tega je 0,2-9,7 % ljudi potrebovalo zdravila ali
zdravnisko pomo¢. Resni nezeleni ucinki, ki so
zahtevali zdravnisko pomoc, so bili redki (1 %).
NeZeleni ucinki so bili pogostejsi po prejemu
drugega odmerka cepiva in manj pogosti pri
starejsih od 65 let.

Cesa Se ne vemo?

Glede na dostopne podatke Se nimamo
informacij o trajanju zascite tako po enem kot
po dveh prejetih odmerkih cepiva. V
preiskovano skupino so bili  vkljuéeni
posamezniki, starejSi od 18 let, zato Se ne
poznamo ucinkovitosti in varnosti cepiva za
otroke. Studije na nosecnicah $e niso bile
izvedene. Zaradi premajhnega Stevila testiranih
ni znano, kaksna je ucinkovitost cepiva proti
prenasanju okuzbe in ali preprecuje tudi pojav
asimptomatske oblike COVID-19.



Znacilnosti cepiva proizvajalca Pfizer / BioNTech

Cepivo pod lastniskim imenom Comirnaty
(BNT162b2, nelastnisko: Tozinameran) sta v
sklopu projekta 'Svetlobna hitrost' razvili
farmacevtski podjetji BioNTech in Pfizer.
Cepivo spada med mRNA-cepiva za
preprecevanje COVID-19, ki jo povzroca virus
SARS-CoV-2.

Kljuéna komponenta cepiva Comirnaty je
spremenjena molekula mRNA, ki je ujeta v
majhne  kroglaste strukture — lipidne
nanodelce. Molekula mRNA nosi navodila za
sintezo mutiranega proteina bodice virusa
SARS-CoV-2. Zapis za ta protein tako ni
popolnoma enak tistemu, ki ga najdemo na
povrsini virusnega delca — nekoliko je
spremenjen, kar izboljsa lastnosti cepiva. Po
prejemu odmerka cepiva molekula mRNA, ki je
ujeta v lipidni nanodelec, vstopi v cloveske
celice, lipidni nanodelec zaradi pogojev v celici
razpade, molekula mRNA pa se v citoplazmi
prevede v virusni protein bodice(slika 3). Ta
protein telo prepozna kot tujega, aktivira se
imunski odziv, to pa sproZi nastanek protiteles
proti virusu o0z. omenjenemu virusnemu
proteinu. Ob naslednji okuZzbi s SARS-CoV-2
bodo ta protitelesa S$citila telo, saj bodo
prepoznala virusni protein na povrsini in
nevtralizirala virus, Se preden bi se ta lahko
namnozil.

Postopek priprave cepiva Comirnaty razdelimo
na tri dele. V prvem koraku je potrebno v
celicah E. coli namnotZiti ustrezno sestavljeno

plazmidno DNA. Ta poleg zapisa za protein
bodice vsebuje Se promotor T7, 5'- in
3'-neprevajajoci se regiji ter poli(A) rep.
Plazmidno DNA je po uspesni izolaciji potrebno
linearizirati z ustreznim encimom.

Temu sledi drugi korak, in sicer in vitro
transkripcija z RNA-polimerazo T7, ki izolirano
matricno DNA prepiSe v aktivno ucinkovino
tega cepiva — mRNA. Zaradi vecje stabilnosti
molekule mRNA se v procesu transkripcije
hkrati doda analog 5'-kape. Na koncu sledi
pakiranje molekul mRNA v lipidne nanodelce, ki
nudijo zas¢ito in olajsan transport v celice. Da
dobimo koncni produkt, je potrebno lipidnim
nanodelcem dodati Se ostale komponente, ki
uravnavajo pH in povecajo stabilnost cepiva.

Cepivo Comirnaty je dobavljivo v obliki
sterilnega koncentrata, ki se tik pred
intramuskularnim ~ vnosom razred¢i  z
0,9-odstotnim  natrijevim  kloridom.  En
odmerek vsebuje 30 ug mRNA. Za pridobitev
zasSCite sta potrebna dva odmerka v razmaku 21
dni, zas¢ita pa se razvije 7 dni po prejemu
drugega odmerka. Cepivo je do uporabe
potrebno shranjevati na ultra nizki temperaturi
(to je med —80 °C in —60 °C), dva tedna pa ga je
mogoce shranjevati tudi med —25 °C in =15 °C.
Prednost tega cepiva je, da se molekula mRNA
v gostiteljski celici ne podvojuje, prav tako se
ne more vklju¢iti v dedni material in ga
spremeniti. V celicah je prisotna kratek cas,
nato pa se razgradi.



Rezultati klinicnih testiranj cepiva proizvajalca Pfizer /

BioNTech

Klini¢na testiranja

Proizvajalca Pfizer / BioNTech sta zacetno
klinicno testiranje v Nemciji (BNT162-01)
zacela s 4 kandidati: BNT162al, BNT162b1,
BNT162b2 in BNT162c2 ter 486 sodelujo¢imi. V
1. fazo klinicnega testiranja vecje Studije
(C4591001) sta se uvrstila 2 kandidata za
cepivo — BNT162b1l (zapis za domeno RBD
proteina bodice) in BNT162b2 (zapis za celoten
protein bodice). V 1. fazi je sodelovalo 195
prostovoljcev starih 1885 let, ki so prejeli 10, 20
ali 30 ug enega izmed 2 kandidatov. Rezultati
so pokazali podobno udinkovitost in
imunogenost obeh kandidatov. Zaradi manjse
reaktogenosti in sistemskih odzivov so izbrali
cepivo BNT162b2, ki je preslo v fazo 2/3
klini¢nih testiranj na vecji populaciji.

Fazo 2/3 klini¢nih testiranj so za BNT162b2
izvedli kot vecnacionalno s placebom
kontrolirano in dvojno slepo Studijo. V studijo
so bili vkljuceni kandidati, starejsi od 16 let, z
mediano starosti pri 52 letih. Veliko jih je imelo
tudi kroni¢ne bolezni, kot so HIV, hepatitis C in
hepatitis B. V testih niso smeli sodelovati
posamezniki z oslabljenim imunskim odzivom,
vkljuéno s tistimi, ki so prejemali
imunosupresive. 43 548 kandidatov so razdelili
priblizno na polovico: 21 720 so jih cepili z
mMRNA, 21 728 pa je prejelo placebo.

Prostovoljci, vkljuceni v Studijo, so porocali o
blagih in srednjih lokalnih ter sistemskih
stranskih ucinkih. Porocani lokalni stranski
ucinki so bili manjsi pri placebo skupini in se
niso povecali po drugem odmerku. Belezili so
predvsem bolecino na mestu vboda. Sistemski
stranski ucinki so se povecali po drugem
odmerku cepiva. Belezili so iz€rpanost,
glavobol, mrazenje, bolecino v miSicah in
sklepih ter vrocino. Mladi so v vseh primerih
porocali vec stranskih ucinkov kot starejsi (> 55
let).

Anafilakticna reakcija

Pri masovnem cepljenju so se pojavile redke
anafilakti¢ne reakcije na BNT162b2, za kar je
verjetno kriv PEG (polietilen glikol) 2000, ki
sestavlja lipidni delec, v katerega je ujeta
mRNA.

Ucinkovitost cepiva

Ucinkovitost cepiva so 12 dni po prvem
odmerku dolocili na 52-odstotno v primerjavi s
placebom, 7 dni po drugem odmerku pa na
95-odstotno v primerjavi s placebom. Cepivo se
je izkazalo za ucinkovito tudi pri Studiji na veliki
populaciji v Izraelu, kjer so dokazali, da cepivo
v zadostni meri prepreci hujSo obliko bolezni in
da zadovoljivo zaséiti proti britanskem sevu
(B.1.1.7).

Nosecnice in otroci

Trenutno poteka faza 2/3 klini¢nih testiranj
tudi pri nosecnicah in mladih v starosti 12-15
let, nacrtujejo pa tudi testiranje otrok starih
5-11 let in mlajsih od 5 let.

Osvezitveni odmerek in nove variante

Pri prejemnikih 2. odmerka iz 1. faze bodo
testirali Se  udinkovitost, varnost in
imunogenost 3. odmerka cepiva po 6 ali 12
mesecih. Zaradi Sirjenja novih sevov virusa so
testirali nevtralizacijsko sposobnost vzorcev
serumov cepljenih prostovoljcev na
rekombinantnih virusih z mutacijami novih
sevov. Vsi serumski vzorci so bili deloma
sposobni  nevtralizacije  novih  variant.
Nevtralizacija juznoafriSke variante B.1.351 je
bila kar za 2/3 slabsa od nevtralizacije
originalnega seva. Potekajo tudi klini¢cna
testiranja modificiranega cepiva, ki bi bolje
delovalo proti varianti B.1.351.



Primerjava mRNA-cepiv

V Evropski uniji sta na voljo sta dve RNA-cepivi, ki sta si v marsi¢em podobni, vseeno pa so med njima

tudi pomembne razlike, kakor je razvidno iz tabele 1.

Tabela 1: Primerjava mRNA-cepiv (stanje maja 2021).

Moderna Pfizer / BioNTech
Ime mRNA-1273 BNT162b2, Comirnaty, tozinameran
Tip cepiva MRNA MRNA
. .I.Ia.cln . v miSico (intramuskularno) v miSico (intramuskularno)
injiciranja
" tik pred uporabo: redéenje z 0,9 %
SN / raztopino NaCl
Doza dve dozi po 100 pug dve dozi po 30 ug
(druga doza po 28 dneh) (druga doza po 21 dneh)
Zaséita 14 dni po prejemu drugega odmerka 7 dni po prejemu drugega odmerka
Shranjevanje -20 °C (do 6 mesecev) v temi —70 °C (do 6 mesecev) v temi
Ucinkovitost 94,1% 95 %
Starost 18 let in vec 16 let in vec
Odobreno v EU da da
vStablllzajcor: saharoza. . Stabilizator: saharoza.
Pomozne snovi: trometamol (Tris), Pomozne snovi: NaCl. KCl. KH-PO
Tris/HCl, ocetna kislina (CHsCOOH), PO e R
el natrijev acetat (CHsCOONa) NazHPOs.
. J > ) Lipidi: holesterol, DSPC, ALC-0315,
Lipidi: holesterol, DSPC, SM-102, ALC-0159
PEG2000-DMG. '
Molekula mRNA ne more spremeniti dednega materiala.
Opomba

Nudita 100-odstotno zas¢ito pred hudim potekom bolezni COVID-19.




Vektorska cepiva

Vektorska cepiva so cepiva, ki za vnos zapisa za dolocen antigen v celico izkoriS¢ajo za Cloveka
nenevarne viruse. Primer tak$nih virusov so adenovirusi. Te spremenijo tako, da jim izbriSejo gene, ki
so pomembni za podvajanje in prepisovanje adenovirusne DNA, vstavijo pa zapis za antigen. V primeru
cepiv proti COVID-19 (AstraZeneca / Oxford University, Johnson & Johnson / Janssen, Sputnik V in
CanSino) vstavijo zapis za protein bodice. Tako spremenjeni adenovirusi po cepljenju vstopijo v celice
in rekombinantno DNA sprostijo v jedro. DNA se prepiSe v mRNA, ta se prenese v citoplazmo, kjer se
sintetizira protein bodice (slika 4). Prisotnost tega proteina povzro¢i moc¢an imunski odgovor. Ta je tako
celi¢ni kot humoralni. lzraz celi¢ni imunski odziv pomeni, da nastanejo imunske celice (limfociti T), ki
so sposobne prepoznati okuzene celice in jih uniciti. Humoralni odziv pa se nanasa predvsem na razvoj
protiteles v limfocitih B. Protitelesa nato kroZijo po krvi in veZejo tuje proteine (kot je npr. protein

bodice), proti katerim so se razvila.
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Slika 4: Mehanizem delovanja vektorskih cepiv. Gensko spremenjeni adenovirusi se vezejo na receptor CAR in vstopijo v
Cloveske celice, kjer v jedro sprostijo rekombinantno DNA. Tam v procesu transkripcije nastane mRNA, ki nosi zapis za virusni
protein bodice. Molekula mRNA se nato transportira v citoplazmo, kjer se pri¢ne sinteza proteina bodice.



Znacilnosti cepiva proizvajalca AstraZeneca

Cepivo britansko-Svedskega farmacevtskega
podjetja AstraZeneca so zasnovali raziskovalci
Univerze v Oxfordu (Velika Britanija).
Namenjeno je zasCiti pred okuzbo z virusom
SARS-CoV-2, ki povzroca bolezen COVID-19.
Deluje po principu vektorskega sistema z
adenovirusom. Cepivo vsebuje gensko
spremenjen Simpanzji adenovirus ChAdOx1, ki
zapisuje glikoprotein bodice virusa
SARS-CoV-2. Adenovirusu so predhodno
izbrisali gene, ki so klju¢ni za podvajanje in
prepisovanje adenovirusne DNA.

Gensko spremenjeni adenovirusi po cepljenju
vstopijo v Cloveske celice, kjer v jedro sprostijo
rekombinantno DNA. Tam nato v procesu
prepisovanja nastane mRNA z zapisom za
protein bodice, nato pa se mRNA transportirav
citoplazmo, kjer se pri¢ne sinteza proteina.

Nastali glikoprotein bodice sam po sebi ni
nevaren, vendar pa ga celica prepozna kot
tujega in zato sprozi imunski odgovor, pri
¢emer nastanejo protitelesa, ki specificno
prepoznajo ter nevtralizirajo protein. Cepljenje
omogoca telesu vzpostaviti dovolj veliko zalogo
protiteles in imunskih celic, ki bodo ob
morebitni okuZzbi prepoznali proteine bodice
na virusu SARS-CoV-2 in ga pravocasno unicile,
preden bi prislo do razvoja bolezni.

Priprava cepiva se zatne s sintezo
rekombinantne  adenovirusne  DNA. S
homologno rekombinacijo so iz DNA naravnega

adenovirusa ChAdOx1 izbrisali gen E1, ki je
kljucen za aktivacijo vseh ostalih adenovirusnih
genov, na njegovo mesto pa so umestili gen, ki
vsebuje informacijo za sintezo glikoproteina
bodice. Poleg tega so izbrisali tudi gen E3, ki za
pripravo gensko spremenjenjih adenovirusov
ni potreben, del gena E4 pa so zamenjali z
ekvivalentom Cloveskega adenovirusa
HuAdS5.

iz

Tako pripravljeno DNA so nato vnesli v gensko
spremenjene cloveske embrionalne ledvicne
celice (HEK293), ki v genomu vsebujejo gen E1
iz adenovirusa HUAdS5. S tem pristopom (trans-
komplementacije) dosezZejo nastajanje
rekombinantnih adenovirusov, ki jih izolirajo z
ultracentrifugiranjem v  gradientu  CsCl.
Izoliranim virusom za konec dodajo Se
pomozne snovi, ki sluZijo kot emulgatoriji,
uravnalci pH in prezervativi.

Cepivo se injicira v misico (intramuskularno), in
sicer v odmerku 0,5 mL. Ce Zelimo doseci
najvecjo mozno zascito, ki jo cepivo nudi, se je
potrebno po 12 tednih cepiti Se z drugim
odmerkom; s tem doseiemo 82-odstotno
zasCito. Cepivo je namenjeno osebam,
starejS$im od 18 let. Zaradi adenovirusnega
proteinskega ovoja (nukleokapside), ki Sciti
rekombinantno DNA, vektorskih cepiv ni
potrebno hraniti pri zelo nizkih temperaturah,
zato jih hranimo v hladilniku (2—8 °C), kjer so
obstojna nekaj mesecev.



Rezultati klinicnih testiranj cepiva proizvajalca

AstraZeneca

Zasnova klini¢nih studij in ucinkovitost

AstraZeneca je 7. decembra 2020 objavila
rezultate 4 klinicnih Studij svojega cepiva
AZD1222.Te so vkljucevale 17 177 udeleZencev
v Veliki Britaniji, Braziliji in Juzni Afriki. Rezultati
so pokazali 76-odstotno ucinkovitost cepiva in
67-odstotno zmanjSanje prenosa virusa. Dne
22. marca 2021 so objavili rezultate tretje faze
klinicne Studije v ZDA, kjer trdijo, da je
ucinkovitost cepiva 79-odstotna, Cceprav
neodvisna komisija zdravstvenih strokovnjakov
trdi, da je do deset odstotkov manjsa.

Povecana ucinkovitost z daljSim intervalom
med odmerki

Opazili so, da je ucinkovitost vecja
(90-odstotna) pri osebah, ki so prejele
polovi¢éno prvo dozo. Do tega verjetno pride,
ker manjsa prva doza omogoca hitrejsi razvoj
spominskih imunskih celic, pri cemer to lahko
dosezemo

tudi z veljim intervalom med odmerki.
Ugotovitev, da je 12-tedenski interval med
odmerki najuspesnejsi, podpira to hipotezo.

Varnost in stranski ucinki

Poleg obicajnih stranskih ucinkov, ki se
pojavljajo tudi po cepljenju z drugimi cepivi, se
je pritem pojavilo Se mozno povecano tveganje
za nastanek krvnih strdkov. Evropska agencija
za zdravila (EMA) je objavila, da te povezave ni,
vendar se je izkazalo, da je cepivo lahko
povezano z zelo redkimi primeri nastanka
krvnih strdkov v povezavi s trombocitopenijo.
Pri 20 milijonih cepljenih v Veliki Britaniji in v
Evropski uniji so zabelezili skupaj 25 primerov
te bolezni. Odbor je menil, da dokazana
uCinkovitost  cepiva  pri  preprecevanju
hospitalizacije in smrti zaradi COVID-19
odtehta zelo majhno verjetnost za razvoj te
redke bolezni.



Znacilnosti cepiva proizvajalca Johnson & Johnson /

Janssen

Cepivo Johnson & Johnson / Janssen (JNJ-
78436735 ali Ad26.COV2.S) je enodozno
virusno vektorsko cepivo, osnovano na
CloveSkem adenovirusu 26. Ta je spremenjen
tako, da vsebuje gen za protein bodice virusa
SARS-CoV-2 v stabilizirani  konformaciji.
Stabilizirana razli¢ica proteina bodice vkljucuje
dve mutaciji. Obi¢ajno prisotni aminokislini na
mestih 986 in 987 sta zamenjani s prolinom
(K986P, V987P), uvedena pa je Se mutacija
mesta cepitve s furinom (R682S, R685G).

Po injiciranju cepiva v telo se adenovirusi
veZejo na proteine na povrsini celic. Celica virus
zajame v mehuréek in ga potegne vase. Ko
vstopi v celico, adenovirus pobegne
endosoma in potuje do jedra ter vanj potisne
svojo DNA. V jedru pride do sinteze mRNA za
protein bodice, ¢emur sledi prenos mRNA v
citoplazmo in prevajanje RNA v protein. Nastali
proteini bodice se prenesejo na celi¢no
povrdino. Strlete bodice in fragmentirane

iz

proteine lahko potem prepozna imunski
sistem.
Genom adenovirusa je linearna,

nesegmentirana, dvoverizna molekula DNA z
obrnjenimi zaporedji koncnih ponovitev (ITR)
na obeh koncih. Vektorski za
razmnozevanje Ad26 je sestavljen iz
adapterskega plazmida in kozmida. Adapterski
plazmid vsebuje levi konec genoma (levi ITR in
signal za pakiranje), namesto regije E1 pa
vsebuje zapis za protein bodice. Navzdol od
regije E1 je zaporedje dolZzine 2,5 kb in
omogoca homologno rekombinacijo s
kozmidom. Kozmid vsebuje vecino preostalega

sistem

genoma adenovirusa, ki pa ima izbrisano regijo
E3 in spremenjen odprti bralni okvir 6 regije E4
(E4orf6). Cepiva na osnovi vektorjev Ad26
izdelujejo z uporabo gojenih embrionalnih celic
mreZznice (PER.C6), cloveske celicne linije, ki
omogoca nastanek adenovirusov, ki sami niso
sposobni replikacije. Celice namrec¢ vsebujejo
gen E1, ki pri rekombinantnih adenovirusih ni
prisoten, da se virus po prejemu cepiva ne
more ve razmnozZevati.

Cepivo Janssen COVID-19 vkljuéuje naslednje
sestavine: rekombinantni adenovirus tipa 26, ki
ni sposoben podvojevanja in nosi zapis za
protein bodice virusa SARS-CoV-2, monohidrat
citronske kisline, trinatrijev citrat dihidrat,
etanol, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin
(HBCD), polisorbat 80 in natrijev klorid.

Klinicne Studije so pokazale, da je imel en
odmerek cepiva v ZDA  72-odstotno
ucinkovitost in niZjo ucinkovitost (66 % v
Latinski Ameriki, 57 % v Juzni Afriki) v drZavah,
kjer so razsirjene bolj nalezljive razlicice. Cepivo
nudi 85-odstotno ucinkovitost pri zasciti pred
hospitalizacijo v vseh delih sveta.

Cepivo se injicira v nadlaktno misico, imunost
se razvije dva tedna po cepljenju. Cepivo se
shranjuje v hladilniku pri temperaturi med 2 °C
in 8 °C. NajpogostejSi nezeleni ucinki, ki se
obic¢ajno pojavijo v enem ali dveh dneh po
prejemu cepiva, so: rdefina na mestu
injiciranja, oteklina, utrujenost, glavobol,
bolecine v miSicah. ZDA so cepivo odobrile za
nujno uporabo 27. februarja 2021, EU pa
11. marca 2021.



Znacilnosti cepiva proizvajalca Gamaleya

Sputnik V je vektorsko cepivo proti
SARS-CoV-2, ki so ga razvili na Raziskovalnem
institutu za epidemiologijo in mikrobiologijo
Gamaleya v Rusiji. Je prvo registrirano cepivo
proti SARS-CoV-2 na svetu, ime pa je dobilo po
prvem sovjetskem vesoljskem satelitu. Cepivo
je na voljo v dveh oblikah, in sicer v tekodi in
liofilizirani. Liofilizirano razlicico cepiva je lazje
prevazati, saj je ni potrebno shranjevati pri
nizki temperaturi. Po podatkih Ministrstva za
zdravje Ruske federacije naj bi cepivo
zagotavljalo imunost proti virusu SARS-CoV-2,
ki povzroca COVID-19, do dve leti.

Z vektorskimi cepivi lahko v celico vnesemo in
izrazimo gene z zapisi za antigene, ki jih Zelimo
predstaviti  imunskemu  sistemu.  Ruski
raziskovalci so kot vektor uporabili adenovirus.
Adenovirusom so izbrisali gen E1, ki je
odgovoren za aktivacijo vseh ostalih
adenovirusnih genov, na njegovo mesto pa
vstavili zapis za protein bodice. TakSen
adenovirus ne more povzrociti bolezni, lahko
pa z njim vnesemo v celice zapis za
koronavirusni protein S. Celice, v katere vstopi
tako prirejen adenovirus, na osnovi zapisa
sintetizirajo protein bodice, imunski sistem pa
ga nato prepozna kot tujek in sproZi nastanek
protiteles, ki nas varujejo pred okuzbo.

Sputnik V je cepivo z dvema odmerkoma. Prvi
odmerek vsebuje adenovirusni vektor 26
(Ad26; 1 x 10 virusnih delcev) z vstavljenim
zapisom za protein bodice. Ponovno cepljenje
se izvede 21 dni po prejemu prvega odmerka.
Drugi odmerek vsebuje adenovirusni vektor 5
(Ad 5; 1 x 10! virusnih delcev), ki ga pripravijo
na enak nacin kot Ad26. Taksen rezim cepljenja
naj bi najucinkoviteje aktiviral imunski sistem in
zagotavljal dolgotrajno imunost. Priblizna cena
cepiva je 7,5 USD na odmerek in se priporoca
za osebe, ki so starejse od 18 let. Cepivo
Sputnik V poleg aktivne ucinkovine vkljucuje
naslednje  sestavine:  tris-(hidroksimetil)-
aminometan, natrijev  klorid, saharozo,

magnezijev klorid heksahidrat, dinatrijev EDTA
dihidrat, polisorbat 80, etanol in vodo.

Predklini¢na
Sputnik V

in klinicna testiranja cepiva

Pred zacetkom klini¢nih testiranj so cepivo
Sputnik V testirali na poskusnih Zivalih. Te so
najprej cepili, nato pa okuzili z virusom
SARS-CoV-2 in ugotovili, da jih je cepivo
zascitilo pred okuzbo s tem virusom.

Faze lin Il

Prva faza klini¢nih testiranj je potekala med
18. junijem in 3. avgustom 2020 ter vkljucevala
76 prostovoljcev. Najpogostejsi nezeleni ucinki,
o katerih so porocali prostovoljci, so bili
bole¢ina na mestu vboda (58 %), povisana
telesna temperatura (50 %), glavobol (42 %),
utrujenost (28 %) in bolecina v misSicah ter
sklepih (24 %). Resnih neZelenih ucinkov niso
zabelezili. Nezeleni ucinki so bili pogostejsi po
prejemu drugega odmerka. Na podlagi
rezultatov so zakljucili, da je cepivo varno in
sprozi mocan humoralni in celicni imunski
odziv.

Faza lll

Tretja faza klinicnih testiranj se je zacela
7. septembra 2020. Poteka v 25 bolniSnicah in
poliklinikah v Moskvi. V Studijo je vkljuéenih
21 977 posameznikov, starejsih od 18 let, ki so
jih naklju¢no razdelili v dve skupini, pri cemer je
ena skupina prejela cepivo, druga pa placebo.
Vsi vkljuceni so podpisal informirano soglasje in
opravil zdravniski pregled. Iz Studije so izkljugili
bolnike s HIV, hepatitisom B in C ter sifilisom,
prav tako v Studiji niso sodelovali posamezniki,
ki so Ze preboleli COVID-19, prejemali
imunosupresivho terapijo v zadnjih treh
mesecih, darovali kri v zadnjih dveh mesecih,
zbolelih za anoreksijo, v preteklosti odvisnih od
alkohola in tistih, ki so na mestu injiciranja imeli
veliko tetovazo.



Ucinkovitost

Cepivo naj bi po dveh odmerkih zagotavljalo
91,6-odstotno zascito proti COVID-19. Zascita
naj bi veljala za vse starostne skupine, vklju¢no
s starejSimi od 60 let.

Varnost

NeZeleni ucinki cepiva, ki so se pojavili, so bili
obicajno blagi. Najveckrat se je pojavila
bolec¢ina na mestu injiciranja, utrujenost in
rahlo povisana telesna temperatura. Tekom
izvajanja Studije so zabelezene Stiri smrti, tri v
cepilni skupini, eno pa v skupini, ki je prejemala
placebo. Nobena smrt naj ne bi bila povezana s
cepljenjem.

Sputnik V — AstraZeneca: preskusi cepiv proti
COVID-19

Sklad RDIF (Russian Direct Investment Fund),
inStitut Gamaleya, AstraZeneca in R-Pharm so
21. decembra 2020 podpisali sporazum o
razvoju in izvajanju programa klini¢nih raziskav
za oceno imunogenosti in varnosti kombinirane
uporabe ene od komponent cepiva Sputnik V,
ki ga je razvil inStitut Gamaleya, in ene od
komponent cepiva AZD1222, ki sta ga razvili
AstraZeneca in Univerza v Oxfordu.



Znacilnosti cepiva proizvajalca CanSino

Ad5-nCoV oz. Convidecia je cepivo proti okuzbi
z novim koronavirusom, ki so ga razvili v
kitajskem podjetju CanSino Biologics v
sodelovanju s Pekinskim inStitutom za
biotehnologijo in kitajsko Vojasko medicinsko
akademijo. Je vektorsko cepivo na osnovi
okvarjenega adenovirusnega vektorja tipa 5, ki
nosi zapis za protein bodice virusa SARS-CoV-2.

Cepivo naj bi 28 dni po cepljenju zagotavljalo
65-odstotno zascito pred okuzbo. Cepivo se
injicira v miSico; posameznik prejme en
odmerek cepiva s 5 x 10 virusnimi delci.
Hranimo ga v hladilniku (2—8 °C). Najprej je bilo
odobreno na Kitajskem, Madzarskem, v
Pakistanu, Mehiki in Cilu (stanje aprila 2021).

Uporabljenemu adenovirusu Ad5 so izbrisali
zgodnje gene, ki so v regijah E1 in E3. V
odsotnosti genov E1 se virus ne more
razmnoZzevati, z izbrisom regije E3 pa je
onemogocena razgradnja gostiteljske celice. V
rekombinantni vektor so vstavili gen za protein
bodice, ki so mu dodali zapis za signalni peptid
tkivnega aktivatorja plazminogena za povecano
izrazanje v sesalskih celicah.

Po cepljenju gensko spremenjeni adenovirusi
vstopijo v gostiteljske celice, kjer v jedro
sprostijo rekombinantno DNA. Nastanejo
proteini bodice, ki jih celice predstavijo
imunskemu sistemu.

V primeru predhodne okuzbe z adenovirusi se
pojavi problem predobstojece imunosti.
Adenovirusi so imunogeni Ze sami po sebi, zato
so po okuzbi z njimi prisotne spominske celice.
Nevtralizirajoca protitelesa proti
adenovirusom Ze v majhnih koncentracijah
okrnijo privzem vektorja v gostiteljske celice,
kar posledi¢no pomeni zmanjsano ucinkovitost
cepiva.

Imunogenost in uéinkovitost so sprva preverjali
na misih in dihurjih, pri ¢emer so razlicne
skupine prejemale razlicno visoke odmerke
cepiva  intranazalno (v nosnico) ali
intramuskularno (v misico). Po cepljenju so jih
okuZzili s SARS-CoV-2 in ugotovili, da so bili
odmerki zadostni za zasc¢ito pred okuzbo s
koronavirusom, pri ¢emer se je intranazalno
odmerjanje izkazalo kot bolj ucinkovito.

V 1. fazi klinicne Studije je sodelovalo 108
zdravih prostovoljcev, starih med 18 in 60 let.
Razdeljeni so bili v 3 skupine, vsaka je prejela
visji odmerek cepiva intramuskularno v roko:
5 x 10% virusnih delcev/0,5 mL; 1 x 10
virusnih delcev/mL; 1,5 x 10 virusnih
delcev/1,5 mL. Po vseh odmerkih se je Zze 14 dni
po cepljenju pojavila zadostna imunost. Ker ni
bilo prijavljenih hudih negativnih stranskih
ucinkov, so lahko nadaljevali z 2. fazo klini¢nih
Studij.

V 2. fazi je sodelovalo 508 zdravih
prostovoljcev: 253 oseb je prejelo cepivo z
1 x 10 virusnih delcev, 129 oseb cepivo s
5 x 10% virusnih delcev, 126 oseb pa je prejelo
placebo. Cepivo so prejeli intramuskularno v
roko. Stranski ucinki, o katerih so porocali
udelezenci, so bili blagi do zmerni -
najpogosteje povisana telesna temperatura,
glavobol in/ali boledina na mestu injiciranja.
Manjsi odmerek (5 x 10 virusnih delcev) je
spodbudil zadosten imunski odziv in malenkost
blazje stranske ucinke, zato so ta odmerek tudi
dolocili kot varnega in ucinkovitega. Tretja faza
klinicnih Studij Se poteka — ko bodo znani
rezultati, bomo ve¢ vedeli o dejanski
ucinkovitosti cepiva na dolgi rok in sposobnosti
preprecevanja prenosa okuzbe.



Primerjava vektorskih cepiv

Tabela 2: Primerjava vektorskih cepiv (stanje maja 2021).
AstraZeneca Johnsow & Johnsoniy Sputnik V CanSino
Janssen
Ime Vaxzevria. Covishield COVID-19 Vaccine Sputnik V, Ad5-nCoV,
’ Janssen Gam-COVID-Vac Convidecia
Tip cepiva ChAdOx1-S Ad26.COV2.S Ad26-S in Ad5-S Ad5-S
Nacin vV misico vV misico vV misico vV misico
injiciranja (intramuskularno) (intramuskularno) (intramuskularno) | (intramuskularno)
Red¢enje / / / /
Dve dozi. Prva
Dve dozi, vsaka vseblﬂe .Ad26‘
. . . . . (1 x 10** virusnih .
vsebuje najmanj Ena doza, ki vsebuje delcev), druga pa Ena doza, ki
Doza 2,5 x 108 virusnih 5 x 10" virusnih o P3| \sebuje 5 x 101
Ad5 (1 x 10 virusnih| .
delcev (druga doza po delcev. . virusnih delcev.
12 tednih) delcev). Drugi
) odmerek sledi 21 dni
po prvem.
Zaiiita 15 dni po prejemu 14 dni po prejemu N/A 28 dni po prejemu
drugega odmerka odmerka odmerka
Shranjevanje med 2 °Cin 8 °C (d.o med 2 °Cin 8 °C . -18°C(6 mgsecev) med 2 °C in 8°C
6 mesecev) v temi (6 mesecev) v temi v temi
72 % (ZDA), 66 %
Ucinkovitost 82 % (Latinska Amerika), 91,6 % 65,7 %
57 % (JuZna Afrika)
Starost 18 let in vec
Odobreno v ne (izjema:
EU da da v postopku Madzarska)
L-histidin, L- . . .
histidinijev klorid '2-h|drok5|.prop|I-B- Tris-(hidroksimetil)-
. ciklodekstrin (HBCD), ) .
monohidrat, . . aminometan, natrijev
. . monohidrat citronske .
magnezijev klorid . . klorid, saharoza,
] kisline, klorovodikova . .
Sestava heksahidrat, kislina, polisorbat 80 magnezijev klorid N/A
polisorbat 80 (E433), na, POTIS o heksahidrat,
natrijev klorid, natrijev . ..
etanol, saharoza, hidroksid. trinatriiev dinatrijev EDTA
NaCl, dinatrijev EDTA citrat dihid'rat vodJa 24 dihidrat, polisorbat
dihidrat, voda za o 80, etanol in voda
e injiciranje
injiciranje
26. 2- . .
ChAdOx1-S pridobljen .Ad 6 cov S.v .| pridobivanje v celi¢ni
v celiéni liniji HEK293 | Pridoblien v celicni liniji HEK293 N/A
Opomba J liniji PER.C6 TetR J

potekom bolezni COVID-19.

Dedni material ¢loveka se ne spremeni, nudijo 100-odstotno zascito pred hudim

N/A - ni podatka

=



Inaktivirana cepiva

Inaktivirana cepiva so cepiva, ki vsebujejo onesposobljenega povzrocitelja bolezni. Inaktivacijo
povzrocitelja dosezemo s toplotno ali kemi¢no obdelavo. Zaradi inaktivacije virus izgubi zmozZnost
razmnozevanja in ni sposoben povzrociti okuzbe. TakSna cepiva najveckrat sproZijo le humoralno
imunost (slika 5), ne pa tudi celi¢ne.

Bcelice - }f T-celice
ke
i/ =4 pomagalke
L4 .
~' ar e *  inaktiviran AL T .

s GOER =«  SARS-CoV-2 aktivacija
el AN, B-celic
AN
) MHCII celiéna membrana
|
i G‘}-i-'{f o
3ok
& —‘ &(«ﬁ; J‘a
A ER
fagocitoza / %
L
Sa ¥ St
e C;)}WJ.“ o ﬁ ,\ % o
R - Ve, ;‘{7:%
STy —==
i o_ () ‘_/
o ,k .
v ° } °
citoplazma Jedro

Slika 5: Mehanizem delovanja inaktiviranih cepiv. Antigen predstavitvene celice (APC) v procesu fagocitoze sprejmejo
inaktiviran virus, ki ostane obdan z lipidno membrano. Taki membranski strukturi recemo fagosom. Ta se postopno spreminja
in sprejema druge molekule, med drugim proteine MHC Il in encime, odgovorne za razgradnjo proteinov. Ti encimi razgradijo
virusne proteine do peptidov, ki se nato vezejo na molekule MHC Il in preselijo na celicno membrano. S tem APC na svoji
povrsin predstavijo peptide (antigenske epitope) T-celicam pomagalkam, ki v nadaljevanju sprozijo aktivacijo limfocitov B,
kljuénih za delovanje humoralne komponente imunskega odziva. ER — endoplazemski retikulum



Znacilnosti cepiv proizvajalcev Sinopharm in Sinovac

CoronaVac

Cepivo, ki ga je proti virusu SARS-CoV-2 razvilo
kitajsko  farmacevtsko podjetje  Sinovac
Biotech, se imenuje CoronaVac. Pripravljeno je
na klasi¢en nacin, in sicer gre za inaktivirano
virusno cepivo. Za pripravo cepiva CoronaVac
je bil izbran eden izmed vzorcev SARS-CoV-2 s
Kitajske. Virusne delce so namnozili v ledvi¢nih
celicah afriske zelene opice (celice Vero), nato
pa so jih inaktivirali z B-propiolaktonom. Kot
adjuvant so uporabili aluminijev hidroksid.
Cepivo je treba shranjevati pri 2—8 °C.

Prvo in drugo fazo klini¢nih Studij so izvajali na
zdravih posameznikih, starih med 18 in 59 let,
kasneje tudi na starejSih od 60 let.
Najpogostejsi stranski ucinek je bila bolecina na
mestu vboda, ostale reakcije so bile redkejse in
blage. Jakost imunskega odziva ni kazala
bistvene odvisnosti od doze (3 ug/0,5 mL ali
6 ug/0,5 mL raztopine aluminijevega
hidroksida), ocitna pa je bila odvisnost od
Casovnega razmika med prvim in drugim
cepljenjem. BoljSe rezultate so dosegli, ¢e so
drugi odmerek injicirali po 28 dneh kot po 14
dneh.

Tretja faza klinicnih Studij poteka v sedmih
drzavah. Podatki o ucinkovitosti iz razli¢nih
drZav so zelo razli€ni, kar naj bi bila posledica
prisotnosti razlicnih sevov virusa v razli¢nih
drzavah, nereprezentativnosti nekaterih skupin
prostovoljcev in razlicnih  kriterijev  za
ocenjevanje obolelosti pacientov. Kljub temu
so uporabo cepiva CoronaVac odobrili Zze v 22
neevropskih drzavah, med njimi tudi v Cilu, kjer
so nato opravili Se Studijo na splos$ni populaciji.
Rezultati so pokazali, da je cepivo v primeru
28-dnevnega razmaka med prvim in drugim

odmerkom  67-odstotno  ucinkovito  pri
preprecevanju simptomatskih okuzb,
85-odstotno ucinkovito pri preprecevanju

hospitalizacij, za 89 % se zmanjsa Stevilo

sprejemov v intenzivno nego in za 80 % Stevilo
smrti.

BBIBB-CorV

Cepivo BBIBP-CorV je eno izmed dveh
inaktiviranih cepiv, ki ga je razvilo kitajsko
farmacevtsko podjetje Sinopharm Group.
Pripravljeno je na podoben nacin kot
CoronaVac; izbrani sev iz vzorca pacientke so
namnotili v celicah Vero in v naslednjih korakih
virusne delce inaktivirali ter odstranili mozne
necistoce. Kot adjuvant so tudi v tem primeru
uporabili aluminijev hidroksid.

V  prvi fazi klinicnih testiranj je 192
posameznikov prejelo razlicne koli¢ine cepiva v
razmaku 28 dni. Najpogostejsi stranski uc¢inek
je bila bolec¢ina na mestu vboda, najpogostejsi
sistemski stranski ucinek pa vrocina. Resnih
stranskih ucinkov niso zaznali. Protitelesa so se
pojavila pri vseh posameznikih po 42 dneh.
Vsebnost (titer) protiteles je bila primerljiva pri
osebah, ki so prejele 4 ug ali 8 ug doze cepiva,
pri tistih, ki so prejeli 2 ug cepiva, pa je bila
nizja.

V drugi fazi je sodelovalo 448 prostovoljcev,
starih med 18 in 59 let. Prejeli so en 8 ug
odmerek alidva 4 ug odmerka v razmaku 14, 21
ali 28 dni. Vsi neZeleni stranski ucinki so bili
blagi ali zmerni. Najvel protiteles po 28 dneh
od prejema drugega odmerka so imele osebe,
ki so prejele dva odmerka v razmaku 21 dni.

Tretja faza klini¢nih testiranj poteka skupno v
ZdruZenih arabskih emiratih, Bahrajnu, Egiptu
in Jordaniji. Sinopharm Group je v svoji izjavi
30. decembra 2020 navedel 79-odstotno
ucinkovitost cepiva. Uradnih objav o tretji fazi
klinicnih testiranj v znanstvenih revijah Se ni.
Poleg tega cepivo testirajo tudi v Peruju,
Argentini in Maroku.



Znacilnosti cepiva proizvajalca Bharat Biotech

Covaxin (tudi BBV152) je prvo indijsko cepivo
proti COVID-19, ki ga proizvaja biotehnolosko
podjetje Bharat Biotech. Je inaktivirano cepivo
in temelji na dobro uveljavljeni in preizkuseni
platformi v svetu tehnologije cepiv, saj taksna
cepiva obstajajo Ze desetletja. Inaktivirani
virusi se ne razmnozujejo, zato ne povzrocajo
bolezni, vseeno pa omogocijo, da imunski
sistem sproZi obrambno reakcijo proti okuzbi.

Za izdelavo cepiva so uporabili virusni sev
NIV-2020-770, ki so ga izolirali v Indiji. Viruse so
namnoZili v ledviénih celicah afriSke zelene
opice (Vero CCL-18). Po namnoiZitvi v
bioreaktorju so virusne delce odistili in jih nato
inaktivirali z RB-propiolaktonom, ki se med
drugim najverjetneje veZe na virusno RNA, kar
prepre¢i nadaljnje razmnoZevanje virusa,
hkrati pa proteini ostanejo vecinoma
nespremenjeni.

Za klinicne Studije so pripravili 3 razlicice
cepiva, ki so se razlikovale v koncentraciji
antigena (3 pgin 6 pg) in vrsti adjuvanta (Algel
in Algel-IMDG). Dolocili so, da je cepivo najbolj
stabilno pri temperaturi med 2 in 8 °C. Covaxin
poleg inaktiviranih virusnih delcev SARS-CoV-2
in adjuvantov vsebuje Se konzervans ter pufer,
ki uravhava pH. Cepivo injiciramo
intramuskularno. Ko vstopi v telo, antigen
predstavitvene celice fagocitirajo virusne
delce, nato pa fragmente virusa izpostavijo na
svoji povrsini. T-celice pomagalke nato zaznajo
te fragmente in aktivirajo B-celice, ki nato
proizvedejo protitelesa proti koronavirusu in
predstavljajo zas¢ito pred okuzbo.

Rezultati klini¢nih studij

Faza 1: V prvi fazi kliniénih testiranj je
sodelovalo 375 ljudi, starih med 18 in 55 let.
Cepivo so injicirali v dveh dozah z zamikom 14
dni. Skupaj je samo 15 % ljudi porocalo o
stranskih ucinkih (bole¢ina na mestu vboda,
glavobol in utrujenost). KasnejSe raziskave so
pokazale, da cepivo sprozi humoralno in tudi
celi¢no imunost.

Faza 2: Cepivo so preizkusili na 380 ljudeh,
starih med 12 in 65 let. Drugo dozo so prejeli
28 dni po prvi. Po pricakovanjih so sodelujodi
razvili protitelesa proti SARS-CoV-2. V krvi so
zaznali T-celice pomagalke, specificne za ta
virus. lzkazalo se je, da 6 ul adjuvanta
Algel-IMDG sproZi boljsi imunski odziv, zato so
tega preverijali v tretji fazi klini¢nih studij.

Faza 3: Cepivo BBV152 so v tretji fazi preizkusili
na 25 800 osebah; polovica jih je prejela cepivo,
polovica pa placebo. Sodelujoci so bili stari od
18 do 98 let. Pri vseh testiranih so opravili tri
tipe analiz:

e pojav simptomov, ki so se pojavili po
cepljenju;

e ugotavljanje Stevila simptomatskih in
asimptomatskih okuzb;

e spremljanje razvoja odpornosti proti
koronavirusu.

Za testiranje ucinkovitosti so analizirali odziv
130 ljudi, ki so se minimalno 14 dni po prejemu
druge doze okuzili s SARS-CoV-2. Rezultati so
pokazali, da je u€inkovitost cepiva 81-odstotna.
Covaxin je ucinkovit tudi proti angleskemu
sevu.



Primerjava inaktiviranih cepiv

Tabela 3: Primerjava inaktiviranih cepiv (stanje maja 2021).

Sinopharm Sinovac Biotech Bharat Biotech
Ime BBIBP-CorV CoronaVac Covaxin, BBV152
Tip cepiva inaktivirano
Nacin N
e ee o . v misico (intramuskularno)
injiciranja
Redéenje / / /
Dve dozi, ena doza Dve dozi, ena doza Dve dozi, en doza
vsebuje 4 ug vsebuje 3 ug vsebuje 6 ug
Doza inaktiviranega virusa inaktiviranega virusa inaktiviranega virusa SARS-
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 CoV-2, seva NIV-2020-770
(druga doza po 21 dneh) | (druga doza po 28 dneh) (druga doza po 28 dneh)
Zaiiita N/A 14 dni po prejemu 14 dni po prejemu drugega
drugega odmerka odmerka
Shranjevanje med 2 °Cin 8°C med 2 °Cin8°C med2°Cin8°C
Ucinkovitost 79 % 50 % 81%
Starost 18 let in vec
Odobreno v EU | ne (izjema: MadZarska) ne ne
aluminijev hidroksid, agonist
Sestava aluminijev hidroksid, aluminijev hidroksid, TLR 7/8 (imidazokinolinon),
fosfatni pufer fosfatni pufer 2-fenoksietanol, fosfatni
pufer
Virusne delce so namnozili v
. - . . .v ledvicnih celicah afriske
Virusne delce so namnotzili v ledvi¢nih celicah afriske .
zelene opice (Vero) inaktivirali z B-propiolaktonom zelene opice (Vero CCL-18)
Opomba p prop ) in inaktivirali z

B-propiolaktonom.

Nudijo 100-odstotno zas¢ito pred hudim potekom bolezni COVID-19.

N/A — ni podatka



Cepivaiz delov patogena

V to skupino cepiv uvrséamo cepiva, ki ne vsebujejo celotnega povzrocitelja bolezni, ampak le njegove
dele (npr. proteinska cepiva, peptidna cepiva in virusom podobni delci). Pri rekombinantnih
proteinskih cepivih za sproZitev imunskega odgovora uporabimo virusni protein, ki ga pripravimo s
tehnologijo rekombinantne DNA. Peptidna cepiva vsebujejo manjSe peptide, ki predstavljajo
izpostavljene dele proteina, ki je del virusne ovojnice. Cepiva, ki vsebujejo virusom podobne delce, pa
vsebujejo virusne delce brez genskega materiala. Antigen predstavitvene celice v procesu fagocitoze
sprejmejo virusne delce ali njihove proteinske komponente in jih razgradijo. Iz proteinov tako
nastanejo peptidi, ki jih celice predstavijo na svoji povrsini T-celicam pomagalkam (slika 6).
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Slika 6: Mehanizem delovanja cepiv iz delov patogena. Antigen predstavitvene celice (APC) v procesu
fagocitoze sprejmejo proteine, peptide ali virusom podobne delce. Encimi v fagosomu virusne delce ali
proteinske komponente razgradijo na peptide, ki se vezejo na proteine MHC in prenesejo na celi¢no povrsino.
Tako jih predstavijo T-celicam pomagalkam, ki sproZijo humoralno in celicno komponento imunskega odziva.

ER — endoplazemski retikulum



Znacilnosti cepiva proizvajalca Novavax

Cepivo NVX-CoV2373 proizvaja amerisko
podjetje Novavax. Temelji na nanodelcih z
rekombinantnim proteinom bodice virusa
SARS-CoV-2. V casu pisanja cepivo Se ni
odobreno v Evropi.

Cepivo proizvajalca Novavax vsebuije tri klju¢ne
sestavine: rekombinantni protein bodice,
polisorbat 80 in adjuvant Matrix-M. Cepivo se
lahko hrani pri temperaturi 2-8 °C do
6 mesecev.

Rekombinantni protein bodice

Protein bodice je antigen, ki ga s cepivom
Zelimo predstaviti imunskemu sistemu. S tega
vidika je to cepivo podobno konkurenénim
cepivom, vendar pa je cepivo Novavax eno
redkih, ki uporablja ocis¢en protein
neposredno v cepivu (namesto mMmRNA ali
virusnega vektorja). V protein so uvedli dva
seta mutacij. Najprej so spremenili taréno
zaporedje za cepitev (682-QQAQ-685), kar
onemogoci aktivacijo proteina v nasem telesu,
z naslednjo spremembo (K986P in V987P) pa so
povecali stabilnost proteinske strukture.
Prilagojeni protein je stabilen pri razlicnih
pogojih in je primeren za vzpostavitev imunosti
proti SARS-CoV-2.

Za pridobivanje proteina bodice so izbrali
kulture celic Sf9 ameriske koruzne sovke (vrsta
vesée) Spodoptera frugiperda, saj omogocajo
pridobivanje proteina bodice v velikih kolic¢inah
in s pravilno prostorsko zgradbo. V celice so
vnesli gen za mutiran protein bodice s pomocjo
insektnega virusa. PriSlo je do sinteze
rekombinantnega proteina, ki so ga ocistili in
uporabili za pripravo cepiva.

Polisorbat 80

Polisorbat 80 je neionski detergent, ki se
uporablja v Zivilski industriji, proizvodniji
kozmetike in zdravil. V vodnih raztopinah
polisorbat 80 spontano tvori micele — 10 nm
velike lipidne strukture v obliki valja. V cepivu
Novavax ti miceli sluZijo kot ogrodje, v katerega

se lahko zasidrajo proteini bodice. Tako
nastanejo nanodelci, veliki okoli 30 nm, ki lahko
vsebujejo do 14 proteinov bodice. Ker
nanodelec predstavlja vecjo strukturo kot sam
protein bodice, in navzven celo spominja na
virus, sproZi moc¢nejsi imunski odziv in poveca
uc€inkovitost cepiva.

Matrix-M

Adjuvanti so sestavine cepiva, ki spodbudijo
imunski sistem in povecajo ucinkovitost cepiva.
Cepivu Novavax je dodan adjuvant Matrix-M, ki
je sestavljen iz saponina juznoameriske
drevesne vrste Quillaja saponaria, holesterola
in fosfolipidov. Tvori mehurcke podobne
velikosti kot nanodelci s proteinom bodice.

Klini¢na testiranja cepiva

Prva preizkusanja varnosti in imunogenosti
cepiva Novavax so potekala na misih in
pavijanih. Po prejemu dveh odmerkov cepiva
so zivali proizvedle protitelesa proti proteinu
bodice, ki so bila sposobna nevtralizirati
SARS-CoV-2. Zaradi vezave protiteles na
protein bodice se virus ni mogel vezati na
receptorje na povrsini celic in jih okuZiti. S tem
so raziskovalci potrdili delovanje in varnost
cepiva, s Cimer so presli na klinicna
preizkusanja na ljudeh.

1. faza klini¢nega preizkusanja se je zacela maja
2020 v Avstraliji. Sodelovalo je 131 zdravih
prostovoljcev, starih od 18 do 59 let. Prvi in
drugi odmerek so prejeli 21 dni narazen, pri
c¢emer jih je 83 prejelo cepivo z adjuvantom, 25
brez adjuvanta in 23 placebo. Najpogostejsa
lokalna stranska ucinka sta bila boleCina in
oteklina na mestu vboda, sistemski stranski
ucinki pa utrujenost, glavobol in boledine v
miSicah. Stranski ucinki so bili v glavnem
kratkotrajni in blagi. Cepivo z adjuvantom je
sprozilo moc¢nejsi imunski odziv in spodbudilo
nastanek vecje kolic¢ine protiteles, kot so jih
zaznali v krvi posameznikov, ki so preboleli
COVID-19. Zaznali so tudi mocan odziv T-celic
pomagalk tipa 1.



2. fazo klini¢nega preizkusanja so zaceli avgusta
2020 v ZDA in Avstraliji. Sodelovalo je 1256
prostovoljcev, starih od 18 do 84 let, pri cemer
jih je 45% predstavljajo skupino starejsih
(60—84 let). Sodelujoce so razdelili v 5 skupin,
od tega so 4 prejele razlicne doze cepiva z
adjuvantom, 1 pa placebo. Rezultati 2. faze so
bili v glavnem enaki kot rezultati 1. faze.
Ugotovili so, da je cepivo varno tudi za starejso
populacijo. Stranski ucinki so bili pri starejsih
redkejsi in blazji, imunski odziv na cepivo pa je
bil nekoliko slabsi zaradi staranja imunskega
sistema. Ugotovili so, da je niZja doza cepiva
(5 pg) bolj primerna kot visja (25 ug), saj pri
cepljenih povzro¢i manj stranskih ucinkov,
razvije pa se priblizno enaka koli¢ina protiteles.

3. faza klini¢nega preizkuSanja se je zacela
septembra 2020 v ZdruZzenem kraljestvu.
Sodelovalo je vec kot 15.000 prostovoljcev, od
tega 27% starih nad 65 let. Polovica
sodelujocCih je prejela dva odmerka cepiva,
druga polovica dva odmerka placeba. Rezultati
preizkusanja Se niso objavljeni v obliki

znanstvenega clanka, je pa podjetje Novavax
sporoCilo, da ucinkovitost cepiva proti
originalnemu sevu virusa znasa 96,4 %, proti
britanski razli¢ici pa 86,3 %. Cepivo nudi
100-odstotno zascito pred hudim potekom
bolezni COVID-19.

Ostala klini¢na testiranja

e Rezultati faze 2b iz Juznoafriske republike
so pokazali, da je u€inkovitost cepiva proti
juznoafriski razlicici 55,4 %
(za HIV-negativno populacijo).

e V ZDA in Mehiki poteka 3. faza klinicnega

preizkusanja, v kateri sodeluje okoli
30.000 prostovoljcev  starejsih  od
18 let.

e Februarja 2021 se je v Zdruzenem
kraljestvu zacela raziskava, v kateri so
prostovoljce cepili s kombinacijo razlicnih
cepiv (AstraZeneca, Pfizer, Moderna in
Novavax). Prvi in drugi odmerek sta
predstavljali enako ali pa razlicni cepivi.



Znacilnosti cepiva proizvajalca Vector

Cepivo EpiVacCorona je peptidno cepivo
ruskega raziskovalnega centra Vector (DrZzavno

raziskovalno sredis¢e za virologijo in
biotehnologijo). Temelji na treh kemijsko
sintetiziranih  peptidih, ki  predstavljajo

imunogene dele (epitope) proteina bodice.
Peptidi so kovalentno vezani na proteinski
nosilec, cepivo pa poleg sintetiziranih peptidov
in nosilnega proteina vsebuje Se adjuvant
aluminijev hidroksid.

Izdelava cepiva

Peptide, ki so jih v nadaljevanju sintetizirali, so
izbrali na podlagi znanih podatkov o prostorski
zgradbi in aminokislinskem zaporedju proteina
bodice. Izbrali so tri ustrezne peptide, dolge
med 20 in 31 aminokislinskih ostankov, ki so
podobni epitopom virusnega proteina bodice,
in jih prepoznavajo limfociti B (B-celice).
Izbrane peptide so proizvedli s standardnimi
kemijskimi postopki za sintezo peptidov s trdno
fazo. Tako pripravljene peptide so kovalentno
vezali na proteinski nosilec, ki so ga kot
rekombinantni protein pripravili v
laboratorijskem sevu bakterij Escherichia coli.
Proteinski nosilec je fuzijski protein, sestavljen
iz vezavnega proteina za maltozo (MBP), ki je

bakterijskega  izvora in  proteina N
(nukleokapside) virusa SARS-CoV-2. Za prvim

delom proteina (MBP) je zaporedje 6
histidinov, ki omogoca izolacijo
rekombinantnega proteina z afinitetno

kromatografijo na imobiliziranih nikljevih ionih.

Zaradi vezave na nosilno molekulo so dosegli
povecano stabilnost in imunogenost peptidov,
ki so jo Se dodano povecali z adjuvantom
aluminijevim hidroksidom.

Pripravljeno cepivo vsebuje v eni dozi 260 pg
aktivne ucinkovine, aplicira pa se v dveh dozah,
intramuskularno  z 21- do 28-dnevnim
zamikom. Cepivo shranjujemo v hladilniku
(2-8 °C).

Klini¢ne Studije

1. in 2. kliniéna faza sta potekali do oktobra
2020 v Rusiji. Sodelovalo je 100 prostovoljcev,
starih med 18 in 60 let. V 3. klini¢no fazo je
vkljuc¢enih okoli 3000 ljudi, predvidoma pa naj
bi trajala do avgusta 2021. Cepivo je Ze
odobreno za uporabo v  Rusiji in
Turkmenistanu.



Znacilnosti cepiva proizvajalca VBI Vaccines

Zeljka Eri¢

VBI Vaccines je biofarmacevtsko podjetje, ki je
usmerjeno predvsem v razvoj in proizvodnjo
cepiv, predvsem za preprecevanje in
zdravljenje nalezljivih bolezni. Z inovativnim
pristopom pri pripravi virusom podobnih
delcev (VLP), vkljuéno s tehnologijo VLP z
ovojnico (eVLP), razvija kandidate za cepiva, ki
posnemajo strukturo virusa in tako sprozijo
mocan imunski odziv.

Cepivo VBI-2902a

VBI-2902a je kandidat za cepivo, ki vsebuje VLP
z modificirano predfuzijsko obliko proteina
bodice SARS-CoV-2. VLP so strukturno podobni
virusu SARS-CoV-2, ne vsebujejo pa genskega
materiala, zato se ne morejo razmnozevati in
povzrociti nastanka bolezni COVID-19. Cepivo

je zasnovano tako, da spodbudi nastanek
nevtralizirajocih protiteles proti proteinu
bodice. VBI-2902a se injicira intramuskularno,
vsebuje do 10 pg proteina bodice, kot adjuvant
pa mu je dodan aluminijev fosfat.

Klinicne studije

S klini€nimi Studijami prve in druge faze bodo
ovrednotili varnost, ucinkovitost, doziranje
(5 pg ali 10 pg proteina bodice) ter
imunogenost cepiva VBI-2902a, in sicer v
rezimu enega in dveh odmerkov glede na
placebo (fizioloska raztopina). V klini¢ne Studije
faze 1/2 je vkljutenih 780 zdravih
prostovoljcev, ki so starejsi od 18 let.

Zacletna Studija faze 1/2 VBI-2902a se je zacela
15. marca 2021 in naj bi bila kon¢ana junija
2022.



Primerjava cepiv iz delov patogena

Tabela 4: Primerjava cepiv iz delov patogena (stanje maja 2021).

Lastnost Novavax Vector VBI Vaccines
Ime NVX-CoV2373 EpiVacCorona VBI-2902a
Tip cepiva proteinsko cepivo peptidno cepivo virusom podobni delci
Nacin N
injiciranja v misico (intramuskularno)
Redéenje / / /
Dve d\?sz;,bir']s doza Dve dozi, ena doza vsebuje
Doza 5 g aktivne uJéinkovine 260 pg aktivne ucinkovine N/A
(druga doza po 21 dneh) (druga doza po 21-28 dneh).

Zaséita N/A N/A N/A
Shranjevanje mf:mege':ei) ¢ med 2 °Cin 8 °C med 2 °Cin 8 °C
Ucinkovitost 96,4 % N/A N/A

Starost 18 let in vec 18 let in vec N/A

Odobreno v EU ne ne ne
nosilni fuzijski protein,
sestavljen iz vezavnega
Sestava polisorbat 80, matrix-M protein za maltozo in amoniiev fosfat
(adjuvant) koronavirusnega proteina N, J
aluminijev hidroksid
(adjuvant)
pridobivanje v kulturi celic
vesce Spodoptera klinicne Studije so v teku
Opomba frugiperda (Sf9) kemijska sinteza peptidovs | (prvi podatki bodo na

nudi 100 % zascito pred
hudim potekom bolezni
COVID-19

trdno fazo

voljo predvidoma junija
2022)

N/A — ni podatka



Uporabnost obstojecih cepiv proti novim variantam virusa

SARS-CoV-2

V casu od zacetka razvoja cepiv proti virusu
SARS-CoV-2 se je pojavila mnozica novih
virusnih variant. V prvih mesecih pandemije so
zaznali po eno mutirano varianto mesecno,
kasneje, ko je bilo okuzenih vedno vec ljudi
(izredno pa se je povecalo tudi Stevilo analiz),
pa je bilo opisanih variant vedno vec. Teh je
danes verjetno Ze vel deset tiso¢, a so jih
vecino opatzili le pri posameznih pacientih. Do
mutacij pride v ¢asu, ko se virus v okuzenem
¢loveku razmnoZzuje, in to predvsem zaradi
napak, ki jih encim RNA-polimeraza naredi pri
sintezi nove kopije genoma. Pri pacientih z
dolgotrajno okuzbo se lahko v virusnem
genomu nabere ve¢ mutacij, tudi vec¢ kot 20.

Vsaka mutacija v virusnem genomu ne
predstavlja nujno vecjega tveganja za paciente,
pa tudi za virus vecina mutacij ne predstavlja
nobene prednosti. Ohranijo se in prevladajo le
redke razliice — tiste, ki se Sirijo hitreje —, pri
tem pa ni nujno, da povzrocijo tudi mocnejse
bolezenske  znake. Nekatere razlicice
SARS-CoV-2 so opisane v drugem poglavju.

V Sloveniji smo prvi primer angleske razli¢ice
(B.1.1.7) odkrili januarja, juznoafrisko (B1.351)
konec februarja, brazilski sev (P1 oz. B.1.1.28)
marca, indijskega (B1.617) pa maja 2021. Od
afriskih sevov je bil sicer pri nas najpogostejsi
nigerijski (B1.525), ki smo ga prvi¢ zaznali
januarja 2021. Ze v dobrih dveh mesecih od
prvega pojava v Sloveniji je angleski sev
povsem zasenCil prvotno prevladujoci sev
B1.258.17 in v zacetku maja je bil njegov delez
Ze skoraj 98-odstoten*. V prvih 18 tednih leta
2021 so v Sloveniji zaznali kar 55 razli¢nih
variant virusa SARS-CoV-2.

Z mutacijami v proteinu bodice - proti temu je
usmerjena vecina protiteles, ki se razvijejo po
cepljenju s trenutno odobrenimi cepivi - se
spremeni tudi prostorska zgradba tega
proteina. Protitelesa proti proteinu bodice,
kakrsen je bil prisoten pri zacetni (vuhanski)
razli¢ici SARS-CoV-2, prepoznajo samo po obliki
zelo podobne proteine. Vecinoma mutacije
povzrocijo majhne razlike v obliki proteina (npr.
ko se ena aminokislina zamenja z drugo
podobno aminokislino), lahko pa so razlike tudi
velike, ¢e je zamenjava s strukturno razliéno
aminokislino, predvsem na povrsini proteina,
ali ¢e se zamenja vec aminokislin. Na sreco pa
zelo spremenjena zgradba proteina bodice ne
bi ve¢ omogocala vezave na povrsino tarcnih
celic. Angleski sev ima na primer v proteinu
bodice 7 aminokislin spremenjenih, 3 pa
manjkajo. Kljub tolikim spremembam njegova
celokupna oblika ni bistveno spremenjena in
protitelesa proti vuhanski razlicici Se vedno
dokaj dobro prepoznajo anglesko razlicico.

Glede kompatibilnosti v Sloveniji uporabljanih
cepiv z najpogostejSimi variantami virusa
SARS-CoV-2 je nemogoce podati zanesljive
podatke, ki bi veljali za paciente. Sistematicne
analize Se niso bile objavljene, Stevilni podatki
o ucinkovitosti pa temeljijo na predvidevanjih,
ki upostevajo strukturo mutiranega proteina
bodice, ter na nekaterih biokemijskih poskusih,
ni pa na voljo rezultatov klini¢nih testov.

Za anglesko razli¢ico je znano, da je cepivo
AstraZeneca nekoliko manj ucinkovito kot za
vuhansko razlicico in za njeno evropsko
varianto (z mutacijo D614G, ki je omogocila
bistveno hitrejSe Sirjenje virusa po svetu).
Cepiva proizvajalcev Moderna, Janssen in
Pfizer naj bi dokaj dobro zas(itila pred anglesko
razli¢ico.



JuZnoafriSka razlicica je nekoliko teije
prepoznavna protitelesom, ki nastanejo po
ceplienju z RNA-cepivom Moderna in
DNA-cepivom Janssen, ter bistveno tezje
prepoznavna tistim, ki se razvijejo po cepljenju
z adenovirusnim  cepivom  proizvajalca
AstraZeneca. Preliminarni rezultati s cepivom
proizvajalca Pfizer so dobri. Moderna je Ze
pripravila prilagojeno razliico cepiva proti tej
varianti; trenutno je v 1. fazi klinicnega
testiranja.

Za brazilsko razli¢ico velja podobno kot za
anglesko, da je cepivo AstraZeneca nekoliko
manj ucinkovito, kar velja tudi za Pfizerjevo
cepivo in cepivo proizvajalca Moderna.
Janssenovo cepivo je nekoliko uspesnejse proti
brazilski kot proti juznoafriski razlicici.

Indijska razlicica se odziva na cepivo
proizvajalcev Pfizer in AstraZeneca po dveh
dozah, a nekoliko slab3e kot angleska razlicica.
Ucinkovitost obeh cepiv po eni dozi je bila
dokaj slaba (priblizno 30 %). Tudi Modernino
cepivo naj bi bilo dokaj ucinkovito proti
indijskemu sevu.

Za nigerijsko varianto je zaenkrat Se premalo
podatkov.

Ker se tako proizvajalci cepiv kot epidemiologi
zavedajo, da bo virus SARS-CoV-2 mutiral, vse
dokler bo kroZil med obolelimi, razmisljajo o
razvoju cepiv proti novim oblikam. Zaenkrat Se
ni jasno, ali bi bila za taka prilagojena cepiva
potrebna pred odobritvijo ponovna klini¢na
testiranja oziroma v kak§nem obsegu, saj bi se
cepiva od prvotnih izredno malo razlikovala.
Manj obveznih testiranj bi seveda omogocilo

hitrejSo uporabo in s tem hitrejSo omejitev
Sirjenja.

Proizvajalci Ze pripravljajo prilagojena cepiva za
pozivitvene odmerke (torej v vecini primerov
tretje cepljenje). Za te variante cepiv kaze, da
naj bi bili sposobni pripraviti v vecjih koli¢inah
do jeseni 2021.

* InStitut za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani je
15. 12. 2021 sporocil, da so odkrili prve primere
okuzbe z razli¢ico omikron v vzorcih, odvzetih med
29. novembrom in 5. decembrom. Ta razli¢ica
vsebuje 26 zamenjav aminokislin, 3 delecije in 1
insercijo in velja za najbolj kuzno varianto doslej. S
svojim proteinom bodice se zelo mocno veZe na
receptorski protein, zato bi bilo moZzno, da se bo
virus teZje prebil v notranjost celice in bo zato
morda povzrocil blazji potek bolezni.

Porocilo NLZOH z dne 20.12.2021 pa vkljucuje
podatek o skupaj 143 razli¢icah virusa, ki so jih
zaznali v Sloveniji v tem letu. Do zaklju¢ka redakcije
te brosure so bili zadnji podatki o razSirjenosti
razlicice omikron z dne 22.12.2021, ko je bilo
znanih 28 primerov. Skupaj so v letu 2021 dolocili
zaporedje ve¢ kot 25.000 vzorcem, odvzetim v
Sloveniji, od tega je bilo vec¢ kot 99 % razli¢ice delta.



Opuscena cepiva

V590 - Merck, 1AVI

To cepivo temelji na rekombinantnih
oslabljenih  virusnih  delcih  vezikularnega
stomatitisa (rVSV), ki so jim gen za plascni
glikoprotein zamenjali z genom za protein
bodice virusa SARS-CoV-2. Zaradi te zamenjave
imajo rekombinantni virusni delci podobne
lastnosti vstopa v celice kot sam virus
SARS-CoV-2. V 1. fazi klini¢nih studij so po
intramuskularni aplikaciji cepiva ugotovili, da
se osebe na cepivo dobro odzivajo, vendar
njihov imunski odziv ni tako mocan kot pri
osebah, ki so okuzbo s COVID-19 ze prebolele,
ali bile cepljene z enim izmed registriranih
cepiv.

V591 — Merck, Themis, Institut Pasteur

To cepivo temelji na Ze dobro uveljavljenem
cepivu proti oSpicam. Oslabljenim virusom
oSpic so v genom vstavili gen za protein bodice
virusa SARS-CoV-2. Oslabljeni virusni delci
ospic okuZujejo antigen predstavitvene celice.
Ob razmnoZevanju rekombinantnih virusov se
v okuZenih celicah sintetizira tudi protein
bodice, ki v cepljeni osebi sprozi imunski odziv
proti proteinu bodice virusa SARS-CoV-2.
Cepivo so po 1. fazi klinicnih Studij opustili
zaradi enakih razlogov kot cepivo V590.

UQ-CSL V451 - University of Queensland, CSL
Limited

Cepivo so pripravili s tehnologijo molekulske
objemke. Molekulska objemka je polipeptid, ki
se uporablja za ohranjanje oblike proteinov.
Univerza v Queenslandu je tehnologijo
zasnovala tako, da objemka stabilizira protein

bodice v njegovi predfuzijski konformaciji, torej
v obliki, ki je prisotna v virusnem delcu Se pred
pritrditvijo na receptor tarcne celice. Kot
objemko so uporabili fragmente glikoproteina
41 (gp41), ki je protein virusne ovojnice virusa
HIV. Raziskovalci so poleg objemke cepivu
dodali tudi adjuvant MF59. Junija 2020 so zaceli
s 1. fazo kliniénega testiranja, v kateri je
sodelovalo 216 prostovoljcev. V teku te faze
testiranja so ugotovili, da so udelezenci razvili
protitelesa proti fragmentom gp4l, kar je
povzrocilo lazno pozitivne rezultate presejalnih
testov za HIV. To je bil razlog, da niso
nadaljevali z naslednjo fazo klini¢nih testiranj.

Cepivo Imperial College London

To cepivo temelji na samoojacevalni RNA, ki
zapisuje protein bodice virusa SARS-CoV-2.
Samoojacevalna RNA vsebuje poleg zapisa za
protein, proti kateremu naj bi nastala
protitelesa, $e zapise za Stiri proteinske
molekule, ki se spontano uredijo v aktiven
encim z imenom od RNA odvisna RNA-
polimeraza. Ta encim je sposoben na osnovi
RNA v cepivu sintetizirati v celicah, v katere
RNA vstopi, dodatne kopije RNA. To pomeni, da
bi za cepljenje uporabili bistveno manj RNA,
vendar bi bila ta daljsa zaradi dodanih zapisov
za dele encima.

Glede na Stevilo Ze odobrenih drugih cepiv
proti temu virusu so se odlocili, da z njihovim
ne nadaljujejo klini¢nih testiranj, so pa svoje
raziskave  osredotoCili na  prilagoditev
tehnologije novim razlicicam SARS-CoV-2. Ta
sposobnost bi lahko bila osrednja pri razvoju
cepiv druge generacije proti COVID-19.
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