FRLXXLXRTKLSXRERTKXLXRLRTKLLXRERTKXLRXRLRTKSXRETRX
KRXKLXRARLLRXRLERXKXLXRRRIXLXRERKLXRLARTKXLXXLRX
RESXXBRKELXRLARKXLXRLRTKLXRERTKLXRLRKLXRLTKY
AR KLXRLERTELLXRAERKLERARTK LR LR TKLNRER?
REXEXRLRTKSXRLARTKSXRLARTKLXXARTKXLXXRLERTXLXRLTXY
ARKLXRAERKXLXRLERKLLXERLARKL LT RTKXLXRERKXS XL RX
REKFXRXLERTLXSXRLAERKLXLERRRLRTKXLEXRLERTKLEXRXRLRKXLNRLRTKY

Razvoj novih cepiv na osnovi
DNA in RNA proti virusu SARS-
CoV-2

Prof.dr. Borut Strukelj, mag.farm

Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani
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Preprecevanje nalezljivih bolezni

* Crne koze (smallpox) - 500.000 smrti na leto (Evropa, 18. stoletje)

e Opazanja:
* Posamezniki, ki so preboleli in preZiveli crne koze ob naslednji izpostavitvi ne zbolijo

* Posamezniki, ki zbolijo za boleznijo kravjih koz (Variola vaccinia) so imuni na virus
crnih koz (Poxvirus hominis)
 Edward A. Jenner (“oCe imunologije”): 1798 — uvede pojem

vakcina

» Zvirusom kravjih koz okuzi sina svojega vrtnarja, ki je posledi¢no postal imun na
virus ¢rnih koz

* Prvo uspesno cepivo

n 6. konferenca uéiteljev/-ic naravoslovnih predmetov — NAK 2021
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VRSTE CEPIV:

Ziva oslabljena (atenuirana):
® posebno gojenje (in selekcija)
® gensko spremenjene (delecije virulencnih genov)

“Mrtva” (inaktivirana):
® obdelava s toploto in/ali kemikalijami (formaldehid, 8-propiolakton)

Cepiva iz oCis¢enih delov mikroorganizmov
® povrsinski antigeni (glikoproteini, polisaharidi)
® Toksoidi (inaktivirani bakterijski toksini

Konjugirana cepiva
® povrsinski antigen povezan s proteinskim nosilcem

Rekombinantna cepiva
rekombinantni beljakovinski antigen plus adjuvans
RNA/DNA cepiva-trenutno edina na voljo v EU

.';5'&
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Leto 1972, Jugoslavija: Novi Pazar-Beograd....

T Z M7
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Obvezno cepljenje (vojskal), v 14. dnevih
so precepili vso Jugoslavijo

w

6. konferenca uéiteljev/-ic naravoslovnih predmetov — NAK 2021

REPUBLIKA SLOVENI|A
MINISTRSTVO ZA IZOBRAZEVANJE,

N
e 1ZZIVI AVTENTICNOSTI V NARAVOSLOVNEM IZOBRAZEVANJU Cl : ZNANOST IN SPORT
n

\L
S
L

AR R S


https://www.google.si/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.student.si%2Fizpostavljeno%2Fznanost%2Fbolezni-ki-so-pretresle-svet%2F&psig=AOvVaw28X656wwJwlI4qvXE3IHWH&ust=1613465318701000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCOjKnNTF6-4CFQAAAAAdAAAAABAR

Najbolj izpostavljen antigen pri SARS-CoV-2 je S-protein
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Spike (S) protein

4

\\N ﬂ3§>
SARS-CoV-2

Anti-Spike
Protein
Antibody




Kaj se zgodi po vstopu antigena v organizem?

Innate immune system Adaptive immune system

A
=
J
I~ CTL
J
-~
¢ Y P
ON
Vaccine injection >6< Bl 'f Y
o Plasma cell
>_< 2
J
=
J
- Macrophage Lymph node Memory B- or T-cell
e A Uptake Activation and Presentation Clonal expansion
Y d migration and activation and immunological ;v

’ memory
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Razvojna pot cepiv

-Ne glede na vrsto cepiva, je pot razvoja cepiv natan¢no dolocena po
smernicah ICH, WHO, EMA, FDA). Faze razvoja so:

e[zbira vrste cepiva in optimizacija laboratorijske faze ter kasneje
proizvodnje

* Predklini¢na testiranja, ki zajemajo dolocanje imunogenosti in toksi¢nosti
*Klini¢na testiranja varnosti in u¢inkovitosti (Faze I-III)

* Registracijski postopek

*]zdelava, kontrola kakovosti in spremljanje vseh ucinkov skozi daljse

obdobje
FX P R® o 5 6 .
é YT e 6. konferenca uéiteljev/-ic naravoslovnih predmetov — NAK 2021 0\ /,/\9 i REPUBLIKA SLOVENIJA - uuuuuuuuuuuuu
| v > S, Ropiiie MINISTRSTVO 2A IZOBRAZEVANJE, Sociaim sKiaD
NN 1ZZIVI AVTENTICNOSTI V NARAVOSLOVNEM IZOBRAZEVANJU © it ZHANOST I SPORT e 2l R
RYARTA
- e~



Pridobivanje cepiv

« UCINKOVINA: - antigen (virus, bakterija, rekombinantni protein, DNA, mRNA)

Provide target viruses to vaccine
manufacturers

ldenmy target
influenza
strains

L] Cell culture-based

~ dujuvdrisi — SI1UVI, KI UKIEPIJU TSkl uugOVOr Na vnesen an |g"e'ﬁ'"“
» Al-soli (Al-K-sulfat, Al-hidroksid), skvalen, ...

* konzervansi: 2-fenoksietanol, tiomersal (ga opuscajo, v SLO ga ni)

 stabilizatorji: sladkorji, albumini, Zelatina...

» antioksidanti: askorbinska kislina

» soli: izotoni¢nost, evhidri¢nost

* voda za injekcije

* CEPIVA NE VSEBUIJEJO!
* , nanocipov, rakavih celic,
* reporgramiranih genomskih sistemov

e drog... ¢ 9 )
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Gojenje virusov na oplojenih kokosjih jajcih
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Gojitev virusov v sesalskih celicnih kulturah

(He-La, HEK-293)
-

@ Novartis Vaccines

O e i P S

6. konferenca uéiteljev/-ic naravoslovnih predmetov — NAK 2021

%X Y% : , oe By B momema. EEEED
L 1ZZIVI AVTENTIENOSTI V NARAVOSLOVNEM IZOBRAZEVANIU ZNANOST IN $PORT

o Y en


https://www.google.si/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.dw.com%2Fen%2Fcoronavirus-why-producing-a-vaccine-is-no-smooth-sailing%2Fa-56191240&psig=AOvVaw0lPBf7kpO_Zn2ZiOeF2KeO&ust=1613375907427000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCKi96ND46O4CFQAAAAAdAAAAABAX

Obolevnost in smrtnost zaradi nalezljivih bolezni na letni ravni v ZDA

So cepiva ucinkovita?

Obdobje pred cepljenjem | Obdobje po cepljenju
(1930-1960) (2004-2006)
Bolezen Oboleli Umrli Oboleli Umrli
Davica 21053 1822 0 0
Ospice 530217 440 55 0
Otroska paraliza 16 316 1879 0 0
Oslovski kaselj 200 752 4034 15 632 27
Tetanus 580 472 41 4
Vodene koze 4085 120 105 48 445 19
Hepatitis A 117 333 137 3579 18
(cepivo uvedeno leta 1995)
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So cepiva varna?
Vsa cepiva imajo nezelene ucinke!

* Lokalni (NI NEZELEN UCINEK)

* rdecina, bolecina, oteklina na mestu cepljenja
* Sistemski

* povisana telesna temperatura,

* pojav blage oblike bolezni, sinkopa (omedlevica)
* Alergicne reakcije

 urtikarija, anafilakti¢ni sok (1/1.000.000 cepljenj)

Slovenija (2012)

578.318 odmerkov cepiv — 374 prijav nezelenih ucinkov (0,06%, 1/1500 ljudi)
* Samo lokalni— 99 primerov (26,5%)
» Sistemski (+lokalni) — 275 primerov (73,5%)
» Utrujenost, glavobol, povisana temperatura (211)
* Encefalopatija (1)
* Krci po telesu (9)
» Tezja alergijska reakcija (0)

Amoksicilin: nezeleni ucinki 1/10-100 ljudi!!!
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Razvoj cepiv pri pandemijah
1. Pandemijo razglasi WHO!

2. Ze pred razglasitvijo farmacevtske druibe/konzorciji zatnejo z aktivnostmi
na osnovi izkusenj, kalkulacij in ocene velikosti serij!

3. Farmacevtske druzbe podajo odlocitev (financni vlozek, kapacitete)

4. Druzbe zaprosijo za dodatno financno pomoc in regulatorne oblasti (EMA,
FDA) za skrajSan postopek odobritve (iz 210 dni na 70 dni)

5.V fazi ll ze vkljucijo povecanje zmogljivosti (tudi do 50X) za proizvodnjo

6. Dovoljeno je zdruzevati klini¢ne faze : I/11, 11/IlI

KAJ CE V FAZI I1/1II ZACNE KROZITI RAZLICICA VIRUSA Z
MUTIRANIM ANTIGENOM? (V primeru SARS-CoV-2 verjetno
mutiranim ,,spike® proteinom)? :

e &
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Manufacturing scale-up,

Traditional Paradigm — Small-scale clinical trial material commercial scale,

Multiple Years validation of process
Vi .lD' developmfen.t partner Phase 1 Phase 2a Phase 3
selection, and preclinical trial
A
Go or no-go First trial Efficacy trial Evaluation trial
decision to invest in humans in humans in humans
in candidate
Outbreak Paradigm — Target ID, develop-
Overlapping Phases ment partner
Shorten Development Time selection, and

preclinical trial

Go or no-go Clinical development
decision to invest

in candidate Safety/dose selection  Safety/efficacy

A

First in humans Efficacy trial Regulatory pathway for
(safety) emergency authorization

Manufacturing development, scale-up,
clinical trial material, commercial Large-scale manufacturing
scale, validation of process

Large-scale
manufacturing

Licensure



NOV PRISTOP PRI COVID-19: DNA, RNA cepiva:
Hitrost razvoja

1) Tehnologija se Zze uporablja v veterini (3 cepiva)

2) Tehnologija se razvija od leta 2013 (virus Ebola, Zika), nova
cepiva v onkologiji (glavno delovanje BionTecha)

3) Izjemno veliko strokovnjakov, laboratorijev, pridobljenega
znanja in financnega vlozka je vlozeno v razvoj novih tehnologij

4) Regulatorni pristop FDA, EMA: spremljanje postopka razvoja v
casu faze Il in lll, skrajsanje Casa odlocCive in izdaja omejenega
dovoljenja do konca farmakovigilancne presoje
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Mehanizem delovanja novih DNA in RNA cepiv
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Gensko spremenjene APS z S-protein, virusne Shenzhen Geno-Immune Institute, Fazal/Il
lentivirusnim vektorjem proteaze Kitajska
Gensko spremenjene APS z S--protein, Shenzhen Geno-Immune Institute, Fazal/Il
lentivirusnim vektorjem, i.v. infuzija  poliproteinska proteaza Kitajska
limfocitov T
- Adenovirusni Ad26 vektor, i.m. S-protein JOHNSON&JOHNSON odobren
(z delecijo za podvojevanje) hA- S-protein Univerza Oxford /AstraZeneca odobren
dOox1
Adenovirusni rekombinantni vektor 5 S-protein Gamaleya Institute, Rusija odobren
in 26, i.m.
Gen za S-protein, vnos z S-protein INOVIO Pharmaceuticals Faza ll
elektroporacijo
_ Gen za S-protein, i.m. S-protein AnGes/Univerza Osaka Faza I/l
_ DNA, i.m. S- protein Genexin Inc, Juzna Koreja Faza /Il
_ mRNA, i.m. S-protein Moderna Therapeutics, ZDA odobren
_ mRNA, i.m. 4 virusni antigeni BioNTech, Nemdija / Pfizer, ZDa odobren
_ mRNA, i.m. S-protein CureVac, Nemcija Faza lll
_ mMRNA, i.m. S-protein Imperial College London, Anglija Faza I/Il
Proteinsko cepivo, i.m. S-protein + Matrix Novavax, ZDA Faza lll
adjuvans
Proteinsko trimerno cepivo S-protein, AS03, CpG, + Clover Biopharma/GSK, Avstralija Faza I/ll
Al adjuvans
Inaktiviran virus Celoten virus + Al SinoVac, Kitajska odobren
adjuvans
n e 4 Inaktiviran virus Celoten virus Kitajska akademija medicinskih Faza I/l
NN znanosti
- 9 .'_ Inaktiviran virus Celoten virus Sinopharm, Kitajska odoren
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Sestava mRNA cepiv

IVT mRNA & modifications
nucleoside-modified mMRNA soquonco-ongimmd mRNA
e.g., ¥Ymiy, 5meC e.g., GC motifs,
structural UTR elements
Cap analogs 5'Cap i
0., ARCA, \ . open reading frame
B-S-ARCA _ I"AAAAA
5'UTR 3'UTR
self-amplifying mRNA
Y — S
nonstructural subgenomic g%l."l:?l;{:mwauon.

(replicase)  promotor

Ingredients” included in mRNA COVID-19 vaccines

Description Pfizer-BioNTech Moderna

MRNA Nucleoside-modified mRNA encoding the viral MNucleoside-modified mRNA encoding the viral
spike (S) glycoprotein of SARS-CoV-2 spike (S) glycoprotein of SARS-CoV-2

Lipids 2[(polyethylene glycol)-2000]-N,N- Polyethylene glycol (PEG) 2000 dimyristoyl

ditetradecylacetamide

glycerol (DMG)

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphochaoline

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

Cholesterol

Cholesterol

(4-hydroxybutyl)azanediyl)bis(hexane-6,1-
diyl)bis{2-hexyldecanoate)

SM-102

Salts, sugars, Potassium chloride

Tromethamine

buffers Monobasic potassium phosphate

Tromethamine hydrochloride

Sodium chloride

Dibasic sodium phosphate dihydrate

Acetic acid
Sodium acetate Ropublice
Slovenije

2a dolstve

Sucrose

sucrose

encapsulation of mRNA

within a lipid nanoparticle PV

FA AW VN
PAVAN
mMRNA

“ nanoparticle enters cell

\‘r’ antibodies
\7
)
)
Presence of spike protein

causes immune response leading to
the production of antibodies

A)
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RNA in DNA cepiva

* Indikacija

Zascita pred izbruhom bolezni Covid-19 (idealna), pred hospitalizacijo (osnovna), obi¢ajno 2
odmerka (J&J 1 odmerek)

Katerim skupinam je namenjen?

Vsem nad 16 let (Moderna) 18 let ostali

Ali se lahko cepijo nosecnice, bodoce mamice, otroci ?

Ker kliniCna preskuSanja niso vkljucila nosecnic in otrok pod 16 letom, zaenkrat proizvajalci
odlocitev prepuscajo osebnemu zdravniku. Zaradi velike varnosti RNA cepiv priporoamo
cepljenje nosecnic z RNA cepivi.

Zanositev: 2 meseca po drugem odmerku

Jo ol ols

Ali se lahko cepijo bolniki s kronicnimi vnetnimi boleznimi?
DA (njim ne priporo¢amo konvencionalnih Zivih cepiv)

Ali se lahko cepijo bolniki, zdravljeni z imunosupresivi?

DA, a bo stopnja ucCinkovitosti mogoce nekoliko manjsa

Ali so vektorska cepiva nevarnejsa za Zenske v rodnem obdobju (dolgorocni nezZeljen
ucinek cepiv)? NE (napacno povzemanje in razumevanje ¢lanka iz tuje literature)
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Pojav novih podtipov virusa SARS-CoV-2

Kaj je mutacija:
a) zamenjava ene ali veC AK
b) Delecija ene ali vec¢ AK

c) Tiha mutacija brez sprememb AK
Virusi RNA (gripa, korona) hitreje mutirajo!

Mutacija lahko vpliva na hitrost Sirjenja ali resnost bolezni, lahko oslabi
virus (pandemija izzveni) ali virus ojaca v virulentnosti

Cepiva na osnovi RNA in DNA : razliice ze vsebujejo mutacije S proteina!!
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ZAKLJUCKI

Za vsako ucinkovito in varno cepivo je potrebno strogo nacrtovati, izvesti in
upostevati vse smernice in navodila

* Cepljenje naj bo prostovoljno, po moznosti brezplacno za uporabnika, a z veliko
mero odgovornosti posameznika

* Resni neZeleni ucinki pri cepljenju so zelo redki (1-5/ milijon, povprecno skozi leta in
vse vrste cepiv).

* |Inovativni pristop in izjemno hiter razvoj cepiv proti virusu SARS-CoV-2 s popolnoma
novimi, inovativnimi tehnologijami (vnos genskih konstruktov na osnovi RNA ali DNA)
ne smejo biti vzrok za manjso varnost!

Z novimi pristopi razvijamo univerzalne platforme za hiter, u€inkovit in varen razvoj
cepiv proti drugim, prihajajoCim novih virusnih in baterijskih patogenov.
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