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uvoD

POVZETEK

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

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

ABSTRACT

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

strategies aimed at alleviating covid-19-related cy-

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

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

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

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

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

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

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

MOZNI TERAPEVTSKI
PRISTOPI BLAZENJA
CITOKINSKE NEVIHTE

3.1 ZAVIRALCI KINAZE JAK

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

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

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

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

3.2 ANTAGONISTI IL-6

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

Tocilizumab je humanizirano monoklonsko protitelo ra-
zreda IgG1, primarno indicirano za zdravljienje hudih oblik
aktivnega revmatoidnega artritisa in juveniinega idiopat-
skega artritisa. Veze se na receptor za IL-6 (IL-6R), tako
na njegovo topno kot membransko obliko (obe se pove-
zujeta z membranskim proteinom gp130, ki prevaja signale
v celico), in prepreci njegovo asociacijo z IL-6. Za prepre-
Cevanje sindroma sproS¢anja citokinov pri CAR-T ga odra-
slim bolnikom apliciramo v obliki enourne infuzije v odmerku
8 mg/kg telesne mase, bodisi v obliki monoterapije ali v
kombinaciji s kortikosteroidi. Ce se stanje po prvi infuziji
ne izbolja, lahko zdravilo apliciramo Se do trikrat v razmiku
najmanj 8 ur. Podoben terapevtski rezim (1 do 8 mg/kg z
najvecjim dovolienim odmerkom 800 mg in ponovitev in-

farm vestn 2020; 71

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




BLAZENJE SINDROMA SPROSCANJA CITOKINOV PRI COVID-19

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

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

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

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

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

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

3.3 ANTAGONISTI IL-1

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

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

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

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

(source: clinicaltrials.gov).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

NCT04332913 OpR, P tocilizumab 30 mar. 2021

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a Bolniki z napredovanimi ali metastatskimi raki in covid-19

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

¢ Bolniki z rakom in covid-19

3.4 OSTALE IMUNOMODULATORNE
UCINKOVINE

3.4.1 Azitromicin

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

3.4.2 Hidroksiklorokin in klorokin

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

3.4.3 Zaviralci tirozin kinaz

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

3.4.4 Antagonisti TNFa

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

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

3.4.5 Modulatorji eikozanoidnega odziva

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

SKLEP

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