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Pasivha imunoterapija
... primjena antitijela specificnih za patogen u profilaksi ili terapiji bolesti koju
uzrokuje taj pathogen; poznata vise od 100 godina (od 1890-ih)

|lzraz SEROTERAPIJA
... bilo kompletni serum, koji sadrzi i antitijela, ili proCiscena antitijela porijeklom
1z seruma

Jedino sredstvo za lijeCenje odredenih infektivnih bolesti prije otkrica/razvoja
antimikrobne terapije u 1940-tima.
Prva sustavno ucinkovita antimikrobna strategija.




5 Nobelovih nagrada podijeljenih za otkrica vezana uz lijecenje infektivnih bolesti
antitijelima:

1901 Emil von Behring i Shibasaburo Kitasato
za otkrice serumske terapije
serum kunica imuniziranih toksinom tetanusa moze sprijeciti tetanus u kunica

1908 Paul Erlich

za uspostavu podrucja humoralne imunosti i koncepata aktivne i pasivne imunizacije; radio
na stvaranju imunosti na toksine u zivotinja

1972 Gerald M Edelman i Rodney R Porter
za otkrica koja su razjasnila kemijsku strukturu antitijela

1984 Georges JF KohleriCesar Milstein
za otkrice principa proizvodnje monoklonskih antitijela

1987 Susumu Tonegawa
za otkrice genetskog principa u podlozi generiranja raznolikosti antitijela




Razvoj
rane 189o-te Uvodenje hibridoma
Otkrice da sulfonamidne tehnologije za 1990-te

specifi¢ni Abs antimikrobne proizvodniju Neuspjeh terapije
mogu zaétititiod || terapije monoklonskih mAb-ima za
bakterija i antitijela (mADb) lijecenje sepse
toksina B-Iaktamski
antibiotici
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1890 -1930 Napustanje Razvoj sredina 1980-ih Palivizumab (RSV)

primjene specificnih mAb na CD3
serumske imunoglobulina uvedenou
terapije klinicku uporabu

Primjena serumske
terapije u lijecenju

mnogih infektivnih
bolesti

Vremenska crta preuzeta iz Casadevall et al. NatRev2oo4




Generalni principi pasivne terapije antitijelima (na osnovu iskustva u njezinoj
stoljece dugoj primjeni u borbi s infektivnim bolestima):

ucinkovitija je u profilaksi nego u lijecenjy;

kad se koristi u lijeCenju, antitijela su najucinkovitija kad su primijenjena
neposredno nakon pojave simptoma

mora se primijeniti dovoljna (visoka) kolicina antitijela.

Farmaceutski oblici u normalnim, redovnim okolnostima:
specificni poliklonski imunoglobulini (procisceni iz krvi cijepljenih davatelja)
monoklonska antitijela (rjede)




Interes za uporabom antitijela u borbi s infektivnim bolestima danas postoji u
sljedecim okolnostima:

Vo

S i ' tpornih na lijekove,

pojava novih mikroorganizama,

relativna neucinkovitost antimikrobnih lijekova u imunokompromitiranih
terapije bazirane na antitijelima su jedini nacin za uspostavu trenutne
imunosti protiv bioloskog oruzja




U vremenima iznenadnih zaraznih bolesti i pandemija (gripa, SARS-CoV-1, MERS, Ebola)

nema dovoljno vremena ili resursa da bi se proizveli imunoglobulinski pripravci

plazma rekonvalescenata je oblik lijeka koji se koristi za pasivnu terapiju Abs-ima
(Bloch et al., 2020).
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Iskustva iz prijasnjih epidemija s drugim koronavirusima (SARS-CoV-1, MERS)
rekonvalescentni serumi sadrze antitijela sposobna neutralizirati relevantni virus

primjena takvih seruma je donijela dobrobit lijeCcenim pacijentima.
Casadevall & Pirofski. JCl 2020;130:1545
Cheng et al. EICMID 2005;24:44

Prve nerandomizirane studije
sigurnost i moguca ucinkovitost CCP tretmana u COVID-19 hospitaliziranih pacijenata.
Duan et al. PNAS 2020;117:9490;
Shen et al. JAMA 2020; 323:1582-9;
Joyner et al. JCI2020;130:4791;
Liu et al. NatMed2020;26;1708)

Terapija serumima punim antitijelima prikupljenim od onih koji su bolest preboljeli je

istrazivana u protekloj godini u cijelom svijetu.
Barreira et al. FrontMed 2021;8:1
Cohn et al. Transfus 2021;61:44
Katz. NEJM 2021;384:666
Libster et al.NEJM 2021,384:610




Terapija plazmom rekonvalescenata se generalno smatra blagotvornom temeljem
mnogobrojnih primjera njene primjene u lijeCenju, kako povijesnih tako i recentnih.

Casadevall & Scharff, CID 1995;21:150
Graham & Ambrosino, CurrOppHIV 2015;10:129

Luke et al. AnnalsintMed 2006;145:599

Definitivan dokaz njene ucinkovitosti dobiven u brizno planiranim randomiziranim
klinickim studijama nedostaje.

Bloch et al. JCl 2020;130:2757

Subbarao et al. EJI 2020;50:1447

Kad su i provodene, obicno nisu uspjele pokazati benefit primjene plazme u odnosu
na placebo.




Razlozi se nalaze u specificnim okolnostima u kojima se CP primjenjuje:

vremenski period CP primjene je kratak (u vrijeme epidemija; dok ne postoje
patogen-specificne terapije i patogen-specificna cjepiva)

patogen je nov i nedovoljno poznat

metode za procjenu sposobnosti plazme da neutralizira virus se tek razvijaju,
nisu standardizirane, jos manje validirane
njihovi rezultati variraju unutar jedne studije,
nisu usporedivi izmedu razlicitih klinickih slucajeva, serija sluCajeva, studija.

CP je kompleksan, nestandardiziran lijek
kolicine neutralizirajucih antitijela,
kolicine nespecificnih imunomodulatora
variraju medu dozama plazme prikupljenim od razlicitih davatelja

Hurt & Wheatley, Viruses 2021;13:1
Joyner et al. NEJM 2021;384:1015




Cilj:

uspostaviti karakterizaciju COVID-19 rekonvalescentne plasme (CCP) na
nacin koji omogucuje

pouzdani probir plazma doza za terapiju

usporedbu hrvatskog s medunarodnim pristupom

u okolnostima kad ne postoje jasne smjernice i metodologija nije dostupna




Strategija:

razvoj testa neutralizacije divljeg tipa SARS-CoV-2

BSL3 patogen

Test neutralizacije redukcijom plakova (PRNT)
(bazira se na tzv. Plaque testu)

Test neutralizacije virusa — ED5o test Nizi biosigurnosni rizik
(baziran na CCID5o testu) Bolja rezolucija




SARS-CoV-2/
Vero E6
stanice

Nema CPE |zraZzen CPE
Glatki, cisti stanicni sloj Manifestiran u obliku rupa, nakupina,
vakuola u stani¢nom sloju




Binarna serija razrjedenja seruma

Faktor razrjedenja - .2 4 8 16 32 128 256 512 1024 2048
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0.39 0.2 0.1 0.05 0.03

Volumen originalnog seruma(pulL/well) 25 125 6.25 3.13 1.56
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Kvantalni testovi

G onrrrssssssssssssessssssssssss)  [|asiCni kvantitativni test
Rezultati na diskontinuiranoj skali

Rezolucija
korak razrjedenja

broj ponavljanja u svakom razrjedenju
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Rezolucija:

EDso
PRNT

Broj replikata po
razrjedenju




U svrhu ponovljivog i pouzdanog testa, uspostavili smo

jedinstvenu laboratorijsku radnu banku Vero E6 stanica (pohrana u tekucem dusiku)

jedinstvenu laboratorijsku banku SARS-CoV-2 (pohranjenu na <-60°C)

jedinstvenu banku anti-SARS-CoV-2 antitijela (kuc¢ni standard) (pohranjen na <-16°C)
| u svakom testu smo kontrolirali:

titar laboratorijske banke virusa
neutralizacijski titar ku¢nog standarda anti-SARS-CoV-2 antitijela




Priprava laboratorijske radne banke SARS-CoV-2 i karakterizacija

Uzorak pacijenta 297/20

!
ﬁ , P1
| Virusna linija: B.1.1.2

@ P2 sekvenca odredena NGSom
(pokrivenost genoma: 99.75 %)

. ,'/f? P3 Pozicija u genomu | Nukleotidna promjena Aminokiselinska

(gen) (P2—Pg5) promjena

4 402

(ORF1ab) C—-Y nema

23 607

) G—R Arg682Arg/Gln

» P5sekvenca odredena NGSom
(pokrivenost genoma: 99.75 %)




Kontrola titra Laboratorijske radne banke SARS-CoV-2
Pad titra tokom pohrane
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Kontrola Vero E6 stanica
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0° 0 .090%0. o .o o "Stanicna starost”
® $5°0 88 °® (3 do 28 subkultivacija nakon odmrzavanja)
y = 0,0057x + 6,2463 ne utjeCe na rezultate titracije.
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y =0,0006x + 3,3269
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Stabilnost anti-SARS-CoV-2 kuc¢nog standarda kroz
6 mjeseci pohrane. Prijelom linije ukazuje na
pocetak uporabe dvostruko vece koncentracije
SARS-CoV-2 virusa u testu (dvaput manje
razrijedenog) zbog pada njegovog titra.

Anti-SARS CoV-2 in-house standard

nominal titar 3,50 £ 0,04 log EDs, mL? (n=14).
Stabilan kroz 6 mjeseci

15t WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 (NIBSC, UK) je
postao dostupan u prolje¢e 2021. s nominalnim neutraliziraju¢im
titrom u iznosu od 1000 IU mL? (4,32 £ 0,11 log ED, mL? (n=11) u
nasem testu)

Kuéni standard je kalibracijom prema medunarodnom dobio
vrijednosti 152 IlU mL*(2,18 log IU mL™)

To je omogucilo preracun svih do tada prikupljenih rezultata u IlU/mL7,
jedinice prvog WHO medunarodnog standarda.




Uloga komplementa u neutralizaciji SARS-CoV-2
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*p<0.0001, N = 69.

ratio native NT : heat inactivated NT
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NT raspon = 4 - 2869 IU mL™* (0.55t0 3.46 log IlU mL™*?)
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median NT =79 IU mL*(1.80 log IlU mL™).
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period between illness and serum collection/ months

Titar neutralizirajucih anti-SARS-CoV-2 antitijela u serumima rekonvalescenata
u odnosu na vremenski razmak izmedu bolesti i prikupljanja seruma
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e NS 0,0023x + 1,9309

v ® Y=-0,0048x+2,2628

y=-0,0058x +2,9623 T

100
time / days

Nagibi pravaca
U rasponu -0.0117 t0 0.0023,

Prosjecno
-0,0042 log IlU mL*/ day
ili

1.4X mjesecno

Trajnost neutralizirajucih anti-SARS-CoV-2 antitijela u 6 rekonvalescenata




SARS-CoV-2 NT u serumima rekonvalescenata u odnosu na tezinu klinicke slike

Kategorije tezine COVID-19 klinicke slike

ASYMPTOMATIC 0 pozitivni PCR test, bez simptoma

8
o

kratkotrajna T do 38.5 C°, anosmia, ageusia,curenje iz

nosa, kasalj

kratkotrajna T to 38.5 °C, uz nekiili sve simptome:
MODERATE glavobolja, mialgia, opca slabost, vrtoglavica i
anosmia, ageusia, runny nose, cough
dugotrajna T preko 38.5 °C, uz vecinu simptoma iz 2,
ukljucujudii pneumoniju in nekim slucajevima;
pacijenti su trazili medicinsku pomog, ali nije bilo
potrebe za hospitalizacijom
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*p<0.002 U usporedbi s ostalim grupama.




Test neutralizacije je zahtjevan za izvodenje

potreban je BSL3 laboratorij

osoblje obuceno (i voljno!) raditi u BSL3 uvjetima

vremenski zahtjevan
nekoliko koraka pipetiranja u 96 bazena, za analizu 1 uzorka

traje 4 dana
analiza svake plocice pod mikroskopom zahtijeva vjestinu i vrijeme

NISKA PROPUSNOST!
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SARS-CoV-2 neutralisation titre / loglU mL"!

VIDAS SARS CoV2 IgG (Biomerieux, France)
mjeri antitijela specificna za “spike” protein
automatizirani Enzyme linked fluorescent
assay

Znacajna korelacija (p < 0,0001)

Pearsons’s r = 0.93 (nN=49)

Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu




y =0,2466e1722x y = 0,6779e13274
R?=0,7636 R?=0,8653
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DiaSorin CoV-2-1gG / AU mL™!

o

2 3 4
NT /log IU mL?

2 3 4
neutralisation titre / log IU mL?

Rekombinantna S1 domena Rekombinantne S1 + S2 domene, CLIA
UHID Osijek, Rijeka

Abbot's anti-SARS CoV's S 1IgG / AU mL™?

y = 6,3742e22122x
R? = 0,8066
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neutralisation titre / log IU mL?

RBD od Sz, CLIA
UHID




Odluka o grani¢noj vrijednosti za primjenu u lijeCenju COVID-19
najnize vrijednosti NT u serumima COVID-19 rekonvalescenata su iznosile 4 U mL™?
standardni volumen jedne doze plazme je 200 mL, antitijela ¢e biti 25 - 30 puta razrijedena
prikupljanje plazme od rekonvalescenata je bilo sporo

plazma se moze donirati samo ABO kompatibilnim pacijentima

35 IU mL? i vise — pogodno za transfuziju,

s preporukom da se za lijeCenje uvijek daje ABO kompatibilna plazma s najvisim titrom u tom trenutku, a
ako se radi o plazmi s nizim titrom, da se daje i po nekoliko doza.

u rujnu 2021 podignuta granica na 170 IU mL!




Provjera u€inkovitosti transfuzijskog postupka plazmama rekonvalescenata primjenjenim sukladno preporukama

® measured NT
® cumulative theoretical NT
+  plasma administration
O theoretical values
—the lowest NT in COVID-19 convalescents
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Rnjak, Ravli¢ et al. Transfus Clin Biol 2021; 28:264 Trajanje CCP terapije /| dani




Trenutni stav o uporabi CCP za terapiju
Prati et al. Blood Transfus 2021; 19:277

2020-2021 ekstenzivno istrazivanje CCP uporabe
7 randomiziranih klinickih studija je ili dovrseno ili su objavljeni privremeni rezultati

Sve ukazuju da primjena CCP ne pokazuje nikakvu prednost u odnosu na placebo u
lijeCenju imunokompetentnih hospitaliziranih pacijenata.

Trenutno nije moguce usporediti kolicine uporabljenih antitijela u tim studijama.

Medutim, jako je puno opisano pojedinacnih slucajeva ili nizova slucajeva u kojima je
CCP s uspjehom koristena u lijecenju imunokompromitiranih pacijenata; rezultati
klinickih studija se oCekuju




CCP terapija u Hrvatskoj

prikupljanje je zapocelo u HZTMu u srpnju 2020.

razvoj testa neutralizacije SARS-CoV-2 zapoceli smo u rujnu 2020.

prva doza primijenjena je za lijeCenje u prosincu 2020.

99% plazmi koristeno je za lijeCenje COVID-19 pacijenata s hematoloskim malignitetima

do rujna 2021 je izdano oko 700 doza plazmi i lijeceno je oko 130 pacijenata




Zakljucci |

Pouzdan i ponovljiv test neutralizacije SARS-CoV-2, kalibriran prema vazecem
medunarodnom standardu je uspostavljen u Hrvatskoj.

omogucio je brzi pocetak CCP terapije u COVID-19 pandemiji u Hrvatskoj

NT u rekonvalescenata korelira s tezinom klinicke slike, postojan je i polagano opada

SARS-CoV-2 —specificna antitijela aktiviraju komplement, najvjerojatnije klasicnim
putem aktivacije




Neutralizirajuca antitijela nakon cijepljenja




Aktivacija komplementa antitijelima
(klasicni put) znacajno je jaca u
rekonvalescenata, nego u cijepljenih
osoba
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preboljeli cijepljeni
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Cijepljeni razviju znatno vise koliCine anti-spike 1gG, no tu koli€inu ne prati i sukladni porast neutralizacijske aktivnosti.
Drugim rijeCima, preboljeli usprkos manjim kolicinama anti-spike 1gG-a imaju podjednako visoku neutralizacijsku
aktivnost, sto ukazuje da su u neutralizaciju uklju¢ena i antitijela drugih specifi¢nosti.




Izmjereno Euroimmunovim testom (anti-S-1gG) i potom preracunato u neutralizacijski titar koriStenjem formule iz 3. slajda.
Longitudinalno pracenje u dobrovoljcima do 6 mjeseci nakon cijepljenja.
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Pfizer

-0,847 £+ 0,005

Moderna

-0,578 £ 0,005
n=15

TRAJNOST ANTITUELA

14

preboljeli

-0,009 £ 0,007

-0,583 £ 0,010
n=5

Jansen

0,246 * 0,008
n=15
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100 150 200 250 300 o

dani nakon zavrsetka cijepljenja




Preboljelii cijepljeni

16 dobrovoljaca
3 s dvije doze, ostali sa jednom




Pfizer Moderna preboljeli + cijepljeni
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Zakljucci

Antitijela inducirana cijepljenjem imaju slabiju moc aktivacije komplementa od onih
koja nastaju preboljenjem.

Test neutralizacije bi mogao sluziti kao indikator kvalitete razvijene imunosti nakon
cijepljenja
Odgovor neutralizirajuc¢im antitijelima na cjepiva Moderne, Pfizera, AZ-a i Jansena

korelirao je s njihovim opisanim ucinkovitostima.

Ovaj test bi mogao biti vrijedno komplementarni alat u procjeni necijeg imunoloskog
odgovora nakon bolesti ili nakon cijepljenja, i mogao bi pomoci koga bi i kada trebalo
ili ne bi trebalo docjepljivati.
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