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KONVALESCENTNA PLAZMA - LEKCIJE NAUCENE 1Z PRIJASNJIH EPIDEMIJA

PREDNOSTI

Klinicki je efikasna. Ali, mora
sadrzavati dostatnu koli¢inu
neutralizirajudih antitijela i
primijeniti se u dovoljno ranoj fazi
hospitalizacije.

Dostupna je ¢im se u
populaciji pojave prvi
preboljeli.

Ne zahtijeva daljni razvoj ili

preradu.

NEDOSTACI

SadrZi i dodatne faktore od kojih su brojni pod sumnjom kao
potencijalno Stetni — protein S-aktiviraju¢e endoproteaze, vezikule sa
virsnom mRNA/tkivnim faktorom, o(2)-antiplazmin, receptori za uPA na povrsini
mijeloidnih stanica, afukozilirani IgG-i, autoantitijela...

Nije standardizirana. Varijabilnost u razini neutralizirajucih antitijela moze
utjecati na njenu ucinkovitost.

MozZe se dati samo u ogranicenom volumenu.

Uslijed transfuzije neutralizirajuc¢a antitijela se razrjeduju do
koncentracije koja ponekad nije dostatna za uspjesan ishod

lijeCenja.

TERAPIJSKIH 1gG-a

ZA PRIPRAVU

PLATFORMA
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IZDVAJANIJE IMUNOGLOBULINA IZ HUMANE PLAZME NA INDUSTRIJSKOJ SKALI

l g G- a

Plasma
Ethyl alcohol 8% pH 7.2
Temperature -3°C *I/2 014
Protein 5.1%

¥ L 4

Supernatant | Fraction|
P (Fibrinogen)

Ethyl alcohol 25% pH 6.9

Temperature =5%C r/2 0.09

Protein 3.0%

12 | 2
Supernatant I1+l1] Fraction I1+11l
Ethyl alcohol 18% pH 5.2 (Immunoglobulins)
Temperature *5°C /2 0.09
Protein 1.6%

1 2 14

Supernatant IV Fraction IV

(a-globulins, a1AT

¥ 1
Supernatant V Fraction V
¥ 1 4
Waste Albumin

TERAPIJSKIH

PRIPRAVU

Z A

PLATFORMA
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IZDVAJANIJE IMUNOGLOBULINA IZ HUMANE PLAZME NA INDUSTRIJSKOJ SKALI

Frozen plasma
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SIGURNOST TERAPIJSKIH IgG-a — IgA i IgM U KONTEKSTU STETNIH NUSPOJAVA

ANAFILAKTICKE
REAKCIJE

> S

VIG IgA DEFICIJENTI RECIPLIENT §
anti-IgA ANTITLJELIMA

<

+IgA

vezanje imunih kompleksa za FcyRIll na makrofagima,
indukcija sinteze faktora aktivacije trombocita u mastocitima,
agregacija trombocita, oslobodanje tromboksana/serotonina
> anafilaksija pracena povedanom permeabilno$¢u endotela i
vazodilatacijom

HEMOLITICKE
REAKCIJE

Activation

1 Capillary
permeability

Vasodilatation

S

(« Endothelial
cell

14
Y
LK.

Endothelial Hypotension
damage Fever and DIC

Hemoglobinemia
Hemoglobinuria
Renal vasoconstriction

Nitric oxide scavenging
Acute tubular necrosis

Renal failure

TERAPIJSKIH 1gaG-a

PRIPRAVU

Z A

PLATFORMA
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OKOSNICA NOVE STRATEGIJE ZA PRIPRAVU TERAPIJSKIH IgG-a

280
5% caprylic
acid @
23°C/1h,
5 3200 x g
140 CRUDE
186G IMMUNOGLOBULIN
FRACTION
RPM =750
] CONTAMINANTS
0 ) 8 ) 16
t/ min
ANTI-SARS-CoV-2 CONVALESCENT PLASMA (STARTING MATERIAL) FRACTIONATED PLASMA
diafiltration on MWCO = 100 kDa
into 20 mM NaAC, pH =5.0
150 186G
2 ]
275
4 3 p)
t/ min
ULTRAPURE 1gG-BASED FINAL BINDING OF IgAAND IgM TO  Ig-ENRICHED SUPERNATANT
PRODUCT COLUMN AND PASSING OF IgG WITHOUT CAPRYLIC ACID

TERAPIJSKIH 1gaG-a

PRIPRAVU

Z A

PLATFORMA
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CISTOCA | PRINOSI

PO PROCESNIM KORACIMA

18G IgA IgM

Share in total proteins [%] 72.5+4.9 9.8+2.6 48+3.2

Caprylic acid
P y . Share in immunoglobulins [%] 83.2+22 11.8+3.3 5.2+34

precipitation

Recovery in relation to CCP [%] 84.6+6.7 774+11.2 426+74

Share in total proteins [%] 79.2+7.6 10.7+3.0 49+35

Share in immunoglobulins [%] 83.6+2.6 129+4.0 48+33
Diafiltration

Recovery in relation to CCP [%] 81.8+8.0 73.8+9.6 40.1+7.5

Recovery in relation to previous step [%] 96.5+3.2 95.9+4.5 83.0+12.1

Share in total proteins (immunoglobulins) [%] 99.2+0.1 0.7+0.1 0.6x103+0.4x103
Flow-through ) )

Recovery in relation to CCP [%] 75.1+1.8 41+15 0.2+0.1
chromatography

Recovery in relation to previous step [%] 93.0+7.1 5.6+2.0 1.0+0.8

TERAPIJSKIH 1gagG-a

PRIPRAVU

Z A

PLATFORMA



REZULTATI

KORAK TALOZENJA KAPRILNOM KISELINOM

Y
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Caprylic acid concentration [%]

Ig yield [%]

TERAPIJSKIH 1gG-a

ZA PRIPRAVU

PLATFORMA



REZULTATI
KORAK TALOZENJA KAPRILNOM KISELINOM

Caprylic acid
precipitation

18G IgA IgM

Share in total proteins [%]
Share in immunoglobulins [%]

Recovery in relation to CCP [%]

280
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< 140+
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T T
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t/ min
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83.2+22 11.8+3.3 52+34
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REZULTATI

KORAK DIJAFILTRACIJE

Share in total proteins [%]

Share in immunoglobulins [%]

Diafiltration
Recovery in relation to CCP [%]
Recovery in relation to previous step [%]
4007 Ig
2 i LMW
E 200 PROTEINS

T T T

0 4 8 12 16

t/ min

Ig-ENRICHED FRACTION

) 95% IgG + IgA + IgM

IgG IgA IgM
79.2+7.6 10.7 £3.0 49+35
83.6+2.6 12.9+4.0 48+33
81.8+8.0 73.8+9.6 40.1+7.5
96.5+3.2 959145 83.0+12.1
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REZULTATI

KROMATOGRAFSKI KORAK

Share in total proteins (immunoglobulins) [%]

Flow-through
Recovery in relation to CCP [%]
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REZULTATI
SVOJSTVA IgG PRODUKTA — NEUTRALIZACIJSKI POTENCIJAL

Neutralization potency y(IgG) IU mgtofIgG

[IU mL?) [mg mL?] content
CCPA 151.8£47.6 (n=5) 9.4 16.2%5.1
PurelgG 1 176.0+44.8 (n=5) 9.5 18.4+4.7
Pure IgG 2 145.8+38.7 (n=5) 9.7 15.0+4.0
Pure IgG 3 153.0£32.6 (n=3) 10.0 15.2%3.3
ccpPB 86.5+13.1(n=12) 8.6 100+15
Pure 1gG 1 36.9£7.6(n=6) 10.7 34107
Pure 1gG 2 32.8+7.8(n=5) 9.3 3.5+0.8
Pure IgG 3 30.4+6.0(n=3) 9.5 3.2+0.6
CCPC 575.9+83.2(n=9) 12.9 44765
PurelgG1 2446+21.1(n=6) 10.6 23.1+2.0
Pure IgG 2 396.8£39.0 (n=5) 10.4 38.2+3.8

g G

TERAPIJSKIH

PRIPRAVU

Z A

ISKORISTENJE PROCESA ODREPENOG I1Z NEUTRALIZACIISKOG
POTENCIJALA U PROSJEKU IZNOSI 51.0 + 16.2% (n = 8).

PLATFORMA



REZULTATI
DOPRINOS IgM-a NEUTRALIZACIJSKOM
PLAZME

Factor of the final
IgM share [%] product's specific activity

ke)
=
decrease 'S
o
CCPA 3.3:08 1.0+0.1 o
£y
ccPB 18.410.8 3.0£0.2 8¢
s 9
= ©
ccPC 6.6%0.6 1.6+0.5 2
=3
c ©
: ©
(o]
—
[o]
9
o
(]
[N

POTENCIJALU KONVALESCENTNE

0 5 10 15 20
1gM [%]

- a

g G

TERAPIJSKIH
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REZULTATI
SVOJSTVA KONACNOG PRODUKTA

OSTVAREN JE PRINOS OD OKO 75% UKUPNIH IgG-a.

SEC- SEC-determined ELISA- ELISA- EDso assay-  Average
determined aggregate content  determined determined determined purification
purity [%] [%] purity [%] yield [%] yield [%] factor

100 0 99.2+0.1 75.1+1.8 51.0+16.2 33

POSTIGNUTA JE NENARUSENA DISTRIBUCIJA 1gG POTKLASA.

1gG1 18G2 IgG3 IgG4

Factor of IgG subclass quantity change in

X N 1.10+£0.05 1.07+0.11 1.05+0.13 1.04+0.11
relation to the amount in CCP

g G

TERAPIJSKIH

PRIPRAVU

Z A

PLATFORMA



REZULTATI
PROVJERA KVALITETE 1gG PRODUKTA MS/MS-om

DOBIVEN JE POTPUNO CISTI 1gG PRIPRAVAK, BEZ TRAGOVA
KONTAMINIRAJUCIH PROTEINA, OSOBITO IZOTIPOVA IgA i IgM,
TE AGREGATA.

pH=3 pH =10
[kDa] T — — -
260
1 1gG HC
110 g
80 - . 18G HC, 1gG LC

60

“ 1gG HC
50 €
40
30
20 . i e 1gG LC
15

10

3.5

- a

g G

TERAPIJSKIH

ZA PRIPRAVU

PLATFORMA



ZAKLJUCAK

POSTOIJI LI POTREBA ZA RAZVIJANJEM | UVODENJEM NOVIH PROIZVODNIH
PRISTUPA?

POSTUPCI NA INDUSTRIJSKOJ SKALI ZA FRAKCIONACIJU TRAZE
VELIKE VOLUMENE ULAZNOG MATERIJALA. KONVALESCENTA PLAZMA
JE RASPOLOZIVA U OGRANICENIM, MANJIM KOLICINIMA, OSOBITO U
POCETNOJ FAZI IZNENADNIH VIRUSNIH EPIDEMIJA KADA JE |
NAJPOTREBNIJA.

ZA TAKVE SITUACIJE SU BOLJI SMALL-SCALE PROCESI:

- USKLADENI SU S TRENDOM PORASTA BROJA PREBOLJELIH | SVE
VECE DOSTUPNOSTI KONVALESCENTNE PLAZME

- PRIKLADNI SU ZA PRERADU MANIJIH SERIJA PRIKUPLJENIH KROZ
KRACI VREMENSKI PERIOD | OD LOKALNIH DAVAOCA, S IgG-IMA
SPECIFICNIMA ZA ONE VIRUSNE VARIJANTE KOJE U DANOM
TRENUTKU CIRKULIRAJU NA ODREDENOM PODRUCIU

TERAPIJSKIH 1gG-a

ZA PRIPRAVU

PLATFORMA
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