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Termini chiave nepotenziamentodella malattia®
ADE
Il potenziamento dipendente dall'anticorpo (ADE) puo essere mediato dall'internalizzasbeeellule del
sistema immunitariali uncomplessovirus-anticorpoassociab al recettore Fc dell'anticorpaleterminando
cosi una replicazione virale piu estesa e il rilascio di citochine.

ERD
La malattia respiratoria potenziata (ERID)nanifesta corsintomi clinici pit gravi dopo l'infezione da virus
respiratorio, come il virus respiratorio sinciziale eiius dell'influenza, a causa di precedenti risposte
immunitarie. L'ERD di solitpresenta dzyinfltrazione monocitica peribronchiolareon un eccesso di
eosinofili. L'ERD puo verificarsi durante l'infezione da virus del sierotipo omotipico o eterotipico dopo la
vaccinazione, l'infezione naturale o il trasferimento dell'immunita passiva materna.

VADE

Il potenziamentodella malattia assadata al vaccino (VADE) si sovrappone parziaimenteDEQd ERDD
Contrariamentd- fEROY VADHiguardasolo lareazioneassociata al vaccino e, cosa pit importante, non Si
limita al dannorespiratoro. Ad esempio, l'infezione da virus ddllengue ssierotipo eterotipico pud causare
febbre emorragicala Dengue piu grave negli individui vaccinati. Questo fenomeno é correlAtdRE, ma
non includef ERDIl VADE pud essere attribuito a meccanismi dipendenti dalle cellule T helper di tipo 2 e
anticorpo-dipendenti.

Tutti i virus iniziano l'infezione aderendo alle cellule ospiti attraverso l'interazione tra le proteine virali e le
molecole recettoriali/cerecettorialisulle cellule bersaglio

Come gia approfondito nei documenti precedeniinifiunopatologia COVHD e Complicaoni Polmonari
Immunopatologid la risposta umorale dell'ospite é responsabile della generazione di anticorpi specifici per
le proteine di superficie che inibiscono questa fase del ciclo di infezione, con conseguente neutralizzazione
del virus; tuttavia,n alcuni casi, questi anticorpi possono paradossalmente favorire il processo infettivo
nell'ambito di un fenomeno meglio noto come potenziamento anticedimendente (ADESF.
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Learning from the past: development of safe and effective CQ9liaccines.
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In sintesi, questo meccanismo coinvolge I'endocitosi dei complessi immunitaraviticerpo nelle cellule,
attraverso l'interazione della regione Fc dell'anticorpo con i recettori Fc cellulari (FCR).

[UCO' wL o6/ 5cn0 aiA f SFRINNO2 yY 21yi2ivS NATOH ASy AYUSty GFNESE SC QL 3D
fanno con bassa affinita e sono attiveh immunocomplesst Sebbene I'ADE sia principalmente mediato

dagli anticorpi IgG, anche le IgM insieme al complemento e gli anticorpi IgA sono statitideome capaci
dYSRAKDEB f Q

Il fenomeno dell’ADE € un evento che si verifica per alcuni virus, dove anticorpi preesistenti non neutralizzanti

0 subneutralizzantidelle proteinedi superficie virali che si sono generati durante una preceslerfezione,

possono intensificare il processo infammatorio durante un'infezione secondaria con qualsiasi virus correlato
allantigene originaleT | @2 NBy R2y S f QASY ANBaaz2 ySttl OStftdzZ !l @

Front Immunol. 2021;12:700429. Published 2021 Jun 10. doi:10.3389/fimmu.2022900
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8223875/

Bastug, A., Bodur, H.

SARE0V2 Infection and Antibodypependent Enhancement. In: Nayak, J., Naik, B., Abraham, A. (edskstdndery COVHR9: The Role of
Computational Intelligence.

Studies in Computational Intelligence, (2022) vol 963. Springer, Citignst//doi.org/10.1007/9783-030-747619_5
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-030-7476%9_5

Antoine Danchin OrianePaganiAzizi,GabrielTurinici,GhozlaneY ahiaoui

COVIBL19 adaptive humoral immunity models: weakly neutralizing versus antid@&base enhancement scenarios
medRxiv2020.10.21.20216718toi:https://doi.org/10.1101/2020.10.21.202178.3
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.21.20216713v2.full.pdf
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Front Immunol. 2022 Jan 14;12:808932. doi: 10.3389/fimmu.2021.808932.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7782831/
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Invitro and invivo functions of SARSo\/2 infectionenhancing and neutralizing antibodies.
Cell. 2021 Aug 5;184(16):42@319.e32. doi: 10.1016/j.cell.2021.06.021.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8232969/

Jane M. Orient
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3Cloutier M, Nandi M, Ihsan AU, Chamard HA, llangumaran S, Ramanathan S.

ADE and hyperinflammation in SAB8V2 infectioncomparison with denguaemorrhagic fever and feline infectious peritonitis.
Cytokine. 2020;136:155256. doi:10.1016/j.cyt0.2020.155256

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7439999/

4Kulkarni R.
Antibody-dependent enhancement of viral infections. In: Bramhachari PV Ogdamics of Immune Activation in Viral Diseases. Singapore: Springer
Singapore. (202Q)p. X41. ISBN 9789811510441.

5Wen J, Cheng Y, Ling R, et al.

Antibody-dependent enhanament of coronavirus.

Int J Infect Dis. 2020;100:4&89. doi:10.1016/j.ijid.2020.09.015
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C Mechanism of ADE
Non-neutralizing or low concentration of
neutralizing antibodies (IgG) bind with virus
resultin ADE

Immunopathology ‘

Pro inflammatory cytokine
release

Receptor binding ;
\ motif (RBM) Neutralizing IgG antibodies at optimal
Neutralizing antibody concentration-virus neutralized by the
antibodies
Role of non-neutralizing antibody

Non-neutralizing antibodies do not neutralize

e ; virus but can enhance infection since the

il lication, release
Vitisitryiion S0 2 antibodies can interact with receptor on :
immune cells Release of virus

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7484565/

Ruolo degli anticorpi neutralizzanti e non neutralizzanti nell'infezione virale e meccanismo dellADE nella'$2RS La proteira Spike di SARS
CoV2 silega al recettore dell'enzima di conversione dell'angiotensina 2 (AGiE23la replicazione. ACE2 riconosce il motivo di legame del recettore
sulla proteina spike e lo stesso motivo di legame del recettore (RBM) é riconosciuto dagli arfbg@lpanticorpi neutralizzanti alla concentrazione
ottimale neutralizzano il virus mém gli anticorpi non neutralizzanti possono aumentare l'infeziqapa S O O y A &ADEper iIFSARSE0R2. 1|

complesso virud Y 1A O2NLI2Z o6y Sdzi NI f AT T IydS 2 y2y ySdz2ZiNFfATTFydSo air &3+ | ¢
macrofagi portando all'ingresso del virus senza l'uso del recettore ACE2. Cio porta a una maggiore replicazione ei niassidldegame virus
FyGAO2N1LI2 | CO'w Liz5 | yOKS Ay RdAzZNNB dzy |l N & Ligadietso il rackitBre oIk 3 (WLR3), TERKA | & [ ¢

0 TLR8 attivandpella cellula ospitél rilascb dicitochine proinfiammatorie che portano allimmunopatologia

L'ADE é stato descritto per la prima volta nel 1964 da Hawkes, il quale ha dimostrato unarenadgitivita

in vitro di vari arbovirus come il virus dell'encefalite giapponese, il virus del Nilo occidentale, il virus
dell'encefalite della Murray Valley il virus Getalf

Precedenti reports ipotizzavano gia che anticorpi non neutralizzanti preesistenti fossero responsabili
dell'aumento dell'infezion@nchecon vari virus umani e animali, inclusi il virus dengue (DENV), Zika (ZIKV),
Ebola, dellimmunodeficienza umana ( HIV), il parvovirus della malattia steievdelle Aleutine, il virus
Coxsackie B, dell'anemia infettiva equina, della peritonite infettiva felina, della febbre emordadiea
scimmie dell'artrite delle capre della sindrome respiratoria riproduttiva suina (PRRSV) e della peste suina
africana.’

6 Karthik K, Senthilkumar TM@dhayavel S, Raj GD.

Role of antibodydependent enhancement (ADE) in the virulence of SB&®& and its mitigation strategies for the development of vaccines and
immunotherapies to counter COID.

Hum Vaccin Immunother. 2020;16(12):368860. doi:10.080/21645515.2020.1796425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7484565/

7Khandia R, Munjal A, Dhama K, et al.

Modulation of Dengue/Zika Virus PathogenicityAmntibody-Dependent Enhancement and Strategies to Protect Against Enhancement in Zika Virus
Infection.
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E stato documentato ch@DE si verifica attraverso due meccanismi distinti:
1- mediante un maggiore assorbimento del virus nelle cellule fagocitiche che esprimono il recettore Fc
I YYF LLI o6CO! wL Lanhferiond girdle edd¢lla teplindBoyiel 2 RS f
2- mediante la formazione di immunocomplessi che causano una maggiore infiaomaaei
immunopatologia.
Sebbene questi meccanismi non si escludano a vicenda, la loro classificazione €& stata proposta per
comprendere il processo biologico a livello molecolére.

a
Macrophage-tropic viruses: dengue virus, FIPV

e =

e @ o
' L)
Enhanced viral ropllcaﬁon

Respiratory viruses: RSV, measles

Causes inflammation
and airway obstruction

Front Immunol. 2018;9:597. Published 2018 Apr 23. doi:10.3389/fimmu.2018.00597
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5925603/

8Lee WS, Wheatley AK, Kent SJ, DeKosky BJ.

Antibody-dependent enhancement and SARBV2 vaccines and therapies.
Nat Microbiol. 2020 Oct;5(10):118B.91. doi 10.1038/s4156920-007895.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32908214/

Hussman JP.

Severe Clinical Worsening in CO¥®and Potential Mechanisms of InmuB@hanced Disease.
Front Med (Lausanne2021;8:637642. Published 2021 Jun 22. doi:10.3389/fmed.2021.637642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8258105/

XuL,Ma zZ, Li Y, Pang Z, Xiao S.

Antibody dependent enhancement: Unavoidable problems in vaccine development.
Adv Immunol. 2021;151:9933. doi:10.1016/bs.ai.2021.08.003
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC8438590/
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https://lwww.nature.com/articles/s41564€20-007895

a)Per i virus macrofagd N2 LJA OA O02YS Af @ANHza RSy 3dzS hnduttalzzantiealsadbiud auheyitt dae2idid A y 2 v
virale di monociti 0 macrofagi tramit@ly R2 OAG2aA YSRALFGF RI  CO' wL LB) Peri Grasfesgratofi adh maedidgicS Y I £ |
come RSV e morbillo, gli anticorpi non neutralizzanti possono formare immunocomplessi con antigeninteainaltiei tessuti delle vie aeree, con
conseguente secrezione di citochine pndiammatorie, reclutamento di cellule immunitarie e attivaziahella cascata del complemento@iterno

del tessuto polmonare.@fiammazione che ne deriva pud portare@slruzione delle vie aeree e nei casi piu gravi puo causare la sindrome da
distress respiratorio acuto. Gli studi di immunopatologia C&\@Bao ancora in corso e gli ultimi dati disponibili suggeriscono @ffezione dei

macrofagi umani da SAR®V2 e improduttiva. Le prove esistenti suggeriscono che la formazione di immunocomplessi, la deposizione del
complemento e@ttivazione immunitaridocale presentano i meccanismi ADE piu probabiliimetiunopatologia COVHDO.

ADE tramite uihfezione potenziata

Comegiaaccennato, gli FcBono espressi principalmente dalle cellule immunitarie e sono recgitaria
porzione Fc di un anticorpo.

NellADEmediato daun'infezione potenziata, gli anticorpi non neutralizzanti o-sglitralizzanti si legano
alla superficie viraldormando unimmunocomplessoche viene intenalizzato dalle cellule portatrici del
recettore Fc, inclusi monociti/macrofagi e cellule dendritickel Y R dzOadtiya2ione della cascata del
segnaleper la fagocitosi mediata da‘HR, la quale determina di conseguenzaaumento del carico virale e
della gravita della malattid.

Eimportante sottolineareche lattivazione dei recettori Fc innesoaa cascata del segnatbe indue anche
I'espressione del gene stimolato dall'lFN (18@) potenti effetti antivirali, e virus devonosopprimere
queste risposte antivirali nelle cellule bersaglio affié@ si verifichi 'ADE, con meccanismi che verranno
dettagliati in seguito®

ADE tamite attivazione immunitaria potenziata

Il secondo meccanismo, recentemente descritto e meno studiato, attraverso il quale puo verificarsi I'ADE, é
ben rappresentato dai patogeni che causano infezioni respiratorie. In queste condizioni, le funzitngieffet
degli anticorpi mediate da Fc sono in gratlavviae una forte cascata immunitaria che si traduce in una
grave patologia polmonaré.

Questo meccanismo puo essere indotto anche quando i complessiaitieerpoC1q si legao al recettore
Clgpresente sule cellulee vieneinnescaa la via classica del complemertbe porta all'attivazione di G3

alla successiva endocitost.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8512237/

Fenomeno ADHKa) Il meccanismo convenzionale di infezioneQRSCoV 2 consiste nel legame della sua proteina S al recettore cellulare ACE2.
Dopo l'unione del virus SAIC®V/2 al recettore, si verifica un cambiamento conformazionale nella proteina S necessaria per la fusione dell'involucro
virale con la membrana Belare per la successiva endocitosi. Successivamente -Sé&\RSrilascia il suo materiale genetico nella cellula ospite.
L'RNA del genoma virale viene quindi tradotto in protemeeessarie per il successivo assemblaggio denvinel RE e nel GolgQuest virioni
vengono quindi trasportattraverso le vescicole all'esterno della cellula mediante esocitosi. Il fenomeno ADE puo essere classificato in due diversi
meccanismi: ADE attraverso ud2 (0 Sy 1 A | nf@zioiie?e ABBSHitv@rso w2 (G Sy 1 A I tBvyziore infnSriitdriaib) NellADE a causa

del potenziamentodell'infezione, gli anticorpi di natura non neutralizzante o-selitralizzante causano un'infezione virale attraverso I'endocitosi
YSRALFGF RFE CO! wlL L Hipo diRvilatis b gravé(c) NRRADEBzftraveiSo/1'attivazione immunitaria potenziata, gli anticorpi non
neutralizzanti possono formare immunocomplessi con antigeni virali all'interno dei tessuti delle vie aeree, con conseguezitme di citochine
pro-infammatorie, reclutamento di cellule immunitarie e attivazione della cascata del complemento all'interno del tessuto grelmaBbE,
potenziamento anticorpalipendente; ACE2, enzima di conversione dell'angiotensina 2; CR, recettore del compleiReretc&o endoplasmatico;

9Gan ES, Ting DH, Chan KR.

The mechanistic role of antibodies to dengue virus in protection and disease pathogenesis.
Expert Rev Anti Infect Ther. 2017 Feb;15(2):119. doi 10.1080/14787210.2017.1254550.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/27796143/

0] angerak T, Mumtaz N, Tolk VI, et al.

The possible role of crossactive dengue virus antibodies in Zika vipashogenesis.
PLoS Pathog. 2019;15(4):e1007640. doi:10.1371/journal.ppat.1007640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6472811/

11 ComasGarcia M.

Packaging of Genomic RNAPiositiveSense Singl8tranded RNA Viruses: A Complex Story.
Viruses. 2019;11(3):253. Published 2019 Mar 13. doi:10.3390/v11030253
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6466141/
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CO' wLLIFZ CO ¢ta inkEdioBdiai 2, Mirlewchida; TRF ) fatori regolatori dell'interferone; iNOS, ossido nitrico sintasi inducibile; PGE2,
prostaglandina E2, RNA, acido ribonucleico;-@N&ttore di necrosiumorale.

(a) -CoV- (b) i (c)
SARS Cp V-2 receptor ADE b eqhanced ADE via enhanced immune activation
mediated entry infection
oty CE C3a
A -
SARS-CoV-2 #{ 0 Vi — —
) e ' — N — -
ot ¥ C3convertase C3 hydrolysis
~Y cab c3b
s
g, XF b . /
190, oM 8 «— 5
Cell membrane Cell membrane Cell membrane ﬁ CR ' C3b
ACE2 Fey Fey Endosome T
receptor receptor CR beanng
cell
Endosomal /
lysosomal
uptake pathway? l Increased
complement

activation

. 3 ‘.
: IL-12
TNF-a

I Virus replication Virus replication IFN-y PGE-2 léF
.? X and release and release IFN-a :
q\r. l iNOS
i -
™ Th2 Antiviral

response response response

Increased t Increased
infectivity infectivity

Anche per i coronavirus e virus della famiglia della SARS,YiR2 aA & @Af dzLJJ Q! 593
ALISOATAOA FT2NXIy2 O2YLX Saair AyadloAaAtiar 02y Af @A NHz
immunitarie 2 facilitano l'infezione delle cellule stesse In particolare, & stato dimostrato per SAB®V1

che gli anticorpi della proteina S specifici del virus possono facilitare I'ingresso del virus nelle é&diuieiB

lwasaki A, Yang Y.

The potential danger of suboptimal antibody responses in CQYID
Nat Rev Immunol. 2020;20(6):33491. doi:10.1038/s4157820-0321-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7187142/

B3Tirado SM, Yoon KJ.

Antibody-dependent enhancement of virus infection and disease.
Viral Immunol. 2003;16(1):686. doi: 10.1089/088282403763635465.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/12725690/

Yip MS, Leung NH, Cheung CY, et al.

Antibody-dependent infection of human macrophageg $evere acute respiratory syndrome coronavirus.
Virol J. 2014;11:82. Published 2014 May 6. doi:10.1186/42£23%11-82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4018502/

Li L, Wo,JShao J, et al.

SARSoronavirus replicates in mononuclear cells of peripheral blood (PBMCs) from SARS patients.
J Clin Virol. 2003;28(3):23%4. doi:10.1016/s1386532(03)00195L
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7128964/

Yilla M, Harcourt BH, Hickman CJ, et al.

SARgoronavirus replication in human peripheral monocytes/macrophages.
Virus Res. 2005;107(1):9481.doi:10.1016/j.virusres.2004.09.004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114182/

“4Kam YW, Kien F, Roberts A, et al.

Antibodies against trimeric S glycoprotein protect hamsters against-SAR$8hallenge despite their capacity to mediate Fcganhirad@Rendent
entry into B cells in vitro.

Vaccine. 2007;25(4):72R40. doi:10.1016/j.vaccine.2006.08.011
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macrofagi'®, mentre il SARSov2 pw infettare cellule umane primarie T CD8e altre cellule CD3Zche

includono monaociti, macrofagi, alcuni tipi di cellule B e di cellule dendriti¢he).

Secondo alcuni ricercatori, monociti e macrofagi svolgono un ruolo chiave nel processo infizimaeito

che si verifica in alcuni pazienti COM®'S f I LINB2O0OdzLd T A2y S LISNI At L2
nella patogenesi di COVIID é stata evidenziata in varie ricercie

E plausibile che linizio della replicazione deARSCoV2 nelle cellule immunitarie sia un passo
fondamentale nello sviluppo della malattia e nella sua evoluzione da forma lieve &grave.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7115629/

5Yip MS, Leung HL, Li,Rttheung CY, Dutry I, Li D, Daéron M, Bruzzone R, Peiris JS, Jaume M.
Antibody-dependent enhancement of SARS coronavirus infection and its role in the pathogenesis of SARS.
Hong Kong Med J. 2016 Jun;22(3 Suppl 4125

https://lwww.hkmj.org/system/files/hkn1603sp4p25.pdf

6Banerjee A, Nasir JA, Budylowski P, et al.

Isolation, Sequence, Infectivity, and Replication Kinetics of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.
Emerglnfect Dis. 2020;26(9):2052063. doi:10.3201/eid2609.201495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7454076/

7Pontelli MC, Castro IA, Martins RB, et al.

Infection of human lymphomononuclear cells by SARS?2.
bioRxiv; 2020. DOI: 10.1101/2020.07.28.225912.
https://europepmc.org/article/ppr/ppri93957

Junqueira C, et al

C O-mediated SARS0V2 infection of monocytes activates inflammation.
Nature. 2022 Apr 6. doi: 10.1038/s415882-047024.
https://www.nature.com/articles/s4158822-047024

Sefik E, et al

Inflammasome activation in infected macrophages drives CQ9ljzathology.

bioRxiv [Preprint]. 2022 Apr 1:2021.09.27.461948. doi: 10.1101/2021.09.27.461948. Update in: 2G&ArApr 28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8491846/
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.09.27.461948v2.full.pdf

Junqueira C, Crespo A, Ranjbar S, et al.

SARSCoV\2 infects blood monocytes to activate NLRP3 and AIM2 inflammasomes, pyroptosis and cytokine release.
Preprint.Res Sq. 2021;rs.3:1$3628. Published 2021 Aug 11. doi:10.21203/rsB53628/v1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8366805/

Mallapaty S.

What triggers severe COVID? Infected immune cells hold clues.
Nature. 2022 Apr;604(7905):231. doi: 10.1038/d41-828-00965z.
https://www.nature.com/articles/d41586022-00965z

8Merad M, Martin JC.

Pathological inflammation in patients with COMI® a key role for monocytes and macrophages.

Nat Rev Immunol. 2020 Jun;20(6):3%&2. doi: 10.1038/s41570620-0331-4. Epub 2020 May 6. Erratum in: Nat Rev Immunol. 2020 Jun 2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201395/

9Tetro JA.

Is COVIE19 receiving ADE from other coronaviruses?

Microbes Infect. 2020 Mar;22(2):723. doi: 10.1016/j.micinf.2020.02.006.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7102551/

Iwasaki A, Yang Y.

The potential danger of suboptimal antibody responses in CQ91D

Nat Rev Immunol. 2020 Jun;20(6):3341. doi: 10.1038/s4157020-0321-6.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PNC7187142/

20pontelli MC, et al

SARS0V2 productively infects primary human immune system cells in vitro and in CT\jpatients.
J Mol Cell Biol. 2022 Apr 22:mjac021. doi: 10.1093/jmcb/mjac021.
https://academic.oup.com/jmch/advancarticle/doi/10.1093/jmcb/mjac021/6572370

Nicole Let al

SARS0V2 infection of circulating immune cells is not responsible for virus dissemination in severe-CIpdtiznts
bioRxiv2021.01.19.427282oi: https://doi.org/10.1101/2021.01.19.427282
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L'ADE puo spiegare la disregolazione osservata del sistema immunitario, inclusa l'apoptosi in massa delle
celluleimmunitarie, nonchdo sviluppo &llatempesta di citochine in alcuni pazienti.

La replicazione del SARSv2 nella cellula immunitaria pud essere abortigige senza la produzione di

virioni vitali(in grado di replicarsi?* Iy’ 1j dz§ & (i 2 @eld&bdle & b@sso/ti®Is d Mo produttidelle

cellule immunitarienon € mediata da anticorp quindi non € associata ad ADE, ma dipende dal legame
ACEZ2proteina spike, il quale porta ugualmente alla morte in massa delle cellule immunitarieaatlata
infiammatoria e infine alla tempesta di citochiffe.

IFN-o, IFN-f, TNF, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7799009/

IL-1B, IL-6, IL-10 In questo studio, utilizzando macrofagi derivati da monociti cirgbla
umani (MDM) e cellule dendritiche derivate da monociti (MDDC),
autori hanno dimostrato che SAR®\/2 infettava in maniera abortiva
entrambi i tipi di cellule in maniera AGHBendente. L'infezione
abortiva ha indotto I'espressione di livelli pelevati di citochine e
chemochine (interferone [IFN] = ¢ BBCIES, 110 e CXCLO),
portando alla morte cellulare mediata da IFN di tipo |. Rispetto a-S/
CoV, SARSoV2 ha indotto livelli elevati della maggior parte dell
citochine e delle chemdine e piu morte cellulare. IFNAR: an
alpha/beta interferon receptor antibody

SARS-CoV-2

Caspase-3

L

\( ‘ell death -

Nei monocit o i macrofagi che presentano il recettore Fc (CR3Rvirus internalizzato in un complesso

stabile con gli anticorpi, non pud sfuggire e di solito viene distrutto. L'eliminazione del virus promuove il
recupero dell'ospite, come mostrato sul lato sinisl 2 RSt f I FA 3 dz2NF &S3IdSyiSod Ly
si libera dal complesso meno stabile con l'anticorpo e avvia il ciclo replicativo all'interno della cellula
immunitaria, come mostrato nel lato destro della figdfa.

(\.

https://lwww.biorxiv.org/content/10.1101/2021.01.19.427282v1.full.pdf

Junqueira, C., Cspo, A., Ranjbar, S. et al.

C O-mediated SARS0V2 infection of monocytes activates inflammation.
Nature (2022)https://doi.org/10.1038/s41586022-047024
https://www.nature.com/articles/s4158822-047024

2Boumaza A, Gay L, Mezouar S, Bestion E, Diallo AB, Michel M, Desnues B, Raoult D, La Scola B, Halfon P, Vitte & Jlive D, Meg
Monocytes and macrophages, targets of SAR%2: the clue for Covid9 immunoparalysis.

J Infect Dis. 2021 Jan 25:jiab044. doi: 10.1093/infdis/jiab044.
https://www.ncbi.nIim.nih.gov/pmc/articles/PMC7928817/pdf/jiab044.pdf

22Zheng J, Wang Y, Li K, Meyerholz DK, Allamargot C, Periman S.

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirirsl@ced Immune Activation and Death of Monocfaerived Human Macrophages and Dendritic
Cells.

J Infect Dis. 2021 Mar 3;223(5):7885. doi: 10.1093/infdis/jiaa753.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7799009/

23Zaichuk TA, Nechipurenko YD, Adzhubey AA, Onik&BkE&hereshnev VA, Zainutdinov SS, Kochneva GV, Netesov SV, Matveeva OV.

The Challenges of Vaccine Development against Betacoronaviruses: Antibody Dependent Enhancement and Sendai Virus &aadiessibttor.
Mol Biol. 2020 Sep 4:15. doi: 10.134/S0026893320060151.
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https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7473411/

Schema di potenziamento dell'infezione dipendente da anticorpi (ADE) perCRARSA sinistrg viene mostrato uno scenario della corretta risposta
immunitaria, quando specifici anticorpi neutralizziesfprotettivi contribuiscono all'eliminazione del virus dall'organismo. Secondo questo scenario i

virus vengono fagocitati come complessi antigamticorpo stabili e distrutti dai macrofagi o da altre cellule immunitaBella destrac'@ uno

scenario inmunopatologico che si verifica quando I'antigene del virus cambia e, a causa di questo cambiamento, gli anticorpi Ilg@darpiessi

imperfetti con il virus. Il complesso instabile anticofgo\ NHza & A € S3F £ NB OS G i 2 0ehe aSsgrbitrdalqueReScelllls OSt ¢
Inoltre, all'interno della cellula, il virus lascia I'endosoma, gia privo dell'anticorpo, e inizia il ciclo replicativo.

Nel modello di neutralizzazione "a eventi multipiiytiple-hit hypothesiy, il blocco del virugé correlato al
numero di anticorpi che rivestono il virione, il quale e influenzato dalla concentrazione e dall'affinita
dell'anticorpo.

Per una data concentrazione di anticorpo e uno specifico dominio di legame, la stechiometria del
reclutamento degli aticorpi su un virione dipende dalla forza dell'interazione tra anticorpo e antigene.
Secondo questa teorid, ADE ¢é indotto quando la stechiometria é al di sotto della soglia di neutralizzazione.
Pertanto, gli anticorpi ad affinita piu elevata possonogiaggere la soglia a una concentrazione inferiore e

mediare una risposta protettivanigliore.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7473411/

Nechipurenko YD, Anashkina AA, Matveeva OV.

Change of Antigenic Determinants of SARS®?2 VirusSProtein as a Possible Cause of AntibBdpendent Enhancement of Virus Infection and
Cytokine Storm.

Biophysics (Oxf). 2020;65(4):7889. doi:10.1134/S0006350920040119

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7569100/

24Pjerson TC, Fremont DH, Kuhn RJ, Diamond MS.

Structural insights into the mechanisms of antibedgdiated neutralization of flavivirus infection: implications for vaccine development.
Cell Host Microbe2008;4(3):229238. doi:10.1016/j.chom.2008.08.004

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2678546/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2678546/

Un modello dei requisiti stechiometrici per la neutralizzazione dei flavivirus

La neutralizzazione dell'infezione da flavivirus € un fenomeno a effetto multiplo che richiede I'impegno del virione delpantécorpo con una
stechiometria che supera una soglia (modellata come 30 mAbs sulla base di studi con mAb®WNNSpedfici; linea tratteggita rossa)? Se un
singolo anticorpo pud agganciarsi al virione con una stechiometria sufficiente a superare questa soglia dipende datlgasperaffi antigeni virali

e dal numero totale di epitopi accessibili sul virione mggnostrato schematicamente sull'asse x). Gli epitopi che sono differenzialmente accessibili
sui virioni in funzione dell'entita della maturazione del virione o della dinamica strutturale della particella viraleisgegg alla complessita del
modello(mostrato schematicamente per gli epitopi dipendenti dalla maturazione e quelli che legano le conformazioni selettivanspete). La
neutralizzazione tramite determinanti altamente accessibili puo essere ottenuta impegnandosi in un'occupaziovesnetae bassa, mentre gli
anticorpi che legano determinanti criptici devono legarne una frazione maggiore. Non tutti gli epitopi sembrano esisterengeimedio a livelli
che superano questa soglia. L'impegno del virione con una stechiometria #lodilsquesta soglia pud supportare il potenziamento dell'infezione
dipendente dall'anticorpo.

%Pierson TC, Xu Q, Nelson S, Oliphant T, Nybakken GE, Fremont DH, Diamond MS.

The stoichiometry of antibodynediated neutralization and enhancement of West Nile virus infection.
Cell Host Microbe. 2007 Apr 19;1(2):1485. doi: 10.1016/j.chom.2007.03.002.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2656919/
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ADE mediato da Clq

Nel recente articolo dOkwa S G Multiple ®Routes of Antibodpependent Enhancement of SARS/
Infectior8 adl G2 | LIWINRPF2YyRAG2 Q159 YSRAFG2 RI [/ mljo
In particolare,sono stati testati89 campioni di siero raccolti da pazienti affetti @DVIBL9 acuti e
convalescenti €l 62,9% & risultato positivo per IgG specifiche per SBR& ® [ 4! 59 YSRALF G}
Clqg é stata rilevata nel 50% dei sieri -fgSitivi, mentre la maggior parte di essi ha mostrato attivita
YySdzi Ny t ATTFydS Ay aaSyil RA CcO'w S / mljo

E importante sottolineare che gli anticorpi ADE sono stati trovati nel 41,4% dei pazienti acuti corl@OVID
(mediana6;intervallo interquartile [IQR2,25cd0 I A 2 NY A R2 LJ2 f UIS 3 RANRA REELl & @23 3|
promuovere la replicazione del virus anche nella fase acuta fiefione primaria da SAR®V2, inoltre

I'ADE mediata da C1q tendeva ader® piu prevalentedellADE mediata da AR nei pazienti con sintomi

lievi e moderati, rispetto ai sieri in fase convalescente.

Poiché C1q si lega in modo piu efficiente alle IgM e alle IgG polimerichégdiikpetto agli aticorpi IgG
monomerici%’, si éritenuto che alcuni anticorpi IgM ar8specifici possanoy (i NRA 6 dzZA NB | £ f QI =
della malattiain vivg e inquesto studio, non solo gli anticorpi IgG ma anche IgM sono stabniratiin

alcuni dei pazienti acution COVIELS.

Studi precedenti hanno mostrato che gli epitopi riconosciuti dagli anticorpi ADE erano generalmente distinti
da quelli per gli anticorpi neutralizzaygebbene alcuni anticorpi ADE mostrino attivita neutralizzanteltsd
concentrazionf®.

E interessant@otare che gli anticorpi ADE contro MERSV in grado di riconosceren particolareepitopo

sul sito di legame del recettore S trimeribanno stabilizzato il sito di legame del recettereid hannescato

un cambiamento conformaziotendi MERE 0V She ha portato a una maggiore infezioffe

26 Okuya K, Hattori T, Saito T, Takadate Y, Sasaki M, Furuyama W, Marzi X, Rtimoo S, Hattori T, Takada A.
Multiple Routes of Antibodypependent Enhancement of SAR8V2 Infection.

Microbiol Spectr. 2022 Apr 27;10(2):e0155321. doi: 10.1128/spectrum.02553
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9045191/

27Smith RI, Coloma MJ, Morrison SL.

Addition of a mutailpiece to 1gG results in polymeric antibodies with enhanced effector functions including complemadigted cytolysis by IgG4.
J Immunol. 1995 Mar 1;154(5):2236.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/7868896/

Gadjeva MG, RouseM, Zlatarova AS, Reid KB, Kishore U, Kojouharova MS.
Interaction of human C1q with IgG and IgM: revisited. Biochemistry. 2008 Dec 9;47(49)1020@®i: 10.1021/bi801131h.
https://pubmed.ncbi.Am.nih.gov/19006321/

28 Kuzmina NA, Younan P, Gilchuk P, Santos RI, Flyak Al, llinykh PA, Huang K, Lubaki NM, Ramanathan P, Crowe JE Jr, Bukreyev A.
AntibodyDependent Enhancement of Ebola Virus Infection by Human Antibodies Isolated from Survivors.

CellRep. 2018 Aug 14;24(7):180815.e5. doi: 10.1016/j.celrep.2018.07.035.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6697154/

Yamanaka A, Kotaki T, Konishi E.

A mouse monoclonal antibody against dengue virus type 1 Mochizuki strain targeting envelope protein domain Il and displagingeutralizing
but not enhancing activity.

J Virol. 2013 Dec;87(23):12838. doi: 10.1128/JVI.018713.

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3838163/

Takada A, Ebihara H, Feldmann H, Geisbert TW, Kawaoka Y.

Epitopes required for antibodgependent enhancement of Ebola virus infection.
J Infect Dis. 2007 Nov 15;196 Suppl 2:S38l™oi: 10.1086/520581.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17940970/

Zhou Yet al

Enhancement versus neutralization by SARS?2 antibodies from @onvalescent donor associatesth distinct epitopes on the RBD.
Cell Rep. 2021 Feb 2;34(5):108699. doi: 10.1016/j.celrep.2021.108699.
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7802522/

22Wan Y, Shang J, Sun S, Tai W, Chen J@GeéteL, Chen Y, Wu J, Shi Z, Zhou Y, Du L, Li F.

Molecular Mechanism for Antiboeependent Enhancement of Coronavirus Entry.
J Virol. 2020 Feb 14;94(5):e0201%. doi: 10.1128/JVI.02011B.
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Uno studio piu recente ha dimostrato che alcuni anticorpi che riconoscono il domieioriihale del SARS
CoV2 S inducono un cambiamento conformazionale del dominio di legame del recettoréegzi@mo
l'infettivita virale indipendentemente dalle vie ADE mediate deRFe C1§°

Tuttavia, gli autori ritengono che tali anticorpi ADE non siano prevaleltitnfezione naturale da SAR®V
2in quantonessuno dei sieri testati nello studio aveva aumentato l'infettivita virale in assenzeRleRe1q.

aSt2RAOI 1SN f2 addzRA2 RSEfQl59Y

t SNJ &0 dzRAFNERA UG I5D TIOF wh dzi 2 NR KFyy2 adGFoAtATTIE G2
Vero EGE CO' wLLIO S O2yFSNX¥IF (G2 OKS dzy | yiRGamdd®a ! 59
effettivamente l'infettivita delVSV pseudotipizzatmon glicoproteina EBOV (GP) (MEBOV) in questa linea
cellulare Fig. A.

Allo stesso modo, 'ADE mediato da C1q € stato confermato utilizzando cellule ZGP12/1.1 e cellule Vero E6
LINA @S *RFig. BCQuesto anticorpo non ha mostrato né neutradizione né attivita ADE in assenza di
CO'w PRig.@wmIl o

PGAEATTFYR2 1jdzSadS O2yRATA2YyA RA lylFfAaAxzr 3t A | dzi
OF YLIA2YA RA AASNR NI OO2ft GA LISNJ | dzS aeitdte caniV&BARS ® [ S
Cow2®YAaOStl a2 02y OF YLIA2YA RA AASNR RAfdzAGA Ay &ash
Per il test ADE mediato da C1q, le cellule Vero E6 sono state infettate con il virus mescolato con campioni di
siero diluitiin serie in presenza di C1g.

Come test di controllo ADRegativo (cioe, condizione di neutralizzazione), le cellule Vero E6 sono state
infettate con il virus mescolato con le diluizioni del siero in assenza di C1q.

https://journals.asm.org/doi/10.1128/spectrum.015831

Meccanismi ADE e convalida del test per ADE mediato'@ad-€1q utilizzando VEBOV e un anticorpo monoclonale specifico pelitagroteina

EBOV. | titoli infettivi di VSEBOV mescolati con le concentrazioni indicate di anticorpo monoclonale ZGP12/1.1 sono stati m{gywilirie Vero
E6/F¢Rlla,(B) cellule Vero E6 in presenza di C1l¢Gcellule Vero E6 in assenza di Cllognumero relativo di cellule infette & stato calcolato
impostando il numero di cellule GfpBsitive in assenza dell'anticorpo al 100%. | punti e le barre di errore indicano rispettivamente le medie e le
deviazioni standard dei pozzetti triplicati. | pealli di destra mostrano gli schemi delle rispettive condizioni.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7022351/

OLiu Yetal

An infectivityenhancing site on the SARR®V2 spike protein targeted by antibodies.
Cell. 2021 Jun 24;184(13):343266.e18. doi: 10.1016/j.cell.2021.05.032.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8142859/

31 Takada A, Ebihatd, Feldmann H, Geisbert TW, Kawaoka Y.

Epitopes required for antibodglependent enhancement of Ebola virus infection.
J Infect Dis. 2007 Nov 15;196 Suppl 2: S8l doi: 10.1086/520581.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17940970/

%2Case JB, et al

Neutralizing Antibody and Soluble ACE2 Inhibition of a Replie@tionpetent VSNSARSC 02 and a Clinical Isolate of SABRSV2.
Cell Host Microbe. 2020 Sep 9;28(3)4®85.e5. doi: 10.1016/j.chom.2020.06.021.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/RIC7332453/

Weisblum Y, et al

Escape from neutralizing antibodies by SARS?2 spike protein variants.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7723407/
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Production of Pseudotyped Particles to Study Highly Pathiog&oronaviruses in a Biosafety Level 2 Setting.
J Vis Exp. 2019 Mar 1;(145):10.3791/59010. doi: 10.3791/59010.
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Generation of SARSoV2 Spike Pseudotyped Virus for Viral Entry and Neutralization Assayafe&KLProtocol.
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Precedenti studi su altri virus hanno indicato che I'ADE & spesso osservato a concentrazioni sutzaeitrali

di anticorpi ADE?. | dati suggeriscono che l'attivita neutralizzante & dominante quando i livelli complessivi di
anticorpi specifici per SAR®V2 sono elevati e il rischio di ADE pud comparire in un periodo in cui gli
anticorpi neutralizzanti sono ridotti al di sotto delello di rilevamento.

9Q adl G2 &G dzR Anpassibile casp dzBEE(INZIN gatiedte@mfedibneda variante deBARS
CoM2¥*OKS KI YIYyATSadlri2 dzyQltial OFNAROF @GANIES S dzyl

33Takada A, Kawaoka Y.

Antibody-dependent enhancement of viral infection: molecular mechanisms and in vivo implications.
Rev Med Virol. 2003 Nebvec;13(6):38098. doi: 10.1002/rmv.405.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/14625886/

Yamanaka A, Kotaki T, Konishi E.

A mouse monoclonal antibody against dengue virus type 1 Mochizuki strain targeting envelope protein domain Il and displagingeutralizing
but not enhancing activity.

J Virol. 2013 Dec;87(23):12838. doi: 10.1128/JVI.0187143.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3838163/

3 Tillett RL, et al
Genomic evidence for reinfection with SAB®V2: a case study.

Lancet Infect Dis. 2021 Jan;21(1}5® doi: 10.1016/S1473099(20)30764 .
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/RIC7550103/
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Shbenetali studi suggerisano una correlazione positiva tra la gravita della malattia e la rispostadgG,
suppor della produzone di anticorpi ADE>, si pudanche ipotizzarehe sia semplicemente dovuta alla
RAFTFSNBYIT I ySt U2 ilakictessiiaSispbstimhiuBthskr2agSeredirkttdihente
associata alla presenza di anticorpi ABBtato infattriscontratochele risposte anticorpalprecocielevate

sono correlate con una maggiore gravita della malattia sia per 1& 8&Re per COVHR9 /. Quindi &
importante distinguere tra questi diversi meccanismi di potenziamento della malattia per poter procedere al
trattamento adeguato.

Li et al®® hanno recentemente studiato leuhzioniin vitro e in vivo degli anticorpi che potenziano e
neutraizzano l'infezione da SAIR®V2. In particolare, hanno isolato anticorpi neutralizzaNi\b9 contro

35Gerhards C, Thiaucourt M, Kittel M, Becker C, Ast V, Hetjens M, Neumaier M, Haselmann V.

Longitudinal assessment of ail@ARSCoV 2 antibody dynamics and clinical features following convalescence from a d@\fifaction.
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il dominio di legame del recettore (RBD) o il dominiteNninale (NTD) d&a spike viraleda individui con
SARS-CoV2 acuto o convalescente o una storia di infezione da SARS

Alcuni RBD NAbs hanmadotto il potenziamento dell'infezione virale vitro mediato dal recettore F¢

6CO!' woX YSYGNB OAyljdzS | yiirO2NLIA b ¢ Sentydelinfeyidheni NI £ A |
vitro A Y RALISY RSy (i S i 46l scin®n@infuge cenNdticolRi potenzianti avevano punteggi di
inflammazione polmonare piu elevati rispetto ai contrellina scimmigha presentao edema alveolare ed

elevate citochine inflammatae da lavaggio broncoalveolare.

In sintesi, wnostantel'infezione potenziata da anticormi vitrononsia predittivgper un'infezione potenziata

in vivg nei macachi infuston anticorpi SARE0V2 & stato riscontratoun aumento dell'inflammazione
polmonare a conferma di un meccanismo ADE

ADE non canonico

Recentemente Liu et & hanno scopertoche gli anticorpi contro un sito specifico sull'NTDBtehninal
domain) della proteina spike SARSV2 aumentano direttamente il legame di ACE2 alla proteina spike,
aumentando di conseguenza l'infettivita SARB/2.

Sebbene I'ADE indotto dagli anticogmtenzianti sia relativamente inferiore allADE mediato dal recettore

Fc osservato in altri virus come il virus d€&angue, i recettori Fc non sono coinvolti in questo nuovo tipo di
ADE.

Pertanto, gli anticorpi potenzianti potrebbero essere coinvoéillinfezione da SARS0MV2 per un‘ampia
gamma di cellule che non esprimono i recettori Fc. Cid suggerisce che una maggiore capacita di legame di
ACE?2 alla proteina spike, anche se piccola, svolge un ruolo importante nell'infezione d2082RS

[ Qw. BceptorwA Y RAY 3 52YIFAYy0 RStfl LINR G SAYI aLA1S 8
preferenzialmente alla conformazione aperta dellRBxome si approfondira di seguito, suggerendo un
ruolo vitale nell'infettivita di SARS0oW2 4%,

Utilizzando un anticorpo specifico, gli autori hanno scoperto che gli anticorpi potenzianti inducevano la
conformazione aperta del’lRBD al legame con I'NTD.

E interessante notare che le varianti B.1.1.7 (variante alfa) e B.1.135, che si approfondirbaseziene
dedicata alle varianti, contengono rispettivamente la delezione-YiB9 e la mutazione D215G, molto vicine

al sito di legame dell'anticorpo potenziante. Cid suggerisce che le mutazioni attorno agli epitopi del sito
potenziante sono in grado d@ifluenzare l'infettivita del SARS0V2.

Cell. 2021 Aug 5;184(16):42@219.e32. doi: 10.1016/j.cell.2021.06.021.
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Meccanismo d'azione degli anticorpi airifettivi. Sebbene i frammenti Fab dell'anticorpo che migliora l'infettivita si leghino alla proteina spike come
anticorpi convenzionali, non si osserva alcun effetto di miglioramento dell'imi@ttiD'altra parte, poiché i frammenti F(abf)ostrano un effetto di
potenziamento dell'infettivita, & stata rivelata una funzione completamente nuova. In questo caso, gli NTD reticolaticmpiantucono RBD
aperti mediante I'estrazione, con consemte aumento dell'infettivita (modificato da Liu et al., Cell 2021). NTD, domiteeniNnale; RBD, dominio
dilegame del recettore; ACE2, enzima di conversione dell'angiotensina 2C8¥Rindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2; Ab, antaorp

Mastociti e ADE

I mastociti sono cellule residenti nei tessuti, contenemdiatori in grado di regolare sia la risposta
immunitaria innata che quella adattativa

L'arricchimento dei mastociti nelle interfacce ambientali consente a queste cellule di essere tra le prime a
rispondere durante l'invasione dei patogeni, insieme alle cellule dendritiche e alle cellule epteliali

Inoltre, sono tipicamente situati vied a vasi sanguigni, linfatici e terminazioni nervose, consentendo loro di
avere effetti a lungo raggio sulla risposta dell'ospite ai patodéné quindisono fondamentali per la
sorveglianza immunitaria, provocando una reazione immediata agli ageotjgritinvasori e avviando una
risposta immunitaria innata e adattativa appropridta.
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| mastociti esprimono una vasta gammarelettori disuperficie cellularehe mediano la risposta innata
recettori citosolici che medianie rispost immunitarie appragpriate agli agenti infettivi.

Mast cell populations Mast cell activation
Determined by microenvironmental factors Determined by types and amounts of signals and MC phenotype

Mice

FeeRI Little (‘basal') or no release of mediators

Connective tissue-type MCs

Heparin, histamine (high concentrations) Resting MC
mMCP-6 & mMCP-7 (tryptases), Serosal MC

mMCP-4 & mMCP-5 (chymases). IgE
mMC-carboxypeptidase A (mMC-CPA) ‘Yr Binding of IgE increases the number of
FeeRI on surface; some IgE antibodies

may induce release of
Skin MC cytokines and chemokines
Sensitized MC
Mucosal MCs i
No heparin, histamine (low levels), ntigen ) ’
mMCP-1 & mMCP-2 (chvmases Rapid release of stored mediators and
(chy ) production of lipid mediators; sustained
Mucosal MC production of cytokines, chemokines
and growth factors.
Humans Degranulated MC
Toll ligands

o e

Heparin, tryptase 00 Secretion of cylokines, chemokines and
lipid mediators, but little or no degranulation
Neuropeptides, C3a, C5a,
MC i

venom components, etc.

Tabing: |
Heparin, tryptase

] °
chymase, MC-CPA o 59 * Degranulation with rapid release of
~HOAS stored mediators, but for some agonists,
e less secretion of lipid mediators and
- cytokines than with IgE and antigen
Receptors .

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3412172/

Popolazioni mastocitarie pattern di attivazione funzionale. | mastociti (MC) nei topi o nelluomo possono essere sottoclasaifiiaist(g in
popolazioni definite dalla posizione anatomica e/o dal contenuto del mediatore (come i proteoglicani (eparina verso ocswifili 0 proteasi
(triptasi, chimasi o MCCPA)). Nelle risposte immunitarie {g&sociate ad allergeni o parassiti &lto a destrg, I'attivazione dei mastociti attraverso

tF NBGAO2tITA2yS RSttS L399 f S3t dlSsupediciedudnt idiadtgdni bimBltivalentiiprovobafufakapidlat £ LIS NJ
esocitosi di i granuli citoplasmatici (degranulazione) e la produzione di mediatori lipidici (come leucotrieni e prostekandisecrezione piu
sostenuta di molte citochinehemochine e fattori di crescita. Sebbene molti di questi mediatori abbiano effetti proinfiammatori, altri possono avere
effetti che sopprimono l'infiammazione o promuovono il rimodellamento o la riparazione dei tessuti. Segnali non dipeniteigiEdia basso a

destra) possono suscitare diversi modelli di rilascio del mediatore nelle popolazioni di mastociti che esprimono recettoriappeopali ligandi. |

fattori microambientali possono influenzare il fenotipo dei mastociti che si sviluppamadizioni basali in diversi siti anatomiaiginistrg, comprese

quelle caratteristiche fenotipiche che consentono ai mastociti di rispondere a vari ligandi (come il modello di espressanattdri per quei ligandi)

0 a produrre mediatori diversa(destra). | TLR sono esempi dei numerosi recettori di riconoscimento del pattern espressi da varie popolazioni di
mastociti. MG, mastociti contenenti principalmente triptasi; Mmastociti contenenti sia triptasi che chimasi; C3a e C5a, anafilatossisistéena

del complemento.

Galli SJ, Borregaard N, Wynn TA.

Phenotypic and functional plasticity of cells of innate immunity: macrophages, mast cells anophéatr
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In particolare, i mastociti esprimon@riNB OS G i 2 NA CO Ay O dzsoko afche ingtado diC O w
rispondere attraverso un‘ampia varieta di recettori di riconoscimento del pattern (PRR), inclusi i recettori toll

like (TLR), notike (NLR), del gene 1 inducildill'acido retinoico (RLR),i éecettori della lectina di tipo C

(CIR), ciascuno dei quali svolge un ruolo essenziale nell'immunita innkeando modelli molecolari
conservati espressi dai patogéhi

I mastociti possono anche essere attivattraversoil reclutamentodei recettori del complementé, CD48

49 e integrine . Infine, possono rispondere ai patogeni indirettamente attraverso la via di segnalazione

R SIf-33%
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Pertanto, i mastociti sono in grado di rispondere a un'ampia gamma di stimoli dedviatiotti da agenti
patogenj manon rispondonon modo uniforme a tutti gli stimof?.

Ad esempio, la segnalazione attraverd.R4 porta a una forte risposta grdiammatoria delle citochine,
ma limitata degranulazione dei mastociti.

Al contrario, la segnalazione attravers®LR2 induce sia un#posta infiammatoria delle citochine che la
degranulazione dei mastoctfi.

L'attivazione dei mastociti & quindi ung@atore importante peruna rispostammunitaria appropriata,e
I'attivazione aberrante o prolungataup provocareimmunopatologia tissutalé, come avviene nelle
O2YLX AO0FT A2y A RSt tQaw ¢ feflelsdgaele PoODDF I Rl { ! w{
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I mastociti hanno due fasi distinte di attivaziotedegranulazione immediata, con conseguente rilascio di
mediatori presintetizzati, ela secrezione ritardata di mediatori secondari sintetizzatinovo

La secrezione ritardata di molecole effettrici seconddeenovopuo essere ulteriormente suddivisa in due
classi:

1 prostaglandine ed eicosanoidiasciati entro pochi minuti dall'attivazione,

1 citochine, chemochine e fattori di crescita che vengono rilasciati entro poche ore dall'attivazione.

Insieme, questesecrezionidei mastociti possono aumentare la permeabilita delle cellule epiteliali ed
endoteliali e lo stato di attivazione, che insieme alle molecole chemiotattiche, provocano un aumento del
reclutamento delle cellule infammatorie nei tessuti infetti

e Degranulation (seconds) Attivazione dei mastociti in risposta all'infezione
£ EK Histamine virale.
Ve TNF-o. | mastociti sono classicamente noti per la lor

risposta al crostinking polivalente delle IgE ne
Tryptase and chymase NEOSGG2NE CO wms OKS
Amines protettiva contro linfezione da elminti e
patologicanente  associato alla malattia

allergica.
Eicosanoids (minutes) Tuttavia, i mastociti sono anche important
Leukotri cellule sentinella dei tessuti per avviare |
euko ”ene§ risposta inflammatoria ai patogeni. | mastoci
Prostaglandins possono riconoscere e rispondere ai virt
attraverso vari recettori diversQuesti recettori
includono la segnalazione TLR, come

Cytokines, chemokines, and rilevamento TLR3 di dsRNA, il legame de
growth factors (hours) sfingosinal-fosfato (S1P) al suo recettore S1F

FceRI M TR

) e il riconoscimento RKG di VRNA senza
IL-33 TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6 cappuccio. Il coinvolgimento di questi recettol
IL-13, IL-17, VEGF provoca l'attivaziae dei mastociti che porta alla

degranulazione immediata, alla sintesi de no\
di eicosanoidi entro pochi minuti dall'attivazione
e alla sintesi de novo di numerose citochin
chemochine e fattori di crescita entro poche or
dall'attivazione.
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ADE e sindrome infiammatoria multisistemica

[ QF GGA DT A 2nyefiatad8ghi anVebrpiplicepeeaetitdrsi in seguito a varie infezioni e vac@jeid

e stata studiata con maggior attenzione quale meccanismo immunopatologico per laC\Mg8@rome
infiammatoria multisistemica nel bambin@) MISGA6 & A Y RNRYS AY TFAL YYIF G2 NR I Ydz
come complicazione della COVID®8 e dei vaccinianti SARE0wv2>° .
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In particolare, 1aMISC sembra essere una sindrome clinica che condivide aspetti con altre condizioni
inflammatorig in cui graadi quantita di citochine causano la disfunzione di diversi organi, tra cui la malattia
di Kawasaki, la sepsi, la sindrome da attivazione dei macrofagi e I'HLH secdfdario.

La sua azione sul letto vascolare & molto importairtequanto causaipotensione e fuoriuscita di liquidi e
cellule del sistema immunitario nel polmone, nel cuore e in altri orgfani.

Degno di nota € il coinvolgimento cardiamon disfunzione miocardica, pericardite, disfunzione valvolare o
anomalie coronariché.
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Symptoms of MIS-C Complications of MIS-C

« Fever e Myocarditis

e Headache or mental status change e Coronary artery aneurysm

« Conjunctivitis « Hypotension and hypoperfusion

e Oral mucosa changes « Serositis

« Sore throat e Acute respiratory distress syndrome and respiratory failure
« Cough « Acute kidney injury

e Abdominal pain e Hepatic failure

« Vomiting or diarrhea
« Rash
e Lymphadenitis

« Swollen extremities

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8445772/

Un modello proposto per spiegare la sindrome inflammatoria multisistemica nei bambini in neonati con
anticorpi materni contral SARSC0V2 prevede l'attivazione e la degranulazione dei mastociti mediante gli
anticorpi contro il SARSovH f S3F G A | f,coNEr@nentcaddiBrellGOstaminid.

Il legame della proteina del nucleocapside del SBR& al promotore PTG®otrebbe indurre il rilascio
della prostaglandina ;EPGE) dai mastociti iperattivi come meccanismo alternativo che porta all'aumento
dei livelli di istamina nei bambini piti grandi e negli adéti.
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Mast cells activated by SARS\2 release histamine which increasesdlllevels causing cytokine storm and inflammatory reaction in CQ¥.1D
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https://www.researchgate.net/publication/344315820_Mast_cells_activated_by_SB&RE_release_htamine_which_increases -IL
1 levels_causing_cytokine_storm_and_inflammatory_reaction_in_GQO%¥1D

Siritiene che i livelli aumentati di istamina impediscano il flusso sanguigno attraverso i capillari cardiaci per
costrizione dei periciti, con un aumentatscehio di patologia cardiaca a causa della morte cellulare per
anossia e aneurismi delle arterie coronaiieconseguenza dell'aumento della pressione sanguigna.

J Biol Regul Homeost Agents. 2020-Gep;34(5):1629.632. doi: 10.23812/2QEDIT.
https://www.researchgate.net/publication/344315820_Mast_cells_activated S%RE0V2_release_histamine_which_increases_IL
1_levels_causing_cytokine_storm_and_inflammatory_reaction_in_GQ@¥ID
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Kawasaki disease, multisystem inflammatory syndrome in children: antipddged mast cell activation hypothesis.
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https://www.pediatricsresearchjournal.com/articles/kawasakiseasemultisysteminflammatorysyndromein-children-antibody-inducedmast
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FremontSmith M, Gherlone N, Smith N, Tisdall P, Ricke DO.

Models for COVH29 Early Cardiac Pathology Following SBR® Infection.
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La comprensione della struttura degli epitajgl SAR$C0V2, in particolare all'interno ellaspike hafornito

le informazioni essenziali per lo sviluppo di vaccini dogrebbero favorirela produzione di anticorpi
neutralizzanti piuttosto che anticorghe potrebbero esacerbare la gravita dell'infezimos ADE 5

In generale, € noto che i virus a RNA sono altamente suscettibili alle mutazioni casuali a causa della mancanza
di attivita di correzione dlle bozze esonucleasiche delle RNA polimerasi-&péndenti (RARp) codificate

dal virus " con alcune eccezioni comélidoviralega cui appartiene il genere Coronavirus ).

Per iISAREC0V, € stata descritta un'attivita esonucleasica con funzione di correzedleebdzze per nspl4
(ExoN) e unaroteina nsp14 omolaog chesi trova anche nel SAR®\2. %

L'alto tasso di errore e la successiva rapida evoluzione delle popolazioni di virus, che potrebbero portare
all'accumulo di mutazioni di amminoacidi, potrebbero influenzare la trasmissibilitéirdel il suo trofismo
cellulare eanchela sua patogenicitZ£® Come si approfondira nel capitolo dedicato alle varianti vaecino
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Science. 2020;370(6520):eabd4250. doi:10.1126/science.abd4250
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7857405/

87Chen J, Wang R, Wang M, Wei GW.

Mutations Strengthened SARDV2 Infectivity.
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resistenti, la rapida selezione di mutanti indotta dalla vaccinazione puo comportare un aumento del rischio
diADE perivagcy G A OKS O2y N} 332y 2 &dz00SaaArdkYSyidiS f QAy’
[ Q! 59 NJ LILEBién& ainetsa particblarmente geae potenzialmente fatale ancora in corso di

F LILINRE F2YRAYSY (2 LIENR ¢iQuoiwac8l, menifcé® st&rd ampidmente studiatnel
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il virus sinciziale respiratorid, il morbillo”®, nonché per infezioni batterich.

Table 1 Key characteristics of antibody-dependent enhancement (ADE) infected by different viruses.

Virus

Main Host

Clinical manifestations
of ADE

Enhancing
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Impact of vaccine

Types of ADE epitopes location application

Vaccine raises the risk of
ADE for DENV

Humans, 1.FcR mediated 1. Increased
Primate,Aedes virus-antibody immune susceptibility to other

Dengue virus ptM protein, E

protein DII-FL

complexes infect
monocytes,
macrophages, and
dendritic cells
2.Through FcR,
LILR-B1 regulates the
host’s antiviral response,

serotypes region
2. Increased viral

infection and association

with severe dengue

fever (DHF/DSS)

3. Infants born to

dengue

infection.Sero-negative
dengue vaccinators are
at increased risk of
severe dengue, and
‘WHO recommends
vaccination only for
sero-positive dengue

fever-immunized
mothers, serious diseases
that may be infected
when maternal
antibodies are reduced

inhibits the innate
response mediated by
the TLR signaling
pathway, disrupts the
RIG-I/MDA-5 signal
cascade, and induces
IL-10 production

SRAS-CoV Rhinolophus  FcR-ADE (mainly May be related to severe Spike protein Infection after
sinicus, mediated by FcyRII) lymphopenia immunization may
Paguma cause severe acute lung
larvatas, injury (ALI)
Humans
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Influenza virus Humans,Pigs, FcR-ADE Increased risk of a HA,NA 1.Trivalent inactivated
Birds, Ferrets (HIN1) pdm09 disease influenza vaccine (TIV)
in 2008-09 increased
risk of a (H1N1) pdm09
disease

2. The vaccine may be
associated with vaccine
associated enhanced
respiratory disease

(VAERD)
Porcine Pigs FcR-ADE (Including  Promote virus infection GP5,N Protein  Infected with prrsv after
Reproductive and FcyRILFcyRILFcyRIII, and enhance clinical immunization with
Respiratory FCeRI) symptoms, Increase the inactivated vaccine,
Syndrome level and duration of clinical symptoms
viremia increased
Human Humans 1.FcR-ADE (Including 1.ADE and plasma viral N-terminal One of the factors
immunodeficiency FcyRLFcyRILFcyRIII, load is positive immune affecting vaccine
virus FCaR) , FcR promotes correlation. ADE dominant development,higher
virus entry by enhancing accelerates domain of gp41, rates of infection/risk
adhesion to CD4 immunosuppression and gp120 among vaccinees were
receptor disease progression observed in RV144
2.CR3, Clq 2.Enhancing antibodies clinical trials, but have
complement mediated  is beneficial to the not been confirmed to
ADE emergence of ADE be directly associated
susceptible mutants with ADE
West nile virus Horses, 1.Fcy receptor Increased viral Domain I and No vaccine has been
Humans,Birds dependent ADE infectivity domain II of marketed. Plasma
2.CR3 dependent ADE the E protein samples of human

WNV infection during
rehabilitation can
enhance ZIKV
infection in vitro and

in vivo
Respiratory Humans FcR mediate the uptake ADE infection leads to  Glycoproteins G Formalin inactivated
syncytial virus of viruses into activation of Th2 and F RSV vaccine recipients
monocytes, response and increased have increased disease
macrophages, and expression of TNF-o and even led to death

dendritic cells, leading  and IL-6, resulting in

to enhanced infection  aggravated disease
ADE infection of lung
dendritic cells (DCs) can
negatively regulate the
function of DC cells,
resulting in impaired T
cell activation

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8438590/table/t0010/

Il potenziamento dipendente dall'anticorpm seguito alla vaccinazionmo svilupparsi tramite piu di un
meacanismo molecolareche verra approfondito in seguito, msi pud riassumeradessaon questo modo:

una parte dei vaccinati sono predisposti dalla vaccinazione proprio a manifestare le complicazioni gravi e
fatali della malattia dalla quale sbgliono proteggere.

Quando il virusi lega ad anticorpi non neutralizzanti forma immunocomplessi che riescono ad entrare nelle
cellule del sistema immunitario (macrofagi, mastociti ect) attraverso il legame con i recettpri F& & 0

Ol dza I yR2edel@ gelfule Stés@e2 Y2 YS 3AAL GAraidz2z LISNI Q59 RI AYyTF
Ly LI NOHAO2f I NBX ljdzZ yR2 Af @FOOAYylF({2 aQAyTFSddl &dz
FftfQFraGaG2 RSttt @ OOA y I iCav i Sinus ebid yill atmWhent@heNdatrofa@iS RSt
attraverso il recettore F¢ e li infetta, e quindianziché venire processato per essere presentato alle altre
cellule del sistema immunitaricR  dzy fF G2 AyAoAadOS Af asS3ayrtS RS
I'espressione pranfiammatoria di k1, Ik6 e TNFP = O2 Yy i NA 6 dzZSYyR2 | tfl &AAYRNRY
e al potenziamento fatale della malattia.
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TOSSICOLOGIA DEI VACCINI GBARTE |

In questi casi lo sviluppo tig malattia respiratoria acuta coincide con la sieroconverstolggs antivirale.

* La produzione danticorpispecifici, rilevabili nel sangue, in risposta a infezione o a immunizzazione.
Consieroconversionsi intende nello specifico il cambiamentd dsultato del test sierologico da negativo a positivo,
indicando la presenza di anticorpi.

Alveolar
epithelial cell

e

Oxidative stress '

OxPLs

Delayed
|

interferon

Inflammatory b
e

; 1-1p.
Pro-IL-1p —= 12-.« _

Activated
endothelium

Monocyte-derived
! N inflammatory
Classical - macrophage
manocyte J

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201395/

Posibili vie che contribuiscono alliperattivazione dei macrofagi derdeaitmonociti e all'iperinfiammazioneellaCOVIBL9.

Diversi meccanismi probabilmente contribuiscono all'iperattivazione dei macrofagi del@ationociti che si osserva nei pazienti con CE&9ID

La produzione ritardata di interferone di tipo | che porta a effetti citopatici potenziati e un magdéw@niento delle minacce microbiche promuove

il rilascio potenziato di monociti chemioattrattivi da parte delle cellule epiteliali alveolari (e probabilmente anchetelaiparacrofagi e cellule

stromali), portando a un reclutamento prolungato di monodiél sangue nei polmoni. | monociti si differenziano in macrofagimframmatori

attraverso l'attivazione del trasduttore del segnale Janus chinasi (JAK) e l'attivatore delle vie di trascrizione (88IRilg.ragural killer attivate

(NK) e le cellul& promuovono ulteriormente il reclutamento e I'attivazione di macrofagi derid@tmonociti attraverso la produzionesifattore

stimolante le colonie granulocithacrofagi (GMCSF), fattore di necrosi tumorale (TNF) e interferone 6 L Cb ! idi &ssidati (®xPlsF< £ A LJ
accumulano nei polmoni infetti e attivano i macrofagi derigi monociti attraverso la via del recettore File 4 (TLRATRAFE NS . @

Il rilevamento del virus pud innescare l'attivazione di TLR7 attraverso il riconagoimdel'/RNA a filamento singolo virale. E possibile che gli
interferoni di tipo | inducano l'espressione dei recettori di ingresso del coronavirus 2-CRAMRP della sindrome respiratoria acuta grave,
consentendo al virus di accedere al citoplasma daetmfagi e di attivare l'inflammasoma NLRP3, che porta alla secreziorm di ILY | (G dzNB2 S «k 2
18. 1mi  LJdz5 | YLX AFAOLFNB £ Ul (déi méhbciti inZnpdd autoriho oYphardzfitk, Tna Aub anBh& Ndur Halpioduzione di
interferonedt GAL}2 L ySA LRfY2yA AYyFSGidAod Lt O2Ay @2t IAYSy (2 R ikspike@S i G2 NR
contribuire allaumento dell'attivazione infiammatoria dei macrofagi deridaii monociti. | macrofagi derivatiai monociti attivaticontribuiscono

alla tempesta di citochine COVID rilasciando enormi quantita di citochine pirdiammatorie. CCL, @bBemochina ligando; CXCL10, €XC
chemochina ligando 10; ISG, gene stimolato dall'interferone; ITAM, motivowdiztine basato sulla tirosina degli immunorecettori; TRAM, molecola

adattatore correlata a TRIF.
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Molti dei virus associati all ADEesentano urmeccanisro di fusioneli NI QA y @ 2afmdzbkiBa O A NI
cellulare & e per l'influenza A HIN1, gli anticorpi ahtiA2 crosseattivi indotti dal vaccino in un modello

suino promuovono la fusiondelle membranecausandola malattia respiratoria potenziata associata al
vaccino (VAERE)

Come gia detto sopra ADE é stato ossvato in piu modelli animali di SARSV1 e i tentativi di creare

vaccini per SARSoV1 hannoportato all'immunopatologia polmonarénfiltrazione eosinofila) nei challenge

testin modelli murini e di primati non uma#.

E stato osservab anche unaumenb di goatiti in un modello di furetto con un vaccino ricombinarden

vaccinia virus Ankara (rMVA) che esprime la proteina S[BkBARSEC 0\ 1; € noto infatti che il SARSoV
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LJdz5 Ay FSdaGFrNB 3t A SLI G2 OA (studicha Gscodignto WGuntenid dél Kanmo y S €
epatico negli animali reinfettati nel challenge test pestcinale®

Jaume et al®®sottolineanoi possibilipericoliassociatalle vacchazioni contro la proteina Spikael SARS

CoV1 a causa dell'infezienmediata darecettoriFFc delle cellule immunitarje ¢ porta alla previsione che

i vaccinicontro il SARE 0V &, MERSCoV® o vaccinianti SAREC0V2 hanno rischi pit elevati di indurre

f ADE negli esseri umaim caso di reinfezione postccinale ® indipendentenente dalla tecnologia del
vaccino®o dal tipo di farmaco di precisione (es. anticorpo monoclonsédgzionap .

I vacciniCOVIBL9 possonoindurre il potenziamentodella malattia associata al vaccino (VADQE)) la
produzione dtitoli non ottimali e non protettivi di anticorpi neutralizzanti®2 y f QA yuRadispastay S R A
pro-inflammatoria di tipo 2 deT-helper.

In secondo luogo, potrebbmanifestarsi una malattia respiratoria potenziata (ERD), in cui i sintomi polmonari

sono piu gravi a causa dell'infiltrazione monocitica ed eosinofila peribronchiale.
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Infatti, gudi convacciniinattivati contro il SARSC0oV e vaccini contro il virus msatorio sinciziale hanno
riportato il VADE tramite una risposta cellulare Th2 e un'infiltrazione eosinofila polmonare, che puo essere
peggiorata nevaccinatianziani®
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https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7566580/

Meccanismiel potenziamentalella malattia associata al vaccino.

La vaccinazione induce la risposta immunitaria umorale e cellutgk individui immunizzati. In condizioni normali, quando il virus omologo entra
in un corpo immunizzato, sara neutralizzato o eliminato rispettivamente dagli anticorpi neutralizzanti indotti dal vabsino @lle cellule T
specifiche. Nel contesto dpbtenziamento della malattia associato al vaccino, i vaccini inducono principalmente Abs non neutralizzanti o titoli bassi
di Abs neutralizzanti (concentrazione subottimale) o rispdsiée @llule T helper di tipo 2 (cellule TH8Jientate. Quando quesindividui vaccinati
sonoinfettati da virus sierotipici omotipici o eterotipici, gli anticorpi riconosceranno immediatamente i virus e medieranno |'esacerhlztian
malattia anticorpedipendente in due modi. In primo luogo, i complessi vansicorpo potrebbero entrare nelle cellule portatrici del recettore Fc
(FcR), come le cellule dendritiche e i monoditifi i NJ @@mNdizazidn& mediata da FcR, che & chiamata “potenziamento dipendente
dall'anticorpo” (ADE). Per i virus con trofismo inna¢o e cellule portatrici di FcR, come il virus della dengue, I'ADE produrra cariche virali piu elevate
rispetto alle condizioni senza anticorpi

a)Dopo l'ingresso, il virus, indipendentemente dal fatto che si replica o non si replica, puo attivare una risposta imndanit@sa, con conseguente
rilascio di citochine proinfiammatorie.

b) A parte I'ADE, i complessi anticorpotigene possono stimate la via del complemento attraverso l'attivazione della via C1q, rafforzando cosi
ulteriormente le risposte infiammatorie

c) Il potenziamento della malattia associato al vaccino pud anche comportare una risposta immunitanaenteéta Le cellule Thattivate
contribuiscono all'attivazione della produzione di anticorpi. Tuttavia, rilasciano interleudhifia4), 1-13 e ILE5, nonché agenti chemiotattici
eosinofili, con conseguente infiltrazione di eosinofili e produzione di citochine proinfammatgmimone.

d) Le cellule natural killer (NK) e i linfociti T citotossici*GOBL) sono scarsamente stimolati nelle risposte immunitai@ntate dalle cellule Th2. Il
rilascio esagerato di citochine (parte Htiivazione della via del complemen(parte c) e ®ccessiva mobilizzazione degli eosinofili contribuiscono
allanfiltrazione del polmone da parte di eosinofili, neutrofili e linfociti e alla produzione di citochine inflammatorie (fatbe porta a danno
polmonare acuto o sindrome da tligss respiratorio acuto.

2Su S, Du L, Jiang S.

Learning from the past: development of safe and effective CQ9liaccines.
Nat Rev Microbiol2021;19(3):214219. doi:10.1038/s4157020-00462y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7566580/
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Tunjungputriet al®® hanno riportato duecasidi pazienti ricoverati con polmonite COVIB confermata con

una storia di vaccinaziormecente conCoronaVac. |l primo paziente con un decorso relativamente piu lieve
della malattia aveva ricevuto due dosi di CoronaVac, mentre il secondo paziente con un decorso piu
progressivo della malattiavevaricevuto solo una dose prima di sviluppare i sintomeedere ricoverato in
ospedaleS OA 5 KI LJ2 ohA la Ga2cindzibre Sckavé? pbtSriido il processo infiammatorio e
slatentizzatda malattia COVH29 precedentemente asintomatica

Gli autorisuggeriscon@uindi di valutarese i destinatari dl vaccino sono infetti da SAR®\W2 anche in

forma asintomati@, in quanto la somministrazione del vaccinpud aggravarelinfiammazione e la
progressione della malattia consiglig’ 2 X Ay OF a2 RA 02 yE&RXikcontRlAre iy FST A z
titolo anticorpale prima della vaccinazionén quanto gli anticorpi neutralizzanti mediano I'ADe in
concentrazionsubottimal. %

Tuttavia, attualmente vi € una mancanza di conoscenza sui livelli dei titoli anticorpali di base e sul livello
minimo di anticorpi neutralizzanti che conferirebbero protezione contro CQ9ID

Gli studi riportano che gli anticorpi neutralizzanti sono ikbili a partire dal giorno 10 e raggiganoil picco

alla3” settimana (IgG) ealla4” (IgM),*® e nei pazientdello studio casaontrollocitato, le vaccinaziorérano

state eseguiteameno di 3 settimanelalla misurazione dei titoli anticorpali, rafforzando ulteriormente l'idea

che gli anticorpi neutralizzanti naranostati ancora formati in modo ottimalgonendoil rischio di VADE o

ERD.
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9 Tunjungputri RN, Tetrasiwi EN, Veronica M, Pandelaki J, Ibrahim F, Nelwan EJ.
VaccineAssociated Disease Enhancement (VADE): Considerations in PostvaccinatichCOVID
Case Rep Med. 2021;2021:9673453. Published 2021 Oct 29. doi:10.1155/2021/9673453
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8570879/

%FanWu,et al

Antibody-dependent enhancement (ADE) of SARIM2 infection in recovered COVII patients: studies based on cellular and structural biology
analysis

medRxiv2020.10.08.20209114toi: https://doi.org/10.1101/2020.10.08.20209114
https://lwww.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.08.20209114v1. full.pdf

SNi L etal

Detection of SARS0V2-Specific Humoral and Cellular Immunity in CGMAEConvalescent Individuals.
Immunity. 2020 Jun 16;52(6):9BI77.e3. doi: 10.1016/j.immuni.2020.04.023.

https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7196424/
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Una sequenza temporale schematica degli eventi che mostra I'esposiziBA&REC0V2, lo stato della PCR, la somministrazione del vaccino, lo
sviluppo di sintomi, infammazione e possibilita di miglioramento della malattia associata al vaccino (VADE) e malattaieepptenziata (ERD).

Dopo l'esposizione a SARSV2, puo verificarsi infiammazione (linea rossa) fino all'insorgenza dei sintomi. Durante questo periodo, la risposta
infammatoria puo essere amplificata dalla presenza di VADE o ERD (freccia rosa) quando il paziente era gia stato aspiostiamiv(freccia
arancione).

| vaccini con un alto rischio di indurre VADE o ERD includ@uzini virali inattivati, comi& CoronaVac, che
potrebbero coinvolgere bersagli antigenici non neutralizzanti e/o la proteina S in conformazioni non
neutralizzanti per anticorpn grado dindurre una maggiorénfiammazione®®

Ly LI NIGAO2fFNBX LISNJ ljdzr yi2 NAR3IdzZ NRIF f QAYLI G2 RSt
ADE, e stato dimostrato chetibttamento con formaldeide déd spikevaccinaleporta allareticolazione in
guesta proteindn modo tale che circa la meta dei trimeritrovain una conformazione "RBD ypibtaanche
come conformazione di prefusione

Bloccandda conformazionér dzicdn la formaldeide, i trimemon sono piu liberi dassumereentrambe le
conformazioni,e quindi gli epitopi neutralizzanti dellRBD avranno probabilmente un'immunogenicita
inferiore a causa della loro esposizione ridotta nella meta dei trimeri.

Di conseguenza, i titoli anticorpaviluppati controil SAR€ 0\ 2 da un vaccindrattato con formaldeide
possono essere suteutralizzantiverso iviruscircolanti

Inoltre, € stato riscontato chéeepitopo della proteina spike responsabile defd yedi figure seguenyi
osservato in unstudio preclinicosul vaccino SARS V1 inattivato con formaldeid&’, e presente anche in
SARSC0V2.

La sequenza amminoadidd I RSt f &3 YQDWNEl SPtrovia B Hre0znella proteinaspike diSARS
CoVl e Sureiznella proteinaspike delSARSC0oV2.

Anche 'Inattivazionecon ilbeta-propiolattone ad alte concentraziodel SARSCo\ 2 provoca aggregazione
viralee modificazionechimica degli amminoacidi viralonla perdita di potenzial@ntigenicd®.

Infine, ivacciniproteici che utilizzano linee cellulari non umane per produrre la proteina di interesse
potrebbero generare proteingirali con modelli di glicosilazione diversi da quelli prodotti durante l'infezione
naturale.

Grant et al. hanno scoperto che i glicanbpronocirca il 40% della superficie della proteina splkéSARS
CoV2, come si approfondira nella sezione dedicata alla Glicobiologia delle infezioniograimplicazioni
per il legameal complesso dellatigene leucocitario umano (HLA) edenseguentirisposte immunitarie
antigenespecifiche

%L ee WS, Wheatley AK, Kent SJ, DeKosky BJ.

Antibody-dependent enhancement and SARBV2 vaccines and therapies.
Nat Microbiol. 2020 Oct;5(10):118B191. doi 10.1038/s41564920-007895.
https://www.nature.com/articles/s41564€20-007835

9’Wang Q, Zhang L, Kuwahara K, Li L, Liu Z, Li T, Zhu H, Liu J, Xu Y, Xie J, Morioka H, Sakaguchi N, Qin C, Liu G.

Immunodominant SARS Coronavirus Epitopes in Humans Elicited both Enhancing and Neutralizing Effects on InfectiomenNtnimates.

ACS Infect Dis. 2016 May 13;2(5):3®L doi: 10.1021/acsinfecdis.6b00006. Ef@di16 Apr 11. Erratum in: ACS Infect Dis. 2020 May 8;6(5):1284
1285.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7075522/

% Gupta D, Parthasarathy H, Sah V, et al.

Inactivation of SARGoVVH  O-gropiblactone causes aggregation of viral particles and loss of antigenic potential.
Virus Res. 2021;305:198555. doi:10.1016/j.virusres.2021.198555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8416322/

9 Grant OC, Montgomery D, Ito K, Woods RJ.

Analysis of the SAR®\/2 spike protein glycan shield reveals implications for immune recognition.
Sci Rep. 2020 Sep 14;10(1):14991. doi: 10.1038/s408981748-7.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7490396/
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Molti antigeni del vaccino antinfluenzale sono prodotti nelle uova di gallina feconeldi stato riscontrato

che un sito di glicosilazione nell'influenza 23&ltera il legame degli anticorpi in modo tale crengono
indotte risposte neutralizzanti deboli siei furetti chenell'uomo 1°

Poiché i modelli di glicosilazione differenziale tra antigeni vaccinali e antigerAiyp@gossono indurre
anticorpi debolmente neutralizzanti in risposta a particolari epitopi, questa € un'altra preoccupazione teorica
peril VAEDgqualoral'agente patogeno in questiongsulti in grado dfacilitaref ADE d AGD**

In alcuni studi si distinge tra ADE e AED per chiarire meglio il meccanismo biologico. In quest casi, i
potenziamento anticorpalipendente(ADE)si verifica quando gli anticorpi aumentano la capacita di un virus

di infettare le cellule

La malattia potenziata dagli anticorpAED)si verifica quando gli anticorpi esacerbano l'infiammazione, con
conseguente patologia
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https://www.frontiersin.org/articles/10.3389iﬁm'ij.2022.882972/fuII

Meccanismi della malattia potenziata associata al vac¢dl potenziamento anticorpalipendente (ADE) si verifica quando gli anticorpi aumentano

la capacita di un virus di infettare le cellule (vedere anche la Figtiraeqjuitg. (B) La malattia potenziata dagli anticorpi (AED) si verifica quando gli
anticorpiesacerbano l'inflammazione, con conseguente patologia (vedere anche la Figi@3L2)risposte Th2 distorte possono essere patogene

per alcune infezioni e quindi i vaccini che inducono risposte Th2 in questo caso possono causare patologie. Sdéitpatelugia Th2 & associata
all'infiltrazione di eosinofili{D) | componenti delle formulazioni del vaccino come l'albumina sierica bovina (BSA) e i detriti cellulari possono mediare
le risposte cellulari patogene a questi componenti quando vengono fratodi nuovo come contaminanti nel materiadt prova Sebbene questi
componenti vengano normalmente rimossi durante la preparazione del vaccino, alcuni studi preclinici non hanno inclustaaggidi e
centrifugazione appropriate per facilitare ci&)Gli immunocomplessi tra proteingrali, anticorpi e/o complemento possono portare a un accumulo

di depositi nei vasi sanguigni e negli organi o facilitare una maggiore captazione del virus attraverso le cellulecanisaidid ADE

10070st SJ, Parkhouse K, Gumina ME, et al.

Contemporary H3N2 influenza viruses have a glycosylation site that alters bafidintibodies elicited by eggdapted vaccine strains.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2017;114(47):1:22B83. doi:10.1073/pnas.1712377114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5703309/

01Gartlan C, Tipton T, Salguero FJ, Sattentau Q, Gorringe A, Carroll MW.
VaccineAssociated Enhanced Disease and Pathogenic Human Coronaviruses.
Front Immunol. 2022;13:882972. doi:10.3389/fimmu.2@82972
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9014240/
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Panoramica del potenziamento anticordipendente (ADE) e della malattia potenziata dagli anticorpi (AED). (A) Gli anticorpi non neutralizzanti o le
concentrazioni di anticorpi subeutralizzanti si legano ai virus e interagiscono con i recettori Fccallidge mieloidi. Cio facilita I'interiorizzazione

dei virus. | virus che possono infettare in modo produttivo le cellule mieloidi possono proliferare e diffondersi dapasstwbimento, migliorando
l'infezione. Questa & una forma di ADE. (B) Glcanti crosgeattivi si legano sia al virus che ai componenti della cellula ospite, portando i virus a
stretto contatto con il loro recettore. Seguono |'assorbimento mediato dai recettori e 'aumento dell'infezione. Quesaétra ftm'ma di ADE. (C) Gli
anticorpi contro un particolare epitopo determinano un cambiamento conformazionale in una proteina virale che migliciatie&gtraverso un
migliore legame con il recettore della cellula ospite. Questa € un'altra forma di ADE. (D) Gli anticorpl légatiinteragiscono con i recettori Fc
sulle cellule mieloidi e attivano i motivi di attivazione a base di tirosina degli immunorecettori (ITAM) associati aegeéstii, o facilitano
I'assorbimento virale e la successiva attivazione dei recedtpedaggio endosomiali (TLR). Attraverso uno di questi meccanismi, vengono prodotte
citochine e chemochine infiammatorie, esacerbando l'infiammazione in misura patogena e polarizzando le cellule mielofgnegpsgiu
infiammatori. Queste sono forme ®AE. L'infezione produttiva delle cellule mieloidi non é richiesta per questo meccanismo.

Un report preliminaredel dr. Farshi ha riportato gli esiti dell'infezione da SARS €adl 33 scimmie verdi

africane vaccinate e 200 cavie con vaccini a mRN#cbBARS Ce¥ due di queste scimmie e 9 topi hanno
manifestato una tempesta di citochine (aumento db)Lcon immunopatologia polmonare (ARD®)II dr.

Farshi osserva che le aziende di vaccini di solito cercano di ottenere la massima immuroténoai gelle

persone vaccinate, perché il polmone é l'organo piu critico per la forma grave della-C®VID

Tuttavia, questo approccio non considera che la CQ9lIfravefatale € indotta dalla tempesta di citochine,
portando ad un errore neglistudisdgl STFFSGGA RSA O OOy R VAZ2ILINI ODXK & 4

102 Cytokine Storm Response to COXtVaccinations
Esmaeil F, J Cytokine Biol 2020, 6:
https://www.omicsonline.org/operaccesspdfs/cytokinestorm-responseto-covid19vaccinations.pdf

Khan WH, Hashmi Z, Goel A, Ahmad R, Gupta K, Khan N, Alam I, Ahmed F, Ansari MA.
COVIBEL9 Pandemic and Vaccines Update on Challenges and Resolutions.

Front Cell Infect Microbiol. 2021 Sep 10;11:690621. doi: 10.3389/fcimb.2021.690621.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8461057/
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dzy QI y I £ 23 A O 2irycuid studio deBdNdBsk concdntraisiisoprddviZsuti alla forma grave (in
guesto caso il danno polmonare) e nenla causa dei decessi (tempestiecitochine).

Se sivaluta invece la sindrome da tempesta di citochine in seguito al challenge test, i risultati indicano
dzy QAYOARSY1T I aA3IYyATFTAOI GADLE 06 O), NG lestrdpdlati seltpopbléringe f S & (
mondiale,di cuioltre il 65% vaccinata con almemna dosel® portano ad umumero stimato delle forme
gravifatali per potenziamento della malattia estremamente allarmante)

A conferma di questa preoccupazionestato riportato su Science (agosto 202dhe il 60% dei pazienti
israelianigravemente malati di COUD® é stato vaccinato con il vaccino BNT162b€0 potrebbe essere
considerato una forma potenziale di ADE. Allo stesso modo, il 70% dei nuovi casi israeliani €iSC®OVID
stato segnalato, almeno una volta, nelle persone vaatej a confermache la guarigione da una precedente
infezione da SARSov2 € piu protettiva contro l'infezione dellvariantirispetto alla vaccinazioné®*

Estato inoltre descritto un caso controlithe ha presentataina rispostammunologica anormale al vaccino
BNT162b2 quale potenziale causa predisponente per una mortalit¥eeateindottadd t QA Yy TSARS 2 y' S
Co\2.1%

Ulteriori studi pubblicati pit recentement® KS Ay RF 3l y2 adzZ YSOQuppokanor2 0 A
f Q lentoydel rischio dADE nei vaccinati in seguito a infezione da SBRR.10¢

Approfondimento
Dott. Mauro Mantovani®’
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103Hannah Ritchiegt al (2020)- "Coronavirus Pandemic (COVIB)". Published online at OurWorldInData.org. Retrieved from:

'https://ourworldindata.org/coronavirus' [Online Resource]
https://ourworldindata.org/covidvaccinations

104 A grim warning from Israel: vaccination blunts, but does not defeat delta
16 AUG 2021 Sciendei: 10.1126/science.abl9630
https://www.science.org/content/article/grirawarningisraelvaccinationblunts-doesnot-defeatdelta

Mizrahi B, Lotan R, Kalkstein N, PetPerez G, Befov A, Chodick G, Gazit S, Patalon T.
Correlation of SARSoV2-breakthrough infections to timérom-vaccine.

Nat Commun. 2021 Nov 4;12(1):6379. doi: 10.1038/s4DWI7266723.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8569006/

5Hansen T, Titze U, Kulamaddydidenreich NSA, Glombitza S, Tebbe JJ, Rdcken C, Schulz B, Weise M, Wilkens L.
First case of postmortem study in a patient vaccinated against-EARS.

Int J Infect Dis. 2021 Jun;107:3¥25. doi: 10.1016/j.ijid.2021.04.053.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/aricles/PMC8051011/

06Danchin A, Paga#izizi O, Turinici G, Yahiaoui G.

COVIB19 Adaptive Humoral Immunity Models: Weakly Neutralizing Versus Antbaase Enhancement Scenarios.
Acta Biotheor. 2022 Aug 13;70(4):23. doi: 10.1007/s162A094471.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/35962852/

Hirschbuhl Ket al

High viral loads: what drives fatal cases of C@h vaccinees?an autopsy study.
Mod Pathol. 2022 Aug;35(8):101821. doi: 10.1038/s4137922-010699.
https://lwww.ncbi.nlm.nihgov/pmc/articles/PMC8974809/
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Valutazione del rischio di ADE per i vaccini aBARSCov2

L'uso @l concetto diADE per denotare una maggiore gravita della malattia deve essere rigorosamente
differenziato dall'ADE dell'infezione, cioé dal legame, assorbimento e replicazione delsinisscio di
citochine o altre attivita di anticorpi rilevati in vitr&®

Il primo principioper assegnare il potenziale di ABEhe un effetto anticorpalipendentein vitro non
rappresenta o predice I'ADEBmemalattia senza la prova di un ruolo dell'anticorpo nella patogenesi di un
esito clinico piu grave.

Un secondo principi@ che i modelli animali per la valutazione degli anticorpi policlonali umani o degli
anticorpi monoclonali (mAbs) dovrebbero esseadutaticon cautelaperchégli FcRreclutatidalle 1IgG sono
specie specificcosi come l'attivazione del complemento.

Gli anticorpi possono avere proprieta molto diverse negli anjiciadi non sono predittive di quelle nell'ospite
umano, perche le funzioni effettrici degli anticorpi sanodificatedallediverseinterazioni speciespecifiche

tra l'anticorpo e le cellule immunitarie. Gli animali possono anche sviluppare anticorpi contro un anticorpo
terapeutico che ne limitano l'efficacia o causano immunopatologia.

Inoltre, la patogenesi di un ceppo di viimsunmodello anima non riflette pienamente l'infezione umana
perché la maggior parte dei virus & altamente specie specifica. Queste differenze possono supportare
maniera erratagli effetti protettivi o immunopatologici dei vaccini e degli anticorpi.

Un terzo principio € le la natura della risposta anticorpale dipende dalla forma della proteina virale
riconosciuta dal sistema immunitario, determinando cosi quali epitopi vengono presentati. Gli anticorpi
protettivi e non protettivi possono essere indotta diverse forme diéa stessa proteina.

Un quarto principio € che i meccanismi di patogenesi nell'ospite umano differiscono sostanzialmente tra i
virus, o anche tra i ceppi di un particolare virus. Pertanto, i risultati relativi agli effetti degli anticorpi passivi
o dell''mmunita indotta dal vaccino non possono essere estrapolati con sicurezza da un patogeno virale a un
altro.

Nella tabella seguente sono riassuntdriérmazioni fornite & limiti degli approcci per la valutazione della
protezione mediata da anticorpi camtil SARE0V2 e ilrischiodi potenziamento della malattia anticorpo
dipendente

108 Arvin AM, et al

A perspective on potential antiboelyependent enhancement of SARS\/2.
Nature. 2020 Aug;584(7821):3583. doi 10.1038/s4158®20-25388.
https://www.nature.com/articles/s4158820-25388.pdf
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Test modality Information provided Limitations
Invitro: cell Virus neutralization Celllines lack primary cell
culture Virus uptake, receptor characteristics
Infect relevant productive infection  Primary human cells are difficult
human cells with or or cytokines to culture and have donor
without antibodies variability
+ Receptor expression must be
maintained
Invivo: animal Protection against Lack of disease models of human
models or increase of viral illness
Infection of replication or disease Lack of models predictive of
animals with or enhanced disease in humans
without antibody Viral replication as a proxy
or vaccine of disease requires clinical
intervention validation

Need to assess T cells for
contribution to pathology or
reducing ADE

With human mAbs:

- Differential engagement of
animal FcyRs

- Different expression patterns of
FcyRs in humans and animals

- Potential generation of
anti-human antibodies

Human: Correlations of No markers to differentiate

clinicaland outcomes with severe disease from enhanced

epidemiological - Previous HCoV disease

studies infection Limited knowledge of antibody
« Treatment with or T cell epitope specificities
plasma from during natural SARS-CoV-2 or

convalescent patients other HCoV infection, and of
+Kinetics of adaptive  outcomes of infection with new
immune responses coronaviruses

https://www.nature.com/articles/s4158820-25388.pdf

Oltre ai limiti presentati sopra dello studio nei modelli animali per la valutazione del rischio di ADE, va fatto
notare che negli studi preclinici dei vaccini contro il SBBR& sono stati prevalemimente utilizzati primati

non umani, che non manifestano le complicazioni gravi/fatali del C¥i@°, e il challenge test e stato
effettuato con il virus infettivo che presenta la stessa sequenza (o molto simile) di riferimento della spike dei
costrutti@l OOA Yt A | Gddzr £t YSYGS Ay O2YYSNOA2I S ljdZAyRA
yS Af NR&AOKAZ2 RA 1159 Ay OFaz"RQAYyTFSTI A2yS 02y @ NR
£+ NRAO2NRIFG2 OKSI y2y2aiGlyiS RIf 8JZREBGRYIBAELNT SR
CoOViBmeps 8§ y2i02 RI SGARSYyT S O2y It GNR @FOOAYyA OKS
vaccino si presenta con una caratteristica immunopatologia polmonare con infiltrazione di eosinofili e quindi

e possibildare una diagnosi differenziale dei due processi patoldgici.

19Kanduc D.

Lack of Molecular Mimicry between Nonhuman Primates and Infectious Pathogens: The Possible Genetic Bases.
Glob Med Genet. 2021;8(1):&%. doi:10.1055/€041-1724106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7964256/

Kanduc D.

Lack of Molecular Mimicry between Nonhuman Primates and Infectious Pathogens: The Possible Genetic Bases.
Glob Med Genet. 2021 Mar;8(1):&Z. doi: 10.1055/9041-1724106. Epub 2021 Feb 19.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7499017/
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Ad oggi sono disponibili solo alcuni studblto parzialiin vitro e in vivo*2che ne suggeriscono il rischio

& dzf f ONimdAfahtd gia a marzo 2020 sia stata posta la questionef QF GG Sy T A2y S IRSt f QO
Coalition for Epidemic Preparedness Innovations (GHRIBrighton Collaboration (BC) Safety Platform for
Emergency vACcines (SPERK3Non sono d oggidisponibili risultati utilda parte delle agenzie regolatorie

{S LISN £tQ!'59 RI @FI00AYy2 A LINRBRAziG2NRA y2y KlIyy2 |
COVIBL9 gli studi finora disponibili suggeriscono che8 O2 YLIX AOF T A2y A 3ANI GAk Tl Gt
SARSCov2sianodzy’ | 02y a83dzSyi | RSttQ! 590

[ Q' 59 &LASAI LISNOKS az2yz2 | YI 3 parchdldolNgresedtind ehticad A |y
materni contro il SARSowv2, perché in tal caso possono essere suscettibili di ADE in caso si infé3i@ne

gli adulti sani, in quanto possiedono una quantitd maggiore di anticorpi non neutralizzanti provenienti da
infezioni da coronavirus o da vaccinazioni (ad es. antinfluenzali) meno recenti, e presentano un sistema
immunitario poco efficiente nel comit@re le infezioni.

Ne segue chel iSarsCov2, per la sua capacita di formare quasispe@ead concretamente essere
responsabile del fenomeno del potenziamento della malattia nei vaccinati, che andava necessariamente
AYREFALFLG2 SR SalOfdza2 LINAYEF RA LINPOSRSNBE 02y I aLls
/' NR21T 2 S dinfomed/cénsentdibchid@ fo Ge2cing trial subjects of risk of COV8vaccines
g2NBSYAy3d OtRsptiolidéanc chieA dafl lattuai Sui vaccini COXDsono limitati ma non

rivelano prove di ADE della malattigi studi sui primati non umani del vaccimoRNA1273 di Moderna

hanno mostrato un'eccellente protezione senza immunopatologia rilevabiie

* vedi Criticita degli studi precliniper un approfondimento sugli errori metodolog&cpag 79

2Dapengd.i, et al

The functions of SARS\2 neutralizing and infectioenhancing antibodies in vitro and iice and nonhuman primates
bioRxiv2020.12.31.42472%oi: https://doi.org/10.1101/2020.12.31.424729
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.12.31.424729v1.full

Zhou Yliu Z, Li S, et al.

Enhancement versus neutralization by SARS?2 antibodies from a convalescent donor associates with distinct epitopes on the RBD.
Cell Rep. 2021;34(5):108699. doi:10.1016/j.celrep.2021.108699

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7802522/

FanWu,et al

Antibody-dependent enhancement (ADE) of SARS2 infection in recovered COVID patients: studies based on cellular and structural biology
analysis

medRxiv2020.10.08.20209114toi:https://doi.org/10.1101/2020.10.08.20209114
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.08.20209114v1

113] ambert PH, Ambrosino DM, Andersen SR, et al.

Consensus summary report for CEPI/BC Mareh32020 meeting: Assessment of risk of disease enhancement with dQVHacines.
Vaccine. 2020;38(31):478%91. doi:10.1016/j.vaccine.2020.05.064

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7247514/

4 Ricke DO.

Two Different AntibodyDependent Enhancement (ADE) Risks for S2R& Antibodies.
Front Immunol. 2021 Feb 24;12:640093. doi: 10.3389/fimmu.2021.640093.
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pnc/articles/PMC7943455/

15Su S, Du L, Jiang S.

Learning from the past: development of safe and effective CQ9liaccines.
Nat Rev Microbiol. 2021;19(3):2-P19. doi:10.1038/s4157020-00462y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7566580/

H6Cardozo T, Veazey R.

Informed consent disclosure to vaccine trial subjects of risk of GO&/1accines worsening clinical disease
[published online ahead of print, 2020 Oct 28 J Clin Pract. 2020;e13795. doi:10.1111/ijcp.13795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7645850/pdf/1J@B99-e13795.pdf

17Corbett KS, Flynn B, Foulds KE, et al.

Evaluation of the mRNA273 Vaccine against SAG&V2 in NonhumarPrimates.
N Engl J Med. 2020;383(16):15#855. doi:10.1056/NEJM0a2024671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7449230/
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Gli studi di fase 1 di diversi vaccini non hanno riportato alcuna immunopatologia nei soggetti a cui erano stati
somministrati i vaccini candida@nche seé improbabile che questi soggetsi fossero infettaticon virus
circolanti 118

Gli autorievidenziano pero chautti gli studi preclinici fino ad oggi sono stati eseguiti cairilsWuhanHu-

1 o ceppi strettamente correlati, mentré mutante D614Cera la forma circolante piu diffusa e diverse
osservazioni suggeriscono che questa forma adtiva possa essere distintkal punto di vistantigenio dal

ceppo originale dwWuhan non tanto nella composizione, ma nella conformaziondadsbikevirale e
nell'esposizione degli epitopi di neutralizzazione

Allo stesso modo, le sperimentazioni aimé difase 1 e 2 @ vaccini candidati sono state progettate spler
verificarel'immunogenicita(cioé la formazione di anticorpi vaccinagme endpoint di efficacia e non per
valutaret QS T F @spdsion& &f soggetti al virus circolardepo la vaccinazione, che & quando si
prevede che si verifichi I'ADE/immunopatologia.

Pertanto, I'assenza di prove di ADE nei galiia sperimentaziondei vaccin COVIBL9 fino ad oranon esime

i ricercatori dal QA y F 2 Nidchid@® pokeiriamentodella malattia ai partecipantagli studi clinictel
vaccing in quanto rappresentan rischio realistico e non teorico per i soggetti.

I moduli per il consensoinformato delle sperimentazioni sul vaccino COMKD non sono disponibili al
pubblicoper ragionidi privacy. Inoltre, variano da un sito clinico all'altro e i moduli di consenso del campione
su cui si basano non devono essere divulgati fino al termine della spedniené¢,0 neppure dopo

Tuttavia, questi moduli di consenso sono solitamente identici nel contenuto alla sezione "Rischi per i
partecipanti" dei protocolli di prova, che sono stati rilasciati pubblicamente da Pfizer, Moderna e Johnson &
Johnson per i lorstudi sul vaccino COVID {¢1°e Supplemento).

Poiché questi tre vaccini sono rappresentativi della diversita dei vaccini in fase di test, € molto probabile che
il modulo di consenso desunto da questi protocolli sia simile o identico a quelli di tgtudlisui vaccini
attualmente in corso.

Tutti e tre i protocollicitano il rischio dipotenziamentodella malattia da parte del vaccino, ma tutti e tre
elencano questo rischio per ultimo o penultimo nell'elenco dei rischi, dopo i rischi del vettoreGa2% i

vettori dell'adenovirus in generale, i rischi della vaccinazione in generale, rischi per la gravidanza e il controllo
delle nascite (che si dice siano "sconosciuti"), rischi di prelievi di sangue e rischi derivanti dalla raccolta di
campioni di tanponi nasali (per il vacciné&J), dopo allergia, svenimento, reazione di iniezione nel sito locale,
reazioni avverse sistenfie generai e anomalie di laboratorio per il vaccino Modermadopo reazioni di
iniezione nel sito locale ed eventi avversi sistemici generali per il vaccino Pfizer.

Inoltre, sia Moderna che&J definiscono "teorico” il rischio di potenziamento della malattia provocato dal
vaccino.

Infine, citando il rischio, P&r e Modernacitano prove precedenti delpotenziamentodella malattia
provocab dal vaccino coit NJRSVte@ Dengue, cosi come il coronavirus felino (Pfizer) e il morbillo
(Moderna), tuttavia, la SARS e la MERS non sono menzioatdisgéue di SARS KIERS, ma sdsnheche il
potenziamentodella malattia indotta dal vaccino € dovuto agli anticorpi non neutralizzanti e alle risposte
cellulari Thxbilanciatee che la vaccinazione Ad26 non mostra questo profilo.

Gli autori evidenziano quindi cheehcompesso,i protocolli di prova di Pfizer, Moderna e& forniti ai
partecipanti deglstudiclinicisul vaccino COVAD®, se confrontdtcon b documentazione sypotenziamento

della malattia dipendente da anticorpi preseraatella loro discussione ampiamente disponil@la qualsiasi
professionista esperto nel campagn permettonoal partecipantedi comprenderechela somministrazione

del vaccino pio portare aduna malattia lievefino aduna malattia grave duratura o addiittura allamorte.

H8Mulligan, M.J., Lyke, K.E., Kitchingtal.

Phasd/Il study of COVI29 RNA vaccine BNT162b1 in adults.
Nature586,589%593 (2020). https://doi.org/10.1038/s4158820-2639-4
https://www.nature.com/articles/s4158820-2639-4

119McNamara D.

Three Major COVID Vaccine Developers Release Detailed Trial Protocols.
https://www.medscape.com/viewarticle/937845
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La divulgazione del rischio specifico dignziamentodella malattia derivante dalla vaccinazione richiede un
modulo di consenso informato specifico, separato e una dimostrazione della comprensione del paziente al
fine di soddisfare ghtandard di etica medica.

Il processo di consenso informato per gli studi sul vaccino C/iDcorso non sembra soddisfare questo
standard. Sebbene I'emergenza sanitaria globale CQ¥fpustifichi sperimentazioni vaccinali accelerate di
candidati cm responsabilita note, tale accelerazione rgiastifica la mancanza din'attenzione aggiuntiva
necessariger rafforzare le procedure di consenso informato specifiche per i rischi del vaccino €©VID
Analoghe considerazioni sono riportate riguardoOiRe y a Sy a2 Ay F2NXI G2 RSt @0
documentoCovid19 il vaccin@a pag. 87

Approfondimento

ANTICORPI E INFEZIONE VIRALE

Gli anticorpi sono molecole molto stabili grazie alla loro struttura, che si basa sulla ripetizione di un'unita
globulare compatta, ripiegata su sé stessa, lunga circa 110 amminoacidi, chigimatainio
immunoglobulinicé.

Tale dominio é presente molte molecole del sistema immunitario, quali il TCR (cell receptor, recettore per
I'antigene dei linfociti T) e le molecole del complesso maggiore di istocompatibilita MHC (Major
histocompatibility complex), in molecole di adesione, quali IA{nhtercelular adhesion molecui¢) e
VCAML1 (Vascular adhesion molectdg, e in molte altre proteine, spesso coinvolte nell'interazione cellula
cellula.

Si parla quindi diésuperfamiglia delle immunoglobuliége per indicare l'insieme delle proteine che
contengoro almeno un dominio immunoglobulinico.

Funzioni degli anticorpi di membrana e anticorpi solubili

Gli anticorpi espressi sulla membrana dei linfociti B funzionano da recettori cellulari per l'antigene.
L'estremita carbosgerminale delle catene H termineon un dominio transmembrana e una piccola coda
intracellulare, cui si associarmmn legame nortovalente molecole coinvolte nella trasmissione all'interno
della cellula del segnale generato dal legasoel'antigene.

Quando due o piu anticorpi di membrarinteragiscono con l'antigene, si genera un segnale di attivazione
nei linfociti B il qualensieme a segnali accessori forniti dai linfociti T CD4 helper, induce la proliferazione e
il differenziamento dei linfociti B.

Questo meccanismo di attivazioselettiva dei linfociti B che hanno incontrato l'antigegeessenziale per
I'induzione della risposta anticorpale specifica, dettechedrisposta umorale.

Dal differenziamento terminale dei linfociti B attivati dall'antigene si originano le plasmacellule, che
secernono anticorpi solubili contenenti le stesse regianabilidell'anticorpo espresso in membrana dal
linfocita B precursore.

Le immunoglobulinesecrete nel siero e nei liquidi biologici dalle plasmacelh#g@no la funzione di legare

una molteplicita di antigeni grazie alla diversita delle regioni varjabili attivare un numero limitato di
funzioni effettrici, mediante pochi tipi di regionostanti. Gli anticorpi possono legare antigeni solubili, per
esempio tossine, e neutralizziplerimpedire che svolgano la loro funzione di danno all'osffte.

120 Anticorpi € meccanismi genetici della diversita anticorpale

https://lwww.biologyonline.com/dicionary/immunoglobulin
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Anticorpo Cambiamenti nella struttura L’anticorpo originale espresso in membrana ¢ solo il prototipo per una serie
originale dell'anticorpo di processi volti a fornire risposte umorali sempre piu efficaci.
Maturazione
dell'affinita * Maturazione dell’affinita: mutazioni nella regione variabile (indicate dai
(mutazioni punti gialli) affinano la specificita del sito di legame per I'antigene, senza

somatiche nella

veglons yeriebie) modificare le funzioni effettrici che dipendono dalla regione costante.
* Anticorpi secreti: gli anticorpi espressi sulla superficie cellulare
possiedono un dominio transmembrana che li ancora nel doppio strato

lipidico. Da questi, si passa alla produzione di anticorpi in forma secreta,

Passaggio 5 A s S : : 2
dalla forma che tuttavia hanno lo stesso sito di legame per I’antigene. Gli anticorpi
di membrana secreti possono 0 non possono mostrare mutazioni nella regione variabile

a quella secreta (cioe la secrezione degli anticorpi pud avvenire sia prima che dopo la

maturazione dell’affinita).

W IgG * Scambio isotipico: questo processo modifica la regione costante (come
Caad indicato dal cambiamento del colore al verde al giallo o al rosa) senza
Scambio cambiare l'affinita di legame per I’antigene. Lo scambio isotipico si osserva
isotipico sia negli anticorpi di membrana sia in quelli secreti.
W
-\&.

https://pls.scienze.unipd.it/biologidiotecnologie/wpcontent/uploads/sites/5/2020/10/ImnunologiaPL2020_compressed.pdf

Le classi di anticorpi

Piu classi di anticorpi (cioe IgM, IgA, 1gG e IgE) sono coimeitdt risposte immunitarialle infezioni virali
(Figurasotto). 2! Queste classi sono caratterizzate dalle loro proprieta biofisiche intrinseche, funzioni,
distribuzioni tissutali ed emivite.

Insieme alle 1gB?2 le immunoglobulindgM sono normalmente le prime ad essere espresse durante lo
sviluppo naive delle cellule B, comprendendo la maggior parte degli anticorpi prodotti tra I'attivazione delle
cellule B e il cambio di clas@avitching class)

Le IgM rappresentano circa il 10%ti gli anticorpi nel siere@ dimostrano un'affinita relativamente bassa
rispetto alle lgGa causa della limitata maturazione dell'affinita attravelsmutazioni somatiche.

121Galipeau Y, Greig M, Liu G, Driedger M, Langlois MA.

Humoral Responses and Serological Assays inSaWRSInfections.

Front Immunol. 2020 Dec 18;11:610688.:dd).3389/fimmu.2020.610688. PMID: 33391281,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7775512/

Sun Y, Huang T, Hammarstrém L, Zhao Y.

The Immunoglobulins: New Insights, Implications, and Applications.
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Tuttavia, gli anticorpi IgM dimostrano un'elevata avidita femtigene bersaglio perché formano pentameri

che utilizzano interazioni multimeriche con l'antigene bersaglio per facilitare la neutralizzazisitrevano
principalmente in circolazione dove possono facilitare I'opsonizzazione dell'antigéne.

Studirecenti hanno anche rivelato diversi ruoli delle IgM secretorie nella mucosa del tratto gastrointestinale
e respiratoriq che verranno approfonditi in seguité

Le immunoglobuline umanigA, che possono essere ulteriormente suddivise nelle sottoclassiddgA22,
generalmente superano i livelli di IgM nel siero e sono significativamente piu presenti nelle superfici mucose
e nelle secrezioni (es. saliva, latte materno, ecnye sono centraper I'immunita delle mucose.

Le immunoglobuline IgA forma dimeri al momento della secrezione, il che contribuisce alla loro maggiore
avidita. Sebbene gli anticorpi IgA non fissino il complemento in modo efficace come le IgM, gli anticorpi IgA
secreti dalle plasmacellule nel tratto respiratorio svolgono un cuchiave nell'immunita della mucosa
attraverso la neutralizzazione del patogeno, un processo che facilita 'aggregazione e previene l'infezione
iniziale delle cellule ospiti, conferendo cosi un'immunita sterilizzante a un agente pat&§eno.

Gli anticorpilgGiniziano ad apparire piu tardi nella risposta immunitaria perché subiscono una maturazione
dell'affinita attraverso mutazioni somatichehe determinano un'elevata affinita per I'antigene bersaglio e

una maggiore capacita di neutralizzare i patodgénhi

Oltre al loro ruolo nella neutralizzazione dell'antigene, gli anticorpi IgG hanno anche altri ruoli di
fondamentale importanza, in particolare le funzioni effettrici mediate dac&ime le attivazioni cellulari e la
citotossicita cellulare anticorpdipendente (ADCC¥8

Le immunoglobuline IgG sono monomeriche e rappresentano circa il 75% di tutti gli anticorpi nel siero.
Sono associate a un'immunita duratydata la loro lunga emivita nel sangue e l'associazione con cellule B di
memoria differenziaté?°.
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Le 1gG possono anche legare C1q, attivando la via classica del complemento del sistema immunitario innato
130

Gli anticorpi IgG possono essere suddivisi in piu sottotipi (ciog, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), ciascuno con ruoli
leggermente diversi nell'imomita umorale. Ad esempio, IgG1, IgG3 e occasionalmente IgG4 (a seguito di
esposizione ripetuta) sono secrete in risposta ad antigeni proteici, mentre 1gG2 risponde quasi
esclusivamente ad antigeni polisaccatii.

Dato che diversi patogeni provocano diénti rapporti di sottotipi di IgG, questi possono essere usati come
profili caratteristici per monitorare I'efficacia dei vacdjimtesa come produzione di anticorpi vaccinpiy

quanto riguarda i correlati di proteziorié”.

Infine, gli anticorpigEmediano prevalentemente le reazioni allergiche e le risposte immunitarie contro le
infezioni parassitariee costituiscono meno dello 0,01% di tutti gli anticorpi totali.

Gli anticorpi IgE sono monomerici e dimostrano una forte affinita perirecetiorifvL S&aLINBaaA ad
cellule immunitarie innate (ad es. mastociti, basofili, eosinofili), consentendo la generazione di una risposta
infiammatoria generalizzata attraverso l'attivazione innata del sistema immunit&rio.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6369690/

Funzioni effettrici degli anticorpi.

Gli anticorpi sono in grado di dispiegare una pletora di funzioni effettrici nel corso di un'infezione. Questi includomo soamlimitati a quanto
segue:a | La neutralizzazione diretta di tossine o microrganidnji.La neutralizzazione dei fattori dirulenza microbica, come quelli coinvolti nel
quorum sensing e nella formazione di biofilen. L'intrappolamento di agenti patogeni nelle muciidk]. L'attivazione del complemento per guidare

la clearance o distruzione dei fagociti, generare chemiotiitia> anafilatossine come C3a e C5a o opsonine frammento del complemento come C3b
o indurre la lisi attraverso il complesso di attacco della membrarjal'attivazione di opsonofagocitosi neutrofila, burst ossidativi, produzione di
enzimi litici e chenwiattrattivi, o la formazione di trappole extracellulari neutrofili (NET) di cromatina e pro@iienicrobiche.f | L'induzione
dell'opsonofagocitosi dei macrofagi, dei burst ossidativi o del rilascio di peptidi antimicgoplicattivazione della dgranulazione delle cellule natural
killer (NK) per uccidere le cellule infette | Il miglioramento dell'assorbimento, dell'elaborazione e della presentazione dell'antigene da parte delle
cellule dendritiche (DC) alle celluleiT]. La presentazione degéintigeni da parte delle cellule dendritiche follicolari (FDC) ai linfociti| BLa
degranulazione di mastociti, basofili ed eosinofili per rilasciare sostanze vasoattive, chemioattrattivi e citochind diieiper 2 (12) nel contesto

di allergeni anfezioni parassitarie. Fc, frammento cristallizzabile; MBL, lectina legante il mannosio; pMHC, complessavipé@tide
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Immunoglobuline D

L'immunoglobulina D (IgD) é rimasta una misteriosa classe di anticorpi per quasi mezzo secolo.
Inizialmente si pensava che I'lfiizse un isotipo Ig recentemente evolyespresso solo da alcune specie di
mammiferi, ma recenti scoperte in pesci e anfibi dimostrano che I'lgD era presente nell'antenato di tutti i
vertebrati mascellari e ha importanti funzioni immunologiche.

La strutura delle IgD e stata molto dinamica nel corso dell'evoluzione. | mammiferi possono esprimere IgD
attraverso lo splicing alternativo e la ricombinazione del cambio di classe (CSR).

Il cambio di classe da IgM a IgD attivo dipendente dalle cellule e mikpée dai linfociti Tavviene in un
sottoinsieme unico di cellule B umane della mucosa aerodigestiva superiore, che fornisce uno strato di
protezione della mucose@ersomolti agenti patogeni e i loro fattori di virulenza.

Le IgD circolanti possono legaralle cellule mieloidicome i basofilie indurre fattori antimicrobici,
inflammatori e stimolanti le cellule B, contribndo alla sorveglianza immunitaria ma anche
allinfammazione e al danno tissutale quando questo percorso € iperattivato in camdpatologiche.
Ricerche recenti mostrano che I'lgD € un importante immunomodulatore che orchestra un sistema di
sorveglianza ancestrale all'interfaccia tra immunita e infammazighe.
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https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34237381/

La funzione di slgD nella mucosa aerodigestiva. Negli organi linfoepiteliali della mucosa aerodigestiva, le cellule+FIQ\B+{Igbtrano in un
programma & sottoponendosi a CSR da IgM a IgD e SHM esteso. | linfociti B risultanti (Ig3st di@fdrenziano ulteriormente in plasmacellule che
secernono IgD, che rilasciano IgD localmente o colonizzano i distretti della mucosa distale (ad es. ghianddigdalivemae mammarie, nonché
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I'orecchio medio) attraverso la circolazione generale (non mostrata in questa figura ). L'lgD secreta da queste a@lalglisatgigeni della mucosa
locale, inclusi il microbiota, i patogeni e i loro prodotti, nonch@ugtigeni alimentari. slgD si lega anche ai basofili (e ai mastociti) tramite un recettore
composto da galectin@ e CD44. Quando ingaggiate dall'antigene, le IgD legate ai basofili induce il rilascio di basofili di chemochine, fattori
antimicrobici e po-infiammatori, nonché di K4, IL-5 e 113, che facilita la generazione di cellule follicolari Th2 che secernehe IL:13. Queste

cellule T GC migliorano quindi la produzione di cellule B dell'iniziale IgG1 argjgesifica (nei topi) o IgG4 (neglseri umani) e IgE. Inoltre, la
reticolazione delle IgD da parte degli antigeni vincola anche la degranulazione dei basofili IgEmediata.

{¢!5Lh 59[[ Q! 59

Test sierologici per rilevare il SARDW2

| test sierologici sono progettati per rilevare la presenza di antidg@icontro un determinato agente
patogeno, in questo casbSAREC0V2.

Un risultato positivo del test sierologico é indicativo di un'esposizione passata a uno o piu epitopiientigen
dell'agente patogeno e pertanto non € un indicatore di un'infezione attiva. Inoltre, se I'agente patogeno di
interesse condivide sequenze di epitopi antigenici con le proteine di altri microbi o anche con quelle degli
antigeni del vaccino, un test p@ssereun falso positivo.

Nel corso dun'infezione naturale da SAR®\2, i livelli di RNA virale diminuiscono rapidamente durante la
seconda settimandino adiventare non rilevabifi® e il dosaggio ddganticorpi diventa quindi la modalita
primaria e piu accurata per rilevare un'infezione risolta di recente o pregressa.

| test sierologici sono fondamentali anche per l'individuazione di infezioni asintomatiche e precedentemente
non diagnosticate nellpopolazione.

| test sierologici usatpit comunementeincludono i test immunologici a flusso laterale (LFIA), i test
immunoenzimatici (ELISA) e i test immunologici a chemiluminescenza((Gidél)a 1}

A seconda del test utilizzato, possono rilevare IgM, IgA, 1gG o anticorpittothibltre, i test variano negli
anticorpi specifici che rilevano; questi includono anticorpi contro il RBD, la prateinacleocapside (N), la
proteina spike (S) o le proteirtel nucleocapside & spike (NS)*®
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Virological assessment of hospitalized patients with CE20I®.

Nature. 2020 May;581(7809):4689. doi:10.1038/s4158820-2196x. Epub 2020 Apr 1. Erratum in: Nature. 2020 Dec;588(7839):E35.
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La qualita e l'utilita di un test sierologico & valutata principalmente dal suo grado di sensibilita e spétificita.
La sensibilitadescrive la capacita di un test sierologico di fornirerisultato positivo da campioni che
contengono anticorpi contro il SAR®V2 ("veri positivi"). Pertanto, un test altamente sensibile ha una
frequenza molto bassa di falsi negativi.

Laspecificitainvece descrive la capacita di un test di fornire un tégalnegativo quando un campione non
contiene anticorpi contro il SAREV2. In questo caso, un test sierologico SARS2 ad alta specificita
deve portare a pochi falsi positivi, compresi quelli risultanti dalla reattivita crociata a uno qualsiaaitdegli
seicoronavirusumani4°

| test sierologici che analizzano le IgM, che naturalmente hanno un'affinitd per I'antigene virale inferiore
rispetto alle IgG, avranno un rischio maggiore di produrre falsi positivi e pertanto dovrebbero richiedere una
soglia di specificita piu elevata.

Le soglie dei test per specificita e sensibilita sono valori arbitrari stabiliti sperimentalpeatifieriscono tra

i tipi ditest sierologici de metodiche di analisi

Le soglie per il SAR®V2 sono determinate principalmente sulla base dei riguligi test di campioni di
controllo negativi raccolti prima della pandemia, nonché di campioni di controllo positivi che sono stati
confermati da un test diagnostico clinico-RTR certificato (cioé validatontro il sequenziamentd}!
Attualmente, non sistono standard di riferimento internazionali per definire la sensibilita e la specificita del
test sierologicq il che rende molto difficile confrontare i diversi test sierologici e saggi senza effettuare un
confronto sperimentale diretto.

Studi recenti hanno cercato di confrontare piu kit di t&tma, sebbene cio rappresenti un progresso, cio
che alla fine éemerso € la necessita di predispome insieme ben caratterizzato di sieri standard che
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potrebbero essere testati rispetto a quaisi kit di test sierologico approvatper consentre di confrontare

la sensibilita e la specificita di questi it.

Altre variabili che richiedono la standardizzazione per i test sierologici e il confronto ,deickitdono la

durata della PSO (pesymptom onset, fine dei sintomi) per la raccolta dei campioni dai pazienti, in quanto

la sensibilita e la specificita dei test commerciali possono variare a seconda del momento in cui il campione
viene raccolto!* e dal metodo con cui i campioni vengono tita inattivati per la sicurezza del
laboratorio 14

Before symptoms onset After symptoms onset

SARS-CoV-2 exposure

Symptoms s
Viral load

IgM

18G S—
Sensitivity ===

(%) Bunsal qv jo Auamisuas

RT-PCR threshold
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Preprint. medRxiv. 2020;2020.08.05.20169128. Published 2020 Aug 6. doi:10.1101/2020.08.05.20169128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7418752/

La Marca A, Capuzzo M, Paglia T, Roli L, Trenti T, Nelson SM.

Testing for SARS0V2 (COVIEL9): a systematic review and clinical guide to molecular and serolagrieifo diagnostic assays.
Reprod Biomed Online. 2020;41(3):4839. doi:10.1016/j.rbmo.2020.06.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7293848/

5Cheng MP, Yansouni CP, Basta NE, et al.

Serodiagnostics for Severe Acute Respiratory SyndiRdated Coronavirus 2 : A Narrative Review.
Ann Intern Med. 2020;173(6):45060. doi:10.7326/M2€2854
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7281623/

Hu X, An T, Situ B, et al.

Heat inactivation of serum interferes with the immunoanalysis of antibodies to SHXR2.
J Clin Lab Anal. 2020;34(9):€23411. doi:10.1002/jcla.23411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7361150/

24 agosto 2022 56


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7941096/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8863153/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7418752/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7281623/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7361150/

)\ FEDERAZIONE

RINASCIMENTO
ITALIA

https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7293848/

La relazione temporale tra carica virale, sintomi e positivita ai test diagnostici. L'esordio dei sintomi (giorno Ojfe@ Sliggmini dopo l'infezione
(giornogb). In questa fase iniziale corrisparde alla finestra o al periodo asintomatico, la carica virale potrebbe essere inferiore alla soglia-della RT
PCR e il test potrebbe dare risultati falsi negativi. Lo stesso vale alla fine della malattia, quando il pazientessidtadiprLa sierocomvsione puo
essere generalmente rilevabile tra7sgiorni e 14 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi; pertanto, nella prima fase della malattia, € pit probabile che i
test sierologici diano risultati falsi negativi. La linea nera tratteggiata nel grafiswalla sensibilita del test chemiluminescente come derivato dalla
scheda tecnica di un test commerciale (Abbott Diagnostics, USA). lg, immunoglobulP@RRTrascrizione inverBCR; SARS0V2, sindrome
respiratoria acuta grave coronavirus 2.

Le salie di sensibilita e specificita sono importanti anche per considerazioni epidemiologiche uniche per
determinate situazioni e ambienti.

Queste soglie possono essere modificate per consentire una maggiore sensibilita del test a scapito della
specificita,o il contrario, per cui la specificita e favorita a scapito della sensibilita.

Ad esempio, in una regione con un'elevata sieroprevalenza di-SA¥YRE la sensibilita pud essere prioritaria
rispetto alla specificita per garantire che la maggior partecdsi positivi venga identificata.

Viceversa, & la prevalenzd 1“6 in una data regione € moltbassa allora una maggiore specificita e una
sensibilita relativamente inferiore sarebbero favorite in modo che un minor numero di pazienti possa dare
risultati falsi positivi pur rilevando la maggior parte dei veri positivi.

E essenziale avere il corretto equilibrio tra sensibilita e specificita, poiché le implicazioni epidemiologiche di
falsi negativi o falsi positivi sproporzionati possono essere profondeedtinon troppi falsi positivi manterra

le persone isolate piu a lungo del necessario, creando tensioni sociali ed economiche altrimenti evitabili.

Un test con troppi falsi negativi comportera una sottovalutazione della prevalenza della malattia, che puo
portare a un allentamento prematurdella sorveglianzaella malattia e a ondate di infezioni risorgenti
poiché i pazienti identificati erroneament®me falsi negativdontinuano inconsapevolmente a trasmettere

la malattia.*4’

* Laprevalenzd INBY RS Ay O2yaARSNI I m@dérisikiferiSce di gdasiBudi. a G Sy G A Z YSydl

https://lwww.nature.com/articles/s4156320-00906z/

| test immunitari comunemente usati contengono antigeni ricombinanti specifici per-S8A®S immobilizzati su membrane ditrocellulosa.
Anticorpi IgM e IgG antiumani di topo coniugati con perline di lattice colorate vengono immobilizzati su tamponi cohdagagiione di prova entra

in contatto con la membrana all'interno del test. Gli anticorpi colorati formano comiptessugati di lattice con anticorpi antivirali umani. Questo
complesso immobilizzato sulla membrana viene catturato dall'antigene ricombinante specifico peC&ARSSe nel campione sono presenti
1gG/IgM specifiche per SAR®\/2, cid porta a una bandeolorata, che indica un risultato positivo del test. Il complesso viene catturato sulla
membrana dall'anticorpo di capra astbpo, formando una linea di controllo rossa. Nella finestra di test viene visualizzata una linea di controllo
incorporata. L'assea di una banda colorata dimostra un risultato negative, # flusso di lavoro inizia con il siero del paziente aggiunto al pozzetto
di flusso del campione (S) (a), il tampone salino viene aggiunto goccia a goccia (b) e il campione incubator{cpfioscahento dell'anticorpo
antigene (d) e SARRIlevazione dell'anticorpo Ce&/(e). f, L'anticorpo di conighoro mostra nel pozzetto di controllo (C). g, Una banda positiva del
test (T) indica la presenza di anticorpi COVAI® i risultati senzana banda C positiva non sono validi. In particolare, questo test descrive una risposta
postimmune e pud mostrare risultati negativi per gli individui che sono stati recentemente infettati. Pud anche rilevare iih \parsone
precedentemente infette masintomatiche.

148 https://www.quadernodiepidemiologia.it/epi/freg/inc_préntm
https://toolbox.eupati.eu/resources/concettiepidemiologicincidenzae-prevalenza/?lang=it
47Bryant JE, et al

Serology for SARSoM2: Apprehensions, opportunities, and the path forward.

Sci Immunol. 2020 May 19;5(47):eabc6347. doi: 10.1126/sciimmunol.abc6347.
https://www.science.org/doi/10.1126/sciimmunol.abc6347
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Test sierologico e origine dei falsi positivi

Oltre ai falsi positivi dovutalla crosgreattivita con coronavirus umani e anticorpi preesistefi§j il test
sierologico puo portare a falsi positivi anche a cadedta presenza di anticorpi autoimmuni crossreattiVi

Le preoccupazioni diagnostiche derigadal fatto che, a causa dell'ipergamsgibulinemia policlonale, i
pazienti con malattie immunmediate e in particolare quelli con condizioni autoimmuni possono produrre
risultati falsi positivi per SARSV2IgG e IgM.

Il test di rilevamento degli artorpi specifici del virus per SAR8VIgG e IgM ha gia mostrato risultati falsi
positivi in pazienti cofe seguentimalattie autoimmuni lupus eritematoso sistemico, sindrome di Sjogren,
sclerosi sistemica, malattia mista del tessuto connettivo e antétamatoide!®°

In particolare € stato riscontrato che campioni di pazienti affettadete reumatoidecon alti livelli dfattore
reumatoide RH di isotipo IgM e IgG hanno prodotto un segnale falso positivo in diversi saggi.

Poichéf QswI€ga alle parti costantielle IgG, cid potrebbe far precipitare altri anticorpi presemgl test
immunologico in modo non specifico. Questi segnali positvi specifici potrebbero non solo fornire false
indicazioni di immunita protettiva al SAR®\2 per un individuo con RF, ma potrebbero anche fornire un
quadro errato della proporzione della popolazione esposta all'infezione durante screening piu ampi,
soprattutto se le diagnosi @ stato RF della popolazione da cui sono stati raccolti i campioni non € noto.

148 atiano A, Tavano F, Panza A, et al.

Falsepositive results of SARSV2 IgM/IgG antibody tests in sera stored before the 2020 pandemic in Italy.
Int J Infect Dis. 2021;104:18%3. doi:10.1016/j.ijid.2020.12.067
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7834192/

9 Georgiev T, Angelov AK.

Complexities of diagnosis and management of CE@IM autoimmune diseases: Potential benefits and detriments of immunosuppression.
World J Gh Cases. 2020;8(17):368878. doi:10.12998/wjcc.v8.i17.3669

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7479565/

150Wang Y, Sun S, Shen H, Jiang L, Zhang M, Xiao D, Liu Y, Ma X, Zhang Y, Guo N, Jia T.
Crossreaction of SARS0V antigen with autoantibodies in autoimmune diseases.

Cell Mol Immunol. 2004 Aug;1(4):3@4PMID: 16225774.
http://www.cmi.ustc.edu.cn/1/4/304.pdf
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Kharlamovat al'**hanno riscontrato chealmaggior parte dei falsi segnali posiérarilevata nei saggi IgM,

come notato da altrt®?, in linea con la bassa affinita degli anticorpi IgM, rispetimaatbio diclasse 19G &
maggioreaffinita deglianticorpimaturi.

Il siero di pazienti coSLE (lupus eritematoso sistemit@) un'elevateabbondanza di autoanticorpi, inclusi

RF, ANA e anticorpi contro il dsDRfAe, sbbene il LES sia una malattia meno diffusaCtellw 6 I NIi NJ&
reumatoide) i campioni di siero di questi pazienti hanno contribuitananiera significativai segnali falsi

postivi nello studio
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Antibodies with specifcity for COVID-19 bind to
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7479565/
Test di rilevamento degli anticorpi virali e ipotetico caso di creaftivita falsi positivi in pazienti con malattie autoimmunpergammaglobulinemia
policlonale correlata

151 Kharlamova N, et al

False Positive Results in SARY2 Serological Tests for Samples From Patients With Chronic Inflammatory Diseases.
Front Immunol. 2021 May 3;12:666114. doi: 10.3389/fimmu.2021.666114.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8126683/

152Whitman JD, Hiatt J, Mowery CT, et al.

Evaluation of SARS0\/2 serology assays reveals a range of test performance.
Nat Biotechnol. 2020;38(10):11-24.83. doi:10.1038/s4158020-0659-0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7740072/

Ldiano A, Tavano F, Panza A, et al.

Falsepositive results of SARS0\2 IgM/IgG antibody tests in sera stored before the 2020 pandemic in Italy.
Int J Infect Dis. 2021;104:18%3. doi:10.1016/).ijid.2020.12.067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7834192/

153Dema B, Charles N.

Autoantibodies in SLE: Specificities, Isotypes and Receptors.

Antibodies (Basel). 2016;5(1):2. Published 2016 Jan 4. doi:10.3390/antib5010002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/aticles/PMC6698872/

24 agosto 2022 59


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7479565/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8126683/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7740072/

7S\ FEDERAZIONE

RINASCIMENTO
MBI TALIA

Per gli studi sulla sieroprevalenza, la specificita del test & fondame#take cid riguarda in particolare
I'Africa subsahariana, dove la prevalenza di CE9IB bassa rispetto ad altri continertf e I'endemicita
della malaria dd. falciparune elevata®®

In un tale contestoga una revisione pubblicata da Vanroye €f4lla maggior parte dei prodotti RORapid
Diagnostic Tes)valutati risulterebbe in un numero elevato di risultati falsi positivi, probabilmente sopser
al numerodeiveri positivj a causa della crogseattivita conP. falciparium

Da notare,ancheil P. vivax piu diffuso dal punto di vistegeografio, era associato a reattivita crociata,
mentrele lineeguida dellOMS menziomnano di testare la reattivita crociata solo per falciparune P. ovat
158

Un impatto simile & prevedibile nelle aree endemich&atiistosomiasi ®engue.*>®

Sebbene non siatato un obiettivo dello studio (e non valutato sistematicamentgl, autori ** hanno
osservato carenze nelle istruzioni per l'uso dei prodotti (senzazioaare |'antigene di rilevamento per 11
su 13 prodotti), nella produzione (contaminazione batterica della fiala del tampone, errori di assemblaggio
ed etichettatura dellaconfezion@ e nelle prestazioni (controllo e lineeaditest debol).

Queste carenzeono stae notate anchein precedenza e possono essere caasil'elevata domanda dei
clienti e dll'insufficiente supervisione normativehe peropossono compromettere seriamente la fruibilita
dei prodotti sulmercato.*6°

%4 Mulchandani R, Jones HE, Taytillips S, et al.

Accuracy of UK Rapid Test Consortium-RJIC) "Abd9 Rapid Test" for detection of previous SARS2 infection in key workers: test accuracy
study.

BMJ. 2020;371:m4262. Publishe@® Nov 11. doi:10.1136/bmj.m4262

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7656121/

European Centre for Disease Prevention and Control. Considerations for the use of antibotiyr t8B8R&0\2 ¢ first update. 10 February 2022.
Stockholm: ECDC; 2022.
https://www.ecdc.europa.eu/sites/dfault/files/documents/Considerationfor-the-use-of-antibodytestsfor-SARSE oV 2first-update. pdf

155\World Health Organization WHO Coronavirus (C&@)Dashboard

156Gatton ML, Ciketic S, Barnwell JW, et al.

An assessment of false positive ratesrfalaria rapid diagnostic tests caused by #Rlasmodium infectious agents and immunological factors.
PL0S One. 2018;13(5):e0197395. Published 2018 May 14. doi:10.1371/journal.pone.0197395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5951549/

World malaria report 2019

57Vanroye F, Bossche DVD, Brosius |, Tack B, Esbroeck MV, Jacobs J.

COVIB19 Antibody Detecting Rapid Diagnostic Tests Show High-Reassivity When Challenged with FPandemic Malaria, Schistosomiasis and
Dengue Samples.

Diagnostics (Basel). 2021 Jun 25;11(7):1163. doi: 10.3390/diagnostics11071163.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8305106/

158Coronavirus disease (COMIB) Pandemic Emergency Use Listing Procedure (EUL) open for IVDs
COVIM9 Target product profiles for priority diagnostics to support response to the G®/jtandemic v.1.0

%9Yek C, Nam VS, Leang R, et al.

The Pandemic Experience in Southeast Asia: Interface BetweerCB¥RSMalaria, andengue.
Front Trop Dis. 2021;2:788590. doi:10.3389/fitd.2021.788590
https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8975143/

160\West R, Kobokovich A, Connell N, Gronvall GK.

COVIBL9 Antibody Tests: A Valuable Public Health Tool with Limited Relevance to Individuals.
Trends Microbiol. 2021;29(3):24223. doi:10.1016/j.tim.2020.11.002
https://www.ncbi.nlm.nh.gov/pmc/articles/PMC7836413/

Morshed M, Sekirov |, McLennan M, et al.

Comparative Analysis of Capillary vs Venous Blood for Serologic Detection €2 @ARStibodies by RPOC Lateral Flow Tests.
Open Forum Infect Di2021;8(3):0fab043. Published 2021 Jan 28. doi:10.1093/ofid/ofab043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7928643/

Pallett SJC, Jones R, Pallett MA, et al.

Characterising differential antibody response is integral to future S2QR& serostudies.
J Infect. 2020;81(6):e2830. doi:10.1016/}.jinf.2020.07.029
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Inoltre, l'interferenza con autoanticorpi, anticorpi eterotropi e alloanticorpi (anticorpi da tessuto allogenico)
puo portare a falsi positivi idonne in gravidanza, pazienti con malattie autoimmuni, trapianti e trasfusioni
di sanguel®*

Per comprendereilteriormente i fattori di interferenza endogena dell'ELISA sulla rilevaziehBAREC oV

2 IgM e IgG siericil test & stato utilizzato in sieri di 200 pazienti senza infezione da COIidcluso |l
gruppo positivo al fattore reumatoide (RF), agli anticorpi antinucleari (AINgjuppo delle donne in
gravidanza e senior normale, con &mpioniin ciascun gruppe 100 controlli normaf®?

Il livello di SARS0V2 IgG nelle donne in gravidanza era significativamente superiore a quello del gruppo di
controllo normale (p = 0,000), ma non vi era alcuna differenza significativa tra gli altri gruppi.

I livelli di SABCoV2 IgM nel gruppo di donne in gravidanza, normale anziano, ANA positiRé @ositivo
erano significativamente superiori a quelli del gruppo di controllo normale (p <0,05), con tassi di falsi positivi
significativamente piu elevati in questi gruppiZ£ 0,036, p = 0,004, p = 0,000, rispetto al gruppo di controllo
normale). [ RF sieric ha causato un falso positivo per SARS8/2 IgM in modo dipendente dalla
concentrazione, soprattutto quando la sua concentrazione era superiore a 110,25 IU/L.

Risposte anticorpali nei pazienti COVID

Le sottoclassi di IgG modulano le risposte immunitarie tramite I'impegno di diverstFeRespressione
SOG2LIAOF RA CO'wLLIF S CO!dmbodiratcdi egdere iyf rado tRdlirre ONOE wL 2
dell'infezione da SARSoV54,

L LR2fAY2NFAAYA ffStAOA Ay CO'wLLF &az2y2 Faaz2o0Al .
CO'wLLIF OKS aa fS3r ail I pidEdame rispid agh individuDod@XB YW £ dzt JL.
che si lega soloHgG21%°

Inoltre, recenti studi sulle risposte anticorpali in pazienti con C&\@Banno associato titoli piu elevati di

IgM e IgG ariN in tutti i momenti successivi alla comparsa deia@ni, con un esito peggiore della malattia
166

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7392850/

161Rifkin SB, Owens LE, Greenwald JL.

Factors asociated with fals@ositive results from fingerstick OraQuick ADVANCE rapid HIV 1/2 antibody test.
J Int Assoc Physicians AIDS Care (Chic). 201Reddl/1(6):35&0. doi: 10.1177/1545109712454194
https://journals.sagepub.com/doi/10.1177/1545109712454194

Reported Causes of Falpesitive EIA and Immulot Tests for HIV Antibody

162] ju W, Long X, Wan K, et al.

The endogenous factors affecting the detection of serum SA&R& |gG/IgM antibodies by ELISA.
J Med Virol. 2022;94(5):197¥82. doi:10.1002/jmv.27557
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9015225/

163Galipeau Y, Greig M, Liu G, Driedger M, Langlois MA.

Humoral Responses and Serological Assays inG&¥RSInfections.

Front Immunol. 2020;11:61068Bublished 2020 Dec 18. doi:10.3389/fimmu.2020.610688
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7775512/

164Jaume M, Yip MS, Cheung CY, et al.

Anti-severe acute respiratorgyndrome coronavirus spike antibodies trigger infection of human immune cells via angHysteine protease
AYRSLISYRSyld CcO'w LI GKgl &d

J Virol. 2011;85(20):105820597. doi:10.1128/JV1.00671

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3187504/

65Yuan FF, Tanner J, Chan PK, et al.

Influence of FcgammaRIIA and MBL polymorphisms on severe acute respiratory syndrome.
Tissue Antigens. 2005;66(4):2296.d0i:10.1111/j.13990039.2005.00476.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7190181/

66\WentingTan,et al

Viral Kinetics and Antibody Responses in Patients with GO/ID
medRxiv2020.03.24.20042382toi: https://doi.org/10.1101/2020.03.24.20042382
https://lwww.medrxiv.org/content/10.1101/2020.03.24.20042382v1.full.pdf
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In particolare titoli piu elevati di IgG e IgM arfii e antiN sono correlati aquadriclinid piu severie all'eta
avanzata®’, suggerendo effetti potenzialmente dannosi degli anticorpi in alcuni pazienti.

Tuttavia, il 70% dei pazienti che si sono ripredad2OVIBL9 lieve aveva anticorpi neutralizzanti misurabili

che persistevano anche dopo la vigiiacontrollo®, Pertanb, le conoscenzehe si possonacquisie dallo

studio delle caratteristiche degli anticorpi correlate al recupero anziché al peggioramento della nsalattia
indispensabili per individuari tipo di anticorpi da valutarger il rischio di ADE durante taalattia e in

seguito alla vaccinaziort€’

Dagli studi svolti convaccinicontro il SARE0v1 si é visto chévaccini che esprimevano la proteina N non
fornivano protezionee al contrario aumentavano la polmonite indotta da infeziacwn una maggiore
infiltrazione polmonare di eosinofili e rispostéteratedelle cellule ¥2,°c2 y f QA Y RERDA 2y S RSt

https://lwww.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.610688/full

Panoramica delle caratteristiche dell'isotipo dell'anticorpo e una sequenza temporale approssimatinéetiaiiie da SARSoV2 alla possibile
immunita. Ciascun isotipo dell'anticorpo & rappresentato con la sua forma tipica e la catena pesante associata. E inelusa areve descrizione
della loro funzione principale, nonché una rappresentazione diélehine sovraregolate e sottoregolate necessarie per ogni cambio di classe. Viene
mostrata la sequenza temporale approssimativa dell'aspetto e la successiva diminuzione di ciascun isotipo in relazidngraléRINe curve e i
valori si basano su recgrstudi sierologici discussi in questa recensione. Poiché e disponibile una letteratura limitata sull'implicazione della IgE
patogenesi e nell'immunita mediata da anticorpi a SA&RE?2, in quanto tale la rappresentazione della sequenza tempordle tgE & puramente
ipotetica.

167 Jiang, Hw., Li,..YZhang, Hret al.

SARS0V2 proteome microarray for global profiling of COMI®specific IgG and IgM responses.
Nat Commuri1, 3581 (2020). https://doi.org/10.1038/s4146720-174888
https://www.nature.com/articles/s41467020-174888

FanWu, et al

Antibody-dependent enhancement (ADE) of SARSM2 infection in recovered COVID patients: studies based on cellular and structural biology
analysis

medRxiv2020.10.08.20209114toi: https://doi.org/10.1101/2020.10.08.20209114
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.08.20209114v1.full.pdf

68FanWu, et al

Neutralizing antibody responses 8ARE0V2 in a COVH29 recovered patient cohort and their implications
medRxiv2020.03.30.2004736%toi:https://doi.org/10.1101/2020.03.30.20047365
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.03.30.20047365v2.full.pdf

169Zheng J, Deng Y, Zhao Z, et al.

Characterization of SAR®\2-specific humoral immunity anits potential applications and therapeutic prospects.
Cell Mol Immunol. 2022;19(2):18(57. doi:10.1038/s4142821-00774w
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8513558/

7°Demirg D, et al

Vaccine efficacy in senescent mice challenged with recombinantSa¥R8earing epidemic and zoonotic spike variants.
PL0S Med. 2006 Dec;3(12):e525. doi: 10.1371/journal.pmed.0030525. Erratum in: PLoS Med. 2007 Feb;4(2):e80.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1716185/

Yasui F, et al

Prior immunization with severe acute respiratory syndrome (SABRS)ciated coronavirus (SAR8V) nucleocapsid protecauses severe pneumonia
in mice infected with SARSoV.

J Immunol. 2008 Nov 1;181(9):6388. doi: 10.4049/jimmunol.181.9.6337.

https://lwww.jimmunol.org/content/181/9/6337.long
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TOSSICOLOGIA DEI VACCINI GBARTE |

Antibody overview and timeline in Sars-CoV-2 infection

+
2 Immune response Impact in SARS-CoV-2
unknown
1gG :
IgM IgA1 1gA2 1gG1 1gG2 1gG3 1gG4 IgE
Form Pentameric Monomeric or Dimeric Monomeric Monomeric
Heavy chain (1) Mu () Alpha (y) Gamma (e) Epsilon
) Humoral immunity ~ Mucosal immunity, Neutralization Humoral immunity , Neutralization Allergy & Parasite
Function Activates complement Fc-mediated effector function Activates compliment, Binds C1q defense
Class switching IL-4 ‘ TGF-BT IFN-y T IFN- v? IFN-y T IL-4 T IL-4 T
oytokinia IFN-y s 10t owa 4 o PNy )
TGF-B ‘ (increase production) IL-4 i TGF-8 ‘ TGF-B *

-4y

Incubation  Acute infection
Period

25 days 76 days 1-6years

|
5days

Infection RNA [;eak lgM
peak

12 days '
fgA IgG peak
peak

Stop of transmission Time

Reattivita crociata e immunita eterologa

La reattivita crociata degli anticorpi endemici di coronavirus comtBARSC0oV2 e di potenziale rilevanza
clinica.

L'ipotesi del peccato antigenico originale suggerisce che l'immunita preesistente si traduce nella riattivazione
di una risposta a un ppo precedente, in contrapposizione alla formazione di una risposta diretta contro il
ceppo attuale, e cio puo ridurre la formazione di anticorpi neutralizzanti, smorzando cosi I'effettiva
eliminazione del nuovo virus.

Studi pionieristici sulle rispostdl'amfluenza, basati su epidemiologia, modellizzazione e profilazione del
repertorio anticorpale, suggeriscono che gli anticorpi generati dall'esposizione infantile all'influenza sono
"programmati” ed esercitano un effetto importante sulla natura dellpoigta anticorpale provocata dalle
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successive esposizioni nell'uorfd. E stato quindi suggerito che questo fenomeno possa esistere anche
nell'infezione da SARSo\2.172

https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8546681/

L'impatto delllOAS sull'efficacia della risposta immunitaria. L'OAS é influenzata non solo dalla temporalita di un'esposigesica ma anche dalla
"raccolta” di antigeni associati all'esposiziof#) L'esposizione agli hCoV (virus correlati come\H0643, HCo¥AIKU1, HCoWL63 e HCoWKU1)
prepara il sistema immunitario agli antigeni blu, viola e verde. Cio si tradurra in cellule B di memoria a lunga vitaificitaspepettivamente per
questi antigeni. La riesposizione agli hCoV si tradurraanrabusta risposta anticorpale a ciascuno di questi antigeni.-SARS esprime lo stesso

17t Stamper CT, Wilson PC.

What Are the Primary Limitations in@®ell Affinfy Maturation, and How Much Affinity Maturation Can We Drive with Vaccination? Is Affinity
Maturation a SelDefeating Process for Eliciting Broad Protection?.

Cold Spring Harb Perspect Biol. 2018;10(5):a028803. Published 2018 May 1. doi:10.1101/cstpe28§863
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5899041/

Anderson EM, Goodwin EC, Verma A, et al.

Seasonal human coronavirus antibodies are boosted upon-8ARS infection bu not associated with protection.
Cell. 2021;184(7):1858864.e€10. doi:10.1016/j.cell.2021.02.010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7871851/

Kissler SM, Tedijanto C, Goldstein E, Grad YH, Lipsitch M.

Projecting the transmission dynamics of SARS?2 through the postpandemic period.
Science. 2020;368(6493):8868.doi:10.1126/science.abb5793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7164482/

Gostic KM, Ambrose M, Worobey M, Llggthith JO.

Potent protection against H5N1 and H7N9 influenzachillhood hemagglutinin imprinting.
Science. 2016;354(6313):7#226. doi:10.1126/science.aag1322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5134739/

Yewdell JW, Santos JJS.

Origind Antigenic Sin: How Original? How Sinful?

Cold Spring Harb Perspect Med. 2021 May 3;11(5):a038786. doi: 10.1101/cshperspect.a038786.
http://perspectivesinmedicine.cshlp.org/content/11/5/a038786.full

72Brown EL, Essigmann HT.

Original Antigenic Sin: the Downside of Immunological Memory and Implications for-C@VID
mSphere. 2021;6(2):e00088.. Published 2021 Mar 10. doi:10.1128/mSphere.00256
https://www. ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8546681/

Roncati L, Palmieri B.

What about the original antigenic sin of the humans versus SXR&?
Med Hypotheses. 2020;142:109824. doi:10.1016/j.mehy.2020.109824
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7204740/

Reina J.

Possible effect of the "original antigenic sin" in vaccination against new variants olCRARS
Rev Clin Esp (Barc). 2022;222(29921d0i:10.1016/j.rceng.2021.05.005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8437764/

Noori M, Nejadghaderi SA, Rezaei N.

"Original antigenic sin": A potential threat beyond the development of boosiecination against novel SARBV2 variants [published online
ahead of print, 2021 May 3].

Infect Control Hosp Epidemiol. 202421d0i:10.1017/ice.2021.199

https://www.ncbi.nlm.nih.@v/pmc/articles/PMC8144803/

Fierz W, Walz B.

Antibody Dependent Enhancement Due to Original Antigenic Sin and the Development of SARS.
Front Immunol. 2020;11:1120. Published 2020 Jun 5. doi:10.3389/fimmu.2020.01120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7291596/

Kohler H, Nara P.

A Novel Hypothesis for Original Antigenic Sin in the Severe Disease eC&&RBfection.
Monoclon Antib Immunodiagn Immunother. 2020 Aug;39(47:1Q1. doi: 10.1089/mab.2020.0029.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32762609/
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SARSC0V2 vaccination in the context of original antigenic sin.

Hum Vaccinmmunother. 2022;18(1):1949953. doi:10.1080/21645515.2021.1949953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8290366/
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antigene hCoV Green e due nuovi antigeni, giallo e rosso. La risposta di memecé&lalatiB verdi preverra o limitera in modo significativo la capacita
dei linfociti B naive con specificita agli antigeni gialli e rossi di svilupparsi. In questo scenario, |'anticeveodend protettivo; quindi, mentre I'OAS

ha impedito/diminuito I'elicitazione di anticorpi con specificita agli antigeni giallo e rosso, ¢stasgi memoria dell'antigene artierde conferisce

un certo livello di protezione contro un'infezione da SARS?2. (B) Questo scenario € identico a quello descritto per il pannello A con l'eccezione
che la risposta antierde suscitata contro hCoV nomeutralizzante per SARSV2. In questo esempio, la risposta della memoria al verde non &
protettiva mentre allo stesso tempo inibisce/interferisce con la capacita di creare una nuova risposta agli antigenirgsaito ahe potrebbero
potenzialmente fonire protezione(C)Questo scenario descrive due esposizioni separate. Poiché nessun antigene & condiviso tra hCelo¥ SARS
2, la risposta antBARSC0V2 sara un'esposizione primaria, non influenzata positivamente o negativamente dalla precedersiziespaagli hCoV.
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Sebbene gli anticorpi croseattivi non siano neutralizzanti, la neutralizzazione non €& perd l'unico
meccarismo mediante il quale gli anticorpi conferiscono protezione.

Infatti, gli anticorpi crosseattivi potrebbero interagire con i recettori per la regione degli anticorpi
presenti sulla superficie delle cellule immunitarie innate e promuovere attivita della funzione effettrice
protettiva, inclusa la fagocitosi cellulare anticorgipendente e la citotossicita cellulare anticorpo
dipendente!”®,

A tal fine,é stato studiatoun sottogruppo di anticorpi monoclonali isolati da pazienti affetti da SBRS
crossreattivicon SARE0V2 ma nonneutralizzantj ed € risultato chesono stati in grado di conferire
protezione in un modello muring“.

Inoltre, gli antcorpi che attaccand coronavirus uman®C43 sono stati riattivati in modo robusto in risposta
allinfezione da SARS0V2 ma non alla vaccinazione con spike stabilizzpt, cui si ritiene chdl

73Fox JM, Roy V, Gunn BM, et al.

Optimal therapeutic activity ahonoclonal antibodies against chikungunya virus requireSEc' w Ay G SN} Ol A2y 2y Y2y20eiSac
Sci Immunol. 2019;4(32):eaav5062. doi:10.1126/sciimmunol.aav5062

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6698136/

Earnest JT, Basore K, Roy V, et al.

Neutralizing antibodies against Mayaro virus require Fc effector functions for protectiveyactivi
J Exp Med. 2019;216(10):228301. doi:10.1084/jem.20190736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6781005/

174 Shiakolas AR, Kramer KJ, Wrapp D, et al.

Crossreactive coronavirus antibodies with diverse epitope specificities and Fc effector functions.
Cell Rep Med. 2021;2(6):100313. doi:10.1016/j.xcrm.2021.100313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8139315/
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dell'attivazione dominata dalla risposta 1g@.
Un ulteriore approfondimento sulla differenza tra la risposta immunitaria naturale e vaccinale sara
disponibile in successivi documenti.

SARS-CoV-2 Endemic CoV
= new | recalled
2| Acute . :
%, & | Preand postinfection lgM
e » Cc '
:“" = Convalescent plasma donor : > IgA
5 | Convalescent mucosal ;
2 § Pregnant women : ) 1gG
S i
£ Non-neutralizing
(&) _5 - leM Cross-reactive
o ‘..-‘CU Healthy adults N - S2-specific
' 4 § Pregnant women > @< :> IgA ;
= Y D g6 !

https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8562549/

Le risposte dell'anticorpo alla SARSV2 e alle proteine della spike di CoV endemiche sono state misurate in diverse coorti. igle@inécorpi
contro SARE0V2 sono stati indotti in tutti gli isotipi, solo le risposte IgA e IgG al CoV endemico sono state potenziate in modo reblsstcae
individui infettati naturalmente ma non vaccinati. Queste risposte richiamate e -teaggve al CoV endemico riconoscevano principalmente il
dominio S2 meglio conservato e non erano neutralizzanti. Sebbene non siano note altre attivita antivirali di antispegif82 ampiamente cross
reattivi, la diversa antigenicita dell'infezione natle@ della vaccinazione con spike difusione stabilizzato ha potenziali implicazioni per 'ampiezza
e il livello di protezione offerti da ciascuno.

Test di neutralizzazione

Per valutare le interazioni virdanticorpo vengono utilizzati piu test sielogici (test di inibizione
dell'emoagglutinazione, test di fissazione del complemento, test degli anticorpi fluorescenti, ¢tc.).
Tuttavia, solo pochi test, come il test di neutralizzaziomeriduzione dek plache (PRNTPlague Reduction
Neutralization Test), misurano la neutralizzazione del virus durante il processo di attacco virale e tingress
nelle cellule ospitt’”

5Crowley AR, Natarajan H, Hederman AP, et al.

Boosting of CrosReactive Antibodies to Endemic Coronaviruses by €£8R3 Infectionbut not Vaccination with Stabilized Spike.
Preprint. medRxiv. 2021;2021.10.27.21265574. Published 2021 Oct 28. doi:10.1101/2021.10.27.21265574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlesPMC8562549/

LiD, etal

Invitro and invivo functions of SARSo\/2 infectionenhancing and neutralizing antibodies.
Cell. 2021 Aug 5;184(16):42@219.e32. doi: 10.1016/j.cell.2021.06.021.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8232969/

Zhou Y, et al

Enhancement versus neutralization by SARS?2 antibodies from a convalescent donor, associates with distinct epitopes on the RBD.
Cell Rep. 2021 Feb 2;34(5):108699. doi: 1061jGelrep.2021.108699.

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7802522/

6MoralesNufiez JJ, MufieZalle JF, Torredernandez PC, HernandBello J.
Overview of Neutralizing Antibodies and Their Potential in CQYID
Vaccines (Basel). 2021 Nov 23;9(12):1376. doi: 10.3390/vaccines9121376.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/RIC8706198/

7"Mendoza EJ, Manguiat K, Wood H, Drebot M.

Two Detailed Plaque Assay Protocols for the Quantification of InfectiousGARS
Curr Protoc Microbiol. 2020 Jun;57(1):ecpmc105. doi: 10.1002/cpmc.105.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7300432/

Roehrig JT, Hombach J, Barrett AD.

Guidelines for PlaguReduction Neutralization Testing of Human Antibodies to Dengue Viruses.
Viral Immunol. 2008 Jun;21(2):132. doi: 10.1089/vim.2008.0007.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/18476771/
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Il PRNT consente di misurare gli effetti degli anticorpi sull'infettivita viraeulando su piastrd virus con

cellule sensibili, come most@tnella Figurad, pertanto, & considerato il gold standard per valutare la
capacita di neutralizzazione degli anticorpi conti8ARSCoV2.

Le cellule vengono coltivate in mezzi semisolidi chédimo la difusione del virus; gni virus che avvia
l'infezione produce un'area localizzata dell'infezione, nota come placca, che puo essere visualizzata e contata.
Dopo il conteggio delle placche, e possibile determinare la riduzione percentuale dell'itiettiele del

virus1’®

Questo test presenta un notevole svantaggmgquantodi solito viene eseguito con virus igontagiosi) ed

€ necessario lavorare in un laboratorio di livello di biosicurezza 33)B®h persone moltoqualificate ed
espertel’®

Laboratori: livelli di biosicurezza, descrizione, agenti patogeni lavorati

Classificazione degli agenti patogeni in gruppi di rischio
Classificazione degli agenti infettivi in relazione alla sicurezza biologica
Rischio biologico

Classificazione Art. 268D. Lgs.vo n. 81/2008

a) agente biologico dajruppo 1 un agente che presenta poche probabilita di causare malattie in soggetti
umani;

b) agente biologico dajruppo 2 un agente che puo causare malattie in soggetti umani e costituire un rischio
per i lavoratori;e poco probabile che si propaga nella comunita; sono di nadis@onibili efficaci misure
profilattiche o terapeutiche;

c) agentebiologico delgruppo 3 un agente che pud causare malattie gravi in soggetti umani e costituisce
dzy &ASNA2 NARAOKAZ2 LISNI A fF@2NIG2NRAT f Qorfh&sbtoS o6 A 2
disponibili efficaci misure profilattiche o terapeutiche

d) agente biologico dejruppo 4 un agente biologico che pyyovocare malattie gravi in soggetti umani e
costituisce un serio rischio per i lavoratori e pud presentare un elevato risclimpagazione nella
comunita; non sono disponibili, di normefficaci misure profilattiche o terapeutiche.

178 Abe KTet al

A simple proteirbased surrogate neutralization assay for SARS2.
JCI Insight. 2020 Oct 2;5(19):e142362: 16i1172/jci.insight.142362.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7566699/

9pPerera RAt al

Serological assays for severe acute respiratory syndrome coronavirus 2G8¥®SMarch 2020.
Euro Surveill. 2020 Apr;25(16):2000421. doi: 10.2807/14A817.ES.2020.25.16.2000421.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7189648/

Okba NMAegt al

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirf8Bpéxific Antibody Responses in Coronavirus Disease Patients.
Emerglnfect Dis. 2020 Jul;26(7):141888. doi: 10.3201/eid2607.200841.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7323511/
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Saggi di neutralizzazion@) In un test PRNT, le cellule suscettibili all'infezione vengono coltivate in mezzi semisolidi e vengono infettate dal virus
vivo SARE0V2. | mezzi semisolidi consentono di localizzare I'infezione e di visualizzarla come placche. Le placche vengeeoucentatuzione

del numero di placche significa che nel campione sono presenti anticorpi neutralifBamMNT € simile a un PRNT, ma invece di un virus vivo, un
virus simiHIV o VSV viene trasfettato con la proteina S di S20%& e un reporter lunmescente. Le unita di luminescenza sono siti di infezione e

una riduzione delle unita di luminescenza significa che sono presenti anticorpi neutralig@@id8VNT utilizza un hACE2 immobilizzato in piastre
ELISA e un RBD coniugato con HRP; se nelaragmno presenti anticorpi neutralizzanti, I'RBD coniugato con HRP non si leghera a hACE2 e non ci
sara segnale o un segnale a bassa intensita. PRNT, test di neutralizzazione con riduzione delle placche; VNT, tesrzdrioeetiddi virus; SVNT,

test di neutralizzazione del virus surrogato; HIV, virus dell'immunodeficienza umana; VSV, virus della stomatite vescicoRrenbivG@Edi
conversione dell'angiotensina umana 2; HRP, perossidasi di rafano; RBD, dominio di legame del recettore; TMidbeztraimea

| test di neutralizzazione del virus (VNTfig. B possono essere eseguiti anche con vettori virali
pseudotipizzati con la proteina S del SARS2, ¥ come si approfondira in seguito.

Questa tecnica non richiede un laboratoi®SE3; tuttavia, richiede laboratori specializzati ed € una
procedura molto complicata e dispeioda in termini di tempgd®!

180 Crawford KHDet al

Protocol and Reagents for Pseudotyping Lentiviral Particles with-GA¥RSSpike Protein for Neutralization Assays.
Viruses. 2020 May 6;12(5):513. doi: 10.3390/v12050513.

https://www. ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7291041/

Ferrara F, Temperton N.

Pseudotype Neutralization Assays: From Laboratory Bench to Data Analysis.
Methods Protoc. 2018 Jan 22;1(1):8. doi: 10.3390/mps1010008.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6526431/

Septisetyani EP, Prasetyaningrum PW, Anam K, Santoso A.

SARE0V2 Antibody Neutralization Assay Platforms Based on Epitopes Sources: Live Virus, Pseudovirus, and Recombinant S ®IB&bprotein
Immune Netw. 2021 Nov 23;21(6):e39. doi: 10.4110/in.2021.21.e39.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8733193/

181 Crawford KHDet al

Protocol and Reagents for Pseudotyplirentiviral Particles with SAR®\2 Spike Protein for Neutralization Assays.
Viruses. 2020 May 6;12(5):513. doi: 10.3390/v12050513.
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Poiché la proteina SARDV2 S € necessaria affinché il virus entri in una cellula, & possibile trasfettare cellule
specifichein grado diprodurre ed esprimere particelle lentivirali pseudotipidaeutilizzae per infettare le

cellule sensibili che esprimono il recettore AGE2.

Tale pseudotipizzazione pud essere ottenuta con particelle lentivirali derivate dal virus
dellimmunadeficienza umana (HIVVf e dal virus della stomatiteescicolare (VSV}, le quali permettono

di misurare l'ingresso nelle cellule mediato dalla spike con reporter fluorescenti o lugiferpisgati per

valutare la capacita neutralizzante degli anticorpi umani.

Rispetto ai test con virus vivi (live virus assay), i test di neutralizzazione basati su pseudovirus (PBNA) sono
meno laboriosi, poiché i dati sono ottenuti attraverso la lettunailescente.

Al contrario, i live virus assay richiedono la lettura manualeisigltati al microscopié®®e la neutralizzazione

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7294a/

Ferrara F, Temperton N.

Pseudotype Neutralization Assays: From Laboratory Bench to Data Analysis.
Methods Protoc. 2018 Jan 22;1(1):8. doi: 10.3390/mps1010008.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6526431/

182\\ang Set al

Antibody-dependent enhancement (ADE) of SARSH LJa SdzR2 BA NI £ Ay F S Ol adiyodyNdnplegwidbizale@ O wL L. FyR
interaction.

CommunBiol. 2022 Mar 24;5(1):262. doi: 10.1038/s42@22-032070.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8948278/

I KYASE Sgall ! a3z | FSzeMyzgkiKIGrzybX. . A SZ1 264
Immune response against SABSV2 variants: the role of neutralization assays.

NPJ Vaccines. 2021 Nov 29;6(1):142. doi: 10.1038/s415%004046.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/aticles/PMC8630184/

FanWu, et al

Antibody-dependent enhancement (ADE) of SARS2 infection in recovered COV patients: studies based on cellular and structural biology
analysis

medRxiv2020.10.08.20209114toi:https://doi.org/10.1101/2020.10.08.20209114
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.08.20209114v1.full

RennA, Fu Y, Hu X, Hall MD, Simeonov A.

Fruitful Neutralizing Antibody Pipeline Brings Hope To Defeat-EARS

Trends Pharmacol Sci. 2020 Nov;41(11):828. doi: 10.1016/.tips.2020.07.004.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7572790/

83QuX, Liu Y, Lei X, Li P, MiD, Ren L, Guo L, Guo R, Chen T, Hu J, Xiang Z, Mu Z, Chen X, Chen J, Hu K, Jin Q, Wang J, Qian Z.
Characterization of spike glycoprotein of SAR$2 on virus entry and its immune cressactivity with SARSoV.

Nat Commun. 2B0 Mar 27;11(1):1620. doi: 10.1038/s414620-155629. Erratum in: Nat Commun. 2021 Apr 1;12(1):2144.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7100515/

Chen Xet al

Human monoclonal antibodies block the binding of SBR®2 spike protein to angiotensin converting enzyme 2 receptor.
Cell Mol Immunol. 2020 Jun;17(6):6849. doi: 10.1038/s4142820-0426-7.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7167496/

184Xiong HLet al

Robust neutralization assay based on S&B®2 Sprotein-bearing vesicular stomatitis virus (VSV) pseudovirus and-8@E&xpressing BHK21
cells.

Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):2203 3. doi: 10.1080/22221751.2020.1815589.
https://lwww.ncbi.nlm.rh.gov/pmc/articles/PMC7534347/

Hoffmann M, It al

SARS0V2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and Is Blocked by a Clinically Proven Protease Inhibitor.
Cell. 2020 Apr 16;181(2):2-2B0.e8. doi: 10.1016/j.cell.2020.02.052.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7102627/

185Nie J, Li Q, Wu J, Zhao C, Hao H, Liu H, Zhand.|. (ieH, Wang M, Lu Q, Li X, Sun Q, Liu J, Fan C, Huang W, Xu M, Wang Y.
Establishment and validation of a pseudovirus neutralization assay forGARS

Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):685b. doi: 10.1080/22221751.2020.1743767.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7144318/
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viene misurata come riduzione della luminescenza in unita relative d{RIldg)2®

Un altro approccio consiste nealutare la neutralizzazione mediante la replicazione del VSV ricombinante
(rVSVs¥®” Rispetto agli pseudotipi VSV ricombinanti che codificano per la proteina S sono piu facili da
produrre. Gli rVSV sono stati precedentemente utilizzati con altri virus letali e coORCRARSMERGOV.

In questo caso, il gene della glicoproteina nativa del genoma del VS\sueiitaito con il gene che codifica

per la proteina S. Il genoma del VSV é anche modificato per esprimere una proteina fluorescente verde (GFP)
che funge da reporter, consentendo lamalzione dell'infeziong'®®

Unulteriore test per la neutralizzaziong I''mmunceCoV" sviluppato davandergaast et at®, in cui un VSV

viene modificato per esprimere la proteina S, ma viene utilizzato un sistema di lucifédasi aplit proteird

(DSP) per quantificare la neutralizzazione del virus.

Il sistema DSP litiza una proteina fluorescente verde (GFP) splittata chimerica e una luciferasi di Renilla (RL)
splittata . La fusione tra due linee cellulari che esprimono parti complementari del sistema reporter
consente di misurare la fusione cellulare indotta dalw su piastra a 96 pozzetti.

Septisetyani EP, Prasetyaningrum PW, Anam K, Santoso A.

SARS0V2 Antibody Neutralization Assay Platforms Based on Epitopes Sources: LsyéS@udovirus, and Recombinant S Glycoprotein RBD.
Immune Netw. 2021 Nov 23;21(6):€39. doi: 10.4110/in.2021.21.e39.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8733193/

186Chen Q, Nie J, Huang W, Jad.i L, Zhang T, Zhao J, Wu H, Wang Y.

Development and optimization of a sensitive pseudovivased assay for H)/neutralizing antibodies detection using A3R5 cells.
Hum Vaccin Immunother. 2018 Jan 2;14(1):298. doi: 10.1080/21645515.2017.1373922.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5791569/

187Case JRet al

Neutralizing Antibody and Soluble ACE2 Inhibition of a Replie@ionpetent VS\BAREC0V2 and a Clinical Isolate of SAB®/2.
Cell Host Microbe. 2020 Sep 9;28(3)4M5.e5. doi: 10.1016/j.chom.2020.06.021.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7332453/

Dieterle MEgt al

A ReplicatiorCompetent Vesicular Stomatitis Virus for Studies of S2R& SpikeMediated Cell Entry and Its Inhibition.
Cell Host Microbe. 2020 Sep 9;28(3)48%.e6. doi: 10.1016/j.chom.2020.06.020.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7332447/

Li H, Zhao C, Zhang Y, Yuan F, Zhang Q, Shi X, Zhang L, Qin C, Zheng A.

Establishment of replicatienompetent vesicular stomatitis virtsased recombinant viruses suitable for SARS®2 entry and neutralization
assays.

Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):22697. doi: 10.1080/22221751.2020.1830715.

https://www.ncbi.nlm nih.gov/pmc/articles/PMC7594855/

188Case JRet al

Neutralizing Antibody and Soluble ACE2 Inhibition of a Replie@tionpetent VSNSARSC 02 and a Clinical Isolate of SABR®V2.
Cell Host Microbe. 2020 Sep 9;28(3)4M5.e5. doi: 10.1016/j.chom.2020.06.021.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7332453/

189Vandergaast Rt al

Development and validation of IMMUNOhA + u Y -throughpufl dinical assay for detecting antibodies that neutralize SER&.
bioRxiv [Preprint]. 2020 May 27:2020.05.26.117549. doi: 10.1101/2020.05.26.117549.
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302210/

Vandergaast Rt al

IMMUNGCOV v2.0: Development and Validation of a Highoughput Clinical Assay for Measuring S8BR®2-Neutralzing Antibody Titers.
mSphere2021 Jun 30;6(3):e0017021. doi: 10.1128/mSphere.021170

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8265629/

1% Nakane S, Matsuda Z.

Dual Split Protein (DSP) Assay to Monitor-Cell Membrane Fusion.
Methods Mol Biol. 2015;1313:2236. doi: 10.1007/978-493927036_17
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/25947669/
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Panoramica del test IMMUNOOVTMUn picco di SARSo\2 che esprime VSV (M SYXRSCoeR2-SE19CT) vienencubato con campioni di sieri di
prova. In assenza di anticorpi neutralizzanti SBB®&2 (in alto) il virus mantiene l'infettivita e infetta i monostrati VefdSP1/DSP2. Se il campione

di provacontiene anticorpi neutralizzanti SAR8\2 (in basso) gli anticorpi si legano alla proteina spike che caunsatralizzazione del virus
bloccando l'ingresso delle cellule. VSXRSCoV2-S D19CT induce la formazione di sincizi nei monostrati VeroDSP1/DSP2, che ricostituisce un
reporter di luciferasi completamentieinzionale che viene utilizzato per quantificare la formazione di sincizi indotta da virus. Un segnale di luciferasi
elevato significa che il campione del test non ha neutralizzato il virus, mentre la luciferasi ridotta indica la preaatizarpi neuralizzanti SARS

CoV2 nel testcampione.

Infine, & stato sviluppato un innovativo test di neutralizzazione del virus surrogato (sVNT), basato sul principio
del blocco del test di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) che imita l'interazioreelinleper rilevare

la presenza di NAbs (anticorpi neutralizzanti) in un campione.

In questo caspla proteina ACE2 umana (hACE2) viene immobilizzata nella piastra e per il rilevamento viene
utilizzato un RBD coniugato con perossidasi di rafano (HRP).

Nel caso in cui dia un'elevata presenza di NAbs, ci sara un'intensita del segnale inferioontradrio, se

non ci sono NAbs, I'RBD coniugato con HRP si lega allhACE?2 e il segipilieaiard”.

Questo test & il primo del suSgy SNB I R S & a S NI pdr ushiNa@mdsticoz pdRébbefessere
una strategia alla portata della maggior padei laboratori clinici.

1Meyer B, Reimerink J, Torriani G, Brouwer F, Godeke GJ, Yerly S, Hoogerwerf M, Vuilleumier N, Kaiser L, Eckerle |, Reusken C.
Validation and clinical evaluation of a SARS/2 surrogate virus neutralisation tegsVNT).

Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):222403. doi: 10.1080/22221751.2020.1835448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7605318/

Tan CW, Chia WN, Qin X, Liu P, Chen MlI, Tiu C, Hu Z, Chen VC, Young BE, Sia WR, Tan YJ, Foo R, Yi Y, Lye DC,dAbBerson DE, Wan
A SARE0V2 surrogate virus neutralization test based on antibmdgdiated blockage of ACEpike proteinprotein interaction.

Nat Biotechnol. 2020 Sep;38(9):16X378. doi: 10.1038/s4158020-0631-z.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32704169/

https://clpmag.com/uncategorized/studnew-covid-19-serologicatest-fast-effective/

Sholukh AMet al

Evaluation of CeBased and Surrogate SAB®V/2 Neutralization Assays.

J Clin Microbiol. 2021 Sep 20;59(10):e0052721. doi: 10.1128/JCM-20527
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/artcles/PMC8451402/

Oguntuyo KYet al

Quantifying Absolute Neutralization Titers against S8BB®¥2 by a Standardized Virus Neutralization Assay Allows for-Cadssrt Comparisons of
COVIBL9 Sera.

mBio. 2021 Feb 16;12(1):e0242Q. doi: 10.1128/mBi0.024920.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8545089/
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Esempi degli approcci utilizzati per testare la neutralizzazione-SA®Emediata da anticorpi.

A) SARE0V2 amplificato da coltura cellulare infetta le cellule che esprimono il recettore ACE2, ad esempio Vero E6. Quando incsibsfigio
anticorpi neutralizzanti si legano alla superficie del virus e bloccano l'interazione tra la proteinaSjpded yirus e il recettore ACE2, inibendo
l'ingresso del virusB) Le cellule 293T vengono trasfettate con plasmidi che codificano per prdaitigirali strutturali e non strutturali e per la
proteina spike e reporter SAR®\2. |l vettore di lentiirus pseudotipato spike prodotto entra nelle cellule che sovraesprimono ACE2 (ad esempio,
293-ACE2 o0 HT108RCE?2). L'interazione SpiR€E?2 puod essere bloccata neutralizzando gli anticorpi che legano il picc€ QAR S 'espressione
della proteina reporer consente la misurazione del tasso di infezi@.e cellule 293T vengono trasfettate con un plasmide che codifica per il picco
SARE0V2, seguito dall'infezione con VSV pseudotipato G che trasporta un gene reporter nel locus della sequenza elieliaGrdte cellule
producono particelle VSV pseudotipiche che possono entrare nelle cellule che esprimono ACE2, ad esempio Vero E6. lus pseud@ene G
eliminato € in grado di eseguire solo un singolo ciclo di infezione. L'ingresso delle egllefespre inibito da anticorpi neutralizzanti SARS&2 che
legano la punta. L'espressione della proteina reporter consente la misurazione del tasso di infezione.

t SNJ dzyl Y 3IIA2NB O2YLINByarzy$S RSt QlI.NH2YSyid2 air N

TESDI NEUTRALIZZAZIONE E COSTRUZIONE DEI VIRUS PSEUDOTIPIZZATI
Uno Pseudovirus Neutralization Assapto anche come test di neutralizzazione dei virus pseudotipizzati o
test di neutralizzazione basato su pseudqtiiun metodo di laboratorio utilizzato per studiare I'effetto di

anticorpi o farmaci per neutralizzare la capacita dei virus di entrare nelle cellule e quindi prevenire l'infezione.
192

Gli pseudotipi o particelle pseudotipizzate sono virus chimericitagstia un nucleo virale (tipicamente un
vettore lentivirale) circondato da un involucro lipidico con le glicoproteinsuperficie di un altro virus (il

virus di interesse)Gli pseudovirus hanno una struttura conformazionale delle proteine di seedhe
ricorda da vicino quella del virus nativo di interesse e hanno la stessa capacita di entrare nelle cellule
utilizzando gli stessi meccanismi e recettori del virus di interesse, ma sono molto piu sicuri da gestire rispetto
al virus da cui hanno awabrigine, in quanto utilizzando un vettore che non puo replicarsisomopatogeri.

Cio consente di maneggiarli in sicurezza nei laboratori di livello di biosicurezza (BSL) 2, che in genere lavorano
con agenti che rappresentano un rischio moderato pesdiute dell'uomo. Questo & un grande vantaggio,
poiché virus patogeni come SARB8&V2 richiedono laboratori B&2, molto meno comuni dei B&L

Nel caso di SARSV2, lo pseudovirus deve esprimere la glicoproteina S, che media l'ingresso nelle cellule
ospiti legandosi all'enzima di conversione dell'angiotensina 2 uméh@e?2). Oltre alle glicoproteirok
superficie del virus di interesse, il virus pseudotipizzato contiene il gene di una luaifetiasha proteina
fluorescente che viene espresso salopo essere entrato nella cellula. Piu pseudovirus entrano nelle cellule,
piu luciferasio proteina fluorescenteviene espressa e maggiore € l'intensita della loalla fluorescenza
emessa. (fig.1)

Il test di neutralizzazione dello pseudovirus prevditecubazione delle cellule e dello pseudovirus in
presenza di diverse concentrazioni di un anticorpo di interesse e la misura dell'emissione di luce
utilizzandoun luminometro a piastr@ unlettore multimodale quando si usa la luciferasi, oppure un
fluorimetro nel casci usi una proteina fluorescente come marcatore

Se I'anticorpo é efficace nel neutralizzare le glicoprotéinguperficie e nel bloccare l'ingresso nelle cellule,
verra misurata una significativa riduzione dell'emissione di tuck fluorescenzal 'effetto dell'anticorpo

viene visualizzato utilizzando una delle concentrazioni inibitorig, (IG o altre). (fig.2)19?

192pseudovirus neutralization assay nella ricerca sulla -EARS
https://lwww.berthold.com/it-it/bioanalitica/soluzioniricercasarscow2-covid-19/pseudovirusneutralizationassaynellaricercasullasarscow2/

Millet JK, Tang T, Nathan L, Jaimes JA, Hsu HL, Daniel S, Whittaker GR.

Production of Pseudotyped Particles to Study Highly Pathogenic Coronaviruses in a Biosafety Level 2 Setting.
J Vis Exp. 2019 Mar 1;(145):10.3791/59010. doi: 10.3791/59010.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6677141/

Condor Capcha JM, Lambert G, Dykxhoorn DM, Salerno AG, Hare JM, Whitt MA, Pahwa S, Jayaweera DT, Shehadeh LA.
Generation of SARS0\/2 Spile Pseudotyped Virus for Viral Entry and Neutralization Assay&Véek Protocol.

Front Cardiovasc Med. 2021 Jan 15;7:618651. doi: 10.3389/fcvm.2020.618651.
https://www.ncbi.nlm.nih.ga/pmc/articles/PMC7843445/

193Neerukonda SN, Vassell R, Herrup R, Liu S, Wang T, Takeda K, Yang Y, Lin TL, Wang W, Weiss CD.

Establishment of a wettharacterized SARS0V2 lentiviral pseudoviruseutralization assay using 293T cells with stable expression of ACE2 and
TMPRSS2.

PLoS One. 2021 Mar 10;16(3):€0248348. doi: 10.1371/journal.pone.0248348.

https://www.ncbi.nlm.nih.goypmc/articles/PMC7946320/
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Figura 1 Gli pseudovirus che esprimono la glicoproteina SB&& S legano il recettore ACE2 sulla superficie delle cellule ospiti dove la proteasi

TMPRSS2 scinde S con conseguente cambiamento conformazionale e fusione delle membrane deli@talokpiti. Alla fusione, il genoma viene
rilasciato nel citoplasma cellulare e viene espresso il reporter codificato dal genoma, la cui attivita viene quantificeszzoedi uno strumento.

No receptor £l No genome No reporter No reporter
binding and release into protein activity
Spike protein fusion cell expression readout

antibodies

N L g
i

Figura 2 Saggio di neutralizzazione che impiega pseirds che esprimono la glicoproteina SARS/2 S. Gli anticorpi neutralizzanti che attaccano
la glicoproteina S impediscono il legame al recettore ACE2 e, quindi, le successive fasi di fusione, rilascio del gepoessiedeegenica reporter.

Nath Neerukonda S, Vassell R, Weiss CD.

Neutralizing Antibodies Targeting the Conserved Stem Region of Influenza Hemagglutinin.
Vaccines (Basel). 2020 Jul 12;8(3):382. doi: 10.3390/vaccines8030382.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7563823/

Millet JK, Whittaker GR.

Murine Leukemia Virus (MLased Coronavirus SpigpseudotypedParticle Production and Infection.
Bio Protoc. 2016 Dec 5;6(23):2035. doi: 10.21769/BioProtoc.2035.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5181643/

Wang Pet al

Antibody resistance of SAR®V2 variants B.1.351 and B.1.1.7.
Nature. 2021 May;593(7857):13(85. doi: 10.1038/s4158621-033982.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33684923/
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Costruzione deqgli pseudovirus
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Il diagramma schematico dell'acquisizione di diversi virus pseudokipatiti su diversi sistemi dssemblaggiogA)[ S OSt t dz£ S ¢ |1 9Y H o
trasfettate con un plasmide codificante la spina dorsale lentivirale e una proteina dell'involucro che esprime il plasicetiele.trasfettate hanno

prodotto pseudovirusicombinati e queste particelle virali potrebbero essere secrete nell'ambiente extracellulare prima della rgBjaléacellule

I 9Y udo ¢ &az2y2 &dGlFGS AYyATAFEYSYydS (NI afSadrasS O2y ddgpo latrasiezioneRlE RA S &
OSttdzS azy2 aidldsS AyFSddrasS 02y +{+tf kD OKS O2RAFTADE NI OO2LO0KTF SWNhH &
linoculazione.(C)[ § OSft f dzf S ¢ | 9-wasfettaio con un Dlgstnideadifitaiits perd& proteina dellinvolucro, un plasmide di
confezionamento MLV Gé&Rol e il vettore di trasferimento MLV che codifica per un reporter della luciferasi. Le cellule trasfettate hanno prodotto
particelle MLV pseudotipiche come i sistemi HI\bdraa rossa nel plasmide rappresenta elementi di confezionamento come gag e pol; la barra verde

nel plasmide rappresenta i geni reporter, come GFP e Luciferase; la barra arancione nel plasmide rappresenta il geneideléefiinvolucro; la

barra vola nel plasmide rappresenta i segnali di confezionamento, 3'LTR e 5'LTR.

Piattaforma VSV

Per creare pseudovirugilizzando una piattaforma VSV, inizialmente deve essere prodotto uno pseudovirus

+ { £ rasfettando due plasmidi, uno codificante per il genoma centrale del VSV privo della glicoproteina
YIEGAGE S 02y GSySyidS At 3S miSpeMadylicdepidi@itanallmvolictoVeVo(G*), S £ |
in cellule HEK293T suscettibili di trasfezione.

vdzSad2 LERNIIF | ffl LINE Redzha pogsého dquindi ésker® duifz2a® peNibifsttarerld + n D
cellule HEK293T precedentemente trasfettate corplasmide che esprime la glicoproteina SARS2 S.

Lf 3ISy2Yl RSt 2G*cintRuREti @chmidorienti principplibiecessari per la replicazione e

un gene reporter, ma manca della glicoproteina dell'involucro richiesta per I'assemblaggieminazione

degli pseudovirus.

La glicoproteina spike espressa separatamente sulla membrana plasmatica facilita cosi I'assemblaggio e la
ASYYI T A2yS{REFASHAR2PA NHza ® vdzZ f &A1 aA NI aGF &ilgkao Sy i 2
per l'infezbne, viene impedito dall'aggiunta di un anticorpo neutralizzante diretto contro G*.

Gli pseudoviruz { * 4% possono quindi essere utilizzati direttamente per l'infezione delle cellule HEK293T
che esprimono il recettore ACE2 (HEK28EE?2) o cellule Vero che consentono il legame e l'ingressddi S.

1947ettl F, Meister TL, Vollmer T, Fischer B, Steinmann J, Krawczyk A, VKbedkiP Steinmann E, Pfaender S, Zimmer G.
Rapid Quantification of SAR®\/2-Neutralizing Antibodies Using Propagatibefective Vesicular Stomatitis Virus Pseudotypes.
Vaccines (Basel). 2020 Jul 15;8(3):386.1bB390/vaccines8030386. PMID: 32679691; PMCID: PMC7563800.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7563800/
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https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7498578/

Panoramica grafica dei protocolli 1, 2 /) Protocollo 1: generazione di pseudovirus VSV che portano la proteina @W®tocollo 2: saggio di
titolazione degli pseudovirus VSV gener@iProtocollo 3: saggio di neutralizzazione per determinare i titoli di nAb specifici per CoV p&ruasi
siero. VSV, virus della stomatite vescicolare; CoV, coronavirus; nAb, anticorpo neutralizzante.

Zhao MM, Yang WL, Yang FY, Zhang L, Huang WJ, Hou W, Fan CFnijr'iYRE\Wrng YC, Yang JK.

Cathepsin L plays a key role in SA&RS2 infection in humans and humanized mice and is a promising target for new drug development.
Signal Transduct Target Ther. 2021 Mar 27;6(1):134180d1038/s4139921-005588.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7997800/

SalazaiGarcia M, Acost&ontreras S, Rodrigudfartinez G, CruRangel A, Flore&lanis A, Patifihopez G, LurRineda VM.
Pseudotyped Vesicular Stomatitis Vi®evere Acute Respiratory Syndrof@eronavirus?2 Spike for the Study of Variants, Vaccinesl a
Therapeutics Against Coronavirus Disease 2019.

Front Microbiol. 2022 Jan 14;12:817200. doi: 10.3389/fmich.2021.817200.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8795712/

Tani Het al

Evaluation of SARS0\2 neutralizing antibodies using a vesicular stomatitis virus possessingCaWRSpike protein.
Virol J. 2021 Jan 12;18(1):16. doi: 10.1186/s12¥8E014907.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7801864/

Almahboub SA, Algaissi A, Alfaleh MA, ElAssouli MZ, Hashem AM.

Evaluation of Neutralizing Antibodies Against Highly Pathogenic Coronaviruses: A Detailed Protocol for a Rapid Evislewdtiializafg Antibodies
Using Vesicular Stomatitis Virus PseudoviBased Assay.

Front Microbiol. 2020 Sep 4;11:2020. doi: 10.338icb.2020.02020.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7498578/
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G*AG-VSV Pseudovirus SARS-CoV-2 Pseudovirus
V8V G protein SARS-CoV-2 S protein
VSV P protein VSV P protein
Lipid bilayer Lipid bilayer

Firefly luciferase Firefly luciferase

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7997800/

Diagramma schematico della struttura dello pseudovirus.

(A) Lo pseudovirus GiGVSV e stato generato utilizzando un VSV ricombinante in cui il gene della glicoprotei@) @/§¥to eliminato e sostito

con geni che codificano per la luciferasi della lucciola. QuandeG/@¥ne espresso transitoriamente in cellule infettate da questi ricombinanti,
vengono prodotte particelle di pseudotipo VSV.

(B) 1 virioni VSV non selezionano in maniera specifitpd di proteina di membrana che puo essere incorporata nellinvolucro virale e le particelle
VSV possono gemmare in assenza di proteina G. Lo pseudovirlCOARSE stato generato incorporando la proteina SARSM2 S nel VSV
ricombinante sopra indida.

Piattaforma del Virus della leucemia murina (MLV) e HIV

Le piattaforme MLV e HIV impiegano tre plasmidi per la trasfezione nelle cellule HER293T:

- Un plasmide codificante per geni MLV/HIV core, gag e pol, ma privo del gene env della glicoproteina
dell'involucro di MLV/HIV

- Un plasmide vettore di trasferimento che codifica la luciferasi della lucciola o il gene reporter della proteina
fluorescenteverde (GFP), il segnale di assemblaggi@NA insieme a regioni LTR (long terminal repeat)
fiancheggianti in 5'e 3'

- Un plasmide codificante per la glicoproteina dell'involucro di interesse, in questo caso KC8¥RRS.

https://www.ncbi.nlm.nih.govpmc/articles/PMC7291041/

Approccio generale alla pseudotipizzazione lentivirale. Le cellule 293T vengono trasfettate con un plasmide che codifzasgiea dorsale
lentivirale (genoma) che esprime una proteina marcatore, un plasmide che esprimeeSpiaemidi che esprimono le altre proteimell'HIV
necessarie per la formazione del virione (Tat, Bafje Rev). Le cellule trasfettate producono particelle lentivirali con Spike sulla loro superficie.
Queste particelle virali possono infettare le atdlche esprimono il recettore ACE2.

195Zheng Y, LarragoifeT, Williams ESCP, Lama J, Cisneros |, Delgado JC, Slev P, Rychert J, Innis EA, Coiras M, Rondina MT, Spivak AM, Planelles V.
Neutralization assay with SAR®V1 and SARS0V2 spike pseudotyped murine leukemia virions.

Virol J. 2021 Jan 4;18(1):1. db@.1186/s1298820-014721.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7780907/

Crawford KHDet al

Protocol and Reagents for Pseudotyplirentiviral Particles with SAR®\2 Spike Protein for Neutralization Assays.
Viruses. 2020 May 6;12(5):513. doi: 10.3390/v12050513.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7294a/

Schmidt Fet al

Measuring SARG0V/2 neutralizing antibody activity using pseudotyped and chimeric viruses.

bioRxiv [Preprint]. 2020 Jun 9:2020.06.08.140871. Hdil101/2020.06.08.140871. Update in: J Exp Med. 2020 Nov 2;217(11):
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302213/

Schmidt Fet al

Measuring SARS0V2 neutralizing antibody activity using pseudotyped and chimeric viruses.
J Exp Med. 2020 Nov 2;217(11):e20201181. doi: 10.1084/jem.20201181.
https://www.ncbi.nlm.nihgov/pmc/articles/PMC7372514/
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Test ADEN vitro

Il test ADE consistnella preincubazione di una diluizione seriale di siero/anticogsedisposta su piastra

con una concentrazione fissa di vird@alemiscela viengoi incubata core celluleeffettrici che portano il
recettore Fa le cellule con il recettore ACE2 come controllo

L'ADE viene misurato confrontando la percentuale di cellule infette a diverse concentrazioni sieriche con
controlli non trattati/non potenzianti®

Di seguito uresempio del test ADE basato su rSARS2 Spike Luciferasi pseudotipizzata

Cellule effettici:
cellule che portano il recettore Fc (cellule Raji, cellule K562, cellule B primarie ecc.)
Cellule 293T/ACE2 (cellule 293T con sovraespressione ACE2) come controllo positivo del sistema

Metodo di rilevamento

I SAREC 0,2 contagiosoo il SARE0V2 pseudotipizzato infetta le cellule effettrici dopo l'incubazione con

la diluizione seriale dell'anticorpo o del siero del test.

L'ADE viene misurato confrontando la percentuale di cellule infette a diverse concentrazioni
sieriche/anticorpali con controlli non trattati/nopotenzianti.

Nel test ADE basato su virus vivo (BLS3), l'infezione viene quantificata mediante immunoca@ arialisi

di citometria a flusso.

%6Shuang/Nang, et al

An antibodydependent enhancement (ADE) activity eliminated neutralizing antibody with potent prophylactic and therapeutic efficestyS@aH
CoV\2 in rhesus monkeys

bioRxiv2020.07.26.22225%oi: https://doi.org/10.1101/2020.07.26.222257

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.07.26.222257v1

Yip MS, Cheung CY, Li PH, Bruzzone R, Peiris JSM, Jaume M.

Investigation of Antibodypependent Enhancement (ADE) of SARS coronavirus infection and its role in pathogenesis of SARS.
BMC Proc. 201 Jan 10;5(Suppl 1):P80. PMCID:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3019510/

Luan N, Li T, Wang Y, Cao H, Yin X, Lin K, Liu C.

Th2Oriented Immune Serum After SARBV2 Vaccination Does Not Enhance InfectioVitro.
Front Immunol. 2022 Apr 8;13:882856. doi: 10.3389/fimmu.2022.882856.
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9024142/
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