Vaccini virali



Cosa e un vaccino

* Un preparato in grado di stimolare il sistema
immunitario a produrre una risposta che
conferisce protezione (immunita) contro una
specifica malattia

* Termine tipicamente riservato al contesto
delle malattie infettive ma utilizzato anche in
altri campi
— Vaccini antitumorali
— Vaccini antiallergici



Immunizzazione passiva e attiva

* Passiva

— Naturale
* Trasferimento anticorpi materni via placenta e allattamento
— Artificiale

* Trasferimento immunoglobuline specifiche (siero immune o
anticorpi monoclonali)

* Attiva

— Naturale
* In seguito a infezione

— Artificiale

* Mediante introduzione deliberata di un preparato antigenico
(vaccinazione)
— Nel soggetto non infetto (profilassi)
— Nel soggetto infetto per migliorare il decorso (“vaccino terapeutico”)
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“Vaccino”

Since the time of the ancient Greeks, it has been recognized that
people who have recovered from plague, smallpox, yellow fever,
and various other infectious diseases rarely contract the diseases
again. The first scientific attempts at artificial immunizations were
made in the late eighteenth century by Edward Jenner (1749-1823),
who was a country doctor from Berkley, Gloucestershire, England.
Jenner investigated the basis for the widespread belief of the Eng-
lish peasants that anyone who had vaccinia (cowpox) never con-
tracted smallpox. Smallpox was often fatal—10 to 40% of the
victims died—and those who recovered had disfiguring pockmarks.
Yet most English milkmaids, who were readily infected with cow-
pox, had clear skin because cowpox was a relatively mild infection
that left no scars.

It was on May 14, 1796, that Jenner extracted the contents of a
pustule from the arm of a cowpox-infected milkmaid, Sarah Nelmes,
and injected it into the arm of eight-year-old James Phipps. As Jen-
ner expected, immunization with the cowpox virus caused only mild
symptoms in the boy. When he subsequently inoculated the boy with
smallpox virus, the boy showed no symptoms of the disease.

Jenner then inoculated large numbers of his patients with cow-
pox pus, as did other physicians in England and on the European
continent (see Box figure). By 1800 the practice known as variola-
tion had begun in America, and by 1805 Napoleon Bonaparte had
ordered all French soldiers to be vaccinated.

Further work on immunization was carried out by Louis Pasteur
(1822-1895). Pasteur discovered that if cultures of chicken cholera
bacteria were allowed to age for two or three months the bacteria

Nineteenth-Century Physicians Performing Vaccinations on
Children

produced only a mild attack of cholera when inoculated into chick-
ens. Somehow the old cultures had become less pathogenic (atten-
uated) for the chickens. He then found that fresh cultures of the
bacteria failed to produce cholera in chickens that had been previ-
ously inoculated with old, attenuated cultures. To honor Jenner's
work with cowpox, Pasteur gave the name vaccine to any prepara-
tion of a weakened pathogen that was used (as was Jenner's “vac-
cine virus”) to immunize against infectious disease.
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Vaccini

* Una vaccinazione efficace e il miglior presidio per la
protezione della popolazione suscettibile ad una
infezione

— Prevenzione dell’infezione
— Prevenzione della trasmissione
— Riduzione dei costi della terapia
* La terapia viene ad essere riservata ai (pochi) casi non

vaccinati efficacemente, proteggendo il singolo
individuo

* Sia la terapia sia la vaccinazione sono strettamente
regolamentate dalla legislazione sanitaria






Approcci alla costruzione di un vaccino antivirale
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Le metodiche del DNA ricombinante al servizio
dello sviluppo dei vaccini

Si puo ottenere un
virus attenuato per

ricombinazione (es.
Influenza)

Si puo far esprimere
un antigene virale
eterologo ad un
virus innocuo (es.

Recombinant viral virus vaccinico)
vectors J

Si puo far esprimere
un antigene virale
eterologo ad un
batterio innocuo
(es. lattobacillo)

Recombinant bacterial
vectors

Synthetic peptides

Recombinant subunit

DNA

Si pu0 creare un plasmide che
esprime proteine che si

assemblano in una virus like
particle (VLP) (es. HBV, HPV)

Si pu0 creare un plasmide che

codifica per gli antigeni di
interesse ed inocularlo
direttamente come vaccino




Le metodiche del DNA ricombinante al servizio
dello sviluppo dei vaccini
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Componenti del preparato vaccinale

Variabili a seconda della tipologia di vaccino

Principio attivo
Liquido di sospensione

— Acqua o soluzione fisiologica sterile, residui del sistema in cui e stato prodotto
il vaccino

Adiuvanti

— Migliore uptake dell'antigene da parte delle APC e/o richiamo delle APC,
prolungamento del tempo di rilascio dell'antigene dal sito di inoculo

— Es. sali di alluminio, adiuvante di Freund (acqua in olio minerale, anche con
micobatteri uccisi), LPS (aumento inflammazione), MF59 (squalene)

Stabilizzante

— Es. albumina, gelatina
Conservante

— Es. Thiomersal
Antibiotici



Vaccini a virus attenuato

* Attenuazione della patogenicita ma mantenimento
dell'antigenicita
— Passaggio in coltura
— Mutagenesi sito-specifica
— Ricombinazione
* |l virus attenuato si replica nel vaccinato
— Buona stimolazione dell'immunita (anche mucosale)

— Trasmissione ad altri soggetti (immunita di gruppo)
* Problema immunodepressi e gravidanza

— Possibile riacquisizione di virulenza
* Es. casi di poliomielite con vaccino attenuato di Sabin

* Es. vaccino Rosolia, Morbillo, Parotite, VZV, Polio (Sabin)



Vaccini a virus attenuato
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Pathogenic virus is isolated — The cultured virus is used —® The virus acquires many —® The virus no longer grows well
from a patient and grown to infect monkey cells mutations that allow it to in human cells and may be a
in human cultured cells grow well in monkey cells candidate for a vaccine

* adattamento ad un nuovo substrato cellulare seleziona mutazioni che
comportano minore capacita di moltiplicarsi e/o minore capacita di
raggiungere gli organi bersaglio nell’ospite originario

* Sipossono utilizzare anche passaggi a temperature diverse da quella tipica
dell’infezione naturale
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Attenuazione dei
Poliovirus vaccinali di
Sabin

| vaccini attenuati anti-polio di Sabin (1961)
sono stati impiegati estensivamente. Sono stati
sviluppati a partire da ceppi umani adattati in
laboratorio in modo empirico. | virus venivano
coltivati in condizioni sub-ottimali in cellule di
varia origine e la progenie veniva esaminata in
termini di neurovirulenza nella scimmia. Oltre
alla virulenza per via intracranica, intraspinale
e sottocutanea, veniva esaminata anche la
stabilita del ceppo virale reinoculandolo in
altre scimmie. Il processo puo essere ripetuto
varie volte fino ad ottenere le caratteristiche
desiderate. Il vaccino antipolio orale (OPV)
include i tre ceppi attenuati di poliovirus Sabin
1, 2 e 3 (vaccino trivalente).

| ceppi vaccinali possono raramente causare
poliomielite nei vaccinati a causa della
reversione alla virulenza dovuta a mutazioni.
La poliomielite post-vaccinale e causata nel
10% dei casi dal sierotipo 1, nel 45% dal
sierotipo 2 e 3. Cio e in contrasto con la
condizione naturale nella quale il sierotipo 1 e
piu frequentemente implicato nelle forme
gravi.



Attenuazione dei Poliovirus vaccinali di Sabin

A Derivation of Sabin type 3 attenuated poliovirus B Determinants of attenuation in the
@ Sabin vaccine strains
Type 3 Virus Mutation
P3/Leon/37 (location/nucleotide position)
(isolate from fatal paralytic case)
P1/Sabin 5'-UTR (480)
VPI (1106)
21| passages in vivo (intracerebrally in monkeys) VPI (1134)
" 8 . . VP3 (3225)
b passages in vitro (monkey testicle cultures) VP4 (4065)
g 39 passages in vitro (monkey kidney cultures)
- 3 plaque purifications (monkey kidney cultures) P2/Sabin 5-UTR (481)
3 passages in vitro (preparative, monkey kidney cultures) VPI (1143)
# P3/Sabin 5-UTR (472)
VP3 (3091)

P3/Leon |2alb KP3/56 Sabin vaccine strain

* Le mutazioni nella regione 5" UTR sono responsabili della
perdita di neurotropismo nei ceppi vaccinali



Attenuazione dei Poliovirus vaccinali di Sabin
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Esempi di vaccini virali attenuati

* Vaccino combinato Morbillo (ceppo attenuato
Edmonston 749D o Schwartz, 1960), Parotite
(ceppo attenuato Jeryl Lynn o Urabe, 1966) e
Rosolia (ceppo attenuato RA 27/3, 1962)

— Vaccinazione combinata

* Agevola organizzazione sanitaria e migliora la compliance
* Ma non mima un evento naturale (tre infezioni assieme!)

— Primo inoculo bambini >1 anno

— Richiamo verso i 6-18 anni se il titolo anticorpale
raggiunto non e sufficiente



Costruzione di un virus influenzale ricombinante
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Vaccini a virus inattivato

Il preparato e biologicamente inattivato cercando di
conservare al meglio il potere antigenico

— Inattivazione chimico fisica, es. calore, formaldeide, beta-
propiolattone

— Utilizzabile anche in immunodepressi e in gravidanza

— Controllo rigoroso della efficacia di inattivazione!

Non c'e rischio di riacquisizione di virulenza

— Se l'inattivazione funziona bene...

L'antigenicita e inferiore a quella del virus attenuato

— Possono essere necessarie piu somministrazioni
— Non si stimola facilmente I'immunita mucosale

Es. HAV, Influenza, Polio (Salk)



Esempi di vaccini virali inattivati

* Epatite A
— Inattivazione con formalina
— Due somministrazioni a 6-12 mesi l'una dall'altra

— Consigliato a chi viaggia in zone a piu alta endemia
* Basso standard socio-sanitario

— Epidemie (modeste) anche in paesi sviluppati
* Es. US stima 20.000 casi e 100 decessi all'anno



Esempi di vaccini virali inattivati

Virus della rabbia

— Preparato originario di Pasteur (uso 1880-1950)

* Coltivato in cervello coniglio (vaccino Semple), possibili encefaliti post-
vaccinali da ipersensibilizzazione

— Vaccino da uova embrionate di anatra
* Piu sicuro ma poco immunogeno
— Vaccino attuale
* Da fibroblasti, inattivato con beta-propiolattone
Il periodo di incubazione e cosi lungo (1-6 mesi) che si puo
usare il vaccino come profilassi post-esposizione (assieme
alla inoculazione di Ig specifiche)

Il vaccino per uso veterinario € invece attenuato
— Ceppo Fleury da uova embrionate di pollo



Rahies
| How it spreads
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Commeon carriers of rabies

Infected animals: Show no fear
for humans,; act very agitated
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Dog: Another common rabies source
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KRT

Ancora diffusa in circa
150 paesi

—  95% dei casi in Africa e
Asia

55.000 morti all'anno

40% dei casi in bambini
sotto 15 anni

99% dei casi trasmessi
da cani

Oltre 15 milioni di
vaccinazioni post-
esposizione ogni anno
(si prevengono oltre
300.000 casi)



Esempi di vaccini virali inattivati

* Vaccino anti-influenza
— Coltivato su uova embrionate di pollo
* Virioni interi
* Subunita (HA e NA)

— Composizione antigene in base alle segnalazioni
WHO

* Include Influenza A HIN1, AH3N2, B

— Consigliato in >65 aa, cardiopatici,
immunodepressi




Virus dell’influenza

* Tre tipi
— A
* Circolazione in varie specie animali (uccelli acquatici e pollame, suini,
cavalli, balene, foche, cani) e uomo

* Molti sottotipi (16 emoagglutinine [HA] e 9 neuraminidasi [NA])
— HA 17 identificata nel 2012 in un virus influenzale nel pipistrello

* Potenziale pandemico

* Circolazione solo nell’'uomo

* Non suddiviso in sottotipi

* Non pandemico

* Epidemie meno gravi rispetto a Influenza A

* Circolazione solo nell’'uomo
* Non suddiviso in sottotipi (manca NA, solo 7 segmenti genici)
* Non pandemico né epidemico



Variabilita “stagionale” nel virus dell’influenza
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* Le mutazioni a carico della HA rendono inefficaci gli anticorpi prodotti in
risposta a precedenti infezioni sostenute da altre varianti virali

— 1l vaccino deve essere preparato ogni anno



Variabilita stagionale del virus influenzale e preparati

virus 1970 1972 1974 1976 1978 1980 1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002
A(H3N2 . . q N .
(A/Hon) Kong/1/68 Ogni anno il vaccino e allestito
A/England/42/72 .
A/Port Chalmers/1/73 sulla base delle prime
AfScotland/840/74 lazioni dei i
1ctor
M s.,egna az.|0n| ei ceppi
%?E’gpgi?es'hszfss circolanti e deve essere
A/Mississippi/ /85 adattato per proteggere nei
A/Lpningrad/gé)OISG 9 e c c
A/Sichuan/2/87 confronti di queste varianti
A/Shanghai/11/87

A/Guizhou/54/89
A/Beijing/353/89
A/Beijing/32/92
A/Shangdong/9/93
A/Johnannesburg/33/94
A/Wuhan/359/9
A/Sydney/597
oscow/10/99

A(HINI)

A/USSR/90/77
A/Brazil/11/78
A/Chile/1/83
A/Singapore/6/86
A/Bayern/7/95
A/Beijing/262/95
A/New Caledonia/20/99

B/Victoria/98926/70 1
B/Hong Kong/5/72
B/Sinéa re/222/79
B/USSR/100/83 1
B/Ann Arbor/1/86 1
B/Beijing/1/87

B/Yamagata/16/88 or
B/Panama/45/90 ‘
B/Panama/45/90

B/Beijing/184/93
B/Sichuan/379/99 ]




Nuovi vaccini influenzali attenuati

Somministrazione intranasale

Mutanti ts (temperatura sensibili)

Rischio reversione a tipo selvaggio patogeno

Rischio di ricombinazione per riassortimento
con altri ceppi



Vaccini inattivati vs. attenuati

Caratteristica

Dosi richieste

Adiuvante richiesto
Conservazione potere antigene
Durata immunita

lg prodotte

Immunita mucosale

Immunita cellulo-mediata
Virus residuale virulento
Reversione alla virulenza
Replica nel vaccinato
Trasmissione ad altri individui
Stabilita a temperatura ambiente

Uso in immunosoppressi e gravide

Multiple
Si
Minore
Minore
IgG
Scarsa
Scarsa
Possibile
No

No

No

Si

Si

Singola
No
Maggiore
Maggiore
IgG e IgA
Buona
Buona
No
Possibile
Si
Possibile
Scarsa

Da valutare



Vaccino anti-polio

Tre tipi di Poliovirus (1, 2, 3)
Devono essere inclusi tutti nel preparato vaccinale

Virus inattivato (Salk, 1954)

— Inattivazione con formaldeide

Virus attenuato (Sabin, 1957)

— Perso il neurotropismo

Nel 2002 dichiarata debellata la polio in Europa

Usato prima Salk, poi Sabin, poi di nuovo Salk a causa
dei possibili casi residuali di riacquisizione di virulenza
con Sabin (<1/1.000.000)



Vaccini inattivati vs. attenuati
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FIGURA 30-9 Risposta anticorpale sierica e secretoria al
vaccino vivo attenuato antipolio, somministrato per via orale, e

al vaccino ucciso antipolio, somministrato per via intramuscolare,
(Riproduzione autorizzata, da Ogra et al: Rev Infect Dis 1980;352.)



Immune response ——»

Vaccini inattivati vs. attenuati

Killed virus vaccine

Initial Second
dose dose

Immune response —»

Live virus vaccine

Initial
dose

:

Amplification of
injected dose




Reported cases per 100000 population

Vaccini inattivati vs. attenuati
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Cambiamenti nella vaccinazione anti-polio in
Italia

* Salk
e Sabin
* Successivo protocollo

1. Prima vaccinazione con poliovirus inattivato
— Neutralizza la diffusione ematica del poliovirus
2. Seconda vaccinazione con poliovirus attenuato

— Protegge dall’infezione a livello intestinale

— La diffusione del virus “vaccino” viene bloccata dagli
anticorpi neutralizzati indotti dal primo vaccino

* Attualmente: uso del solo vaccino inattivato



Vaccini a subunita

Costituiti non dall’intero microrganismo ma solo da
alcuni antigeni
— Purificati a partire da colture di microrganismi

— Prodotti in ospiti eterologhi mediante le tecniche del DNA
ricombinante (vaccini ricombinanti)

— Ottenuti mediante sintesi chimica come nel caso dei
peptici sintetici
Piu sicuri rispetto ai vaccini basati su virus intero

Meno immunogenici rispetto ai vaccini basati su virus
intero

— Impiego di adiuvanti per stimolare una risposta
immunitaria efficace



Vaccini a subunita
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Rispetto al virus influenzale intero inattivato
— Minore incidenza di effetti collaterali, spec. bambini
— Minore immunogenicita



Vaccini prodotti in ospiti eterologhi

o S

HBSAQ
peptide 5 '-.' HBSAgQ
MHC * ¢ narlicle
Antigen Folding
processing glycosyiation
Protein synthesis
Vaccinia | DNA Fings Infected cell

vaccinia
promoter

‘Foreign’

HBSAQ
gene

Il virus vaccinico (Poxvirus
bovino) ha consentito
I'eradicazione del vaiolo

Si possono sostituire delle parti
di genoma non indispensabili
con sequenze che codificano
per antigeni eterologhi

Il virus vaccinico ricombinante
induce buona risposta sia
anticorpale (Ab) sia cellulo-
mediata (CMI)

Rimangono problemi di
sicurezza (es. immunodepressi)
ma Si posSsONO usare pPoxvirus
vettori a minore potenziale
patogeno poiché non replicanti
nell'uomo (es. ceppo Ankara,
fowlpox, canarypox)



Probability of HIV-1 Infection (%)

No. at Risk
Placebo
Vaccine

Vaccino anti-HIV — il trial RvV144

Cumulative No. of Infections

Placebo
Vaccine
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Quattro
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ALVAC HIV
(vCP1521, un
vettore di
canarypox che
esprime HIV
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Due iniezioni
che
combinano
ALVAC HIV e
AIDSVAX B/E
(gp120
ricombinante
dei sottotipi B
e AE)



Esempi di vaccini a subunita

HBV non coltivabile per lungo tempo (oggi sistemi di
coltivazione non routinari)

1981 (Blumberg): Primo vaccino ricavato da plasma di
soggetti infetti previa rimozione delle particelle virali
complete

— Ll'infezione produce alcune particelle costituite solo da
proteine virali e non contenenti genoma

— Rischioso e difficile da preparare

1986: Proteina di superficie (antigene S) espressa in
lieviti
Vaccinazione in tre somministrazioni (3, 5, 12 mesi)



Vaccino anti-epatite B di Blumberg

Forme non
infettive usate
come vaccino

Pal protein

Spherical particle

Virus ~20nm diameter

Dane particle
40nm Filamentous particle

diameter | Viruscompletoe | jn 19 200nm long
infettivo (particella

di Dane)




Attuale vaccino anti-epatite B

Hepatitis B virus Isolated Insertion
surface into yeast
antigen

gene

Pure HBsAg Vaccine Modified yeast
cells produce
HBsAg




Papillomavirus umani

HPV - human papilloma virus

HPV has a circular, double stranded DNA,
protected by capsid proteins.
More than 100 HPV-types are known.

Discovery of HPV DNA in cancer cells

HPV16 and 18 cause 70% of all cervix 1- 2.3 4 Proabe for
CaANCErs. + 4+ = + HPM DA,
Whros: Daeh - - "': Patient DNA
p / ] Capsid
pr&n &
1PV DNA i natient DA (+)
 Cervi n patient +}.
\_J i .r“.:-l- ] LI'I‘FI'I:EII:IH " .
y HEN &

b e - g ~90% heal HPV DNA integrated

within two years inbto tumour cell DNA

Infection by HPV & ~ o o
HPYV infects epithelial : [ 3L BE _
cells in the cervical ) @ [ 8T w‘“‘“ [ 1-] ] 10-20 y

mucosa. HPY DNA
integrates into the
cellular gencome when
CAUSING Cancer.

HFV in epithelial
E, maptth

& The Nobel Committee for Physiology or Medicine 2008  lllustration: Annika RGhl




Papillomavirus umani
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VLP per vaccino HPV
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VLP per vaccino HPV

Phase 3 Study of Quadrivalent
HPV Vaccine: FUTURE I

Quadrivalent
HPY Vaccine
Randomized =~ n=6,082
Primary endpoint:
12,167 women, 1 Injections at | incidence of HPVY
16 to 26 years old 0, 2, and 6 months 16/18-related CIN

2/3, AlS or cancer

Placebo
n=6,075

Planned Duration: 5 years

CiIN=cervical intraepithelial neoplasia; AlS=adenocarcinoma in situ,
FUTURE=Females United To Universally Reduce Endo-ectocervical Disease.




VLP per vaccino HPV

Quadrivalent HPV Vaccine: Two-Year
Phase lll Results for CIN 2/3 and AIS

Per Protocol Modified ITT
100% efficacy 97% efficacy

P< 001

36

21

. 0 1

n=5258 n=5301 n=5766 n=5736
W Placebo Yaccine

Number of cases




Peptidi sintetici

* E’ possibile identificare peptidi con attivita di epitopi B
ofl

— Devono essere epitopi conservati nei vari ceppi virali ma
molti epitopi importanti sono conformazionali (discontinui)

\
Discontinuous‘

Epitopes

/J Continuous
\ Epitopes

* In genere sono preparati poco immunogeni se non
complessati



Approcci per migliorare I'antigenicita dei vaccini
basati su peptidi sintetici o singole proteine

(b) Detergent extracted membrane antigens or antigenic peptides

Detergent + Qunl / Phospholipid “ Detergent

()\-5 »}/"O Antlgen

‘ 'QQ__/ .
LL\O” Micelle
(_) \Phosphohpx(l
bil:
[SCOM Liposome R

Immunostimulating complex
(saponina/Quil A, colesterolo, fosfatidilcolina)

* Sono sistemi per aggregare gli epitopi in complessi multivalenti

* Con gli ISCOM e con i liposomi migliora anche la capacita di uptake da
parte delle APC



Virosomi

Influenza virus Influenza virosome
lipid bilayer:
phospholipids

viral RNA &
A, viral nucleocapsid protien




Vaccini anti-idiotipo

ANTI-IDIOTYPE
VACCINES

Antigeng
| /
|dinty|?§f '

/

!
/

1 d




Vaccini anti-idiotipo

Virus

|

Antibody with epitope
binding site

Make antibody against
antibody idiotype

antibody Anti-idiotype antibody
mimics the epitope

Use anti-idiotype antibody as injectable
vaccine

Binds and
neutralizes virus

Antibody to anti-idiotype
antibody



Si possono inserire anche altre
sequenze (es. geni
immunostimolanti, geni che
direzionano il prodotto proteico in
un compartimento cellulare)

Vaccini a DNA

Plasmide di E. coli con
sequenze di regolazione
per cellula procariotica
ed eucariotica




A BURNSPEER

Vaccini a DNA

ANTIGENS NEEDED FOR EVOKING IMMUNITY are produced after DNA
vaccines penetrate the nucleus of a cell (1). There the antigen-encoding genes
in a plasmid are copied into mobile strands of messenger RNA (2), which are
subsequently translated into antigenic proteins (3 and 4) in the cytoplasm. The

antigens become noticeable to the immune system in two ways. They can

1 simply leave the cell (§). Or they can be chopped into fragments

INOCULATED CELL (6) and fit into grooves on what are called MHC (major

GENE FOR histocompatibility) class I molecules (7), much as gems
’,?,2'3}%,53" are fit into customized settings on solitaire rings.

PP After such processing, the complexes are dis-
\3‘ RIBOSOME played on the cell surface (8).
._/V

NASCENT
FREE
PROTEIN @ @ ANTIGEN
o SO

COPIES OF

PROTEIN ~P o ANTIGENIC
FRAGMENTS PROTEIN

‘S

ANTIGENIC
COMPLEX
ON CELL
SURFACE




Vaccini a DNA

VANTAGGI

Facili da preparare
Stabili

Poco costosi

Stimolazione immunita
cellulo-mediata

SVANTAGGI

Possibilita di
ricombinazione con
altre regioni di DNA
Possibilita di
integrazione nel
genoma ospite
Possibilita di induzione
anticorpi anti-DNA



MPR

HAV

Poliovirus

Febbre
gialla

Influenza

JEV

Vzv

Vaiolo

HBY

Rabbia

Attenuato

Inattivato

Inattivato
{IPVY
Attenuato
(OPV)

Attenuato

Inattivato/
attenuato

Inattivato

Attenuato

Attenuato

Ricombinante

Inattivato

Modalita di

somministrazione

Sottocutanea

Intramuscolo

Intramuscolo

(IPV)/orale (OPV)

Intrarnuscolo

Intrarnuscolo/
intranasale (LAIV)

Intramuscolo

Sottocutanea

Sottocutanea

Intrarmuscolo

Intramuscolo

Prima dose fra
il13° eil 15° mese
Dose di richiamo
dopoil 5° anno

2 dosi a distanza
di 612 mesi I'una
dallaltra

3 sornministrazioni
nel 1° anno di vita

(3-5-12 mesi) e un

richiamofraidei

6 anni

Consigliata
comungue ogni 10
anni in pazienti che
viaggiano in zone ad
alta endemnia

Consigliata ogni
anno alle categorie
arischio

3 somministrazioni
nellarco di 30 giorni
(0-7-30) prima

del soggiorno in
zone endemiche

1 dose nei bambini
fino ai 12 anni, 2
dosi nei soggetti
pill grandi
Somministrazione
unica

3 somministrazioni
nel primo anno di
vita (3-5-12 mesi)
Pre-esposizione:

3 dosi in un mese
{giorni 0-7-21 o 28)
Post-esposizione: 5
dosi (giorni 0-3-7-
14-28) insieme a Ig
iperimmuni

Efficacia

93-99%

>97%

> 95%

95-98%

0-90%
Possibile
mismatch
fra isolati
vaccinali

e isolati
realmente
circolanti

80% dopo
2 dosi

99% dopo

3 dosi

> 90%

>95%

50-99%

100%

> 30 anni

> 20 anni

> 25 anni

> 30 anni

1 anno

(€))

3-5 anni

3-5 anni

> 2 anni

Locali: rossore, tumefazione,
dolenzia

Generalizzate: febbre con
esantema e linfoadenopatia,
ipersensibilita, trombocitope-
nia benigna e manifestazioni
neurologiche (rarissime)

Febbre e cefalea
{molto rare)

Nessuna grave
L'uso di IPV ha annullato i
rischi neurologici correlati
all’'uso di OPV

Febbre, cefalea, mialgie,
reazioni di ipersensibilita

Nessuna grave

Locali: dolenzia

e indurimento

Generalizzate: febbre, artralgie,
mialgie, cefalea. Reazioni di
ipersensibilita alle proteine
dell’'uovo

Febbre, cefalea, nausea, dolori
addominali, mialgie, vertigini,
complicazioni neurologiche,
rash cutanei

Locali: rossore; tumefazione,
dolenzia

Generalizzate: febbre, rash
cutaneo

Febbre, ipersensibilita,
manifestazioni cutanee,
alterazioni cardiache e del SNC

Locali: dolore
Generalizzate: cefalea

Cefalea, vertigini, mialgie,
dolori addominali,
ipersensibilita, rarissime
complicazioni neurologiche

Vaccini antivirali
disponibili



Vaccini antivirali disponibili

Virus Tipo di Modalita di Protocollo di Efficacia Durata
vaccino somministrazione  somministrazione della reazioni awerse
protezione
HPV Ricombinante  Intramuscolo 3 somministrazioni  Elevata ma limitata (7) Limitate e locali
(virus-fike a partire dall’eta di ai genotipi presenti In ogni caso ancora
particles) 9 anni, meglio se nel vaccino in corso di valutazione
prima dell‘inizio post-marketing data la
dell’attivita sessuale recente introduzione
Non valutata nei
maschi
Rotavirus  Attenuato Orale 3 somministrazioni: > 90% nella (7) Nessuna grave riportata
la primafrala6®e prevenzione delle
la15* settimana complicanze che In ogni caso ancora in
di vita; altre 2 a necessitano I'ospe- corso di valutazione
distanza di almeno  dalizzazione post-marketing data la
4 settimane I'una recente introduzione
dall’altra e non Strettamente controllato
oltre il compimento e il rischio di intussu-
dell‘ottavo mese scezione che alla fine

degli anni ‘90 aveva fatto
ritirare dal commercio
una precedente prepara-
zione vaccinale anti-RV.

Legenda: MPR: morbillo-parotite-rosolia; HAV: virus dell'epatite A; JEV: virus dell’encefalite giapponese; VZV: virus della varicella-zoster; HBV/: virus
dell'epatite B; HPV: papillomavirus umano; LA/V: live attenuated influenza vaccine.



Vaccini approvati in USA

TABELLA 30-8 Vaccini virali approvati negli Stati Uniti (2008)

Uso Vaccino Tipo Substrato cellulare

Comune Epatite A Ucciso Fibroblasti diploidi umani (MRC-5)
Epatite B Subunita (HBsAg) Lievito (DMA ricombinante)
Influenza AeB Ucciso Uova di pollo con embrione
Influenza AeB Vivo (intranasale) Uova di pollo con embrione
Morbillo Vivo Fibroblasti di embrione di pollo
Parotite Vivo Uova di pollo con embrione e fibroblasti di embrione di pollo
Papilloma Subunita (L1) Lievito (DMA ricombinante)
Poliovirus (IPV) Ucciso Cellule di rene di scimmia (Vero)
Poliovirus (OPV) Vivo Cellule di rene di scimmia
Rabbia Ucciso Fibroblasti diploidi umani (MRC-5) o cellule diploidi di polmone

fetale di rhesus o fibroblasti di pollo

Rotavirus! Vivo Cellule di rene di scimmia (Vero)
Rosolia Vivo Fibroplasti diploidi umani (WI-38)
Varicella Vivo Fibroplasti diploidi umani (MRC-5)
foster Vivo Fibroplasti diploidi umani (MRC-5)

Situazioni Adenowirus® Vivo Fibroplasti diploidi umani (WI-38)

speciali Encefalite giapponess? Ucciso Cervello di topo

Vaiolo Vivo Linfa di vitello
Febbre gialla® Vivo Uova di pollo con embrione

"Un vacdno vivo per rotavirus & stato ritirato dal mercato nel 1999 per un‘associazione con linvaginazione nei lattanti. |l vaccino approvato nal 2006 & diverso e
non é stato associato con invaginazione.

| Usato dai militari degli USA: non pit disponibile.
*|Usato quando si viaggia in aree endemiche.



Calendario vaccinale italiano 2012-2014

Vaccino Nascita| 3°mese | 5°mese | 6°mese | 11° mese | 13° mese | 15° mese | 5-6 anni |11-18 anni| > 65 anni Og:lnilo
Difterite- _
Ifterite-Tetano DTPa DTPa DTPa DTPal | dTpa dT2

Pertosse
Poliomielite IPV IPV IPV [PV
Epatite B HBV3 HBV HBV HBV
Haemophilus Hib Hib Hib
Influenzae b
Morb.lllo-Parotlte- MPR MPR MPR®
Rosolia
Pneumococco PCV PCV PCV
Meningococco C Men C° Men C°

. . HPV® (3
Papillomavirus dosi)
Influenza Influenza

7
Varicella var .(2
dosi)

1. Dopo il compimento dei 7 anni & necessario utilizzare |a formulazione con vaccino antidifto-tetanico-pertossico acellulare di tipo adolescenziale-adulto (dTpa).
Gli adulti con anamnesi incerta per il ciclo primario di vaccinazione con dT devono iniziare o completare |a vaccinazione primaria. Un cicle primario per adulti &
composto da 2 dosi di vaccino contenente tetano e difterite {dT) e una terza dose con vaccino dTpa. Le prime 2 dosi devono essere somministrate a distanza di

almeno 4 settimane l'una dall‘altra e la terza dose 6-12 mesi dopo la seconda. I successivi richiami devono essere effettuati ogni 10 anni {a partire dal
completamento della serie primaria) e almeno una delle dosi booster di vaccino dT dovrebbe essere rimpiazzata da 1 dose di vaccino dTpa.

Per | bambini nati da madri positive per HBsAg: somministrare entro le prime 12-24 ore di vita, contemporaneamente alle immunoglobuline specifiche antiepatite B, la
prima dose di vaccino anti-HBV; il ciclo andra completato con una seconda dose a distanza di 4 settimane dalla prima, con una terza dose dopo il compimento della
ottava settimana e con la quarta dose in un periodo compreso tra l'undicesimo ed il dodicesimo mese di vita, anche in concomitanza con le altre vaccinazioni.

In riferimento ai focolai epidemici in corso, si riiene opportune, oltre al recupero dei soggetti suscettibili in questa fascia d'eta (catch up) anche una ricerca attiva
ed immunizzazione dei soggetti conviventi/contatto, non vaccinati (mop up).

Dose singola. La somministrazione a 11-18 anni va considerata nei soggetti non vaccinatl nellinfanzia.

Per il sesso femminile, nel corso del 12° anno di vita, seguendo una scheda a 3 dosi. Vaccino bivalente {contro i genotipi 16 e 18 di HPV): 0, 1 e 6 mesi; vaccino
quadrivalente {contro | genotipi 6, 11, 16 e 18 di HPV): 0, 2 & & mesi.

Mei soggetti anamnesticamente negativi e non precedentemente vaccinati & prevista la somministrazione di due dosi a distanza di un mese l'una dall'altra.



Vaccinazione
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FIGURA 30-8 Incidenza annuale di varie malattie virali negli Stati Uniti. Data di introduzione del vaccino indicata dalla freccia. (Dati da
Centers of Disease Control and Prevention.)



Problematiche dei vaccini

e Efficacia e fattibilita

— Modelli animali e comprensione della natura della
protezione immunologica da indurre

— Estrema variabilita dell'agente infettante
* HIV, HCV

* Sicurezza
— Patologia esacerbata in conseguenza di infezione naturale
* Vaccini inattivati anti-Morbillo, anti-Virus Sinciziale Respiratorio

— Virus contaminanti nelle colture utilizzate per la
preparazione del vaccino

* SV40 nelle colture usate per preparare vaccino antipolio attenuato
Sabin

— |persensibilizzazione
* Vaccino anti-Influenza suina 1976 Fort Dix (USA)?



L'episodio di Fort Dix

Gennaio 1976: epidemia di influenza presso Fort Dix (US Army)
— 230 ammalati, 1 morto

— Siidentifica come responsabile un virus influenzale suino A/New Jersey/76
(Hsw1N1)

Al tempo si riteneva che il virus della devastante Influenza Spagnola (1918)
fosse stato di origine suina (invece oggi sappiamo che era aviario)
— Grande preoccupazione, si preparano 150 milioni di dosi di vaccino

In ottobre si inizia la vaccinazione, in dicembre la si arresta dopo la
segnalazione di oltre 500 casi (30 fatali) di Guillain-Barre, una neuropatia a
cui conseguono debolezza muscolare, paralisi e talvolta morte

Quando si interrompe la vaccinazione sono gia state somministrate 45
milioni di dosi ma A/New Jersey/76 (Hsw1N1) non si € piu visto...

Perche A/New Jersey/76 (Hsw1lN1) non si & diffuso?

— | casi di Fort Dix probabilmente sono stati originati dall'importazione di una
variante rara e il contenimento all'interno dell'insediamento militare é stato
facile?

— Competizione sfavorevole con A/Victoria/75 (H3N2)?



Challenging vaccines

Historically successful
vaccines have been

Successful vaccines developed mostly against

—-— =

— —

Protective immunity

e S~ those pathogens that can
0 e H. influenzae B ~ be treated by antibodies
o / HEV® @ o5 0
S / PReumococcUs ® \ and have a stable
2 | Polio (IPV) ® o ® .IH.IIIH.IIF{ ‘I antigen repertoire. HIV,
g \ Meningococcﬁs MeaslisHAV ; malaria and tuberculosis

‘. Diohtheria ® o _ ’ vaccines do not fall
~[ehinenia - Papillomavirus within the cluster of
T~a L= successful vaccines in the

graph, because of
antigenic variability and
® the requirement of T-cell
Malaria immunity for protection.
Developing vaccines
H.I:J against these pathogens

T.Ef requires novel

T cells

approaches.

I I I
1 day 1 year 10 years  No change Rappuoli, Nature 2011

Antigen stability >



FINE



Esercitazione on-line e info

* Info & slides & link alla esercitazione on-line
— https://sites.google.com/site/didatticazazzi

* Link diretto alla esercitazione on-line

— http://compulab.smin.unisi.it/dbm/tcexam 001/p
ublic/code/index.php



https://sites.google.com/site/didatticazazzi
https://sites.google.com/site/didatticazazzi
https://sites.google.com/site/didatticazazzi
http://compulab.smin.unisi.it/dbm/tcexam_001/public/code/index.php
http://compulab.smin.unisi.it/dbm/tcexam_001/public/code/index.php

Casi di morbillo
per 100 000

Casi di parotite

per 100 000
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per 100 000

Vaccinazione
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Vaccini a DNA




Vaccini a DNA

Injected eukaryotic
expression plasmid
containing antigen gene

' Expressed gene
product presented by
MHC class | molecules

i.e mimics virallendogenous
antigen

 Facili da preparare, stabili e poco costosi

* Sintetizzano antigeni che sono esposti su
membrana con MHC

— Stimolazione immunita cellulo-mediata
* Tempo di permanenza nell’'ospite?
* Possibilita di ricombinazione e integrazione






Killed (Salk) Live (Sabin)

Vaccine Vaccine
512 Serum 19G Serum IgG

128

ne Serum IgM Serum IgM
Nasal IgA
Serum IgA /

. \\ Serum IgA

Nasal and Duodenal IgA \
duodenal IgA

Reciprocal virus antibody titer

I
T

ﬁ 48 96 ﬁ 48 96

Vaccination Days Vaccination



Caratteristiche dei vaccini attenuati e inattivati

Vaccini a virus attenuato Yaccini a virus inattivato

Elevata protezione a livello mucosale Protezione mucosale non sempre efficacemente stimolata
Gli antigeni virali risentono meno del processi Gli antigeni virall possono risentire maggiormente del

di attenuazione processi di inattivazione

Immunita solitamente pit efficace e prolungata nel tempo  Necessita di somministrazioni multiple per ottenere un’im-
munita efficace

Rischio di reversione a forme patogene Notevale sicurezza

Da valutare caso per caso la somministrazione a soggetti Somministrabili a pazienti iImmunocompromessi o in
Immunocompromessi o in gravidanza oravidanza

Rischio/Vantaggio di diffusione anche a soggetti Protezione limitata al soggetto vaccinato

non vaccinati




Vaccini inattivati vs.

TABELLA 20-9 Confronto delle caratteristiche dei

vaccini virali uccisi e vivi

Vaccino Vaccino
Caratteristiche UCCiSo vivo
Mumerao di dasi Multiple Singola
Mecessita di un adiuvante Si MNo
Durata dell'immunita Fil breve Fil lunga
Efficacia della protezione (imita pid Inferiore Magagiore
strettamente I'infezione naturale)
Immunoglobuline prodotte lgG lgh e logG
Immunita mucosa prodotta Scarsa 5i
Immunita cellulo-mediata prodotta Scarsa Si
Wirus virulento residuc nel vaccino Possibile Mo
Ritorno alla virulenza Mo Possibile
Escrezione di virus del vaccino No Possibile
e trasmissione a contatti non
irmmuni
Interferenza da parte di altri virus Mo Possibile
nell’ospite
Stabilita a temperatura ambiente Alta Bassa

attenuati



Serum titre of antibody

Vaccinazione

Primar}f
Vaccination Booster

| '

I
0 1 2 3 4 5

Time (weeks)

Strategia vaccinale “priming & boosting”



Vaccini ricombinanti

* || preparato vaccinale e ottenuto mediante
clonaggio in un vettore (batteri, virus, lieviti)
— Inoculazione del vettore che esprime gli antigeni
proteici
— Inoculazione delle proteine virali purificate
* Es. vaccino HBV prodotto in lieviti
— Inoculazione di Virus Like Particles (VLP)
* Particelle virali prive di genoma, es. vaccino HPV

— Inoculazione di parte del genoma virale,
eventualmente modificato (vaccini a DNA)

* Facili da preparare ma finora scarso successo



