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Citochine
come adiuvanti naturali:
prospettive per lo sviluppo
di vaccini

' n vaccino ¢ generalmente
costituito dall’antigene
(componente defl’agente
5 patogeno) e dall’adiuvan-
te, sostanza che conferisce all’'anti-
gene una maggiore capacita di sti-
molare nell'ospite risposte immuni
di tipo protettivo. L'identificazione
di nuovi adiuvanti, dotati di mag-
giore efficacia e sicurezza, rappre-
senta attualmente una sfida impor-
tante per la ricerca orientata allo svi-
luppo dei vaccini. Infacti, sebbene i
progressi scientifici e recnologici ab-
biano consentito lo sviluppo di vac-
cini progressivamente pit sicuri nel
corso degli oltre 200 anni tra-
scorsi dalla prima 1ntroduz1o—
ne delle yaccina- e
zioni da parte di
L. Jenner, i vacci-
ni di nuova gene-
razione  sono
spesso caratteriz-
zati da una mino-
re capacita di in-
durre risposte im-
muni protettive e
quindi richiedo-
no J'utilizzo di potenti adiu-
vanti. In questi ultimi anni,

i progressi nel campo dell'immuno-
logia delle malattie infettive e def tu-
mori hanno evidenziato il ruolo
chiave di alcuni factori naturali (ci-
tochine) prodotti dalle cellule del si-
sterna immunitario nel mediare la ri-
sposta immune protettiva Contro
agenti infettanti o cellule tumorali.
Tali progressi permettono oggi di
considerare alcune citochine, gia
ampiamente utilizzate nell'uomo,
come adiuvanti naturali di emer-
gente interesse per lo sviluppo di
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vaccini antivirali e antitumorali. Le
principali caratreristiche dei vaccini
antivirali e antitumorali cosi come i
problemi con i quali si confronta at-
tualmente la ricerca in questo cam-
po sono illustrati nella Tabella 1.

GLI ADIUVANTI:
BREVE RASSEGNA STORICA
E NUOVI SVILUPPI
DELLA RICERCA

I primi studi sul fenomeno del-
l'adiuvanza risalgono agli anni 20,
quando G. Ramon osservo che ca-
valli vaccinael con la tossina teta-
nica fornivano sieri anti-tossina
5 pil potenti se sviluppavano
un ascesso nel sito di inocu-
lo del vaccino.
Negli anni suc-
cessivi, AT
Glenny dimo-
strd l'aceivied
adiuvante dei sa-
li di alluminio
associati alla tos-
sina difterica e a
metd degli anni
30 J. Freund
formuld un potente adiuvante
immunologico, noto come adiu-
vante completo di Freund, costi-
tuito da ur’emulsione di acqua e
olio minerale contenente batteri
della tubercolosi inattivati. Nel
1956 A. Johnson dimostrd una
forte attivity adiuvante della en-
dotossina dei batteri Gram-nega-
tivi e nel 1974 E Ellouz identificod
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nel muramil-dipeptide la compo-
nente essenziale per l'activitd adiu-
vante dei batteri contenuti nell’a-
diuvante di Freund (1).

- Gli adiuvanti basati sui sali di al-
luminio sono oggi gli unici appro-
vati per uso nell'uomo in Europa, a
eccezione della recente introduzione
dell' MF59 come adiuvante per la
vaccinazione anti-influenzale negli
individui anziani (2). Tuttavia, i sa-
li di alluminio non sempre mostra-
no lo stesso grado di efficacia quan-
do associati ad antigeni diversi e so-
no scarsamente utilizzabili nei casi
di somministrazione del vaccino per
vie diverse da quella parenterale, ad
esempio la via orale o intranasale.
Inoltre, essi promuovono la genera-
zione di risposte immuni che non
sempre correlano con la protezione.
Nonostante la ricerca abbia indicato
una serie cospicua di nuovi reagenti
dotati di attivith adiuvante per lo svi-
luppo di vaccini, I'elevaca tossicita
spesso associata a questi nuovi com-
posti ha rappresentato un forte osta-
colo al loro utilizzo nell'nomo. E sta-
ta inoltre sottolineata la necessith di
sviluppare adiuvanti in grado di sti-
molare una risposta immune di tipo
cellulare, che potrebbe essere consi-
derata un surrogato della protezio-
ne, e non solo, cotme avviene gene-
ralmente, della risposta anticorpale,
che spesso non si associa a una pro-
tezione efficace (3).
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Le nuove conoscenze acquisite
sut meccanismi che innescano la ri-
sposta immune hanno portato alla
luce elementi chiave per svelare le
modalith attraverso cui molti adiu-
vanti svolgono la loro azione. Stu-
di recenti hanno evidenziato che al-
cune citochine agiscono come pon-
te tra la risposta immune innata
(prima linea difensiva dell'organi-
SmMo contro patogeni e tumori) e
quella acquisita (che consente la
protezione a lungo termine), pro-
muovendo lo sviluppo dell'immu-
nita contro patogeni e tumori {(4).

E stato inoltre dimostrato che
alcuni adiuvanti classici agiscono
mediante l'induzione di determina-
te citochine, che sono responsabili
dell'induzione delle risposte protet-
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Antigene

-~ Numerdsi sforzi-della ricerca sono focalizzati
~ sullo sviluppo di vaccini antivirali terapeutici per
pazienti infetti con virus responsabili di malat-
tie cronlche gravi, quali HIV e virus dell epatlte'

tive. Nella Figura 1 & mostrato uno
schema degli evend attraverso i qua-
li un adiuvante pud generare unari-
sposta immune efficace verso un de-
terminato antigene. Queste nuove
scoperte hanno permesso I'avvio di
un numero crescente di studi clini-
ci per valutare I'efficacia di alcune
citochine come adiuvanti di vaccini
antivirali come pure per strategie di
vaccinazione antitumorale in pa-
zienti oncologici (Figura 2).

LE CITOCHINE COME POTENTI
STIMOLATORI DELLE CELLULE
DENDRITICHE

I recenti sviluppi della ricerca
hanno messo in evidenza un bersa-
glio di fondamentale importanza
per l'azione degli adiuvanti vacci-

protattiva
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nali, le cellule dendritiche (DC),
considerate gli elementi chiave per
I'induzione della risposta immune
primaria, conseguente cjo¢ al pri-
mo contatto dell'organismo con
un antigene. Le DC sono le "sen-
tinelle" del sistema immunitario,
cellule ciot con funzioni specializ-

zate per catturare |'antigene e pre-

sentarlo ai linfociti per avviare la ri-
sposta immune contro i patogeni
o le cellule neoplastiche. Le DC so-
no disseminare nei tessuti periferi-
ci dell'organismo, con particolare
concentrazione nelle aree di po-
tenziale accesso ai patogeni. In se-
guito al riconoscimento e alla cat-
tura dell'antigene le DC migrano
negli organi linfoidi secondari do-
ve danno inizio alla risposta im-
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Figura 2 - Studi clinici che descrivono I'impiege di citochine come adiuvanti di vaccini

mune. [] differenziamento e |'atti-
vitd delle DC sono regolati da una
varietd di citochine prodotte da
cellule che controllano immu-
nitd innata, come i macrofa-
gi ¢ le cellule na-
tural killer.

In seguito a
stimolazione le
DC producono
citochine in gra-
do di attivare le
cellule &ffettrici
della risposta immune (cel-
lule B e cellule T, cosi co- ~
me alcune citochine che svolgono
una azione immunosoppressiva. 1l
miliew di citochine che si genera in
seguito a queste interazioni orien-
terd la risposta immune verso I'im-
munit o la rolleranza (5).

La comprensione del ruolo
chiave svolto da alcune citochine
nella regolazione dell'attivitd delle
DC permette oggi di considerare
questi fartori particolarmente pro-
mettenti come adiuvanti vaccinali.
Studi recenti richiamano l'atten-
zione sull’importanza degli interfe-
roni (IFN) di tipo I, una famiglia di
citochine ad attivitd antivirale ¢ an-
titumorale, nel collegare I'immuni-
t innata con I'immunita acquisita
grazie ai loro effetti esercirati sulle
DC. Un nuovo interesse verso que-
ste citochine, gid da tempo utiliz-
zate nella routine clinica, & scaruri-
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to dall'identificazione delle cellule
plasmacitoidi, un particolare tipo
di DC caratterizzate dalla capacith
o di produrre elevate quantitd
5" di TFN di tipo I in risposta a
dererminarti sti-
moli, quali l'infe-
zione con virus o
bacteri (6). E sta-
to evidenziato co-
me gli IEN di -
po I prodotti dal-
, le DC siano di
fondamentale importanza per
la sopravvivenza di tali cellule e
per la loro capacita di stimolare i
linfocici T nella risposta immune
(7). Lavori recenti sottolineano co-
me gli IFN di tipo I prodotti dalle
cellule plasmacitoidi in risposta ad
alcuni virus possano regolare la se-
crezione di citochine da parce
delle plasmacitoidi stesse, un
meccanismo che
permette di di-
versificare la ri-
sposta immune
ai virus (8). Una
serie  di  studi
condotri dal no-
stro  gruppo e
presentati al con-
vegno interna-
zionale “Cytokines as natu-
ral adjuvants: perspectives *
for vaccine development”, organiz-

zato il 22-24 aprile 2002 dall'Tsti-

tuto Superiore di Sanitd (ISS), in
collaborazione con la SIICA (So-
cietd Italiana di Immunologia, Im-
munologia Clinica e Allergologia)
(9) ha mostrato che gli [FN di tipo
I possono fornire un segnale molto
potente per il differenziamento e
per l'attivazione delle DC (10, 11).
In particolare, gli IFN di tipo I
promuovono in tempi rapidi il dif-
ferenziamento di monociti umani
del sangue periferico in DC con
spiccate capacicd funzionali (TFN-
DC) (10). Esperimenti di immu-
nizzazione realizzati in Istituco ne-
gli stabulari speciali per topi im-
munodepressi hanno inoltre dimo-
strato una potente capacitd delle
IFN-DC di generare una risposta
anticorpale primaria in un model-
lo chimerico uomo/topo, ottenuto
mediante trapianto di cellule
-7 umane in un ceppo di topo
immunodeficien-
te (hu-PBL-
SCID) (11).

La compren-
sione del ruolo
cruciale  svolwo
dalle DC e della
loro potenziale
efficacia come
=+ adiovanti cellula-
ri di elezione per lo sviluppo di
vaccini permette oggi di delinea-
re nuove strategie di vaccinazione
dirette contro il cancro o contro




malattie virali gravi. La vaccinazio-
ne antitumorale basata sull'uso di
DC come adiuvanti in associazione
con antigeni tumorali (antigeni
bersaglio della risposta immune)
viene oggi considerata una strate-
gia particolarmente promettente e
gia utilizzata in pazienti oncologici.
Tale strategia prevede l'uso di
DC preparate a partire da cel-
lule del sangue
periferico del pa-
ziente mediante
trattamento %
vitre con citochi-
1¢, “caricate” con
gli antigeni tu-
morali, stimolate
con citochine, e,
tnfine, reinfuse
nel paziente per
generare una risposta im-
mune in grado di controlla-
re la progressione o la recidiva del
tumore (Figura 3). I primi risultati
di alcuni studi clinici di vaccina-
zione di pazienti con melanoma
con DC hanno indicato che DC
mature sono pit efficaci che DC
immature nell'indutre risposte im-
muni melanoma-specifiche (12).
Studi clinici in pazienti con mela-
noma avanzato hanno dimostrato
'efficacia della vaccinazione con
dendritofagi caricati con antigeni
tumorali provenienti da cellule di
melanoma lisate {13). I dendritofa-
gi sono DC ottenuti mediante una
metodologia sviluppata recente-
mente che consente di utilizzare di-
rettamente le cellule del sangue del
paziente, evitando le fasi di isola-
mento di determinati tipi di cellu-
le previste dalle altre metodiche at-
tualmente impiegate. ] pazienti
vaccinati hanno sviluppato risposte
immuni dirette contro gli antigeni
di melanoma utilizzati per caricare
i dendritofagi e sono'stati anche os-
servati segni di risposta clinica.
Una prospettiva di trasferimento
alla clinica derivata dagli studi con-
dotti dal nostro gruppo & rappresen-
tata dall’'uso delle IFN-DC per stra-

tegie di vaccinazione terapeutica in

" 'dendritiche
- -, . comeadiuvanti -
- viene gia utilizzata
~ in pazienti oncologici

pazienti oncologici o affetti da alcu-
ne malattie infettive gravi. Studi pre-
clinici effertuati nel nostro laboraro-
rio hanno dimostrato |'efficacia del-
le IFN-DC come adiuvanti cellulari
in grado di stimolare una risposta
immune protettiva contro il virus
HIV-1 e contro lo sviluppo di linfo-
mi umani EBV-associati in
modelli di topi immunode-
pressi trapiantati
con cellule uma-
ne. Dal momento
che terapie con
DC generate dal
paziente  stesso
rappresentano og-
gi una prospettiva
di forte interesse
biomedico per ge-
nerare  risposte
immuni efficaci con ridotto ri-
schio di tossicitd, il potenziale van-
taggio dell'uso di vaccini terapeutici
basati su DC ottenute con IFN-o, sa-
ranno sperimentati nell'uomo.

L'UTILIZZO

DI [FN-oc COME ADIUVANTE
Gli IFN o/f sono stati scoperti

alla fine degli anni ’50 come cito-

chine dotate di potente attivith an-

tivirale. Successivamente, attiviti

Prelievo di cellule
. del sangue

‘Re-infusione

antitumorale degli TFN, in partico-
lare dell'TFN-q, & stata ampiamente
dimostrata in modelli sperimentali.
Attualmente, gli IFN-a sono le ci-
tochine pili largamente impiegate
nell’'womo, soprattutto per il tratta-
mento di pazienti affetti da alcune
infezioni virali gravi o neoplasie.
Nonostante molti anni di ricerea,
solo recentemente si & iniziato a
comprendere come i molteplici ef-
fetti biologici di queste citochine
siano dovuti, oltre che a un'azione
diretta sia sulle infezioni virali che
sulla crescita delle cellule tumoral,
a una potente azione esercitata da
queste citochine sul sistema immu-
ne. Una serie di ricerche condotte in
modelli murini sottolinea il poten-
ziale degli IFN di tipo I come adiu-
vanti naturali di vaccini contro le in-
fezioni virali. Tali citochine provo-
cano infatti un aumento sja delle ri-
sposte anticorpali che delle risposte
linfocitarie T contro un antigene so-
lubile utilizzato per la vaccinazione
e, aspetto di particolare rilevanza, fa-
voriscono lo sviluppo di memoria
immunologica (14).

Studi recenti realizzati dal nostro
gruppo in modelli animali hanno
mostrato che gli IFN di tipo I sono
in grado di agirc come un potente

:Citochine

-"A'ntigene

Figura 3 - Strategie di vaccinazione antitumorale con cellule dendritiche
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adiuvante del vaccino antinfluenza-
le umano attualmente in commer-

cio (15). Evidenze sperimentali ot-
tenute in topi geneticamente defi-
cienti per il sistema IFN hanno di-
mostrato che I'IFN-a & necessario
per lo sviluppo della risposta immu-
ne ¢ indispensabile per I'azione di al-
cuni adiuvand attualmente utilizza-
ti per la vaccinazione neli'uomo.
Inolere, 'impiego di IFN-a per la
vaccinazione antinfluenzale ha di-
mostrato che tale citochina ha un'ef-
ficacia comparabile e in alcuni casi
superiore 2 quella degli adiuvanti
pitt potenti nell'indurre una rispo-
sta anticorpale protettiva (15). Il

complesso dei dati sperimentali ot-
tenuti nel Laboratorio di Virologia
dell’ISS ha fornito il razionale per
un nuovo utilizzo degli IFN di tipo
I come adiuvanti di vaccini nell'uo-
mo. Uno studio clinico in fase di av-
vio coordinato dall'ISS e finanziato
dalla Comunith Europea si prefigge
di valutare in individui sani 'attivi-
th adiuvante di IFN-a nella vacci-
nazione contro Uepatite B, che ri-
chiede la somministrazione di tre
dosi di vaccino per garantire prote-
zione (Tabella 2). L'obiettivo pri-
mario dello studio & di dimostrare
che la somministrazione di IFN-c
come adiuvante del vaccino induce

livelli anticorpali protettivi nei sog-
getti vaccinati dopo la seconda vac-
cinazione. Inoltre, saranno valurati
nei soggetti vaccinati una serie di
parametri immunologici che carat-
terizzano il tipo di risposta immune,
quali le sottoclassi di immunoglo-
buline specifiche per 'antigene, le
risposte delle cellule T-helper e il
profilo fenotipico e funzionale delle
DC. L'insieme dei risultati fornira
indicazioni importanti per stabilire
se 'IFN-o & una citochina valida co-
me adiuvante di vaccini antivirali.
Limpiego degli IEN di tipo I co-
me adiuvanti per lo sviluppo di vac-
cini antitumorali rappresenta oggi

Tabella 2 - Progetto finanziato dalla Comunita Europea nell'ambito del V Programma quadro
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una prospettiva di emergente inte-
resse. L'TFN-a ¢ la citochina pilt uti-
lizzata per il trattamento di nume-
rose neoplasie, quali melanoma, car-
cinoma renale, leucemia a cellule ca-
pellute, ¢ leucemia mieloide croni-
ca. Luso clinico delPIFN-a & stato
finora basato sul concetto che

questa citochina esercitasse i
suoj effetti tera- =
peutici soprattut-
to agendo diret-
tamente contro
le cellule tumora-
li. insieme delle
ricerche condotte
sia dal nostro
gruppo che in ai-
tri laboratori ha
evidenziato e
prospettive e I potenziali
vantaggi di utilizzare in pa-
zienti oncologici I'I[FN-a con mo-
dalita diverse da quelle correnti, che
prevedono alte dosi per lunghi pe-
riodi, determinando spesso effetti
tossici considerevoli (Figura 4) (16).
Le nuove modalitk si basano sull’u-
so selettivo di queste citochine come
adiuvanti di vaccini tumorali, diret-

. per. |I trattamento
-'dxv numerose neoplasue

ti contro alcune neoplasie per le qua-
lil'identificazione di vaccinazioni te-
rapeutiche efficaci & limitata dalla
difficolta di individuare adiuvanti
potenti e idonei per uso clinico. Il
nostro gruppo sta attivando uno stu-
dio clinico in collaborazione con I'T-
stituto Nazionale per lo Seu-
“dio e la Cura dei Tumori di
Milano e I'Istituto
Dermopatico del-
I'Immacolata di
Roma e finanziato
dal Ministero del-
la Salute, in cul
pazienti con mela-
Nnoma avanzato sa-
ranno vaccinati
con peptidi di an-
tigeni tumorali in
associazione con IFN-o sommi-

nistrato come adiuvante a basse do-
si nel sito di inoculo del vaccino.

I forte impegno dellTstituto in
questo campo della ricerca biome-
dica ha portato alla necessitd di pro-
muovere un forum di incontro e di
dibattito tra scienziati di fama in-
ternazionale che da anni si occupa-
no di queste problematiche.

is oste efflcacl
tosswlta lleve o ass _

ura 4 - IFN-a come adiuvante nella vaccinazione contro il melanoma

A tal fine I'ISS ha organizzato,
come accennato in precedenza, il
convegno internazionale "Cytokines
as natural adjuvants: perspectives
for vaccine development” che ha
avuto due obiettivi principali:

* offrire una rassegna delle pitt re-
centi scoperte della ricerca di ba-
s ¢ applicata sulla capacita del-
e citochine di indurre una im-
munita protettiva;

+ discutere le prospettive dell'uso
di citochine come adiuvanti per
lo sviluppo di vaccini efficaci
nella prevenzione (vaccini pro-
filattici) o nel trattamento (vac-
cini terapeutici) di malartie in-
fettive ¢ neoplasie umane. I ri-
sultati pitt saliend presentati dai
relatori al convegno sono rias-
sunti nella Tabella 3.

CONCLUSIONI ,

Se l'attivity immuno-stimolato-
ria degli adiuvanti classici & media-
ta dalle citochine, perché non usa-
re direttamente questi fattori come
adiuvanti naturali potenzialmente
pits selettivi? Quali citochine o loro
combinazioni hanno una maggiore
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Tabella 3 - Principali risultati emersi in occasionie del convegno ”Cytokines
as natural adjuvants: perspectives for vaccine development”

-~ tochine saranno cruciali-net definire le condizioni ottimali di prepa

en ocktail

 razibne'di adiovaniti cellulari per lo sviluppo df vaccini terdpeutici; -

probabilitd di successo? Quali sono
le dosi, i tempi e le vie di sommini-
strazione ottimali?

Cerramente numerose sono le
domande ancora in attesa di rispo-
sta. Tuttavia, la crescente compren-
sione dei meccanismi con i quali le
citochine agiscono per innescare la
risposta immune consente ora di di-
segnare studi clinici che affrontino
i diversi problemi irrisolti in ma-
niera sistematica. Limpiego di al-
cune cirochine gid ampiamente uti-
lizzate nella pratica clinica (IFN di

tipo I, IL-2, GM-CSF) come adiu-

vanti di vaccini umani non dovreb-
be porre problcmi' di sicurezza rile-
vanti. Rimane tuttavia necessario
identificare le modaliti ottimali di
utilizzo di queste citochine come
adiuvanti, come agenti singoli o in
combinazione con altri interventi
di tipo immunologico, in partico-

E;;Ziai Zﬁximﬁ?@

lare in vaccinazioni terapeutiche.
Nel prossimo futuro sono attesi i ri-
sultati di studi clinici rilevanti che,
oltre a verificare se alcuni dei note-
voli effetti ottenuti in modelli pre-
clinici utilizzando citochine come
adiuvanti possano essere riprodotti
nell'vomo, forniranno le basi per
definire nuovi interventi terapeuti-
ci e profilattici contro malattie di
impatto per la salute dell’uomo.
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