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Abstract

Le mucose costituiscono 1’ingresso principale per la
maggior parte degli agenti patogeni microbici ma
anche per antigeni innocui derivati dal cibo ingerito.
Un sistema immunitario innato della mucosa vasto
ed altamente specializzato protegge le superfici del-
le mucose ed il corpo interno da potenziali lesioni
dall’ambiente. 1l sistema immunitario della mucosa
ha sviluppato una varieta di meccanismi immunitari
in grado di discriminare invasori non patogeni e pa-
togeni. E in grado di mantenere la tolleranza contro
la pletora di antigeni ambientali e di indurre potenti
immunita protettive al fine di evitare la colonizzazio-
ne della mucosa e l'invasione da parte dell’organi-
smo patogeni microbici pericolosi. L’immunizzazio-
ne della mucosa con elementi anticorpali ed antigeni
appropriati immunostimolanti possono indurre a pro-
spettive di immunita contro agenti patogeni dannosi.
In alternativa, puo essere generata la tolleranza
muco indotta contro auto antigeni o allergeni per
mezzo della somministrazione per via mucosa di tali
antigeni o anticorpi autologhi da soli o con immu-
nomodulatori, potenziando le risposte regolatorie.
Qui, sono state verificate le proprieta del sistema im-
munitario della mucosa e brevemente si € discusso
riguardo i progressi nello sviluppo di vaccini della
mucosa per la protezione contro le infezioni e per il
trattamento di disturbi infiammatori, come le malat-
tie autoimmuni o allergie di Tipo 1.



IMMUNITA DELLA MUCOSA E VACCINAZIONE

Le mucose offrono una superficie di contatto di circa 400 m2 con I’ambiente esterno, costituendo
la porta d’ingresso principale per il cibo ma anche per gli agenti microbici. Esse sono caratteriz-
zate da proprieta meccaniche, fisico-chimiche ed immunologiche che agiscono sinergicamente
per evitare I’invasione da parte di corpi estranei. Il sistema immunitario associato alle mucose
(SIAM) ¢ un complesso altamente specializzato e ha proprieta caratteristiche che lo distinguono
dal sistema immunitario generale. Queste proprieta uniche hanno la priorita nell’ambito dello
sviluppo di vaccini, contro vari agenti patogeni microbici. Inoltre puo indurre ad un fenomeno di
annullamento sistemico denominato tolleranza orale dalla somministrazione di alcuni immunoge-
ni per via mucosa. Queste caratteristica ¢ stata sfruttata per sviluppare vaccini terapeutici contro
alcune malattie autoimmuni e contro allergie di Tipo I.

Le mucose offrono una copertura del tratto acro-digestivo ed urogenitale, la con-

giuntiva, la parete dell’orecchio interno ed i canali di ghiandole esocrine. Le su-

perfici delle mucose sono protette dalle aggressioni esterne da meccanismi di di-

fesa fisico-chimiche e da un sistema immunitario innato delle mucose specifiche

¢ specializzate.

Il sistema immunitario associato alla mucosa (SIAM) (mucosa associated lym-

phoid tissue, MALT) comprende circa 80% delle cellule immunitarie dell’organi-

smo e costituisce il pit importante sistema linfoide dei mammiferi [1]. Esso ha tre

grandi funzioni: (1) proteggere le superfici della mucosa contro la colonizzazione

¢ I’invasione da agenti patogeni microbici; (2) impedire I’internalizzazione batteri

commensali o antigeni non degradati come proteine derivate dal cibo ¢ I’ambien-

te; e (3) impedire lo sviluppo di reazioni infiammatorie indesiderate contro alcuni

antigeni che attraversano la barriera epiteliale.

Il tessuto linfoide associato alla mucosa

La SIAM ha dei siti induttori, dove i linfociti nativi vengono attivati dalle cellule
presentanti antigene (CPAg), e dai siti effettori, dove le cellule effettrici (linfoci-
ti attivati e cellule dell’immunita innata) controllano localmente agenti estranei.
Ad esempio, il tessuto linfoide associato al tratto digerente (gut-associated lym-
phoreticular tissue, GALT) comprende le placche di Peyer, gangli mesenterici,
appendice o ancora tonsille, organi linfoidi organizzati che sono i principali siti
di induzione delle risposte immunitarie intestinali [2]. I siti effettori della mucosa
consistono nell’epitelio di rivestimento in cui si concentrano le cellule T intraepi-
teliali (LIE) e di anticorpi secretori, particolarmente secretori IgA (S-IgA). Il vano
sotto-epiteliale, o la lamina propria, ¢ un diffuso del sito in cui si accumulano cel-
lule effettrici (cellule NK-like, i macrofagi, linfociti B et T). Le CPAg tra le cellule
dentritiche (CD), sentinelle del sistema immunitario sono anche presenti nel tessuto linfoide della
mucosa, pronto a catturare agenti estranei.

Meccanismi induttori

Gli antigeni presenti sulla superficie della mucosa possono essere catturati dalle cellule epiteliali
o dalle cellule M presenti in alcuni tessuti delle mucose e specializzati nel campionamento di anti-
geni (Per la review, vedi [3]). In breve, gli antigeni in questo modo assorbiti, o i loro derivati sono
trasmessi alle mucose CPAg (cellule B, i macrofagi,CD). Tra questi CPAg, i CD sono in grado
di catturare direttamente anche gli antigeni alla luce della mucosa grazie all’estensione dei loro



dendriti tra cellule epiteliali. Quindi i CPAg migrano verso i siti induttori per attivare i linfociti
T CD4+ e CD8+ nativi. Alcuni antigeni possono anche essere presentati dalle cellule epiteliali a
cellule T intraepiteliali vicini (cellule T3, cellule NKT). La natura degli antigeni, la loro concen-
trazione e la loro biodisponibilita, il tipo di CPAg coinvolti ed il microambiente sono parametri
che influenzeranno una risposta immunitaria indotta. Cosi, la presentazione dell’antigene da parte
delle mucose CD, la maggior parte delle molecole estranee non patogene porta ad un fenomeno di
immunosoppressione chiamato tolleranza orale. Questo tipo di risposta ¢ principalmente spiegato
dalla generazione dei linfociti T helper di tipo 2 (Th2) e dei linfociti T regolatori che producono
IL-10 o TGF- [4]. Al contrario, gli antigeni e le molecole immunostimolanti costituiscono la
maggior parte degli agenti patogeni che sono portatori di modelli molecolari specifici o PAMP
(pathogen-associated molecular patterns) che costituiscono segnali di pericolo. I PAMP sono ri-
conosciuti dai recettori specifici o da sensori di pericolo (compreso il tipo di recettori Toll-like)
espressi dalle cellule epiteliali, da alcuni macrofagi o da CD. Lattivazione di questi di-
versi rivelatori di pericolo scatenano una cascata di segnalazioni che porta all’apertura di
risposte immunitarie umorali e cellulare anti-infettive ed il controllo della tolleranza orale
[2, 3]. I linfociti B e T attivati migrano all’interno della circolazione sanguigna attraverso
la via linfatica efferente e si disperdono in modo selettivo nei tessuti effettori della mucosa
per poi differenziarsi nelle cellule effettrici (plasmacellule secernenti anticorpi, le cellule
citotossiche, cellule regolatorie). Un contingente dei linfociti attivati nei siti induttori si
converte in cellula di memoria che circola tra i differenti siti induttori.
La migrazione delle cellule effettrici alla mucosa si ha in risposta a fattori chemiotattici
(chemiochine) e/o dei prodotti infiammatori dal microambiente della mucosa. La loro
domiciliazione della mucosa ¢ orchestrata da meccanismi molecolari di riconoscimento
limitato alle mucose coinvolgendo integrine e addressins specifiche [5] . I CD dei siti
induttori della mucosa sembrano giocare un ruolo importante nella migrazione selettiva
dei linfociti delle mucose. Pertanto, le murine CD isolate dai gangli mesenterici e dalle
placche di Peyer aumentano I’espressione di integrina a4f7 e del recettore CCR9 per
chemiochina CCRO sulla superficie di linfociti T che attivano, una firma molecolare di un
futuro intestinale [6, 7]. L’acido retinoico prodotto da alcune popolazioni di CD intestina-
le sembra essere coinvolto in questo effetto [8]. Di recente, ¢ stato dimostrato anche come
CD intestinali esprimono I’integrina aEf7 (CD103) fossero responsabili per la differen-
ziazione delle cellule T CD4 e CD8 nelle cellule effettrici nel diventare mucosa [9, 10].
Tutti questi dati spiegano in parte il concetto di compartimentazione della SIAM, sugge-
rito dall’osservazione di una redistribuzione preferenziale dei linfociti attivati a livello di
una mucosa in originale o in una mucosa remota, piuttosto che un di organo sistemico.
Cio implica che, in un approccio vaccinale, il percorso verso immunizzazione ¢ seleziona-
te in funzione del sito dove deve essere espressa la risposta effettrice. Come mostrato nella
Figura 1, mentre I’immunizzazione per via orale puo indurre notevoli risposte anticorpali
nell’intestino grande, nel colon ascendente e nelle ghiandole salivari e mammarie, questo
percorso ¢ inefficace per la produzione di anticorpi del tipo IgA a livello di segmento distale del
colon, delle tonsille e della mucosa genitale femminile [13, 14]. L’ immunizzazione nasale induce
risposte preferibilmente anticorpi nel tratto mucose del tratto respiratorio e delle secrezioni respi-
ratorie regionali (nasale e salivari) [14, 15]. Inoltre, I’immunizzazione per via nasale puo indurre
risposte anticorpali alla mucosa cervicovaginale, un’osservazione particolarmente interessante
per lo sviluppo di vaccini contro le malattie sessualmente trasmissibili [14, 15].

Meccanismi effettori
Le membrane mucose sono dotate di tre livelli di difesa contro la agenti estranei, avviata sul-



la base di pericolosita: (1) le cellule epiteliali prodotti dal muco e dai fattori anti-microbici o
defensori; (2) le cellule del sistema immunitario innato (neutrofili, macrofagi, cellule NK-like,
mastociti, CD) reclutati a livello delle mucose possono innescare una risposta immunitaria aspe-
cifica immediata contro gli agenti patogeni; (3) I CD sono il collegamento tra innata e specifica e
coinvolti all’inizio delle risposte immunitarie specifiche anti-infettivi e regolatorie.

Risposte immunitarie protettive

Le difese immunitarie umorali specifiche delle superfici mucose immunitarie della superficie delle
mucose sono controllate principalmente da immunoglobuline di secrezione del tipo IgA (S-IgA),
dagli anticorpi predominanti delle secrezioni umane. La produzione di IgA specifiche si dirige
contro i patogeni delle mucose o antigeni proteici solubili T-dipendenti. [16]. Le citochine, tra cui
TGF-p e IL-10 prodotte dalle diverse cellule del tessuto della mucosa (cellule epiteliali ma anche
fibroblasti e cellule dell’immunita innata) coinvolti, con le cellule T helper, alla commutazione
isotipo dei linfociti B della mucosa e alla loro differenziazione in cellule del plasma secretorie di
IgA. Cio suggerisce I’importanza del microambiente della mucosa in questo fenomeno [17]. Le
immunoglobuline di tipo IgM o IgG di origine mucosa di origine siero contribuiscono anche alle
difese immunitarie della mucosa urogenitale e del tratto respiratorio.

I linfociti T citotossici (CTL) della mucosa sono cellule effettrici importanti per la difesa immuni-
taria contro alcune infezioni da parte di agenti patogeni (virus e paras-

siti intracellulari) [18, 19]. Cosi, dopo una vaccinazione orale, nasale,

rettale o vaginale con tali antigeni in presenza di molecole immunosti-

molanti, cosiddetti adiuvanti, essenziali delle risposte CTL ¢ espressa

localmente, e in alcuni casi sistemica [20, 21]. I patogeni, o i vettori

vivi attenuati, sono le piu efficaci per indurre risposte T citotossica nei

tessuti delle mucose. Le tossine batteriche native o i loro derivati detos-

sificati possono stimolare anche I’induzione CTL [22]. La generazione

dei linfociti T CD4+ ausiliari che potrebbe attivare i fagociti durante

una infezione virale o batterica o dopo un’immunizzazione della mu-

cosa con adiuvanti sembra essenziale per la difesa immunitaria contro

alcuni virus o batteri. Pertanto, i topi deficienti al complesso maggiore

di istocompatibilita di Classe II, immunizzati per via nasale, non sono

protetti da infezione da H. Pylori [23].

Risposte immunitarie regolatorie

11 SIAM ha inoltre sviluppato le proprieta di tolleranza immunologica

che permettono di controllare le reazioni infiammatorie contro la pleto-

ra di antigeni non patogeni presenti nell’ambiente. La tolleranza delle

mucose ¢ indotta da differenti meccanismi regolatori che includono la

delezione o I’anergia dei linfociti attivi, o ’induzione dei linfociti T

regolatori [24]. Diversi tipi di linfociti regolatori possono partecipare

al controllo delle risposte della mucosa: (1) linfociti T specifici dell’an-

tigenel; (2) linfociti T CD4+ CD25+ naturali (Treg) che controllano la

proliferazione per contatto cellulare. Queste sembrano giocare un ruolo

centrale nella differenziazione delle cellule T di tipo Trl o Th3-tipo

[25]. Si noti che i linfociti Tyd intraepiteliali ed i linfociti intraepatici

possono anche partecipare, rispettivamente alla regolazione delle risposte immunitarie indotte per
inalazione o per fagocitazione di antigene [26, 27]. Inoltre, alcuni macrofagi intestinali possono
anche controllare I’inflammazione legata alla presenza di agenti patogeni da un meccanismo di
anergia innato anti-inflammatorio, pur mantenendo I’attivita battericida [28, 29].



L’attivazione, 1’espansione e la sopravvivenza di diversi linfociti effettori (protettori e/o regola-
tori) sono controllati dai CPAg. Di questi, infine, i CD che si trovano nel tessuto della mucosa
svolgono un ruolo determinante. Il grado di differenziazione e la localizzazione dei tessuti di
questi CD della mucosa e la natura dell’antigene quindi che catturano poi inducono ai linfociti,
hanno un effetto maggiore sul/ sui tipo/i delle risposte immunitarie indotte, i quali agiscono sulle
risposte produttive o di tolleranza [4, 30]. Questo ¢ importante per lo sviluppo dei vaccini per la
somministrazione alla mucosa, che non solo inducono al reclutamento ma anche la maturazione
CD della mucosa.

Vaccini anti-infettivi
La maggior parte delle infezioni comincia con il contatto delle mucose e richiede spesso 1’ap-
plicazione un vaccino nel sito penetrazione del patogeno per I’induzione di immunita protettiva.
Questo ¢ il caso delle infezioni gastrointestinali causate da H. pylori, V. colera, E.coli, Shigella
spp, Clostridium difficile, rotavirus e calicivirus, per le infezioni respiratorie causate da Mycopla-
sma pneumoniae, per il virus dell’influenza e per il virus respiratorio sinciziale e, infine, per infe-
zioni genitali sessualmente trasmissibili causate da HIV o virus herpes, Chlamydia trachomatis e
Neisseria gonorrhoeae. Si noti, tuttavia, che in alcuni casi, anche se non proteggendo 1’ingresso
dal patogeno, le IgG sistemiche sono sufficienti per la protezione (per esempio
il poliovirus).
La sfida della vaccinazione della mucosa ¢ far si che una barriera immuni-
taria della mucosa si adattati al patogeno, costituito da S-IgA neutralizzati
e/o linfociti T helper e citotossici. Gli anticorpi secretori possono bloccare la
colonizzazione dell’epitelio della mucosa dai batteri non invasivi, o prevenire
la fissazione tossine microbiche sulle cellule epiteliali, i linfociti T citotossici
possono eliminare le cellule infette e prevenire la moltiplicazione microbi-
ca. Ad esempio, nei casi di infezioni gastrointestinali causate da V. colera ed
ETEC (Enterotossina E. coli, responsabile delle diarree da viaggio), la produ-
zione locale di S-IgA ¢ fondamentale per la protezione dell’ospite e per I’in-
duzione alla memoria immunologica. Nonostante il potenziale di attrazione
della vaccinazione della mucosa, lo sviluppo di tale vaccini ¢ limitata dalla
mancanza di coadiuvanti idonei gli esseri umani in grado di indurre risposte
secretorie e cellulari soddisfacenti. Oggi solo sei vaccini vengono comune-
mente somministrati attraverso la mucosa (per recensione vedi [31]).

Vaccini anti-infiammatori

Il sistema immunitario si ¢ evoluto per evitare risposte inflammatorie inde-
siderate attraverso diversi tipi di meccanismi di regolazione. La proprieta di
tolleranza della mucosa dimostra di essere una strategia interessante per il
controllo di patologie associate a risposte inflammatorie contro gli allergeni o
1 propri antigeni.

I vaccini contro malattie autoimmuni

L’induzione di tolleranza mucosa ¢ specifica per 1’antigene utilizzato, ma puo

avere un impatto non specifico localmente quando ¢ dovuto alla produzione
di citochine regolatrici quali TGF-B e IL-10. In diversi modelli animali, ¢ possibile impedire o
ritardare 1’insorgenza di malattie autoimmuni sperimentali, I’artrite reumatoide o il diabete tipo
I[31, 32]. La dose di auto-antigene utilizzato, cosi come I’itinerario e la frequenza di sommini-
strazione influenza la natura della risposta. Cosi, 1 linfociti sintetizzati IL-10 sono prodotti in ri-



sposta ad un antigene somministrato a basse dosi per via nasale, mentre lo stesso antigene stimola
preferenzialmente linfociti produttori T di TGF-f quando somministrato per via orale. Tuttavia,
grandi dosi di antigeni favoriscono 1’anergia delle cellule T specifiche o addirittura la morte. Tale
approccio terapeutico si ¢ tuttavia dimostrato deludente negli esseri umani, in diversi studi clinici
di fase III di induzione alla tolleranza per via orale, per esempio nel diabete di tipo I [33] o nella
sclerosi multipla [34]. E difficile in questa fase se la natura e/o le dosi di autoantigeni usati sono
responsabili dei risultati negativi ottenuti, o se questi risultati indicano che la tolleranza orale ¢
inducibile rispetto al soggetto non sensibilizzato. Quest’ultima possibilitd sembra improbabile
date le diverse osservazioni. In effetti, la co-somministrazione per via orale o nasale di autoan-
tigeni legati alla subunita B della tossina del colera (CTB), mirati vettori cellulari a proprieta
tollerogeniche, promuove la tolleranza delle mucose in diversi modelli animali nelle condizioni
sperimentali prestabilite [32].

Vaccini anti-allergici

Le allergie Tipo I sono dovute all’attivazione delle cellule T helper CD4+ specifiche di allergeni
coinvolti nella differenziazione dei plasmociti IgE, queste immunoglobuline sono responsabili
della patologia allergica. La strategia terapeutica attualmente utilizzata, chiamata immunoterapia
anti-allergica specifica o desensibilizzazione, consiste nel somministrare per via sottocutanea con
dosi crescenti e ripetute di allergeni per ridurre la produzione di IgE eliminando o deviando le
risposte patologiche T CD4. L’ immunoterapia per somministrazione di allergene sublinguale uti-
lizzato nello studio fase clinica II / I, si & dimostrato efficace nei casi di rinite ed asma. Questa
nuova strategia ¢ non invasiva e permette 1’auto-somministrazione allergeni. Inoltre, ¢ interessan-
te notare, che non si ha alcun episodio anafilattico segnalato anche quando sono somministrate
alte dosi di allergeni per questa via. L’immunoterapia sublinguale ¢ quindi un approccio racco-
mandato dalle linee guida dell’OMS dal 1998.

Gli estratti di allergene somministrati a dosi elevate sono stati utilizzati nella maggior parte degli
studi clinici. Nuovi approcci stanno utilizzando la vaccinazione con analoghi peptidi di allergeni
in combinazione con composti immunomodulanti somministrati per via mucosa potrebbe aumen-
tare la sicurezza e I’efficacia di immunoterapia anti-allergia.

Ottimizzazione vaccini della mucosa

I vaccini della mucosa preventivi o terapeutici devono essere progettati per indirizzare il sistema
immunitario locale. Il vaccino ideale deve: (1) conservare gli antigeni del vaccino dalla degrada-
zione enzimatica o chimica e limitare la loro eliminazione o la diluizione eccessiva; (2) cellule
bersaglio in grado di catturare 1’antigene, le cellule epiteliali cella o le cellule dendritiche; (3) sti-
molare adeguatamente I’immunita innata e specifica al fine di indurre I’immunita specifica adatta.

Il sistema del targeting degli antigeni cellulari alla somministrazione della mucosa

Sono stati utilizzati una moltitudine di sistemi di targeting cellulari antigene: inclusi i vettori
acido glicolico, proteine di trasporto che mirano alle cellule epiteliali o dendritiche), vettori virali
(adenovirus, virus del morbillo o il vaiolo) o vettori batterici attenuati (derivato da S. typhi, B.
pertussis o batteri commensali) [32]. Nonostante la loro efficacia di diversi modelli animali, per
I’applicazione terapia umana non ¢ stato ancora approvato nessuno di questi vettori. Si noti che
I’utilizzo di pseudovirus o VLP (particelle virali manca I’acido nucleico), potenzialmente utili
come vettori di target cellulari di antigeni proteici o DNA, ma anche di molecole immunosti-
molanti, indotta da risposte IgA secretorie e da risposte delle cellule T citotossiche della mucosa
protettiva in diversi sistemi sperimentali di infezione della mucosa [36].



Adiuvanti della mucosa

La tossina del colera (CT) o I’enterotossina dell’E. coli (LT) termolabile sono gli adiuvanti della
mucosa piu potenti conosciuti fino ad oggi [32]. Molte opere hanno cercato di sviluppare tossine
disintossicati per mantenere il potere adiuvante accettabile ed utilizzabile negli esseri umani. Tra
questi derivati, il CTB ricombinante viene utilizzato per aumentare I’immunita secretoria o per
indurre la tolleranza della mucosa contro autoantigeni o allergeni. Le mutazioni della subunita A
tossici permettono di comprendere le mutazioni CT e LT che hanno un citotossicita ridotta ma il
loro potere adiuvante ¢ inferiore. Inoltre, il potere adiuvante di molecole contenenti PAMP, di cui
sopra, sono in corso di valutazione e potrebbe essere la prossima generazione di adiuvanti. Tra
questi PAMP, i DNA batterici non metilati (CpG) specifica del recettore TLR-9 sono promettenti
e stimolano I’immunita innata e I’'immunita specifica dopo la vaccinazione per via nasale, orale
¢ genitale. E interessante notare che I’attivita adiuvante delle molecole di tipo CpG sulle risposte
della mucosa puo essere altamente amplificato dal loro accoppiamento di CTB. [32]

Conclusioni e prospettive

I progressi metodologici degli ultimi dieci anni hanno permesso una migliore comprensione della
SIAM. Tali progressi facilitano lo sviluppo di vaccini della mucosa anti-infettivi e anti-infiam-
matori e anti-allergici.

Lo sviluppo di un numero maggiore di vaccini della mucosa richiede I’accesso a vettori di tra-
sporto ¢ la consegna di antigeni ed additivi che permetteranno di stimolare e di guidare con
precisione risposte immunitarie al fine di ottenere I’effetto desiderato, ad oggi 1’ Autovaccino
sembra essere il modello piu affidabile per I’assenza in primo luogo di reazioni sistemiche questo
a discapito della totale eradicazione delle reazioni allergiche.

Gli sviluppi recenti in questi settori possono facilitare lo studio di nuovi vaccini della mucosa
anti-infettive ed anti-infiammatori.

Queste formulazioni della mucosa devono perod essere ancora valutati bene, negli essere uma-
ni, la diversita genetica anche le differenze della flora intestinale e delle abitudini alimentari e
dell’anamnesi immunologica sono fattori di differenzazione che non consentono di standardizza-
re processi vaccinatori sintetici o ricombinati con la stessa sicurezza ottenuta con gli autovaccini.
In questo senso, alcuni vaccini della mucosa, come il vaccino orale contro la poliomielite o i
vaccini orali contro il colera o il rotavirus e la febbre tifoide si sono dimostrati meno efficaci nei
paesi in via di sviluppo piuttosto che in paesi industrializzati, questo dimostra la variabile sopra
indicata.

Dott.Samoridno Peci PhD
Direttore del Centro Ricerche Cerifos Milano e

del laboratio Forschung Chemnitz Germany
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