UNIVERSITA POLITECNICA DELLE MARCHE
FACOLTA DI MEDICINA E CHIRURGIA

Corso di Laurea in Medicina e Chirurgia

Risposta immune umorale e cellulo-mediata
dopo vaccinazione contro SARS-CoV-2 in

soggetti con infezione da HIV

Relatore: Chiar.mo Tesi di Laurea di:
Prof. Andrea Costantini Matteo Gasparroni

Correlatore: Chiar.ma
Dott.ssa Elena Busilacchi
Marinelli

A.A.2021/2022






INDICE DEI CONTENUTI

1. INTRODUZIONE

1.1 Immuno-patogenesi dell’infezione da HIV
1.1.1 Alterazioni fenotipiche e funzionali T-/B-cellulari
1.1.2 Terapia antiretrovirale combinata: razionale e ruolo nell’immunopatogenesi da HIV

O N W ek

1.2 Infezione da SARS-CoV-2: patogenesi e coinvolgimento del sistema immunitario
dell’ospite 11

1.3 Impatto della coinfezione HIV/SARS-CoV-2 sulla risposta T-cellulare 13

1.4 Vaccini anti-COVID-19 disponibili in Italia: tipologie, efficacia e immunogenicita __ 16

2. OBIETTIVI DELLA TESI 20
3. MATERIALI E METODI 22
3.1 Campionamento, criteri di inclusione nello studio e classificazione dei partecipanti
arruolati 22
3.2 Fonte dei dati 24
3.2.1 Casistica studiata 24
3.2.2 Immuno-dosaggi 25
3.3 Analisi Statistica 26
3.3.1 Metodologia statistica in sintesi 26
3.3.2 Struttura dell’analisi statistica: razionale e fasi 27
3.3.3 Materiali e modalita di presentazione dei risultati 31
4. RISULTATI 32
4.1 Caratteristiche dei campioni di popolazione esaminati 32
4.1.1 Aspetti sociodemografici della casistica 32
4.1.2 Schemi di vaccinazione relativi ai partecipanti 32
4.1.3 Eta e tempo trascorso dall’ultima vaccinazione fino al momento della rilevazione 33
4.1.4 Parametri di risposta al vaccino: concentrazioni di IFN-y e di anticorpi anti-S 35
4.1.5 Variabili specifiche del gruppo PLWH 39
4.2 Risposta T-cellulare valutata in base alla secrezione di IFN-y 40
4.3 Risposta umorale basata sulle concentrazioni di anticorpi circolanti anti-S 44

4.4 Andamento delle risposte T-cellulare e anticorpale rispetto al tempo trascorso
dall’ultima dose di vaccino 45

4.5 Interazione tra risposta cellulo-mediata e umorale al vaccino anti-SARS-CoV-2 57

4.6 Associazioni tra marcatori di risposta immune specifica al vaccino anti-COVID-19 e

variabili caratteristiche del gruppo HIV-positivo 60
5. DISCUSSIONE 73
6. CONCLUSIONI 85

7. BIBLIOGRAFIA E SITOGRAFIA 87




1. INTRODUZIONE

Lo scoppio della pandemia da SARS-CoV-2 ha reso necessario comprendere i1 fondamenti
dell’interazione fra questo virus ed HIV.

Nell’affrontare la pandemia da COVID-19, particolare attenzione ¢ stata rivolta sin da subito
a quelle categorie di individui fragili, con comorbidita, neoplasie e/o con status immunitario
compromesso a seguito di terapia immunosoppressive o malattie responsabili di
immunodeficienza, come I’infezione da HIV: queste categorie potrebbero rappresentare dei
potenziali canditati allo sviluppo di COVID-19 severo ed essere a maggior rischio di
infezione e outcomes clinici peggiori rispetto ai pazienti sani, quali ospedalizzazione,
necessita di cure intensive ¢, infine, morte.

In effetti 1 pazienti con diagnosi pregressa di HIV sembrano presentare, rispetto a soggetti
senza diagnosi, un rischio incrementato di esito sfavorevole legato alla malattia da SARS-
CoV-2 con maggior frequenza di manifestazioni cliniche gravi, che richiedono
I’ospedalizzazione, e di morte [!H2H3],

In particolare, ¢ necessario tener conto di quel sottogruppo di individui con controllo
inadeguato o subottimale dell’infezione e avanzata immunodeficienza (conta T CD4" < 200
cellule/mm?) che potrebbero subire le conseguenze peggiori di una coinfezione HIV/SARS-
CoV-214,

Il virus dell’immunodeficienza umana (human immunodeficiency virus, HIV) causa uno
stato di disfunzione immunitaria sistemica, coinvolgendo principalmente i linfociti T CD4",
che svolgono un ruolo cruciale nel coordinamento delle risposte sia innate che specifiche
agli agenti patogeni.

L’alterazione principale indotta dal virus ¢ rappresentata da una drastica caduta della conta
delle cellule T CD4" in fase acuta, che si manifesta precocemente con la comparsa di
linfopenia periferica, segno distintivo dell’infezione da HIV P, e prosegue con un costante
declino in fase cronica.

La deplezione, la disfunzione T cellulare HIV-indotte e la persistenza del virus, insieme,
contribuiscono ad uno stato di attivazione sistemica e disregolazione delle funzioni
immunitarie, portando, infine, all’insorgenza di una condizione di immunodeficienza
conclamata [6H7],

Il bisogno impellente di definire gli effetti dell’infezione da SARS-CoV-2 sul sistema

immunitario, per mettere a punto strategie terapeutiche in grado di contrastare efficacemente



I’infezione, ha messo in evidenza che il virus innesca una risposta contraddistinta da una
riduzione significativa nel numero di linfociti T CD4" (helper e regolatori), CD8", B, NK
pill marcata nei casi severi di malattia®®!l; percio, in corso di infezione acuta da SARS-
CoV-2 I’alterazione di entrambi i bracci effettori dell’immunita specifica, con deplezione
marcata dei tre principali subset linfocitari, si associa a maggior severita di malattia, di cui
il drastico decremento della conta T- e B-cellulare oppure I’aumento del rapporto
CD4'/CDS8" rappresentano fattori predittivi di outcomel!2-16MI8LI9,

SARS-CoV-2 induce una robusta risposta T, che si presenta piu ampia e piu forte nei pazienti
con malattia severa rispetto ai guariti, probabilmente a causa di un’alta carica virale, un
malfunzionamento dell’immunita cellulo-mediata, incapace di contenere il virus, o per una
scarsa attivazione dell’immunita innata risultante da alterazioni cellulari virus-indotte. Al
contrario, la severita di malattia potrebbe essere anche la conseguenza di un danno T-
mediato [!7],

E ampiamente dimostrato in letteratura che ¢ fondamentale I’intervento e ’interazione dei
linfociti T CD4" ¢ CD8" non solo per il controllo della replicazione, la riduzione della
diffusione virale ed il killing diretto del virus o delle cellule infettate '3-!°] ma anche per lo
sviluppo di una memoria protettiva di verosimile lunga durata ?°!; inoltre, & stato osservato
che un’attivita coordinata cellulo-mediata (CD4" ¢ CD8"-cellulare) e umorale ¢ in grado di
contenere il danno legato all’infezione virale e limitare il rischio di manifestazioni gravi in
misura maggiore rispetto ad una risposta parziale basata sull’intervento dominante di una
singola popolazione linfocitarial*!l.

Queste evidenze supportano 1’ipotesi che la compromissione della risposta cellulo-mediata
virus-specifica possa contribuire alla comparsa di complicanze gravi legate a COVID-19:
quando SARS-CoV-2 entra in contatto con il sistema immune dell’ospite, si stabiliscono
molteplici interazioni virus-ospite che possono condurre ad una riduzione delle popolazioni
linfocitarie, una perturbazione dei normali meccanismi di attivazione ed immuno-regolatori
e ad alterazioni del profilo funzionale delle cellule T [13H2H241 eventi che,
complessivamente, predisporrebbero al fallimento della risposta antivirale.

Alla luce di queste osservazioni un ospite con uno stato di immunodeficienza HIV-indotta
preesistente e un numero di cellule CD4" funzionalmente e quantitativamente difettive in

partenza potrebbe essere piu vulnerabile ad un generale insuccesso della risposta SARS-

CoV-2-specifica, con tutti i rischi sopra esposti: I’infezione sostenuta da SARS-CoV-2 non



solo colpirebbe un sistema immunitario gia debilitato da HIV ma ne amplificherebbe il
danno sulle popolazioni linfocitarie portando potenzialmente ad un collasso delle difese
dell’ospite e ad un conseguente esito sfavorevole.

Tuttavia, si pud anche ipotizzare che uno stato di immunodeficienza, indotta dalla
persistenza di HIV, limiti ’eccessiva risposta del sistema immunitario a SARS-CoV-2,
prevenendo la cascata di eventi alla base del danno tissutale immuno-mediato in corso di
COVID-19 e, di conseguenza, il rischio di un decorso clinico piu severo 17,

Attualmente, dopo molti sforzi orientati in primis alla caratterizzazione della risposta
cellulo-mediata e umorale contro SARS-CoV-2 nei sani, si ¢ giunti all’evidenza
dell’esistenza di possibili meccanismi immunopatologici, condivisi dai due agenti virali
nell’attacco al sistema immunitario dell’ospite, con implicazioni rilevanti sia a livello clinico
che di prevenzione o protezione dalla COVID-19 severa.

Bloccare oppure ostacolare gli eventi immuno-patologici che conducono alla perdita degli
elementi cellulari effettori dell’immunita e/o al deterioramento funzionale, alla ridotta
risposta alla stimolazione da parte di antigeni microbici, all’iperattivazione, all’esaurimento
e apoptosi delle cellule del sistema immunitario e, infine, all’immunosenescenza, potrebbe
rappresentare una strategia chiave nel superamento dell’infezione da SARS-CoV-2 in un
individuo con immuno-compromissione HIV-indotta e nel prevenire ospedalizzazione,
ricovero in terapia intensiva e morte; allo stesso modo, il ripristino di una valida risposta
immunitaria, con l’intervento organizzato di molteplici subsets di linfociti, consentendo
verosimilmente di sviluppare una potenziale protezione antigene-specifica a lungo termine,
pone le basi per la realizzazione di vaccini che richiamano le medesime cellule attivate in
corso di infezione acuta e per un’efficace immunizzazione vaccino-indotta dei PLWH
(Patients living with HIV (infection)) COVID-19-naive.

La migliore arma terapeutica attualmente disponibile che avvia alla ripresa progressiva
dell’immunocompetenza negli individui con infezione pregressa da HIV ¢ la terapia
antiretrovirale combinata (cART, combination antiretroviral therapy), un regime poli-
farmacologico che bersaglia differenti fasi del ciclo di replicazione di HIV, consentendo il
controllo a lungo termine della diffusione del virus nell’organismo e della viremia plasmatica
(VL, viral load) P%. In questo modo, 1’efficace soppressione virale farmaco-mediata
concorre ad un recupero parziale dell’immunocompetenza, che si traduce, in primis, in un

sensibile rialzo della conta T CD4"-cellulare, contestualmente ad un graduale ripristino dalle



alterazioni funzionali HIV-indotte [*!, portando nel tempo al riacquisto della piena capacita
linfocitaria di rispondere efficacemente alla stimolazione da parte di Ag esterni o veicolati
tramite vaccino, di attivarsi e proliferare in maniera appropriata e di eradicare
potenzialmente un qualsiasi agente infettivo.

E di vitale importanza I’inizio precoce della terapia durante le prime fasi dell’infezione da
HIV per puntare al conseguimento di una rapida e piena normalizzazione dei subset T-
linfociti e, allo stesso tempo, a preservarne le funzioni 1.

Occorre, perod, considerare che, malgrado in gran parte dei soggetti con infezione da HIV la
soppressione virale mediante cART conduca ad un incremento marcato della conta T CD4"
dopo la drammatica caduta legata all’infezione, esiste una frazione di individui sotto regime
terapeutico che mostra una bassa conta T CD4"-cellulare persistente, a fronte di una carica
virale molto bassa o non rilevabile %1,

Le strategie vaccinali dovrebbero mirare ad indurre una risposta immune quanto piu simile
a quella evocata dall’infezione naturale, alla luce del ruolo cruciale svolto dall’immunita
specifica T- e B-mediata, per sperare in una maggior efficacia e durata in termini di
protezione, sia dall’infezione stessa che dall’esito grave di malattia ['7-21],

I dati sull’efficacia, la sicurezza e I’'immunogenicita dei vaccini a mRNA adottati durante la
campagna di vaccinazione condotta nel nostro Paese (Comirnaty e Spikevax) sono stati
ricavati da trial clinici di popolazione che includevano anche pazienti con infezione da HIV:
1 risultati hanno mostrano una notevole protezione contro 1’infezione accanto ad un elevato
profilo di sicurezza, con la limitazione di una valutazione e di un monitoraggio nel tempo a
breve termine 4531,

Trials finalizzati alla valutazione del profilo di efficacia, immunogenicita, sicurezza e
tollerabilita di vaccini a vettore-virale, quali Vaxzevria e Janssen, hanno, invece, evidenziato
una minore efficacia protettiva contro 1’infezione da SARS-CoV-2 rispetto ai composti a
mRNA, sebbene rimangano, comunque, efficaci e sicuri (6265,

Studi che mirano a determinare la capacita dei vaccini di indurre una risposta consistente,
sia cellulo-mediata che umorale, nella popolazione con infezione da HIV sono stati
pubblicati e ulteriori evidenze si vanno progressivamente aggiungendo: sono emersi risultati

incoraggianti e promettenti, che supportano la necessita di sottoporre a vaccinazione questa

categoria di pazienti.



1.1 Immuno-patogenesi dell’infezione da HIV 1SH25-271

Il virus dell’immunodeficienza umana, che comprende due specie (HIV-1,-2) di Lentivirus
appartenenti alla famiglia dei Retroviridae, infetta primariamente i linfociti T CD4" effettori
ed effettori di memoria (Tem), che esprimono il recettore di ingresso CD4 e il co-recettore
CCRS5 (ceppi M-tropici), nei siti di ingresso a livello delle mucose, in particolare quella
intestinale, maggior reservoir di linfociti T CD4" dell’organismo; dopo I’ingresso nei
linfociti, il virus ne determina una massiva e rapida deplezione, dovuta alla citolisi virus-
indotta, che investe anche le cellule T CD4" della memoria localizzate nel timo.

Il processo intracellulare dominante che porta alla perdita di elementi T CD4"-linfocitari &
rappresentato dall’apoptosi mediata da caspasi-3, innescata da HIV.

La distruzione linfocitaria accelerata dal virus nelle fasi precoci dell’infezione risulta
controbilanciata, attraverso un processo di omeostasi, da una un aumento della
proliferazione delle cellule T CD4" effettrici/CD45RO" di memoria, provenienti dal timo,
nel tentativo di mantenere il pool linfocitario.

HIV, dunque, ¢ responsabile della deplezione delle cellule target e, nello stesso tempo, di
una risposta proliferativa che si oppone alla morte cellulare per mantenere un equilibrio
all’interno della popolazione CD4" finché non subentra una condizione di esaurimento
funzionale BJ; inoltre, 1’incremento del tasso di divisione & di per sé un fattore che
contribuisce ad espandere il pool linfocitario suscettibile di infezione.

Tuttavia, il meccanismo di apoptosi non spiega completamente la perdita di cellule CD4" o
CD8" naive non infettate, indicando I’esistenza di altre vie implicate nell’immuno-
patogenesi della malattia da HIV.

Sebbene il bersaglio principale del virus sia il subset T CD4+, la disfunzione indotta in
questa popolazione, che svolge un ruolo centrale nell’organizzazione della risposta innata e
specifica contro antigeni esogeni, si riflette secondariamente nelle attivita di altri citotipi
(linfociti CD8", B, cellule NK) che risultano alterate /o non adeguatamente regolate.

Nel corso dell’infezione da HIV, infatti, si stabilisce uno stato di iperattivazione
immunitaria generalizzata, caratterizzata da alti livelli di proliferazione delle cellule T CD4 "
e CD8", B, NK e up-regolazione dei marker di attivazione che contribuisce a chiarire in che
modo cellule non infettate vadano incontro a morte in qualita di bystander nei confronti di
HIV: si assiste ad un incremento del turnover e ad un’attivazione aspecifica T-cellulare e

B-linfocitaria policlonale in un contesto di marcata infiammazione, con rilascio massivo di



chemochine e citochine pro-infiammatorie (tempesta citochinica), che favorisce una
deplezione cellulare mediata da un’aberrante attivazione cellulare anche in cellule virus-
free.

La connessione tra la perdita di linfociti T CD4", ma anche di altre popolazioni cellulari, e
I’iperattivazione ¢ stata individuata in un processo di morte intracellulare programmata,
innescato dalla caspasi-1 (piroptosi), con il rilascio del contenuto citosolico contenente
citochine pro-infiammatorie: cosi, le cellule andate incontro a morte inviano segnali
infiammatori che stimolano altre cellule T a morire, avviando un processo di attivazione
cronica che peggiora la disfunzione immuno-cellulare.

A sostenere questo processo contribuisce anche la violazione dell’integrita della barriera
immunitaria localizzata nella lamina propria del GALT (Gut-Associated lymphoid tissue),
che conduce una traslocazione scarsamente controllata di microrganismi e prodotti
microbici immunostimolanti, i quali amplificano I’attivazione immunitaria cronica durante
I’infezione da HIV.

Tutti i fattori citati (deplezione T CD4", aumentato furnover cellulare, iperattivazione
cronica aberrante, inflammazione, apoptosi), considerati insieme, sono responsabili di un
fallimento generalizzato della risposta immune alla stimolazione da parte di antigeni
microbici.

In particolare, dato che i linfociti B e/o le cellule NK non sono dei bersagli selettivi di HIV,
st ritiene che le alterazioni osservate in diverse popolazioni cellulari, in corso di infezione
da HIV non trattata, siano con piu probabilita dovute ad una esposizione cronica agli
antigeni virali, che porta a tassi elevati di turnover e differenziazione, esitando in una perdita
funzionale e del potenziale rigenerativo (exhaustion), essenziale ai fini del mantenimento
della competenza immunitaria.

1.1.1 Alterazioni fenotipiche e funzionali T-/B-cellulari [>5+281

L’infezione cronica da HIV negli individui non sottoposti a terapia ¢ contraddistinta da
un’aumentata frequenza di cellule linfocitarie (T/B) con fenotipo attivato e up-regolazione
dei marker di attivazione cellulare, come il CD38, sulla superficie delle cellule T CD8", che
correla con un maggior tasso di progressione di malattia.

Percio, la capacita di controllare I’infezione virale non dipende dal grado di attivazione delle

cellule, bensi dalla qualita della risposta: come discusso nel paragrafo 1.1, una condizione



di persistente attivazione implica una disfunzione immuno-cellulare, documentata da un
maggior turnover, una tendenza dei subsets T verso fenotipi piu differenziati, fino alla
comparsa di fenomeni di esaurimento € (immuno-)senescenza e, in ultimo, la perdita della
capacita rigenerativa.

E stato dimostrato che I’entita della risposta T CD8" HIV-specifica, misurata mediante saggi
basati sulla produzione intracellulare di citochine (ICS, intracellular cytokine staining), non
si associa né indica un miglior controllo dell’infezione, ma ¢ correlata alla carica virale di
HIV: maggiore ¢ la carica virale, piu forte ¢ la stimolazione virus-indotta sulle cellule T,
anche se, a parita di dimensioni della risposta, nei soggetti che riescono naturalmente a
contrastare HIV (non progressors), confrontati con quelli che vanno incontro a progressione
di malattia (progressors), le cellule T esibiscono una capacita di produrre molteplici
citochine effettrici (e.g IL-2 e/o IFN-y), caratteristica persa nei progressors, dove la risposta
T-mediata diretta contro HIV ¢ dominata dal rilascio sbilanciato del solo IFN-y.

E chiaro, quindi, che la polifunzionalita cellulare ¢ decisiva nel permettere al sistema
immunitario un miglior controllo della replicazione di HIV.

E fondamentale notare che, in quest’ultimo gruppo di individui, il livello di polifunzionalita
¢ risultato correlato alla carica virale; ne consegue che la soppressione virale tramite cART
puo essere determinante, permettendo una risposta T-cellulare polifunzionale associata a un
minor rischio di progressione e miglior outcome clinico.

Un contributo all’alterazione della funzione T CD4'/CD8 -cellulare proviene dalla
stimolazione antigenica cronica legata ad HIV, che induce dei pathway immuno-modulatori
responsabili di alcuni difetti funzionali osservati tanto nei CTL (linfociti T CD8" citotossici)
che nei T helper (ridotta capacita di proliferare, produrre citochine, differenziarsi e perdita
di polifunzionalita); in particolare, si ritiene che l’interazione tra PD-1, espresso sulla
superficie dei linfociti T, ed il rispettivo ligando sulla superficie delle APC (Antigen
Presenting Cells, cellule presentanti 1’antigene) sia una conseguenza diretta del contatto dei
linfociti T HIV-specifici con il virus, piuttosto che della generale condizione di attivazione
immunitaria. In piu, questa via regolatoria ¢ centrale nel controllare I’apoptosi e partecipa
attivamente a determinare un difetto di sopravvivenza delle cellule T.

L’attivazione linfocitaria persistente interessa direttamente anche 1 linfociti B, ulteriormente
influenzati dall’effetto dell’infezione virale sui linfociti T CD4": i linfociti Tru (T-helper

follicolari), che svolgono un ruolo essenziale nei processi aventi luogo nel centro



germinativo (si ricordano, tra i principali, la maturazione dell’affinita anticorpale e la
differenziazione dei linfociti B antigene-specifici in cellule B memoria o plasmacellule),
sono suscettibili di infezione da HIV e, andando incontro a forte espansione dopo I’ingresso
del virus, si associano verosimilmente a iperplasia follicolare e ipergammaglobulinemia da
aumentata differenziazione terminale dei linfociti B.

In questo modo, 1 difetti funzionali delle cellule Tn si riflettono sull’attivita B cellulare e
spiegano, in parte, come il virus sia in grado di causare modificazioni a carico delle strutture
follicolari all’interno dei linfonodi periferici, alterando profondamente I’interazione cruciale
tra linfociti T e B per la costruzione di una efficace risposta cellulo-mediata e umorale
antigene-specifica.

Accanto all’espansione dei follicoli si osserva una deposizione di collagene nelle zone T,
probabilmente risultante da un processo di attivazione cronica delle cellule T, da uno stato
inflammatorio e/o da perturbazioni del microambiente, che porta ad una perdita della
normale architettura del reticolo fibroblastico (FRC, Fibroblastic Reticular Cells).

I fibroblasti reticolari sono essenziali per la sopravvivenza delle cellule T CD4"/CD8" naive,
grazie alla produzione di fattori anti-apoptotici (e.g. IL-7) ], percio il danno alla rete di
FCR causa sia un accesso ristretto all’IL-7 che una scomparsa progressiva della principale
fonte di citochina, conducendo a maggior tasso di apoptosi e deplezione dei linfociti T naive

[30]-[34]

Cellule B isolate da pazienti con infezione da HIV e alti livelli di viremia hanno mostrato
una ridotta risposta proliferativa a vari stimoli € un incremento della secrezione di
immunoglobuline, suggerendo che HIV ¢ in grado di indurre la comparsa di subset B-
cellulari (che esprimono bassi livelli di CD21) con fenotipo plasmacitoide aberrante,
probabilmente responsabile dell’ipergammaglobulinemia associata alla malattia da HIV %],
E stata anche evidenziata una sottopopolazione di linfociti B memoria caratterizzata da
un’elevata espressione di recettori inibitori, simili a quelli descritti per le cellule T antigene-
specifiche [*®! in stato di esaurimento funzionale, associati a una diminuita risposta
proliferativa a varie stimolazioni. Questa evidenza indicherebbe un contribuito del fenomeno
di esaurimento precoce delle cellule B, legato all’infezione da HIV, ad una scarsa risposta
umorale virus-specifica 7).

Dopo aver sommariamente descritto alcuni dei complessi meccanismi alla base della

disfunzione e della disregolazione dell’attivita T- e B-cellulare in corso di infezione da HIV,



che alterano la capacita delle cellule di controllare efficacemente la replicazione del virus e
di promuoverne I’eliminazione, ¢ necessario comprendere il ruolo della terapia
antiretrovirale combinata nel favorire il recupero del pool delle cellule bersaglio specifiche

di HIV e il ripristino di un’adeguata capacita di risposta integrata cellulare e umorale.

1.1.2 Terapia antiretrovirale combinata: razionale e ruolo nell’immunopatogenesi da
HIV

Essendo il ciclo replicativo di HIV composto da diverse fasi (multi-step), 1’associazione di
farmaci che bersagliano differenti stadi del ciclo vitale stesso permette di ottenere un effetto
additivo o sinergico, aumentando I’efficacia della soppressione della replicazione virale
farmaco-mediata %, Sono disponibili molteplici agenti farmacologici che fanno capo a sei
diverse classi, ciascuna delle quali selettiva per un determinato stadio del ciclo vitale di HIV:
gli inibitori nucleosidici (NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors) e non (NNRTI)
della trascrittasi inversa virale, gli inibitori della proteasi (PI), gli inibitori dell’integrasi
(INI), dell’ingresso (antagonisti del CCRS e inibitori post-legame) e, infine, della fusione. Il
trattamento attualmente in uso prevede in genere due NRTI, che costituiscono il pilastro o
“backbone” del regime terapeutico, in associazione ad un terzo farmaco, scelto fra NNRTI,
PI, INL

La cART mira prima di tutto al raggiungimento e al mantenimento di livelli di carica virale
plasmatica non rilevabili ed al miglioramento della funzione immunitaria generale. Un
aspetto importante ¢ rappresentato dai notevoli benefici legati all’avvio della cART negli
stadi precoci dell’infezione, quando non sono ancora comparse le alterazioni funzionali ed ¢
mantenuta la capacita di proliferare e rispondere a stimoli multipli; in questo setting ¢ stato
dimostrato che la terapia combinata antiretrovirale ¢ efficace nel sopprimere la replicazione
di HIV fino a livelli non rilevabili, nel normalizzare il rapporto CD4"/CDS8", nel ridurre
’attivazione delle cellule T attivate (CD8" CD38") e nel promuovere un incremento dei
linfociti T CD4" effettori € di memoria. Dunque, I’inizio precoce della terapia consente una
rapida e quasi completa ricostituzione del pool T CD4" e la preservazione delle piu
importanti funzioni T-cellulari *%], con efficacia attesa ridotta se il trattamento ¢ ritardato.
Bisogna ricordare, inoltre, che la cART non previene la deplezione T CD4"-cellulare bensi
ne favorisce il recupero post-infezione, riportando talvolta la conta a livelli pre-infezione,

soprattutto se viene iniziata precocemente e I’immuno-attivazione/inflammazione risultano



ben controllate [*”); ciononostante I’immuno-ricostituzione spesso & incompleta anche dopo

anni di controllo viremico, I’attivazione generalizzata delle cellule immunitarie e
I’infiammazione restano elevate e la conta T CD4 " non ¢ in grado di normalizzarsi, indicando
che la cART riduce ma non elimina del tutto gli effetti dell’infezione da HIV sul numero e
le funzioni delle cellule linfocitarie 4073731,

La cART interviene variamente nei meccanismi di immuno-patogenesi: riducendo la carica
virale previene la perdita di polifunzionalita delle cellule T e down-regola 1’espressione del
recettore PD-1, aumentata dalla stimolazione antigenica cronica da HIV; ¢ in grado di
invertire il fenotipo attivato delle cellule T linfocitarie (CD38"), che ¢ correlato alla carica
virale [*® ed induce il ripristino della rete di fibroblasti reticolari, strettamente associato alla
ricostituzione della popolazione T naive nei linfonodi, con risultato ottimale se il trattamento
ha inizio in fase precoce/acuta dell’infezione ',

Inoltre, contribuisce al blocco dei pathway inibitori coinvolti nella disfunzione delle cellule
T in corso di infezione da HIV, che impedisce loro il controllo della replicazione di HIV nei
reservoirs cellulari latenti ®) favorendone il recupero da uno stato di esaurimento
funzionale.

L’effetto della terapia ¢ evidente anche nelle cellule B dove la soppressione della carica
virale si associa ad una normalizzazione delle cellule anticorpo-secernenti e delle Ig
circolanti, indicando che la viremia ¢ determinante nell’iperattivazione B-linfocitaria [*%/,

In questo modo, I’intervento della cART potrebbe favorire il ritorno ad un fenotipo normale
e ad una risposta proliferativa agli stimoli piu bilanciata.

Nei pazienti con infezione cronica da HIV, ad un anno dall’inizio della terapia
antiretrovirale, si assiste ad un notevole incremento della conta B, accompagnato da una
riduzione parallela di quelle sottopopolazioni inclini all’apoptosi: alla normalizzazione della
conta B contribuiscono sia 1 linfociti naive che quelli di memoria, subsets essenziali per la
costruzione di una adeguata risposta umorale, suggerendone un potenziale miglioramento in
relazione al conseguimento del controllo viremico 4!,

Anche il compartimento delle cellule B della memoria risente positivamente dell’inizio in
fase precoce di malattia della cART, che porterebbe ad un miglior profilo funzionale nelle

risposte dirette contro antigeni HIV o di diversa natura (42!,
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E importante, infine, osservare che parte dei benefici sulla funzione B-cellulare sono indiretti
e probabilmente attribuibili al miglioramento dei difetti della funzione T-cellulare indotto

dalla cART, alla luce della stretta cooperazione esistente tra i due subsets linfocitari.

1.2 Infezione da SARS-CoV-2: patogenesi e coinvolgimento del sistema immunitario
dell’ospite 'l

SARS-CoV-2, una specie della famiglia delle Coronaviridae, genere Betacoronavirus, € un

nuovo coronavirs umano responsabile della pandemia da COVID-19.

Il virione consiste di un envelope, costituito da un doppio strato lipidico in cui sono
localizzate tre proteine strutturali S (glicoproteina Spike), M (Membrane), E (Envelope), il
quale racchiude il genoma virale legato alla quarta proteina strutturale, la proteina N
(Nucleoprotein) del nucleocapside.

I1 virus infetta le cellule dell’epitelio respiratorio, compreso quello alveolare, 1’endotelio
vascolare e 1 macrofagi riconoscendo un recettore espresso sulla membrana delle cellule
target, I’ACE-2 (4Angiotensin-converting enzyme), e legandosi ad esso mediante un dominio
specifico della subunita S1 della proteina Spike (RBD, Region Binding Domain) del
rivestimento esterno.

L’infezione da SARS-CoV-2 innesca una reazione immunitaria che presenta dinamiche
cellulari affini a quelle di altre infezioni virali, coinvolgendo inizialmente I’immunita innata
che da il via, successivamente, alla risposta antivirale specifica cellulo-mediata e umorale:
le cellule infettate espongono dapprima i peptidi virali sulle molecole HLA-1, inducendo il
riconoscimento da parte di linfociti T CD8", che si attivano, vanno incontro ad espansione
clonale e si differenziano in linfociti T citotossici e di memoria.

I CTL e le cellule NK esplicano la propria azione antivirale provocando 1’apoptosi o la lisi
delle cellule infettate.

Le APC professionali, come macrofagi e cellule dendritiche subepiteliali, dopo il contatto
con il virus e/o gli antigeni associati, espongono sulle molecole di HLA-2 1 peptidi virali per
favorirne il riconoscimento da parte delle cellule T CD4": questo determina 1’attivazione, la
proliferazione ed il differenziamento dei linfociti T CD4" in cellule Tw, effettrici e di

memoria, € Try.
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I linfociti B sono in grado sia di riconoscere direttamente le particelle virali e attivarsi,
producendo una iniziale risposta anticorpale IgM-mediata, sia di interagire con cellule T
CD4" antigene-specifiche all’interno dei linfonodi.

I linfociti Tru promuovono il differenziamento delle cellule B SARS-CoV-2-specifiche in
effettori anticorpo-secernenti (plasmacellule che producono IgA, IgM, IgG virus-specifiche)
e della memoria, responsabili dello sviluppo di una risposta anticorpo-mediata efficace
diretta contro SARS-CoV-2.

Un aspetto importante dell’infezione da SARS-CoV-2 ¢ la capacita delle proteine virali di
inibire la risposta innata a piu livelli, alterando la produzione di interferone e amplificando
la via di segnalazione di NF-kB che conduce ad un aumento della frequenza di morte
cellulare, iperinfiammazione e tempesta citochinica, che sono ritenute coinvolte nel danno
tissutale immuno-mediato (3!,

L’eccessiva attivazione delle cellule dell’immunita innata porta ad una rottura dell’equilibrio
durante la risposta infiammatoria, esitando in un rilascio massivo di citochine e chemochine
che richiamano ulteriori cellule dell’inflammazione e perpetuano il danno: questi eventi
innescano un circolo vizioso, che culmina in una risposta inflammatoria sistemica non piu
sottoposta a regolazione, € si associano a malattia severa.

Anche I’immunita adattativa subisce profonde modificazioni, come dimostrato da un reperto
caratteristico, osservato spesso nei pazienti con COVID-19 severa: la linfopenia 1% cioe
la drastica caduta del numero di linfociti circolanti nel sangue periferico. Il difetto interessa
molteplici popolazioni cellulari coinvolte nella risposta antivirale specifica, tra cui 1 linfociti
T CD4" di memoria, CTL CD8", cellule B ¢ NK [®+*] syggerendo un’alterazione della
funzione immunitaria a piu livelli, che ¢ correlata ad un fallimento della risposta a SARS-
CoV-2, e ad una progressione di malattia /o aumento della severita.

In considerazione del ruolo cruciale di una coordinazione T-cellulare (CD4"/CDS8") e
umorale nel controllo dell’infezione nei casi di COVID-19 moderata, ¢ verosimile che la
perdita di una risposta integrata fornirebbe una minore protezione da un decorso severo della
malattia 211,

E stata evidenziata una correlazione inversa tra la carica virale di SARS-CoV-2 ¢ la conta
linfocitaria T CD4" e CD8", che si riflette immediatamente in un aumentato rischio di
progressione di malattia [**!, dovuto probabilmente ad un fallimento della risposta T-mediata

nel frenare la replicazione, la diffusione e la clearance del virus.
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Questa evidenza ¢ coerente anche con il riscontro nei casi severi di un aumento
dell’espressione di recettori inibitori, come PD-1, che segnano 1’ingresso delle cellule T in
uno stato di esaurimento, contraddistinto dalla perdita della capacita proliferativa e delle

[81143)1451146] Tale condizione, causata probabilmente da una stimolazione

funzioni effettrici
antigenica persistente in fase iniziale di malattia, potrebbe contribuire a spiegare come una
conta T-cellulare ridotta corrisponda a livelli piu alti di carica virale.

L’evidenza di bassi livelli di cellule T CD4" secernenti IFN-y % associata ad una
maggiore produzione di molecole ad attivita citotossica (e.g. granzima B e perforina) da
parte dei linfociti T CD8" attivati e ad un’elevata espressione di marcatori di esaurimento,
indica ulteriormente che la disfunzione dei linfociti Ty ¢ alla base di un’attivazione eccessiva
dei CTL e del conseguente esaurimento che, insieme, potrebbero contribuire ad una ridotta
risposta antivirale [+*/,

Inoltre, elevati titoli di anticorpi totali anti-Spike e Ig neutralizzanti hanno mostrato una
correlazione positiva con la severita della COVID-19 #7H%] ¢ potrebbero indicare una
risposta umorale difettiva, possibile espressione di una disfunzione dei linfociti T CD4",
incapace di contenere efficacemente 1’infezione: cio supporta I’ipotesi che una risposta non
coordinata potrebbe essere insufficiente a proteggere dalle complicanze gravi della malattia.
L’iperattivazione immuno-cellulare, I’abnorme risposta infiammatoria, la linfopenia e
I’esaurimento funzionale che si verificano in corso di infezione da SARS-CoV-2, ricordano
molto da vicino quelli osservati nell’infezione cronica incontrollata da HIV e indicano
verosimilmente 1’esistenza di meccanismi immuno-patogenici condivisi e la loro
convergenza verso un’ampia disfunzione cellulare, che subisce gli effetti cumulativi di una

coinfezione HIV/SARS-CoV-2.

1.3 Impatto della coinfezione HIV/SARS-CoV-2 sulla risposta T-cellulare !

Quando un soggetto HIV-sieropositivo contrae 1’infezione da SARS-CoV-2 si verificano dei
marcati cambiamenti nella conta di differenti tipi di cellule immunitarie circolanti che sono
contraddistinti primariamente da una perdita condivisa di cellule T CD4", note per i loro
molteplici ruoli nel coordinare vari bracci effettori dell’immunita e per lo sviluppo di una

memoria immunologica antigene-specifica a lungo termine.
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Nelle persone con HIV (PLWH) questo subset linfocitario subisce una drastica caduta nella
fase acuta dell’infezione, seguita da un costante declino durante la malattia cronica e
accompagnata da un’inversione del rapporto CD4"/CD8", dovuto ad un’espansione di cellule
T CD8" che presentano un fenotipo attivato e un’alta espressione di marcatori di
esaurimento.

Questo stato disfunzionale correla con una limitata capacita di controllare I’infezione, di
ripristinare la conta T CD4" e, infine, con un maggior tasso di progressione di malattia. Simili
alterazioni si possono osservare durante infezione severa da SARS-CoV-2, la cui firma ¢ la
linfopenia T-cellulare, dove non solo la conta T CD4" ¢ CD8" ¢ ridotta ma il subset CD4"
esibisce un profilo funzionale alterato, promuovendo la comparsa del fenomeno
dell’esaurimento nei linfociti T citotossici.

Dunque, in entrambe le infezioni si evidenzia una deplezione di cellule con funzioni chiave
nell’organizzazione della risposta antivirale specifica, associata ad uno stato di forte
attivazione/esaurimento che potrebbe condurre all’impossibilita di controllare
adeguatamente la replicazione virale.

Come nei pazienti HIV cronici, anche in quelli COVID-19 severi la conta totale B-
linfocitaria diminuisce, a fronte di un incremento del numero di cellule Trn; queste
osservazioni sono coerenti con il riscontro di ipergammaglobulinemia e di uno stato di
esaurimento delle cellule B nei PLWH viremici (sottoparagrafo 1.1.2) e con la rilevazione
di alti titoli di anticorpi totali (Spike-specifici e neutralizzanti) nell’infezione grave da
SARS-CoV-2 (paragrafo 1.2), riflettendo verosimilmente una risposta umorale difettiva e
inefficace.

Considerando anche la riduzione di cellule NK e di linfociti T/B memoria nel sangue
periferico che caratterizza la coinfezione sostenuta da HIV/SARS-CoV-2, emerge un deficit
complessivo nelle dinamiche della risposta specifica antivirale, che potrebbe portare ad un
fallimento nel controllo dell’infezione virale, ad una progressione di malattia e
all’impossibilita di instaurare una protezione a lungo termine.

Infine, si deve tener conto dell’iper-infiammazione e della tempesta citochinica, che sono
connesse con lo sviluppo di COVID-19 severa, in pazienti HIV viremici con immuno-
attivazione ed elevati livelli di citochine circolanti preesistenti *’; sono necessari ulteriori
studi per capire se 'immunodeficienza nell’infezione cronica da HIV possa facilitare o

prevenire lo scoppio di un’abnorme risposta infiammatoria lesiva 4.
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Dopo aver fornito un possibile modello condiviso di immuno-patogenesi per COVID-19 in
soggetti precedentemente infettati da HIV, occorre comprendere le dinamiche e le
caratteristiche della risposta cellulare e umorale evocata da SARS-CoV-2 in questa
particolare categoria di pazienti, tenendo conto del controllo virologico tramite cART.
Indagando I’eventuale effetto sinergico della coinfezione HIV/SARS-CoV-2 sul sistema
immunitario dell’ospite, emergono risultati contrastanti.

Uno studio mostra che COVID-19 amplifica notevolmente il processo di esaurimento
funzionale delle cellule T, inizialmente causato da HIV, piu pronunciato nei pazienti non
trattati; 1’incremento dei linfociti T “esauriti” si accompagna ad un abbassamento del
rapporto CD4"/CD8" e all’esacerbazione delle manifestazioni cliniche legate a COVID-19.
Pertanto, I’infezione da HIV non controllata puo essere ritenuta una seria comorbidita
associata a COVID-19, peggiorando la funzione T-cellulare, mentre 1’infezione da SARS-
CoV-2 nei pazienti HIV adeguatamente trattati con cART non incide significativamente sul
deterioramento dell’immunita cellulare 5%,

Al contrario, un altro lavoro condotto su 5 soggetti HIV non ha confermato 1’ipotesi che 1
PLWH siano a maggior rischio di complicanze severe legate a COVID-19, osservando il
peggior decorso di malattia nel paziente con miglior profilo immunologico a fronte di
un’infezione asintomatica nei soggetti con immunodeficienza piu grave !,

Una possibile spiegazione di questo ultimo risultato potrebbe essere che una risposta
immune difettiva a causa dell’infezione da HIV possa prevenire la patogenesi immuno-
mediata di COVID-19, dimostrandosi protettiva nei confronti di un decorso grave: infatti,
nel soggetto con malattia piu severa ¢ stata rilevata una forte risposta T-cellulare,
accompagnata da una marcata inflammazione, che dimostra una correlazione tra 1’entita
della risposta effettrice cellulare e la severita di malattia, in linea con le precedenti evidenze
riguardanti gli individui sani 7204231,

Nei soggetti piu immunocompromessi, invece, il profilo di attivazione immunitaria non
sembra associarsi ad un peggioramento delle manifestazioni cliniche '/,

In merito alla valutazione dell’entita della risposta cellulo-mediata e umorale nei pazienti
HIV che hanno contratto COVID-19, le evidenze sembrano indicare che la ricostituzione
immunitaria, con soppressione della viremia e ripristino parziale delle funzioni immunitarie

grazie alla cART, possa colmare il divario esistente tra pazienti HIV e sani.
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Un recente studio di popolazione ha indagato la sieroprevalenza tra individui con e senza
diagnosi di HIV: ¢ stata rilevata una risposta anticorpale considerevolmente piu debole nei
primi rispetto ai secondi e, all’interno del gruppo HIV, le concentrazioni di IgG sono risultate
pitl basse nei soggetti con conta inferiore a 200 cellule/mm?, dove si sono osservati, peraltro,
casi di COVID-19 severa 32!,

Un altro lavoro, finalizzato alla caratterizzazione della risposta cellulare e anticorpale
specifica a SARS-CoV-2, ha riscontrato una risposta T- e B-mediata di pari entita tra PLWH
in ottimo controllo virologico (cART da piu di due anni) e individui sani immunocompetenti,
rilevando una correlazione tra basso rapporto CD4"/CD8" e maggior severita di malattia; ¢,
dunque, probabile che un’inadeguata immuno-ricostituzione possa compromettere lo
sviluppo di una consistente protezione nei confronti del virus responsabile di COVID-19
[531

L’apparente maggior incidenza di decorso severo della malattia da SARS-CoV-2 nei soggetti
HIV-sieropositivi rende fortemente necessario e raccomandabile adottare misure di
prevenzione mediante somministrazione di vaccini efficaci e sicuri, stabilendo una priorita
piu alta per quella sottopopolazione PLWH con una conta T CD4" al di sotto delle 200
cellule/mm? e/o rapporto CD4"/CD8" basso/invertito, dove si ritiene potenzialmente ridotta

la capacita di risposta antivirale rispetto ai sani.

1.4 Vaccini anti-COVID-19 disponibili in Italia: tipologie, efficacia e immunogenicita
L’Italia rientra nel piano strategico vaccinale EU per la somministrazione di vaccini anti-
COVID-19 autorizzati dalla Commissione Europea, dopo approvazione e seguendo le
raccomandazioni, basate sulle evidenze scientifiche, del’EMA (European Medicines
Agency).

I vaccini autorizzati per I’impiego nel nostro Paese sono: Comirnaty (BNT162b2, BioNTech
and Pfizer), Spikevax (Moderna), Vaxzevria (ChAdOx1 nCoV-19; AZD1222, AstraZeneca)
e Janssen (4d26.COV2.S, Janssen Research and Development).

Comirnaty e Spikevax sono due vaccini che utilizzano un preparato a mRNA, inserito in
nanoparticelle lipidiche, codificante per la forma pre-fusione, stabilizzata e di lunghezza

completa della proteina Spike di membrana di SARS-CoV-2.
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I primi trials clinici placebo-controllati condotti per testare 1’efficacia, il profilo di sicurezza
e tollerabilita e la capacita del vaccino di indurre una risposta immunitaria (immunogenicita),
hanno mostrato una grande efficacia nel proteggere dall’infezione e da un decorso severo di
COVID-19.

Comirnaty ha presentato un’efficacia protettiva pari al 95% dopo doppia dose in soggetti di
eta maggiore o uguale a 16 anni con 8 casi di infezione nei riceventi il vaccino contro 162
assegnati al placebo, mentre € stata raggiunta un’efficacia del 94,1% con due dosi di vaccino
Spikevax (11 casi di infezione tra i riceventi il vaccino rispetto ai 185 tra i placebo),
dimostrando la capacita dei vaccini contenenti mRNA di prevenire con successo sia
I’infezione da SARS-CoV-2 che I’evoluzione verso COVID-19 severa; tuttavia, gli studi non
sono stati progettati per valutare la copertura offerta dal vaccino nei confronti dell’infezione
asintomatica, cosi come 1 risultati trovati si riferiscono ad un periodo di follow-up a breve
termine dopo seconda dose!>*-53],

Per definire i correlati di protezione ¢ necessario attendere un aumento dell’incidenza di casi
di positivita lontano dall’ultima dose e, contestualmente, un declino della copertura vaccino-
indotta.

A tale scopo Comirnaty ¢ stato valutato a 6 mesi dal completamento del programma di
vaccinazione dimostrandosi, ancora una volta, altamente efficace nel prevenire 1’infezione
da SARS-CoV-2 (efficacia globale 91,3%; 96,7% nei confronti della malattia severa) 6],

A conferma di questo, uno studio di coorte israeliano ha riportato una rapida e robusta
risposta evocata da Comirnaty con una disparita nei titoli di Ig anti-RBD (Region Binding
Domain ossia la regione della proteina Spike, espressa sull’envelope di SARS-CoV-2,
deputata al legame con il recettore cellulare ACE-2) dopo la prima dose di vaccino tra
individui di eta maggiore di 66 anni e/0 immunocompromessi; ¢ interessante notare che tale
differenza ¢ stata in parte annullata dopo la somministrazione della seconda dose, fornendo
una prova della necessita di un richiamo in certe categorie di popolazione, come quella con
immunodeficienza secondaria ad infezione da HIV, per raggiungere un livello di risposta piu
vicino a quello dei soggetti sani.

Sono state osservate correlazioni significative tra i titoli di anticorpi anti-S e attivita
neutralizzante che indicherebbe un maggior potere bloccante delle Ig laddove ne risulta una
piu marcata secrezione; sesso maschile, eta, immunodepressione e altre comorbidita

correlano con una risposta umorale ridotta [*”,
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Vi sono evidenze che I’immunita specifica cellulare, mediata dai linfociti Tai CD4"e CD8",

(11 coordinandosi con

gioca un ruolo chiave nel controllo dell’infezione da SARS-CoV-2
quella umorale: una risposta altamente organizzata che coinvolge i tre bracci effettori
specifici consente di contenere le diffusione del virus e proteggere dalla malattia severa,
mentre un’attivazione parziale delle varie popolazioni linfocitarie si dimostra piu debole e
incapace di contrastare I’infezione, esitando in un decorso piu grave di COVID-19 [21+58],

In piu I’'innesco di una risposta T-mediata ¢ alla base della costruzione di un’immunita di

[17

tipo memoria a pit lungo termine ['”! che potrebbe giocare un ruolo protettivo importante nei

confronti di SARS-CoV-2 proprio al diminuire della copertura anticorpale ),
In considerazione di ci0, un vaccino potenzialmente efficace dovrebbe essere in grado di
indurre una risposta antivirale quanto piu simile a quella evocata dall’infezione naturale,

[19]

coinvolgendo sia I’immunita effettrice cellulare CD4" e CD8" "I sia quella umorale, al fine

di generare un presunto alto livello di protezione >/,

Per Comirnaty questo “requisito”, verosimilmente predittivo di maggior efficacia, ¢ stato
ampiamente riconosciuto: infatti, uno dei primi trials ' volto alla valutazione dei correlati
di risposta dopo doppia dose di vaccino ha evidenziato una forte risposta T-cellulare,
prevalentemente guidata dai linfociti Tai CD4", come osservato in pazienti guariti da
COVID-19 %1 con attivazione di linfociti CD8" specifici contro la RBD di SARS-CoV-2 e
intenso rilascio di citochine immuno-modulatorie (e.g. [IFN-y, IL-2).

La risposta cellulo-mediata ¢ supportata da un’elevata produzione di anticorpi neutralizzanti
anti-RBD, provando che il vaccino svolge un ruolo potenzialmente protettivo nei confronti
di COVID-19 attraverso meccanismi cellulari multipli e coordinati.

E da notare che i livelli di anticorpi anti-RBD raggiunti dopo seconda dose risultano
significativamente piu alti di quelli dei pazienti convalescenti da COVID-19 [6%,

La comparazione delle dinamiche e dell’entita della risposta immunitaria, dopo infezione
naturale e vaccino a mRNA, mostra nei soggetti vaccinati sani lo sviluppo parallelo di
un’immunita cellulo-mediata, pilotata dal subset linfocitario Tai CD4", € umorale molto
simile a quello degli individui con precedente infezione, con una correlazione tra i due bracci

5811611 Malgrado il vaccino sembri stimolare la

effettori presente in entrambi i setting !
produzione di livelli piu alti di Ig Spike-specifiche, che correlano con una forte capacita di
neutralizzare il dominio di legame della proteina S, nei guariti dall’infezione virale il potere

neutralizzante delle Ig ¢ leggermente maggiore ).
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E ormai chiaro che la vaccinazione con meccanismo a mRNA ¢ capace di scatenare una
reazione immune coordinata, dove le cellule T dirette contro SARS-CoV-2 sono fortemente
supportate da una spiccata attivita anticorpale neutralizzante la proteina S virale.

Un aspetto rilevante, emerso studiando gli effetti di COVID-19 sul sistema immunitario, ¢
che la costruzione di una risposta coordinata dipende strettamente dal numero di linfociti T
CD4" naive, correlato inversamente con I’eta (> 65 anni) e il decorso clinico della malattia
e, per questo, ritenuto verosimilmente fattore di rischio immunologico per outcome severo
211

Pertanto, se un’attivita integrata T e B-cellulare ¢ cruciale per contrastare l’infezione
sostenuta da SARS-CoV-2, gli individui che presentano valori basali di linfociti T CD4"
ridotti, come 1 soggetti immunodepressi fra cui, in particolare, quelli HIV-sieropositivi,
potrebbero generare una risposta inefficace anche alla vaccinazione.

Accennando ai vaccini a vettore virale, Vaxzevria induce una risposta anticorpale in gran
parte dei soggetti arruolati dopo 28 giorni dalla seconda dose, con un’attivita neutralizzante
osservata in 208 pazienti su 209 (>99%). Dopo 14 giorni dalla prima dose si registra un picco
nella risposta T-mediata 62!, L’efficacia dopo seconda dose ¢ pari a 66,7%, aumenta in caso
di intervallo inter-dose piu lungo e sembra mantenersi per tutto il periodo del monitoraggio
(3 mesi) [6%],

Infine, Janssen esibisce un’efficacia nel proteggere dall’infezione sintomatica gia dopo 14
giorni dalla singola dose (66,9%); inoltre, risulta ancora piu protettivo contro la malattia
severa (76,7% dopo 14 giorni dalla somministrazione) ®Y. A 57 giori dalla
somministrazione evoca nel 100% dei soggetti esaminati una risposta anticorpale costituita
da varie sottoclassi di Ig, dotate di attivita legante i recettori Fc dei fagociti e di altre proprieta
antivirali anticorpo-mediate.

Analogamente ai vaccini a mRNA si evidenzia una risposta Tni CD4"-guidata, con livelli di
IFN-y correlati ai titoli di anticorpi S/RBD-specifici e all’attivita neutralizzante, suggerendo
un coordinamento dei bracci effettori cellulare e umorale. L’identificazione di cellule
CD47/CDS8" esprimenti un fenotipo memoria indica lo sviluppo di una potenziale protezione

duratura [,
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2. OBIETTIVI DELLA TESI

Il presente lavoro nasce con I’intento di fornire un contributo alla comprensione ed al
miglioramento delle conoscenze finora raggiunte in merito alla risposta cellulo-mediata e
umorale in pazienti HIV-infetti sotto pieno controllo viremico mediante terapia
antiretrovirale, subito dopo somministrazione di un vaccino anti-COVID-19 basato su
meccanismo a mRNA o vettore virale. Il gruppo di PLWH, infatti, presenta un profilo
immunologico alterato che rende difficile predire quale sia la risposta della “macchina
immunitaria” specialmente nei confronti di un antigene sconosciuto e completamente nuovo
cui non ¢ mai stata esposta, quale il peptide S derivante dalla proteina omonima espressa
sull’envelope di SARS-CoV-2.

Pertanto, il nostro obiettivo principale ¢ quello di valutare come il gruppo di PLWH,
virologicamente soppresso grazie al trattamento combinato antiretrovirale, risponde
all’inoculo di un antigene ignoto considerando gli indicatori di attivita linfocitaria T (IFN-
v) ¢ B (anti-S Abs). Comunque, nonostante una piena soppressione della viremia,
accompagnata da un rialzo della conta dei linfociti T CD4+ per effetto della cART [66}H72],
durante I’infezione cronica da HIV possono persistere indefinitamente un’immuno-
attivazione/inflammazione e una disfunzione cellulare ) potenzialmente capaci di
condizionare in maniera variabile la dimensione della risposta T-mediata e umorale alla
stimolazione antigenica; percio, ¢ lecito supporre che si sviluppi una risposta di intensita
paragonabile a quella di un soggetto non immunodeficiente oppure di ampiezza ridotta, per
complessi eventi immunopatologici che si stabiliscono a seguito dell’interazione costante tra
sistema immunitario dell’ospite e HIV.

A tal proposito, viene selezionato un campione di partecipanti sani non-HIV che fungera da
Controllo: in questo modo si tenta di determinare se le risposte cellulare e umorale nei
PLWH mostrano differenze statisticamente significative oppure sono equiparabili alle
corrispettive osservate in soggetti sani. Per prima cosa, aliquote di sangue intero di ogni
soggetto sono stimolate con peptidi N (nucleocapside) ed S (Spike) di SARS-CoV-2 e, dopo
un periodo di incubazione, viene misurata la concentrazione di IFN-y, prodotto dalle cellule
T antigene-specifiche, tramite una metodica immunoenzimatica automatizzata ELISA a
sandwich. Le concentrazioni di IFN-y sono poi messe in relazione con le concentrazioni di

anticorpi anti-S e, infine, valutate rispetto al tempo trascorso dall’ultima dose di vaccino.
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Cosi, in entrambi 1 gruppi di soggetti esaminati, oltre a definire il livello (ampiezza)
raggiunto dalle due risposte, cellulare e umorale, si indaga ’esistenza di una relazione tra
esse e la loro permanenza nel tempo cio¢ I’evoluzione (stabilita o decremento) entro un
intervallo temporale di settimane, a partire dall’ultima somministrazione di vaccino.
Praticamente, si ricerca un modello, basato sui dati, adatto a prevedere un andamento teorico
della risposta post-vaccinazione a una certa distanza di tempo dall’ultima dose e,
contestualmente, a stimare e/o predire I’entita dell’attivazione T- e B-cellulare a seconda del
riscontro su campioni ematici delle concentrazioni di IFN-y e dei valori di anticorpi anti-S,
rispettivamente.

A questo punto, caratterizzati entrambi 1 tipi di risposte alla vaccinazione anti-COVID-19,
si effettua il confronto tra i due gruppi per stabilire se essi differiscono in relazione alla
portata della risposta immunitaria specifica al peptide S. In particolare, si conduce un’analisi
statistica comparativa con 1’ausilio dei metodi della statistica inferenziale, per valutare se la
risposta dei PLWH all’immunizzazione, indotta dal vaccino anti-COVID-19, risulti piu
debole o altrettanto robusta/consistente rispetto al controllo pienamente immunocompetente
e, quindi, verificare se 1’efficacia del vaccino nel suscitare una reazione contro I’Ag di
interesse si dimostra paragonabile o sensibilmente/profondamente difforme a seconda del
gruppo in cui viene esaminata.

Non conoscendo a priori il risultato, ci si pone nella prospettiva di ricercare dei legami tra le
concentrazioni di IFN-y, di anticorpi anti-S e le variabili appartenenti al campione PLWH
candidate, per ipotesi, ad avere un impatto potenziale sull’andamento della risposta immune
specifica alla vaccinazione standard.

In base ai risultati ottenuti dall’analisi multivariata, ci si propone di definire se I’entita della
risposta T-mediata e umorale alla vaccinazione, registrata nel campione HIV, dipende o
meno dall’effetto/intervento di variabili temporali /o immunofenotipiche, provando dal
punto di vista statistico il loro coinvolgimento nel modificare gli outcomes cellulo-mediati e

umorali rispetto a individui non immunologicamente compromessi.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Campionamento, criteri di inclusione nello studio e classificazione dei partecipanti

arruolati

In questo studio sono stati inclusi soggetti affetti da HIV che rientrano nei seguenti criteri:

1.

tutti 1 pazienti con diagnosi di infezione da HIV in trattamento a lungo termine con
cART, con pieno o soddisfacente controllo della carica virale e, dunque, per la
maggior parte immunologicamente stabili;

nel gruppo di soggetti HIV-positivo rientrano sia soggetti vaccinati non esposti al
virus SARS-CoV-2 (VNE), sia pazienti vaccinati, ma precedentemente venuti a
contatto con il virus (VE), che costituiscono un gruppo minoritario.

i controlli si considerano individui sani e, comunque, non affetti da patologie legate
a uno stato di immunodeficienza; questi soggetti non sono mai stati esposti al virus

e sono vaccinati con doppia dose.

I campioni di sangue intero di tutti 1 soggetti inclusi nello studio sono stati interamente

processati presso il laboratorio della SOSD Immunologia Clinica dell’ Azienda Ospedaliero

Universitaria Ospedali Riuniti di Ancona garantendo 1’uniformita e la confrontabilita dei

risultati, ottenuti mediante 1I’impiego delle stesse metodiche.

Il gruppo di pazienti HIV+ ¢ composto da 129 soggetti che vengono ripartiti e selezionati

come segue:

o

15 individui hanno contratto 1’infezione da SARS-CoV-2 di cui 8 hanno ricevuto due
somministrazioni di vaccino Comirnaty (Pfizer/BioNTech), tre (3) una singola dose
del medesimo e 4 non sono stati sottoposti ad alcuna somministrazione; del totale,
solo coloro che hanno ricevuto almeno una dose (11) sono riconosciuti idonei
all’inclusione all’interno dello studio limitatamente a quanto attiene alla valutazione
di una risposta immune con spettro allargato ossia diretta contro due bersagli: il virus
e il peptide virale introdotto con il vaccino; tuttavia, questo numero ristretto di
soggetti (vaccinati ¢ con precedente infezione) andra a comporre una minoranza
esaminata a parte, come gia anticipato nelle righe precedenti.

114 individui non esposti a SARS-CoV-2, virologicamente soppressi mediante
cART, sottoposti ad almeno una dose di vaccino o giunti al completamento del ciclo
vaccinale: 108 soggetti hanno ricevuto il vaccino Comirnaty (Pfizer/BioNTech), 2

soggetti Spikevax (Moderna),3 soggetti Vaxzevria (AstraZeneca), 1 soggetto Janssen
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(Johnson & Johnson) e, infine, un solo soggetto ha ricevuto una vaccinazione

eterologa Comirnaty e Vaxzevria.

Il gruppo di controllo ¢ rappresentato da 73 dipendenti dell’Azienda Ospedaliero
Universitaria Ospedali Riuniti di Ancona che hanno liberamente e volontariamente aderito
ad un programma di monitoraggio della risposta cellulo-mediata e umorale a SARS-CoV-2
dopo completamento del ciclo vaccinale ed ¢ composto esclusivamente da soggetti mai
venuti a contatto con SARS-CoV-2 e immunizzati attraverso la vaccinazione. I controlli
vengono considerati negativi per storia clinica di immunodeficienza di qualsiasi natura o
patologie riconosciute come potenzialmente in grado di pregiudicare la risposta alla
vaccinazione anti-SARS-CoV-2.

I soggetti guariti da COVID-19 vengono identificati mediante il dosaggio plasmatico di
anticorpi diretti contro la proteina N di SARS-CoV-2 e la determinazione della
concentrazione di IFN-y dopo esposizione al peptide N virale.

La tabella sottostante (tabella 1) fornisce un quadro riassuntivo della distribuzione dei
soggetti all’interno di ciascuna popolazione di cui sopra rispetto allo stato di vaccinazione

anti-SARS-CoV-2 e alla positivita per una precedente infezione mediata dallo stesso virus.

Carattere Popolazioni di riferimento

Vaccinazione = Esposizione pregressa a SARS-CoV-2 PLWH (n=129) Controlli (n=72)

Vaccinati - Non Esposti? 114 72
Vaccinati — Esposti 11 0
Non Vaccinati 4 0

Tabella 1. La tabella mostra brevemente lo stato vaccinale dei soggetti delle due popolazioni, PLWH
e Controlli, con riferimento alla presenza/assenza di storia clinica positiva per infezione da SARS-
CoV-2 prima della somministrazione. Abbreviazioni: PLWH, people living with HIV.

2 1 vaccinati negativi per precedente infezione da SARS-CoV-2 formano il gruppo principale, oggetto di
indagine di questo lavoro.

b soggetti venuti a contatto con SARS-CoV-2 e successivamente vaccinati rappresentano un gruppo autonomo

che riveste importanza marginale all’interno del disegno di studio e, per questo, non analizzato.

Per quanto riguarda lo schema di vaccinazione, non si effettuano distinzioni ai fini dello

studio tra vaccinazione omologa ed eterologa con doppia dose e vaccinazione monodose a
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mRNA o vettore virale. I dettagli, riportati puramente a scopo di completezza, vengono
presentati nel sottoparagrafo 4.1.2.

La data dei prelievi ematici per I’esecuzione dei test di laboratorio di interesse (rilevazione
e quantificazione della concentrazione di IFN-y e determinazione del titolo di anticorpi
circolanti anti-S) viene fatta coincidere con il giorno esatto di svolgimento degli stessi test;
tuttavia, nei due gruppi le rilevazioni vengono effettuate dopo un periodo differente a partire
dall’ultima dose della vaccinazione standard e solo un paziente, appartenente al gruppo HIV,
viene sottoposto a monitoraggio prima della seconda dose e, per questo, non considerato

nella statistica descrittiva della variabile “Tempo da ultima dose”.

3.2 Fonte dei dati

3.2.1 Casistica studiata

I dati raccolti relativi al profilo immuno-fenotipico dei PLWH risalgono tutti al controllo
clinico immediatamente successivo o piu ravvicinato al periodo di completamento del ciclo
vaccinale, in prossimita del quale vengono effettuati i prelievi di controllo e la processazione
dei campioni. Cio permette di far combaciare cronologicamente la rilevazione dei parametri
immunologici con I’epoca del prelievo ematico di controllo e della processazione dei
campioni post-vaccino affinché 1 risultati, ottenuti dagli immuno-dosaggi dopo
vaccinazione, si riferiscano allo stato immunologico del paziente nel medesimo periodo (e.g.
conta T CD4", conta T CD8"). Ove non disponibili dati risalenti a tale periodo si adottano
quelli relativi al controllo piu recente.

Nei PLWH i dati sociodemografici, clinici (non riportati) e di laboratorio relativi a: eta dei
pazienti, anno della diagnosi di infezione da HIV, regimi di trattamento antivirale in atto,
carica virale (VL, viral load) e profilo immunofenotipico individuale provengono tutti dalle
cartelle cliniche di ogni singolo paziente, conservate nell’archivio del laboratorio della
SOSD Immunologia Clinica dell’Azienda Ospedaliero Universitaria Ospedali Riuniti di
Ancona e visionate con la massima riservatezza in accordo con la Legge 31 dicembre 1996,
n. 675 - "Tutela delle persone e di altri soggetti rispetto al trattamento dei dati personali",
I’Art. 622 C.P. e I’ Autorizzazione al trattamento dei dati idonei a rivelare lo stato di salute e

la vita sessuale (Autorizzazione n. 2/2008)”.
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Tutti 1 partecipanti appartenenti al gruppo dei Controlli vengono ritenuti negativi
all’infezione da HIV secondo quanto espresso da essi al momento della sottoscrizione

dell’autodichiarazione sul loro stato di salute.

3.2.2 Immuno-dosaggi

I dati su presenza e livelli di anticorpi diretti contro la proteina del nucleocapside (N) e contro
la proteina spike (S) di SARS-CoV-2 vengono forniti dalla SOSD Virologia e dalla SOD di
Medicina di Laboratorio dell’Azienda Ospedaliero Universitaria Ospedali Riuniti di
Ancona. La valutazione della risposta cellulo-mediata tramite produzione di IFN-y ¢ stata
effettuata presso la SOSD Immunologia Clinica. La metodica utilizzata a tale scopo ¢ una
tecnica immunoenzimatica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) automatizzata a
sandwich, eseguita dopo stimolazione dei campioni biologici con peptidi di SARS-CoV-2.
La procedura di stimolazione dei campioni con peptidi avviene come di seguito descritto:

I campioni di sangue intero, giunti in eparina, vengono stimolati per 24 ore, a 37°C e 5% di
COa», con peptidi N e S di SARS-CoV-2. Vengono utilizzati pool di peptidi liofilizzati
(PepTivator®SARS-CoV-2, Myltenyi Biotech, Germania) costituiti da sequenze

aminoacidiche che corrispondono a:

1) il dominio di sequenza amminoacidica 689-895 della glicoproteina di superficie S di
SARS-CoV-2 (PepTivator®SARS-CoV-2 Prot S+)

2) 1 domini di sequenza immunodominante selezionati della proteina spike:
amminoacidi 304-338, 421-475, 492-519, 683-707, 741-770, 785-802, 885-1273
(PepTivator®SARS-CoV-2 Prot_S)

3) il dominio S1 N-terminale completo di amminoacidi 1-692 (PepTivator®SARS-
CoV-2 Prot _SI)

4) la sequenza completa della fosfoproteina del nucleocapside (N) di SARS-
Coronavirus- 2 (PepTivator®SARS-CoV-2 Prot N)

La stimolazione in vitro di cellule T antigene-specifiche con PepTivator®Peptide Pools
induce la secrezione di citochine effettrici e I’'up-regolazione dei marcatori di attivazione,
che consentono la rilevazione e I’isolamento delle cellule T antigene-specifiche.

Dopo I’incubazione, i sopranatanti (plasma) sono stati analizzati per testare la produzione di

interferone-y (IFN-y) con metodica ELISA a sandwich (DRG International, Srl, Italia).
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3.3 Analisi Statistica

3.3.1 Metodologia statistica in sintesi

L’analisi statistica dei dati viene organizzata e strutturata in relazione agli obiettivi esposti
nel Capitolo 2.

In questo paragrafo vengono presentati i metodi, le procedure analitiche e il razionale alla
base di ogni fase analitica, condotta con il fine di fornire una risposta, basata sui dati raccolti,
ai quesiti da noi definiti come end-points all’inizio del lavoro.

Per la descrizione statistica dei dati si ricorre agli indici dispersione piu comunemente
utilizzati quali la media, associata al rispettivo intervallo di confidenza (CI), la deviazione
standard, la mediana e I’intervallo (o range) interquartile nel caso si tratti variabili continue;
le variabili nominali categoriche vengono presentate mediante le frequenze relative
corrispondenti.

Nei procedimenti di inferenza statistica per effettuare un paragone tra variabili continue e
stabilire la presenza o meno di differenza significativa, nell’ambito dello stesso campione
(dati appaiati), si ricorre al t-test (parametrico) e al test di Wilcoxon (non parametrico) per
conferma, entrambi a due code.

I1 confronto statistico tra variabili continue appartenenti a gruppi (campioni) differenti viene
eseguito attraverso il test non parametrico di Mann-Whitney (U-test) per dati indipendenti
(ovvero non appaiati), oppure il test parametrico T di Student per la verifica d’ipotesi tra due
medie campionarie, entrambi bilaterali. Siricorre, invece, al test non parametrico di Kruskal-
Wallis (con eventuale metodo del confronto multiplo di Dunn) per la comparazione tra piu
di due gruppi. Le frequenze relative con cui si presentano le variabili categoriche vengono
confrontate mediante test del Chi-quadro.

Le relazioni esistenti tra le variabili continue vengono indagate dapprima plottando i dati
all’interno di un grafico a dispersione (scatterplot) e valutandone visivamente la
disposizione, poi calcolando il coefficiente di correlazione di Spearman (test non
parametrico di correlazione per ranghi) oppure la retta di regressione che descrive la
dipendenza lineare di una variabile dipendente (Y) rispetto ad una variabile indipendente
(X) (regressione lineare univariata o semplice).

Le correlazioni emerse dai grafici vengono sintetizzate in una matrice di correlazione, che

mostra in una tabella tutte le combinazioni tra variabili esaminate riportandone i rispettivi
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indici di correlazione (7;0 p di Spearman) e i valori di p, ottenuti dal test non parametrico di
Spearman, indicativi di una correlazione statisticamente significativa o meno tra variabili.
La dipendenza lineare teorica viene descritta da una retta (di regressione) specificandone
I’indice di determinazione R’ per definire la bontd d’adattamento (goodness of fit) del
modello di regressione lineare univariata al dataset.

Per approfondire le correlazioni trovate e verificare se una o piu variabili abbiano un peso
significativo nel predire un certo tipo di risultato (ad esempio ’esito della risposta cellulo-
mediata e/o umorale) si effettua un’analisi di regressione logistica uni- o multi-variata di tipo
binario, scegliendo a priori un esito (variabile di risposta) in funzione di una variabile
indipendente continua: la funzione di regressione logistica esprime mediante uno o piu
coefficienti di regressione (P) e i relativi rapporti di probabilita (OR, odds ratio) I’effetto che
la variabile esplicativa — e un suo incremento definito arbitrariamente — esercita sulla
probabilita che si verifichi I’evento scelto; la relazione diretta o inversa tra le due variabili ¢
indicata dal segno di B, positivo o negativo, rispettivamente e dal relativo OR, maggiore o
minore di 1; se ’OR risulta uguale a zero, allora la variabile esaminata non ha rapporti con
I’evento.

La significativita di B ¢ espressa mediante il rispettivo p-value, ottenuto dal test di Wald.
Dove non diversamente specificato, il livello di significativita () dei test statistici impiegati

¢ fissato a 0,05 e si considera statisticamente significativo un p-value < 0,05.

3.3.2 Struttura dell’analisi statistica: razionale e fasi
I1 presente paragrafo intende illustrare in maniera dettagliata il ragionamento logico alla base
dell’analisi statistica dei dati, della formulazione delle varie fasi di cui essa si compone e gli
obiettivi che si intendono raggiungere ad ogni step, i quali ricalcano quelli da cui prende
spunto il lavoro stesso (si rimanda al Capitolo 3.).
L’analisi condotta sui dati si articola in diverse fasi:
1) Statistica descrittiva e inferenza sulle popolazioni di PLWH e di individui sani
In primo luogo, si studia I’andamento in media e la variabilita intra-gruppo della
risposta immune nei due campioni determinando, successivamente, anche
I’intervallo attorno la media campionaria entro cui sarebbe compresa la media
dell’intera popolazione (universo) dei PLWH e dei Controlli in modo da

generalizzare il risultato ottenuto da un campione di n soggetti: si descrive la
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statistica dei valori di IFN-y e quella della concentrazione di anticorpi anti-S,
misurandone la variabilita e precisandone la distribuzione, poi si effettua una stima
intervallare della Media della popolazione attraverso gli strumenti della statistica
inferenziale (calcolo dell’intervallo di confidenza della Media); cosi facendo si
delinea un modello che esprime quantitativamente come, in media, 1’immunita
specifica reagisca al vaccino nel prototipo di paziente HIV, sotto regime
antiretrovirale combinato e in pieno controllo virologico, e nel Controllo sano,
permettendo il successivo raffronto statistico tra gruppi,
2) Confronto statistico intra-gruppo della risposta T-cellulare rispetto ai valori di
riferimento
Una volta caratterizzata la risposta delle cellule T CD4" al vaccino anti-SARS-CoV-
2 ¢ necessario stabilire di che entita essa sia, paragonandola ai livelli minimi e
massimi di riferimento che esprimono, rispettivamente, 1’assenza o, al contrario, la
rilevazione di una effettiva attivitd T-cellulare; infatti, per definire un livello di
attivita linfocitaria T CD4" che indichi un’avvenuta risposta piu 0 meno marcata
occorre specificare il comportamento del marker corrispondente (concentrazione di
IFN-y in risposta alla stimolazione con peptide S) rispetto al baseline, fornito dalla
stimolazione in vitro delle medesime cellule con antigeni generici effettuata su
aliquote di controllo; cid equivale a stabilire se c’¢ o meno evidenza di una differenza
statisticamente significativa tra 1 limiti inferiori e superiori di attivita T-cellulare
osservata in vitro e 1 valori misurati in vivo, dopo stimolazione con antigene S di
SARS-CoV-2.
In sintesi, valutiamo se i valori di IFN-y rilevati sul campione PLWH siano
compatibili 0 meno con I’evidenza di una reazione dell’immunita adattativa alla
vaccinazione e quanto si discostano dai livelli di riferimento.
3) Studio di correlazione e regressione logistica tra indicatori di risposta cellulo-
mediata e umorale all’interno dei due campioni.
In questa fase si analizzano le variabili relative alla risposta cellulo-mediata e
umorale ricercando eventuali relazioni che regolano I’andamento dell’una al variare
dell’altra. In piu, entrambe vengono messe in relazione al “Tempo” trascorso
dall’ultima somministrazione di vaccino al fine di valutarne lo sviluppo progressivo

nel tempo.
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La presenza di un legame di interdipendenza o dipendenza lineare semplice si
esprime, rispettivamente, attraverso il coefficiente di correlazione p di Spearman
oppure della retta di regressione piu appropriata ai dati.

In considerazione delle correlazioni osservate, attraverso un modello di regressione
logistica semplice o multipla si verifica se la variabile “tempo da ultima dose” abbia
un ruolo predittivo significativo nei confronti di un certo esito di risposta cellulare o
umorale e, analogamente, se le concentrazioni di IFN-y siano associate o meno ad un
aumento o diminuzione della probabilita di misurare livelli di anticorpi anti-S
compatibili con una robusta risposta e viceversa. Da questo possiamo desumere il
potere predittivo di una variabile sull’esito (scelto a priori) della risposta adattativa
SARS-CoV-2-specifica, dopo aver scoperto una correlazione che le lega entrambe.
Tracciati 1 vari grafici ed effettuati 1 vari calcoli, 1 risultati delle correlazioni vengono
riportati in maniera schematica nella matrice omonima mentre quelli della
regressione logistica sono raccolti in una tabella che include I’OR, il rispettivo CI
95% e il p-value associato.

4) Confronto statistico di variabili tra gruppi distinti.

Successivamente, dopo aver chiarito come avviene, in media, la risposta immunitaria
cellulo-mediata e umorale distintamente nei due gruppi e quali sono i tipi di relazione
esistente tra gli indicatori di attivita corrispondenti, IFN-y e titolo di anticorpi anti-S,
ci si avvia alla fase che rappresenta il core dell’analisi: il confronto delle variabili
suddette tra due gruppi che differiscono per stato di salute del sistema immunitario
cio¢ 1 pazienti con infezione documentata da HIV da un lato, gli individui con
funzione immunitaria pienamente conservata dall’altro. Questa parte di statistica
comparativa riveste un ruolo d’importanza fondamentale poiché permette di
affermare se esiste 0 meno una differenza statisticamente significativa nell’entita
della risposta adattativa valutata sui due versanti, cellulare e umorale, in due gruppi
diversi. Applicando un test di comparison di tipo non parametrico come il Test-U di
M-W (si rimanda alle righe precedenti di questo paragrafo) e in base al p-value
ottenuto, si puo concludere che il vaccino anti COVID-19 innesca nel gruppo PLWH
una reazione da parte dell’immunita adattativa statisticamente comparabile o

divergente rispetto ad un gruppo di Controllo sano.
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Tuttavia, pur conoscendo I’esito della risposta immune al vaccino in presenza di
alterazioni cellulari numeriche e funzionali che caratterizzano il campione PLWH,
non sappiamo esattamente se € in che modo concorrano a determinare la portata della
risposta misurata. Pertanto, si indagano eventuali relazioni tra i marcatori di risposta
e le variabili gruppo-specifiche nella successiva fase, allo scopo di contestualizzare
e interpretare i risultati in considerazione dello stato di salute del sistema immunitario
in presenza di infezione da HIV controllata farmacologicamente.

S) Analisi di correlazione e regressione logistica delle variabili relative alla
risposta T-cellulare e umorale rispetto a quelle gruppo-specifiche in PLWH.
Questa ultima fase ¢ incentrata nello studio delle variabili di risposta adattativa
(concentrazione di IFN-y e di anticorpi anti-S) in rapporto ad altre variabili generali
(eta alla diagnosi e tempo trascorso dalla diagnosi di infezione alla data di
arruolamento) e immunofenotipiche (conta T CD4" piu recente e relativo nadir —
valore minimo nella conta raggiunto nel corso della storia clinica, prima dell’inizio
della terapia antiretrovirale combinata —, rapporto CD4"/CD8") nel gruppo PLWH.
La scelta di valutare 1’esistenza di un nesso statistico tra quest’ultime ed 1 marcatori
di risposta immune specifica al vaccino ¢ motivata/dettata dall’influenza che hanno
nella cinetica di sviluppo, nell’evoluzione e nell’efficacia della medesima risposta ad
un qualsiasi Ag esogeno, sia infettivo (naturale) che di sintesi, come quello introdotto

tramite vaccinazione anti SARS-CoV-2.

L’obiettivo ¢ stabilire se lo sviluppo di una certa risposta adattativa al vaccino in tali
soggetti sia associato a fattori riguardanti il tempo di esposizione al virus ed i
parametri di funzionalitd immunitaria che intervengono nel condizionarne gli esiti,
diversamente dai partecipanti sani.

Da un punto di vista pratico si valutano le correlazioni tra due o piu variabili
attraverso modelli multivariati adatti a descrivere la variazione della concentrazione
di IFN-y e/o del titolo di anticorpi anti-S al modificarsi di una variabile indipendente
ritenuta potenzialmente implicata nello sviluppo di una risposta specifica al vaccino.
Per indagare nel dettaglio 1’associazione tra una variabile e un outcome di risposta
specifica anti-S si applicano modelli di regressione logistica semplice per piu
variabili: essi permettono di stimarne il ruolo come fattori predittivi indipendenti

dell’entita della produzione di IFN-y e di Ig anti-S.
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Inoltre, le risposte T- e B-mediate vengono stratificate in base alla conta T CD4" e
poi messe a confronto tra loro € con i soggetti sani per comprendere quanto il numero
assoluto delle cellule CD4" sia determinante nello sviluppo di una robusta risposta
adattativa al vaccino. Allo stesso modo il carico plasmatico di anticorpi anti-S e le
concentrazioni di IFN-y vengono assegnati a due gruppi secondo valori di nadir
CD4" minori o maggiori/uguali a 200 cellule/mm?, comparando le dimensioni della
risposta specifica attuale al vaccino, umorale e cellulo-mediata, in relazione al
massimo livello di immunodeficienza raggiunto in passato.

Infine, si studia ’effetto/impatto del fattore anagrafico e del tempo trascorso dalla
diagnosi di infezione da HIV sulle dimensioni della risposta in differenti classi d’eta.
Al termine dell’analisi si sara in grado di constatare se e quali fattori abbiano un ruolo
piu o meno decisivo nel guidare la reazione immune specifica vaccino-indotta.

Tutti 1 risultati dell’analisi di correlazione vengono mostrati graficamente mediante
dei grafici a dispersione e inseriti, al termine dell’analisi, nella matrice di
correlazione, mentre per la regressione logistica viene costruita una tabella che

riassume 1 calcoli relativi all’OR — e al suo CI 95% - e al p-value per ogni variabile.

3.3.3 Materiali e modalita di presentazione dei risultati

Pacchetti software statistici utilizzati per i fogli di calcolo, 1 grafici, ’analisi e I’elaborazione
dei dati: Prism v.9.0.2 (GraphPad by GraphPad Software, Inc.), Minitab (by Minitab, LLC),
Microsoft Office Excel (by Microsoft Corporation)

Presentazione dei risultati nella statistica descrittiva: variabili continue riportate sottoforma
di media = DS e 95% CI (intervallo di confidenza) oppure come five number summary,
approccio che adotta come indici descrittivi di posizione, per ciascuna variabile continua, la
mediana, la media, il range interquartile (IQR), il valore massimo e quello minimo; le
variabili nominali categoriche vengono presentate come n ed eventualmente espresse anche
in percentuale n (%).

I risultati degli statistica-test sono da considerarsi, dove non altrimenti specificato,

significativi per p < 0,05.
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4. RISULTATI

4.1 Caratteristiche dei campioni di popolazione esaminati
4.1.1 Aspetti sociodemografici della casistica
La popolazione studiata ¢ complessivamente costituita da 187 soggetti, di cui 114 PLWH e

73 controlli.

Variabili Campioni studiati

PLWH (n=114)  Controlli (n=73)

Sesso (M; F) 78; 36 21;52
Sesso M; F (%) (68; 32) % (29; 71) %
M/F 2,17 0,404
Eta media 55,149,24 45,3+11,4

Tabella 2. Caratteristiche generali dei campioni esaminati.

Si apprezza una differenza nella distribuzione dei sessi tra le popolazioni campionarie: gli
individui di sesso femminile sono distribuiti approssimativamente in modo omogeneo,
mentre quelli di sesso maschile sono nettamente piu rappresentati nel gruppo HIV+; infatti,
il rapporto tra individui di sesso M e F ¢ pari a 78/36 (>2) e 21/52 (<0,5) nel gruppo di
individui HIV-infetti e in quello di controllo, rispettivamente. La frequenza relativa del sesso
M, espressa in percentuale (Maschi %), € pari al 67.7% del totale nel primo gruppo mentre
nel secondo gruppo gli individui di sesso M sono il 29.0%.

In ultimo si fornisce un ulteriore dato circa la carica virale (VL, viral load) nel campione
PLWH sottoposto a trattamento antiretrovirale altamente efficace a lungo termine. Tutti 1
pazienti risultano virologicamente soppressi con VL non rilevata o <20 copie/ml eccetto
quattro, che presentano una VL compresa nel range 20-100 (3) e 500-1000 (1) copie
RNA/ml. Percio 110 pazienti su 114 (96,5%) si trovano in una condizione di pieno controllo

della replicazione virale.

4.1.2 Schemi di vaccinazione relativi ai partecipanti

La coorte di soggetti posti sotto studio risulta completamente vaccinata con i Controlli
immunizzati mediante doppia dose del vaccino a mRNA Comirnaty (Pfizer) e i PLWH
sottoposti a singola o doppia dose secondo il seguente schema: dei 114 componenti, 107

hanno ricevuto due dosi del vaccino a mRNA Comirnaty, due una doppia dose di Spikevax
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(Moderna), altri due doppia somministrazione di Vaxzevria (AstraZeneca) e, infine, uno
soltanto una singola dose del vaccino Jansenn.

Dei restanti due pazienti, uno ha ricevuto un’unica somministrazione del vaccino Vaxzevria,
I’altro due dosi differenti di vaccino (vaccinazione eterologa Vaxzevria + Comirnaty).

La tabella 3 illustra i dettagli della vaccinazione nei PLWH.

Variabili legate alla vaccinazione PLWH (n=114) Controlli (n=72)

Regime completo, n

Vaccinazione omologa 113 72
Comirnaty 107 72
Spikevax 2 -
Vaxzevria 2 -
Jansenn 1 -
Vaccinazione eterologa (Vaxzevria+Comirnaty) 1 -
Monodose (Vaxzevria) 1 -

Tabella 3. Schema di vaccinazione della coorte di pazienti studiati.

Il gruppo di pazienti HIV risulta prevalentemente immunizzato con doppia dose di vaccino

a mRNA in una percentuale pari al 96.5% del totale.

4.1.3 Eta e tempo trascorso dall’ultima vaccinazione fino al momento della rilevazione
Per quanto riguarda 1’eta, la statistica descrittiva mostra che il gruppo dei pazienti HIV-
positivi ha, in media, 54,6 anni mentre nel gruppo di controllo I’eta media ¢ piu bassa,
attestandosi su un valore di 45,3 anni. Esaminando piu da vicino e in maniera piu dettagliata
la variabile casuale (V.C.) “Eta” nei due gruppi si possono evidenziare differenze nella
distribuzione dei valori vicino al valore medio, risultando maggiormente concentrati attorno
alla media nei pazienti con HIV (54.6+9.23 anni) rispetto ai Controlli (45.3£11.4 anni).

Si puod concludere, percio, che la variabile considerata presenta una variabilita intorno al
valore medio minore nel primo gruppo rispetto al secondo.

Nel gruppo PLWH si registra un’eta massima di 81 anni e un minimo di 27 anni, con meta
dei valori localizzata attorno ad una mediana pari a 55.5 anni e all’interno di un intervallo
interquartile compreso tra149.0 e 1 60.0 anni circa (IQR~11.0). L’eta massima nei Controlli
raggiunge 1 69.0 anni mentre quella minima si ferma a 24.0; il 50% dei valori ¢ concentrato

in un intervallo interquartile che va da 37.0 a 53.0 anni (IQR~16.0) dove la mediana ricade
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a 45.5 anni. Percio gli individui sani sono, sia in media che in mediana, piu giovani rispetto
a quelli con diagnosi pregressa di HIV con una differenza che si approssima a 9 o 10 anni a
seconda degli indici considerati, rispettivamente.

La figura 1 illustra graficamente le differenze in eta riscontrate nei due gruppi

Distribuzione della variabile "eta" Distribuzione della variabile "eta"
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Figura 1. Box-plot e grafico a barre che descrivono la distribuzione dell’eta nel gruppo PLWH e nei
Controlli. Si nota che le distribuzioni differiscono tra i due gruppi, in media (fig. a destra) e in

mediana (fig. a sinistra), di circa 9 e 10 anni rispettivamente: i partecipanti sani risultano piu giovani

dei PLWH.

Si considera ora il tempo dall’ultima dose di vaccino fino al momento delle rilevazioni della
risposta immunitaria specifica: il tempo medio nei pazienti con diagnosi di infezione da HIV
¢ approssimativamente 5 settimane (4.76+3.30), considerando anche 1 valori piu distanti dal
centro della distribuzione; il 50% dei valori ¢ compreso tra circa 2 settimane e 6 settimane
(IQR~4) attorno a una mediana che supera le 3 settimane (3.64); il tempo minimo € massimo
sono, rispettivamente, 1 e 19 settimane. Nel gruppo di soggetti sani, invece, la rilevazione
viene effettuata, in media, dopo circa 10 settimane (9.65+6.20) dall’ultima dose, ma il 50%
delle osservazioni si posiziona in un intervallo di tempo compreso tra le 5 e le 10 (IQR~5)
settimane dove la mediana ¢ pari a 8.86; le rilevazioni sono effettuate a partire da un minimo

di due settimane a un massimo di 27.
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Dunque, il tempo trascorso dopo I’ultima somministrazione di vaccino differisce tra i due i
gruppi, in relazione alla mediana, di circa cinque settimane e complessivamente ¢ minore
nel campione PLWH (distanza massimo-minimo: 18 settimane) rispetto ai Controlli (25
settimane).

La figura 2 rappresenta la distanza temporale misurata in entrambi i gruppi a partire

dall’ultima dose di vaccino.
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Figura 2. Box-plot e grafico a barre che mostrano il tempo trascorso dall’ultima somministrazione
di vaccino. Si evidenzia una notevole differenza nei tempi, mediani (fig. a sinistra) e medi (fig. a
destra) ai quali vengono effettuate le rilevazioni dopo somministrazione dell’ultima dose di vaccino:
nei soggetti HIV il monitoraggio ¢ anticipato di circa cinque settimane rispetto ai Controlli. Nel
primo gruppo il range di rilevazione ¢ di 18 settimane, nel secondo di 25. I punti e i quadrati neri

indicano i valori piu distanti dal centro della distribuzione (outliers).

Per concludere, si puod affermare che la gran parte dei pazienti arruolati vengono sottoposti
al prelievo post-vaccinazione a tempi diversi dalla seconda somministrazione: nel gruppo
HIV tra la settimana 2 e 6, in quello di Controllo tra la quinta e la decima settimana con un

periodo di tempo mediano in quest’ultimo gruppo di 5 settimane piu lungo rispetto al primo.

4.1.4 Parametri di risposta al vaccino: concentrazione di IFN-y e di anticorpi anti-S
L’analisi della risposta T-mediata, basata sulla determinazione dei livelli di IFN-y dopo
stimolazione con peptide S e condotta sui PLWH, registra una mediana pari a 3,71 con il

50% dei valori compresi tra 1,49 e 5,88 (IQR= 4,39) evidenziando una netta tendenza delle
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osservazioni a concentrarsi in prossimita del valore minimo (0,00) rispetto al massimo
(37,1); la media si attesta su un valore di 4,74, ricadendo esattamente nell’intervallo
interquartile e confermando ulteriormente 1’andamento gia mostrato dalla mediana.
L’inferenza sulla media (ignota) della popolazione PLWH a partire dalla media campionaria
permette di individuare un intervallo di confidenza al 95% (CI) che va da 3,69 (limite
inferiore) a 5,78 (limite superiore) e ipotizzare, cosi, I’andamento della risposta T-cellulare
in tutta la popolazione PLWH da cui abbiamo estratto il campione di interesse.

L’assenza di risposta viene mostrata dal controllo negativo, dove la concentrazione mediana
di IFN-y ¢ pari a 0,00 (IQR= [0,00-0,06]) e la media risulta 0,0578 + 0,150, mentre
I’avvenuta attivazione linfocitaria ¢ attestata dal controllo positivo che evidenzia una
marcata eterogeneita tra i valori rilevati: si misura un livello medio di IFN-y di 26,0 + 21,4,
una mediana pari a 20,1 (IQR=[8,35-37,1]) con un massimo € un minimo che raggiungono,

rispettivamente, i valori di 69,6 e 0,13. La figura 3 sintetizza graficamente quanto detto.
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Figura 3. Concentrazioni di IFN-y misurate nei pazienti con infezione documentata da HIV rispetto
al controllo negativo e positivo. Il box e le barre nere rappresentano la mediana e I’intervallo
interquartile per ogni distribuzione e permettono un rapido raffronto visivo tra la risposta cellulare al

peptide S e lo standard per definire una attivazione T CD4" apprezzabile o nulla.
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Pertanto, la risposta cellulo-mediata all’antigene S di SARS-CoV-2 ¢ compresa in un ampio
intervallo con valore minimo indicativo di non risposta e massimo che suggerisce una forte
attivita T-cellulare.

Confrontando il controllo negativo con i valori di IFN-y registrati negli individui con
infezione da HIV a seguito di stimolazione con peptide S, si vuole comprendere se vi sia
stata 0 meno una risposta significativa rispetto ai valori di riferimento negativi (risposta
assente), indicativa dell’effettiva attivazione dell’immunita cellulare dopo la vaccinazione
(si veda il paragrafo 4.2, dedicato alla statistica comparativa).

Esaminando allo stesso modo i valori di IFN-y nei partecipanti sani si osserva una
somiglianza rispetto alle osservazioni fatte nel gruppo PLWH: si registra una mediana di
3,23 con un IQR (1,49-5,23) e una analoga tendenza della distribuzione a ridosso dei valori
minimi (min=0,0400; max=28,6). La media risultante ¢ pari a 4,29+4,44 ed ¢ compresa nel
range interquartile, dimostrando nuovamente un’equivalenza tra gli indici di dispersione.
Infine, ’intervallo di confidenza stimato per la media della popolazione sana ¢ incluso tra
3,25 e 5,34 suggerendo un andamento per la risposta effettrice T sovrapponibile, in media,
a quello della popolazione HIV.

Il range di normalita per la risposta T CD4" viene misurato sulle aliquote di controllo che
registrano una mediana di 0,00 e 6,10 (IQR= [3,05-14,4]) per i controlli negativi (risposta
nulla) e positivi (risposta apprezzabile), rispettivamente. Nella figura 4 vengono riportate le

osservazioni appena discusse.
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Figura 4. Concentrazioni di IFN-y rilevate nei partecipanti sani e nei controlli, negativo e positivo,

con mediane e intervallo interquartile rappresentati dal box e dalle barre di errore nere.

In base a questi dati possiamo asserire che, analogamente al gruppo PLWH, la risposta dei
linfociti T, esposti al peptide veicolato dal vaccino, € misurabile e quantificabile: essa, infatti,
sebbene risulti di entita ridotta rispetto agli standard di riferimento, discostandosi da essi e
localizzandosi in prossimita della soglia minima di risposta, ¢ comunque rilevante e non
nulla. Quanto detto viene validato mediante test statistici nel paragrafo 4.2.

La risposta umorale viene determinata in base alla concentrazione degli anticorpi diretti
contro il peptide S, espressa come logio[BAU/ml]. Il gruppo PLWH registra una
concentrazione media di 2,90+0,644 Log [BAU/ml] estremamente vicina al valore mediano
(2,96) e un intervallo interquartile (IQR) che raccoglie la meta delle osservazioni compreso
tra 2,68 e 3,32 Log [BAU/ml]. L’analisi descrittiva della coorte di pazienti sani mostra una
risposta del tutto paragonabile a quella rilevata nel primo gruppo sia in media (2,84+0,513)
che in mediana (2,87) e un simile distribuzione dei dati attorno agli indici di posizione (IQR
[2,50-3,17] Log [BAU/ml]). I dati relativi alle concentrazioni anticorpali vengono mostrati

nella figura 5.
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Figura 5. Concentrazione di anticorpi diretti contro il peptide S in PLWH e nei Controlli sani
espressa come media £ DS nel grafico a sinistra ¢ come mediana ¢ IQR (forma logaritmica,

logio[BAU/ml]) in quello di destra.

Inoltre, la concentrazione minima di anticorpi calcolata non scende al di sotto di 1,23
logi)[BAU/ml] diversamente dal gruppo con HIV dove il valore minimo si aggira attorno a
-0,585 logio[BAU/ml] con un quarto dei valori compresi tra esso e il primo quartile. In
generale non emergono dal punto di vista descrittivo forti differenze nelle concentrazioni
anticorpali che esprimono la risposta umorale evocata dalla vaccinazione anti-COVID-19
nei due gruppi; tuttavia, si fa notare che nei pazienti sani esse risultano ridotte, in mediana e
in media, di un fattore pari a ~0,0900 e 0,0600 Log BAU/ml in ordine, presumibilmente
legato al periodo di tempo piu prolungato tra il prelievo dei campioni e 1’ultima
somministrazione di vaccino. Per la comparazione statistica effettuata tra le concentrazioni

di anticorpi anti-S relative ai due campioni si rimanda al paragrafo 4.3.

4.1.5 Variabili specifiche del gruppo PLWH

I pazienti con diagnosi pregressa di infezione da HIV si presentano allo studio con una conta
linfocitaria T CD4" che si aggira, in media, intorno a 715 + 343 cellule/mm? (CI 95%, 650-
779). Si registra un minimo di 126 ¢ un massimo di 1843 cellule/mm?® con una mediana pari
a 663 (IQR [473-909]) cellule/mm?. Solo 3 pazienti su 114 (2,6%) mostrano una conta
inferiore alle 200 cellule/mm?® a dimostrazione del fatto che tutti i pazienti sono soppressi

tramite terapia antiretrovirale e sono in fase di immuno-ricostituzione. In generale sia in
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media che in mediana la conta risulta essere ben al di sopra di 500 cellule/mm?. 1l nadir della
conta CD4" toccato in corso di malattia & di 254 + 204 cellule/mm? mentre la mediana risulta
198 (IQR [110-359]) cellule/mm?; il minimo registrato & di 0,1 contro un massimo di 953
cellule/mm?. Percid, un consistente numero di pazienti ha subito un decremento compreso
tra 100 e 400 cellule/mm? circa. Il rapporto medio CD47/CD8" ¢ di 1,07 + 0,683 mentre in
mediana misura 0,923 (IQR [0,632-1,35]). Per quanto riguarda il tempo trascorso dalla
diagnosi di infezione al momento dell’arruolamento sono passati in media 20,0 = 10,0 anni
che corrispondono esattamente alla mediana (IQR [3,00 — 29,0]. La diagnosi piu recente
risale a 3 anni fa mentre quella piu datata a 36 anni fa. Dunque, lo studio comprende pazienti
con diagnosi di HIV per gran parte di lunga data, conta T CD4" in ripresa e stabili dal punto
di vista della replicazione virale, grazie al regime farmacologico cui sono sottoposti, che

consente un ripristino progressivo della conta a partire dai minimi raggiunti.

4.2 Risposta T- cellulare valutata in base alla secrezione di IFN-y

I risultati ottenuti nel gruppo PLWH danno prova di una differenza significativa tra la
risposta T-mediata al vaccino (peptide S) e I’assenza di una risposta efficace (controllo
negativo) (t- test e test di Wilcoxon per ranghi, p<0,0001), permettendo di concludere che il
paziente con HIV sotto regime cART sviluppa sicuramente una risposta non nulla.

Sebbene 1’analisi della curva di distribuzione dei dati relativi all’IFN-y evidenzi una
prevalente concentrazione a ridosso dell’intervallo 0-6 IU/ml, I’attivazione linfocitaria
indotta dal contatto delle cellule con un antigene analogo alla proteina S di SARS-CoV-2 si
dimostra significativamente al di sopra rispetto al baseline fornito dal controllo negativo

come si apprezza nel grafico in figura 6.
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Figura 6. Entita della risposta T-cellulare rilevata in PLWH rispetto ad una risposta nulla (controllo
negativo). La differenza ¢ significativa (p=0,001). La barra orizzontale indica la mediana mentre le

barre d’errore delimitano I’intervallo interquartile.

Nel gruppo di Controllo i valori di IFN-y osservati registrano una mediana (3,23 IU/ml) che,
oltre ad essere circa la meta della corrispettiva calcolata nel controllo positivo (6,10 IU/ml),
corrisponde pressappoco al primo quartile (3,05 IU/ml) dell’intervallo che definisce lo
spettro di riferimento per 1’attivita T-cellulare, percio, si ¢ gia in grado di apprezzare come
la risposta linfocitaria alla stimolazione con peptide S, anche nei partecipanti sani, sia
tendenzialmente spostata in misura maggiore verso i valori inferiori di intervallo. Analoghe
considerazioni sono valide per la media (4,29 1U/ml) che risulta circa 3 volte inferiore in
relazione al gruppo di controllo positivo (12,8 IU/ml).

Tuttavia, cio non deve essere in alcun modo interpretato come una scarsa reazione delle
cellule dell’immunita specifica al vaccino. In effetti, paragonando i livelli di IFN-y rilevati
su campione di sangue con le aliquote di controllo negativo, si ottiene come risultato una
differenza statisticamente significativa (p<0,0001) che dimostra I’avvenuta reazione nei
confronti del peptide S introdotto tramite vaccinazione (figura 7).

Da queste osservazioni si apprende che la risposta cellulo-mediata indotta dal vaccino anti-

COVID-19 viene indiscutibilmente stimolata anche nella coorte di pazienti sani.
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Figura 7. Ampiezza della risposta T-mediata al peptide S nei pazienti sani a confronto con un
controllo negativo. Si evidenzia una differenza significativa (p<0,001) indicativa di avvenuta
attivazione delle cellule T dopo vaccinazione. La mediana corrisponde alla linea spessa orizzontale

mentre le barre d’errore definiscono I’intervallo tra il primo e il terzo quartile.

Alla luce delle evidenze emerse nei singoli campioni, PLWH e Controlli, si puo concludere
che I’'immunita T-cellulare ¢ ugualmente sollecitata dall’esposizione al peptide S e sviluppa
una risposta apprezzabile molto simile nei due gruppi. In altre parole, il raggiungimento di
una risposta cellulare misurabile non ¢ influenzato dall’infezione da HIV controllata
farmacologicamente, come dimostrano anche le relative frequenze di risposta rispetto al
gruppo di controllo (PLWH: 95,5% [105/111], Controlli: 100% [72/72]; test Chi-quadro,
p=0,173)

Mettendo, poi, a confronto le concentrazioni citochiniche misurate nelle due coorti di
pazienti si ottiene una estrema concordanza ovvero una differenza non significativa tra i dati
(U-test di Mann-Whitney, p=0,973) che dimostrano indubbiamente un’attivazione delle
cellule T dopo vaccinazione quasi identica per quanto riguarda [’ampiezza e il
comportamento rispetto al baseline (non risposta). L’immediata conclusione che si puo trarre
dai risultati sopra discussi ¢ che nel PLWH la vaccinazione evoca una risposta T
completamente equiparabile per entita a quella prodotta nei partecipanti sani. I risultati

esposti possono essere visualizzati nelle figure 8-9.
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Figura 8. 11 grafico a dispersione mostra il confronto statistico tra le concentrazioni di [FN-y misurate
negli individui con diagnosi pregressa di HIV e in quelli sani: non si evidenzia una differenza
statisticamente significativa (Mann-Whitney, p=0,973). Le barre nere indicano la mediana, il primo

e il terzo quartile della distribuzione.
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Figura 9. Grafico a punti che mette a confronto i livelli medi di [FN-y relativi al gruppo PLWH con
quelli dei pazienti sani (Controlli). A destra si puod osservare la differenza tra medie, compresa nel
rispettivo CI 95% (intervallo di confidenza al 95%), ottenuta dal t-test a due code per campioni
indipendenti. Le linee nere orizzontali rappresentano le medie + DS, quella verticale individua
I’intervallo di confidenza per la differenza tra medie. Non emerge una differenza significativa tra i
due gruppi in relazione alle concentrazioni di citochina effettrice (t-test a due code con correzione di

Welch, p=0,552)
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4.3 Risposta umorale basata sulle concentrazioni di anticorpi circolanti anti-S

La risposta umorale valutata per mezzo della concentrazione di anticorpi diretti contro il
peptide S si presenta in maniera analoga nei due campioni studiati, come ¢ possibile
desumere dall’analisi descrittiva compiuta nel paragrafo 4.1.4. La produzione anticorpale
raggiunge livelli massimi simili con una lieve differenza di ~0,0600 logio [BAU/ml] tra i
PLWH (3,87) e i Controlli (3,81) mentre il minimo registrato nei primi ¢ pari a -0,0585
contro 1,23 logio [BAU/ml] dei pazienti sani; quindi, una frazione dei PLWH pari al 25%
evidenzia una risposta umorale poco consistente rispetto alla restante parte che, invece, va
incontro a una produzione di anticorpi anti-S in linea con quella dei soggetti non HIV-infetti.
Il confronto tra medie e mediane non fa emergere una significativa differenza nell’entita
della risposta umorale successiva alla vaccinazione (p=0,471 per la media; p=0,154 per la
mediana) a dispetto delle differenze logaritmiche in mediana e in media esistenti tra le due
classi; tali evidenze sono illustrate nei grafici sottostanti (figura 10).

Pertanto, in accordo con le evidenze ottenute in merito alla risposta T-mediata alla
vaccinazione (si veda paragrafo 4.2), i risultati documentano una reazione anticorpale indotta

dal vaccino, nel PLWH, del tutto sovrapponibile in ampiezza rispetto al controllo sano.

4
—1

= b1 sk
E a
o 3. m e b (w)

e [ oo o
5y &
(=) -l = -~
5 2 2] S
g3 -1 N
0 . i 8
z 2 1 3
© o
g 17 0+ °
o
-9 0_ ns
é o -1 T T T

1 PLWH Controlli PLWH

- I I -

PLWH Controlli Controlli

44



Figura 10. Grafici a punti che mettono a confronto le concentrazioni di anticorpi anti-S tra le due
coorti di pazienti. In entrambi ¢ apprezzabile una forte analogia nell’ampiezza della risposta umorale
sviluppata nei due gruppi, con differenze non significative (Mann-Whitney, p=0,154; t-test a due
code, p=0,471). La differenza tra medie risultante dal t-test a due code ¢ riportata nella sezione destra
del grafico in basso. Nel grafico in alto le barre nere orizzontali indicano la mediana e i limiti inferiore
e superiore dell’IQR. Nel grafico in basso con le linee continue si individuano le medie + DS mentre

la barra verticale rappresenta il CI 95% della differenza tra le medie.

4.4 Andamento delle risposte T-cellulare e anticorpale rispetto al tempo trascorso
dall’ultima dose di vaccino

Questo paragrafo ¢ incentrato sullo studio di correlazione tra le variabili legate alla risposta
cellulare e umorale contro il vaccino anti-COVID-19 (IFN-y e Anticorpi anti-S) e il tempo
trascorso a partire dall’ultima somministrazione; quindi, si descrive la relazione secondo cui
esse si modificano al variare del tempo, in particolare come esse si comportano
all’aumentare di tale fattore. Si presentano prima i risultati ricavati nel gruppo PLWH e, per
confronto, quelli relativi ai Controlli in considerazione delle affinita riscontrate nelle
modalita di risposta immunitaria specifica nell’ambito di entrambi i gruppi.

Iniziando dal primo campione, la maggior densita di frequenza della variabile “IFN-y” si
osserva nella finestra temporale compresa tra le 2 e le 8 settimane successive all’ultima dose
di vaccino, dove si registra un massimo di 37,1 Ul/ml a 2 settimane mentre I’intervallo dalla
prima alla quinta settimana fa osservare i valori piu elevati.

Il grafico a dispersione mostrato in figura 11 illustra ’andamento della concentrazione
citochinica al variare del tempo - dall’ultima dose di vaccino - al quale vengono effettuate
le rilevazioni: i valori non solo si distribuiscono con alta frequenza entro un intervallo
temporale ben preciso (si veda sopra) ma tendono a decrescere all’aumentare del tempo,
indicando la presenza di una correlazione inversa o negativa tra le variabili studiate. Questa
evidenza viene confermata dal test di correlazione per ranghi di Spearman che restituisce un
valore del coefficiente di correlazione minore di zero (p=-0,222) e suggerisce con forza che
le concentrazioni di IFN-y sono negativamente correlate al tempo in maniera statisticamente

significativa (p=0,0205).
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Figura 11. Grafico a dispersione della concentrazione di IFN-y, a seguito di stimolazione con peptide
S, in relazione al tempo trascorso dall’ultima dose di vaccino in PLWH. Viene mostrata, a titolo di
paragone, anche la teorica relazione di dipendenza lineare tra le due variabili mediante la retta di
regressione piu adatta, che, tuttavia, si associa ad un R>~ 0 (R?=0.100) (il modello lineare non &
adatto a esprimere la relazione tra i dati). Le concentrazioni di IFN-y presentano una correlazione
inversa significativa con il tempo successivo all’ultima somministrazione di vaccino (coefficiente di

Spearman p=-0,222; p=0,0205).

Valutando 1 livelli di anticorpi anti-S, sempre nei pazienti con infezione da HIV si nota una
distribuzione di frequenza simile a quella vista per le concentrazioni di IFN-y con la maggior
parte dei valori localizzata in un periodo di tempo che va dalle 2 alle 8 settimane dall’ultima
dose di vaccino, dove si misurano i livelli piu alti, compreso il massimo uguale a 4,29 logio
[BAU/ml], raggiunto nella settima settimana. L’andamento che si osserva nel grafico in
figura 12 suggerisce che gli anticorpi anti-S si riducono in concentrazione al crescere del
tempo trascorso dopo 1’ultima dose di vaccino secondo un modello di correlazione negativa;
in accordo con ci0, il test di correlazione non parametrico di Spearman calcola un indice p=
-0,319 e conferma una relazione di interdipendenza inversa (correlazione negativa)
significativa per cui le concentrazioni di anticorpi anti-S mostrano valori pitu bassi in
corrispondenza di finestre temporali estese, che superano ad esempio, le 8 settimane

(p=0,0006).
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Figura 12. Relazione tra concentrazione di anticorpi anti-S, dopo somministrazione di vaccino anti-
SARS-CoV-2, e tempo successivo a vaccinazione (ultima dose) nei soggetti affetti da infezione da
HIV (PLWH). Si riporta, a titolo di paragone, la retta di regressione lineare, non appropriata a
descrivere la relazione tra i dati in quanto I’indice di determinazione R? ¢ circa uguale a zero. Gli
anticorpi variano in maniera inversamente correlata rispetto al tempo trascorso dopo ultima dose di

vaccino (coefficiente di Spearman p=-0,319; p=0,0006).

Tutti i risultati ottenuti provano che sia la concentrazione di IFN-y, in risposta
all’esposizione al peptide S, che quella di anticorpi anti-S dopo vaccinazione tendono a
modificarsi con andamento decrescente al progredire del tempo a partire dall’ultima
somministrazione di vaccino.

Il grafico della figura 13 riassume visivamente 1’andamento simultaneo di entrambe le

variabili in relazione al tempo.
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Figura 13. Grafico conclusivo che rappresenta la correlazione tra le concentrazioni di IFN- y
(prodotto a seguito di stimolazione con peptide S) e di anticorpi anti-S rispetto al tempo trascorso
dall’'ultima dose di vaccino. Entrambe le variabili esibiscono una tendenza diretta verso un
decremento in relazione ad un aumento del tempo al quale esse vengono misurate. Le correlazioni si

considerano significative (p=0,0205; p=0,0006, rispettivamente).

L’andamento in media delle concentrazioni di interferone e di anticorpi anti-S all’interno di
una finestra temporale di 11 settimane dopo 1’ultima dose di vaccinazione standard ¢
rappresentato nei grafici in figura 14, dove vengono tracciate le curve di “lisciamento”
polinomiali che mostrano approssimativamente la variazione complessiva nel tempo delle
due risposte. Come gia suggerito dalle correlazioni trovate in precedenza, le concentrazioni
di IFN- vy, in media, raggiungono i valori piu alti dopo la prima settimana dal termine della
vaccinazione standard, successivamente si mantengono all’incirca su un plateau tra la
seconda e I’ottava settimana e iniziano a subire un decremento dalla nona settimana in poi;
1 livelli di anticorpi anti-S, invece, tendono ad assumere valori elevati gia dalla prima
settimana, mantenendosi pressoché costanti fino all’ottava, in corrispondenza della quale

vanno incontro ad una graduale discesa.
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Figura 14. 1 grafici danno un’idea dello sviluppo, in media, delle risposte cellulo-mediata (A) e
umorale (B) al vaccino in PLWH entro un intervallo di tempo dopo 1’ultima dose di undici settimane.
Le curve polinomiali di quarto ordine mostrano come I’interferone, partendo dai valori piu alti in
prima settimana scema gradualmente nel tempo, mentre gli anticorpi anti-S, attestandosi dapprima

sui valori elevati fino all’ottava settimana, superata questa vedono un progressivo ribasso.

I risultati illustrati depongono a favore di un ruolo determinante del tempo che decorre dopo
I’ultima dose di vaccino nell’influenzare I’andamento dei livelli sia di IFN- y che di anticorpi
anti-peptide S.

L’evidenza piu rilevante ¢ che le risposte valutate mostrano la tendenza a decrescere man
mano che aumenta il tempo dalla conclusione del ciclo di vaccinazione standard e si puo
dimostrare il ruolo predittivo di questa variabile temporale attraverso un modello di
regressione lineare semplice.

I1 tempo trascorso dall’ultima dose presenta un’associazione significativa con le risposte
cellulare (p=0,026) e umorale (p < 0,000) al vaccino, nel senso che ¢ in grado di predire un
abbassamento progressivo dell’entita delle risposte a valori sotto-mediani all’aumentare di
due wunita di tempo (settimane) (B=-0,0151, OR=0,740; p=-0,336, OR=0,511,
rispettivamente per la risposta cellulare e umorale). I risultati dettagliati sono riportati nella
tabella 4 e vengono ripetuti al termine di questo paragrafo per agevolare la comprensione
del potere predittivo del tempo dall’ultima dose nei confronti delle variazioni nelle

dimensioni della risposta adattativa a SARS-CoV-2.
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Regressione logistica semplice

IFN-y Anticorpi anti-S
Variabili temporali OR CI (95%) p value | OR CI (95%) p value
Tempo da ultima dose 0,7400 (0,5678; 0,9645) 0,026 0,5112 (0,3557; 0,7347) < 0,000
(settimane)

Tabella 4. Si riassumono 1 risultati della regressione logistica semplice basata sul tempo trascorso
dall’ultima dose di vaccino ed applicata alle concentrazioni di interferone y e anticorpi anti-Spike.
L’effetto della variabile temporale ¢ rilevante nel predire come la risposta cellulare e umorale si
riduca quantitativamente ad ogni incremento di due settimane di tempo (p=0,026, p < 0,000

rispettivamente; ORs < 0).

Nel campione costituito da individui sani, le concentrazioni di IFN- vy si distribuiscono con
maggior frequenza lungo un periodo che si estende tra le 2 e le 10 settimane dopo
inoculazione dell’ultima dose di vaccino, dove fanno registrare anche i valori piu alti della
distribuzione e un massimo (28,6 IU/ml) alla quarta settimana; analogamente al campione
PLWH, I’andamento della citochina esprime una correlazione negativa con il tempo (p=-
0,460), riducendosi all’aumentare della distanza dall’ultima dose, come si apprende dal test
di Spearman, che calcola un p-value notevolmente inferiore al livello di significativita (o)

fissato a 0,05 (p<0,0001). Il risultato ¢ mostrato graficamente in figura 15.
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Figura 15. 11 grafico esplora la relazione tra le concentrazioni di IFN-y e il tempo trascorso

dall’ultima dose di vaccino nei Controlli. I livelli di citochina variano nel tempo secondo una
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correlazione inversa significativa (p=-0,460; p<0,0001). La retta tratteggiata esprime il teorico

rapporto di dipendenza lineare tra i dati, in questo caso inappropriato (R?>=0,103~0).

Per quanto riguarda le concentrazioni di anticorpi anti-S, si osserva una distribuzione
bimodale con maggior densita di frequenza tra la seconda e la decima settimana, dove
vengono raggiunti valori piu elevati, incluso il massimo (3,81 logio [BAU/ml]) e una
minoranza di osservazioni concentrata in un intervallo di tempo esteso dalla settimana 20
alla settimana 23 in cui i livelli di anticorpi registrano valori piu bassi.

Si evidenza, pertanto, una relazione di interdipendenza significativa (p=-0,634; p<0,0001)
tra la concentrazione anticorpale e il tempo trascorso dopo ’ultima inoculazione di vaccino,
quindi, la risposta umorale, analogamente a quella cellulo-mediata, varia in funzione del
tempo nei Controlli.

Questo andamento decrescente nel tempo viene riportato nel grafico in figura 16.
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Figura 16. Grafico a dispersione della concentrazione di anticorpi anti-S rispetto al tempo successivo
all’ultima dose di vaccino nei pazienti sani. La distribuzione dei valori di anticorpi sembra essere
bimodale mostrando fin dall’inizio una correlazione significativa con il tempo in senso decrescente
(p=-0,634; p<0,0001). Percio, la concentrazione di anticorpi subisce un decremento con il progredire
del tempo. Un modello di dipendenza lineare per esprimere tale andamento risulta inadeguato (indice

di determinazione R2~0).

Il comportamento delle variabili legate alla risposta specifica al vaccino in funzione del

tempo nel gruppo dei Controlli si pud apprezzare nel grafico in figura 17. I risultati
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dimostrano che la risposta cellulo-mediata e umorale nel gruppo di pazienti sani ¢
strettamente legata al fattore “tempo”, divenendo piu debole, da un punto di vista

quantitativo, con I’aumento dell’intervallo di tempo dall’ultima dose di vaccino.
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Figura 17. 11 grafico integra i risultati delle figure 15-16 mostrando I’andamento delle concentrazioni
di IFN-y e di anticorpi anti-S in relazione al tempo intercorso tra la somministrazione dell’ultima
dose di vaccino e le misurazioni nel gruppo di controllo. Si osservano correlazioni significative tra
le concentrazioni e il tempo (p<0,0001) e non esiste un rapporto di dipendenza lineare tra loro (R?>~0).
I risultati ammettono la possibilita di predire un’evoluzione temporale delle suddette risposte senza

valutare regolarmente i livelli di [IFN-y e di anticorpi plasmatici anti-Spike.

I1 decorso, in media, della risposta specifica evocata dal vaccino lungo un intervallo di tempo
pari a 23 settimane viene esemplificato dalle curve di “lisciamento” polinomiali di quarto
grado per I’IFN-y e gli anticorpi anti-S.

In linea con le correlazioni riscontrate, le concentrazioni medie di citochina aumentano
lentamente nelle prime settimane fino a toccare un massimo alla quarta settimana dall’ultima
dose, poi iniziano a ridursi gradualmente nelle settimane successive.

Gli anticorpi anti-Spike mostrano, invece, un ripido decremento; si registra, infatti, un
massimo ad una settimana dal termine della vaccinazione, seguito da una brusca discesa tra
la seconda e la quinta settimana fino a raggiungere valori piu bassi, intorno ai quali le
concentrazioni anticorpali si mantengono costanti nelle settimane seguenti.

La figura 18 riporta graficamente questi risultati.
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Figura 18. Variazione in media delle concentrazioni di IFN-y (A) e di anticorpi anti-S (B) rispetto al
tempo nei Controlli, valutata in una finestra di 23 settimane post-vaccinazione e rappresentata
approssimativamente dalle rispettive curve polinomiali di quarto ordine. Si osserva per entrambe le

risposte, cellulare e umorale, un simile andamento in discesa, pitt morbido nella prima e piu ripido

nella seconda.

Riassumendo, 1’analisi condotta sui due campioni PLWH e Controlli suggerisce delle
analogie rilevanti nel comportamento della risposta cellulare e umorale a seguito di
vaccinazione anti-COVID-19: 1 pazienti con diagnosi documentata da HIV presentano
concentrazioni di IFN-y e anticorpi anti-S che si modificano all’avanzare del tempo, subendo
un decremento all’aumentare della distanza temporale dall’ultima dose di vaccino,

esattamente come si osserva nel gruppo di controllo; infatti in entrambi i gruppi le risposte
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cellulare e umorale sono sostenute, rispettivamente, fino alla ottava e settima settimana, a
ridosso della quale tendono a sovrapporsi € mantenersi a ridosso dei livelli minimi, come
mostra la figura 19.

Inoltre, confrontando nei due gruppi le concentrazioni medie dei marcatori della risposta
immune S-specifica rispetto al tempo post-vaccino, si osserva una diminuzione media
percentuale dei valori di interferone pari al 17% nei Controlli contro il 22% dei PLWH
(settimana 1 e 8), mentre si calcola una diminuzione dei livelli anticorpali pari al 78% nei
primi rispetto al 70% dei secondi (settimana 1-7).

Ne consegue che, in entrambi i gruppi, gli anticorpi vanno incontro ad un decremento piu
pronunciato, in un periodo di 6 settimane, rispetto alle concentrazioni di citochina effettrice
che subiscono, invece, un calo molto moderato durante le 7 settimane successive a

vaccinazione.
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Figura 19. Evoluzione temporale delle concentrazioni medie di [FN-y (A) e dei titoli di anticorpi
Spike-specifici (B) nel gruppo PLWH e nei Controlli. La risposta adattativa alla vaccinazione anti-
SARS-CoV-2 risulta marcata, in entrambi i gruppi, durante il primo mese, mentre diminuisce nelle
4 settimane successive (settima-ottava settimana dopo ultima dose), mostrando un andamento

decrescente uniforme per tutto il periodo di rilevazione.

Nonostante I’intervallo temporale di misurazione sia piu prolungato nei Controlli rispetto ai
PLWH, le curve di risposta nei due gruppi si incontrano, sovrapponendosi, dopo le undici
settimane dall’ultima dose.

Sinotano, pero, delle differenze nei PLWH rispetto ai sani relative all’ampiezza media della
risposta T-mediata e anticorpale nella finestra di tempo compresa tra la prima e la settima
od ottava settimana: 1 livelli medi di citochina T-effettrice registrano un picco alla settimana
1 dopo il quale si riducono e si mantengono stabili fino alla settimana 8 mentre nei Controlli
mostrano un andamento parabolico, toccando il massimo alla quarta settimana per poi
scendere lentamente a partire dalla ottava; 1 titoli medi di anticorpi anti-S nei pazienti con
HIV risultano stabili per tutto I’arco temporale considerato, ma al di sotto di quelli misurati
nei Controlli dove, a partire da un picco in seconda settimana, inizia un lento e graduale
declino con netta diminuzione dopo la settima settimana.

A fronte di questa variabilita delle concentrazioni medie di IFN-y e di anticorpi anti-Spike
nel periodo delle prime 7-8 settimane dall’ultima dose di vaccinazione standard, ¢
indispensabile ricordare che, comunque, la risposta adattativa vaccino-indotta nei PLWH,
considerata nel complesso, risulta sovrapponibile in termini di dimensioni (o intensitad) (si
veda il paragrafo 4.2-3) rispetto agli individui sani e mostra anche un’identica persistenza,
limitatamente allo specifico intervallo di tempo di rilevazione.

I risultati ottenuti dalla regressione logistica univariata relativa alla risposta specifica al
vaccino nei soggetti HIV indicano una notevole associazione tra la sua entita e il tempo
dall’ultima dose.

La tabella 5 riporta I’OR e il rispettivo p-value per ciascuna variabile di risposta in funzione
del tempo (gli esiti sono definiti in base alle concentrazioni raggiunte dagli indicatori di
attivazione T e B-cellulare rispetto ai valori mediani: risposta ridotta se inferiore alla

mediana, marcata se superiore).
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Secondo quanto emerso dall’analisi, il tempo successivo all’ultima dose di vaccinazione
standard incide significativamente sulle concentrazioni di IFN-y (»p=0,0260) e di anticorpi
(»<0,000), riducendo la probabilita di misurare livelli compatibili con una risposta
consistente ad ogni incremento di due settimane (=-0,151, OR=0,740 per I’interferone; =-
0,336, OR=0,511 per gli anticorpi anti-S). In altre parole, la variabile temporale riveste un
ruolo rilevante nella previsione di un outcome di risposta progressivamente meno forte ogni

due settimane che decorrono dopo somministrazione dell’ultima dose di vaccino.

Regressione logistica semplice

IFN-y Anticorpi anti-S

Variabili temporali OR CI (95%) p value OR CI (95%) p value

Tempo da ultima dose 0,740 (0,568; 0,965)  0,0260* | 0,511 (0,356; 0,735)  <0,000%*
(settimane)

Tabella 5. Risultati della regressione logistica univariata applicata alla risposta cellulo-mediata e
umorale al vaccino anti-COVID-19 nel gruppo HIV. Il tempo trascorso dall’ultima dose di vaccino
¢ un fattore predittivo significativo dello sviluppo e del mantenimento di una valida reazione immune
specifica nel tempo: ad ogni incremento di due settimane ¢ attesa una riduzione dell’entita di risposta

T- e B-mediata a livelli sotto-mediani.
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4.5 Interazione tra risposta cellulo-mediata e umorale al vaccino anti-SARS-CoV-2

Si descrivono in questo paragrafo i risultati dell’analisi di correlazione (univariata) tra le due
variabili della risposta immunitaria adattativa alla vaccinazione, IFN-y e anticorpi circolanti
anti-S, nei due campioni PLWH e sani. | grafici delle figure 20 e 21 sono rappresentativi
delle relazioni osservate.

Per quanto riguarda gli individui con infezione pregressa da HIV, le concentrazioni di IFN-
vy misurate esibiscono una tendenza alla crescita in relazione ad un aumento di quelle
anticorpali, suggerendo I’esistenza di una correlazione positiva o crescente (p=0,493):
I’entita della risposta T e anticorpale dopo vaccinazione si influenzano a vicenda e in maniera

significativa (p<0,0001) (figura 20).

(p=0,493; p<0,0001)

10 20 30 40
IFN-y (IU/ml)

Anticorpi anti-S (log,o BAU/mI)

2-

Figura 20. Correlazione esistente tra le concentrazioni di [FN-y e di anticorpi anti-S in PLWH. La
crescita dell’una si accompagna all’incremento dell’altra secondo una relazione di interdipendenza

positiva (p= 0,493) che risulta statisticamente significativa (p<0,0001).

Analoghe considerazioni valgono per il gruppo di individui sani dove le concentrazioni di
[FN-y salgono in rapporto ad un aumento degli anticorpi circolanti anti-S; anche in questo
caso emerge una correlazione positiva (p= 0,401, figura 21) e si ¢ portati a concludere che
le due risposte cellulare e umorale al vaccino, anche nei Controlli dipendono in maniera

significativa I’una dall’altra (p<0,0000).
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Figura 21. Grafico a dispersione che esplora la relazione che intercorre tra le concentrazioni di IFN-
v e di anticorpi plasmatici anti-Spike nei Controlli. I risultati depongono a favore di una correlazione
positiva (p=0,401) secondo cui ’aumento di una variabile si associa in maniera significativa

all’incremento dell’altra (p<0,0006).

Da questa analisi si evince che le risposte cellulare e umorale sviluppate nei confronti del
vaccino anti-COVID-19 sono correlate in maniera crescente sia nel campione PLWH che
quello dei Controlli.

Per riassumere, le evidenze trovate mostrano che le risposte, sia in PLWH che nei sani, oltre
che essere quantitativamente comparabili, presentano una stretta associazione citochina-
anticorpi e un quasi identico decorso temporale, caratterizzato da un decremento nei livelli
di IFN-y e anticorpi anti-S.

Nel caso particolare del gruppo PLWH i risultati della regressione logistica univariata per
quanto riguarda I’effetto delle concentrazioni di IFN-y sulla produzione anticorpale mettono
in evidenza che la risposta T-mediata ¢ un fattore significativo (p=0,0430) nel prevedere i
livelli di anticorpi raggiunti: ad ogni incremento di 1,00 IU/ml di citochina aumenta la
probabilita di rilevare una concentrazione di anticorpi sopra alla mediana (907 BAU/ml,
soglia arbitraria per distinguere due esiti di risposta, scarsa (0) o robusta (1)) con un OR=1,10
(B=0,0921).

Analoghi risultati si ottengono considerando 1’effetto dei titoli anticorpali sull’entita della
risposta T-cellulare: la regressione logistica sottolinea che le concentrazioni di Ig anti-S ne

rappresentano un fattore predittivo significativo, poiché ogni aumento di 500 BAU/ml
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produce un aumento della probabilita di rilevare una marcata reazione cellulare (p=0,003;
B=5,34x10"*; OR=1,306).

Quanto emerso avvalora ulteriormente la correlazione che sembra regolare 1’intensita delle
risposte T e B-cellulare al peptide S del vaccino anti-COVID-19.

Modelli di regressione multivariata, che includono la citochina effettrice o le Ig anti-S
insieme al tempo dall’ultima dose, mostrano che queste variabili sono fattori predittivi
indipendenti di outcome, ovvero validi, se presi singolarmente.

I risultati completi della regressione multivariata vengono raccolti nella tabella 6.

Regressione logistica semplice e multipla

Variabili Anticorpi anti-S
OR CI (95%) p value
IFN-y (peptide S) [TU/ml] 1,10 (1,00; 1,20) 0,043*
Tempo da ultima dose (settimane) + 0,552 (0,385; 0,792) 0,001*
IFN-y (IU/ml) 1,06 (0,967; 1,17) 0,206
IFN-y (peptide S)
Anticorpi anti-S (BAU/ml) 1,31 (1,09;1,56) 0,003*
Tempo da ultima dose (settimane) + 0,809 (0,608;1,08) 0,148
Anticorpi anti-S (BAU/ml) 1,27 (1,05;1,52) 0,012*

Tabella 6. Risultati della regressione logistica uni- e multivariata per le concentrazioni interferone
rispetto ai livelli di anticorpi anti-S, considerate, in ordine, individualmente e insieme al tempo
dall’'ultima dose (PLWH). La citochina influenza in maniera significativa I’entita della risposta
umorale (p=0,0430) contribuendo ad aumentarne la probabilita di raggiungere concentrazioni
plasmatiche di anticorpi anti-S coerenti con una marcata attivazione cellulare (OR= 1,10); tuttavia,
il suo ruolo nel prevedere un possibile outcome ¢ piu debole (p=0,206), se considerato unitamente al
tempo, che mostra ancora una volta un’associazione significativa con un decremento nei livelli di

anticorpi al suo decorrere (p=0,001; OR=0,552).

Di seguito vengono riportate le matrici di correlazione (tabelle 7-8), che riassumono tutti 1

risultati ottenuti tramite 1 test statistici di correlazione e discussi finora.
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Matrice di correlazione (PLWH)

IFN-y (peptide S)

Anticorpi anti-S

Tempo da ultima

[1U/ml] (BAU/ml) dose (settimane)
IFN-y (peptide S) [IU/ml] 1,00 p=0.493; p<0.0001* | p=-0.222;
p=0.0205*
Anticorpi anti-S (BAU/ml) p=0.493; p<0.0001* 1,00 p=-0.319,
p=0.0006*

Tabella 7. Matrice di correlazione relativa al gruppo PLWH.

*risultato statisticamente significativo.

Matrice di correlazione (Controlli)

IFN-y (peptide S)

Anticorpi anti-S

Tempo da ultima

[IU/ml] (BAU/ml) dose (settimane)
IFN-y (peptide S) [IU/ml] 1,00 p=0,401 p=-0,460
p=0,0006* p<0,0001%*
Anticorpi anti-S (BAU/ml) p=0,401 1,00 p=-0,634
p=0,0006* p<0,0001*

Tabella 8. Matrice di correlazione relativa al gruppo dei Controlli.

*Risultato statisticamente significativo.

4.6 Associazioni tra marcatori di risposta immune specifica al vaccino anti-COVID-19
e variabili caratteristiche del gruppo HIV-positivo

La produzione di IFN-y stimolata dal peptide S mostra un andamento crescente in rapporto
all’aumentare della conta T CD4" recente, con livelli piu alti registrati nell’intervallo
compreso tra 500 e 1500 cellule/mm?: la risposta cellulare espressa dalle concentrazioni
della citochina effettrice ¢ tanto piu consistente quanto maggiore ¢ la conta dei linfociti T
CD4", esistendo tra le variabili una correlazione positiva (p=0,228) statisticamente
significativa (p=0,00163).

Nel caso della risposta umorale, invece, le concentrazioni anticorpali si distribuiscono in
maniera assolutamente indipendente rispetto alla conta T-cellulare (p=0,01; p=ns),
riflettendo una condizione immunitaria in cui la produzione di anticorpi specifici anti-Spike

non ¢ strettamente legata al numero assoluto di cellule CD4" circolanti (Figura 22).
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Figura 22. Grafico a dispersione che rappresenta le relazioni tra la conta T CD4™ ¢ le concentrazioni
di IFN-y e anticorpi anti-S. Si osserva una correlazione positiva (p=0,238), che risulta statisticamente
rilevante (p=0,0124), tra il numero assoluto di linfociti T CD4" per microlitro e la produzione
citochinica, mentre i livelli di anticorpi circolanti anti-S raggiunti non dipendono dalla suddetta conta
(p~0; p=ns). Le rette tratteggiate indicano la relazione (teorica) di dipendenza lineare (R°~0).

Nota: ns, non significativo.

Questo risultato mostra che il numero assoluto di linfociti CD4" circolanti influenza
esclusivamente la produzione di citochina effettrice senza interessare il processo di
secrezione anticorpale.

Analizzando gli anticorpi anti-Spike separatamente in due sottogruppi di PLWH, con
moderata (200-500 cellule/mm?) o assente (> 500 cellule/mm?) deplezione T-cellulare a
seconda della conta recente CD4", non viene riscontrata alcuna differenza significativa
nell’ampiezza della risposta umorale tra 1 due gruppi (Mann-Whitney, p=0,981),
confermando, cosi, che anche soggetti con lieve immunodeficienza vanno incontro ad una
produzione anticorpale del tutto comparabile al sottogruppo con conta CD4 " nel range dei
sani (figura 23). Peraltro, 1 dati indicano che la risposta umorale complessiva ¢ di dimensioni
paragonabili a quella degli individui controllo (paragrafo 4.3), infatti non c’¢ differenza
significativa tra 1 due sottogruppi ed il gruppo dei Controlli (Kruskal-Wallis con confronto
multiplo di Dunn, p > 0,05).

Per ci0 che concerne la risposta T vaccino-specifica, i livelli di interferone, conseguenti alla

stimolazione con peptide S di linfociti T dopo vaccinazione, correlano con la conta T CD4",
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che ¢ un indicatore di immunocompetenza: piu elevata ¢ la conta linfocitaria maggiore risulta
I’entita dell’attivazione di cellule CD4" S-specifiche.

Suddividendo il gruppo PLWH in due classi, in accordo con una conta CD4" compresa tra
200 e 500 e > 500 cellule/mm?, questa associazione viene ampiamente confermata, in quanto
la risposta citochinica ¢ significativamente piu bassa nel primo gruppo rispetto al secondo
(mediana 2,26 1U/ml, IQR [0,84-4,25] contro 3,70 IU/ml, IQR [1,75-7,10]; Mann-Whitney,
p=0,00560, figura 23) ma non si osserva una differenza significativa rispetto al gruppo di

controllo (Kruskal-Wallis con confronto multiplo di Dunn, p > 0,05).
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Figura 23. Box-plot che rappresentano le concentrazioni di anticorpi (a sinistra) e di IFN-y (a destra)
nei due sottogruppi di PLWH stratificati per conta CD4" attuale. Non si osserva una differenza
significativa (p=0,981) nella risposta umorale al vaccino mentre quella T-mediata ¢
significativamente inferiore (p=0,00560), in mediana, nel sottogruppo che presenta una conta tra 200

e 500 rispetto a quello con conta maggiore di 500 cellule/mm?.

Valutando la relazione esistente tra le concentrazioni di IFN-y, gli anticorpi anti-S e il nadir
della conta T-CD4", i risultati sono concordi con quelli relativi all’omonima conta assoluta
nel caso degli anticorpi, mentre differiscono per quanto riguarda ’interferone; infatti gli
anticorpi prodotti contro il peptide S non risultano correlati al nadir dei linfociti CD4" (p=-
0,0240; p=ns) e le concentrazioni rilevate non risultano significativamente differenti in
mediana: si calcola una differenza di 0,0689 logio [BAU/ml] tra i due sottogruppi (nadir
<200 e >200 cellule/mm?, rispettivamente) (Mann-Whitney, p=0,853).
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Emerge, invece, una correlazione positiva debole (p=0,162) non statisticamente rilevante
(p=0,0915) tra la secrezione di citochina effettrice ed il massimo decremento subito in corso
di infezione da HIV; inoltre, se 1 livelli di interferone vengono stratificati per nadir
maggiore/uguale o minore del valore 200 cellule/mm?, si rileva una differenza in mediana
pari a 1,04 IU/ml non statisticamente significativa (Mann-Whitney, p=0,170).

Le relazioni trovate sono illustrate nelle figure 24 e 25.
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Figura 24. Rappresentazione grafica della relazione emersa tra il nadir della conta cellulare T CD4*
e le concentrazioni di IFN-y e di anticorpi S-specifici. Si evidenzia una correlazione positiva debole
(p=0,162) non statisticamente significativa (p=0,0915) tra il minimo assoluto nella conta CD4" ¢ la
risposta cellulare misurata in base ai livelli di citochina effettrice. Non € neppure presente un nesso
di interdipendenza tra le concentrazioni anticorpali e la medesima variabile di laboratorio (p~0;
p=ns). L’ipotetica relazione di dipendenza lineare viene mostrata per mezzo delle rette tratteggiate
(R*~0).

Nota: ns, non significativo.
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Figura 25. Rappresentazione grafica delle differenze mediane nelle concentrazioni di anticorpi anti-
S suddivise e IFN-y in due gruppi in base ad un valore di nadir <200 e >200 cellule/mm?. Non vi
sono differenze significative da segnalare sia per la risposta T-mediata (p=0,170) che umorale

(p=0,853).

Esaminando il rapporto CD4'/CD8" rispetto all’entita della risposta specifica contro il
peptide S, si riscontra una debole correlazione positiva, non statisticamente significativa, sia
con 1 livelli di anticorpi anti-Spike (p=0,122; p=0,201) che con le concentrazioni di IFN-y
dopo stimolazione con peptide S (p=0,178; p=0,0636); quest’ultimo risultato, malgrado la
relazione tra livelli di citochina effettrice e la conta T CD4"-cellulare, & coerente con il fatto
che la media dei pazienti con diagnosi di HIV esaminati presenta un rapporto maggiore di 1
(mediana 0,923), espressione di un buon livello di immuno-ricostituzione.

Le relazioni emerse sono rappresentate in figura 26.
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Figura 26. Relazione tra rapporto CD4*/CD8* ed indicatori di risposta immune umorale e cellulo-
mediata al vaccino. I titoli di anticorpi anti-S e le concentrazioni di [FN-y non risultano correlati in
maniera statisticamente significativa al rapporto CD47/CD8" (p=0,122; p=0,201, p=0,178;
p=0,06369, rispettivamente).

In tabella 9 vengono sintetizzate le correlazioni tra risposta T- e B-cellulare S-specifica e

parametri di laboratorio legati allo status immuno-cellulare.

Matrice di correlazione (PLWH)

IFN-y (peptide S) [IU/ml]

Anticorpi anti-S (Log [BAU/ml])

Conta T CD4" recente (cellule mm?

p=0,238; p=0,0124*

p=0,0416; p=0,663

Nadir conta T CD4" (cellule mm?

p=0,162; p=0,0915

p=-0,024; p=0,804

Rapporto CD4*/CD8"

p=0,178; p=0,0636

p=0,122; p=0,201

Tabella 9. Risultati dell’analisi di correlazione tra variabili immuno-cellulari specifiche del gruppo

PLWH e risposta cellulo-mediata e umorale. La conta recente T CD4" correla con il rilascio di IFN-

v, che aumenta in corrispondenza di valori crescenti di linfociti CD4* in numero assoluto. Nessuna

relazione significativa emerge per le altre variabili testate.

* Risultato statisticamente significativo

I modelli di regressione logistica uni- e multivariata per la risposta cellulare post-

vaccinazione assumono sia la conta assoluta T CD4" che il rispettivo nadir come variabili

predittive di due esiti distinti (modello binario), in base alle concentrazioni di IFN-y

raggiunte rispetto ad una soglia arbitraria, fissata sulla mediana di gruppo (<2,99; >2,99
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[U/ml). La conta assoluta presenta un’associazione significativa (p=0,041) con le
concentrazioni di citochina effettrice, nel senso che ad un incremento di 100 cellule/mm?
corrisponde un aumento della probabilita di ottenere livelli di IFN-y superiori alla mediana
(odds ratio: 1,13). 1l risultato ¢ coerente con la differenza nella risposta T osservata tra due
sottogruppi PLWH con grado differente di immunodeficienza.

Si dimostra, cosi, come il numero assoluto di cellule CD4" circolanti non solo ¢ correlato
positivamente con 1’entita della produzione citochinica ma ne ¢ anche un importante fattore
predittivo.

Per contro, il nadir della conta CD4" si rivela inadeguato a predire 1’esito della risposta
cellulo-mediata, coerentemente con 1’assenza di una correlazione: ad un aumento di 100
cellule/mm? si associa una maggior probabilita che le concentrazioni di IFN-y siano al di
sopra della mediana (odds ratio: 1,19), tuttavia, il risultato non ¢ significativo (p=0,0950).
Infine, ¢ da notare che nessuna variabile immunofenotipica pud essere considerata valida
nella stima del livello di produzione anticorpale, in accordo con I’assenza di correlazioni
rilevanti e con 1 risultati di un modello di regressione logistica costruito secondo le stesse
modalita sopra esposte. Anche in questo caso la conta T CD4" recente, il nadir e il rapporto
CD4"/CDS8" non incidono significativamente sulla probabilita che la risposta umorale sia
superiore o inferiore alla mediana di gruppo.

Tutti 1 risultati vengono presentati nella Tabella 10.

Regressione logistica semplice

Variabili immunofenotipiche IFN-y (IU/ml)

OR CI (95%) p value
Conta attuale CD4" (cellule/mm?) 1,13 (1,01; 1,28) 0.041*
Nadir CD4" (cellule/mm?) 1,19 (0,971; 1,45) 0.095 !(ns)
Rapporto CD4*/CD8* 1,15 (0,841; 1,57) 0,382 (ns)

Anticorpi anti-S (BAU/ml)

OR CI (95%) p value
Conta attuale CD4" (cellule/mm?®) 1,00 (0,901; 1,12) 0,937 (ns)
Nadir CD4" (cellule/mm?) 0,932 (0,774; 1,12) 0,452 (ns)
Rapporto CD4*/CD8* 1,12 (0,853; 1,48) 0,406 (ns)
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Tabella 10. Risultati della regressione logistica semplice per la risposta cellulo-mediata e umorale al
vaccino in base alla conta T CD4" piu recente, il nadir e il rapporto CD4*/CD8*. Il modello ¢ binario
cio¢ si definiscono due esiti di risposta T/B (debole o marcata) a seconda che le concentrazioni di
IFN-y/Ig anti-S registrino valori sotto o sopra la mediana, rispettivamente (soglia fissata
arbitrariamente). L’OR (odds ratio) ¢ calcolato in relazione ad un incremento di 100 unita
(cellule/mm?) per la conta e il nadir e di 0,5 unita per il rapporto. La conta CD4" risulta essere un
fattore predittivo statisticamente significativo dell’ampiezza della risposta cellulare e, percio, utile
nel determinare la probabilita che si verifichi una risposta di una certa entita; tuttavia, non fornisce
alcuna indicazione circa la portata della produzione anticorpale. Il nadir e il rapporto CD4*/CD8*
non influenzano in maniera rilevante gli esiti della risposta immune specifica.

*Risultato statisticamente significativo.

'ns, non significativo.

Il primo fattore temporale per cui si indaga un’associazione con i livelli di risposta T CD4"-
mediata e quella umorale nei PLWH ¢ I’eta, di cui si valuta anche 1’influenza sulla variazione
delle conte linfocitarie.

Se le concentrazioni di IFN-y vengono messe in relazione all’eta dei pazienti cio che emerge
¢ una debolissima correlazione negativa, peraltro non significativa (p=-0,0175; p=0,856),
percio il fattore anagrafico non modifica ’entita di risposta specifica T dopo vaccinazione e
non ha alcun valore predittivo.

A conferma di questa evidenza anche I’effetto dell’eta sulla conta assoluta dei linfociti T
CD4" si dimostra nullo; infatti, si osserva una correlazione negativa trascurabile (p=-0,0852)
priva di rilevanza statistica (p=0,369).

I risultati, inseriti nel grafico della figura 27, evidenziano 1’assenza di una associazione tra
il fattore “eta”, il numero di linfociti T CD4" per microlitro e le concentrazioni di IFN-y,

misura quantitativa delle dimensioni della reazione T-mediata in risposta al peptide S.
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Figura 27. Relazione tra conta T CD4"-cellulare, concentrazioni di IFN-y ed eta dei PLWH. I grafici
a dispersione fanno osservare che il fattore anagrafico non presenta alcuna associazione significativa
tanto con la conta assoluta T CD4* quanto con i livelli di IFN-y circolante (p=ns in entrambi i casi).

Nota: ns, non significativo.

Suddividendo arbitrariamente per range di eta i pazienti con diagnosi pregressa di HIV e
confrontando la risposta cellulo-mediata S-specifica in ogni singola classe individuata (eta
25-50, 51-60, >60 anni) si ottiene un risultato in linea con i precedenti: le mediane delle
concentrazioni di IFN-y misurate nelle tre classi di eta indicate non differiscono in maniera
significativa (Kruskal-Wallis, p=0,532).

Osservando 1l grafico in figura 28, si evince la risposta cellulo-mediata, valutata in tre gruppi
di individui di tre fasce di eta diverse, ¢ tendenzialmente sovrapponibile, con la mediana
registrata nel range di eta superiore a 60 anni (3,91 IU/ml), lievemente piu alta rispetto a
quella della fascia 25-50 anni (3,30 [U/ml) e 51-60 (2,68 IU/ml). In piu si nota che, proprio
nella fascia con valore mediano piu basso (51-60 anni), il 25% dei pazienti raggiunge le piu

alte concentrazioni di citochina effettrice.
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Figura 28. Le tre classi di eta in cui vengono ripartiti arbitrariamente i PLWH al fine di valutare
eventuali differenze nella risposta effettrice T al vaccino in rapporto al fattore anagrafico. Non si
rilevano differenze significative intergruppo (p=0,532) e le classi di eta non incidono sull’entita della

risposta cellulare al peptide S.

L’eta non ha alcuna influenza rilevante neppure sulla produzione anticorpale anti-S come si
osserva dal grafico in figura 29, che illustra le concentrazioni di anticorpi in funzione del

A5

fattore “eta”.

o (p=0.0348; p=0,715)

Anticorpi anti-S (logio BAU/ml)
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Figura 29. Grafico a dispersione che mette in relazione I’eta dei PLWH con I’entita della risposta
umorale misurata mediante le concentrazioni di anticorpi anti-S. La distribuzione dei valori non
mostra alcuna associazione con I’eta (p~0; p=0,715).

Nota: ns, non significativo.
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La suddivisione per classi di eta restituisce un risultato analogo, presentato in figura 30,
rafforzando 1’evidenza di non correlazione tra anticorpi S-specifici ed eta: le concentrazioni
mediane di anticorpi anti-S sono pressoché equivalenti, con la fascia di eta 51-60 anni che
fa osservare un valore di 2,97 logio [BAU/ml] contro i 3,02 di quella compresa tra 25-50 e i
2,94 logio [BAU/mI] del range maggiore di 60 anni, rispettivamente. [.’andamento in
mediana della risposta umorale risulta, percio, sovrapponibile indipendentemente dalle

classi di assegnazione basate sull’eta (Kruskal-Wallis, p=0,839).
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Figura 30. Rappresentazione della suddivisione della risposta umorale per classi di eta. Il grafico
evidenzia una quasi equivalenza nei valori mediani delle concentrazioni anticorpali in tre gruppi di

fascia d’eta diversa, dimostrando che non ¢’¢ differenza significativa tra i risultati ottenuti (p=0,839).

Il secondo fattore temporale, di cui si studia il possibile legame con 1’esito della risposta
cellulare e anticorpale anti-S, ¢ il tempo trascorso dalla diagnosi di infezione da HIV fino al
momento dell’arruolamento (o della vaccinazione).

I risultati ottenuti dallo studio di correlazione fanno osservare che 1’andamento sia delle
concentrazioni di IFN-y che di quelle di anticorpi anti-Spike non ¢ associato alla data di
diagnosi di infezione virale.

I grafici a dispersione presentati in figura 31 illustrano questi risultati.
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Figura 31. Vengono mostrati i grafici a dispersione che esplorano la relazione tra il tempo dalla
diagnosi di infezione da HIV e le risposte immunitarie specifiche post-vaccinazione. Non si
evidenzia alcuna associazione significativa sia con le concentrazioni di anticorpi anti-S che con i

livelli di IFN-y (p~0, p=ns).

I risultati concordano nel dimostrare che né I’eta dei PLWH né la durata di malattia mostrano
relazioni con la risposta immune specifica nei confronti del peptide S del vaccino anti-
COVID-19.

Se le variabili temporali vengono utilizzate come fattori predittivi in un modello di
regressione logistica multivariata per stimare la probabilita che ad una certa eta e dopo un
determinato tempo dalla diagnosi di malattia corrisponda una reazione immune specifica al
vaccino debole (0) o buona (1), si ricavano risultati in accordo con quanto gia trovato: le
variabili scelte non hanno un effetto significativo (p=ns in entrambi 1 casi) nella previsione
di un certo outcome di risposta, pit 0 meno consistente a seconda che i livelli di IFN-y e
anticorpali siano maggiori/uguali o minori alla mediana della distribuzione, rispettivamente.
La tabella 11 riporta I’odds ratio (riferito ad un incremento per decade) con il rispettivo
intervallo di confidenza e il p value per ogni variabile inclusa nell’analisi di regressione

logistica semplice.

71



Regressione logistica semplice

IFN-y

Anticorpi anti-S

Variabili temporali OR

CI (95%) p value

OR CI (95%) p value

Eta (anni) 0.854

Tempo da diagnosi  1.02

(anni)

(0,5513; 1,3235)  0.481 '(ns)
(0,6851; 1,5179)  0.923 (ns)

0,7801 (0,5013; 1,2139) 0,271 (ns)
1,1235 (0,7519; 1,6787) 0,570 (ns)

Tabella 11. Regressione logistica semplice applicata alla risposta cellulare e umorale per stimarne

I’andamento in funzione dell’eta e del tempo trascorso dalla diagnosi di infezione da HIV. Il modello

¢ binario, ossia considera due esiti di risposta, debole o robusta, a seconda che i livelli di citochina e

le concentrazioni anticorpali siano al di sotto o al di sopra del valore mediano, rispettivamente. I

risultati sintetizzati in tabella mostrano 1’inadeguatezza delle variabili temporali nel fornire un

modello predittivo di outcome statisticamente valido.

'ns, non significativo.

72



5. DISCUSSIONE

I1 presente studio a campionamento trasversale si € proposto di valutare I’entita della risposta
immune specifica (cellulare e umorale) innescata da due dosi di vaccino anti-COVID-19,
con schema principalmente a mRNA, in pazienti con infezione pregressa da HIV COVID-
19-naive; quasi tutti i partecipanti HIV sono ben controllati tramite terapia antiretrovirale
combinata (cART), con stabile soppressione della carica virale plasmatica e conta T CD4"
in fase di recupero o apprezzabilmente ricostituita, eccetto quattro.

Il campione di PLWH indagato esclude quella quota di pazienti con infezione da HIV non
controllata (carica virale non soppressa, bassa conta T CD4") dove uno stato di severa
immunodeficienza pud compromettere lo sviluppo di una robusta reazione specifica al

peptide S del vaccinol’¢H80]

0, comunque, non permette di escludere che si generi una
risposta debole, come accade nel caso di vaccini specifici per altri patogeni B84 dunque,
i risultati che vengono discussi sono validi solo per quello spettro di pazienti con conta
superiore a 200 cellule/mm?>.

Inoltre, non si sta valutando 1’efficacia bensi le dimensioni della risposta, indirettamente, in
funzione delle concentrazioni di una citochina effettrice (IFN-y), prodotta dai linfociti T
attivati, e del titolo di anticorpi plasmatici che indica I’avvenuta stimolazione delle cellule
B. Percio, i risultati non descrivono 1’efficacia in termini protezione offerta dal vaccino nei
confronti dell’infezione ma sono, piuttosto, orientati alla comprensione della capacita del
vaccino stesso di indurre una risposta consistente in un gruppo di individui con un
determinato stato immuno-cellulare.

Cido premesso, i risultati ottenuti consentono di ipotizzare che un individuo HIV-
sieropositivo con infezione ben controllata dalla terapia antiretrovirale possa risultare
efficacemente protetto nei confronti di SARS-CoV-2 grazie alla vaccinazione con schema a
mRNA, in analogia con i dati emersi dagli studi di efficacia di Comirnaty e Spikevax in
partecipanti volontari sani P45,

Sono necessari ulteriori studi di confronto tra soggetti HIV-infetti e sani per stabilire se
I’efficacia del vaccino differisca in base alle caratteristiche dei riceventi, soprattutto in quella

classe di PLWH a maggior rischio di malattia grave da SARS-CoV-2 e di esito fatale, che

piu di tutti beneficerebbe della vaccinazione.
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La coorte indagata, composta da 114 PLWH adulti e comparata con un gruppo di 72 controlli
sani di simile eta, mostra una risposta T-mediata e anticorpale, diretta contro il peptide S del
vaccino, di ampiezza del tutto equivalente a quella osservata nel gruppo di controllo.

Cio dimostra che la stimolazione dei linfociti T e B con peptide S nei PLWH produce una
reazione specifica apprezzabile dove ’infezione da HIV non sembra influenzare la capacita
del sistema immunitario di reagire ad un antigene esterno rispetto agli individui sani.
Degno di nota il fatto che SARS-CoV-2 rappresenta un germe “nuovo”; cio lascerebbe
ipotizzare che la ricostituzione immunologica indotta dalla terapia antiretrovirale non solo
sia in grado di ripristinare risposte “sopite” contro germi gia precedentemente incontrati dal
paziente con infezione da HIV (ad esempio i patogeni opportunisti), ma che possa anche
conferire la capacita di rispondere ad antigeni contro i quali non ¢’¢ mai stato alcun priming
precedente.

In merito alla risposta umorale, ¢ opportuno precisare che la mancata esecuzione della
misurazione dell’attivita neutralizzante anticorpale costituisce un limite di questo lavoro,
impedendo di correlare il dato quantitativo (entita della produzione di anticorpi) con quello
funzionale o qualitativo (la loro capacita bloccante nei confronti della proteina S).

Ad ogni modo, diversi studi confermano che gli individui HIV-sieropositivi sotto controllo
virologico mettono in atto una risposta umorale post-vaccinazione simile a quella dei
soggetti sani 33M8] con una correlazione tra il titolo di Ig anti-RBD e I’attivita anticorpale
neutralizzante, che cresce tra una dose e ’altra 83871,

Vi sono, d’altro canto, evidenze di una risposta anticorpale risposta anticorpale di ampiezza

significativamente ridotta nei soggetti con infezione da HIV rispetto ai controlli [77H87}-%0]

Levy I et al. notano una risposta piu debole in questi pazienti rispetto ad un gruppo di
controllo sano dopo doppia dose di Comirnaty, ma occorre considerare che le rilevazioni
sono state effettuate, rispettivamente, dopo una finestra temporale mediana di 18 giorni nel
primo gruppo e di 26 nel secondo; avendo ottenuto risposte di grandezza sovrapponibile a
partire dai 28 giorni dopo 1’ultima vaccinazione, sia nel nostro studio che in altri #3361 ¢
presumibile che la differenza riscontrata sia attribuibile ad una precoce misurazione dei titoli
anticorpali anti-S nel PLWH quando, verosimilmente, non era ancora stato raggiunto il picco
massimo.

E verosimile ipotizzare che una eventuale riduzione nella risposta immune al vaccino sia

connessa con fattori sociodemografici e clinici, quali etd, sesso, comorbidita, non
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completamente sovrapponibili tra i partecipanti PLWH e controlli: infatti, dopo un’analisi
corretta per etd e sesso Heftdal LD et al. ®°! dimostrano, a distanza di due mesi dalla
vaccinazione, la scomparsa di una significativa differenza nei livelli di anticorpi tra i due
gruppi.

Comunque, nonostante una produzione di anticorpi Spike-specifici piu ridotta nel gruppo
HIV, la capacita neutralizzante raggiunta ¢ risultata pari a quella misurata nei soggetti sani,
presentando, peraltro, una correlazione con i titoli anticorpali U7HEMB7HB: qyesto potrebbe
indicare che il vaccino induce una risposta umorale quantitativamente piu debole, ma
ugualmente valida da un punto di vista funzionale, in PLWH rispetto agli individui non
infetti.

In sintesi, nel presente studio, i risultati relativi alla produzione anticorpale indotta da
vaccino a mRNA nei soggetti con infezione da HIV ben controllata sono perfettamente in
linea con le evidenze emergenti in letteratura, che indicano un’ottima risposta umorale a
diverse strategie di vaccino, ampiamente equiparabile a quella generata dagli individui HIV-
sieronegativi [78180MBSLIB6LO2L93]

Tuttavia, non ¢ ancora completamente chiarito I’effetto della vaccinazione sulla produzione
anticorpale nei pazienti HIV con fallimento virologico e/o severo stato di immunodeficienza,
connotato da una conta T CD4" inferiore a 200 cellule/mm?; per ora un numero esiguo di
studi incentrati sulla valutazione della risposta umorale in questo sottogruppo specifico di
pazienti ha evidenziato una scarsa risposta umorale rispetto agli individui sani, con titoli di
Ig anti-Spike e relativa attivita neutralizzante nettamente piu ridotti, dopo prima o seconda
dose di diversi vaccini 77180,

Inoltre, elevati livelli di replicazione virale e una bassa conta T CD4" (< 70 cellule/mm?),
sembrano essere associati ad una totale assenza di sviluppo di anticorpi anti-S e a mancanza
di attivita neutralizzante, dopo doppia dose di vaccino ["%,

Nel presente studio abbiamo dimostrato che la vaccinazione anti-SARS-CoV-2, in
particolare con schema a mRNA, ¢ in grado di indurre, in PLWH, una risposta T-mediata di
entita simile a quella osservata in soggetti sani, in maniera analoga a quanto osservato per la
risposta umorale, suggerendo il possibile sviluppo di una risposta coordinata Spike-specifica
efficace e protettiva.

In letteratura, nonostante i dati disponibili circa la caratterizzazione della risposta T-cellulare

alla vaccinazione in PLWH siano limitati, vi sono prove che dimostrano la capacita di
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indurre una consistente attivazione dell’immunita effettrice S-specifica, sia cellulare che
umorale, di ampiezza non diversa rispetto ad un sano COVID-19-naive, dopo un ciclo di

vaccinazione standard a mRNA 794861

L’immunita adattativa viene stimolata anche da altri tipi di vaccino: Frater J. et al. 2,
indagando la risposta cellulare evocata dopo due dosi di ChAdOx1 nCoV-19 in due gruppi
di pazienti, con e senza infezione da HIV, osservano un notevole incremento rispetto ai valori
baseline di IFN-y e una marcata attivita proliferativa T-linfocitaria (CD4" ¢ CD8"), senza
differenze significative fra i due gruppi; Feng et al.”*! mostrano che un vaccino inattivato &
in grado di scatenare una marcata risposta da parte di linfociti T CD4" ¢ CD8" Spike-
specifici, di entita simile tra PLWH e sani.

In entrambi 1 casi I’attivazione delle cellule T ¢ accompagnata da una simultanea risposta
anticorpale di dimensioni comparabili tra le due categorie, provando indiscutibilmente il
coinvolgimento di diversi meccanismi protettivi nei confronti di COVID-19; analogamente,
in un gruppo di PLWH in fase di ricostituzione immunitaria (o ben ricostituito) ¢ stata
rilevata una risposta specifica contro 1I’infezione naturale da SARS-CoV-2 di entita analoga
a quella indotta negli individui sieronegativi per HIV 331 confermando ancora una volta
I’attivazione sinergica degli stessi bracci effettori anche in un contesto totalmente differente.
Alla luce di ci0, sembra chiaro che I’infezione cronica da HIV in condizioni di soppressione
viremica non pregiudica ’attivazione dell’immunita adattativa dopo vaccinazione anti-
SARS-CoV-2, che avviene, anzi, secondo le medesime dinamiche descritte durante
I’infezione naturale, nei sani convalescenti o COVID-19-naive vaccinati con doppia dose;
quindi ¢ ragionevole presumere che, anche nel gruppo PLWH, il vaccino possa stimolare
efficacemente la comparsa parallela di linfociti T e B virus-specifici, verosimilmente capaci
di generare una risposta multifunzionale e integrata, potenzialmente protettiva nei confronti
di COVID-19 [B8MEOLOILESIET] - honendo le basi per lo sviluppo di una memoria
immunologica long-lasting, candidata a fornire una copertura prolungata a distanza di tempo
dalla vaccinazione.

Probabilmente la cART gioca un ruolo essenziale nel consentire una risposta adeguata alla
vaccinazione anti-COVID-19 attraverso un progressivo recupero da uno stato di
immunodeficienza: controllando la replicazione virale ed eliminando, in parte, le alterazioni
a carico, primariamente, dei linfociti T CD4", si restituisce al sistema immunitario una

popolazione fondamentale per la coordinazione delle risposte antigene-specifiche. Il
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ripristino da una condizione di disfunzione immunitaria si riflette non solo in una piu forte
ed efficace attivazione dei linfociti T da parte del peptide S ma anche in una migliore
funzione T-Aelper nei confronti di linfociti B Spike-specifici, guidando in questo modo una
consistente reazione anticorpale al vaccino anti-COVID-19.

Dalla nostra osservazione trasversale la risposta specifica al vaccino risulta spiccata nel
primo mese successivo all’ultima dose di vaccino ma decresce in maniera continua nel tempo
sia nei pazienti con HIV che nei partecipanti sani; ¢ da notare che, mentre il declino dei
livelli di IFN-y ¢ graduale, i titoli di anticorpi anti-S diminuiscono piu rapidamente nel
tempo.

Una simile evoluzione temporale ¢ stata descritta in uno studio spagnolo svolto su volontari
sani vaccinati, precedentemente esposti o non esposti a SARS-CoV-2 81 dove le risposte
cellulo-mediata ed umorale iniziano una discesa dopo il primo mese, e la durata della risposta
effettrice specifica tenderebbe ad esaurirsi nel giro di mesi, pur rimanendo, comunque,
apprezzabile fino a 2-3 mesi post-vaccinazione.

Questi dati, tuttavia, non forniscono alcuna informazione sul correlato di protezione
dall’infezione oltre il suddetto periodo; in altre parole, non si ¢ in grado di stabilire, solo in
base alla riduzione progressiva dell’attivita immunitaria nei primi mesi dalla seconda dose
di vaccino, il livello di copertura residua vaccino-indotta nei confronti dell’infezione da
SARS-CoV-2. Oltretutto ¢ da sottolineare il ruolo della memoria immunologica T- e B-
mediata anti-Spike, stimolata precocemente dopo la prima dose di vaccino e notevolmente

8L § linfociti T CD8" precursori di memoria

potenziata a seguito della seconda P>
Spike-specifici, che formano rapidamente una popolazione stabile, insieme ad un forte
incremento nella frequenza di cellule B di memoria IgG+ anti-S, potrebbero rappresentare il
presupposto per mantenimento di una risposta cellulare prolungata anche a distanza della
vaccinazione. Al riguardo, il gruppo di Vergori A. et al. ha recentemente fornito un dato
preliminare, riportando un aumento significativo della risposta anticorpale dopo la terza dose
di vaccino a mRNA (booster) in PLWH che hanno completato il ciclo di vaccinazione
primaria, senza notare differenze tra sottogruppi in base alla conta T CD4"; percio, &
ipotizzabile che la dose aggiuntiva (eventualmente una quarta dose) possa contribuire ad

evocare/potenziare una risposta immune anti-SARS-CoV-2 anche in (una parte dei) soggetti

immunologicamente pitl compromessi 2. Questo stesso concetto & stato, peraltro,
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evidenziato di recente anche in altri gruppi di pazienti affetti da immunodeficienza e/o da
patologie oncologiche ed onco-ematologiche 19311051,

Un trial clinico randomizzato che comprendeva vaccinati con doppia dose di Comirnaty ne
ha messo in evidenza una riduzione dell’efficacia dal 95% al 91,3% dopo 6 mesi,
ribadendone, comunque, il potenziale protettivo nei confronti di COVID-19, anche a
distanza di tempo dal completamento della vaccinazione primaria [**). Analoghi risultati sono
stati ottenuti per Spikevax e mostrano che, nonostante il declino nel titolo di anticorpi leganti
RBD e neutralizzanti, il vaccino a mRNA ha la capacita di suscitare una risposta immunitaria
potenzialmente duratura 4,

I dati ricavati dimostrano un importante ruolo predittivo del tempo post-vaccinazione per
quanto concerne lo sviluppo e la persistenza della risposta specifica, a una certa distanza
temporale dal completamento della vaccinazione standard: ogni due settimane trascorse
dall’ultima dose, la risposta cellulo-mediata e umorale tendono ad attenuarsi costantemente,
raggiungendo livelli al di sotto della mediana di gruppo, coerentemente con la correlazione
negativa precedentemente discussa. Tuttavia, un valore sotto-mediano non ¢ indicativo di
risposta assente bensi di un verosimile depotenziamento, in termini di attivita T e B-cellulare,
che non implica necessariamente una riduzione della protezione vaccino-indotta.
Analizzando il legame tra i due bracci effettori dell’immunita specifica coinvolti nella
risposta al vaccino anti-COVID-19 nel gruppo PLWH, risulta una forte associazione,
confermata anche da Antinori et. al "), tra la produzione di IFN-y ed i titoli di anticorpi
leganti la proteina S, simile a quella identificata nei partecipanti sani, indicando una possibile
cooperazione pienamente funzionale tra cellule T e B nella risposta vaccino-specifica.
Infatti, nel gruppo non esposto ad HIV ¢ stato evidenziato che la prima dose di vaccino evoca
un’intensa reazione cellulare, guidata prevalentemente da linfociti T CD4" Tui e Tru Ag-
specifici, dove la frequenza di cellule Try attivate correla positivamente con lo sviluppo di
una pill potente attivita neutralizzante anticorpale dopo seconda dose di vaccino [/,

In sintesi, la correlazione positiva tra 1’attivazione T-cellulare e il titolo di anticorpi anti-
Spike riflette verosimilmente un buon funzionamento dei processi che hanno luogo
all’interno dei centri germinativi e sottolinea I’importanza di un’efficace stimolazione dei
linfociti T CD4" follicolari Ag-specifici, da cui dipende strettamente lo sviluppo di una

risposta umorale ottimale; ¢ da notare, a tal riguardo, che la conta delle cellule T CD4"

periferiche non ha alcun effetto rilevante sulla produzione anticorpale, avvalorando il
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concetto che I’entita dell’attivazione delle suddette cellule e le loro caratteristiche funzionali,
piuttosto che la mera conta numerica circolante, esplicano un ruolo decisivo nei confronti
delle cellule B Spike-specifiche.

Come nei soggetti sani sottoposti a due dosi di vaccino P8H6! anche nei pazienti HIV® si
rileva una risposta T-mediata polifunzionale anti-S, dove le concentrazioni di IFN-y
correlano non solo con quelle di IL-2, segno di un’attivazione ben coordinata del subset T,
ma anche con i titoli di anticorpi anti-RBD, a dimostrazione dell’effettiva interazione tra
diverse cellule effettrici per produrre una risposta adattativa organizzata "1,

Da tale somiglianza tra PLWH e sani, sebbene la nostra valutazione dell’attivazione T-
cellulare si limiti solo ai linfociti IFN-y", si puo dedurre il ruolo chiave di queste cellule nel
guidare la risposta umorale S-specifica, indipendentemente dall’infezione cronica da HIV.
Dunque, 1 risultati presentati suggeriscono che la vaccinazione standard anti-SARS-CoV-2
induce una risposta effettrice S-specifica, cellulare e umorale, adeguatamente orchestrata, da
ritenersi ragionevolmente un presupposto fondamentale per lo sviluppo di una protezione
efficace contro SARS-CoV-2, analogamente a quanto suggerito dai dati provenienti dalla
risposta immune specifica a COVID-19 in soggetti non vaccinati, HIV-sieronegativi 8211,
I dati a nostra disposizione sono in grado di rispondere al quesito sollevato da Lombardi A.
et al., che, partendo dall’osservazione di una robusta reazione anticorpale in una coorte di
pazienti HIV* con buono status immunologico (conta al di sopra delle 200 cellule/mm? ¢ alto
rapporto CD4"/CD8") hanno ipotizzato la possibilita di ottenere una risposta cellulo-mediata
altrettanto consistente dopo vaccinazione, interrogandosi anche sull’esistenza di una
relazione reciproca tra i due bracci effettori dell’immunita adattativa. Un tale interrogativo
trova giustificazione nel riscontro negativo di una correlazione tra risposta T-cellulare
complessiva o Spike-specifica e il titolo di anticorpi IgG anti-S1 o la capacita neutralizzante,
rispettivamente, in PLWH esposti a SARS-CoV-2, contrariamente a quanto rilevato nei
corrispettivi sani, dopo guarigione da COVID-19 53],

Per concludere, in base alle osservazioni discusse finora, i pazienti con infezione da HIV
sono capaci di montare una risposta effettrice S-specifica, cellulo-mediata ¢ umorale, di
entita comparabile rispetto ai soggetti sani e correlate I’'una con 1’altra, dopo vaccinazione
primaria. Ne consegue un aspetto di estrema rilevanza: che il vaccino, in PLWH con conte

di T CD4" superiori a 200 cellule/mm?, induce una risposta coordinata tra i due principali

effettori dell’immunita specifica, la quale potrebbe essere un presupposto essenziale per
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I’innalzamento di una barriera immunologica efficace contro SARS-CoV-2 [PM2! Tale
caratteristica non sembra, peraltro, essere presente dopo il contatto diretto con il virus stesso
[531

Da un punto di vista generale, poiché i livelli di anticorpi plasmatici anti-Spike sembrano
riflettere il grado di attivazione T CD4-cellulare, e viceversa, tanto le concentrazioni di IFN-
v quanto quelle anticorpali avrebbero una pari importanza nel suggerire I’avvenuta risposta
specifica al vaccino e la presenza di una potenziale protezione nei confronti dell’infezione
da SARS-CoV-2.

E verosimile, quindi, supporre che un’energica reazione dei linfociti T produca una risposta
anticorpale altrettanto forte, come una scarsa produzione di anticorpi sia associata ad una
debole attivazione delle stesse cellule T; d’altra parte, i risultati della regressione logistica
sottolineano il ruolo predittivo di entrambi 1 parametri di risposta specifica, I’uno rispetto
all’altro, nel senso che per ogni incremento dell’attivazione dei linfociti T € piu probabile
che venga prodotta una reazione anticorpale di entita significativa e viceversa.

Tuttavia, pur conoscendo 1I’andamento della risposta specifica al peptide S, che tende a
indebolirsi nel tempo, e la relazione che lega le due risposte, non ¢ chiaro se la permanenza
di una valida risposta sia influenzata dai livelli raggiunti subito dopo la vaccinazione.

In particolare, resta da capire se nei pazienti che producono una robusta risposta al vaccino
fin dall’inizio, essa sia destinata a perdurare maggiormente nel tempo e se, al contrario, in
quelli che danno luogo ad una reazione di debole entita essa si riveli anche meno persistente.
Finora ¢ noto che piu tempo passa piu la risposta tende ad attenuarsi dal punto di vista
quantitativo, ma sapere se le concentrazioni di partenza (immediatamente dopo
completamento della vaccinazione standard) di IFN-y e di anticorpi anti-S condizionino la
rapidita con cui si verifica il decremento, resta un quesito irrisolto; studi longitudinali che
misurino la persistenza della risposta specifica a differenti intervalli di tempo post-
vaccinazione, mettendola in relazione al massimo livello raggiunto al termine del ciclo
vaccinale, potrebbero contribuire a chiarire questo aspetto.

L’assenza di correlazione tra concentrazioni di Ig anti-S e la conta T CD4-cellulare
suggerisce che questo parametro non ha un impatto significativo sull’esito della risposta
umorale alla vaccinazione contro SARS-CoV-2 in PLWH con viremia soppressa, come

85],[87]-[90],[92]

suggerito da altri studi ! ; percio, sarebbe lecito supporre che una conta
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moderatamente ridotta non precluda il raggiungimento di una risposta umorale consistente,
purché vi sia un’adeguata stimolazione dei linfociti T CD4" indotta dal peptide S.

In effetti, nel presente studio la risposta anticorpale appare strettamente connessa con i livelli
di IFN-y a suggerire che ¢ la capacita di attivazione T-linfocitaria a svolgere un ruolo
determinante nell’innesco di una marcata reazione anticorpale, piuttosto che il numero
assoluto di cellule, in quanto la produzione di Ig Spike-specifiche dipende dall’efficacia del
contatto tra linfociti Try effettori e linfociti B.

Al contrario, il numero assoluto di linfociti T CD4" influenza ’entita della risposta T nella
nostra coorte. In accordo con le precedenti osservazioni, la stratificazione dei soggetti in
base alla conta T CD4-cellulare, evidenzia una significativa differenza tra i livelli di [IFN-y
nelle due categorie con immunodeficienza lieve o assente, a fronte, perd, di un titolo
anticorpale S-specifico che appare simile nei due gruppi.

2] dimostrano che pazienti HIV" vaccinati con doppia

Degno di nota il fatto che Frater et al.
dose di ChAdOx1 nCoV-19 (Vaxzevria) e buono status immunologico (conta T CD4+ > 350
cellule/mm?) montano una reazione anticorpale al vaccino di dimensioni paragonabili al
gruppo HIV™ ¢ non correlata alla conta T CD4" al momento dell’arruolamento.

In sostanziale accordo anche il dato di Lombardi A. et al.’® che rilevano che i titoli di
anticorpi IgG anti-RBD della proteina S di SARS-CoV-2, stratificati in base alla conta T
CD4+ (<350 cellule/mm?, 350-500 cellule/mm?®, >500 cellule/mm?) al momento della
vaccinazione, non risultano differenti tra PLWH e sani, dimostrando che il numero assoluto
di linfociti CD4" circolanti non influenza la risposta umorale evocata dal vaccino, in pazienti
HIV" stabili, aviremici € immunoricostituiti grazie alla cART.

Diversamente dai nostri riscontri, Antinori et al" individuano una risposta umorale
comparabile, per entita e capacita neutralizzante, tra PLWH con immunodeficienza minore
(MID, conta CD4" [200-500 cellule/mm?] e assente (NID, conta CD4" [>500 cellule/mm?],
ma significativamente diversa rispetto ai controlli sani; inoltre, una condizione di MID ¢
risultata associata solamente ad una diminuzione dei titoli anti-RBD.

Tuttavia, il dato pit importante ricavato da questo studio riguarda i soggetti HIV" con
immunodeficienza severa (SID, conta CD4" < 200 cellule/mm?), dove la risposta umorale
appare notevolmente ridotta in confronto ai corrispettivi in fase di recupero immunologico
e ai sani; questo suggerisce che la conta T CD4" al tempo della vaccinazione € un parametro

che verosimilmente incide sull’immunogenicita del vaccino, per lo piu in soggetti con
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immunodeficienza grave (SID), coerentemente con 1 risultati di altri studi che hanno incluso
PLWH con una bassa conta T CD4" [77M80],

La risposta cellulo-mediata nel nostro campione con infezione da HIV ¢ significativamente
diversa tra i sottogruppi con immunodeficienza minore (MID) e assente (NID), ma si
dimostra di entita comparabile a quella evocata dal vaccino in un gruppo di soggetti sani,
indicando che il miglioramento della funzione delle cellule T grazie alla cART ovvero il
grado di ricostituzione probabilmente prevalgono sulla conta assoluta T CD4" nel
condizionare I’entita della risposta cellulo-mediata alla vaccinazione.

Nello studio di Antinori et al."'si segnala che la risposta cellulare ¢ simile tra MID e NID,
mentre risulta significativamente ridotta in MID rispetto ad un gruppo sano; come per le Ig
anti-S, una conta inferiore a 200 cellule/mm? ¢& ritenuta un fattore predittivo indipendente di
una debole risposta T-mediata al vaccino.

Nel complesso, le evidenze scientifiche finora disponibili mostrano, dunque, che un ciclo di
vaccinazione primario anti-COVID-19 in PLWH che ricevono cART induce una risposta
effettrice umorale e cellulo-mediata la cui entita dipende, in una certa misura, dal grado di
immunodeficienza, espresso mediante la conta assoluta dei linfociti T CD4": la severa
immunosoppressione (conta < 200 cellule/mm?®) comporta una riduzione notevole dei titoli
di Ig anti-RBD, della capacita di neutralizzazione, e dell’attivazione delle cellule T [77M79H801
fino alla completa assenza in caso di infezione da HIV non controllata [®); invece, I’assenza
di immunodeficienza, con ottimo ripristino della conta (> 500 cellule/mm?), promuove una

risposta di ampiezza spesso paragonabile a quella rilevata nei sani HIV-sieronegativi
[79],[851,[92]

Infine, la lieve immuno-compromissione (conta compresa tra 200 e 500 cellule/mm?®) sembra

[POLSL " rispetto al controllo sano o all’individuo

associarsi ad una risposta eterogenea
HIV" non immunodeficiente, rispecchiando probabilmente differenze interindividuali
relative al grado di recupero immunologico in atto e/o all’efficacia del trattamento.

Nella coorte di PLWH oggetto del presente studio, la reazione anticorpale e cellulare alla
vaccinazione ¢ indipendente dal nadir della conta assoluta T CD4"; percio, il livello di
compromissione immunologica raggiunto in corso di malattia non sembra alterare la capacita
del sistema immunitario di attivarsi nei confronti di SARS-CoV-2. In altre parole, anche chi

ha subito nel corso della malattia la piu severa deplezione di cellule T CD4 " circolanti ¢ in

grado di rispondere in maniera efficace ad un antigene nuovo, purché abbia ottenuto una

82



adeguata immuno-ricostituzione. Attualmente 1 riscontri riguardanti la risposta anticorpale
in relazione al nadir dei linfociti T CD4" sono in linea con i nostri dati [83-87HELO0LI100]
L’importanza del livello di immuno-ricostituzione raggiunto dopo trattamento
antiretrovirale combinato emerge gia a partire dalla caratterizzazione della risposta umorale
e cellulare in PLWH durante infezione da SARS-CoV-2, dove la risposta T complessiva
correla positivamente con il pool di cellule CD4 " naive, il rapporto CD47/CD8" ¢ la severita
di malattia; da questo risultato si apprende immediatamente che il ripristino dei difetti
quantitativi e funzionali delle cellule T ¢ essenziale per allestire una risposta piu efficace
contro SARS-CoV-2 %3],

La risposta vaccino-specifica nei partecipanti HIV" in questo studio non correla con il
rapporto CD4"/CD8", probabilmente perché gran parte dei pazienti si presenta con un
rapporto mediano circa pari ad 1, a sua volta segno di una buona immuno-ricostituzione.

E stato riportato che un incremento di 0,5 di tale rapporto ¢ predittivo di risposta umorale e
T-mediata piu forte in una coorte di PLWH con deficit T CD4" severo (conta < 200

"1 Inoltre, diversi studi effettuati su partecipanti HIV' in buon recupero

cellule/mm?) |
immunologico (conta media o mediana >500 cellule/mm?®) non rilevano differenze
significative nelle concentrazioni di anticorpi S-specifici circolanti in base al rapporto
CD4"/CDg* [B3L89],

I modelli di regressione logistica (non corretti per caratteristiche sociodemografiche e
condizioni cliniche) per la risposta immune specifica al vaccino concordano con quanto
osservato fino ad ora: né la conta assoluta T CD4" né il relativo nadir sono in grado di predire
i titoli di anticorpi anti-S prodotti, mentre ogni incremento di 100 cellule/mm? si associa ad
una risposta interferone y-mediata piu pronunciata.

Pertanto, i piu bassi valori della conta T CD4" non influenzano D’entita della risposta
specifica vaccino-indotta, in quanto la capacita di reagire ad uno stimolo esogeno nuovo
dipende dal grado di recupero conseguito dal sistema immunitario dopo inizio della cART.

L’eta non sembra avere un ruolo determinante nel modificare 1’entita della reazione sia
cellulare che umorale al vaccino anti-COVID-19 poiché anche in sottogruppi di eta diverse
si osservano risposte simili dal punto di vista quantitativo: quindi, tale fattore non si rivela
utile nella stima di quanto I’immunita specifica sia in grado di rispondere all’antigene S di

SARS-CoV-2, come suggerito anche da altri lavori svolti su PLWH [85:92100],
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Questo risultato potrebbe essere spiegato sia dal fatto che gran parte dei partecipanti sono
adulti e solo una minoranza (n=14 [~12,3%]) ha un’eta maggiore od uguale a 65 anni —
riconosciuta come possibile fattore di rischio immunologico per malattia severa da SARS-
CoV-2 in quanto correlata ad una riduzione del pool di linfociti T CD4" naive 2! - | sia
dall’assenza nel nostro gruppo di comorbidita significative, che incidono negativamente
sullo status immunologico (comprese quelle legate all’infezione da HIV). Infatti, Brumme
Z.L.et al.™®! hanno osservato in soggetti HIV' sotto trattamento antiretrovirale combinato
una ridotta risposta umorale e neutralizzante, in relazione all’eta e al numero di malattie
croniche, in linea con altri studi sui medesimi pazienti 0881,

Nei soggetti sani vaccinati 1’eta ¢ risultata inversamente correlata con 1’entita dei titoli di Ig
anti-RBD ma non con la produzione di IFN-y da parte di cellule T Spike-specifiche P8H61;
in questo setting 1 dati riguardanti 1I’impatto del fattore anagrafico sulla risposta anticorpale
sono discordanti [37H38LPLI10L]

Infine, il tempo dalla diagnosi di infezione da HIV non modifica gli esiti della risposta
specifica vaccino-indotta; cio appare, nel complesso, in linea con lo scarso impatto del nadir
della conta dei T CD4" sulla capacita di risposta al vaccino anti SARS-CoV-2, sopra

discusso, e sottolinea ulteriormente il ruolo dell’immuno-ricostituzione quale fattore

determinante nel predire lo sviluppo di una robusta risposta immunologica virus-specifica.
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6. CONCLUSIONI

Nel presente studio, la risposta umorale e T-mediata a vaccinazione contro SARS-CoV-2 in
soggetti con infezione da HIV risulta comparabile a quella che si osserva in un gruppo di
controllo costituito da soggetti senza evidenza alcuna di immunodeficienza né altra patologia
di rilievo.

Il vaccino induce un’attivazione coordinata dei due bracci effettori, umorale e cellulare,
verosimilmente coinvolta in una efficiente protezione nei confronti di SARS-CoV-2-

Le concentrazioni di IFN-y sembrano riflettere I’entita della risposta umorale, poiché ad ogni
aumento della stimolazione delle cellule T corrisponde un titolo di anticorpi Spike-specifici
piu elevato, probabilmente per un’efficace interazione tra linfociti T e B.

I parametri di risposta vaccino-indotta, valutati in maniera trasversale dopo il completamento
del ciclo vaccinale primario, decrescono in funzione del tempo trascorso dall’ultima dose di
vaccino, rimanendo comunque ben misurabili fino alla settima/ottava settimana, oltrepassata
la quale tendono progressivamente a ridursi, in maniera, peraltro, simile tanto negli individui
HIV' quanto nei controlli.

Il fattore temporale riveste, dunque, un ruolo significativo nel predire il declino dei titoli di
anticorpi anti-S e della risposta immune T-mediata, misurata mediante produzione di IFN-
Y.

L’entita della risposta anticorpale alla vaccinazione anti-COVID-19 non si dimostra
connessa con la conta T CD4". Analogamente, non vi € relazione con il nadir delle cellule
T CD4": gli individui con una storia di immunodeficienza severa (T CD4" <200 cellule/mm?)
sono capaci di sviluppare una risposta umorale a vaccino anti-SARS-CoV-2
quantitativamente confrontabile rispetto agli altri soggetti con infezione da HIV.

Al contrario, i livelli attuali di T CD4" appaiono in relazione con le concentrazioni di IFN-
v, mentre I’entita della risposta T-cellulare prescinde dal massimo livello di immuno-deficit
T CD4" (nadir) raggiunto durante la malattia. Una conta T CD4" recente >500 cellule/mm?
si associa ad una robusta produzione di IFN-y, paragonabile a quella che si osserva nei
controlli, mentre chi presenta un valore assoluto di T CD4" nel range 200-500 cellule/mm?
esibisce una risposta cellulare di ampiezza variabile.

Dunque, il numero assoluto di linfociti T CD4" potrebbe rappresentare un fattore predittivo
utile a guidare la scelta della somministrazione di una dose booster nella popolazione di

PLWH, in considerazione di un maggior rischio di esito grave di COVID-19.
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Nel presente studio, il rapporto CD4"/CD8", indicatore di ricostituzione immunitaria, appare
poco rilevante nella stima dei livelli di risposta al vaccino anti-SARS-CoV-2.
Infine, né ’eta né il tempo dalla diagnosi di infezione da HIV condizionano lo sviluppo di

una risposta umorale e cellulo-mediata alla vaccinazione anti-SARS-CoV-2.
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