Gli anticorpi IgG4 indotti dalla
vaccinazione ripetuta possono
generare tolleranza immunitaria alla
proteina Spike SARS-CoV-2
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Meno di un anno dopo I'emergere globale del coronavirus SARS-CoV-2, &
stata introdotta sul mercato una nuova piattaforma vaccinale basata sulla
tecnologia mRNA. A livello globale, sono stati somministrati circa 13,38
miliardi di dosi di vaccino COVID-19 di diverse piattaforme. Ad oggi, il
72,3% della popolazione totale € stato iniettato almeno una volta con un
vaccino COVID-19. Poiché I'immunita fornita da questi vaccini diminuisce
rapidamente, la loro capacita di prevenire I'ospedalizzazione e le malattie
gravi negli individui con comorbilita e stata recentemente messa in
discussione e le prove crescenti hanno dimostrato che, come per molti
altri vaccini, non producono I'immunita sterilizzante, consentendo alle
persone di subire frequenti reinfezioni. Inoltre, recenti indagini hanno
trovato livelli anormalmente elevati di IgG4 nelle persone a cui sono state
somministrate due o piu iniezioni dei vaccini mRNA. Sono stati anche
segnalati vaccini contro I'HIV, la malaria e la pertosse inducono una sintesi
IgG4 superiore al normale. Nel complesso, ci sono tre fattori critici che
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determinano il passaggio di classe agli anticorpi IgG4: eccessiva
concentrazione di antigeni, vaccinazione ripetuta e il tipo di vaccino
utilizzato. E stato suggerito che un aumento dei livelli di IgG4 potrebbe
avere un ruolo protettivo prevenendo la sovraattivazione immunitaria,
simile a quello che si verifica durante I'immunoterapia specifica per
allergeni di successo inibendo gli effetti indotti dalle IgE. Tuttavia, le prove
emergenti suggeriscono che I'aumento riportato dei livelli di IgG4 rilevato
dopo una vaccinazione ripetuta con i vaccini mRNA potrebbe non essere
un meccanismo protettivo; piuttosto, costituisce un meccanismo di
tolleranza immunitaria alla proteina spike che potrebbe promuovere
I'infezione e la replicazione senza opposti di SARS-CoV2 sopprimendo le
risposte antivirali naturali. L'aumento della sintesi delle IgG4 a causa della
vaccinazione ripetuta con mRNA con alte concentrazioni di antigeni puo
anche causare malattie autoimmuni e promuovere la crescita del cancro e
la miocardite autoimmune in individui sensibili.

Parole chiave:

anticorpi IgG4; vaccini mRNA; immuno-tolleranza; autoimmunita; SARS-
CoV-2: COVID-19

1. Introduzione

In un periodo relativamente breve dopo l'inizio della pandemia di COVID-
19, due vaccini mRNA, BNT162b2 (Pfizer-BioNTech, New York, NY, USA) e
MRNA-1273 (Moderna, Cambridge, MA, USA), hanno ottenuto la prima
autorizzazione all'uso di emergenza. Questi vaccini mRNA
rappresentavano un nuovo tipo di vaccino che comprende molecole di
MRNA sintetico che contengono la sequenza di codifica necessaria per
costruire la proteina SARS-CoV-2 Spike, che e racchiusa nelle
nanoparticelle lipidiche (LNP) per consentire la consegna di mRNA alle
cellule. La caratteristica principale della piattaforma del vaccino mRNA &
che le proteine sono sintetizzate all'interno delle cellule ospiti, imitando
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un'infezione naturale da SARS-CoV-2 [1].

Le indagini contemporanee hanno contrastato la gravita dei sintomi negli
individui COVID-19 infettati dalle varianti SARS-CoV-2 Alpha, Delta e
Omicron, nonché I'efficacia delle vaccinazioni con mRNA rispetto a
ciascuna variante tra gli individui ricoverati negli ospedali negli Stati Uniti
da marzo 2021 a gennaio 2022. | vaccini COVID-19 sono stati scoperti
abbastanza efficienti (90%) nell'evitare i ricoveri nelle unita di terapia
intensiva (ICU) causati dalle varianti Alpha, Delta e Omicron. Tuttavia,
erano necessarie tre iniezioni di vaccino per fornire protezione contro la
variante Omicron, mentre due iniezioni sufficientemente salvaguardate
contro le varianti Alpha e Delta [2]. Quando le persone sono state
ricoverate negli ospedali, la variante Omicron era legata a un minor
numero di esiti avversi clinici rispetto alla variante Delta. Nonostante cio, la
variante Omicron produceva ancora notevoli sintomi clinici e mortalita
[2,3,4,5,6].

Vale la pena notare che ci sono informazioni contrastanti sul livello di
protezione offerto da questi vaccini. Sebbene il Center for Disease Control
(CDC) negli Stati Uniti abbia dichiarato che durante la pandemia, i tassi di
mortalita sono stati piu alti nei non vaccinati che nei vaccinati [7], i dati nel
Regno Unito contraddicono i risultati del CDC. In particolare, I'Office for
National Statistics (ONS) nel Regno Unito ha riferito che da aprile a meta
novembre 2021, i decessi nelle persone non vaccinate erano piu alti
rispetto alle persone vaccinate che avevano ricevuto una seconda dose di
vaccino. Tuttavia, dalla fine di novembre 2021 a dicembre 2022, questa
situazione si e ribaltata: i decessi sono stati piu elevati nelle persone
vaccinate che hanno ricevuto una terza dose di vaccino rispetto ai non
vaccinati [8]. Inoltre, un recente lavoro ha studiato una probabile relazione
tra I'assorbimento della vaccinazione COVID-19 in Europa nel 2021 e
I'eccesso mensile di mortalita per tutte le cause nel 2022; ciog, la
mortalita era piu alta rispetto a prima della pandemia. La mortalita per
tutte le cause durante i primi 9 mesi del 2022 e aumentata di piu nei paesi
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con un maggiore assorbimento della vaccinazione nel 2021, secondo le
analisi di 31 paesi stimati in base alle dimensioni della popolazione; un
aumento di un punto percentuale dell'assorbimento della vaccinazione del
2021 & stato associato a un aumento mensile della mortalita nel 2022
dello 0,105% (IC del 95%, 0,075-10, La relazione & rimasta forte dopo
I'aggiustamento per fattori alternativi [9].

Sebbene possano indurre significative risposte neutralizzanti anti-spike
IgG e IgA, tutti e tre i vaccini anti-COVID-19: Pfizer, Moderna e Astra
Zeneca ChAdOx1, (Cambridge, Regno Unito) sembravano essere solo
transitoriamente protettivi contro I'infezione e la trasmissione di SARS-
CoV-2 [10,11,12,13]. L'alto tasso di infezioni rivoluzionarie causate dalla
variante Omicron suggerisce che la protezione sterilizzante offerta dai
programmi di immunizzazione esistenti € minima [14]. Esistono diverse
strategie di evasione che SARS-CoV-2 utilizza per eludere il monitoraggio
e I'attacco immunologico, tra cui la compromissione della sintesi
dell'interferone [15,16,17,18,19,20], l'interruzione della presentazione
dell'antigene [21,22], |'evasione dell'attacco umorale costruendo nanotubi
[

| casi letali di COVID-19 sono stati collegati a livelli piu elevati di anticorpi
IgG4 [28,29] ed & stato anche documentato che i vaccini mRNA
innescano la loro sintesi [30,31]. E quindi importante analizzare a fondo la
questione. In questo documento, forniamo la logica scientifica che
suggerisce che la vaccinazione ripetuta con vaccini mRNA potrebbe
generare un meccanismo di tolleranza immunitaria, favorendo cosi la
replicazione senza opposizione della SARS-CoV-2. La conseguenza a
lungo termine di questa tolleranza potrebbe essere |'istituzione di uno
stato permissivo dell'ospite che porta a un'infezione cronica e ad altre
conseguenze indesiderate indotte dalla vaccinazione con mRNA in
individui sensibili.

2. Caratteristiche dell'insolito anticorpo IgG4
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Diverse classi e sottoclassi di immunoglobuline che costituiscono
I'arsenale immunitario degli anticorpi, tra cui IgA, IgE, IgM e IgG, sono
essenzialmente identificate dalla struttura della loro regione costante a
catena pesante. Le immunoglobuline umane G (IgG) sono suddivise in
quattro sottocategorie in base all'immunogenicita delle loro catene
pesanti (IgGl, 1IgG2, IgG3 e IgG4) [32,33,34]. Le sottoclassi di
immunoglobuline differiscono nella loro regolazione fisiologica di base,
localizzazione in tutto I'organismo e impegno con i recettori sulle cellule
effettrici del sistema immunitario [35]. IgG4, la sottoclasse meno
prevalente, si trova nel siero a valori medi di 0,35-5,51 mg/mL [36],
mentre i livelli di IgG1, la sottoclasse piu prevalente, oscillano tra 5 e 12
mg/mL [37]. A causa delle sue caratteristiche biologiche insolite e della
carenza di funzioni effettrici, come la capacita di distruggere le cellule
infette attraverso |'attivazione del sistema del complemento o I'uso di
anticorpi, IgG4 e stato indicato come un anticorpo insolito non aderendo
alla teoria accettata della struttura e della funzione degli anticorpi [38,39].
Il meccanismo alla base della reazione che comporta la sostituzione di una
meta di un anticorpo con un altro, noto anche come scambio del braccio
Fab e specifico per gli anticorpi IgG4, & stato chiarito negli ultimi vent'anni
[40]. Le catene pesanti possono dissociarsi e poi ricombinarsi
arbitrariamente a causa della maggiore propensione dei legami naturali
del disolfuro articolare IgG4 alla riduzione, risultando in un gruppo
eterogeneo di molecole IgG4 con coppie casuali a catena pesante € a
catena leggera (Figura 1) [40].

Figura 1. L'anticorpo IgG4 ha una struttura distintiva. (A). Due catene
pesanti e due catene leggere compongono l|'anticorpo IgG4. (B). Il
frammento Fc di una molecola IgG4 pud reagire con il frammento Fc di
un'altra. (C). Quando vengono scambiate mezze molecole (chiamato
interscambio Fab-arm), IgG4 combina due specificita distinte in una
molecola unica (anticorpo bispecifico). Riprodotto da [41]. Questo & un
articolo ad accesso aperto distribuito secondo i termini della licenza
Creative Commons CC-BY, che consente I'uso, la distribuzione e la
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riproduzione senza restrizioni su qualsiasi supporto, a condizione che
I'opera originale sia correttamente citata.

La maggior parte delle molecole di IgG4 avra due bracci Fab distinti a
causa dello scambio di semi-anticorpi, rendendole "bispecifiche" e
operativamente univalenti per un particolare antigene. Di conseguenza,
lontano dalle altre sottoclassi IgG, gli anticorpi IgG4 in circolazione non
sono in grado di formare complessi immunologici con antigeni. Gli
anticorpi IgG4 hanno un potenziale teorico limitato per I'attivazione
immunologica a causa della loro debole affinita per i recettori C1q e Fc. La
produzione di complessi immunitari stimola il sistema del complemento e
I'azione delle cellule effettrici immunitarie. Inoltre, gli anticorpi IgG4
possono essere in grado di bloccare gli effetti infiammatori degli anticorpi
IgG1 o IgE spostando il legame di quelli con specificita comparabili. La
caratteristica antinflammatoria puo offrire informazioni su un altro fatto
importante che gli anticorpi IgG4 si formano tipicamente dopo un contatto
prolungato con un allergene, riducendo cosi il livello di inflammazione
cronica [28].

La designazione "malattia sistemica correlata a IgG4" si riferisce a diverse
manifestazioni cliniche che in precedenza si pensava fossero malattie
completamente distinte. L'elenco degli organi legati a questa malattia € in
continua espansione. Indipendentemente dall'organo coinvolto, le biopsie
dei tessuti mostrano significative somiglianze istologiche. Tuttavia, ci sono
anche lievi variazioni tra gli organi. | risultati caratteristici della patologia
includono fibrosi diffusa, numerose plasmacellule IgG4-positive e infiltrati
linfoplasmacitoidi disperati [42].

2.1. IgG4: un anticorpo protettivo o patogeno?

La reputazione di IgG4 come "anticorpo bloccante" deriva dalla sua
ridotta capacita di suscitare reazioni effettori del sistema immunitario
[43,44]. Cio implica che ci sara solo una risposta immunitaria minima
quando le IgG4 interagiscono con le molecole [45]. Una risposta IgG4 pu0
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essere patogena o protettiva, a seconda della situazione. Ad esempio,
I'lgG4 & spesso indicato come un anticorpo bloccante di salvaguardia
perché puod sopprimere o fermare |'inflammazione competendo con le IgE
inflammatorie per il legame dell'antigene in caso di allergie e infezioni con
parassiti elminti e filari. Al contrario, le IgG4 possono portare a gravi
malattie in diversi disturbi autoimmuni [46] cosi come il cancro [47,48]. La
sua bi-funzionalita sara esaminata a fondo nelle prossime sottosezioni.

2.1.1. Ruolo protettivo delle IgG4 nell'immunoterapia allergica

La mancanza di azione effettrice di IgG4 e i fenomeni di interscambio di
semianticorpi creano considerazioni complicate sul fatto che questi
anticorpi siano dannosi o se agiscano come reazione controregolatrice a
una malattia immunologica duratura [40]. Alte concentrazioni di IgG4
antigene-specifiche sono collegate a risultati soddisfacenti
nell'immunoterapia allergen-specifica inibendo gli effetti mediati
dall'immunoglobulina E (IgE) (Figura 2), secondo gli studi pubblicati
[49,50]. Sotto vari aspetti, sviluppare una tolleranza agli allergeni € un
passo essenziale nello sviluppo di un sistema immunitario forte. Quindi,
per sviluppare una desensibilizzazione prolungata contro gli allergeni,
vengono utilizzati percorsi che coinvolgono risposte di cellule T e B di
memoria specifica per allergeni modificata che portano alla tolleranza
immunologica [50,51,52].

Figura 2. In (A), un grano di polline viene riconosciuto attraverso la
regione di legame dell'antigene del frammento (Fab) di un anticorpo IgE.
Successivamente, I'lgE si attacca al suo recettore, chiamato Fc epsilon RI
(FceRl), situato sui leucociti eosinofili, e induce il rilascio di istamina dai
granuli citoplasmatici. L'istamina & un peptide vasoattivo che causa
sintomi come prurito, starnuti, naso che cola, prurito alla gola, agli occhi e
alle orecchie e difficolta respiratorie durante una reazione allergica indotta
dal polline. In (B), la regione frammentabile cristallizzabile (Fc) di un
anticorpo IgG4 si lega alla regione Fc di un anticorpo IgE, inibendo il suo
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legame al recettore FceRl e bloccando cosi gli effetti mediati da IgE.
Creato con Biorender.

2.1.2. La malattia correlata a IgG4 e la sua patogenesi

La malattia correlata alle IgG4 (IgG4-RD) e un disturbo fibroinflammatorio
che prende il nome dalla presenza di numerose plasmacellule IgG4+ nei
tessuti danneggiati e di alte concentrazioni sieriche di IgG4 nella maggior
parte, ma non in tutti i casi [53]. Diversi autoanticorpi sono stati trovati nel
siero di individui con IgG4-RD, secondo i rapporti precedenti
[54,55,56,57,58,59]. Inoltre, € ben noto che la terapia steroidea ha in
genere abbastanza successo nel trattamento dei pazienti con IgG4-RD.
Queste caratteristiche suggeriscono che la malattia & di origine
autoimmune. Rituximab, un anticorpo anti-CD20, ha prodotto notevoli
risposte cliniche nei pazienti con IgG4-RD nelle recenti indagini,
accompagnate da una considerevole diminuzione delle cellule B e dei
plasmablasti [60].

Questi risultati implicano che I'aumento delle concentrazioni di IgG efo
lgG4 negli individui IgG4-RD pu0 svolgere un ruolo dannoso [61]. A causa
dei suoi particolari tratti biologici, come la capacita di scambiare bracci
Fab [45], l'incapacita di legare il complemento e la debole affinita per i
recettori Fc [62], le IgG4 sono considerate un'immunoglobulina
antinflammatoria. Gli anticorpi IgG4, tuttavia, funzionano come
autoanticorpi che danneggiano i tessuti in alcuni disturbi, come si vede
nella miastenia gravis [63], nella glomerulonefritemembranosa idiopatica
[64] e nel pemphigus vulgaris (PV) [65].

IgG4-RD include una "ampia varieta di malattie, precedentemente
diagnosticate come malattia di Mikulicz (MD) [66], pancreatite
autoimmune (AIP) [67], tiroidite di Riedel [68], polmonite interstiziale
[69,70], nefrite interstiziale [71,72], prostatite, linfoadenopatia [73,74],
Svolge anche un ruolo significativo nella patogenesi di almeno 13 disturbi
autoimmuni. E stato dimostrato che gli animali da laboratorio infusi
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passivamente con IgG o IgG4 totali umani sviluppano segni in 5 di questi
13 disturbi, dimostrando la patogenicita di questo anticorpo.

| 'autoimmunita indotta da IgG4 & suggerita dalla constatazione che la
maggior parte degli autoanticorpi antigene-specifici sono della classe
IgG4 e che le loro concentrazioni sono correlate alla gravita della malattia
per gli otto disturbi rimanenti [46]. Ad esempio, la miastenia gravis (MG),
che & caratterizzata dalla produzione di anticorpi che si attaccano alla
chinasi specifica del muscolo (MuSK), si distingue per la rigidita
muscolare sporadica con un coinvolgimento significativo dei muscoli
assiali e bulbari. Ad un certo punto durante la malattia, una parte
significativa dei pazienti richiede supporto respiratorio [78,79].

Dopo l'identificazione degli anticorpi MuSK nel 2001, e diventato
rapidamente evidente che la loro predominanza della sottoclasse IgG4 e
la correlazione tra i titoli e la gravita della malattia erano risultati chiave
[80,81,82]. Le IgG4 ad alta purezza dei pazienti MuSK MG sono state in
grado di attaccarsi alle connessioni neuromuscolari nel muscolo murino,
ma non alle IgG1-3 degli stessi pazienti o controllare le IgG4. L'iniezione
con questo anticorpo ha causato un fenotipo miastenico in animali
immunocompromessi [83,84,85]. Questi test hanno dimostrato in modo
conclusivo la patogenicita delle IgG4 [86].

Ruolo delle IgG4 nel cancro

Gli inibitori del checkpoint immunitario, spesso noti come agenti di
immunoterapia del cancro, impediscono alle proteine del checkpoint di
attaccarsi ai loro polipeptidi associati, consentendo ai linfociti T CD8+
citotossici (CTL) di attaccare le cellule tumorali. Gli agenti di blocco del
checkpoint immunitario (ICB) includono anticorpi monoclonali anti-CTLA-
4 (antigene citotossico dei linfociti T 4) e anticorpi monoclonali anti-PD-1
(proteina di morte cellulare programmata 1) [87,88]. L'ICB ha dimostrato
efficacia terapeutica in una vasta gamma di tipi di cancro, compresi i
pazienti oncologici in stadio avanzato [89,90,91]. Purtroppo, solo il 15-
30% dei pazienti oncologici che hanno ricevuto il trattamento beneficia
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dell'efficacia terapeutica dell'lCB [92]. Soprattutto, i nuovi rapporti
mostrano che alcuni pazienti oncologici che ricevono un trattamento con
anticorpi monoclonali anti-PD-1 hanno una rapida progressione della
malattia (nota anche come malattia iper progressiva (HPD) invece di
remissione del cancro [93.94.95]. In particolare, |'anticorpo PD-1
appartiene alla famiglia IgG4. Inoltre, i tumori, come il melanoma maligno
[48], il colangiocarcinoma extraepatico [96] e il cancro al pancreas [97],
sono stati collegati a infiltrati plasmatici delle cellule B che sono IgG4-
positivi. Il contributo delle IgG4 al cancro &€ poco compreso, ma uno studio
innovativo ha aggiunto importanti nuove conoscenze. Karagiannis et al.
[48] hanno studiato il melanoma maligno e hanno scoperto che
I'espressione di IL-4 e IL-10 era elevata e che le IgG4 specifiche del
tumore sono state generate localmente nei tessuti tumorali. E comune
pensare a IL-10 come a una citochina antinfiammatoria; tuttavia, questo &
vero solo in basse quantita, poiché a concentrazioni maggiori, mostra
effetti pro-inflammatori [98,99,100].

Karagiannis et al. [48] hanno anche scoperto che, a differenza delle IgG1
specifiche per il cancro, le IgG4 specifiche per il cancro non sono riuscite
ad attivare due processi immunologici che impiegano anticorpi per
identificare e distruggere le cellule tumorali. Inoltre, I'anticorpo IgG1 &
stato in grado di sopprimere la progressione del cancro in un modello in
vivo, mentre IgG4 non é riuscito a farlo. Gli anticorpi IgG4 non possono
attaccare direttamente le cellule tumorali e possono interferire con il
processo di morte delle cellule tumorali mediata dagli anticorpi IgG1.
L'inibizione del legame e dell'attivazione delle IgG1 da parte di Fc Rl ¢ il
meccanismo alla base di questa attivita di ostruzione. Tali risultati indicano
una caratteristica precedentemente non studiata della fuga immunitaria
indotta dal tumore: la sintesi IgG4 indotta dai tumori limita le attivita delle
cellule immunitarie effettori contro i tumori [48]. Un altro lavoro [101] &
giunto alla stessa conclusione; cioeg, I'anticorpo IgG4 € importante e
necessario per I'evasione immunitaria del cancro. In una coorte di individui
con cancro esofageo, le cellule B che producono alte concentrazioni di
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IgG4 sono state marcatamente sollevate nelle cellule maligne e anche
elevate nei campioni di siero dei pazienti. Piu IgG4 sembra essere
collegato a una crescita del cancro piu aggressiva, ed entrambi erano
fortemente associati a una maggiore malignita del cancro e a una
prognosi sfavorevole. E stato scoperto che le IgG4 possono fare i conti
con le IgG1 (come mostrato nella Figura 3) nel legame ai recettori Fc
presenti in alcune cellule immunitarie in vitro. Questa competizione si
traduce nell'inibizione delle risposte immunitarie tipiche contro le cellule
tumorali, come la citotossicita cellulare e del complemento e la fagocitosi
cellulare, che sono mediate dagli anticorpi IgG1.

Figura 3. Il percorso suggerito per I'evasione immunitaria evoluta dalle
cellule tumorali attraverso le IgG4 prodotte dai linfociti B e raffigurato
schematicamente. L'esposizione prolungata agli antigeni del cancro fa si
che le cellule B cambino la loro classe e generino IgG4. Con la sua
caratteristica di legame Fc-Fc, tali IgG4 potenziate possono interagire con
le IgG legate al cancro e con i recettori Fc sulle cellule effettrici
immunitarie. L'aumento delle IgG4 nel microambiente del cancro
promuove un efficiente meccanismo di evasione immunitaria per il cancro
a causa delle sue speciali proprieta strutturali e biologiche. Gli acronimi
ADCC, ADCP, CDC e NK stanno rispettivamente per citotossicita cellulo-
mediata anticorpo-dipendente, fagocitosi cellulare anticorpo-dipendente,
citotossicita complemento-dipendente e cellule natural killer. Riprodotto
da [101]. Questo € un articolo ad accesso aperto distribuito sotto la
licenza Creative Commons Attribution Non-Commercial (CC BY-NC 4.0),
che consente ad altri di distribuire, remixare, adattare, costruire su questo
lavoro in modo non commerciale e concedere in licenza le loro opere
derivate a condizioni diverse, a condizione che |'opera originale sia
correttamente citata, venga dato un credito appropriato, vengono indicate
eventuali

Livelli localmente elevati di IgG4 nel tessuto del cancro hanno ostacolato
le risposte antitumorali mediate dagli anticorpi, hanno aiutato il cancro a
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bloccare la risposta immunitaria locale e indirettamente hanno aiutato
nella progressione del cancro. Tre modelli separati di topi immuno-potenti
hanno supportato questa teoria. Si & scoperto che la somministrazione
locale di IgG4 ha accelerato drammaticamente la crescita dei tumori del
colon-retto e del seno impiantati, nonché dei papillomi cutanei causati da
agenti cancerogeni. | ricercatori hanno anche esaminato |'anticorpo IgG4
Nivolumab, che viene utilizzato nell'immunoterapia del cancro, e hanno
scoperto che ha accelerato drasticamente lo sviluppo del cancro nei topi
rispetto ai gruppi trattati con fosfato tampone salino (PBS) e IgG1- [101].

| ricercatori hanno usato modelli di topi immunologicamente competenti
per valutare la loro ipotesi ed esplorare ulteriormente il meccanismo
mediato da tali anticorpi. Un modello prevedeva l'iniezione di IgG4 non-
cancer-specifiche nel sito di inoculazione sottocutanea per le cellule del
cancro al seno. Rispetto ad altri gruppi di topi (iniettati con PBS o IgG1
senza IgG4), la proliferazione delle cellule tumorali di questo gruppo &
stata drammaticamente accelerata, generando una massa tumorale
significativamente piu grande di 21 giorni. Poiché le IgG4 non hanno
un'influenza diretta sulla proliferazione delle cellule tumorali, questi
risultati indicano inequivocabilmente che le cellule tumorali utilizzano
I'anticorpo IgG4 per bloccare le risposte immunologiche locali e quindi
consentire la crescita del cancro in vivo attraverso la fuga immunitaria.
Questo potrebbe spiegare la sindrome iper-progressiva recentemente
scoperta che € occasionalmente collegata al trattamento del cancro con
inibitori PD-1 [101].

Il sistema immunitario puo rilevare tumori che altrimenti potrebbero
sfuggire alla sorveglianza immunitaria grazie agli anticorpi terapeutici
inibitori del checkpoint immunitario che si attaccano al recettore della
proteina 1 (PD-1) della morte cellulare programmata. Tuttavia, gli anticorpi
IgG4 possono anche causare una reazione autoimmune impedendo la
capacita del sistema immunitario di essere soppresso dalle cellule T
regolatorie [102]. Curiosamente, gli anticorpi anti-PD-1 sono di classe
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lgG4, sollevando la preoccupazione che questa terapia sia un'arma a
doppio taglio. Ad esempio, i pazienti che utilizzavano inibitori del
checkpoint immunitario da soli o in combinazione sono stati collegati a
casi di miocardite acuta [103,104,105,106], a volte con conseguenze letali
[107].

3.1l ruolo degli anticorpi IgG4 indotti da diversi
vaccini

Un'ampia revisione della letteratura ha dimostrato che i vaccini mRNA non
sono gli unici che inducono la produzione di anticorpi IgG4. Anche i
vaccini contro I'HIV, la malaria e la pertosse hanno suscitato una tale
risposta. Nel complesso, ci sono tre fattori critici che determinano il
passaggio di classe agli anticorpi IgG4: eccessiva concentrazione di
antigeni, vaccinazione ripetuta e il tipo di vaccino utilizzato.

3.1. Eccessiva concentrazione di antigene nei vaccini

Rispetto a BNT162b2, il vaccino mRNA-1273 aveva una maggiore capacita
di indurre una risposta IgG4 prolungata. La quantita e la durata della
proteina spike prodotta sono presumibilmente influenzate dalle
concentrazioni piu elevate di mRNA nel vaccino mRNA-1273 (100 pg)
rispetto al vaccino BNT162b2 (30 pg). Curiosamente, tra i vaccini mRNA,
il vaccino mRNA-1273 ha generato un aumento delle concentrazioni
sieriche di IgG4 anti-S1 in individui non infettati da COVID-19 con
ripercussioni precedentemente sconosciute sulla difesa degli agenti
patogeni. Fino al giorno 270, le persone non infette che hanno ricevuto Il
vaccino a base di adenovirus non hanno mostrato questa risposta IgG4 di
lunga durata [31].

Il problema associato ai vaccini progettati per essere iniettati con una
bassa concentrazione di antigene & una possibile assenza di risposta
immunologica, e tradizionalmente c'e stata una forte connessione con la
scuola di pensiero "piu € meglio" che persiste, specialmente per I'ampia

https://www.mdpi.com/2076-393X/11/5/991 Pagina 14 di 57



gamma di malattie infettive per le quali non ci sono predittori immunitari
affidabili di protezione indotta dal vaccino (virus dell [108]. Una grande
quantita (concentrazione di dose) o immunizzazione ripetuta con lo
stesso antigene (vaccino) tende a indurre una tolleranza specifica alle
cellule T (CD4 periferico) e successivamente inibire le risposte
immunitarie [108,109]. Tuttavia, e stata raccomandata un'alta dose di
antigene nell'immunizzazione primaria per le infezioni litiche, che &
necessaria per la cooperazione sia dell'immunita umorale che cellulare,
mentre una bassa dose di antigene € raccomandata per il potenziamento
[110,111]. Una tecnica di escalation della dose & tipicamente impiegata
nelle indagini cliniche del vaccino di fase | per trovare la dose che produce
la migliore risposta. Mentre questo ha senso per le malattie in cui non
esiste un indicatore immunologico noto di protezione (quindi, una risposta
robusta e probabilmente superiore a nessuna risposta), la dose massima
che & stata tollerata e ha portato a una risposta positiva € stata spesso
adottata per le successive indagini di fase ll/lll. Tuttavia, argomenti
significativi contro questo approccio sono supportati da diversi importanti
risultati [108]:

(1) Quando vengono iniettate quantita eccessive di antigene, puo causare
la morte cellulare, con conseguente perdita di un gruppo specifico di
cellule T; questo fenomeno e noto come delazione clonale.

(2) La tolleranza immunitaria puo svilupparsi a seguito di un'esposizione
prolungata all'antigene. Le cellule T sono una parte essenziale del sistema
immunitario che rileva e rimuove le infezioni e altri oggetti estranei.
Tuttavia, queste cellule T possono desensibilizzarsi e perdere la loro
capacita di reagire a esposizioni ripetute quando sono esposte a grandi
concentrazioni di antigeni, come durante le vaccinazioni ripetute. La
tolleranza immunitaria € una condizione che puo anche comportare la
persistenza di infezioni o I'emergere di malattie autoimmuni.

(3) Le cellule T possono subire un processo noto come "differenziazione
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terminale" quando i vaccini vengono somministrati in alte concentrazioni,
a quel punto diventano altamente specializzati, perdendo la capacita di
dividere e proliferare. Di conseguenza, il sistema immunitario si esaurisce
e non ¢ in grado di montare una difesa di successo contro le malattie
successive. Questo & un problema poiché potrebbe minare i vantaggi
protettivi delle vaccinazioni. Per bilanciare i vantaggi della protezione
immunologica e i potenziali svantaggi dell'esaurimento immunitario, €
fondamentale determinare attentamente la dose ideale dei vaccini.

(4) Gli esiti avversi hanno maggiori probabilita di verificarsi nei gruppi che
ricevono dosi maggiori.

(5) L'intensita della reazione tra un antigene e un recettore delle cellule T
0 un anticorpo & indicata come avidita. La risposta immunitaria € piu
efficace nell'identificare e rimuovere I'antigene bersaglio quando I'avidita
e alta. Alti dosaggi di antigeni, tuttavia, possono provocare "esaurimento
immunitario", una condizione in cui le cellule del sistema immunitario
diventano desensibilizzate e incapaci di montare una difesa di successo.
L'avidita delle cellule T e degli anticorpi puo diminuire di conseguenza,
compromettendo la risposta immunologica all'antigene bersaglio. Per
stabilire una risposta immunitaria forte ed efficace, € fondamentale
valutare a fondo i dosaggi ideali di antigene utilizzati nell'immunoterapia
[108].

Billeskov et al. [108] hanno fornito la prova di casi in cui dosi piu basse di
antigene del vaccino hanno portato a risposte piu positive dalle cellule T,
sia per la qualita giudicata da diverse capacita effettrici che per
I'efficienza preventiva sia negli esperimenti animali che umani, e hanno
presentato argomenti per il significato di ridurre la dose di antigene per
una protezione ottimale in alcuni modelli. Hanno anche incoraggiato gli
esperti di vaccinazione con cellule T, in particolare, a ricordare che a volte,
meno certamente e di piu. In conclusione, esiste un legame tra la
concentrazione della dose di antigene, I'esposizione ripetuta e I'induzione
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della produzione di IgG4? O I'elevata concentrazione di IgG4 associata
alla vaccinazione COVID-19 e dovuta alla predisposizione genetica?
Poiché circa la meta dei vaccinati ha mostrato un aumento sostanziale
della concentrazione di IgG4 dopo la seconda inoculazione dell'mRNA
[30], € evidente che tale aumento non & causato da una predisposizione
genetica. Inoltre, Moderna e Pfizer hanno usato la stessa dose di antigene
per le loro vaccinazioni primarie e di richiamo, il che contraddice il
paradigma vaccinologico che dimostra che si raccomanda una bassa
dose di antigene per aumentare [110,111].

3.2. Vaccinazione ripetuta
3.2.1. Inoculazione ripetuta con vaccini COVID-19

| ricercatori hanno riferito che rapidamente dopo la somministrazione delle
prime due dosi di vaccino mRNA, le sottoclassi pro-inflammatorie IgG1 e
IgG3 hanno dominato la risposta IgG. Tuttavia, pochi mesi dopo la
seconda iniezione del vaccino Pfizer, gli anticorpi specifici del picco sono
stati ulteriormente potenziati da una terza iniezione di mRNA e/o da nuove
infezioni causate dalla variante SARS-CoV-2 [30]. Di tutti gli anticorpi IgG
generati contro la proteina spike, le IgG4 sono aumentate di piu,
costantemente dallo 0,04% immediatamente dopo la seconda
vaccinazione al 19,27% in ritardo dopo la terza.

Tale aumento dei livelli di IgG4 non € stato osservato negli individui che
hanno ricevuto lo stesso tipo o un diverso tipo di vaccino SARS-CoV-2
basato su vettori adenovirali, dimostrando che, in questo studio, il vaccino
MRNA Pfizer & stato I'unico a causare questa risposta.
Sorprendentemente, 7 mesi dopo la seconda inoculazione, i livelli di IgG4
nel siero di circa la meta dei vaccinati hanno superato il limite inferiore di
rilevamento [30]. Per determinare se I'aumento della concentrazione di
anticorpi IgG4 fosse esclusivo del programma di vaccinazione mRNA
omologo utilizzato, i ricercatori hanno studiato i sieri di un gruppo
indipendente che ha valutato la capacita del sistema immunitario di
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reagire ai programmi di immunizzazione simili e diversi, con il Pfizer e il
vaccino adenovile basato su vettori di AstraZeneca. Gli anticorpi anti-
spike 1gG4 sono stati nuovamente rilevati nel 50% dei sieri del gruppo
BNT-BNT da cinque a sei mesi dopo la seconda vaccinazione, ma solo in
uno dei 51 campioni di siero degli altri due gruppi di vaccini.
Significativamente, dopo la terza immunizzazione di richiamo, e stato
rilevato un aumento significativo dei livelli di anticorpi IgG4 praticamente
in tutti i destinatari del vaccino [30].

A questo proposito, € stato recentemente dimostrato che, seguendo lo
schema di vaccinazione tradizionale, |'efficacia neutralizzante del siero nei
topi contro le varianti Delta e Omicron del vaccino COVID-19 Pfizer e stata
drasticamente diminuita dopo numerose dosi di richiamo [112]. Secondo
quanto riferito, la stimolazione ripetuta dell'antigene ha causato
I'esaurimento delle cellule T CD8+. Questi booster hanno anche diminuito
significativamente le risposte delle cellule T CD4+ e CD8+ e hanno
migliorato la produzione di proteine di morte cellulare programmata 1 (PD-
1) e del gene di attivazione dei linfociti-3 (LAG-3) in queste cellule T [112].
La vaccinazione prolungata ha diminuito il normale sviluppo del centro
germinale e ha ostacolato la generazione di cellule B di memoria
specifiche per RBD. Questa ricerca ha inoltre rivelato che
I'immunizzazione di richiamo prolungata del vaccino RBD ha aumentato la
concentrazione della citochina immunosoppressiva IL-10 e |la proporzione
di cellule CD25+Foxp3+CD4+ Treg. La capacita del vaccino
convenzionale SARS-CoV-2 di fornire protezione immunologica pud
essere significativamente influenzata dall'eccessiva vaccinazione. Se cio
accade, i casi di COVID-19 di nuova diagnosi o le persone che hanno gia
contratto di nuovo il virus potrebbero avere un caso piu grave della
malattia. Questo concetto e stato proposto dopo aver visto la tolleranza
delle risposte immunitarie sia umorali che cellulari alle dosi di
immunizzazione di richiamo prolungate [112].

3.2.2. Inovulazione ripetuta con vaccini contro I'HIV
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Uno studio di Chung et al. ha contrastato |I'immunizzazione ripetuta con
vaccini HIV simili in uno scenario di uno studio di vaccinazione contro
I'HIV. La protezione (31,2%) offerta da un vaccino (RV144) ¢ stata
descritta dagli autori come legata alla produzione di anticorpi IgG1 e IgG3,
mentre la protezione dell'altro vaccino (VAX003) era trascurabile ed era
associata alla produzione di anticorpi IgG4 dopo piu cicli di vaccinazioni
[113]. Poiché il vaccino VAX003 ha aumentato i livelli di IgG4, che sono
stati storicamente collegati a una ridotta efficienza immunologica, i
ricercatori hanno voluto sapere se la produzione di IgG4 e stata
semplicemente innescata in relazione a una risposta funzionale
disordinata o se ha dato un contributo significativo alla risposta
impropriamente organizzata. Quando gli anticorpi IgG4 sono stati eliminati
da 16 campioni simili di entrambi gli studi, & stato osservato un aumento
significativo dell'attivita ADCP e una tendenza verso una maggiore ADCC
per i campioni VAX003 rispetto alle IgG alla rinfusa. Questi risultati
mostrano che gli anticorpi IgG4 possono diminuire direttamente la
funzione Fc-effector degli anticorpi piuttosto che essere collegati solo alla
generazione di una reazione ad hoc. Rispetto a VAX003, che ha prodotto
anticorpi monofunzionali con quantita significative di IgG4 dopo sette
vaccinazioni proteiche, RV144 ha prodotto anticorpi IgG3 altamente
funzionali [113]. Pertanto, diverse vaccinazioni e protocolli vaccinali
possono produrre risposte anticorpali persistenti, ma questi anticorpi
IgG4 potrebbero non essere efficaci come le sottoclassi IgG1 e IgG3. Di
conseguenza, il passaggio della sottoclasse IgG da anticorpi
completamente efficienti (IgG3) a IgG4 puo costituire un ostacolo
importante al successo del vaccino contro I'HIV [114].

Tali risultati sono simili a quelli riportati di recente dopo ripetuta
vaccinazione mRNA:; questo spostamento di classe IgG4 ¢ stato collegato
a una ridotta capacita degli anticorpi specifici per i picchi di promuovere la
deposizione del complemento e la fagocitosi cellulare dipendente dagli
anticorpi [30]. Inoltre, gli anticorpi IgG3 indotti dal vaccino hanno
migliorato le funzioni immunitarie come la citotossicita cellulo-mediata
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anticorpo-dipendente (ADCC) e la fagocitosi cellulare anticorpo-
dipendente (ADCP), mentre gli anticorpi IgG4 indotti dal vaccino hanno
bloccato questi processi [113]. Allo stesso modo, nello studio sull'HIV, la
rimozione degli anticorpi IgG4 dal siero ha portato a aumenti significativi
delle attivita effettori mediate da Fc, confermando un ruolo non protettivo
per gli anticorpi IgG4. La produzione insolitamente elevata di IgG4 nel
gruppo VAX003 potrebbe essere dovuta all'iniezione ripetuta di sette dosi
di vaccino contenenti un'alta concentrazione di antigene nella mancanza
di un'adeguata stimolazione adiuvante, che potrebbe essere culminata in
un'attivazione sproporzionata del recettore delle cellule B [113].

Da questi dati, & chiaro che la produzione di IgG4 nel gruppo VAX003 &
stata associata a ripetiti potenziamenti (sette cicli di immunizzazione
contro quattro cicli nel gruppo RV144), portando a una ridotta protezione
dall'infezione da HIV; inoltre, questo passaggio di classe a IgG4 puo
promuovere infezioni rivoluzionarie a causa della compromissione delle
risposte antivirali mediate da F Cid supporta I'idea che un aumento delle
sottoclassi IgG4 potrebbe portare a una prolungata persistenza virale in
caso di infezione, considerando che I'azione effettiva mediata da Fc &
essenziale per |'eliminazione virale [30].

3.2.3. Inoculazione ripetuta con il vaccino contro la MALARIA

La proteina di superficie del merozoite 1 (MSP-1), I'antigene legante agli
eritrociti 175-kDa (EBA-175) e I'antigene di membrana apicale 1 (AMA-1)
sono i tre obiettivi principali della risposta immunitaria naturale al parassita
Plasmodium falciparum, che causa la malaria. Non era chiaro, quindi, se gli
anticorpi a questi antigeni agiscano come agenti protettivi contro le
malattie cliniche o servano solo come marcatori di esposizione. In un
gruppo di 302 bambini mozambicani di eta compresatra b, 9, 12 e 24
mesi, sono stati utilizzati test altamente specifici per determinare le
risposte anticorpali agli antigeni dello stadio sanguigno Plasmodium
falciparum come parte di uno studio randomizzato controllato con
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placebo tra il 2002 e il 2004. L'incidenza della malaria durante il periodo di
follow-up e risultata diversamente correlata alle reazioni del sottotipo IgG
all'antigene EBA-175 [115]. Poiché si ritiene che l'isotipo anticorpale
evocato dagli antigeni P. falciparum sia essenziale, |'effetto profilattico
delle IgG é stato attribuito al neutralizzante (IgG1 e IgG3) piuttosto che ai
sottotipi non neutralizzanti (IgG2) (IgG2 e IgG4) [116,117,118,119,120]. La
reattivita delle IgG1 all'EBA-175 é stata coerente nel primo anno di vita
prima di aumentare |'anno successivo.

Mentre la reattivita delle IgG4 era minima nel primo anno, ma aumentava
significativamente all'eta di 2 anni, la reattivita delle IgG3 e rimasta
moderata per tutto il periodo di studio. La reattivita delle IgG3 ¢ stata
stabile per tutto il tempo, mentre le IgG4 erano basse durante il primo
anno, ma aumentavano significativamente all'eta di 2 anni. Lo studio si &
concentrato sulle risposte anticorpali degli individuia 5 e 12 mesi e ha
studiato I'incidenza della malaria durante due diversi periodi di rischio, da
5a12 mesi e da 12 a 24 mesi. Nella loro analisi, hanno notato un modello
distinto per le sottoclassi IgG dell'antigene EBA-175: concentrazioni piu
elevate di particolari anticorpi noti come IgG1 neutralizzanti e IgG3 erano
collegate a una ridotta probabilita di contrarre la malaria nel secondo
anno. Poiché i livelli di IgG1 sono raddoppiati, il rischio di malaria e stato
ridotto di circa il 50%, e quando i livelli di IgG3 sono raddoppiati, il rischio
di malaria & diminuito di circa il 60% [115].

E importante notare che la probabilita di contrarre la malaria & aumentata
di circa tre volte quando i livelli di IgG4 non neutralizzanti sono
raddoppiati. Fino all'eta di 24 mesi, le IgG1 e le IgG3 hanno dimostrato
rispettivamente il 51% e il 56% di effetti protettivi; tuttavia, le IgG4 sono
state collegate a un rischio piu elevato di infezione da malaria in questa
fascia di eta [115]. E interessante notare che uno studio separato ha anche
trovato un legame tra alti livelli di IgG4 e un piu alto rischio di infezione e
esacerbazioni della malaria [121]. Cio implica che le IgG4 bloccano la
citotossicita delle cellule IgG2-dipendenti causate da monociti o altre
cellule effettrici. | livelli di IgG4 e la probabilita di infezione da malaria
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erano entrambi associati alla stagione della trasmissione della malaria. Il
fatto che le concentrazioni di IgG4 siano aumentate significativamente
durante la stagione di trasmissione e che |'aumento sia stato maggiore
negli individui piu giovani che negli individui piu anziani supporta anche
una funzione di blocco delle IgG4 [121]. Inoltre, e stato dimostrato che
lgG4 previene |'opsonizzazione degli eritrociti infetti da IgG1 e IgG3 in
vitro [122].

3.3. Il tipo di vaccino utilizzato

Le risposte alle IgG4 sono state riportate raramente con altri vaccini,
anche dopo numerose inoculazioni, tra cui quella del vaccino contro |l
tossoide tetanico (TT) e del virus respiratorio sinciziale (RSV) [30]. Questi
risultati forniscono supporto alla proposta secondo cui la commutazione
della classe IgG4 non € un risultato comune dell'esposizione ripetuta
all'antigene da vaccinazioni contro altri virus o malattie [30]. Anche se
I'infezione naturale con il virus del morbillo pud generare anticorpi IgG4
specifici [123], anche le infezioni virali persistenti come il citomegalovirus
umano (HCMV) non producono un'elevata quantita di anticorpi IgG4
[124].

Uno studio pubblicato di recente ha rilevato che le risposte IgG4 a lungo
termine sono state prodotte dai vaccini mMRNA ma non dai vaccini che
usano adenovirus [31]. E interessante notare che due vaccini mRNA,
insieme a un'inoculazione AZD1222 (AstraZeneca) con un richiamo
MRNA, e in particolare il vaccino mRNA-1273, hanno causato risposte
prolungate anti-S11gG4 in soggetti non infetti. Tuttavia, i ricercatori non
sono stati in grado di rilevare questo aumento dopo due dosi del vaccino
AZD1222 in individui non infetti fino al giorno 270, dimostrando che solo |
vaccini mRNA hanno indotto risposte IgG4 rilevabili e prolungate fino al
giorno 270. E importante notare che nei pazienti che avevano una
precedente infezione da COVID-19 (prima della vaccinazione), le IgG4
non sono aumentate, anche dopo le iniezioni di mMRNA, il che implica che
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quelli con livelli piu elevati di IgG4 sono persone non infette che sono
state immunizzate con i vaccini mRNA prima di avere la loro infezione da
COVID-19 [31].

Un'ulteriore analisi della letteratura mostra che solo i vaccini che utilizzano
una parte del virus hanno prodotto un aumento dei livelli di IgG4
(rispettivamente la proteina spike per i vaccini mRNA, la proteina gp120
per I'HIV e I'antigene EBA-175 per il vaccino contro la malaria). E
interessante notare che Buhre et al. [31] hanno scoperto che il vaccino
adenovirale a base di vettoriali di AstraZeneca non ha suscitato un tale
aumento dei livelli di IgG4. Inoltre, altri studi hanno dimostrato che i
vaccini acellulari (aP) ma non interi Pertussis (WP) hanno indotto la
produzione di anticorpi IgG4, che era anche correlata a compromissione
dell'immunita. E stato dimostrato che i bambini iniettati con vaccini wP
avevano risposte totali e delle plasmacellule IgG1+ maggiori rispetto a
quelli iniettati con un vaccino aP [125]. Secondo i risultati presentati al
Congresso dell'Associazione mondiale per le malattie infettive e i disturbi
immunitari (WAidid) [126], i bambini che avevano ricevuto un vaccino aP
alla loro immunizzazione primaria avevano livelli di IgG4 significativamente
piu alti rispetto ai bambini che avevano ricevuto un vaccino wP. Poiché gli
anticorpi IgG4 sono incapaci di attivare il sistema del complemento e, di
conseguenza, innescare la fagocitosi anticorpo-dipendente [39], &
fondamentale che I'efficacia di un vaccino contro la pertosse generi un
ampio arsenale di anticorpi, con gli anticorpi IgG1 che sono piu efficaci
degli anticorpi IgG4 [126].

4.Discussione

Studi recenti hanno sollevato preoccupazioni sul fatto che I'inoculazione
con vaccini COVID-19 basati su mRNA potrebbe comportare l'istituzione
della tolleranza contro la proteina spike generata dalle cellule ospiti in
risposta alla vaccinazione. Ad esempio, un recente lavoro di Irrgang et al.
ha scoperto che diversi mesi dopo la seconda immunizzazione con il
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vaccino Pfizer, gli anticorpi specifici SARS-CoV-2 erano composti
principalmente da anticorpi IgG4 non neutralizzanti, che sono stati
ulteriormente potenziati da una terza vaccinazione mRNA e/o da infezioni
da breakthrough della variante SARS-CoV-2 [30]. Gli autori hanno
commentato che "indipendente dal meccanismo sottostante, I'induzione
di anticorpi antivirali IgG4 & un fenomeno raramente descritto e solleva
importanti domande sulle sue conseguenze funzionali" [30]. Gli anticorpi
lgG4 sono bi-funzionali: possono essere protettivi ma possono anche
essere direttamente patogeni [127]. Ci sono state molte ricerche sulle
IgG4 in modelli di esposizione agli allergeni cronici, dove la tolleranza
immunologica naturale € indotta somministrando un allergene in dosi
crescenti [128]. L'aumento dei livelli di IgG4 dopo la terza immunizzazione
con il vaccino Pfizer potrebbe riflettere un meccanismo di tolleranza che
potrebbe prevenire I'eccessiva reattivita immunitaria (tempesta di
citochine) e la progressione a una fase critica [30]. Tuttavia, questa
reazione immunitaria esacerbata non si verifica nelle persone giovani e
sane, ed e stata documentata solo nei pazienti piu anziani con
suscettibilita genetica e in quelli con comorbilita [129].

E stato suggerito che un aumento dei livelli di IgG4 potrebbe avere un
ruolo protettivo simile a quello che si verifica durante I'immunoterapia
specifica per gli allergeni di successo inibendo gli effetti indotti dalle IgE
[30]. La tolleranza agli allergeni € un adattamento del sistema immunitario
caratterizzato da una particolare risposta non inflammatoria a un allergene
che, in altre condizioni, probabilmente comporterebbe un'immunita
cellulo-mediata o umorale, che causerebbe I'inflammazione dei tessuti e/o
la sintesi delle IgE [128]. In altre parole, il sistema immunitario "impara" a
tollerare un antigene estraneo, anche se innocuo. Tuttavia, una situazione
molto diversa si verifica quando un virus invade il nostro corpo. In questo
scenario, la tolleranza indotta dal vaccino puo potenzialmente avere
diverse conseguenze negative e non intenzionali perché la tolleranza alla
proteina spike potrebbe impedire al sistema immunitario di rilevare e
attaccare I'agente patogeno (Figura 4); quindi, potenzialmente esacerbare
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la patologia SARS-CoV2 in individui suscettibili che soffrono di reinfezione
da COVID-19 nel contesto della soppressione immunitaria indotta dal
vaccino. Ad esempio, & stato dimostrato che i pazienti con COVID-19
grave deceduti avevano livelli di IgG4 piu elevati rispetto a quelli che si
sono ripresi [28]. Piu precisamente, il tasso di mortalita & aumentato
notevolmente a 30 giorni quando le concentrazioni sieriche di IgG4 erano
superiori a 700 mg/dL e il rapporto tra IgG4 e IgG1 era superiore a 0,05
[29]. Inoltre, i livelli di IgG4 erano correlati con i livelli di IL-6 [130], un
determinante noto della mortalita correlata al COVID-19 [130,131,132].

Figura 4. Un'efficace risposta umorale indotta dalla vaccinazione consiste
nella sintesi di alte concentrazioni di IgG3. (A). Gli anticorpi IgG3 si
attaccano agli antigeni virali esposti sulle membrane delle cellule infette
attraverso la sua regione variabile. Questo anticorpo ha una regione
costante (Fc) che viene riconosciuta dal corrispondente recettore trovato
sulle cellule T citotossiche e altre cellule immunitarie. La cellula T
citotossitaria si attiva e rilascia agenti chimici che distruggono la cellula
infetta. (B). La vaccinazione ripetuta induce alti livelli di IgG4 (ripetuti in
rosso). Questo anticorpo inibisce I'attaccamento della regione Fc
dall'anticorpo IgG3 al suo recettore situato sulle cellule T citotossiche,
bloccandone cosi I'attivazione e, di conseguenza, la cellula infetta non
viene distrutta. In questo senso, il potenziamento ripetuto provoca un
passaggio alla produzione di alti livelli di IgG4, che compromettono le
risposte immunitarie. Creato con Biorender.

Questo ci porta a concludere che non e corretto confrontare I'aumento dei
livelli di IgG4 tra i trattamenti allergici e I'aumento riportato degli anticorpi
IgG4 dopo ripetute vaccinazioni o infezioni da SARS-CoV-2. La tolleranza
indotta contro la proteina spike potrebbe produrre una risposta
immunitaria compromessa contro il virus quando questi pazienti
subiscono una reinfezione. Sebbene le nuove sottovarianti Omicron
abbiano un alto tasso di trasmissibilita, la gravita delle infezioni é stata
fortunatamente ridotta a seguito di un cambiamento di affinita verso il
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tratto respiratorio superiore [27.133,134,135]. Questi risultati possono
spiegare perché le infezioni da Omicron hanno causato meno effetti gravi
[136.137]. Tuttavia, senza un adeguato livello di protezione, anche le
nuove sub-varianti Omicron (considerate lievi) potrebbero causare gravi
danni multi-organi e morte negli individui immunocompromessi e in quelli
con comorbilita.

Uno studio di Gazit et al. ha rilevato che quando |'evento iniziale (infezione
0 vaccinazione) si e verificato durante gennaio e febbraio del 2021, i
vaccinati SARS-CoV-2 hanno mostrato un 13,06 volte (intervallo di
confidenza (Cl) al 95%), 8,08-21,11) maggiore rischio di infezione da
rottura con la variante Delta rispetto alle persone non vaccinate-
precedentemente Anche I'aumento del rischio di malattia sintomatica era
sostanziale. Le prove di declino dell'immunita generata naturalmente sono
state mostrate quando l'infezione & avvenuta in qualsiasi momento tra
marzo 2020 e febbraio 2021, anche se i vaccinati nativi SARS-CoV-2
avevano ancora un rischio maggiore di malattia sintomatica di 5,96 volte
(IC del 95%: 4,85-3,37 volte e un rischio maggiore di infezione da rottura
di 7,13 volte (IC 95%: Questa ricerca ha anche dimostrato che I'immunita
acquisita attraverso la malattia naturale fornisce una migliore protezione
contro l'infezione e i sintomi della malattia causati dalla variante Delta di
SARS-CoV-2 rispetto all'immunita fornita da due iniezioni con il vaccino
BNT162b2 [138].

Anche la protezione che i vaccini COVID-19 forniscono contro i sintomi
gravi e |'ospedalizzazione viene ora messa in discussione a seguito di
un'epidemia in un ospedale israeliano che ha provocato la morte di cinque
individui (tutti con comorbilita) che sono stati completamente immunizzati
[138]. Questo studio mette in dubbio I'idea che I'immunizzazione diffusa
produrra l'immunita di gregge e fermera i focolai di COVID-19. Questo
potrebbe essere stato vero per il virus di tipo selvaggio SARS-CoV-2, ma
nell'epidemia oggetto dello studio citato, il 96,2% di coloro che sono stati
esposti ha ricevuto vaccinazioni complete [139]. Allo stesso modo, Brosh-
Nissimov et al. hanno riferito che tra 17 ospedali israeliani, 34/152 (22%)
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di pazienti completamente immunizzati sono morti di COVID-19.
Notevolmente, questi individui avevano un'alta prevalenza di disturbi
comorbidi, come insufficienza cardiaca congestizia, insufficienza renale
cronica, ipertensione, diabete e disturbi polmonari, che li rendevano piu
vulnerabili allo sviluppo di grave COVID-19 [140].

Irrgang et al. [30] hanno riferito che ci vogliono mesi perché il passaggio
di classe IgG4 si sviluppi. Questo aumento dei livelli di IgG4 potrebbe
spiegare la ridotta efficacia dei vaccini mRNA rilevati dopo 6 mesi [141]?
Sulla base dei risultati dello studio sull'HIV [113], in cui la diminuzione
dell'efficacia del vaccino era legata alla produzione di IgG4, concludiamo
che la vaccinazione ripetuta con mRNA & anche correlata con una ridotta
efficacia nel proteggere le persone dalla reinfezione a causa di un
aumento dei livelli di IgG4.

Ora ci sono prove convincenti che, tra i vaccini COVID-19, solo i vaccini
MRNA (ma non il vaccino adenovirale a base di vettoriali di AstraZeneca)
hanno indotto un notevole aumento dei livelli di IgG4, e tale aumento e
stato rilevato in individui non infetti da SARS-CoV-2 che hanno ricevuto
vaccinazioni mRNA prima di essere infettati dal Questo & in contrasto conii
risultati di un altro studio che mostra che i piu alti livelli di IgG4 sono stati
trovati in quegli individui che hanno sviluppato un'infezione rivoluzionaria
dopo aver ricevuto tre dosi di vaccinazione mRNA, indicando che le
infezioni da SARS-CoV-2 possono anche indurre la produzione di IgG4
[30]. Suggeriamo che sono necessarie ulteriori ricerche per una
conclusione definitiva su questi diversi risultati.

Le sperimentazioni sull'HIV [113] e sulla malaria [115] e gli studi con il
vaccino contro la pertosse ci hanno informato che la vaccinazione ripetuta
era legata a una ridotta protezione dall'infezione e questa scarsa risposta
era direttamente correlata a una maggiore produzione di IgG4. Inoltre, &
stato suggerito che questo cambio di classe potrebbe contribuire a
infezioni rivoluzionarie a causa di risposte antivirali compromesse da fc
[113]. Tutto sommato, i dati esaminati indicano che la produzione di IgG4
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indotta da vaccinazioni ripetute non costituisce in alcun modo un
meccanismo protettivo. Ci sono anche segnali di avvertimento nella
letteratura recente che indicano che la risposta immunitaria cellulare
indotta dal tipico corso di vaccinazione puo essere gravemente
compromessa dalla somministrazione ripetuta dello stesso vaccino di
richiamo o infezione dopo la vaccinazione, che, in combinazione con
risposte immunitarie anticorpali compromesse, puo causare il
peggioramento dei sintomi dei destinatari o la loro malattia per durare piu
a lungo. E probabile che la vaccinazione eccessiva crei un microambiente
immunosoppressivo che € cruciale per promuovere la tolleranza
immunologica. Questi risultati mostrano che I'immunizzazione di richiamo
ripetuta SARS-CoV-2 in popolazioni dense dovrebbe essere affrontata
con cautela [112].

Proponiamo un ipotetico meccanismo di tolleranza immunitaria indotto dai
vaccini mRNA, che potrebbe avere almeno sei conseguenze negative non
intenzionali:

(1) Ignorando la proteina spike sintetizzata come conseguenza della
vaccinazione, il sistema immunitario dell'ospite puo diventare vulnerabile
alla reinfezione con le nuove subvarianti Omicron, consentendo la
riproduzione libera del virus una volta che avviene una reinfezione. In
questa situazione, suggeriamo che anche queste subvarianti omicron
meno patogene potrebbero causare danni significativi e persino la morte
in individui con comorbilita e condizioni immunocompromesse.

(2) I'mRNA e i vaccini inattivati compromettono temporalmente la
segnalazione dell'interferone [142,143], causando potenzialmente
immunosoppressione e lasciando l'individuo in una situazione vulnerabile
contro qualsiasi altro agente patogeno. Inoltre, questa soppressione
immunitaria potrebbe consentire la riattivazione di infezioni virali,
batteriche o fungine latenti e potrebbe anche consentire la crescita
incontrollata delle cellule tumorali [144].
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(3) Un sistema immunitario tollerante potrebbe consentire la persistenza
di SARS-CoV-2 nell'ospite e promuovere l'istituzione di un'infezione
cronica, simile a quella generata dal virus dell'epatite B (HBV), dal virus
dell'immunodeficienza umana (HIV) e dal virus dell'epatite C (HCV) [145].
(4) La soppressione immunitaria combinata (prodotta dall'infezione da
SARS-CoV-2 [15,16,17,18,19,20,21,22] e ulteriormente migliorata dalla
vaccinazione [142,143,144]) potrebbe spiegare una pletora di condizioni
autoimmuni, come tumori, reinfezioni e decessi temporalmente associati a
entrambi. E concepibile che i decessi in eccesso riportati in diversi paesi
altamente vaccinati con COVID-19 possano essere spiegati, in parte, da
questo effetto immunosoppressivo combinato.

(5) La vaccinazione ripetuta potrebbe anche portare all'autoimmunita: nel
20009, i risultati di un importante studio sono passati in gran parte
inosservati. | ricercatori hanno scoperto che nei topi che non sono
altrimenti suscettibili a disturbi autoimmuni spontanei, la
somministrazione ripetuta dell'antigene promuove |I'autoimmunita
sistemica. Lo sviluppo di cellule T CD4+ che possono indurre
autoanticorpi (cellule T CD4+ che inducono autoanticorpi, o cellule T
aiCD4+), che avevano i loro recettori delle cellule T (TCR) modificati, &
stato innescato da un'eccessiva stimolazione delle cellule T CD4+. La
cellula T aiCD4+ e stata generata da una nuova modifica genetica del TCR
piuttosto che da una reazione incrociata. Le cellule T CD8+
eccessivamente stimolate le hanno indotta a svilupparsi in linfociti T
citotossici (CTL) che sono specifici per un antigene. Questi CTL sono stati
in grado di maturare ulteriormente per la presentazione incrociata
dell'antigene, quindi in quella situazione, hanno indotto un danno ai tessuti
autoimmuni simili al lupus eritematoso sistemico (SLE) [146]. Secondo la
teoria della criticita auto-organizzata, quando il sistema immunitario
dell'ospite € continuamente sovrastimolato dall'esposizione all'antigene a
concentrazioni piu elevate di quanto la criticita auto-organizzata del
sistema immunitario possa tollerare, si verifica inevitabilmente
I'autoimmunita sistemica [147].
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E stato proposto che la quantita e la durata della proteina spike prodotta
siano presumibilmente influenzate dalle piu elevate concentrazioni di
MRNA nel vaccino mRNA-1273 (100 ug) rispetto al vaccino BNT162b2 (30
1g) [31]. Pertanto, € probabile che la proteina spike prodotta in risposta
alla vaccinazione con I'mRNA sia troppo alta e duri troppo a lungo nel
corpo. Cio potrebbe sopraffare la capacita del sistema immunitario,
portando all'autoimmunita [146,147]. In effetti, diverse indagini hanno
scoperto che lI'immunizzazione COVID-19 e associata allo sviluppo di
risposte autoimmuni
[148,149,150,151,152,153,154,155,156,157,158,159,160,161,162,163,164,16
5,166].

(6) L'aumento dei livelli di IgG4 indotti da una vaccinazione ripetuta
potrebbe portare a miocardite autoimmune; & stato suggerito che gl
anticorpi IgG4 possono anche causare una reazione autoimmune
impedendo la capacita del sistema immunitario di essere soppresso dalle
cellule T regolatorie [102]. | pazienti che usano inibitori del checkpoint
immunitario da soli o in combinazione sono stati collegati a casi di
miocardite acuta [103,104,105,106,107], a volte con conseguenze letali
[102]. Poiché gli anticorpi anti-PD-1 sono di classe IgG4 e questi anticorpi
sono anche indotti da vaccinazioni ripetute, € plausibile suggerire che
un'eccessiva vaccinazione potrebbe essere associata al verificarsi di un
aumento del numero di casi di miocardite e morti cardiache improvvise.
Infine, questi esiti negativi non dovrebbero influenzare tutte le persone
che hanno ricevuto questi vaccini mRNA. Gli individui con suscettibilita
genetica, carenze immunitarie e comorbilita sono probabilmente i piu
propensi ad essere colpiti. Tuttavia, questo da origine a un paradosso
inquietante: se le persone che sono le piu colpite dalla malattia COVID-19
(gli anziani, i diabetici, gli ipertesi e le persone immunocompromesse
come quelle con HIV) sono anche piu suscettibili a subire gli effetti
negativi della vaccinazione mRNA ripetuta, € quindi giustificato
rivaccinarle? Poiché le subvarianti di Omicron hanno dimostrato di essere
meno patogene [133,134,135,136,137] e i vaccini mRNA non proteggono
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dalla reinfezione [14,138], i medici dovrebbero essere consapevoli dei
possibili effetti dannosi sul sistema immunitario somministrando booster.
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