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The influenza virus
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The genome of the influenza virus

PB2
PB1
PA
HA
NP
NA
M
NS
Segment: Size(nt) Polypeptide(s) Function
1 2341 PB2 Transcriptase: cap binding
2 2341 PB1 Transcriptase: elongation
3 2233 PA Transcriptase: protease activity (?)
4 1778 HA Haemagglutinin
Nucleoprotein: RNA binding; part of transcriptase complex;
5 1565 NP .
nuclear/cytoplasmic transport of VRNA
6 1413 NA Neuraminidase: release of virus
M1 Matrix protein: major component of virion
7 1027
M2 Integral membrane protein - ion channel
NS1 Non-structural: nucleus; effects on cellular RNA transport, splicing,
8 890 translation. Anti-interferon protein.
NS2 Non-structural: nucleus+cytoplasm, function unknown
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Antigenic Variants of Influenza
A{(H3N2)
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Pandemics of influenza

Recorded human pandemic influenza
(early sub-types inferred)

H2N2

H2N2
'l HIN1 "l HIN1

H3N8

i1895 1805 1915 1925

Pandemic

H3N2 H1N1

1955 1965
1918
Spanish
influenza
HIN1

1975 1985 1995 2005 2010 2015
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Ospedalizzazioni e tasso di mortalita
associati all’influenza

1400 4 Ospedalizzazioni 0.10 Mortalita
1200 4
0.03|
1000 4
800 - 0.08
. 600+ 0.04
400 -
0.02
200 -
0 —— - T T 0.00
<4 514 15-64 65-74 >75 \-:B 6-23 ) \2-4 5-9 10-19 20-49 50-84 265/
Y
Mesi Anni

Whitley and Monto 2006 Nov 1;194 Suppl 2:565-9
Sebastian E et al. Vaccine 2008 4;26(10):1397 -403



COSTITUZIONE DEI VACCINI

\lf
ANTINFLUENZALI

® g virus intero inattivato:
contiene particelle virali complete ed inattivati

o split:
contiene particelle virali disgregate ed altamente

purificate

e a sub-unita:

contiene solo gli antigeni purificati HA ed NA

e virosomale: o= = N\ I
. yy . “”_* . Y ’_ = o, == ' = =
contiene l'involucro virale “ricostruito e @ ﬁ Pl ‘—\_’
Py N\ e -l />
. . ' / \ ' Ly '
e adiuvati: ;] % ——y <

contiene gli antigeni adsorbiti con un adiuvante

e intradermico:
Il vaccino viene inoculato nel derma




Immunosenescenza :
correlazione eta-risposta immune
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A AnA oy

B Squalen (39 mg/ml)

MFS9/Antigen

. _Antigen
HO(C2H40)w Z_fczm}xoﬁ \i% £ dgx ‘
‘ ‘E.‘:s < E;

CH{OC4H4),0H olysorba
O N CH,(0C,H,),C00C Hay B i

NN te 80
BPolysorbate 80 (Tween 80) (4,7 mg/ml) £ L& )| 2# .
JEBR
0 5 "~ sorbitan
0 Tal EE . Trioleat
o] o / o
Q I-'_— =155 nm ‘
Ho ©
o

B Span 85 (Sorbitan Trioleate) (4,7 mg/ml)

La base dell’adiuvante MF59 & lo squalene, un olio “tripenoide idrocarbonico” (C30H50) prodotto anche dalle
piante e presente in molti cibi.

Lo squalene commerciale é prodotto dal fegato di “spinydogfish”, che e la piu abbondante specie di squalo.

Lo squalene utilizzato in MF59 e lo stesso di quello utilizzato nell’industria cosmetica ma in quantita molto
inferiore.
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Adjuvant types differ in their modes of I
action
Mode of Action
Effects on antigen Induction of Effect on
Adjuvant class Adjuva nt delivery and immunomodulatory antigen
presentation cytokines presenting cells
Mineral salt! Aluminum hydroxide/phosphate / /

Calcium phosphate

Muramyl dipeptide (MDP)
Bacterial exotoxins (e.g. CT, ECLT)
Endotoxin-based (e.g. MPL)
Bacterial DNA (e.g. CpG)

v

Microbial?

Particulate?! . .
Liposomes/virosomes

Oil-emulsion and Freund’s incomplete adjuvant

Immune-stimulating complexes (ISCOMs) /

surfactant- Microfluidized emulsions (e.g. MF59) \/ \/
based?!? Saponins
. Muramyl peptide derivatives
1,2
Synthetic Synthetic polynucleotides ‘/ ‘/
Cytokines? IL-2, IL-12, GM-CSF, IFN-g \/ \/
Genetic! Gene encoding costimulatory molecules ‘/ ‘/

delivered as plasmid DNA

CpG = cytosine-phosphodiester bond-guanine; CT = cholera toxin; ECLT = Escherichia coli-labile toxin;
GM-CSF = granulocyte macrophage colony-stimulating factor; IFN = interferon; IL = interleukin; MPL = monophosphoryl lipid A.

1. Vogel and Hem 2004; 2. Johnson 1994 .
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PRECLINICA

Immunogenicita

Animali (topi) giovani

Virus HA solalHA+MF | incremento |Valore di P
59 volte
A/H3N2 |26.470 [318.909 12 <0,0001
A/H1N1 |8.252 |107.461 13 <0,0001
B 1.074 |33.306 31 <0,0001
Ab sono Animali (topi) anziani
parametrati A/H3N2 |1.278 |23.826 19 0,0001
come titolo |A/H1N1 |127 11.260 89 0,0033
medio B 15 3.795 253  |0,0058

geometrico



PRECLINICA — esperimenti in topi

Epldidel  mFs9 e piu potente degli altri

adiuvanti
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Increased immunogenicity of the MF59-adjuvanted influenza vaccine compared
to a conventional subunit vaccine in elderly subjects

R. Gasparini', T. pozzi', E. Montomoli', E. Fragapane', F. Senatore®, M. Minutello® &
A. Podda’®

Institute of Hygiene, University of Siena; ~Chiron Vaccines Clinical Research, Chiron SpA, Siena, Italy

Table 2. HI titre results according to the type of vaccine

HI variable Antigen FLUAD 95% CI AGRIPPAL S1 95% CI
N = 192 N = 99
Day-0 B 39 35-42 36 3142
GMT A/HINI 100 90110 11 94-132
A/H3IN2 31 27-35 25 20-32
Day-28 B 102* 92-114 70 59 83
GMT A/HINI 191 173-211 167 141-197
A/H3N2 103* 89-119 35 43-70
Day-28/Day-0 B 2.6%* 2.4-29 2.0 1.7-2.4
GMR A/HINI b 1.7-2.1 1.5 1.5-1.8
A/H3IN2 i 2.9-3.8 2.1 1.7-2.6
Subjects with = fourfold B J ok 28.3-41.7 27 18.3-35.7
increase (%)
A/HINI 20)%* 14.3-25.6 11 48-17.2
A/H3N2 52% 44.9-59.1 29 20.1-37.9
Subjects with titre =1/160 (%) B 54%* 46.9-61.0 35 25.6-44.4
A/HINI a8 83.4-92.6 83 78.0-92.0
A/H3N2 S51* 43.9-58.1 34 24.7-43.3

*p < 0.001; ¥*p < 0.01; ***p < 0.05.
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Titoli anticorpali a distanza di 4 settimane dalla vaccinazione

N=285

x* X

k k %k

M MF59
Virosomale
Split

A (H3N2)

A (H1N1)

B

*p<0.001 vs.Vir
**p<0.05 vs.Split
**p<0.05 vs.Split & Vir

Baldo et al. Vaccine 2001



immunogenicita in soggetti a rischio;
anziani =75 anni

Seroprotezione (Giorno 21)

100 %
75 1
50 -
(n=595)
25 _ m Fluad = Split
(n=591)
9 * Differenza statisticamente significativa

A/H3N2 A/H1N1 B

Squarcione et al, 2003
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immunogenicita
verso ceppi eterovarianti
Anziani 265 anni

Immunogenicita verso ceppi raccomandati per la stagione 1993/94 dopo
vaccinazione con formulazione 1992/93

300 T Day 28 B MF59 (n=35)
Non-adjuvanted (n=39)
200 +
GMT
100 +
0 L]
B A/H3N2 A/H1N1

Minutello et al. Vaccine 1999



* Epld“gl imm verso ceppi eterovarianti

Anziani =265 anni

FLUAD® protegge il 98% degli anziani nei confronti

di un ceppo eterovarianie ,

% Sieroprotezione
A/Panama (A/H3N2) A/Fujian-like (A/H3N2)
100 - 100~ 98,3«
80+
75,9%

751 75
=2 50+ a2 50-

25 25 - "

0 . 0+ .
HI=40 pre- HI=40 post- Hi=40 pre- HI=40 post-
I | Agrippol® Begrivace IHFLUAD®

Del Giudice et al. Vaccine 2006



Un recente studio caso-controllo, ha coinvolto 105.454 soggetti non istituzionalizzati
residenti in aree vicine a 5 centri di riferimento, ha valutato l'efficacia di MF59° nel
ridurre il rischio di ospedalizzazione per sindrome coronaria acuta (ACS), accidente
cerebrovascolare (CVA) e polmonite associati all’laumento stagionale dell’influenza.
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n=139,445* O k=
@
69% (95% CI, 29-86%) o

N=105,454**
' ' - 87% (95% ClI, 35-97%
Stagione influenzale 2002-2003 0 (n2185’454** 9 930 (95% CI, 52-99%)
N=105,454**

I Stagione influenzale 2004-2005

Cl, intervallo di confidenza *Puig-Barbera et al. 2004; **Puig-Barbera et al. 2007



CONSIDERAZIONI SULLA RIDUZIONE DI OSPEDALIZZAZIONI %E‘%’_E@ﬂ@%@ﬂ

La riduzione delle ospedalizzazioni per influenza e polmonite della popolazione over
69enne trattata persegue sia obiettivi etici sia di politica sanitaria.

Ad di la’ del risparmio economico, va rilevato come ridurre l'ospedalizzazione nella
frangia di popolazione over 65enne, dove lincidenza di patologie croniche come la
broncopatia cronica ostruttiva € massima, significhi ridurre 'accesso in ospedale di
pazienti fragili portatori di patologie croniche, che vanno incontro spesso a scompenso
della patologia a causa di infezioni influenzali.

Questo aspetto € di rilievo in un sistema sanitario come quello italiano, impegnato negli
ultimi anni in un processo di spostamento di gestione della cronicita dall’ospedale al
territorio e agli MMG in particolar modo (si veda ad esempio il recente progetto CreG
della Regione Lombardia).

Il vaccino adiuvato con MF59 rappresenta quindi un ulteriore strumento in mano
alle ASL e agli MMG per perseguire gli obiettivi di gestione sul territorio della
BPCO nel paziente anziano, che rappresenta la vera sfida futura del SSN e del SSR.
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Sicurezza di MF59

e >30 milioni di dosi di Fluad® sono state distribuite nel mondo con una
bassissima frequenza di effetti indesiderati

Clinical experience: selected local and systemic reactions after first, second and third immunization in elderly subjects —meta-analysis results [33]

Reaction Vaccine First immunization Second immunization Third immunization
Fluad® W= 2112 (comparator N=1437), Fluad® N= 492 (comparator N=330), % FLUAD® N= 150 (comparator N =87, %
% (95% C1) (95% CI) (95%C1)
Pain FLUAD® 32(30-34) 27 (23-31) 28 (21-36)
Comparator 14(12-18) 21(17-26) 16 (9-26)
Erythema FLUAD™ 18 (16-19) 22(18-26) 22(16-29)
Comparator 13 (11-15) 19(15-23) 9({4-17)
Induration FLUAD®™ 15(13-17) 11 (8-14) 13 (8-18)
Comparator 10(8-11) 8(6-12) G(2-13)
Malaise FLUAD™ 6(5-7) 8 (6-11) 7 (3-12)
Comparator 4(3-5) 7 (4-10) 3(1-10)
Headache FLUAD™ 6(5-7) 8 (6-11) 7(1-9)
Comparator 4(3-5) 7(3-8) 3(1-10)
Myalgia FLUAD®™ 8 (7-9) 3(2-5) 1(0-5)
Cormparator 3(2-4) 2(1-4) 2(0-8)
Fever(=38:C) FLUAD®™ 1(0-1) 1(0-3) 1(0-4) ,
Comparator <1(0-1) 1(0-3) 0(0-4) Schultze et al, 2008 Vaccine

>50 milioni di dosi di Fluad® sono state distribuite

Nel 2010

bassissima frequenza di effetti indesiderati

nel mondo con una



Sicurezza
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Eventi Avversi

H Control Severe Reaction (n=1437)
Control Mild/Mod. Reaction (n=1437)

B FLUAD Severe Reaction (n=2112)
FLUAD Mild/Mod. Reaction (n=2112)
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Increased immunogenicity of the MF59-adjuvanted influenza vaccine compared
to a conventional subunit vaccine in elderly subjects

R. Gasparinil, T. pozzil, E. Momomolil, E. Fragapanel, F. Senatorez, M. Minutello® &
A. Podda?

Unstitute of Hygiene, University of Siena; *Chiron Vaccines Clinical Research, Chiron SpA, Siena, Italy

Table 3. Rates ol local and systemic post-immunisation
reactions (days 0—7) according to the type ol vaccine

temp. =38 °C

FLUAD AGRIPPAL S1
N = 204 N = 104
Post-immunisation
reactions %% 95% CI %o 95% CI
Local reactions
Pain 19 13.6-24.4 11 4.9-17.0
Warmth 13 8.4-17.0 9 3.5-14.5
Erythema 7 3.5-10.5 5 0.8-9.2
Induration 3 2.0-7.9 3 0—-6.3
Systemic reactions
Chills 4 1.3-6.7 3 0-6.3
MNausea 2 0.1-3.9 2 0—4.7
Malaise 6 2.7-93 9 3.5-14.5
Myalgia 3 2.0-7.9 4 0.2-7.8
Rash <1 0-2.4 3 0-6.3
Arthalgia 5 2.0-7.9 4 0.2-7.8
Headache 6 2.7-9.3 7 2.1-11.9
Axillary 2 0.1-3.9 2 0—4.7

No significant differences were observed.




Eventi Avversi

Sicurezza di MF59

Eventi avversi dopo 7 gg dall'immunizzazione

Vaccine Number of Subjects  Number of AE’s AE rate RR
FLUAD' 9171 94 1.0 %
0.92
(0.66 - 1.30)
Influvac 4550 51 1.1%

Podda, Vaccine, 2001
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La percentuale di individui con anticorpi anti-
squalene non e inficiata dal tipo di vaccini utilizzato

Pre

1 month post

6 months post

Pre

1 month post

6 months post

MF59-adjuv. Non-adjuv. P value P value*
Vaccine Vaccine (x2

No pos/No Tot (%) No pos/No Tot (%)  test)
48/48 (100) 52/52 (100) 1.000 Va;::i 0.236
47/48 (97.9) 51/52 (98.1) 0.954 Time* 0.901
48/48 (100) 49/52 (94.2) 0.091
28/48 (58.3) 27/52 (51.9) 0.520 Va;::i 0.446
26/48 (54.2) 30/52 (57.7) 0.722 Time* 0.910
28/48 (58.3) 25/52 (48.1) 0.305

* P values generated by bivariate logistic regression with vaccine type and time as cofactors



* EPIEMOI  sede intradermica Sede Intramuscolare

Epidermid
150-200 micron
ﬂaihla_

Trama di dendritica

capillari

linfatici - Derma

od 1.50-3 mm

Cellule

dendritiche
Ipoderma
3-100 mm
Muscolo

Sezione trasversale della cute

La via intradermica viene oggi considerata interessante principalmente per due ragioni:

1. logistica: i vaccini ID possono essere somministrati tramite semplici sistemi, come quelli che
utilizzano il microago, ideali da usare per le per campagne di vaccinazione di massa;

2. efficacia: la cute possiede un ottimo corredo di cellule in grado di riconoscere e processare gli
antigeni. Lelevata densita di cellule dendritiche le conferisce proprieta uniche in termini di attivazione
efficace dell'immunita innata e delle risposte immunitarie nei linfonodi drenanti.



Vaccino intradermico

|mmunogen|C|ta
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Arnou R et al. Vaccine 2009;27:7304-7312



Vaccino intradermico
accettabilita e percezione

E stata valutata la percezione delle reazioni al sito di iniezione (ISR) da parte di soggetti arruolati in trial clinici e
I'impatto delle ISR sull’accettabilita complessiva della vaccinazione e sulla disponibilita a vaccinarsi in futuro.

“How satisfied were you with the injection system?”
(Qual é stato il vostro grado di soddisfazione riguardo al sistema di iniezione?)

100 Trial su anziani Trial su adulti
0,23% 0,12%
a0 0,46% 0.60%
3,0% 3.1%
80 18,4%
21,1% i
70
60
55 5 o Molto insoddisfatto
= 4 M Insoddisfatto
40 3 4 Né soddisfatto ne insoddisfatto
— 2 M Soddisfatto
30 1 & Molto soddisfatto
20
10
0 79,3% 80,7% 7,7% 73,4%

D IM 0 IM



* Epidiel  Vaccino intradermico
accettabilita e percezione

“Would you want to be vaccinated again next year?”
(Vorrebbe vaccinarsi di nuovo I'anno prossimo?).

5 4 Sicuramente no
4 @ Probabilmente no

3 & Non so
2 @ Probabilmente si

1 @ Sicuramente si

95,5%
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Epidiel Il Virosoma

(IRIV = Immunopotentiating Reconstituted Influenza Virosome [virosoma
dell'influenza immunopotenziante ricostruito])

Il virosoma e un involucro del virus influenzale ricostituito, privato del nucleo
interno e delle informazioni genetiche. E’ in grado di stimolare il sistema
immunitario in modo simile all’infezione naturale.

Virus influenzale . o Virosoma influenzale
Doppio strato lipidico:

fosfolipidi

i Emoagglutmmax‘“ &

—— Meuraminicasi

™~ RNA virale
e proteina
nucleccapsidica virale

Vescicole sferiche
di 150 nm ¢

Herzog et al. Vaccine 2009



B ) v/irosoma

Particella “vuota” del virus influenzale, nella quale sono intateajlicoproteine funzionali
(emoagglutinina del virus dell'influenza) che consentono la veicolaziohardiglene alle
cellule iImmunocompetenti

Produzione:

Selezione mirata dei Purezza della  Aggiunta di Virosome
componanti composizione  fosfolipidi
Biccompatibili




Vaccinoadiuvato virosomale

Migliore immunogenicita negli anziani rispetto ai vaccini tradizionali

90

30

70

60
50
40
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10 -
0

1
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tasso di sieroconversione (%)

A/HINT  A/H3N2

*p<0.05 vs. virus intero

*p<0.005 VvS. subunita

Gliick et al. Lancet 1994

B

EAdiuvato
virosomale

B Virusintero

OSubunita

Criterio
EMA

100

A/HINT  A/H3N2

*p<0.005

Conne al. Vaccine 1997

EAdiuvato
virosomale

OSubunita

Criterio
EMA




Vaccinoadiuvato
virosomale

Immunogenicita in bambini sani
(6-35 mesi)

25

Tassi di sieroconversione (%)
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0,5 mL-1st dose [O0,6 mL-2nd dose at4 weeks @0,5 mL-FU at 6 months

wn
L

Aumento gel GMT

A/HINIL A/TDNS B

m0,5 ml-1st dose ®0,5mL-2nd dose atd weeks E0,5mL-FU at6 months

Esposito et al. Vaccine 2010
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3% Bianal.  Vaccinoadiuvato virosomale

“Effectiveness” di vaccino antinfluenzale adiuvato virosomale in bambini sani

(3-14 anni)
N: 966 vaccinati (403; 3-5 anni) Efficacia nella stagione 2004/2005 (mismatch tra
985 controlli (444; 3-5 anni) il ceppo circolante e quello contenuto nel vaccino) :
Diagnosis Vaccinated group; Unvaccinated group;  Adjusted vaccine

rate per 1,000 rate per 1,000 effectiveness (%)

Acute febrile respiratory illness® 2330 429.4 58.6

Influenza-like illness (ILI)° 26.9 102.0 75.1
Influenza A cases 2.1 18.3 88.4
(laboratory-confirmed)*

4Children with fever and respiratory symptoms
bChildren with fever = 38.5°C lasting at least 72 hours, and cough or sore throat
Children with ILI whose samples were positive for influenza A by polymerase chain reaction

Salleras et al. Vaccine 2006
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3% Epidiel
Vaccino adiuvato virosomale

Tollerabilita negli anziani rispetto al vaccino adiuvato con MF-59

462 soggetti sono stati inclusi nell'analisi di sicurezza

Eventi avversi locali La frequenza degli event

% di sogg. che hanno % di sogg. che hanno avversi locali e sistemici
riportato almeno un EA riportato dolore sollecitati & stata inferiore

nel gruppo del vaccino
adiuvato virosomale.

|l dolore nel sito di iniezione
e stato significativamente
meno frequente nel gruppo
= Adiuv. Con MF59 dei vaccinati con adiuvato
virosomale (p<0,0001).

Adiuv. Virosomale

Reazionilocali Dolore Zamparo et al. IVW 2004
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Human Vaccines & Immunotherapeutics 9:11, 1-14; November 2013; ® 2013 Landes Bioscience

Safety, immunogenicity, and tolerability
of three influenza vaccines in older adults
Results of a randomized, controlled comparison

David W Scheifele', Shelly A McNeil?, Brian J Ward?, Marc Dionne*, Curtis Cooper®, Brenda Coleman®, Mark Loeb’,
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Conclusions

Compared with subunit TI1V, adjuvanted TIV elicited
10-12% higher seroprotection rates to influenza A antigens in
older adults regularly given TIV. This advantage did not persist
6 mo after vaccination. Intradermal T1V provided no significant
advantage over intramuscular TIV using standard serologic cri-
teria. All 3 vaccines were well tolerated by this TTV-experienced

population.
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COMPOSIZIONE VACCINI INFLUENZALI STAGIONE 2007-2008
e A/Solomon Island/3/2006 (H1N1)

e A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)

e B/Malaysia/2506/2004

COMPOSIZIONE VACCINI INFLUENZALI STAGIONE 2008-2009
e A/Brisbane/59/2007 (H1IN1)

e A/Brisbane/10/2007 (H3N2)

e B/Florida/4/2006
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mRNA synthesis

Assorbimento del virus

Il virus dell’influenza si lega alla superficie cellulare tramite il
legame della estremita esterna dell’HA all’'acido sialico delle
glicoproteine o dei glicolipidi cellulari.

Il legame dell’acido sialico al penultimo galattosio, alfa 2,3 (negli
uccelli) o alfa 2,6 (negli esseri umani) determina la specificita
dell’'ospite. Dal momento che numerose cellule dell’organismo
contengono carboidrati che presentano acido sialico, I'abilita” di
legame dell’HA spiega il perché della possibilita che diversi tipi
cellulari di un organismo possano essere infettati.



Distribuzione dei recettori per i virus
influenzali nell’apparato respiratorio

1-2,6-linked NeuSAc

2 3 linked
NeuSAc




