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Vaccini per il diabete di tipo 1: a che punto siamo?
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PERCHE SVILUPPARE UN VACCINO PER IL DIABETE
DI TIPO 1?2

Il diabete di tipo 1 (DT1) & una patologia autoimmune in
cui la distruzione delle cellule beta porta ad una produ-
zione di insulina assente o insufficiente (1-2). Ad oggi,
la gestione del DT é ancora fortemente focalizzata sulle
conseguenze metaboliche di una malattia che e su base
autoimmune. La terapia insulinica é notevolmente mi-
gliorata, marimane un trattamento ormonale sostitutivo
che non modifica la patologia, in quanto non interviene
sui suoi meccanismi ezio-patogenetici. Pertanto, & neces-
sario comprendere il processo autoimmune sottostante
per attuare efficaci trattamenti mirati a prevenire e trat-
tare il DT1. Lautoimmunita del DT1 é diretta contro vari
autoantigeni della cellula beta (3) che sono oggetto di stu-
di mirati, tral'altro, allo sviluppo di vaccini per prevenire
l'insorgenza della patologia nei soggetti a rischio, o per
modularne I'aggressivita in soggetti con malattia concla-
mata.

Nell'ambito del DT1, utilizzare il termine “vaccino” puo
risultare piuttosto fuorviante, poiché l'obiettivo & quel-
lo di indurre l'effetto opposto rispetto alla vaccinazione
convenzionale, ovvero inibire la risposta immunitaria
nei confronti dell’antigene utilizzato. I vaccini immuno-
genici classici rappresentano uno degli interventi di sa-
lute pubblica di maggior successo e continuano ad avere
grande impatto nella prevenzione di molte malattie in-
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fettive. Essi si basano sull’attivazione, I'espansione e la
differenziazione di cloni di linfociti T memoria che rico-
noscono specificamente particolari antigeni virali o bat-
terici e sono cosi in grado di fornire una risposta rapida
in caso di nuova esposizione a tale agente patogeno. Nella
maggior parte dei vaccini immunogenici é necessaria la
presenza di adiuvanti, che possono variare in struttura e
componenti, e che determinano 'interazione con sistemi
di recettori dell'immunita innata favorendo a valle l'at-
tivazione e la differenziazione di cellule dell'immunita
adattativa (4). Al contrario, i vaccini tollerogenici sono
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progettati in modo che gli antigeni del vaccino vengano
riconosciuti in un contesto non attivato e non infiam-
matorio, tale da favorire il meccanismo della tolleranza
immunologica, con l'attivazione, espansione e differen-
ziazione di cellule T regolatorie specifiche per gli antigeni
di interesse.

Le malattie autoimmuni sono caratterizzate da una ri-
sposta immunitaria diretta contro uno o piut autoantige-
ni a cui consegue la perdita della tolleranza immunolo-
gica. Diversi antigeni beta cellulari come (pro)insulina,
GAD, IA-2 e ZnT8 sono stati identificati nel DT1. Il nostro
laboratorio ha recentemente ampliato questa lista con la
descrizione di diversi nuovi antigeni derivati dai granu-
li secretori delle cellule beta, tra cui la secretogranina-s,
I'urocortina-3 e la proconvertasi-2 (5-6). Tuttavia, la com-
parsa di auto-anticorpi che riconoscono gli antigeni clas-
sicidel DT1in individui a rischio di sviluppare la malattia
é eterogenea, suggerendo che il riconoscimento di alcuni
antigeni o di altri potrebbe variare da individuo a indivi-
duo, ed essere dunque il primo ostacolo allo sviluppo diun
vaccino efficace. Ciononostante, alcuni di questi antigeni
sono stati oggetto di studio e hanno portato allo sviluppo
di vaccini che sono gia stati testati o sono in corso di spe-
rimentazione clinica o preclinica. I punti forti di queste
strategie vaccinali rispetto ad altri approcci di immuno-
terapia, per esempio con anticorpi monoclonali anti-CD3
(7), € la selettivita della loro azione sui linfociti responsa-
bili della malattia. Ne deriva un profilo di sicurezza in ge-
nerale migliore, argomento importante per delle terapie
preventive destinate a persone a rischio ma che non sono

ancora clinicamente malate.
COME E CHE VACCINO SOMMINISTRARE?

Diverse vie di somministrazione sono state considerate al
fine di sviluppare un vaccino efficace per il DT1. Per quan-
toriguardal'insulina, il Diabetes Prevention Trial (DPT)-1
nei primi anni Novanta ha permesso lo screening di piu
di1oo0.000 parenti di primo e secondo grado di soggetti af-
fetti da DT1. Due trial di prevenzione sono stati in seguito
sviluppati: il primo utilizzando insulina somministrata
per via parenterale (endovenosa ed in seguito sottocuta-
nea); il secondo utilizzando la via orale. Nel primo sono
stati coinvolti 339 soggetti su cui era stato stimato un
rischio elevato di sviluppare DT1 entro 5 anni sulla base
della positivita degli anticorpi e della perdita della prima
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fase della secrezione insulinica. Tuttavia, in questi sog-
getti, seguiti per una media di 3,7 anni, l'analisi della
progressione clinica (stimata mediante test orale di tolle-
ranza al glucosio, OGTT) non ha dato il risultato sperato
(8). 1l secondo trial, effettuato su 372 soggetti, ha avuto
una durata di 4,3 anni durante i quali I'insulina é stata
somministrata per via orale. La prima analisi dei risul-
tati lasciava intuire un secondo fallimento. Tuttavia, in
seguito ad una seconda analisi, si é osservato un effetto
favorevole in un sottogruppo di individui con alti titoli di
auto-anticorpi anti-insulina (9), sottolineando la necessi-
ta di una migliore selezione dei soggetti da includere nei
trial in base al profilo autoimmune individuale (10-11).

Diverse altre vie di somministrazione sono state dunque
considerate, tra cui la via sottocutanea, intradermica,
orale e intranasale (12). Nella scelta della modalita di
somministrazione, ¢ importante considerare le carat-
teristiche anatomiche, funzionali e immunologiche dei
diversi tessuti tipiche di ogni via. La struttura e l'orga-
nizzazione spaziale dei tessuti, l'interfaccia epiteliale, la
presenza e la localizzazione di particolari cellule immu-
nitarie, sono tutti fattori che hanno un impatto sull’esito
finale. A questo proposito, la somministrazione nasale si
presenta come una via promettente per la vaccinazione
tollerogenica, per I'ambiente tollerogenico delle mucose.
Le superfici mucose infatti sono continuamente esposte a
numerosi antigeni ambientali. Oltre alla barriera epite-
liale coperta dal muco e alla secrezione di peptidi antimi-
crobici, una rete immunitaria specializzata e complessa
é coinvolta nellimmuno-sorveglianza di questi tessuti
(13). Inoltre, i tessuti nasali mostrano una superficie re-
lativamente grande per l'assorbimento di antigeni, co-
perta solo da un sottile strato di muco, e sono altamente
vascolarizzati, non richiedono dosi elevate di antigene e
costituiscono una via non invasiva (14). Questa via é stata
per esempio testata in un trial australiano (15) in cui sono
stati arruolati pazienti LADA (anticorpo-positivi ma non-
insulino-dipendenti al momento del reclutamento), con
l'idea che l'autoimmunita probabilmente meno aggres-
siva presente in questa forma di DT1 lento potesse essere
piu facile da controllare. Questo studio non ha mostrato
un’efficacia clinica, ma ha documentato 'induzione di
una tolleranza specifica per I'insulina, in vitro ed in vivo.
E stata anche testata la somministrazione intradermica
di un peptide della proinsulina, basata sui risultati po-
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sitivi di studi preclinici (16) e di un trial pilota di immu-
noterapia peptidica (PIT) che aveva mostrato sicurezza,
tollerabilita e modificazioni compatibili con I'induzione
diuna tolleranza immunologica (17). Questo studio (18) ha
utilizzato due diverse dosi con effetti equivalenti: assenza
di effetti secondari maggiori, un piccolo effetto sulla se-
crezione residua di insulina misurata come peptide C, ma
un effetto pitt importante sulla riduzione delle dosi di in-
sulina e sull'indice IDAA1c (una misura dell’HbA1c corret-
ta per la dose di insulina utilizzata). Cli studi condotti su
campioni prelevati dai pazienti arruolati in questo studio
hanno mostratoun incremento della secrezione della cito-
china regolatoria IL-10 in risposta alla proinsulina, men-
tre la secrezione della citochina pro-infiammatoria IFN-y
non mostrava cambiamenti. Un’interpretazione possibile
di questo risultato é che l'effetto regolatorio indotto possa
essere dominante rispetto all’effetto di eliminazione dei
linfociti T patogeni. In effetti, gli autori hanno osserva-
to un aumento transitorio dell’espressione di FOXP3 nei
linfociti T regolatori, che rappresenta abitualmente un
indice di una attivita regolatoria piu efficace. Malgrado
alcunilimiti (la possibile perdita del doppio cieco in quan-
to il peptide induceva una reazione eritematosa nel sito
di iniezione a differenza del placebo; il follow-up di soli 6
mesi dopo la fine del trattamento; l'assenza di documen-
tazione delle modificazioni indotte nel gruppo placebo),
questo studio é fino ad ora quello che ha ottenuto i risul-
tati pitt significativi utilizzando una strategia vaccinale.
Nel progettare un vaccino tollerogenico, oltre alla via di
somministrazione e alla scelta dell’antigene, ¢ indispen-
sabile considerare la formulazione del vaccino stesso. Ad
esempio, gli studi che hanno utilizzato la decarbossilasi
dell’acido glutammico (CAD) aggiungendo dell’alluminio
come adiuvante, hanno mostrato una difficolta non sor-
prendente nell'induzione specifica di una risposta tolle-
rogenica piuttosto che immunogenica (19). In effetti, tutti
gli altri vaccini testati fino ad oggi non prevedono la pre-
senza di un adiuvante, in quanto l'antigene deve essere
riconosciuto in un contesto non infiammatorio per poter
favorire una risposta tollerogenica.

QUANDO SOMMINISTRARE IL VACCINO?
Parlare di prevenzione nel DT1 potrebbe non essere appro-

priato quando l'intervento e mirato a soggetti che sono
gia positivi ad uno o pit autoanticorpi, poiché questi
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stessi marcatori indicano un processo autoimmune gia in
atto (Fig. 1). Una soluzione in questo senso potrebbe esse-
re rappresentata dalla strategia seguita dal trial di fase
1 Pre-POINT (20), che ha trattato soggetti geneticamente
predisposti a sviluppare il DT1 (in quanto portatori di alle-
li HLA di predisposizione), ma ancora negativi agli auto-
anticorpi. Inoltre, va considerato che recenti meta-analisi
mostrano che i primi segni misurabili di autoimmunita
(gli auto-anticorpi) compaiono spesso durante i primi 2
anni di vita (21-22), suggerendo che sarebbe opportuno in-
tervenire durante la vita neonatale per prevenire l'auto-
immunita. Cio richiede delle vie di somministrazione
non invasive e con un eccellente profilo di sicurezza. Il no-
stro laboratorio cerca di sviluppare dei vaccini in tal sen-
so, creando degli antigeni legati ad un frammento Fc di
immunoglobulina (23). La somministrazione per via orale
di tali antigeni potrebbe dunque sfruttare il recettore Fc
neonatale che permette al neonato di assorbire gli anti-
corpi contenuti nel latte materno.

In un soggetto predisposto a sviluppare il DT1, l'autoim-
munita inizia con una fase in cui un singolo antigene,
molto probabilmente la proinsulina, stimola un numero
limitato di linfociti T, ma la conseguente distruzione del-
la beta cellula porta al rilascio di altri antigeni e all’atti-
vazione di un maggior numero di linfociti, rendendo la
reazione autoimmune pit difficile da controllare. Questo
fenomeno, noto come “antigen spreading”, sottolinea
ancora una volta la necessita di un intervento precoce.
Rimane tuttavia difficile intervenire con un cocktail di
antigeni, perché sono probabilmente troppo numerosi e
riconosciuti in maniera variabile secondo gli individui.
Un'’idea innovativa recente é costituita dall'utilizzo di na-
noparticelle che potrebbero favorire il meccanismo defi-
nito “tolerance spreading”. In questo senso, il gruppo di
P. Santamaria ha creato delle cellule presentatrici dell'an-
tigene artificiali rivestendo delle nanoparticelle di ossido
di ferro con complessi HLA di classe II caricati con pepti-
di antigenici, capaci di presentare 'antigene in assenza
di molecole costimolatorie con conseguente soppressione
dei linfociti T CD4+ autoreattivi e la loro conversione in un
fenotipo regolatorio, conferendo protezione dallo svilup-
po del diabete e di altre malattie autoimmuni in modelli
murini (24). Questa applicazione, che rimane tuttavia al
momento limitata alla sola fase preclinica, potrebbe rap-
presentare la base per studi di intervento sull'uomo.
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In un soggetto geneticamente a rischio, il DT1 si sviluppa attraverso 3 stadi successivi definiti in base alla

presenza di auto-anticorpi (aAc) e/o disglicemia/iperglicemia: stadio 1: autoimmunita (almeno 2 aAc positivi), glicemia

normale; stadio 2: autoimmunita et disglicemia (perdita della prima fase di insulinosecrezione); stadio 3: DT1 clinico,

autoimmunita ed iperglicemia sintomatica
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| VACCINI ANTI-VIRALI PER LA PREVENZIONE DEL DT1

Le infezioni virali possono svolgere un ruolo chiave nella
perdita della tolleranza immunitaria portando alla pre-
sentazione di un antigene “simile” ad un auto-antigene
(meccanismo di mimetismo molecolare) (25), oppure in-
nescando la produzione di citochine che dis-regolano la
tolleranza portando ad una presentazione di antigeni in
un contesto inflammatorio. Inoltre, la produzione di cito-
chine pro-infiammatorie puo a sua volta promuovere l'e-
spressione di HLA sulla membrana cellulare e quindi faci-
litare la presentazione di auto-antigeni. Questo aumento
dell’espressione beta-cellulare dell’HLA di classe I ¢ una
delle caratteristiche del DTz a livello istopatologico, e ri-
flette probabilmente una risposta all'interferone. Questo
fattore potrebbe avere un ruolo chiave nel DT1 poiché, au-
mentando la presentazione degli antigeni da parte delle
cellule beta, aumenta la loro visibilita nei confronti dei
linfociti T autoreattivi.
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Le infezioni virali sono state a lungo considerate tra i pos-
sibili fattori ambientali scatenanti del DT1, e numerosi
studi hanno segnalato associazioni tra il DT1 e una varie-
tadivirus (26). Tuttiivirus chiamatiin causa condividono
quattro caratteristiche: 1) sono responsabili di infezioni
precoci (in accordo con la comparsa precoce dei primi au-
to-anticorpi nella maggioranza dei bambini che sviluppe-
lto dif-
fusa; 3) la trasmissione e oro-fecale; e 4) si tratta di virus

.....

ranno in seguito un DT1); 2) la sieropositivita e mo
che possono infettare le cellule beta. Tra questi, il Rotavi-
rus, che & una comune causa di gastroenterite infantile,
contiene sequenze di peptidi che sono simili ad autoan-
tigeni beta-cellulari, e potrebbe quindi giocare un ruolo
nell’attivazione dell'autoimmunita attraverso il suddetto
meccanismo di mimetismo molecolare. Tuttavia, gli stu-
di piu approfonditi e le associazioni piu solide con il DT1
sono stati riportati con gli Enterovirus, principalmente i
Coxsackie virus B (CVB), sia clinicamente che sperimen-
talmente. Ad oggi, numerosi studi in coorti di bambini a
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Figuraz

L'identificazione dei fattori eziologici del DTi, tra cui le infezioni da CVB, e lo sviluppo di approcci per

contrastare il sottostante processo autoimmune sono alla base della creazione di vaccini rispettivamente immuno-
genici (parte bassa della figura) e tollerogenici (parte alta). La figura illustra il perché, quando e come intervenire con
ciascuno di questi vaccini, e le difficolta e opportunita offerte da ciascuno di questi aspetti

DIFFICOLTA
ita di vie di ini non
invasive ed eccellente profilo di sicurezza .

DIFFICOLTA
«Antigen spreading»

<" Perché?

Autoimmunita diretta contro
vari autoantigeni della cellula

Linfocit ‘
. ?ns o

OPPORTUNITA
«Tolerance spreading»

Cellula p

z)uand(.):?

Comparsa di autoanticorpi
prima dei 2 anni d’eta

= Intervento precoce ( - \
4 X

&

OPPORTUNITA

&/

Vaccinazione
orale o nasale

MY

DIFFICOLTA
Induzione di un effetto
tollerogenico selettivo

Come?

/ Vaccini tollerogenici progettati in modo
/ da favorire il meccanismo della tolleranza

o

\z

P . AL OPPORTUNITA
Assenza di adiuvanti N2 7N
N

Vie mucose

Tollerogenico < e
- VACCINO per il DT1
Perché? . Immunogenico " Come?
DIFFICOLTA -, DIFFICOLTA
As iazi L . Mimetismo molecolare
;?‘::::;ﬁgsﬁx:;::o ASSOC[aZlOl:Il .mf il DT1 * Y potenzialmente acceleratore?
e molteplici virus Y

Ty

* 6 siwpo Ty pT1
H di autoanticorpi i
oW ;

=) Coxsackie B viruses (CBVs) E . X . Vaccino
o o /" Vaccino anti-CVB somministrato a ot CVB P
Infezioni a bassa intensita {  neonati a rischio genetico di DT1 % ", .
croniche o ricorrenti i
OPPORTUNITA | ., e | é’ w i OPPORTUNITA
Prevenzione primaria J Y g ( J™ A i Outcome piti rapido

W

->Eliminazione di un potenziale
fattore di rischio del DT1

DIFFICOLTA
Delicato rapporto
rischio/beneficio

rischio genetico di DT1 hanno stabilito I'associazione tra
infezioni enterovirali e DT1, pit precisamente con la com-
parsa degli auto-anticorpi (27-29). Cli studi istopatologici
su pancreas hanno confermato questa associazione ma
anche mostrato che i segni di infezione sono riscontra-
bili in un numero limitato di isole (30-31), osservazione
che potrebbe indicare delle infezioni persistenti a bassa
intensita, ricorrenti o croniche. Un vaccino anti-CVB ¢é
stato recentemente sviluppato (32) e sara prossimamente
testato in bambini a rischio genetico di DT1 per verifica-
re se la prevenzione dell'infezione riduce il rischio suc-
cessivo di sviluppo degli auto-anticorpi. Si tratta dunque
in questo caso di un vaccino classico, simile al vaccino
anti-polio inattivato somministrato ai neonati, al fine
di eliminare un potenziale fattore di rischio del DT1 e, al
tempo stesso, prevenire altre possibili complicanze gravi
dell'infezione da CVB (32). Studi sono in corso per capi-
re la risposta immunologica all'infezione naturale, che
resta poco conosciuta, al fine di ottimizzare il rapporto
rischio-beneficio. In particolare, é importante escludere
la partecipazione di meccanismi di mimetismo moleco-

e

32

(seroconversione)
OPPORTUNITA
Prevenzione di complicanze
gravi dell’infezione CVB

lare, che potrebbero portare ad una accelerazione piutto-
sto che ad una prevenzione dell’autoimmunita contro le
cellule beta.

CONCLUSIONE

Ad ogginon esiste una cura per il DT1 e 'aumento a livello
mondiale della sua incidenza richiede, da una parte, l'i-
dentificazione dei fattori eziologici e, dall’altra, degli ap-
procci per neutralizzare il processo autoimmune che ne é
alla base. Entrambi gli aspetti sono oggetto di sviluppo
divaccini al fine di prevenire I'insorgenza della malattia
nei soggetti a rischio (Fig. 2), o limitarne la progressione
in quelli gia clinicamente malati. I risultati preclinici
incoraggianti in modelli murini non si sono tradotti in
benefici clinici significativi nei trials che li hanno segui-
ti, ma alcune eccezioni iniziano ad apparire, e gli studi
meccanistici ci aiutano a comprendere la ragione di que-
sti successi finora limitati, che riflettono probabilmente
un momento di intervento che e troppo tardivo. Nuove
strategie basate su interventi pilt precoci (prima dell’ap-



parizione degli autoanticorpi), su agenti terapeutici in

grado di amplificare l'effetto tollerogeno e/o su vaccini in

grado di prevenire le infezioni virali potenzialmente in

causa sono in corso di esplorazione. I prossimi anni do-

vrebbero apportare delle risposte fondamentali in questo

Senso.
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