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1. UvOD

Secerna bolest ili dijabetes kroniéni je poremecaj koji nastaje kao posljedica nedovoljnog
luéenja hormona inzulina iz beta (B) stanica Langerhansovih oto¢i¢a gusterace ili zbog
nemogucnosti djelovanja inzulina na ciljne stanice u tijelu. (Guyton i Hall, 2017) Nedostatak ili
smanjena uéinkovitost inzulina uzrokuje stanje kroni¢ne hiperglikemije koja s vremenom dovodi
do poremecaja u metabolizmu masti i proteina. (Straus i Petlevski, 2009) Postoje razliiti tipovi
dijabetesa koji se mogu podijeliti u 4 kategorije: dijabetes tipa 1, dijabetes tipa 2, trudnicki
(gestacijski) dijabetes i ostali specifi¢ni oblici. (American Diabetes Association, 2021)

1.1. Dijabetes tipa 1

Dijabetes tipa 1 (DT1) je autoimuna endokrinoloska bolest koja nastaje kao posljedica
unistenja B stanica gusterace koje proizvode polipeptidni hormon inzulin. Inzulin djeluje na
brojne stanice u tijelu poti¢u¢i ih na unos i iskoriStenje glukoze u svrhu dobivanja energije.
Postoje dva tipa DT1- autoimuni i idiopatski. Autoimuni DT1 posljedica je prisutnosti
autoreaktivnih T limfocita usmjerenih prema B stanicama guSterace, a na autoimunu etiologiju
ukazuje prisutnost autoantitijela usmjerenih na stani¢ne komponente B stanica. Ukoliko u krvi
pacijenta nisu pronadena autoantitijela smatra se da se radi o idiopatskom DT1. (Straus i
Petlevski, 2009)

Razvoj autoimunog DT1 moze se podijeliti u tri stadija (Insel i sur., 2015):
Stadij 1: prisutna dva ili viSe autoantitijela povezana s DT1; odrzana normoglikemija
Stadij 2: prisutna dva ili vise autoantitijela povezana s DT1; prisutna disglikemija

Stadij 3: pojava tipicnih klinickih simptoma DT1



1.1.1. Imunopatogeneza

Pocetkom imunopatogeneze autoimunog DT1 smatra se apoptoza [ stanica
Langerhansovih otoc¢i¢a uslijed Cega oslobodeni stani¢ni sadrzaj postaje skup potencijalnih
autoantigena sa sposobnos¢u pokretanja imunosnog odgovora usmjerenog prema [ stanicama
gusterace. (Cabrera i sur., 2012) Sastavnice P stanica Ciji su dijelovi molekula najcesci
autoantigeni su dvije izoforme enzima dekarboksilaze glutaminske kiseline (engl. glutamic acid
decarboxilase, GAD)- 65 i 67, hormon inzulin, transporter cinka 8 (ZnT-8) i autoantigeni stanica
otocica (engl. islet cell autoantigen, ICA) 69 i 512. (Arvan i sur., 2012) Osim navedenih proteina
tijekom apoptoze  stanica otpustaju se protein toplinskog Soka 60 (engl. heath shock protein 60,
HSP60) i proteini visoke mobilnosti (engl. high mobility group box, HMGB) koji imaju ulogu
alarmina i izravno djeluju na aktivaciju dendritickih stanica i makrofaga vezanjem preko
receptora sliénog Tollu 2 (engl. Toll like receptor 2, TLR2). Oslobodene stani¢ne proteine
fagocitiraju i preraduju dendriticke stanice koje odlaze u pankreasni limfni ¢vor gdje preko
glavnih molekula tkivne podudarnosti Il (engl. major histocompatibilty complex 1I, MHCII)
prezentiraju preradene peptide naivnim autoreaktivnim T limfocitima s povrSinskim stani¢nim
diferencijacijskim antigenom (engl. cluster of differentiation, CD) 4. Autoreaktivni CD4+ T
limfociti pomoé¢u T stani¢nog receptora (engl. T cell receptor, TCR) prepoznaju vlastite antigene
kao strane, a njihovo postojanje u pankreasnom limfnom ¢voru posljedica je neispravne pozitivne
i negativne selekcije T limfocita u timusu. Aktivirani naivni CD4+ T limfociti ovisno o
interakciji s dendritickom stanicom mogu sazrjeti u nekoliko razli¢itih podtipova sa sposobnosc¢u
aktiviranja ostalih stanica imunosnog sustava i njihovog usmjeravanja prema 3 stanicama

Langerhansovih oto¢i¢a u gusteraéi. (Zhong i sur., 2011)

1.1.2. Cimbenici razvoja

Pocetno uniStenje [ stanica guSterace koje pokrece DTI1 skup je medudjelovanja
genetskih i okolisnih ¢imbenika. Najc¢es¢i genetski ¢imbenik rizika za razvoj DT1 povezan je s
polimorfizmima gena sustavne tkivne snosljivosti (engl. human leukocyte antigen, HLA) koji
kodiraju za brojne proteine nuzne za predofavanje antigena imunokompetentim stanicama u

tijelu. Medu genima izvan HLA sustava, rizik za razvoj DT1 povecan je ukoliko postoje
2



polimorfizmi gena INS i PTPN22. INS kodira za inzulin, a polimorfizmi unutar tog gena
povezani su sa smanjenom ekspresijom inzulina u timusu §to posljedi¢no dovodi do prezivljenja
autoreaktivnih T limfocita. PTPN22 kodira za protein tirozin fosfatazu, a mutacije gena takoder
omogucuju prezivljenje autoreaktivnih stanica u timusu. NajceS¢im okoliSnim cimbenicima
razvoja DT1 smatraju se virusne infekcije enterovirusima u ranom djetinjstvu. Unistenje
stanica posredovano virusima moze biti posljedica direktne citolize ili rezultat molekularne
mimikrije izmedu sastavnice [ stanica i virusnih Cestica koja dovodi do usmjeravanja imunosnog

odgovora na 3 stanice gusterace. (Van Belle i sur., 2011)

1.1.3. Simptomi i komplikacije

Klini¢ki simptomi DT1 nerijetko se pokazuju tek nekoliko godina nakon samog pocetka
bolesti kada je tkivo gusterace toliko oSte¢eno da svojim djelovanjem viSe ne moze odrzavati
normoglikemiju u ljudskom organizmu. Najces¢i simptomi DT1 su suhoca usta i Zed, ucestalo
mokrenje, umor, smetnje vida, stalna glad uz nagli gubitak tjelesne mase i Ceste infekcije.
Komplikacije DT1 mogu se podijeliti na akutne i kroni¢ne. Medu akutne komplikacije ubrajaju
se ketoacidoza, laktatna acidoza te hipoglikemija kod pacijenata na terapiji inzulinom. (Straus i
Petlevski, 2009) Kroni¢ne komplikacije DT1 u organizmu zapocinju neopazeno, bez vidljivih i
osjetnih posljedica te se razvijaju dugi niz godina uz trajno i ireverzibilno unistenje odredenih
organa u tijelu. Osnova nastanka kroni¢nih komplikacija je oStecenje krvnih Zila te se, S obzirom
na krvne Zile koje su zahvacene, kroni¢ne komplikacije DT1 mogu podijeliti na makrovaskularne
i mikrovaskularne. Makrovaskularne komplikacije obuhvacaju koronarnu bolest srca,
cerebrovaskularnu bolest i perifernu vaskularnu bolest dok mikrovaskularne komplikacije
ukljucuju ostecenja mikrovaskulature u mreznici (retinopatije), bubrezima (nefropatije) i zivcima

(neuropatije). (Boras i sur., 2011)



1.1.4. Dijagnostika

Opcenita dijagnostika dijabetesa temelji se na utvrdivanju stanja hiperglikemije pracene
simptoma karakteristi¢cnima za bolest. Ukoliko je koncentracija glukoze u uzorku venske plazme
izvadene nataste veca od 7 mmol/L ili nakon testa oralnog opterecenja glukozom veca od 11,1
mmol/L, mjerenje koncentracije glukoze potrebno je ponoviti idu¢eg dana kako bi se potvrdila
konacna dijagnoza. (Vuci¢ Lovrenci¢, 2011) Jednom kada je dijagnosticiran dijabetes potrebno je
utvrditi o kojem tipu se radi. Detektiranjem antitijela usmjerenih prema inzulinu i/ili
dekarboksilazi glutaminske kiseline iskljucuje se dijabetes tipa 2, a potvrduje autoimuni oblik

DT1. (www.ncbi.nlm.nih.gov )

1.1.5. Trenutna terapija

Nedostatak inzulina prouzro¢en unistenjem [3 stanica potrebno je nadoknaditi inzulinskim
pripravcima koji se apliciraju supkutanim injekcijama, inzulinskim olovkama ili inzulinskim
pumpama. Ovisno o vremenu potrebnom za pocetak njihovog djelovanja, postizanju maksimalne
koncentracije i trajanju djelovanja unutar ljudskog organizma pripravci se dijele u 4 skupine: brzo
djelujuci (inzulini lispro, aspart i glulizin), kratko djeluju¢i (humulin R), srednje dugo djelujuci
(humulin N) i dugo djelujuci (detemir, glargin). Terapija inzulinom je dozivotna. (Nolte
Kennedy, 2012)

1.2. Imunoterapija

Imunoterapija je vrsta terapije koja je usmjerena prema moduliranju imunosnog odgovora
u svrhu lijeenja stanja prouzro¢enih pretjeranom ili oslabljenom aktivno$¢u imunosnog sustava.
U svrhu imunomodulacije mogu se koristiti bioloske molekule (antitijela, citokini),
imunosupresivni lijekovi, cjepiva te vitamini i minerali s utjecajem na imunosni sustav. Danas se
imunoterapija najcesce primjenjuje za lijeCenje tumorskih i autoimunih bolesti te za sprje¢avanje

odbacivanja transplantiranih organa. (www.ncbi.nlm.nih.gov)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2. OBRAZLOZENJE TEME

Trenutna terapija DT1 nadomjescima inzulina lije¢i posljedicu bolesti pritom ne utjecuéi na
usporenje progresivnog unistenja 3 stanica gusSterace. Brojna istrazivanja provedena su u svrhu
raspetljavanja zamrsenog klupka imunopatogeneze DT1, a s gotovo svakim novim otkricem
javila se i ideja o imunoterapiji usmjerenoj prema specifi¢noj sastavnici imunosnog sustava koja

bi mogla dovesti bolest do stanja dugotrajne remisije.

Cilj ovog preglednog diplomskog rada je prikazati dosadasnje pristupe i istrazivanja
primjene imunoterapije u pokusaju lije¢enja dijabetesa tipa 1 te na temelju njih donijeti zaklju¢ak

0 uc¢inkovitosti takve terapije.



3. MATERIJALI I METODE

Za potrebe pisanja ovog diplomskog rada koriStena je stru¢na i znanstvena literatura
povezana S imunopatogenezom i imunoterapijom dijabetesa tipa 1 pronadena pomocu trazilice

GoogleScholar i u bazi podataka PubMed.

Provedena klinicka ispitivanja kao i njihovi rezultati pronadena su u internetskoj bazi

ClinicalTrials.gov.



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Imunoterapija dijabetesa tipa 1

Prvi pristup imunoterapiji DT1 zabiljeZzen je 1980. godine primjenom imunosupresiva
ciklosporina koji ima posredni inhibitorni u¢inak na protein kalcijneurin potreban za aktivaciju T
limfocita. Terapija je uspjesno usporila razvoj DT1, ali zbog $tetnih ucinaka uslijed dugotrajne
primjene (nefrotoksi¢nost i povecan rizik razvoja tumora) terapija ciklosporinom nikad nije
odobrena za lijeCenje DT1. Unato¢ opashim nuspojavama, ¢ija Steta nadmasuje korist terapije
ciklosporinom, pozitivni rezultati ostvareni u usporavanju imunosnog unistenja tkiva gusterace
ukazali su na moguéu autoimunu pozadinu DTI1 te otvorili vrata novim pristupima lijeCenja
usmjerenima prema moduliranju autoimunog odgovora imunosnog sustava pri stanju DT1.
(Warshauer i sur., 2020)

Slika 1 prikazuje pristupe imunoterapiji DT1, a u daljnjem tekstu opisani su mehanizmi
djelovanja pojedinih pristupa kao i rezultati provedenih klini¢kih ispitivanja njihove sigurnosti i

ucinkovitosti.
Imunoterapija dijabetesa tipa 1
| | | R — I '
. munoterapija s -
Angitiiela Blokatori 5‘%‘;? E:a utjecajem na m‘;ﬂ:t]gﬁ';;.r Kombinirana
: 1 kostimulacije f' - djelovanje . o imunoterapija
erapija Citokina limfociti
Anti CD3: Fuzijski protein Inzulin Usmjerena prema TNF-o: Daklizumab i
-Teplizumab CTLA-4- antitijelo: GAD 65 -Etanercept mikofenolat mofetil
-Oteliksizumab -Abatacept -Golimumab
Peptid 277
Anti CD2: Fuzijski protein Usmjerena prema IL-1: AntiTl-211i
-Rituksimab LFA3- antitijelo: - Canakinumab liraglutid
-Alefacept
Antitimocitni globulini Usmjerena prema IL-2:

-Aldeszleukin

Slika 1 Sazeti prikaz pristupa imunoterapiji DT1



4.2.  Imunoterapija antitijelima

Imunoterapija antitijelima pristup je kojim se dizajniranjem specificnih antitijela
omogucuje ciljano aktivirajuce ili blokiraju¢e djelovanje prema topljivim molekulama i
povrsinskim stani¢énim biljezima imunosnog sustava. Proizvodnja antitijela razlikuje se ovisno o
tome radi li se o monoklonskim ili poliklonskim antitijelima. Monoklonska antitijela (mAt)
proizvode se koristenjem kulture Klonalnih plazma stanica koje proizvode Zeljena specifi¢na
antitijela usmjerena prema jednom epitopu odredenog antigena. Poliklonska antitijela (pAt)
proizvode se unosom specificnog antigena u tijelo Zivotinje nakon ¢ega se sakuplja zivotinjski

serum koji sadrzi antitijela usmjerena prema razli¢itim epitopima odredenog antigena. (Gault i

McClenaghan, 2009)

4.2.1. Anti CD3

CD3 molekula je kompleks prisutan na povrsini T limfocita sastavljen od dva epsilon i
dva zeta te gama i delta lanca. Prilikom interakcije TCR- peptid- MHC (I ili 1) dolazi do
konformacijske promjene TCR-a koja se prenosi na transmembranske lance CD3 molekule.
Dijelovi lanaca smjesteni u unutras$njosti stanice imaju motiv aktivacije imunoreceptora na bazi
tirozina (engl. imunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM) koji se uslijed
konformacijske promjene fosforiliraju citosolnim kinazama $to pokre¢e niz unutarstani¢nih
reakcija koje dovode do aktivacije CD4+ i CD8+ T limfocita. (Delves i sur., 2017)

Moduliranje prijenosa signala primljenog preko TCR-a moguce je ostvariti intravenskom
primjenom anti CD3 mAt. To¢an mehanizam ovakvog imunoterapijskog pristupa jo§ nije u
potpunosti razjasnjen. Smatra se da anti CD3 mAt imaju agonisti¢ko djelovanje na receptor pri
¢emu stvaraju signal koji dovodi do anergije ili apoptoze aktiviranih efektorskih T limfocita uz
izostanak takvog djelovanja na regulacijske T limfocite. Apoptoziraju¢i T limfociti iz stanice
otpustaju transformirajuc¢i faktor rasta B (engl. transforming growth factor beta, TGF-B) Kkoji
posreduje usmjeravanju imunosnog odgovora prema toleranciji na nacin da potice ekspresiju
gena za protein imunosnog odgovora 3 (engl. Forkhead box protein 3, FOXP3) u efektorskim

CD4+ T limfocitima usmjeravaju¢i ih tako prema imunosupresivnom fenotipu koji ima



moguénost Usmjeravanja imunosne reakcije prema toleranciji. Istovremeno sa stvaranjem signala
moze do¢i do internalizacije ili odvajanja kompleksa mAt- CD3 s povrSine §to onemoguéuje
daljnje signaliziranje TCR molekule na povrSini autoreaktivnog T limfocita ukoliko prepozna

specifi¢an autoantigen. (Kuhn i Weiner, 2016)

Za imunoterapijsko lijeCenje DT1 razmatraju se dva anti- CD3 mAt: teplizumab i
oteliksizumab. Oba mAt usmjerena su prema epsilon lancu CD3 kompleksa, a njihovi Fc dijelovi
nemaju sposobnost vezanja za Fc receptore. Razlikuju se prema podrijetlu- teplizumab je
humanizirano antitijelo, a oteliksizumab je djelomi¢no kimerno, a djelomi¢no humanizirano
antitijelo. (Kuhn i Weiner, 2016)

Ucinkovitost teplizumaba u lije¢enju DT1 ispitana je u nekoliko istraZivanja ¢iji su

rezultati prikazani u tablici 1.

Tablica 1 Rezultati klini¢kih ispitivanja teplizumaba

Godina Broj
Pocetka  Sudionika, Cilj istraZivanja Rezultat

istrazivan  dob i faza
ja

Dvije godine od pocetka primjene

terapije zabiljezen je usporen pad

Ispitati utjecaj teplizumaba na C peptida, pad koncentracije
2005. 83; 8-30; ocuvanje proizvodnje C peptida kod glikiranog hemoglobina i Herold i sur., 2013
Faza 2 ispitanika s DT1 nakon dvije godine smanjenje doze inzulinske terapije
od pojave klini¢kih simptoma. u skupini koja je primila

teplizumab u odnosu na placebo

skupinu.

Rezultati dobiveni pra¢enjem

76; Ispitati utjecaj teplizumaba na odgodu stanja ispitanika nekoliko godina
2010. <18 godina; razvoja DT1 kod pacijenata s rezultiralo je odgodom pocetka Herold i sur., 2019
Faza 2 povecéanim rizikom. DT1 za prosje¢no dvije godine kod

pacijenata koji su primali

teplizumab.
300; 8-17, Ispitati utjecaj teplizumaba na odgodu Rezultati istrazivanja se o¢ekuju www.clinicaltrials.gov
2019. Faza 3 razvoja DT1 kod pacijenata s 2023. godine.
povecéanim rizikom.
Ocekuje se 30 IstraZivanje je nastavak na ono koje Rezultati se o¢ekuju 2024. godine. www.clinicaltrials.gov
2020. ispitanika; su proveli Harold i sur. 2019. godine,
Faza 2 a cilj mu je ispitati sigurnost
teplizumaba.



http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.clinicaltrials.gov/

Istrazivanje koje su proveli Harold i suradnici rezultiralo je u¢inkovitosc¢u teplizumaba u
odgodi pocetka DT1. 2020. godine pokrenuto je novo klini¢ko istrazivanje, kao nastavak na
prethodno spomenuto istrazivanje, Ciji je cilj pracenje farmakokinetike 1 imunogeni¢nosti
teplizumaba. Rezultati tog klinickog ispitivanja o¢ekuju se 2024. godine. Takoder je u tijeku
klinic¢ko ispitivanje ucinka teplizumaba faze 3 koje se provodi na velikom broju ispitanika, a ¢iji

se rezultati ocekuju 2023. godine.

Rezultati klinickih ispitivanja oteliksizumaba prikazani su u tablici 2. Prvo istrazivanje
provedeno 2008. godine nije rezultiralo o¢uvanjem funkcije B stanica pri dozi od 3,1 mg
oteliksizumaba. Stoga je 2014. godine zapoCeto novo istrazivanje s ciljem odredivanja doze
oteliksizumaba koja je sigurna i u¢inkovita. Zabiljezena je u¢inkovitost u o¢uvanju proizvodnje C

peptida pri dozi od 9,0 mg oteliksizumaba uz mali broj slu¢ajeva reaktivacije Epstein- Barrovog

virusa.

Tablica 2 Rezultati klini¢kih ispitivanja oteliksizumaba

Godina Broj
pocetka sudionika; | CiljistraZivanja Rezultati istraZivanja
istrazivanja  dob; faza
Ispitati uéinak Vrijednosti C peptida, glikiranog hemoglobina i
272;12-45 ; oteliksizumaba na doze inzulinske terapije nisu se razlikovale izmedu Aronson i
2008. Faza 3 oc¢uvanje funkcije B skupine koja je primila oteliksizumab i placebo sur., 2014
stanica pri dozi od | skupine. Smanjenje doze uzrokovalo je smanjen broj
ukupno 3,1 mg. reaktivacija Epstein- Barrovog virusa.
Ispitati dozu
oteliksizumaba koja | 18 mjeseci nakon pocetka ispitivanja zabiljeZena je
je sigurna, dobro udinkovitost oteliksizumaba u ofuvanju proizvodnje
2014. 30; 16-27,; tolerirana i koja C peptida pri dozama od 9,0 mg. Pri vi§im dozama Keymeulen i
Faza 1/2 dovodi do nije zabiljeZena u¢inkovitost u ofuvanju funkcije sur., 2020
pozitivnog stanica. Povecanjem doze zabiljezen je povecan broj
imunosnog reaktivacija Epstein- Barrovog virusa.
odgovora kod
sudionika s DT1.
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4.2.2. Anti CD20

CD20 je transmembranski protein specifi¢an za B limfocite. Graden je kao polipeptidni
lanac s 4 transmembranske domene ¢ija su oba kraja smjeStena u unutrasnjosti stanice, a
prolaskom kroz stani¢nu membranu formiraju se dvije izvanstani¢ne petlje. Na povrSini B
limfocita CD20 je prisutan u homodimernom obliku te je povezan s MHCII molekulom i B
stani¢nim receptorom (engl. B cell receptor, BCR). (Pavlasova i Mraz, 2020) Prilikom aktivacije
BCR-a (prepoznavanjem antigena na TCR-u T limfocita) CD20 se odvaja od BCR-a i grupira na
membrani stvaraju¢i homotetramer za kojeg se smatra da ima ulogu ionskog kanala za kalcij koji
je potreban za unutarstani¢no signaliziranje i aktivaciju B limfocita. (Sharman, 2019) Tijekom
imunopatogeneze DT1 B limfociti imaju ulogu proizvodnje antitijela usmjerenih prema
autoantigenima, proupalnih citokina i prezentiranja antigena. (Boldison i Wong, 2021)
Proizvedena autoantitijela usmjerena su prema unutarstani¢nim komponentama i nemaju ulogu u
antitijelima posredovanoj citotoksi¢nosti B stanica, ali su korisna u diferencijalnoj dijagnostici.

(Bloem i Roep, 2017)

Imunoterapijski pristup intravenske primjene anti-CD20 mAt dovodi do deplecije B
limfocita pomocu nekoliko mehanizama: o komplementu ovisna citotoksi¢nost, o antitijelu
ovisna stani¢na toksi¢nost, o antitijelu ovisna fagocitoza i direktno pokretanje apoptoze.
(Pavlasova i Mraz, 2020) Ucinkovitost ovakvog pristupa u lije¢enju DT1 ispitana je primjenom
rituksimaba koji je po strukturi monoklonsko kimerno antitijelo klase G1 usmjereno prema CD20
molekuli. (Selewski i sur., 2010) U tablici 3 prikazani su rezultati provedenog klinickog
ispitivanja.

Rezultati provedenog klinickog ispitivanja ukazuju na protektivan ucinak rituksimaba u
ocuvanju funkcije B stanica uz minimalan razvoj nezeljenih nuspojava no ucinkovitost ovakve

terapije nije dugotrajna.
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Tablica 3 Rezultati Klini¢kog ispitivanja u¢inka rituksimaba

Godina
Pocetka

istraZivanja

2006.

Broj

sudionika i

dob

87; 8-40;
Faza 2

Cilj istrazivanja

Ispitati u¢inak
rituksimaba u
prevenciji

napredovanja

uniStenja {3 stanica.

Rezultati

Rezultati sakupljeni godinu dana nakon pocetka
istrazivanja pokazali su povecane koncentracije C
peptida, smanjen postotak glikiranog hemoglobina i
smanjenje doze egzogenog inzulina kod pacijenata
koji su primili rituksimab. Deplecija B limfocita
uzrokovana rituksimabom nije imala dugorocan

ucinak. Zabiljezene su blage nuspojave bez

Pescovitz i
sur., 2009

slu¢ajeva neutropenije ni ucestalih infekcija. Dvije
godine nakon primitka rituksimaba nije zabiljeZeno

znacajno poboljSanje stanja DT1 u odnosu na

sudionike iz placebo skupine.

4.2.3. Antitimocitni globulini

Antitimocitni globulini (ATG) su pAt klase G usmjerena prema povrsinskim biljezima
ljudskih T limfocita. Smjesa ATG-a pripravlja se imunizacijom ze¢eva, konja ili koza izoliranim
humanim timocitima ili stanicama T stani¢ne linije nakon Cega iz seruma Zivotinje slijedi
izolacija frakcije poliklonskih antitijela koja su usmjerena prema specifiécnim povrSinskim
antigenima T limfocita. (Lopez i sur., 2006) Komercijalni pripravak antitimocitnih globulina
Thymoglobulin sadrzi antitijela usmjerena prema CD2, CD3, CD4, CD8, CDI11a, CD18, CD25,
CD44 i CD45. (www.thymoglobulin.com)

Vezanjem antitijela za povrSinu T limfocita dolazi do unistenja T limfocita koje moze biti
posredovano s tri razli¢ita mehanizma- komplementom posredovana citoliza, fagocitoza
opsoniranih T limfocita makrofagima ili poticanje Fas ligandom posredovane apoptoze. Dodatan
u¢inak ATG-a u sprjeCavanju imunosnog odgovora posredovanog T limfocitima postize se
vezanjem ATG-a za povrsinske adhezijske molekule i receptore za citokine kojima je omoguéena

kemotaksija T limfocita. (Duftner i sur.,2012)
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Provedena su dva klinicka ispitivanja ¢iji su rezultati navedeni u tablici 4. Oba klinicka

ispitivanja ukazuju na potencijal ATG-a u o¢uvanju funkcije B stanice i proizvodnje inzulina §to

se odrazava povecanjem koncentracije C peptida u krvi.

Tablica 4 Rezultati klinickih ispitivanja ATG-a

Godina

pocetka

istraZivanja

2007.

Broj

Sudionika;

dob; faza

58; 12-35;
Faza 2

Cilj istrazivanja

Ispitati utjecaj ATG-a na
usporenje progresije
ranog stadija DT1.

Rezultat

Dvije godine nakon intravenskog primitka
ATG-a zabiljezen je pad brojéanih
koncentracija gotovo svih podtipova T
limfocita (ukljucujuéi i regulatorne (T reg)).
Kod pacijenata starosti izmedu 22 i 35 godina
zabiljeZene su znacajno vise vrijednosti C
peptida u odnosu na placebo skupinu. Kod
pacijenata mladih od 22 godine nije zabiljeZzen

protektivan u¢inak ATG-a.

Nije zabiljezen porast ucestalosti infekcija.

Gitelman i
sur., 2016

2016.

89; 12-45;
Faza 2

Ispitati u¢inkovitost
primjene samog ATG-a i
uz dodatak granulocitnog
faktora stimulacije rasta

kolonije (engl.
granulocyte colony

stimulating factor, G-

CSF).

U usporedbi s placebom, niske doze ATG-a su
usporile pad koncentracije C peptida i
smanjile koncentraciju glikiranog
hemoglobina dok primjena ATG-a uz GCSF
nije imala zna¢ajan uc¢inak na pobolj$anje
stanja DT1.

Dvije godine nakon pocetnog primitka
terapije, vrijednosti koncentracije glikiranog
hemoglobina bile su znacajno nize kod
pacijenata koji su primili ATG u odnosu na
pacijente koji su primili placebo pripravak.
Takoder je omjer broja Treg i konvencionalnih
CD4+ T limfocita bio povecan kod pacijenata

koji su primili ATG

Haller i sur.,
2019
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4.3. Blokatori kostimulacije

Za aktiviranje autoreaktivnih T limfocita potrebno je stvaranje imunosne sinapse izmedu
autoreaktivnog T limfocita i dendriticke stanice (DS) koja prenosi preradeni autoantigen iz
gusteraCe u pankreasni limfni ¢vor. Imunosna sinapsa (slika 2) ukljucuje stvaranje veza izmedu
adhezijskih, antigen specifi¢nih i kostimulacijskih molekula na povrSini prethodno spomenutih
stanica. (Dustin, 2014)

T limfocit

Alefacept

2. Antigeh specificno
prepoznavanje

3. Kostimulacija

1. Adhezija

Slika 2 Prikaz imunosne sinapse i meta imunoterapeutika

Prvi korak u stvaranju imunosne sinapse je ostvarivanje veze izmedu adhezijskih
molekula. Adhezijske molekule koje ulaze u interakciju su: limfocitnoj funkciji pridruzeni
antigen 3 (engl. lymphocyte function associated antigen 3, LFA-3) na povrsini DS i CD2 na
povrsini T limfocita te unutarstani¢na adhezijska molekula 1 (engl. intracellular adhesion
molecule 1, ICAM-1) na povrsini DS i limfocitnoj funkciji pridruzeni antigen 1 (engl.
lymphocyte function associated antigen 1, LFA-1) na povrsini T limfocita. Jednom kada se
uspostave veze izmedu adhezijskih molekula, antigen specificne molekule dovoljno su pribliZzene
kako bi usle u interakciju, a medu njih se ubrajaju TCR i MHC. Ukoliko TCR molekula na

povrsini T limfocita prepozna peptid predstavljen preko MHC molekule kao nesto strano dolazi
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do stvaranja prvog signala i ekspresije kostimulacijskih molekula. Kostimulacijske molekule koje
ulaze u interakciju su CD80 i CD86 (DS) s CD28 (T limfocit), te se ostvarivanjem veza izmedu
njih stvara drugi signal koji dovodi do potpune aktivacije T limfocita. (Delves i sur., 2017)

Aktivirani T limfociti reguliraju svoj status ekspresijom koinhibicijskog antigena 4
povezanog s citotoksi¢nim T limfocitima (engl. cytotoxic T lymphocyte assocciated antigen 4,
CTLA-4) koji ima ulogu receptora za ligande CD80 i CD86 eksprimirane na povrsini DS.
Ostvarivanjem interakcije izmedu CTLA-4 i CD 80 ili CD86 dolazi do inhibicije aktivnosti

djelovanja T limfocita. (Rowshanravan i sur., 2018)

Kostimulacijske molekule na povrsini T limfocita razmatrane su kao potencijalna meta
imunoterapeutika s ciljem sprjecavanja aktivacije autoreaktivnih T limfocita. Nedostatak
ostvarivanja kostimulatorne veze dovodi do anergije ili apoptoze autoreaktivnih T limfocita §to je

pozadina djelovanja ovakvog imunoterapeutskog pristupa. (Delves i sur., 2017)

4.3.1. Fuzijski protein CTLA4- antitijelo

Abatacept je fuzijski protein graden od izvanstaniéne domene molekule CTLA-4 i
kristalizabilnog fragmenta (engl. fragment crystallizable, Fc) ljudskog antitijela klase Ga.
Mehanizam djelovanja ukljucuje vezanje abatacepta preko CTLA-4 domene lijeka za CD80/
CD86 koji se nalaze na povrSini dendritiCke stanice blokiraju¢i tako interakciju s CD28
molekulom na povrsini T limfocita. Na taj nacin sprjecava se prijenos kostimulacijskog signala s

DS na T limfocit, a time i aktivacija T limfocita. (www.go.drugbank.com)

Temeljem rezultata klini¢kih ispitivanja prikazanih u tablici 5, abatacept nije u¢inkovit u
ocuvanju funkcije B stanica. Potencijalni uzrok neuc¢inkovitosti abatacepta je primjena abatacepta
u preniskim dozama ili postojanje alternativnih kostimulacijskih puteva kojima T limfociti

izbjegavaju ovisnost 0 CD28 za aktivaciju. (Warshauer i sur.,2020)
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Tablica 5 Rezultati klini¢kih ispitivanja abatacepta

Godina 2140]]
pocetka sudionika; Cilj istraZivanja Rezultati
istrazivanja  dob; faza
U razdoblju od dvije godine ispitanici su
primili 27 infuzija. Unutar 6 mjeseci od
Ispitati uéinkovitost primjene terapije, koncentracije C peptida u
2008. 122; 6-36; abatacepta u ofuvanju krvi nakon obroka bile su vise kod ispitanika Orban i sur.,
Faza 2 fukcije B stanica u ranom koji su primali abatacept nego kod placebo 2011
stadiju DT1. skupine.
Nakon 6 mjeseci od primitka terapije
zabiljeZeno je paralelno smanjenje funkcije
stanica u skupini koja je primala abatacept s
placebo skupinom.
Ovo strazivanje nastavak Tri godine nakon primitka terapije i dalje je
je na prethodno zabiljezen paralalan pad koncentracije C
istrazivanje iz 2008. peptida u krvi izmedu dvije skupine.
2011. 122; 6-36; godine. Cilj je ispitati Zabiljezene su smanjene vrijednosti glikiranog | Orban i sur.,
Faza 2 udinkovitost abatacepta hemoglobina u krvi ispitanika koji su primali 2014
tri godine nakon abatacept u odnosu na ispitanike iz placebo
intravenske primjene. skupine.

4.3.2. Fuzijski protein LFA3- antitijelo

Fuzijski protein alefacept graden je od dvije LFA3 molekule povezane s Fc ljudskog

antitijela klase G1. Svoje djelovanje ostvaruje vezanjem za CD2 molekulu prisutnu na povrsini

memorijskih CD4+ i CD8+ T limfocita. Vezanjem alefacepta za CD2 sprijecena je adhezija CD2

molekule T limfocita i LFA-3 molekule dendriticke stanice ¢ime je onemogucéena aktivacija

memorijskih CD4+ i CD8+ T limfocita. Dodatan ucinak alefacepta postignut je djelovanjem

stanica prirodnih ubojica koje preko Fc receptora prepoznaju Fc alefacepta te dovode do apoptoze

obiljezenih T limfocita. (Rigby i sur., 2015)
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U tablici 6 prikazani su rezultati klinickog ispitivanja ucinka alefacepta. Ocuvanje
funkcije B stanica dvije godine nakon terapije ukazuje na dobar potencijal alefacepta u
ostvarivanju dugotrajne remisije DT1. Takoder smanjenje broja CD4+ 1 CD8+ T limfocita uz
povecanje broja regulatornih T limfocita omogucuje usmjeravanje imunosnog sustava prema

toleranciji.
Tablica 6 Rezultati klini¢kih ispitivanja alefacepta

Godina Broj

podetka sudionika; Cilj istraZivanja Rezultat

istrazivanja  dob; faza

Rezultati dobiveni 24 mjeseca nakon

primitka alefacepta pokazali su pozitivan

Ispitati protektivan ucinak alefacepta na povecéanje
2011. 49; 12-35; | ucinak alefacepta na 3 koncentracije C peptida, o¢uvanje 3 Rigby i
faza 2 stanice u ranom stanica, smanjenje doze egzogenog sur.,2015
stadiju DT1. inzulina i smanjenje broja

hipoglikemijskih dogadaja u odnosu na
placebo skupinu. Takoder je zabiljezeno
smanjenje broja memorijskih CD4+ i

CD8+ T limfocita i povecanje broja

regulatornih T limfocita
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4.4, Antigen specificna imunoterapija

Cilj antigen specifi¢ne terapije (AST) u lijeCenju DT1 je usmjeravanje imunosnog
odgovora prema toleranciji antigena naspram kojih je utvrdena autoreaktivnost T limfocita.
Antigeni se mogu unijeti u organizam u cjelovitom obliku ili kao imunogeni¢ni fragmenti
antigena. Unos fragmenata antigena bolji je pristup kojim se izbjegava procesuiranje antigena u
dendritickim stanicama koje bi moglo potaknuti ekspresiju kostimulacijskih molekula na njihovoj
povrsini.

Fragment unijetog antigena direktno se veze za specificno mjesto na praznim MHCII
molekulama dendritickih stanica u mirovanju, dok se cjeloviti antigen dendriticke stanice
procesuiraju te potom predstavljaju na povrSinu preko MHCII molekule. Prilikom interakcije s
autoreaktivnim T limfocitima dolazi do ostvarivanja veze izmedu TCR-a i MHCII molekule, no
zbog smanjene ekspresije kostimulacijskih molekula (CD80 1 CD86) na povrSini dendritickih
stanica u mirovanju ne dolazi do aktivacije naivnih autoreaktivnih CD4+ T limfocita ve¢ oni
ulaze u stanje anergije. U takvom stanju mogu prije¢i u razli¢ite fenotipove regulatornih T
limfocita u kojima je poveéana ekspresija gena za koinhibitorne molekule (CTLA-4) i IL-10. IL-
10 uzrokuje smanjenje antigen prezentiraju¢ih svojstava aktivnih dendritickih stanica i na taj
nacCin ublazava mogucénost aktiviranja autoreaktivnih T limfocita Sto usmjerava imunosnu

reakciju prema toleranciji. (Richardson i Wraith, 2020)

Antigen moze biti unjet u organizam razli¢itim putevima Sto doprinosi ucinkovitosti
ovakvog oblika terapije. Smatra se da intralimfaticki unos antigena dovodi do boljeg ucinka

terapije nego unos antigena oralnim ili supkutanim putem. (Senti i Kiindig, 2015)

Najces¢i autoantigeni U DT1 su GAD 65 i GAD 67, hormon inzulin, ZnT-8, ICA 69 i ICA
512. (Arvan i sur., 2012) Imunoterapijski pristupi ¢ija je u¢inkovitost ispitana u lije¢enju DT1 su
inzulin, GAD 65 te fragment HSP60.
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44.1.

Inzulin

Autoreaktivnost usmjerena prema inzulinu smatra se glavnim pokretatem imunosnog

odgovora prema f stanicama gusterace. (Zhang i sur., 2008) Provedena klini¢ka ispitivanja ¢iji

su rezultati navedeni u tablici 7 ispitala su sigurnost i u¢inak oralne primjene analoga inzulina na

odgodu razvoja DT1 kod osoba s poveéanim rizikom.

Imunoterapijski pristup primjene oralnog inzulina nije rezultirao ocuvanjem funkcije f3

stanica te je u dva od tri istrazivanja zabiljezena povecana aktivacija imunosnog sustava §to

umjesto ocuvanja B stanica moze dovesti do njihovog dodatnog autoimunog unistenja.

Tablica 7 Rezultati klinickih ispitivanja u¢inkovitosti inzulina

Godina

pocetka

istraziva

Broj
sudionika;

dob; faza

Put unosa

Cilj istrazivanja

Rezultat

Pri dozama oralnog inzulina od 67,5
25; 2-7, Ispitati sigurnost oralne mg zabiljezen je povecan broj CD4+ | Bonifacio i sur.,
2007. Fazal/2 Oralno primjene inzulina kod djece s | T limfocita i povecana koncentracija 2015
genetskim rizikom za razvoj serumskog imunoglobulina G
DT1. usmjerenog prema oralnom inzulinu.
Ispitati odgada li oralna Tri godine nakon primitka terapije
560; 3-45; primjena inzulina razvoj DT1 nisu zabiljezeni pozitivni ucinci u Krischer i sur.,
2007. Faza 3 Oralno kod osoba s pove¢anim prevenciji i odgodi DT1 u odnosu na 2017
rizikom. placebo skupinu.
Nisu zabiljeZene ozbiljne nuspojave.
Nije zabiljezen povoljan u¢inak na
44; 6 mjeseci- Ispitati odgada li oralna odgodu pocetka DT1. Nisu
2015. 3 godine; Oralno primjena inzulina razvoj DT1 zabiljezene ozbiljne nuspojave, ali Assfalg i sur.,
Faza 1/2 kod djece s povetanim zabiljeZena je intenzivna aktivacija 2021.
rizikom. autoreaktivnih T limfocita koji
odgovaraju na inzulin.
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44.2. GAD 65

GAD 65 je enzim ukljucen u proizvodnju gama aminomasla¢ne kiseline (engl. gamma
aminobutiric acid, GABA) koja se skladisti u sekretornim mikrovezikulama P stanica gusterace.
Smatra se da GABA svoje djelovanje ostvaruje poti¢u¢i o stanice Langerhansovih otoCi¢a na
proizvodnju glukagona. Gotovo 80 % pacijenata koji imaju povecan rizik za razvoj DT1 ili
boluju od DT1 pokazuje imunoreaktivnost prema GADG5 koja se ocituje prisutno$éu anti-GAD
65 antitijela u krvi. (Arvan i sur., 2012)

Provedeno je nekoliko klinickih ispitivanja uéinkovitosti egzogene primjene GAD 65 u
ostvarivanju imunosne tolerancije naspram GAD 65 autoantigena. U istrazivanjima je primijenjen
rekombinantni humani GAD 65 u kombinaciji s adjuvantom aluminijevim hidroksidom tvrtke
Diamyd unesen supkutanim ili intralimfatickim putem (u ingvinalni limfni ¢vor). (Morales i

Thraikill, 2011) Rezultati provedenih istrazivanja prikazani su u tablici 8.

Prema rezultatima klini¢kih ispitivanja primjena GAD 65-alum pokazala se
neucinkovitom u odrzavanju funkcije  stanica neovisno o putu unosa terapije. Istrazivanje
provedeno 2005. godine zabiljezilo je povecanu ekspresiju FOXP3 i faktora transformacije rasta
B (engl. transforming growth factor beta, TGF-B) kod ispitanika koji su primili GAD 65
supkutanim putem S§to ukazuje na potencijalni u¢inak GAD 65 na usmjeravanje imunosnog

odgovora prema toleranciji.
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Tablica 8 Rezultati Klini¢kih ispitivanja primjene GAD 65

Godina
pocetka

istraZivanja

Broj
sudionika
; dob;
faza

Cilj istrazivanja

Rezultat

Zabiljezeno je povecanje doze

Ispitati u¢inkovitost | inzulinske terapije i nije zabiljeZena Ludvigsson i
2005. 70; 10-18; Supkutano GAD 65-alum u znacajna razlika u vrijednosti sur., 2008
Faza 2 ocuvanju funkcije p | glikiranog hemoglobina u odnosu na
stanica. placebo skupinu.
Ekspresija FOXP3 proteina i TGF-f
u GAD 65-alum skupini je povecana.
Ispitanici su primili GAD 65- alum u
Ispitati uéinkovitost | nekoliko doza (ukupno 40 pg i 60ug). Wherrett i
2009. 145;3-45; |  Supkutano GAD 65-alumu | Godinu dana nakon primjene terapije | sur., 2011
Faza 2 ocuvanju funkcije nije zabiljeZen pozitivan utjecaj
stanica. terapije na oCuvanje proizvodnje
inzulina.
Ispitati sigurnost i
udinkovitost GAD Terapija nije ostvarila u¢inak u Elding
2010. 50; 4-18; Supkutano 65-alum na odgodu | ocuvanju B stanica. Nisu zabiljezene | Larsson i sur.,
faza 2 pocetka DT1 kod ozbiljne nuspojave i terapija se 2018
djece i adolescenata smatra sigurnom.
s poveéanim
rizikom.
Ispitati uéinkovitost 15 mjeseci nakon primjene terapije
intralimfati¢ne GAD nisu zabiljeZene znaCajne razlike u
2017. 109; Intralimfatiéno | - g5 _a1um terapije uz koncentraciji C peptida, glikiranog Ludvigsson i
12-24; dodatak vitamina D hemoglobina i doze inzulinske sur., 2021
Faza 2 na ofuvanje

proizvodnje

inzulina.

terapije izmedu sudionika koji su
primili terapiju i sudionika iz placebo
skupine.

Nisu zabiljezene ozbiljne nuspojave.
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4.4.3. Peptid 277

Prilikom razaranja 3 stanica medu oslobodenim stani¢nim sadrzajem nalazi se HSP60 s
ulogom alarmina koji vezanjem za TLR2 na povrSini rezidentnih makrofaga i dendriti¢kih
stanica te direktno uzrokuje njihovu aktivaciju. Navedeni protein dendriticke stanice mogu
procesuirati i predstaviti autoreaktivnim limfocitima u pankreasnom limfnom ¢voru. Upravo je
peptid 277 autoantigeni fragment HSP60 koji ima imunogeni¢nu sposobnost. Komercijalni

pripravak peptida 277 naziva DiaPep277 dobiva se izolacijom iz HSP60. (Nicholas i sur., 2011)

Mehanizam djelovanja peptida 277 je aktivacija DS i usmjeravanje njihovog odgovora na
proizvodnju interleukina (IL) 10 koji djeluje imunosupresijski poticu¢i usmjeravanje
diferencijacije naivnih CD4+ T limfocita u podtip 2, a ne u podtip 1 koji posreduje unistenju 3
stanica. (Moin i sur., 2021)

Provedeno je nekoliko klini¢kih ispitivanja u¢inka supkutane primjene DiaPep277 ¢iji su
rezultati navedeni u tablici 9. Dio istrazivanja ukazuje na ocuvanje funkcije B stanica dok drugi
dio istrazivanja ukazuje na neucinkovitost DiaPep277 terapije. Temeljem navedenih rezultata

teSko je donijeti zakljucak o korisnosti ovakvog oblika imunoterapije u lijeCenju DT1.
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Tablica 9 Rezultati klini¢kih ispitivanja DiaPep277

Godina

pocetka

istraZivanja

2001.

Broj

sudionika;

Faza

35; Faza 2

Cilj istrazivanja

Ispitati u¢inkovitost primjene
DiaPep277 kod pacijenata s nedavno
dijagnosticiranim DT1.

Rezultat

Nakon 10 mjeseci od primitka
DiaPep277 koncentracija C peptida
ostala je ocuvana. Zabiljezen je porast
doze inzulinske terapije kod ispitanika
iz placebo skupine, ali ne i kod
ispitanika koji su primili DiaPep277.
Zabiljezen je porast broja pomagackih

T limfocita tipa 2 u DiaPep277 skupini.

Raz i sur.,2001

2006.

48; Faza 1/2

Ispitati u¢inkovitost primjene
DiaPep277 kod pacijenata s nedavno

dijagnosticiranim DT1.

Smanjenje brzine pada koncentracije C
peptida zabiljezeno je samo kod
skupine koja je primala DiaPep277 u
dozi od 2,5 mg, dok pri nizim dozama
nije zabiljezen takav ucinak.
Nakon 18 mjeseci od primjene
DiaPep277 zabiljezene su povecane
vrijednosti glikiranog hemoglobina, a
doza egzogenog inzulina ostala je ista.

Nisu zabiljezene ozbiljne nuspojave.

Huurman i sur.,
2007

2007.

30; Faza 2

Ispitati sigurnost i u¢inkovitost
primjene DiaPep277 u ocuvanju
funkcije B stanica kod djece s
nedavno dijagnosticiranim DT1.

Godinu dana nakon primitka
DiaPep277 nije zabiljeZeno poboljsanje
razine C peptida u odnosu na placebo
skupinu. Vrijednosti glikiranog
hemoglobina i egzogenog inzulina nisu
se znacajno razlikovale izmedu
skupina. Nisu zabiljeZene ozbiljne

nuspojave.

Lazari sur.,
2007

2010.

457; Faza 3

Ispitati u¢inkovitost i sigurnost
primjene DiaPep277 u ocuvanju

funkcije B stanica.

Zabiljezeno je ocuvanje proizvodnje C
peptida uz smanjenje vrijednosti
glikiranog hemoglobina kod pacijenata
koji su primili DiaPep277 u odnosu na

placebo skupinu.

Raz i sur., 2014
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4.5. Terapija s utjecajem na citokine

Citokini su potencijalna meta djelovanja imunoterapeutika zbog sposobnosti usmjeravanja
razli¢itih medustaniénih interakcija izmedu [ stanica i stanica imunosnog sustava. Cilj ovakvog
imunoterapeutskog pristupa je ublaziti upalnu imunosnu reakciju blokiranjem djelovanja
proupalnih citokina ili potaknuti regulatorne sastavnice imunosnog sustava na djelovanje

egzogenom primjenom protuupalnih citokina. (Lu i sur., 2020)

4.5.1. Terapija usmjerena prema TNF-a

Prilikom apoptoze B stanica gusterace, medu oslobodenim stani¢nim molekulama nalaze
se HSP60 i HMGB koji se vezu preko TLR2 receptora na povrsini makrofaga i dendritickih
stanica te pokre¢u niz unutarstani¢nih reakcija koje rezultiraju aktivacijom nuklearnog faktora
kapa B. On djeluje kao promotor gena za proupalne citokine medu kojima se nalazi i faktor
tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a). (Liu i sur.,2017; Yehualashet,
2020). Osobe koje boluju od DT1 imaju poveéanu koncentraciju TNF-o u serumu u odnosu na

zdrave pojedince. (Qiao i sur., 2017)

TNF-a svoje djelovanje ostvaruje preko dva tipa receptora- CD120a i CD120b. CD120a
je konstitutivno eksprimiran na povrsini gotovo svih stanica s jezgrom te je preko njega
posredovana stani¢na apoptoza, dok je CD120b inducibilno eksprimiran na povrsini makrofaga i
perifernin T limfocita te je preko njega posredovana proliferacija, diferencijacija i proizvodnja
citokina. Receptori se mogu enzimskim procesom odvojiti od stanicne membrane i cirkulirati
krvlju u topljivom obliku u kojem imaju potencijal ostvarivanja antagonistickog u¢inka na TNF-
a. (Hijdra i sur.,2012)

45.1.1. Golimumab
Golimumab je mAt klase Gi1 usmjereno prema topljivom i transmembranskom obliku

TNF-a molekule (Mazumdar i Greenwald, 2009). Svoj inhibitorni u¢inak ostvaruje sterickim

ometanjem vezanja TNF-a za CD120a i CD120b ¢ime se onemogucuje proupalni uc¢inak na Bi T
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limfocite i apoptoza neimunosnih stanica. (Ono i sur., 2018) U tablici 10 su prikazani rezultati

istrazivanja u¢inka golimumaba kao imunoterapeutika za DT1.

Tablica 10 Rezultati klinickog ispitivanja golimumaba

Godina Broj

pocetka sudionika; Cilj istraZivanja Rezultati

istraZivanja dob; faza

Zabiljezeno je smanjenje koncentracije

Ispitati u¢inkovitost potrebne doze inzulinske terapije i

golimumaba u povecanje proizvodnje endogenog
2016. 84, 6-21, odrzavanju funkcije inzulina kod sudionika iz skupine kojoj Quattrin i
Faza 2 (3 stanica kod je supkutanim putem primijenjen sur., 2020

pacijenata s ranim golimumab u odnosu na skupinu koja je
stadijem DT1. primila placebo pripravak.
Od nezeljenih nuspojava zabiljezene su
blage i umjerene infekcije te

neutropenija.

Blokiranje TNF-o ne rezultira samo sprijeCavanjem aktivacije T i B limfocita, veé i
ostalih stanica imunosnog sustava poput neutrofila. (Hastings i sur.,2010) Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na neutropeniju kao nuspojavu primjene golimumaba S§to moze biti

posljedica nedostatka aktivnosti TNF-a sto dovodi do ucestalije pojave infekcija.

45.1.2. Etanercept

Fuzijski protein etanercept proizveden je rekombinantnom DNA tehnologijom. Graden je
od dvije kopije izvanstani¢éne domene TNF-a receptora i Fc dijela humanog imunoglobulina klase
Gi1. Mehanizam djelovanja ostvaruje vezanjem TNF-o molekule pri ¢emu sprjeCava njeno
vezanje za endogene receptore. (Molta, 2007) U tablici 11 su prikazani rezultati provedenog

klinickog ispitivanja u¢inka etanercepta u lije¢enju DT1.
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Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na potencijal etanercepta u odrzavanju funkcije 3
stanica no za potvrdu sigurnosti i u¢inkovitosti etanercepta u lijeCenju DT1 potrebno je provesti

klini¢ko istrazivanje na vec¢em broju ispitanika.

Tablica 11 Rezultati klini¢kog ispitivanja etanercepta

Godina Broj

pocetka sudionika; Cilj istrazivanja Rezultat

istrazivanja dob; faza

Nakon 24 tjedna od primitka etanercepta

Ispitati u¢inkovitost zabiljeZene su niZe koncentracije
20009. 18; 7-18; | etanercepta u oéuvanju glikiranog hemoglobina i povec¢ana Mastrandrea i
Faza 2 funkcije B stanica kod proizvodnja endogenog inzulina kod sur., 2009
mladih pacijenata. sudionika koji su primali etanercept u

odnosu na placebo pripravak.

4.5.2. Terapijas utjecajem na IL-2

Aldesleukin je rekombinantni interleukin 2 (IL-2) koji svoje djelovanje ostvaruje
vezanjem za CD25 molekulu koja je jedna od tri podjedinice receptora za IL-2. CD25 molekula
prisutna je na povrsini razli€itih fenotipova efektorskih CD4+ T limfocita, no u razli¢itoj mjeri.
Povrsinska ekspresija CD25 povecana je kod CD4+ FOXP3+ fenotipa regulatornih T limfocita na
koje aldesleukin u manjim dozama ostvaruje bolji u¢inak nego na ostale fenotipove CD4+ T
limfocita. (Marcovecchio i sur., 2020) Vezanjem aldesleukina za CD25 na povrsini CD4+
FOXP3+ T limfocita osigurava se njihov razvoj i funkcionalnost sto usmjerava imunosni sustav

prema stanju tolerancije. (Hulme i sur., 2012)

U tijeku je klinicko ispitivanje u€inkovitosti aldesleukina koje je prikazano u tablici 12

¢iji se rezultati ocekuju krajem 2022. godine.
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Tablica 12 Klinicka ispitivanja u¢inkovitosti aldesleukina

Godina Broj

pocetka sudionika;
Cilj istraZivanja Rezultat

istrazivanja dob; faza

Ispitati u¢inkovitost

aldesleukina u ocuvanju

2019. 41; 6-18; ] o Rezultati klini¢kog ispitivanja Marcovecchio i
proizvodnje inzulina ) ) )
Faza 2 o ocekuju se krajem 2022. godine. sur., 2020.
kod djece i adolescenata
sDTL.

4.5.3. Terapijas utjecajem na IL-1
IL-1 je proupalni citokin Kkoji ostvaruje direktan uc¢inak na B stanice. Vezanjem IL-1 na
receptor za IL-1 koji je prisutan na povrsini B stanica dolazi do stvaranja signala koji se prenosi u

unutrasnjost stanice ¢iji je krajnji ishod apoptoza [ stanica. (Lu i sur., 2020)

Canakinumab je humano mAt klase G1 usmjereno prema P tipu interelukina 1 (IL-1p).
Vezanjem mAt za IL-1p neutralizirano je djelovanje citokina na (3 stanice. (Bettiol i sur. , 2019)
U tablici 13 prikazan je rezultat klinickog ispitivanja utjecaja canakinumaba na ocuvanje

funkcionalnost B stanica.

Ovakav imunoterapijski pristup nije se pokazao u¢inkovitim u odrzavanju remisije DT1, a
razlog neuspjeha moze biti prekasan pocetak primjene canakinumaba. Terapija bi mozda
pokazivala bolji u¢inak ukoliko se primjeni u stadiju prije razvoja DT1, no potrebno je provesti

nova klinicka ispitivanja ¢iji ¢e sudionici biti osobe s povecanim rizikom za razvoj DT1. (Moran

i sur., 2013)
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Tablica 13 Rezultati klini¢kog ispitivanja u¢inkovitosti canakinumaba

Godina Broj

pocetka sudionika; Cilj istrazivanja Rezultat

istrazivanja  dob; faza

Rezultati sakupljeni godinu dana
nakon primitka terapije pokazali su

Ispitati utjecaj neznadajnu razliku izmedu
2010. 71; 6-45; | canakinumaba na ofuvanje koncentracije C peptida u krvi Moran i sur.,
faza 2 B stanica u ranom stadiju ispitanika koji su primili 2013
DT1. canakinumab i ispitanika iz placebo
skupine.

Nisu zabiljeZene ozbiljne nuspojave.

4.6. Terapija autolognim regulatornim T limfocitima

Treg sudjeluju u supresiji imunosnog odgovora lu¢enjem protuupalnih citokina IL-10 i
TGF-p te direktnom interakcijom preko koinhibicijske CTLA-4 molekule. Najucestaliji fenotip
Treg na povrsini ima CD25 molekulu koja ima visoki afinitet za IL-2 te FOXP3 koji je nuzan za
razvoj i odrzavanje funkcije Treg. (Visperas i Vignali, 2016) Istrazivanja provedena na djeci s
rizikom za razvoj DT1 pokazala su povezanost brzine progresije DT1 s brojem Treg. Smanjen
broj inzulin specificnih Treg povezan je s brzom progresijom DT1 do klini¢kih simptoma.
(Zahran i sur., 2012)

Intravenskim unosom autolognih antigen sprecificnih Treg moze se nadomjestiti
nedostatak Treg. Postupak provodenja terapije autolognim Treg podrazumijeva izolaciju Treg iz
periferne krvi pacijenta koji boluje od DT1, umnaZanje antigen specifi¢nih Treg ex vivo te njihov
povratak u tijelo pacijenta. (Bluestone i sur., 2015)

Provedena su dva klinicka ispitivanja sigurnosti i ucinkovitosti primjene infuzije

autolognih Treg €iji su rezultati prikazani u tablici 14. Iako je u oba klinicka ispitivanja ukljucen
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mali broj ispitanika, rezultati ukazuju na dugotrajnu uéinkovitost i sigurnost primjene autolognih

Treg.

Tablica 14 Rezultati klini¢kih ispitivanja primjene autolognih Treg

Godina Broj

pocetka sudionika; Cilj istraZivanja Rezultat

istrazivanja  dob; faza

Sest mjeseci nakon primitka terapije
usporedene su koncentracije C-peptida,
glukoze, glikiranog hemoglobina i doze

inzulinske terapije izmedu dvije skupine.

Ispitati utjecaj primjene autolognih Znacajna razlika zabiljeZena je u Marek-
2010. 10; 8-16; regulatornih T limfocita u vrijednostima C- peptida i doze inzulinske Trzonkowska i
Faza 1/2 odrzavanju remisije DT1. terapije. Koncentracija C-peptida bila je sur., 2012

veca u krvi pacijenata koji su primili
terapiju, a doza inzulinske terapije znacajno
manja. Kod ispitanika nisu zabiljezene
nuspojave te se ovakav oblik terapije

smatra sigurnim

Primjena terapije autolognih T reg

rezultirala trajnim porastom broja FOXP3+

Ispitati sigurnost i u¢inkovitost CD4+ CD25+ fenotipa Treg i odrzavanje
2012. 14; 19-43; infuzije autolognih Treg u ouvanju | stalnih vrijednosti C peptida u razdoblju od Bluestone i sur.,
Faza 1/2 funkcije B stanica. dvije godine nakon primjene terapije §to 2015

ukazuje na pozitivan u¢inak autolognih

Treg u ocuvanju funkcije f§ stanica.

4.7. Kombinirana imunoterapija

4.7.1. Daklizumab i mikofenolat mofetil

Daklizumab je mAt klase G koje je usmjereno prema o podjedinici CD25 molekule koja
ima ulogu receptora za IL-2. CD25 molekula prisutna je konstitutivno na povrSini CD4+
FOXP3+ fenotipa regulatornih T limfocita, a inducibilno na povrsini aktiviranih CD4+ i CD8+ T

limfocita. Mehanizam djelovanja daklizumaba leZi u blokiranju vezanja IL-2 za CD25 pri ¢emu
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se sprjec¢ava daljnja proliferacija aktiviranih CD4+ i CD8+ T limfocita, ali i Treg. (Kim i Baker,
2016)

Mikofenolat mofetil (MMF) je inhibitor enzima inozin monofosfat dehidrogenaze
uklju¢enog u sintezu gvanozina. Enzim postoji u dvije izoforme, od kojih je izoforma 2
najzastupljenija u aktiviranim T i B limfocitima i na nju MMF ostvaruje bolji inhibitorni u¢inak
nego na izoformu 1 koja je prisutna u drugim tipovima stanica. Smanjenje sinteze gvanozina
uslijed inhibicije inozin monofosfat dehidrogenaze MMF-om posljedicno dovodi do
nemogucnosti sinteze DNA molekule odnosno ostvaruje se citostati¢ni u¢inak koji je najizrazeniji

u T i B limfocitima. (Allison, 2005)

I daklizumab i MMF djeluju imunosupresijski te je cilj ovakvog kombiniranog pristupa
ocuvati funkciju f stanica smirivanjem imunosnog odgovora naspram njih. Do sada je provedeno
jedno klini¢ko ispitivanje utjecaja samog daklizumaba i u kombinaciji s MMF-om u odrzavanju

funkcije P stanica gusterace. Rezultati klinickog ispitivanja navedeni u tablici 17.

Tablica 15 Rezultati klini¢kog ispitivanja ucinkovitosti kombinacije daklizumaba i mikofenolat

mofetila u lije€enju DT1

Godina Broj

pocetka sudionika; Cilj istrazivanja Rezultat

istrazivanja dob; faza

Ispitati utjecaj primjene samog | Dvije godine nakon primitka samog

daklizumaba i u kombinaciji s daklizumaba ili u kombinaciji s Gottlieb i
2004. 126; 8-45; MMF-om u sprjeavanju MMPF-om nije zabiljezeno sur.,
Faza 2 unistenja  stanica imunosnim | pobolj$anje u proizvodnji C peptida. 2010
sustavom u ranom stadiju DT1. Zabiljezen je veci broj infekcija u

odnosu na placebo skupinu.

Temeljem rezultata provedenog ispitivanja, kombinirana terapija daklizumaba i MMF-a
ne uspijeva odrzati funkciju B stanica. Ovakav imunoterapeutski pristup sa sobom nosi mnogo
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rizika, jedan od kojih je potencijalno smanjenje broja regulatornih T limfocita koji imaju vaznu

ulogu u reguliranju imunosnog odgovora.

4.7.2. Anti IL-211 liraglutid

IL-21 je citokin kojeg u najvecoj mjeri proizvode podtip 17 pomagackih T limfocita
(engl. T helper 17, Th17) i folikularni pomagacki T limfociti (engl. T follicular helper, Tth).
Vezanjem za povrsinski receptor za IL-21 prisutan na brojnim stanicama imunosnog sustava
ostvaruje raznoliko djelovanje. Proupalni ucinak zamijecen je poticanjem proliferacije i razvoja
Th17, Tfh, CD8+ T limfocita, makrofaga, diferencijacije B limfocita u aktivirane plazma stanice
te smanjenje usmjeravanja diferencijacije T limfocita u regulatorni podtip. Jedini protuupalni
ucinak ostvaruju smanjenjem sposobnosti dendriti¢kih stanica za preradu i prezentiranje antigena.

Pacijenti s DT1 imaju povecanu koncentraciju IL-21 u krvi. (Long i sur., 2019)

Liraglutid je sintetski oblik glukagonu sli¢nog peptida 1 (engl. glucagon like peptide 1,
GLP-1) koji vezanjem na receptor za GLP-1 prisutan na povrsini 3 stanica dovodi do povecanog
izluCivanja inzulina i posljedi¢nog smanjenja izlucivanja glukagona. Smatra se da GLP-1
smanjuje apoptozu B stanica gusterace te potice njihovu proliferaciju i razvoj. (Nolte Kennedy,
2012)

Ideja iza ovakvog pristupa lezi u supresiji imunosnog sustava primjenom anti-1L21
antitijela koje vezanjem IL-21 onemoguéava njegov proupalni ucinak uz istovremeno poticanje
regeneracije B stanica guSterace liraglutidom. (Von Herrath i sur., 2021) Rezultati provedenog

klini¢kog ispitivanja primjene anti-IL-21 i liraglutida navedeni su u tablici 16.

Temeljem rezultata provedenog klinickog ispitivanja ovakav kombinirani pristup u

odrzavanju funkcionalnosti 3 stanica pokazao se uc¢inkovitim, ali ne i dugotrajnim.
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Tablica 16 Rezultat klinickog ispitivanja kombinacije anti-1L-21 i liraglutida

Godina Broj

pocetka sudionika; Cilj istrazivanja

Rezultat
istraZzivanja dob; faza

Nakon 54 tjedna od primitka terapije, zabiljezeno je

znacajno smanjenje pada koncentracije C peptida
Ispitati u¢inkovitost

nakon obroka kod sudionika koji su primili
istovremene primjene anti- IL-
2015. 308; 18-45;

faza 2

mijesanu terapiju u odnosu na one koji su primili
21 i liraglutida u ocuvanju

samo IL-21, liraglutid ili placebo, no takav u¢inak
prezivljenja B stanica i

smanjenju komplikacija

Von Herrath i

nije bio dugotrajan. sur., 2021

Vrijednosti glikiranog hemoglobina nisu se
imunoterapijskog lijecenja. znacajno razlikovale izmedu skupina.

Od nuspojava su zabiljeZeni poremecaji probavnog

sustava koji su Cesta posljedica terapije liraglutidom
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5. ZAKLJUCCI

o Najve¢i potencijal u odrzavanju remisije DT1 pokazuju teplizumab, alefacept i
antitimocitni globulini, a sva tri imunoterapijska pristupa usmjerena su prema

sprjecavanju aktivacije T limfocita.

o Nijedna imunoterapija ne uspijeva u potpunosti izlijeciti DT1 nego samo usporiti

progresiju bolesti.

o Vrijeme pocetka primjene terapije pokazalo se znacajnim. Temeljem prikazanih rezultata
klini¢kih ispitivanja, imunoterapija je ucinkovitija ako se s njenom primjenom zapoc¢ne u

ranom stadiju bolesti ili ¢ak i prije razvoja bolesti dok je ve¢a o¢uvanost mase gusterace.

o Trenutno nijedna imunoterapija nije odobrena za lijeenje dijabetesa tipa 1.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

KRATICE

AST- antigen specifi¢na terapija

ATG- antitimocitni globulini

BCR- B stani¢ni receptor (engl. B cell receptor)

CD- stanic¢ni diferencijacijski antigen (engl. cluster of differentiation)

CTLA-4- antigen 4 povezan s citotoksi¢nim T limfocitima (engl. cytotoxic T lymphocyte

assocciated antigen 4)

DS- dendriticka stanica

DT1- dijabetes tipa 1

Fc- kristalizabilni fragment (engl. fragment crystallizable)

FOXP3- protein imunosnog odgovora 3 (engl. forkhead box protein 3)
GABA- gama aminomaslac¢na kiselina (engl. gama aminobutiric acid)

GAD- dekarboksilaza glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxilase)

G-CSF- granulocitni faktor stimulacije rasta kolonije (engl. granulocyte colony stimulating
factor)

GLP-1- glukagonu slican peptid 1 (engl. glucagon like peptide 1)
HLA- sustavna tkivna snosljivost (engl. human leukocyte antigen)
HSP60- protein toplinskog Soka (engl. heath shock protein 60)
HMGB- protein visoke mobilnosti (engl. high mobility group box)
ICAG9- autoantigen stanica otocica 69 (engl. islet cell autoantigen 69)

ICAM-1- unutarstani¢na adhezijska molekula 1 (engl. intracellular adhesion molecule)
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IL- interleukin

ITAM- motiv aktivacije imunoreceptora na bazi tirozina (engl. imunoreceptor tyrosine-based

activation motif)

LFA-1- limfocitnoj funkciji pridruzeni antigen 1 (engl. lymphocyte function associated antigen 1)
LFA-3- limfocitnoj funkciji pridruzeni antigen 3 (engl. lymphocyte function associated antigen 3)
mAt- monoklonsko antitijelo

MHC 1 ili 1l- glavna molekula tkivne podudarnosti I ili 11(engl. major histocompatibility complex
Lili IT)

MMEF- mikofenolat mofetil

pAt- poliklonsko antitijelo

TCR- T stani¢ni receptor (engl. T cell receptor)

Tfh- folikularni pomagacki T limfocit (engl. T follicular helper)

TGF- B- transformirajuci faktor rasta beta (engl. transforming growth factor beta)
Th17- podtip 17 pomagackih T limfocita (engl. T helper 17)

TLR2- receptor slican Tollu 2 (engl. Toll like receptor 2)

TNF- a- faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)
Treg- regulatorni T limfocit

ZnT-8 — transporter cinka 8

SIMBOLI

a- alfa

B- beta

y- gama
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8. SAZETAK/ SUMMARY

Sazetak

Dijabetes tipa 1 (DT1) je autoimuna endokrinoloska bolest koja nastaje kao posljedica uniStenja 3
stanica gusterace koje proizvode hormon inzulin. Uzrokom razvoja DT1 smatra se kombinacija
okolisnih i1 genetskih ¢imbenika koji dovode do autoimunosti posredovane u najvecoj mjeri
autoreaktivnim T limfocitima. Trenutna terapija DT1 nadomjescima inzulina lije¢i posljedicu
bolesti bez ostvarivanja ucinka na oCuvanje B stanica. Imunoterapija bi usmjeravanjem prema
razli€itim sastavnicama imunosnog sustava mogla djelovati direktno na uzrok DT1. Najveci
potencijal u odrzavanju remisije DT1 pokazuju teplizumab, alefacept i antitimocitni globulini, a
djelovanje sva tri imunoterapijska pristupa usmjereno je prema sprjeCavanju aktivacije T
limfocita. Unato¢ pozitivnim rezultatima trenutno ni jedan oblik imunoterapije nije odobren za

lijeCenje DTT.
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Summary

Diabetes type 1 (DT1) is an autoimmune endocrine disease that results from the destruction of
insulin producing pancreatic  cells. The cause of DT1 development is considered to be a
combination of environmental and genetic factors that lead to autoimmunity mediated mostly by
autoreactive T lymphocytes. Current DT1 insulin replacement therapy treats the consequences of
the disease without having an effect on P cell preservation. Immunotherapy, by targeting different
components of the immune system, could act directly on the cause of DT1. Teplizumab, alefacept
and antithymocyte globulins show the greatest potential in maintaining DT1 remission, and the
action of all three immunotherapeutic approaches is aimed at preventing T lymphocyte activation.
Despite the positive results, currently no form of immunotherapy is approved for the treatment of
DT1.
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