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Sazetak:

Cilj ovog rada je pojasniti patologiju Alzheimerove bolesti (AZ), opisati
mehanizme njenog nastanka, te opisati proteine povezane s patologijom
bolesti. Rad se posebno fokusira na upotrebu monoklonskih protutijela u
terapiji bolesti, s naglaskom na ADUCANUMAB. Rad detaljno opisuje
nacine proizvodnje protutijela, njihovu terapijsku osnovu, mehanizam
djelovanja i ucinkovitost u lijeCenju Alzheimerove bolesti. Alzheimerova
bolest je teSka neurodegenerativna bolest koja se manifestira kroz niz
tesko uodljivih simptoma, simptomi mogu biti raznovrsni kao Sto su na
primjer gubitak kratkoro¢nog pamcenja pa sve do halucinacija i deluzija.
Patogeneza ukljuCuje primarno akumulaciju amiloid-B peptida (AB) u
mozgu i promjene u citoskeletu uzrokovane hiperfosforilacijom Tau
proteina. IstraZivanja su usmjerena na razumijevanje mehanizama
nastanka bolesti, ukljucujuéi geneticke ¢imbenike, kao Sto su APP, PSEN1,

PSENZ2 i APOE-e4, i okoliSne utjecaje. Metode ukljucuju pregled literarnih

izvora o patogenezi, simptomima i lijeCenju Alzheimerove bolesti, te
laboratorijske  tehnike za proizvodnju i testiranje ucinkovitosti
monoklonskih  protutijela. Monoklonska protutijela, ukljucujudi

ADUCANUMAB, pokazala su smanjenje amiloidnih plakova u mozgu i
poboljSanje kognitivnih funkcija u predklinickim i klinickim ispitivanjima.
ADUCANUMAB se veze selektivho za agregirane oblike AR, aktivirajudi
makrofage koji razgraduju plakove bez znacajnih nuspojava. Klinicka
ispitivanja ovog lijeka pokazuju smanjenje AP plakova i usporavanje
kognitivhog pada iako nisu rijeSeni svi klinicki problemi. Monoklonska
protutijela predstavljaju stoga perspektivhu opciju za razvoj lijeCenja AZ

bolesti, ali zahtijevaju dodatna temeljna istrazivanja i klinicka ispitivanja.

Kljuéne rijeci: Alzheimerova bolest, amiloid-B peptid, monoklonska
protutijela, ADUCANUMAB



Summary:

The aim of this paper is to clarify the pathology of Alzheimer's disease
(AD), describe the mechanisms of its onset, and outline the proteins
associated with the disease's pathology. It particularly focuses on the use
of monoclonal antibodies in therapy of the disease, with an emphasis on
ADUCANUMAB. The paper provides a detailed description of the methods
of antibody production, their therapeutic basis, mechanisms of action, and
effectiveness in treating Alzheimer's disease. Alzheimer's disease is a
severe neurodegenerative condition that manifests through a range of
subtle symptoms. Symptoms can vary widely, from short-term memory
loss to hallucinations and delusions. Pathogenesis involves the
accumulation of amyloid-B peptides (AB) in the brain and cytoskeletal
changes caused by hyperphosphorylation of Tau proteins. Research is
focused on understanding the mechanisms of disease onset, including
genetic factors such as APP, PSEN1, PSEN2, and APOE-e4, and
environmental influences. Methods include a review of the literature on
the pathogenesis, symptoms, and treatment of Alzheimer's disease, as
well as laboratory techniques for the production and testing of the
effectiveness of monoclonal antibodies. Monoclonal antibodies, including
ADUCANUMAB, have shown a reduction in amyloid plaques in the brain
and improvement in cognitive functions in preclinical and clinical trials.
ADUCANUMAB selectively binds to aggregated forms of AP, activating
macrophages that degrade the plaques without significant side effects.
Phase I, II, and III clinical trials demonstrate a reduction in AR plaques
and slowing of cognitive decline, although not all clinically significant
results have been achieved. Monoclonal antibodies represent a promising

option for future treatment but require further research and clinical trials.

Keywords: Alzheimer's disease, amyloid- peptide, monoclonal antibodies,
ADUCANUMAB
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1. UVOD

1.1. Patogeneza i incidencija Alzheimerove bolesti

Alzheimerovu bolest (AZ) klasificiramo kao neurodegenerativhu bolest
koja je jedan od najcescih uzroka demencije u svijetu. Prevalencija bolesti
je u porastu svake godine zbog starenja i duljeg zivotnog vijeka svjetske

populacije [1].

Jedna od karakteristika bolesti su neuritic¢ki plakovi i neurofibrilarni ¢vorovi
koji su povezani sa akumulacijom amiloidnog-B peptida (AB) u mozdanom
tkivu te promjenama u citoskeletu koje nastaju zbog hiperfosforilacije
mikrotubularno-povezanog Tau proteina u neuronima. Jedno od
objasnjena nastanka ili patogeneze Alzheimerove bolesti je vezano za
metabolizam AP (amioloidna hipoteza). (Slika 1.). Prema ovoj hipotezi
dolazi do prekomjerne produkcije AB peptida Sto dovodi do poremecaja u
homestatskom procesu koji regulira proteoliticko cijepanje prekusorskih
amiloidnih proteina (APP). AB peptidi nastaju prekomjernim cijepanjem
APP proteina pomocu enzima beta-sekretaza (BACE-1) i gama-sekretaza.
Glavnu ulogu u patogenezi bolesti ima APB1-42. Sam neurotoksicni
potencijal amiloid-B peptida proizlazi iz njegovih biokemijskih osobina,
naime dolazi do favorizacije agregacije u netopive oligomere i protofibrile.
Danjom agregacijom dolazi do stvaranja fibrilarnih AR vrsta koje se
akumuliraju u neuriticke plakove. Samim stvaranjem plakova te
zadrzavanjem AR vrsta u mozdanom tkivu se aktivira neurotoksi¢na
kaskada koja na kraju dovodi do promjena u citoskeletu, neuronalne

disfunkcije i stani¢ne smrti [2].



Damaged neuron
A\
3\

Amyloid plaque pi%s

Gantenerumab
Crenezumab
CAD106

AB aggregation

| | ‘ \ € ‘
inhibitors r”' ‘ 2\
: f (2} >~ NS

AP fibril (
3 {ky, Oligomers

QA 2 U
Wy, Protofibrils A \ { "
BAN2401 S\ A
= %
& Oligomers {\
N 1 Sy
— o= - .,/‘
éducanuma‘? \ W\ Monomers i Ny
C::téi:'r:?mh N AB— N Reactive astrocyte
CAD106 Solanezumab — Y 4 BACE inhibitors
CAD106 o |
([N §  sace
Tl “ f } | OOOOOEEOOAA:
""""""""" | 1 \ / A AOO0000CK
A ‘..‘wv..'vﬂ‘.,lk.u_gl)-’__‘ e ‘u_i.x‘ ,,,,,
""""" ¥-Secretase complex LO0000KK ety
¥-Secretase AICD /0 Damaged
RN inhibitors and ) mitochondrion
@?' 2 modulators / P
% - | Y
%KE\;&_\:Q 030 o = LU —
Disintegrating *‘Q:{S,C C = , =75 S
microtubule o o J’ ==
\ A
Ay >
% e ’ Neurofibrilliary
Tau aggregates ! tangle

Slika 1. Mehanizam nastanka AZ bolesti [3]

Genetika, zivotna dob i okolisSni faktori pogoduju promjenama u
metabolizmu koje mogu dovesti do poremedéaja u homeostazi i stvaranju
bolesti. Od navedenih faktora najvazniji je faktor Zzivotna dob, te zbog
neznanih razloga simptomi bolesti su vidljivi uglavhom tek nakon 60.
godine. Ova bolest pogada 1 od 8 ljudi zivotne dobi od 65 do 74.
Incidencija se povecava sa starenjem, te se nakon 65. godine Zivota broj
oboljelih udvostrucuje svakih 5 godina. Alzheimerova bolest pogada

gotovo 50% svih ljudi koji su stariji od 85 [4].

Incidencija bolesti prije 60. godine Zivota iznosi 5%. Raniji poCetak bolesti
je moguc¢ izmedu 30. i 60. godine zivota te moze biti potaknut genetickim
mutacijama ili varijantama koje su nasljedne, to rezultira familijarnim
oblikom Alzheimerove bolesti (FAD). IstraZivanja su pokazala da rana
bolest moze nastati zbog varijanta u APP, PSEN1 i PSEN2 genima. Kad je
bilo koji od tih gena promijenjen, dolazi do nakupljanja toksi¢nog AB u
mozgu. Istrazivanja su takoder indiciraju da osobe sa Downovim
sindromom imaju povecan rizik od stvaranja bolesti. Downov sindrom se
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pojavljuje u osobama koje su rodene sa dodatnom kopijom kromosoma
21, zbog toga imaju tri kopije gena u svakoj stanici ukljucujuci i APP gena

koji se inace pojavljuje samo u dvije kopije.

Geneticki uzrok kasnog oblika bolesti nije potpuno jasan. Neki geni, nakon
60. godine zZivota, mogu povecati mogucnost stvaranja bolesti ali sami
nemaju mogucnost da neizbjezno dovedu do stvaranja bolesti. Jedan od
takvih gena koji moze povecati moguénost stvaranja bolesti je APOE-e4,
ljudi koji imaju jednu ili dvije mutirane kopije ovoga gena imaju povecan

rizik razvijanja Alzheimerove bolesti [°].

Poznati geni za AZ bolest

APOE (aleli €2, €3, €4)
APP, kromosom 21
PSEN1, kromosom 14
PSENZ2, kromosom 1

Tablica 1. Popis poznatih gena vezanih uz AZ bolest [°]

1.2. Simptomi AZ bolesti

Simptomi Alzheimerove bolesti se ponekad tesko definiraju jer se ne
moraju pojavljivati u to¢nom redoslijedu ili se mogu udruziti sa drugim
simptomima same bolesti. Prihvaceno je da se simptomi dijele u sedam
faza. Prva faza je razdoblje u kojem nema simptoma bolesti no sama
bolest je prisutna te napreduje. Ova faza se pojavljuje 10 do 15 godina
prije prvih simptoma bolesti te ju nije moguce detektirati. U drugu fazu
ubrajamo zaboravnost, u ranim razdobljima bolesti osoba pocinje biti
zaboravljiva ali ne prekomjerno. U treéu fazu ubrajamo primjetne
probleme u pamdéenju kao Sto su zaboravljanje imena i gubljenje
predmeta. U fazu cetiri ubrajamo jak i oCigledan gubitak pamdenja, ova
faza moZe trajati godinama. Osoba u ovoj fazi ima problema sa

snalazenjem u prostoru i vremenu, gubitak kratkoroCnog pamcenja te
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problemi sa spavanjem. U fazu pet ubrajamo emocionalne promjene kao
sto su halucinacije, deluzije i paranoje. Faza Sest je okarakterizirana
ozbiljnim simptomima kao Sto su potpuni gubitak pamdenja, gubitak
mogucnosti komunikacije te potpuni gubitak samostalnosti i kontrole.
Zadnja faza je faza sedam u koju ubrajamo gubitak fizicke kontrole.
Osobe u ovoj fazi postepeno gube moguénost hodanja, sjedenja, gutanja

te ostalih motori¢kih sposobnosti [°].

Alzheimerova bolest vise zahvaca zenski spol nego muski, dvije trecine
svih pacijenta sa Alzheimerom u SAD-u su zene. U proslosti se je kao
glavni razlog zasto je Alzheimer kod Zene u vecoj prisutnosti je bio taj da
Zene imaju duzi zivotni vijek od muskaraca, ova je tvrdnja tek djelomicno
to¢na. Studija incidencije Alzheimerove bolesti u Europi je pokazala da je
incidencija 13 od 1000 kod Zena te 7 od 1000 kod muskaraca. Takoder je
jedna nedavna studija dokazala da amiloidni plakovi u mozgu mogu
nastati kao jedan od obrambenih sustava organizma protiv infekcija, to
jest da je amiloid nusprodukt imunosnog sustava mozga koji se bori protiv
infekcija. PoSto zene imaju odredene razlike u imunosnom sustavu u
odnosu na muskarce, pa postoji moguénost da se kod njih zbog toga
pojavljuje vecéa koli¢ina nusprodukta tj. amiloida u mozgu, Sto dovodi do
toga da zene imaju vecu koli¢inu amiloidnih plakova od muskaraca. Zbog
vece kolicine amiloidnih plakova dolazi do povecéanja incidencije

Alzheimerove bolesti kod zena [7].



2. Svrha rada

Cilj ovoga rada je pojasniti patologiju Alzheimerove bolesti, poblize
objasniti mehanizam nastanka bolesti te opisati proteine koji su vezani uz
patologiju AZ bolesti. Detaljno su opisani proteini za koje se misli da su
glavni odgovorni za stvaranje bolesti (njihova funkcija, nastanak, nacini
toksiCnosti i transport) te koji su moguéa meta za buduce lijeCenje AZ
bolesti. Takoder, ovaj rad pruza uvid u upotrebi monoklonskih protutijela u
terapiji i lijeCenju AZ bolesti, gdje je znacaj stavljen na ADUCANUMAB-u.
Detaljno su opisani nacini proizvodnje protutijela, terapeutska osnova
protutijela, mehanizam djelovanja te sama ucinkovitost monoklonskih
protutijela u terapiji AZ bolesti. KoriStena strucna i znanstvena literatura
za ovaj zavrsni rad je preuzeta iz baza podataka PubMed Central, Wiley
Online Library, National Center for Biotechnology Information i

ScienceDirect.



3. LijeCenje AZ bolesti

Lijekovi za Alzheimerovu bolest se mogu podijeliti na one koje mijenjaju
progresiju bolesti te na lijekove koji smanjuju simptome same bolesti.
Kako bolest napreduje tako kognitivhe sposobnosti oboljele osobe i sama
kvaliteta zivota padaju. Kako bi se preostale kognitivhe sposobnosti
poboljSale ili pojaCale se mogu koristiti razne terapije. Inhibitori
kolinesteraze direktno poboljsavalju kolinergi¢nu transmisiju inhibirajudi
enzim acetilkolinesterazu (AChE) koji hidrolizira i razlaze acetikolin (Slika
2.). Samom inhibicijom enzima se povecava dostupnost acetikolina u
sinapsama. Takvi lijekovi dostupni na trzistu a odobreni od strane FDA su

donepezil, tacrine, rivastigmine, galantamine i drugi [8].

PRE-SYNAPTIC NEURON

AT
AcCoA Cch_h’ ACh

Ch pump '
Inhibitors __
~AChE

A
\Acetate + Ch «—— ACh

S

i =N
a4p2
a7 b M1 muscarinic

Nicotinic receptor

rece%tV POST-SYNAPTIC NEURON

Downstream
signalling

Slika 2. Prikaz mehanizma djelovanja inhibitora AChE [?]

Uz inhibitore kolinestaraze takoder na trzistu imamo dostupne N-metil-D-
aspartat receptor antagoniste. Primjer takvog lijeka je memantine. Pri

visokim koncentracijama ovaj lijek moze inhibirati mehanizam sinapticke
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plasticnosti koji pomaze pri pamcenju i ucenju, no pri niskim
koncentracijama antagonisti NMDA receptora mogu pojacati sposobnost
pamcenja. Uz blokadu NMDA receptora, memantine takoder moze Sstititi
kolinergicne neurone od egzotoksni¢nosti, smanjivati toksicnost AR te
inhibirati produkciju AB [1°].

U lijekove koji mijenjaju progresiju i tijek bolesti mozemo ubrajati terapije
monoklonskim protutijelima koje ciljaju AB. Ovaj pristup lijeCenju moze
potpuno promijeniti tijek bolesti kod oboljelih u ranim stadijima bolesti.
Razvijaju se studije gdje se pokusSava bolje razumjeti specificne amiloidne
vrste koje su ciljane razliCitim protutijelima. Za ovu vrstu terapije
potrebno je unaprjedenje uvida u mehanizam kojim protutijela utjeCu na
patologiju, implementacija sveobuhvatnijih repertoara biomarkera i
identificiranje odgovaraju¢ih doza za Sto bolju ucinkovitost. Jedna od
glavnih nuspojava ove terapije su otekline u podru¢ju mozga (eng.
Amyloid-Related Imaging Abnormalities (AIRA)) [11].

4. Monoklonska protutijela

Monoklonska protutijela se danas koriste u mnogim znanstvenim poljima
kao Sto je imunologija, biotehnologija, biokemija, medicina i biologija.
Danjim razvijanjem i prouc¢avanjem ovoga imunoloskog alata se prosiruju
polja i donose nove mogucnosti gdje bi se ona pokazala korisnim. Jednu
tre¢inu svih novih terapija za leukemiju, artritis, astmu, psorijazu, rak

dojke te mnogih drugih bolesti predstavljaju monoklonska protutijela [12].

4.1. Proizvodnja monoklonskih protutijela

Kod proizvodnje monoklonskih protutijela je glavni cilj dobiti homogenu

populaciju protutijela protiv ve¢ utvrdenoga (eng. Pre-fixed) imunogena.
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Slika 3. Prikaz proizvodnje monoklonskih protutijela tehnologijom
hibridoma stanica [12]

Koraci u proizvodnji monoklonskih protutijela su (Slika 3.):

1) Purifikacija i karakterizacija odabranog antigena u prihvatljivim
koli¢inama

2) Imunizacija laboratorijskih miseva sa purificiranim antigenom

3) Dobivanje kulture stanice mijeloma koje nemaju mogucnost sinteze
hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaze (HGPRT). HGPRT je
enzim koji ima klju¢nu ulogu u spasonosnoj sinteze (eng. Salvage
pathway) nukleinskih kiselina

4) Odstranjivanje stanica slezene misa i fuzija istih sa stanicama
mijeloma, dobivanje hibridoma

5) Rast dobivenih hibridoma u hipoksantin-aminopterin-timidin mediju
(HAT). Manjak HGPRT-a nema nikakav utjecaj na stanice koje su
uspjesno prosle kroz proces fuzije, osim u slucaju ako je njihov de-
novo put sinteze nukleinskih kiselina van funkcije. U HAT mediju je

omogucen rast samo fuzioniranih stanica. U prisutnosti aminopterina



kod stanica je onemogucéen de-novo put sinteze nukleinskih kiselina,
upravo zbog toga u HAT mediju, neuspjesno fuzionirane ili
nefuzionirane stanice, nemaju mogucnost rasta jer im nedostaje
HGPRT za proizvodnju nukleinskih kiselina te samim time i
samostalan rast. Nefuzionirane stanice slezene imaju kratak Zivotni
vijek dok hibridne stanice imaju visok kapacitet rasta u HAT mediju.
Razlog tome je da su HGPRT pozitivne stanice slezene udruzene tj.
fuzionirane sa besmrtnom linijom stanica mijeloma

6) Klonovi hibridnih stanica se generiraju od jedne stanice matice

7) Koristenje enzimski-povezanog imunosorbentnog testa (ELISA) kako
bi se protutijela, izlu¢ena od strane razli¢itih klonova, testirala na
sposobnost vezanja antigena

8) Odabir odgovarajuceg klona
Imunizacija miseva

MiSevi se trebaju imunizirati sa zeljenim antigenom 6 do 10 tjedana prije
pocCetka procesa fuzije kako bi se razvio robustan i dovoljno jak imunoloski
odgovor prije nastanka hibridoma. Naj¢es¢e se za imunizaciju koristi
prociS¢en antigen kako bi se olakSao proces pronalaska odgovarajuceg
hibridoma, no moze se koristiti i smjesa antigena. Prije samog fuzioniranje
se koristi ELISA test kako bi se provijerilo da li je u serumu misa prisutna
dovoljna koli¢ina antigena, misS sa najve¢om koli¢inom antigena se zatim

selektira za fuzioniranje.
Stanic¢na kultura linije stanica mijeloma

Hibridomi bi u stani¢noj kulturi mijeloma trebali rasti kontinuirano i
selektivno potiskujuci rast roditeljske stanice mijeloma. Kao roditeljsku bi
stanicu trebalo izabrati onu za koju je dokazano da stvara stabilne
hibridome. Stanice mijeloma, koje nemaju sposobnost proizvodnje
nukleotida putem spasonosnog puta, se selektiraju te kultiviraju u mediju
sa 8-azagvaninom u kojem je onemoguceno stvaranje enzima HGPRT te

samim time i spasonosni put stvaranja nukleotida. Roditeljske se stanice



kultiviraju na takvom mediju minimalno jedan tjedan prije samog procesa
fuzioniranja kako bi se osiguralo da su stanice dobro prilagodene HGPRT
negativnim uvjetima. Koristenjem aminopterina koji je dio HAT medija,
nakon procesa fuzije sa stanicama slezene, dolazi do blokiranja de-novo
puta stvaranja nukleotida. Time stanice mijeloma, kod kojih je spasonosni
put sinteze nukleotida ranije blokiran, ne mogu proizvesti DNA ili RNA te
umiru. Hibridne stanice, za razliku od stanica mijeloma, imaju funkcionalni
spasonosni put sinteze nukleotida te u takvom selektivhom mediju mogu
proizvoditi DNA i RNA.

Fuzija

Roditeljske stanice mijeloma moraju odgovarati soju misa koji se
imunizira, ne smiju luciti vlastite imunoglobulinske lance, ne smiju imati
mikroplazme te moraju omogucavati formaciju stabilnih hibridoma. Proces
fuzije moze se postici uz pomoc fizickih agenta kao sto je elektro-fuzija ili
uz pomoc¢ kemijskih agenta kao Sto je polietilen glikol (PEG) ili ionima
kalcija. Stanice slezene moraju se prikupiti iz eutanaziranog imuniziranog
misa te rascClaniti na pojedinacne stanice u suspenziji pri sterilnim
uvjetima. U isto se vrijeme moraju prikupiti stanice mijeloma koje se
zatim dodaju u medij za fuziju zajedno sa stanicama slezene i PEG
otopinom. Fuzionirane se stanice zatim nasaduju na ploe sa kulturom

koje sadrze hranjivi sloj pripremljen od kontrolnih neimuniziranih miseva
(Slika 3.) [2].

4.2. Primjena monoklonskih protutijela u lijeCenju Alzheimerove
bolesti

Vedina potencijalnih terapija koje mijenjaju tijek Alzheimerove bolesti se
temelje na aktivnim ciljanjem razgradnje i prevencijom nastanka amilod-f
peptida (AB). Danas se koriste terapije kao Sto su inhibitori enzima gama-
sekretaze i beta-sekretaze te AB inhibitori agregacije, no za sad se je kao

najbolja vrsta terapije pokazala imunoterapija. U imunoterapiju spadaju
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aktivna imunizacija, koja moze stimulirati imunosni sustav i stvaranje

protutijela, te pasivna imunizacija egzogenim monoklonskim protutijelima.

Aktivna imunizacija ima par prednosti nad pasivhom imunizacijom, jer se
aktivnom imunoterapijom stimulira dugotrajna proizvodnja protutijela uz
kratkoro¢no administriranje lijeka. Problem aktivhe imunoterapije jest da
ona nije uspjesna kod pacijenata koji su stariji ili imaju loSiji imunosni
sustav. Jedino cjepivo ovakve vrste koje je dospjelo do faze III klinickih
ispitivanja je CAD106 [13]. CAD106 cjepivo sadrzi fragment AB peptida
popracen sa tri amino kiseline (GGC) i konjugiran u Escherichia coli RNA
virus slicnoj Cestici (eng. Virus-like particle) bakteriofaga. Cjepivo
promovira prezentaciju AP peptida i stvaranje specificnih protutijela. U
klinickoj je studiji bilo dobro tolerirano, doslo je do stvaranja imunosnog

odgovora te je pokazalo smanjenje amilodnih plakova kod pacijenata [14].

Pasivha imunizacija takoder ima svoje prednosti. Pasivhom se
imunizacijom moze osigurati konstantna koncentracija protutijela te se u
slucaju nepozeljne reakcije terapija moze brzo zaustaviti. Velika mana ove
vrste imunizacije je da su potrebne konstante administracije te sama
cijena proizvodnje protutijela. Poznata monoklonska protutijela (mAb)
danas su BAPINEZUMAB, GANTENERUMAB, ADUCANUMAB te mnoga
druga.

BAPINEZUMAB je humaniziran imunoglobulin G1 koji se veze za pet N-
terminalnih ostataka AP te sklanja fibrilarne i topive amiloid-fB peptide. U
predklinickim je studijama na transgeni¢nim miSevima ovo protutijelo
pokazalo dobre rezultate, razlozilo je plakove te je aktiviralo Fc
receptorom posredovanu mikroglija fagocitozu AB. Ovo je prvo mAb koje
je uslo u prvu fazu testiranja na ljudima, grupa se je sastojala od 30
ispitanika sa slabom ili umjerenom Alzheimerovom bolesti. Pri niskim je
dozama bilo dobro tolerirano i bez nuspojava, pri visokim je dozama 3 od
10 ispitanika razvilo vazogene edeme koji su povezani sa

abnormalnostima pri magnetskoj rezonanciji. Kasnije se je za ovu
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nuspojavu terapije razvio i termin abnormalnosti slike povezane sa

amiloidom (eng. amyloid-related imaging abnormalities) ili skraceno ARIA.

GANTENERUMAB je prvo potpuno humanizirano IgG1 protu-AB protutijelo.
Ovo se mAb vezZze za konformacijski epitop koji je izrazen na fibrilima AB.
Ovaj konformacijski epitop obuhvaéa srediSnje i N-terminalne
aminokiseline te stoga zahtjeva da peptid bude savijen tako da je
sredisSnja regija blizu N-kraja. U testiranju kod trangeni¢nih miseva ovo
mADb ucinkovito smanjuje plakove bez promjene razine AB plazmi. U prvoj
fazi klinickih studija na pacijentima sa slabom ili umjerenom
Alzheimerovom bolesti se je ovo protutijelo pokazalo relativho sigurnim no
Sest ispitanika je zadobilo ARIA kao nuspojavu. Druga faza testiranje je
pokrenuta 2010. godine na 360 ispitanika sa progresivhom
Alzheimerovom bolesti, 2012. je doSlo do ekspanzije na 2/3 fazu sa 799
ispitanika no ispitivanje je ubrzo prekinuto. Glavni razlog zaustavljanja
ispitivanja bio je da GANTENRUMAB nema ucinkoviti terapijski ucinak u
smanjenju razine AB u mozgu. Kasnije analize subgrupa su pokazale da
ovo mAb ima terapijski ucinak na pacijentima sa brzo napredujucom
bolesti te se iz tog razloga ponovo pokrece 2/3 faza klinickog ispitivanja ali

u ve¢im dozama [14].

5. Amiloidni prekusorski protein

5.1. Genetika

Ljudski gen koji kodira za amiloidni prekusorski protein se nalazi na 21.
kromosomu. Istrazivanja su dokazala da viSe od 25 mutacija u APP genu
mogu uzrokovati familijarni oblik Alzheimerove bolesti te da su povezani
sa nasljednom cerebralnom amiloidnom angiopatijom. Mutacije u tome
genu uzrokuju aminokiselinske supstitucije unutar A domene. Gen APP
zajedno sa genima ljudskim genima APLP1, APLP2 i genom vinske musice
Appl Cini jednu genetsku familiju. Svi ovi geni kodiraju tip I membranske

proteine, imaju veliku vanstanicnu domenu i kratku unutarstani¢nu
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domenu, te svi prolaze kroz neki oblik procesuiranja. Samo APP gen sadrzi

sekvencu koja kodira za AB [*°].

5.2. Procesuiranje APP

Potrebna su dva mjesta cijepanja proteina kako bi se AR fragment mogao
osloboditi od prekursorske molekule. Prvo mjesto cijepanja se nalazi u
vanstani¢noj domeni, a glavnu ulogu na ovome mjestu ima B-sekretaza.
Drugo mjesto cijepanja se nalazi u unutarstanicnoj domeni, a cijepanje

vrsSi enzim y-sekretaza (Slika 4.).
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Slika 4. Proteoliticko procesuiranje APP-a [1°]

U lumenalnoj domeni prvo dolazi do cijepanja APP-a - ili a-sekretazom,
cijepanjem nastaju membranski privezani B- ili a-C-terminalni fragmenti.
Nakon cijepanja i nastanka fragmenata y-sekretaza dodatno cijepa C-
terminalne fragmente kako bi se oslobodili AB i p3 peptidi u vanstanicnom
prostoru. Uz AB i p3 peptidnim fragmentima u vanstani¢noj domeni
takoder nastaje i AICD polipeptidni fragment u citoplazmi. Kod ne-

amiloidogenog cijepanja nastaje p3 fragment jer dolazi do cijepanja
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vanstanicne domene a-sekretazom dok kod amilidogenog cijepanja
nastaje AB fragment jer dolazi do cijepanja vanstanicne domene B-
sekretazom (Slika 3.)[!°].

5.3. APP sekretaze i proizvodnja AB peptida

Cinkove metaloproteinaze kao sto su ADAM17, ADAM9, ADAM10 ili MDC-9
te BACE2 mogu cijepati APP na a-sekretaznom mjestu koji se nalazi
unutar AB domene, izmedu aminokiselina Lys'® i Leul’, te tako
onemogucdavaju  stvaranje cjelovitog AR  peptida. BACE1 je
transmembranska p-sekretaza koja cijepanjem stvara N-terminus AR.
BACE1 takoder moze cijepati domenu izmedu aminokiselina Tyr10 i Glull,
Ovom sekretazom dolazi do cijepanja transmembranske domene APP-a na

viSe mjesta, time se generiraju AB peptidi duzine od 38 do 43 ostatka.

Vise od 90% izluCenog AB se nalazi u duzini od 40 ostataka dok se manje
od 10% izlucenog AB nalazi u duzini od 42 ostatka (Slika 5.). U
familijarnoj AD se pojaviljuju mutacije APP-a, u blizini C terminusa AB
domene, koje povecavaju proizvodnju APR42. Mutacije povezane sa
familijarnom AD u presenilinu-1 i -2 imaju utjecaj na cijepanje koje vrsi y-
sekretaza, utjeCu na specificnost mjesta cijepanja favorizirajuéi rascjep na

poziciji 42 u odnosu na poziciju 40 ¢ime povecavaju omjer AB42/40 [1°].
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Slika 5. Prikaz aminokiselinskog slijeda peptida i mjesta cijepanja [1]
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Proizvodnja A

Konvergencija BACE1 enzima i APP-a na istoj lokaciji je neophodna kako bi
dosSlo do biosinteze AB peptida. Obrada APP-a se moze vrsiti u
unutarstani¢nim odjeljcima duz endocitnih puteva, stoga se pretpostavlja
da se proizvodnja AB dogada u odjeljcima Goldijevog aparata i odjeljcima
endosoma. Ovu pretpostavku potvrduje cinjenica da je optimalni pH za
rad BACE1 enzima 4.5, isti pH nalazimo u kiselim endosomima i Goldiju.
Takoder dolazi do povecéanja proizvodnje AB ako dode do duzeg
zadrzavanja BACE1 u endosomima. Istrazivanja su zakljucila da su
unutarstanicni promet i lokalizacija BACE1 i APP-A koordinirani dogadaji

koji zajedno dovode do stvaranja AB peptida [17].

5.4. Membranski promet APP-a
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Slika 6. Unutarstanicni promet APP-a [1°]

Novonastale APP molekule prvo sazrijevaju preko konstitutivhog puta
izlucivanja, ovaj se put izluc¢ivanja koristi kako bi se novo sintetizirane APP

molekule dostavile do stanicne membrane. Tijekom tranzita, od
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endoplazmatskog retikula do staniche membrane, dolazi do
postranslacijskih modifikacija APP-a N- i O-glikolizacijom, fosforilacijom i

tirozin sulfacija (Broj 1, Slika 6.).

Amiloidni prekusorski protein, jednom kad dode na povrsinu stanice, bude
rapidno internaliziran endocitozom. Nakon toga se APP dostavlja u
endosome, dio endocitiranih molekula se reciklira i doprema nazad na
povrsinu stanice dok dio prolazi kroz degradaciju u lizosomima (Broj 2 i 3,
Slika 6.) [*°].

5.5. Funkcija APP-a

Do danas se sa sigurnos¢u ne moze reci koja je jasna funkcija APP-a, no

postoji nekoliko hipoteza.
Troficke funkcije

Istrazivanja su pokazala da APP ima utjecaj na proliferaciju,
diferencijaciju, adheziju stanica i proces nastanka sinapsi to jest
sinaptogenezu. Vanstani¢na domena APP-a, prema nekim istrazivanjima,
moze stimulirati rast stanica te moze utjecati na promjenu rasta
fibroblasta, keratinocita, B106 stanica i neurona u in vitro uvjetima.
Istrazivanja sa geneticki unosom sAPPa u APP/APLP2 duplo nokautirane
(eng. knock-out, KO) miseve su pokazala da sAPPa spaSava smrtonosni
fenotip transgeni¢nih miseva. Ovo istrazivanje podupire hipotezu da
infuzija sAPPa nakon ozlijede mozga moze poboljsati prezivijenje i

oporavak ziv€anih stanica.

Utjecaj na proliferaciju i diferencijaciju neuralnih mati¢nih stanica
NSPC

APP je procesuiran na sli¢ni nacin kao Sto je slucaj kod proteina Notch.
Protein Notch regulira diferencijaciju neuralnih mati¢nih stanica te

kontrolira njihovu proliferaciju. Iz toga je razloga moguce da APP moze
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imati slicnu funkciju kao Notch. Jedno je istrazivanje potvrdilo ovu
hipotezu, naime infuzijom sAPPa u vetrikule misa se sAPPa veze na
receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) stimulirajuci time ekspresiju
neuralnih mati¢nih stanica. Infuzijom sAPPa se poti¢e lucenje EGF-a i
proliferaciju EGFR-izrazavajucih stanica koje su dosle u kontakt s sAPPa.
APP takoder moze imati ulogu u regulaciji diferencijacije neuralnih
mati¢nih stanica. U istrazivanju na embrionalnim mati¢nim stanica se
dokazalo da prekomjerno izrazavanje APP-a moze pojacati neuralnu

diferencijaciju.
Utjecaj na sinaptogenezu

APP ima potencijalnu ulogu u regulaciji nastajanja sinapsi. Tijekom razvoja
je APP izrazen u pre i postsinaptickim mjestima, tijekom perioda
sinaptogeneze se njegova razina dramati¢no povecdava. U istrazivanjima
na APP/APLP2 KO miSevima se dokazalo da KO miSevi imaju oslabljenu
formaciju neuromuskularnog spoja, smanjen broj sinaptickih vezikula,
netocnu apoziciju pre i postsinaptickih proteina i osStecen sinapticki

prijenos u odnosu na miseve bez nokauta [18].

5.6. Mehanizam toksicnosti AB

Vaznost APP-a u razvoju Alzheimerove bolesti proizlazi primarno iz
toksi¢nosti AR peptida. Toksi¢nost ovoga peptida takoder moze objasniti
neke patoloSke aspekte Alzheimerove bolesti kao Sto su nastanak
neurofibrilarnih ¢vorova, upala mozdanog tkiva i oksidativno ostecenje. U
istrazivanjima in vitro je dokazana AR toksi¢nost, naime u kontaktu sa AR
fibrilima ziv€ane stanice umiru u roku 24 sata. Mehanizam kojim je smrt
stanica izazvana nije poznat, najvjerojatnije je to apotoza tj. programirana
stani¢na smrt koja je uzrokovana oksidativnim osteéenjem. Medutim, jos

uvijek ne postoje uvjerljivi dokazi o toksi¢nosti AB42 peptida.
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Istrazivanja in vivo na misevima podupiru hipotezu da su AR peptidi
toksi¢ni za neurone. U transgeni¢nim misevima, kod kojih je humani gen
za APP prekomjerno ekspresiran, doslo je do nakupljanja AB u roku od 4
do 6 mjeseca te do ostedenja zivCanih stanica. Takoder je doslo do upale u
podru¢ju mozga, gubitka funkcije sinapsa te aktivacije kaspaza 3,6,7,8 i
9. Dokazano je da kaspaze u mozgu cijepaju aktin, fodrin te proteosome
Sto direktno dovodi do ostecenja stanica. Na fosforilaciju i procesuiranje
Tau proteina AB takoder moze imati utjecaj. Fosforilacija Tau proteina je
regulirana uz pomo¢ nekoliko kinaza u koje uklju¢ujemo GSK3pB i cdk5, te
dvije kinaze aktivira AB. Kod trostrukih transgeni¢nih misevi sa
mutacijama Tau, APP i PS1 proteina se pojavljuje nakupljanje AB peptida.
Takoder misSevi kod kojih je APP prekomjerno ekspresiran, krizani sa
miSevima kod kojih fali Tau protein, ne razvijaju nikakve simptome bolesti

i ziv€anog ostecenja [16].

6. ADUCANUMAB

6.1. ADUCANUMAB i druga sli¢na protutijela

Prema imunoterapeutskoj strategiji lijeCenja AZ bolesti su se razvila razna
anti-amiloidna protutijela koja su pokazala afinitet za AB koji varira od
monomernih do agregiraju¢ih forma. Monoklonska protutijela, kao Sto su
BAPINEZUMAB i PONEZUMAB, pokazuju povisen afinitet prema
monomernim formama za razliku od agregiraju¢ih forma. Ciljanje i
razgradnja monomernih forma AB izaziva stvaranje neurotoksi¢nih specija
oligomera i protofilamenata. AB monomeri imaju vaznu ulogu u
odrzavanju krvno mozdane barijere te protekcija neurona, protutijela koja
su pokazala povisen afinitet za monomerne oblike AB su diskontinuirana te
nisu dosla do klinicke faze. Za razliku od ostalih protutijela, ADUCANUMAB
je protutijelo koje ima znacajnu bolju selektivnost za agregirajuce forme

za razliku od monomernih forma AR, time predstavlja veliki potencijal u
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buduc¢em lijeCenju ove bolesti. Ovo je protutijelo izolirano iz limfocita
starijih, zdravih pojedinca koji nemaju znakove kognitivhog pada ili bilo

kakve znakove demencije [1°].

6.2. Vezanje za AB

Kako bi se istrazilo selektivho vezanje odredenih protutijela za A fibrile u
jednom se istrazivanju koristila elektronska mikroskopija za prikaz
interakcije AP1-40 fibrila koji su inkubirani sa ADUCANUMABOM,
GANTENERUMABOM, 3D6 protutijelom i m266 protutijelom konjugirani sa
10-nm cesticama zlata. Rezultati su pokazali da A fibrili inkubirani sa
konjugatom zlato-ADUCANUMAB imaju veci broj zlatnih Cestica prisutnih u
blizini ili na samoj povrsini fibrila za razliku od ostalih protutijela (Slika 7.,
slovo a). Mozemo na temelju toga zakljuciti da najvedi afinitet, te najbolju
selektivhost, za vezanje AP fibrila ima ADUCANUMAB. Kao kontrola u
ovome istrazivanju su se koristili tau fibrili gdje nije opservirano nikakvo

specificno vezanje.
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Slika 7. Prikaz vezanja konjugata zlato-protutijelo za AB1-40 fibrile. Slovo
a (ADUCANUMAB-zlato), slovo b (3D6-zlato), slovo ¢ (GANTENERUMAB-
zlato), slovo d (m266-zlato) [?°]

Danjim istrazivanjima specificnosti vezanja su se ispitivali aminokiselinski
ostaci. Od 42 peptida jedino zadovoljavajuée vezanje je bilo kod peptida
7-13 koji sadrze ostatke Glu3 - Asp7. Kod drugih peptida na primjer 6 - 4,
kod kojih nisu prisutni ostaci Glu3 - Asp7, je doSlo do neravhomjernog i

slabog vezanja [?°].

6.3. Struktura ADUCANUMABA

ADUCANUMAB klasificiramo kao imunoglobulin G (IgG) protutijelo,
najéesS¢a klasa protutijela u krvi. IgG protutijelo se sastoji od 4
polipeptidna lanca, dva identi¢na laka lanaca i dva identi¢na teska lanaca,
mozemo reci da formiraju strukturu u obliku slova Y. Svaki od 4 lanca ima
varijabilnu V regiju i konstantnu C regiju. Laki lanci vezani su za teSke
lance mnogim nekovalentnim interakcijama i disulfidnim vezama, a V
regije teskih i lakih lanaca spajaju se u svakom kraku Y kako bi se stvorila
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dva identicna mjesta za vezanje antigena. Posjedovanje dva mjesta
vezanja antigena omoguduje molekulama antitijela da unakrsno povezu
antigene i da ih vezu mnogo stabilnije. Protutijelo djelimo na Fab, antigen
vezujucu domenu i Fc domenu, koja stupa u interakciju sa stani¢nom
povrSinom. Baza forme Y, Fc fragment, sastoji se od karboksi - terminalnih

domena teskih lanaca (Slika 8.) [21].
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Slika 8. Prikaz strukture IgG protutijela [?1]

6.4. Mehanizam djelovanja

Kako je ve¢ reCeno, ADUCANUMAB je monoklonsko IgG humano
protutijelo, koje se veze za aminokiseline 3-7 u AB. Danjim je
istrazivanjima nadeno da su ostaci Glu3, Arg5, His6 i Phe4 glavni
odgovorni za interakciju izmedu antigen vezuju¢e Fab regije i AB. U
usporedbi s protutijelima koja su prethodno prou¢avana, ADUCANUMAB se
veze na N-kraj B-amiloida u proSirenoj konformaciji. Na temelju slabog
monovalentnog vezanja, brze kinetike vezanja i jake avidnosti za agregate

bogate epitopima, bez problema razlikuje agregate od monomera.
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Vezanjem protutijela za epitop dolazi do velike akumulacije makrofaga na
mjestu interakcije. Znaci, vezanjem za specificni epitop dolazi do signalne
kaskade koja signalizira makrofazima tj. mikroglija stanicama mozga da

razgraduju AB fibrile bez ikakvih znakova mikrokrvarenja (Slika 9.)[??].

Aducanumab: Targeting Alzheimer’s Disease Pathology
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Slika 9. Mehanizam djelovanja ADUCANUMAB-a [%3]

7. Predklinicke i klinicke studije
7.1. Predklinicka ispitivanja

Predklinicke studije su vrSene na transgenic¢nim laboratorijskim misevima
kako bi se ispitala efikasnost ovoga lijeka. MiSevi su gentski modificirani
da imaju prekomjernu ekspresiju APP-a kako bi se pojacala formacija AR
plakova u mozgu. U ovoj se je studiji koristio kimercki analog protutijela
koji je prilagoden miSevima. U ne-placebo miSevima do administracije je
doSlo u akutnom ili u kroni¢nom obliku. Kod akutne imunoterapije je
ADUCANUMAB direktno injektiran u mozak misSa dok se kod kroni¢ne
imunoterapije lijek administrira svakih tjedan dana 6 mjeseci. Mozgovi
miSeva su snimljeni flurescentnom mikroskopijom, za oznacavanje AP

plakova, prije poCetka i na kraju eksperimenta.
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LijeCenje analogom ADUCANUMABA je pokazalo mjeSovite rezultate o
njegovoj sposobnosti smanjenja AB plakova u miSeva. MisSevi koji su
primili akutnu imunoterapiju su dozivjeli ve¢e smanjenje plakova nego oni
misSevi koji su primili placebo (Slika 10.). Akutnim je lijeCenjem doslo do
odprilike oko 48% smanjenja broja AB plakova, kontrolni su miSevi
pokazali smanjenje od 14%. Za razliku od akutnog lijeCenja, kroni¢no
lijeCenje nije pokazalo znacajno smanjenje broja AB plakova u odnosu na
kontrolne miseve. Unato¢ sposobnosti analoga ADUCANUMABA da razgradi
postojece plakove, akutno lijeCenje nije pokazalo znacajni ucinak na
smanjenje stvaranja novih plakova u odnosu na kontrolu. Ovi nalazi
sugeriraju da je ovaj lijek ucinkovit u smanjenju prethodno forminarih AB

plakova, ali ne mora znacajno sprijeciti stvaranje novih.
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Slika 10. Prikaz mozga misa tretiranog sa placebo terapijom (lijevo) i misa
tretiranog sa ADUCANUMAB terapijom. Plave oznake - nakupine AB [?]

Nalazi ove studije takoder pokazuju da ADUCANUMAB moze koristiti
pacijentima s AD-om kroz reguliranje razina cerebralnog intracelularnog
kalcija. Poremecaj u regulaciji unutarstani¢nog kalcija povezan je sa

mnogim neurodegerativhim bolestima ukljucujuc¢i AZ bolest. Kod miSeva
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koji su primali kroni¢ni tretman, utvrdeno je da analog ADUCANUMABA
sprjecava preoptereéenje kalcijem i povecava propusnost NMDA receptora
za kalcij u odnosu na kontrole. Takoder je utvrdeno da koristeni lijek
obnavlja regulaciju pumpe kalcijeve ATPaze koja je ostala poremecena u
kontrolnih misSeva. Ovi rezultati pokazuju da ADUCANUMAB moze pomoci
u obnavljanju neuroloske funkcije kod bolesnika s AZ bolesti smanjenjem

AB plakova i ponovnim uspostavljanjem neuronske propusnosti kalcija

[25].

7.2. Faza I klinickih ispitivanja

Prvo klinicko ispitivanje ADUCANUMABA na ljudima odrzano je 2011
godine od strane tvrtke Biogen. Bilo je to randomizirano, dvostruko
slijepo, placebo kontrolirano ispitivanje sa postupnim poveéanjem jedne
doze. Studija je ukljuCivanja 53 sudionika, 39 ih je primalo ADUCANUMAB
te 14 placebo. Skupina koja je primala lijek je primala rastuc¢e doze od
0.3, 10, 20, 30 ili 60 mg/kg. Cilj ovog ispitivanja je bilo prouciti
farmakokinetiku i sigurnost lijeka. U ispitanika koji su primali doze od 30
mg/kg ili manje su tri naj¢es¢a simptoma bili glavobolja, proljev i infekcija
gornjih disnih puteva. U tri ispitanika koji su primili dozu od 60 mg/kg se
kao nuspojava pojavile abnormalnosti slike povezane sa amiloidom
(ARIA), to je bila najteza nuspojava koja je rijeSena bez danjih
komplikacija. Povec¢anjem doze se povelava ucestalost ovog simptoma.
Farmakokinetickim ispitivanjima je utvrdeno da povecanje doze nije
promijenilo poluzivot lijeka, brzinu klirensa ili distribuciju, stoga mozemo
zakljuciti da se farmakokinetika ovoga lijeka ponasa linearno ovisno o

dozi.

2012. godine ADUCANUMAB ulazi u drugu dvostruko slijepo, placebo-
kontroliranu fazu pod nazivom Prime, takoder organiziranu od strane
tvrtke Biogen. U ovom istrazivanju je sudjelovalo 165 ispitanika sa blagom

AZ bolesti ili sa blagim kognitivnim poremecajem (MCI). Jednom
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mjesecno, 12 mjeseci, su im administrirane doze od 1, 3, 6 ili 10 mg/kg.
Ovo je istrazivanje mjerilo sposobnost ADUCANUMAB-a da smanji veli¢inu
i broj AB plakova te ucinke na kognitivhu funkciju. Mjerenja ucinka su
vrSena metodom PET standardnog omjera volumena unosa (SUVR) te mini
pregledom mentalnog stanja ispitanika (MMSE). PET slike su snimljene

prije poCetka lijeCenja, u 26. te u 54. tjednu nakon prvog tretmana.

ADUCANUMAB je pokazao znacajnu korist u smanjenju AB plakova u
bolesnika s blagom AZ bolesti ili MCI-om u ovom ispitivanju. SUVR
rezultati bili su nizi u odnosu na pocetnu vrijednost kod sudionika koji su
primali mjeseCne doze lijeka (Slika 11.). Ovo smanjenje nakupljanja AB
plaka primije¢eno je kod pacijenata bez obzira na to jesu li imali MCI,
blagi AD te jesu li nositelji APOE €4 gena. Degradacija AB plaka bila je
vidljiva u cijelom mozgu iskljucujuéi dvije regije u kojima se nije oc¢ekivalo

stvaranje AB plaka, u sub-kortikalnoj bijeloj tvari i ponsu.

Placebo-controlled period LTE period
(12 months) (24 months; All patients received aducanumab)

Adjusted mean centiloid change from baseline (+SE)

-80 4 Weeks 0 26 54 110 166

90 | =#= Placebo n=34 34 30 =w-3or3—6mgkg 18 15

- h E =H= imgkg n=26 26 21 =—M=3mgkg 13 6

100 4 |2 == 3 mgkg n=29 27 26 18 12

g|=M= 6mgkg n=24 23 23 18 15

~110 - Zl=l= 10mgkg n=28 27 21 13 7
0 26 54 110 166

Analysis visit (weeks)

Slika 11. Utjecaj ADUCANUMABA na razinu AB plakova u fazi Prime [?®]
Rezultati ispitivanja Prime pokazuju da ADUCANUMAB moze ublaziti

kognitivni pad u bolesnika sa AZ bolesti ali i u onima sa MCI-om. Kod
sudionika s PET SUVR rezultatima, kod kojih je rezultat smanjen za jednu
standardnu devijaciju ispod placebo sudionika, primije¢ena je znacajna

korist u ocuvanju mentalne funkcije. MMSE metodom je takoder
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primijeceno da ADUCANUMAB smanjuje stopu progresije simptoma

kognitivnog pada [?°].

7.3. Faza III klinickih ispitivanja

U rujnu 2015. godine su pocela dva identicha dvostruko slijepa,
randomizirana, placebom kontrolirana ispitivanja faze III. Ispitivanja su
nazvana Emerge i Engage. Svaka 4 tjedna, tijekom 18 mjeseci, je svakom
ispitaniku s dijagnozom MCI ili s blagim oblikom AZ bolesti administrirana
niska ili visoka doza lijeka, ovisno o tome nose li pacijenti alel APOE &4.
Niska doza bila je 3 mg/kg za nosioce alela APOE €4 i 6 mg/kg za one koji
nisu bili nositelji. Visoka doza bila je 6 mg/kg za nosioce i 10 mg/kg za
nenosioce. U konacnici, 1643 pacijenata je zavrsSilo ispitivanje Emerge, a

1647 je zavrsilo ispitivanje Engage [2°].

Ispitivanja su pokazala da visoke doze ADUCANUMABA smanjuju ukupni

broj i veliCini AB plakova u bolesnika u odnosu na placebo (Slika 12.).
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A

Baseline One year

Slika 12. PET slika mozga prije pocCetka istrazivanja i jedne godine nakon
istrazivanja. Crvena polja - AB plakovi [%7]

Pacijenti koji su primali niske doze lijeka iskusili su smanjenje amiloidnog
PET SUVR-a od 0,165 odnosno 0,168. Pacijenti koji su primili visoke doze
ADUCANUMABA iskusili su smanjenje amiloidnog PET SUVR-a od 0,272
odnosno 0,238 (Slika 13.). U wusporedbi s drugim monoklonskim
protutijelima, ADUCANUMAB je jedino razvijeno monoklonsko anti-Ap
protutijelo za koje se pokazalo da znacajno smanjuje AB PET SUVR u

klini¢kim ispitivanjima faze III [28].
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Longitudinal change from baseline in amyloid PET SUVR
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e Median cumulative dose at - at Week 78%: 126 mglkg
Analysis visit (weeks) Week 78°: 140 mg/kg Analysis visit (weeks)
-0.35 T T -0.35 T 1
0 26 78 0 26 78
Placebo n=157 128 74 Placebo n=203 164 104
n=157 125 79 n=198 166 16
High dose adu n=171 136 87 High dose adu n=181 149 a7

Slika 13. Promjene PET SUVR-a u ispitanika tijekom Emerge i Engage
ispitivanja [%°]

Rezultati studije Emerge takoder pokazuju poboljSanje kognitivne i
fizikalne funkcije oboljelih, ukljucujuc¢i neuropsihijatrijski inventar (eng.
neuropsychiatric inventory (NPI)). Ova je studija pokazala prosjecno
smanjenje od 87% u odnosu na pocetnu vrijednost NPI-a, a njihovi
njegovatelji prijavili su smanjenje stresa od 84%. ADUCANUMAB je
ublazio gubitak sposobnosti za obavljanje obveza iz svakodnevnog zivota
za 40 % za razliku od placeba. Zabiljezene nuspojave u ovome ispitivanju

su bile glavobolja, proljev, simptomi sli¢ni prehladi ali i ARIA.

Oba ispitivanja su prekinuta u ozujku 2019. zbog neuspjeha u znacajnom
poboljSanju simptoma AZ bolesti. Ni Engage ni Emerge ispitivanja nisu
pokazala znacajno poboljSanje u klinickom rejtingu demencije (eng.
clinical dementia rating (CDR-SB)). Studija iz 2019. je utvrdila da lijek za
lijeCenje AZ bolesti mora pokazati prosjec¢nu razliku od najmanje 1 boda u
CDR-SB za pacijente s MCI i 2 boda za pacijente s blagim AD-om. Na
temelju podataka koje je tvrtka Biogen objavila 22. listopada 2019.
godine, rezultati skupina s visokim dozama u obe studije nisu postigli
razliku od 1 boda. Ova poboljSanja ukazuju na to da bi ADUCANUMAB

mogao poboljsSati kogniciju i svakodnevni Zivot u pacijenata s MCI il
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blagim oblikom AZ bolesti, medutim, veli¢ina dobrobiti ovog lijeka moze

biti samo statisticki znacajna, a ne klinicki znacajna [?°].
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8. Zakljucak

Alzheimerova bolest predstavlja zaista veliki problem u zdravstvenom
sustavu, a starenjem svjetske populacije ona postaje sve ucestalija.
Najveéi problem ove bolesti je njena detekcija, jer su u ranom stadiju
bolesti, simptomi gotovo neuodljivi dok u kasnijim stadijima simptomi
postaju jasniji i tezi. Upravo u kasnijem stadiju, kad se bolest moze lakse
detektirati, lijeCenje postaje sve teze i neuspjesnije. Progresiju ove bolesti
bi doslovce slikovno prikazao kao eksponencionalnu funkciju gdje se na x
osi nalazi vrijeme a na y osi nalazi jacina simptoma, u eksponencionalnom
je rastu. Mislim da bi se, uz lijekove koji usporavaju progresiju bolesti,
trebale razviti nove metode ranog otkrivanja ove bolesti kako bi bududi i
sadasnji lijekovi bili $to ucinkovitiji. Sto se ti¢e lije¢enja, buduénost vidim
u monoklonskim protutijelima tipa ADUCANUMAB, na kojemu sam bazirao
ovaj rad. ADUCANUMAB je zaista inovativan i zanimljiv lijek ali nazalost
nije ostvario veliki uspjeh. Pokazao je izvrsne rezultate u smanjivanju
broja i veliCine AR plakova te u ponovnim uspostavljanjem neuronske
propusnosti kalcija, no ovi su rezultati samo od statisticke vaznosti. Mislim
da ovaj lijek nije u potpunosti promasaj jer je dao velik broj statisticki
znacCajnih podataka koji se mogu iskoristiti za daljnje razvijanje sli¢nih
lijekova protiv AZ bolesti. Treba se nastaviti sa proucavanjem
monoklonskih protutijela, ne samo kao terapije za AZ bolesti, nego i
drugih neurodegenerativnih bolesti. Monoklonska protutijela pokazuju
velik potencijal kao Sto su specificnost vezanja i efikasan prolazak krvno
mozdane barijere, stoga mislim da ova vrsta lijeCenja predstavlja

buducnost u terapiji neurodegenerativnih bolesti i njima slicih.
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