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1. Cil prace

Cilem prace je seznamit iggnost s touto vzacnou lymfoproliferativni chorobauwnastinit
moznosti jeji 1éby. Hlavni diraz je kladen na &bu purinovymi derivaty, ktera je v stasné
dohs nejvyznamgjSi. Sowasti prace je podrobné popsani mechanismu n&bénirovni a
lécebné dinky doloZzené na konkrétnichtipladech z dostupnych studii. Snazila jsem se
porovnat dinky i starSich léebnychcinitelt vzhledem k purinovym derivatn. Zawr prace
je wenovan novinkam a ngdim, které mohou byt slibnou alternativou pgpurinovym

derivatim.



2. Uvod

Vlasatobugi¢na leukémie (HCL=hairy cell leukemia) je vzacné igradl onemocuini burtk B
linie, zahrnuje asi 2 % vSechiipadi leukémie. V USA réné¢ onemocni 500 az 600 paciént
za rok (Bouroncle a kol. 1958). Postihuje d#émsoby, ¥tSinou muze, s poénem k Zenam:
3,5-4,5:1 (Bernstein a kol. 1990).iike byla nemoc ozravana leukémii z retikularnich
burtk nebo také leukemicka retikuloendotelioza. Popivéuceler® popsala Bertha
Bouronclova v 50. letech minulého stoleti (obrdzdl, avSak prvni zpravy o
retikuloendoteli6ze existuji jiz od
roku 1923 (Bouroncle a kol. 1958).
Vyznamnym autorem byl Ewald
(1923), ktery popsal charakteristické
znaky hyperplazie v krvetvornych
organech a v krvi. Nazev vlasaté
- buiiky pro tuto specifickou leukemii

'~ zavedli Schreck a Donelly v roce
1966. Po roce 1970 byl jiz zaveden
nazev nemoci vlasatob&tna
leukémie. U nas se ji nejvice zabyval
Ladislav Chrobak (Chrobak 1999).

Obr. 1: 2 retikularni btky zvyrazréné pomoci Wrightova barveni. &éeni 2000x
(Bouroncle a kol. 1958).

3. Pri¢iny nemoci

Jednoznéna @icina vzniku HCL neni znama. Nebyl potvrzen Zadnyakizke koieni nebo
rozpoustdlim tuki (Clavel a kol. 1995). ivladajici vyskyt nemoci u mazmize
poukazovat na pracovni riziko. Na zaldaxhalyzy 515 fipadi bylo doloZzeno zvySené riziko
pii vystaveni herbicitim, insekticidhm a fungicidim a impregnénim latkam (Hardel a kol.
2002). Nordstom a kol. (1998) potvrzuje, Ze lidéaquijici v zemsdélstvi maji vySSi
pravcEpodobnost postiZzeni touto chorobou. Jedna se zejmétyk se zedaelskymi zviraty



jako jsou kow, dobytek, prasata, @ilvez a ovce. # vySetovani 226 mui postizenych touto
chorobou se ukazalo, Zze 20,8% z nich jsou f&tmANA virus se nize pFenést diky
nedostaténé hygier pii praci se zvaty (v souvislosti s leukémii héxiho dobytka) nebo po
uziti pesticidi. Zvlase statisticky vyznamné byly organofosforové insekiyc Zajimavé bylo
zjisteni vlivu pice na HCL. Vysitlenim mize byt napadeni pic& kukufice mykotoxiny,
které jsou produkovany vlivem nevhodného skladoy@tavel a kol. 1996). Mluvi se také o
genetické predispozici pro tuto nemoc. Za posldd2ig let se vyskytlo 15ifpadi v rdmci
rodiny. VSichni ngli spoleiné znaky, jako jsou HLA- haplotyp A2 a HLA epitoBw4 a
Bw6 (Gramatovici a kol. 1993).

4. Vlasaté buiky

V periferni krvi jsou malé lymfoidni hiky s ovalnym jadrem, vyzgaji se menSim
mnozstvim chromatinu nez v normalnich lymfocytedepravidelnym tvarem a absenci
granuli. \EtSi mnozZstvi bledé cytoplazmy jévymdcem vilaskatych vyzki, vytvorenych i
rozteru preparatu (obrazek 2). Uvhibuiky je mnoho mitochondrii a ribozamNa povrchu
aktinova vldkna tvii mikrovily a lamely, nejlépe viditelné skenovacieiektronovym
mikroskopem. Infiltrat v kostniieéni je charakteristicky bikami daleko od sebe, mala jadra,
nejsou vidt Zzadné shluky lymfocyt Dochazi ke zmnoZzeni retikularnich viakefitgmnych
hlavné ve stromatu krvetvornych org&nTomuto nalezu sefgzdiva ,sucha punkce“. Prav
v kostni deni se HCL nejlépe diagnostikuje (obrazek 3). \ézist se HC ukladaji ¢ervené
pulpe, bild obvykle atrofuje (Handin a kol. 2003).

Obr. 2: D¥ HC buiky s charakteristickymi | O.: tikulré fibréza

vylezky (Raimbough a kol. 2009). (Raadkol. 2008).



5. Projevy

Dlouho se netdélo, z jakych butk vlasaté bitky pochazeji. Bvodré byla popsana jako
monocyto-lymfocytarni #zenec. Poziji se ale ukézalo, Ze jejiipod je v buikach B linie
podle gitomnosti pouze lehkéhietzce povrchového imunoglobulinu augazu Festavby
genu pro &Zky a lehkyietzec Ig (Jansen a kol. 1982). Vzaanize byt HCL pozorovana u
T-burek (Saxon a kol. 1978) nebo v kombinaci T a B fepatyBurns a kol. 1977). HCL
muze vznikat transformaci z jiné B-lymfocytarni leokié, napiklad chronické lymfatické
leukémie. Tato skut@ost je umozéna tim, Ze HCL je odvozena od klonalni expanzebun

v pozcjSim stadiu vyvoje nez u jinych leukémii (Fororka. 1987).

Priznaky nemoci jsou charakterizovan&tenou slezinou (splenomegalie), infiltaéémt
nadorovym klonem a stim souvisejici cytopenii. lggkem jsou anémické stavy
(normocytarni  a  normochromni) ¢i  krvaceni  z nedostatku  krevnich  deski
(trombocytopenie). Nicmén asi 10% postizenych neni nutnécilg protoze jsou
asymptomatiti nebo maji jen mirnou splenomegalii, malo cirkigich HC burk a vice
granulocyit (Golomb a kol. 1978). Dokonce byl popsantippd Zeny, ktera preéthla
spontanni vyl&eni do 8 let od zjighi nemoci bez jakékoliv &by (Bouroncle a kol. 1958).
Zapaeti terapie je podmémo hodnotami krevnich de&tk pod 100 00@QL, hemoglobin <
12 g/dL, absolutni gt granulocyi < 1000, bilirubin v séru < 2,0 mg/dL, kreatinirseru <
2 mg/dL (Estey a kol. 1992). Splenomegalie je uettg®i @gitomna az u 85% pacient
Mohou pak nasledovat dalSi obtiZze, jako je infdkére ¢i ruptura sleziny. Ta je dbec
negastjsi pra¥ u HCL pacieni vzhledem k ostatnim hematologickym n&gdor Slezina je
tedy nejvice postizenym organem figad HCL. Nejhojreji se HC buiky ukladaji do
cervené pulpy, vaziva sinisHCL také postihuje tééh vzdy jatra, Kupferovy hiky, ¢casto
dochazi k hepatomegalii. Jaterni testy ale byvgporddku. Neni postizena funkce, ale
dochazi k fibréze, podokrjako u kostni terg. Lymfatické uzliny nebyvaji a4Sené, jen asi
u 5% nemocnych. Také extralymfatické a extrameduldostizeni je vzacné, u 8%ipadi se

objevila kozni postizeni (Ralda a kol. 2008).

6. VySeteni k prikazu nemoci

Vlasaté biiky jsou unikatni mezi krevnimi lkami tim, Ze je Ize charakterizovat

cytoplazmatickym barvenim pro tartat rezistentni sdtgu fosfatazu (TRAP).
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Imunofenotyp nadorovych bgk vykazuje B - asociované antigeny (CD19, CD20, €D2
CD79a). Jsou typicky negativni na CD5, CD10 a CC&iB¢ exprimuji CD11ca receptor
interleukinu 2, povrchovy imunoglobulin CD25, FM@ako epitop CD20 a antigen CD103.
Je £Zké najit pro diagndézu HCL specificky marker, pasannohodchto antigefi mize byt
piitomno i u jinych nemoci. AvSak silnou specifittHiC buikam maji CD25, CD11c a HC-
2, které by mohly slouzit k rozeznavani HCL od ¢hyB — lymfoproliferativnich nemoci.
Geny pro imunoglobulinovyéfky a lehkytettzec jsou peskupené, variabilni oblasti jsou
mutované IGHVDJ) (Handin a kol. 2003).

6.1 Biopsie

U nemocnych je &kdy toto dilezité vySeteni nemozné provést. Silna fibr6za kostidnd a
cytopenie zfisobuji ,suchou punkci* aiptéchto skuténostech je velmi prawgodobné, Ze
se jedna o pacienta s vlasatosiinou leukémii. Nkteré studie jsou nelplné, protoze pacienti
po |&b¢ toto vySeteni odmitnou podstoupit, a neni tak mozné zjistitdualni biiky.

6.2 TRAP

Prokazani fitomnosti TRAP (tartat rezistentni kyselé fosfa)agy spolu s morfologickymi
znaky HCL zakladni vyS#ivaci postup. Vzorek s iéem je fixovan v aceton-formalinu a
vystaven fisobeni acetat-tartdtovému pufru
ve 37°C na 120 minut. Poté je vzorek
obarven kontrastni latkou hematoxylinem.
Inhibici kyselé fosfatdzy je potvrzena
absence enzymatické aktivity
v granulocytech (Machii a Kitani 1984).
Intenzita reakce je u HCL vyrazna, Keni
diagnézy stéi 2 pozitivni buiky v nagru

e . (obrazek 4) (Mover a kol. 1972).

. & e I ¥ 3 e
Obr. 4: TRAP pozitivita n&tu kostni dens (Raida a kol. 2008).
6.3B-1ly7

Tato monoklonalni protilatka je pro HC iy vysoce specificka,itkazem je 28 pozitivnich
vzorki, které B — ly 7 dokazala odhalit. Tedy 100% de¢el&iiky jinych, blizce pibuznych

B — buré¢nych chorob, jako jsou prolymfaticka leukémie aespiky lymfom s vil6znimi

lymfocyty, ozndila za negativni. Protilatka by mohla byt uZité k odhaleni minimalni
rezidualni nemoci po zaiéni (Mulligan a kol. 1990).
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6.4 DBA.44 a L26 (CD20)

Uspesnost &chto protilatek je 98,5%, doslo k detekci viasatyeimsk u 206 vzork od 209
HCL pacienti. DBA.44 je monoklonalni protilatka IgMitly a byla specificky vytvi@na pro
HCL. Reaguje se subpopulacemi p@as/ch bukk a monocytarnimi B hikami

v lymfatickych uzlindch, v marginélni zénlymfocyti ve slezig (Hounieu a kol. 1992).
Barveni je komplex¥jSi nez v pipac L26, zahrnuje cytoplazmatickou membranu i granula.
Muze se stéat, ze oz&iaHC buiky v negativnim vzorku. L26 fize nespravhoznait 1 — 10%
burgk, DBA.44 az 10 bukk v celé biopsii bez HC. Nespravrpozitivni buiky jsou
transformované lymfocyty, s podobnymi morfologickyomarakteristikami jako HC, av3ak
¢asto se vyskytuji ve shlucich. Naopak nesptdwgativni vysledky (ve 2 % vzarkmohou
byt zpisobeny technicky Spatnprovedenym nétem s hustym progdim, kde se malé
lymfocyty Spatr detekuji (Ellison a kol. 1994).

6.5 Anti— HC2
Reaktivita s HC bikami byla zjifovana u vzorku ze sleziny. Pozitivriato protilatka
ozn&ila 3/5 vzorki HCL pacient, podobr jako HC1 (2/5) a navic se rotnh ukazala byt

pozitivni pro myelomonocytarni leukémii (Visser @.k1989).

6.6 PCR

Metoda polymerazové&ettzové reakce se pouziva pro Zitit rezidualnich butth po
zal&eni. Je to metoda vysoce citliva, dokdze ve vzat&tekovat méhnez 5 budk. Fi

studiu 7 pacierit, ktefi Zili v kompletni remisi, se rezidualni iky nasly u vSech.i#PPCR se

pouziva specificka préba odvozen&zkého Igietzce (Ellison a kol. 1994).

7. Kritéria pro hodnoceni vysledki |é¢by

UR (=Gplna remise) Naprosta absence vlasatych &urv periferni krvi a kostni ieni,
normalizace krevniho obrazu (Hhl2 g/dL, bilé krvinky> 3 0004L, neutrofily> 1 500{L a
krevni destiky > 100 0004L), vymizeni doprovodnych symptam adenopatie a

hepatosplenomegalie.

CR (=caste’na remise):Redukce vice nez 50% HC hiknv kostni deni, zvy3eni o vice
nez 50% bu&inost v perifernim krevnim obrazu, redukce o vicé B8% adenopatie a
hepatosplenomegalie (Tallman a kol. 1992).



MR (=minimalni remise)ZlepSeni hodnot alespos jednom krevnim elementu nebo vice
nez 50% redukce cirkulujicich HC bikn( Kraut a kol. 1986).

Pacienti, kt& nevyhovuji ani jednomu z uvedenych kritérii, jgoavaZzovani za nereagujici

(,nonresponder“) na danouckbnou metodu.

MRN (=minimalni rezidualni nemoc): Absence HCL parhmorfologie v periferni krvi a
kostni deni, negativni barveni hematoxylinem a eosinem. ddraitlivéjSich metod je vSak
mozné detekovat jednotlivé rezidualni HCinky Imunohistochemicka vySeni prokazuji
jejich pritomnost pomoci CD-20 nebo DBA.44 pozitivity, ktexzpoznavaji morfologickée
znaky HC bugk. Jejich pdet musi byt roven nebodtdi nez poet CD-45-RO pozitivnich
burgk. Pritomnost vice nez 50 % CD20 nebo DBA.44 pozitivribcimk naswdéuje vyvoji
MRN, ale jednotna definice je nesnadna, protozdickyandardni kritéria pkazu (Tallman a
kol. 1999).

Pokud HCL pacienty ponechame beZblg procento dozZiti &i let je v ptiméru 34,4%;
deseti let se dozije jen 29,6%. Pokud dojde kenghtimmii, procentoi@zivSich je o polovinu
vySSi. A i 1é¢eni napiklad pentostatinem, je Gi&most po 5 letech 90% (Flinn a kol. 2000).

8. StarSi l&€ebné metody

8.1 Splenektomie

Je to chirurgicka metoda pro odsiansleziny, ktera bylafpd nastupem interferonu hlavni
lé¢ebnou metodou HCL. Golomb a kol. (1983) provedlespktomii u 65 pacieft 27 (41,5
%) meélo aplnou remisi a 38 (58,5 %Ast&nou remisi. Ke zlepSeni dochazi jiz po 3 — 4
tydnech, 5 letéi@Ziti bylo potvrzeno u 76% UR a 620R, celkow 68%. Bylo prokazano, ze
velikost sleziny nema vliv na odp&¥ ¢i jeji délku po splenektomii. VedlejSimtiakem je
ale omezeni produkce bilych krvinek, cozZ je neppisledek sniZzeni bétnosti a zvySeni
hladiny HC v kostni eni. Jako dalSi néfznivé &inky bylo popsano krvaceni a nasledna
tromboza,ci vaskularni onemoemi (Shelley a Buchanan 2009). Hlavnim problémem ale
zastava bakterialni infekce, objevujici se v kazdédist Reakci pacienta na splenektomii
vyrazre ovliviuje stav kostni i@ns. Pokud je infiltrace HC difuzni a je omezena
hematopoéza, je nutno fitat s nefiznivou progndézou. Proto i po provedeni splenekéomi
muze petrvavat pancytopenie (hla¥rgarnulocytarnitada) a je nutné pouzit jinéckbné
metody. Otazkou je, zda bude splenektomie pro d@&@bu piinosnaci ne. Ukazalo se, Ze

pozitivni reakce na tbu jsou i bez odstr&ni sleziny (Foon a kol. 1986).
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8.2 Interferon-a, (IFN-a)

K lé¢b¢ HCL byl zaveden roku 1984. Je éSpy v I&b¢ chronickych lymfoproliferativnich
nemoci nizsiho stugmebo solidnich nadér U HCL navodi az 90% odpadi. Dlouhodoba
lécba je ale provazenackterymi nezadoucimi dinky, souhrng nazvanymi interferonovy
syndrom. Jeho symptomy jsou hekg, bolesti hlavy, svdl klouhi, unava (Klener 2002).
Interferon pati do skupiny glykoproteiin produkovanych Ziv&Snou buikou jako odpowd’
na fizné poduity. Diky vazlg ke specifickym povrchovym recepiton umozuje reagovat na
maligni nebo virem napadenéitky (Pfeffer a kol. 1998). IFNt je dostupny v firodni nebo
rekombinované forth Quesada a kol. (1984) potvrdil terapeutickotindost ¢aste&né
purifikovaného lidského interferonu odvozeného eakbcyti. Nasledd se vyzkum zawfil
na moznost nizSich davek l|éku ke zmimn interferonového syndromu, vyvojem
rekombinantniho interferonu (Foon a kol. 1986). €ada a kol. (1986) uvedli vysledky jeho
pusobeni na HCL. Zdnali I&bu nejprve s vysokou davkou 10 — 12 MU/ikterou postuph
kvuli vyraznym vedlejSim ginkam (viz. interferonovy syndrom) snizili na 3 MU aViU (ta
se po této studii stala standardni davkou). Lék pyiavan bdi intramuskulara nebo
podkozré injekci, prvnich 4 - 6 gsicl denrg, poté 3x tydd do dovrSeni 1 roku. Z 30
pacienti (7 diive neléeno), 9 po I&bé ziskalo Uplnou remisi a 17 parcialni remisi. Za B0
mésial se u 33% pacieatobjevila recidiva nemoci. VSichni pacienti, Ktg@rosli predeSlou
Iébou, trgli vaznym piabéhem nemoci, s difiznim rozé8him. VSichni dive neléeni,
dosahli uplné remise. DoSlo k vyrazné ugraplenomegalie a krevniho obrazu, zlepSila se
humoralni imunita pacietit U nesplenektomovanych pacigéntale mize etrvavat
trombocytopenie. Remise trva obvykle déipet, pak se oft objevi recidiva. U &kterych
pacienti, diéive nel€enych, ale remise trvala i vice nez 6 let (28% p&6&ient) (Rai a kol.
1995).

Na zjiseéni vhodné davky IFN se zaiili Smaley a kol (1991). Porovnavali standardni
davku 2 MU/nf a davku o desetinovou — 0,2 MU7m 133 pacierit Lék byl podavan 28 dni
a poté 3 x tyd& 97 pacient predtim podstoupilo splenektomii, ostatdiégtim I&eni nebyli.
Vysledky v 1. roce zaznamenaly zlepSeni hodnoty dgtoibinu, neutrofit a krevnich
destéek. Pomoci statistického vyhodnoceni se potvrdde, standardni davka mé&itsi
ucinnost na vylepSeni krevniho obrazu a dochazi ejickinormalizaci. Na druhou stranu
snizena davka méncasto zjisobovala tzv. interferonovy syndromieBto z této studie
vyplyva, Ze vhodsi alespa k pasateini l&be je davka 0,2 MU/ Standardni davka,

uzivana v dennim intervalu, igobuje ¢astji neutropenii, spojenou s bakterialni infekci



trombocytopenii a myelosupresi. Splenektomie jel@poéto studie Zadouci a zlepSuje kvalitu
odpowdi. Pro trvalou recidivujici HCL je dopofena |é€ba v kombinaci s purinovymi

derivaty.

8.3 Androgeny

V nekterych gipadech byly po splenektomii uzity androgenyilkpietrvavajicici cytopenii.
Magie a kol. (1985) podrobili 6 paciéniécbé androgenovych steraidoxymetholon a
fluoxymesteron. Androgeny zlepSuji erytropoézu stami erytropoetinu, v krevnim obraze
byly nejviditelrgjSi zmeny v hemoglobinu (z 7.4 g/dl ndl g/dl, po 7 tydnech Uprava na
normu 12g/dl). Také doslo ke zvySenicpo trombocyt (z 47,000/mm na vice neZ
100,000/mm za 3 tydny) a doslo i k vylepseni granulopoezypddsost léby byla viak jen
50%. VedlejSimi Ginky byl vyvoj akné a u druhého pacienta Zloutemtaskulinismus, ktery
je s androgenyasto spojovan, se u této studie neprojevoval (&)zen

8.4 Glukokortikoidy
V ptipact HCL nejsou pilis G¢inné. Tim, Ze naruSuji imunitni systém, zvySuji emdei
infekce. Prokazal se jasny vztah mezi kortikoidywyskytem pligovych i jinych infekci
(Bouza a kol. 1979).

8.5 Leukaferéza

Tato metoda je zaloZzena na midoim skeru defektnich leukocwt Fay a kol. (1979) uvedli
uspch této I€ebné metody u jednoho pacienta HCL, trpiciho siinjriekcemi. 90 — 95 %
leukemickych buék se pod#lo snizit na 40 — 50 % v periferni krvi i kostriiedi. DoSlo ke

zmenSeni lymfatickych uzlin a vymizeni koZnich réle

8.6 Chemoterapeutika

Pri silné infiltraci kostni dent malignimi buikami bylo vyzkouSeno podani kombinace
chemoterapeutik cytosin arabinosid, cyklofosfamidkristin a prednison. AvSakipvazném
stavu pacierit nebylo pozorovano zlepSeni. Ani 3 pacienti,iktdostali rkolik davek
radioaktivniho fosforu®*¢P), nebyli I&eni s Gspchem (Bouroncle 1979).

9. Purinové derivaty
V roce 1972 objevil Eloise Giblettiipgenetické analyze u paciénse SCID ddi¢nou vadu
enzymu ADA. Zjistilo se, Zze ADA deficience owiuje lymfocyty. Hlavni funkci tohoto

enzymu je regulace koncentrace vnitrokiiného deoxyadenosinu. dATP je toxicky



metabolit, jehoZz akumulacégobi na lymfocyty toxicky (Giblett a kol. 1972).ytd poznatky
byly zakladem pro vyvoj latek, které se staly zdkiian kamenem pro ¢éu vlasatobuetné
leukémie a jinych lymfoproliferativnich chorob.

9.1. 2-chlorodeoxyadenosin

2-CdA (jinak také pod nazvy kladribin, LeustatinCAA, Ortho Biotech, Raritan, NJ) byl
schvaleny Spravou potravin a¢ie (FDA = Food and Drug Administration) pro ¢kéu
nel&itelnych ¢i nedusgsre 1é¢enych pacierit HCL. Jeho dinnost proti HCL byla jako prvni
ovérena ¥deckou skupinou Piro a kol. v roce 1990. Z dvangeictiendh se vyskytla
v jedenacti pipadech kompletni remise s minimalnimi vedlejSikinkly. Tento lék je dale
pouzivan k léb¢ u chronické lymfatické leukémie (Piro a kol. 1988koznich T-bu&nych
lymfomia mycosis fungoides a Sezary syndrom (Saven a R8R)1 autoimunitni hemolytické
anémie spojené s lymfomem (Carson a kol. 1984 jedaké uspdny v I&bé recidivujicich
pacienti akutni pediatrické myeloidni leukémie (Santana a. K991), ¢i v pripadech
mnohonasobné sklerézy (Beutler a kol. 1996). Kladrie znamy jiz od 60. let 20. stoleti
jako meziprodukt pro syntézu 2-deoxynukledta jeho mozné vyuziti pro dbu leukémie
bylo odhaleno v roce 1984 (Tortorella a kol. 2001).

9.1.1 Fiprava 2-CdA

2-chlorodeoxyadenosin vznika substituci atomu chlpa vodikovy atom v poloze 2 na
fettzci molekuly. Halogenova substituce poskytuje molekezistenci k deaminaci enzymem
adenosin deaminazou (Carson a kol. 1984). &gloma (obrdzek 5) se ube gipravovat
pomoci glykosylace sodné soli (Kazimierczuk a k984) nebo enzymaticky vymnou
deoxyrib6zy a ribdzy mezi nukleosidy, pomoci katgly casteéné purifikované
transdeoxyribosylazy z bakterieactobacillus helveticusTento enzym katalyzuje fgnos
deoxyribosylové skupiny mezi deoxyribonukleotidem bazi v rovnovazné reakci: 2-
chloroadenin + thymidin <=> CdA + thymiiCarson a kol. 1983Xi pomoci bugk thymin
vyZadujici bakterieE. coli, diky niz se katalyzujefenos cukernych zbytkz rozmanitych
deoxyribonukleotid, ¢imz se stane vyroba CdA vice efektivni (Blank a 88192) Produkty
jsou nasled& izolovany pomoci metody iontova chromatografieddéazentistoty latky se
pouziva dinna kapalinova chromatografie (HPLC). Déle je &#kterilizovana ultrafiltraci a
uchovana p hodnot -20°C. (Carson a kol. 1983).
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Obr. 5: Kladriki-chloro-2-deoxyadenosin)
(Blank a kol. 1992).

9.1.2 Davkovani

Intravenozni

Kladribin je u lymfoidnich naddr obvykle pacientovi podavan préstinictvim
kontinualnic¢i obcasné intravendzni infuze. Nobyl kladribin vyvinut pro oralni uZziti nebo je
vpraven podkozni injekci.

Kontinuélni infuze je provasha ptmérné po dobu 5 - 14 dni v davce 0,12 — 0,14
mg/kg/den. Zfisobuje bu¢nou smrt rakovinnych b@k ve velkém nafitku, s celkovou
odpowdi na l&€bu téngF 100%. Nap. Dearden a kol. (1999) uvedli ve své studii 45igati
s HCL pongr 85% UR a 16%R, recidiva u 29% z nich se objevila viapwru za 45 nisia.
Goodman a kol. (2003) uvedli ve svém rozsahlém mzmi 207 pacieidt podobné
vysledky: 95% UR, 5%R, recidiva u 37% pacieitza 42 nisici. Bylo v3ak zjis¥no, Ze
redukce podavani Iéku na jedenkrat &@n5 mg/kg po dobu Sesti tylinemusi mit neblahé
dasledky na vysledek #by. Ukazalo se, Ze pafry 73% UR a 27%R s trvanim v piméru
35 mesiox jsou sice vzhledem k UR niz&i neZ u podavani dennéle poet pacieni
s navratem nemoci je také niZSi: jen 17%. Naviczdgme intervaly mezi jednotlivymi
infuzemi by mohly mit fiznivy vliv na silnou myelotoxicitu a inféki stavy, které kladribin
vyvolava (viz. NeZzadoucidinky). Tato administrace Iéku by mohla bytregnosténa u
pacienti se silnou cytopenii (Lauria a kol. 1999). Ve siukliera srovnavala tydenni a denni
davky 2-CdA vysledky ukéazaly, ze pérg v UR a celkové odpadi byly podobné u obou
skupin, nicméa potvrdily, Ze denni podavani lékutgmbovaloc¢asgji neutropenii a také
castji vedlo k infekcim (konkrétni vysledky viz. dihnost kladribinu proti HCL) (Robak a
kol. 2004).

Oralni:
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Davka 0,28 mi/kg/den se rozpusti ve fostoi@novem roztoku. Taktoripraveny lék ma
biologickou aktivitu 55%, zbytek se bez uZzitku wdd maci (Liliemark a kol. 1992).
Vysledek je podobny, jestlize se Iék zapije spiades jidlem: 42% s jidlem a 46% bez jidla.
Protoze 2-CdA v podabroztoku zfgisobuje degradaci 2-chloroadeninu, jeipba ho uzivat
ve dvojnasobnych davkach. V Zaludku dochazi k jelegradaci hydrolyzou kyselin a
enzymatickou hydrolyzou igvnimi bakteriemi. Proto dochazi ke slabSindinKu v jatrech
(Albertioni a kol. 1993). Kladribin, v podeébtablet s kratkodobym uzivanim, se uziva
v recidivujicich pipadech roztrousené sklerozy (Costello a Sipe 2008)

Podkozni injekce

Lék je dostupny v ampulkach s 10 mg CdA veising 0,9% roztokem NaCl v koncentraci
0,2 mg/l. Vysledné latka je poté fikbvana v davkach 0,14 mg/kg/den 5 po &@ioucich
dni. Usgsnost léby se ukazala byt srovnatelna s intravenéznim gou&ku. Z 62 paciefit
HCL byly vysledné porry 76% UR a 21%CR, s celkovou &innosti 97%. Pouze dva
pacienti museli bytiglé&eni. L&ba timto zfisobem se hodi pro vSechny pacienty HCL i jina
lymfoproliferativni onemocéni, dokonce dovoluje pacigmh podavat si Iék sami, bez

potreby nav&tvovat nemocrini z&izeni (Rohr a kol. 2002).

9.1.3 Mechanismus &inku

Kladribin je vyznamny ve srovnani s ostatnimi détyvpuriri zvlase tim, Ze se prokazala
jeho &innost nejen proti proliferujicim kkkdm, ale také proti kikam v klidovém stavu.
Neni vSak je#t detaile zjiStn presny mechanismus jeho ¢idku. Favodrg se
negredpokladalo, Ze by purinové derivaty byly Klinickyitecné proti nadorovym hikam.
Prevladalo peswdceni, Ze by mohly poSkozovat zardvieuinky zdravé tkas. Nespecificka
toxicita se v3ak ip uziti CdA neprokazala (Huang a kol. 1981). Zjstse, Ze CdA je
selektivré toxicky, to znamena, Ze se ciéerantiuje na buiky s vysokymi hladinami dCK a
naopak s nizkou aktivitou deoxynukleotidaz. dnku CdA je nezbytna jeho fosforylace
prostednictvim dCK uvnit buiky. Postups tak dochazi k intracelularni akumulaci 2-
chlorodeoxyadenosin trifosta{2-CdA-TP). Dochazi k poskozeni ligného metabolismu a
véleréni 2-CdA-TP do DNA biiky, coZz ma u dicich se budk za nasledek ustrnuti v S fazi
burgcného cyklu (Carson a kol. 1983). Wlidich se budk je toxicita vyvolana inhibici DNA
polymerazy nebo inkorporaci do DNA (Parker a kod88). Dalsi moznosti tie byt
znemozini oprav DNArettzce a nasledna akumulace DNA zlofPlunkett a kol. 1993). Ke
zlomam tfettzce DNA po vlivu CdA dochazi také diky tomu, Zek&silnt omezujecinnost

ribonukleotid reduktazy (RR)tera je zodposdna za konverzi ribonukleofidna odpovidajici
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deoxyribonukletidy.Navic podporujetinnost endonukleaz k degradaci DN&&zce (Seto a
kol. 1985). Cytotoxicky &inek CdA mize také pochazet znasledné inaktivade
adenosylhomocystein hydrolazy (SAHM) jakéirpzeny disledek hromaghi adenosith po
deoxyadenosinové deaminaci a fosforylaci (Robertasokol. 1993). Inhibice RR a DNA
fettzce je vSak mozna pouze dlidich se budk. U burek dormantnich jefeba najit jiny
systém zodpasdny za cytotoxicitu. Nedici se lymfocyty podstupuji opravu DNEetzci
spojenowasténé s modifikaci jadernych proteirpolyADP-ribosylaci. Tento jev je spojen se
spotebou buiéné NAD (nikotinamid adenin dinukleotid) a ATP (Jektome a kol. 1982).
Praw pasobenim CdA a ostatnich purinovych derivat opravu DNA zlora dochazi ke
zrychleni tvorby polymerazy polyADP-rib6zy (PARRYera zmsobuje vyerpani NAD a
ATP, coz je pro biku letalni. Podle studie Seta a kol. (1984), jihatiny po msobeni
deoxynukleosidl v bunce dochazi k akumulaci DNA zlanv lymfocytu a ke snizeni syntézy
RNA. Tyto zneny jsou nasledovany poklesem vnitrobémeé hladiny NAD do 8 hodin, za 24
hodin poklesne hladina ATP a do 48 hodin nastan&dma smrt. Pokud ale lymfocyty
inkubujeme s 5mM nikotinamidem, NAD prekurzorem rehibitorem poly (ADP-ribosa)
syntetazy, dochazi k vyznamnému zabrawvycerpani NAD. Nikotinamid riize tak biice poskytnou

rezistenci uc¢i deoxyadenosinu a CdA toxigjtaniz by dochazelo ke zmam tvorby dATPSi k
akumulaci DNA zlon.

PoSkozeni DNA je spojeno s expresi proteinu P58rykivyvolava programovanou
bungénou smrt, kterd je hlavnimtélem CdA cytotoxicity (Tallman a kol. 1992)ti§lo se na
to, Ze u dlicich se budk mize P53 fispivat k cytotoxic vazbou na DNA, ve které je
inkorporovan CdA jakoP53DNA-PK komplex (Kawasaki a kol. 1993). U klidovy&iunsk
2-CdA-TP zasahuje do opravy DNA a vede pedictvim zlond k poruSe buného
metabolismu, coZ @p vede k expresi P53 a vyvolani apoptdzy (Pastagl@da a kol. 2004).

Indukce apoptdzy vlivem CdA e nastat bdi cestou jiz zmigného poSkozeni DNA
iettzce a expresi P53, nebdephodem fes permeabilni péry mitochondrii (mtPTP=
mitochondrial permeability transition pores). P53%/liaiuje expresi proteinu BAX
s proapoptickym &inkem. Protein BAX vede k uvodni cytochromu c¢ z mitochondrie do
cytosolu a navazani k apoptotickému protedzovémtivagkimu faktoru ( APAF-1) a
prokaspazy 2. Titofit ¢initelé spolu dohromady vyt¥d komlex. K apoptéze dojde po
navazani 2-CdATP vigledku spugnhi kaskady kaspazy 9 (Liu a kol. 1996). Finaiast
lymfotoxicity je zangtena na vyvolani fragmentace DNA, ktera je charatiekym znakem

apoptézy (Robertson a kol. 1993).
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Obr. 6: Shrnuti mechanismiinku kladribinu u dlicich i neclicich se buik.
(Sigal a kol. 2010)

9.1.4 Rezistence butk k CdA Iéébé

Podle studie Chandry a kol. (2002) je rezistenceA Cdejmé vyvolana zmgnami

v metabolické aktivaci, konkré&n enzymu kaspazy-3 cytochromem c. naslednymi
experimenty bylo dok&zano, Ze rezistentnikyumaji zvySenou hladinu vazaného®Ca také
raizné hladiny dCK, dGK a 5" nukleotidazy. Ve srovnaaisenzitivnimi btkami jsou tyto
jevy v nesouladu, nedochazi k dostate fosforylaci CdA na CdATP a fragmentaci DNA.
Zakladem zman v rezistentnich hikach je nedostatel absence uvdbvaného cytochromu c

z mitochondrie do cytosolu, #pobeného nizkym mitochondrialnim transmembranovym
potencialem a zgmou propustnosti. Na této 2mé permeability se vyznangrpodili vapnik,
ktery chrani bitku pred degradaci. Aby mohl kladribin vyvolat uilky apopt6zu, je nutné
zvyseni hladiny vnitrobutiného C&". Dokladem toho, Ze prdwapnik je zodpasdny za
apoptozu, je pokus s chelatorem vapniku BAPTA-AN (BM). Po jeho fisobeni dochazi
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k blokaci kaspazy a nedojde k fragmentaci DNA. Bistentnich bugk je vapnik v cytosolu

ve vazane forw tudiZz neniZe dojit ke vS8em jeho sgZzenym reakcim.

9.1.5 Klinické tinky

Kladribin &inkuje ve dvou fazich: rychla pateni faze s poltasem dinku pil hodiny,
nasledovana druhou fazi s nastupefimku po sedmi hodinach. Pro prvni fazi secasgji
pouziva podavani CdA kontinualni intravendzni imfpa dobu 7 dni (Juliusson a Liliemark
1999). V preklinickych datech se totiz ukazalo,kzéosazeni usmrceni maximalniho¢po
burgk je poteba prodlouzena inkubace CdA s lymfocyty. Antilemkeké a imunosupresivni
ucinky byly owteny u skupiny deviti pacieints hematologickymi zhoubnymi nadory, jiz
diive neuspsre lecenymi. Kladribin dostavali v davce 0,1 - 1 mg/kgnde intravendzni
infuzi po dobu 4 - 14 dni. CdA dokazal snizitgbblast o polovinu, dokonce u jednoho
pacienta s T-buftnym lymfomem a dalSiho s chronickou myeloidni leuké¢ CdA

eliminoval vSechny blasty z krve a kostiéE (Carson a kol. 1984).

9.1.6 NefastjSi predchozi I€ba

Jak je ukazano v tabulce 1, egjtji byli pacienti dive nedspsre Iéteni interferonemy,
splenektomii a méncasto pomoci &inného deoxycoformycinu. Kladribin se opako¥an
pouziva malo, protoZze obvykle vyvolava dlouhotmigjicelkovou odpodd” a pdet

recidivujicich pacierit je nizky (Saven a kol. 1998).

9.1.7 Winnost CdA proti HCL

NejvétsSi studii pacierit 1é¢enych pomoci CdA proti vlasatym itkém, provedla skupina
Saven a kol. 1998. 358 pacigrtez gedchozi terapie, &nych intravenozni infuzi 7 dni
v davkach 0,087 nebo 0,1 mg/kg vakilat(lék od rozdilnych dodavatgl Celkow na l&bu
pozitivré reagovalo 98% (341) paciént90 osob dostalo recidivu. 53 recidivujicich patiie
bylo opst prelé&eno kladribinem, z toho 6 paciénbelspsn, s nutnosti podstoupit déu
potreti. Resto je poet pacieni, ktefi potrebuji vicenasobnér@l&eni, nizky. Pacienti, kie
recidivuji, mohou byt oft Usgsnre léceni kladribinem. 21 pacieitzentelo v medianu 39
mésial. Nejvice pipadi bylo spojeno se sekundarnim nadorovym bujenim (7),
kardiovasklarni choroby, mozkovdilpoda (7), infekni komplikace (3) a ve spoijitosttimo

s HCL zenieli tii pacienti. Z nadorovych onemasri je ¢etngjSi solidni nador nez nadory
tykajici se krvetvorby. (Saven a kol. 1998). ZanirozsahlejSi studii kladribinemdenych

pacienfi s HCL, ktera vyuziva nekonvem podavani léku 2 hodinovou infuzi po dobu % dn
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v denni davce 0,12 mg/kg, je povazovano sedmiles®novani 103 pacieintv letech 1991-
1997. 6 pacierit mélo HCL variantni (HCL-V). 41 paciefitproctlalo predchozi Iébu.
Celkova citlivost na lébu cinila 96%. 20 paciefit po l&bé dostalo recidivu (9/41 uitve
nel&enych, 11/34 uidve I&enych). Z desetiielé&enych osob, vSichni odpovidali nalé.
Vicenasobné ielé&eni bylo nutné pouze u 3 osobisla potvrzuji, Ze fedchozi léba
neovliviiuje usgsnost Iéby kladribinem. V kontrastu klasické HCL, vysledkgriantni HCL
nebyly @ilis priznivé. Z Sesti paciefitpouze dvaast&né odpovidali na I&u, zbyliétyii na
Iécbu nereagovali. 7 pacigngzenielo (z toho dva HCL-V), &Sinou na sekundarni malignitu
(Robak a kol. 1999). Vysledky oproti trédi 7 denni kontinualni infuzi jsou podobné, jak se
ukazuje pi srovnani se studii od Estey a kol. 1992, kde bptazito podavani |éku
kontinualre po dobu 24 hodin. Bylo zde sledovano 46 paéigdCL, 42 z nich (91%)
reagovalo na kbu. Protoze byli pacienti pode¢ dale sledovani jen v pméru 36 neEsiai,
nebyla u nich detekovana remise. Pouze u jednobiemia, ktery byl sledovan nejdéle (72
mésial) byla detekovana remise vlasatych &un kostni deeni. Zkraceni doby podani z 24
hodin na d¢ hodiny tedy nemusi byt na zavadu, naopak umj@zpacientovi pdebnou
regeneraci a neni nutna tydenni hospitalizace vooaii. Administrace Iéku jednou tyén
v davce 0,1 mg/kg degrse ukazuje byt takécinna. To potvrdila studie od Lauria a kol.
(1999), ktera dlouhodabsledovala reakci u 30 paci@tiCL, z nichz 13 pro#lalo predchozi
[é¢bu. VSichni pacienti byli v ibé Usgsni, u 2 pacieifit byla dokonce Uplna odpéd
identifikovana az po 6 #sicich. Tento fipad doklada, ze by zhodnoceni vysledé&cby
nentlo probhnout ilis brzy, protozZe v &terych gipadech se neuplna remiséda pocase
projevit jako Uplna. Nemoc postupovala &tif17%) pacient, tii z nich bylo nutné fel&it.
Remise p tomto zpisobu davkovani se tedy jevi jako trvalda, podofako u intravendzni
infuze. Vyhoda této by spa@iva ve snizeni infekich komplikaci (pouze 2 pacienti). Mohla
by byt proto preferovana u paciéntrpicich neutropenii (viz. Nezadoucéiriky lécby).
Zajimavé jsou také vysledky ze studie podani kbadn podkozni injekci. 62 pacignbylo
lé¢eno davkou CdA 0.14 mg/kg/den po dolsti po sol& jdoucich dii. Celkova odpodd’ na
lécbu byla 97%, tedy naprosto srovnatelna s jinyniispby I€by. Vysledky I€by byly ¢asto
patrné jiz brzy (do 10 tydi), ale u gkterych pacieni se po #kolika dalSich tydnech az
meésicich ¢ast&éna odpo¥d’ preklopila na kompletni. Na zakladstatistickych metod bylo
zjiténo, ze pacienti s normalni hladinou hemoglobinuimn&iSi Sanci dostat UR, naopak
zeny maji v piméru nizsi pravépodobnost, Zze dosahnou UR (Rohr a kol. 2002).
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Tab. 1: Rehled vybranych studii siznou administraci léku.

Autor Davkovani Pé&et osob Odposd’ Recidiva FPedch. Iéba
Saven a kol| 7 denni| 358 UR=319 90 (26%) splk.=95
1998 kontinualni (91%) za 29 ngs. IFN-0=132
intravenozni CR=22 (7%) DCF=8
infuze
Robak a kol 5 denni 2/ 103 UR=75 20 (22%) splk.=23
1999 hod. infuze (77%) za 37 ngs. prednison,
CR=18 chlorambucil
(19%) nebo IFNe=18
Estey a kol| 7 denni| 46 UR=36 1 (2%) splk.=11
1992 kontinualni (78%) IFN-0=7
intavenozni CR=5 (11%) IFN+DCF=3
infuze MR=1 (2%) IFN-a+splk.=8
Lauria a kol.| 1x tydré po| 30 UR=22 5 (17%) IFN-0=7
1999 dobu 6 tydid (73%) za 35 s CdA=4
CR=8 (27%) DCF=2
Rohr a kol.| 5 denni| 62 UR=47 15 (25%) splk.=10
2002 podkozni (76%) za 38 ngs. samotna
injekce CR=13 chemoterapie=3
(21%) IFN-0=24

Vyswetlivky: UR=0plna remise, CR=¢ast&na remise, MR=minimalni remise, splk.=splenektomie,

INFo=interferona, DCF=deoxycoformycin.

9.1.8 Krevni obraz po I€bé

K ur¢eni variability fenotypu viasatych bék pred a po 18b¢ kladribinem se uziva analyza
priatokova cytometrie a fluorescé&m barveni. Zjisti se trvani¢inku CdA na imunitni biky

v krvi a kostni deni pomoci velké Skaly markerobrdzek 7). Ve studii, kterou provedli
Juliusson a Lenkei v roce 1994¢lm pred I&bou 68 pacieritv krvi a kostni @eni v ptiméru
90% vlasatych buik, diagnostikovanych pomoci pozitivity CD20.d@b monocyi negesahl
5% z celkového mnozstvi béik Zmeny po I&b¢ byly u vSech paciefitpodobné. CD20+,
CD8+ a NK buky byly nalezeny v menSim mnozstvi nefeg I&bou, zatimco procenta
CD4+ byly vysSi. To naziaje pomalejSi pokles CD4+ béinpo CdA I&bé nez u ostatnich
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burgk. V dok& nejnizSiho pétu lymfocyti je pormér CD4/CD8 vyznamé# vysSi nez fed
lécbou. Normalizace CD8+, NK bgk a burgk a T bugcnym receptorem po ¢é¢ prokehne
do 3 n®sial, zatimco normalizace pm CD4+ buk v praméru trva 1 rok, provazena
pomalym snizovanim pofru CD4/CD8. CD10+ hiky, pritomné v kostni &&ni u akutni
lymfoblastické leukémie, ¥y pied l&bou hodnotu 1,30% + 5,92%, Xsice po lébé 3,53%

+ 8,018a po dvou letech oddby 1,33%+ 1,590%. K normalizaci da@itmésiai také dochazi
u aktivované HLA-DR podjednotky CD4+. Uplny get HLA DR" podjednotky CD8+ se
nejprve snizuje, aletasto dochazi ipobnow ke zvySené aktivit a presahnuti pétu.

K podobnému stavu dochézi také ippd monocyti a eosinofili (Juliusson a Liliemark
1992). Bhem I&by a kratce po Ib¢ dochazi u paciefttrpicich infekci ke zhorSeni
cytopenie, provazené snizenim hladiny hemoglobirkreanich destiek a ostatnich dale
zminénych burénych fad. Monocyty se éhem CdA infuze vytrati z cirkulace u vSech
pacient. Tén¥f z nuly se po osmi tydnech vySplhaji nasgo0,7 x 18L u osob trpicich
infekci. Normalizace obvykle nastava wipthu dalSich tyda. Paet eosinofiti je na péatku
lécby 0,05 x 18/L, u neinfikovanych osob se jejich q& zvysi jen nepatin(0,08 x 13/L), u
infikovanych dochazi aj k prudkému vzestupu na 0,21 x°10 Neutrofily se také snizuiji,
na za&éatku l&by je jich 0,5 x 1&L u 3/5 pacient s infekci a 5/7 bez infekce. Postégmo
tiech tydnech dosahuji 1 x 3D, za pt tydni 2 x 10/L a za 11 tydh 3 x 10/L. Normalizace
neutrofili nezavisi naiftomnosti infekce. Kladribin dokaze snizitged viasatych butk z 36

x 10°/L na 8 x 18/L s vymizenim doprovodnych symptdm

B K. 7 SR Eea Ay
Obr. 7: Imunohistochemické barveni kostitér# protilatkou B-ly 7. Nalevo fed l&bou
(infiltrace 82,5%), napravo podé¢ CdA s MRN (Konwalinka a kol. 1995).
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9.1.9 Nezadouci &inky

Vlivem imunosuprese, kterou lék vyvolava, dochazétéi nachylnosti pacienta k infekcien
ke zvySenému vyskytu lymfoidnich nadodiky dlouhotrvajicimu sniZzeni p CD4
lymfocyta (Saven a kol. 1998). Jiz znd¢imym (Einkem |&by kladribinem je zhorSeni stavu
cytopenickych paciefit Pomoci by jim mily infuze podavanédnem prvniho résice I€by.
Hlavni komplikaci neutropenie jsou bakterialni asijgvé infekce (Juliusson a Liliemark
1992). Bakteridlni infekce byvaji rejstji zpasobené stafylokokem. Neutropenie je
provazena neutropenickou hotkeu s teplotami nad 38°C. {iP prodlouzeném trvani
neutropenie (37-74 dni) se podéavastovy faktor granulopoezy G-CSF (filgrastim).
NejcastjSi komplikaci I€by byva kultiv&né negativni horéka (FUO) (16/42), bolest hlavy
(8/42), nevolnost a zvraceni (8/42) (Jehn a koP9)9 VSechny pacienty uzivajici CdA
provazi také viizné mfe myelosuprese, ktera se projevuje gnizeni poétu neutrofili na
mére nez 1,000/ulei pii poklesu krevnich destk na méa nez 100,000/uL. U jednoho
pacienta z 26 t&enych osob se 4 dny pocké rozvinula difuzni kozni vyrazka. (Tallman a
kol. 1992). Studie od Chubara a Benetta (2003)attik| Ze tyto rozsahlé kozni vyrazky jsou
zpusobené kombinaci ¢y CdA a allopurinolu. B této kombinované e byl ndpads
vysoky pa@et postizenych kozni vyrazkouiiRpakované l&b¢ muze byt vyrazka dokonce
Zivotu nebezpia, jeji &inky se tlumi kortikosteroidy. Méncasto také dochazi k infekcim
herpes siplex (5/358), herpes zoster (3/358) anogtralovirus (1/358) (Saven a kol. 1998).

9.1.10 Sekundarni malignita

Protoze CdA vlivem dlouhodobého sniZzeni hladiny €D4ymfocyti pasobi
imunosupresivl, miaze byt zodpogdny za zvySené riziko vyskytu sekundarnich malignit
Saven a kol. (1998) uignili podrobné vysledky 358 dlouhodbbledovanych paciet(viz.
tabulka 2). Polovina vSech pacieémeprodlala diveéjSi I&bu. Z 27 pacierit, u kterych se po
lécbe kladribinem objevila sekundarni malignita, bylo @gob dive neléeno a 11 l&eno
interferonem, splenektomii nebo kombinaci obojifi@dy gedchozi léba by nenidla
ovliviiovat vyskyt sekundarnich malignit. Ze studie vy@ly¥e v souvislosti s kladribinem se

objevujecastji solidni nador nez hematopoeticky.
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Tab. 2: Sekundarni malignity pai@& CdA (Saven a kol. 1998).

Malignita Pa@et osob Doba po zahajeni uzivani
CdA (v praiméru v mesicich)

Adenokarcinom prostaty 11 20,9

Melanom 5 24,6

Adenokarcinom seva 4 19,5

Adenokarcinom Zaludku 3 39,7

Karcinom m@. méchyre 1 11

Karcinom ledvin 1 15

Neuroendokrinni nador nio| 1 41

méchyre

Nehodgkiriiv lymfom 1 9

Mozkovy hemangioblastom| 1 6

9.2 2'-Deoxycoformycin (DCF)

DCF (také pod nadzvem PentostatinNipent) spolu s kladribinemipdstavuje v saiasné
dobs nej&inngjsi 1€k na Vlasatobuinou leukémii. Pentostatin se @il pro lécbu
recidivujicich a odolnych pacientvici jiné 1&bé, negasgji interferonu-e. (Foon a kol.
1986). Zpa@atku se pentostatin v Evrépouzival k l€bé akutnich leukémii, avSak diky
vysoké davce s pa¥fmé vysokym rizikem toxicity (Smyth a kol. 1979). DngsijiZ klinicky
otestovano, Ze Ize lék s maximalgininosti podavat pacieirn i v nizké koncentraci (Kraut a
kol. 1986). Pentostatin se také &&m pouziva v 1ébé mycosis fungoides a T-lymfoblastické
leukémie (Tsimberidou a kol. 2004).

9.2.1 Kiprava DCF

Pentostatin se ziskava fermentaci bakterialnictuk8treptomyces antibioticu$ Aspergillus
nidulans. Chemicky je latka sloZzena z tetrahydroimidazo{4,pt¢B]diazepinového kruhu,
spojeného s cukrem deoxyrib6zou (obrazek 8). Jeamignap. od spolénosti Natural
Products Branch) jako bily krystalicky prasek,ég e potom fipravuje bezbarva tekutina.
Cel& snds se rozpousti v 4,2% NaHG®poté je sterilizovana filtracifiFskladovani latky p
4°C nad 12 tydinje obvykle testovana stabilita biologick&ninosti, tedy schopnost inhibice
ado deaminazy (Smyth a kol. 1980).
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Obr. 8:Pentostatin ’-deoxycoformycin)
(Zdroj: Robak a kol. 2009)

9.2.2 Klinické testovani

Pro zjiSeni jaké mnoZzstvi davky pentostatinu je vhodné, dmyz doSlo k nezadoucim
vedlejSim dinkam, se vedla klinicka testovani na iatech. U p§ a opic nebyla zjigha
Zadna nezadouci toxicita. AvSak mezi pselcackem je rozdil z hlediska metabolismu
pentostatinu. U psa je vyznamnmnysSi exkrece nahromé&tho 2'-dCF (> 80%/den) ve
srovnani glovékem (32% - 48%/den) (Smyth a kol. 1980). U mySiobgbzorovano, Ze se
mala cast podavaného deoxycoformycinwmh na odpovidajici mononukleotidovou formu.
Takova genena se ale u lidi nevyskytujefiBinou mize byt tSi retence léku vytyenim
komplexu enzym-inhibitor (Venner a kol. 1979).

Na paétku 90. let byl zkouméan vliv pentostatinu na omgenezi gravidnich krys a
kralika. Nizka davka léku v ramci 0,1 — 0,4 mg/kg neniezglgna pro matku ani pro vyvoj
plodu (Luebke a kol. 1987). AvSakimlavce od 0,75 mg/kg pentostatinu dochazi k tbytku
vahy plodu a snizenému ¢o vrhi. U 17/20 doSlo k potratdi predcasnému porodu.
Statisticky vyznamna byla kosterni malformace @esm osifikace kosti (Tukeyho test). Tyto
defekty jsou zpsobené tim, Ze placenta, kter4 vyZivuje plod, jenim z organ
vyznaujicich se nejgtSi aktivitou pentostatinem inhibované adenosinmdeazy (Dostal a
kol. 1991). B davce 1 mg/kg dochazi 7. detnétenstvi k vrcholu celkové inhibice ADA ve
sliznici cklohy. Vysledkem je poruSenitippzeného mnoZstvi adenosinu a inosinu #deu
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(Knudsen a kol. 1990). Ukazalo se v3ak, Ze peritostaroti kontrole nema vliv na zvyseny
vyskyt malignit. Zajimavé je, Ze krélici, vyzhagici se vyraznou citlivosti, reagovali jiz na
davku 0,005 mg/kg. Od davky 0,02 mg/kg uz dochakalbytku vahy plodu 2,4 krattsim
nez u kontroly. Po podani 1 mg/kg jiz dochazi ktimgech testovanych kratikDostal a
kol. 1991).

Prvni studie DCF na pacientech byly provedeny stapiGrever a kol. (1981). Pacientidlip
refraktornimi lymfoproliferativnimi onemoe&nimi. U akutni leukémie byl 1€k podavan po
dobu 3- 7 po sabjdoucich dni v davkach 0,15-1 mg/kg/d. Vlivem fedprité indikace
dochéazelo k gastrointestinalni toxici{nevolnosti, zvraceni a {gem), gilezitostré take

k nefrotoxicit, hepatotoxici, toxicitt CNS nebo dokonce k smrti.

9.2.3 Mechanismus &inku

Tato latka dokaze pracovat stejako kladribin selektivé, nezasahuje zdravou tkalak jiz
bylo dokazano pokusy u mysi, k akumulaci dATP dacmjvice v krvi a thymu (Smyth a
kol. 1978). Aktivita klEového enzymu ADA je neftSi v lymfatickych uzlinach, slezinale
také v Kizi. Nizkou hladinou disponuji mozkovaira, jatra a ledviny (Adams a Harkness
1976).

Pentostatin inhibuje syntézu DNA jen &élidich se lymfocyi. Pracuje na zakl&hevratne
inhibice enzymu ADA, tim dochazi Kgmén¢ adenosinu a deoxyadenosinu na inosinove
nukleosidové derivaty. Nasle#in dochazi k nahroma&di deoxyadenosin-5'-trifosfat
v cytosolu biiky a k apoptoze (Aldinucci a kol. 2004). Deoxyad&ng zpisobuji inaktivaci
S-adenosyl homocysteinové hydrolazy a akumuladeéhasyl homocysteinu, toxickému pro
lymfocyty (Hershfield a kol. 1979). Zénou pongru téchto dvowiniteli dochazi k poskozeni
DNA, RNA, ale i syntézy protein inhibici metyl&nich reakci (Kredich a kol. 1979).

K poskozeni bugtného fistu dochazi vlivem akumulace vnitro&iného dATP, coZz mé za
nasledek inhibici ADA. Winkem dATP niize dojit ke zhorseni funkce RR, ktery katalyzuje
vznik deoxyribonukleotitl. Tim dochazi k blokaci vzniku jinych dNTP a zastaivreplik&ni
vidlicky diky jejich nedostatku (Cohen a kol. 1978)u2d také dojit k ohroZeni normalni
funkce terminélniho enzymu deoxynukleotidyl trandfy u akutni lymfatické leukémie
(Donofrio a kol. 1978). Velmi vysoké hodnoty dATRIY po I&bé pentostatinem dolozeny
v perifernich  krevnich hikach (Colleman a kol. 1977). dATP naruSujiirqzené
vnitroburé¢né pochody a dochazi k&grpani ATP ve tkanich a k insuficienci. Zajimavg je
Ze u dti trpicich vrozenou chorobou SCID nedochéazi pibdépentostatinem k selhavani

funkce organ. Lidé stouto nemoci #gobenou vrozenou nedostatesti ADA se
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biochemicky liSi od jinych pacieint a gestoZze dochazi ke zvysené hladdATP, mnozstvi
exkrece v méi je velmi malé (0,03 g/den) (Donofrio a kol. 1948 rozdil od leukemickych
pacienfi (nad 1,4 g/den), kie me¢li vysoky pong&r dATP/ATP v krvi, zndici pokles
leukemické bu&né masy. R tomto zvySeném mnozstvi dATP bylo nutné udrZzoxaoky
objem mai, aby se nesrazel v parenchymu ledvin (Grever la X881). \ktSina DCF se
vylou¢i neznénénad s moi. Plati pravidlo, Ze se jeho obsah vdnavySuje s délkou a
intenzitou |€by (Major a kol. 1981).

9.2.4 K¥izova rezistence

Tento @ipad rezistence se vyskytuje, kdyZz nadorovigkigietrati svou citlivost &¢i jednomu
cytostatiku a satasré vznika rezistence i na jinodasto strukturé velmi podobnou latku
(Klener 2002). Hkladem niize byt rezistence na kladribin a zarmdviena thapsigargin,
lakton, indukujici u bugk apoptézu (Chandra a kol. 2002).
Pentostatin versus kladribin

Navzdory blizké strukturni podobnosti, tytoédétky kiiZovou rezistenci postradaji. Saven
a Piro (1993) uvedli studii, ve které 5 pacietiylo rezistentnich k ¢ pentostatinem. 4
z nich byli gel&eni kladribinem, s vyslednou kompletni remisi.
Pentostatin versus interferan-

Také vtomto fipadt nebyla potvrzenaikova rezistence. Jsou znamiipady uspsné
lécby pacieni pomoci DCF, ktd byli diive neuspsne Iéeni interferonemy (Foon a kol.
1986).

9.2.5 Davkovani

Béhem studii na zvatech bylo ustanoveno, Ze nejvh®@ndavka pro l&u pentostatinem u
nemocnych s vlasatob&tnou leukémif je 4 mg/fn Davky se opakuji kazdé dva tydny, latka
je vpravena doé¢ta najednou intravendzni injekci. VySSi davky sailikviziku toxicity
neindikuji, dochazi hlawnk neurologickym potizim (Cheson a kol. 1994). Nidavku je
mozné s porrné uspokojivym vysledkem podat paciént, které maji omezenou funkci
orgari.. Nejcastjsi problém byva renalni insuficience s dop@mou davkou 2 mg/friKraut

a kol. 1986) nebo nizky clearance kreatininu s mazavkou pouze 2 mgffRibeiro a kol.
1998). Pget cykhi lécby DCF je individualni, zalezi na vyvoji odpli na Iék.
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9.2.6 Winky proti HCL

NejdelSi sledovani pacigntprovedli Flinn a kol. (2000). Po 9,3 letech siedioi 1ze potvrdit,
Ze pentostatin u nemocnych s vilasat@dnou leukémii vyvolava dlouhodobou rezistenci.
Z 241 studovanych osob doSlo u 173 (72%) patiéntelkové odpogdi. Predchozi Iéba
zahrnovala pouze interferan (87 lidi), ostatni (154) byli eni od p@atku pentostatinem.
Bez ohledu na p@teni l&cbu doslo do 5ti let k recidévu 32 lidi (18%), do 10ti let jiz u 33%
osob, 93% usfEnost), neZ u osob nad 55 let (120, 68%). Deardean. §1999) udlali studii
porovnavajici oba purinové derivaty. Pentostatinolgl o 165 pacierit82% UR a 15%R.
Recidivovalo 24% paciefitv priméru za 71 misiai. Po podani kladribinu &ho 84% pacient
UR a 16% CR. Vysledky trvani remise vysly mé&nptiznivé, v praiméru 45 nésial.
Sparlska studie od Rafael a kol. (2000) podrobilabk 78 pacient HCL. 43 pacierit
podstoupilo lébu jiz ped pentostatinem. Po sedmi cyklech podani DCF dosi® osob
k celkové odpoddi (72%), 13 paciefit projevilo ¢ast€nou odpo¥d (16%). Celkova
senzitivita na 1&u je 88%. 1 pacient s HCL-V dos@R, u druhého po 3esti cyklechlé
selhala a po 3esti gsicich zentel na nasledky zéapalu plic. Z56 UR 11 osob plald
recidivu nemoci, v gméru za 29 nisicl. U vSech paciefts diagnostikovanod'R doslo
k progresi nemoci, a to uz od 2. — 1%®sice od ukoteni lI&by.

Ribeiro a kol. (1999) &li 50 pacienti s HCL, 1 pacient # HCL-V. opét se potvrdilo, Ze
tato variantni podoba Vlasatohidné leukémie je sikh odolna wici 1éché a téngt vzdy
recidivuje. Pacient sice ziskahst&nou odpo¥d, ale po roce doslo k recidivnemoci a
Senzitivita na |&bu byla vysoka, 48 lidi (96%). Kompletni odgdvmelo ale jen 22 paciefit
(44%), dobré&sasténa odpovd (dCR=18 pac.) definovana toleranci mnoZstvim infikr&tC
buikami v kostni #eni mér nez 5%. Klasick&ast&éna odpo¥d’ byla pozorovana u 8 osob
(16%). V medianu 33 #sial dostalo 5 pacientrecidivu, vSichni s jiz tlve prodlanou
lécbou. Pacienti s@GR neprodlali recidivu, pouze jeden s HCL-V, ktery pagidzenyel.
Kromeé rn¢j jeS€ zentelo 6 pacient (14%), pouze 2 pacienti vlivemdcldy pentostatinem.
Niz8i paet vyslednych kompletnich odp&li u této studie vzhledem k ostatnim, je nejspise
zpasoben zavaasim vyvojem nemoci pacieint rozsahlym vyskytem cytopenie a jinymi
chorobami (cirhGza jater, plicni infekce) a takétsknosti, Ze vice nez polovina pacigblyla
diive I&ena interferoneno= MenSi studie ze Zatki vyvoje DCF ukazuji velmi pozitivni
bilance kompletni odp@di a délku remise paciant AvSak tomuto pozitivnimu vysledku
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mohlo dopomoci menSi mnozstviéhych pacierit Kraut a kol. (1986) dosli k vynikajicim
vysledikam také proto, Ze zkoumané osoby byly uméru ve wku 53 let, v rozmezi 37 — 70
let. Z 10 pacierit 9 projevilo v piméru po Sesti l&bnych cyklech kompletni odp&d. 2
pacienti prodlali recidivu po 12 a 8 ®sicich. Celkova pozitivni bilancegziti a senzitivity

na I&€bu jen potvrzuje jiz zminou vyhodu ¥ku pod 55 let.

Tab. 3: Rehled vysledk vybranych studii &y pentostatinem.

Autor Paet osob Odpaosd’ Recidiva Pedchozi léba
Dearden a kol| 165 UR=135 40 (24%) za INFa=115
1999 (82%) 71 mesioa Splk=12

CR=25 (15%)

Rafael a kol| 78 UR=56 (72%) | 11 (14%) zd INFo=22 splk.=6
2000 CR=13 (16%) | 29 mssicl INFo+splk.=14
CdA=1
Ribeiro a kol.| 50 UR=22 (44%) | 5 (10%) za 33 INFa=32
1999 dCR=18 mésial CdA=1
(36%) splk.=13

CR=8 (16%)

Kraut a kol.| 10 UR=9 (90%) |2 (20%) za 12 splk.=6
1986 a 8 nésiai chlorambucil nebc
merkaptopurin=3

Vyswétlivky: UR=0pIn& remise,CR=¢aste&na remise, GR=dobra ¢asténa remise, MR=minimalni remise,

splk.=splenektomie, INd=interferona, CdA=kladribin.

9.2.7 Nezéadouci &inky

Pentostatin riize prostednictvim zvySovani hladiny dATP vykazovat toxickuorganech
téla. Negastji pusobi na centralni nervovou soustavu, jatra a lgdwfyvolava letargii,
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zmatenost a zachvaty. Je dokazano, Ze pokud senlddTP a ATP vyrovnaji, dojde
k vymizeni €chto obtizi (Grever a kol. 1981). Bylo zfigb, Ze pi podani vysokych davek
DCF (nad 4 mg/f) miZe dojit ke vzniku podobnych sympténjako u SCID, tedy
lymfopenie, atrofie thymu, mandli a Zlaz, abnormélmkce T a B lymfocyt (Murphy a kol.
1984). K vaznému ifipadu toxicity CNS doslo u 2 lymfoproliferativnigiacienti (celkem
10), ktei meli jiz pied l&bou problémy s ledvinami. V nib se nandtila vysokad davka
vylou¢eného deoxyadenosinu i adenosinu, ktery by se rnoémélucovat nendl. Doslo

k akumulaci dATP a Werpani ATP v cirkulujicich erytrocytech. To vedl@ kvySené
hladire deoxyadenosinu v mozkomisni teketiffato toxicita ndla vliv na pacienta v podéb
progresivni letargie a zimy chovani, pozorované jiz po 2. tydnébg. Poruchy CNS ale
byvaji reverzibilni, pokud dojde k vyrovnani hlad\TP a dATP, dojde i k obnovenfgnosu

v mozku pomoci mediatoru, jehoz slozkou je pradenosin (Grever a kol. 1981). To, ze se
dATP v tle neshromafuje jen v periferni krvi, doklada pitva 8 paciernécenych DCF.

V jejich slezirg, ledvinach a jatrech se nasla ve srovnani se yahiagrgany jinych jeding
vyrazre zvySend hladina dATP (Grever a kol. 1981). S moganii souvisejici neutropenické
horenaté stavy se vyskytovaliasto, u 5/78 pacieintsi komplikace vyzadaly &u pomoci
G-CSF. Také ve spojeni s pentostatinem je obvyklkpds infekce (2/78 pac. ; 2,5 %),
vyrazka (4/78; 5,1 %). Pravidelse ve studiich objevujitipady nevolnosti a zvraceni (5/78;
6,%) (Rafael a kol. 2000). ProtoZe jethé pentostatinem spojend s gong rychlym
vymizenim HC busk z krve, mize dojit ke kratkodobé anémii, trombocytopenii a
neutropenii (Ribeiro a kol. 1999). Ke vzniku autaimitni trombocytopenie nebo hemolytické
anémie dochazi u HCL jen vzécnale Ize jej usgsne vylécit monoklonalni protilatkou
rituximabem (Hensel a Ho 2003). Celkem k irfieln komplikacim dochazi u kazdé studie
razr¢ ¢asto, v rozmezi 0 — 50 % pacigéntatimco k sekundarnim malignancim u 2,5 — 20 %
pacienti (Ribeiro a kol. 1999). U analyzy 350 paciese sek. malignita objevila u 26 (7,4 %)
lidi, v praméru 7 let po 1ébé pentostatinem. ZvySeni vzniku sekundarnich matighéaylo
zaznamenano, avsak neni statisticky vyznamné ©/&3 P=0,7;95 % konfidemi interval)
(Kurzrock a kol. 1997).

9.2.8 Krevni obraz

Na paatku &by DCF dochazi k vyraznému poklesu lymfagyavlast rady T, CD4 a CD8.
Tento poklestasto trva po celou dobucléy, naopak NK biiky jsou proti vlivu pentostatinu
odolné. (Urba a kol. 1989). Pro HCL je charakterist nalez monocytopenie (Janckila a kol.

1982). V americké studii bylo pozorovano, Zze u owili¢ monocytopenickych pacient
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(mére nez 100 monocwtul) doSlo po I€b¢ k jejich zvySeni v periferni krvi na 250 — 1080
monocyti/ul (Kraut a kol. 1986). Ve studii 18dénych osob s refraktornimi malignitami se u
vSech objevila lymfocytopenie. Kdyz byl 1€k podavwAjednorazové davce 0,1 mg/kg, jiz po
48 hodinach doslo ke snizeni lymfoiytirkulujicich v krvi o polovinu. Po té samé davce,
podavané ve &Si intenzit 5 po sob jdoucich dni, doSlo k redukci lymfodyb 88% a 97%.
Se zvySovanim davky Iéku a intenzity podavani sefdgytopenie u pacietitzvySovala. Asi
po 2 tydnech se gty lymfocyth vratily do normalni hladiny (Smyth a kol.). Hladin
hemoglobinu po uziti DCF v prvnich 4 tydnech miirkklesla (o 10 g/l). PostugnvSak
dochéazelo k offtovnému zvysSeni, dokonce o 35% nad/qudni hladinu ped |&€bou do 16
tydni. Mnozstvi krevnich desgk diky l&bé postupi rostlo, do 16 tydin se hladina u 11/14
pacienti vratila do normalu. Absolutni pet eozinofiti a bazofiti se viivem |€by pxilis
neneni (Bakul a kol. 1989). Ukazalo se, Ze deoxycofamyéz nema vliv na hladinu krevni
urey, alkalickou fosfatazu, alaninovou transaminazani na hladiny bilirubinu.
NejvyrazrejSim vedlejSim tinkem pentostatinu u studie 78 paciestHCL byla neutropenie
a s tim souvisejici neutropenicka hika (22 pacierit, 28%) (Rafael a kol. 2000). Je také
znam pipad vzniku MDS (Myelodysplasticky syndrom) vapéhu remise HCL prav po
uziti deoxycoformycinu. DoSlo ke vzniku refraktoranémie s prstencovymi sideroblasty.
Zmény tvaru postihovaly erytroidni i granulocytarfddu, klesl poet neutrofiti. Pricinou
muze byt divejSi podavani alkyknich ciniteld, ale také vyssi &k pacienta (76 let)
(Psiachou-Leonard a Bain, 1998).

U vSech 14 paciefit ktei reagovali na l&bu Uplnou remisi, klesl get HC burk
v periferni krvi 0 50 — 95 % do 1 tydne, k Uplnéawmizeni doslo po 12. tydnudBy (Bakul
a kol. 1989).

9.2.9 Kostni d‘eni

Jak jsem jiz zminila, kostniieh byva casto vlivem infiltrace HC buik hypercelularni. Po
lécb¢ DCF dochazi v kostnitdni k ubytku HC buék pomaleji nez v periferni krvi (po 24
tydnech u 11/14 osob). To jetgobeno poklesem b&mnosti po I€bé z pivodnich 65% na
40%. Pokles stale pokfaval, v 56. tydnu po te jiz cinil 30 — 20%. Erytrocyty,
granulocyty a megakaryocyty poté regenerovaly d®dydnech se u 11/14 osob vratily do
normalni hodnoty. Postuprdochazi k normalizaci zvySenéhocporetikulinu (>3+) u vSech
pacienti, kteri meli jeho hodnoty zvySeny (na 1+ - 2+). Nebyly poagoy Zadné
dysplastické zrny v hematopoetickych ikach KD (Bakul a kol. 1989).
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9.3 Fludarabin (FA)

Fludarabin monofosfat je deoxyadenosinovy analagjopré jako kladribin. Mezi jeho
alternativni nézvy pét 9-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin’-monofosfat 2-fluoro-ara-
AMP, a NSC 312887. iRodre byl vyroben Montgomerym a Hewsonem roku 1969. Jiz
ukazal svou protinadorovoucianost u chronické lymfatické leukémie (CLL) a joty
indolentnich lymfond. Pouzivd se hlaenk lé&bé¢ CLL (57% reagujicich pacieijt a
vyznauje se rychlym nastupem s minimalni vedlejsi tagici(Keating a kol. 1989).

FA se komein¢ vyrdbi ve fornd monofosfatu. Kuli lepSi a rychlejSi prostupnostiigs
membranu dochazi k jeho defosforylaci, aby mohl fisinesen nukleosidovymiignasei
(Molina a kol. 2003). V biice je potom fenenén pomoci dCK nebo dGK na trifosfat, ktery
se stava aktivni metabolickou formou, schopnou toyioity (Rodriquez a kol. 2002). Tu
vykonava inkorporaci do DNAetzce. Bylo zji&no, Ze funguje jakoipdtasny terminator,
94% fludarabinu bylo napojeno na 3" konec Di¢&zce. DalSi moZznost mechanismu je, ze
F-ARA soutzi o inkorporaci na A mista s dATEImZ inhibuje DNA polymerazu (Huang a
kol. 1990). FA-MP se na FAtpmeni do 5 minut Bhem intravendzni infuze. Vrchol
vnitroburé¢né hladiny fludarabinu byl pozorovan asi 3 - 4 Ingdpo dokogeni infuze. FA-
MP je obvykle podavan v davce 25 mg/m2/d v 30 namath infuzich nebo injekci 3 — 5 dni,
opakovani kazdych 3 — 5 ty@lifAdkins a kol. 1997).

Asi vibec prvni studii o &inku fludarabinu na HCL provedli v roce 1991 Kajitar a kol.
na tech pacientech. Jeden z nickliz zndmou obtiz# Iécitelnou variantni formu HCL.
Dva pacienti dosahliast&éné odpo¥di (druhy pacient a HCL-V) adti reagoval minimalni
odpowdi. Fresto se ukazuje, Ze dalSi purinovy derivat, figti tviadt, ma vysledky v 1&¢
HCL. Pozitivni je také to, zZe fludarabin postrad&@vou rezistenci k ostatnim purinovym
derivatim i k interferonu. Vysledky tohoto |éku vSak nedugatakové vysoké dinnosti jako
v pripact kladribinu a pentostatinu, mnoZzstvi Kklinickych difuna pacientech HCL je proto

velmi omezeno.
V souwasné dob se konaji klinické zkouSky k éteni ti novych purinovych derivat

clofarabin, forodesin a nelarabin. UZibest ukazaly hlavwh proti T-lymfoproliferativnim

onemocgnim, avSak uz existujetkolik studii s pozitivnimi vysledky proti B-bitinéiack.
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9.4 Minimalni rezidualni nemoc po I€bé purinovymi derivaty

Wheaton a kol. (1996) publikovali studii 39 HCL neenych |€enych pomoci kladribinu.
VSichni dosahli kompletni remise. fiT mésice po 1ébé se z biopsie kostni rens
imunohistochemickymi metodami zjistla MRN u 5/3%cgenfi (13%). 40% MRN
pozitivnich pacierit bylo po tech nésicich postizeno recidivou nemoci. Naopak z patjent
ktefi me¢li MRN negativni, recidivovalo 7%. Vysledky tedy hmu byt dikazem, Ze pikaz

MRN v kostni deni miZe gredpovidat navrat nemoci.

Ve studii od Tallmana a kol. (1999) bylo zahrnu® Bacient Ié¢enych pentostatinem
nebo kladribinem. Uk&zal se statisticky rozdéagsovém rozmezi od vy$ehi MRN po prvni
znamky relapsu mezi MRN+ a MRN- paci@&n¥ remisi se po dobu 4 let u MRN+ pacignt
udrzelo 55%, u MRN- potom 88 %. Pro srovnaginnosi obou léek byl vyskyt MRN u
kladribinu 13% (5/39), u pentostatinu 26% (7/27pcCse v této studii potvrzuje, Ze MRN ma
vliv na ndvrat nemoci (50% z MRN+, 6% z MRN-).

10. Nové I€ebné metody

Asi 10% pacient je primarg rezistentnich k purinovym derivieth. U jinych se mZe
vyvinout ziskana rezistence v peégEim stadiu nemoci. Rezistence k purinovym detinat
vétSinou znamend i rezistenci k IFdN- Pro tyto pacienty je vhodné zavéstché

s monoklonalnimi protilatkamii rekombinantnimi imunotoxiny. #haseji pozitivni vysledky
az u 30% nemocnych (Hagberg a kol. 2001). Takédwezinimalni rezidualni nemoci, ktera

se dive ¢i pozcji objevi ténei u vSech léenych pacierit HCL v podolg recidivy, je mozneé

az na 94% vymytit.

10. 1 Rituximab (C2B8)

Z monoklonalnich protilatek je nejlépe studovandblasti HCL. Rituximab je chiméricky
imunoglobulin G1, monoklonalni protilatka, zé&ifena na antigen CD20. Ten je exprimovan
na WtsSine B-malignich buikach leukémii a lymforin (Reff a kol. 1994). Tato protilatka se
vaze na CIq slozku, coz je protein, ktery spojufe dblast imunoglobulinu se systémem
komplementu (Emanuel a kol. 1982). Clg se spojujatugimabem diky afini

k imunoglobulinu G. Tento vysledny komplement jelponkou pro dginek |éku, tedy rozpad

rozpoznané hiky vyvolanim apoptézy (Reff a kol. 1994).
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Studie od Thomas a kol. (2003) prokazataeék u recidivujicich i primamhrezistenrnich
pacientt HCL po uZiti purinovych derivat Rituximab dostavalo 15 pacién875 mg/mi
tydné po dobu 8 tydi. Celkova Usggnost citlivosti na Iék byla 80%. 8 pacigntélo UR
(53%), 2 dosahli UR s dolozenou MRN a 13%lanPR. 5/12 pacient utrpilo progresi
nemoci. Cervetti a kol. (2004) zjidvali (inek rituximabu na deseti pacientech pobte
kladribinem. VSichni nili prokdzanou MRN. Pd@tyfech davkach rituximabu byla u vSech
Uplna hematologicka remise, molekularni (vi@eé pomoci PCR) se zvySila. U vSech kkéom
jednoho pacienta, dosSlo k vyznamné redukci MRN.idit je minimalni, vyskytl se fjjpad

eozinofilie po ukoreni I&by (Else a kol. 2007).

10. 2 BL22

HC buiky téz silre vyjadtuji CD22. Protilatkou k této adhezni molekule j&ambinantni
imunotoxin BL22 slozeny z variabilni oblasti (Fvpmotilatkou k CD22 (RFB4), ifpojené

k ¢asti exotoxinu 2seudomonaBE38. 11/16 paciehipo této latce ziska UR v rozsahu 1 — 9
cyklt lésby v riznych davkach. 2 pacientidh CR a 1 pacient MR. MRN byla detekovana
poze u 1 pacienta. AvSak 3 pacientilinvazné toxické problémy, spojené s vySSi podauano
davkou (Kreitman a kol. 2001).

10. 3 LMB-2

Je to dalSi rekombinantni imunotoxin, zZ&emy proti buikam vyjadujicim CD25. Je
vytvoien slodenim Fv ¢asti z anti-Tac (anti-CD25) protilatky s 38 kBseudomonas
exotoxinu A v bakteriEscherichia coli Ma vi¢i HCL slibné vysledky, avSak vyzkouSen byl
jen na omezeném P pacieni. Nelze ho pouzit pro HCL variantni, jelikoz jejirtiky CD25
neexprimuji. Prvni faze testovani pébla v roce 1996. Nasledrse podrobili Iéb¢ 4 pacienti
po predchozi 1éb¢ purinovymi derivaty. Po 1 — 2 cyklechéldy se u iti dostavilaCR a u
jednoho UR. Peet cirkulujicich HC bugk se podtlo snizit 0 99% (Kreitman a kol. 1999).

11. Srovnani ®inku purinovych derivata s ostatnimi I&ebnymi metodami

Vtabulce 4 je souhrn U&gnosti jednotlivych 1ék které se v saasnosti proti
vlasatobugacné leukémii pouzivaji. Splenektomie ma vysokdindost v perifernim krevnim
obraze, ale na kostnfah a krevni destky pasobi minimalg. 30% pacierit se neobejde bez
dalSi 1&€by. IFN-o kwvili intentenzivnimu davkovani diky nizké perzistemgvolava toxicke

problémy. Purinové derivaty maji vysokou stabilriin@ost s dlouhotrvajici remisi, ve
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srovnani s ostatnimi léky. Pentostatin se zda éyngSi vzhledem k naslednym inf&kim
problémim diky nevyhnutelné imunosupresi. Oba &ijmisobi i na biiky v kostni deni,
avSak stale je vysokeé riziko MRN s rezidualnimikami do 5%. V 90. letech nastal rozvoj
monoklonalnich protilatek, které vyrazsnizuji procento rezidualnich biknv kostni deni,
navic funguji i v pipadech, kde purinové derivaty selhaly. BL22 jdrshi protilatka, stéle
jeS€ malo klinicky prozkousena. Jeji vyjitost ale doklada skuteost, Ze dokazala jako

jediny 1ék vyvolat u HCL variantni Gplnou remisi.

Tab. 4: Souhrn nejvyznargsich l&ebnych metod HCL.

Autor Lé&ba P@et osob Winnost Odpovd Recidiva
Golomb a | splenektomie 65 100% UR=27 21(32%)
kol. (1983) (41,5%) amrti bez
CR=38 dalsi I&by
(58,5%)
Quesada a | interferone 30 87% UR=9 (30%) 10 (33%) za
kol. (1986) CR=17 3-10 mes.
(57%)
Robak a kol.| kladribin 103 96% CR=75 20 (22%)
(1999) (77%) za 37 ngs.
PR=18
(19%)
Dearden a pentostatin 165 97 % UR=135 |40 (24%) za
kol. (1999) (82%) 71 mesiai
CR=25
(15%)
Thomas a | rituximab 15 80% UR=10 5 (33%) za
kol. (2003) (67%) 20 mes.
CR=2 (13%)
Kreitman a | BL22 16 88% UR=11 3 (19%) za
kol. (2001) (69%) 9 nxs.
CR=2 (13%)
MR=1 (6%)
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12. Diskuze

Z vysledki zde uvedenych studii vyplyva, ze nanngjSi I&bou HCL jsou v sotasnosti
kladribin, pentostatin a stéle je&Sinterferone, diky dlouhotrvajici remisi. Prévdiky
purinovym derivaim se stala tato nemoc debl&itelnou s dlouhodobymipzivanim a bez
piiznali choroby. V kratkosti zmimy fludarabin je Siroce pouzivan proti CLL, ale €H
zatim nedokazal vyvolat Uplnou rezistenci. Naviwnprstudie, kter4d se timto novym
purinovym purinovym derivatem zabyvala, se datujeroku 1991. To je obdobi roz&w

viv s

pocet wnovanych klinickych studii.

Kladribin a pentostatin, kiejsou hlavnim tématem této reSerSe, produkujiinejuplnych
remisi. Kladribinu je ¥novano vice klinickych studii, hlagrkvili raiznorodému davkovani a
moznosti vpraveni d@&la. ProtoZze k dosazeni usmrceni maximalnihgiypburek je poteba
prodlouzena inkubace CdA s lymfocyty, ngéfinéjSi se ukazal v podani kontinualni infuzi po
dobu 7 dni (tabulka 1). Ale nigirzité misobeni tohoto cytotoxinu se bohuzel projevuje i
oslabenim imunity jedince a vyskytem infekch onemocni, zvlasé zavazné mohou byt
kozni vyradZzky difazniho charakteru. DCF infekceiggbuje také, ale v menSiméfitku,
protoze je podavan delSi dobu a v dlouhych intecral Pray infekce jako vedlejSi efekt
Gcinku l&cby lymfoproliferativnich onemocami, je nejdiskutova¥jSim problémem. Ma
vyznamny vliv na vyvoj léby. Pokudclovek trpi jakoukoliv infekci je&t pred l&€bou, je
G¢innost purinového derivatu vyznamsnizena. Spraénby do skupiny léenych pacierit
mél byt prijat jen ten pacient, ktery ma vigalku hladinu neutrofil v krvi. V mnohych
studiich tomu ale tak neni, protozeippnemocnych s HCL je omezeny. Protoiildpd zde
u DCF, vychazi Iék ve&Sine studii jako mé# icinny nez kladribin. AvSak zdkolika studii,
které jsem bohuzel nefia k dispozici, vyplyva vysoka, dokonce vysgininost DCF nez u
CdA, diky dive neléenym pacieniim s absenci infékich probléni. Stav pacientaifmo
koreluje s pétem pedchozi neusgné I€by. Pameér pactu jiz drive I&enych pacierit
z uvedenych studii toto tvrzeni doklada: u kladnbi54% pacierit u pentostatinu 72%.
Ucinnost I€by se sottem v3ech odpadi vychazi 96% u CdA a 93% u DCF. Trvani remise
ale vychazi u obou léksrovnateld. Studie od Dearden a kol. (1999) vSak uvedla, ze
k recidiv dojde podstathrychleji po kladribinu (45 r&siai) nez po pentostatinu (71¢sial).

ZvySeni vyskytu sekundarni malignance vlivegbiénebylo v pipads DCF v Zadné studii

signifikantre dokadzano. U CdA byla incidence sek. malignané&gmna ve studii od Saven a
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kol. (1998). 8% pacientz 358 bylo postizenaiznymi nadorovymi onemo¢nimi, ale pouze
jeden postizenim hematopoézy (viz. tabulka 2). digjpeji se vyskytovaly adenomy,
konkrétré adenom prostaty.

Minimalni rezidualni nemoc vznikétipzjisténi méré nez 5% malignich bk v kostni
dieni v Uplné remisi. Po rozvoji takovych citlivychetod, jako je najfklad PCR, se zjistil
jeho hojny vyskyt i po zat&ni purinovymi derivaty. Ve studii od Tallmann d.Kd999) bylo
procento vyskytu MRN vySSi u pentostatinu: 26%dklain: 13 %. Také se potvrdilo, Ze
MRN muazZe gedpovidat recidivu nemoci: 50% pacigstMRN+, 6% s MRN-.

Kromé celkového stavu pacienta bez probihajici infekge, dalSim dlezitym
prognostickym faktorem pro Uplnou remisikv Podle dlouhodobé studie Flinn a kol. (2000)
maji vysSi pravépodobnost usgEné I€by pacienti nad 55 let.

Purinové derivaty maji velmi vysokowianost proti HCL ve srovnani se starSimémmt
nowjsimi metodami, jak je iejmé z tabulky 4. Podle nejvyznagpgich studii je peet
responderii pro kladribin 96% (Robak a kol. 1999) a pro petats 97% (Dearden a kol.
1999). Kvalitu odpowdi také ovliviuje prodtland splenektomie, diky niz jsou vysSi goyn
UR pri lé¢bé purinovymi derivaty. Negativni stranka operaceyssi riziko vyskytu infekce.
Pomery recidivy za 5 a 10 let u DCF byly 24% a 42%, dAC33% a 48%. Procento dozZiti se
10 let bylo 96% u DCF a 100% u CdA skupiny (Eldek 2005). Studie Grever a kol. (1995)
piimo porovnala &nnost interferonux a pentostatinu uite nel&enych pacierit Uplnou
rezistenci ziskalo jen 11% paciérécenych IFNe, po pentostatinu #o UR 76%. Ukazalo

se takeé delSi trvani remise po pentostatinu, avgsdi vyskyt myelosuprese.

Ackoliv jsou purinové derivaty vysoceianeé, 10 — 20% pacieintzistava stale odolnych
vaci lécbe. Moznosti |€eni pro odolnéci stale recidivujici pacienty jeStnebyly uplr
vyieSeny. Nejastji se pouziva oftovné gel&eni purinovymi derivaty s dobrowianosti.
Saven a kol. (1998) uvedli vysledkyet&ieni po prvni recidi¥ po CdA. 62% dostalo Uplnou
remisi a 26%cast&énou remisi. Nicméd ponery UR se po kazdém cyklu snizuji a trvani
remise je kratSi. iel&eni interferonem neniifiS U¢inné, pacientasto umira na progresi
nemoci (Tallman a kol. 1996). Posledni dobou sestdée ¢astji pouzivana kombinovana
lé¢ba purinového derivatu s monoklondlni protilatkiuximabem. Vysledky jsou vynikajici.
Z 8 pacieni odolnych k I€b¢ HCL, n¢lo po této kombinaci I&k7 Uplnou remisi a 1 remisi
casténou. Navic u zadného z nich nebyla zjst MRN (Else a kol. 2007). Rituximab byl
prvni viastovkou ve vyzkumu protilatek k& HCL. Jeho dinnost podnitila dalSi vyzkumy,
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objevila se dinnost i u dalSich protilatek BL22 a LMB-2. Jejibtavni vyhodou je fitomnost
minimalnich vedlejSichdinkt a redukce MRN. Po#ény Uplnych rezistenci nedosahuji takové
vySe jako u purinovych derivigt coz mize byt zfisobeno pokrélou nemoci s rozsahlym
nalezem v kostniténi. Vyhodnou vlastnosti LMB-2 je, Ze né&gpbuje hematopoetickou
toxicitu. Mohl by tedy pomoci pacieirh s jiz Spatnym stavem kostried. BL22, reagujici
na antigen CD22, ukazal klinickou aktivitu i silné odolné variantni HCL, ktera postrada
CD25. Jako prvni dokazal vyvolat aplnou remisi.

Podle ziskanych vysledk(cinku jednotlivych [ék by paiate&nim Iékem na zgtku
nemoci n&l byt pentostatin, kidi dlouhodobé remisi. U recidivujicich paciérttych pouzila

kombinaci rituximabu a kladribinu.
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13. Zawr

V porovnani vysledkd Uplné rezistence a celkovéaeana Iébu s ostatnimi léky, jsou
jednozn&né nejvhodrjSi volbou purinové derivaty. Poskytuji nejdelSzistenci, dokonce i
nad 15 let bez recidivy. Dik¢mto latkam se Vlasatobténa leukémie stala jednou z nejlépe
lécitelnych lymfoproliferativnich chorob. Vidim slibmobudoucnost i v rekombinantnich
protilatkach, které se v stasné dob klinicky testuji a jejich optimélni davkovani jésteni
ovéieno. V jejich kombinaci s purinovymi derivaty doeh& eliminaci nefiznivych &inka,
jako je infekce vlivem myelosuprese a snizeni MRd&ra je vyznamnym spowgem

recidivy.
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14. Seznam pouzitych zkratek

ADA — adenosin deaminaza

APAF-1 (AIF) — apoptoticky proteazovy aktisra faktor
ATP — adenosin trifosfat

CD - povrchovy znak (cluster of differentiation)
2- CdA — 2-chlorodeoxyadenosin (kladribin)
2-CdA TP — 2-chlorodeoxyadenosin trifosfat
CLL — chronickéa lymfaticka leukémie

CR —casténa remise

dATP — deoxyadenosin trifosfat

dCK — deoxycytidin kinaza

dGK — deoxyguanosin kinaza

DCF — deoxycoformycin (pentostatin)

dCR — dobr&asténa odpovd

DNAP — DNA polymeraza

FUO - kultiva&né negativni horéka

G-CSF - faktor stimulujici proliferaci granulodgyt
HCL — vlasatobu&na leukémie

HCL-V — variantni vliasatobuina leukémie

HC - hairy cell (vlasata hika)

HLA-DR - hlavni histokompatibilni komplex

lg — imunoglobulin

IFN-a — interferone.

36



KD — kostni den

MR — minimalni remise

MRN — minimalni rezidualni nemoc

NAD — nikotinamid adenin dinukleotid

NK bunky — natural killer biiky

PARP — polymeraza poly ADP-ribozy

PCR - polymerazovietzova reakce (polymerase chain reaction)
RR — ribonukleotid reduktaza

SAHM - 5-adenosylhomocystein hydrolaza
TRAP — tartat rezistentni kysela fosfataza
SCID — severe combined imunodeficiency

UR — GpIna remise
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