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1. Cíl práce 
 

Cílem práce je seznámit veřejnost s touto vzácnou lymfoproliferativní chorobou a nastínit 

možnosti její léčby. Hlavní důraz je kladen na léčbu purinovými deriváty, která je v současné 

době nejvýznamnější. Součástí práce je podrobné popsání mechanismu na buněčné úrovni a 

léčebné účinky doložené na konkrétních příkladech z dostupných studií. Snažila jsem se 

porovnat účinky i starších léčebných činitelů vzhledem k purinovým derivátům. Závěr práce 

je věnován novinkám a nadějím, které mohou být slibnou alternativou právě purinovým 

derivátům.  
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2. Úvod 
 

Vlasatobuněčná leukémie (HCL=hairy cell leukemia) je vzácné maligní onemocnění buněk B 

linie, zahrnuje asi 2 % všech případů leukémie. V USA ročně onemocní 500 až 600 pacientů 

za rok (Bouroncle a kol. 1958). Postihuje dospělé osoby, většinou muže, s poměrem k ženám: 

3,5-4,5:1 (Bernstein a kol. 1990). Dříve byla nemoc označovaná leukémií z retikulárních 

buněk nebo také leukemická retikuloendotelióza.  Poprvé ji uceleně popsala Bertha 

Bouronclová v 50. letech minulého století (obrázek 1), avšak první zprávy o 

retikuloendotelióze existují již od 

roku 1923 (Bouroncle a kol. 1958).  

Významným autorem byl Ewald 

(1923), který popsal charakteristické 

znaky hyperplázie v krvetvorných 

orgánech a v krvi. Název vlasaté 

buňky pro tuto specifickou leukemii 

zavedli Schreck a Donelly v roce 

1966. Po roce 1970 byl již zaveden 

název nemoci vlasatobuněčná 

leukémie. U nás se jí nejvíce zabýval 

Ladislav Chrobák  (Chrobák 1999).                   

                                                                                     

Obr. 1: 2 retikulární buňky zvýrazněné pomocí Wrightova barvení. Zvětšení 2000x 
            (Bouroncle a kol. 1958). 
 

3. Příčiny nemoci 
 

Jednoznačná příčina vzniku HCL není známa. Nebyl potvrzen žádný vztah ke kouření nebo 

rozpouštědlům tuků (Clavel a kol. 1995). Převládající výskyt nemoci u mužů může 

poukazovat na pracovní riziko. Na základě analýzy 515 případů bylo doloženo zvýšené riziko 

při vystavení herbicidům, insekticidům a fungicidům a impregnačním látkám (Hardel a kol. 

2002). Nordstom a kol. (1998) potvrzuje, že lidé pracující v zemědělství mají vyšší 

pravděpodobnost postižení touto chorobou. Jedná se zejména o styk se zemědělskými zvířaty 
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jako jsou koně, dobytek, prasata, drůbež a ovce. Při vyšetřování 226 mužů postižených touto 

chorobou se ukázalo, že 20,8% z nich jsou farmáři. DNA virus se může přenést díky 

nedostatečné hygieně při práci se zvířaty (v souvislosti s leukémií hovězího dobytka) nebo po 

užití pesticidů. Zvláště statisticky významné byly organofosforové insekticidy. Zajímavé bylo 

zjištění vlivu píce na HCL. Vysvětlením může být napadení píce či kukuřice mykotoxiny, 

které jsou produkovány vlivem nevhodného skladování (Clavel a kol. 1996). Mluví se také o 

genetické predispozici pro tuto nemoc. Za posledních 20 let se vyskytlo 15 případů v rámci 

rodiny. Všichni měli společné znaky, jako jsou HLA- haplotyp A2 a HLA epitopy Bw4 a 

Bw6 (Gramatovici a kol. 1993).  

4. Vlasaté buňky 
 

V periferní krvi jsou malé lymfoidní buňky s oválným jádrem, vyznačují se menším 

množstvím chromatinu než v normálních lymfocytech, nepravidelným tvarem a absencí 

granulí. Větší množství bledé cytoplazmy je původcem vláskatých výběžků, vytvořených při 

roztěru preparátu (obrázek 2). Uvnitř buňky je mnoho mitochondrií a ribozomů. Na povrchu 

aktinová vlákna tvoří mikrovily a lamely, nejlépe viditelné skenovacím elektronovým 

mikroskopem. Infiltrát v kostní dřeni je charakteristický buňkami daleko od sebe, malá jádra, 

nejsou vidět žádné shluky lymfocytů. Dochází ke zmnožení retikulárních vláken, přítomných 

hlavně ve stromatu krvetvorných orgánů. Tomuto nálezu se přezdívá „suchá punkce“. Právě 

v kostní dřeni se HCL nejlépe diagnostikuje (obrázek 3). Ve slezině se HC ukládají v červené 

pulpě, bílá obvykle atrofuje (Handin a kol. 2003). 

Obr. 2: Dvě HC buňky s charakteristickými  Obr. 3: Retikulární dřeňová fibróza 

            výběžky (Raimbough a kol. 2009).                 (Raida a kol. 2008). 
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5. Projevy 
 

Dlouho se nevědělo, z jakých buněk vlasaté buňky pocházejí. Původně byla popsána jako 

monocyto-lymfocytární kříženec. Později se ale ukázalo, že její původ je v buňkách B linie 

podle přítomnosti pouze lehkého řetězce povrchového imunoglobulinu a průkazu přestavby 

genu pro těžký a lehký řetězec Ig (Jansen a kol. 1982). Vzácně může být HCL pozorována u 

T-buněk (Saxon a kol. 1978) nebo v kombinaci T a B fenotypu (Burns a kol. 1977). HCL 

může vznikat transformací z jiné B-lymfocytární leukémie, například chronické lymfatické 

leukémie. Tato skutečnost je umožněna tím, že HCL je odvozena od klonální expanze buněk 

v pozdějším stádiu vývoje než u jiných leukémií (Foroni a kol. 1987). 

Příznaky nemoci jsou charakterizované zvětšenou slezinou (splenomegalie), infiltací dřeně 

nádorovým klonem a s tím související cytopenií. Výsledkem jsou anémické stavy 

(normocytární a normochromní) či krvácení z nedostatku krevních destiček 

(trombocytopenie). Nicméně asi 10% postižených není nutné léčit, protože jsou 

asymptomatičtí nebo mají jen mírnou splenomegalii, málo cirkulujících HC buněk a více 

granulocytů (Golomb a kol. 1978). Dokonce byl popsán i případ ženy, která prodělala 

spontánní vyléčení do 8 let od zjištění nemoci bez jakékoliv léčby (Bouroncle a kol. 1958). 

Započetí terapie je podmíněno hodnotami krevních destiček pod 100 000/µL, hemoglobin < 

12 g/dL, absolutní počet granulocytů < 1000, bilirubin v séru < 2,0 mg/dL, kreatinin v séru < 

2 mg/dL (Estey a kol. 1992). Splenomegalie je u vyšetření přítomna až u 85% pacientů. 

Mohou pak následovat další obtíže, jako je infarkt tkáně či ruptura sleziny. Ta je vůbec 

nejčastější právě u HCL pacientů vzhledem k ostatním hematologickým nádorům. Slezina je 

tedy nejvíce postiženým orgánem v případě HCL. Nejhojněji se HC buňky ukládají do 

červené pulpy, vaziva sinusů. HCL také postihuje téměř vždy játra, Kupferovy buňky, často 

dochází k hepatomegalii. Jaterní testy ale bývají v pořádku. Není postižena funkce, ale 

dochází k fibróze, podobně jako u kostní dřeně. Lymfatické uzliny nebývají zvětšené, jen asi 

u 5% nemocných. Také extralymfatické a extramedulární postižení je vzácné, u 8% případů se 

objevila kožní postižení (Ralda a kol. 2008).   

6. Vyšetření k průkazu nemoci 
 

Vlasaté buňky jsou unikátní mezi krevními buňkami tím, že je lze charakterizovat 

cytoplazmatickým barvením pro tartát rezistentní kyselou fosfatázu (TRAP).      
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Imunofenotyp nádorových buněk vykazuje B - asociované antigeny (CD19, CD20, CD22, 

CD79a). Jsou typicky negativní na CD5, CD10 a CD23. Silně exprimují CD11c, α receptor 

interleukinu 2, povrchový imunoglobulin CD25, FMC7 jako epitop CD20 a antigen CD103. 

Je těžké najít pro diagnózu HCL specifický marker, protože mnoho těchto antigenů může být 

přítomno i u jiných nemocí. Avšak silnou specifitu k HC buňkám mají  CD25, CD11c a HC-

2, které by mohly sloužit k rozeznávání HCL od jiných B – lymfoproliferativních nemocí. 

Geny pro imunoglobulinový těžký a lehký řetězec jsou přeskupené, variabilní oblasti jsou 

mutované (IGHVDJ) (Handin a kol. 2003).  

6.1 Biopsie 

U nemocných je někdy toto důležité vyšetření nemožné provést. Silná fibróza kostní dřeně a 

cytopenie způsobují „suchou punkci“ a při těchto skutečnostech je velmi pravděpodobné, že 

se jedná o pacienta s vlasatobuněčnou leukémií. Některé studie jsou neúplné, protože pacienti 

po léčbě toto vyšetření odmítnou podstoupit, a není tak možné zjistit reziduální buňky.  

6.2 TRAP 

Prokázání přítomnosti TRAP (tartát rezistentní kyselé fosfatázy) je spolu s morfologickými 

znaky HCL základní vyšetřovací postup.  Vzorek s nátěrem je fixován v aceton-formalínu a 

vystaven působení acetát-tartátovému pufru 

ve 37ºC na 120 minut. Poté je vzorek 

obarven kontrastní látkou hematoxylinem. 

Inhibicí kyselé fosfatázy je potvrzena 

absence enzymatické aktivity 

v granulocytech (Machii a Kitani 1984). 

Intenzita reakce je u HCL výrazná, k určení 

diagnózy stačí 2 pozitivní buňky v nátěru 

(obrázek 4) (Mover a kol. 1972).  

Obr. 4: TRAP pozitivita nátěru kostní dřeně (Raida a kol. 2008). 

6.3 B – ly 7 

Tato monoklonální protilátka je pro HC buňky vysoce specifická, důkazem je 28 pozitivních 

vzorků, které B – ly 7 dokázala odhalit. Tedy 100% detekce. Buňky jiných, blízce příbuzných 

B – buněčných chorob, jako jsou prolymfatická leukémie a splenický lymfom s vilózními 

lymfocyty, označila za negativní. Protilátka by mohla být užitečná k odhalení minimální 

reziduální nemoci po zaléčení (Mulligan a kol. 1990). 
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6.4 DBA.44 a L26 (CD20) 

Úspěšnost těchto protilátek je 98,5%, došlo k detekci vlasatých buněk u 206 vzorků od 209 

HCL pacientů. DBA.44 je monoklonální protilátka IgM třídy a byla specificky vytvořena pro 

HCL. Reaguje se subpopulacemi plášťových buněk a monocytárními B buňkami 

v lymfatických uzlinách, v marginální zóně lymfocytů ve slezině (Hounieu a kol. 1992). 

Barvení je komplexnější než v případě L26, zahrnuje cytoplazmatickou membránu i granula. 

Může se stát, že označí HC buňky v negativním vzorku. L26 může nesprávně označit 1 – 10% 

buněk, DBA.44 až 10 buněk v celé biopsii bez HC. Nesprávně pozitivní buňky jsou 

transformované lymfocyty, s podobnými morfologickými charakteristikami jako HC, avšak 

často se vyskytují ve shlucích. Naopak nesprávně negativní výsledky (ve 2 % vzorků) mohou 

být způsobeny technicky špatně provedeným nátěrem s hustým prostředím, kde se malé 

lymfocyty špatně detekují (Ellison a kol. 1994).  

6.5 Anti – HC2 

Reaktivita s HC buňkami byla zjišťována u vzorku ze sleziny. Pozitivně tato protilátka 

označila 3/5 vzorků HCL pacientů, podobně jako HC1 (2/5) a navíc se rovněž ukázala být 

pozitivní pro myelomonocytární leukémii (Visser a kol. 1989). 

6.6 PCR 

Metoda polymerázové řetězové reakce se používá pro zjištění reziduálních buněch po 

zaléčení. Je to metoda vysoce citlivá, dokáže ve vzorku detekovat méně než 5 buněk. Při 

studiu 7 pacientů, kteří žili v kompletní remisi, se reziduální buňky našly u všech. Při PCR se 

používá specifická próba odvozená z těžkého Ig řetězce (Ellison a kol. 1994). 

7. Kritéria pro hodnocení výsledků léčby 
 

ÚR (=úplná remise): Naprostá absence vlasatých buněk v periferní krvi a kostní dřeni, 

normalizace krevního obrazu (Hb ≥ 12 g/dL, bílé krvinky ≥ 3 000/µL, neutrofily ≥ 1 500/µL a 

krevní destičky ≥ 100 000/µL), vymizení doprovodných symptomů, adenopatie a 

hepatosplenomegalie.   

ČR (=částečná remise): Redukce více než 50% HC buněk v kostní dřeni, zvýšení o více 

než 50% buněčnost v periferním krevním obrazu, redukce o více než 50% adenopatie a 

hepatosplenomegalie (Tallman a kol. 1992).   
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MR (=minimální remise): Zlepšení hodnot alespoň v jednom krevním elementu nebo více 

než 50% redukce cirkulujících HC buněk ( Kraut a kol. 1986).  

Pacienti, kteří nevyhovují ani jednomu z uvedených kritérií, jsou považováni za nereagující 

(„nonresponder“) na danou léčebnou metodu. 

MRN (=minimální reziduální nemoc): Absence HCL pomocí morfologie v periferní krvi a 

kostní dřeni, negativní barvení hematoxylinem a eosinem. Pomocí citlivějších metod je však 

možné detekovat jednotlivé reziduální HC buňky. Imunohistochemická vyšetření prokazují 

jejich přítomnost pomocí CD-20 nebo DBA.44 pozitivity, které rozpoznávají morfologické 

znaky HC buněk. Jejich počet musí být roven nebo větší než počet CD-45-RO pozitivních 

buněk. Přítomnost více než 50 % CD20 nebo DBA.44 pozitivních buněk nasvědčuje vývoji 

MRN, ale jednotná definice je nesnadná, protože chybí standardní kritéria průkazu (Tallman a 

kol. 1999). 

Pokud HCL pacienty ponecháme bez léčby, procento dožití pěti let je v průměru 34,4%; 

deseti let se dožije jen 29,6%. Pokud dojde ke splenektomii, procento přeživších je o polovinu 

vyšší. A při léčení například pentostatinem, je úspěšnost po 5 letech 90% (Flinn a kol. 2000). 

8. Starší léčebné metody 

8.1 Splenektomie 

Je to chirurgická metoda pro odstranění sleziny, která byla před nástupem interferonu hlavní 

léčebnou metodou HCL. Golomb a kol. (1983) provedli splenektomii u 65 pacientů, 27 (41,5 

%) mělo úplnou remisi a 38 (58,5 %) částečnou remisi. Ke zlepšení dochází již po 3 – 4 

týdnech, 5 leté přežití bylo potvrzeno u 76% ÚR a 62% ČR, celkově 68%. Bylo prokázáno, že 

velikost sleziny nemá vliv na odpověď či její délku po splenektomii. Vedlejším účinkem je 

ale omezení produkce bílých krvinek, což je nejspíše důsledek snížení buněčnosti a zvýšení 

hladiny HC v kostní dřeni. Jako další nepříznivé účinky bylo popsáno krvácení a následná 

trombóza, či vaskulární onemocnění (Shelley a Buchanan 2009). Hlavním problémem ale 

zůstává bakteriální infekce, objevující se v každé studii. Reakci pacienta na splenektomii 

výrazně ovlivňuje stav kostní dřeně. Pokud je infiltrace HC difúzní a je omezena 

hematopoéza, je nutno počítat s nepříznivou prognózou. Proto i po provedení splenektomie 

může přetrvávat pancytopenie (hlavně garnulocytární řada) a je nutné použít jiné léčebné 

metody. Otázkou je, zda bude splenektomie pro další léčbu přínosná, či ne. Ukázalo se, že 

pozitivní reakce na léčbu jsou i bez odstranění sleziny (Foon a kol. 1986).    
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8.2 Interferon-α (IFN-α) 

K léčbě HCL byl zaveden roku 1984. Je úspěšný v léčbě chronických lymfoproliferativních 

nemocí nižšího stupně nebo solidních nádorů. U HCL navodí až 90% odpovědí. Dlouhodobá 

léčba je ale provázená některými nežádoucími účinky, souhrnně nazvanými interferonový 

syndrom. Jeho symptomy jsou horečky, bolesti hlavy, svalů, kloubů, únava (Klener 2002). 

Interferon patří do skupiny glykoproteinů produkovaných živočišnou buňkou jako odpověď 

na různé podněty. Díky vazbě ke specifickým povrchovým receptorům umožňuje reagovat na 

maligní nebo virem napadené buňky (Pfeffer a kol. 1998). IFN-α je dostupný v přírodní nebo 

rekombinované formě. Quesada a kol. (1984) potvrdil terapeutickou účinnost částečně 

purifikovaného lidského interferonu odvozeného od leukocytů. Následně se výzkum zaměřil 

na možnost nižších dávek léku ke zmírnění interferonového syndromu, vývojem 

rekombinantního interferonu (Foon a kol. 1986). Quesada a kol. (1986) uvedli výsledky jeho 

působení na HCL.  Začínali léčbu nejprve s vysokou dávkou 10 – 12 MU/m2, kterou postupně 

kvůli výrazným vedlejším účinkům (viz. interferonový syndrom) snížili na 3 MU a 2 MU (ta 

se po této studii stala standardní dávkou). Lék byl podáván buď intramuskulárně nebo 

podkožně injekcí, prvních 4 - 6 měsíců denně, poté 3x týdně do dovršení 1 roku. Z 30 

pacientů (7 dříve neléčeno), 9 po léčbě získalo úplnou remisi a 17 parciální remisi. Za 3 – 10 

měsíců se u 33% pacientů objevila recidiva nemoci. Všichni pacienti, kteří prošli předešlou 

lébou, trpěli vážným průběhem nemoci, s difúzním rozšířením. Všichni dříve neléčeni, 

dosáhli úplné remise. Došlo k výrazné úpravě splenomegalie a krevního obrazu, zlepšila se 

humorální imunita pacientů. U nesplenektomovaných pacientů ale může přetrvávat 

trombocytopenie. Remise trvá obvykle do pěti let, pak se opět objeví recidiva. U některých 

pacientů, dříve neléčených, ale remise trvala i více než 6 let (28% z 55 pacientů) (Rai a kol. 

1995). 

Na zjištění vhodné dávky IFN se zaměřili Smaley a kol (1991). Porovnávali standardní 

dávku 2 MU/m2 a dávku o desetinovou – 0,2 MU/m2 u 133 pacientů. Lék byl podáván 28 dní 

a poté 3 x týdně. 97 pacientů předtím podstoupilo splenektomii, ostatní předtím léčeni nebyli. 

Výsledky v 1. roce zaznamenaly zlepšení hodnoty hemoglobinu, neutrofilů a krevních 

destiček. Pomocí statistického vyhodnocení se potvrdilo, že standardní dávka má větší 

účinnost na vylepšení krevního obrazu a dochází rychleji k normalizaci. Na druhou stranu 

snížená dávka méně často způsobovala tzv. interferonový syndrom. Přesto z této studie 

vyplývá, že vhodnější alespoň k počáteční léčbě je dávka 0,2 MU/m2. Standardní dávka, 

užívaná v denním intervalu, způsobuje častěji neutropenii, spojenou s bakteriální infekcí 
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trombocytopenii a myelosupresi. Splenektomie je podle této studie žádoucí a zlepšuje kvalitu 

odpovědi. Pro trvalou recidivující HCL je doporučena léčba v kombinaci s purinovými 

deriváty.  

8.3 Androgeny 

V některých případech byly po splenektomii užity androgeny, kvůli přetrvávajícící cytopenii. 

Magie a kol. (1985) podrobili 6 pacientů léčbě androgenových steroidů oxymetholon a 

fluoxymesteron. Androgeny zlepšují erytropoézu stimulací erytropoetinu, v krevním obraze 

byly nejviditelnější změny v hemoglobinu (z 7.4 g/dl na  11 g/dl, po 7 týdnech úprava na 

normu 12g/dl). Také došlo ke zvýšení počtu trombocytů (z 47,000/mm3 na více než 

100,000/mm3 za 3 týdny) a došlo i k vylepšení granulopoezy. Úspěšnost léčby byla však jen 

50%. Vedlejšími účinky byl vývoj akné a u druhého pacienta žloutenka. Maskulinismus, který 

je s androgeny často spojován, se u této studie neprojevoval (1 žena). 

8.4 Glukokortikoidy 

V případě HCL nejsou příliš účinné. Tím, že narušují imunitní systém, zvyšují nebezpečí 

infekce. Prokázal se jasný vztah mezi kortikoidy a výskytem plísňových i jiných infekcí 

(Bouza a kol. 1979). 

8.5 Leukaferéza 

Tato metoda je založená na mimotělním sběru defektních leukocytů. Fay a kol. (1979) uvedli 

úspěch této léčebné metody u jednoho pacienta HCL, trpícího silnými infekcemi. 90 – 95 % 

leukemických buněk se podařilo snížit na 40 – 50 % v periferní krvi i kostní dřeni. Došlo ke 

zmenšení lymfatických uzlin a vymizení kožních nálezů. 

8.6 Chemoterapeutika 

Při silné infiltraci kostní dřeně maligními buňkami bylo vyzkoušeno podání kombinace 

chemoterapeutik cytosin arabinosid, cyklofosfamid, vinkristin a prednison. Avšak při vážném 

stavu pacientů nebylo pozorováno zlepšení. Ani 3 pacienti, kteří dostali několik dávek 

radioaktivního fosforu (32P), nebyli léčeni s úspěchem (Bouroncle 1979). 

9. Purinové deriváty 

V roce 1972 objevil Eloise Giblett při genetické analýze u pacientů se SCID dědičnou vadu 

enzymu ADA. Zjistilo se, že ADA deficience ovlivňuje lymfocyty. Hlavní funkcí tohoto 

enzymu je regulace koncentrace vnitrobuněčného deoxyadenosinu. dATP je toxický 
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metabolit, jehož akumulace působí na lymfocyty toxicky (Giblett a kol. 1972).  Tyto poznatky 

byly základem pro vývoj látek, které se staly základním kamenem pro léčbu vlasatobuněčné 

leukémie a jiných lymfoproliferativních chorob.  

9.1.  2-chlorodeoxyadenosin 

2-CdA (jinak také pod názvy kladribin, Leustatin 2-CdA, Ortho Biotech, Raritan, NJ) byl 

schválený Správou potravin a léčiv (FDA = Food and Drug Administration) pro léčbu 

neléčitelných či neúspěšně léčených pacientů HCL. Jeho účinnost proti HCL byla jako první 

ověřená vědeckou skupinou Piro a kol. v roce 1990. Z dvanácti pactientů se vyskytla 

v jedenácti případech kompletní remise s minimálními vedlejšími účinky. Tento lék je dále 

používán k léčbě u chronické lymfatické leukémie (Piro a kol. 1988), u kožních T-buněčných 

lymfomů mycosis fungoides a Sezary syndrom (Saven a kol. 1992), autoimunitní hemolytické 

anémie spojené s lymfomem (Carson a kol. 1984).  CdA je také úspěšný v léčbě recidivujících 

pacientů akutní pediatrické myeloidní leukémie (Santana a kol. 1991), či v případech 

mnohonásobné sklerózy (Beutler a kol. 1996). Kladribin je známý již od 60. let 20. století 

jako meziprodukt pro syntézu 2-deoxynukleotidů a jeho možné využití pro léčbu leukémie 

bylo odhaleno v roce 1984 (Tortorella a kol. 2001). 

9.1.1 Příprava  2-CdA 

2-chlorodeoxyadenosin vzniká substitucí atomu chloru za vodíkový atom v poloze 2 na 

řetězci molekuly. Halogenová substituce poskytuje molekule rezistenci k deaminaci enzymem 

adenosin deaminázou (Carson a kol. 1984). Sloučenina (obrázek 5) se může připravovat 

pomocí glykosylace sodné soli (Kazimierczuk a kol. 1984) nebo enzymaticky výměnou 

deoxyribózy a ribózy mezi nukleosidy, pomocí katalýzy částečně purifikované 

transdeoxyribosylázy z bakterie Lactobacillus helveticus. Tento enzym katalyzuje přenos 

deoxyribosylové skupiny mezi deoxyribonukleotidem a bází v rovnovážné reakci: 2-

chloroadenin + thymidin <=> CdA + thymin (Carson a kol. 1983). Či pomocí buněk thymin 

vyžadující bakterie E. coli, díky níž se katalyzuje přenos cukerných zbytků z rozmanitých 

deoxyribonukleotidů, čímž se stane výroba CdA více efektivní (Blank a kol. 1992). Produkty 

jsou následně izolovány pomocí metody iontová chromatografie. K dosažení čistoty látky se 

používá účinná kapalinová chromatografie (HPLC). Dále je látka sterilizována ultrafiltrací a 

uchována při hodnotě -20°C. (Carson a kol. 1983). 
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                                  Obr. 5: Kladribin (2-chloro-2-deoxyadenosin) 
                                                          (Blank a kol. 1992). 
 

9.1.2 Dávkování 

Intravenózní: 

Kladribin je u lymfoidních nádorů obvykle pacientovi podáván prostřednictvím 

kontinuální či občasné intravenózní infúze. Nově byl kladribin vyvinut pro orální užití nebo je 

vpraven podkožní injekcí.  

Kontinuální infuze je prováděna průměrně po dobu 5 - 14 dní v dávce 0,12 – 0,14 

mg/kg/den. Způsobuje buněčnou smrt rakovinných buněk ve velkém měřítku, s celkovou 

odpovědí na léčbu téměř 100%. Např. Dearden a kol. (1999) uvedli ve své studii 45 pacientů 

s HCL poměr 85% ÚR a 16% ČR, recidiva u 29% z nich se objevila v průměru za 45 měsíců. 

Goodman a kol. (2003) uvedli ve svém rozsáhlém pozorování 207 pacientů podobné 

výsledky: 95% ÚR, 5% ČR, recidiva u 37% pacientů za 42 měsíců. Bylo však zjištěno, že 

redukce podávání léku na jedenkrát týdně 0,15 mg/kg po dobu šesti týdnů nemusí mít neblahé 

důsledky na výsledek léčby. Ukázalo se, že poměry 73% ÚR a  27% ČR s trváním v průměru 

35 měsíců jsou sice vzhledem k ÚR nižší než u podávání denního, ale počet pacientů 

s návratem nemoci je také nižší: jen 17%. Navíc zpožděné intervaly mezi jednotlivými 

infuzemi by mohly mít příznivý vliv na silnou myelotoxicitu a infekční stavy, které kladribin 

vyvolává (viz. Nežádoucí účinky).  Tato administrace léku by mohla být upřednostněna u 

pacientů se silnou cytopenií (Lauria a kol. 1999). Ve studii, která srovnávala týdenní a denní 

dávky 2-CdA výsledky ukázaly, že poměry v ÚR a celkové odpovědi byly podobné u obou 

skupin, nicméně potvrdily, že denní podávání léku způsobovalo častěji neutropenii a také 

častěji vedlo k infekcím (konkrétní výsledky viz. Účinnost kladribinu proti HCL) (Robak a 

kol. 2004).  

Orální: 
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Dávka 0,28 ml/kg/den se rozpustí ve fosforečnanovém roztoku. Takto připravený lék má 

biologickou aktivitu 55%, zbytek se bez užitku vyloučí močí (Liliemark a kol. 1992). 

Výsledek je podobný, jestliže se lék zapije společně s jídlem: 42% s jídlem a 46% bez jídla. 

Protože 2-CdA v podobě roztoku způsobuje degradaci 2-chloroadeninu, je potřeba ho užívat 

ve dvojnásobných dávkách. V žaludku dochází k jeho degradaci hydrolýzou kyselin a 

enzymatickou hydrolýzou střevními bakteriemi. Proto dochází ke slabšímu účinku v játrech 

(Albertioni a kol. 1993). Kladribin, v podobě tablet s krátkodobým užíváním, se užívá 

v recidivujících případech roztroušené sklerózy (Costello a Sipe 2008). 

Podkožní injekce: 

Lék je dostupný v ampulkách s 10 mg CdA ve směsi s 0,9% roztokem NaCl v koncentraci 

0,2 mg/l. Výsledná látka je poté vstřikována v dávkách 0,14 mg/kg/den 5 po sobě jdoucích 

dní. Úspěšnost léčby se ukázala být srovnatelná s intravenózním podáním léku. Z 62 pacientů 

HCL byly výsledné poměry 76% ÚR a 21% ČR, s celkovou účinností 97%. Pouze dva 

pacienti museli být přeléčeni. Léčba tímto způsobem se hodí pro všechny pacienty HCL i jiná 

lymfoproliferativní onemocnění, dokonce dovoluje pacientům podávat si lék sami, bez 

potřeby navštěvovat nemocniční zařízení (Rohr a kol. 2002). 

9.1.3 Mechanismus účinku  

Kladribin je významný ve srovnání s ostatními deriváty purinů zvláště tím, že se prokázala 

jeho účinnost nejen proti proliferujícím buňkám, ale také proti buňkám v klidovém stavu. 

Není však ještě detailně zjištěn přesný mechanismus jeho účinku. Původně se 

nepředpokládalo, že by purinové deriváty byly klinicky užitečné proti nádorovým buňkám.  

Převládalo přesvědčení, že by mohly poškozovat zároveň buňky zdravé tkáně. Nespecifická 

toxicita se však při užití CdA neprokázala (Huang a kol. 1981). Zjistilo se, že CdA je 

selektivně toxický, to znamená, že se cíleně zaměřuje na buňky s vysokými hladinami dCK a 

naopak s nízkou aktivitou deoxynukleotidáz. K účinku CdA je nezbytná jeho fosforylace 

prostřednictvím dCK uvnitř buňky. Postupně tak dochází k intracelulární akumulaci 2-

chlorodeoxyadenosin trifosfátů (2-CdA-TP). Dochází k poškození buněčného metabolismu a 

včlenění  2-CdA-TP do DNA buňky, což má u dělících se buněk za následek ustrnutí v S fázi 

buněčného cyklu (Carson a kol. 1983). U dělících se buněk je toxicita vyvolaná inhibicí DNA 

polymerázy nebo inkorporací do DNA (Parker a kol. 1988). Další možností může být 

znemožnění oprav DNA řetězce a následná akumulace DNA zlomů (Plunkett a kol. 1993). Ke 

zlomům řetězce DNA po vlivu CdA dochází také díky tomu, že látka silně omezuje činnost 

ribonukleotid reduktázy (RR), která je zodpovědná za konverzi ribonukleotidů na odpovídající 
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deoxyribonukletidy. Navíc podporuje činnost endonukleáz k degradaci DNA řetězce (Seto a 

kol. 1985). Cytotoxický účinek CdA může také pocházet z následné inaktivace 5-

adenosylhomocystein hydrolázy (SAHM) jako přirozený důsledek hromadění adenosinů po 

deoxyadenosinové deaminaci a fosforylaci (Robertson a kol. 1993). Inhibice RR a DNA 

řetězce je však možná pouze u dělících se buněk. U buněk dormantních je třeba najít jiný 

systém zodpovědný za cytotoxicitu. Nedělící se lymfocyty podstupují opravu DNA řetězců 

spojenou částečně s modifikací jaderných proteinů polyADP-ribosylací. Tento jev je spojen se 

spotřebou buněčné NAD (nikotinamid adenin dinukleotid) a ATP (Johnstone a kol. 1982). 

Právě působením CdA a ostatních purinových derivátů na opravu DNA zlomů dochází ke 

zrychlení tvorby  polymerázy polyADP-ribózy (PARP), která způsobuje vyčerpání NAD a 

ATP, což je pro buňku letální. Podle studie Seta a kol. (1984), již 4 hodiny po působení 

deoxynukleosidů v buňce dochází k akumulaci DNA zlomů v lymfocytu a ke snížení syntézy 

RNA. Tyto změny jsou následovány poklesem vnitrobuněčné hladiny NAD do 8 hodin, za 24 

hodin poklesne hladina ATP a do 48 hodin nastane buněčná smrt. Pokud ale lymfocyty 

inkubujeme s 5mM nikotinamidem, NAD prekurzorem a inhibitorem poly (ADP-ribosa) 

syntetázy, dochází k významnému zabránění vyčerpání NAD. Nikotinamid může tak buňce poskytnou 

rezistenci vůči deoxyadenosinu a CdA toxicitě, aniž by docházelo ke změnám tvorby dATP či k 

akumulaci DNA zlomů.  

Poškození DNA je spojeno s expresí proteinu P53, který vyvolává programovanou 

buněčnou smrt, která je hlavním účelem CdA cytotoxicity (Tallman a kol. 1992). Přišlo se na 

to, že u dělících se buněk může P53 přispívat k cytotoxicitě vazbou na DNA, ve které je 

inkorporován CdA jako  P53/DNA-PK komplex (Kawasaki a kol. 1993). U klidových buněk  

2-CdA-TP zasahuje do opravy DNA a vede prostřednictvím zlomů k poruše buněčného 

metabolismu, což opět vede k expresi P53 a vyvolání apoptózy (Pastor-Anglada a kol. 2004).  

Indukce apoptózy vlivem CdA může nastat buď cestou již zmíněného poškození DNA 

řetězce a expresí P53, nebo přechodem přes permeabilní póry mitochondrií (mtPTP= 

mitochondrial permeability transition pores). P53 ovlivňuje expresi proteinu BAX 

s proapoptickým účinkem. Protein BAX vede k uvolnění cytochromu c z mitochondrie do 

cytosolu a navázání k apoptotickému proteázovému aktivačnímu faktoru ( APAF-1) a 

prokaspázy 2. Tito tři činitelé spolu dohromady vytvoří komlex. K apoptóze dojde po 

navázání 2-CdATP v důsledku spuštění kaskády kaspázy 9 (Liu a kol. 1996). Finální část 

lymfotoxicity je zaměřena na vyvolání fragmentace DNA, která je charakteristickým znakem 

apoptózy (Robertson a kol. 1993). 
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             Obr. 6: Shrnutí mechanismu účinku kladribinu u dělících i nedělících se buněk. 
                        (Sigal a kol. 2010) 

 

9.1.4 Rezistence buněk k CdA léčbě 

Podle studie Chandry a kol. (2002) je rezistence CdA zřejmě vyvolaná změnami 

v metabolické aktivaci, konkrétně enzymu kaspázy-3 cytochromem c. následnými 

experimenty bylo dokázáno, že rezistentní buňky mají zvýšenou hladinu vázaného Ca2+ a také 

různé hladiny dCK, dGK a 5´ nukleotidázy. Ve srovnání se senzitivními buňkami jsou tyto 

jevy v nesouladu, nedochází k dostatečné fosforylaci CdA na CdATP a fragmentaci DNA. 

Základem změn v rezistentních buňkách je nedostatek či absence uvolňovaného cytochromu c 

z mitochondrie do cytosolu, způsobeného nízkým mitochondriálním transmembránovým 

potenciálem a změnou propustnosti. Na této změně permeability se významně podílí vápník, 

který chrání buňku před degradací. Aby mohl kladribin vyvolat u buňky apoptózu, je nutné 

zvýšení hladiny vnitrobuněčného Ca2+.  Dokladem toho, že právě vápník je zodpovědný za 

apoptózu, je pokus s chelátorem vápníku BAPTA-AM (50 mM). Po jeho působení dochází 
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k blokaci kaspázy a nedojde k fragmentaci DNA. U rezistentních buněk je vápník v cytosolu 

ve vázané formě, tudíž nemůže dojít ke všem jeho spřaženým reakcím. 

9.1.5 Klinické účinky  

Kladribin účinkuje ve dvou fázích: rychlá počáteční fáze s poločasem účinku půl hodiny, 

následovaná druhou fází s nástupem účinku po sedmi hodinách. Pro první fázi se nejčastěji 

používá podávání CdA kontinuální intravenózní infuzí po dobu 7 dní (Juliusson a Liliemark 

1999). V preklinických datech se totiž ukázalo, že k dosažení usmrcení maximálního počtu 

buněk je potřeba prodloužená inkubace CdA s lymfocyty. Antileukemické a imunosupresivní 

účinky byly ověřeny u skupiny devíti pacientů s hematologickými zhoubnými nádory, již 

dříve neúspěšně lečenými. Kladribin dostávali v dávce 0,1 - 1 mg/kg denně intravenózní 

infuzí po dobu 4 - 14 dní. CdA dokázal snížit počet blastů o polovinu, dokonce u jednoho 

pacienta s T-buněčným lymfomem a dalšího s chronickou myeloidní leukémií, CdA 

eliminoval všechny blasty z krve a kostní dřeně (Carson a kol. 1984). 

9.1.6 Nejčastější předchozí léčba 

Jak je ukázáno v tabulce 1, nejčastěji byli pacienti dříve neúspěšně léčeni interferonem-α, 

splenektomií a méně často pomocí účinného deoxycoformycinu. Kladribin se opakovaně 

používá málo, protože obvykle vyvolává dlouhotrvající celkovou odpověď a počet 

recidivujících pacientů je nízký (Saven a kol. 1998). 

9.1.7 Účinnost CdA proti HCL 

Největší studii pacientů léčených pomocí CdA proti vlasatým buňkám, provedla skupina 

Saven a kol. 1998. 358 pacientů bez předchozí terapie, léčených intravenózní infuzí 7 dní 

v dávkách 0,087 nebo 0,1 mg/kg váhy těla (lék od rozdílných dodavatelů). Celkově na léčbu 

pozitivně reagovalo 98% (341) pacientů, 90 osob dostalo recidivu. 53 recidivujících pacientů 

bylo opět přeléčeno kladribinem, z toho 6 pacientů neúspěšně, s  nutností podstoupit léčbu 

potřetí. Přesto je počet pacientů, kteří potřebují vícenásobné přeléčení, nízký. Pacienti, kteří 

recidivují, mohou být opět úspěšně léčeni kladribinem. 21 pacientů zemřelo v mediánu 39 

měsíců. Nejvíce případů bylo spojeno se sekundárním nádorovým bujením (7), 

kardiovasklární choroby, mozková příhoda (7), infekční komplikace (3) a ve spojitosti přímo 

s HCL zemřeli tři pacienti. Z nádorových onemocnění je četnější solidní nádor než nádory 

týkající se krvetvorby. (Saven a kol. 1998). Za první rozsáhlejší studii kladribinem léčených 

pacientů s HCL, která využívá nekonvenční podávání léku 2 hodinovou infuzí po dobu 5 dnů 
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v denní dávce 0,12 mg/kg, je považováno sedmileté pozorování 103 pacientů v letech 1991-

1997. 6 pacientů mělo HCL variantní (HCL-V). 41 pacientů prodělalo předchozí léčbu.  

Celková citlivost na léčbu činila 96%. 20 pacientů po léčbě dostalo recidivu (9/41 u dříve 

neléčených, 11/34 u dříve léčených). Z deseti přeléčených osob, všichni odpovídali na léčbu. 

Vícenásobné přeléčení bylo nutné pouze u 3 osob. Čísla potvrzují, že předchozí léčba 

neovlivňuje úspěšnost léčby kladribinem. V kontrastu klasické HCL, výsledky variantní HCL 

nebyly příliš příznivé. Z šesti pacientů pouze dva částečně odpovídali na léčbu, zbylí čtyři na 

léčbu nereagovali. 7 pacientů zemřelo (z toho dva HCL-V), většinou na sekundární malignitu 

(Robak a kol. 1999). Výsledky oproti tradiční 7 denní kontinuální infuzi jsou podobné, jak se 

ukazuje při srovnání se studií od Estey a kol. 1992, kde bylo použito podávání léku 

kontinuálně po dobu 24 hodin. Bylo zde sledováno 46 pacientů HCL, 42 z nich (91%) 

reagovalo na léčbu. Protože byli pacienti po léčbě dále sledováni jen v průměru 36 měsíců, 

nebyla u nich detekovaná remise. Pouze u jednoho pacienta, který byl sledován nejdéle (72 

měsíců) byla detekována remise vlasatých buněk v kostní dřeni.  Zkrácení doby podání z 24 

hodin na dvě hodiny tedy nemusí být na závadu, naopak umožňuje pacientovi potřebnou 

regeneraci a není nutná týdenní hospitalizace v nemocnici.  Administrace léku jednou týdně 

v dávce 0,1 mg/kg denně se ukazuje být také účinná. To potvrdila studie od Lauria a kol. 

(1999), která dlouhodobě sledovala reakci u 30 pacientů HCL, z nichž 13 prodělalo předchozí 

léčbu. Všichni pacienti byli v léčbě úspěšní, u 2 pacientů byla dokonce úplná odpověd´ 

identifikovaná až po 6 měsících. Tento případ dokládá, že by zhodnocení výsledků léčby 

nemělo proběhnout příliš brzy, protože v některých případech se neúplná remise může po čase 

projevit jako úplná. Nemoc postupovala u pěti (17%) pacientů, tři z nich bylo nutné přeléčit. 

Remise při tomto způsobu dávkování se tedy jeví jako trvalá, podobně jako u intravenózní 

infuze. Výhoda této léčby spočívá ve snížení infekčních komplikací (pouze 2 pacienti). Mohla 

by být proto preferována u pacientů trpících neutropenií (viz. Nežádoucí účinky léčby). 

Zajímavé jsou také výsledky ze studie podání kladribinu podkožní injekcí. 62 pacientů bylo 

léčeno dávkou  CdA 0.14 mg/kg/den po dobu pěti po sobě jdoucích dnů. Celková odpověď na 

léčbu byla 97%, tedy naprosto srovnatelná s jinými způsoby léčby. Výsledky léčby byly často 

patrné již brzy (do 10 týdnů), ale u některých pacientů se po několika dalších týdnech až 

měsících částečná odpověď překlopila na kompletní. Na základě statistických metod bylo 

zjištěno, že pacienti s normální hladinou hemoglobinu mají větší šanci dostat ÚR, naopak 

ženy mají v průměru nižší pravděpodobnost, že dosáhnou ÚR (Rohr a kol. 2002). 
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Tab. 1: Přehled vybraných studií s různou administrací léku. 

Autor Dávkování Počet osob Odpověď Recidiva Předch. léčba 

Saven a kol. 

1998 

7 denní 

kontinuální 

intravenozní 

infuze  

358 ÚR=319 

(91%) 

ČR=22 (7%) 

90 (26%) 

za 29 měs. 

splk.=95 

IFN-α=132 

DCF=8 

Robak a kol. 

1999 

5 denní 2 

hod. infuze 

103 ÚR=75 

(77%) 

ČR=18 

(19%) 

20 (22%) 

za 37 měs. 

splk.=23 

prednison, 

chlorambucil 

nebo IFN-α=18 

Estey a kol. 

1992 

7 denní 

kontinuální 

intavenozní 

infuze 

46 ÚR=36 

(78%) 

ČR=5 (11%) 

MR=1 (2%) 

1 (2%) splk.=11 

IFN-α=7 

IFN+DCF=3 

IFN-α+splk.=8 

Lauria a kol. 

1999 

1x týdně po 

dobu 6 týdnů 

30 ÚR=22 

(73%) 

ČR=8 (27%) 

5 (17%) 

za 35 měs 

IFN-α=7 

CdA=4 

DCF=2 

Rohr a kol. 

2002 

5 denní 

podkožní 

injekce  

62 ÚR=47 

(76%) 

ČR=13 

(21%) 

15 (25%) 

za 38 měs. 

splk.=10 

samotná 

chemoterapie=3 

IFN-α=24 

Vysvětlivky: ÚR=úplná remise, ČR=částečná remise, MR=minimální remise, splk.=splenektomie, 

INFα=interferon α, DCF=deoxycoformycin. 

 

9.1.8 Krevní obraz po léčbě  

K určení variability fenotypu vlasatých buněk před a po léčbě kladribinem se užívá analýza 

průtoková cytometrie a fluorescenční barvení. Zjistí se trvání účinku CdA na imunitní buňky 

v krvi a kostní dřeni pomocí velké škály markerů (obrázek 7). Ve studii, kterou provedli 

Juliusson a Lenkei v roce 1994, mělo před léčbou 68 pacientů v krvi a kostní dřeni v průměru 

90% vlasatých buněk, diagnostikovaných pomocí pozitivity CD20. Počet monocytů nepřesáhl 

5% z celkového množství buněk. Změny po léčbě byly u všech pacientů podobné.  CD20+, 

CD8+ a NK buňky byly nalezeny v menším množství než před léčbou, zatímco procenta  

CD4+ byly vyšší. To naznačuje pomalejší pokles CD4+ buněk po CdA léčbě než u ostatních 
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buněk. V době nejnižšího počtu lymfocytů je poměr CD4/CD8 významně vyšší než před 

léčbou. Normalizace CD8+, NK buněk a buněk a T buněčným receptorem po léčbě proběhne 

do 3 měsíců, zatímco normalizace počtu CD4+ buněk v průměru trvá 1 rok, provázená 

pomalým snižováním poměru CD4/CD8. CD10+ buňky, přítomné v kostní dřeni u akutní 

lymfoblastické leukémie, měly před léčbou hodnotu 1,30% ± 5,92%, 3 měsíce po léčbě 3,53% 

± 8,018 a po dvou letech od léčby 1,33% ± 1,590%. K normalizaci do tří měsíců také dochází 

u aktivované HLA-DR+  podjednotky CD4+. Úplný počet HLA DR+  podjednotky CD8+ se 

nejprve snižuje, ale často dochází při obnově ke zvýšené aktivitě a přesáhnutí počtu. 

K podobnému stavu dochází také v případě monocytů a eosinofilů (Juliusson a Liliemark 

1992). Během léčby a krátce po léčbě dochází u pacientů trpících infekcí ke zhoršení 

cytopenie, provázené snížením hladiny hemoglobinu a krevních destiček a ostatních dále 

zmíněných buněčných řad. Monocyty se během CdA infuze vytratí z cirkulace u všech 

pacientů. Téměř z nuly se po osmi týdnech vyšplhají na počet 0,7 x 109/L u osob trpících 

infekcí. Normalizace obvykle nastává v průběhu dalších týdnů. Počet eosinofilů je na počátku 

léčby 0,05 x 109/L, u neinfikovaných osob se jejich počet zvýší jen nepatrně (0,08 x 109/L), u 

infikovaných dochází opět k prudkému vzestupu na 0,21 x 109/L.  Neutrofily se také snižují, 

na začátku léčby je jich 0,5 x 109/L u 3/5 pacientů s infekcí a 5/7 bez infekce. Postupně po 

třech týdnech dosahují 1 x 109/L, za pět týdnů 2 x 109/L a za 11 týdnů 3 x 109/L. Normalizace 

neutrofilů nezávisí na přítomnosti infekce. Kladribin dokáže snížit počet vlasatých buněk z 36 

x 109/L na 8 x 109/L s vymizením doprovodných symptomů. 

  

Obr. 7: Imunohistochemické barvení kostní dřeně protilátkou B-ly 7. Nalevo před léčbou            

(infiltrace 82,5%), napravo po léčbě CdA s MRN (Konwalinka a kol. 1995).  
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9.1.9 Nežádoucí účinky 

Vlivem imunosuprese, kterou lék vyvolává, dochází k větší náchylnosti pacienta k infekcím či 

ke zvýšenému výskytu lymfoidních nádorů díky dlouhotrvajícímu snížení počtu CD4 

lymfocytů (Saven a kol. 1998). Již zmíněným účinkem léčby kladribinem je zhoršení stavu 

cytopenických pacientů. Pomoci by jim měly infuze podávané během prvního měsíce léčby. 

Hlavní komplikací neutropenie jsou bakteriální a plísňové infekce (Juliusson a Liliemark 

1992). Bakteriální infekce bývají nejčastěji způsobené stafylokokem. Neutropenie je 

provázená neutropenickou horečkou s teplotami nad 38°C. Při prodlouženém trvání 

neutropenie (37-74 dní) se podává růstový faktor granulopoezy G-CSF (filgrastim). 

Nejčastější komplikací léčby bývá kultivačně negativní horečka (FUO) (16/42), bolest hlavy 

(8/42), nevolnost a zvracení (8/42) (Jehn a kol. 1999). Všechny pacienty užívající CdA 

provází také v různé míře myelosuprese, která se projevuje při snížení počtu neutrofilů na 

méně než 1,000/µL či při poklesu krevních destiček na méně než 100,000/µL. U jednoho 

pacienta z 26 léčených osob se 4 dny po léčbě rozvinula difúzní kožní vyrážka. (Tallman a 

kol. 1992). Studie od Chubara a Benetta (2003) dokládá, že tyto rozsáhlé kožní vyrážky jsou 

způsobené kombinací léčby CdA a allopurinolu. Při této kombinované léčbě byl nápadně 

vysoký počet postižených kožní vyrážkou. Při opakované léčbě může být vyrážka dokonce 

životu nebezpečná, její účinky se tlumí kortikosteroidy. Méně často také dochází k infekcím 

herpes siplex (5/358), herpes zoster (3/358) a cytomegalovirus (1/358) (Saven a kol. 1998).  

9.1.10 Sekundární malignita 

Protože CdA vlivem dlouhodobého snížení hladiny CD4+ lymfocytů působí 

imunosupresivně, může být zodpovědný za zvýšené riziko výskytu sekundárních malignit. 

Saven a kol. (1998) uveřejnili podrobné výsledky 358 dlouhodobě sledovaných pacientů (viz. 

tabulka 2). Polovina všech pacientů neprodělala dřívější léčbu. Z 27 pacientů, u kterých se po 

léčbě kladribinem objevila sekundární malignita, bylo 16 osob dříve neléčeno a 11 léčeno 

interferonem, splenektomií nebo kombinací obojího. Tedy předchozí léčba by neměla 

ovlivňovat výskyt sekundárních malignit. Ze studie vyplývá, že v souvislosti s kladribinem se 

objevuje častěji solidní nádor než hematopoetický.  
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Tab. 2: Sekundární malignity po léčbě CdA (Saven a kol. 1998). 

Malignita Počet osob Doba po zahájení užívání 
CdA (v průměru v měsících) 

Adenokarcinom prostaty 11 20,9 

Melanom  5 24,6 

Adenokarcinom střeva 4 19,5 

Adenokarcinom žaludku 3 39,7 

Karcinom moč. měchýře 1 11 

Karcinom ledvin  1 15 

Neuroendokrinní nádor moč. 
měchýře 

1 41 

Nehodgkinův lymfom 1 9 

Mozkový hemangioblastom 1 6 

 

 

9.2  2'-Deoxycoformycin (DCF) 

DCF (také pod názvem Pentostatin či Nipent) spolu s kladribinem představuje v současné 

době nejúčinnější lék na Vlasatobuněčnou leukémii. Pentostatin se osvědčil pro léčbu 

recidivujících a odolných pacientů vůči jiné léčbě, nejčastěji interferonu–α (Foon a kol. 

1986). Zpočátku se pentostatin v Evropě používal k léčbě akutních leukémií, avšak díky 

vysoké dávce s poměrně vysokým rizikem toxicity (Smyth a kol. 1979). Dnes je již klinicky 

otestováno, že lze lék s maximální účinností podávat pacientům i v nízké koncentraci (Kraut a 

kol. 1986).  Pentostatin se také úspěšně používá v léčbě mycosis fungoides a T-lymfoblastické 

leukémie (Tsimberidou a kol. 2004).  

9.2.1 Příprava DCF 

Pentostatin se získává fermentací bakteriálních kultur Streptomyces antibioticus či Aspergillus 

nidulans. Chemicky je látka složená z tetrahydroimidazo{4,5-d [1,3]diazepinového kruhu, 

spojeného s cukrem deoxyribózou (obrázek 8). Je získán (např. od společnosti  Natural 

Products Branch) jako bílý krystalický prášek, z něj se potom připravuje bezbarvá tekutina. 

Celá směs se rozpouští v 4,2% NaHCO3 a poté je sterilizována filtrací. Při skladování látky při 

4ºC nad 12 týdnů je obvykle testována stabilita biologické účinnosti, tedy schopnost inhibice 

ado deaminázy (Smyth a kol. 1980).  
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Obr. 8: Pentostatin (2’-deoxycoformycin) 

(Zdroj: Robak a kol. 2009) 
 

 

9.2.2 Klinické testování  

Pro zjištění jaké množství dávky pentostatinu je vhodné, aniž by došlo k nežádoucím 

vedlejším účinkům, se vedla klinická testování na zvířatech. U psů a opic nebyla zjištěna 

žádná nežádoucí toxicita. Avšak mezi psem a člověkem je rozdíl z hlediska  metabolismu 

pentostatinu. U psa je významně vyšší exkrece nahromaděného  2'-dCF (> 80%/den) ve 

srovnání s člověkem (32% - 48%/den) (Smyth a kol. 1980). U myši bylo pozorováno, že se 

malá část podávaného deoxycoformycinu mění na odpovídající mononukleotidovou formu. 

Taková přeměna se ale u lidí nevyskytuje. Příčinou může být větší retence léku vytvořením 

komplexu enzym-inhibitor (Venner a kol. 1979). 

Na počátku 90. let byl zkoumán vliv pentostatinu na organogenezi gravidních krys a 

králíků. Nízká dávka léku v rámci 0,1 – 0,4 mg/kg není nebezpečná pro matku ani pro vývoj 

plodu (Luebke a kol. 1987).  Avšak při dávce od 0,75 mg/kg pentostatinu dochází k úbytku 

váhy plodu a sníženému počtu vrhů.  U 17/20 došlo k potratu či předčasnému porodu. 

Statisticky významná byla kosterní malformace a snížená osifikace kostí (Tukeyho test). Tyto 

defekty jsou způsobené tím, že placenta, která vyživuje plod, je jedním z orgánů 

vyznačujících se největší aktivitou pentostatinem inhibované adenosin deaminázy (Dostal a 

kol. 1991).  Při dávce 1 mg/kg dochází 7. den těhotenství k vrcholu celkové inhibice ADA ve 

sliznici dělohy. Výsledkem je porušení přirozeného množství adenosinu a inosinu v buňce 
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(Knudsen a kol. 1990). Ukázalo se však, že pentostatin oproti kontrole nemá vliv na zvýšený 

výskyt malignit. Zajímavé je, že králíci, vyznačující se výraznou citlivostí, reagovali již na 

dávku 0,005 mg/kg. Od dávky 0,02 mg/kg už docházelo k úbytku váhy plodu 2,4 krát větším 

než u kontroly. Po podání 1 mg/kg již dochází k úmrtí všech testovaných králíků (Dostal a 

kol. 1991). 

První studie DCF na pacientech byly provedeny skupinou Grever a kol. (1981). Pacienti trpěli 

refraktorními lymfoproliferativními onemocněními. U akutní leukémie byl lék podáván po 

dobu 3- 7 po sobě jdoucích dní v dávkách 0,15-1 mg/kg/d. Vlivem nepřetržité indikace 

docházelo k gastrointestinální toxicitě (nevolnosti, zvracení a průjem), příležitostně také 

k nefrotoxicitě, hepatotoxicitě, toxicitě CNS nebo dokonce k smrti.    

9.2.3 Mechanismus účinku  

Tato látka dokáže pracovat stejně jako kladribin selektivně, nezasahuje zdravou tkáň. Jak již 

bylo dokázáno pokusy u myší, k akumulaci dATP dochází nejvíce v krvi a thymu (Smyth a 

kol. 1978). Aktivita klíčového enzymu ADA je největší v lymfatických uzlinách, slezině, ale 

také v kůži. Nízkou hladinou disponují mozková kůra, játra a ledviny (Adams a Harkness 

1976). 

Pentostatin inhibuje syntézu DNA jen u dělících se lymfocytů. Pracuje na základě nevratné 

inhibice enzymu ADA, tím dochází k přeměně adenosinu a deoxyadenosinu na inosinové 

nukleosidové deriváty. Následně dochází k nahromadění deoxyadenosin-5’-trifosfátů 

v cytosolu buňky a k apoptóze (Aldinucci a kol. 2004). Deoxyadenosiny způsobují inaktivaci 

S-adenosyl homocysteinové hydrolázy a akumulaci S-adenosyl homocysteinu, toxickému pro 

lymfocyty (Hershfield a kol. 1979). Změnou poměru těchto dvou činitelů dochází k poškození 

DNA, RNA, ale i syntézy proteinů, inhibicí metylačních reakcí (Kredich a kol. 1979).  

K poškození buněčného růstu dochází vlivem akumulace vnitrobuněčného dATP, což má za 

následek inhibici ADA. Účinkem dATP může dojít ke zhoršení funkce RR, který katalyzuje 

vznik deoxyribonukleotidů. Tím dochází k blokaci vzniku jiných dNTP a zastavení replikační 

vidličky díky jejich nedostatku (Cohen a kol. 1978). Může také dojít k ohrožení normální 

funkce terminálního enzymu deoxynukleotidyl transferázy u akutní lymfatické leukémie 

(Donofrio a kol. 1978). Velmi vysoké hodnoty dATP byly po léčbě pentostatinem doloženy 

v periferních krevních buňkách (Colleman a kol. 1977). dATP narušují přirozené 

vnitrobuněčné pochody a dochází k vyčerpání ATP ve tkáních a k insuficienci. Zajímavé je, 

že u dětí trpících vrozenou chorobou SCID nedochází po léčbě pentostatinem k selhávání 

funkce orgánů. Lidé s touto nemocí způsobenou vrozenou nedostatečností ADA se 



23 

 

biochemicky liší od jiných pacientů, a přestože dochází ke zvýšené hladině dATP, množství 

exkrece v moči je velmi malé (0,03 g/den) (Donofrio a kol. 1978) na rozdíl od leukemických 

pacientů (nad 1,4 g/den), kteří měli vysoký poměr dATP/ATP v krvi, značící pokles 

leukemické buněčné masy. Při tomto zvýšeném množství dATP bylo nutné udržovat vysoký 

objem moči, aby se nesrážel v parenchymu ledvin (Grever a kol. 1981). Většina DCF se 

vyloučí nezměněná s močí. Platí pravidlo, že se jeho obsah v moči zvyšuje s délkou a 

intenzitou léčby (Major a kol. 1981).  

9.2.4 Křížová rezistence 

Tento případ rezistence se vyskytuje, když nádorové buňky ztratí svou citlivost vůči jednomu 

cytostatiku a současně vzniká rezistence i na jinou, často strukturně velmi podobnou látku 

(Klener 2002). Příkladem může být rezistence na kladribin a zároveň i na  thapsigargin, 

lakton, indukující u buněk apoptózu (Chandra a kol. 2002).  

Pentostatin versus kladribin 

Navzdory blízké strukturní podobnosti, tyto dvě látky křížovou rezistenci postrádají. Saven 

a Piro (1993) uvedli studii, ve které 5 pacientů bylo rezistentních k léčbě pentostatinem. 4 

z nich byli přeléčeni kladribinem, s výslednou kompletní remisí.   

Pentostatin versus interferon-α 

Také v tomto případě nebyla potvrzená křížová rezistence. Jsou známy případy úspěšné 

léčby pacientů pomocí DCF, kteří byli dříve neúspěšně léčeni interferonem-α (Foon a kol. 

1986).  

9.2.5 Dávkování 

Během studií na zvířatech bylo ustanoveno, že nejvhodnější dávka pro léčbu pentostatinem u 

nemocných s vlasatobuněčnou leukémií je 4 mg/m2. Dávky se opakují každé dva týdny, látka 

je vpravena do těla najednou intravenózní injekcí. Vyšší dávky se kvůli riziku toxicity 

neindikují, dochází hlavně k neurologickým potížím (Cheson a kol. 1994). Nižší dávku je 

možné s poměrně uspokojivým výsledkem podat pacientům, které mají omezenou funkci 

orgánů. Nejčastější problém bývá renální insuficience s doporučenou dávkou 2 mg/m2 (Kraut 

a kol. 1986) nebo nízký clearance kreatininu s možnou dávkou pouze 2 mg/m2 (Ribeiro a kol. 

1998). Počet cyklů léčby DCF je individuální, záleží na vývoji odpovědi na lék.  
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9.2.6 Účinky proti HCL 

Nejdelší sledování pacientů  provedli Flinn a kol. (2000). Po 9,3 letech sledování lze potvrdit, 

že pentostatin u nemocných s vlasatobuněčnou leukémií vyvolává dlouhodobou rezistenci. 

Z 241 studovaných osob došlo u 173 (72%) pacientů k celkové odpovědi. Předchozí léčba 

zahrnovala pouze interferon α (87 lidí), ostatní (154) byli léčeni od počátku pentostatinem. 

Bez ohledu na počáteční léčbu došlo do 5ti let k recidivě u 32 lidí (18%), do 10ti let již u 33% 

pacientů. Studie také prokázala, že léčba je významně úspěšnější u osob mladších 55 let (121 

osob, 93% úspěšnost), než u osob nad 55 let (120, 68%). Dearden a kol. (1999) udělali studii 

porovnávající oba purinové deriváty. Pentostatin vyvolal o 165 pacientů 82% ÚR a 15% ČR. 

Recidivovalo 24% pacientů v průměru za 71 měsíců. Po podání kladribinu mělo 84% pacientů 

ÚR a 16% ČR. Výsledky trvání remise vyšly méně příznivě, v průměru 45 měsíců.   

Španělská studie od Rafael a kol. (2000) podrobila léčbě 78 pacientů HCL. 43 pacientů 

podstoupilo léčbu již před pentostatinem. Po sedmi cyklech podání DCF došlo u 56 osob 

k celkové odpovědi (72%), 13 pacientů projevilo částečnou odpověď (16%). Celková 

senzitivita na léčbu je 88%. 1 pacient s HCL-V dostal ČR, u druhého po šesti cyklech léčba 

selhala a po šesti měsících zemřel na následky zápalu plic. Z 56 ÚR 11 osob prodělalo 

recidivu nemoci, v průměru za 29 měsíců. U všech pacientů s diagnostikovanou ČR došlo 

k progresi nemoci, a to už od 2. – 19. měsíce od ukončení léčby.  

Ribeiro a kol. (1999) léčili 50 pacientů s HCL, 1 pacient měl HCL-V. opět se potvrdilo, že 

tato variantní podoba Vlasatobuněčné leukémie je silně odolná vůči léčbě a téměř vždy 

recidivuje. Pacient sice získal částečnou odpověď, ale po roce došlo k recidivě nemoci a 

následně ke smrti vlivem infekce. 32/50 pacientů prodělalo dřívější terapii (IFN-α a CdA). 

Senzitivita na léčbu byla vysoká, 48 lidí (96%). Kompletní odpověď mělo ale jen 22 pacientů 

(44%), dobrá částečná odpověď (dČR=18 pac.) definovaná tolerancí množstvím infiltrace HC 

buňkami v kostní dřeni méně než 5%. Klasická částečná odpověď byla pozorována u 8 osob 

(16%). V  mediánu 33 měsíců dostalo 5 pacientů recidivu, všichni s již dříve prodělanou 

léčbou. Pacienti s dČR neprodělali recidivu, pouze jeden s HCL-V, který později zemřel. 

Kromě něj ještě zemřelo 6 pacientů (14%), pouze 2 pacienti vlivem léčby pentostatinem. 

Nižší počet výsledných kompletních odpovědí u této studie vzhledem k ostatním, je nejspíše 

způsoben závažnějším vývojem nemoci pacientů, rozsáhlým výskytem cytopenie a jinými 

chorobami (cirhóza jater, plicní infekce) a také skutečností, že více než polovina pacientů byla 

dříve léčena interferonem-α. Menší studie ze začátků vývoje DCF ukazují velmi pozitivní 

bilance kompletní odpovědi a délku remise pacientů. Avšak tomuto pozitivnímu výsledku 
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mohlo dopomoci menší množství léčených pacientů. Kraut a kol. (1986) došli k vynikajícím 

výsledkům také proto, že zkoumané osoby byly v průměru ve věku 53 let, v rozmezí 37 – 70 

let. Z 10 pacientů 9 projevilo v průměru po šesti léčebných cyklech kompletní odpověď. 2 

pacienti prodělali recidivu po 12 a 8 měsících. Celková pozitivní bilance přežití a senzitivity 

na léčbu jen potvrzuje již zmíněnou výhodu věku pod 55 let.   

 

 

Tab. 3: Přehled výsledků vybraných studií léčby pentostatinem.  

Autor  Počet osob  Odpověď  Recidiva  Předchozí léčba 

Dearden a kol. 

1999 

165 ÚR=135 

(82%)  

ČR=25 (15%) 

40 (24%) za 

71 měsíců 

 

INFα=115 

Splk=12 

Rafael a kol. 

2000 

78 ÚR=56 (72%) 

ČR=13 (16%) 

11 (14%) za 

29 měsíců 

INFα=22 splk.=6  

INFα+splk.=14 

CdA=1 

Ribeiro a kol. 

1999 

50 ÚR=22 (44%) 

dČR=18 

(36%) 

ČR=8 (16%) 

5 (10%) za 33 

měsíců 

INFα=32 

CdA=1 

splk.=13 

Kraut a kol. 

1986 

10 ÚR=9 (90%) 

 

2 (20%) za 12 

a 8 měsíců 

splk.=6 

chlorambucil nebo 

merkaptopurin=3 

 

Vysvětlivky: ÚR=úplná remise, ČR=částečná remise, dČR=dobrá částečná remise, MR=minimální remise, 

splk.=splenektomie, INFα=interferon α, CdA=kladribin. 

 

 

9.2.7 Nežádoucí účinky 

Pentostatin může prostřednictvím zvyšování hladiny dATP vykazovat toxicitu v orgánech 

těla. Nejčastěji působí na centrální nervovou soustavu, játra a ledviny. Vyvolává letargii, 
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zmatenost a záchvaty. Je dokázáno, že pokud se hladiny dATP a ATP vyrovnají, dojde 

k vymizení těchto obtíží (Grever a kol. 1981). Bylo zjištěno, že při podání vysokých dávek 

DCF (nad 4 mg/m2) může dojít ke vzniku podobných symptomů jako u SCID, tedy 

lymfopenie, atrofie thymu, mandlí a žlaz, abnormální funkce T a B lymfocytů (Murphy a kol. 

1984). K vážnému případu toxicity CNS došlo u 2 lymfoproliferativních pacientů (celkem 

10), kteří měli již před léčbou problémy s ledvinami. V moči se naměřila vysoká dávka 

vyloučeného deoxyadenosinu i adenosinu, který by se normálně vylučovat neměl. Došlo 

k akumulaci dATP a vyčerpání ATP v cirkulujících erytrocytech. To vedlo ke zvýšené 

hladině deoxyadenosinu v mozkomíšní tekutině. Tato toxicita měla vliv na pacienta v podobě 

progresivní letargie a změny chování, pozorované již po 2. týdnu léčby. Poruchy CNS ale 

bývají reverzibilní, pokud dojde k vyrovnání hladin ATP a dATP, dojde i k obnovení přenosu 

v mozku pomocí mediátoru, jehož složkou je právě adenosin (Grever a kol. 1981). To, že se 

dATP v těle neshromažďuje jen v periferní krvi, dokládá pitva 8 pacientů léčených DCF. 

V jejich slezině, ledvinách a játrech se našla ve srovnání se zdravými orgány jiných jedinců 

výrazně zvýšená hladina dATP (Grever a kol. 1981). S neutropenií související neutropenické 

horečnaté stavy se vyskytovaly často, u 5/78 pacientů si komplikace vyžádaly léčbu pomocí 

G-CSF. Také ve spojení s pentostatinem je obvyklá herpes infekce (2/78 pac. ; 2,5 %), či 

vyrážka (4/78; 5,1 %). Pravidelně se ve studiích objevují případy nevolností a zvracení (5/78; 

6,%) (Rafael a kol. 2000). Protože je léčba pentostatinem spojená s poměrně rychlým 

vymizením HC buněk z krve, může dojít ke krátkodobé anémii, trombocytopenii a 

neutropenii (Ribeiro a kol. 1999). Ke vzniku autoimunitní trombocytopenie nebo hemolytické 

anémie dochází u HCL jen vzácně, ale lze jej úspěšně vyléčit monoklonální protilátkou 

rituximabem (Hensel a Ho 2003). Celkem k infekčním komplikacím dochází u každé studie 

různě často, v rozmezí 0 – 50 % pacientů, zatímco k sekundárním malignancím u 2,5 – 20 % 

pacientů (Ribeiro a kol. 1999). U analýzy 350 pacientů se sek. malignita objevila u 26 (7,4 %) 

lidí, v průměru 7 let po léčbě pentostatinem. Zvýšení vzniku sekundárních malignancí bylo 

zaznamenáno, avšak není statisticky významné (0,83 O/E; P=0,7;95 % konfidenční interval) 

(Kurzrock a kol. 1997).  

9.2.8 Krevní obraz 

Na počátku léčby DCF dochází k výraznému poklesu lymfocytů, zvláště řady T, CD4 a CD8. 

Tento pokles často trvá po celou dobu léčby, naopak NK buňky jsou proti vlivu pentostatinu 

odolné. (Urba a kol. 1989). Pro HCL je charakteristický nález monocytopenie (Janckila a kol. 

1982). V americké studii bylo pozorováno, že u osmi silně monocytopenických pacientů 



27 

 

(méně než 100 monocytů/µl) došlo po léčbě k jejich zvýšení v periferní krvi na 250 – 1080 

monocytů/µl (Kraut a kol. 1986). Ve studii 18 léčených osob s refraktorními malignitami se u 

všech objevila lymfocytopenie. Když byl lék podáván v jednorázové dávce 0,1 mg/kg, již po 

48 hodinách došlo ke snížení lymfocytů cirkulujících v krvi o polovinu. Po té samé dávce, 

podávané ve větší intenzitě 5 po sobě jdoucích dní, došlo k redukci lymfocytů o 88% a 97%. 

Se zvyšováním dávky léku a intenzity podávání se lymfocytopenie u pacientů zvyšovala. Asi 

po 2 týdnech se počty lymfocytů vrátily do normální hladiny (Smyth a kol.). Hladina 

hemoglobinu po užití DCF v prvních 4 týdnech mírně klesla (o 10 g/l). Postupně však 

docházelo k opětovnému zvýšení, dokonce o 35% nad původní hladinu před léčbou do 16 

týdnů. Množství krevních destiček díky léčbě postupně rostlo, do 16 týdnů se hladina u 11/14 

pacientů vrátila do normálu. Absolutní počet eozinofilů a bazofilů se vlivem léčby příliš 

nemění (Bakul a kol. 1989). Ukázalo se, že deoxycoformycin též nemá vliv na hladinu krevní 

urey, alkalickou fosfatázu, alaninovou transaminázu, ani na hladiny bilirubinu. 

Nejvýraznějším vedlejším účinkem pentostatinu u studie 78 pacientů s HCL byla neutropenie 

a s tím související neutropenická horečka (22 pacientů, 28%) (Rafael a kol. 2000). Je také 

znám případ vzniku MDS (Myelodysplastický syndrom) v průběhu remise HCL právě po 

užití deoxycoformycinu. Došlo ke vzniku refraktorní anémie s prstencovými sideroblasty. 

Změny tvaru postihovaly erytroidní i granulocytární řadu, klesl počet neutrofilů. Příčinou 

může být dřívější podávání alkylačních činitelů, ale také vyšší věk pacienta (76 let) 

(Psiachou-Leonard a Bain, 1998).   

U všech 14 pacientů, kteří reagovali na léčbu úplnou remisí, klesl počet HC buněk 

v periferní krvi o 50 – 95 % do 1 týdne, k úplnému vymizení došlo po 12. týdnu léčby (Bakul 

a kol. 1989). 

9.2.9 Kostní dřeň 

Jak jsem již zmínila, kostní dřeň bývá často vlivem infiltrace HC buněk hypercelulární. Po 

léčbě DCF dochází v kostní dřeni k úbytku HC buněk pomaleji než v periferní krvi (po 24 

týdnech u 11/14 osob). To je způsobeno poklesem buněčnosti po léčbě z původních 65% na 

40%. Pokles stále pokračoval, v 56. týdnu po léčbě již činil 30 – 20%. Erytrocyty, 

granulocyty a megakaryocyty poté regenerovaly a po 16 týdnech se u 11/14 osob vrátily do 

normální hodnoty. Postupně dochází k normalizaci zvýšeného počtu retikulinu (>3+) u všech 

pacientů, kteří měli jeho hodnoty zvýšeny (na 1+ - 2+). Nebyly pozorovány žádné 

dysplastické změny v hematopoetických buňkách KD (Bakul a kol. 1989). 
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9.3  Fludarabin (FA) 
 

Fludarabin monofosfát je deoxyadenosinový analog, podobně jako kladribin. Mezi jeho 

alternativní názvy patří 9-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin 5′-monofosfát 2-fluoro-ara-

AMP, a NSC 312887. Původně byl vyroben Montgomerym a Hewsonem roku 1969. Již 

ukázal svou protinádorovou účinnost u chronické lymfatické leukémie (CLL) a jiných 

indolentních lymfomů. Používá se hlavně k léčbě CLL (57% reagujících pacientů) a 

vyznačuje se rychlým nástupem s minimální vedlejší toxicitou (Keating a kol. 1989). 

FA se komerčně vyrábí ve formě monofosfátu. Kvůli lepší a rychlejší prostupnosti přes 

membránu dochází k jeho defosforylaci, aby mohl být přenesen nukleosidovými přenašeči 

(Molina a kol. 2003). V buňce je potom přeměněn pomocí  dCK nebo dGK na trifosfát, který 

se stává aktivní metabolickou formou, schopnou cytotoxicity (Rodriquez a kol. 2002). Tu 

vykonává inkorporací do DNA řetězce. Bylo zjištěno, že funguje jako předčasný terminátor, 

94% fludarabinu bylo napojeno na 3´ konec DNA řetězce. Další možnost mechanismu je, že 

F-ARA soutěží o inkorporaci na A místa s dATP, čímž inhibuje DNA polymerázu (Huang a 

kol. 1990). FA-MP se na FA přemění do 5 minut během intravenózní infuze. Vrchol 

vnitrobuněčné hladiny fludarabinu byl pozorován asi 3 - 4 hodiny po dokončení infuze. FA-

MP je obvykle podáván v dávce 25 mg/m2/d v 30 minutových infuzích nebo injekcí 3 – 5 dní, 

opakování každých 3 – 5 týdnů (Adkins a kol. 1997). 

Asi vůbec první studii o účinku fludarabinu na HCL provedli v roce 1991 Kantarjian a kol. 

na třech pacientech. Jeden z nich měl již známou obtížně léčitelnou variantní formu HCL. 

Dva pacienti dosahli částečné odpovědi (druhý pacient a HCL-V) a třetí reagoval minimální 

odpovědí. Přesto se ukazuje, že další purinový derivát, již třetí v řadě, má výsledky v léčbě 

HCL. Pozitivní je také to, že fludarabin postrádá křížovou rezistenci k ostatním purinovým 

derivátům i k interferonu. Výsledky tohoto léku však nedosahují takové vysoké účinnosti jako 

v případě kladribinu a pentostatinu, množství klinických studií na pacientech HCL je proto 

velmi omezeno. 

 

V současné době se konají klinické zkoušky k ověření tří nových purinových derivátů: 

clofarabin, forodesin a nelarabin. Užitečnost ukázaly hlavně proti T-lymfoproliferativním 

onemocněním, avšak už existuje několik studií s pozitivními výsledky proti B-buněčné řadě. 
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9.4  Minimální reziduální nemoc po léčbě purinovými deriváty 

 
Wheaton a kol. (1996) publikovali studii 39 HCL nemocných léčených pomocí kladribinu. 

Všichni dosáhli kompletní remise. Tři měsíce po léčbě se z biopsie kostní dřeně 

imunohistochemickými metodami zjistila MRN u 5/39 pacientů (13%). 40% MRN 

pozitivních pacientů bylo po třech měsících postiženo recidivou nemoci. Naopak z pacientů, 

kteří měli MRN negativní, recidivovalo 7%. Výsledky tedy mohou být důkazem, že průkaz 

MRN v kostní dřeni může předpovídat návrat nemoci. 

Ve studii od Tallmana a kol. (1999) bylo zahrnuto 66 pacientů léčených pentostatinem 

nebo kladribinem. Ukázal se statistický rozdíl v časovém rozmezí od vyšetření MRN po první 

známky relapsu mezi MRN+  a MRN- pacientů. V remisi se po dobu 4 let u MRN+ pacientů 

udrželo 55%, u MRN- potom 88 %. Pro srovnání účinnosi obou léků byl výskyt MRN u 

kladribinu 13% (5/39), u pentostatinu 26% (7/27). Opět se v této studii potvrzuje, že MRN má 

vliv na návrat nemoci (50% z MRN+, 6% z MRN-). 

10. Nové léčebné metody 
 

Asi 10% pacientů je primárně rezistentních k purinovým derivátům. U jiných se může 

vyvinout získaná rezistence v pozdějším stádiu nemoci. Rezistence k purinovým derivátům 

většinou znamená i rezistenci k IFN-α. Pro tyto pacienty je vhodné zavést léčbu 

s monoklonálními protilátkami či rekombinantními imunotoxiny. Přinášejí pozitivní výsledky 

až u 30% nemocných (Hagberg a kol. 2001). Také hrozbu minimální reziduální nemoci, která 

se dříve či později objeví téměř u všech léčených pacientů HCL v podobě recidivy, je možné 

až na 94% vymýtit.  

10. 1 Rituximab (C2B8) 

Z monoklonálních protilátek je nejlépe studovaná v oblasti HCL. Rituximab je chimérický 

imunoglobulin G1, monoklonální protilátka, zaměřená na antigen CD20. Ten je exprimován 

na většině B-maligních buňkách leukémií a lymfomů (Reff a kol. 1994). Tato protilátka se 

váže na Clq složku, což je protein, který spojuje Fc oblast imunoglobulinu se systémem 

komplementu (Emanuel a kol. 1982). Clq se spojuje s rituximabem díky afinitě 

k imunoglobulinu G. Tento výsledný komplement je podmínkou pro účinek léku, tedy rozpad 

rozpoznané buňky vyvoláním apoptózy (Reff a kol. 1994). 
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Studie od Thomas a kol. (2003) prokázala účinek u recidivujících i primárně rezistenrních 

pacientů HCL po užití purinových derivátů. Rituximab dostávalo 15 pacientů 375 mg/m2 

týdně po dobu 8 týdnů. Celková úspěšnost citlivosti na lék byla 80%. 8 pacientů mělo ÚR 

(53%), 2 dosáhli ÚR s doloženou MRN a 13% mělo PR. 5/12 pacientů utrpělo progresi 

nemoci. Cervetti a kol. (2004) zjišťovali účinek rituximabu na deseti pacientech po léčbě 

kladribinem. Všichni měli prokázanou MRN. Po čtyřech dávkách rituximabu byla u všech 

úplná hematologická remise, molekulární (vyšetřená pomocí PCR) se zvýšila. U všech kromě   

jednoho pacienta, došlo k významné redukci MRN. Toxicita je minimální, vyskytl se případ 

eozinofilie po ukončení léčby (Else a kol. 2007). 

10. 2 BL22  

HC buňky též silně vyjadřují CD22. Protilátkou k této adhezní molekule je rekombinantní 

imunotoxin BL22 složený z variabilní oblasti (Fv) s protilátkou k CD22 (RFB4), připojené 

k části exotoxinu z Pseudomonas PE38. 11/16 pacientů po této látce získá ÚR v rozsahu 1 – 9 

cyklů léčby v různých dávkách. 2 pacienti měli ČR a 1 pacient  MR. MRN byla detekována 

poze u 1 pacienta. Avšak 3 pacienti měli vážné toxické problémy, spojené s vyšší podávanou 

dávkou (Kreitman a kol. 2001). 

10. 3 LMB-2 

Je to další rekombinantní imunotoxin, zaměřený proti buňkám vyjadřujícím CD25. Je 

vytvořen sloučením Fv části z anti-Tac (anti-CD25) protilátky s 38 kD Pseudomonas 

exotoxinu A v bakterii Escherichia coli. Má vůči HCL slibné výsledky, avšak vyzkoušen byl 

jen na omezeném počtu pacientů. Nelze ho použít pro HCL variantní, jelikož její buňky CD25 

neexprimují. První fáze testování proběhla v roce 1996. Následně se podrobili léčbě 4 pacienti 

po předchozí léčbě purinovými deriváty. Po 1 – 2 cyklech léčby se u tří dostavila ČR a u 

jednoho ÚR. Počet cirkulujících HC buněk se podařilo snížit o 99% (Kreitman a kol. 1999).  

11. Srovnání účinku purinových derivátů s ostatními léčebnými metodami 
 

V tabulce 4 je souhrn úspěšnosti jednotlivých léků, které se v současnosti proti 

vlasatobuněčné leukémii používají. Splenektomie má vysokou účinnost v periferním krevním 

obraze, ale na kostní dřeň a krevní destičky působí minimálně. 30% pacientů se neobejde bez 

další léčby. IFN-α  kvůli intentenzivnímu dávkování díky nízké perzistenci vyvolává toxické 

problémy. Purinové deriváty mají vysokou stabilní účinnost s dlouhotrvající remisí, ve 
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srovnání s ostatními léky. Pentostatin se zdá být šetrnější vzhledem k následným infekčním 

problémům díky nevyhnutelné imunosupresi. Oba silně působí i na buňky v kostní dřeni, 

avšak stále je vysoké riziko MRN s reziduálními buňkami do 5%. V 90. letech nastal rozvoj 

monoklonálních protilátek, které výrazně snižují procento reziduálních buněk v kostní dřeni, 

navíc fungují i v případech, kde purinové deriváty selhaly. BL22 je slibná protilátka, stále 

ještě málo klinicky prozkoušená. Její výjimečnost ale dokládá skutečnost, že dokázala jako 

jediný lék vyvolat u HCL variantní úplnou remisi.  

 

Tab. 4: Souhrn nejvýznamnějších léčebných metod HCL. 

Autor Léčba Počet osob Účinnost Odpověď Recidiva 

Golomb a 

kol. (1983) 

splenektomie 65 100% ÚR=27 

(41,5%) 

ČR=38 

(58,5%) 

21(32%) 

úmrtí bez 

další léčby 

Quesada a 

kol. (1986) 

interferon-α 30 87% ÚR=9 (30%) 

ČR=17 

(57%) 

10 (33%) za 

3-10 měs. 

Robak a kol. 

(1999)  

kladribin 103 96% CR=75 

(77%) 

PR=18 

(19%) 

20 (22%) 

za 37 měs. 

Dearden a 

kol. (1999) 

pentostatin 165 97 % ÚR=135 

(82%)  

ČR=25 

(15%) 

40 (24%) za 

71 měsíců 

 

Thomas a 

kol. (2003) 

rituximab 15 80% ÚR=10 

(67%)   

ČR=2 (13%) 

5 (33%) za 

20 měs. 

Kreitman a 

kol. (2001) 

BL22 16 88% ÚR=11 

(69%)   

ČR=2 (13%) 

MR=1 (6%) 

3 (19%) za   

9 měs. 
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12. Diskuze 
 

Z výsledků zde uvedených studií vyplývá, že nejúčinnější léčbou HCL jsou v současnosti 

kladribin, pentostatin  a stále ještě interferon-α, díky dlouhotrvající remisi. Právě díky 

purinovým derivátům se stala tato nemoc dobře léčitelnou s dlouhodobým přežíváním a bez 

příznaků choroby. V krátkosti zmíněný fludarabin je široce používán proti CLL, ale u HCL 

zatím nedokázal vyvolat úplnou rezistenci. Navíc první studie, která se tímto novým 

purinovým purinovým derivátem zabývala, se datuje do roku 1991. To je období rozkvětu 

monoklonálních protilátek, které mají mnohem příznivější účinky a tím pádem příznivější 

počet věnovaných klinických studií. 

Kladribin a pentostatin, kteří jsou hlavním tématem této rešerše, produkují nejvíce úplných 

remisí. Kladribinu je věnováno více klinických studií, hlavně kvůli různorodému dávkování a 

možností vpravení do těla. Protože k dosažení usmrcení maximálního počtu buněk je potřeba 

prodloužená inkubace CdA s lymfocyty, nejúčinnější se ukázal v podání kontinuální infuzí po 

dobu 7 dní (tabulka 1). Ale nepřetržité působení tohoto cytotoxinu se bohužel projevuje i 

oslabením imunity jedince a výskytem infekčních onemocnění, zvláště závažné mohou být 

kožní vyrážky difúzního charakteru. DCF infekce způsobuje také, ale v menším měřítku, 

protože je podáván delší dobu a v dlouhých intervalech. Právě infekce jako vedlejší efekt 

účinku léčby lymfoproliferativních onemocnění, je nejdiskutovanějším problémem. Má 

významný vliv na vývoj léčby. Pokud člověk trpí jakoukoliv infekcí ještě před léčbou, je 

účinnost purinového derivátu významně snížena. Správně by do skupiny léčených pacientů 

měl být přijat jen ten pacient, který má v pořádku hladinu neutrofilů v krvi. V mnohých 

studiích tomu ale tak není, protože počet nemocných s HCL je omezený.  Proto například zde 

u DCF, vychází lék ve většině studií jako méně účinný než kladribin. Avšak z několika studií, 

které jsem bohužel neměla k dispozici, vyplývá vysoká, dokonce vyšší účinnost DCF než u 

CdA, díky dříve neléčeným pacientům s absencí infekčních problémů. Stav pacienta přímo 

koreluje s počtem předchozí neúspěšné léčby. Průměr počtu již dříve léčených pacientů 

z uvedených studií toto tvrzení dokládá: u kladribinu 54% pacientů, u pentostatinu 72%. 

Účinnost léčby se součtem všech odpovědí vychází 96% u CdA a 93% u DCF. Trvání remise 

ale vychází u obou léků srovnatelně. Studie od Dearden a kol. (1999) však uvedla, že 

k recidivě dojde podstatně rychleji po kladribinu (45 měsíců) než po pentostatinu (71 měsíců). 

Zvýšení výskytu sekundární malignance vlivem léčby nebylo v případě DCF v žádné studii 

signifikantně dokázáno. U CdA byla incidence sek. malignance průkazná ve studii od Saven a 
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kol. (1998). 8% pacientů z 358 bylo postiženo různými nádorovými onemocněními, ale pouze 

jeden postižením hematopoézy (viz. tabulka 2). Nejpočetněji se vyskytovaly adenomy, 

konkrétně adenom prostaty.  

Minimální reziduální nemoc vzniká při zjištění méně než 5% maligních buněk v kostní 

dřeni v úplné remisi. Po rozvoji takových citlivých metod, jako je například PCR, se zjistil 

jeho hojný výskyt i po zaléčení purinovými deriváty. Ve studii od Tallmann a kol. (1999) bylo 

procento výskytu MRN vyšší u pentostatinu: 26%, kladribin: 13 %. Také se potvrdilo, že 

MRN může předpovídat recidivu nemoci: 50% pacientů s MRN+, 6% s MRN-.  

Kromě celkového stavu pacienta bez probíhající infekce, je dalším důležitým 

prognostickým faktorem pro úplnou remisi věk. Podle dlouhodobé studie Flinn a kol. (2000) 

mají vyšší pravděpodobnost úspěšné léčby pacienti nad 55 let. 

Purinové deriváty mají velmi vysokou účinnost proti HCL ve srovnání se staršími i těmi 

novějšími metodami, jak je zřejmé z tabulky 4. Podle nejvýznamnějších studií je počet 

respondentů pro kladribin 96% (Robak a kol. 1999) a pro pentostatin 97% (Dearden a kol. 

1999). Kvalitu odpovědi také ovlivňuje prodělaná splenektomie, díky níž jsou vyšší poměry 

ÚR při léčbě purinovými deriváty. Negativní stránka operace je vyšší riziko výskytu infekce. 

Poměry recidivy za 5 a 10 let u DCF byly 24% a 42%, u CdA 33% a 48%. Procento dožití se 

10 let bylo 96% u DCF a 100% u CdA skupiny (Else a kol. 2005). Studie Grever a kol. (1995) 

přímo porovnala účinnost interferonu-α a pentostatinu u dříve neléčených pacientů. Úplnou 

rezistenci získalo jen 11% pacientů léčených IFN-α, po pentostatinu mělo ÚR 76%. Ukázalo 

se také delší trvání remise po pentostatinu, avšak vyšší výskyt myelosuprese.   

Ačkoliv jsou purinové deriváty vysoce účinné, 10 – 20% pacientů zůstává stále odolných 

vůči léčbě. Možnosti léčení pro odolné či stále recidivující pacienty ještě nebyly úplně 

vyřešeny.  Nejčastěji se používá opětovné přeléčení purinovými deriváty s dobrou účinností. 

Saven a kol. (1998) uvedli výsledky přeléčení po první recidivě po CdA. 62% dostalo úplnou 

remisi a 26% částečnou remisi. Nicméně poměry ÚR se po každém cyklu snižují a trvání 

remise je kratší. Přeléčení interferonem není příliš účinné, pacient často umírá na progresi 

nemoci (Tallman a kol. 1996). Poslední dobou se ale stále častěji používaná kombinovaná 

léčba purinového derivátu s monoklonální protilátkou rituximabem. Výsledky jsou vynikající. 

Z 8 pacientů odolných k léčbě HCL, mělo po této kombinaci léků 7 úplnou remisi a 1 remisi 

částečnou. Navíc u žádného z nich nebyla zjištěna MRN (Else a kol. 2007). Rituximab byl 

první vlaštovkou ve výzkumu protilátek k léčbě HCL. Jeho účinnost podnítila další výzkumy, 
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objevila se účinnost i u dalších protilátek BL22 a LMB-2. Jejich hlavní výhodou je přítomnost 

minimálních vedlejších účinků a redukce MRN. Poměry úplných rezistencí nedosahují takové 

výše jako u purinových derivátů, což může být způsobeno pokročilou nemocí s rozsáhlým 

nálezem v kostní dřeni. Výhodnou vlastností LMB-2 je, že nezpůsobuje  hematopoetickou 

toxicitu. Mohl by tedy pomoci pacientům s již špatným stavem kostní dřeně.  BL22, reagující 

na antigen CD22, ukázal klinickou aktivitu i vůči silně odolné variantní HCL, která postrádá 

CD25. Jako první dokázal vyvolat úplnou remisi. 

Podle získaných výsledků účinku jednotlivých léků by počátečním lékem na začátku 

nemoci měl být pentostatin, kvůli dlouhodobé remisi. U recidivujících pacientů bych použila 

kombinaci rituximabu a kladribinu. 
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13. Závěr 
 

V porovnání výsledkú úplné rezistence a celkové reakce na léčbu s ostatními léky, jsou 

jednoznačně nejvhodnější volbou purinové deriváty. Poskytují nejdelší rezistenci, dokonce i 

nad 15 let bez recidivy. Díky těmto látkám se Vlasatobuněčná leukémie stala jednou z nejlépe 

léčitelných lymfoproliferativních chorob. Vidím slibnou budoucnost i v rekombinantních 

protilátkách, které se v současné době klinicky testují a jejich optimální dávkování ještě není 

ověřeno. V jejich kombinaci s purinovými deriváty dochází k eliminaci nepříznivých účinků, 

jako je infekce vlivem myelosuprese a snížení MRN, která je významným spouštěčem 

recidivy.  
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14. Seznam použitých zkratek 

ADA – adenosin deamináza 

APAF-1 (AIF) – apoptotický proteázový aktivační faktor 

ATP – adenosin trifosfát  

CD −  povrchový znak (cluster of differentiation) 

2- CdA – 2-chlorodeoxyadenosin (kladribin) 

2-CdA TP – 2-chlorodeoxyadenosin trifosfát 

CLL – chronická lymfatická leukémie 

ČR – částečná remise 

dATP – deoxyadenosin trifosfát 

dCK – deoxycytidin kináza 

dGK – deoxyguanosin kináza 

DCF – deoxycoformycin (pentostatin) 

dČR – dobrá částečná odpověď 

DNAP – DNA polymeráza 

FUO – kultivačně negativní horečka 

G-CSF − faktor stimulujicí proliferaci granulocytů 

HCL – vlasatobuněčná leukémie 

HCL-V – variantní vlasatobuněčná leukémie 

HC − hairy cell (vlasatá buňka) 

HLA-DR − hlavní histokompatibilní komplex 

Ig − imunoglobulin 

IFN-α – interferon-α 



37 

 

KD – kostní dřeň 

MR – minimální remise 

MRN – minimální reziduální nemoc 

NAD – nikotinamid adenin dinukleotid 

NK buňky – natural killer buňky  

PARP – polymeráza poly ADP-ribózy 

PCR −  polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

RR – ribonukleotid reduktáza 

SAHM – 5-adenosylhomocystein hydroláza 

TRAP – tartát rezistentní kyselá fosfatáza 

SCID – severe combined imunodeficiency  

ÚR – úplná remise 
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