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Kladribin pfedstavuje novou moznost lé¢by roztrousené sklerézy (RS). Mechanizmus Ucinku je odvozen od pozorovani deficitu
enzymu adenosin deamindzy u tézkého kombinovaného imunodeficitu. Kladribin plsobi netplnou depleci aktivovanych i kli-
dovych T-i B- lymfocytl s repopulaci, kterd vytvaii dlouhodobou zménu funkce imunitniho systému véetné zmény cytokinové
produkce. Pokud efekt této indukeni terapie srovname s alemtuzumabem, pozorujeme rozdil v repopulaci B-lymfocytd, které
se u pacientl lé¢enych kladribinem nedostavaji nad pivodni hodnoty jako u alemtuzumabu. To mize vysvétlit nepfitomnost
sekundarnich autoimunit.
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Cladribine - mechanism of action

Cladribine represents a novel possibility of multiple sclerosis treatment. Mechanism of action is derived from observation of adenosin
deaminase deficiency in severe combined immunodeficit. Cladribin exerts incomplete depletion of both activated and resting
T- and B- lymphocytes, with repopulation which induces long-term shift inimmune system function including change in cytokine
production. When this effect is compared with alemtuzumab we observe difference in repopulation of B lymphocytes which do
not jump above baseline values in patients treated with cladribine. This may explain no occurence of secondary autoimmunities.
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Historie

Ernest Beutler a Dennis A. Carson studova-
li deficit enzymu adenosin deaminazy (ADA)
u autosomalné recesivni metabolické poruchy
odpovédné za 15% tézkych kombinovanych
imunodeficitd s vyskytem <1 na 100000 zivé
narozenych jedincu.

ADA je klicovy enzym purinového metabo-
lizmu, u ¢lovéka mé primarni funkci pfi vyvoji
a udrzovani imunitniho systému. Chybéni ADA
vede ke kumulaci deoxyadenosinu (dA), coz
jednak inhibuje ribonukleotid reduktazu a zne-
moznuje syntézu DNA, a jednak vede ke zvyseni
S-adenosylhomocysteinu (pfimy prekurzor ho-
mocysteinu). Obé substance jsou toxické pro
nezralé lymfocyty. Vyvijejici se lymfocyty jsou
jedny z mitoticky nejaktivnéjsich bunék, proto
jsou na tuto situaci velmi citlivé.

Beutler a Carson si uvédomili, ze Iék, ktery
by inhiboval ADA, by mohl byt vyhodny pro
lécbu lymfom(. Carson syntetizoval kladribin,
ktery se pak testoval v 80. letech 20. stoleti ve
Scrippsové Vyzkumném Institutu v Kalifornii
a ved| k témér 90% remisi u pacientt s leukemif
z vlasatych bunék, proto byl FDA registrovan pro
toto onemocnén{ v r. 1993 jako orphan drug.
Beutler, ktery mél sestru nemocnou roztrou-
Senou sklerézou (RS), zacal spolu se zkusenym
neurologem Jackem C. Sipem, pfednostou neu-
rologie Scripps Clinic téhoZ institutu, zkouset
kladribin pro jeho imunosupresivni icinky u RS.
V roce 1994 byly publikovany pozitivni vysledky
u chronicko-progresivni RS (Sipe et al,, 1994;
Beutler et al,, 1996), v roce 1997 byla podana
zadost o registraci FDA, ta vsak doporucila za-
dost stédhnout pro nedostatek dat. Slo o ro¢ni

dvojité slepou studii u 48 pacientl s intravendz-
nim kladribinem v porovnani s placebem. Byly
zde i varovné nezadouci Ucinky: u Ctyf pacientd
anémie, u jedné pacientky drefiovy Utlum, ktery
se do Sesti mésicd upravil, a nékolik pacientd
mélo trombocytopénii.

O testovani ordIni formy kladribinu u RS se
uvazovalo od r. 2000.

Mechanizmus ucinku na
molekularni drovni

Kladribin je analogem purinového nukleo-
sidu dA, je jeho antimetabolitem a lisi se pfida-
nim jednoho atomu chloru na purinovy kruh
(obrédzek 1). To kladribin ¢inf rezistentnim vaci
hlavnimu degradacnimu enzymu — ADA a pro-
dluzuje dobu jeho setrvani v intracelularnim

prostoru.
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Obr. 1. Molekula deoxyadenosinu a kladribinu Qbr. 2. Vyvoj celkového poctu leukocytd, netrofilii a trombocytd i pacientti na placebu a perordinim

kladribinu 3,5 mg/kg (upraveno podle Giovannoni et al, 2010; Baker et al,, 2017)
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tivni trifosfatovou formu, 2 chlorodeoxyade-
nosin trifosfat (Cd ATP), specifickymi kindzami Doba vmésicich
(pfedevsim deoxycitidinkindzou, DCK). Této
fosforylace je zvlast Ucinné dosazeno v lymfo-
cytech v disledku jejich konstitucné vysoké
hladiny deoxycytidinkindzy (DCK) a relativné
nizké hladiny fosfatazy 5' nukleotiddzy (5'NT),
kterd Cd ATP inaktivuje. Vysoky pomér DCK
ku 5'NT preferuje akumulaci Cd ATP, coz ¢i-
ni lymfocyty zvlasté nachylnymi k bunécné
smrti.V dUsledku nizsiho poméru DCK/5'NT

Stfedni pocet neutrofilti x 1071

jsou dalsi bunky odvozené z kostni diené 15|
méné postizené nez lymfocyty. DCK je en-
zym odpovédny za miru konverze proléciva 10+
kladribinu na jeho aktivni trifosfatovou formu, 05 _|
coz vede k selektivni depleci délicich se a ne- 0 : : : : : : : : —
délicich se lymfocytd (Leist et Weissert, 2011). 0 3 6 9 -~ 15 18 71 % LA
B Vdeélicich se bunkich Cd-ATP inhibuje ribo-
nukleotid reduktazu, enzym, ktery katalyzuje Doba v mésicich
tvorbu deoxyribonukleotidd z ribonukleotidd.
Deoxyribonukleotidy jsou pak pouZity k syn- 300 o
téze vlastni DNA. Dale Cd-ATP inhibuje enzym
DNA polymerézu, kterd katalyzuje polymeraci 3 250
fetézce DNA. Cd-ATP soutéZ{ s deoxyadenosin X
trifosfatem o inkorporaci do DNA. % 500
m U klidovych lymfocytl Cd-ATP poskozuje =
mitochondridini membranu depleci ATP, % 150 _
takze Cytochrom C unikd do cytoplazmy. é
Cd-ATP maze také zpUsobit apoptdzu zavis- § 100
lou a nezdvislou na kaspdaze prostfednictvim =
uvolnéni cytochromu C a faktoru indukuji- 50
ciho apoptézu do cytosolu nedélicich se
bunék (Sigal et al.,, 2010). 0 | | | | | | | | —
0 3 6 9 12 15 18 21 24 LA
Tyto procesy vedou k redukci poctu autoa-
gresivnich T- a B-lymfocytu. Doba v mesicich
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Obr. 3. Vyvoj celkového poctu lymfocytd u pacientd: lécenych dévkou perordiniho kladribinu 3,5mg/ VIV na bufiky imunity vrozené — monocyty,

kg v prvnich dvou letech studie CLARITY (fialové) a béhem navazujiciho dlouhodobého sledovdni bez
dalsiho poddni kladribinu (zelend) (upraveno podle Soelberg-Sarensen et al., 2016)
3.0

neutrofily, NK bunky a trombocyty (obrdzek 2),
coz umoznuje zachovani funkce imunitniho
systému (Giovannoni et al., 2010; Rieckmann
etal., 2009).

25 U vétsiny jednotlivych imunitnich bu-
§ nek zavisi uroven jejich deplece na davce.
z 20 Doporucena davka peroralniho kladribinu
:é) v [é¢bé RS je celkové 3,5 mg/kg télesné hmot-
_§ 15 nosti rozdéleno do dvou pulzl podanych za-
§ ¢atkem prvniho a druhého roku lécby. Jeden
? 10 pulz predstavuje deset dni podavani kladribinu
g v jedné dennf dévce, a to prvnich pét dni prv-

05 niho mésice a prvnich pét dni druhého mésice

|[écebného roku.

Z elementl bflé krevni fady doslo podle

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 ocekavani k nejvyraznéjsi depleci u lymfocytd.

Doba v tydnech Jejich celkovy pocet byl vyznamné snizen po

. | lovi sledny i
Obr. 4. Vyvoj poctu CD19+ B-lymfocyt( u pacientd lécenych ddvkou perordiniho kladribinu 3,5 mg/ prvnim puiz na poiovints nasiednym mirnym
kg v prvnich dvou letech studie CLARITY a béhem navazujiciho dlouhodobého sledovdni bez dalsiho
poddni kladribinu (upraveno podle Baker et al,, 2017 a doplnéno o Udaje z MSGAN, Multiple Sclerosis

obnovenim a opétovnym vyraznym poklesem
pfi podani dalsiho pulzu (obrazek 3)
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g 00 dolnf hranice normy zich normy). To je dllezité pro pochopenf
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Méné vyrazny pokles — cca 0 45% v prv-
Obr. 5. Vyvoj poctu CD4+ T-lymfocytd u pacientt lécenych ddvkou perordiniho kladribinu 3,5 mg/
kg v prvnim dvou letech studie CLARITY a béhem navazujiciho dlouhodobého sledovdni bez dalsiho

poddni kladribinu (upraveno podle Baker et al.,, 2017 a doplnéno o udaje z MSGAN, Multiple Sclerosis
Global Adviser Network)

nim a 0 60% ve druhém roce — byl pozorovan
u pomocnych CD4+ T-lymfocytd. Jejich pocet
se po roce upravuje k dolni hranici normy a je
opét snizen druhym pulzem. Prdmérné pocty

~ placebo viak neklesaji pod 300 bunék/ul v prvnim roce
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a pod 200 bunék/ul ve druhém roce, v tydnu 96
jsou okolo 300 bunék/pl (obrazek 5).
Obdobn3, aviak jesté méné vyraznd deplece

occa 30% a40% v prvnim, resp. ve druhém

= - dolni hranice normy roce byla popsanai pro supresorové/cytotoxické

Stfedni pocet CD4+ T lymfocyttl x 10%/I

:88 CD8+ T-lymfocyty.
200 Je vsak nutno zddraznit, Ze mira snizeni po-
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 ¢tu lymfocytl nekoreluje s eventudinim vysky-
Doba v tydnech tem relapsu.

Efekt na bunky
imunitniho systému

Vyznamny pokles celkového poctu leu-
kocytl po podénf kazdého pulzu kladribinu

www.neurologiepropraxi.cz

pretrvavé po celou dobu lé¢ebného roku.
Kladribin zpUsobuje pfednostni depleci lym-
focytl, tedy hlavni bunécné slozky ziskané
imunity, a ma minimalnf a pouze pfechodny

Vliv na cytokiny

Kratkd expozice mononuklearnich bunék
periferni krve kladribinu nevedla ke ztraté schop-
nosti proliferace prezivsich bunék in vitro. Byla
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viak zjisténa pretrvavajici zména cytokinové
produkce se zvysenym uvolrovanim interleu-
kinu4 a5 alehce iinterleukinu 10. Zda se tedy,
7e dochézi k dlouhodobému posunu smérem
k protizanétlivému profilu cytokinové produkce,
coz mUze byt zodpovédné za ¢ast imunomo-
dula¢niho efektu kladribinu u RS (Korsen et al,,
2015).

Kladribin dale redukuje sekreci prozanétli-
vych cytokin a chemokint mysimi i lidskymi
dendritickymi burikami a moduluje expresi akti-
vacnich markert CD86 a MHC 1. Ve stejné studii
kladribin ved| k omezen{ indukce T-bunék pro-
dukujicich IFN gama a TNF alfa a naopak zvyseni
indukce T-bunék produkujicich interleukin 10
(Kraus et al., 2014).

Vjedné z prvnich studii u chronicko-prog-
resivni RS byl zjistén 20% pokles mnozstvi 112
v séru pacientl po podani kladribinu (Janiec,
Wajgt et Kondera-Anasz, 2001).

Po kladribinu klesajf cirkulujici hladiny che-
mokinl typu RANTES (Regulated on Activation,
Normal T Cell Expressed and Secreted) v séru
iv likvoru, zatimco prozanétlivy chemokin IL-
8 klesd pouze v likvoru (Bartosik-Psujek et al,,
2004).

Kapacita migrovat byla kladribinem snizena
u monocytld (CD14+) i CD4 a CD8 lymfocytl
periferni krve pacientd s RS i zdravych darcd.
Jednou z aktivit kladribinu proto mdze byt ome-
zen{ migrace téchto bunék do CNS a po CNS
(Kopadze et al,, 2009).
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Predpokladany efekt kladribinu
u roztrousené sklerézy

V patogenezi RS byly dlouhd léta zdtrazno-
vany predevsim T-lymfocyty, az posledni vyzkum
a klinické studie ukazaly pfinejmensim rovno-
cenny vyznam B-lymfocytl nejen pro diagnos-
tiku, ale pro vyvoj a udrzovani nemoci. Je proto
s vyhodou potlacit efektorové T- i B-lymfocyty.
Kladribin ukazal schopnost pdsobit na obé tyto
populace s vyvazenou repopulaci. Tento efekt
dvou pulzi ve dvou letech je dlouhodoby, je
viak tfeba delSich zkusenosti a sbéru dalsich dat,
abychom si ovéfili, kdy se aktivita nemoci mize
objevit znovu. Vlivem na patogenni populace
lymfocytd vede kladribin k omezeni klinické i MR
zanétlivé aktivity, coz je logicky pfelozeno ido
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po Sesti mésicich 1écby a koreluje s oddalenim
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Indukéni lécba roztrousené
sklerézy - kladribin
a alemtuzumab

Masivni deplece lymfocytd nutna pfi 1écbé
hematopoetickymi kmenovymi burikami vede
k omezenf aktivity RS, coZ je jasnym ddkazem to-
ho, Ze RS je zpUsobena aberantnim chovanim
imunitniho systému. Léky, které maji schopnost
dlouhodobé zmeénit nastaveniimunitniho systému
pomoci nékolika indukénich pulzd, jsou alemtuzu-
mab a kladribin. Pokusime-li se srovnat vliv téchto
lékd na jednotlivé subpopulace lymfocytl, dojde-
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me k zajimavym vysledkdm. Alemtuzumab vede
krychlé a masivni depleci cirkulujicich lymfocytd
T iB. Rychlost je odpovédna za nezadouc Ucin-
ky spojené s infuzemi. Kromé rychlosti poklesu
poctu lymfocytl je dalsi rozdil oproti kladribinu
ivrychlosti repopulace jednotlivych subpo-
pulaci. Alemtuzumab vede k rychlé repopulaci
B-lymfocytd, které se jiz od 6. mésice Splhaji nad
pocty plvodni, zatimco kladribin zpGsobuije trvaly
pokles B-lymfocytd, které se ani po prvnim ani po
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kterd jsou viechna zprostfedkovana prave protilat-
kami (Baker et al, 2017). U 1é¢by kladribinem nebyly

sekundarnf autoimunity pozorovany.

Zaver

Kladribin pfindsi daldf moznost écby RS.
Svym unikdtnim mechanizmem Uc&inku vede
k dlouhodobé zméné nastaveni abnormal-
né fungujictho imunitnfho systému u RS, a to
v oblasti T- i B-lymfocytd. Imunologicky efekt
se v klinickych studiich napf. projevil vlivem na
relapsy, oddalenfinvalidity, MR parametry i kon-
cept NEDA vcetné oddélenti atrofie mozkové tka-
né. Pfi zavadéni této lécby bude nezbytny sbér
dlouhodobych dat, kterd ukazi misto kladribinu
v nasem lécebném armamentariu.
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