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Souhrn: Vychodiska: Methothrexat je jednim z nejvice pouZivanych cytostatik v détské onkologii. Rozpéti terapeuticky pou-
Zivanych davek je ve srovndni s jinymi cytostatiky neobvykle Siroké. Navzdory dlouhodobému pouZivani MTX je dosud v kli-
nické praxi mnoho empirie a nejasnosti. Typ studie a soubor: Autofi shrnuli sou¢asné poznatky o metabolismu MXT a pokusi-
li se zhodnotit moZnosti predikce klinické efektivity i toxicity. Uvadéji kazuistiku neocekavané a klinicky velmi zavazné CNS
toxicity, kterd se objevila v souvislosti s poddnim MTX. Metody a vysledky: Na Oddéleni détské onkologie FN Brno je lé¢en
devitilety chlapec s akutni hybridni, bcr-abl govzitivni leukémii dle protokolu ALL-BFM 95 pro vysoké riziko. Jeho soucasti je
iblok high-dose methotrexatu v ddvce 5 g/m=. Ctvrty den prvniho bloku se objevila vysoce zdvaZna neurotoxicita, kfece s kvan-
titativni poruchou védomi (Glasgow coma scale 5) vyZadujici resuscitacni péci s umélou plicni ventilaci v délce 30 hodin. Pokles
hladin MTX v séru byl vyznamné prodlouZen. Zdvery: Neocekavana, a7 Zivot ohroZujici toxicita se nevyhyba ani dlouhodobé
spésné pouZivanym cytostatikiim. U preparatt v klinické onkologii dosud nepostradatelnych, by bylo potfebné mit k dispozi-
ci spolehlivéjsi metodické nastroje, které predikuji pfipadny — a potencialné fatilni — nezadouci efekt poddvané terapie.

Summary: Background: Methotrexate is one of the most frequently used cytotoxic drugs in pediatric oncology. Its dosing
range used in the clinic is unusually broad comparing with other commonly used anticancer drugs. Despite the longterm use
of methotrexate in treatment of selected malignancies, its clinical use is still covered with a lot of empirics and its dosage and
metabolism poorly substantiated by relevant subject-oriented data. Type of study and cohort: Current knowledge on
methotrexate metabolism was reviewed and potential of efficacy and toxicity prediction outlined. A case report of unexpected
and clinically serious CNS toxicity that followed administration of high-dose methotrexate is presented. Methods and results:
A nine year old boy is treated for acute hybrid bcr-abl positive leukemia using using the protocol ALL-BFM95 containing
ablock of 5 g.m 2 high-dose methotrexate. On the fourth day of the first block an episode of severe neurotoxicity occurred with
convulsions and deep coma (Glasgow grade 5) requiring emergent resuscitation care with artificial ventilation for a period of
30 hours. We observed a markedly prolonged decrease of plasma methotrexate levels. Conclusions: Unexpected and
sometimes life-threatening toxicity is a complication of treatment of even those anticancer drugs with proven efficacy record.
For such drugs as of yet indispensable in clinical oncology, it is important to concentrate effort to devise methods capable of
predicting potential and possibly fatal therapy-related side effect.

Uvod

Methotrexat (MTX) je v détské onkologii jednim z nejvice pou-
Zivanych cytotoxickych 1é¢iv. Jeho klinicky efekt byl proké-
zén v 1é¢bé ALL, NHL, histiocyt6z, osteosarkomt a dalich
malignit. Methotrexat je podavan fadou rtiznych zpiisobd, vc¢.
cesty ordlni, intrathekdlni nebo intravenozni. Intravenozné se
v souasnosti podava velmi Siroké davkové rozpéti od bolusu
10 mg aZ po divky dosahujici 33 000 mg/m?. Jako ,.high-dose
MTX therapy* se obvykle oznacuje davkovy re¥imnad 1 g/ m?
povrchu téla (BSA — body surface area). Podavani high-dose
MTX je spojeno s naslednou selektivni ,,rescue* terapii pomo-
ci nizkych davek leukovorinu (5-formyltetrahydrofolat), aby
se zabranilo neZddouc toxicité pfi zachovani klinické i¢innosti
(18, 21). Methotrexét je strukturnim analogem kyseliny listo-
vé, kterd je esencidlnim kofaktorem pro syntézu purinového
kruhu, thymidinovych nukleotidf, kofaktorem interkonverze
aminokyselin serin/glycin a substratem remethylace homocys-
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teinu za vzniku methioninu (obr. 1). Methotrexat je silnym inhi-
bitorem dihydrofolatreduktazy (DHFR), enzymu, ktery je odpo-
v&dny za konverzi riiznych forem foldtu na biologicky aktivni
formu — tetrahydrofolat (8). Jsou-li v burice pfitomny vysoké
koncentrace MTX, dojde k depleci tetrahydrofoltu, kterd vede
knésledné depleci substratt kriticky duleZitych k syntéze DNA.
Determinantou cytotoxicity methotrexatu se zd4 byt mira inhi-
bice syntézy thymidylové kyseliny, protoZe syntéza thymidy-
latu z uridylétu je jedinou reakci, kterd oxiduje tetrahydrofold-
tovy kofaktor na jeho inaktivni dihydrofolatovou formu (18).
Jinou determinantou miZe byt i nadbytek vazebnych mist na
DHFR, jelikoZ intraceluldrni hladiny tohoto cilového enzymu
jsou 20-30 x vyssi neZ hladiny potfebné k udrZeni nezbytné
metabolicky sménitelné hotovosti tetrahydrofolatu (9). Met-
hotrexat sdili membrénové transportni procesy a intraceluldr-
ni metabolické cesty s piirozené se vyskytujicimi formami fold-
tu. Po vstupu do buiiky je methotrexat rychle vazdn na DHFR
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k elevaci ALT, AST, bilirubin byva zvySen
méné Casto. V nékterych protokolech —napf.
protokol pro terapii osteosarkomu u déti
POG9351-se s pausalni hepatotoxicitou pii-
mo pocita a kontraindikaci k podéni high-
dose MTX je elevace ALT na vice neZ 10-
nasobek normy. Elevace jaternich enzymu
byva viak ve vét§in€ ptipadl pfechodnym
jevem, ktery odezni po vysazeni 1éku. Pretr-
vévani laboratornich zndmek poskozeni jater
by pak mélo byt spiSe divodem k patrani po
high-dose terapie se miZe objevit i nefroto-
xicita. PoSkozeni ledvin miZe byt zptsobe-
no precipitaci MTX nebo 7-OH-MTX
v kyselé moci, nebo miiZe byt nésledkem pii-
mého pilisobeni MTX na tubuléarni buiiky (1).
Navzdory klinickému tispéchu tohoto 1éku,
ktery byl v pfedchozich dekddach dosaZen,
neurotoxicita nejasné etiologie je dal$im pro-
blémem, ktery se u high-dose terapie miize
objevit (19, 25). Predpoklada se, Ze neuro-
toxicita MTX muZe byt zpiisobena interfe-
renci MTX s recyklaci biopterind s nésled-
kem poruchy syntézy dopaminu a serotoninu
(15). Bylo déle prokdzéano, Ze MTX zpiiso-

a jeho vychytavani je jednosmérné, dokud nedojde k saturaci
vazebnych mist na cilovém enzymu (8). Po dosaZeni stavu satu-
race je nadbytek volného l1éku (jako u ptirozenych folatl) pie-
ménén na polyglutamatové formy (MTX+Glus ), které nemo-
hou jednoduSe opustit intraceluldrni prostfedi. Tvorba
polyglutamati prispivé jak k cytotoxickému efektu MTX tak
k jeho neZddoucim uc¢inkiim (9). Metabolismus methotrexatu
se li$i u dospélych a déti (16). U déti byl napf. zjiStén veétsi
distribu¢ni objem a dle nékterych studii byly plasmatické kon-
centrace 1éku niZsi neZ u dospélych. U¢inn4 latka byla u déti
i rychleji vylucovéna (21, 26). Normalizovana clearance met-
hotrexatu je u déti také vyssi, a navic vékové zavisla (7). Met-
hotrexat je primarné€ eliminovin v nezménéné podobég ledvi-
nami. Rendlni clearance methotrexatu miZe prekrocit clearance
kreatininu (18). Methotrexét je také metabolizovan v jatrech na
7-hydroxymethotrexat (27), pravdépodobné nékterym z enzy-
movych systému genové rodiny CYP. Ackoli jde o minoritni
cestu eliminace methotrexatu, miiZe tvorba tohoto méné cyto-
toxického metabolitu pfispivat ke sniZené protinddorové akti-
vit€ parentdlni latky, pravdépodobné kompetici o bunécny tran-
sport a polyglutamylaci. Celkova clearance methotrexatu vSak
nebyva podstatnéji ovlivnéna jaterni dysfunkci. Experimental-
né zjiSténé zplsoby resistence na methotrexat jsou sniZeny
membranovy transport, zvySené hladiny cilového enzymu spo-
jené s amplifikaci genu pro DHFR, alterace afinity DHFR k met-
hotrexatu, sniZeni polyglutamylace a sniZeni aktivity thymidy-
latsynthasy, kterou miiZe nahrazovat tzv. ,,salvage pathway*
prostiednictvim zvySené aktivity thymidinkinasy (9). Primér-
nimi toxickymi tcinky vysokoddvkovaného methotrexitu je
myelosuprese, orointestindlni mukositida, kterd se objevuje za
5 — 14 dnii po podéni 1éku, s Castym rozvojem febrilni neutro-
penie (24). Pausalni podavani hemopoetickych riistovych fak-
torti po monoterapii vysokoddvkovanym MTX nepfineslo paci-
entim Zadnou lécebnou vyhodu, v piipadech kombinované
polychemoterapie, kde je HD MTX jednim z fady 1€k v blo-
ku chemoterapie, je pouZiti hemopoetickych ristovych fakto-
rt jiz ponékud racionalnéjsi (23). Vyvoj toxickych reakei po
podéni je umérny davce 1€ku a trvani expozice (3). Nejzdvaz-
néjSim projevim toxicity 1ze vétSinou zabranit véasnym poda-
nim leukovorinu (12), jehoZ pfedpokladem je disledné moni-
torovani plasmatickych hladin MTX. Hepatotoxicita po MTX

buje akumulaci adenosinu, latky s vyznam-
nymi neuromodula¢nimi vlastnostmi (6).
V souladu s timto nilezem bylo pozorovéni, Ze poddni met-
hylxanthint, které jsou antagonisty adenosinovych receptort,
sniZuje akutni toxicitu zpisobenou methotrexatem (2, 19). Met-
hotrexat pohotové zvySuje hladiny plasmatického homocyste-
inu (2,5,20). DuleZitost tohoto pozorovani tkvi také ve skutec-
nosti, Ze se homocystein zdd byt toxicky pro vaskularni
endothel; fada praci ukazuje na roli homocysteinu v indukci
pfedCasného vyskytu kardiovaskuldrniho onemocnéni (14).
Neurologické nasledky terapie MTX, které zahrnuji fokalni
neurologicky deficit, mineralizujici mikroangiopathii a 1éze bilé
hmoty daly vzniknout dal$§im spekulacim, Ze mikrovaskuldrni
1éze zpiisobené homocysteinem mohou byt alesporti z¢4sti odpo-
védné za CNS toxicitu methotrexatu (17). Stru¢né shrnuto,
navzdory vice neZz 50 rokiim vyzkumu a klinického pouZivéani
neni optimélni ddvkovéani methotrexdtu doposud zndmo (11).
Soucasné davkovaci schéma zaloZené na BSA (opakuje se)
zajistuje dostatecnou piesnost, nikoli spravnost davkovani, jeli-
koZ nebere v tvahu reakci jednotlivce na podany 1ék. Z hle-
diska farmakokinetiky je vy$e plasmatické hladiny MTX déna
hlavné mirou rendlni eliminace a transformace na jeho
7-hydroxyderivdt enzymovym cytochromovym systémem
v jatrech. Jaterni cytochromové systémy jsou v posledni dobé
predmétem zvySeného odborného z4jmu, protoZe se ukazuje,
Ze genetické vlivy v expresi, resp. v aktivité té€chto enzymi
mohou vyznamné ménit individualni odpovéd jedince na poda-
ny 1€k. V posledni dobé se v klinické onkologii objevuji nékte-
ré nové aktivity, které se soustieduji nahodnoceni odezvy tumo-
ru na podanou lé¢bu — prediktivni onkologie. Jinym novym
pfistupem je sledovéni reakce hostitele tumoru (pacienta) na
podanou terapii — jde o tzv. farmakogenetiku (také se pouziva
termin farmakogenomika). Spole¢nym jmenovatelem téchto
dvou pristupt je snaha individualizovat terapii jednak vzhle-
dem k onemocnéni (tj. pouZzit dany 1ék na ten ¢i onen nédor,
kde lze predpokladat efektivitu) a jednak vzhledem k pacien-
tovi, j pouZit takovy reZim, kterym zpisobi nejméné §kod, ale
bude mit pokud moZno méfitelny efekt.

Kazuistika

Na Oddéleni détské onkologie DN FNB je 1é¢en devitilety chla-
pec s akutni, hybridni, ber-abl pozitivni leukémii, s deleci chro-
mosomu 7, s aberantni expresi CD 13, CD 66¢, CD 7 a CD
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Tabulka: hladiny MTX v séru v jednotlivych ¢asovych intervalech (¢as TO az T120 hod) od za¢atku infuze HDMTX (mikromomol/l)

Hodina 24 |36 42 48 54 60 66 72 78 84 920 96 102 108 | 114 120
Hladiny

MTX >100 | 9 5 3,9 1,98 | 1,34 | 0,88 | 0,87 | 0,84 | 0,52 | 0,5 0,39 (039 | 0,2 |0,19 | 0,09
(umol/)

1. aplikace

Hladiny 17 .55 0.26 | 0.21 | 0.12

MTX (h28:

2. aplikace | 4.0)

5a hyperexpresi CD 10. Rodinnd i osobni anamnéza jsou pro
nynéjsi onemocnéni nevyznamné. Dva dny pfed stanovenim
diagnosy byl pacient vySetifen u svého détského 1ékare gro vysev
petechii. V krevnim obrazu byla leukocytosa 54x10°/1, trom-
bocytopenie 61 x10%/1 a hemoglobin 122 g/1. Inicidlni infiltra-
ce kostni dené blasty dosdhla 74%. Lécba byla zahdjena zacat-
kem zafi 2001 a je vedena dle protokolu ALL-BFM 95 pro
vysoké riziko (HR). Zpoc¢atku probihala 1é¢ba bez komplikaci.
Ode dne 25 Protokolu IA pokracoval pacient v chemoterapii
ambulantng. V den 31 Protokolu IA byl pfijat na naSe oddéle-
ni s febrilni neutropenii, kterd byla komplikovéna katetrovou
sepsi s nutnosti extrakce centralniho venosniho katetru. Stav se
podafilo zvladnut kombinovanou antibiotickou a antimykotic-
kou 1é¢bou. Den 33 Protokolu IA nebylo dosaZeno dreriové
remise onemocnéni. Znovu byl zaveden tunelizovany CVK
a pacient zahdjil planovany blok chemoterapie. Jeho sou¢asti
(blok HR 1) je i podédni vysokoddvkovaného methotrexatu 5
g/m? ve 24 hodinové kontinudlni infuzi (HD MTX). Na za&t-
ku infuze HD MTX byla rovnéZ provedena lumbélni punkce
saplikaci 12 mg MTX, 30 mg Cytosinarabinosidu a 10 mg Pred-
nisolonu. V mozkomi$nim moku byl normalni biochemicky
i cytologicky nélez. Dalsi dny pokrac¢oval blok nizkodavkova-
nym Cyklofosfamidem. Monitorovali jsme hladiny MTX
a podévali leukovorin dle protokolu ALL BFM 95. Hladiny
MTX byly vysoké a klesaly jen pomalu, jak je patrné z tabul-
ky . Proto byla hodinu 36 od zac¢atku HD MTX zvySena hydra-
tace na 4500 ml/m?/den a hodinu 42 bylo zahajeno podavani
leukovorinu ve zvy3enych davkach dle protokolu. Ctvrty den
bloku dopoledne, pfiblizné hodinu 70 od zacatku infuze HD
MTX, se pacient zacal citit ,,divné“. Somaticky nélez i labora-
torni hodnoty byly v mezich normy. Asi po hodin€ doslo ke
zhorSeni stavu, nastoupila kvalitativni a posléze i kvantitativni
porucha védomi, Glasgow coma scale (GCS ) kleslo na 5. Po
inhalaci kysliku se stav zlepsil, pacient se prechodné probiral.
Neurolog konstatoval hypotonicky syndrom s globélni §.o.
hyporeflexii, bez paréz, bez meningedlnich jevl a poruchu
védomi na trovni soporu. O¢ni vySetieni neprokazalo patolo-
gii na o¢nim pozadi, akutni laboratorni odbéry byly v mezich
normy. Pro podezfeni na akutni CNS toxicitu HD MTX byla
aplikovéna infuze Syntophyllinu, 3 mg/kg/davku, bez viditel-
ného efektu. Objevily se zaSkuby oblicejového svalstva a poté
i tonicko-klonické kiece koncetin, které nereagovaly na poda-
ny Diazepam. Pacient zacal slinit a hypoventilovat. Asi 2 hodi-
ny po zacatku potiZi byl zaintubovén a pfeloZzen na ARO k umé-
1€ plicni ventilaci. Kromé jiZ zavedené terapie byla poddvana
antiedematozni terapie. Po 30 hodinich byl pacient odtlumen
a extubovan. Pti pfekladu zpét na nase oddéleni byl plné pfi
védomi, orientovan. Akutni CT i MR vySetieni neprokézala
intrakranidlni loZiskovou ani difuzni patologii. Hladiny MTX
poklesly pod sledovanou hranici 0,25 umol/l aZ hodinu 108.
Vzhledem k prolongované eliminaci MTX byla i hepatotoxi-
cita vyrazn€ vys§i. Pfed blokem HR1 byly hodnoty jaternich
test v normé, postupné zvySovani nastalo od hodiny 66 amaxi-
mum hodnot jsme pozorovali 9 dni po zacatku infuze HD MTX,
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kdy dosdhly hodnoty ALT 40 pkat/l, AST 14,8 ukat/l a GMT
11,6 pkat/l i pres hepatoprotektivni 1é¢bu. Blok chemoterapie
HR1 byl pti zac¢dtku potiZi pferuSen a nebyl jizZ dokonc¢en. Dru-
hy blok chemoterapie probéhl jiz bez komplikaci — sérové hla-
diny MTX viz tabulka.

Diskuse

Interindividudlni (a intraindividuélni) variabilita v odpovédi
na podanou davku lé¢iva na strané jedné a v indukované toxi-
cité na stran€ druhé jsou v klinické praxi dva zasadni problé-
my. Tato variabilita je v fad€ pripadii podminéna genetickymi
faktory (farmakogenetické ,,polymorfismy*), které vedou
k alteraci metabolismu lé¢iva nebo k alteraci receptoru pro
dané 1éCivo (4). Polymorfismy enzymil zajistujicich metabo-
lismus 1éCiva (tj. farmakokineticky polymorfismus) se zdaji
byt ve srovnani s receptorovymi polymorfismy (tj. farmako-
dynamicky polymorfismus) ¢astéjsi (10). Jednim z hlavnich
problému v onkologické farmakologii je predikce t¢innosti
terapie, jednak v rovin€ odpovédi tumoru jednak v roviné toxi-
city pro hostitele. Farmakogeneticky podminéna variabilita
enzymu metabolizujicich chemoterapeutika je jednou z hlav-
nich determinant, kterd urCuje benefit terapie pro pacienta.
Neptedpovéditelnd dispozice s 1éCivem, k niZ miZe in vivo
dochézet, miZe vy(stit v nedostatecné davkovani 1éku s nasled-
nym selhdnim kurativniho zdméru onkologa, nebo v excesiv-
ni toxicitu prepardtu danou opozdénou eliminaci léku obvykle
s uzkym terapeutickym rozpétim (13,22). Soucasnd praxe
v onkologii je ddvkovat chemoterapii na zakladé vysky a povr-
chu t€la, coZ 1ze povaZovat za postup presny (,,precise” v met-
rologickém slova smyslu = zajisti reprodukovatelnost a srov-
natelnost davkovani), nikoli spravny (,,accurate” = neodrazi
biologickou kapacitu hostitele metabolizovat podanou davku
a jeji frakci vyuZit k vlastnimu protinddorovému plisobeni).
Farmakogeneticky modifikovana ddvkovaci schémata mohou
byt novou a zajimavou alternativou tradi¢nim a problematic-
kym davkovacim postuptim. Paleta toxickych priznaku, kte-
rou pozorujeme po high-dose MTX terapii, je velmi §iroka
a v nékterych piipadech progreduje aZ do Zivot ohroZujiciho
stavu, jak plyne z prezentované kazuistiky. Syntophyllin, dopo-
rucovany pro zvladnuti akutni neurotoxicity pfi HDMTX,
nem¢l v pfipadé naseho pacienta Zadny okamZzity efekt. Nel-
ze ani uspokojiveé vysvétlit, pro¢ se mira toxické odezvy u paci-
enta tak podstatné lisi mezi jednotlivymi cykly. Neni v sou-
Casné dobé€ zpiisob, kterym bychom mohli v klinické praxi
zjistit, Ze pacient bude na jinak standardni davku terapeutika
odvozenou od platného protokolu, reagovat neadekvatni odpo-
védi. U 1€k, jako je MTX, které jsou pro chemoterapii v dét-
ské onkologii v souCasnosti nepostradatelné, by bylo proto
potiebné mit k dispozici spolehlivé metodické néstroje, které
s nejvySs8i moZnou spravnosti predikuji pfipadny — a potenci-
alné fatalni — neZadouci efekt.

Acknowledgement: prace byla z¢4sti podporena prostred-
ky projektit MZCR065269705 a NC7104-3/2002
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