PREHLED

Nové poznatky ve farmakologii methotrexatu —
diagnostické moznosti a klinicky vyznam

New Findings in Methotrexate Pharmacology — Diagnostic

Possibilities and Impact on Clinical Care

Rihacek M.'=3, Pilatova K.'3, Stérba J."3, Pilny R."3, Valik D."-3

"Klinika détské onkologie LF MU a FN Brno
20ddeéleni laboratorni mediciny, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
3Regiondlni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryktv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Methotrexat je protinadorovy Iék uZivany v 1écbé fady onkologickych onemocnéni. Je zakla-
dem lécby akutni lymfoblastické leukemie détského véku a choriokarcinomu jiz od poloviny
minulého stoleti. Zaroven je jednim z nejpouzivanégjsich antirevmatik, kde je I1ékem volby
u revmatoidni artritidy, psoridzy, systémové sklerodermie a dalSich autoimunitnich onemoc-
néni. Vedlejsi ucinky terapie methotrexatem jsou dobfe znamé, avsak jejich vyskyt Ize jen
tézko predpovédét kvili absenci specifickych markerd toxicity. Plazmatické hladiny metho-
trexatu jsou v onkologii monitorovany vzhledem k zavedenému terapeutickému monitoro-
vani hladin léc¢iva. Tento monitoring vSak nezahrnuje méfeni koncentraci jeho ¢etnych me-
tabolit(. BEhem Ié¢by methotrexatem lze v krevni plazmé detekovat 7-hydroxymethotrexat
a 2,4-diamino-N10-methylpteroovou kyselinu, ktera mize byt dale hydroxylovéna a glukuro-
nidovana, ¢imz muze vzniknout celkem pét riznych plazmatickych metabolit(. Cile farmako-
dynamického ucinku methotrexdtu se nachazeji v cytoplazmé bunék, kde methotrexat pod-
stupuje extenzivni enzymatickou polyglutamylaci. Tato intracelularni konverze udrzuje lé¢ivo
v aktivni formé v burikach a navic zvysuje jeho afinitu vici cilovym enzym0m. Prehledovy ¢la-
nek popisuje farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti metabolitd methotrexatu, shr-
nuje problematiku dosazeni terapeutickych koncentraci methotrexatu v mozkomisnim moku,
jako prevence leukemického postizeni centralniho nervového systému a diskutuje vyuziti kar-
boxypeptiddzy G2 v managementu akutni toxicity Ié¢by. Publikace se také zabyva laboratorni
problematikou monitorovani methotrexatu a jeho metabolitd, které by v budoucnu mohly byt
novymi biomarkery terapeutického efektu a toxicity lécby.
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Summary

Methotrexate is an anti-cancer drug used to treat several malignancies including pediatric acute lymphoblastic leukemia and choriocarcinoma.
Despite recent advances in cancer chemotherapy, it remains a mainstay of therapy since its discovery in the early second half of the previous cen-
tury. Moreover, low-dose methotrexate is a gold standard antirheumatic drug in the treatment of rheumatoid arthritis, psoriasis, systemic sclero-
derma and other autoimmune disorders. Side effects of methotrexate treatment are well known and described; however, their occurrence may
often be unpredictable due to lack of specific biomarkers of toxicity. Methotrexate plasma levels are routinely monitored by therapeutic drug
monitoring, nevertheless, occurrence and concentrations of its metabolites are not measured. During methotrexate treatment 7-hydroxymet-
hotrexate and 2,4-diamino-N10-mehylpteroic acid appear in plasma. The latter can further be hydroxylated and glucuronidated resulting in five
possible extracellular methotrexate metabolites. In addition, methotrexate is intracellularly converted to its active polyglutamylated forms. The-
rapeutic efficacy is dependent on formation of methotrexate polyglutamates as it keeps intracellular pool of the drug and enhances its affinity
towards various target enzymes. In this study, we describe pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics of methotrexate metabolites.
We also review methotrexate blood brain barrier transport to cerebrospinal fluid regarding its use in the prevention of leukemic central nervous
system involvement and management of methotrexate toxicity with the use of carboxypeptidase-G2. Finally, we discuss laboratory methods for
monitoring methotrexate metabolites and benefits of simultaneous determination of methotrexate and metabolites as possible biomarkers of

therapeutic efficacy and clinical toxicity.
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Uvod

Objeveni protinddorového ucinku fo-
l[atovych antagonistli znamenalo ve
40. letech minulého stoleti zna¢ny pra-
lom v klasické chemoterapii [1]. Kromé
methotrexatu (MTX) a jeho toxicCtéj-
$iho predchlidce aminopterinu byly v té
dobé v pocatcich experimenty s antian-
drogenni terapii karcinomu prostaty
a hormonalni terapii vseobecné [2].
V dobé pred druhou svétovou valkou
byla mozZnost chemoterapeutické 1écby
omezend a zahrnovala experimenty se
slou¢eninami arzenu [3], vojenskymi
plyny (dusikaty yperit) a dal$imi latkami,
u nichz v3ak toxicita zna¢né prevysovala
terapeuticky ucinek [4]. Chemoterapie
s pouzitim antifolatovych léc¢iv dokazala
jako prvni pfivést do remise détské on-
kologické pacienty s hematoonkologic-
kymi malignitami s relativné pfijatelnou
toxicitou vici zdravé tkani [1]. Od 40. let
20. stoleti prodélala protinadorova tera-
pie MTX mnoho optimalizaci. Zavedeni
terapeutického monitorovani hladin
(therapeutic drug monitoring - TDM)
MTX, které je dnes standardem pfi jeho
vysokodavkovém podévani, pomohlo
zefektivnit nejen terapii hematoonkolo-
gickych malignit v pediatrické onkolo-
gii, ale i 1é¢bu solidnich nadort, jako je
osteosarkom a choriokarcinom. Metho-
trexat je také alternativou v |é¢bé ma-
lobunéc¢ného karcinomu plic a Ize jej
vyuzit i v paliativni chemoterapii pokro-
¢ilého karcinomu Zlu¢ovych cest. Kromé
vyuziti v onkologickych indikacich je

MTX jednim z hlavnich imunosupre-
siv pouzivanych v [é¢bé autoimunitnich
chorob détského a dospélého véku [5].
Hlavnim mechanizmem Ucinku MTX je
kompetitivni inhibice dihydrofolat re-
duktazy (DHFR, E.C. 1.5.1.3), zkoumaji se
i dalsi mozné mechanizmy ucinku, jako
je nepfimy vliv na indukci apoptézy po-
moci rdznych tumor supresor( [6,7], sni-
Zeni signalizace onkogenu B cell lym-
phoma 2 (BCL-2) downregulaci jeho
exprese [7] a snizeni prozanétlivé ak-
tivity bunék vlivem na metabolizmus
adenosinu a syntézu polyamind [8-10].
Kromé DHFR a non-DHFR vazanych me-
chanizmt Ucinku se zkouma vazba MTX
na epigenetiku [11,12]. Farmakodyna-
mické ucinky vykazuji kromé parentaini
slou¢eniny léciva také metabolity MTX,
které vznikaji biotransformaci v jatrech
(7-hydroxymethotrexat — 7-OH MTX) a ci-
lovych bunkach (MTX-polyglutamaty -
MTX-Glu ) [13]. Zatimco MTX a hlavni
metabolit 7-OH MTX jsou metabolity cir-
kulujici pfedevsim v plazmé, MTX-Glu,
zlstavaji intracelularné v cilovych bun-
kach, kde pUsobi cytostaticky [14]. Far-
makokinetika MTX v SirSim smyslu slova
ma zasadni vyznam v pochopeni a ma-
nagementu jeho toxicity [15]. Pfestoze
je diky dlouhodobym klinickym zkuSe-
nostem a rutinnimu TDM chemotera-
pie MTX povaZovana za jednu z nejbez-
pecnéjsich v dnesni dobé, ma MTX fadu
nezadoucich ucinkd. U nizkych davek
(do 100 mg p.o./tydné), které jsou indi-
kovéany v terapii autoimunit a v udrzo-

vaci protinadorové chemoterapii, preva-
Zuje toxicita v gastrointestinalnim traktu
(stfevni a hepatalni) a myelosuprese,
zatimco u chemoterapie vysokodav-
kovanym (high-dose) MTX (HD MTX)
dominuje nefrotoxicita, ktera mdze v né-
kterych ptipadech prejit az do akutniho
rendlniho selhani (extenzivnéji popsano
jinde) [16]. Dalsim zavaznym nezadou-
cim Ucinkem HD MTX je toxicita v cent-
ralnim nervovém systému (CNS) [17,18].
MTX ma nékteré vyznamné |ékové inter-
akce. Vzhledem k imunomodulaé¢nimu
ucinku je kontraindikovano podavani
vakcin. Pfi 1é¢bé nesteroidnimi antirev-
matiky (non-steroidal antiinflammatory
drugs — NSAIDs) muze dojit ke snizeni
renalni clearance MTX a zvyseni toxicity,
a to zejména u HD MTX rezimU. Antibak-
teridIni chemoterapeutika zasahujici do
metabolizmu kyseliny listové (trimetho-
prim/sulfomethoxazol) mohou poten-
cidlné zvysit toxicitu MTX [5,19].

Vznik a vlastnosti
7-hydroxymethotrexatu -
metabolit mize mit vliv

na ucinnost terapie

Hlavni metabolit 7-OH MTX vznikd z MTX
hydroxylaci (biotransformace faze 1)
na pozici C7 plvodni slouceniny [13].
Reakce je katalyzovdna enzymem al-
dehyd oxidazou (E.C. 1.2.3.1), kterd pro
spravnou funkci vyzaduje ucast kofak-
tord FAD, molybdenu a dvou FeS clus-
ter(i [20]. Aldehyd oxidaza (AO) je enzym
se Sirokou substratovou specifitou meta-
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bolizujici aldehydy, nékteré heterocykly
a predevsim se podili na metabolizmu
mnoha léciv (zaleplon, kofein, acyclovir
a jiné), véetné cytostatik (MTX, 6-mer-
kaptopurin). Enzym je exprimovan pre-
devsim v jatrech, presto vsak byla jeho
aktivita pozorovana v dalsich tkanich,
jako jsou plice (epitel trachey a bronchu),
gastrointestindlni trakt (tenké a tlusté
stfevo), ledviny (tubularni systém), moz-
kova a endokrinni tkan [20]. Konverze
MTX na 7-OH MTX v cilovych burikdch
byla pozorovéna in vitro ve studii New-
tona et al v roce 1984, presto neexistuje
dostatek novéjsich studii potvrzujicich
jejich vysledky [21]. Hladiny 7-OH MTX
Ize detekovat v plazmé 15 min od zaha-
jeniinfuze HD MTX. Mezi 12.-24. hod ob-
vykle pfevysi plazmatickou koncentraci
MTX[15,22].

Suplementace kyseliny listové u rev-
matologickych pacientl snizuje kon-
verzi MTX na 7-OH MTX formou kompe-
titivni inhibice AO. Tuto vlastnost v3ak
nema podavani kyseliny folinové (leu-
covorinu), ktery se pouziva jako antido-
tum MTX pfi intravendzni high-dose te-
rapii [23]. Kromé AO se na hydroxylaci
MTX pravdépodobné podili také xan-
thin oxidaza (E.C. 1.17.3.2), kterd hraje
vyznamnou roli v metabolizmu kyseliny
mocové. Podéni allopurinolu v in vitro
studii Chladka et al snizilo produkci
7-OH MTX v jaternich bunkach ¢lovéka
031,5 % [24].

Metabolit 7-OH MTX ma mnoho-
DHFR nez MTX a jeho vyssi koncentrace
mohou zpUsobit nedostate¢nou ucin-
nost terapie [25]. Jedno z moznych vy-
svétleni tohoto jevu je snizeni polyglu-
tamylace MTX v bunkach, které zajistuje
dostate¢nou intraceluldrni koncentraci
a aktivitu léc¢iva [25]. Enzym katalyzu-
jici pfeménu MTX na MTX-Glu - folyl-
polyglutamat syntetaza (E.C. 6.3.2.17) -
je schopen metabolizovat také 7-OH
MTX, coz naznacuje moznou interfe-
renci mezi polyglutamylaci é¢iva a me-
tabolitu [23,26,27]. Zabranéni polyglu-
tamylace MTX muze mit za nasledek
lovych bunkach, protoze volny MTX je
eliminovan rychleji nez jeho polygluta-
mylované formy [23]. Interference mezi
MTX a 7-OH MTX byla navic pozorovana

na urovni folatovych transportérd u na-
dorovych bunék, kterymi do nich Iécivo
i metabolit vstupuji [28].

U revmatologickych pacientl léce-
nych MTX se sniZzenou tvorbou 7-OH
MTX zpUsobenou inhibici AO podanim
kyseliny listové byla pozorovana lepsi
klinicka odpovéd ve srovnani s pacienty
lé¢enymi kombinaci nizkodavkového
MTX a leucovorinu, ktery aktivitu AO
neovliviiuje [23]. SniZzeni plazmatickych
hladin 7-OH MTX bylo navic pozorovano
u pacientl s revmatoidni artritidou, kte-
rym byl k monoterapii MTX pfidan cyk-
losporin kvlli nedostate¢né odpovédi.
Moznym vysvétlenim pomérné dobré
ucinnosti této kombinacni terapie ve
srovnani s monoterapii cyklosporinem
nebo MTX je pravé snizeni tvorby toxic-
téjsiho a podstatné méné aktivniho me-
tabolitu [29]. Zavedeni rutinniho mo-
nitorovani 7-OH MTX soucasné s TDM
MTX by mohlo poskytnout cenna kli-
nickd data pfi sledovani terapeutického
ucinku a klinické toxicity lé¢by MTX
v revmatologii i onkologii.

Klinickou toxicitu terapie
methotrexatem miize ovlivnit
tvorba 7-hydroxymethotrexatu
Nézory na vliv 7-OH MTX na toxicitu
|é¢by se v literatufe do urcité miry roz-
chazeji. Ve studii Erttmanna et al byly
monitorovany hladiny 7-OH MTX
u sedmi détskych pacientl s osteosar-
komem. U jednoho z pacientd byla po-
zorovana vyrazné snizend produkce
7-OH MTX v korelaci se zadvaznou klinic-
kou toxicitou. U dalsich pacientu se kli-
nicka toxicita zhorsovala v zavislosti na
poctu cykld prodélané chemoterapie,
coz korelovalo s postupnym snizova-
nim produkce endogenniho metabolitu
s kazdym dalsim cyklem. Studie navr-
hovala roli 7-OH MTX jako ,endogen-
niho rescue” plsobku vzhledem k jeho
DHFR [30]. Tento model je v3ak v roz-
poru s novéjsimi studiemi, které potvr-
zuji roli 7-OH MTX v manifestaci toxicity
chemoterapie MTX [31,32]. Eliminace
MTX i 7-OH MTX probihd z vice nez
95 % ledvinami (asi 5 % je odbouravano
zlu¢i) [13]. Na zvifecich modelech byla
prokézana znac¢nd nefrotoxicita a hepa-
totoxicita 7-OH MTX formou elevace la-

boratornich marker( (kreatinin, AST,
ALT) a intraluminalnimi morfologickymi
zménami v ledvinnych tubulech. Navic
byl prokazan znacny rozdil v LD50 mezi
MTX a 7-OH MTX, kde hodnota 7-OH
MTX byla 30-50krat vyssi [33,34].
Farmakokinetickd studie Holmboe
et al ukdzala, Ze hladiny 7-OH MTX jsou
pfimo umérné hladindm markerd he-
patotoxicity. Studie zahrnovala dospélé
i pediatrické pacienty s osteosarko-
mem |écené podle protokold skandi-
navské a italské skupiny pro [é¢bu sar-
kom0 zahrnujicich kombinaci HD MTX
s platinovymi derivaty, doxorubicinem,
ifosfamidem a u nékterych pacientl
s etoposidem [32]. Podil 7-OH MTX na
nefrotoxicité vyskytujici se u pacientd
l[é¢enych HD MTX protokoly se pred-
poklada vzhledem k jeho nizsi renalni
clearance a rozpustnosti v mo¢i a vy-
sledkim pozorovanym na zvifecich mo-
delech. Prestoze se MTX uplatiuje v te-
rapii malignich onemocnéni jiz pres
pul stoleti, mohou se pfi vysokodavko-
vych rezimech objevit neocekavané ne-
zadouci Ucinky [18,35]. | proto je nutné
pokracovat v hledani uc¢innych markert
terapeutického efektu a toxicity lé¢by
MTX [14,36]. Zvy3ena tvorba nebo sni-
zené odbouravani 7-OH MTX mUze po-
tencidlné zvysit toxicitu lé¢by MTX.
Rutinni stanoveni eliminac¢niho profilu
7-OH MTX by mohlo poskytnout cennou
informaci pfi diagnostice toxicity che-
moterapie u onkologického pacienta
a mohlo by pomoci predejit komplika-
cim z akumulace toxického metabolitu
v organizmu. Pro potvrzeni tohoto pred-
pokladu jsou vsak nutné dalsi studie.

Nové moznosti v managementu
toxicity terapie methotrexatem

v souvislosti s akutni renalni
insuficienci

Opatieni proti poskozeni ledvinnych
tubull precipitaci l1é¢iva a pro udrzeni
clearance, tedy kontrola diurézy s alka-
linizaci mod¢i, plati jak pro MTX, tak pro
7-OH MTX, protoze u obou roste rozpust-
nost ve vodném prostredi pfimo umérné
k pH [15]. V ptipadé akutni rendIni insu-
ficience, kterd by mohla mit za nasle-
dek akumulaci Iéciva v téle pacienta,
Ize pfistoupit k hemodialyze nebo k po-
déni karboxypeptidazy G2 (Voraxaze®),
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Obr. 1. Methotrexat a jeho metabolity.

Methotrexat (MTX) se v jatrech pfeménuje na jeho hlavni metabolit 7-hydroxymethotrexat (7-OH MTX) pomoci enzymu aldehyd oxiddzy (AO).
Prestoze jsou hlavni cestou eliminace MTX a 7-OH MTX mocové cesty, mala ¢ast MTX (a pravdépodobné i 7-OH MTX) odchazf Zlu¢i do strev.
Strevni mikrofléra je schopna stépit MTX a 7-OH MTX na 2,4-diamino-N10-methylpteroovou kyselinu (DAMPA), resp. 7-OH-DAMPA a kyselinu
glutamovou. Metabolity DAMPA a 7-OH-DAMPA mohou byt zpétné resorbovény a vstoupit do enterohepatélni cirkulace. V jatrech podléhaji
biotransformaci Il. stupné za vzniku pfislusnych glukuronidd glcrd-DAMPA a glcrd-DAMPA-OH. Zpétné resorbovand DAMPA je navic substrd-

tem AO a mUze tedy byt v jatrech konvertovéna na 7-OH-DAMPA.

coz je rekombinantni bakteridIni enzym,
ktery stépi folat a jeho analoga vcetné
antifolatd MTX a 7-OH MTX na inak-
tivni metabolity (obr. 1). Stépeni struk-
tury MTX a 7-OH MTX probihd v misté
vazby glutamatu na zbytek struktury
(pteroova kyselina) a vznikaji metabo-
lity 2,4-diamino-N10-methylpteroova
kyselina (DAMPA), resp. 7-hydroxy-2,4-
-diamino-N10-methylpteroova kyselina
(7-OH DAMPA) [13]. Karboxypeptidaza G2

(CPDG2, E.C. 3.4.17.11) se podava v jed-
norazové i.v. 5 min bolusové dévce
50 U.kg™ a je schopna do 15 min eli-
minovat vice nez 98 % MTX, coz pred-
stavuje podstatné rychlejsi, Setrnégjsi,
efektivnéjsi zplsob eliminace nez he-
modialyza [37]. Mechanizmus Ucinku Ize
ptipodobnit k rasburikaze (v CR registro-
vana jako Fasturtec®), rekombinantnimu
enzymu S$tépicimu kyselinu mocovou,
na v moci dobfe rozpustny allantoin,

Cehoz Ize vyuzit napf. v 1é¢bé zavazného
akutniho tumor lysis syndromu. Pfi-
pravek Voraxaze® neni v CR v soucasné
dobé registrovan. V nemocnic¢ni 1ékdrné
FN v Motole je viak dostupna pohoto-
vostni zdsoba Voraxaze® jako antidota
akutniho predavkovani MTX. Na lékar-
sky predpis (zddanku) lze pfipravek zis-
kat, ovsem limitujici mdze byt jeho vy-
sokd cena [38]. Karboxypeptiddza G2 je
pacienty na zakladé literarnich udajl po-
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mérné dobfe tolerovdna, oviem vzhle-
dem k typu latky je nutno pfi opako-
vanych podénich ocekavat nezadouci
ucinky charakteru alergické reakce [39].

Netoxické metabolity
methotrexatu vznikaji
i endogenné a mohou ovlivnit
imunoanalytické metody
pouzivané pro rutinni TDM
Metabolity DAMPA a 7-OH DAMPA byly
vyhodnoceny jako téméf netoxické ve
srovnani s MTX a 7-OH MTX. Jejich elimi-
nace probihd z ¢asti renalni cestou a &as-
te¢né dalsim jaternim metabolizmem,
viz dale [13]. V nizkych koncentracich
jsou DAMPA a 7-OH DAMPA v organizmu
detekovatelné po podani MTX i bez ap-
likace rekombinantni CPDG2. Za tvorbu
DAMPA jsou pravdépodobné zodpo-
védné strevni bakterie, které pomoci
vlastni CPDG2 metabolizuji tu ¢ast MTX,
kterd je vylucovana Zluci. Vznikly meta-
bolit je zpétné resorbovan [13,40]. V ja-
trech je potom DAMPA, stejné jako MTX
metabolizovdna AO na 7-OH derivat.
U DAMPA a 7-OH DAMPA existuje také
biotransformacnifazell, kdy jsou pomoci
glukuronyl transferazy (E.C. 2.4.1.17) oba
metabolity glukuronidovany [13].
Klinicky jsou netoxické metabolity
MTX méné vyznamné vzhledem k nizké
plazmatické koncentraci a nizké toxi-
cité. Laboratorni testy vSak ukazuji, ze
ve vyssich koncentracich mohou sig-
nifikantné ovlivnit stanoveni MTX po-
moci imunoanalytickych metod, které
prevazuji v rutinnim a statimovém TDM
MTX. Al-Turkmani et al publikovali ka-
zuistiku 18letého pacienta s osteosarko-
mem lé¢eného HD MTX (cykly pravidel-
nych davek 20g MTX v 4 hod infuzich),
u néhoz se pfi Sestém cyklu chemote-
rapie projevila akutni nefrotoxicita se
zadvaznym snizenim ledvinné funkce
(elevace kreatininu z hodnoty 90,5 na
7 692 pmol.I”") a vysokou plazmatickou
koncentraci MTX v 72. hod po podani
(350 pumol.I"). Po podani CPDG2 doslo
k potizim s monitorovanim MTX kvdali
suspektni interferenci v analytické me-
todé. Po péti dnech jiz bylo mozné znovu
monitorovat hladiny MTX a detoxifikace
byla dokon¢ena hydrataci s forsirovanou
diurézou. Analyzované vzorky pacienta
byly nasledné pfeméfeny metodou ka-

palinové chromatografie s detekci, po-
moci tandemové hmotnostni spektro-
metrie pro potvrzeni interference MTX
a DAMPA [41]. Podobnd interference
mezi MTX a metabolity byla pozorovana
u nizkych koncentraci Klapkovou et al
a shoduje se i s nasimi predbéznymi vy-
sledky (dosud nepublikovdno) srovnani
metod rutinni imunoanalyzy a kapali-
nové chromatografie [42].

Tyto vysledky naznacuji nepfimy kli-
nicky vyznam netoxickych metabolitQ
MTX. Nedostatecna analyticka specifi-
cita v méreni hladin MTX mUze mit nega-
tivni dopad na ucinnost, efektivitu a to-
xicitu terapie. Nové metody umoznujici
simultanni analyzu MTX a jeho metabo-
litd bez vzédjemné interference by mohly
pomoci déle objasnit tuto problematiku.

Methotrexat v profylaxi
leukemického CNS postizeni -
lumbalni punkce nebo

vysoké davky a prestup pres
hematolikvorovou bariéru?

Na zékladé fyzikalnich vlastnosti lze
MTX klasifikovat mezi spiSe polarni mo-
lekuly, pro které je charakteristicka
nizka penetrance pres hematoencefa-
lickou bariéru (HEB). Systém HEB slouzi
k ochrané mozku pred influxem réiznych
plazmatickych latek a xenobiotik s po-
tenciadlni neurotoxicitou a zajistuje tim
stabilni sloZeni likvoru. Hematoencefa-
lickou bariéru tvofi endotelové burky
s tésnymi spoji (tight junctions) hus-
tych siti mozkovych kapilar, které expri-
muji ¢etné efluxni transportéry, které
byly asociovany s rezistenci bunék vici
lécivim (P-glykoprotein, ABC-transpor-
téry atd.) [43]. Navzdory spise polér-
nim vlastnostem prochazi MTX ¢astecné
pfes HEB do subarachnoidélniho pro-
storu u pacientd podstupujicich HD MTX
chemoterapii [44,45].

CNS je jednim z hlavnich mist poten-
cidlni infiltrace leukemickych bunék
u akutni lymfoblastické leukemie (ALL)
a non-hodgkinskych lymfomd (NHL).
Potfeba preventivniho opatreni proti
CNS relapsu, ktery ve vétsiné pfipadu
ALL pfedchézel relapsu dfefiovému,
vedla v 60. letech 20. stoleti k experi-
mentalnimu ozafovani krania a patere
u pacientd s ALL. Pozdéji byla zave-
dena kombinace intratekélniho (IT) po-

dani chemoterapeutik se snizenymi dav-
kami zareni, které zplsobovaly pozdni
nasledky zejména u détskych pacientd.
Od 70. let 20. stoleti byly dale snizovany
davky zafeni a Castéji se pfistupovalo
k profylaktickému podavani cytosta-
tik do mozkomisniho moku. Od minulé
dekady se détsti pacienti ve vétsiné pii-
padl neozafuji. V profylaxi se IT po-
déva MTX v kombinaci s dalSimi cytosta-
tiky pro jeho vyrazné nizsi toxicitu vaci
zdravé mozkové tkéni [46].

Nékteré studie zachazeji v optimali-
zaci prevence leukemického postizeni
CNS jesté déle. Niemann et al monitoro-
vali hladiny MTX v mozkomisnim moku
odebraném pred administraci IT MTX
u 70 pediatrickych pacientl s ALL a NHL
(8-24 hod po zapoceti i.v. HD MTX in-
fuze v ddvkach 5g.m2 u ALLa 1g.m™
u NHL) [44]. Bylo zkoumano prekroceni
antileukemické koncentrace 1 umol.l,
kterd byla dfive stanovena jako dosta-
Cujici pro potlaceni rizika CNS relapsu
(graficky zpracovano v obr. 2) [45]. Hla-
dina MTX = 1 umol.I™" byla pozorovana
u 81,2 % pacientl [44]. Zajimavé je, ze
v souladu s dal$imi publikovanymi vy-
sledky byl signifikantni vék pacientd.
Pacienti nad sedm let akumulovali MTX
v mozkomi$nim moku vice nez mladsi
pacienti. Diskutovén je vliv snizovani
clearance MTX s vékem pacient( [44,45].
K likvorovym koncentracim MTX u do-
spélych pacientd s ALL a NHL nejsou
v dostupné literature relevantni citace.

Terapeutickych hladin v likvoru Ize
tedy dosdhnout dvéma zpUsoby. IT ap-
likace MTX do mozkomisniho moku se
muUze jevit jako jistéjsi alternativa apli-
kace HD MTX i.v. davky s prfedpokladem
dostatecného prlichodu MTX hema-
tolikvorovou bariérou. U pediatrickych
pacientl zahrnuje provedeni lumbdalni
punkce lokalni, v nékterych pfipadech
i celkovou anestezii a mGze byt pro dité
znacné zatézujicim a traumatizujicim za-
krokem s fadou potencidlnich kompli-
kaci. Snizeni frekvence IT aplikaci MTX
s predpokladem dostatecné IT koncen-
trace po HD MTX infuzi naproti tomu
vyzaduje obsahla klinicka a farmakolo-
gickd data zahrnujici dlouhodobé mo-
nitorovani hladin MTX v mozkomisnim
moku, kterd by byla pilifem pro stano-
veni nového terapeutického postupu.
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i
Jrangport.
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prozatim nenf predmétem rutinniho DTM - rutinné monitorovano TDM
hematoencefaliticka bariéra
_ %

Obr. 2. Methotrexat v mozkomisnim moku.

Terapeutické koncentrace methotrexatu (MTX) v likvoru Ize dosdhnout intratekdlnim (IT) podanim cytostatika pfi lumbalni punkci nebo v nizsi
davce intraventrikularnf aplikaci do Ommaya rezervodru pro chronické [T aplikace. Pfi prevenci leukemického postizeni CNS v pediatrické on-
kologii byla stanovena cilové koncentrace MTX vyssinez 1 umol.I”". Pomoci kapalinové chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrii byly
ve studii Niemanna et al méfeny likvorové koncentrace MTX pred jeho IT aplikaci u pediatrickych pacientt s ALL a vice nez 80 % pacientd do-
sahovalo cilovych hodnot. Lze tedy pfedpoklddat dostatecny prestup MTX z krve do subarachnoidalniho prostoru pfes hematoencefalickou

bariéru u téchto pacientd [45].

Polyglutamylace methotrexatu

je klicova pro udrzeni
terapeutickych koncentraci

a zvysuje jeho antirevmatické
ucinky

Kromé extenzivni jaterni biotransformace
a stfevni konverze MTX je vyznamnou ka-
pitolou také jeho intracelularni metabo-
lizmus. Extraceluldrni MTX vstupuje do
bunky pres prenasec redukovaného fo-
latu (reduced folate carrier - RFC) a fola-
tovy receptor (folate binding protein -
FBP), membranové prenasece, jejichz
pfirozenym substratem je foldt, resp. jeho
redukované plazmatické formy [47,48].
Oba prenasece zajistuji obousmérny pre-
nos folatl a pfibuznych sloucenin véetné
MTX pres cytoplazmatickou membranu
bunék. Defekt funkce foldtovych prena-
$e¢d mUlze vyustit v poruchu bunééné
funkce a je zaroven potencidlnim mistem

vzniku rezistence na lé¢bu MTX [49,50].
Aby se zabrénilo Uniku foldtu a MTX z in-
tracelularni tekutiny, dochazi k jejich en-
zymatické polyglutamylaci, pfi které se
na karboxylovy konec glutamatu paren-
taIni slouceniny pfipojuje dalsi glutamat.
Takto vznikaji slou¢eniny se 2-7 glutama-
tovymi zbytky (folat-Glu, , a MTX-Glu, ).
Tento proces je plné reverzibilni. Hydro-
lyzu peptidovych vazeb mezi glutamaty
katalyzuje enzym gamma-glutamyl hyd-
roldza (GGH, E.C. 3.14.19.9) [51].

V revmatologické literatufe je mo-
lekula MTX jiz delsi dobu oznacovana
jako prolécivo, které je az po vstupu
do buriky a intraceluldrni konverzi akti-
vovano [52,53]. Toto oznaceni je pravé
v revmatologii vystizné, protoze kon-
centrace aktivnich MTX polyglutamatt
prevysuji koncentrace volného léciva
v cytoplazmé bunék [54]. Polyglutamy-

lované formy MTX navic mnohem vy-
raznéji nez volny MTX blokuji odbou-
rdvani 5-aminoimidazol-4-carboxamid
ribonucleotidu (AICAR) inhibici enzymu
AICAR transferazy. Zvyseni koncentraci
AICAR nésledné vede ke snizenému od-
bourdvani adenosinu, ktery se vaze na
adenosinové receptory (predevsim A2A)
imunitnich bunék a plsobi protizanét-
livé [8,55]. Podobné vyraznéjsi inhibi¢ni
aktivitu maji polyglutamaty MTX vUci
thymidylat syntdze (E.C. 2.1.1.45), en-
zymu, ktery pfeménuje pyrimidinové
deoxyribonukleotidy a podili se tak na
syntéze DNA [56]. V lidskych nadoro-
vych burikach karcinomu prsu se navic
prodluzovala intracelularni retence
a polocas disociace komplexu MTX
a DHFR pfimo Uumérné délce retézce
glutamatovych rezidui jednotlivych
polyglutamatt [57].
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Dosavadnimi imunoanalytickymi me-
todami, které jsou urcené pro rutinni
monitorovani plazmatickych hladin
MTX, nelze zadny z jeho metabolitl
vcetné MTX-Glu_monitorovat. Celkovou
koncentraci intraceluldrnich polyglu-
tamatl je mozné stanovit imunoanaly-
ticky az po jejich in vitro konverzi rekom-
binantni GGH na volny MTX. Stanoveni
koncentraci jednotlivych polyglutamatt
vyzaduje pokrocilou instrumentaci (nej-
Castéji chromatografické metody s de-
tekci pomoci hmotnostni spektrome-
trie) [58,59]. Koncentrace jednotlivych
MTX polyglutamétd jsou zavislé na davce
a zplsobu podéani MTX a mohou byt in-
terindividualné variabilni, coz je jednou
zmoznych pficin rdzné terapeutické od-
povédi revmatologickych pacientli na
[é¢bu [53,60]. Jak jiz bylo zminéno, po-
lyglutamylace zdsadné méni farmakody-
namické vlastnosti MTX, a proto by do-
plnéni rutinniho TDM MTX o stanoveni
hladin intracelularnich polyglutamattd
mohlo byt pfinosem v monitorovani za-
vislosti davky, koncentrace, terapeutic-
kého ucinku a toxicity léciva.

Zaveér

Methotrexat zlstava i po 70 letech v kli-
nické praxi |ékem se Sirokym spektrem
vyuziti zejména v |é¢bé autoimunitnich
onemocnéni a malignit. V onkologii jej
Ize povazovat za relativné bezpecné che-
moterapeutikum vzhledem k dlouho-
dobé optimalizaci terapeutickych proto-
kol a rutinnimu TDM. Farmakokinetické
vlastnosti zakladniho MTX jsou lékafdim
dnes pomérné dobfe zndmé, méné vsak
jeho komplikovana biotransformace
a mnozstvi aktivnich metabolitd. Dnes
jsme jiz schopni pomoci pokrocilych la-
boratornich technik stanovovat i nizké
koncentrace intraceluldrnich polygluta-
matd, jejichz koncentrace mlze mit vliv
na ucinnost lécby, presto vsak zlstava
zlatym standardem pfi TDM stanoveni
volného MTX. Proti zavedeni takovych
metod do laboratorni diagnostiky ho-
vofi jejich vysokd cena a pozadavky na
odbornou obsluhu. Pfesto v3ak diky nim
ziskdvame nové cenné informace o far-
makologickych vlastnostech MTX. Jejich
zavedeni do praxe mlze pomoci déle
optimalizovat efektivitu 1é¢by a upev-
nit tak postaveni MTX v onkologii a pre-

devsim revmatologii, ve které je stéle
diky pozitivnimu poméru terapeutic-
kého ucinku a toxicity i nizké cené zla-
tym standardem.
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