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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W TEKSCIE

ALL — ostra biataczka limfoblastyczna

ALL-IC — migdzykontynentalny protokot leczenia ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci
ALL-SR — ostra bialaczka limfoblastyczna standardowego ryzyka wznowy choroby
AUC — pole pod krzywa zmian stgzen leku w surowicy w czasie

BFM — niemiecka Pediatryczna Grupa Onkologiczna (Berlin-Frankfurt-Munster)
BMI — wskaznik masy ciala

CCG — amerykanska Pediatryczna Grupa Onkologiczna

DAMPTA — kwas 4-amino-4-dezoksy-N10-metylopteroilowy

DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

DFS — wspoiczynnik przezycia wolnego od choroby

EFS — wspofczynnik przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen

EORTC — Europejska Organizacja do Badania 1 Leczenia Nowotoworow
genotyp CC — obecne 2 allele C (warian ,,dziki* polimorfizmu 677 C>T MTHFR)
genotyp CT — obecny 1 allel C i1 allel T

genotyp TT — obecne 2 allele T

FUO - goraczka niewiadomego pochodzenia

GFR — warto$c¢ filtracji kigbuszkowe;j

GOT — aminotransferaza asparaginianowa

GPOH — Niemieckie Stowarzyszenie Onkologii i Hematologii Dziecigcj

GPT — aminotransferaza alaninowa

HD-Mtx — wysokie systemowe dawki metotreksatu

IR — grupa pacjentow posredniego ryzyka wznowy biataczki

1.th. — dokanatowe podanie leku

1.v. — dozylne podanie leku

K — stata eliminacji leku



MODS - zespot dysfunkcji wielonarzadowe;

MRP - rodzina biatek zwiazanych z opornoscia wielolekowa

MTHEFR - reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa

Mtx — metotreksat

n — liczba dzieci lub cykli poddanych analizie

NCI-CTC - powszechne kryteria toksycznosci wg amerykanskiego Narodowego Instytutu
Nowotworow

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

p — poziom istotnosci statystycznej

PL — naklucie ledzwiowe

PCR-RFLP — analiza zmienno$ci dtugosci fragmentow restrykcyjnych genomowego DNA

powielonego technika tancuchowej reakcji polimerazy

RFC1 — nos$nik zredukowanych folianow

RT — radioterapia

SR — grupa pacjentow standardowego ryzyka wznowy biataczki
TS — syntaza tymidylowa

USD — Uniwersytecki Szpital Dziecigcy



I. WSTEP

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL), najczestszy nowotwor wieku dziecigcego, stanowi okoto
30% wszystkich ztosliwych chorob nowotworowych w tym okresie zycia. Obecnie, dzigki
zastosowaniu skojarzonego intensywnego leczenia oraz stale doskonalonym metodom terapii
wspomagajacej, mozliwe jest wyleczenie okoto 80% ogotu dzieci, dotknigtych ta choroba.
Wypracowane w latach 70. 1 80. dwudziestego wieku zasady terapii ALL, zaktadajace szybkie
osiagnigcie remisji (etap indukcji), a nastgpnie jej utrwalenie (etap konsolidacji 1 reindukcji) oraz
odpowiednio dlugo prowadzone leczenie podtrzymujace, pozostaja aktualne, ale sa stale
doskonalone (15, 69, 132, 190, 201, 204, 217). Obecna strategia leczenia ALL zmierza do
zachowania rownowagi miedzy uzyskiwaniem maksymalnego odsetka wyleczen, a ryzykiem

wystegpowania ci¢zkich wezesnych 1 poznych powikian terapii.

Poza odpowiednio intensywna chemioterapia systemowa, waznym elementem leczenia jest
zapobieganie wznowie choroby w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN). Fizjologiczna
bariera ,.krew-mézg” powoduje, ze wigkszo$¢ cytostatykow stosowanych w standardowych
dawkach dozylnie lub doustnie, nie uzyskuje w tkance moézgowej stgzen terapeutycznych (37,
69, 169, 235). Dlatego OUN moze stanowi¢ swoisty rezerwuar komorek nowotworowych,
zagrazajacy wystapieniem nawrotu choroby nie tylko w jego obrebie, ale takze w szpiku, co
zwykle jest trudne do opanowania. Do potowy lat 80. w zapobieganiu wznowie w OUN
stosowano profilaktyczna radioterapi¢ (RT) mozgowia i chemioterapi¢ dokanatowa.
Niezaprzeczalna skuteczno$¢ RT zostata zdyskredytowana przez obserwowane z biegiem lat
cigzkie, a niekiedy zagrazajace zyciu odlegle powiklania. Najpowazniejszymi skutkami
ubocznymi tego postgpowania sa wtérne nowotwory mozgowia, ujawniajace si¢ czg¢sto pozno,
nawet po wielu latach od zakonczenia leczenia (27, 59, 86, 92, 118, 127, 145, 171, 247).

Z koncem lat 80. kilka wiodacych osrodkow onkologii dziecigcej na Swiecie (m.in. w Europie -
Grupa Berlin-Frankfurt-Munster /BFM/ 1 o$rodek skandynawski, a w USA - bostonski Dana
Farber Institute), podjeto niezalezne badania nad zastapieniem RT w najlepiej rokujacej grupie
pacjentoéw (tzw. standardowego ryzyka /SR/), inna - roOwnie skuteczna, a bezpieczniejsza metoda.
Wykazano, ze metotreksat (Mtx), zastosowany dozylnie w odpowiednio wysokiej dawce (HD),
przenika do ptynu moézgowo-rdzeniowego 1 w potaczeniu z dokanalowym podaniem tego leku
pozwala na osiagnigcie st¢zenia terapeutycznego, zabezpieczajacego OUN przed nawrotem
choroby (11, 15, 21, 25, 36, 37, 41, 66, 78, 84, 103, 143, 144, 202, 203, 204, 235). Ponadto HD-
Mtx, podana w etapie konsolidacji remisji, zmniejsza ryzyko zaréwno wznowy jadrowej jak 1
szpikowej, co zwigksza szanse na wyleczenie bialaczki. Wysoko$¢ skutecznej dawki Mtx w

leczeniu ALL nadal pozostaje przedmiotem kontrowersji (37, 55, 66, 151, 170, 190, 266).



Badania Poplacka, dotyczace eskalacji dawki systemowej Mtx do ponad 33 g/m’, prowadzone
we wczesnych latach 80., nie wykazaty korzystnego wptywu tak wysokich dawek leku na
zabezpieczenie OUN przed biataczka, a taczyly si¢ ze znacznymi toksyczno$ciami (25, 37, 149,
151). Okazalo si¢ natomiast, ze dla profilaktyki OUN najwazniejsze jest zapewnienie
cytotoksycznego st¢zenia leku w plynie mézgowo-rdzeniowym, utrzymujacego si¢ przez
odpowiedni czas, co mozna uzyskac stosujac wielogodzinne wlewy Mtx w nizszych,

kilkugramowych dawkach (1, 21, 95, 98, 139, 231, 234, 245, 258).

Od kilku lat standardem postgpowania zapobiegajacego wznowie ALL w OUN u dzieci,
zakwalifikowanych do grupy standardowego 1 posredniego ryzyka, jest dozylne stosowanie HD-
Mtx, polaczone z wcezesnie rozpoczeta 1 systematycznie kontynuowana terapia dokanatowa,
polegajaca na podaniu 1-3 lekéw do kanatu kregowego (136, 202, 235). Obecnie pediatryczne
grupy onkologiczne w leczeniu konsolidacyjnym ALL stosuja Mtx w rdznie wysokich dawkach
(1 — 8 g/m®) i uzyskuja podobne wyniki. Tylko dzieci z grupy wysokiego ryzyka i z biataczka z
prekursorow limfocytow T nadal wymagaja profilaktycznej RT OUN (28, 67, 84, 143, 144, 145,
170, 190, 205, 221, 234).

Metotreksat jest klasycznym antymetabolitem, ktory na drodze bloku enzymatycznego prowadzi
do drastycznego niedoboru aktywnej postaci folianow — tetrahydrofolianow. Skutkuje to
wstrzymaniem zaleznej od nich syntezy puryn i tymidyny, przemiany homocysteiny w

metioning, a takze metabolizmu dlugotancuchowych kwasow thuszczowych w tkance mézgowia.
Zahamowanie podzialdw komorkowych, wynikajace z zaburzenia syntezy i naprawy DNA, ma
najpowazniejsze konsekwencje wobec szybko dzielacych sig tkanek, takich jak: nabtonki,
sluzéwki 1 szpik. Istotne jest, by Mtx podany byt w dawce pozwalajacej na osiagnigcie co
najmniej minimalnej wartosci stgzenia stacjonarnego, co koreluje w badaniach klinicznych ze
znaczaco mniejszym ryzykiem nawrotu biataczki (1, 11, 21, 36, 65, 66, 67). Na tle wigkszos$ci
cytostatykow, ktore cechuje bardzo niski indeks terapeutyczny, a dawke maksymalna Scisle
determinuje tolerancja skutkow ubocznych, lek ten stanowi wyjatek. Leczenie HD-Mtx,
stosowane poza ALL m.in. w nieziarniczych chtoniakach ztosliwych 1 migsaku kosci, jest
mozliwe dzigki istnieniu swoistego dla Mtx antidotum, kwasu folinowego (leukoworyny). To
antidotum, stosowane w zaleznosci od wskazan w szerokim zakresie dawek, odwraca na
poziomie komérkowym dziatanie Mtx, gdyz odtwarzajac zasoby foliandw zabezpiecza pacjenta
przed wystapieniem nasilonych ostrych toksycznosci chemioterapii. Istotny jest nie tylko
adekwatny dobor dawek leukoworyny, ale takze odpowiedni moment rozpoczegcia podazy tego
preparatu. Leukoworyna zastosowana zbyt wcze$nie lub w nadmiarze niweczy

przeciwnowotworowy efekt dzialania Mtx, a podana zbyt p6zno lub w zbyt niskiej dawce — nie
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spetnia swej roli detoksykacyjnej (21, 24, 38, 57, 212, 223, 234, 245). Dlatego uznanym
standardem leczenia HD-Mtx (poczawszy od dawki 1 g/m?) jest terapia monitorowana, ktorej
istota jest kontrola sprawnosci wydalania leku w okreslonym przedziale czasowym. Polega ona
zwykle na pomiarach stezen Mtx w surowicy, w okresie jego naturalnej eliminacji (2 - 3 doby)

oraz podawaniu leukoworyny w adekwatnych dawkach (18, 21, 143, 196, 234).

Wydalanie Mtx jest wieloetapowe; wigkszos¢ leku (okoto 50-80%) jest eliminowana w postaci
niezmienionej w ciggu pierwszych 12 godzin przez nerki. Dlatego prawidlowa funkcja nerek
warunkuje bezpieczne przeprowadzenie terapit HD-Mtx. W badaniach farmakokinetycznych, po
dobowych wlewach Mtx wyr6zniono dwie fazy eliminacji; pierwsza tzw. szybka, zwiazang z
oczyszczaniem krwi z leku oraz druga, wolna — zalezna od eliminacji tego leku z kompartmentu
obwodowego (tkanek). Wykazano takze istotne rdéznice w sprawnosci wydalania HD-Mtx,
pomigdzy poszczegdlnymi pacjentami, a nawet w odniesieniu do tej samej osoby, w réznych
cyklach (8, 54, 65, 67, 68, 148, 153, 167, 205, 262, 269). Do znanych czynnikow, wptywajacych
na eliminacj¢ Mtx nalezy nie tylko prawidlowa funkcja nerek, lecz takze: wiek, masa ciata,
wspotistnienie przesigkoOw do jam ciafa, stopien nawodnienia, interakcje wielu lekéw, a nawet
rasa. Jednakze po ich uwzglednieniu nie jest mozliwa trafha ocena, czy w trakcie konkretnej
chemioterapii wydalanie leku bedzie sprawne. Przedtuzona eliminacja HD-Mtx u dzieci
wystepuje stosunkowo czegsto 1 nieprzewidywalnie (67, 121, 205, 207, 262). Kliniczne
nastgpstwa tego faktu moga by¢ powazne, gdy dotycza zyciowo waznych narzadéw 1 uktadow
lub istotnie zaburzaja planowy przebieg leczenia. Poza uszkodzeniem szpiku przedtuzona
ekspozycja na lek moze wywotaé: odczyny zapalne blon sluzowych przewodu pokarmowego,
zmiany skorne, dysfunkcje watroby 1 nerek, objawy wynikajace z neurotoksycznosci leku, a
takze — korelujace z immunosupresja — powiklania infekcyjne. Wystepowanie oraz nasilenie tych
ostrych toksycznosci zalezy nie tylko od przekroczenia wartosci stezen krytycznych leku w
surowicy, ale przede wszystkim od czasu przedtuzonej ekspozycji na lek i indywidualnej
wrazliwosci pacjenta, zaleznej od wielu zmiennych (8, 11, 18, 21, 45, 54, 65, 85, 93, 148, 175,
178, 183, 195, 234, 245, 258, 262). Ostatnio zwrocono uwage na rol¢ czynnikOw genetycznych,
warunkujacych osobniczo zmienna aktywnos$¢ receptorow komorkowych leku oraz wielu
enzymow, zaangazowanych w transport, metabolizm 1 mechanizm dziatania Mtx (14, 34, 44, 69,
90, 97, 101, 102, 105, 120, 125, 133, 135, 166, 169, 172, 177, 185, 189, 216, 217, 220, 229, 243,
270). Wazna rolg petni wsrdd nich reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa (MTHFR),
ktorej dziatanie blokuje Mtx 1 jego metabolity, co przerywa szlak syntezy zredukowanych
folianow, koniecznych w syntezie puryn, DNA 1 bialek oraz w metylacji homocysteiny 1
metaboliZzmie neurotransmiterow mozgu. Powszechnie spotykane polimorfizmy genu MTHFR,
zlokalizowanego na krotkim ramieniu 1 chromosomu, a zwlaszcza najczgstszy z nich
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polimorfizm 677 C>T dotyczacy jego 4 eksonu, wplywaja na zmienng aktywnos$¢ kodowanego
enzymu. W przypadku heterozygotycznosci CT, a zwlaszcza homozygotycznosci TT
produkowany jest termolabilny enzym o uposledzonej aktywnosci, co moze wptywac na
odmienng wrazliwo$¢ na Mtx. Dane z literatury dotyczace wplywu nosicielstwa tego
polimorfizmu na tolerancjg¢ HD-Mtx nie sa jednak jednoznaczne, cho¢ wigkszo$¢ autorow
przedstawia dowody §wiadczace o wigkszej wrazliwos$ci na ten cytostatyk 1 o wigkszym ryzyku
nasilenia ostrych toksycznosci u 0s6b homo- 1 heterozygotycznych, w przypadku stosowania u

nich HD-Mtx (33, 34, 44, 90, 117, 166, 169, 172, 192, 208, 209, 224, 236, 237, 238, 239, 241).

Problem istnienia genetycznie uwarunkowanych réznic w farmakokinetyce cytostatykow jest
zywo dyskutowany, gdyz stanowi przestanke do, realizowanej zreszta czgsto empirycznie,
indywidualizacji dawkowania lekow (2, 14, 33, 44, 66, 97, 102, 122, 137, 166, 170, 190, 266).
W Polsce, mimo iz prowadzone sa takie badania, wciaz niewiele jest publikacji analizujacych ten
problem w odniesieniu do dzieci leczonych z powodu najczgstszego nowotworu, jakim jest
bialaczka. Do dzi§ otwarta pozostaje dyskusja na temat optymalnej wysokosci dawki Mtx w
leczeniu konsolidacyjnym dzieci z ALL. Nieliczne sa takze opracowania, poswigcone klinicznej
tolerancji wysokich systemowych dawek leku, dotyczace duzych grup dzieci, jednolitych pod
wzgledem rozpoznania i metod leczenia (1, 9, 10, 54, 60, 65, 67, 83, 91, 98, 106, 126, 140, 162,
167, 183, 191, 194, 206, 213, 215, 245, 249, 262, 263, 268, 269). Niewiele analiz dotyczy tez
czynnikdw wplywajacych na eliminacj¢ HD-Mtx i ryzyko wystapienia nasilonych bliskich

toksycznosci tej terapii. Dlatego podjeto badania w tym temacie.
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II. CEL PRACY

Celem pracy byla analiza czynnikow wptywajacych na zaburzenie eliminacji i tolerancj¢ dwoch

roznie wysokich dawek metotreksatu, stosowanych u dzieci w leczeniu konsolidacyjnym ostrej

biataczki limfoblastycznej i odpowiedz na nastgpujace pytania:

1.

Czy opdzniona eliminacja metotreksatu zalezy od: wysokosci dawki systemowej (2 g/m’
i3 g/m?), kolejnosci cyklu, wysokosci stezenia stacjonarnego leku oraz wieku, plei i
BMI?

Czy stala eliminacji (K¢) Mtx, obliczona we wstepnej fazie szybkiego wydalania leku,
moze by¢ przydatnym markerem wczesnej identyfikacji pacjentow z zaburzonym
klirensem leku?

Jaka jest kliniczna tolerancja terapii wysokimi dawkami Mtx w leczeniu
konsolidacyjnym ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci 1 jaka jest przydatnosé¢
wybranych parametrow biochemicznych funkcji watroby i nerek w monitorowaniu
bliskich toksycznosci tego leczenia?

Czy przedtuzona ekspozycja na cytotoksyczne stezenia Mtx, stosowanego w dwu roéznie
wysokich dawkach miata, pomimo adekwatnej terapii leukoworyna, istotny wplyw na
wystgpowanie 1 nasilenie bliskich toksycznos$ci narzadowych 1 uktadowych oraz planowy
przebieg leczenia?

Czy nosicielstwo najczgstszego polimorfizmu genu reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR) - 677C>T miato wptyw na sprawnos$¢
eliminacji leku oraz na czgsto$¢ 1 nasilenie bliskich toksycznosci zwigzanych z terapia
HD-Mtx?

Jakie sa najistotniejsze czynniki ryzyka wystapienia nasilonych bliskich toksycznosci

leczenia Mtx zastosowanym w wysokich dawkach?
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III. MATERIAL I METODY BADAN

1. Pacjenci i metody leczenia ALL-SR w latach: 1993 - 2002 (grupa leczona dawka 3 g/m’
Mitx) i 2003 - 2007 (grupa leczona dawka 2 g/m’ leku)

1.1. Ogolna charakterystyka pacjentow

Badania przeprowadzono w dwoch okresach terapii, rézniacych si¢ wysokoscia dawki
systemowej Mtx, stosowanego w czasie leczenia konsolidujacego remisj¢ biataczki w grupie
dzieci standardowego 1 posredniego ryzyka.

Okres leczenia: 1993 - 2002

Badaniem objgto146 dzieci, leczonych w Klinice Onkologii 1 Hematologii Dziecigce;j
Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego (USD) w Krakowie, u ktorych w latach 1993 - 2002, w
ramach leczenia konsolidujacego ALL, zgodnie ze zmodyfikowanym Protokotem ALL-BFM-90
(aneks 1), przeprowadzono cykle chemioterapii z zastosowaniem Mtx w dawce 3 g/nr’.
Kwalifikacja dzieci do grupy standardowego ryzyka byta oparta na wytycznych niemieckiej
grupy onkologicznej BFM 1 uwzgledniata takie czynniki jak: wiek, liczbg krwinek biatych,
czynniki cytogenetyczne 1 odpowiedz na wstepne leczenie.

W badanej grupie byto 78 chtopcow (53,4%) oraz 68 dziewczat (46,6%). Wiek pacjentow w
chwili rozpoczgcia leczenia konsolidujacego wahat si¢ od 1 roku 1 3 miesigcy do16 lat 16
miesigcy; mediana wynosita 4 lata i 10 miesigcy. W oparciu o dane z literatury, dotyczace
wplywu wieku na farmakokinetyke HD-Mtx, wyrdzniono (rysunek 1) trzy grupy wiekowe: od 1
roku do 4 lat, od ponad 4 do 10 lat 1 grupg dzieci w wieku ponad 10 lat (11, 21, 23, 54, 88, 107,
153, 234, 249).

Rysunek 1. Grupy wiekowe wsrod 146 dzieci z ALL leczonych w latach 1993 - 2002 z
zastosowaniem Mtx w dawce 3 g/m’

wiek w latach

15%

H(1-4
O{4-10}
HW(10-17)

46%

Srednia wieku chtopcow (tabela 1) byta nizsza (5 lat i 6 mies.) niz dziewczat (6 lat i 3 mies.).

Réznice nie byly istotne statystycznie (p=0,20).
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Tabela 1. Wiek (w miesiacach) dzieci leczonych Mtx w dawce 3 g/m* w zaleznosci od plci

Pleé n % X s Me min-max p
chlopcy 78 53,4 65,6 41,8 52,5 17 - 184
0,20
dziewczeta 68 46,6 75,0 45,6 61,0 15-198 ’

Masa ciata dzieci badanej grupy wahata si¢ w zakresie 9,9 kg - 67,5 kg (mediana 20 kg).

W celu obiektywnej oceny stanu odzywienia dla kazdego pacjenta obliczono warto$¢ wskaznika
masy ciata (BMI), a uzyskane wyniki odniesiono do norm rozwoju fizycznego dzieci
warszawskich (157). Na tej podstawie pacjentéw zakwalifikowano, w oparciu o siatki centylowe
do 4 grup. Za norme przyj¢to wartosci BMI w zakresie 75 - 25 percentyla (1 odchylenie
standardowe), za nadwage w stopniu umiarkowanym 1 znacznym, odpowiednio: 75 - 97 1 ponad
97 percentyla. Natomiast za niedobdr masy ciata miernego i znacznego stopnia uznano

odpowiednio warto$ci w zakresie: 3 - 25 1 ponizej 3 percentyla (rysunek 2).
Rysunek 2. Wartosci BMI w grupie dzieci leczonych Mtx w dawce 3 g/m’

percentyle

11% 1%

m25-75
47%
° > 97

31% O75-97

10% 03-25

H<3

OKkres leczenia: 2002 - 2007

Badanie dotyczylo grupy 72 dzieci leczonych w Klinice Onkologii 1 Hematologii Dziecigce;j
USD w Krakowie, u ktorych w latach 2002-2007 w leczeniu konsolidujacym remisj¢ ALL, w
ramach realizacji Protokolu ALL-IC-2002 zastosowano cykle z Mtx w dawce 2 g/m’.
Kwalifikacja do grupy standardowego 1 posredniego ryzyka, zgodnie z wymogami protokotu
terapeutycznego, oparta byla o: wiek, wstgpna liczbg krwinek biatych, odpowiedz na leczenie 1
badania cytogenetyczne. Protokot leczenia indukcyjnego, poprzedzajacego terapie
konsolidacyjna byt prawie identyczny, jak w okresie wczesniejszym (aneks 2).

W badanej grupie byto 37 chtopcow (51,4%) 135 dziewczat (48,6%). Wiek pacjentow w chwili
rozpoczecia leczenia konsolidujacego wahat si¢ od 1 roku 1 6 miesigcy do 16 lat 1 4 miesigey;
mediana wynosita 5 lat 1 4 miesigce. Udziat procentowy trzech grup wiekowych ilustruje

rysunek 3.

15



Rysunek 3. Grupy wiekowe wsrod 72 dzieci z ALL leczonych w latach 2002 - 2007 z
zastosowaniem Mtx w dawce 2 g/m’

18% wiek w
32% latach
ma1-4;
O{4-10}
H((10-17)
50%

Srednia wieku chtopcow (tabela 2) byta w tej grupie pacjentdow wyzsza (7 lat) niz dziewczat (6

lat 1 2 mies.). Roznice nie byly istotne statystycznie (p=0,39).

Tabela 2. Wiek (w miesiacach) dzieci leczonych dawka Mtx 2 g/m’, w zaleznoSci

od pici
Pleé n % x s Me min-max p
chlopcy 37 51,4 83,9 52,9 65,0 18 - 195
0,39
dziewczeta 35 48,6 73,9 46,4 64,0 20 - 196

Masa ciata badanej grupy wahala si¢ w zakresie 10,7 kg - 74,5 kg (mediana 19,6 kg). Rozkfad
wartosci BMI dla obu plci, zanalizowany analogicznie jak w grupie dzieci leczonych Mtx w
dawce 3 g/m’, ilustruje rysunek 4.

Rysunek 4. Wartosci BMI w grupie dzieci leczonych Mtx w dawce 2 g/m’

percentyle

6%
W 25-75
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1.2. Porownanie cech dzieci leczonych dwoma réznymi dawkami Mtx

Porownano: wiek, pte¢ oraz podstawowe cechy antropometryczne dzieci z dwoch grup,
leczonych Mtx w dwoch roznych dawkach dozylnych. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
roznic w zakresie: wieku (p=0,627), ptci (p=0,777), masy ciata (p=0,415), wzrostu (p=0,277) 1
powierzchni ciala badanych (p=0,538) pomiedzy grupa leczona dawka 2 g/m” i 3 g/m* Mtx. W
obu okresach nieznacznie dominowali chlopcy, a $rednie wartosci: wieku, masy ciata, wzrostu 1

powierzchni ciata pacjentéw byly poréwnywalne.



Istotne statystycznie rdznice (p=0,01) dotyczyly BMI badanych. Blisko 50% dzieci w obu
grupach miatlo BMI w granicach normy (75 - 25 percentyl). Jednak w grupie leczonej Mtx w
dawce 2 g/m” dwukrotnie rzadziej obserwowano nadmiernie otyle dzieci (BMI > 97 percentyl), a
dwukrotnie czg$ciej zbyt szczuplte (BMI: 25 - 3 percentyl) 1 os§miokrotnie czgsciej
hipotreptycznych pacjentéw (BMI < 3 percentyla). W grupie leczonej Mtx w dawce 3 g/m’
wigcej bylo pacjentow (31% ogdhu) z umiarkowana nadwaga (BMI w zakresie 75 - 97
percentyl). Obserwowane réznice uznano za przypadkowe. Z uwagi na mala liczebnos¢
pacjentow z dwu ekstremalnych grup BMI niektore analizy przeprowadzono w trzech grupach:
dzieci nadmiernie otytych (BMI > 75 percentyla), prawidlowo odzywionych (BMI w zakresie:
25-75 percentyla) 1 nadmiernie szczuptych (BMI < 25 percentyla). Szczegotowe dane ilustruje
tabela 3.

Tabela 3. Charakterystyka poréwnawcza badanych grup: 146 i 72 dzieci leczonych Mtx w
dawce odpowiednio: 3 g/m*i 2 g/m’

I okres: 1993 - 2002 II okres: 2002 — 2007
Badany parametr 5 , | Warto$¢ p
dawka Mtx: 3 g/m dawka Mtx: 2 g/m
liczba i % pacjentow 146 (66,9%) 72 (33,1%)
dziewczeta 68 (46,6%) 35 (48,6%)
pleé 0,777
chlopcy 78 (53,4%) 37 (51,4%)
min-max 1,3-16,5 1,5-16,3
wiek (lata) Me 4,8 53 0,627
x 5,9 6,6
min-max 9,9 - 67,5 10,7 — 74,5
masa ciala
Me 20,0 19,6 0,415
(kg)
x 24,1 25,7
min-max 70 — 180 52 -182
wzrost
Me 112 111 0,277
(cm)
X 125 117,9
min-max 0,4-1,8 0,5-1,95
powierzchnia
2 Me 0’8 0376 0,538
ciala (m”)
x 0,9 0,9
> 97 percentyla n= 14 (9,6%) n=3 4,2%)
97-75 percentyl n= 45 (30,8%) n=14 (19,4%)
BMI 75-25 percentyl n=70 (47,9%) n=35 (48,6%) 0,01
25-3 percentyl n= 16 (11,0%) n=16 (22,2%)
< 3 percentyla n=1 0,7%) n=4 (5,6%)
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1.3. Terapia konsolidacyjna w dwu analizowanych okresach

Schemat leczenia HD-Mtx roznit si¢ w obu analizowanych okresach jedynie wysokoS$cia
podawanej systemowej dawki Mtx 1 rodzajem terapii dokanatowej (jeden lub trzy leki).
Wszystkie warunki 1 sposob przeprowadzania chemioterapii pozostawaly identyczne (aneks 3).
W pierwszym okresie (1993-2002) dawka systemowa wynosita 3 g/m’, w okresie drugim (2002-
2007) — 2 g/n’. Podstawa wyliczenia naleznej dawki leku w danym cyklu chemioterapii byty
aktualne pomiary antropometryczne dziecka. Dawki dostosowywano do realnych wartos$ci
powierzchni ciata pacjenta, obliczanych przed kazdym z cykli. Chemioterapie HD-Mtx
rozpoczynano po dwutygodniowej przerwie po zakonczeniu pierwszego etapu leczenia,
majacego na celu uzyskanie remisji choroby (Protokét I - aneks 1). Warunkiem przeprowadzenia
kazdego cyklu byt dobry stan kliniczny pacjenta, brak cech zakazenia oraz zadowalajace wyniki
badan podstawowych. U kazdego dziecka realizowano cztery chemioterapie HD-Mtx, planowo
co dwa tygodnie. Lek stosowano po uprzednim nawodnieniu 1 alkalizacji, wedlug identycznych
zasad w obu okresach leczenia. Obliczona dawka leku podawana byta dozylnie, do duzego
naczynia (przez tzw. cewnik centralny), w ciagtym 24-godzinnym wlewie z zastosowaniem
pompy infuzyjnej. W drugiej godzinie wlewu wykonywano naktucie lgdzwiowe, potaczone z
badaniem ptynu mézgowo-rdzeniowego 1 dokanalowym podaniem trzech - w pierwszym
okresie, lub jednego leku - w okresie drugim (aneks 3). Dzieci otrzymywaly intensywne
nawadnianie dozylne ( 3 /m?*/dobe), potaczone z alkalizacja i $cistym monitorowaniem
dobowego bilansu plynéw, wg identycznych zasad, az do chwili satysfakcjonujacej eliminacji
Mtx (oczekiwanej planowo w 48. godzinie od rozpoczgcia wlewu Mtx). Celem odwrdcenia
toksycznosci terapiit HD-Mtx kazdorazowo podawano co najmniej trzy dawki leukoworyny
(dostosowane do aktualnej powierzchni ciata), w odstgpach 6-godzinnych, poczawszy od 42.
godziny od rozpoczgcia wlewu Mtx. Wobec przedtuzonej eliminacji Mtx, stosowano
intensywniejsze nawadnianie dozylne 1 wyzsze, adekwatne dawki antidotum (aneks 4), az do
uzyskania zadowalajaco niskiego stgzenia leku w surowicy, identycznego dla obu stosowanych
dawek (0,25 umol/l). W trakcie catego leczenia konsolidujacego pacjenci otrzymywali ponadto
doustnie 6-merkaptopuryne w dawce 25 mg/m’. W celu zapobiezenia mozliwym interakcjom
lekowym, dwie doby przed podaniem Mtx i1 do czasu jego zadowalajacej eliminacji, unikano
jednoczesnego stosowania pewnych lekow, a w szczegdInosci biseptolu 1 aminoglikozydéw. W
przypadku wystapienia wezesnych toksycznosci terapii HD-Mtx wdrazano adekwatne
postepowanie pielggnacyjno-terapeutyczne, zgodnie z wypracowanymi standardami.
Przedmiotem niniejszej analizy byto 276 i 576 cykli z Mtx, odpowiednio w dawce: 2 g/m’ i 3
g/m’. Lacznie oceniono 852 cykle z HD-Mtx, ale szczegbtowe analizy dotyczyly w niektorych

wypadkach mniejszej liczby chemioterapii.
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2. Oznaczenia stezen Mtx w surowicy metoda immunoenzymatyczng

2.1. Staly panel oznaczen w 4 punktach czasowych eliminacji leku

Kazdorazowo, niezaleznie od wysokoséci dawki Mtx (2 g/m’ lub 3 g/m?), celem monitorowania
sprawnosci jego eliminacji 1 adekwatnego dawkowania antidotum, oznaczano st¢zenia leku w
surowicy, rutynowo czterokrotnie w: 24. 36. 42. 1 48. godzinie od rozpoczg¢cia dobowego wlewu.
Oznaczenia stgzen Mtx w surowicy wykonywano metoda immunoenzymatyczng (EMIT® -

Syva) na analizatorze VIVA-Vitalab (DADE-BEHRING, USA) w Pracowni Monitorowania
Lekéw Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie. Stgzenie Mtx po zakonczeniu
dobowego wlewu dozylnego (w 24. godzinie cyklu) uznawano, zgodnie z zasadami

farmakokinetyki HD-Mtx, za reprezentatywne dla stanu stacjonarnego.

2.2. Oznaczenia stezen Mtx w surowicy w przypadku jego przedluzonej eliminacji

Stezenia leku, uzyskiwane w 4 statych punktach czasowych jego eliminacji odnoszono do
ustalonych, w wyniku badan nad farmakokinetyka HD-Mtx, identycznych dla obu dawek,
progow tzw. stezen krytycznych Mtx. Wartosci stezen krytycznych wynosily w 24. 36. 42. 148.
godzinie od poczatku wlewu cytostatyku odpowiednio: 150 umol/l, 3 pmol/l, 1 pmol/l oraz 0,4
pmol/l. Wyzsze stezenia wiazaly si¢ kazdorazowo z: eskalacja dawek antidotum,
intensywniejszym nawadnianiem pacjentow, dalszym Scistym monitorowaniem eliminacji leku 1
obserwacja leczonych pod katem ewentualnego wystapienia wezesnych toksycznosci terapii.
Postepowanie to byto kontynuowane do chwili uzyskania zadowalajacej eliminacji Mtx,
potwierdzonej stgzeniem leku < 0,4 umol/l w 48. godzinie cyklu, lub < 0,25 pmol/l - p6znie;.
Czestos¢ kolejnych oznaczen stezenia Mtx w surowicy uzalezniona byla od uzyskiwanych
wynikéw 1 stanu klinicznego pacjenta. W incydentalnych przypadkach znacznie zaburzone;j
eliminacji leku, monitorowanie stezen Mtx, jak 1 cale postgpowanie terapeutyczne,
zapobiegajace rozwojowi nasilonych toksycznos$ci byto indywidualizowane w szczegolny

sposob, z uwzglednieniem metod nerkozastgpczych w przypadku ostrej niewydolnosci nerek.

3. Obliczenia stalej eliminacji leku metoda Wagnera, w roznych okresach jego wydalania

Jak to potwierdzily badania nad farmakokinetyka Mtx, podawanego droga dobowych wlewow
dozylnych, po 4 — 5 okresach pottrwania leku, gdy szybkos$¢ podazy zrownuje si¢ z szybkoscia
jego wydalania, Mtx osiaga w surowicy tzw. st¢zenie stacjonarne (11, 18, 21, 36, 47, 57, 58, 82,
109). O jego wysokosci $wiadczyly, w przedstawianym badaniu, st¢zenia uzyskane z probek
surowicy, pobieranej w 24. godzinie od poczatku dobowego wlewu HD-Mtx. Zgodnie z

modelem dwukompartmentowym, opisujacym farmakokinetyke dobowych wlewow Mtx,
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wydalanie tak podanego leku jest dwuetapowe. W pierwszej fazie (ktérej pdtokres trwania
wynosi 2 — 4 1 po6t godziny) Mtx wydalany jest szybko, nie podlegajac procesom metabolicznym,
glownie droga nerek 1 etap ten zwigzany jest z oczyszczaniem z leku krwi krazacej oraz dobrze
ukrwionych tkanek. Druga, wolna faza wydalania, wiaze si¢ z uwalnianiem Mtx z polaczen z
bialkami oraz z tzw. kompartmentu glebokiego, tj. gorzej ukrwionych tkanek oraz narzadow 1
trwa okoto 8 — 10 godzin.

Poza potokresem trwania 1 klirensem leku, podstawowym parametrem opisujacym
farmakokinetyke Mtx w organizmie leczonych jest stafa eliminacji (Kj), ktoéra odzwierciedla
dynamike spadku stgzen leku w surowicy w czasie, zalezna od sprawnosci jego biotransformac;ji
1 wydalania. Warto$¢ statej eliminacji zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od wiasciwosci
osobniczych 1 rodzaju leczonej patologii oraz interakcji lekowych.

Postugujac si¢ wzorami Wagnera, obowiazujacymi dla proceséOw kinetyki pierwszego rzedu
(eliminacja jest proporcjonalna do stgzenia leku) obliczono wartosci statych eliminacji Mtx dla

obu faz jego wydalania

Ke|= lnc1 — lncz/ tz — t1

Nastgpnie poréwnano wartosci stalych eliminacji fazy szybkiej 1 wolnej wydalania Mtx, w dwu
grupach dzieci: z prawidlowa 1 przedtuzona eliminacja leku, podanego w dwu réznych dawkach.

Sprawdzono, czy istnieje korelacja wartosci statych eliminacji Mtx z wiekiem, picia i BMI.

4. Badania morfologii krwi przed i po zakonczeniu cykli z HD-Mtx

Kazdorazowo, podstawa kwalifikacji do przeprowadzenia chemioterapii z zastosowaniem HD-
Mtx, byly zadowalajace wartosci morfologii krwi, oznaczanej w przeddzien cyklu. Koniecznym
wymogiem (poza potwierdzong remisja choroby) byta prawidlowa odnowa hemopoetyczna
(leukocyty > 1 500/mm’, granulocyty > 500/mm’, ptytki krwi > 50 000/mm?). Morfologi¢
powtarzano w drugiej lub trzeciej dobie od rozpoczecia cyklu oraz w okoto 112 tygodnie od
jego zakonczenia. W analizach uwzgledniono odbiegajace od normy wartos$ci krwinek: biatych,
czerwonych 1 ptytek w okresie dwu tygodni od zakonczenia kazdego cyklu. W razie znaczacych
odchylen ktoregokolwiek z parametrow morfologii wdrazano adekwatne postgpowanie, a
badania powtarzano, w odstepie i czgstosci zaleznej od potrzeb. Oznaczenia wykonano w
laboratorium hematologicznym przy Klinice Onkologii 1 Hematologii Dziecigcej USD w

Krakowie.
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5. Oznaczenia podstawowych parametrow biochemicznych funkcji watroby i nerek przed
i po cyklach z HD-Mtx

Kazdy z cykli, niezaleznie od wysokosci zastosowanej dawki HD-Mtx byt przeprowadzany po
weryfikacji dobg wczesniej dobrego stanu klinicznego pacjenta, w szczegolnosci wykluczeniu
ostrych zakazen 1 potwierdzeniu prawidlowej funkcji nerek oraz watroby. Panel badan
obejmowal oznaczenia stezen: mocznika, kreatyniny, biatka catkowitego, albumin, bilirubiny,
aminotransferazy alaninowej (GPT) 1 asparaginianowej (GOT) oraz podstawowych jonow.
Chemioterapi¢ przeprowadzano, gdy wartosci bilirubiny w surowicy nie przekraczaty trzykrotnie
progu uznanego za gorng granic¢ normy wiekowej, a stgzenia transaminaz — pigciokrotnie. Te
same oznaczenia powtarzano w probce krwi, pobranej okoto 48. godziny od rozpoczgcia
dobowego wlewu Mtx. W razie znaczacych odchylen od normy wartosci oznaczeh uzyskanych
po przeprowadzeniu kuracji HD-Mtx, wdrazano odpowiednie postgpowanie terapeutyczne,
zgodnie z ustalonymi standardami, a oznaczenia powtarzano.

Pely panel badan biochemicznych w trakcie realizacji kazdego z cykli nie zostat wykonany u
wszystkich pacjentoéw. W analizach wptywu chemioterapii HD-Mtx na funkcj¢ watroby 1 nerek
ocenie poddano tylko te cykle, w ktoérych odnosne badania byly wykonane dwukrotnie (przed 1
po zakonczeniu wlewu Mtx). Wszystkie oznaczenia wykonano w Pracowni Biochemii Zaktadu

Biochemii Klinicznej USD w Krakowie.

6. Monitorowanie funkcji nerek w trakcie cykli z Mtx

Co najmniej 4 godziny przed rozpoczegciem dobowego wlewu Mtx rozpoczynano nawadnianie
dozylne (3 /m*/dobe), potaczone z alkalizacja. Przez caly cykl $cisle kontrolowano dobowy
bilans ptynow; zwykle konieczne bylo forsowanie diurezy. Poza prawidlowymi warto$ciami
parametrow biochemicznych, oceniajacych funkcje nerek przed rozpoczgciem chemioterapii
(mocznik, kreatynina), diureza adekwatna do intensywnego nawadniania byla klinicznym
dowodem wydolnosci nerek, kluczowego narzadu dla sprawnej eliminacji leku, koniecznej dla

bezpiecznego leczenia.

7. Ocena kliniczna leczonych pod katem wystgpowania ostrych neurotoksycznosci terapii
systemowej i dokanalowej z Mtx

Obserwowane w trakcie leczenia HD-Mtx wczesne objawy toksycznos$ci ze strony OUN,
zwiazane byly zarbwno z wysoka dawka systemowa leku jak 1 rdwnoczesna terapia dokanatowa,
z zastosowaniem jednego lub trzech lekoéw (aneks 3). Dotyczyly najczesciej symptomow
podraznienia opony pajeczej, w postaci typowych objawdéw popunkcyjnych. W analizie
objawow neurotoksycznych uwzgledniono: bole glowy 1 okolicy ledzwiowej, sztywnos¢ karku,

jednorazowy skok temperatury > 38,0° C, parestezje i drgawki. Natomiast wystepowanie
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nudnosci 1 wymiotow, towarzyszacych terapit HD-Mtx (jednej z najczgstszych bliskich

toksycznosci leczenia) oceniono odrgbnie.
8. Ocena kliniczna toksycznosci skorno — sluzowkowych

Metotreksat jako klasyczny antymetabolit, dziatajacy na komorki w fazie syntezy DNA
przygotowujacej do mitozy, wywiera najsilniejszy wplyw na szybko odnawiajace si¢ tkanki,
takie jak: nablonek przewodu pokarmowego i szpik. Typowe objawy stanu zapalnego $luzowki
przewodu pokarmowego to jej zaczerwienienie, obrzmienie, az po zmiany martwicze z
bolesnymi nadzerkami. W jelitach, w przypadku owrzodzen, taki stan moze by¢ powodem
sluzowo-krwistych biegunek, podatnych na nadkazenie nawet fizjologiczna Gram ujemna flora
bakteryjna.

Zmiany obserwowane w jamie ustnej oceniono zgodnie z rozszerzonymi kryteriami NCI-CTC.

Posrednio §wiadczyly o nasileniu procesu zapalnego §luzowek catego przewodu pokarmowego.
9. Analiza zakazen zwiagzanych z terapia HD-Mtx

Ocenie poddano rodzaj, charakter oraz nasilenie zakazen, jakie wystapity w okresie leczenia
konsolidujacego remisjg, po kazdym co dwutygodniowym cyklu z HD-Mtx. Analizowano
wspolnie: zakazenia drég oddechowych, FUO 1 posocznice, a osobno biegunki, ktore rozwijaty
si¢ zazwycza] w konsekwencji odczynow zapalnych §luzowek przewodu pokarmowego.

10. Ocena opdznien w chemioterapii, wywolanych nasilonymi ostrymi toksycznosciami
leczenia z zastosowaniem HD-Mtx

Oceniono czgstos¢ nieplanowych przerw w kontynuacji chemioterapii konsolidacyjnej, w
zaleznosci od wysokosci dawki HD-Mtx 1 sprawnos$ci wydalania leku w danym cyklu. Za
znaczace przerwy uznano trwajace ponad 7 dni; osobno oceniono op6znienia przekraczajace 14
dni.

11. Rozszerzone kryteria stopni toksycznosci wg NCI-CTC w modyfikacji GPOH, dla
oceny powiklan narzadowych i ukladowych po HD-Mtx

W ocenie nasilenia bliskich toksycznos$ci narzadowych 1 uktadowych, stwierdzanych w
przebiegu leczenia HD-Mtx postuzono sig rozszerzona skala stopni toksycznosci wg NCI-CTC
(National Cancer Institute Common-Tocicity-Criteria), w modyfikacji GPOH (German Society
of Pediatric Oncology/Hematology), zgodnie z zatozeniami protokotu terapeutycznego. Kryteria

kwalifikacji do poszczegdInych stopni toksycznosci, przedstawiono w aneksie 5.
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12. Analiza nosicielstwa polimorfizmu 677C>T reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej metoda PCR-RFLP w badanej populacji

Badania nosicielstwa najczestszego polimorfizmu MTHFR, 677C>T wykonano technika PCR-
RFLP w Zakladzie Genetyki Medycznej Katedry Pediatrii UJ. Materiat do badan stanowity

zamrozone leukocyty uzyskane z probek krwi (Iml na EDTA) pacjentow. Uzyskiwane wyniki

przedstawia rysunek 5 (zdjecie).

Rysunek 5. Polimorfizm 677C>T genu MTHFR — wynik elektroforezy w zelu

agarozowym po trawieniu probek DNA enzymem Hinf I

kierunek elektroforezy od géry w dot - widoczne od lewe;j:

marker wielkosci (fragmenty DNA o malejacej ilosci par zasad),
2 probki homozygot CC (fragmenty DNA o 122 parach zasad),

2 probki heterozygot CT (dwa fragmenty DNA: o dlugosci 122 par zasad, odpowiadajace

allelowi 677C i sekwencje o dlugosci 82 par zasad, odpowiadajace allelowi 677T),
2 probki homozygot TT (fragmenty DNA o dlugosci 82 par zasad, odpowiadajace dwu
allelom 677T, posiadajacym miejsce cigcia dla enzymu restrykcyjnego Hinf 1)

W przebadanej grupie 160 dzieci, leczonych w obu analizowanych okresach z zastosowaniem

HD-Mtx, 78 pacjentow (48,75 %) byto heterozygotami CT, 68 dzieci stanowili nosiciele

,.dzikiego” genotypu CC (42,5 %), a homozygotycznos¢ TT stwierdzono w 14 przypadkach

(8,75 %). Uzyskane wyniki ilustruje rysunek 6.
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Rysunek 6. Rozklad procentowy genotypow 160 dzieci z ALL w zaleznos$ci od nosicielstwa
trzech polimorficznych wariantow 677C>T genu MTHFR

TT
8,75 %
oCT
cT mCC
48,75 % mTT

Na podstawie odnotowanej w badaniu czgstosci wystgpowania genow C 1 T, poshugujac si¢

zasada Hardy-Weinberga wyliczono oczekiwana czgstos$¢ trzech genotypow.

Czestos¢ allela T: 2x 14 +78 =106
Czgstos¢ allela C: 78 + 2 x 68 =214 (lacznie 320 alleli u 160 pacjentow)

(106/320 + 214/320)% = (106/320)* + 2 x 106/320 x 214/320 + (214/320)* =
=0,11+0,443 + 0,447 =1

oczekiwane czestosci genotypu TT: 11,0% uzyskane: 8,75%

oczekiwane czestosci genotypu CT: 44,3% uzyskane: 48,75%

oczekiwane czestosci genotypu CC: 44,7% uzyskane: 42,5%

Zgodnos$¢ odnotowanej w badaniu czgstosci trzech genotypow: ,,dzikiego” CC, wariantu CT 1
homozygotycznego TT w populacji 160 pacjentow z ALL z czgstosciami oczekiwanymi, na
podstawie prawa Hardy-Weinberga, sprawdzono z uzyciem testu chi-kwadrat. Wykazano, ze

rozktad polimorfizméw 677 C>T genu MTHFR w badanej grupie spetnial warunki okreslone
rownaniem Hardy-Weinberga (%°=0,323; p=0,57).

13. Metody analizy statystycznej

Do opisu materiatu badawczego wykorzystano statystyke opisowa; dla cech ilosciowych: srednia
arytmetyczna (¥ ), odchylenie standardowe (s), mediane (Me), warto$¢ najmniejsza (min) i
wartos$¢ najwigksza (max); dla cech jakosciowych zastosowano liczbe przypadkow (n) oraz ich

odsetki (%). Wyniki przedstawiono w tabelach wielodzielczych.

Weryfikacje rdéznic cech iloSciowych migdzy wybranymi grupami przeprowadzano w zaleznosci
od spehienia zalozen: testem T-Studenta, analiza wariancji, testem Manna-Whitney’a, Kruskala-
Wallisa, lub testem znakow.
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Weryfikacje zalezno$ci miedzy cechami jako$ciowymi przeprowadzano testem chi-kwadrat (y*),

lub doktadnym testem Fishera.

Do oceny zgodnosci rozkladu alleli w grupie badanej z rozkladem oczekiwanym na podstawie

prawa Hardy’ego-Weinberga, zastosowano test chi-kwadrat.

W analizie zmiennosci st¢zen stacjonarnych Mtx w kazdym z 4 przebytych cykli wykorzystano

test mediany.

Dla poroéwnania wartosci K¢ dwu faz eliminacji Mtx, podanego w okreslonej dawce, w obrgbie
cykli o prawidlowym lub zaburzonym wydalaniu leku, zastosowano test Wilcoxona dla par

zaleznych.

W ocenie wplywu nosicielstwa polimorfizmu genowego 677C>T MTHFR na nasilenie bliskich

toksycznosci terapit HD-Mtx postuzono si¢ jednostronnym testem frakcji.

Do wyodrgbnienia czynnikow istotnie wplywajacych na przedhuzenie eliminacji Mtx oraz
nasilenie bliskich toksyczno$ci terapii HD-Mtx zastosowano wielowymiarowa regresje

logistyczna.
Jako poziom istotnosci przy testowaniu hipotez statystycznych przyjeto o = 0,05.

Baza danych zostala zalozona w Excelu. Obliczenia przeprowadzono pakietem statystycznym

STATISTICA.
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IV. WYNIKI

1. Stezenia stacjonarne Mtx w surowicy po dobowych wlewach leku w dwu wysokich
systemowych dawkach: 2 g/m* i 3 g/m’
1.1. Wysokos¢ stezen stacjonarnych Mtx w zaleznoSci od zastosowanej dawki

Zgodnie z poznana farmakokinetyka Mtx, stosowanego w dawkach 2 — 3 g/m’ w 24-godzinnych
wlewach, podlegajaca z reguly zasadom kinetyki pierwszego rzedu, po 4 — 5 pdlokresach trwania
ustala si¢ tzw. stezenie stacjonarne, stabilne dzigki zrOwnowazeniu dynamiki proceséw podazy 1
eliminacji leku. W praktyce klinicznej wysokos$¢ stezenia stacjonarnego odzwierciedla
oznaczenie stezenia Mtx w probce surowicy, pobranej w 24. godzinie od poczatku wlewu HD-
Mtx. Celem poréwnania efektywnosci podazy dwu roznie wysokich dawek Mtx, oceniono
wartoéci stezen stacjonarnych w 252 cyklach z dawka 2 g/m’ i 468 z dawka 3 g/m’. Laczna
ocena objefa 720 chemioterapii. Paradoksalnie, wyzsze wartosci stezen: minimalnego,
maksymalnego, mediany 1 sredniej stwierdzono w przypadku cykli z nizsza systemowa dawka
leku (2 g/m?). Réznice pomigdzy badanymi grupami byly istotne statystycznie (p=0,001).
Wyniki ilustruje tabela 4 1 rysunek 7.

Tabela 4. Zaleznos$¢ wartoSci stezen stacjonarnych Mtx w surowicy (umol/l) od wysokosci
zastosowanej dawki leku w badanych cyklach

Liczba _
Dawka cykli x s Me | min | max Wartos¢ p
2 g/m’ 252 32,9 | 196 | 29,1 | 1,7 | 957
0,001
3 g/m’ 468 254 | 11,5 | 234 | 1,0 | 89,2

Rysunek 7. WartoSci stezen stacjonarnych Mtx w surowicy (po zakonczeniu dobowych
wlewéw%: w 252 cyklach z dawka 2 g/m?* i 468 cyklach z dawka 3 o/m’
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steZenie stacjoname (24. godzina)
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1.2. Zmiennos¢ wartosci stezen stacjonarnych Mtx w kolejnych cyklach

Celem analizy zmienno$ci wysokosci stezen stacjonarnych Mtx u danego pacjenta, poréwnano
wartos$ci uzyskane w czterech kolejno zrealizowanych cyklach. Badaniem objgto wszystkie
dzieci, u ktérych parametr ten byt oznaczony w kazdym z czterech cykli, tj. 50 pacjentow
leczonych dawka 2 g/m* Mtx oraz 87 dzieci, u ktorych zastosowano lek w dawce 3 g/m’.
Lacznie ocenie poddano 548 cykli z HD-Mtx. W celu obiektywnej oceny obserwowanych
roznic, postuzono si¢ wspoiczynnikiem zmiennosci (V%) — procentowym wyrazeniem zmian
wartosci stgzen stacjonarnych leku w czterech cyklach u danego dziecka. W ocenionej grupie
(tacznie 137 dzieci) wartosci wspdtczynnika zmiennosci miescity si¢ w zakresie od 5% do 97%
u danego pacjenta. Szczegdlowe wyniki przedstawiono w aneksie 6, w ktérym wszystkich

pacjentdw uszeregowano wg rosnacej wartosci wspolczynnika zmiennosci. Dwa ponizsze

rysunki obrazuja rozpigtos¢ stgzen stacjonarnych w czterech cyklach, kazdorazowo u 10 dzieci.

Rysunek 8 ilustruje wyniki w grupie dzieci z najbardziej stabilnymi wartosciami st¢zen

stacjonarnych Mtx (10 pierwszych pacjentow z aneksu 6). Rysunek 9 przedstawia wartosci

stezen leku w 24. godzinie w grupie pacjentow, ktorych charakteryzowata najwigksza zmienno$¢

wartosci stgzen stacjonarnych w kolejnych cyklach (10 ostatnich pacjentow z aneksu 6).

Rysunek 8. Zmiennos$¢ wartosci stezen stacjonarnych Mtx (umol/l) w 4 zrealizowanych
cyklach HD-Mtx bez wzgledu na dawke leku, w grupie 10 dzieci o najbardziej stabilnych
stezeniach (V% <11%)
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Rysunek 9. Zmiennos$¢ wartoSci stezen stacjonarnych Mtx (umol/l) w 4 cyklach HD-Mtx,
bez wzgledu na dawke leku, w grupie 10 dzieci z najbardziej zréznicowanymi
stezeniami (V% > 70%)
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Celem oceny czy dawka, lub wiek miaty wplyw na stabilno$¢ wartosci stezen stacjonarnych Mtx
w kolejno realizowanych cyklach, zastosowano test mediany. Mediana dla wspdtczynnika
zmiennos$ci V% w calej badanej grupie wynosita 30,4%.

Stwierdzono istotny wptyw wysokosci dawki leku na stabilnos$¢ stgzen stacjonarnych leku
migdzy cyklami (tabela 5). Dawka 3 g/m’ zapewniata wyzsza stabilno$é tych stezen (p= 0,028).

Tabela 5. Wplyw dawki HD-Mtx na stabilnos¢ stezen stacjonarnych leku w 4
cyklach u danego pacjenta

Wspolezynnik zmiennoSci
Dawka Mtx Razem
V% <304 V% > 30,4
(g/m’)
n % n % n %
2 19 38,0 31 62,0 50 100,0
3 50 57,5 37 42,5 87 100,0
y*=4,82; p=0,028

Zaobserwowano takze nieznaczny procentowy wzrost stabilnosci st¢zen stacjonarnych Mtx
migdzy cyklami wraz z wyzszym wiekiem leczonych (tabela 6), ale roznice nie byly istotne

statystycznie (p=0,908).
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Tabela 6. Wplyw wieku leczonych dzieci na stabilnos¢ stezen stacjonarnych Mtx
w 4 cyklach /obie dawki lacznie/

Wspolezynnik zmienno$ci
. Razem

Wiek

V% < 30,4 V% > 30,4
(lata)

n % n % n %
1-4 26 48,1 28 51,9 54 100,0
4-10 35 51,5 33 48,5 68 100,0
>10 8 53,3 7 46,7 15 100,0

x*=0,192; p=0,908

1.3. Wartosci stezen stacjonarnych w zaleznosci od dawki Mtx a minimalne stezenie
stacjonarne (16,0 pmol/l)
W dwu grupach leczonych réznymi dawkami Mtx poréwnano cz¢sto$¢ uzyskiwania stezen
stacjonarnych wyzszych lub nizszych od, ustalonego na podstawie badan klinicznych,
minimalnego stgzenia stacjonarnego, ktére wynosi 16,0 umol/l (1, 66, 67). Ocenie poddano
tacznie 720 chemioterapii z Mtx, w tym 252 cykle z dawka 2 g/m” i 468 cykli z dawka 3 g/m’.
W przypadku wyzszej dawki (3 g/m?’) stezenia stacjonarne Mtx powyzej 16,0 pmol/l
odnotowano w 87% cykli; a w przypadku dawki 2 g/m” w 82% chemioterapii.
Pomimo, ze w grupie pacjentow, ktorzy otrzymywali Mtx w dawce 3 g/m” stwierdzono nizsze
$rednie stgzenia stacjonarne, to nieco czesciej przekraczaly one wartosci minimalnego stgzenia
stacjonarnego, niz w grupie leczonej dawka 2 g/m’ leku (tabela 7 i rysunek 10). Roznica migdzy
grupami nie byla istotna statystycznie (p=0,08).

Tabela 7. Czestos¢ uzyskiwania stezen stacjonarnych powyzej wartosci minimalnej (16,0
pmol/l ) w zaleznosci o dawki Mtx

Dawka Mtx stacji:gi::i 16,0 stacjfltzf'(::: 16,0 Razem
(g/m?) umol/l umol/l
n % n % n %
45 17,9 207 82,1 252 100,0
61 13,0 407 87,0 468 100,0
¥’=3,03; p=0,08




Rysunek 10. Diagram ilustrujacy procentowy udzial cykli, w ktorych stezenia stacjonarne
Mtx byly nizsze, lub wyzsze od minimalnego stezenia (16,0 pmol/l) — w
zaleznosci od dawki leku
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Wsrod 87 dzieci z I okresu 1 50 z 1T okresu, u ktorych zrealizowano wszystkie cztery cykle z HD-
Mtx 1 przeprowadzono pomiary stezen stacjonarnych, podobny odsetek dzieci (odpowiednio
37,9% 136,0%) nie osiagnal minimalnego stezenia stacjonarnego leku w co najmniej jednym
cyklu (tabela 8 i rysunek 11).

Wyzsza dawka Mtx (3 g/m’) nie zmniejszyta ryzyka uzyskiwania stezen stacjonarnych leku
ponizej minimalnego poziomu.

Tabela 8. Porownanie czestoSci uzyskiwania stezenia stacjonarnego Mtx ponizej wartosci
minimalnej w co najmniej 1 cyklu i osiagnig¢cia co najmniej stezenia 16 pmol/l we
wszystkich 4 cyklach — w zaleznosci od dawki leku

Stezenia Stezenia
Dawka stacjonarne < 16,0 | stacjonarne > 16,0
(g/mz) umol/l w co umol/l w kazdym z Razem
najmniej 1 cyklu 4 cykli
n % n % n %
18 36,0 32 64,0 50 100,0
33 37,9 54 62,1 87 100,0
x*=0,05; p=0,822
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Rysunek 11. Porownanie czestosci nie uzyskania minimalnego stezenia stacjonarnego Mtx

w co najmniej jednym z czterech cykli i osiagnig¢cia co najmniej stezenia

16 pmol/l we wszystkich 4 cyklach — w zaleznoSci od dawki leku
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1.4. Stezenia stacjonarne a wiek leczonych

Porownano z jaka czgstoscia w co najmniej jednym z czterech przeprowadzonych cykli nie

uzyskano minimalnego st¢zenia stacjonarnego w surowicy (16,0 umol/l), a z jaka czgstoscia byto

ono przekroczone we wszystkich czterech cyklach — w zaleznosci od wieku pacjentow 1 dawki

Mitx. Przeanalizowano 252 cykle z Mtx w dawce 2 g/m’ i 468 cykli z dawka 3 g/m’.

Zaréwno w grupie dzieci, ktore otrzymywaly Mtx w dawce 2 g/m’, jak i 3 g/m’ stwierdzono

istotne roznice (tabela 9) w czgstos$ci wystgpowania stgzenia stacjonarnego leku ponizej 1

powyzej wartosci krytycznej 16,0 umol/l pomigdzy trzema analizowanymi grupami wiekowymi

(p odpowiednio: 0,021 1 0,008). Odsetek dzieci, ktore nie uzyskaly minimalnego stgzenia

stacjonarnego Mtx w co najmniej jednym z czterech cykli, zmniejszat si¢, niezaleznie od

zastosowanej dawki leku, wraz ze wzrostem wieku pacjentow.

Tabela 9. Wysokosci stezen stacjonarnych Mtx ponizej i co najmniej 16 pmol/l a wiek

leczonych
Stezenie -
stacjonarne < 16,0 s tac'osntsffnzl: 16.0
Dawka Mtx Grupa wiekowa umol/l w co J o Razem | Warto$¢
2 R umol/l w kazdym z
(g/m”) (lata) najmniej jednym 4 . p
cykli
na 4 cykle
n % n % n
<1;4> 20 23,5 65 76,5 85
5 <4;10> 24 18,5 106 81,5 130 0,021
>10 1 2,7 36 97,3 37
razem 45 17,9 207 82,1 252
<1;4> 34 18,7 148 81,3 182
3 <4;10> 23 10,7 192 89,3 215 0,008
>10 4 5,6 67 94,4 71
razem 61 13,0 407 87,0 468
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Porownano réwniez Srednie wartosci stezen stacjonarnych, uzyskane przez 72 1 146 pacjentow,
leczonych Mtx w dawce odpowiednio: 2 g/m’ i 3 g/m”, w trzech grupach wiekowych.
Wykazano, ze wraz z wyzszym wiekiem dziecka, bez wzgledu na dawke leku, srednia warto$¢
stgzenia stacjonarnego Mtx rosla liniowo (rysunek 12).

Rysunek 12. Srednie stezenia stacjonarne Mtx w trzech grupach wiekowych dla obu
dawek leku
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1.5. Stezenia stacjonarne a stezenia w 48 godzinie od poczatku wlewu HD-Mtx

Oceniono, czy 1 w jaki sposdb wartos$ci stezen stacjonarnych Mtx wplywaly na wartos$ci stezen
leku w surowicy w 48. godzinie od poczatku cyklu, kiedy lek powinien juz by¢ wyeliminowany
do bezpiecznych granic.

Analiza dotyczyla 246 i 455 cykli, w ktorych lek podano w dawce odpowiednio: 2 g/m” i 3 g/m’
oraz oznaczono st¢zenia zaréwno w 24. jak 148. godzinie od rozpoczgcia wlewu. Z oceny
wylaczono dwa cykle (dawka Mtx 2 g/m’), w trakcie ktorych doszlo do ostrej niewydolnosci
nerek. W przypadku dawki 2 g/m” uzyskano istotna zaleznosé (p= 0,01) wartosci stezeh w 48.
godzinie cyklu od wartos$ci stezen stacjonarnych leku (rysunek 13).

Natomiast w grupie dzieci leczonych Mtx w dawce 3 g/m” (rysunek 14) wykazano zaleznos¢ na

granicy istotnosci (p=0,05).
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Rysunek 13. Zaleznos¢ stezen Mtx w surowicy w 48. godzinie eliminacji od wartosci

stezenie Mtx w 48. godzinie
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Korelacja: r ¢ = 0,180; p=0,01
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Rysunek 14. Zaleznos¢ wartosci stezen Mtx w surowicy w 48. godzinie eliminacji od

stezenie Mtx w 48. godzinie
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2. Ocena sprawnosci eliminacji Mtx, stosowanego w dwu réoznych dawkach systemowych
2.1. Srednie wartoSci stezen Mtx w surowicy a stezenia krytyczne w 4 punktach czasowych
eliminacji leku

Porownano $rednie wartos$ci stezen leku w surowicy w kazdym z czterech punktow czasowych
jego eliminacji, pomig¢dzy cyklami z prawidlowym 1 przedtuzonym w 48. godzinie wydalaniem
Mtx. Poniewaz nie zawsze dokonywano czterech planowych oznaczen st¢zen leku w surowicy,
szczegdtowe analizy dotyczyly zmiennej liczby cykli. Oceniono procent cykli i dzieci, u ktorych
w: 36., 42. 148. godzinie chemioterapii wydalanie leku byto zaburzone.

Najistotniejsza ocena, odnoszaca si¢ do 48. godziny od rozpoczg¢cia chemioterapii, dotyczyta w
przypadku cykli z Mtx stosowanym w dawce 2 g/m’ i 3 g/m* odpowiednio: 276 cykli

przeprowadzonych u 72 dzieci 1 576 chemioterapii zrealizowanych u 146 dzieci.

Cykle z Mtx w dawce 2 g/m’

Srednie warto$ci stezehh Mtx w 24. godzinie od rozpoczegcia wlewu, oznaczone u 70 dzieci w 252
cyklach o prawidlowej 1 przedluzonej w 48. godzinie eliminacji leku, wynosity odpowiednio:

31,7 pmol/l (zakres: 1,7 — 95,7 umol/l; mediana: 27,0) 1 40,2 umol/l (zakres: 3,3 — 90,8 pumol/I;
mediana: 38,2). W zadnym z cykli bezposrednio po zakonczeniu dobowego wlewu stezenie Mtx

w surowicy nie przekroczyto wartosci krytycznej (150,0 pmol/1).

Srednie wartosci stezen w 36. godzinie chemioterapii, oznaczone u 72 badanych w 256 cyklach,
z prawidtowa 1 przedtuzona eliminacja leku wyniosty odpowiednio: 0,88 umol/l (zakres: 0,17 —
2,47 umol/l; mediana: 0,83) 13,45 umol/l (zakres: 0,7 — 52,01 umol/l; mediana: 1,63 pumol/l).
Stezenie krytyczne (3 umol/l) zostalo przekroczone u 5 pacjentow (6,9 %) tacznie w 7 (2,7 %)
cyklach. U trojga dzieci zaburzenie eliminacji Mtx w 36. godzinie stwierdzono w jednym cyklu,
a u dwojga w dwu cyklach. Wartosci stezen srednich 1 minimalnych w 36. godzinie w tych 7

cyklach wynosity odpowiednio: 12,87 umol/11 3,3 pmol/l.

Srednie wartosci stezen w 42. godzinie, zbadane u 72 pacjentéw w 267 cyklach, z prawidlowa i
przedhluzona ponad 48. godzing eliminacja Mtx, wynosily odpowiednio: 0,42 umol/l (zakres:

0,06 — 0,93 umol/l; mediana: 0,40) i1 1,58 umol/l (zakres: 0,47 — 20,09 umol/l; mediana: 0,83).
Stezenie krytyczne leku w 42. godzinie od poczatku dobowego wlewu ( 1,0 umol/l1) byto
przekroczone u 11 (15,3 %) pacjentow, w 15 (5,6 %) cyklach chemioterapii. U 9 dzieci
dotyczylo to tylko jednego cyklu HD-Mtx, a u dwojga az trzech cykli. Wartosci stgzen $rednich 1
minimalnych w 42. godzinie chemioterapii w tych 15 cyklach wynosity odpowiednio: 3,07
pmol/11 1,06 pmol/l.
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Srednie wartosci stezen Mtx w 48. godzinie cyklu, zbadane u 72 dzieci w 276 cyklach, z
prawidlowa 1 przedtuzona eliminacja leku wyniosty odpowiednio: 0,26 pumol/l ( zakres: 0 — 0,45
pmol/l; mediana: 0,26 umol/l) 1 1,09 umol/l (zakres: 0,41 — 17,2 umol/l; mediana: 0,52 pmol/l).
Stezenie krytyczne (0,4 umol/l) byto przekroczone u 32 dzieci (44,4 %) w 47 (17 %) cyklach.
Dotyczyto to tylko jednego cyklu u 21 dzieci, dwu u 8 leczonych, trzech u 2 dzieci 1 wszystkich
czterech cykli u 1 leczonego. Laczne wyniki odnoszace si¢ do cykli z zaburzonym wydalaniem

Mtx podanego w dawce 2g/m’ przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Stezenia Mtx w surowicy (umol/l) w cyklach z przedluzona eliminacja leku, w
trzech punktach czasowych jego wydalania — dla dawki 2 g/m’

Czas w godzinach od rozpoczecia cyklu
Badany parametr (liczba ocenionych cykli)
36 (n=256) 42 (n=267) 48 (n=276)
warto$¢ krytyczna 3,0 1,0 0,4
Srednie stezenie Mtx 3,45 (12,87) 1,58 (3,07) 1,09
stezenie maksymalne 52,01 20,09 17,2
stezenie minimalne 0,7 (3,3) 0,47 (1,06) 0,41
liczba (odsetek) cykli z
. L. 7 (2,7 %) 15 (5,6 %) 47 (17 %)
podwyzszonym ste¢Zeniem Mtx
liczba (odsetek) pacjentow z
. L. 5 (6,9 %) 11 (15,3 %) 32 (44,4 %)
podwyzszonym stezeniem leku

Wartosci: Srednich i minimalnych stezen podane w nawiasach odnoszg si¢ do podgrupy pacjentow,
wykazujacych zaburzong eliminacj¢ w danym punkcie czasowym pomiaru

Cykle z Mtx w dawce 3 g/m’

Srednie wartosci stezen Mtx w 24. godzinie od rozpoczecia wlewu, oznaczone u 141 dzieci w
468 cyklach, z prawidlowa 1 przedluzona w 48. godzinie eliminacja leku, wynosity odpowiednio:
24,98 umol/l (zakres: 1,04 — 89,16 umol/l; mediana: 23,00 pmol/l) 1 27,40 umol/l (zakres: 1,68 —
87,82 umol/l; mediana: 24,95 pmol/l). W zadnym z cykli wartos$¢ stezenia leku w surowicy w

24. godzinie od rozpoczecia chemioterapii nie osiagneta wartosci krytycznych.

Srednie wartosci stezen w 36. godzinie, oznaczone u 146 dzieci w 546 cyklach z prawidtowa i
przedluzona w 48. godzinie eliminacja leku, wyniosty odpowiednio: 0,91 pmol/l (zakres: 0,17
pumol/1 - 5,11 umol/l; mediana: 0,83 pmol/l) i 1,78 pmol/l (zakres: 0,68 pmol/l1— 14,36 pmol/I;
mediana: 1,33 pmol/l). Stezenie krytyczne zostatlo przekroczone u 13 (8,9 %) dzieci facznie w 14
(2,6 %) cyklach (w tym u jednego pacjenta w dwu cyklach). Sposrod 14 cykli, w ktérych zostato
przekroczone stezenie krytyczne w 36. godzinie, w 6 nie doszto do przedtuzenia eliminacji leku

z surowicy w 48. godzinie chemioterapii. Wartos$ci stgzen srednich 1 minimalnych w opisanych

14 cyklach wyniosty odpowiednio: 5,17 umol/ 13,05 pumol/L
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Srednie wartosci stezen w 42. godzinie, oznaczone u 144 dzieci w 539 cyklach, z prawidlowa i
przedhuzona eliminacja wyniosty odpowiednio: 0,38 pmol/l (zakres: 0,01 pmol/1— 2,27 umol/l;
mediana: 0,35 pmol/l) 1 1,03 pmol/l (zakres: 0,44 pmol/l - 8,74 pumol/l; mediana: 0,82 pmol/l).
Stezenie krytyczne zostato przekroczone w 24 (4,5 %) cyklach u 22 (15,3 %) pacjentow (w tym
u dwojga w 2 cyklach). W 4 cyklach o zaburzonej eliminacji leku na tym etapie, w 48. godzinie
nie stwierdzono przedtuzenia wydalania Mtx. Wartosci stezen srednich 1 minimalnych w

opisanych 24 cyklach wyniosty odpowiednio: 2,02 pmol/l 1 1,01 pmol/l.

Srednie wartosci stezen w 48. godzinie, zbadane w grupie 146 dzieci, u ktorych zrealizowano
576 cykli, z prawidtowa 1 przedtuzona eliminacja wyniosty odpowiednio: 0,2 pmol/l (zakres: 0 —
0,4 pmol/l; mediana: 0,19 umol/) 10,73 pumol/l (zakres: 0,41 - 6,56 pmol/l; mediana: 0,54
umol/l). Stezenie krytyczne byto przekroczone u 70 (47,9 %) pacjentéw w 101 (17,5 %) cyklach.
Dotyczyto to tylko jednego cyklu u 46 dzieci, dwu u 18 leczonych, trzech u 5 dzieci i

wszystkich czterech cykli u 1 leczonego. £.aczne wyniki odnoszace si¢ do cykli z przedtuzonym
wydalaniem Mtx zastosowanego w dawce 3 g/m’ przedstawia tabela 11.

Tabela 11. Stezenia Mtx w surowicy (umol/l) w cyklach z przedluzong eliminacja leku, w
trzech punktach czasowych jego wydalania — dla dawki 3 g/m’

Czas w godzinach od rozpoczecia cyklu

Badany parametr (liczba ocenionych cykli)
36 (n=546) 42 (n=539) 48 (n=576)
warto$¢ krytyczna 3,0 1,0 0,4
Srednie stezenie Mtx 1,78 (5,17) 1,03 (2,02) 0,73
stezenie maksymalne 14,36 8,74 6,56
stezenie minimalne 0,68 (3,05) 0,44 (1,01) 0,41

liczba (odsetek) cykli z

. o 14 (2,6 %) 24 (4,5 %) 101 (17,5 %)
podwyzszonym ste¢Zeniem Mtx

liczba (odsetek) pacjentow z
13 (8,9 %) 22 (15,3 %) 70 (47,9 %)

podwyzszonym stezeniem leku

Wartosci: Srednich i minimalnych st¢zen podane w nawiasach odnoszg si¢ do podgrupy pacjentow,
wykazujacych zaburzong eliminacj¢ w danym punkcie czasowym pomiaru

2.2. Czestos¢ zaburzonej eliminacji leku w zaleznosci od kolejnosci cyklu dla dwu réznych
dawek Mtx

Oceniono 44 cykle z przediuzonym w 48. godzinie wydalaniem Mtx, podanego w dawce 2 g/n’
i analogiczne 101 cykli, w ktorych zastosowano dawke 3 g/m’. Z niniejszej analizy wylaczono 3
cykle z Mtx w dawce 2 g/m’ eliminowanym nieprawidlowo u dwojga dzieci - jedyne dwa

zrealizowane u jednego 1 jedyny cykl podany u drugiego dziecka.

36



W grupie leczonej nizsza dawka (2 g/m”) Mtx 43,2 % cykli, w ktorych wydalanie leku byto
przedhuzone, dotyczylo pierwszego z czterech przeprowadzonych podan. Wsrdd 101 cykli z Mtx
w dawce 3 g/m’ to zaburzenie dotyczylo blisko 1/3 chemioterapii zrealizowanych jako pierwsze
cykle, a w kolejnych trzech cyklach odsetek zaburzen wydalania byt podobny (tabela 12 1 13).
Tabela 12. Czesto$¢ przedluzonej eliminacji Mtx w 48. godzinie wydalania, w

zaleznosci od kolejnosci przeprowadzonego cyklu, dla dwu réznych dawek
Mtx: 2 g/m’ i 3 g/m’

Dawka Mtx Odsetek (liczba) cykli z przedluzong eliminacja Mtx
N
(e m )i I‘ICZb‘a‘_ pierwszy cykl drugi cykl trzeci cykl czwarty cykl
2 (n=44) 43,2 % (19) 18,2 % (8) 22,7 % (10) 15,9 % (7)
3 (n=101) 30,7 % (31) 23,8 % (24) 23,8 % (24) 21,7 % (22)

W przypadku Mtx stosowanego w dawce 2 g/m” przedtuzona eliminacja leku istotnie czesciej
miala miejsce w pierwszym cyklu, w por6wnaniu z trzema kolejnymi (p odpowiednio: 0,007;
0,022; 0,003). Natomiast w przypadku zastosowania Mtx w dawce wyzszej (3 g/m”) zaburzona
eliminacja leku takze byta stwierdzana najczgsciej w pierwszych cyklach, ale r6znice migdzy
kolejnymi cyklami nie byly istotne (p odpowienio: 0,136; 0,136; 0,068). Wyniki ilustruje tabela
13 irysunek 15.

Tabela 13. Poziom istotnosci réznic (p) w czestosci zaburzonej eliminacji Mtx w zaleznoSci
od kolejnosci cyklu - dla dawki 2 g/m” i 3 g/m’

Dawka Mtx Warto$¢ p
(g/m®) Cykl drugi trzeci czwarty

pierwszy 0,007 0,022 0,003

2 drugi - 0,293 0,388
trzeci - - 0,201

pierwszy 0,136 0,136 0,068

3 drugi - 0,99 0,361
trzeci - - 0,361
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Rysunek 15. Odsetek cykli z nieprawidlowym wydalaniem Mtx w kolejnych
4 chemioterapiach, w zaleznosci od zastosowanej dawki: 2 g/m’ i 3 g/m’

dawka
50-/ Mtx

H2g

H3g

pierwszy drugi trzeci czwarty

2.3. Czestos¢ przedluzonej eliminacji dwu roznych dawek leku — analiza w odniesieniu do
pacjentow

Oceniono czgstos$¢ zaburzonej eliminacji w jednym 1 wigcej niz jednym cyklu, dwu ocenianych
dawek leku, facznie u 208 dzieci (69 1 139 pacjentdéw leczonych Mtx w dawce odpowiednio: 2
g/m” i3 g/m’). Z oceny wylaczono dziesigcioro dzieci, u ktérych zrealizowano mniej niz cztery
cykle; troje leczonych dawka 2 g/m” Mtx i siedmioro leczonych dawka 3 g/m® leku.
Przedtuzona eliminacja HD-Mtx, obserwowana tylko w jednym z czterech zrealizowanych cykli
byta czesciej stwierdzana u pacjentéw otrzymujacych wyzsza dawke leku (31,6% dzieci), w
poréwnaniu z grupa leczona dawka 2 g/m’* (24,6%). Zaburzenie klirensu Mtx, dotyczace wigcej
niz 1 cyklu wystgpowato z porownywalna czgstoscia w obu badanych grupach (16,0% vs
17,3%). W analizie statystycznej stwierdzono, ze wysoko$é dawki Mtx: 2 g/m” lub 3 g/m’ nie
miata wptywu na czestos$¢ przedtuzonej eliminacji leku (p=0,492), dotyczac odpowiednio: 59,4%
151,1% pacjentow (tabela 14).

Tabela 14. Czestos¢ przedluzonej eliminacji Mtx w zaleznosci od wysokosSci zastosowanej
dawki — analiza w odniesieniu do pacjentéow

Prawidlowa Przedluzona eliminacja
Dawl;a %V[tx eli'minacja Razem
&/m’) W kazdym cyklu w 1 cyklu w wiecej niz 1 cyklu
n % n % n % n %
2 41 59,4 17 24,6 11 16,0 69 100,0
3 71 51,1 44 31,6 24 17,3 139 100,0
Razem 112 53,9 61 29,3 35 16,8 208 100,0
x2=1,42; p=0,492
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2.4. Pleé, wiek i BMI pacjentow a zaburzenie eliminacji dwoch wysokich dawek Mtx
Analizie poddano facznie 208 dzieci, u ktorych przeprowadzono wszystkie 4 cykle z HD-Mtx w
dawce 2 g/m” lub 3 g/m”. Poniewaz wysoko$¢ systemowej dawki leku nie miata wplywu na
czestos¢ wystgpowania zaburzonego wydalania, facznej ocenie poddano wszystkie cykle, bez
wzgledu na dawke Mtx. Poréwnano czgsto$¢ wystgpowania prawidtowej oraz zaburzonej
eliminacji leku w jednym 1 wigcej niz w jednym z czterech zrealizowanych cykli HD-Mtx, w
zalezno$ci od plci, wieku 1 BMI pacjentow.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych rdéznic miedzy chlopcami i dziewczetami pod wzgledem

czgstosci wystgpowania przedhuzonej eliminacji leku z surowicy (p=0,275).

Tabela 15. Czgsto$é zaburzonej eliminacji HD-Mtx (2 g/m’ i 3 g/m®) w zaleznosci od plci

Prawidlowa Przedluzona eliminacja
Ple¢ eliminacja Razem
w kazdym cyklu e e e
w 1 cyklu w wiecej niz 1 cyklu
n % n % n % n %
chlopcy 63 57,3 27 24,5 20 18,2 110 100,0
dziewczeta 49 50,0 34 34,7 15 15,3 98 100,0
razem 112 53,9 61 29,3 35 16,8 208 100,0

v’=2,58; p=0,275

Porownano czgstos$¢ przedtuzonej eliminacji HD-Mtx takze w zalezno$ci od przynaleznos$ci
dzieci do trzech wylonionych grup wiekowych (niezaleznie od pici, jako nieistotnej cechy).

W grupie najmtodszych dzieci (w wieku: 1 - 4 lata) 10,3% leczonych miato dwa, trzy lub cztery
cykle z zaburzonym klirensem Mtx, podczas gdy w grupie dzieci najstarszych (ponad 10-letnich)
tak czeste przedtuzenie eliminacji dotyczyto 33,3%. Rdznica, dotyczaca czgstosci wystgpowania
przedtuzonej eliminacji Mtx mi¢dzy grupa najmiodszych i najstarszych dzieci byla na

pograniczu istotnos$ci statystycznej (p=0,08).

Tabela 16. Czgsto$é zaburzonej eliminacji HD-Mtx (2 g/m’ i 3 g/m®) w zaleino$ci od wieku

Wiek llli?r:lvii:;{;}? Przedluzona eliminacja Ragerm
(at) W kazdym cyklu w1 cyklu w wiecej niz 1 cyklu
n % n % n % n %
1-4 46 59,0 24 30,8 8 10,3 78 100,0
4-10 54 54,0 29 29,0 17 17,0 100 100,0
>10 12 40,0 8 26,7 10 33,3 30 100,0
razem 112 53,9 61 29,3 35 16,8 208 100,0
x’=8,44; p=0,08
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Oceniono rowniez czgstos$¢ przedhuzonej eliminacji leku w zalezno$ci od BMI leczonych,
zgodnie z kwalifikacja dzieci do 5 grup, przedstawiona w charakterystyce badanej populacji.
W analizie statystycznej nie stwierdzono istotnego wpltywu stopnia odzywienia dzieci na
czestos¢ przedtuzonej eliminacji Mtx (p=0,661). Zwraca jednak uwagg fakt, iz w grupie
hipotreptycznych dzieci (warto§¢ BMI < 3 percentyla) przedtuzona eliminacja w ponad jednym

cyklu dotyczyla az 40% leczonych.

Tabela 17. Czesto$¢ zaburzonej eliminacji HD-Mtx (2 g/m’ i 3 g/m?) w zaleznosci od BMI

Prawidlowa Przedluzona eliminacja
BMI eliminacja Razem
w kazdym cyklu S
w 1 cyklu w wiecej niz 1 cyklu

n % n % n % n %
25 — 75 percentyl 53 53,0 29 29,0 18 18,0 100 100,0
> 97 percentyl 11 68,8 3 18,7 2 12,5 16 100,0
75 — 97 percentyl 32 55,2 16 27,6 10 17,2 58 100,0
3 — 25 percentyl 14 48,3 12 41,4 3 10,3 29 100,0
< 3 percentyl 2 40,0 1 20,0 2 40,0 5 100,0
Razem 112 53,9 61 29,3 35 16,8 208 100,0

%’=5,88; p=0,661

2.5. Nosicielstwo polimorfizmu 677 C>T MTHFR a zaburzenie eliminacji Mtx

Celem odpowiedzi na pytanie czy czgstos$¢ przedhuzonej eliminacji Mtx, zastosowanego w dwu
roznych dawkach, korelowata z nosicielstwem ktoregokolwiek z trzech wariantow polimorfizmu
677 C>T genu MTHFR, przeanalizowano facznie 617 cykli przeprowadzonych u 160 dzieci.
Przedtuzona eliminacja Mtx wystapita w: 15,8% cykli u nosicieli wariantu ,,dzikiego” genu
MTHEFR, 18,8% cykli u dzieci z genotypem heterozygotycznym CT oraz w 14,3% cykliu
pacjentow z wariantem TT genu MTHFR. W analizie statystycznej (test chi-kwadrat NW) nie
stwierdzono istotnych réznic w czgstosci zaburzenia eliminacji leku pomig¢dzy nosicielami trzech

polimorficznych wariantow genu MTHFR (p=0,543).

2.6. Czestos¢ zaburzonej eliminacji Mtx w trzech punktach czasowych cyklu a wysokos¢
dawki systemowej

Porownano czgstos$¢ z jaka dochodzito do przekraczania wartosci krytycznych Mtx w surowicy
w: 36., 42. 1 48. godzinie jego eliminacji, w zrealizowanych: 276 cyklach w dawce 2 g/n?’,
podanych 72 dzieciom i 576 cyklach, w ktérych lek w dawce 3 g/m” zastosowano u 146
pacjentdéw (tabela 18). Jak to wykazano wcze$niej, porOwnywane grupy nie roznily sig istotnie
pod wzgledem: plci, profilu wiekowego ani charakterystyki antropometrycznej (z wyjatkiem
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BMI). Takze polimorfizm 677 C>T genu MTHFR leczonych nie wptywatl na zaburzenie klirensu

leku. Oceniono czy wysokos$¢ dawki systemowej Mtx miata wptyw na czgsto$¢ zaburzenia jego

eliminacji w trzech punktach czasowych cykli, w ktorych dokonywano pomiaréw stezen leku w

surowicy. Nie stwierdzono istotnej r6znicy migdzy dwoma dawkami (p=0,662) w czgstosci

wystgpowania cykli z podwyzszonym stezeniem Mtx w kolejnych pomiarach (tabela 18 1

rysunek 16).

Tabela 18. Poréwnanie czestosci zaburzonej eliminacji dwu réznych dawek Mtx (2 g/m*i 3
g/mz) w trzech punktach czasowych wydalania leku

Rysunek 16. Odsetek cykli w ktorych doszto do przekroczenia wartos$ci krytycznych Mtx
w trzech punktach czasowych wydalania (36., 42. i 48. godzina) dwu dawek

procent cykli

Daz;l/(;zl;/[ tx Odsetek (liczba) dzieci/cykli z przedluzong eliminacja Mtx
36. godzina 42. godzina 48. godzina

5 (‘11122“7’3‘) 6,9 % (5) 153 % (11) 44,4% (32)
(Ifg;%) 2,7% (7) 56 % (15) 17,0 % (47)

3 (giile:é) 8,9 % (13) 153 % (22) 47,9 % (70)
(;Z;(;Z) 2,6 % (14) 4,5 % (24) 17,5 % (101)

20+

10+

36.

czas

Nie stwierdzono takze istotnej r0znicy w czgstosci wystgpowania dzieci z podwyzszonym

stezeniem leku w kolejnych pomiarach (p=0,905), w zalezno$ci od wysokos$ci zastosowanej

dawki leku (tabelal8 irysunek 17).
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Rysunek 17. Odsetek dzieci z zaburzong eliminacja Mtx w trzech punktach czasowych
wydalania (36., 42. i 48. godzina) dwu dawek leku

8 504

‘N

e

pre )

o

g 25

(o]

£

2 4

0 : ,
36. 42. 48.
czas

2.7. Czestos¢ zaburzenia eliminacji Mtx a czas trwania cyklu

Wykazano, ze zaburzenie eliminacji leku w 48. godzinie bylo istotnie statystycznie czgstsze w
poréwnaniu z wystepowaniem tej nieprawidlowosci 6 godzin wezesniej (w 42. godzinie) — dla

obu stosowanych dawek Mtx, w odniesieniu zarowno do cykli, jak 1 pacjentow (tabela 19).

Tabela 19. Ocena roznic czestosci przedluzonej eliminacji dwu réznych dawek Mtx, miedzy

36. a 42. godzing oraz 42. a 48. godzina, w odniesieniu do cykli i pacjentow

Badany parametr Ocena istotnosci réznic w czestosci przedluzonej eliminacji

mie¢dzy 36. a 42. godzing miedzy 42. a 48. godzing
cykle z dawka 2 g/m’ p=0,04 p=0,0001
podwyzszonym stezeniem [ g, 1, 3 g/m? p=0,04 p=0,0001
pacjenci z dawka 2 g/m’ p=0,06 p=0,0003
podwyzszonym steZeniem | jawka 3 g/m?’ p=0,05 p=0,0001

Oznaczenia stezen leku w surowicy w okreslonych punktach czasowych jego eliminacji nie byly
wystarczajaco czulym sposobem wczesnej identyfikacji pacjentow z zaburzonym wydalaniem
leku. W wigkszosci przypadkdéw wskazywato na nie dopiero podwyzszone stgzenie leku
oznaczone w 48. godzinie od rozpoczg¢cia chemioterapii.

Dlatego postanowiono oceni¢, czy role wezesnego markera zaburzonego klirensu leku moze

spetiac stala eliminacji, wyliczona we wczesnej fazie wydalania Mtx.
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3. Stala eliminacji w pierwszej, szybkiej fazie wydalania Mtx — jako wczesny marker
prawidlowej lub zaburzonej eliminacji leku

Porownano, wyliczone metoda Wagnera, wartosci stalych eliminacji dla fazy szybkiej 1 wolne;j
wydalania Mtx w dwu grupach dzieci: z prawidlowa 1 przedluzona eliminacja leku, podanego w
dwu roznie wysokich systemowych dawkach: 2 g/m” i 3 g/m’.

3.1. Stala eliminacji Mtx zastosowanego w dawce 2 g/m” w fazie szybkiego i wolnego
wydalania leku

Zanalizowano lacznie 219 cykli, w ktorych Mtx podano w dawce 2 g/m’ i wykonano oznaczenia
stezen leku w surowicy w: 24., 36. 148. godzinie. W 185 cyklach lek wydalony byt prawidlowo

do 48. godziny od rozpoczgcia chemioterapii, a w 34 cyklach w sposéb przedtuzony.

Porownano wartosci statych eliminacji (K¢j) w cyklach o prawidlowym i zaburzonym wydalaniu
leku. Analizy dotyczyly dwu faz eliminacji HD-Mtx: fazy szybkiej, pomigdzy 24. a 36. godzing
cyklu oraz wolnej, pomigdzy 36. a 48. godzina. Stwierdzono istotne réznice w wartosciach
statych eliminacji Mtx we wczesnej fazie szybkiego wydalania leku, pomigdzy cyklami o
prawidlowej 1 zaburzonej eliminacji (p=0,0001). Wartosci K¢ w drugiej, wolnej fazie wydalania

nie roznily sig istotnie w zaleznos$ci od klirensu leku (p=0,434).

Analiza wykazata tez oczekiwana, istotna roznicg w wartosciach statych eliminacji Mtx
pomigdzy dwoma fazami jego wydalania, zarowno w cyklach o prawidlowej jak 1 przedtuzone;j
eliminacji (p=0,0001). Wyniki przedstawia tabela 20 oraz rysunek 18.

Tabela 20. Wartosci stalych eliminacji (h™") Mtx w dwu fazach wydalania leku, w cyklach
z prawidlow3 i przedluzong eliminacja Mtx — analiza 219 cykli z dawka 2 g/m’

Stala eliminacji
Cykle o prawidlowej Cykle o przedluzonej
Faza eliminacji Mtx eliminacji Mtx Wartos¢
eleminacji (n=185) (n=34) p
X Me s min- X Me s min-
max max
Faza 0,061 0,046
wczesna il 2
0,292 | 0,298 | 0,053 0.450 0,239 | 0,253 | 0,064 0324 0,0001
(24. - 36.)
Faza pozna 0,039- 0,037-
(36.— 48) 0,101 | 0,100 | 0,026 0227 0,096 | 0,096 | 0,029 0.154 0,434
Warto$é p 0,0001 0,0001 -
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Rysunek 18. Wartosci stalych eliminacji (h™") Mtx we wczesnej fazie wydalania leku
(24.-36. godzina), w cyklach z prawidlowg (kod: 0, n = 185) i przedluzona
(kod:1, n = 34) eliminacjq leku — analiza cykli z dawka 2 g/m’

04t

03t

K. 24.- 36.

02t

0,1 L . 0 Srednia
0 1 [[] $rednia+Odch.std
T Sredniax1,96*0dch.std

eliminacja

3.2. Stala eliminacji Mtx zastosowanego w dawce 3 g/m” w fazie szybkiego i wolnego
wydalania leku

Podobne;j analizie jak w czg¢$ci 3.1, stosujac identyczne kryteria doboru i oceny, poddano facznie
423 cykle, zrealizowane z podaniem Mtx w dawce 3 g/m’. Prawidlowe wydalanie leku

stwierdzono w 344, a zaburzone w 79 chemioterapiach.

Wykazano istotne roznice w wartoSciach stalych eliminacji we wczesnej, szybkiej fazie
wydalania leku, tj. migdzy 24. a 36. godzing chemioterapii, pomi¢dzy cyklami z prawidiowa 1
zaburzong eliminacja Mtx (p=0,0001). Podobnie istotne r6znice cechowaly wartosci K¢ dla tych

cykli w p6znej fazie wydalania leku, tj. migdzy 36. a 48. godzing jego eliminacji (p=0,0001).

Wykonana analiza potwierdzita takze, iz warto$ci statych eliminacji w dwu fazach wydalania
leku, niezaleznie od jego klirensu, rdznily si¢ istotnie (p=0,0001). Wyniki przedstawiono w

tabeli 21 1 na rysunku 19.

44



Tabela 21. Wartosci statych eliminacji (h™") Mtx w dwu fazach wydalania leku, w cyklach
z prawidlow3 i przedluzong eliminacja: analiza 423 cykli z dawka 3 g/m’

Stala eliminacji
Cykle o prawidlowej Cykle o przedluzonej
Faza eliminacji Mtx eliminacji Mtx Wartos¢
eleminacji (n=344) (n=79) p
X Me s min- X Me s min-
max max
Faza 0,006 0,054
wczesna SUVYE S
0,278 | 0,279 | 0,054 0.474 0,234 | 0,232 | 0,049 0.308 0,0001
(24 -36)
Faza pozna 0,030- 0,006-
(36 -48) 0,129 | 0,117 | 0,053 0,340 0,073 | 0,070 | 0,030 0204 0,0001
Wartos¢ p 0,0001 0,0001 -

Rysunek 19. Wartosci stalych eliminacji (h™") Mtx we wczesnej fazie wydalania leku
(24.-36. godzina), w cyklach z prawidlowg (kod: 0, n = 344) i przedluzona
(kod:1, n = 79) eliminacjg Mtx — analiza cykli z dawka 3 g/m’
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3.3. Porownanie wartosci stalych eliminacji Mtx w dwu fazach wydalania dwéch réznych
dawek leku (2 g/m” i 3 g/m?)

Celem odpowiedzi na pytanie, czy farmakokinetyka Mtx podanego w dwdch réznych wysokich
dawkach, oceniana na podstawie parametru jakim jest stafa eliminacji, znaczaco si¢ roznifa -
poréwnano wartosci tego parametru w dwu fazach wydalania leku, w cyklach z prawidlowym 1

zaburzonym klirensem Mtx.

Stwierdzono, ze $rednia warto$¢ stalej eliminacji leku we wczesnej fazie szybkiego wydalania
dla cykli o prawidlowej eliminacji Mtx byla istotnie wyzsza (p=0,0002) dla nizszej dawki leku
(2 g/m?). Natomiast w drugiej, wolnej fazie wydalania $rednia warto$¢ K byla istotnie wyzsza
(p=0,0001) dla wyzszej dawki (3 g/m”) Mtx. W cyklach o zaburzonej eliminacji Mtx $rednie
wartosci Kq byly wyzsze w obu fazach wydalania dla dawki nizszej (2 g/n?), ale istotna
statystycznie roznicg stwierdzono tylko w fazie wolnej (p= 0,0001). Wyniki przedstawiono w
tabeli 22 1 na rysunku 19.

Tabela 22. Poréwnanie §rednich wartosci statych eliminacji (h™) dwu réinych dawek

Mtx w obu fazach wydalania leku, w cyklach z prawidlowa i przedluzona
eliminacja Mtx: analiza 219 cykli z dawka 2 g/m” i 423 cyKkli z dawka 3 g/m’

Stala eliminacji Stala eliminacji
Faza > i’
eliminacji Dawka | cykle o prawidlowej | Wartosé | Cykle o zaburzonej | Wartosé
Mix (g/m’) eliminacji Mtx P eliminacji Mtx P
x Me s X Me s
Faza 2 0,292 | 0,298 | 0,053 0,239 | 0,253 | 0,064
wezesna 0,0002 0,345
(24-36 h) 3 0,278 | 0,279 | 0,054 0,234 | 0,232 | 0,049
Faza pozna 2 0,101 | 0,100 | 0,026 0,096 | 0,096 | 0,029
0,0001 0,0001
(36-48 h) 3 0,129 | 0,117 | 0,053 0,073 | 0,070 | 0,030

Stwierdzono (rysunek 20), ze $rednia warto$¢ K w szybkiej fazie wydalania, zarowno w
przypadku prawidlowej, jak 1 przedluzone;j eliminacji Mtx, byla nizsza w badanej probie, w
cyklach z wyzsza dawka leku - typ zmian K¢ byt podobny. R6zZnice zmian nie byly jednak
istotne statystycznie (p=0,481).
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Rysunek 20. Zaleznos¢ stalej eliminacji Mtx we wczesnej fazie wydalania (24.-36. godz) od
dawki (2 g/m’ i 3 g/m?) i sprawno$ci wydalania leku

p=0,481

0,30 +

norma

K.; 24.- 36.

przedtuzona
eliminacja

2 g/m2 3 g/m2

dawka

W po6znej, wolnej fazie wydalania w cyklach o prawidlowej eliminacji warto$¢ K¢ byla wyzsza
w cyklach z wyzsza dawka leku, natomiast w przypadku przediuzonej eliminacji warto$¢ K

byla nizsza dla wyzszej dawki leku (rysunek 21). Roznice zmian byly istotne statystycznie
(p=0,0001).

Rysunek 21. Zaleznos¢ stalej eliminacji Mtx w poéznej fazie wydalania (36.-48. godz) od
dawki (2 g/m’ i 3 g/m?) i sprawno$ci wydalania leku

p=0,0001
norma

0,12 +
)
2 -
: L
4 T~ przedtuzona
X TTeeell eliminacja

0,08 | = E

2 g/m2 3 g/m2
dawka

47



3.4. Analiza korelacji wartoSci stalej eliminacji Mtx w fazie szybkiego wydalania leku,
podanego w dwoch roznych dawkach, z wiekiem, BMI i plcia

Sprawdzono, czy istniata korelacja wartosci stalych eliminacji we wczesnej fazie wydalania Mtx
(24.-36. godzina) z: wiekiem, plcia 1 BMI. Nie wykazano istotnych rdéznic w wartosciach K
wczesne] fazy wydalania Mtx w obrebie trzech grup wiekowych. Istotne statystycznie roznice w
wartosciach Ky stwierdzono w réznych grupach BMI dla dawki 3 g/m” oraz plci dla dawki 2
g/m’, tylko w przypadku sprawnego wydalania leku. Zestawienie zbiorcze uzyskanych wynikow
przedstawia tabela 23. Z uwagi na mala liczebno$¢ pacjentéw z ekstremalnych grup BMI,
badanie przeprowadzono w trzech grupach: dzieci nadmiernie otytych, prawidlowo
odzywionych 1 nadmiernie szczuptych.

Tabela 23. Wartosci stalej eliminacji (umol/l) obu dawek Mtx we wczesnej fazie wydalania
w zaleznosci od: wieku, BMI i plci leczonych oraz sprawnosci eliminacji leku

Elimi- Dawka 2 g/m’ Dawka 3 g/m’ Wartos¢
Parametry — —
nacja n X s Me n X s Me p
<1l;4> 60 | 0,286 | 0,062 | 0,294 | 48 | 0,273 | 0,051 | 0,277
wiek | <4;10>| 101 | 0,295 | 0,049 | 0,299 | 49 | 0,272 | 0,045 | 0,271 040
(lata) > 10 24 10,292 | 0,044 | 0,294 | 13 | 0,293 | 0,033 | 0,287 ’
p 0,58 0,33
> 175
50 | 0,299 | 0,054 | 0,301 | 138 | 0,267 | 0,055 | 0,272
percentyla
Pra 2575
widl 90 | 0,291 | 0,054 | 0,300 | 166 | 0,283 | 0,049 | 0,280
owa | BMI | percentyl 0,01
<25 45 | 0,285 0,052 | 0,288 | 40 | 0,295 | 0,060 | 0,287
percentyla
p 0,42 0,01
dziewczeta | 97 | 0,304 | 0,045 | 0,305 | 179 | 0,276 | 0,060 | 0,276
pte¢ | chilopey 88 | 0,279 | 0,059 | 0,287 | 165 | 0,281 | 0,046 | 0,284 | 0,002
p 0,001 0,38
<l;4> 13 | 0,252 | 0,052 | 0,274 5 0,258 | 0,029 | 0,249
wiek | <4;10>| 14 | 0,229 | 0,083 | 0,253 | 13 | 0,230 | 0,035 | 0,217 B
(lata) >10 7 0,237 | 0,042 | 0,242 9 0,225 | 0,056 | 0,247 '
p 0,66 0,36
> 75
6 0,263 | 0,035 | 0,247 | 26 | 0,234 | 0,053 | 0,237
Prz percentyla
e'dlu 2573 17 | 0,233 | 0,069 | 0,251 | 46 | 0,230 | 0,050 | 0,231
Zon | gMI | percentyl 0,40
a <25
11 | 0,236 | 0,071 | 0,272 7 0,257 | 0,030 | 0,272
percentyla
P 0,62 0,43
dziewczgta | 14 | 0,240 | 0,051 | 0,254 | 42 | 0,230 | 0,056 | 0,232
pte¢ | chlopcy 20 | 0,238 | 0,073 | 0,253 | 37 | 0,239 | 0,041 | 0,239 | 0,63
p 0,94 0,41
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W analizie porownawczej wykazano, ze zarowno w przypadku prawidlowego, jak 1
przedhluzonego wydalania Mtx, najwyzsze wartos$ci statej eliminacji we wczesnej fazie wydalania
leku, w przypadku dawki 2 g/m” dotyczyly dzieci otylych, a w przypadku dawki 3 g/m”—
szczuplych. Ponadto stwierdzono, ze w sytuacji prawidlowego klirensu leku $rednie wartosci Kq
malaly wraz z mniejsza masa tkanki tluszczowej dzieci leczonych dawka 2 g/nr’, a rosly w
przypadku zastosowania dawki 3 g/m” Mtx i ze roznice te byly istotne (p= 0,01). Takich
linlowych zaleznos$ci wartosci K¢ od stopnia odzywienia pacjentow nie wykazano w sytuacji
zaburzonego wydalania Mtx. Na rysunku 22 dzieci ,,otyle” oznaczaja pacjentéw o BMI ponad 75
percentyl, a ,,szczupte”- dzieci o BMI ponizej 25 percentyla.

Rysunek 22. Zalezno$¢ Srednich wartosci K¢ (umol/l) we wczesnej fazie wydalania leku

(24.-36.godzina) od stopnia odzywienia dzieci dla dwu réznych HD-Mtx, w
przypadku prawidlowego i zaburzonego klirensu leku

—— dawka2gm2 -o- dawka3gm2

03t

K, 24.- 36.

BMI otyte narma SZLZUpte ofyte norma SZCZUPtE

prawidtowa elim. przediuZona elim

Istotne roznice Srednich wartosci K¢ dotyczyty takze ptei (p=0,002), w przypadku prawidlowego
wydalania Mtx. Wyzsze wartos$ci statej eliminacji we wczesnej fazie wydalania leku, podanego
w dawce 2 g/m’ stwierdzono u dziewczat, a w przypadku dawki 3 g/m” — u chlopcow (rysunek

23).
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Rys 23. Zalezno$¢ Srednich wartosci K, we wczesnej fazie wydalania leku (24.-36. godzina)
od plci, dla dwu réznych HD-Mtx, w przypadku prawidlowego i obnizonego klirensu leku

—— dawka 2 g/m 2 =7~ dawka 3 g/m 2

03t

K.; 24.- 36.

02}

Pleé dziewczeta chtopcy dziewczeta chtopcy

prawidiowa elim. przedtuzona elim.

4. Czynniki istotnie wplywajace na zaburzenie eliminacji obu wysokich dawek Mtx

W celu wylonienia parametrow istotnie wptywajacych na przedtuzenie wydalania HD-Mtx, do
modelu wieloczynnikowej regresji logistycznej, na podstawie danych literaturowych (5, 8, 9, 11,
21, 23, 54, 88, 90, 107, 153, 167, 183, 197, 213, 234, 236, 249, 257, 263, 269) i wlasnych badan,
wybrano nastgpujace zmienne: wysoko$¢ dawki leku, wiek, BMI 1 polimorfizm genowy 677C>T
MTHEFR leczonych oraz wysoko$¢ stezenia stacjonarnego leku i stata eliminacji weczesnej fazy

wydalania Mtx.

Analiza objeto facznie 496 cykli (414 z prawidlowym 1 82 z przedluzonym wydalaniem leku).
Z uwagi na mate liczebnosci ekstremalnych grup BMI, podobnie jak wczesniej wyodrgbniono
trzy grupy dzieci: nadmiernie otylych (BMI > 75 percentyla), prawidlowo odzywionych 1
nadmienie szczuptych (BMI < 25 percentyla).

W analizie, z zastosowaniem modelu regresji logistycznej, czynnikami istotnie wptywajacymi na
zaburzenie klirensu Mtx okazaly si¢: stala eliminacji we wczesnej fazie wydalania leku oraz
stgzenie stacjonarne. Natomiast takie zmienne jak: wiek, BMI, polimorfizm genowy 677C>T
MTHFR, wysoko$¢ dawki Mtx (2 g/m” lub 3 g/m?) nie wplywaly istotnie na czesto$é
przedtuzonej eliminacji leku (tabela 24 1 rysunek 24).
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Tabela 24. Wyniki analizy regresji logistycznej do oceny zaleznoS$ci przedluzonej eliminacji
HD-Mtx w cyklu, od badanych parametréow

- Wspolczyﬂmk Wartosé
Oceniany parametr regresji
(beta) p
dawka Mtx 0,453 0,139
wiek 0,146 0,509
BMI -0,226 0,288
K. 24-36 -22,62 0,001
stezenie stacjonarne 0,053 0,001
genotyp (CC, inny) -0,040 0,885
warto$¢ stala dla 2,690 0,001
modelu

Rysunek 24. Iloraz szans i przedzial ufnosci dla poszczegdélnych parametréow,
wplywajacych na wystgpienie przedluzonej eliminacji HD-Mtx

genotyp
stezenie stacjonarne

Kq: 24.-36. h
BMI

wiek

* g +

dawka Mtx

1 2 3

iloraz szans i 95% przedziat ufnosci
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Przeprowadzona analiza wykazala, ze wzrost wartos$ci st¢zenia stacjonarnego oraz spadek
wartosci K¢ wezesnej fazy wydalania Mtx istotnie zwigkszaty prawdopodobienstwo wystapienia
obnizonego klirensu leku, skutkujacego jego przedluzona eliminacja ponad 48. godzing cyklu.
Na rysunku 25 przedstawiono graficznie zalezno$¢ prawdopodobienstwa wystapienia
przedhluzonego wydalania HD-Mtx (dla obu dawek tacznie) od wartos$ci stalej eliminacji leku we
wczesnej fazie szybkiego wydalania, tj. miedzy 24. a 36. godzina cyklu. Spadkowi wartosci K
wczesne] fazy wydalania Mtx towarzyszy wzrost prawdopodobienstwa zawyzonego st¢zenia
leku w surowicy w 48. godzinie wydalania.

Rysunek 25. Krzywa logistyczna wystapienia przedluzonej eliminacji HD-Mtx w cyklu,
w zaleznosci od wartosci K¢ 24. — 36.

p(p.elim)=exp(2,1-14,2*K .:24-36)/(1+exp(2,1-14,2*K,:24-36))
p=0,0001

1,0

prawdopodobienstwo

0,0

0,0 0,1 0,2 03 04 05
K, 24. - 36. h

Warto$¢ progowa K wezesnej fazy wydalania leku, wyliczona dla modelu wynosi 0,3 h

(tabela 25 1 26).
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Tabela 25. Czestos¢ zaburzonej eliminacji w zaleznosci od wartosci progowej K. wczesnej
fazy (24.-36. godzina) wydalania Mtx: analiza 676 cykli

Prawidlowa Przedluzona R
azem .
Ko 24. - 36. eliminacja eliminacja Wartos¢ p
n % n % n %
<0,3h" 357 77,6 103 22,4 460 100,0 0,0001
>0,3h" 207 95,8 9 4,2 216 100,0
v*=35,32

Tabela 26. Iloraz szans i przedzial ufnosci dla wartosci progowej K. wczesnej fazy
wydalania Mtx, wyiszej lub réwnej 0,3 h™

Wspélezvnnik Przedzial ufnosci
Zmienna spotezy Iloraz szans dla ilorazu szans Warto$¢ p
beta
(0,95)
Kq24.-36.>0,3h" -1,89 0,15 [0,08-0,31] 0,0001
stala -1,24 0,29 [0,23-0,36] 0,0001

Wartosci K, fazy alfa nizsze od 0,3 h' wiazaly sie z gwaltownym wzrostem ryzyka zaburzonej
zy

eliminacji Mtx w danym cyklu (rysunek 25).




5. Ocena bliskiej toksycznosci dwu réznych wysokich dawek systemowych Mtx: 2 g/m” i 3
g/m’, w odniesieniu do sprawnosci wydalania leku

Analiza dotyczyla zar6wno czestych jak i rzadkich bliskich objawoéw toksycznych,
stwierdzanych w przebiegu chemioterapii z zastosowaniem HD-Mtx. Poréwnano czgstos¢
wystgpowania 1 nasilenie obserwowanych niepozadanych bliskich skutkéw terapii, zgodnie z
rozszerzong skala toksycznosci wg National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCI-
CTC) w modyfikacji German Society of Pediatric Oncology/Hematology (GPOH) (aneks 5), w

zalezno$ci od zastosowanej dawki 1 sprawnosci wydalania Mtx.

W celu oceny wptywu terapiit HD-Mtx na funkcje nerek 1 watroby badaniu poddano tylko te
cykle chemioterapii (r6zne liczebnie), w czasie ktorych wykonano oznaczenia odpowiednich
parametrow biochemicznych. Natomiast ocena wszystkich rodzajow ostrych toksycznosci
klinicznych, zwiazanych z chemioterapia HD-Mtx dotyczyta tacznie 829 cykli, w tym 232
chemioterapii z prawidtowa i 44 z zaburzona eliminacja Mtx w dawce 2 g/m” oraz w przypadku

dawki 3 g/m* odpowiednio: 456 197 cykli.

Uboczne objawy hematologiczne (zwiazane nieodlacznie z kazdym rodzajem chemioterapii)
wystgpowaty z podobna czgstoscia w przypadku obu dawek leku. Najczesciej stwierdzano
niedokrwisto$¢ w stopniu 1. lub 2. wg NCI-CTC, co dotyczyto okoto 7% cykli z prawidlowa i
20% z zaburzona eliminacja obu dawek Mtx. Przej$sciowa leukopeni¢ 1 matoplytkowos¢
odnotowywano jeszcze rzadziej. Z powodu toksycznos$ci hematologicznych kolejne etapy
planowego leczenia op6zniano wyjatkowo. Dlatego nie przeprowadzono szczegdétowych analiz

dotyczacych tego rodzaju bliskiej toksycznosci terapii HD-Mtx.

5.1. Wplyw HD-Mtx na wartosci parametrow biochemicznych oceniajacych funkcje
watroby, w przypadku prawidlowej i przedluzonej eliminacji leku

W celu oceny wptywu chemioterapit HD-Mtx (dwu réznych dawek leku) na funkcje watroby
przeanalizowano zachowanie si¢ takich biochemicznych parametrow jak: st¢zenia albumin i
biatka catkowitego oraz bilirubiny calkowitej, aminotransferazy asparaginianowej (GOT) 1

alaninowej (GPT) w surowicy.

W analizie zmian stg¢zenia albumin w surowicy ocenie poddano ich wartosci z 81 cykli z
prawidlowym i 19 z zaburzonym wydalaniem Mtx zastosowanego w dawce 2 g/m” oraz
odpowiednio z: 164 i 33 cykli, dotyczacych dawki 3 g/m” leku. W przypadku obu dawek Mtx
wartosci tego parametru (podobnie jak stezenia biatka catkowitego 1 bilirubiny w surowicy)
oznaczane przed pierwszymi cyklami nie odbiegaly od normy. Stezenia albumin w surowicy

pacjentdw, niezaleznie od klirensu jak 1 wysokos$ci zastosowanej dawki leku istotnie malaty
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(p=0,0001) po zakonczeniu wlewu Mtx (tabela 27). Na wykresach zwraca uwage fakt, ze
$rednie stezenia albumin przed zastosowaniem Mtx w dawce 2 g/m’ byly istotnie wyzsze
(p=0,008) niz przed cyklami z podaniem tego leku w wyzszej dawce. Obserwacja ta nasuwa
przypuszczenie, ze wyzsza systemowa dawka (3 g/m’) Mtx istotnie bardziej obnizata produkcje
albumin w watrobie, a zatem byta obarczona wigksza bliska toksycznoscia w stosunku do tego
narzadu (rysunek 26).

Rysunek 26. Zmiany Srednich stezen albumin w surowicy w czasie chemioterapii z
HD-Mtx (2 g/m’ i 3 g/m?), w zalezno$ci od klirensu leku

réznica miedzy dawkami przed cyklem p= 0,008
—— dawka 2g -4~ dawka 3g

45 1

albuminy
N
o

35

przed po cyklu przed po cyklu

prawidlowa eliminacja przedtuzona eliminacja

Wplyw chemioterapii HD-Mtx na stgzenie biatka calkowitego w surowicy, niezaleznie od
zastosowanej dawki i1 sprawnos$ci wydalania leku byt podobny, jak w przypadku albumin.
Stwierdzono istotny (p=0,0001) spadek wartosci tego parametru po zakonczeniu chemioterapii
HD-Mtx (rysunek 27 i tabela 27). Wigksza dynamika zmian st¢zenia biatka w surowicy,
podobnie jak w przypadku albumin, dotyczyta cykli z nizsza dawka (2 g/m’) leku. Jednak
$rednie stezenia biatka catkowitego przed cyklami z Mtx w dawce 2 g/m’, w tacznej analizie
byly istotnie wyzsze (p=0,005) niz w przypadku wyzszej dawki Mtx, co sugeruje wigksza
toksycznoé¢ wlewow Mtx w dawce 3 g/m’. Ocenie poddano wartosci z: 201 chemioterapii z
prawidlowym i 40 z zaburzonym wydalaniem Mtx w dawce 2 g/m’ oraz w przypadku dawki 3
g/m” odpowiednio z: 348 i 78 cykli.
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Rysunek 27. Zmiany Srednich stezen bialka calkowitego w surowicy pod wplywem
chemioterapii z HD-Mtx (2 g/m® i 3 g/m”), w zaleznosci od Klirensu leku

réznica miedzy dawkami przed cyklem p=0,005
—— dawka 2g -4~ dawka 3g
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Zmiany stg¢zenia bilirubiny catkowitej oceniono w: 193 cyklach z prawidlowa 1 36 z zaburzona
eliminacja Mtx podanego w dawce 2 g/m’ oraz odpowiednio w: 418 i 96 cyklach z Mtx

zastosowanym w dawce 3 g/m’ (rysunek 28).

Stezenie bilirubiny calkowitej w surowicy istotnie (p=0,002 i p= 0,0001) wzrastato (tabela 27) w

czasie chemioterapii z HD-Mtx, niezaleznie od zastosowanej dawki 1 sprawno$ci eliminacji leku.

Zmiana ta byla silniej wyrazona w przypadku wyzszej dawki (3 g/m”) Mtx, gdyz zaréwno przed
kolejnymi cyklami jak 1 po ich zakonczeniu wartosci bilirubiny byty znaczaco wyzsze
(p=0,0001), niz w przebiegu cykli z Mtx w dawce 2 g/m’ (rysunek 28). Podobnie jak w
odniesieniu do albumin, mozna wigc wnioskowac, ze leczenie wyzsza dawka systemowa Mtx
laczylo si¢ z wigkszym nasileniem bliskiej toksycznos$ci ze strony watroby, ktorej wyktadnikiem

byta hiperbilirubinemia.
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Rysunek 28. Zmiany Srednich stezen bilirubiny calkowitej w surowicy pod wplywem
chemioterapii z HD-Mtx (2 g/m® i 3 g/m?), w zaleznosci od Klirensu leku

réenica miedzy dawkami przed cyklern p=0,0001
—&— dawka2g - {- dawka3g
16 . y

12 +

bilirubina

przed po cykiu przed po cykiu
prawictowa eliminacja przediuzona eliminacja

Aktywnos$¢ podstawowych enzymoéw watrobowych w surowicy zachowywala si¢, w przebiegu
chemioterapii z HD-Mtx zmiennie; rosta lub malata. Zmiany aktywnos$ci GOT w surowicy
pacjentéw oceniono analizujac ich wartosci w: 263 cyklach Mtx w dawce 2 g/m’ (w tym 40
cyklach z przedtuzona eliminacja leku) oraz 540 cyklach Mtx w dawce 3 g/m’ (w tym 96 z

zaburzonym wydalaniem leku).

W przypadku prawidtowe;j eliminacji leku, stgzenie GOT w wigkszosci cykli (53,4%) z Mtx w
dawce 2 g/m” pod wplywem chemioterapii wzrastalo, a obnizato si¢ w 40,4% cykli. Natomiast w
wickszo$ci chemioterapii (53,6%) z wyzsza dawka leku (3 g/m?”) stezenie tej transaminazy
zmniejszato si¢, a wzrastato w 41,4% chemioterapii. W obu przypadkach $rednie wartosci GOT
zmienialy sig istotnie statystycznie (tabela 27). Istotne rdéznice (p= 0,005) dotyczyly takze

charakteru tych zmian w odniesieniu do obu zastosowanych dawek (rysunek 29).

W przypadku zaburzonej eliminacji Mtx zastosowanego w dawce 2 g/m” i 3 g/m’® obserwowano
podobna tendencje zmian aktywnosci GOT w surowicy. Wartosci tej transaminazy w obu
sytuacjach czgsciej obnizaty si¢ (odpowiednio: 50% 1 60,4% cykli) niz wrastaty (odpowiednio:
45% 135,4% cykli). Podobny charakter zmian aktywno$ci GOT, pod wplywem obu dawek

cytostatyku sprawil, iz r6znice zmian nie byly istotne statystycznie (p=0,5).
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Rysunek 29. Zmiany stezen GOT w surowicy pod wplywem chemioterapii z HD-Mtx
(2 g/m” i 3 g/m?), w zaleinosci od Kklirensu leku

|I Dawka 2g B Dawka 3g | |I Dawka 2 g M Dawka 3
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Prawidlowa eliminacja p=0,005 Przedluzona eliminacja p=0,533

Stezenie GPT zachowywalo sig, w przebiegu chemioterapii z HD-Mtx podobnie jak GOT.
Oceniono je w: 222 cyklach z prawidtowa 1 w 40 z przedtuzona eliminacja Mtx podanego w
dawce 2 g/m” oraz w przypadku dawki 3 g/m’ leku odpowiednio w: 442 i 95 chemioterapiach

(rysunek 30).

W przypadku prawidlowego wydalania dawki 2 g/m” stezenie tego enzymu wzrosto w 52,3%
cykli, a obnizylo si¢ w 45,5%. Natomiast w wigkszosci cykli (56,8%) z Mtx w dawce 3 g/m’
stezenie tej transaminazy obnizato sig, a wzrastato w przebiegu 38,7% chemioterapii.
Stwierdzone roéznice zmian aktywnos$ci GPT byly istotne statystycznie (p= 0,003), co
przedstawiono na rysunku 30. Wykazano rowniez istotne roznice (p= 0,018) w $rednich
warto$ciach GPT pod wplywem chemioterapii Mtx w dawce 3 g/m’, w poréwnaniu z cyklami z

dawka 2 g/m’ leku (tabela 27).

W przypadku zaburzonej eliminacji Mtx, podanego w dawce 2 g/m” wartosci stezen GPT
wzrastalty w wigkszosci (60,0%) cykli, a obnizaly si¢ w okoto 1/3 chemioterapii (37,5%).
Natomiast w przebiegu chemioterapii z op6znionym wydalaniem Mtx, podanego w dawce 3
g/m’, stezenie GPT obnizalo sie w przebiegu wickszosci cykli (55,8%), a wzrastato w okoto 1/3
cykli (39,0%), zachowujac si¢ podobnie, jak w cyklach z prawidlowym wydalaniem leku.
Stwierdzone zmiany st¢zen GPT w czasie chemioterapii nie byly istotne statystycznie (tabela

27).

58



Rysunek 30. Zmiany stezen GPT w surowicy pod wplywem terapii z HD-Mtx
(2 g/m” i 3 g/m?), w zaleinosci od Kklirensu leku

|I Dawka 2 B Dawka 3 | |I Dawka 2 E Dawka 3
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Prawidlowa eliminacja p=0,003 Przedluzona eliminacja p=0,080

5.2. Wplyw terapii HD-Mtx na wartosci parametrow biochemicznych oceniajacych
funkcje¢ nerek, w przypadku prawidlowej i przedluzonej eliminacji leku

Poréwnano srednie wartosci stgzeh mocznika 1 kreatyniny w surowicy przed 1 po zakonczeniu
wlewu Mtx, zastosowanego w dwu réznych wysokich dawkach, w cyklach o prawidlowej 1

zaburzonej eliminacji leku.

W odniesieniu do mocznika, w przypadku dawki Mtx 2 g/m’, ocenie poddano wartosci z 218
cykli o prawidtowej i z 41 cykli o zaburzonej eliminacji leku, a w przypadku dawki 3 g/m’

odpowiednio: z 431 1 90 cykli.

Terapia HD-Mtx wiazala sig, niezaleznie od zastosowanej dawki i klirensu leku z istotnym
spadkiem $rednich wartosci mocznika (p=0,001), co mozna wytlumaczy¢ intensywnym
nawadnianiem dozylnym (3 litry/m*/dobe) pacjentéw w trakcie chemioterapii (tabela 27).
Istotnie wyzsze $rednie stezenia mocznika, stwierdzone przed cyklami z Mtx w dawce 2 g/nt’

(p<0,01), niezaleznie od tempa wydalania leku, wydaja si¢ by¢ przypadkowe (rysunek 31).
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Rysunek 31. Zmiany Srednich stezen mocznika w surowicy pod wplywem chemioterapii z
HD-Mtx (2 g/m’ i 3 g/m?), w zalezno$ci od klirensu leku

== dawka2g -2- dawka3g

0
35 ¢

30 ¢

FSa Y

przed po cyklu przed po cyklu

mocznik

20 ¢t

prawidtowaelim. przedtuzonaelim,

W odniesieniu do kreatyniny ocenie poddano wartosci z 215 cykli z prawidlowa i1 37 z zaburzona
eliminacja Mtx, zastosowanego w dawce 2g/m” oraz w przypadku dawki 3 g/m* odpowiednio

z: 424 i 88 cykli.

W cyklach o prawidlowej eliminacji Mtx, podanego w dawce 2 g/m’ nie stwierdzono istotnych
zmian wartosci st¢zen kreatyniny w surowicy pod wplywem chemioterapii (p=0,7). Dla dawki 3
g/m” leku zaobserwowano istotny spadek $rednich wartosci stezen tego parametru (p=0,0001) po
zakonczeniu wlewu Mtx, podobnie jak miato to miejsce w przypadku mocznika, co mozna

thumaczy¢ prawdopodobnym wpltywem nawodnienia z forsowaniem diurezy (tabela 27).

W cyklach o zaburzonej eliminacji Mtx, dla obu dawek stwierdzono wzrost srednich wartosci
stezen kreatyniny po zakonczeniu chemioterapii (rysunek 32). Rozrzut wartosci tego parametru
byt jednak w obu przypadkach duzy, tak iz zmiany Srednich stgzen kreatyniny nie byly istotne
statystycznie (p=0,2 i p=0,4 odpowiednio dla dawki Mtx 2 g/m’ i 3 g/m?). W 22 sposrod 37 cykli
(59,5%) Mtx w dawce 2 g/m’ z przedtuzonym wydalaniem leku, stezenia kreatyniny po
zakonczeniu wlewu Mtx byly wyzsze od wartosci wyjsciowych tego parametru, a w 15 cyklach
(40,5%) nizsze. W przypadku dawki 3 g/m’ sposréd 88 cykli z zaburzonym wydalaniem,

stezenie kreatyniny po zakonczeniu wlewu Mtx wzrosto w 39 (44,3%) cyklach, obnizylo si¢ w
44 (50%) 1 nie ulegto zmianie w 5 (5,7%) cyklach.
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Rysunek 32. Zmiany Srednich stezen kreatyniny w surowicy pod wplywem chemioterapii z
HD-Mtx (2 g/m’ i 3 g/m?), w zalezno$ci od klirensu leku
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5.3. Analiza zbiorcza istotnosci wplywu terapii HD-Mtx na wartosci podstawowych
parametrow biochemicznych funkcji watroby i nerek - w przypadku prawidlowej i
przedluzonej eliminacji leku

W celu wytonienia parametru, ktory najsilniej reagowat na chemioterapi¢ HD-Mtx poréwnano

istotnos$¢ statystyczng zmian wszystkich zbadanych parametréw funkcji watroby 1 nerek, w

odniesieniu zarowno do zastosowanej dawki, jak i tempa eliminacji Mtx (tabela 27).

Najczulszymi zmiennymi okazaty si¢: stezenia biatka calkowitego, albumin, bilirubiny 1
mocznika w surowicy. Wartosci stezen biatka, albumin i mocznika istotnie zmniejszaly si¢ po
zastosowaniu HD-Mtx, a bilirubiny calkowitej rosty. W przypadku kazdego z tych parametrow
zmiany byly niezalezne od podanej dawki 1 czasu ekspozycji na lek. Wigksza dynamika spadku
wartosci biatka catkowitego 1 albumin w surowicy dotyczyla cykli z Mtx zastosowanym w
nizszej systemowej dawce (2 g/m’). Natomiast wzrost stezen bilirubiny catkowitej w surowicy

pod wptywem chemioterapii HD-Mtx byl bardziej nasilony w przypadku wyzszej dawki leku.

Brak istotnosci statystycznej zmian stgzenia kreatyniny w cyklach, w ktorych stwierdzono
opoznione wydalanie Mtx wynika z faktu, iz w poro6wnywalnej liczbie chemioterapii z

zastosowaniem obu dawek leku wystgpowatl tak spadek, jak 1 wzrost st¢zenia tego parametru.
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Tylko w dwu odnotowanych przypadkach ostrej niewydolnosci nerek w trakcie terapii HD-Mtx,

stezenie kreatyniny w surowicy bardzo wysoko wrosto.

Przedtuzona ekspozycja na Mtx stosowany w dwdch réznie wysokich dawkach systemowych,

nie spowodowala istotnego statystycznie wzrostu st¢zen podstawowych enzyméw watrobowych,

takich jak: GOT 1 GPT.

Tabela 27. Porownanie istotnosci statystycznej zmian Srednich wartosci parametrow
biochemicznych funkcji nerek i watroby, pod wplywem chemioterapii HD-Mtx
(2 g/m’ i 3 g/m?), w przypadku prawidlowej i zaburzonej eliminacji leku

Dawka 2 g/m’

Dawka 3 g/m’

Istotnos$¢ Istotnos$¢
. statystyczna . statystyczna
Badany parametr | Eliminacja Liczba , zmian Liczba , zmian
oznaczen érednich oznaczen érednich
stezen pod stezen pod
wplywem wplywem
HD-Mtx HD-Mtx
prawidlowa 218 0,0001 431 0,0001
mocznik
przedluzona 41 0,0001 90 0,0001
prawidlowa 215 0,711 424 0,0001
kreatynina
przedluzona 37 0,163 88 0,395
prawidlowa 81 0,0001 164 0,0001
albumina
przedluzona 19 0,0001 33 0,0001
prawidlowa 201 0,0001 348 0,0001
bialko
przedluzona 40 0,0001 78 0,0001
prawidlowa 193 0,0001 418 0,0001
bilirubina
przedluzona 36 0,002 96 0,0001
prawidlowa 223 0,002 444 0,033
GOT
przedluzona 40 0,138 96 0,155
prawidlowa 222 0,095 442 0,018
GPT
przedluzona 40 0,063 95 0,104

5.4. Zakazenia w przypadku prawidlowej i przedluzonej eliminacji Mtx

Zakazenia oceniono w dwu grupach. Do pierwszej z nich zakwalifikowano: zakazenia drog

oddechowych, goraczki niewiadomego pochodzenia (FUO) i1 posocznice, a do drugiej biegunki,

wystepujace najczesciej w przebiegu odczyndw zapalnych sluzéwek przewodu pokarmowego.
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Zakazenia zakwalifikowane do pierwszej grupy wystapity po 10,8% cykli z Mtx w dawce 2 g/m’
wydalanym prawidtowo 1 dwukrotnie czesciej (20,5% cykli) w przypadku zaburzonego klirensu
leku. W tej grupie zakazenia ocenione jako 2. stopien w skali NCI-CTC dotyczyly przede
wszystkim zapalen ptuc 1 wystgpowaly znaczaco czgsciej w przypadku zaburzonej eliminacji

Mtx (6,8% cykli), w porownaniu z prawidlowym wydalaniem tego leku (1,3% cykli).
Udokumentowane posocznice ocenione w skali NCI-CTC jako 3. stopien toksycznos$ci stanowily
najcigzsze powiklania infekcyjne, obserwowane w badanej grupie. Te uogdlnione zakazenia
wystapity takze czesciej w przypadku przedtuzonego wydalania leku (2,3% cykli), w

poréwnaniu z cyklami o prawidlowej eliminacji Mtx (0,9% cykli).

Po chemioterapiach z Mtx w dawce 3g/m’ zakazenia odnotowano istotnie czesciej niz w
przypadku zastosowania nizszej dawki leku, gdyz dotyczyty one 17,5% cykli z prawidlowym
wydalaniem oraz 29,9% z przedtuzona eliminacja Mtx. Zakazenia w 2. stopniu wg skali NCI-
CTC wystapily z podobna czegstoscia po cyklach z prawidlowa (5,3% cykli) 1 z zaburzona
eliminacja leku (6,2%). Zakazenia w 3. stopniu wg NCI-CTC, podobnie jak po cyklach z Mtx w
dawce 2 g/m” byly rzadkie. Wystapily po 0,9% i 1,0% cykli, odpowiednio z prawidlowym i
przedluzonym wydalaniem leku.

W wyniku przeprowadzonej analizy wykazano, ze niezaleznie od sprawnosci wydalania Mtx,
zakazenia wystapily statystycznie istotnie czgsciej (p=0,008) po cyklach z wyzsza dawka (3
g/m’) cytostatyku (tabela 28).

Biegunki, najczesciej spetiajace kryterium 1. lub 2. stopnia wg NCI-CTC, w przypadku
zastosowania Mtx w dawce 2 g/m’ stwierdzono w przebiegu 5,2% i 13,6% cykli, odpowiednio z
prawidlowym i zaburzonym klirensem leku. W odniesieniu do dawki Mtx 3 g/m’ wystapity
odpowiednio po: 4,6% 12,1% cykli z prawidlowym 1 przedluzonym wydalaniem leku. Wysoko$¢
dawki Mtx nie miata wplywu na wigksza czgstos¢ (p=0,1), ani cigzkos$¢ przebiegu tego
powiktania (tabela 27). Tylko w przypadku chemioterapii z Mtx w dawce 2 g/m” przedtuzona
ekspozycja na cytostatyk wigzata si¢ z istotnym wzrostem czgstosci biegunek (p=0,02), w

poréwnaniu z cyklami o prawidlowej eliminacji leku.

5.5. Toksycznosci skérno — Sluzowkowe w przypadku prawidlowej i przedluzonej
eliminacji Mtx

Stan zapalny $luzéwek po przeprowadzeniu chemioterapii z Mtx w dawce 2 g/m’, w przypadku
prawidlowej eliminacji tego leku wystapil facznie po 3,9% cykli; w 1., 2., 3. stopniu wg skali
NCI-CTC odpowiednio po: 1,3%, 2,2% 1 0,4% chemioterapii. W przypadku zaburzonego
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wydalania leku bliskie toksycznos$ci §luzowkowe byly stwierdzane dwukrotnie czescie;.

Odnotowano je po 9,1% cykli, z identyczna czgstoscia (4,6%) w stopniu 1. 1 3.

Zastosowanie Mtx w dawce 3 g/m* Mtx wiazato si¢ z czestszym wystapieniem stanow zapalnych
§luzéwek, niz w przypadku dawki 2 g/m” leku (p= 0,0003), ale toksyczno$ci nigdy nie
przekroczyly 2. stopnia w skali NCI-CTC. W przypadku prawidlowe;j eliminacji leku stan
zapalny Sluzéwek wystapit tacznie po 12,3% cykli, w 1. 1 2. stopniu odpowiednio po: 11,4% 1
0,9% chemioterapii. W cyklach z zaburzonym klirensem leku powikfanie to odnotowano tacznie

po 14,4% chemioterapii; w stopniu 1. 1 2. odpowiednio po: 10,3% 14,1% cykli.

W odniesieniu do obu dawek Mtx, zaburzone wydalanie leku istotnie zwigkszato (dla dawki 2
g/m” i3 g/m’ p odpowiednio: 0,03 i0,05) czestosé bliskich toksycznosci ze strony blon
sluzowych (tabela 28), ale 3. stopien cigzkosci obserwowano tylko w przebiegu cykli z dawka 2

g/m” leku.

Toksycznosci skorne, zwiazane z terapia HD-Mtx byly bardzo rzadkie, ich nasilenie oceniono
maksymalnie jako 2. stopien w skali NCI-CTC. Nie odnotowano istotnie wigkszej czgstosci tego

powiklania po cyklach z wyzsza dawka Mtx (p= 0,06)

Toksycznos$ci skorne stwierdzono po 0,9% cykli z prawidlowa 1 4,5% chemioterapii z
przedtuzona eliminacja Mtx, podanego w dawce 2 g/m’. Przedtuzona ekspozycija na
cytotoksyczne st¢zenia cytostatyku istotnie zwigkszala ryzyko wystapienia zmian skornych

(p=0,05).

W przypadku dawki Mtx 3 g/m* powiklania skorne obserwowano po 3,3% cykli z prawidtowym
oraz 6,2% cykli z zaburzonym wydalaniem Mtx. Przedtuzona eliminacja cytostatyku zwigkszata

czestos¢ tego powiklania, ale roznica nie byta istotna (p=0,7) statystycznie (tabela 28).

5.6. Wczesne objawy neurotoksyczne w przypadku prawidlowej i przedluzonej eliminacji
Mitx

Najczgsciej obserwowana bliska kliniczna toksycznos$cia ze strony uktadu nerwowego, w
przebiegu terapii HD-Mtx byly (pomimo postgpowania profilaktycznego) nudnosci i wymioty,
odnotowywane czg$ciej w cyklach z wyzsza dawka leku (p=0,02). Te powikiania najczescie]
ocenione zostaty jako 1. lub 2. stopien w skali NCI-CTC, niezaleznie od sprawnosci eliminacji
Mtx. Wymioty w 4. stopniu wystapity w przebiegu 1 cyklu (0,2%) z zaburzonym wydalaniem
Mtx, zastosowanego w dawce 3 g/nr’.

W trakcie wlewow cytostatyku w dawce 2 g/m’ nudnoéci i wymioty byly obecne w 14,2% i
27,3% chemioterapii odpowiednio z prawidlowym 1 przedtuzonym wydalaniem leku. R6znica

byta istotna statystycznie (p=0,02).
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W przypadku zastosowania Mtx w dawce 3 g/m’* powyzsze powiklanie takze odnotowano
istotnie czesciej (p=0,0001) w przypadku zaburzonej eliminacji cytostatyku; dotyczyto 21,1%
cykli z prawidlowym oraz 33,0% z przedluzonym wydalaniem leku.

Nudnosci 1 wymioty w stopniu 2., a zwlaszcza 3. w skali NCI-CTC odnotowano przede
wszystkim w przebiegu cykli z zaburzonym wydalaniem, z podobna czgstoscia bez wzgledu na
wysokos$¢ dawki Mtx. Zbiorcze wyniki tej analizy przedstawia rysunek 33. W przebiegu cykli z
Mtx w dawce 3g/m” podawano trzy leki dokanatowo, podczas gdy w trakcie chemioterapii z
dawka 2 g/m’, dokanatlowo podawany by? tylko Mtx (aneks 1 i2), co moglo mie¢ rowniez

wplyw na rézne ryzyko wystapienia nudnosci 1 wymiotow.

Rysunek 33. Nasilenie nudnosci w skali NCI-CTC w cyklach z Mtx w dawce 2 g/m* (n=276)
i 3 g/m* Mtx (n=553), w zaleznosci od sprawnosci wydalania leku
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Rzadko stwierdzane inne powiktania neurotoksyczne dotyczyly najczesciej typowe;j
symptomatologii zespotu popunkcyjnego lub rozdraznienia (stopien 1. wg NCI-CTC). W
przypadku chemioterapii z Mtx podawanym w dawce 2 g/m” stwierdzono je tylko w przebiegu
cykli (2,2%) z prawidlowym wydalaniem leku. Natomiast w trakcie chemioterapii z Mtx w
dawce 3 g/m’ te powiktania obserwowano niezaleznie od klirensu leku, ale czeéciej w cyklach z

zaburzona (2,1%) niz prawidlowa eliminacja leku (0,9%).

Ponadto, w przebiegu chemioterapii z Mtx w dawce 3 g/m’ incydentalnie wystapily

powazniejsze objawy neurotoksyczne. W trakcie jednego cyklu z prawidlowa eliminacja leku
(0,2%) stwierdzono epizod uogdlnionych drgawek kloniczno-tonicznych (3. stopien wg NCI-
CTC). W przebiegu jednego cyklu z zaburzonym wydalaniem leku (1,0%) wystapily parestezje
(2. stopien). W obu przypadkach obserwowane zaburzenia dotyczyly drugiego z czterech kolejno
realizowanych cykli, miaty charakter jednorazowy 1 krotkotrwaly oraz nie spowodowaty
trwalego uszczerbku na zdrowiu pacjentéw, ani opdznienia w kontynuowaniu planowego

leczenia.
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5.7. Opodznienia w planowym leczeniu konsolidacyjnym, spowodowane bliskimi
toksycznosciami terapii HD-Mtx, w przypadku prawidlowej i zaburzonej eliminacji leku

Opdznienia w planowe;j realizacji kolejnych etapow chemioterapii, spowodowane bliskimi
toksycznos$ciami terapii HD-Mtx byly rzadkie 1 wystgpowaty z porownywalna czgstoscia
(p=0,9), w obu analizowanych grupach pacjentow leczonych r6znymi dawkami cytostatyku.
Najczgstsza przyczyna opoznien byly zakazenia 1 nasilone toksycznos$ci watrobowe, rzadziej

mielosupresja.

W przypadku dawki leku 2 g/m” opdznienie leczenia nigdy nie przekroczyto 14 dni i dotyczylo
3,4% cykli z prawidlowa 1 9,1% z przedtuzona eliminacja leku. Réznice nie byly istotne
statystycznie (p=0,09).

Zaburzone wydalanie Mtx, podanego w dawce 3 g/m’ rowniez nie zwiekszylo istotnie (p=0,3)
czgstosci opoznien w planowej realizacji leczenia. Przerwa w terapii miata miejsce po 5,0%

cykli, w ktorych lek wydalany byt sprawnie 1 po 2,1% chemioterapii z zaburzong eliminacja

Mtx. Tylko po 2% cykli opdznienie w leczeniu byto dluzsze od 14 dni i dotyczylo to pacjentow z
prawidlowym wydalaniem leku.

5.8. Analiza zbiorcza istotnosci wplywu wysokosci dawki oraz zaburzonej eliminacji Mtx
na czestos¢ bliskich toksycznosci terapii

Celem odpowiedzi na pytanie, czy dawka leku wptywata istotnie na czgstos$¢ bliskich
toksycznosci narzadowych i powiklan terapit HD-Mtx, poréwnano ich wystgpowanie niezaleznie
od sprawnoséci wydalania leku, poddajac analizie 276 i 553 cykle z dawka odpowiednio: 2 g/m” i
3 g/m’. Laczna ocena objeta 829 cykli. Przeanalizowano takze wptyw przedtuzonej ekspozycji
na cytotoksyczne stezenia Mtx na czgsto$¢ wystegpowania bliskich toksycznos$ci leczenia dwoma

dawkami cytostatyku.

Najczgsciej obserwowana ostra toksycznoscia, zwiazana z terapia HD-Mtx bylo zaburzenie
funkcji watroby, definiowane jako: wzrost aktywnosci dwu enzyméw watrobowych — GOT 1
GPT, wzrost stgzenia bilirubiny calkowitej, lub spadek stgzenia bialtka catkowitego 1 albumin w
surowicy leczonych. Zaburzenie funkcji watroby wystgpowalo istotnie cz¢sciej (p=0,02) w
cyklach z nizsza dawka (2 g/m’) leku, niezaleznie od sprawnosci wydalania Mtx i dotyczyto
ponad 30% cykli. Czg¢stos¢ tego powiklania nie zalezata tez od sprawnosci wydalania leku
(wartosci p dla dawki 2 g/m’ i 3 g/m”* odpowiednio: 0,1 i 0,3). Niezaleznie od klirensu i
zastosowanej dawki Mtx, po zakonczeniu chemioterapii stwierdzano istotny spadek $rednich
stgzen biatka catkowitego oraz albumin 1 wzrost stezen bilirubiny w surowicy pacjentow.

Natomiast trzy kolejne pod wzgledem czgstosci wystgpowania bliskie toksycznos$ci: nudnosci 1
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wymioty, zakazenia oraz zapalenie Sluzéwek wystapity istotnie czgsciej w przebiegu cykli z
wyzsza (3 g/mz) dawka leku (wartosci p odpowiednio: 0,02; 0,008; 0,0003), niezaleznie od

sprawnosci eliminacji Mtx.

Najczgsciej odnotowywane kliniczne toksycznosci terapii HD-Mtx, pomimo stosowania
standardowej profilaktyki, nudnosci i wymioty, obserwowane byly istotnie czesciej w cyklach z

obnizonym klirensem leku (wartosci p dla dawki 2 g/m’ i 3 g/m” odpowiednio: 0,02 i 0,0001).

Stwierdzane zakazenia, zwiazane z immunosupresja (niekiedy tez leukopenia) dotyczyty
najcze¢sciej gérnych drog oddechowych 1 rzadko bylty powodem dtuzszych (ponad 7 dni)
opdznien w planowym przebiegu leczenia. Podobnie jak w przypadku wymiotow, przedtuzone
wydalanie Mtx zwigkszato czgstos¢ wystgpowania tego powiklania, w tym w sposob istotny dla
wyzszej dawki leku (p=0,026). W przypadku zaburzonego wydalania Mtx, podanego w dawce 3
g/m’” czgstos$é zakazen byla wicksza (30% cykli), w poréwnaniu z ich wystepowaniem po

chemioterapiach z nizsza dawka leku (20,5% chemioterapii).

Zapalenie sluzéwek jamy ustnej byto stwierdzane stosunkowo rzadko, istotnie czgs$ciej w
przebiegu chemioterapii z wyzsza dawka (3 g/m”) Mtx, niezaleznie od klirensu leku (p=0,0003).
Znaczaco czescie] odczyny zapalne blon §luzowych jamy ustnej wystepowaly w przypadku
zaburzonej eliminacji 1 byly stwierdzane w 9,1% oraz 14,1% cykli z Mtx, podanym w dawce

odpowiednio: 2 g/m” i 3 g/m” (wartosci p odpowiednio:0,03 i 0,05).

Biegunki nie nalezaty do czestych powiklan leczenia HD-Mtx. Wyzsza dawka Mtx (3g/m?) nie
wigzala si¢ z istotnym wzrostem czgstosci tego powiklania (p=0,14). W przypadku dawki 2
g/m”, w cyklach o przedtuzonym wydalaniu leku czgstosé biegunek byla istotnie wyzsza (p=

0,02) w porownaniu z cyklami, w ktorych lek byt eliminowany sprawnie.

Podobne zalezno$ci stwierdzono w odniesieniu do rzadkich bliskich toksycznos$ci skornych

(tabela 28).

Potencjalnie najgrozniejsze kliniczne toksycznosci terapii HD-Mtx, ostre powikfania nerkowe, w
postaci ostrej niewydolnosci nerek wystapity u dwojga dzieci podczas pierwszego cyklu Mtx,
zastosowanego w nizszej dawce (2 g/m’). W obu sytuacjach nie zidentyfikowano czynnikow,
ktore moglyby zwigkszac ryzyko wystapienia tego powiklania (jak np. podaz
przeciwwskazanych lekow, niezadowalajacy stan ogolny, niewystarczajace nawodnienie, czy
podwyzszone biochemiczne markery funkcji nerek). W obu przypadkach w drugiej dobie
chemioterapii obserwowano istotne zmniejszenie diurezy, a u jednego z dzieci catkowita anurig,
wymagajaca wdrozenia procedury nerkozastgpczej. Ostra niewydolnos$¢ nerek w obu

przypadkach wystapita w sposob niemozliwy do przewidzenia, ale tez byla catkowicie

67



odwracalna, tak iz mozliwe bylo p6zniej kontynuowanie terapit HD-Mtx. Z uwagi na szczegdlna

wage tego powiklania ponizej przedstawiono jego krotka charakterystyke.

U ponad 16-letniej dziewczynki, bez zadnych znanych czynnikdw obciazajacych, w trzeciej
dobie od poczatku wlewu Mtx wystapity nasilone wymioty w stopniu 3. wg WHO 1 skapa
diureza. Poziom leku w 48. godzinie wynosit 6,0 umol/l, a stezenie kreatyniny wzrosto 3-krotnie,
w stosunku do wartosci wyjsciowych. W leczeniu zastosowano wszystkie znane $rodki
terapeutyczne poza Carboxypeptydaza, w tym przez trzy doby - hemodializoterapig. Bezpieczne
obnizenie stgzenia Mtx ponizej 0,25 ymol/l uzyskano dopiero w 9 dobie (216. godzina) od
rozpoczecia cyklu. W konsekwencji ekstremalnie zaburzonego klirensu leku wystapily nasilone
toksycznosci (stopien 3. wg NCI-CTC), w tym: wymioty, zapalenie sluzéwek jamy ustnej,
toksycznos$ci watrobowe oraz posocznica w przebiegu mielosupresji (stopien 2.). Powiklania te
spowodowaly op6znienie dalszego leczenia o 14 dni. Pelna normalizacja biochemicznych
wyktadnikoéw funkcji nerek (kreatynina) oraz GFR nastgpita w okoto dwa tygodnie od epizodu
ostrej niewydolnosci, co pozwolito na kontynuacjg leczenia HD-Mtx w dawkach naleznych. W
kolejnych trzech cyklach zastosowano preparat Mtx innego producenta i nie obserwowano

zaburzenia wydalania leku. Ostonowo dodatkowo podawano cholestyraming.

Drugi przypadek dotyczyt prawie 3,5- letniej dziewczynki, u ktorej w trakcie realizacji rOwniez
pierwszego cyklu z HD-Mtx, takze w dawce 2 g/m”, w drugiej dobie terapii przy stezeniu leku z
24. godziny: 90 umol/l, wystapita: staba diureza, nasilone wymioty i senno$¢ oraz 10-krotny
wzrost wartosci kreatyniny w surowicy. W 48. godzinie st¢zenie Mtx w surowicy wynosito 17,2
umol/l. W leczeniu, poza leukoworyna w odpowiednio wysokiej dawce, przeprowadzono
jednorazowo juz w drugiej dobie cyklu plazmafereze, a nastepnie pigciokrotnie zabiegi
dializoterapii, co doprowadzito do skutecznej eliminacji leku w 9 dobie (216. godzina) od
poczatku chemioterapii. Pomimo znacznie dluzszej ekspozycji na lek, dzigki wezesnie
wdrozonym technikom nerkozastgpczym, toksyczno$ci narzadowe poza watrobowymi (4.
stopien wg. NCI-CTC) byly mniej nasilone niz w pierwszym opisanym przypadku. Wymioty 1
mielosupresja spehiaty kryteria 3. stopnia toksyczno$ci. Zapalenie sluzowek jamy ustnej
oceniono jako 1. stopien; nie doszlo tez do powiklan infekcyjnych, a przerwa w leczeniu ALL
wyniosta 14 dni. W dalszej terapii, po normalizacji funkcji nerek, swierdzonej w 15 dobie od
zastosowania HD-Mtx kontynuowano bez powikian leczenie tym cytostatykiem; dawke leku

zredukowano jednak w pozostatych cyklach do 1 g/m’ i zastosowano preparat innej firmy.
) y.

W odniesieniu do rzadkich powiktan neurotoksycznych oraz op6znien w planowej kontynuacji
leczenia, nie stwierdzono by wyzsza dawka leku lub zaburzona eliminacja Mtx istotnie

zwigkszaly czgsto$¢ wystepowania tych powiktan (p odpowiednio: 0,7 10,9).

68



Zbiorcze wyniki powyzszej analizy przedstawiono w tabeli 28 1 na rysunku 34.

Tabela 28. Czestos¢ wystepowania bliskich toksycznosci i powiklan terapii HD-Mtx w

zaleznosci od dawki ( 2 g/m’ lub 3 g/m?) i sprawnosci eliminacji leku

Dawka Mtx 2 g/m’

Dawka Mtx 3 g/m’

Istotnos¢
(n= 276 cykli) (n= 553 cykle) statystyczna
Istotnosé Ist . czestosci
stotnos¢ stotnos¢ toksycznosci
o reps s Eliminacja statystyczna statystyczna miedzy
Rodzaj bliskiej Mix (p) czestosci (p) czestosci dawkami
toksycznoSci % cykli . % cykli . . lawkami
0Ksycznosc toksycznosci toksycznosci (niezaleznie
pod wplywem pod wplywem od
‘Zal‘)urz‘eEma Za!)u{'zen‘lja sprawnosci
eliminacji HD- eliminacji eliminacii)
Mtx HD-Mtx
toksycznosci prawidtowa 35,3 0116 27,9 0.336 0,024
watrobowe przediuzona 38,6 29,9
prawidtowa 14,2 21,1
nudnos$ci/wymioty 0,024 0,0001 0,019
przedluzona 27,3 33,0
prawidtowa 10,8 17,5
zakazenia 0,087 0,026 0,008
przedluzona 20,5 29,9
zapalenie §luzowek | Prawidiowa 3,9 0.030 12,3 0.050 0.0003
Jamy ustne] przedluzona 9,1 14,1
prawidtowa 2,2 1,1
neurotoksycznosci 0,417 0,113 0,690
przedluzona 0 3,1
prawidtowa 5,2 4,6
biegunka 0,023 0,494 0,139
przedluzona 13,6 2,1
prawidtowa 0,9 33
toksycznos$ci skorne 0,050 0,069 0,062
przedluzona 4,5 6,2
& prawidtowa 0 0
toksyczmelel 0,025 0,003 0,749
nerkowe przedtuzona 45 3,1
S prawidtowa 3,4 5,0
s 0,092 0,321 0,909
chemioterapii przedtuzona 9,1 2,1
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Rysunek 34. Najczestsze bliskie toksycznosci i powiklania terapii HD-Mtx z zaburzona
eliminacja leku: analiza 44 cykli z dawka 2g/m” i 97 cykli z dawka 3 g/m’

o B Dawka 2 g/m2
40% - B Dawka 3 g/m2

zapalenie
sluzéwek
biegunka

nudnosci _
zakazenia -

toksycznosci
nerkowe
leczeniu

toksycznosci
watrobowe
opdznienia w

6. Polimorfizm genowy 677C>T MTHFR a czestos¢ i nasilenie bliskich toksycznosci w
przebiegu terapii HD-Mtx

6.1. Ocena porownawcza czestosci ostrych toksycznosci leczenia HD-Mtx, w zaleznoSci od
polimorfizmu genowego 677C>T MTHFR pacjentow

Celem odpowiedzi na pytanie, czy nosicielstwo ktorego$ z polimorficznych wariantow 677C>T
genu MTHFR (a w szczegdInosci allela T) korelowalo z czgstszym wystgpowaniem ostrych
toksycznosci narzadowych lub klinicznych w przebiegu leczenia HD-Mtx, przeanalizowano

tacznie 617 cykli z oboma zastosowanymi dawkami.

Nie stwierdzono istotnej korelacji najczesciej obserwowanych toksycznosci, takich jak:
nudnosci, laboratoryjnych cech dysfunkcji watroby (podwyzszone transaminazy, bilirubina,
obnizone biatko calkowite 1 albuminy) 1 zapalen sluzowek jamy ustnej z ktérymkolwiek z
genotypow, za wyjatkiem nudnosci - czgstszych u heterozygot CT (p=0,03). W przypadku

nosicieli dwu alleli T nie obserwowano jednak czgstszego wystgpowania nudnosci.
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W odniesieniu do rzadziej stwierdzanych toksycznosci, tylko ostre powiklania ze strony OUN,
maloptytkowos¢ 1 opdznienia w planowym toku chemioterapii wystgpowaty statystycznie
istotnie czesciej u homozygot TT (wartos¢ p odpowiednio: 0,05; 0,03 10,01), w poréwnaniu z
nosicielami wariantu ,,dzikiego” CC. Zbiorcze wyniki analizy, dotyczacej wptywu nosicielstwa
jednego lub dwu alleli T polimorfizmu 677C>T genu MTHFR na czg¢stos¢ bliskich toksycznosci
1 powiklan terapiit HD-Mtx przedstawiono w tabeli 29 1 na rysunku 35.

Tabela 29. Czestos¢ bliskich toksycznosci w przebiegu terapii HD-Mtx (2 g/m’i3 g/m?) w
zaleznosci od nosicielstwa allela T polimorfizmu 677 C>T genu MTHFR: analiza 617 cykli

. . . % cykli powiklanych dang toksycznoscia u nosicieli
Rodzaj powiklania trzech wariantéw polimorfizmu 677 C>T genu
MTHEFR oraz réznicujaca wartos¢ p
CT CcC TT
(n=304 cykli) (n=257cykli) (n=56 cykli)
toksycznosci watrobowe 29,3% 33,5% 30,4%
p=0,143 | p=0,328
nudno$ci 23,4% 16,7% 19,6%
p=0,025 | p=0,301
zakazenia 14,5% 18,3% 17,9%
p=0,112 | p = 0,472
zapalenie §luzowek 11,2% 7,8% 7,1%
jamy ustnej p=0,087 | p = 0,429
biegunka 5,6% 5,4% 1,8%
p = 0,459 | p=10,126
objawy toksyczne 2,3% 0,8% 3,6%
ze strony OUN p=0,124 | p=0,05
objawy skorne 3,0% 2,7% 0,0%
p=0416 | p=0,107
niedokrwisto$¢ 3,9% 5,4% 7,1%
(1. — 3. stopien) p=0,199 | p = 0,306
leukopenia 7,6% 6,2% 7,1%
(1. — 4. stopien) p = 0,258 | p = 0,401
maloplytkowosé 5,6% 3,1% 8,9%
(1. — 4. stopien) p=0,077 | =0,025
toksycznosci nerkowe 0,7% 0,4% 1,8%
p=07343 | p=0,128
opéznienie w leczeniu 4,9% 2,7% 8,9%
p= 0,090 | p=0,014
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Rysunek 35. Czesto$¢ bliskich toksycznosci w przebiegu terapii HD-Mtx (2 g/m” i 3
g/m?) w zaleznosci od polimorfizmu 677C>T MTHFR leczonych: analiza
617 cykli
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6.2. Ocena porownawcza stopnia nasilenia bliskich toksyczno$ci terapii HD-Mtx w
zaleznosci od polimorfizmu 677C>T genu MTHFR

Czgstos¢ wystgpowania najczgscie] obserwowanej w przebiegu terapii HD-Mtx toksycznosci,
dysfunkcji watroby, byta porownywalna w odniesieniu do wszystkich trzech wariantow
polimorfizmu 677C>T genu MTHFR (tabela 29). Najcze$ciej powiktania watrobowe byly
oceniane jako 1. stopien toksycznos$ci (rysunek 36) 1 byly odwracalne. Toksycznos$ciw 3.1 4.
stopniu wystepowaty bardzo rzadko, ale czterokrotnie czgsciej byly odnotowane u nosicieli
wariantu TT, w porownaniu z homozygotami CC. R6znice migdzy pordéwnywanymi grupami nie

byly jednak istotne statystycznie (p=0,487).
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Rysunek 36. Stopien nasilenia bliskich toksycznosci watrobowych w skali NCI-CTC a
polimorfizm 677C>T genu MTHFR: analiza 617 cykli

EcCC
OcCT
BTT

1 stopien 2 stopien 3 i 4 stopien

W przypadku nudnosci, najczestszej z obserwowanych klinicznych bliskich toksycznosci,
czestsze wystgpowanie tego powiktania w stopniu 2. 1 3.w skali NCI-CTC stwierdzono réwniez
u dzieci bedacych nosicielami allelu T genu MTHFR (rysunek 37), ale roznice nie byly istotne
statystycznie (p=0,196).

Rysunek 37. Nasilenie nudnosci w skali NCI-CTC a polimorfizm 677 C>T genu MTHFR:

analiza 617 cykli
15%
10%-
BCC
OcCT
5%- BTT
0%-

1 stopien 2 stopien 3 stopien

Zapalenie §luzowek jamy ustnej odnotowano z porownywalna czgstoscia u nosicieli trzech
polimorficznych wariantow genu MTHFR (rysunek 38), ale wyzsze stopnie tej toksycznosci,
ocenione w skali NCI-CTC w 2. i 3. stopniu, obserwowano czg¢sciej u nosicieli allela T.

Réznice pomigdzy grupami nie byty jednak istotne (p=0,136).
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Rysunek 38. Stopien nasilenia zapalenia Sluzowek w skali NCI-CTC a polimorfizm 677
C>T genu MTHFR: analiza 617 cykli

10%-

EcCC
OcCT
BTT

1 stopien 2 stopien 3 stopien

Czgstos¢ wystgpowania zakazen byta takze podobna we wszystkich trzech wariantach
polimorfizmu 677 C>T genu MTHFR leczonych dzieci (rysunek 39). Obecnos¢ allela C
korelowala z wyzsza czgstoscia zakazen gornych drog oddechowych o lekkim przebiegu ( 1.
stopien wg NCI-CTC), natomiast allela T z powazniejszymi powikfaniami, takimi jak zapalenia
pluc (2. stopien) lub, rzadkie na tym etapie leczenia, uogdlnione zakazenia ( 3. stopien). Nie
stwierdzono jednak istotnych statystycznie réznic miedzy porOwnywanymi genotypami w
cigzkosci przebiegu zakazen (p=0,361).

Rysunek 39. Stopien nasilenia zakazen w skali NCI-CTC a polimorfizm 677C>T genu
MTHFR: analiza 617 cykli
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Uwagg zwraca takze fakt, iz oba przypadki ostrej niewydolnos$ci nerek, obserwowanej od drugiej
doby pierwszego cyklu, najcigzsze odnotowane w materiale wlasnym powiklanie w przebiegu
terapit HD-Mtx, wymagajace m.in.dializoterapii, wystapily u nosicieli wariantu CT 1 TT
polimorfizmu 677C>T MTHFR. W obu sytuacjach byly to dziewczynki, a cyklom nie
towarzyszyly zadne znane obciazajace okolicznosci, jak np. jednoczesne stosowanie lekdw

zaburzajacych eliminacje Mtx, obecnos¢ przesigkow do jam ciata, zakazenia itp.
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7. Czynniki wplywajace na bliskie toksycznosci terapii HD-Mtx
7.1. Dawka Mtx a bliskie toksycznosci — analiza w odniesieniu do leczonych

Poréwnano czestos¢ obserwowanych bliskich toksycznos$ci terapii HD-Mtx u 72 dzieci,
leczonych dawka 2 g/m” leku i 146 pacjentow, u ktorych zastosowano Mtx w dawce 3 g/m’.
Najczestsza bliska toksycznoscia narzadowa bylo zaburzenie funkcji watroby, ktore dotyczyto,

niezaleznie od zastosowanej dawki leku ponad 60% dzieci.

Nieco rzadsze, nudnos$ci i wymioty, stwierdzane u okoto 50% leczonych, takze nie zalezaty od

wysokosci dawki Mtx.

Wyzsza dawka leku (3 g/m’) byla zwiazana z istotnie czestszym wystepowaniem jedynie dwu
rodzajow powiklan: zakazen (55% dzieci, wobec 39% leczonych Mtx w dawce 2 g/m?) i
odczynéw zapalnych sluzéwek jamy ustnej (32% wobec 15% pacjentow, otrzymujacych nizsza
dawke leku).

Czestos¢ innych, rzadszych bliskich toksycznos$ci terapii HD-Mtx, takich jak: niepozadanych
objawow ze strony OUN, nerek, §luzéwek przewodu pokarmowego, skory oraz opdznien w

planowe;j terapii — byla porownywalna i dotyczyla niewielkiego odsetka leczonych (tabela 30).

Tabela 30. Czesto$¢ wystepowania bliskich toksycznosci terapii HD-Mtx, zaleznie od dawki

leku, a niezaleznie od sprawnosci eliminacji: analiza w odniesieniu do 72 i 146
dzieci leczonych Mtx odpowiednio w dawce: 2 g/m” i 3 g/m’

Odsetek dzieci z obserwowanym
powiklaniem, zaleznie od dawki Mtx

Rodzaj toksycznosci Wartos¢ p
toksycznos$ci watrobowe 0,675
nudnosci/wymioty 0,249
zakazenia 0,027
zapalenie Sluzéwek 0,008
biegunka 0,746
toksycznoSci skorne 0,309
neurotoksycznosci 0,809
toksycznos$ci nerkowe 0,737
opoznienie chemioterapii 0,826
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7.2. Kolejnos¢ cyklu a bliskie toksycznosci terapii HD-Mtx

Celem odpowiedzi na pytanie, czy kolejnos¢ cyklu miala istotny wptyw na nasilenie bliskich
toksycznosci, wystepujacych w przebiegu leczenia HD-Mtx, zanalizowano facznie 760 cykli z
Mtx (w tym 260 i 500 w dawce odpowiednio: 2 g/m’ i 3 g/m’), zrealizowanych u 190 dzieci.
Badaniem objgto jedynie tych pacjentow, u ktérych przeprowadzono wszystkie cztery
zaplanowane cykle. Oceniono czgsto$¢ wystgpowania danej toksycznosci, kazdorazowo w 190

chemioterapiach, przeprowadzanych jako pierwsze, drugie, trzecie, badz czwarte z kolei cykle.

Istotne roznice stwierdzono w czgstosci wystgpowania: zapalen sluzowek, zakazen 1 opdznien w
planowym leczeniu. Odczyny zapalne §luzowek przewodu pokarmowego wystapily istotnie
czegscie] (p=0,02) w pierwszych z czterech zrealizowanych chemioterapii. Natomiast po ostatnim
cyklu istotnie rzadziej stwierdzano zakazenia (p=0,001) 1 opdznienia w kontynuowaniu
planowego leczenia (p=0,003). Czgstos¢ wystepowania wszystkich innych bliskich toksycznosci

chemioterapii HD-Mtx nie zalezala od kolejnosci cyklu.

Na podstawie dokonanej analizy nie mozna jednoznacznie wskaza¢, ktory z kolejno
przeprowadzanych cykli byl obarczony najwigkszym ryzykiem wystapienia bliskich
niepozadanych skutkow terapit HD-Mtx. Wydaje si¢ jednak, ze pierwsza z czterech
realizowanych chemioterapii wiazala si¢ z wigkszym ryzykiem wystapienia bliskich powikian, a

przede wszystkim zmian zapalnych ze strony §luzowki przewodu pokarmowego (tabela 31).
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Tabela 31. Czesto$¢ wystepowania bliskich toksycznosci a kolejnos¢ cyklu: laczna analiza
760 chemioterapii z Mtx w obu stosowanych dawkach ( 2 g/m’ i 3 g/m?)

Liczba, % cykli bez (0)

Kolejnosé cyklu

Rodzaj toksycznoSci . Razem | Warto$¢ p
z (1) toksycznoscia | 1 (n=190) | 2 (n=190) | 3 (n=190) | 4 (n=190)
0 n 145 162 149 147 603
% 24,05 26,87 24,71 24,38 100%
nudnos$ci/wymio 0,128
wymioty ; n 45 28 41 43 157 ’
% 28,66 17,83 26,11 27,39 100%
0 n 160 170 180 178 688
% 23,26 24,71 26,16 25,87 100%
zapalenie Sluzowek a0 30 20 10 B 7 0,002
1
% 41,67 27,78 13,89 16,67 100%
0 n 178 180 179 184 721
% 24,69 24,97 24,83 25,52 100%
biegunka a0 D 10 11 6 39 0,523
1
% 30,77 25,64 28,21 15,38 100%
0 n 182 184 184 187 737
. % 24,69 24,97 24,97 25,37 100%
toksycznos$ci skorne 0,515
1 n 8 6 6 3 23
% 34,78 26,09 26,09 13,04 100%
0 n 150 148 155 178 632
9 23,73 23,42 24,53 28,32 100¢
zakazenia % ’ ’ ’ ’ % 0,001
; n 40 42 35 11 128
% 31,25 32,81 27,34 8,59 100%
0 n 182 179 176 190 727
o, o,
opoznienie ) 25,03 24,62 24,21 26,13 100% 0,003
1 n 8 11 14 0 33
% 24,24 33,33 42,42 0 100
n 136 122 136 127 521
0
9 26,1 23,42 26,1 24 1
toksycznoSci watrobowe % 6,10 5 6,10 38 00 0,316
1 n 54 68 54 63 239
% 22,59 28,45 22,59 26,36 100
0 n 189 190 189 190 758
L. % 24,93 25,07 24,93 25,07 100
toksycznoS$ci nerkowe 0,571
1 n 1 0 1 0 2
% 50 0 50 0 100
0 n 185 186 188 188 747
L. % 24,77 24,9 25,17 25,17 100
neurotoksycznos¢ 0,549
1 n 5 4 2 2 13
% 38,46 30,77 15,38 15,38 100
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7.3. Analiza zbiorcza istotnosci czynnikow wplywajacych na wystapienie co najmniej dwu
bliskich toksycznosci terapii HD-Mtx

W celu wytonienia czynnikdw, istotnie wptywajacych na nasilenie bliskich toksycznosci terapii
HD-Mtx do modelu wieloczynnikowej regresji logistycznej wybrano: wysokos¢ dawki leku,
wiek, BMI 1 polimorfizm genowy 677C>T MTHFR leczonych oraz stezenie Mtx w 48. godzinie
od rozpoczecia cyklu 1 stata eliminacji pdznej fazy (K¢ 36.- 48.). Wszystkie z powyzszych
parametrow sa wskazywane w wielu badaniach roznych autorow, jako zwiazane z
wystgpowaniem, lub nasileniem wczesnych objawow toksycznych chemioterapii HD-Mtx (5, 9,
11,17, 18, 21, 26, 31, 38, 39, 46, 54, 60, 71, 81, 87, 89, 93, 130, 153, 162, 168, 169, 172, 175,
178, 183, 214, 215, 222, 223, 234, 236, 245, 258, 261, 262, 263, 264, 269).

Dla wigkszego zr6znicowania poréwnywanych grup, analiza objgto 205 chemioterapii, nie
powiklanych zadnymi objawami bliskiej toksycznosci leku oraz 161 cykli, po ktorych
obserwowano co najmniej dwa ich rodzaje. W badaniu pominigto cykle, po ktorych
obserwowano tylko jeden rodzaj powiktan. Z uwagi na mate liczebnosci ekstremalnych grup,
podobnie jak wczesniej (rozdziat 4) wyszczegolniono trzy grupy dzieci: nadmiernie otylych
(BMI> 75 percentyla), prawidlowo odzywionych 1 nadmienie szczuptych (BMI < 25 percentyla).

Zbiorcze wyniki analizy przedstawiono w tabeli 32 1 na rysunku 40.

Tabela 32. Wyniki analizy metoda regresji logistycznej, w celu oceny prawdopodobienstwa
wystapienia co najmniej dwu réznych toksycznosci w cyklu ((x2=14,9; p=0,021)

Wspolczy‘r!mk Wartosé
Oceniane parametry regresji
(Beta) p
dawka Mtx:
5. 5 0,204 0,381
2g/m"i3g/m

wiek -0,238 0,186
BMI -0,164 0,330
K, 36.- 48. -1,586 0,551
stezenie Mtx w 48. h 1,413 0,033
genotyp (CC, inny) 0,038 0,864
stala -0,283 0,547
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W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej wykazano, ze jedynie st¢zenie Mtx w surowicy
w 48. godzinie cyklu miata istotny statystycznie wpltyw na wystapienie co najmniej dwu bliskich
powiklan po cyklu z HD-Mtx. Im wyzsza byla warto$¢ stgzenia cytostatyku w surowicy, tym
ryzyko wystapienia co najmniej dwu roznych toksycznosci po cyklu bylo wyzsze (rysunek 40).

Rysunek 40. Iloraz szans i przedzial ufnosci dla poszczegdélnych parametréow,

wplywajacych na wystgpienie co najmniej dwu roznych toksycznosci w cyklu

(2 g/m’ i 3 g/m’ lacznie)

—p— genotyp
¢ ¢ ¢ Mtx w 48 h
i ¢ K,: 36-48 h
—rre
BMI
—r1e
wiek
———»
dawka Mtx
1 2 3 4 5 6 7

iloraz szans i 95% przedziat ufnosci

Zalezno$¢ prawdopodobienstwa wystapienia co najmniej dwu ostrych toksycznosci terapii HD-
Mtx od wartosci stgzenia leku w 48. godzinie jego wydalania, przedstawia rysunek 41.
Wyliczona dla modelu regres;ji logistycznej warto$¢ progowa stgzenia Mtx w surowicy w 48.
godzinie cyklu, powyzej ktorej gwattownie wzrasta ryzyko wystapienia co najmniej dwu
roznych bliskich toksycznosci w cyklu, wynosi 0,3 pmol/l (tabela 33).

Przy stezeniu Mtx w surowicy w 48. godzinie cyklu okoto 4 umol/l, prawdopodobienstwo

wystapienia co najmniej dwu réznych bliskich toksycznosci po cyklu jest bliskie 1 (tj. 100%).
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Rysunek 41. Krzywa logistyczna prawdopodobienstwa wystapienia co najmniej dwu
roznych bliskich toksycznosci terapii HD-Mtx w zaleznosci od stezenia leku w 48. godzinie

-
o

prawdopodobienstwo
o
[@)]

0,0

P(toks2)=exp(-0,66+1,31*Mtx)/(1+exp(-0,66+1,31*Mtx)

p=0,00007

3

stezenie Mtx w 48. h

Tabela 33. Czesto$¢ wystepowania co najmniej dwoch roznych bliskich toksycznosci
po cyklu w zaleznos$ci od wartos$ci progowej stezenia Mtx w surowicy w 48.

godzinie: analiza 525 cykli

Co najwyzej jeden Co najmniej dwie
L. Razem 4
Stezenie Mtx w 48. | rodzaj toksycznosci | roézne toksycznosci Wartos$¢ p
n % n % n %
<0,3 202 63,7 115 36,3 |317 100,0 0,0001
>0,3 93 44,7 115 553 208 100,0
v=18,44

Tabela 34. lloraz szans i przedzial ufnosci dla wartosci progowej stezenia Mtx w surowicy
w 48. godzinie cyklu powyzej lub rownego 0,3 pmol/l

Wsnél ik Przedzial ufnosci
Zmienna sporezynn Iloraz szans dla ilorazu szans Warto$¢ p
beta
(0,95)
Mitx w 48.h > 0,3 pmol/1 0,78 2,17 [1,52-3,11] 0,0001
stala -0,56 0,57 [0,45-0,72] 0,0001
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V. OMOWIENIE I DYSKUSJA
1. Znaczenie HD-Mtx w leczeniu bialaczki

Metotreksat, jeden z najczesciej stosowanych w onkologii antymetabolitow, jako jedyny dotad
znany cytostatyk, moze by¢ stosowany systemowo w szerokim zakresie dawek (od 10 mg/m” do
33,6 g/m’), dzieki istnieniu swoistego antidotum, leukoworyny (kwas folinowy) i monitorowaniu
stezen leku we krwi w trakcie jego eliminacji. Od wynikow tych pomiaréw oraz dynamiki ich
zmian w okreslonych, na podstawie wczesniejszych badan, przedziatach czasowych, w jakich
lek winien by¢ wydalony do bezpiecznych granic, zalezy dawkowanie leukoworyny. S61
wapniowa kwasu foliowego, metabolizowana do 5-metyl-tetrahydrofolianu, dostarcza grupy
jednoweglowe do syntezy tymidyny (z pominigciem reduktazy kwasu 2-OH-foliowego),
wznawia przerwang przez Mtx syntezg puryn i odwraca na poziomie komorkowym toksyczne
dzialanie cytostatyku. Leukoworyna hamuje ponadto syntez¢ bardziej aktywnych niz sam lek
poliglutaminiandéw Mtx, a takze konkuruje z tym cytostatykiem w transporcie przez btony
komorkowe oraz w powinowactwie do MTHFR 1 zwigksza wyptyw Mtx z komorek. Badania
eksperymentalne na zwierzgtach, hodowlach ludzkich limfoblastow 1 komoérkach szpiku,
dotyczace pierwotnie aminopteryny, a pdzniej mniej od niej toksycznego metotreksatu,
doprowadzily do wypracowania standardow dawkowania antidotum, zar6wno w przypadku
prawidlowej, jak 1 zaburzonej eliminacji Mtx. Po wielogodzinnych wlewach HD-Mtx stosowanie
leukoworyny rozpoczyna si¢ z reguly miedzy 12. a 18. godzing od zakonczenia podazy tego
cytostatyku. W przypadku przedtuzonego wydalania Mtx, w celu zneutralizowania jego
toksycznosci rescue podawane jest w wysokich dawkach, tak by uzyskac stezenia przekraczajace
nawet 10-krotnie stezenia cytostatyku (11, 21, 36, 57, 87, 129, 143, 196). Opinie na temat
bezpieczenstwa takiej eskalacji folinianu wapnia nie sa jednoznaczne. Niektorzy badacze
uwazaja, ze jego nadmierna podaz moze ostabia¢ efekt antyleukemiczny Mtx, co stanowi wazny
argument dla zwolennikéw indywidualizacji dawkowania obu lekéw 1 podkresla znaczenie
badan nad farmakokinetyka Mtx w kazdym cyklu z udziatem tego cytostatyku (21, 51, 57, 65,
88, 129, 212, 223, 234, 245, 257). Wyniki wielu badan wskazuja na to, ze farmakokinetyka
kwasu folinowego, podobnie jak Mtx, jest zmienna w rdznych cyklach, nawet u tego samego
pacjenta. Wage tego problemu dobrze oddaja wyniki analiz, przedstawionych w dwu ponizszych
doniesieniach.

Badania grupy szwedzkiej, ktorymi objeto 445 dzieci leczonych Mtx w dawkach 5 g/m” i 8 g/m’
wykazaly, ze eskalowane dawki kwasu folinowego, jakie stosowano z powodu utrzymujacych
si¢ wysokich stezen 1 zaburzenia eliminacji Mtx, korelowaly ze zwigkszonym ryzykiem wznowy

ALL (212). W innej pracy, dotyczacej 40 dorostych, leczonych Mtx w dawkach 800 - 1350
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mg/m’, podawanym w 18-godzinnym wlewie, na podstawie stezen leku oznaczonych w 18. i 24.
godzinie cyklu wyliczano jego klirens, a dawki leukoworyny dostosowywano do
przewidywanego st¢zenia Mtx w 36. godzinie jego wydalania. W ten sposob, wsrod 118
zrealizowanych chemioterapii az w 110 zmniejszono dawki antidotum, z powodu szybkiego
klirensu leku (223). Osobny problem dotyczy kwestii optymalnej postaci leukoworyny:
rutynowo stosowanej mieszaniny racemicznej dwu izomerow, czy jej aktywnego skfadnika,

izomeru L (21, 24, 64, 77, 234)?

Wysokie dawki Mtx wprowadzono do leczenia ALL w celu zastapienia profilaktycznego
napromieniania moézgowia, gdyz wieloletnie obserwacje pacjentéw dostarczyly alarmujace
dowody na powazne pdzne nastgpstwa radioterapiit OUN, m.in: wystgpowanie wtornych
nowotworow mozgowia, zaburzen endokrynnych, niedoboréw wzrostu, uposledzenia funkcji
intelektualnych (16, 27, 59, 86, 92, 118, 127, 145, 171, 247). Od wielu lat prowadzone sa
badania nad skuteczno$cia Mtx, stosowanego dozylnie w r6znie wysokich dawkach (ponad 1000
mg/mz) w prewencji nawrotéw biataczki w OUN (1, 6, 11, 15, 21, 28, 37, 41, 55, 67, 78, 84, 96,
103, 132, 133, 139, 143, 144, 145, 149, 151, 202, 204, 214, 234, 235, 245). W licznych pracach
wykazano wyzsza skutecznos¢ tego cytostatyku stosowanego dozylnie w wysokich dawkach, niz
czesciej powtarzanych niskich (37, 55, 145, 151, 202, 204, 231). Mtx podany w dawce wyzszej
niz 1000 mg/m* moze osiagaé¢ w plynie mézgowo-rdzeniowym i jadrach (tzw. sanktuariach
choroby) odpowiednie stgzenia cytotoksyczne, pozwalajace na zniszczenie komorek
bialaczkowych. Lek ten, zastosowany w wysokiej dawce, po wysyceniu ATP-zaleznego
transportu przezblonowego, przenika do komoérek droga biernej dyfuzji, zaleznej wylacznie od
wysokosci stezenia Mtx we krwi. Ten mechanizm pehni kluczowa rolg w przetamaniu opornosci
blastow bialaczkowych, zaleznej od aktywnosci rodziny bialek MRP lub amplifikacji genu
MTHFR, gdyz prowadzi do znacznie wigkszego nagromadzenia poliglutaminianéw Mtx w
komorce, odpowiedzialnych w znacznej mierze za efekt antyleukemiczny (11, 18, 21, 36, 124,
133, 234, 245). Ponadto, cytostatyk podany w wysokiej dawce systemowej, w wigkszym stopniu
przelamuje barier¢ krew-mozg i1 krew-ptyn moézgowo-rdzeniowy. Stgzenia leku w plynie
mézgowo-rdzeniowym, jak to wykazano w licznych badaniach, dobrze koreluja z jego
stezeniami w surowicy krwi (11, 18, 21, 36, 95, 98, 139, 205, 245, 258). W badaniu
pochodzacym z os$rodka szwedzkiego, dotyczacym 353 dzieci z ALL, wykazano, zZe st¢zenia
Mtx w plynie moézgowo-rdzeniowym sa istotnie statystycznie zalezne od stgzenia stacjonarnego
leku w surowicy 1 od AUC, a wysokie st¢zenia stacjonarne 1 st¢zenia leku w ptynie powyzej 1
umol/l koreluja ze znamiennym spadkiem (p=0,02) ryzyka wznowy oponowej (98). Grupa
francuska opublikowata podobne wyniki badania randomizowanego, w ktorym wykazano, ze
Mtx podany w dawce 0,5 g/m’, w przeciwienstwie do dawki 2,5 g/m” nie zapewnit

82



przekroczenia progu stezenia cytotoksycznego leku w plynie moézgowo-rdzeniowym w

wigkszosci ocenionych cykli (231).

Natomiast badacze amerykanskiej grupy EORTC, analizujac farmakokinetyke Mtx w 193
cyklach, nie zaobserwowali istotnego zwiazku migdzy wysokoscia stezenia leku we krwi, a jego
stezeniem w plynie mézgowo-rdzeniowym. Jednoczesnie uznali, ze dawka 5 g/m” Mtx jest
wystarczajaca w prewencji wznoOw oponowych, poniewaz tylko 5% leczonych tak pacjentow nie
uzyskato stgzen cytotoksycznych leku w plynie mézgowo-rdzeniowym w co najmniej jednym
cyklu (139). Natomiast Borsi, uwazany powszechnie za autorytet w dziedzinie terapiit HD-Mtx,
twierdzi, ze krytyczny prog st¢zenia cytotoksycznego w ptynie mézgowo-rdzeniowym nie jest
osiagany w okolo 22% cykli z Mtx w dawce 1 g/m’, a stosowana powszechnie dawka 5 g/m’
takze czesto nie zapewnia uzyskania odpowiedniego st¢zenia leku, bo az w 19% chemioterapii
(21).

Wieloletnie doswiadczenia licznych grup badawczych ze stosowaniem Mtx w réznie wysokich
dawkach, wciaz nie pozwalaja na jednoznaczna odpowiedz na pytanie o bezpieczna i skuteczna,
minimalna wysoko$¢ dawki tego cytostatyku w leczeniu systemowym ALL z prekursorow
limfocytéw B. Wykazano natomiast, ze terapia HD-Mtx, procz zabezpieczenia OUN, zmniejsza
liczbe wznow szpikowych 1jadrowych oraz przyczynia si¢ do poprawy catkowitych wynikéw
leczenia biataczki (37, 55, 66, 84, 144, 174, 204, 245).

Pomimo ponad 50-letnich doswiadczen z leczeniem wielu nowotworéw Mtx, podawanym w
szerokim zakresie dawek, wciaz powraca pytanie o optymalny sposéb jego stosowania,
zapewniajacy skutecznos$¢ u wszystkich leczonych nim pacjentéw (10, 11, 65, 67, 88, 134, 139,
143, 149, 165, 167, 182, 214, 221, 234, 245). Badaczom do dzi$ nie udalo si¢ okresli¢, jak
wysoka dawka systemowa Mtx umozliwia optymalna ochron¢ mézgowia 1 zabezpiecza przed
innymi nawrotami biataczki. Wydaje sig, ze jednoznaczna odpowiedz na to pytanie po prostu nie
jest mozliwa. Optymalna dawka rdzni si¢ w zaleznos$ci od typu ALL (bialaczka z prekursoréw
limfocytow B, T, hiper- 1 hipodiploidia), polimorfizmu wielu genow zaangazowanych w
metabolizm folianow, a nawet w kolejnych cyklach przeprowadzanych u tego samego pacjenta,

z uwagi na bardzo zmienng farmakokinetyke leku (14, 66, 88, 169, 170, 186, 190, 201, 269).

W wyniku badan eksperymentalnych wiadomo, ze okoto 1/30 leku obecnego we krwi przenika
przez barier¢ mézgowa, a krytyczne stezenie cytotoksyczne w ptynie mézgowo-rdzeniowym
wynosi 1 pmol/l (10°M). Seria badan klinicznych, prowadzonych w St Jude Children’s Hospital
w Memphis dowiodta, ze minimalne skuteczne stgzenie Mtx we krwi winno wynosi¢ co

najmniej 16,0 pmol/1 (1, 11, 21, 36, 65, 66, 67).
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Wobec wielu watpliwosci, dotyczacych optymalnej wysokosci dawki Mtx, powstaja nastgpujace
pytania: czy nie nalezaloby, monitorujac wystandaryzowana metoda st¢zenia stacjonarne leku,
indywidualizowa¢ jego dawke w kazdym cyklu i czy dysponujemy jeszcze innymi metodami
wgladu w farmakokinetyke leku?

W dalszej czgsci pracy podjgto probg odniesienia si¢ do tych zagadnien.

2. Metody oceny farmakokinetyki Mtx w terapii systemowej wysokimi dawkami leku

W trakcie wielogodzinnych wlewow HD-Mtx stgzenie cytostatyku we krwi stopniowo si¢
zwigksza, az do osiagnigcia stanu rownowagi pomigdzy procesami podazy i rownoczesnej
eliminacji leku. Taki stan, nazywany stacjonarnym, jest osiggany po czasie odpowiadajacym 4-5
okresom biologicznego poéitrwania leku. Od tej pory stezenie cytostatyku we krwi pozostaje
niezmienione, az do konca jego wlewu (11, 18, 21, 36, 47, 57, 58, 82, 109). W przypadku 24-
godzinnej podazy HD-Mtx, wysoko$¢ stezenia stacjonarnego w surowicy okresla pomiar

dokonywany w probce krwi, pobranej zwyczajowo w chwili zakonczenia dobowego wlewu.

Poniewaz od wysokos$ci uzyskiwanych stezen Mtx zalezy dawkowanie leukoworyny,
niezmiernie wazna jest wiarygodnos$¢ dokonywanych oznaczen. Najczesciej uzywane w praktyce
klinicznej, z uwagi na ich czuto$¢, doktadnos$¢ 1 szybkos¢ sa metody immunochemiczne, w tym
immunofluorescencyjna, lub immunoenzymatyczna (EMIT), ktora byta zastosowana takze w
obecnie przedstawianym badaniu. Znacznie bardziej skomplikowane 1 wymagajace wigkszego
naktadu czasu sa metody chromatografii cieczowej 1 spektroskopii masowej, rezerwowane
zwykle do badan naukowych (8, 31, 54, 64, 82, 178, 195, 205, 223).

Argumentow za niepodwazalna przewaga metody chromatograficznej nad innymi sposobami
oznaczen stgzen Mtx dostarcza m.in. praca z renomowanego osrodka szweckiego. Porownano
wyniki oznaczen steze leku w surowicy u 13 dzieci z ALL, leczonych dawkami 5 g/m’” - 8 g/m’,
dokonywane rownoczasowo pigcioma sposobami. Rezultaty, uzyskane czterema rdéznymi
niechromatograficznymi metodami, tylko w 50% dobrze korelowaly z oznaczeniami
dokonanymi technika chromatografii (63).

W innym badaniu wykazano, ze metoda immunoenzymatyczna (EMIT) w por6wnaniu z
chromatografia, daje zafalszowane wyniki stezen Mtx, wynikajace z obecnosci w surowicy
metabolitu leku (7-0H-Mtx). Co wigcej, falszywie wysokie oznaczenia decydowaly o podawaniu

pacjentom nadmiernych dawek leukoworyny (72).

W zwiazku z tym powstaja pytania, czy oznaczenia st¢zen metotreksatu, dokonywane rutynowo

metodami niechromatograficznymi sa wystarczajaco czulym i swoistym narzg¢dziem w
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monitorowaniu terapii z zastosowaniem HD-Mtx 1 czy nie nalezaloby wesprze¢ si¢ innym

instrumentem, w celu precyzyjniejszej oceny zmiennej w kazdym cyklu farmakokinetyki leku?

Poniewaz farmakokinetyke leku, poza jego stezeniem w surowicy dobrze charakteryzuja:
potokres trwania (T)2), pole pod krzywa zmian stgzen leku w surowicy w czasie (AUC) 1 klirens
leku, w licznych badaniach klinicznych prébowano na nich opiera¢ decyzje terapeutyczne,
dotyczace ostatecznej dawki Mtx 1 leukoworyny.

W jednej z prac, dotyczacej realizacji 105 dobowych wlewow HD-Mtx u 24 dzieci z ALL,
wyliczana na podstawie stgzen leku w 1. 1 6. godzinie cyklu warto$¢ stezenia stacjonarnego byta
podstawa modyfikacji podawanej dawki az u 71% pacjentoéw. Autorzy odnotowali ponad 4-
krotng zmienno$¢ klirensu leku pomigdzy poszczegdlnymi cyklami i blisko 3-krotna w
poszczegbdlnych cyklach u tego samego chorego (88).

W badaniach nad niskimi dawkami Mtx, stosowanymi w leczeniu tuszcycy u dorostych,
wykazano znaczacy zwiazek miedzy osigganymi st¢zeniami stacjonarnymi leku, a efektem
terapeutycznym. Stwierdzono znaczne rdéznice w farmakokinetyce leku migdzy poszczegolnymi
pacjentami, ale nie odnotowano istotnych wahan tych stgzen w kolejnych cyklach u tego samego
chorego. Autorzy opracowania postulowali, bazujac na tych obserwacjach, indywidualizacje
dawek Mtx, w oparciu o AUC oznaczane u danego pacjenta w pierwszym, testowym cyklu (33).
W jednym z opracowan, dotyczacym terapii HD-Mtx podano istotne wnioski z badania
randomizowanego, w ktorym wzigto udzial 71 dzieci ze ztosliwym migsakiem kostnym.
Pacjentom podawano lek w dawkach wyliczanych standardowo, w oparciu o aktualne pomiary
antropometryczne, lub zaleznie od jego farmakokinetyki w danym cyklu. Dawki
indywidualizowane byly nie tylko wyzsze, ale pozwalaty osiaga¢ wigksze AUC. Co wigcej, nie
narazajac chorego na nasilone bliskie toksycznos$ci, zapewniaty znaczaco lepsza odpowiedz

histologiczng oraz wyzsze 5-letnie DFS (51).

Wiliam Evans, jeden z prekursoréw idei indywidualizacji leczenia cytostatykami, po to aby
dzieci o szybszym klirensie leku nie byly narazone na niedostateczng systemowa ekspozycje na
cytostatyk, opublikowat wazkie wyniki badania randomizowanego, ktorym objgto 182 dzieci w
okresie konsolidacji remisji ALL. Jedna grupg leczono standardowo wyliczanymi dawkami
trzech cytostatykow, w tym Mtx w dawce 1,5 g/n’, a w drugiej dawki dobierano indywidualnie,
w zaleznos$ci od aktualnego klirensu leku, tak by AUC odpowiadato 50 - 90% $rednich stgzen,
uzyskiwanych w pierwszej grupie leczonych. Klirens Mtx wyliczano, zgodnie z matematycznym
algorytmem Bayesa w oparciu o st¢zenia leku w surowicy w 1. 1 6. godzinie eliminacji. Dawkg
Mitx eskalowano do prawie 2 g/m’, a roznice dawkowania byly istotne statystycznie dla

wszystkich trzech cytostatykéw. Tylko w 7,6% cykli, w ktorych dawke dobierano
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indywidualnie, uzyskano nizsza niz zamierzano systemowa ekspozycj¢ na Mtx. Natomiast w
grupie leczonej w sposob klasyczny, w 60% cykli obciazenie lekiem bylo niewystarczajace.
Bliskie toksycznosci obu grup byly porownywalne, a odlegle wyniki (5-letni EFS) istotnie lepsze

w grupie leczonej w sposob zindywidualizowany (67).

Nieco kontrowersyjna koncepcja szacowania przewidywanego stgzenia leku w surowicy na
podstawie dwu wczesniejszych pomiarow, oparta na metodzie Bayesa (matematyka zyjacego w
XVI wieku), przedstawiana w wielu doniesieniach, pozwala nie tylko ograniczy¢ liczbe
dokonywanych pomiarow stezen Mtx w surowicy, ale 1 antycypowac pewne decyzje
terapeutyczne, w tym tak istotng jak dawkowanie leukoworyny (8, 10, 68, 153, 167, 223).

W badaniu, w ktorym u 23 dzieci z ALL zrealizowano 80 cykli z Mtx w dawce 8 g/m’, na
podstawie analizy parametrow farmakokinetycznych tego leku, okreslonych w 60 wstgpnych 1 w
20 kolejnych cyklach, postugujac si¢ metoda Bayesa przewidywano czas konieczny do spadku
stezen leku ponizej 0,2 umol/l, na podstawie dwoch (24. 148. godzina) lub tylko jednego (48.
godzina) oznaczenia st¢zenia leku. Uzyskane wyniki, zdaniem autorow miaty satysfakcjonujaca
precyzje, ale doktadna analiza wykazuje, Ze rdznice migdzy przewidywanym, a rzeczywistym
czasem koniecznym do odpowiedniego obnizenia stezenia Mtx wynosily nawet 10 godzin (153).
Pomimo tego stwierdzono, ze algorytm Bayesa, na podstawie indywidualnych parametrow
farmakokinetyki HD-Mtx u danego pacjenta oraz danych populacyjnych umozliwia
matematyczng estymacjg¢ czasu, koniecznego dla wymaganej eliminacji leku u kazdego pacjenta,
na podstawie jednego oznaczenia - w 48. godzinie od rozpoczecia dobowego wlewu leku.
Powyzsze postgpowanie umozliwia redukcje liczby oznaczen stgzen Mtx z kilku do tylko
jednego. Ponadto, jak to stwierdzono w wielu analizach 1 co zaobserwowano takze w obecnie
przedstawianym badaniu, rutynowe pomiary w 24. godzinie cyklu sa czgsto obarczone bigdem,
wynikajacym z domieszki w pobranej probce krwi leku z koncowej fazy dobowego wlewu.
Zgodnie z ta koncepcja, metoda Bayesa umozliwia redukcj¢ oznaczen stezen leku 1 winna
docelowo shuzy¢ indywidualizacji dawkowania HD-Mtx, tak by podana dawka zapewniata
osiagnigcie pozadanego stezenia stacjonarnego, w kolejnym cyklu u danego chorego.

W jednej z opublikowanych z koncem lat 70. prac, ten algorytm postuzyt estymaciji stezenia leku
w przewidywanym czasie jego prawidtowej eliminacji i1 takiej podazy leukoworyny, by stgzenia
antidotum przekraczaly 10-krotnie przypuszczalne stezenie cytostatyku. Autorzy wykazali, ze
powyzsza metoda sprawdzita si¢ w 115 na 118 cykli (223).

Z kolet jedno z nowszych francuskich doniesien przedstawia dane z realizacji 231 cykli z Mtx w
dawce 5 g/m’, podanym u 69 dzieci z ALL. Wyliczono, w modelu dwukompartmentowym dane
farmakokinetyczne: klirens catkowity leku, objetos$¢ dystrybucji i stale eliminacji w 12. 1 21.
godzinie cyklu. Nastgpnie, w oparciu o stgzenia leku w 24. 148. godzinie wydalania, precyzyjnie
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1 skutecznie wyliczano na podstawie zebranych danych i w oparciu o metod¢ Bayesa, czas
konieczny dla uzyskania bezpiecznego stezenia leku w surowicy, pozwalajacego na przerwanie
podazy antidotum. Zmienno$¢ parametrow w poszczeg6dlnych cyklach u danego pacjenta
nieznacznie przekraczata 13%. Satysfakcjonujace wyniki badania upowazniaja, zdaniem
autoréw, do stosowania tej metody w przysztosci, celem optymalizacji leczenia dzieci (167).

Z kolei polscy badacze, analizujac farmakokinetyke 4-godzinnych wlewow réznie wysokich
dawek Mtx, stosowanych w leczeniu dzieci z migsakiem kosci, stworzyli program komputerowe;
symulacji krzywej stezen leku w czasie, w funkcji zastosowanej dawki, diurezy, sprawnosci
funkcji nerek oraz watroby pacjenta. Program miatby pozwoli¢ na optymalizacj¢ dawkowania
Mtx w kolejnych cyklach u danego leczonego (165).

Staba strong powyzszej koncepcji jak 1 metody Bayesa ujawnia, jak si¢ wydaje, empirycznie
dowiedziona nieprzewidywalnos¢ farmakokinetyki HD-Mtx w kolejnym cyklu chemioterapii u
danego chorego (14, 21, 51, 57, 65, 66, 88, 129, 169, 170, 186, 190, 201, 205, 212, 223, 234,
245, 257, 269), co potwierdzily takze wlasne obserwacje. Sami autorzy cytowanego polskiego
doniesienia (165) przyznaja, ze wykorzystanie symulacji komputerowych, opartych w czgsci o
dane populacyjne jest ryzykowne 1 ma w praktyce klinicznej leczenia HD-Mtx ograniczone i

raczej tylko wspomagajace znaczenie.

Poprzednio podejmowano takze proby wgladu w indywidualng farmakokinetyke Mtx, w oparciu
o testowa podaz niskich dawek leku. Na podstawie obliczanego u danego pacjenta klirensu Mtx
podanego w niskiej dawce, okreslano optymalna warto$¢ wysokiej dawki leku. W jednym z
opublikowanych badan, oszacowany po podaniu Mtx w dawce 10 mg/m’ klirens leku, byt
podstawa do okreslenia stezenia stacjonarnego w 24. godzinie wlewu HD-Mtx. Autorzy
opracowania konkluduja, ze ta metoda moze by¢ pomocna w modyfikacji wysokosci dawki leku
u niektorych pacjentdéw z wysokim ryzykiem wznowy choroby (107). Jednakze opinia ta budzi
kontrowersje, z uwagi na zmienna i nieprzewidywalna w kolejnych cyklach u danego pacjenta
farmakokinetyke HD-Mtx 1 zapewne dlatego przedstawiony sposob postgpowania nie znalazt

szerszego zastosowania.

W praktyce klinicznej, indywidualng dawke catkowita 1 godzinna Mtx wylicza si¢ ze znanych
wzorow, w zalezno$ci od wysokosci oczekiwanego stezenia stacjonarnego leku tylko
wyjatkowo, zwykle w rzadkich przypadkach znacznego uposledzenia czynnos$ci nerek (11).
Czy ten algorytm nie powinien jednak stanowi¢ obowiazujacej wytycznej, wpisanej w strategie
terapii wysokimi systemowymi dawkami Mtx? W przypadku leczenia ALL postgpowanie takie
eliminowatoby ryzyko zbyt niskiej podazy kluczowego cytostatyku w terapii konsolidacyjnej 1

prewencji wznOw oponowych.
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3. Stezenia stacjonarne Mtx - problem zmiennos$ci farmakokinetyki HD-Mtx

W obecnie przedstawianym badaniu poddano analizie warto$ci stezen stacjonarnych Mtx tacznie
w 720 cyklach, zrealizowanych w jednorodnej grupie dzieci, leczonych z powodu ALL
standardowego 1 posredniego ryzyka.

Ocena dotyczyta 252 cykli z Mtx w dawce 2 g/m’ i 468 cykli w dawce 3 g/m’. Nieoczekiwanie,
znaczaco wyzsze (p=0,001) wartos$ci stezen stacjonarnych ($rednich, warto$ci minimalnych 1
maksymalnych) uzyskano w grupie leczonej nizsza dawka systemowa Mtx. Trudno ten fakt
wytlumaczy¢, gdyz w obu grupach zar6wno metodyka oznaczen stgzen leku we krwi byta taka
sama, jak 1 przestrzegano tych samych warunkoéw podazy HD-Mtx. Pacjenci nie roznili sig
istotnie pod wzgledem wieku, ani pici. Natomiast w grupie chorych, leczonych Mtx w dawce 3
g/m” leku, bylo istotnie wiecej dzieci nadmiernie otytych. Poniewaz dawki leku byly dobierane
do rzeczywistej (wyzszej z powodu nadwagi) powierzchni ciala, zatem dzieci te otrzymywaty
wyzsze dawki Mtx, niz gdyby mialy prawidlowa masg ciala. Mozna przyjaé, ze pacjenci
nadmiernie otyli, charakteryzujac si¢ wigksza objetoscia dystrybucji oraz wigkszym
kompartmentem obwodowym (narzady i tkanki o stabym przeptywie krwi), uzyskiwali nizsze
stgzenia stacjonarne leku w kompartmencie centralnym (krew oraz narzady dobrze ukrwione) i
to wydaje si¢ by¢ jedynym logicznym wytlumaczeniem powyzszej obserwacji. Zgodnie z
poznanymi zasadami farmakokinetyki HD-Mtx, istnieje bowiem bezposrednie przelozenie
wysokosci podanej dawki na uzyskiwane stezenia leku we krwi. Liniowa korelacje wysokosci
dawki Mtx z obserwowanym stgzeniem leku potwierdzaja wyniki licznych opublikowanych

badat (25, 67, 87, 160, 168, 245).

W publikacjach, dotyczacych farmakokinetyki HD-Mtx, sporadycznie znajduje si¢ odniesienia
do parametréw antropometrycznych leczonych. W jednej z prac przedstawiono oceng 1236
oznaczen stezen Mtx, zastosowanego w dawce 3 g/m” u 37 dzieci z ALL. Z poddanych analizie
domniemanych czynnikow, jakie mogly mie¢ wptyw na zmienna farmakokinetykg Mtx: wieku,
plci, masy ciata, wzrostu, powierzchni ciafa, nizszego pH moczu, stezen kreatyniny, GOT, GPT,
dawki leukoworyny i czasu stosowania rescue - jedynie wiek 1 masa ciala okazaly si¢ wptywac
na klirens 1 objetos$¢ dystrybucji leku w kompartmencie centralnym, co znajduje swoje
uzasadnienie teoretyczne - klirens zalezy od wieku, a masa ciata determinuje objetos¢
dystrybucji (8). W innej pracy, poswigconej farmakokinetyce wlewéw HD-Mtx w 105 cyklach u
24 dzieci, wykazano, 1z wyzsza masa ciala leczonych jest obok wyzszego wieku jednym z

czynnikéw predysponujacych do obnizonego klirensu leku (88).

Wyniki analizy obecnie przedstawianego materialu wykazaly duza osobnicza, jak rowniez

dotyczaca tego samego pacjenta w kolejnych cyklach, zmienno$¢ wartosci stgzen stacjonarnych
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Mtx (aneks 6). W badaniu wlasnym stwierdzono, ze wiek leczonych nie miat istotnego wplywu
na stabilnos$¢ stezen leku w kolejnych 4 cyklach u danego dziecka (p=0,908), chociaz u starszych

pacjentéw obserwowano nieco stabilniejsze stezenia stacjonarne.

Natomiast Seidel i wsp. analizujac farmakokinetyke wlewow Mtx w dawkach 6 - 8 g/m’ w
grupie 42 dzieci z ALL, stwierdzili, ze rozpigtos¢ wysokosci stezen stacjonarnych leku byla
istotnie wyzsza (p=0,05) u dzieci mtodszych 1 to zar6wno we krwi jak 1 w plynie mézgowo-
rdzeniowym. Ponadto zaobserwowali, ze pte¢, wzrost, masa ciata oraz BMI nie miaty wplywu na
zmienno$¢ wartos$ci stezen stacjonarnych Mtx. Dlatego wysnuli wniosek o nieprzewidywalnej

farmakokinetyce leku w danym cyklu (205).

W innej pracy, w ktorej u 52 pacjentow w 409 cyklach oceniano stezenia Mtx, zastosowanego w
dawkach 1,5-7,5 g/m2 podano, ze niezaleznie od dawki leku mtodsze dzieci uzyskiwaty nizsze

stezenia stacjonarne, niz starsi pacjenci (249).

Wyniki obecnie przedstawianej analizy wykazaty roOwniez istotng korelacj¢ wartosci stgzen
stacjonarnych Mtx z wiekiem pacjentow. Zaréwno w grupie dzieci leczonych Mtx w dawce 2
g/m’, jak i3 g/m’ najnizsze wartosci stezen stacjonarnych uzyskano u najmtodszych, a
najwyzsze u najstarszych dzieci. Roznice byly istotne statystycznie (p= 0,02 i p=0,01
odpowiednio dla nizszej 1 wyzszej dawki Mtx). Wigkszos¢ dostepnych publikacji potwierdza
fakt zdecydowanie szybszego catkowitego klirensu leku u dzieci mtodszych, co moze stanowic¢

wyjasnienie dla uzyskanych wynikoéw witasnych badan (11, 88, 159, 207, 223, 230, 248).

Celem doktadniejszej oceny zmienno$ci wartosci stgzen stacjonarnych w poszczegdlnych
cyklach, osobnej analizie w obecnie przedstawianym badaniu poddano wartosci uzyskane we
wszystkich 4 cyklach, zrealizowanych u danego pacjenta. L.acznie oceniono 548 cykli z Mtx, w
tym 200 z dawka 2 g/m’ (50 dzieci) i 348 cykli z dawka 3 g/m” leku (87 pacjentow).
Wspodlczynnik zmienno$ci, wyrazajacy procentowo wahania stezen stacjonarnych leku pomiedzy
czterema cyklami u danego dziecka, w ocenionej grupie liczacej tacznie 137 dzieci, wahat si¢ od
5% az do 97% (aneks 6). Istotnie bardziej stabilne (p=0,028) wartosci stezen stacjonarnych

stwierdzono w cyklach z wyzsza dawka leku.

Podobne spostrzezenia, potwierdzajace znaczng zmienno$¢ wysokosci stgzen stacjonarnych w
kolejnych cyklach u danego pacjenta, a takze pomigdzy leczonymi, wspieraja wyniki wielu
innych opublikowanych badan (10, 23, 51, 54, 65, 67, 88, 153, 177, 178, 205, 223, 248).
Migdzy innymi analizowano farmakokinetyke Mtx w ponad 1000 cykli u dzieci, po podazy leku
w dawce 3 g/m’. Wspolczynnik zmiennoéci wysokosci stezen stacjonarnych u poszczeg6lnych
pacjentéw byt nizszy od 30%; nie przeprowadzono jednak analizy r6znic tych stezen w
kolejnych cyklach u danego dziecka (8), jak to wykonano w obecnym badaniu.
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W innej pracy przedstawiono oceng 266 cykli z Mtx, stosowanym w dawkach: 0,5 — 33,6 g/m’, u
58 dzieci z ALL. Przedmiotem zainteresowania nie byt sam lek, lecz jego metabolit, 7-0H-Mtx,
ktorego stezenie w surowicy jest wprost zalezne od zastosowanej dawki tego cytostatyku.
Niezaleznie od uzytej dawki leku, stwierdzono znaczna zmienno$¢ stgzen badanego metabolitu.
Ponadto wykazano, ze w zakresie dawek: 0,5 — 8,0 g/mz, znamiennie wyzsze st¢zenia metabolitu
wystgpowaty u chtopcow (47). To spostrzezenie budzi watpliwosci, chyba ze badanie dotyczyto
W znacznej mierze nastolatkow, gdyz wtedy wytlumaczeniem moglaby by¢ aktywnos$¢
testosteronu, ktory moze indukowa¢ metabolizm wigkszosci lekow (47). W powyzszym badaniu
nie stwierdzono zmian w metabolizmie Mtx w kolejnych cyklach u danego pacjenta. Wykazano
rowniez, ze pacjenci u ktorych doszto do wznowy choroby mieli nizsze st¢zenia 7-0H-Mtx 1
szybszy klirens cytostatyku (25). Spostrzezenie to znajduje potwierdzenie w innych
publikacjach, pokreslajacych niezalezne zle prognostyczne znaczenie szybszego systemowego

klirensu Mtx u dzieci z ALL (21, 23, 188).

Badania eksperymentalne wykazaly, ze, skutkiem powtarzania co 2 tygodnie terapii HD-Mtx,
dochodzi do nabycia tolerancji wobec cytostatyku, co moze w pewnym stopniu ttumaczy¢
zmienno$¢ parametrow farmakokinetycznych leku w kolejnych cyklach, zalezng m.in. od
ostabienia aktywnego transportu przezblonowego (18). Jednakze, jak to przedstawiono na
rysunkach 7 1 8, w miarg realizacji kolejnych cykli z Mtx, w niniejszym badaniu nie stwierdzono
regularnej tendencji zmian wartos$ci stezen stacjonarnych, zwtaszcza spadkowej. Takiej
zalezno$ci nie obserwowano zreszta w zadnym z opublikowanych dotad badan (5, 8, 23, 54, 65,

67, 68, 139, 153, 160, 195, 205, 207, 234, 245, 249, 262, 269).

Wyniki obecnie przedstawianego badania 1 doswiadczenia innych autoréw wskazuja na to,

ze znaczna zmiennos$¢ farmakokinetyki Mtx, podawanego w wysokich dawkach, majaca wyraz
m.in. w duzej rozpigtosci wartosci stezen stacjonarnych leku, jest jak dotad trudna do
wytlumaczenia, co zmusza do wnikliwej kontroli sprawnosci eliminacji leku 1 poszukiwania
nowych, bardziej skutecznych metod doboru adekwatnej dawki i monitorowania terapii HD-

Mtx.

4. Stezenia stacjonarne a krytyczna wartos¢ minimalnego stezenia stacjonarnego

Istotne badania nad minimalng bezpieczna wysokos$cia stezen stacjonarnych Mtx, stosowanego
w leczeniu dziecigcej ALL, podjat zespot Williama Evansa w St. Jude Children’s Hospital w
Memphis z koncem lat 80. W randomizowanym badaniu prospektywnym, ktorym objgto 108
dzieci standardowego ryzyka (ponad 1500 cykli z dawka 1g/m?), wykazano, ze 59 pacjentow

ktorych stgzenia stacjonarne byly nizsze niz 16 umol/l miato 3-krotnie wyzsze ryzyko
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jakiejkolwiek wznowy (p=0,01) 1 7-krotnie wyzsze ryzyko wznowy szpikowej (p=0,05). W
analizie wieloczynnikowej jednym z markeréw progostycznych wznowy hematologiczne;
okazala si¢ by¢ wysokos$¢ stezenia stacjonarnego Mtx. Badania te staly si¢ waznym
przyczynkiem do sformulowania tezy o koniecznosci adekwatniejszego doboru dawki Mtx, w
zaleznosci od indywidualnej farmakokinetyki leku oraz dowiodly, ze dawka 1 g/m” nie jest
wystarczajaca dla dzieci z szybkim klirensem leku (66).

W kolejnym badaniu klinicznym, w tym samym renomowanym osrodku, dotyczacym
skutecznosci takiej samej dawki Mtx w leczeniu 154 dzieci z ALL stwierdzono, Ze st¢zenia
stacjonarne ponizej 16,0 umol/l wigzaty si¢ z ponad dwukrotnym wzrostem wystgpowania
wszystkich rodzajoéw wznow, a prawie 4-krotnym nawrotow szpikowych, w poréwnaniu z
pacjentami, u ktorych osiagano wyzsze niz progowe, stezenia leku (1). W nastgpnym,
randomizowanym badaniu (Study XII), ktorym objeto 188 dzieci z ALL, indywidualizacja
dawek Mtx w oparciu o klirens leku, pozwolila na osiagnigcie co najmniej minimalnego st¢zenia
stacjonarnego w okoto 92% cykli, w porownaniu z 40% cykli, w ktorych zachowano
konwencjonalng dawke 1,5 g /m”. Prawdopodobienstwo uzyskania pigcioletniego EFS obu grup
istotnie si¢ roznito 1 wyniosto odpowiednio: 83% 1 67%. Bardziej znamienne réznice
obserwowano u pacjentéw z biataczka wywodzaca si¢ z prekursoréw limfocytow B. Badanie
dotyczylo celowosci indywidualnego doboru dawek takze innych cytostatykéw (tenipozyd,
cytarabina) 1 dowiodlo, ze tylko Mtx jest lekiem, ktorego dawke nalezy adaptowac do osobniczo

zmiennego klirensu leku (67).

W obecnym badaniu, w ocenie jakiej poddano facznie 720 cykli, w tym 252 z Mtx w dawce 2
g/m’” i 468 w dawce wyzszej (3 g/m’), w ponad 80% wszystkich cykli stwierdzono przekroczenie
progu 16,0 umol/l. Dawka wyzsza Mtx nie zapewnifa istotnie lepszych pod tym wzgledem
wynikéw (p=0,08), gdyz tylko nieznacznie wigkszy odsetek cykli, w porownaniu z
chemioterapiami z dawka Mtx 2 g/m’, wiazat si¢ z wyzszymi niz 16,0 pmol/l stezeniami
stacjonarnymi (87% cykli wobec 82% dla dawki 2 g/m?). Jednoczesnie w analizie, dotyczacej
lacznie 137 pacjentow, leczonych dawkami Mtx 3 g/m” i 2 g/m’, u poréwnywalnego odsetka
dzieci (odpowiednio u 38% 136%) nie odnotowano przekroczenia minimalnego st¢zenia
stacjonarnego, w co najmniej jednym z czterech zrealizowanych cykli (p=0,822). Przedmiotem
analizy nie byta (jak w badaniach grupy Evansa) korelacja stezen stacjonarnych Mtx
przekraczajacych lub nie progowa wartos$¢ 16,0 pmol/l z uzyskanymi odlegtymi wynikami
leczenia obu badanych grup, co jest osobnym, waznym zagadnieniem. Warto w tym miejscu
jednak zaznaczy¢, ze cho¢ ocena wynikdéw leczenia ALL u dzieci poddanych w okresie
konsolidacji remisji terapii réznymi dawkami Mtx nie byla celem niniejszej pracy, to 5-letnie
EFS dla obu grup sa poréwnywalne (dla dawki Mtx 2 g/m’ i3 g/m’ odpowiednio: 84% i 87%).
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W badaniu wlasnym wykazano, ze dawki Mtx w zakresie: 2 - 3 g/m’, w analizie dotyczacej 720
cykli 1 137 leczonych, nie roznily si¢ znamiennie (p= 0,08) pod wzgledem zapewnienia stgzen
stacjonarnych, przekraczajacych minimalna warto$¢ skuteczna, okreslona w badaniach grupy z

Memphis (1, 11, 21, 36, 65, 66, 67).

W ocenie dotyczacej wptywu wieku leczonych na wysokos$¢ stezen stacjonarnych stwierdzono,
zZe istotnie czgsciej nie osiagaty one wartosci minimalnych st¢zen skutecznych w grupie
najmlodszych dzieci (ponizej 4 lat). Az w 23,5 % cykli z Mtx w dawce 2 g/m” co najmniej w
jednej sposrod czterech zrealizowanych chemioterapii stezenie leku w surowicy nie przekroczyto
progu 16 pumol/l. Natomiast w grupie dzieci najstarszych (ponad 10-letnich) 3) dotyczylo to
tylko 2,7% cykli. Roznice pomigdzy grupami wiekowymi byly istotne statystycznie (p=0,021).
W przypadku dawki Mtx 3 g/m’® zaobserwowano identyczng tendencje (p=0,008). A zatem w
odniesieniu do obu zastosowanych dawek systemowych HD-Mtx stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem wieku leczonych dzieci, malato ryzyko uzyskiwania stezenia stacjonarnego nizszego

od 16,0 umol/L

Obserwacja ta jest zgodna ze znanym faktem szybszego klirensu leku w grupie mtodszych
dzieci. Mozna to tlumaczy¢ m.in. wigksza przepuszczalnos$cia barier tkankowych 1 wigkszym
procentowym udzialem wody w organizmie malych dzieci, co sprzyja lepszej dystrybucji leku z

krwi do kompartmentu tkankowego (8, 9, 11, 21, 47, 54, 107, 153, 234, 249).

Obecnie przedstawiane badanie, w ktorym oceniono tacznie 720 cykli z HD-Mtx wykazalo
rowniez, udokumentowany w literaturze fakt ogromnej, nieprzewidywalnej zmiennosci
wysokosci stezen Mtx pomigdzy pacjentami, a takze u tego samego chorego w kolejnych
cyklach chemioterapii. W badaniu nie wykazano istotnej przewagi wyzszej dawki Mtx (3 g/m?),
jesli miernikiem jej skuteczno$ci miataby by¢ gwarancja przekroczenia progu 16,0 pmol/l w

surowicy w 24. godzinie chemioterapii.

5. Stezenia stacjonarne, a sprawnos$¢ eliminacji Mtx

Stezenie stacjonarne Mtx, uzyskane droga wielogodzinnego wlewu dozylnego leku, zalezy od
wysokosci zastosowanej dawki 1 czasu jej podazy. Im wyzsza jest dawka leku, tym uzyskuje si¢
nieproporcjonalnie wyzsze st¢zenie stacjonarne, ktore jest odwrotnie proporcjonalne do klirensu
systemowego leku. Stan stacjonarny jest osiagany w wyniku zrdwnowazenia dynamiki proceséw

podazy 1 jednoczesnie zachodzacej eliminacji leku (21, 32, 82, 87, 88).

Wigkszo$¢ prac, poswigconych farmakokinetyce wielogodzinnych wlewoéw HD-Mtx opisuje
wysokos$¢ stezen stacjonarnych, zapewnianych przez rdézne dawki leku, a niekiedy odnosi je do

charakterystyki badanej grupy, podkreslajac najczesciej znaczenie wieku leczonych. Nieliczne
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tylko doniesienia przedstawiaja zwiazek zaburzonej eliminacji Mtx z jego wyjsciowo wysokimi
stezeniami stacjonarnymi, skupiajac si¢ na kluczowej przyczynie, jaka jest obnizenie klirensu
leku juz po zakonczeniu jego podazy. Jedna z publikacji, poswigconych temu zagadnieniu,
opisuje wyniki badania dotyczacego duzej liczby analizowanych cykli - 4219, ktoére
przeprowadzono u 790 dzieci z migsakiem kostnym. Pacjentom podawano wlewy HD-Mtx w
dawkach: 7,5 - 12 g/m”. Analiza statystyczna wykazata znaczaca korelacje (p= 0,0001)
wysokosci stezen stacjonarnych z przedtuzona eliminacja leku i zaburzeniem jego klirensu (9).
Podobnie w badaniu, jakim objeto 227 cykli z Mtx w dawce 4,87 g/n?’, zrealizowanych u 37
dzieci, udowodniono zwigzek wysokiego stezenia stacjonarnego z przedluzona eliminacja leku
(5). Z kolei w pracy, dotyczacej 1164 cykli Mtx w dawce 5 g/m’ i 8 g/m’, zastosowanych u 264
dzieci z ALL, wykazano zwiazek wysokich stezen stacjonarnych leku przekraczajacych 150

pmol/l (warto$¢ krytyczna) z zaburzeniem wydalania Mtx (213).

W obecnym badaniu, w przypadku dawki 2 g/m’ uzyskano istotna zalezno$é (p= 0,01) wartosci
stezen leku w 48. godzinie od wysokosci stgzen stacjonarnych; analiza dotyczyta 246 cykli.
Podobna tendencja byta zauwazalna w odniesieniu do ocenionych 455 cyki Mtx w dawce 3 g/m’
(p=0,05). Sa to wazne spostrzezenia, gdyz w literaturze, dotyczacej terapiit HD-Mtx rzadko
mozna znalez¢ podobne obserwacje. Wyniki badan wtasnych oraz przedstawionych powyzej
innych analiz, moga wskazywac¢ na wplyw wolniejszego klirensu leku juz od rozpoczgcia cyklu
na obserwowane w 48. godzinie zaburzenie wydalania Mtx. Dlatego przedmiotem oceny stata

si¢ w niniejszej pracy farmakokinetyka leku we wstepnej fazie jego szybkiej eliminacji.

6. Stala eliminacji we wstepnej fazie wydalania Mtx jako wczesny marker zaburzonego
klirensu leku

Na farmakokinetyke leku sktada si¢ zespot procesow odpowiedzialnych za jego: wchtanianie,
dystrybucj¢ w organizmie, biotransformacj¢ 1 wydalanie. Zwyczajowo jej ocena opiera si¢ na
pomiarach stezen leku w ptynach ustrojowych, najcz¢sciej krwi chorego. Farmakokinetyke leku
mozna takze oceni¢, poshugujac si¢ takimi pojeciami, jak: st¢zenie stacjonarne, potokres trwania
(T12), pole pod krzywa zmian stgzen leku w czasie (AUC), klirens leku (objgtos$¢ osocza
oczyszczona z leku w jednostce czasu). Innym, podstawowym parametrem, opisujacym
wydalanie leku, jest stata eliminacji (K¢), ktéra okre§la w wymiarze liczbowym (godzina™)
dynamike spadku stgzen leku w surowicy, w danym przedziale czasowym. Wyzsza warto$¢
statej eliminacji §wiadczy o szybszym klirensie leku. Zalezy ona nie tylko od podanej dawki,
interakcji lekowych, wydolnosci nerek, lecz takze od wlasciwosci osobniczych chorego, takich
jak: genotyp, wiek, stan odzywienia, dieta 1 wiele innych czynnikéw, co ttumaczy jej zmienno$¢

w kolejno przeprowadzanych u danego pacjenta cyklach (47, 58, 82).
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Farmakokinetyka HD-Mtx, podobnie jak innych cytostatykow, rozwazana jest zwykle w modelu
dwukompartmentowym. Jak wigkszo$¢ antymetabolitow podawanych w wysokich dawkach, po
wysyceniu mechanizméw transportu, metabolizmu, czy wydalania nerkowego, podlega ona
prawom kinetyki nieliniowej, w ktorej biologiczny okres pottrwania Mtx wydtuza sig, wraz z
eskalacja zastosowanej dawki leku. PéHogarytmiczny wykres zmian stezen leku w czasie ma
ksztalt wielofazowy, a faza plateau odpowiada etapowi osiagnigcia stezenia stacjonarnego. Im
wyzsza dawka systemowa leku, tym nieproporcjonalnie wyzsze stezenia stacjonarne, dtuzszy
Ty, 1 wolniejszy catkowity klirens leku. Jesli jednak zastosowana wysoka dawka systemowa nie
wyczerpie wydolno$ci mechanizmow transportu, biotransformacji i wydalania leku, dynamika
jego eliminacji, przebiegajac zgodnie z zasadami kinetyki liniowe;j, zalezy wprost
proporcjonalnie od stezen leku, a nie zastosowanej dawki (21, 58, 82). W jednej z polskich prac,
poswigconych badaniom farmakokinetyki roznie wysokich dawek Mtx u dzieci, zaproponowano
model zakladajacy wspotistnienie dwu drog wydalania cytostatyku: eliminacji liniowej z
kompartmentu centralnego oraz nieliniowej z obowodowego; praca wydaje si¢ wlasciwie

charakteryzowa¢ farmakokinetyke HD-Mtx (165).

Po dobowych wlewach HD-Mtx wyr6znia si¢ dwie, roznigce si¢ dynamika, fazy eliminacji i
zwiazane z nimi dwie state szybkosci eliminacji: stala fazy szybkiego wydalania (alfa) i1 fazy
wolnej (beta). Faza szybka odpowiada eliminacji leku z kompartmentu centralnego (krew i
dobrze ukrwione tkanki); wolna z glebokiego (gorzej ukrwione tkanki) oraz procesom:
metabolizmu, krazenia jelitowo-watrobowego oraz dysocjacji leku z polaczen z biatkami. Po
24-godzinnym wlewie dozylnym HD-Mtx szybka faza wydalania ma potokres trwania
wynoszacy okoto 2 - 4 godziny, a druga, wolna - okoto 10 godzin (18, 21, 36, §82).

Powszechnie uwaza sig, ze za zaburzenie eliminacji HD-Mtx odpowiada obnizenie klirensu leku
w koncowej, wolnej fazie jego wydalania, co znajduje odzwierciedlenie w zawyzonych

stgzeniach leku w surowicy dopiero w 48. godzinie jego eliminacji.

Borsi, piszac o koniecznosci znalezienia wczesniejszych, niz stezenie leku w surowicy w 48.
godzinie cyklu, predyktoréw zaburzonego wydalania HD-Mtx, podkresla znaczenie wydtuzenia
Ti, ponad 3 1 p6t godziny w ciagu pierwszych 24 godzin cyklu 1 wolniejszego klirensu leku juz

pod koniec jego dobowego wlewu (21).

Podazajac za tym tokiem rozwazan, w obecnym badaniu wyliczono, a nastgpnie poddano
analizie wartosci stalych eliminacji dwu faz wydalania Mtx 1 skupiono si¢ zwlaszcza na ocenie
wartosci K¢ wstepnej, szybkiej fazy alfa, w cyklach o réznej dynamice wydalania leku.

W wigkszos$ci przypadkéw pomiary stezen leku w surowicy, dokonane przed 48. godzing cyklu

nie zapowiadaly wolniejszego klirensu leku 1 przedtuzenia prawidtowego wydalania Mtx ponad
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48. godzing cyklu. Dlatego postanowiono sprawdzi¢, czy taka role moze spetia¢ stata eliminacji

K¢ wezesnej fazy wydalania Mtx.

Przedmiotem obecnej analizy bylo: 219 cykli z Mtx w dawce 2 g/m’ (w tym 34 cykle z
przedtuzona eliminacja leku) i 423 w dawce 3 g/m’ (w tym 79 cykli z zaburzonym wydalaniem).
Laczna ocena objeto zatem 642 chemioterapie z HD-Mtx. Poniewaz badanie miato charakter
retrospektywny, do wyliczen stalej eliminacji fazy szybkiej mozna bylo wykorzystac stezenia
leku w surowicy, oznaczone w 24. 1 36. godzinie od rozpoczgcia wlewu Mtx. Interesujace
byloby badanie prospektywne, w ktérym K fazy alfa bytaby wyliczana na podstawie pomiarow
z 24. inp. 30. godziny cyklu, adekwatnie do krotkiego T/, fazy alfa.

Z podobnych wzgleddéw, stale eliminacji wolnej fazy wydalania leku, zostaty obliczone na

podstawie pomiarow stgzen leku w surowicy z 36. 1 48. godziny.

Badanie wlasne wykazalo istotne réznice (p=0,0001) w wartosciach K¢ we wczesnej fazie
szybkiego wydalania Mtx stosowanego w dwoch roznych dawkach, pomigdzy cyklami o
prawidlowej 1 zaburzonej eliminacji leku. Jest to wazna obserwacja, gdyz wskazuje na znaczenie
wartosci K¢ fazy alfa, jako roznicujacej sprawny i1 zbyt wolny klirens leku we wczesnej fazie
cyklu. Na znaczenie zaburzenia wydalania HD-Mtx juz we wczesnej fazie eliminacji leku

zwracaja uwagg takze inni autorzy (21, 89, 178, 214, 223, 249).

Na uwage zashuguje fakt, ze w obecnie przedstawianej pracy wartosci K¢ drugiej, wolnej fazy
wydalania Mtx (zwykle kojarzonej z zaburzeniem klirensu leku) r6znity sig istotnie, pomigdzy
cyklami z prawidlowym 1 przedtuzonym wydalaniem cytostatyku, jedynie w przypadku dawki 3
g/m’. Czyzby wyzsza dawka Mtx wplywala na zaburzenie klirensu leku w wolnej fazie
wydalania? A moze decydujace znaczenie odegrala nadmierna otyto$¢ (eskalujaca kompartment
obwodowy), ktora stwierdzono istotnie czesciej (tabela 3) u pacjentow leczonych Mtx w wyzszej

dawce?

Srednie wartosci statych eliminaciji leku we wczesnej fazie wydalania Mtx roznily sie istotnie, w
poréwnaniu dotyczacym dwu dawek: 2 g/m” i3 g/m’ jedynie dla cykli o prawidlowej eliminacji
Mtx (p=0,0002) 1 byly wyzsze dla nizszej dawki leku. W cyklach o zaburzonym wydalaniu tego
cytostatyku $rednie wartosci K byly takze wyzsze dla dawki 2 g/m* w obu fazach eliminacji, ale
w istotny sposob (p=0,0001) tylko w fazie beta. Obserwacja ta koresponduje ze stwierdzonymi
w badaniu wlasnym istotnie wyzszymi (p= 0,001) warto$ciami $rednich stezen stacjonarnych
Mtx w cyklach z dawka 2 g/m’. Jest to zgodne z zasada kinetyki pierwszego rzedu, w ktorej

eliminacja leku jest proporcjonalna do jego stgzenia, a nie podanej dawki (58, 82).

W obecnie przedstawianym badaniu stwierdzono takze oczekiwane, istotne réznice (p=0,0001)

migdzy wartosciami K¢ dwoch faz wydalania Mtx, zarowno w cyklach o prawidlowej, jak 1
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zaburzonej eliminacji obu dawek leku. Nie zaobserwowano natomiast istotnych roznic w
srednich warto$ciach K¢ wczesnej fazy eliminacji w obrebie trzech grup wiekowych, tak jak to
odnotowano w przypadku stezen stacjonarnych.

W materiale wlasnym uzyskano niespdjne wyniki analizy wplywu stanu odzywienia leczonych,
na $rednie wartosci statych eliminacji wczesnej fazy wydalania Mtx. Najwyzsze wartosci K,
przemawiajace za najszybszym klirensem Mtx w fazie szybkiej, w cyklach o sprawnym
wydalaniu leku dotyczyly w przypadku dawki 2 g/m’ — dzieci otylych, a w przypadku dawki 3
g/m’” — szczuplych.

W analizie dotyczacej wptywu plci na wartos$ci statych eliminacji wczesnej fazy wydalania Mtx,
wyzsze wartosci Ky stwierdzono u dziewczynek leczonych Mtx w dawce 2 g/m® oraz u
chopcow otrzymujacych lek w dawce 3 g/m’. Wyjasnieniem tej obserwacji moze by¢, nieistotna
co prawda statystycznie, przewaga mtodszych dzieci (a zatem o szybszym klirensie leku) wsrod
chiopcow w grupie leczonej Mtx w dawce 3 g/m’, oraz wérod dziewczat leczonych dawka 2

g/m” (tabela 1 12).

W publikacjach, dotyczacych wczesnej identyfikacji pacjentow z obnizonym klirensem Mtx,
stosowanego w wysokich systemowych dawkach, nieliczne tylko doniesienia odnosza si¢ do
statej eliminacji leku. Jest to spowodowane najprawdopodobniej tym, ze dotychczas nie
okreslono w badaniach eksperymentalnych zakresu norm tego parametru (jak dotyczy to np.
potokresow trwania Mtx) 1 wartosci krytycznych K¢ fazy alfa (jak ma to miejsce w przypadku

stezen Mtx w surowicy).

W pracy, ktorej celem byla ocena indywidualnej farmakokinetyki 231 cykli z Mtx, podawanym
w dawce 5 g/m® u 61 dzieci z ALL, poza catkowitym klirensem leku i objetoscia jego
dystrybucji, postuzono si¢ dwoma statymi eliminacji, wyliczanymi na podstawie stezen leku z
24.148. godziny cyklu. Oznaczenia pozwolily skutecznie przewidzie¢ moment wydalenia leku

do bezpiecznych granic, okreslonych protokotem terapeutycznym (167).

Podobnie polscy autorzy, w cytowanej juz wczesniej pracy, poswigconej stworzeniu
komputerowego programu symulacji optymalnego dawkowania HD-Mtx u dzieci, postugiwali
sig¢ oprocz wysokosci stezenia stacjonarnego, wyliczanymi warto$ciami: Ty, AUC oraz Kq
wczesnej 1 poznej fazy eliminacji leku (165).

Najczgsciej jednak stosowanym parametrem, w celu wezesnej identyfikacji pacjentow
zagrozonych przedluzona eliminacja Mtx, poza pomiarami stgzen leku w surowicy 1 wyliczanym
klirensem leku, jest Ty, dwu faz jego wydalania (23, 54, 65, 67, 89, 107, 148, 178, 182, 207,
214, 222, 223, 248, 249, 259, 269). Dla przykfadu, w jednym z badan dotyczacym dorostych,

leczonych 6-godzinnymi wlewami Mtx w dawkach 1,9 — 3,8 g/m’, na podstawie dwu pomiarow
p

96



stgzen leku w surowicy: bezposrednio po zakonczeniu wlewu 1 6 godzin pdzniej, wczesnie
identyfikowano pacjentéw z zaburzonym klirensem leku, na podstawie wyliczen T, migdzy 6.,
a 12. godzing cyklu. Autorzy zaobserwowali, Ze grup¢ z obnizonym klirensem Mtx
charakteryzowaly znaczaco wyzsze st¢zenia leku w surowicy we wczesnej fazie jego wydalania
(89). Warto wyrdznic jeszcze jedna z prac, w ktorej postugiwano sig¢ poétokresem trwania leku
wczesnej 1 poznej fazy jego wydalania. Wsrdd 118 cykli Mtx w dawkach w zakresie: 0,8 — 1,35
g/m”, w 8 doszto do przedtuzonej eliminacji leku. Sposrod tych 8 cykli, w 5 przypadkach
wydhuizony we wstepnej fazie wydalania T, informowat o zaburzonym klirensie leku, a w 3
pozostalych — dopiero wydtuzony T, wolnej fazy wydalania Mtx (223). W obu publikacjach
podkreslono znaczenie obnizonego klirensu leku juz we wczesnej fazie wydalania Mtx, co jest
zgodne ze spostrzezeniami wynikajacymi z prezentowanego badania wlasnego 1 co powinno by¢

wykorzystane dla poprawy monitorowania terapiit HD-Mtx.

Natomiast opinie podkreslajace znaczenie przekroczenia stgzenia krytycznego Mtx w 24.
godzinie cyklu, z rownoczesnym wzrostem st¢zenia kreatyniny w surowicy o 50% wobec
warto$ci wyjsciowych, nie moga by¢ pomocne w wigkszosci sytuacji klinicznych, gdyz opisuja
rzadkie przypadki ekstremalnie zaburzonego klirensu Mtx, zwykle wiazace si¢ z rozwijajaca si¢
niewydolnoscia nerek (89, 99, 213). W badaniu wiasnym, w obu odnotowanych przypadkach
ostrej niewydolnosci nerek w przebiegu chemioterapii Mtx w dawce 2 g/m’, w 24. godzinie

cyklu stezenia leku nie przekraczaty wartosci krytyczne;.

Na podstawie dotad przeprowadzonych i opisanych w niniejszej pracy wstgpnych badan, wydaje
sig ze stala eliminacji wczesnej fazy szybkiego wydalania Mtx moze by¢, podobnie jak Ty,
cennym parametrem w ocenie zmiennej farmakokinetyki HD-Mtx. W poréwnaniu z rutynowo
dokonywanymi oznaczeniami stezen leku w surowicy, z zastosowaniem metod
niechromatograficznych, wartosci K¢ fazy alfa wczesniej (i by¢ moze precyzyjniej) informuja o
zaburzeniu klirensu Mtx juz we wstepnej fazie jego wydalania, kiedy to jeszcze pomiary stgzen
nie wskazuja na zagrozenie przedtuzona eliminacja leku. Dla potwierdzenia tych spostrzezen
konieczne byloby przeprowadzenie badan prospektywnych, dotyczacych wigkszej liczby cykli,
zrealizowanych w jednorodnej grupie pacjentow. Wyliczenia stalych eliminacji mozna by wtedy
oprze¢ na czgsciej, niz co 12 godzin dokonywanych pomiarach stezen leku w surowicy we
wstepne] fazie jego wydalania. Szczego6lna dbatos¢ winna dotyczy¢ metodyki pobierania probek

krwi przy zakonczeniu dobowego wlewu Mtx, tak by wyeliminowac falszywie zawyzone

pomiary.
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Wykorzystanie stalej eliminacji fazy alfa do przewidywania zaburzonego wydalania leku w
praktyce klinicznej, wymagatoby okreslenia zakresu norm tego parametru, tak jak to dotyczy T,

obu faz wydalania HD-Mtx, oraz wskazania jego wartosci krytycznych.

7. Sprawnos¢ eliminacji Mtx i czynniki ryzyka zaburzonego klirensu leku

Badania eksperymentalne pozwolily na ustalenie warto$ci krytycznych stezenh Mtx w
okreslonych punktach czasowych jego wydalania. W zakresie dawek systemowych 1,5 — 4,5
g/m” sq one identyczne i to na nich, zgodnie z wytycznymi protokotu terapeutycznego, oparto

obecne badanie (21).

Farmakokinetyka HD-Mtx rozwazana jest zawsze w modelu dwukompartmentowym,
zaktadajacym wspohistnienie kompartmentu centralnego 1 obwodowego, w jakich lek jest
rozprowadzany, metabolizowany 1 z ktorych podlega eliminacji (8, 21, 36, 58, 68, 82, 93, 153,
167). Poczatkowo dynamika wydalania leku zalezy wprost od jego stgezenia we krwi, z czasem w
coraz wigkszym stopniu od jego uwalniania z tkanek. Znaczenie ma rowniez stopien wigzania
leku z biatkami no$nikowymi, ktorymi w przypadku Mtx sa albuminy (11, 18, 21, 36, 57, 129,
155, 160, 198). Udowodniono iz wiele lekow, takich jak salicylany 1 suflonamidy, konkurujac z
Mtx, wypiera go z polaczen z albuminami, co zdaniem niektorych autorow moze wptywac na
zwigkszenie wolnej frakcji leku we krwi 1 nasila¢ ostre toksycznosci terapii (82, 234). Mozna tez
znalez¢ opinie zgodnie z ktorymi lek zwiazany z bialkami nie przechodzi do tkanek, a zatem nie
jest aktywny, nie ulega jednoczesnie eliminacji, co moze przedtuza¢ w efekcie jego dziatanie.
Badania, ktorymi objgto 58 cykli z HD-Mtx nie potwierdzity wptywu stezenia albumin na
sprawnos¢ eliminacji Mtx (160). Rowniez w obecnym badaniu, w analizie jednoczynnikowej,

nie wykazano istotnego wptywu hipoalbuminemii na nasilenie bliskiej toksycznosci Mtx.

Metotreksat wydalany jest z organizmu gldéwnie z moczem, a w nieznacznym tylko stopniu
(okoto 10% podanej dawki) droga pasazu jelitowego. W ciagu pierwszych 6 - 12 godzin az 70%
leku jest eliminiowane w postaci niezmetabolizowanej przez nerki i to one sa kluczowym
narzadem, ktérego sprawne funkcjonowanie jest koniecznym warunkiem bezpiecznej podazy
HD-Mtx. Znacznie mniejsza czg$¢ leku jest metabolizowana w watrobie. Najwigksza aktywnos$¢
cytotoksyczna, przewyzszajaca wlasciwosci samego Mtx maja jego poliglutaminiany,
powstajace wewnatrzkomorkowo, w proporcji do zastosowanej dawki i czasu ekspozycji na
cytostatyk. Wywotana przez nie supresja MTHFR, syntazy tymidylanowej 1 dwu enzymow
zaangazowanych w synteze puryn de novo jest - w przeciwienstwie do Mtx - stabo, lub wcale nie
neutralizowana przez leukoworyng. W watrobie, skutkiem mechanizmow oksydacyjnych

powstaje 7-0H-Mtx, zachowujacy okoto 1/100 aktywnosci cytostatyku wobec MTHFR 1
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kilkukrotnie gorzej od niego rozpuszczalny w srodowisku wodnym. W trakcie krazenia jelitowo-
watrobowego leku, w wyniku aktywnosci flory jelitowej synetyzowany jest DAMPTA (kwas 4-
amino-4-dezoksy-N10-metylopteroilowy), ostatni z trzech metabolitow Mtx, majacy najstabsze

wlasciwosci cytotoksyczne (11, 18, 21, 36, 57, 197, 225, 234, 245).

W trakcie wydalania Mtx i jego metabolitow przez nerki, zachodza w nich trzy rownoczesne
procesy: przesaczania klgbuszkowego, wydalania 1 reabsorbcji cewkowej. Sprawnos¢ tych
procesOw zalezy zaréwno od przeptywu nerkowego (wydolnosci uktadu krazenia,
hiperhydratacji), jak 1 od stanu filtracji klgbuszkowej 1 prawidtowej funkcji kanalikow
nerkowych. Wydalaniu leku i jego metabolitow sprzyja hiperhydratacja 1 alkalizacja moczu,

gdyz w takim srodowisku sa one wielokrotnie tatwiej rozpuszczalne w cewkach nerkowych (11,
21, 36, 57,76, 93, 96, 113, 129, 148, 153, 193, 197, 234).

Zashigujaca na uwagg prace, zwiazang z tym tematem, opublikowali badacze japonscy, ktorzy w
randomizowanym badaniu z udziatem 30 dzieci z ALL wykazali, ze wyzsze st¢zenie sodu w
kroplowkach nawadniajacych w trakcie terapit HD-Mtx, sprzyja szybszej eliminacji leku do 48.

godziny cyklu, nie wptywajac jednoczesnie na wysokos$¢ stezen stacjonarnych leku (109).

Wiadomo, ze w przypadku zaburzonej funkcji nerek terapia HD-Mtx winna by¢ zmodyfikowana,
a dawka leku zredukowana. Jednak nawet pacjenci posiadajacy jedna nerk¢ moga by¢
bezpiecznie leczeni HD-Mtx. Wyktadnikiem uposledzonej funkcji nerek jest zazwyczaj

obnizony klirens kreatyniny. Jednakze, jak dowodza liczne badania, klirens kreatyniny
(niezalezny od procesow cewkowych) nie koreluje $cisle z klirensem nerkowym Mtx, ktory poza
filtracja kiebuszkowa jest tez zard6wno aktywnie resorbowany, jak i wydalany w cewkach
nerkowych. Dlatego dawkowanie Mtx, podobnie jak 1 leukoworyny, trudno jednoznacznie
opiera¢ na wartosci klirensu kreatyniny (8, 11, 21, 96, 107, 181, 234). Catkowity klirens Mtx, na
jaki skfada si¢ klirens nerkowy i metabolizm leku (a zatem w jakims$ stopniu funkcja watroby)
jest bardzo zmienny 1 waha si¢ w granicach: 50 —150 ml/min/m’ (11, 18, 21, 57, 66, 88, 107,
109, 159, 207, 223, 230, 257, 259, 269).

Przedtuzona eliminacja Mtx, podawanego dozylnie w wysokich dawkach, wystgpuje czgsto 1 jest
przedmiotem licznych doniesien. Wywola¢ ja moga m.in.: obecnos$¢ tzw. ,trzeciej przestrzeni” -
eskalujacej kompartment obwodowy, dysfunkcja nerek, interakcje wielu lekow, nieprawidlowa
dieta, a nawet wystgpujaca kilka dni weczesniej goraczka, lub dozylnie podany kontrast,
stosowany w radiologii (5, 11, 18, 19, 21, 36, 45, 46, 57, 79, 100, 148, 155, 159, 193, 198, 210,
232, 234).

W obecnie przedstawianym materiale, zgodnie z zaleceniami protokotu terapeutycznego

dotyczacymi warunkow realizacji chemioterapiit HD-Mtx, unikano w/w czynnikow ryzyka
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zaburzonego wydalania leku. Jednak Sciste przestrzeganie protokotu terapeutycznego nie daje
gwarancji zapewnienia prawidlowego klirensu leku, a tylko zmniejsza ryzyko jego zaburzen.
Nawet tak ekstremalne przypadki nefrotoksycznosci Mtx, ktore prowadza do ostrej
niewydolnosci nerek, zdarzajq si¢ nieprzewidywalnie 1 wciaz publikowane sa nowe doniesienia o

ich wystgpowaniu (17, 26, 50, 71, 80, 89, 94, 116, 121, 146, 164, 197, 216, 253, 254, 273).

W obecnym badaniu, ktorym obijeto tacznie 852 cykle, w tym 276 z Mtx w dawce 2 g/m’
(przeprowadzonych u 72 dzieci) i 576 cykli Mtx w dawce 3 g/m” (u 146 pacjentéw z ALL),
przedhuzona eliminacja leku dotyczyta w réznym stopniu: 44,4% 147,9% pacjentow, leczonych
Mtx odpowiednio w nizszej 1 wyzszej dawce (p=0,905) oraz 17% 1 17,5% chemioterapii
(p=0,662). Wysoko$¢ dawki Mtx (2 i 3 g/m’) nie miata zatem wplywu na ryzyko wystepowania
przedluzonego wydalania leku. Czgsto$¢ zaburzonej eliminacji Mtx odnotowana w niniejszym
badaniu jest podobna do przedstawianej w publikacjach innych autoréw, dotyczacych

stosowania porownywalnych dawek systemowych tego cytostatyku u dzieci.

W badaniu, ktorym objeto 134 dzieci, leczone 481 cyklami z HD-Mtx w dawkach: 0,9 — 3,7
g/m’, przedtuzone wydalanie leku wystapito w 22% cykli i byto zwiazane z: wyzszym AUC
leczonych, niskim pH moczu, wymiotami, obnizonym klirensem leku i staba diureza (183).

W polskiej publikacji, dotyczacej zastosowania u dzieci Mtx w dawce 1 g/m’ i 5 g/m’, dawka
nizsza wiazata si¢ z zaburzeniem wydalania leku tylko w 2,6% cykli. W przypadku Mtx
podanego w dawce 5 g/m’ nieprawidlowa eliminacje leku stwierdzono jednak az w 40% cykli
(257). Inne opracowanie, dotyczac 497 cykli Mtx w dawce 3 g/m’ i 5 g/m” wykazalo, iz tylko
12,1% chemioterapii wiazalo si¢ z zaburzeniem klirensu Mtx (263). Zaskakujaco niski odsetek
okoto 3% cykli powiklanych zaburzeniem eliminacji HD-Mtx przedstawili, w jednej z prac
badacze szweccy, w analizie dotyczacej az 1164 cykli Mtx w dawce 5 lub 8 g/n?,

zrealizowanych u 264 dzieci z ALL (213).

Eskalacja dawki Mtx, moze wplywa¢ na zmiang jego farmakokinetyki, prowadzac do wysycenia
procesOw metabolizmu cytostatyku, co w konsekwencji moze zwolni¢ klirens systemowy leku 1
zaburzy¢ jego eliminacje (153). Sa jednak argumenty podwazajace ta tez¢. Bardzo wysokie
dawki Mtx (12 g/m’), typowe dla leczenia miesaka kostnego, wiazaly si¢ z porownywalnym
ryzykiem zaburzenia wydalania leku, jak dawki w zakresie 2 - 5 g/m* (49% cykli), co moze
przemawia¢ za brakiem wptywu wysokosci dawki systemowej na czgstos¢ przediuzone;
eliminacji Mtx (268). Inna z prac podkresla znaczenie prawidlowej funkcji watroby,
odpowiadajacej w niewielkim stopniu za systemowy klirens leku, dla sprawnej eliminacji Mtx
(195). Na uwage zashuguje publikacja przedstawiajaca oceng 497 cykli z Mtx,

przeprowadzonych u 121 dzieci z ALL. Autorzy tej pracy uwazaja, ze zaburzenie wydalania leku
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podanego w dobowych wlewach w dawkach w zakresie: 3 - 5 g/m” nie zalezy od wysokosci

dawki, ale od indywidualnych cech osob leczonych (262).

Kolejny wazny problem dotyczy kwestii ewentualnego wptywu powtarzanej ekspozycji na HD-
Mtx na sprawnos$¢ wydalania cytostatyku. W obecnym badaniu istotnie czgsciej przedtuzona
eliminacja miala miejsce w pierwszym z czterech realizowanych cykli z Mtx, podanym w
nizszej dawce (2 g/m?). Ponowna ekspozycja na terapic HD-Mtx nie wiazala si¢ w tym
przypadku z wigkszym ryzykiem przedtuzonej eliminacji tego leku. W odniesieniu do wyzszej
dawki (3 g/m?), zaburzenie klirensu Mtx obserwowano takze najczesciej w pierwszych cyklach,
ale nie stwierdzono istotnych statystycznie r6éznic (tabela 12 1 13).

Obserwacja ta zbiega si¢ z wynikami badania, w ktorym oceniono az 4219 chemioterapii Mtx w
dawce: 7,5 — 12 g/m’, zastosowanych w leczeniu migsaka kosci (9). Autorzy tego doniesienia
podkreslaja fakt, iz to pierwsze cykle, czgsciej niz kolejne wigzaly si¢ z przedluzonym
wydalaniem Mtx. Brak wyzszego ryzyka zaburzonej eliminacji leku, w przypadku ponowne;j
ekspozycji na HD-Mtx podkreslaja takze inni autorzy (25). Inna z prac, po§wigcona tej tematyce
przedstawia, ze to drugi w kolejnosci cykl (z trzech zrealizowanych) wiazat si¢ z najwyzszym
odsetkiem (46%) zaburzen eliminacji tego cytostatyku. Natomiast w przypadku pierwszych
cykli, przedluzone wydalanie Mtx dotyczylo znaczaco nizszego (31%) odsetka chemioterapii

(262).

Kwestia kluczowego znaczenia wieku pacjentow dla farmakokinetyki wlewow HD-Mtx 1
wolniejszego systemowego klirensu leku u dzieci starszych, cechujacych si¢ mniejsza objgtoscia
dystrybuciji, jest dobrze zbadana 1 bywa przedmiotem wielu doniesien 1 opracowan dotyczacych
Mtx (11, 21, 88, 107, 159, 207, 223, 230, 234, 249).

Obserwacje, wynikajace z obecnego badania, rOwniez przemawiaja za wplywem wieku dzieci na
farmakokinetyke Mtx. W analizie, dotyczacej 208 pacjentéw leczonych Mtx w dwoch roznych
dawkach, przedtuzenie jego eliminacji w wigcej niz 1 na 4 zrealizowane cykle, dotyczyto 3-
krotnie cze$ciej najstarszych (ponad 10-letnich) dzieci w poréwnaniu z najmlodszymi (1-4 lata).
Narastajace liniowo wraz z wyzszym wiekiem leczonych ryzyko zaburzonego wydalania
wysokich dawek leku byto na pograniczu istotnosci statystycznej (p=0,08). Podobna tendencje
opisuja réwniez autorzy omawianego wczesniej opracowania (9). W innym badaniu, ktorym
objeto 122 dzieci z ALL, leczonych Mtx w dawce 5 g/m’, klirens systemowy leku wykazat
linijng zaleznos¢ od wieku pacjentéw 1 byt wyraznie wolniejszy w grupie dzieci ponad 10-letnich
(54). Chociaz w obecnym badaniu nie wyliczano klirensu Mtx, to na podstawie analizy
wysokosci stezen stacjonarnych i czgstosci zaburzonej eliminacji leku w trzech grupach

wiekowych pacjentéw (tabela 9 1 16), mozna posrednio wysnu¢ podobne wnioski.
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W jednym z badan, dotyczacym 23 dzieci z ALL, u ktorych zrealizowano 80 cykli z Mtx,
znaczaco szybszy klirens leku charakteryzowat dzieci ponizej 4 r.z. (153). To spostrzezenie
potwierdza takze Borsi, ktory uwaza, iz to dzieci w wieku 1 - 4 lata maja najszybszy klirens Mtx
(23). Inna z prac, po$wiecona farmakokinetyce Mtx w dawce 4 g/m’, przedstawia szczegolowa
analiz¢ zmian klirensu leku w okresie niemowlgctwa. Wykazano liniowy wzrost klirensu wraz z
wyzszym wiekiem niemowlat, faczacym si¢ z postgpujacym dojrzewaniem funkcjonalnym nerek
(230).

W obecnie przedstawianym badaniu nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu plci (p=0,28),
ani BMI (p=0,66) na czgstos¢ wystgpowania cykli z zaburzonym klirensem Mtx (tabela 151 17).
W nielicznych doniesieniach, odnoszacych si¢ do kwestii pici mozna znalez¢ podobne opinie
(153, 205). Z fizjologicznego punktu widzenia pokwitajacy chtopcy, skutkiem wptywu
testosteronu, stymulujacego procesy metaboliczne, moga szybciej metabolizowa¢ Mtx, lecz ten

mechanizm odgrywa tylko niewielka rol¢ w wydalaniu leku (11, 18, 21, 36, 155).

W publikacjach, poswigconych czynnikom wplywajacym na farmakokinetykge HD-Mtx, opinie
na temat roli stanu odzywienia pacjentoéw sa podzielone. Podobnie jak w obecnym badaniu, w
opracowaniu, ktorego przedmiotem analizy byt wplyw BMI na farmakokinetyke Mtx, sprawnos¢
wydalania cytostatyku (a zatem systemowy klirens leku) nie miat zwigzku z r6znym stanem
odzywienia 621 dzieci z ALL (83). Takze w pracy, dotyczacej Mtx w dawce 6 - 8 g/m’,
stosowanego u 42 dzieci z ALL, BMI nie wplywatl na farmakokinetyke tego leku (205).
Przeciwstawna tezg¢ formutuja jednak badacze, relacjonujacy przypadek ostrej niewydolnosci
nerek w mechanizmie martwicy cewkowej, jaka wystapita po podaniu niskiej dawki Mtx - 0,25
g/m” u otylego 16-latka z ALL. Jednym z wnioskow jest postulowana redukcja wysokich dawek
leku u pacjentéw z nadwaga, do wartosci odpowiadajacej naleznej masie ciata (197). W innym
opracowaniu, ktorego celem bylo okreslenie czynnikdéw ksztattujacych klirens leku i objgtosc
kompartmentu centralnego przedstawiono, na podstawie oceny 278 cykli Mtx w dawce 3 g/m’,
podawanym dzieciom z ALL, Ze jedynie wiek 1 masa ciata wptywaly na te parametry (8).
Podobnie, w dwu innych pracach, dotyczacych 24 1329 dzieci z ALL wykazano, ze masa ciala
wplywa na catkowity klirens wysokich dawek Mtx (88, 269). Uzasadnieniem teoretycznym tych
obserwacji jest fakt, iz otylo$¢ zwigksza kompartment obwodowy pacjentow, od ktorego zalezy

w duzej mierze pozniejsza faza eliminacji leku.

Ponadto, badania na wiasnym materiale wykazaty, ze zaden z wariantow polimorficznych
677C>T genu MTHFR nie wiazat si¢ z ryzykiem zaburzonego klirensu Mtx (p=0,54).
Z teoretycznego punktu widzenia, jakakolwiek posta¢ polimorfizmu genu MTHFR nie powinna

mie¢ wpltywu na sprawno$¢ wydalania Mtx. Jedynie geny kodujace transportery blonowe 1
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nos$niki zredukowanych folianéw RFC moga by¢ zaangazowane w ten proces. Liczne prace
podkreslaja wptyw polimorfizmoéw tych gendw m.in. na uzyskiwane wyniki leczenia pacjentow,
lub nawet stgzenia stacjonarne Mtx (1, 4, 30, 44, 61, 75, 114, 120, 217, 220, 243). Tematem
jednej z najnowszych prac jest np. wptyw polimorfizmu rodziny biatek opornosci wielolekowe;j
ABC na transport przezblonowy i eliminacj¢ Mtx. Wykazano, ze powszechne polimorficzne
warianty genowe, determinujace aktywnos¢ bialek ABC odgrywaja role w zmienne;j
farmakokinetyce leku ich nosicieli (177).

Mozna jednak znaleZz¢ nieliczne publikacje, w ktorych autorzy probuja przekona¢ o zwiazku
polimorfizmu genowego MTHFR z wydalaniem Mtx. W pracy dotyczacej 29 dzieci z ALL,
badano polimorfizmy kilku genéw zaangazowanych w gospodarke folianowa, m.in. 677C>T
MTHFR. Wykazano zwiazek wariantu TT z wyzszymi st¢zeniami leku w 48. godzinie eliminacji
Mtx (90). Na uwagg zastuguje praca, przedstawiajaca zwiazek wystapienia ostrej niewydolnosci
nerek (a zatem skrajnego zaburzenia eliminacji leku) w przebiegu terapit HD-Mtx, z

nosicielstwem wariantu TT polimorfizmu 677C>T MTHFR (236).

W podsumowaniu wynikow badan wiasnych nalezy podkresli¢, ze w analizie wieloczynnikowe]
przy uzyciu regresji logistycznej, uwzgledniajacej liczne wymieniane w literaturze zmienne,
tylko stezenie stacjonarne leku i stata eliminacji Mtx we wczesnej fazie jego szybkiego
wydalania, mialy istotny statystycznie wptyw na zaburzenie wydalania HD-Mtx. Natomiast inne
analizowane czynniki, takie jak: wysoko$¢ dawki systemowej Mtx (2 lub 3 g/m?), BMI,
polimorfizm genowy 677CT MTHFR, a nawet wiek pacjentow, nie wykazaty istotnego zwiazku

z przedhuzona eliminacja Mtx (tabela 24).

8. Bliskie toksycznosci terapii HD-Mtx u dzieci

Metotreksat, jako typowy antymetabolit dziata na fazg S cyklu komérkowego, zaburzajac
produkcj¢ zasad purynowych, DNA 1 biatek, a takze metylacj¢ wielu aminokwasow 1

metabolizm dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych (11, 18, 21, 36, 57, 87, 88, 133, 234,
245). Wigksza kinetyka podziatdéw komorek klonu nowotworowego 1 wynikajace z tego okoto 5-
krotnie wyzsze zapotrzebowanie na foliany, w poréwnaniu z prawidlowymi komérkami sprawia,
ze komorki bialaczkowe zostaja uszkodzone w znacznie wigkszym stopniu, skutkiem dziatania
Mtx. Wsrod prawidlowych tkanek najbardziej wrazliwe na jego wptyw sa zbudowane z szybko
dzielacych si¢ komorek: blona §luzowa przewodu pokarmowego, szpik kostny 1 gonady (18, 21,
47, 57, 234). Przedtuzona ekspozycja na cytotoksyczne st¢zenia leku wywotuje nieco wigksze
toksycznosci sluzéwkowe, w poréwnaniu z mielosupresja. Badania eksperymentalne, opisane

przez Chabnera we wczesnych latach 70. wykazaly, ze progowe stezenia hamujace syntezg¢ DNA
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w szpiku sa znaczaco wyzsze, niz stezenia odpowiedzialne za uszkodzenie bony §luzowe;j
zotadka 1jelit (30). Ten fakt tatwo wytlumaczy¢, wynikajaca z krazenia jelitowo-watrobowego
Mtx, wyzsza akumulacja tego leku w Sluzéwce przewodu pokarmowego, niz w szpiku kostnym
(30, 57, 234). Sa jednak doniesienia przedstawiajace wyniki badan, przemawiajacych za
przenikaniem Mtx do krwiotworczych komorek prekursorowych, stanowiacych jeden ze
swoistych elementow kompartmentu centralnego, a nastgpnie uwalnianiem go z erytrocytow do
krwi krazacej, co wydhiza dziatanie ogdInoustrojowe Mtx (93). Mielosupresja z odnowa
megaloblastyczna po dobowych wlewach kilkugramowych dawek leku nie stanowi jednak
zwykle istotniejszego problemu. Zaplanowane w protokole terapeutycznym przerwy pomigdzy
cyklami pozwalaja w pelni na odnow¢ hematopoezy, tak iz wyjatkowo toksycznos$ci szpikowe
zaburzaja planowy tok leczenia, lub zmuszaja do redukcji dawek merkaptopuryny, podawane;j

rowniez w leczeniu konsolidacyjnym ALL (111,152, 223, 234).

W obecnie przedstawianym badaniu takze potwierdzono bezpieczenstwo stosowania Mtx w
dawce 2 g/m” i 3 g/m’, powtarzanego czterokrotnie co 2 tygodnie u dzieci w remisji ALL.
Obserwowane toksycznosci szpikowe nie byly nasilone, wystgpowaly z porownywalng niska
czestoscia po cyklach Mtx w obu dawkach, dlatego ten typ toksyczno$ci pominigto w

szczegotowych analizach.

Wieloletnie do§wiadczenia ze stosowaniem Mtx w roznie wysokich dawkach systemowych u
dzieci dowiodly, ze tolerancja przez nie kilkugramowych dawek leku jest dobra. Dotyczy to
takze terapii skojarzonej ze stosowaniem innych cytostatykdéw, jak ma to miejsce w chtoniakach
lub biataczkach wysokiego ryzyka, a nawet tak ekstremalnych sytuaciji, jak leczenia dzieci po
przeszczepieniu watroby lub usunigciu jednej nerki (1, 11, 12, 21, 118, 183, 184, 214, 215, 228,
234, 245). Bardzo wysokie dawki Mtx, takie jak 33,6 g/m’, testowane przez amerykanska
pediatryczna grupe CCG, wiazaly si¢ juz ze znacznymi toksyczno$ciami ze strony szpiku 1
watroby oraz powaznymi zakazeniami, co zdecydowalo o zaniechaniu ich stosowania (149).
Zdarza sie jednak, ze w ekstremalnych sytuacjach, celem przelamania opornosci, stosowane sa
jeszeze wyzsze dawki Mtx. W jednej z prac dotyczacej dorostych, opisano terapig z uzyciem
tego leku w dawce 50 g/m’, podawanej w 6-godzinnych wlewach dozylnych w leczeniu
zaawansowanych postaci roznych nowotwordow. Nie opisano powazniejszych powiklan, a
obserwowany u 81% leczonych wzrost st¢zenia transaminaz w surowicy miat charakter
przejsciowy (182).

Wczesne objawy toksyczne w przebiegu stosowania HD-Mtx, cho¢ zwykle w petni odwracalne,
dotycza znaczacego odsetka leczonych, pomimo wystandaryzowania monitorowania tej terapii i

stosowania, gdy tylko jest to konieczne, wysokich dawek leukoworyny (9, 24, 38, 39, 71, 75,
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206, 210, 223). W przypadku zaburzonej eliminacji Mtx ostre toksycznos$ci leczenia sa zwiazane
nie tylko z przedluzona ekspozycja na lek. Wydaje sig, ze zar6wno na ich wystgpowanie, jak i
nasilenie ma wptyw znacznie wigcej czynnikdw, w tym m.in. indywidualnie zmienna,
uwarunkowana genetycznie wrazliwo$¢ osobnicza. Takze immunofenotyp biataczki i indeks
DNA maja tu kluczowe znaczenie. Wiele badan eksperymentalnych 1 klinicznych dowiodto, ze
blasty prekursoréw limfocytow linii B akumuluja znaczaco wigcej poliglutaminianow Mtx niz
linii T lub mieloidalnej (11, 67, 69, 124, 158, 170, 190, 225, 270). Réwniez hiperdiploidalne
postacie ALL, zwiazane zwykle z obecnos$cia dodatkowego chromosomu 21 (kodujacego glowne
bialko nosnikowe Mtx — RFC) i chromosomu 9 (kodujacego syntazg¢ poliglutaminianéw
folianowych) sa bardziej wrazliwe na dzialanie oraz toksycznosci Mtx (11, 14, 67, 69, 74, 105,
125, 133, 135, 158, 170, 225, 252, 270). Z kolei we wznowie choroby obserwuje si¢ zwykle
opornos¢ na wiele cytostatykow, w tym takze Mtx podawany w wysokich dawkach. Wsrod
nabytych mechanizméw opornos$ci na lek wymienia si¢: nizsza akumulacje leku w komorkach,
zwiazang z mniejsza aktywnoscia RFC, amplifikacj¢ genu MTHFR 1 wyzsza aktywnos$¢
kodowanego przez niego enzymu, ostabiona synteze¢ lub przyspieszony rozpad
poliglutaminianéw. W obserwowanej opornosci wielolekowej kluczowa rolg przypisuje sig
natomiast aktywnosci rodziny bialek MRP, warunkujacych funkcj¢ ATP-zaleznej pompy
intensywnie usuwajacej cytostatyki z wnetrza komoérek docelowych (11, 21, 69, 88, 105, 135,
177, 188, 219, 245, 250).

Wsrod czynnikow odpowiedzialnych za ostre toksycznosci terapii gldwne znaczenie przypisuje
si¢ wysokos$ci dawki, a przede wszystkim czasowi ekspozycji na st¢zenie terapeutyczne Mtx (18,
46, 87, 168, 175, 215, 234, 245, 258). Zaburzenie drugiej, wolnej fazy eliminacji naraza
pacjentéw na przedtuzona ekspozycje na lek i ma by¢ odpowiedzialne za wigkszo$¢ bliskich
toksycznosci terapii. W wielu badaniach dowiedziono, ze przedtuzone (24-36 godzinne) wlewy
Mtx w posrednich dawkach (0,5 — 1g/m’) sa rownie, lub nawet bardziej toksyczne, niz
kilkugodzinna podaz wysokich (kilkugramowych) dawek (11,18, 21, 36, 95, 234, 258, 263).

Za ten efekt odpowiedzialna jest wigksza liczba zdrowych komorek objetych dziataniem

cytostatyku, po ich naturalnym wejsciu w fazg S cyklu komoérkowego (18, 36).

Zgony, wynikajace z ostrej toksycznosci leczenia HD-Mtx, opisywane sa incydentalnie,
zwlaszcza w pracach z konca lat 70., kiedy wypracowywano dopiero zasady bezpieczne]
realizacji tej terapii. Dzi$§ przewaza opinia, ze w przeciwienstwie do innych cytostatykow,
ktorych toksyczno$¢ zalezy wprost od dawki, Mtx moze by¢ stosowany w tacznos$ci z
leukoworyna (a w ekstremalnych przypadkach z Carboxypeptydaza) w szerokim zakresie dawek,
bez ryzyka wywotywania zagrazajacych zyciu toksycznosci (1, 9, 18, 36, 116, 168, 182, 206,
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214, 234). W pracy z kofica lat 70., dotyczacej zastosowania Mtx w dawce: 1,5-10 g/m” w
leczeniu 43 dzieci z migsakiem kosciopochodnym, opisano zgony z toksycznosci wsrdd 7%
leczonych (162). W innej publikacji z podobnego okresu przedstawiono, ze zakonczone zgonem
powiklania septyczne wystapity u 6% pacjentéw leczonych HD-Mtx (246). Prace z lat
pOzniejszych nie sygnalizuja tego problemu.

W materiale wlasnym, dotyczacym 218 dzieci, u ktorych zrealizowano tacznie 853 cykle,
zagrazajace zyciu powiktania dotyczyly 2,3% leczonych 1 0,6% chemioterapii (2 przypadki
ostrej niewydolnosci nerek, 2 cigzkie zapalenia sSrodmiazszowe ptuc, 1 cigzki przebieg

posocznicy). U zadnego jednak dziecka nie doszto w przebiegu tych powiktan do zgonu.

8.1. Objawy toksyczne ze strony watroby

Wysokie systemowe dawki Mtx, podobnie jak przewlekta terapia niskimi dawkami tego leku,
powoduja czgsto przejsciowe podwyzszenie stgzen aminotransferaz, a rzadziej bilirubiny
catkowitej w surowicy. Z reguty to powiklanie nie jest nasilone, a jego przejSciowy charakter
umozliwia planowy tok dalszego leczenia (11, 36, 99, 126, 129, 215, 234, 257, 260).

W literaturze opisywane sa przypadki potwierdzonego histologicznie procesu widknienia
miazszu watroby, dotyczy to jednak zwykle dlugotrwalego stosowania niskich dawek Mtx, u
pacjentow z udokumentowanymi znacznymi toksycznosciami (11, 260). W jednej z prac nie
wykazano bezposredniego wptywu wysokosci dawki kumulacyjne; Mtx, podawanego
przewlekle w leczeniu tuszczycy u 63 pacjentdw, na stopien toksycznosci watrobowych,
polegajacych na wzroscie st¢zenia transaminaz w surowicy, co dotyczyto 32% chorych (42).

Z kolei w jednym z badan prospektywnych podniesiono rol¢ wczesniejszej dysfunkcji watroby w
podatnosci na hepatotoksycznos¢ HD-Mtx. Autorzy, oceniajac grupe 68 dzieci z ALL leczonych
Mtx w dawce 5 g/m’, obserwowali jedynie u 1,47% ostre objawy toksyczne ze strony watroby
(126). Jedna z cytowanych juz wczesniej prac opisuje dobra tolerancjg cytostatyku, stosowanego
w dawce 1,5-10 g/m’, w leczeniu dzieci z migsakiem ko$ciopochodnym. Na 349 zrealizowanych
chemioterapii, powiklania ze strony watroby stwierdzono zaledwie po 8,6% cykli, jednak 3
sposrod 43 pacjentow zmarto z powodu toksycznosci (162). W innej pracy, oceniajacej u dzieci
bliska toksycznosé 22 cykli Mtx w dawce 6-8 g/m’, przemijajacy wzrost stezenia
aminotransferaz stwierdzono w przebiegu 27% cykli (214). W krajowym doniesieniu,
dotyczacym 161 chemioterapii Mtx w dawce 12 g/m’, wykazano zwiazek miedzy
toksyczno$ciami watrobowymi w stopniu 1.- 4., jako dominujacym powikfaniem (po okoto 79%
cykli), a zaburzeniem eliminacji leku (215). Podobnie jak w innej polskiej pracy, autorzy
wyrazaja obawe, ze nawracajace epizody toksycznego zapalenia hepatocytow moga by¢
zwiazane z niepeina regeneracja migzszu watroby, a nawet z jej widknieniem (215, 260).
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W interesujacym opracowaniu z dwu krajowych osrodkéw pediatrycznych, oceniajacym
tolerancje Mtx w dawce 1 g/m’ (53 dzieci z ALL) oraz 5 g/m’ (14 pacjentow z chloniakami),
opisano istotny (p<0,0007) wzrost stgzen GOT oraz spadek stgzen biatka calkowitego
(p<0,0003) po cyklach w poréwnaniu do ich wyjsciowych wartosci. Zaburzenie funkcji watroby,

podobnie jak w doniesieniach innych autoréw bylo przejsciowe (257).

Obserwowane w materiale wlasnym toksycznos$ci ze strony watroby nalezaly do najczgstszych
rejestrowanych bliskich powiktan chemioterapii HD-Mtx. Definiowane jako: wzrost aktywnosci
dwu enzymow watrobowych — GOT 1 GPT, wzrost stezenia bilirubiny catkowitej, lub spadek -
zaleznych od ich produkcji watrobowej - stezen biatka catkowitego 1 albumin w surowicy
leczonych, zostaty ocenione facznie w 829 cyklach z oboma dawkami leku. Tak rozumiane
toksycznos$ci watrobowe zaznaczaly si¢ najwyrazniej w 3 - 7 dniu od rozpoczecia wlewu HD-
Mtx, byly przej$ciowe 1 nie miaty wpltywu na og6lny stan kliniczny pacjentow. Wszystkie te
laboratoryjne wykladniki dysfunkcji watroby, analizowane tacznie, dotyczyty okoto 1/3 cykli
oraz az 60% leczonych oboma HD-Mtx. W odniesieniu do aktywnosci aminotransferaz i
bilirubiny catkowitej, toksycznosci watrobowe spetniaty najczesciej kryteria 1. 1 2. stopnia
toksycznosci wg skali NCI-CTC, a tylko incydentalnie (3 % cykli), w przypadku nizszej dawki
leku — stopni 3. lub 4. Niespodziewanie, tak definiowane zaburzenie funkcji watroby miato
miejsce istotnie czesciej (p=0,024) w przebiegu cykli z nizsza dawka (2 g/m’) leku, niezaleznie
od sprawnosci wydalania Mtx. Zaburzenie klirensu Mtx nie mialo wptywu na istotny wzrost
czestosci wystgpowania tego rodzaju toksycznosci. Natomiast stwierdzono zwiazek czgstosci
wystgpowania hepatotoksycznos$ci ze stopniem odzywienia pacjentow. Znaczaco czesciej
(p=0,02) ten rodzaj powikian dotyczyt dzieci szczuptych (BMI < 25 percentyla), wystepujac w
tej grupie w przebiegu 40,7% realizowanych chemioterapii, w poréwnaniu z okoto 29% cykli u
pacjentéw normo- 1 hyperstenicznych (BMI>75 percentyla). Nieliczne prace dotyczace tego

aspektu bliskiej toksycznosci Mtx (83, 85) nie potwierdzaja jednak tego spostrzezenia.

W analizie, majacej na celu wylonienie parametréw biochemicznych okreslajacych czynnosé¢
watroby i najbardziej reagujacych na terapie HD-Mtx, najwigksze zmiany dotyczyly stezen
albumin 1 biatka calkowitego w surowicy, ktore istotnie obnizaly si¢ (p=0,0001), niezaleznie od
dawki 1 czasu ekspozycji na Mtx (tabela 27). Obserwacje t¢ mozna wiaza¢ z zaburzeniem
produkcji watrobowej albumin i innych biatek syntetyzowanych w tym narzadzie, przejsciowo
uszkodzonym skutkiem chemioterapit HD-Mtx. Wigksza dynamika zmian obu tych parametrow
dotyczyla cykli z Mtx podanym w nizszej dawce (rysunek 26 1 27). By¢ moze bylo to
spowodowane faktem, iz grupa leczona Mtx w dawce 2 g/m’ istotnie réznita sie pod wzgledem

BMI — znaczaco czgsciej (p=0,01) w pordwnaniu z leczonymi wyzsza dawka Mtx byly w niej
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dzieci szczuplejsze (tabela 3). Srednie stezenia albumin, jak i biatka catkowitego w surowicy
przed cyklami z Mtx w dawce 2 g/m’ byly jednak istotnie wyzsze, niz $rednie ich wartosci
sprzed cykli z dawka 3 g/m” (p odpowiednio: 0,008 i 0,005), co moze wskazywaé na wickszy
stopien uszkodzenia watroby u leczonych wyzsza systemowa dawka leku. Podobne wnioski
nasuwa analiza zmian $rednich st¢zen bilirubiny catkowitej, pod wpltywem chemioterapii HD-
Mtx. W badaniu stwierdzono istotny wzrost stgzen bilirubiny calkowitej w surowicy, niezaleznie
od stosowanej dawki leku 1 sprawnosci jego eliminacji. Rdznica ta byla istotnie bardziej nasilona
w przypadku wyzszej dawki Mtx. Niezaleznie od sprawnosci wydalania cytostatyku, Srednie
stgzenia bilirubiny catkowitej przed, jak i po cyklach Mtx byly wyzsze (p=0,0001) w przypadku
leczenia dawka 3 g/m’, co przemawia, podobnie jak w przypadku albumin i biatka, za wicksza

toksycznos$cia w stosunku do watroby wyzszej dawki cytostatyku (rysunek 28).

W opracowaniach, dotyczacych mechanizmu dzialania oraz toksycznosci Mtx, zaznacza sig, ze
wysokie dawki cytostatyku zaburzaja produkcje biatek (18, 21, 57), co zaobserwowano réwniez
w badaniu wlasnym. Jednak wigkszo$¢ prezentowanych w piSmiennictwie analiz skupia si¢ nie
tyle na zmianach st¢zen albumin lub biatka calkowitego w surowicy, co na czynnikach
krzepnigcia syntetyzowanych w watrobie. Obserwowane w przebiegu terapit HD-Mtx obnizenie
stgzen: bialka C 1S, AT III oraz wydluzenie APTT, ulegato normalizacji okoto jednego tygodnia

od zakonczenia chemioterapii 1 nie miato konsekwencji klinicznych (70, 233).

Stezenia transaminaz: GOT 1 GPT zachowywaly si¢ w materiale wlasnym bardzo zmiennie;
wzrastaly lub obnizaly sig, niezaleznie od dawki i sprawnosci wydalania leku. Istotny wzrost
stezen GOT (p=0,002) odnotowano jedynie w przypadku prawidtowej eliminacji Mtx podanego
w dawce 2 g/m’. Natomiast lek w dawce wyzszej (3 g/m’) powodowat w przebiegu wickszosci
cykli istotny statystycznie spadek stezen tej aminotransferazy (p=0,033). Przedtuzenie
ekspozycji na Mtx, niezaleznie od dawki leku wywotalo - paradoksalnie - czgsto obnizenie
stezenia GOT w surowicy (rysunek 29). W przypadku GPT zaobserwowano jeszcze bardziej
wyrazny brak wptywu dawki cytostatyku na wzrost stgzen tej aminotransferazy, gdyz w trakcie
cykli Mtx w dawce 3 g/m* w wiekszosci przypadkow stwierdzono, odwrotnie jak w przypadku
dawki 2 g/m’, spadki warto$ci tego enzymu. Identycznie zmieniata si¢ aktywno$é GPT w

surowicy, w przypadku zaburzonego wydalania leku.

Na podstawie analizy materiatu wlasnego nie odnotowano zatem jednoznacznego wzrostu stezen
obu aminotransferaz w surowicy pacjentéw, w trakcie leczenia HD-Mtx. Takie dane
przedstawione sa w wigkszosci publikacji poswigconych bliskim toksycznosciom terapii

zaro6wno niskimi, jak wysokimi dawkami Mtx, cho¢ jednoczesnie podkreslony jest zwykle
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przemijajacy charakter wzrostu aktywnosci aminotransferaz w surowicy (12, 18, 21, 36, 85, 129,

155, 162, 175, 182, 184, 209, 214, 215, 234, 245).

Cho¢ wyniki badan wilasnych nie wykazaty jednoznacznie toksycznego wplywu terapiit HD-Mtx
w dawkach 2 — 3 g/m” na funkcje watroby, w zakresie stezen dwu podstawowych
aminotransferaz, to monitorowanie jej funkcji w trakcie chemioterapii Mtx jest konieczne,
zwlaszcza w przypadku przedtuzonego dziatania cytostatyku. Dotyczy to, poza GOT 1 GPT
rowniez kontroli stgzen biatka calkowitego, albumin oraz bilirubiny calkowitej w surowicy
leczonych. Obserwacje wiasne 1 doniesienia z literatury podkreslaja fakt szczegdlnego narazenia
niektorych pacjentow na toksyczno$¢ ze strony watroby oraz znaczenie powtarzajacej si¢
chemioterapii na obciazenie tego narzadu. Niektorzy autorzy podkreslaja, ze terapia HD-Mtx
moze takze wptywac na zaburzenie procesow oksydacyjnych w hepatocytach, nasila¢
toksycznos¢ wielu lekéw metabolizowanych w watrobie oraz powodowac postepujacy proces
wloknienia tego narzadu, co zdarza si¢ jednak czesciej w przypadku dlugiego stosowania niskich

dawek tego cytostatyku (11, 18, 36, 215, 256, 260).

8.2. Nudnos$ci i wymioty

Jedna z czgstszych bliskich toksycznosci klinicznych, zwigzanych z leczeniem HD-Mtx, sa
nudnosci 1 wymioty, ktorych nasilenie nie zawsze koreluje z zaburzeniem eliminacji leku, a
zalezy w duzym stopniu od indywidualnej wrazliwosci leczonych (11, 21, 36, 234). Jednak
niewiele opracowan dotyczacych bliskich powiktan terapii HD-Mtx wymienia wsrdd nich
nudnosci 1 wymioty, a wsrod wymienianych dziatan prewencyjnych, zabezpieczajacych przed
ryzykiem ostrych toksycznosci HD-Mtx, obok monitorowania funkcji nerek i eliminacji leku,
nawodnienia z alkalizacja rzadko wymieniane jest postgpowanie antyemetogenne (11, 18, 21, 36,
129, 155, 234). Najprawdopodobniej wysokos$¢ najcze¢sciej stosowanych dawek systemowych
leku nie odgrywa zasadniczej roli w nasileniu nudnosci 1 wymiotow. Wsrdd opisanych bliskich
powiktan ekstremalnie wysokich dawek leku, takich jak 33,6 g/m”, nie wymieniono tego rodzaju
toksycznoscei (149). W pracy dotyczacej dorostych, leczonych dawka 50 g/m® wymioty, cho¢ nie
nasilone, dotyczyty jednak 66% cykli (182). Jedno z doniesien, poswigconych 4-godzinnym
wlewom Mtx w dawce 5 g/m’, podkresla wplyw wysokich stezen tego leku w surowicy,
uzyskiwanych po zakonczeniu podazy cytostatyku, na wigksze ryzyko nasilonych nudnosci 1
wymiotéw (5). W krajowym opracowaniu, dotyczacym tolerancji Mtx w dawce 12 g/m?,
stosowanego w leczeniu dzieci z migsakiem kosciopochodnym, na podstawie analizy 161 cykli

przedstawiono, ze ten rodzaj bliskiej toksycznosci wystapit w 3,1% chemioterapii (215).
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W obecnym badaniu, ktorym objeto 276 cykli Mtx w dawce 2 g/m’ i 553 cykle w dawce 3 g/m’,
podobnie jak w innych pracach, najcz¢stsza kliniczna toksycznos$cia byly nudnosci 1 wymioty,
obserwowane od 1 doby chemioterapii. Ich czgstos¢ zalezala od zastosowanej dawki Mtx, ktora
wiazala si¢ takze z jedno- lub trojlekowa terapia dokanatowa (aneks 1). Trudno oceni¢ na ile
nudnos$ci 1 wymioty byly powiktaniem zwigzanym z wysoka dawka systemowa Mtx, a na ile z
rownoczesng terapia dokanatowa, a takze z technika jej wykonania. W analizie, ktora objeto 829
cykli z Mtx w dwoch dawkach ( 2 g/m” i 3 g/m?), trojlekowa terapia dokanalowa zwiazana z
wyzsza systemowa dawka leku taczyla si¢ z istotnie czgstszym (p=0,019) wystgpowaniem
wymiotow (tabela 28). Ogodlnie nudnosci 1 wymioty, najczesciej w stopniu 1. 1 2. w skali NCI-
CTC, dotyczyly 53% dzieci leczonych Mtx w dawce 3 g/m’ i 44% leczonych Mtx w dawce 2
g/m’ oraz okoto 1/3 cykli z zaburzonym klirensem leku. Niewatpliwie czynnikiem, ktory istotnie
zwigkszat czgsto$¢ wystgpowania tego powikiania w trakcie realizacji chemioterapii, byto
zaburzenie klirensu Mtx. Réznica ta byta wyrazniejsza w przypadku wyzszej dawki leku
(p=0,0001), ale i dla dawki 2 g/m” wykazano istotno$¢ statystyczna (p=0,024). Nasilenie
nudnos$ci 1 wymiotow zalezato rowniez od czasu ekspozycji na Mtx, gdyz wyzsze stopnie tych
powiklan (stopien 2., a zwlaszcza 3. w skali NCI-CTC) byly znaczaco zwiazane z zaburzonym
wydalaniem leku (rysunek 33), co znalazlo szczeg6lny wyraz w dwoch przypadkach ostrej

niewydolnosci nerek.

W analizie materialu wlasnego, obejmujacej tacznie 829 cykli z obu dawkami Mtx, wykazano
zwiazek czgstosci wystgpowania tego powiktania z wiekiem leczonych. Istotnie czgsciej
nudnosci 1/lub wymioty odnotowano u najstarszych dzieci (ponad 10-letnich), co dotyczyto
okoto 1/3 zrealizowanych w tej grupie wiekowej chemioterapii. Wsrdd najmtodszych pacjentow
(w wieku 1 - 4 lat) to powikfanie wystapito w trakcie 15% cykli. W analizie, z uzyciem testu chi-
kwadrat Pearsona, czgsto$¢ nudnosci i wymiotéw w trakcie chemioterapii HD-Mtx wzrastata
liniowo wraz z wyzszym wiekiem leczonych dzieci, a r6znice migdzy trzema grupami

wiekowymi byly istotne statystycznie (p=0,001).

8.3. Powiklania infekcyjne

Wsréd bliskich toksycznosci chemioterapit HD-Mtx zakazenia nie sa wymieniane w literaturze
jako typowe powiktania. Konsolidacja remisji ALL-SR u dzieci, ktorej filarem jest Mtx
stosowany w kilkugramowych dawkach w dobowych wlewach jako monoterapia (pomijajac
merkaptopuryng podawana doustnie w niskich dawkach), stanowi po leczeniu indukcyjnym
okres wyraznie tagodniejszej chemioterapii. Mielosupresja, zwykle pod postacia leukopenii w

tym okresie leczenia wystepuje bardzo rzadko, a jesli si¢ zdarza to trwa krotko 1 nie jest nasilona
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oraz wiaze si¢ zwykle z przedtuzona ekspozycja na lek (11, 21, 31, 143, 152, 162, 175, 182, 215,
222,223,234, 262, 263). Mialo to miejsce rOwniez w materiale, poddanym obecnej analizie.

Niewiele jest doniesien na temat znaczenia udokumentowanej immunosupresji na tym etapie
leczenia. Aby w pelni oceni¢ wptyw terapii HD-Mtx na nasilenie powikian infekcyjnych,
nalezaloby zaplanowa¢ prospektywne badania oceniajace status immunologiczny pacjentéw i
czestos¢ oraz nasilenie zakazen wystepujacych na réznych etapach terapii ALL. Doniesienia z
literatury o wystepujacych w trakcie leczenia HD-Mtx powiklaniach infekcyjnych sa bardzo
skape. Opisane 4 przypadki cigzkiego przebiegu srodmiazszowego zapalenia ptuc, w rozwoju
ktorego obok udzialu wirusow mogta mie¢ udziat reakcja alergiczna na Mtx, dotyczyly
stosowania niskich dawek leku u pacjentow w remisji ALL, prawdopodobnie w immunosupresji
wywotanej dlugim wczesniejszym leczeniem (123). Nathan pisze o duzej liczbie powiktan
septycznych po zastosowaniu Mtx w ekstremalnych dawkach 33,6 g/m’ (55). Do$wiadczenie
Balisa z ta sama dawka leku u 22 dzieci z ALL nie potwierdzito jednak tych spostrzezen (12). W
innej publikaciji, dotyczacej 21 cykli z Mtx w dawce 5 g/m’ po 1 cyklu ze znacznie zaburzona

eliminacja leku doszto do posocznicy (259).

W badaniu wlasnym, obejmujacym tacznie 829 chemioterapii, czgsto$¢ zakazen byla istotnie
wigksza w przypadku wyzszej dawki leku (p=0,008) oraz wyraznie rosta w sytuacji przedluzone;
ekspozycji na lek. Dotyczyla wowczas az 1/5 chemioterapii Mtx w dawce 2 g/m’ i 1/3 cykli z
dawka wyzsza. W przypadku dawki 3 g/m”* op6zniona eliminacja leku leku istotnie zwigkszata
(p=0,026) czestos¢ tych powikian (tabela 28). Powazniejsze zakazenia (w stopniu 2. 1 3.) byly
bardzo rzadkie, wystgpowaty z podobna czg¢stoscia w przypadku obu dawek 1 znamiennie
czesciej w sytuacji zaburzonej eliminacji Mtx. Powiklanie to dotyczylo, niezaleznie od klirensu
leku istotnie czesciej (p=0,027) dzieci leczonych wyzsza dawka Mtx (tabela 30). Zagrazajace
zyciu zakazenia wystapity u 1,38% leczonych, w przebiegu 0,36% cykli chemioterapii. U
dwojga dzieci cigzkie zapalenie srddmiazszowe ptuc wymagato leczenia w oddziatach
intensywnej terapii 1 wspomagania oddechu, u innego pacjenta ci¢zki przebieg miata posocznica.
Nalezy podkresli¢, ze w czasie terapii HD-Mtx zrealizowanej na etapie konsolidacji remisji u
218 dzieci z ALL-SR na przestrzeni 14 lat, nie zmart zaden pacjent. Opisywane w literaturze, na
tym etapie leczenia, zgony dzieci dotycza pojedynczych przypadkéw cigzkiego przebiegu
zakazen, czesto majacych zwiazek ze znacznie przedluzonym wydalaniem Mtx (18, 162, 234,

246, 264).

8.4. Zapalenie Sluzowek przewodu pokarmowego i odczyn ze strony skory
Stan zapalny sluzowek, oceniany na podstawie ich wygladu w jamie ustnej jest najczgstsza, obok
nudnosci, kliniczna toksyczno$cia, zaleznag w mniejszym stopniu od wysokosci HD-Mtx, a
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gldwnie od czasu ekspozycji na cytotoksyczne stezenia cytostatyku (5, 11, 18, 21, 31, 99, 130,
160, 178, 182, 183, 209, 234, 259, 262, 263). Zauwazalna jest jednak takze indywidualna
predyspozycja do wystgpowania tego powiktania jak i jego nasilenia, podobnie jak jest to
obserwowane w przypadku wymiotow. Szczegolnie wyrazone toksycznosci Sluzéwkowe
opisywane sa po cyklach z ekstremalnie zaburzonym wydalaniem leku, w przypadkach ostrej

niewydolnosci nerek w trakcie chemioterapit HD-Mtx (71, 80, 121, 164, 210).

Nowym, niezwykle skutecznym lekiem, w przypadkach nasilonych (stopien 3. 1 4. wg NCI-
CTC) toksycznosci §luzowkowych jest palifermin, ograniczajacy stopien i czas trwania
odczynow, jak 1 wiklajacych je zakazen (199). Nie byt on jednak dostgpny w okresie realizacji

chemioterapii HD-Mtx ocenianej w badaniu wiasnym.

W pracy analizujacej bliskie toksycznosci 349 cykli z Mtx w dawce: 1,5 - 10 g/m’,
zastosowanym u 43 dzieci z migsakiem kosciopochodnym, stan zapalny sluzowek dominowat
wsrdd obserwowanych toksycznosci 1 dotyczyt 8,6% cykli. Na jego nasilenie miata wplyw
wyzsza dawka kumulacyjna cytostatyku 1 wyzszy (powyzej 15 r.z.) wiek pacjentow (162). W
innym doniesieniu podkreslono fakt, ze zapalenie §luzowek wystepuje czgsto rowniez przy
prawidtowej eliminacji Mtx stosowanego w dawce 5 - 8 g/m’ (223). W innej pracy wykazano, ze
zapalenie Sluzowek dotyczylo az 39% cykli z prawidlowym wydalaniem leku 1 nie korelowato ze
stezeniem leku w $linie leczonych dzieci (176). Jest to zgodne takze ze spostrzezeniami z
obecnie przedstawianego materiatu, ze istnieja pacjenci reagujacy nasilonymi toksycznosciami
Sluzéwkowymi po kazdym cyklu HD-Mtx, niezaleznie od sprawnosci wydalania leku. Analiza
obejmujaca 481 chemioterapii z Mtx w dawce 0,9 - 3,7 g/m” u 134 dzieci z ALL wykazata (bez
precyzowania zwiazku ze sprawnoscia wydalania leku), ze umiarkowane zapalenie §luzéwek
wystapito po 26% cykli (183). W innej pracy, dotyczacej dobowych wlewow Mtx w dawce

3 g/m” u 49 dzieci z ALL, podkreslono kluczowe znaczenie przediuzonej ekspozyciji pacjentow
na cytotoksyczne ste¢zenia Mtx na rozwoj tego powiklania. Autorzy odnotowali ten rodzaj
toksycznosci az u 49% dzieci, a nasilenie stanu zapalnego §luzowek u 83% oceniono jako 1. lub
2. stopien (130). Inne opracowania podaja mniejsza, kilku- lub kilkunastoprocentowa czgstos¢

tego powikfania (214, 215).

Toksyczne odczyny skorne opisywane sa w literaturze niezwykle rzadko. W dwu doniesieniach
na ten temat przedstawiono opis trzech przypadkow tzw. reakcji Burgdorfa, polegajacej na
zmianach rumieniowo-pecherzowo-tuszczacych skory dioni 1 placow, po przedtuzonej eliminacji
Mtx (251, 261). Inna kazuistyczna praca opisuje bolesne zmiany rumieniowe palcow dtoni i
stop, z nastepowym luszczeniem naskorka, jakie wystapity u 1,5% dzieci leczonych Mtx w

dawce 3 - 8 g/m’. Pacjenci prawidlowo eliminowali Mtx, zmiany ustepowaly w ciagu tygodnia, a
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kolejne cykle nie powodowaly takich toksycznosci (140). Opisano roOwniez dramatyczny
przebieg toksycznego martwiczego odczynu skornego u 15-letniego chiopca, leczonego Mtx w
dawce 5 g/m” (wydalanym w sposob przedtuzony), skojarzonym z réownoczesna podaza
biseptolu. Uogdlnione pgcherzowo-wrzodziejace zmiany skorne, powiktane nadkazeniem, objely

90% powierzchni ciafa 1 doprowadzilty do zgonu wsrdd objawdw wstrzasu septycznego (264).

W literaturze znalez¢ mozna takze rzadkie opisy uogolnionych odczyndw alergicznych na Mtx,
majacych postac rashu, obrz¢gkow, niekiedy manifestacji ptucnej z kaszlem 1 dusznoscia,
wynikajacych ze zmian zapalnych drobnych naczyn krwionosnych 1 objawow przesigkania -

leczonych skutecznie sterydami 1 lekami antyhistaminowymi obu generacji (49, 123, 265).

W materiale wlasnym, na podstawie oceny 829 cykli z HD-Mtx zrealizowanych u 218 dzieci,
czestos¢ zapalenia Sluzoéwek jamy ustnej, pomimo wczesnie wdrazanego postepowania
pielggnacyjno-dietetycznego, dotyczyta znaczaco czesciej (p=0,008), niezaleznie od sprawnosci
wydalania leku, pacjentow otrzymujacych wyzsza dawke systemowa (tabela 30). Powiktanie to,
w réznym nasileniu, obserwowano u 15,3% dzieci, leczonych dawka 2 g/m”, w poréwnaniu do
32,2% pacjentow, ktorzy otrzymywali Mtx w dawce 3 g/m’. Przedtuzona eliminacja byta
czynnikiem istotnie zwigkszajacym zaro6wno czg¢sto$¢ wystgpowania, jak i stopien nasilenia
zapalenia §luzowek (odpowiednio: p=0,03 1 0,05), w przypadku obu stosowanych dawek.
Maksymalne nasilenie zapalenia §luzowek nie przekroczylto 3. stopnia w skali NCI-CTC. W
analizie z zastosowaniem testu chi-kwadrat Pearsona wykazano istotna zalezno$¢ (p=0,029)
czgstosci zapalenia sluzowek jamy ustnej od wieku leczonych. Blisko dwukrotnie czgsciej
powiklanie to dotyczyto cykli (16,4 %) przeprowadzonych w grupie najstarszych dzieci
(powyzejl0 r.z.), w poréwnaniu do dwu grup mtodszych pacjentow ( 9,5 % 1 8,4 % cykli).
Obserwacja ta koreluje ze spostrzezeniami innych autoréw oraz faktem wigkszego narazenia

starszych dzieci na przedtuzone wydalanie leku (9, 54, 88, 107, 153, 162, 249).

Biegunki wystepowaly rzadko i dotyczyly w odniesieniu do obu dawek Mtx 2 g/m’ i 3 g/m’
odpowiednio: 13,9 % 1 12,3 % leczonych. Wyzsza dawka cytostatyku nie zwigkszata czgstosci
ich wystepowania (tabela 30). Biegunki, obok toksycznego dziatania Mtx, w czgsci byty
spowodowane zakazeniem. W przypadku Mtx w dawce 2 g/m’ czesto$¢ ich wystepowania byla
istotnie wyzsza (p=0,023) przy zaburzeniu eliminacji Mtx. Nasilenie tego powiklania oceniano

zwykle jako 1. lub 2. stopien.

Toksyczno$ci skdrne w obecnie przedstawianym materiale, podobnie jak w literaturze byty
rzadkie 1 nie przekraczaly 2. stopnia w skali WHO. Niezaleznie od sprawnosci wydalania Mtx
powikfanie to obserwowano u 5,6% leczonych dawka 2 g/m’ oraz 9,6% dzieci leczonych dawka

3 g/m”. Roznice migdzy grupami nie byly istotne statystycznie (p=0,309). W przypadku
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zaburzonej eliminacji Mtx czgsto$¢ wystgpowania toksycznosci skornych byta wyzsza, a istotne

roznice dotyczyly tylko nizszej dawki leku (p=0,05).

8.5. Ostre toksycznosci ze strony osSrodkowego ukladu nerwowego

Eliminacja profilaktycznej RT mézgowia u wigkszosci dzieci z ALL znaczaco ograniczyla
czestos$¢ zardwno ostrych, jak 1 odlegltych powikian ze strony uktadu nerwowego. Mtx podany w
wysokich dawkach systemowych rzadko wywoluje ostre objawy toksyczne, odpowiadajace 3.
stopniowi w skali NCI-CTC, jednak opisy takich powiklan naleza do liczniejszych w literaturze
(36, 60,92, 108, 115, 118, 138, 143). Na podstawie danych literaturowych, czgstos¢ ostrych
toksycznosci ze strony OUN oceniana jest w granicach 5 - 15% cykli z HD-Mtx (11, 36).
Symptomatologia ostrych, lub podostrych toksycznosci ze strony uktadu nerwowego obejmuje
objawy mielo- 1 encefalopatii (drgawki 1 niedowlady) lub nasilonego odczynu zapalnego ze
strony pajeczynowki. Za ich powstanie obcigza si¢ zaburzenie metabolizmu dlugotancuchowych
kwasow tluszczowych i zaleznej od nich syntezy neurotransmiteréw mozgu, niedobor
zredukowanych folianow, a zwlaszcza szkodliwy wptyw homocysteiny, ktorej metylacje 1
przemiang¢ w metioning blokuje Mtx (18, 21, 56, 111, 115, 141, 150, 164, 173, 242).
Homocysteina w wysokim stgzeniu uszkadza endotelium naczyn mézgowia, co wywotuje
powiklania niedokrwienne. Dodatkowo jej metabolity zaburzaja syntez¢ dopaminy, serotoniny
oraz metylacjg biatek niezbednych w procesie mielinizacji, a jako agonisci receptorow NMDA
(N-metyl-D-aspartatu), moga wywota¢ drgawki i martwicg neuronow mozgu (56, 104, 115, 141,
173). Opisane mechanizmy leza u podloza zmian o charakterze leukoencefalopatii polekowej. W
dwu niezaleznych badaniach, metoda chromatografii cieczowej potwierdzono wysokie stezenia
homocysteiny 1 jej pochodnych w ptynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow z ostrymi objawami
neurotoksycznymi po HD-Mtx (56, 173). Nie mozna takze pomina¢ opinii dotyczacych wplywu
polimorfizmoéw wielu enzymow, zaangazowanych w produkcj¢ i funkcjonowanie

neurotransmiterdéw mozgu, na ryzyko takich powiktan (56, 115).

Wedhug autoréw jednej z prac, w postgpowaniu terapeutycznym oraz profilaktyce ostrych
neurotoksycznosci HD-Mtx, poza dzialaniem objawowym, szczeg6lna przydatnos¢
przypisywana jest dekstrometorfanowi (acodin), antagoniscie receptoréw NMDA (56). W innej
publikacji rekomendowano laczne zastosowanie trimetyloglicyny (stosowanej w leczeniu
homocystynurii) z kwasem foliowym 1 wysokimi dawkami witaminy B6 (173). Z kolei Cohen,
na podstawie przeprowadzonej metaanalizy wyraza poglad, iz adekwatne zastosowanie
leukoworyny moze skutecznie zapobiega¢ neurotoksycznosci HD-Mtx, nie ostabiajac

cytotoksycznego dziatania leku wobec limfoblastow (38, 39).
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W diagnostyce powiktan ze strony OUN szczegolnie pomocne sa metody obrazowania
moézgowia, wsrod ktorych najczulszym jest badanie metoda MRI (62, 76, 128, 179, 194, 271).
Pojedyncze prace donosza o przydatnosci zwolnionego zapisu EEG lub badania PET z uzyciem
glukozy, ktorej metabolizm w OUN jak 1 metabolizm mieliny, maja by¢ w tych przypadkach
obnizone (48, 112, 113, 211). Do klasycznych obrazow MRI, zwiazanych z encefalopatia po
HD-Mtx, wtérnag wobec martwiczego zapalenia naczyn, zalicza si¢ zmiany hyperdensyjne w
istocie biatej okotokomorowej w obrazach T2 zaleznych, z typowymi dla leukoencefalopatii
zwapnieniami (128, 271). Inne opisy dotycza przemijajacego obrzgku cytotoksycznego istoty
biatej lub ogniskowej demielinizacji (62, 111).

Ostre toksycznosci ze strony OUN, pomimo groznego nieraz obrazu klinicznego sa z reguly
przejsciowe, co jest zgodne z obserwacjami wiasnymi. Ostre powiktania obejmuja: ogniskowe
drgawki, przemijajace porazenie polowicze, splatanie, objawy opuszkowe, zaburzenia mowy 1
widzenia. Objawy pojawiaja si¢ do tygodnia od podania HD-Mtx, zwykle ustgpuja w ciagu kilku
dni (rzadko tygodni), umozliwiajac planowa kontynuacjg leczenia konsolidacyjnego i nie
pozostawiaja trwalych objawow ubytkowych (12, 36, 56, 60, 62, 91, 142, 150, 173, 187, 191,
194, 271). Znane jest takze zarowno lokalne, jak 1 systemowe dziatanie toksyczne Mtx,
podanego dokanatowo; do incydentalnych zdarzen naleza nasilone toksycznosci, o charakterze
ostrej mielopatii (6, 13, 129, 187). Zwykle ostre objawy toksyczne ze strony OUN, zwigzane z
punkcja ledzwiowa sa tagodne 1 ograniczone do przejsciowych nudnosci 1 wymiotow, boli glowy
1 plecow, sztywnosci karku lub epizodu goraczki (18, 36, 129).

W jednej z amerykanskich prac z konca lat 80. przedstawiono poréwnanie skutecznosci Mtx w
dawce 1 g/m” z RT w dawce 18 Gy, potaczona z terapia dokanatowa. W badaniu
randomizowanym dotyczacym 309 dzieci z ALL drgawki wystapity u 1,9% leczonych HD-Mtx
oraz u 9,6% pacjentow, u ktérych po RT kontynuowano terapeutyczne nakhucia lgdzwiowe (1).
W innym badaniu przejsciowa podostra encefalopatia, ktorej objawy ujawniaty si¢ srednio po 6
dniach od podania HD-Mtx, miata miejsce u 4,8% dzieci z prawidlowym klirensem tego leku
(194). Wiele opracowan przedstawia, ze znacznie przedluzona ekspozycja na st¢zenia
cytotoksyczne Mtx w przypadkach ostrej niewydolnosci nerek w trakcie HD-Mtx, wiaze si¢ z
epizodami drgawek lub encefalopatii, podobnie jak z nasilonym zapaleniem §luzoéwek jamy
ustnej (121, 210). Interesujace wnioski formutuja autorzy pracy, dotyczacej 33 dzieci z ALL
leczonych HD-Mtx. W badaniu prospektywnym zastosowano kilkukrotne obrazowanie
moézgowia metoda MRI 1 testy neuropsychologiczne. Stwierdzono, ze leukoencefalopatia nie
zalezy od wysokosci zastosowanej dawki Mtx, lecz od wieku pacjenta 1 czgstosci cykli. Dzieci
mlodsze, ktorych mielina ma mniejsza stabilno$¢, sa bardziej podatne na wtorne wobec
niedotlenienia uszkodzenia oligodendrogleju. Najbardziej wrazliwa okolica to najpdzniej
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mielinizowana wyscidtka komor bocznych okolic czotowo-skroniowych. Czgsto powtarzane
cykle z HD-Mtx nie pozwalaja na regeneracjg istoty bialej (156). Badacze z francuskiej grupy
FRALLE, na podstawie analizy wystgpowania ostrych objawow neurotoksycznych u 3,7 %
pacjentow w grupie 1395 dzieci z ALL leczonych Mtx w dawce 1,5 g/m” i 8 g/m”, odnotowali
natomiast istotng korelacj¢ (p=0,01) neuropatii rdzeniowej 1 encefalopatii z wiekiem powyzej 10

r.z. (60).

W obecnie analizowanym materiale, obejmujacym 829 cykli HD-Mtx, nasilone objawy (2. 1 3.
stopien wg NCI-CTC) toksyczne ze strony OUN (za wyjatkiem nudno$ci i wymiotow) wystapity
jedynie w przebiegu dwu cykli (0,29%) u dwojga dzieci (0,92%), ktore otrzymaty Mtx w dawce
3 g/m’ i trzy leki dokanatowo. U jednego z tych dzieci, przy prawidlowej eliminacji leku doszto
do jednorazowego epizodu drgawek kloniczno-tonicznych, ktore nie pozostawily zadnych
trwalych objawow ubytkowych. U drugiego pacjenta, z obnizonym klirensem Mtx obserwowano
przemijajace zaburzenia o charakterze znacznego rozdraznienia i niepokoju w drugiej dobie
chemioterapii. W obu przypadkach obserwowane toksycznosci miaty charakter jednorazowy i
krétkotrwaty, nie spowodowaly trwatego uszczerbku na zdrowiu leczonych 1 umozliwity
planowa kontynuacje¢ leczenia. Typowe objawy podraznienia opony pajgczej (stopien 1. wg NCI-
CTC) byly rzadkie. W przypadku Mtx w dawce 2 g/m* wystapily tylko w przebiegu cykli o
prawidlowym wydalaniu leku 1 dotyczyly 2,2% chemioterapii u 5,6% leczonych. Przedtuzona
ekspozycja na Mtx, podany w dawce 3 g/m’ nasilala czesto$é objawow podraznienia opony
pajeczej (3,1% cykli u 4,8% dzieci), ale réznice migdzy grupami nie byly istotne (p=0,11).

Nudnosci 1 wymioty, towarzyszace terapiit HD-Mtx omoéwiono wczesniej (rozdziat 8.2).

8.6. Ostra niewydolnos¢ nerek

Ostra niewydolnos$¢ nerek w przebiegu leczenia HD-Mtx wystgpuje bardzo rzadko, ale jest
najpowazniejszym ostrym powiklaniem tej terapii, stanowiacym potencjalne zagrozenie zycia.
Przestrzeganie wszystkich warunkow bezpieczenstwa realizacji leczenia HD-Mtx, zgodnie ze
znanymi standardami (m.in. prawidlowa funkcja nerek przed cyklem, brak ,.trzeciej przestrzeni”
1 interakcji lekowych, hiperhydratacja z forsowaniem diurezy i alkalizacja), nie eliminuje
catkowicie ryzyka jej wystapienia. Udowodniono, ze klirens Mtx jest niezwykle osobniczo
zmienny 1 nie zawsze koreluje z klirensem kreatyniny (lub innymi markerami filtracji
kigbuszkowej), ktorego prawidlowa wartos$¢ nie gwarantuje sprawnego wydalania Mtx u danego
pacjenta (11, 21, 23, 96, 107, 129, 181, 182, 207, 234, 257). De Vita w renomowanym
podreczniku onkologii podaje ze, przy zachowaniu wszystkich znanych regul bezpieczenstwa
terapii, ostra niewydolno$¢ nerek towarzyszy mniej niz 1% cykli z HD-Mtx (36). Powiktanie to

rozwija si¢ w nastgpstwie precypitacji Mtx lub jego metabolitéw w moczu, reakcji alergiczne;j
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odpowiedzialnej za Srodmigzszowe zapalenie nerek, badz skutkiem bezposredniego dzialania
toksycznego leku na cewki nerkowe (11, 36, 94, 129, 197, 234). Opisy tej ostrej toksycznosci,
dotyczace pojedynczych przypadk6w mozna wciaz znalez¢ w biezacej literaturze, ale
doniesienia zazwyczaj nie identyfikuja czynnika sprawczego tego zaburzenia (116, 121, 146,
216, 254). Przedstawiane sa takze rzadkie przypadki ostrej niewydolnos$ci nerek, wystepujacej w
trakcie leczenia Mtx w niskich (np. 225 mg/m”) dawkach (80). Wszystkie doniesienia dotyczace
tej ostrej toksycznos$ci narzadowej w przebiegu leczenia Mtx podkreslaja, iz jest ona catkowicie
odwracalna, umozliwia dalsza terapig z zastosowaniem wysokich dawek tego leku oraz nie

pozostawia trwatego uposledzenia funkcji nerek (17, 81, 94, 106, 206, 216, 254).

Ztotym standardem postgpowania w sytuacjach ekstremalnego zaburzenia wydalania Mtx, ktore
pozwala w ciagu minut na bezpieczne obnizenie st¢zenia tego cytostatyku w surowicy jest
zastosowanie Carboxypeptydazy, dobrze tolerowanego przez pacjentow enzymu, niezwykle
skutecznie rozkladajacego Mtx do DAMPA 1 kwasu glutaminowego (26, 116, 146, 165, 216,
234, 253, 254, 273). Niestety preparat ten do dzi$ nie jest dostgpny w Polsce. Alternatywa
postegpowania pozostaje mniej efektywna hemodializa, lub hemoperfuzja, co naraza pacjentow
na znacznie dtuzsza ekspozycje na Mtx. Pomocne jest stosowanie cholestyraminy, ktoéra wiazac
kwasy zolciowe 1 lek w swietle jelit eliminuje jego krazenie jelitowo-watrobowe 1 zwigksza,
zwykle malo wydajne, wydalanie leku z z6lcig. W zapobieganiu nasilonym toksycznosciom
skuteczne sa wysokie dawki leukoworyny (odtwarzajace zasoby foliandw) oraz tymidyna (24,
71,196, 198, 210, 223).

Wsrod toksycznosci, jakimi skutkuje ekstremalnie przedtuzona ekspozycja na cytotoksyczne
dzialanie Mtx, opisywane sa: nasilone odczyny zapalne §luzéwek, mielosupresja, powiklania
septyczne, toksycznosci watrobowe, drgawki 1 inne objawy encefalopatii (11, 71, 80, 121).

W jednej z prac opisano 13 przypadkow ostrej niewydolnosci nerek, leczonej forsowaniem
diurezy z alkalizacja i wysokimi dawkami leukoworyny. Nasilona neutropenia dotyczyta 62%, a
maloptytkowos¢ 41% pacjentow (71). W innej publikacji, przedstawiajacej to powiktanie u 21
dzieci leczonych Mtx w dawce 5 g/m’ i 12 g/m’, zwrdcono uwage na brak mozliwosci
identyfikacji czynnika wywolujacego ostra dysfunkcje nerek. Wsrdd nasilonych toksycznosci,
ktore dotyczyly facznie 24% dzieci, u 9,5% stwierdzono cigzka lecz przemijajaca encefalopati¢
(121). Interesujace opracowanie, poswigcone mechanizmowi nefrotoksycznosci Mtx u dzieci,
przedstawili autorzy prospektywnego badania, w ktorym oceniono 220 cykli z HD-Mtx w
dawce: 1,5 g/m” i 12 g/m” wydalanym prawidlowo. Autorzy zaobserwowali przejéciowe
zaburzenie funkcji kigbuszkow, wyrazajace si¢ proteinuria oraz spadkiem wartosci GFR, zalezne

od wysokosci dawki leku oraz brak bezposredniego wplywu HD-Mtx na funkcje cewek
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nerkowych (81). Taki efekt sugeruje praca opisujaca przejsciowa poliuri¢ u dwdch pacjentow w
trakcie terapii Mtx, ktora ustapita po eliminacji leku z surowicy leczonych. Patomechanizm tego
zaburzenia autorzy thumacza odwracalng utrata zdolnosci reabsorbcji plynéw przez cewki
nerwowe (119). W innej pracy, opisujacej przypadek ostrej martwicy cewkowej u 16-letniego
chlopca z ALL, podkreslono ewentualna rolg otylosci w etiopatogenezie tego zaburzenia 1
zaproponowano dostosowywanie wysokosci HD-Mtx do korygowanej, a nie rzeczywistej

powierzchni ciata leczonych (197).

W materiale wlasnym, zgodnie z danymi literaturowymi, wykazano rzadkie wystgpowanie ostrej
niewydolnosci nerek w przebiegu terapit HD-Mtx. Wsrod 829 ocenionych cykli, to grozne
powiktanie wystapito w przebiegu dwu chemioterapii (0,29%) z Mtx w dawce 2 g/m* u dwoch
roznych pacjentow (0,9%). Podobnie jak w wigkszos$ci opisywanych w pismiennictwie
przypadkow, powikianie to byto calkowicie nieprzewidywalne, ale tez w pelni odwracalne.
Stezenia Mtx w surowicy oznaczone w 24. godzinie cyklu, cho¢ w obu przypadkach byty
wysokie, nie przekraczaly wartosci krytycznych. U obu pacjentow, z powodu braku dostgpnosci
Carboxypeptydazy, zastosowano hemodializ¢ a zadowalajaca eliminacje cytostatyku osiagnigto
dopiero w 9 dobie od poczatku cyklu. Wsrod obserwowanych powiktan najbardziej nasilone
byly w obu przypadkach: wymioty (3. stopien), toksycznosci watrobowe ( 3. 1 4. stopien),
zapalenie sluzowek (1 1 3. stopien), mielosupresja (2. 1 3. stopien) oraz u jednego dziecka -
posocznica (3. stopien). U zadnego z dzieci nie obserwowano objawow encefalopatii. W obu
przypadkach mozliwe bylo dalsze leczenie HD-Mtx, ale w kolejnych cyklach zastosowano
preparat innego producenta, a dawke leku u jednego z dzieci w pozostatych 3 chemioterapiach
zredukowano o potowg. Wydalanie cytostatyku w kolejnych cyklach u obojga pacjentow byto

sprawne, a pozniejsze badania potwierdzity w petni wydolna funkcj¢ nerek.

Na podstawie opublikowanych danych 1 badan wiasnych, dwukrotny wzrost st¢zenia kreatyniny
w surowicy krwi w stosunku do wartosci wyjsciowych nalezy uzna¢, obok: znaczaco dodatniego
bilansu ptynowego, nasilonych nudnosci i wymiotéw ( 3. stopien) oraz wysokiego stezenia leku
W surowicy, za najczulszy sygnat ekstremalnie zaburzonej eliminacji Mtx w przebiegu ostre;j
niewydolnosci nerek, co moze by¢ juz obserwowane w drugiej dobie chemioterapii z HD-Mtx

(17, 18, 26, 89, 94, 99, 100, 121, 146, 183, 195, 213).
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9. Polimorfizm 677C>T MTHFR a eliminacja HD-Mtx oraz nasilenie bliskich
toksycznosci zwigzanych z terapia konsolidacyjna ALL

9.1. Znaczenie aktywnosci MTHFR w leczeniu bialaczki z zastosowaniem Mtx

Mtx 1 jego aktywne metabolity zaburzaja syntez¢ puryn i metylacje DNA, hamujac gldwnie
dziatanie dwu enzymow: reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR) oraz syntazy
tymidylowej (TS). Innymi enzymami, zaangazowanymi w dzialanie Mtx, sa m.in.: syntaza
metioninowa, reduktaza syntazy metioninowej, transferaza glutationowa 1 transferaza serynowa.
Poliglutaminiany Mtx, powstate pod wptywem swoistej syntetazy, wykazuja silniejsze dziatanie
antymetaboliczne niz sam Mtx. Za rozklad tych zwiazkow odpowiada hydrolaza
poliglutaminiandw. Transport Mtx do komorek zalezy od ekspresji nosnika zredukowanych
folianow (RFC1), a jego wyptyw z nich od aktywnosci bialka opornosci na raka piersi (BCRP) i
bialka opornosci wielolekowej (MRP), ktore sa w stanie usuwac z komorek wolny Mtx, lecz nie
jego poliglutaminiany. Wglad w genetycznie uwarunkowany status gospodarki folianowe;j 1
indywidualng wrazliwo$¢ na antymetabolit kwasu foliowego — Mtx — daje faczna analiza
polimorfizméw genowych kilkudziesigciu enzymow 1 biatek, zaangazowanych zarowno w
metabolizm, jak 1 transport oraz dziatanie tego leku (2, 3, 4, 14, 32, 44, 61, 69, 75, 90, 97, 101,
102, 105, 120, 122, 125, 163, 169, 170, 172, 185, 186, 189, 190, 217, 220, 229, 240, 243, 266,
270). Ocena wpltywu nosicielstwa polimorfizmu 677 C>T MTHFR na odmienna wrazliwos¢ na
leczenie Mtx 1 jego bliskie toksycznosci, winna wigc by¢ pofaczona z kompleksowa ocena wielu
polimorfizméw genowych, zaangazowanych w szlak metabolizmu folianow. Badania z
zastosowaniem techniki mikromacierzy, skupione na jednoczesnej ocenie genetycznych
markerow zdolnosci akumulacji poliglutaminianow Mtx przez limfoblasty, aktywnosci MTHFR,
TS, wielu innych enzymoéw szlaku metabolizmu folianéw, funkcji bialek nosnikowych i.t.p.
powinny sta¢ si¢ w przysztosci wzorcowym modelem analiz, w ktérych genetyka wspomagaé

bedzie leczenie onkologiczne.

Jednym z celéw niniejszej pracy byta ocena wptywu jednego z dwu opisanych polimorfizmow
genu MTHEFR - 677C>T, warunkujacego odmienna aktywno$¢ kodowanego enzymu, na
tolerancj¢ wysokich dawek Mtx przez dzieci leczone z powodu ALL. Reduktaza 5,10-
metylenotetrahydrofolianowa, cho¢ jest tylko jednym z wielu enzymow zaangazowanych w
gospodarke folianowa oraz dziatanie Mtx, odgrywa kluczowa role, co uzasadnia jej wybdr do
analiz przeprowadzanych w obecnie przedstawianym badaniu. To jej dziatanie blokuje Mtx oraz
aktywniejsze od niego poliglutaminiany, doprowadzajac do niedoboru aktywnych postaci
folianow, koniecznych w szlaku syntezy puryn, tymidyny, metylacji DNA 1 wielu biatek (4, 11,
18, 21, 29, 32, 44, 61, 73, 88, 97, 117, 122, 172, 185, 190, 192, 200, 217, 239, 240).
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W interesujacej pracy z St. Jude Children’s Hospital w Memphis przedstawiono wyniki
pierwszego opublikowanego badania, ktorego celem byla identyfikacja genow zwiazanych z
odpowiedzia in vivo na HD-Mtx (217). Lek zastosowano w dawce 1 g/m* we wstepnym leczeniu
161 dzieci z nowo zdiagnozowana ALL. Oceniono ekspresj¢ S0 gendw u pacjentdw ze zla, lub
dobra odpowiedzia na Mtx, ktorej kryterium byta redukcja blastozy obwodowej w trzecim dniu
leczenia. Wykazano, ze najistotniejszy wpltyw na moc antymetabolicznego dzialania Mtx
wywieraja trzy geny odpowiedzialne za metabolizm nukleotydowy, replikacjg oraz naprawe
DNA, proliferacje 1 apoptoze komorkowa. Sposrdd tych trzech gendéw, dwa kodowaty aktywnos¢
MTHFR 1 TS - kluczowych enzymow, ktorych funkcja jest blokowana przez Mtx 1 jego
poliglutaminiany. Niska ekspresja obu tych enzymow istotnie korelowata ze zla odpowiedzia na
HD-Mtx. Zdaniem autoréw powyzszej pracy, wyjasnieniem tego spostrzezenia moze by¢
(zalezna wprost od ekspresji MTHFR 1 TS) obnizona liczba komorek bialaczkowych w fazie S
cyklu komorkowego, podatnych na wybidrcze dzialanie Mtx. Co wigcej, w grupie pacjentow
wysokiego ryzyka wykazano znaczacy negatywny wptyw (p= 0,014) zlej odpowiedzi na Mtx na
5-letni DFS leczonych (217). Niektore z ostatnio opublikowanych prac przedstawiajq istotne
dane wskazujace wprost na zwiazek aktywnosci MTHFR (zaleznej od polimorfizmu 677C>T) z
wynikami leczenia ALL u dzieci (44, 114). Przykladowo, badania amerykanskiej grupy
badawczej CCG, ktorymi objeto 40 dzieci z nowo rozpoznang ALL, przemawiaja za korelacja
niskiej ekspresji RFC1 (p<0,03) 1 MTHFR (p<0,01) w komorkach blastycznych z gorszym EFS
chorych na biataczke dzieci (122). Jest to wazne doniesienie, gdyz poprzednie prace, z konca lat
90. wskazywaly, iz to zwigkszona, nie nizsza aktywnos¢ MTHFR wiaze si¢ z nabyta opornoscia
na leczenie Mtx (135). Z kolei w pracy z 11 polskich osrodkéw onkologii dziecigcej, w ktorej
przedstawiono wyniki badah nad 7 r6znymi polimorfizmami genowymi, w tym 677C>T
MTHFR, wykazano istotny zwiazek (p= 0,028) homozygotycznosci TT z ryzykiem zgonu z
powiktan w trakcie leczenia ALL. W grupie 403 przebadanych dzieci najczgstsza przyczyna
zgonOw byly posocznice, krwawienia do OUN 1 MODS. Hipoteteczna przyczyna wigkszej
czestosci ww. powiktan chemioterapii u nosicieli alleli T, moze by¢ uszkodzenie endotelium
(wtorne wobec hiperhomocystynemii), sprzyjajace cigzkiemu przebiegowi zakazen 1
uszkodzeniu wielonarzadowemu, lub zaburzajace homeostazg ustrojowa uposledzenie metylacji
DNA. Autorzy podkreslaja rGwnoczesnie, podobnie jak badacze cytowanych wczesniej prac,

wysoka czgstos¢ genotypu TT wsrdd pacjentow ze wznowa choroby (166).

Wyniki licznych opublikowanych dotad badan, dotyczacych wplywu polimorfizmu 677C>T
MTHFR na wrazliwos$¢ na Mtx, przedstawiaja na ten temat rozbiezne dane. Niepodwazalne
pozostaje spostrzezenie, iz wariant heterozygotyczny CT wiaze si¢ z obnizona do okoto 70%
aktywnoscia MTHFR, a homozygoty TT cechuje jeszcze mniej aktywny, termolabilny enzym, o
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okoto 30% efektywnosci enzymu nosicieli wariantu ,,dzikiego” CC. Proporcje trzech
polimorficznych wariantow 677C>T genu MTHFR ro6znia si¢ w danej populacji, w zaleznos$ci od
warunkow geograficzno-etnicznych 1 zwigzanej z nimi odmiennej diety réznie bogatej w foliany.
Populacje srodkowoamerykanska, podobnie jak zamieszkujaca rejon Morza Srédziemnego
charakteryzuje wigksza czgstos¢ allela T, w poréwnaniu z innymi strefami geograficznymi (33,
44,117, 180, 192, 208, 237, 238, 241). Sa takze dane przemawiajace za wzrastajaca czegstoscia
allela T, generalnie w populacji ostatnich dekad XX wieku, co mozna wigza¢ z powszechnym

stosowaniem przez kobiety cigzarne diety bogatej w foliany.

Uzyskane w obecnie przedstawianej pracy, w wyniku zastosowania standardowej metodyki
amplifikacji DNA metoda PCR i elektroforetycznego rozdziatu w zelu fragmentow
restrykcyjnych, wyniki genotypowania 160 dzieci z ALL spetity warunki okreslone prawem
Hardy-Weinberga i pozostaja zbiezne z czgstosciami polimorfizméow 677C>T w populacji

kaukaskiej (4, 44, 117, 200, 208).

9.2. Polimorfizm 677C>T MTHFR a sprawnos¢ eliminacji Mtx

W wielu badaniach wykazano, ze hiperdiploidalne postaci ALL, ktore zwykle wiaza si¢ z
obecnoscia dodatkowej kopii chromosomu 21 (zawierajacego gen kodujacy RFC1), cechuja
istotnie wyzsze stezenia stacjonarne Mtx w surowicy. Podobna zalezno$¢ dotyczy nosicieli
wariantu A80A genu RFC1 — nos$nika zredukowanych folianow, gldéwnego transportera
cytostatyku do komoérek w organizmie leczonych (75, 97, 120, 172, 229, 270). We wczesniejszej
czgsci pracy (rozdzial 5) omowiono zwiazek wysokosci stezen stacjonarnych Mtx w surowicy ze
sprawno$cia wydalania tego leku. Natomiast, wynikajaca z mutacji, nadekspresja biatka
opornosci na raka piersi (BCRP) powoduje znaczne obnizenie kontrolowanej przez nia
akumulacji Mtx 1 jego aktywnych form, poliglutaminianow, wewnatrz komoérek, co wiaze si¢ z
opornoscia na leczenie tym antymetabolitem (101, 172, 243). Zar6wno nadekspresja RFC1, jak
BCRP, determinujac rdzna ekspozycje leczonych na Mtx, moga zatem wptywac na eliminacje

cytostatyku, jak 1 na uzyskiwane wyniki leczenia.

Uwarunkowana polimorfizmem genowym 677 C>T r6zna aktywno$¢ MTHFR nie powinna
jednak, z teoretycznego punktu widzenia, wptywac na sprawnos¢ eliminacji Mtx, gdyz enzym
ma kluczowe znaczenie w powstawaniu aktywnej postaci folianow, metylacji DNA 1
homocysteiny, syntezy puryn i tymidyny, ale nie ma zadnego zwiazku z farmakokinetyka czy
farmakodynamika Mtx (4, 11, 18, 21, 32,44, 97, 117, 122, 154, 163, 172, 217). W literaturze
niewiele jest prac poswigconych tej tematyce. Opublikowane badania nad farmakokinetyka Mtx

w dawce 3 g/m’ w 43 cyklach u dzieci nie wykazaly znamiennych réznic w stezeniach leku w
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48. godzinie eliminacji u nosicieli polimorfizméw 677C>T MTHFR (209). Jednak mozna
znalez¢ badania, przedstawiajace dowody na zwiazek polimorfizmu 677C>T genu MTHFR z
wydalaniem Mtx z organizmu leczonych. W pracy Imanishi i wsp. z 2007 r. przedstawiono
wyniki, §wiadczace o korelacji genotypu TT ze znaczaco wyzszymi (p=0,028) poziomami Mtx

w surowicy w 48. godzinie jego eliminacji (90).

W analizie obecnie prezentowanego materiatu, ktdra objeto 160 dzieci nie stwierdzono wplywu
zadnego z wariantow polimorficznych 677C>T genu MTHFR na zaburzenie wydalania HD-Mtx

(tabela 24 1 rysunek 24).

9.3. Polimorfizm 677C>T MTHFR a bliskie toksycznosci terapii HD-Mtx

Zwiazek allela T polimorfizmu 677C>T genu MTHFR ze zwigkszonym ryzykiem wad cewy
nerwowej 1 choroba zakrzepowa, wynikajacy z obnizonej aktywnosci MTHFR 1 nasilenia
niedoboru zredukowanych folianéw oraz zaburzenia metylacji homocysteiny, dowiedziono w
wielu badaniach (29, 52, 73, 200, 227, 239, 240). Liczne sa takze doniesienia dotyczace wpltywu
genotypu TT na ryzyko zachorowania na ALL 1 inne nowotwory u dzieci. Przewazaja dane,
swiadczace o protekcyynym wplywie obecnosci allela T polimorfizmu 677C>T MTHFR.
Zaburzenie metylacji DNA, zwiazane z obecnoscia allela T ma zmniejsza¢ ryzyko powstawania
onkogennych mutacji (30, 32, 43, 61, 147, 154, 161, 163, 224, 267, 272). Mozna znalez¢ jednak
prace, ktoérych wyniki nie potwierdzaja takiej zaleznosci, a zwracaja uwagg na rolg innych
polimorfizmoéw genowych (a zwlaszcza ich asocjacji), ktore warunkuja r6zng aktywnos¢
licznych enzymow 1 bialek zaangazowanych m.in. w gospodarke¢ folianowa, kluczowa dla

syntezy i naprawy DNA (20, 75, 101, 120, 163, 172, 180, 189, 200, 208, 220, 243).

Dotychczas publikowane dane przedstawiaja rowniez sprzeczne opinie na temat wpltywu
polimorfizmu 677C>T MTHFR na wystgpowanie 1 nasilenie bliskich toksycznosci terapii Mtx,

niezaleznie od wysokosci stosowanej dawki leku, czy sytuacji kliniczne;.

Z teoretycznego punktu widzenia, zwiazana z obecnos$cia allela T termolabilnos¢ MTHFR,
wplywajaca na istotnie zmniejszona aktywnos$¢ enzymu, powinna nasila¢ efekt stosowania Mtx,
silnego supresora MTHFR. Niepokojace dane dostarczaja badania, sygnalizujace korelacjg
nizszej ekspresji MTHFR z nasilonymi toksycznos$ciami leczenia Mtx, przy rOwnoczesnie
gorszej odpowiedzi na antyleukemiczne dziatanie cytostatyku (166, 217). Takie obserwacje sa
thumaczone mniejsza pula komorek biataczkowych w fazie S cyklu komorkowego, podatnych na
dziatanie Mtx. Fakt, iz uzyskane dotad wyniki wielu badan nie sa jednoznaczne, a wrecz
prowadza do przeciwwstawnych wnioskdéw, uzasadnia celowo$¢ wykonywania kompleksowych

badan molekularnych z zastosowaniem technik mikromacierzy, ktore stanowia przyszto$¢
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farmakogenomiki. Badaniami winny by¢ objgte (poza immunofenotypem ALL i indeksem DNA
blastow) m.in. geny, ktérych polimorfizm odpowiada za zmienna ekspresj¢ biatek no$nikowych
Mtx, rodziny biatek opornosci wielolekowej 1 wielu innych enzymow zaangazowanych w szlak
metabolizmu foliandéw (2, 3, 14, 20, 44, 61, 69, 90, 97, 101, 102, 117, 169, 172, 177, 185, 186,
217, 270).

Ostre objawy toksyczne ze strony: Sluzowek, watroby i szpiku

Zastanawia fakt, ze wigkszo$¢ prac, przedstawiajacych dowody na zwiazek allela T
polimorfizmu 677C>T MTHFR z nasileniem bliskich toksycznos$ci terapit Mtx, dotyczy
przewleklego stosowania niskich dawek leku.

Badania holenderskie przeprowadzone u 236 pacjentow, leczonych z powodu reumatoidalnego
zapalenia stawOw niskimi dawkami tego antymetabolitu, wykazaly jednoznacznie zwiazek
genotypow 677CT 1 TT z epizodami podwyzszonych wartosci GOT, co byto powodem przerw w
terapii. U chorych, ktorym suplementowano kwas foliowy lub podawano leukoworyng, ryzyko
przerw w leczeniu byto mniejsze (241). Takze badania amerykanskie, dotyczace grupy 107
pacjentdéw, leczonych przewlekle matymi dawkami Mtx z powodu zapalenia stawdw, wykazaty
zwiazek genotypu 677TT z czgstszym wystgpowaniem toksycznosci sluzéwkowych, dluzszymi
przerwami w leczeniu 1 wolniejsza normalizacja liczby ptytek krwi, w poréwnaniu z nosicielami
pozostatych polimorfizméw genu MTHFR (117). Podobne wnioski, dotyczace 106 os6b z
zapaleniem stawoOw, zostaly przedstawione przez badaczy japonskich (238). We wloskim
retrospektywnym badaniu oceniono toksycznos$ci niskich dawek cytostatyku, stosowanych w
okresie podtrzymywania remisji ALL u 61 dzieci. Genotyp TT byt znaczaco zwiazany z
nasileniem toksycznosci szpikowych 1 watrobowych w przebiegu terapii Mtx. Autorzy
postulowali nawet redukcje standardowych dawek leku u pacjentow z tym genotypem (33).

W badaniu dotyczacym oceny tolerancji matych dawek leku w okresie podtrzymywania remisji
u 82 0sob dorostych, takze wykazano statystycznie istotna (p=0,003) korelacj¢ genotypu 677TT
z nasilonymi toksycznos$ciami watrobowymi Mtx (34). Waga tego problemu wydaje si¢ by¢
szczeg6lna w populacji srodziemnomorskiej 1 sSrodkowoamerykanskiej, gdzie czgstos¢
homozygot TT jest znacznie wyzsza niz w populacji kaukaskiej (33, 117, 192, 227). Interesujaca
na tym tle jest analiza toksycznosci w grupie 28 dorostych pacjentéw z ALL, z jednego z
osrodkow w Meksyku, gdzie podobnie jak w krajach §rodziemnomorskich czgstos¢ homozygot
677TT jest szczegolnie wysoka. Autorzy nie odnotowali korelacji wigkszej czgstosci zapalen
sluzéwek przewodu pokarmowego z ktorymkolwiek z trzech genotypoéw 1 w zwiazku z tym
wyrazili opinig, ze obciazajacy wplyw allela T jest neutralizowany przez typowa w tym rejonie
$wiata dietg¢ bogata w foliany (192). Wazne dane na temat wigkszej toksycznos$ci niskich dawek

Mtx u nosicieli warianta 677TT polimorfizmu MTHFR, dostarczyla takze ocena 220 pacjentow,

123



u ktorych lek zastosowano w prewencji aGvHD po przeszczepieniu szpiku, z powodu
przewleklej biataczki szpikowej. Nosiciele genotypu TT mieli o 36 - 20% wyzszy wskaznik
toksycznosci sluzowkowych 1 0 24% wolniejsza odnow¢ hematopoezy w zakresie liczby ptytek

krwi, w porownaniu z heterozygotami CT 1 homozygotami CC (237).

Wiodacy onkolodzy, jak Pui wyrazaja opinig, ze nosicielstwo wariantu 677TT polimorfizmu
genu MTHEFR jest zwigzane ze wzmozonym ryzykiem odczynow zapalnych §luzéwek przewodu
pokarmowego i1 toksycznos$ci watrobowych, w trakcie terapii zwilaszcza niskimi dawkami Mtx.
Badania wrazliwo$ci blastow nosicieli obu alleli T, prowadzone in vitro potwierdzaja ich

wigksza wrazliwos$¢ na ten cytostatyk (169, 172).

Réwnoczesnie, wiele innych opracowan przedstawia przekonywujace dowody na brak zwiazku
ktoregokolwiek z trzech polimorficznych wariantow 677C>T genu MTHFR z czgstoScia 1
nasileniem bliskich toksycznosci leczenia Mtx. W badaniu grupy japonskiej dotyczacym 26
dzieci, leczonych z zastosowaniem HD-Mtx, nie wykazano korelacji nasilonych bliskich
toksycznosci watrobowych lub szpikowych z odmiennym genotypem MTHEFR (90). Takze
wieloosrodkowe badanie, jakiemu poddano grupg 484 dzieci leczonych z zastosowaniem HD-
Mtx z powodu chloniaka ztosliwego, nie wykazalo wplywu polimorfizmu 677C>T MTHFR ani
na rokowanie, ani na nasilenie bliskich toksycznosci leczenia (208). W pracy oceniajacej bliskie
toksycznosci Mtx w dawce 3 g/m’, zastosowanego w 43 cyklach u dzieci, nie stwierdzono by ich
czestosC 1 stopien nasilenia roznicowaty pacjentow o odmiennym genotypie MTHFR (209).
Opublikowane cztery lata temu badania amerykanskiej grupy CCG staty si¢ nawet podstawa do
sformutowania kontrowersyjnej tezy, zgodnie z ktora genotyp TT mialby wiazac si¢ z ryzykiem
wznowy ALL u dzieci. Badania dotyczytly duzej grupy 520 pacjentéw posredniego ryzyka ALL
(o korzystnym rokowaniu) 1 wykazaty istotny statystycznie zwiazek (p=0,036), po
wyeliminowaniu innych obciazajacych czynnikow, genotypu TT z ryzykiem niepowodzenia
leczenia. Genotyp TT mialby by¢ nawet bardziej predykcyjny niz zta odpowiedz na sterydy,
oceniana w 6smym dniu indukcji! Hipoteza thumaczaca to spostrzezenie, miataby by¢
zwigkszona pula 5,10-metylenotetrahydrofolianéw, stanowiacych dodatkowy substrat dla
syntazy tymidylowej, co uruchamiatoby boczny tor produkcji DNA. W badaniu nie wykazano
natomiast zwigzku wariantu 677TT ze zwigkszonym ryzykiem powiktan toksycznych w 3. 1 4.
stopniu wg.NCI-CTC, ani zakazen (4). Identyczna tez¢ sformutowata inna grupa badaczy, ktora
analizujac wptyw réznych polimorfizméw genowych na wyniki leczenia ALL, przedstawita
nizsze EFS zwiazane z wariantem TT polimorfizmu 677 MTHFR. Jednoczesnie badanie to
ocenilo czgstos¢ 1 nasilenie toksycznosci watrobowych oraz hematologicznych towarzyszacych

terapii niskimi dawkami Mtx u 186 dzieci w remisji ALL. Wykazano duze r6znice w nasileniu
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powiklan toksycznych pomigdzy trzema grupami pacjentow. Nosicieli genotypu TT
charakteryzowala znaczaco nizsza cz¢stos$¢ nasilonych powiklan watrobowych 1
hematologicznych, w 3. stopniu (44). Autorzy posuwaja si¢ nawet do sformutowania tezy o
wskazaniach do eskalacji dawki Mtx u nosicieli allela T polimorfizmu 677C>T genu MTHFR.
Wedhug opinii autorow, mniejsza toksyczno$¢ terapii tym antymetabolitem idzie w parze z
obnizona skutecznos$cia Mtx, thumaczaca nizsze EFS u nosicieli genotypu 677TT, co moze
wyjasnia¢ zwigkszona pula substratow dla TS, niweczaca dzialanie cytostatyku. Taka opini¢
wspieraja wyniki badan ex vivo z inkubacji limfoblastow (pochodzacych od 157 dzieci z ALL) z
Mtx w r6znym stg¢zeniu, koniecznym dla obnizenia o potowg aktywnosci TS. W eksperymencie
nie wykazano zwiazku polimorfizmu 677C>T MTHEFR z r6zna wrazliwoscia na Mtx, lecz jej
miernikiem byta wilasnie supresja TS (97). W badaniu z innego os$rodka, dotyczacym wynikoéw
leczenia 201 dzieci z ALL, takze wykazano zwiazek allela T z nizszym EFS leczonych, cho¢
autorzy tego doniesienia podkreslaja znaczenie powiazan pomi¢dzy polimorfizmami roznych

genow (114).

W obecnie prezentowanym badaniu, w analizie obejmujacej 617 cykli z HD-Mtx u 160 dzieci z
ALL, nie wykazano zwigzku wystgpowania najczestszych ostrych objawdw toksycznych -
dysfunkcji watroby, ani zapalenia Sluzéwek z zadnym wariantem polimorfizmu 677C>T genu
MTHFR. Natomiast wyzsze stopnie toksycznosci watrobowych (3. 1 4. stopien), cho¢ byty
rzadkie, wystgpowatly czterokrotnie czesciej w przypadku genotypu TT, w poréwnaniu z
homozygotami CC. Podobnie wigksze nasilenie zapalenia sluzowek jamy ustnej (2. 1 3. stopien)
byto czg¢stsze u nosicieli allela T. Jednak w wykonanych analizach nie stwierdzono istotnego
wplywu obecnosci allela T na nasilenie obu tych toksycznosci (p odpowiednio: 0,487 10,136). U
homozygot TT, w porownaniu z nosicielami genotypu CC, istotnie czgsciej po zakonczeniu
cyklu wystepowaty jednak: matoptytkowos¢ (p=0,025), oraz opdznienia w planowym toku
chemioterapii (p=0,014) (tabela 29).

Zbiorcza analiza wplywu r6znych czynnikow na nasilenie (wystapienie co najmniej dwu)
ostrych toksycznosci w przebiegu chemioterapii HD-Mtx nie wykazata zwiazku polimorfizmu

677C>T MTHEFR z ich wystgpowaniem (tabela 32 i rysunek 40).

Ostre objawy toksyczne ze strony OUN
Wiele prac potwierdza fakt, iz genotyp CT, a zwlaszcza TT, zwiazany z mniejsza aktywnos$cia
MTHFR, wplywa na podwyzszone stg¢zenie homocysteiny w surowicy a takze ptynie mézgowo-

rdzeniowym u nosicieli tych polimorfizmoéw, co zaburza strukturg endotelium i moze generowac
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rozne objawy toksyczne ze strony wielu narzadéw 1 uktadow, w tym OUN (2, 52, 73, 117, 166,
192, 227, 239, 240, 241).

Badania, jakimi objgto grupe 53 dzieci z ALL, leczonych z zastosowaniem HD-Mtx w okresie
konsolidacji remisji, wykazaly wplyw tej terapii na znaczacy wzrost stgzen homocysteiny w
surowicy w 23-44 godzinie chemioterapii, z nastgpowa normalizacja w 7 dniu od podania
cytostatyku. Dzieci, u ktorych doszto do nasilonych objawéw toksycznych ze strony OUN w
postaci drgawek, mialy znaczaco wyzsze stezenia homocysteiny zardwno w surowicy jak 1 w
plynie mézgowo-rdzeniowym, niz pacjenci nie prezentujacy takich powikltan. W badaniu nie
wykazano jednak istotnej asocjacji jakiegokolwiek z wariantow polimorficznych genu MTHFR z
wystgpowaniem drgawek (110). Inny wniosek formutuja badacze, przedstawiajacy przypadek
16-letniego chiopca, u ktorego w remisji biataczki w drugim miesiacu leczenia po kolejnej PL z
podaniem Mtx, doszto do epizodu przejsciowego porazenia potowiczego 1 dysartii. Obrazowanie
moézgowia metoda MRI ujawnito obecnos¢ okotokomorowych zmian istoty bialej, typowych dla
encefalopatii zwiazanej z Mtx. Chiopiec byt heterozygota 677CT, co stalo si¢ pretekstem do
sformutowania hipotezy o sprawczym wptywie niedoboru foliandw na zwigkszona wrazliwos¢
OUN na Mtx (224). W innej pracy, przedstawiono przypadek 9-letniego chlopca z ALL o
identycznym genotypie 677CT, u ktorego w 71. godzinie od zastosowania Mtx w dawce 5 g/m’
doszto do epizodu $piaczki. U chtopca wykazano 10-krotnie nizsze st¢zenie foliandw 1 ponad 5-
krotnie wyzsze stgzenie homocysteiny w surowicy, w porownaniu do ich stezen w kolejnym

cyklu, nie powiktanym taka toksycznoscia (239).

W materiale wtasnym (160 dzieci), zbadanym pod katem polimorfizmu 677C>T MTHFR,
objawy toksyczne w 2. 1 3. stopniu wg NCI-CTC (drgawki i1 znaczne rozdraznienie z
przeczulica) wystapily u dwojga dzieci, bedacych heterozygotami CT.

Mnigej nasilone objawy ze strony OUN (w 1. stopniu) odpowiadaty typowej symptomatologii
podraznienia pajeczyndéwki 1 sprowadzaly si¢ do: boli glowy 1 okolicy ledzwiowej, sztywnosci
karku, epizodow goraczki i pozostawaly w bliskim zwiazku czasowym z wykonanym PL, co
uniemozliwia ich jednoznaczne powigzanie z rdwnoczasowa terapia HD-Mtx. Cho¢ powyzsze
powiklania byly rzadkie, wystapity istotnie czesciej (p=0,05) u dzieci o genotypie 677TT w
porownaniu z pacjentami 677CC. Podobnie nasilenie nudnosci 1 wymiotow odpowiadato
wyzszym stopniom toksycznosci u dzieci, bgdacych nosicielami allelu T 1 bylo istotnie czgstsze

(p=0,025) w przypadku genotypu CT, w odniesieniu do homozygot CC (tabela 29).

Ostra niewydolnos¢ nerek
Najpowazniejsza, bo stwarzajaca potencjalne zagrozenie zycia ostra toksycznos$cia terapii z

zastosowaniem HD-Mtx jest, niezwykle rzadko wystepujaca, ostra niewydolno$¢ nerek.
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W kazuistycznej pracy opublikowanej niedawno, przedstawiono przypadek 11-letniej
dziewczynki, u ktorej drugi cykl z Mtx w dawce 5g/m’ doprowadzit do tak dramatycznego
powiklania. Zastosowanie Carboxypeptydazy doprowadzito do spektakularnie szybkiej
normalizacji st¢zen leku w surowicy. Jedynym wytlumaczeniem wystapienia tej wyjatkowe;j

toksycznosci mogt by¢ genotyp 677TT dziewczynki (236).

W obecnie przedstawianej pracy, obejmujacej 617 cykli z HD-Mtx, toksycznos$ci nerkowe byly
wyjatkowym zdarzeniem, co odpowiada danym z literatury. W analizie nie wykazano istotnego
wplywu polimorfizmu 677C>T MTHFR na czgstos$¢ ich wystgpowania. Jednak nie mozna
pomina¢ faktu, iz jedyne dwa przypadki ostrej niewydolnosci nerek wystapity u nosicielek
wariantu CT i TT tegoz polimorfizmu, leczonych Mtx w nizszej dawce (2 g/m?’) i ze podobnie
jak w przytoczonej powyzej pracy, nie znaleziono zadnego ze znanych czynnikow ryzyka

rozwinigcia si¢ ostrej niewydolnos$ci nerek w trakcie leczenia HD-Mtx.

10. Czynniki ryzyka wystgpienia nasilonych ostrych toksycznosci terapii HD-Mtx
Wysoka wyleczalnos¢ ALL, ktéra w krajach rozwinigtych dotyczy okoto 80% dzieci, sprawia, iz
obecnie kluczowym sposobem optymalizacji terapii tego najczgstszego u dzieci nowotoworu jest
nie tylko dalsza poprawa wynikow leczenia, lecz takze minimalizacja zarowno bliskich, jak 1

odleglych toksycznos$ci skojarzonego leczenia.

Mtx podany w ekstremalnie wysokich dawkach, takich jak 33,6 g/m’, taczy si¢ z wysokim
ryzykiem wystapienia powaznych bliskich toksycznosci. Natomiast nie wykazano istotnych
roznic w czgstosci bliskich powiktan zaleznych od dawki w przebiegu cykli z Mtx, stosowanym
w dawkach typowych dla terapii konsolidacyjnej ALL w zakresie: 2 - 5 g/m” (99, 126, 143, 149,
151, 175, 176, 183, 214, 215, 234, 263). W pracy, przedstawiajacej bliskie powiktania 922 cykli
z Mtx stosowanym w dawkach: 0,5 — 33,6 g/m” u 141 dzieci z ALL, jedynie krotsze wlewy
cytostatyku, stosowanego w wyzszej dawce, wigzaly si¢ ze znaczniejszymi toksycznosciami
(206). Zdarzaja si¢ jednak odmienne opinie, stwierdzajace ze wysycenie szlakow metabolizmu
Mtx stanowi przyczyng rosnacej toksycznosci wyzszych dawek tego cytostatyku (153, 168).
Zgodnie z zasadami kinetyki nieliniowej tempo wydalania cytostatyku zalezy wowczas od
dawki, a nie stezenia leku w surowicy. W jednej z publikacji przedstawiono analiz¢ przejsciowe;j
nefrotoksycznosci (spadek GFR, proteinuria) terapii Mtx w dawce: 1 - 12 g/m’. Wysoko$¢ dawki

systemowej determinowata wystapienie tak zdefiniowanej toksycznosci leku wobec nerek (81).

W badaniu wlasnym jedynie dwie z najczestszych, poza dysfunkcja watroby, toksycznosci:
zakazenia 1 zapalenie Sluzéwek wystapity istotnie czg$ciej w przebiegu cykli z Mtx w wyzszej

dawce (p odpowiednio: 0,008 1 0,0003), niezaleznie od sprawnosci eliminacji Mtx (tabela 28).
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W odniesieniu do pacjentéw, powiktania infekcyjne wystapity u 55% leczonych wyzsza dawka
systemowa, w poréwnaniu z 39% otrzymujacych dawke 2 g/m’. Zapalenie $luzéwek jamy ustnej

obserwowano odpowiednio u: 32% 1 15% dzieci (tabela 30).

Najczgstsza bliska toksycznos$¢ narzadowa, jaka bylo zaburzenie funkcji watroby, dotyczyta
niezaleznie od zastosowanej dawki leku okoto 60% dzieci. Takze wystapienie, nieco tylko

rzadszych, nudnosci 1 wymiotow (okoto 50% leczonych) nie zalezato od dawki Mtx (tabela 30).

Wysokoé¢ dawki (2 g/m” lub 3 g/m?) nie miata wplywu (p=0,492), w odniesieniu do leczonych
na czestos$¢ przedtuzonej eliminacji leku (tabela 14), ktoéra ogolnie uwazana jest za zasadniczy,
cho¢ nie jedyny czynnik sprawczy nasilonych wczesnych objawdw toksycznych terapii HD-Mtx
(5,9, 11,17, 18, 21, 26, 31, 38, 39, 46, 54, 71, 87, 89, 93, 130, 183, 209, 214, 215, 222, 223,
234, 245, 258, 261, 262, 263, 264). W obecnie przedstawianym badaniu przedhuzona ekspozycja
na cytotoksyczne stezenia Mtx, w odniesieniu do obu dawek, istotnie zwigkszata czgstosc:
nudnosci 1 wymiotow, odczynow zapalnych §luzowek przewodu pokarmowego oraz dysfunkc;ji
nerek. Natomiast: zakazenia, biegunki 1 toksycznos$ci skorne istotnie czgéciej wystgpowaly w

przypadku przedtuzonej eliminacji tylko jednej z ocenianych dawek Mtx (tabela 28).

W materiale wlasnym, w analizie z uzyciem wieloczynnikowej regresji logistycznej,

obejmujacej 414 cykli z prawidlowym i 82 z przedluzonym wydalaniem leku, jedynymi
czynnikami istotnie wptywajacymi na zaburzenie klirensu Mtx byla stata eliminacji we wczesnej
fazie wydalania 1 st¢zenie stacjonarne leku. Natomiast takie parametry jak: wiek, BMI,
polimorfizm genowy 677C>T MTHER leczonych i wysoko$¢ dawki systemowej Mtx (2 g/m’
lub 3 g/m’) nie wykazaly takiego wplywu (tabela 24 i rysunek 24). Nalezy jednak podkreslié, ze
w grupie najstarszych dzieci wykazano ponad 3-krotnie wigksza czgsto$¢ wystgpowania
przedhuzonej eliminacji HD-Mtx w ponad jednym sposrod czterech zrealizowanych cykli, w
poréwnaniu z najmtodszymi pacjentami (tabela 16). Jednak w analizie statystycznej nie
potwierdzono istotnego wplywu wieku leczonych na czgsto$¢ wystgpowania tego zaburzenia

(p=0,08).

W jednej z prac, rowniez z zastosowaniem metody regresji logistycznej, wykazano, ze stezenie
stacjonarne leku bylo jedynym czynnikiem predykcyjnym dla ostrej toksycznosci, zwlaszcza w
odniesieniu do: nudnos$ci, wymiotow, odczynéw zapalnych bton sluzowych i opdznienia
eliminacji Mtx (5). W innym badaniu wyloniono czas ekspozycji na wysokie st¢zenia leku w
surowicy 1 wyzszy wiek leczonych, jako czynniki odpowiedzialne za nasilenie bliskich
toksycznosci sluzéwkowych 1 watrobowych (175). W publikacji, poswigconej tolerancji Mtx w
dawce 12 g/m’, stosowanego w leczeniu miesaka kosci u dzieci, wysokie stezenie stacjonarne i

zaburzona eliminacja Mtx zwigkszaly ryzyko wczesnych toksycznosci terapii (178).
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W niniejszej pracy, w celu wyodrgbnienia czynnikdw istotnie wplywajacych na nasilenie
bliskich toksycznosci terapit HD-Mtx, zastosowano metodg wieloczynnikowej regres;ji
logistycznej. Analiza objeto tacznie 205 chemioterapii, ktore nie wigzaty si¢ z zadnymi
powiklaniami oraz 161 cykli, po ktérych obserwowano co najmniej dwa rodzaje bliskich
objawow toksycznych. Sposrod badanych sze$ciu zmiennych tylko wartos$¢ stgzenia Mtx w
surowicy w 48. godzinie cyklu miala istotny wptyw na wystapienie zdefiniowanych powyzej
toksycznosci stosowania obu dawek Mtx. Ani wysoko$¢ dawki leku, ani wiek, BMI, czy

polimorfizm genowy 677C>T MTHFR nie wykazaly takiego zwiazku.

W dostepnym pismiennictwie przedstawiane sa sprzeczne wyniki badan, dotyczacych znaczenia
wieku dzieci na czgsto$¢ wystepowania bliskich powiktan w przebiegu terapii HD-Mtx.
Niezaleznie od zdeterminowanego wiekiem wolniejszego klirensu systemowego Mtx, niektorzy
autorzy odnotowuja wigksza czgstos¢ wystgpowania toksycznosci u starszych dzieci (60, 162,
175, 234). Natomiast w jednym z doniesien przedstawiono wyniki analizy z uzyciem regresji
logistycznej, wskazujace, ze nizszy wiek leczonych stanowit czynnik zwigzany z wigkszym
ryzykiem biegunek (85). Istnieje uzasadnione przypuszczenie, ze obserwowana zalezno$¢ mogta
wynika¢ z czgstszych w tym okresie zycia zakazen 1 nie by¢ zdeterminowana wytacznie

toksycznos$cia Mtx.

W analizie materiatu wlasnego nie stwierdzono istotnego wplywu ani stopnia odzywienia dzieci,
ani ptci zar6wno na czgsto$¢ wystgpowania przedhuzonej eliminacji HD-Mtx, jak 1 nasilenie
wczesnych objawow toksycznych.

Podobne wnioski prezentuja nieliczne prace poswigcone tej tematyce (205). Mozna jednak

znalez¢ przeciwne opinie, przekonujace, iz masa ciata determinuje klirens leku (88, 269).

W obecnie przedstawianym badaniu nie stwierdzono takze istotnych roznic w czgstosci
zaburzenia eliminacji leku pomigdzy nosicielami r6znych polimorficznych wariantow 677C>T
genu MTHFR (p=0,54). W odniesieniu do bliskich toksycznosci, jedynie ostre powiklania ze
strony ukfadu nerwowego, matoptytkowos¢ po zakonczeniu cykli z Mtx 1 opdznienia w

planowym toku chemioterapii wystgpowaly istotnie czgs$ciej u homozygot TT (tabela 29).

Opisywana w literaturze (9, 18, 184, 262), ksztattujaca si¢ z czasem, tolerancja wobec HD-Mtx
moze wyjasnia¢ fakt, ze w materiale wlasnym w kolejno przeprowadzanych cyklach czgstos¢
toksycznosci klinicznych nie narastata. To wlasnie w przebiegu pierwszego cyklu wystgpowato
najwigksze ryzyko wystapienia przedtuzonej eliminacji leku (tabela 13). W analizie dotyczacej
lacznie 760 cykli Mtx (260 w dawce 2 g/m’ oraz 500 w dawce 3 g/m?), jedynie odczyny zapalne
sluzéwek jamy ustnej wystapily istotnie czgsciej (p=0,02) w konsekwencji pierwszej z czterech

zrealizowanych chemioterapii. Dwa przypadki najpowazniejszej bliskiej toksycznosci terapii

129



HD-Mtx, jaka jest ostra niewydolnos¢ nerek mialy miejsce takze po pierwszym z czterech
przeprowadzonych cykli. Z kolei zakazenia 1 opdznienia w planowej kontynuacji leczenia
dotyczyly istotnie rzadziej (p odpowiednio: 0,001 1 0,003) ostatniej, czwartej chemioterapii. Na
podstawie przeprowadzonej analizy trudno jednoznacznie wskazac¢, ktéry w kolejnosci cykl byt
obarczony najwigkszym ryzykiem bliskich niepozadanych skutkow leczenia. Wydaje si¢ jednak
ze dluzszej realizacji chemioterapii HD-Mtx towarzyszylo, w pewnym stopniu, zmniejszenie

nasilenia obserwowanych bliskich toksycznosci i powiktan terapii (tabela 31).

Reasumujac, na podstawie przeprowadzonej analizy jaka objgto 720 cykli chemioterapii z HD-
Mtx w dawce: 2 g/m” i 3 g/m’, zrealizowanych u 218 dzieci z ALL-SR, najistotniejszym
czynnikiem ryzyka nasilonych bliskich powiklan terapii HD-Mtx byla zaburzona eliminacja leku
w 48. godzinie cyklu, ktorej wezesnymi markerami byly: wysokie stgzenia stacjonarne i

obnizona warto$¢ statej eliminacji Mtx we wczesnej fazie wydalania.

Dzieci starsze (powyzej 10 r.z.) stanowily grupg ryzyka wystapienia wolniejszego klirensu Mtx,

odpowiedzialnego za dluzszy czas ekspozycji na cytotoksyczne stezenia tego antymetabolitu.

Nasilenie objawoéw toksycznych, zwiazanych ze stosowaniem Mtx, zalezy w znacznej mierze od
indywidualnych predyspozycji pacjentow. Kompleksowe badania nad polimorfizmem wielu
genow, zaangazowanych w gospodarke folianowa moga w przysztosci przyczyni€ si¢ do
wyjasnienia ztozonych mechanizmoéw zwiazanych ze zmienna farmakokinetyka 1 wrazliwoscia

na Mtx.
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VI. WNIOSKI

1.

Przedtuzona eliminacja metotreksatu, zastosowanego w wysokich dawkach w 24-godzinnych
wlewach dozylnych, wystgpuje czgsto; zostala stwierdzona u blisko polowy dzieci z ostra
biataczka limfoblastyczna, leczonych tym lekiem w dawce 2 g/m’ i 3 g/m”. Sprawnos¢

eliminacji metotreksatu nie zalezata od wysokos$ci dawki leku.

Zaburzone wydalanie metotreksatu nie zalezalo od takich czynnikow, jak: ple¢, BMI 1
polimorfizm 677C>T genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowe; (MTHFR).
Przedluzona eliminacja leku najcze$ciej dotyczyla pierwszego z czterech realizowanych
cykli. Wykazano istotna korelacj¢ wyzszych stezen stacjonarnych z zaburzona eliminacja
metotreksatu w 48. godzinie cyklu, co wskazuje na to, ze wolniejszy klirens leku we
wczesne] fazie cyklu znaczaco wydluzat czas wydalania metotreksatu do bezpiecznych
wartosci stezen. Dzieci starsze, powyzej 10 r.z. osiagaly istotnie wyzsze st¢zenia stacjonarne

1 moga stanowi¢ grupg ryzyka zaburzonej eliminacji tego cytostatyku.

Farmakokinetyka metotreksatu, stosowanego w dawkach: 2 g/m” i3 g/m* we wlewach
dobowych byta bardzo zmienna. Wyzsza dawka cytostatyku wigzata si¢ z uzyskaniem u
danego pacjenta istotnie bardziej stabilnych wartosci stgzen stacjonarnych metotreksatu w
kolejnych czterech cyklach. W ponad 80% cykli z lekiem podanym w obu dawkach

uzyskano stezenia stacjonarne powyzej wartosci minimalnej (16 pmol/l).

Terapia monitorowana pomiarami st¢zen Mtx w surowicy najczesciej dopiero w 48. godzinie
cyklu wskazywala na zaburzenie jego wydalania. Stala eliminacji wczesnej, tzw. szybkiej
fazy wydalania leku moze by¢ przydatnym markerem dla wczesniejszej identyfikacji
pacjentéw zagrozonych opdzniong eliminacja metotreksatu. Praktyczne wykorzystanie tego

parametru wymaga dalszych badan 1 okreslenia zakresu jego norm.

Tolerancja metotreksatu zastosowanego w dawce 2 g/m’” i 3 g/m’® w trakcie konsolidaciji
remisji u dzieci z ostra biataczka limfoblastyczna byta dobra. Cigzkie powiktania w
przebiegu tego leczenia wystepowaty rzadko 1 nie byty powodem zgonu zadnego pacjenta.
Najczgstsza ostra toksycznoscia byto odwracalne zaburzenie funkcji watroby, nudnosci i
wymioty oraz odczyny zapalne §luzéwek przewodu pokarmowego, obserwowane

odpowiednio u: 60%, 50% oraz 30 - 45% pacjentow.

Ostra niewydolno$¢ nerek, dotyczyla mniej niz 1% dzieci 1 wystapila w przebiegu leczenia
nizsza dawka leku, co przemawia za konieczno$cia terapii monitorowanej takze w leczeniu
metotreksatem w dawce 2 g/m”. Zwiastunami tego najgrozniejszego bliskiego powiktania,
poza wysokim stgzeniem Mtx w surowicy juz w 24. godzinie cyklu byty: nasilone wymioty,
obnizona diureza i co najmniej dwukrotny wzrost st¢zenia kreatyniny w surowicy w drugiej
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10.

11.

dobie chemioterapii. Najskuteczniejszym lekiem w tej sytuacji klinicznej jest

Carboxypeptydaza, ktéra powinna by¢ jak najszybciej dostgpna w naszym Kraju.

Wyzsza dawka systemowa leku (3 g/m?) wiazala si¢ z wicksza czestoscia nudnosei i
wymiotow, zakazen oraz odczynéw zapalnych §luzowek przewodu pokarmowego.
Najczulszym laboratoryjnym wyktadnikiem bliskiej toksycznosci leczenia z zastosowaniem
metotreksatu w wysokich dawkach byto obnizone stgzenie albumin 1 biatka calkowitego w
surowicy. Albuminy, jako bialka no$nikowe winny by¢ suplementowane w celu

zabezpieczenia prawidtowej farmakokinetyki leku.

Przedtuzona ekspozycja na cytotoksyczne stgzenie Mtx nie miala istotnego wplywu na
nasilenie dysfunkcji watroby, ani na zaburzenie planowego toku leczenia. Wiazala si¢
natomiast z wigksza cz¢stoscia nudnosci, wymiotéw oraz zakazen 1 wigkszym nasileniem
odczynow zapalnych §luzowek przewodu pokarmowego. Obserwowane toksycznosci
spetniaty najczesciej kryteria 1. 1 2. stopnia skali powiktan NCI-CTC. Adekwatna terapia
leukoworyna nie eliminowata wystgpowania tych toksycznosci, cho¢ niewatpliwie mogta

ogranicza¢ ich nasilenie.

Polimorfizm 677C>T genu MTHFR nie miat istotnego wptywu na sprawnos$¢ eliminacji
metotreksatu ani na czgsto$¢ wystgpowania najczgstszych bliskich toksycznosci tej terapii.
Jednak u homozygot TT nasilenie najczgsciej obserwowanych klinicznych objawow
toksycznych bylo wigksze, a ostra niewydolnos¢ nerek, ktora wystapita u dwojga dzieci,

dotyczyla nosicieli wariantu CT 1 TT.

Do grupy ryzyka, zagrozonej nasilonymi bliskimi toksycznos$ciami terapii wysokimi
dawkami metotreksatu, nalezaty: dzieci powyzej 10 r.z., pacjenci uzyskujacy wyzsze
stezenia stacjonarne, charakteryzujacy si¢ wolniejszym klirensem leku juz we wczesnej fazie
wydalania (ktorego markerem moze by¢ nizsza warto$¢ stalej eliminacji tej fazy) oraz
osiagajacy wysokie stezenia leku w 48. godzinie cyklu 1 poddani pierwszej chemioterapii.
Wszystkie powyzsze czynniki nie tlumacza jednak w pelnym zakresie indywidualnie
zmienne] wrazliwosci na wystapienie 1 nasilenie bliskich toksyczno$ci w przebiegu leczenia

tym cytostatykiem.

Terapia metotreksatem w wysokich dawkach powinna by¢ zindywidualizowana 1
uwzglednia¢ zar6wno zmienng farmakokinetyke leku u danego pacjenta, jak 1 w przysztosci,
wyniki badan genetycznych nad polimorfizmem wielu genéw odpowiedzialnych za
gospodarke folianowa oraz uwarunkowang farmakokinetycznie 1 farmakodynamicznie
odmienng wrazliwo$¢ pacjentow na ten cytostatyk, co pozwoli poprawi¢ wyniki leczenia i

ograniczy¢ toksyczno$ci z nim zwigzane.
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VIII. STRESZCZENIE
Wprowadzenie

Metotreksat (Mtx) jest podstawowym cytostatykiem, stosowanym m.in. w prewencji wznow
oponowych ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) u dzieci. Podawany w okresie konsolidacji
remisji choroby, w réznie wysokich dawkach systemowych (HD), powinien by¢ sprawnie
eliminowany w okreslonym przedziale czasowym. Lek ten jest klasycznym antymetabolitem,
blokuje dziatanie kluczowego dla gospodarki folianowej enzymu, reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR), ktorej zmienna aktywno$¢ jest determinowana
polimorfizmem genowym. Niedobdr foliandw prowadzi do przerwania szlaku syntezy bialek 1
DNA, zaburzenia produkcji neurotransmiterow mézgu i odnowy najszybciej dzielacych si¢
tkanek. Istotne dla osiagnigcia zadowalajacych wynikoOw leczenia biataczki jest uzyskanie co
najmniej minimalnej wartosci stezenia stacjonarnego Mtx (16 pmol/l) w kazdym cyklu. Z kolei
niezamierzona, przedtuzona ekspozycja chorego na cytotoksyczne stezenia leku zagraza
wystapieniem nasilonych bliskich toksycznos$ci, w tym odczyndéw zapalnych sluzéwek przewodu
pokarmowego, dysfunkcji watroby 1 nerek, neurotoksycznosci, powikian infekcyjnych 1 supres;ji
szpiku kostnego. Terapia monitorowana, oparta dotad gléwnie na pomiarach stezen Mtx w
surowicy w okreslonych punktach czasowych cyklu, nie zapobiega wystgpowaniu op6znionej
eliminacji leku 1 ostrych powiktan. Dlatego poszukuje si¢ innych, bardziej skutecznych
sposobOw monitorowania przebiegu wydalania tego cytostatyku.

Celem pracy byla ocena sprawnosci eliminacji 1 bliskich toksycznos$ci dwoch wysokich dawek
Mtx oraz proba wytonienia czynnikOw istotnie wptywajacych na zaburzenie wydalania i
powiklania terapii tym cytostatykiem, stosowanym w dawkach: 2 g/m” i 3 g/m* w leczeniu dzieci
z ALL. Poszukiwano takze markerow dla wczesnej identyfikacji pacjentow zagrozonych
przedtuzonym wydalaniem leku.

Material i metody

Badaniem retrospektywnym objgto facznie 218 pacjentéw Kliniki Onkologii i Hematologii
Dziecigcej Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie w wieku 1 - 17 lat, w tym 146
leczonych Mtx w dawce 3 g/m” w latach: 1993-2002 oraz 72 leczonych w okresie: 2003-2007 z
zastosowaniem dawki 2 g/m”. Cykle przeprowadzano czterokrotnie u kazdego pacjenta w
odstgpie dwoch tygodni, wg tych samych zasad, zgodnie ze zmodyfikowanym Protokotem ALL-
BFM-90 w pierwszym oraz ALL-IC-2002 w drugim okresie leczenia. W pracy oceniono tacznie
852 cykle z Mtx, podanym w dawce 2 g/m” i 3 g/m’, w odpowiednio: 276 i 576 chemioterapiach.
Farmakokinetyke dwu roznych dawek Mtx oceniono na podstawie analizy: warto$ci stgzen

stacjonarnych leku w surowicy, oznaczen stezen Mtx w 4 statych punktach czasowych cykli oraz
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obliczonych metoda Wagnera statych eliminacji (K¢) leku w dwu fazach jego wydalania, dla
cykli z prawidlowym 1 zaburzonym klirensem leku. U 160 pacjentow oceniono wptyw
polimorfizmu 677C>T MTHFR, zbadanego technika PCR-RFLP, na eliminacj¢ cytostatyku oraz
na czesto$¢ wystegpowania 1 nasilenie bliskich toksycznosci Mtx. Oceng klinicznej tolerancji
terapii HD-Mtx przeprowadzono poréwnujac czgsto$¢ wystgpowania 1 nasilenie niepozadanych
bliskich skutkow terapii, zgodnie z rozszerzona skala toksycznosci wg National Cancer Institute
Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) w modyfikacji German Society of Pediatric
Oncology/Hematology (GPOH), w zaleznosci od zastosowanej dawki i sprawno$ci wydalania
Mtx. Wszystkie obliczenia przeprowadzono pakietem statystycznym STATISTICA. Celem
wylonienia czynnikOw istotnie wptywajacych na przedtuzenie eliminacji Mtx oraz nasilenie
bliskich toksyczno$ci terapii zastosowano wielowymiarowa regresj¢ logistyczna.

Wyniki

Podstawowymi czynnikami wptywajacym na eliminacje Mtx byly: wysokos¢ stezenia
stacjonarnego 1 wiek pacjentoéw. Wartos$ci stezen stacjonarnych istotnie korelowaty (dla dawki 2
g/m’ i3 g/m* Mtx p odpowiednio: 0,01 i 0,05) z przedhuzeniem eliminacji leku ponad 48.
godzing chemioterapii. Istotnie wyzsze (p=0,001) wartos$ci stezen stacjonarnych uzyskano w
cyklach z nizsza systemowa dawka leku; obie grupy pacjentow roznit jedynie stan odzywienia
(wigkszy procentowy udziat nadmiernie szczuptych w grupie leczonej dawka 2 g/m” leku).
Wartosci stgzen stacjonarnych, ocenione tacznie w 720 cyklach, wykazaly istotna statystycznie,
linijng zalezno$¢ od wieku leczonych (dla dawki 2 g/m’ i 3 g/m’ p odpowiednio: 0,02 i 0,01).
Najnizsze $rednie wartosci stezen stacjonarnych cechowaly najmtodszych pacjentow (w wieku:
1 - 4 r.2.), a najwyzsze najstarszych (ponad 10-letnich). O niezwykle zmiennej farmakokinetyce
Mtx, podanego w wysokich dawkach, swiadczyly znaczne réznice w wartosciach stgzen
stacjonarnych leku, odnotowane u poszczegolnych pacjentow, po podazy w identycznych
warunkach tej samej dawki leku, w czterech kolejno realizowanych cyklach. Wspotczynnik
zmiennos$ci wysokosci tych stezen, w analizie dotyczacej 548 chemioterapii, wahat si¢ od 5 do
97%. Wyzsza dawka Mtx determinowata uzyskiwanie istotnie bardziej stabilnych wartosci

stezen stacjonarnych leku w kolejnych cyklach u danego pacjenta (p=0,03).

W ocenie skutecznosci dwoch analizowanych dawek Mtx, pod wzgledem zapewnienia
minimalnego stg¢zenia stacjonarnego w surowicy, nie wykazano przewagi zadnej z badanych
dawek. W ponad 80% cykli, czesciej (p=0,08) w przypadku zastosowania Mtx w dawce 3 g/m’,
uzyskane stezenie leku bylo wyzsze od wartosci minimalnego stgzenia stacjonarnego.
Jednoczesnie prawie 40% dzieci, leczonych oboma dawkami, nie osiaggngto minimalnej wartos$ci

stezenia stacjonarnego w co najmniej jednym z czterech przeprowadzonych cykli.
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W ocenie, dotyczacej tacznie 852 cykli z Mtx, podanym w dawce 2 g/m’ i 3 g/m” (odpowiednio
72 1146 dzieci oraz 276 1 576 chemioterapii), przedluzona eliminacja leku w 48. godzinie cyklu
wystgpowata z porownywalna czgstoscia 1 dotyczyta odpowiednio: 17% cykli 1 44,4% dzieci
oraz 17,5% chemioterapii 147,9% pacjentow. Przeprowadzona analiza wykazata brak wplywu:
ptei (p=0,28), BMI (p=0,66) oraz polimorfizmu 677C>T MTHFR (p=0,54) na sprawnos¢
wydalania leku. Zaobserwowana ponad 3-krotnie wigksza czgsto$¢ przedtuzonej eliminacji Mtx
w ponad jednym cyklu w grupie pacjentow powyzej 10 r.z., w porownaniu z najmtodszymi ( 1- 4
r.Z.), byla na pograniczu istotnosci statystycznej (p= 0,08). W grupie leczonej nizsza dawka leku
zaburzenie wydalania Mtx istotnie czgsciej (p=0,02), bo az w 43,2 % chemioterapii, dotyczylo
pierwszego z przeprowadzanych cykli. Przedluzona eliminacja leku w 48. godzinie byla istotnie
statystycznie czgstsza (p=0,001) w pordwnaniu z wystgpowaniem tej nieprawidtowosci 6 godzin
wczesniej (w 42. godzinie) — dla obu zastosowanych dawek Mtx, w odniesieniu zarowno do

cykli, jak 1 do pacjentow.

W pracy wykazano, iz kolejnym czynnikiem istotnie wptywajacym na zaburzenie wydalania

Mtx bylo uposledzenie klirensu leku we wczesnej fazie jego szybkiego wydalania. W badaniu
dotyczacym 642 chemioterapii z Mtx w dawce 2 g/m” i3 g/m’ (odpowiednio 219 i 423 cykle),
dla obu dawek stwierdzono istotne réznice (p=0,0001) w wartosciach K¢ wezesnej fazy
wydalania leku (24.-36. godzina), migdzy cyklami z prawidlowa 1 zaburzong eliminacja.
Wartosci K¢ w drugiej wolnej fazie wydalania nie rdznily si¢ natomiast istotnie (p=0,43), w
zalezno$ci od klirensu leku. Dodatkowo wykazano, ze w cyklach o zaburzonej eliminacji srednie
wartosci Kq byly wyzsze w obu fazach dla dawki 2 g/m’, a w sposéb istotny wyzsze (p=0,0001)
w fazie wolnej, co korelowalo z obserwacja o istotnie wyzszych wartosciach stgzen

stacjonarnych, uzyskanych w cyklach z Mtx w nizszej dawce.

W analizie z zastosowaniem wieloczynnikowej regresji logistycznej jedynymi zmiennymi

istotnie korelujacymi (p= 0,001) z przedtuzeniem wydalania Mtx w 48. godzinie cyklu okazatly
si¢: niskie wartos$ci statej eliminacji we wczesnej fazie wydalania oraz wysokie st¢zenia
stacjonarne leku. Wartos$¢ progowa K wczesnej fazy wydalania Mtx, ponizej ktorej gwattownie

rosto ryzyko przedtuzonego wydalania leku, wynosita dla badanej proby 0,3 h'.

Ocena wszystkich rodzajéw ostrych toksycznosci objeta 829 cykli, w tym 232 z prawidlowa 1 44
z zaburzona eliminacja Mtx w dawce 2 g/m” oraz w przypadku dawki 3 g/m* odpowiednio: 456 i
97 cykli. Najczestszymi bliskimi powiktaniami terapiit HD-Mtx byly: zaburzenie funkcji watroby
(dotyczace odpowiednio 64% i 61% pacjentow), nudnosci i wymioty (44% 1 53%) oraz
zapalenie Sluzowek przewodu pokarmowego (29% 145%). Nasilenie w/w toksycznos$ci rzadko

przekraczalo 2. stopien. Ostra niewydolnos$¢ nerek, najpowazniejsza z odnotowanych bliskich
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toksycznos$ci wystapita u 2 dzieci (0,9%) po zastosowaniu Mtx w nizszej dawce. Nasilone
wymioty, ograniczona diureza 1 dwukrotny wzrost warto$ci kreatyniny w 2 - 3 dobie
chemioterapii byly, poza wysokim st¢zeniem Mtx w surowicy, wczesnymi objawami tego

powiklania.

Najczulszym parametrem biochemicznym, odzwierciedlajacym bliska toksyczno$¢ watrobowa
leczenia HD-Mtx, byly stezenia albumin (oceniono 297 cykli) 1 biatka catkowitego (667 cykli) w
surowicy, ktore niezaleznie od zastosowanej dawki leku 1 sprawnosci jego wydalania istotnie (p=
0,0001) obnizaly si¢ po przeprowadzeniu chemioterapii. Srednie stezenia obu tych parametrow,
kontrolowane okoto dwa tygodnie po podaniu Mtx, byly istotnie wyzsze w przypadku nizszej
dawki leku, co moze przemawiaé za wyzsza toksycznoscia dawki 3 g/m’. Stezenie bilirubiny
catkowitej (oceniono 743 cykle) w surowicy istotnie wzrastato (p=0,0001) w trakcie
chemioterapii Mtx, takze niezaleznie od zastosowanej dawki 1 sprawnosci eliminacji leku.
Podobnie jak w przypadku albumin 1 bialka, tendencja ta byla istotnie silniej wyrazona w
cyklach z wyzsza dawka cytostatyku. Stezenie w surowicy podstawowych enzymow
watrobowych, GOT (oceniono 803 cykle) i GTP (799 cykli) zachowywato si¢ w przebiegu

chemioterapii z HD-Mtx zmiennie - rosto lub obnizalo sig.

Wyzsza dawka Mtx (zwiazana z trojlekowa terapia dokanalowa) wigzata si¢ z wigksza
czestoscia: nudnosci 1 wymiotow (p=0,02), zakazen (p=0,008) oraz odczyndéw zapalnych
sluzéwek jamy ustnej (p=0,0003). Nudnos$ci 1 wymioty, najczescie] w stopniu 1.1 2., dotyczyly

okoto 1/3 cykli z zaburzonym klirensem leku.

Najistotniejszym czynnikiem wplywajacym na nasilenie bliskich toksycznosci terapit HD-Mtx
byta przedtuzona ekspozycja na cytotoksyczne stgzenia Mtx. W odniesieniu do cykli z Mtx w
dawce 2 g/m” i 3 g/m’* zaburzenie wydalania leku istotnie zwickszylo nasilenie i czestosé
wystgpowania nudnos$ci 1 wymiotdéw (p odpowiednio: 0,024 1 0,0001), toksycznosci ze strony
bton sluzowych (p odpowiednio: 0,03 1 0,05), a takze: zakazen (p odpowiednio: 0,087 1 0,026),
toksycznosci skornych (p odpowiednio: 0,05 1 0,069) 1 nerkowych (p odpowiednio: 0,025 1
0,003). Przedtuzona eliminacja Mtx nie wplyng¢la natomiast na nasilenie najczg¢stszej narzadowej
bliskiej toksycznosci, jaka byla dysfunkcja watroby, a w szczegdlnosci na wzrost aktywnosci
dwu podstawowych enzymow watrobowych: GOT 1 GPT.

Polimorfizm 677C>T genu MTHFR nie miat wptywu na czgsto$¢ wystgpowania wigkszosci
bliskich toksycznosci terapii. Nasilenie najczgstszych powikian: nudnosci i wymiotow,
dysfunkcji watroby oraz zapalenia Sluzowek, a takze kilku rzadszych objawow toksycznych,

byto wyzsze u homozygot TT ale r6znice nie byly istotne statystycznie. Jedyne dwa przypadki
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ostrej niewydolnos$ci nerek, w ktorych genezie nie stwierdzono udziatu zadnego ze znanych

czynnikOw ryzyka, wystapily u nosicieli wariantu CT 1 TT polimorfizmu 677C>T MTHFR.

Istotnym czynnikiem ryzyka wystapienia najczgstszych toksycznosci klinicznych: nudnosci,
wymiotow 1 zapalenia §luzowek jamy ustnej byt starszy wiek leczonych.

W ocenie jaka objgto facznie 760 cykli zrealizowanych u 190 pacjentow jedno z czgstszych
powiktan klinicznych terapit HD-Mtx - odczyn zapalny Sluzowek jamy ustnej - istotnie czgsciej
(p=0,002) wystgpowat po pierwszej z czterech realizowanych kolejno chemioterapii. Natomiast
zakazenia 1 opoznienia w planowej kontynuacji leczenia istotnie rzadziej (p odpowiednio: 0,001 1

0,003) odnotowano po ostatnim, czwartym cyklu.

W analizie przy uzyciu wieloczynnikowej regresji logistycznej wykazano, ze tylko wysokie
stezenia Mtx w surowicy w 48. godzinie cyklu, narazajace pacjentoéw na przedhuzona ekspozycije
na cytotoksyczne stezenia cytostatyku, istotnie (p=0,03) wptywaty na wystapienie co najmniej
dwoéch roéznych bliskich powiktan terapii. Wartos¢ progowa stezenia leku w 48. godzinie cyklu,
dla tak zdefiniowanych nasilonych toksyczno$ci terapii, wynosita 0,3 pmol/l.

Whioski

Przedtuzona eliminacja Mtx zostala stwierdzona u okoto potowy dzieci z ALL, leczonych
dobowymi wlewami tego cytostatyku, w dawce 2 g/m’ i 3 g/m”. Wykazana w pracy ogromna
zmienno$¢ farmakokinetyki HD-Mtx jest argumentem przemawiajacym za celowoscia
adaptowania wysokosci dawki Mtx do aktualnego, zmiennego kliresu leku u danego pacjenta.
Terapia monitorowana pomiarami st¢zen leku w surowicy zbyt p6zno, najcz¢sciej dopiero w 48.
godzinie cyklu, wskazywata na zaburzenie wydalania Mtx. Natomiast obnizona wartos$¢ K
pierwszej, szybkiej fazy wydalania moze by¢ obiecujacym markerem dla wczesnej identyfikacji
pacjentéw z zaburzonym klirensem leku. Praktyczne wykorzystanie tej obserwacji wymagatoby

przeprowadzenia badan prospektywnych 1 ustalenia zakresu norm dla tego parametru.

Ogoblem tolerancja Mtx podanego w dwu roéznie wysokich dawkach - oceniona w 829 cyklach -
byta dobra, nie zagrazata nasilonymi ( 3. 1 4. stopien) ani trwatymi toksycznos$ciami, a
powiklania wystgpujace na tym etapie leczenia byty krotkotrwale 1 tylko wyjatkowo zaburzaty
planowy tok terapii. W obu przypadkach ostrej niewydolnos$ci nerek, najpowazniejszej bliskiej
toksycznosci, nie zidentyfikowano czynnika sprawczego tego powiklania - co jest argumentem
za przydatno$cia monitorowania sprawnos$ci wydalania leku, stosowanego nawet w dawce 2
g/m’ (czego nie wymagat protokot terapeutyczny). Ze wzgledu na istotnie czestsze
wystgpowanie wymiotow u dzieci powyzej 10 r.z., w tej grupie wiekowej nalezy rutynowo
stosowac leki z grupy antagonistow receptoréw serotoninowych w trakcie terapii Mtx, juz w

dawce 2 g/m’.
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Do grupy narazonej na nasilone bliskie powiklania i toksycznosci leczenia Mtx w dawce 2 g/mt” -
3 g/m’ na podstawie przeprowadzonych badan mozna zaliczyé: pacjentéw uzyskujacych wyzsze
stezenia stacjonarne leku w surowicy, charakteryzujacych si¢ wolniejszym klirensem Mtx 1
uzyskujacych nizsze wartosci K we wczesnej fazie wydalania leku, dzieci powyzej 10 r.z. oraz
poddanych pierwszej chemioterapii HD-Mtx. Wydaje sig, ze poza wymienionymi czynnikami
istotna rol¢ odgrywa uwarunkowana genetycznie i nie thumaczona w pehi polimorfizmem 677
C>T MTHFR, indywidualna wrazliwo$¢ leczonych na ten cytostatyk. Tylko kompleksowe
badania, w tym uwzgledniajace polimorfizmy genowe determinujace odmienng aktywnos¢
biatek no$nikowych Mtx, enzyméw odpowiedzialnych za metabolizm leku 1 zaangazowanych w
szlak metabolizmu folianow, moga dostarczy¢ dane tlumaczace osobniczo zmienng wrazliwos¢

na Mtx.
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IX. SUMMARY
Introduction

Methotrexate (Mtx) is one of principal chemotherapeutic agents employed in preventing
meningeal relapses in children with acute lymphoblastic leukemia (ALL). Administered as
remission consolidation therapy in varied high systemic doses (HD), it should be effectively
eliminated within a defined time frame. The drug is a classic antimetabolite; it inhibits the
activity of the key enzyme involved in folate metabolism, i.e. 5,10- methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR), the variable activity of which is determined by gene polymorphism. Folate
deficit leads to interruption of the protein and DNA synthesis path, disturbances in cerebral
neurotransmitter production and regeneration of tissues containing the most rapidly dividing
cells. Of significance in achieving satisfactory therapeutic results in leukemia patients is
obtaining an at least minimum value of steady-state Mtx level (16 pmol/l) in each chemotherapy
cycle. In turn, unintended, prolonged exposure of the patient to cytostatic concentrations of the
drug is associated with a danger of intensified early toxicity, including inflammatory reactions
involving oral and gastrointestinal mucosa, liver and kidney dysfunction, neurotixicity,
infectious complications and bone marrow suppression. Monitored therapy, generally based
chiefly on determinations of serum Mtx levels at specified temporal points of the cycle, does not
prevent delayed elimination of the drug and acute complications. This is why attempts are made
at finding other, more effective methods of monitoring the course of elimination of the cytostatic

drug.

The objective of the thesis was the assessment of the effectiveness of elimination and
determination of early toxicity of two high Mtx doses, as well as an attempt at defining factors
that considerably affect disturbances of elimination and complications triggered by Mtx therapy
employing two doses - 2 g/m’ and 3 g/m” - in children with ALL. The author also searched for
markers of early identification of patients at risk of prolonged Mtx elimination.

Material and methods

A retrospective analysis was carried out in 218 patients aged 1-17 years managed at Department
of Pediatric Oncology and Hematology, University Children’s Hospital of Krakow, including
146 children treated with Mtx in the dose of 3 g/m’ in the years 1993-2002, and 72 patients
treated in the period 2003-2007, employing the dose of 2 g/m”. Each patient received four Mtx
cycles, with the interval between chemotherapy cycles of two weeks; the same schedules of
administration were applied, in keeping with the modified ALL-BFM-90 protocol in the initial
and ALL-IC-2002 in the second period of treatment. The evaluation included 852 chemotherapy
cycles with Mtx administered in the dose of 2 g/m” and 3 g/m’, in 276 and 576 chemotherapies,
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respectively. The pharmacokinetics of two different Mtx doses was assessed based on the
analysis of serum steady-state Mtx concentration values and determinations of Mtx concentration
performed at four fixed time points of the cycles, as well as coefficient of elimination (Ke|)
calculated according to Wagner for two elimination phases for cycles with normal and delayed
Mtx clearance. In 160 patients, the assessment included the effect of the 677C>T MTHFR
polymorphism examined by PCR-RFLP on cytostatic drug elimination and on the frequency and
intensity of early Mtx toxicity. The assessment of clinical tolerance of the HD-Mtx therapy was
carried out comparing the frequency and intensity of adverse early effects of the therapy, in
keeping with the extended toxicity scale according to the National Cancer Institute Common
Toxicity Criteria (NCI-CTC), as modified by the German Society of Pediatric
Oncology/Hematology (GPOH), depending on the employed dose and effectiveness of Mtx
elimination. All the calculations were performed using the STATISTICA software. In order to
determine factors pronouncedly affecting prolonged elimination of Mtx and intensification of
early toxicity of the therapy, the multiple logistic regression analysis was used.

Results

Major factors that affected drug elimination included the steady-state Mtx level and age of the
patient. The values of steady-state Mtx concentrations were significantly correlated (for Mtx
dose of 2 g/m’ and 3 g/m’, p = 0.01 and 0.05, respectively) with prolonged drug elimination
beyond the 48™ hour of chemotherapy. Significantly higher (p=0.001) values of steady-state Mtx
plasma concentrations were obtained in chemotherapy cycles with lower systemic Mtx doses;
both groups of patients differed only in their nutritional status (a higher percentage of
excessively thin patients in the group administered the dose of 2 g/m?). When evaluated globally
in 720 cycles, the values of steady-state Mtx levels showed a statistically significant, linear
correlation with the age of patients (for Mtx dose of 2 g/m” and 3 g/m”, p = 0.02 and 0.01,
respectively). The lowest mean steady-state Mtx concentration values were characteristic for the
youngest patients (aged 1- 4 years of life), and the highest were seen in the oldest children
(above 10 years of age). The extremely variable pharmacokinetics of Mtx administered in high
doses was demonstrated, by significant differences in steady-state serum concentration values
observed in particular patients following the administration of the same dose under the same
conditions, in four subsequent Mtx chemotherapy cycles. In the analysis of 548 chemotherapies,
the variability coefficient of these concentration values ranged from 5 to 97%. A higher dose
determined achieving significantly more stable steady-state Mtx concentration values in

subsequent cycles in a given patient (p=0.03).

While assessing the effectiveness of the two analyzed Mtx doses with respect to providing the

minimum steady-state serum concentration value, the author did not detect an advantageous
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impact of any of the investigated doses. In more than 80% of the cycles, the achieved Mtx
concentration level was more frequently (p=0.08) higher as compared to the minimum steady-
state plasma level, when the medication was administered in the dose of 3 g/m’. At the same
time, almost 40% of patients receiving either of the doses failed to achieve the minimum steady-

state Mtx concentration value in at least one of four cycles.

While evaluating the total of 852 Mtx cycles with the drug administered in the dose of 2 g/n’
and 3 g/m’ (72 and 146 children, 276 and 576 chemotherapies, respectively), was observed that
prolonged Mtx elimination in the 48™ hour of the cycle occurred with a comparable frequency
and was seen in 17% of chemotherapy cycles and 44.4% of children, as well as 17.5% of
chemotherapies and 47.9% of patients, respectively. The analysis demonstrated no effect of
gender (p=0.28), BMI (p=0.66) and the 677C>T MTHFR polymorphism (p=0.54) on the
effectiveness of Mtx elimination. The observed almost three-fold higher frequency of prolonged
Mtx elimination in more than one cycle in the group of patients above 10 years of life as
compared to the youngest children (1-4 years of age), was at the threshold of statistical
significance (p= 0.08). In the group treated with the lower Mtx dose, disturbances in drug
elimination were significantly more frequently (p=0.02) - in as many as 43.2 % chemotherapies -
observed in the first of the four cycles. Delayed Mtx elimination in the 48™ hour of the cycle was
significantly more frequent (p=0.001) as compared to the occurrence of this abnormality 6 hours
previously (in the 42™ hour of the cycle); this observation was true for both the employed Mtx

doses and with respect to both the cycles and the patients.

In the study was demonstrated, that another factor that significantly delayed elimination of Mtx
was the impairment of drug clearance in the early phase of rapid excretion of the medication.
While analyzing 642 chemotherapies employing Mtx in the dose of 2 g/m” and 3 g/m” (219 and
423 cycles, respectively), both doses demonstrated significant differences (p=0.0001) in the K
values of the early phase of drug elimination (24th-3 6" hour) between cycles with normal and
disturbed excrection. On the other hand, the values of K in the second slow phase of elimination
did not differ significantly (p=0.43) depending on Mtx clearance. In addition, in the study was
demonstrated, that in cycles with delayed elimination, the mean K, values were higher in both
phases for the dose of 2 g/m’, and significantly higher (p=0.0001) in slow phase of elimination,
what was correlated with the observation of significantly higher steady-state concentration

values achieved in cycles with Mtx administered in the lower dose.

In the multiple logistic regression analysis, the only variables that were significantly correlated
(p = 0.001) with delayed Mtx elimination in the 48™ hour of the cycle were low values of

coefficient of elimination in the early phase of excretion and high steady-state Mtx levels. For
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the examined sample, the threshold value of K of early Mtx elimination phase, below which the

risk of prolonged drug elimination rapidly increased, was 0.3 h™.

Evaluation of all types of acute toxicity was carried out in 829 chemotherapy cycles, including
232 cycles with normal and 44 cycles with disturbed elimination of Mtx administered in the dose
of 2 g/m’; in the case of the 3 g/m” dose, 456 and 97 cycles, respectively. The most common
early complications of the HD-Mtx therapy were hepatic dysfunction (affecting 64% and 61% of
patients, respectively), nausea and vomiting (44% and 53%) and oral mucositis (29% and 45%).
The intensity of the above-mentioned toxicity rarely exceeded grade 2. Acute renal failure, the
most severe of the detected early toxicity, was seen in two children (0.9%) following the
administration of the lower dose of Mtx. Apart from high serum concentration values of Mtx
also severe vomiting, decreased diuresis and a two-fold increase of creatinine level on day 2-3 of

chemotherapy, were early signs of the complication.

The most sensitive biochemical parameter that reflected incipient hepatic toxicity in the course
of the HD-Mtx therapy were serum concentration values of albumins (297 cycles were
evaluated) and total protein (667 cycles), which, regardless of the administered Mtx dose and the
effectiveness of its elimination, were significantly (p= 0.0001) decreased following
chemotherapy. The mean concentration values of these two parameters, determined
approximately two weeks following Mtx administration, were significantly higher in the case of
the lower Mtx dose, what may support a higher toxicity of the 3 g/m* dose. Total serum bilirubin
concentration (743 cycles were assessed) significantly increased (p= 0.0001) in the course of
Mtx chemotherapy, again irrespectively of the employed dose and effectiveness of Mtx
elimination. Similarly as in the case of albumins and protein, the tendency was significantly
higher in cycles where the higher dose of the cytostatic drug was employed. Serum liver
enzymes, AspAt (803 cycles were evaluated) and AlAt (799 cycles), showed variable levels in

the course of the HD-Mtx chemotherapy, being either increased or decreased.

The higher dose of Mtx (in conjunction with triple intrathecal therapy) was associated with a
higher frequency of nausea and vomiting (p=0.02), infections (p=0.008) and oral mucositis
(p=0.0003). Nausea and vomiting, most commonly of grade 1 and 2, were observed in

approximately 1/3 of cycles with disturbed Mtx clearance.

The most significant factor affecting the intensity of early toxicity in patients on the HD-Mtx
chemotherapy was prolonged exposure to cytotoxic concentrations of Mtx. In cycles with Mtx
administered in the dose of 2 g/m” and 3 g/n’, disturbed Mtx elimination significantly increased
the intensity and frequency of nausea and vomiting (p = 0.024 and 0.0001, respectively),
mucosal toxicity (p = 0.03 and 0.05, respectively), as well as infections (p = 0.087 and 0.026),
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skin (p = 0.05 and 0.069, respectively) and renal toxicity (p = 0.025 and 0.003, respectively).
However, prolonged Mtx elimination did not affect the intensity of the most common early
toxicity, i.e. liver dysfunction, and in particular, it did not affect an increased activity of the two

basic liver enzymes, AspAt and AlAt.

The 677C>T polymorphism of the MTHFR gene showed no effect on the frequency of the
majority of early toxicities. Intensification of the most common complications, i.e. nausea and
vomiting, hepatic dysfunction and mucositis, as well as of a few less frequent toxic symptoms
was higher in TT homozygotes, but the differences were not statistically significant. The only
two cases of acute renal failure, in the pathogenesis of which no contribution of any known risk
factor was detected, were observed in carriers of the CT and TT variants of the 677C> T

MTHEFR polymorphism.

A significant risk factor of developing the most common clinical toxicities, such as nausea,
vomiting and oral mucositis was older age of patients.

In the analysis that included a total of 760 chemotherapy cycles implemented in 190 patients,
one of the more common clinical complications of the HD-Mtx therapy, i.e. oral mucositis, was
significantly more frequently (p=0.002) noted following the first of the four subsequent
chemotherapies. On the other hand, infections and delays in the previously planned continued
treatment were significantly less common (p = 0.001 and 0.003, respectively) after the final,

fourth chemotherapy cycle.

In the multiple logistic regression analysis, the author demonstrated that only high serum Mtx
concentration values in the 48" hour of the cycle, which put the patients at risk of prolonged
exposure to cytotoxic concentration levels of the drug, significantly (p = 0.03) affected the
occurrence of at least two different early complications of therapy. For the thus defined
mtensified toxicities of the treatment, the threshold value of Mtx concentration in the 48" hour of
the cycle, was 0.3 pmol/l

Conclusions

Prolonged elimination of Mtx was observed in approximately one half of children with ALL
treated with daily Mtx infusions in the dose of 2 g/m’ and 3 g/m’. Considerable variability of
HD-Mtx pharmacokinetics, demonstrated in the study, is an argument for adapting the dose of
Mtx to a current, variable clearance of the drug in a given patient. Chemotherapy monitored by
measurements of serum Mtx concentration levels was too late (most frequently only in the 48"
hour of the cycle) in indicating disturbances of Mtx excretion. On the other hand, a decreased
value of K¢ of the first, rapid elimination phase may be a promising marker in early

identification of patients with abnormal clearance of the drug. A practical application of this
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observation would require performing prospective studies and determining the range of normal

values for this parameter.

In general, tolerance of Mtx administered in two different doses and evaluated in 829
chemotherapy cycles was good, was not associated with intensified (grade 3 and 4) or prolonged
toxicities. Complications occurring at this stage of treatment were transient and only
exceptionally interfered with the planned course of therapy. In both cases of acute renal failure,
the most severe early toxicity, no causative agent of this complication was identified, what
provides an argument in favor of usability of monitoring Mtx elimination efficiency even when
employing the medication in the dose of 2 g/m® (what was not required by the protocol). In view
of vomiting occurring significantly more frequently in children above 10 years of life, this age
group should be routinely administered serotonin receptor antagonists in the course of Mtx

therapy, even with the dose of 2 g/m’.

Based on the present investigations, the high risk group for intensified early complications and
toxicities of Mtx therapy administered in the dose of 2 g/m*-3 g/n?’, includes: patients with
higher serum steady-state Mtx levels, characterized by slower drug clearance and lower K
values in the early phase of elimination, children above 10 years of life and patients during the
first HD-Mtx cycle. It seems that - apart from the above-mentioned factors - an important role is
played by genetically determined and not fully explained by the 677 C>T MTHFR
polymorphism individual sensitivity of the patient to the cytostatic drug. Only comprehensive
studies, including investigations of gene polymorphisms that determine variable activity of Mtx
carrier proteins, enzymes responsible for drug’s metabolism and involved in folate metabolism

pathway may provide data that would explain individual variations in sensitivity to Mtx.

159



X. ANEKS

1. Schemat leczenia dzieci standardowego ryzyka ALL w I okresie (1993-2003): indukcja i
konsolidacja remisji

Indukcja remisji:

Protok6t I — faza I:

Ecorton: 60 mg/m*/doba p.o. dni: 1- 22
Winkrystyna: 1,5 mg/m*/doba Lv. dni: 1, 8, 15, 22
Rubidomycyna: 30 mg/m’*/doba Lv. dni: 1, 8, 15, 22
L-asparaginaza: 10 OOOj/mz/doba LV. . dni: 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
Metotreksat, Arabinozyd cytozyny i SoluDacortin: dawki zalezne od wieku i.th.
dni: 1, 15,29
Protokot I — faza II:
6-Merkaptopuryna: 60 mg/m’ p.o. dni: 36 — 64
Cyklofosfamid: 1000 mg/m’*/doba  i.v. dni: 36, 64
Arabinozyd cytozyny: 75 mg/m*/doba  p.o. dni: 38-41, 45-48, 52-55, 59-62
Metotreksat, Arabinozyd cytozyny i SoluDacortin:  dawki zalezne od wieku i.th.
dni: 45, 59

Przerwa w leczeniu 2 tygodnie

Konsolidacja remisji:

Protokét M:
6-Merkaptopuryna: 25 mg/m’/doba p.o. dni: 1-57
Metotreksat: 3000 mg/mz/doba iv. dni: 8, 22, 36, 50

Metotreksat, Arabinozyd cytozyny i SoluDacortin: dawki zalezne od wieku i.th.
dni: 9, 23, 37, 51

Calcium leucovorin: 15 mg/m*/doba  i.v. godzina: 42, 48, 54 od
rozpoczecia wlewu Mtx
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2. Schemat leczenia dzieci standardowego (SR) i posredniego (IR) ryzyka ALL w II

okresie (2003-2007) - indukcja i konsolidacja remisji
Indukcja remisji:

Protokét I — faza [:

Ecorton: 60 mg/m’/doba p.o.

Winkrystyna: 1,5 mg/m*/doba LV.

Rubidomycyna: 30 mg/m*/doba LV.

L-asparaginaza: 5000j/m*/doba  i.v.

Metotreksat 1.th.
Protokot I — faza II:

6-Merkaptopuryna: 60 mg/m’ p.o.

Cyklofosfamid: 1000 mg/m’/doba  i.v.
Arabinozyd cytozyny: 75 mg/m*/doba p.o.
Metotreksat 1.th.

Przerwa 2 tygodnie

Konsolidacja remisji:

Protokol M:
6-Merkaptopuryna: 25 mg/m’/doba p.o.
Metotreksat: 2000 mg/m*/doba  i.v.
Metotreksat: i.th

Calcium leucovorin: 15 mg/m*/doba  i.v.

dni: 1- 22

dni: 1, 8, 15,22

dnt: 1, 8, 15, 22 — w grupie IR
dni: 8, 15 — w grupie SR

dni: 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
dawki zalezne od wieku
dni: 1, 12, 33

dni: 36 — 64

dni: 36, 64

dni: 38-41, 45-48, 52-55, 59-62
dawki zalezne od wieku.
dni: 45, 59

dni: 1 -57

dni: 8, 22, 36, 50

dawki zalezne od wieku.
dni: 9, 23, 37, 51

godzina: 42, 48, 54 od
rozpoczecia wlewu Mtx
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3. Schemat chemioterapii HD-Mtx

Godzina — 4: jednogodzinny wlew dozylny o sktadzie: 8,4% NaHCO0; 2 mmol/kg + Aqua
destilata 2 ml/kg

Godzina — 3: Furosemid: 0,5 mg/kg 1.v. (dawka maksymalna: 20 mg)
3-godzinny wlew dozylny: 375 ml/m’ (tj 1/8 z 3000 ml/m?) o sktadzie:
0,9% NaCl + 5% glukoza 1:1 + 7,5 ml 15% KCV/ 500 ml ptynu + 30 ml 8,4%
NaHCO05/ 500 ml

Godzina 0 — 24: wlew dozylny 24-godzinny 3000 ml/m” o skladzie:
0,9% NaCl + 5% glukoza 1:1 + 45 ml/m® 15% KC1 + 180 ml/m” 8,4% NaHCOs
+ Mtx: 3000 mg/m’ lub 2000 mg/m’:
1/10 dawki w ciagu pierwszych 30 minut
9/10 dawki w ciagu kolejnych 23 i pol godziny

Godzina 1 — 2: punkcja ledzwiowa z badaniem ptynu moézgowo-rdzeniowego i podaniem
dokanatowym:

Mitx (jesli 2000 mg Mtx i.v.)
lub Mtx + Arabinozyd cytozyny + Prednizon (jesli 3000 mg Mtx 1.v.) — dawki
wg wieku:
Wiek (lata) Lek dokanalowy (mg)
Metotreksat Arabinozyd cytozyny Prednizon
>1<2 & mg 20 mg 6
>2<3 10 mg 26 mg 8
>3 12 mg 30 mg 10

po punkcji lezenie w pozycji poziomej co najmniej przez 2 godziny

Godzina 24 — 72: wlew dozylny 24-godzinny 3000 ml/m’ o sktadzie:
0,9% NaCl + 5% glukoza 1:1 + 45 ml/m® 15% KC1 + 180 ml/m” 8,4% NaHCOs

Godzina 42, 48 i 54: Calcium leucovorin: 15 mg/n?’ i.v.

Godzina 24, 36, 42 i 48: oznaczenia stezen Mtx w surowicy
wymagane wartosci stezen Mtx w surowicy: godzina 24: < 150.0 pmol/l
godzina 36: < 3.0 pmol/l
godzina 42: < 1.0 pmol/l
godzina 48: < 0.4 umol/l

Godzina 0 - 72:

® monitorowanie pH moczu z kazdej oddanej porcji — jesli pH < 7 podanie jednorazowo
(bez przerywania wlewu dobowego Mtx): 2 ml/kg aqua destilata + 2 ml/kg 8,4%
NaHCO0; w ciagu 30 minut i.v.,

e monitorowanie bilansu ptyndw co 12 godzin - jesli bilans dodatni na ponad 400ml/m?/12
godzin podanie Furosemidu w dawce 0,5 mg/kg (maksymalnie 20 mg) i.v.,

® monitorowanie stanu klinicznego, w szczegolnosci kontrola: RR, masy ciata,
e kontrolne badania biochemiczne (pomig¢dzy 24 a 48 godzina cyklu)
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w przypadku przedluzonego wydalania Mtx:

wlew dozylny: 24-godzinny 4500 ml/m’ o skladzie:

0,9% NaCl + 5% glukoza 1:1 + 45 ml/m” 15% KCI + 180 ml/m’ 8,4% NaHCO0;,
jesli stezenie Mtx w surowicy w 24 godzinie > 150.0 umol/l - oznaczenie ponowne
doktadnie w 36 godzinie i drozenie rescue natychmiast po uzyskaniu wyniku st¢zenia
leku z 36 godziny,
oznaczenia stezen Mtx w surowicy co 6 godzin, az do obnizenia do poziomu 0,25 pmol/l,
eskalacja dawki Calcium leucovorin (Aneks 4),
$ciste monitorowanie bilansu ptynow co 6 lub 3 godziny, jesli bilans dodatni na ponad
200 ml/m” w

ciagu 6 godzin - podanie Furosemidu w dawce 0,5 mg/kg i.v. (maksymalnie 30 mg),
Scista obserwacja kliniczna,
kontrolne badania biochemiczne

4. Diagram dawkowania Leukoworyny w przypadku przedluzonej eliminacji Mtx z
organizmu, w oparciu o aktualne stezenia leku w surowicy

jesli stezenie Mtx w 24 godzinie > 150 pmol/l (lub kliniczne objawy zlej eliminacji
leku): $ciste oznaczenie stezenia w 36 godzinie i rozpoczecie rescue Leucoworyna, gdy
tylko potwierdzi si¢ podwyzszone stezenie leku w oznaczeniu z 36 godziny

jesli stezenie Mtx w surowicy w 42 godzinie (lub p6zniej) > 5 pmol/l: dawka
Leucovoryny obliczana ze wzoru:

Leucovoryna (mg) = stezenie Mtx w surowicy (umol/l) x masa ciata (kg)

do uzyskania spadku stezenia Mtx < 5 umol/l, a nastgpnie — jak ponizej

jesli pojedyncza dawka Leukoworyny jest wigksza niz 20 mg/kg — nalezy ja poda¢ w
jednogodiznnym wlewie dozylnym, z uwagi na zagrozenie bradykaria spowodowana
duza zawarto$cia jonéw wapnia

jesli stezenie Mtx w surowicy w 42 godzinie: 1 — 5 pmol/l
lub stezenie Mtx w surowicy w 48 godzinie > 0,4 pmol/l: Leucovoryna podawana

jest co 6 godzin,

az do uzyskania spadku stezenia Mtx w surowicy < 0,25 pmol/l — w dawce odczytanej z
ponizszego diagramu, dla poziomu Mtx oznaczonego przed 6 godzinami
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5. Tabela stopni toksycznosci wywolanych chemioterapia HD-Mtx, wg rozszerzonych
kryteriow National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) w modyfikacji
German Society of Pediatric Oncology/Hematology (GPOH)

Stopien toksycznosci

Rodzaj
coksvermaiel 1 | 2 | 3 4
l«Ul\B‘y CZITUJICY
hematologiczne
hemoglobina (g/1) 100 — N 80 — 100 65—-179 <65
WBC (x 10°/1) 3.0-3.9 20-2.9 1.0-1.9 <1.0
phytki (x 10°/1) 75100 50—74.9 10—49.9 <10
watrobowe
GOT/GPT <2.5xN 25-50xN 5.0-20.0x N >20x N
bilirubina <1.5xN 1.5-3.0 3.0-10.0x N >10.0 x N
nerkowe
| kreatynina [<1.5xN [15-3.0 [3.0-6.0 [>6.0xN
zoladkowo-jelitowe i Sluzowkowe
nudnos$ci prawidtowe obnizone taknienie prawie nie je konieczne zZywienie
faknienie pozajelitowe
wymioty 1 2-5 6-10 > 10
zapalenie §luzéwek | rumien obrzmienie pojedyncze bolesne, rozleglte | konieczne Zywienie
jamy ustnej nadzerki, nadzerki, nie moze pozajelitowe
moze zjadac zjadad
biegunka 2 — 3 stolce 4 — 6 stolcow 7 — 9 stolcow silne | > 10 stolcéw lub
(ilos¢ niewielkie skurcze skurcze krwawienie
stolcow/doba)
neurologiczne
objawy toksyczne z umiarkowana senno$¢ < potowy | sennos$¢ > potowe | $piaczka drgawki
centralnego uktadu sennos¢ lub dnia, mierna dnia, nasilona
nerwowego pobudzenie, dezorientacja dezorientacja,
objawy halucynacje
popunkcyjne
objawy toksyczne z parestezje, nasilone parestezje, bardzo silne niedowlady
obwodowego obnizone odruchy obnizona sita parestezje,
uktadu nerwowego sciggniste mig$niowa deficyty ruchowe
skorne
zmiany na skorze rumien suche tuszczenie, owrzodzenia zapalenie
swiad eksfoliatywne,
zmiany martwicze
zakazenia
zakazenia fagodne mierne, cigzkie, zagrazajace zyciu
patogen patogen
niezidentyfikowany, | zidentyfikowany,
konieczne konieczne
antybiotyki i.v. antybiotyki 1.v.
goraczka (°C) 37.1-38 38.1-40 > 40 przez<24h | >40 przez>24h

N - norma
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6. Tabela analizujaca zmienno$¢ wartosci stezen stacjonarnych Mtx.

Oceniono lacznie 137 dzieci: 50 leczonych dawka 2 g/m® Mtx oraz 87 pacjentoéw leczonych
dawka 3 g/m’ leku.

U kazdego pacjenta stezenia oceniono w 4 cyklach, dzieci uszeregowano wg rosnacej wartosci
wspolczynnika zmiennosci V% (procent odchylenia standardowego od $redniej).

Pacjenci zaznaczeni kolorem sa przedstawieni na rysunkach 7 1 8.

Nazwisko dawka |kod wieku| sSrednia s min max V%
PE 2 3 23,89 1,20 22,4 25,09 5

SA 3 2 23,66 1,27 22,4 25,4 5

GK 3 2 22,24 1,35 20,41 23,4 6

OK 3 2 25,53 1,61 24,11 27,6 6

KM 3 1 20,97 1,55 19,08 | 22,63 7

GS 3 2 22,13 1,73 20,45 24,1 8

Ww 3 1 23,97 2,28 22,18 27,3 10
TP 2 2 17,91 1,78 15,54 19,6 10
DA 2 2 20,96 2,24 17,63 | 22,35 11

tA 3 1 25,02 2,75 21,6 28,33 11

PM 3 1 19,96 2,35 18,15 23,4 12
KA 2 2 28,89 3,42 25,64 | 32,38 12
PJ 3 1 17,63 2,09 15,03 19,7 12
NK 3 2 22,64 2,76 18,86 25,1 12
SA 3 2 41,71 5,18 38,15 49,4 12
LW 2 2 47,28 6,08 411 55,1 13
PK 3 2 29,17 3,78 25,09 34,2 13
PK 3 2 23,85 3,1 19,68 | 26,8 13
WO 3 1 27,30 3,71 23,96 | 32,09 14
LM 2 1 19,31 2,81 171 23,17 15
KS 3 2 20,91 3,12 18,07 | 23,8 15
BM 3 2 19,61 2,98 15,52 22,6 15
KG 3 1 17,79 2,74 15,61 | 21,76 15
SA 3 2 26,14 4,22 20,15 29,6 16
KW 2 1 50,90 8,25 41,44 | 60,79 16
NJ 3 1 27,24 4,42 21,3 30,66 16
SP 2 2 14,28 2,38 12 17,6 17
CB 3 2 19,30 3,22 16,23 | 22,14 17
BM 3 1 21,49 3,61 16,49 | 24,36 17
DD 2 2 43,17 7,58 37,3 54,16 18
DP 3 2 20,43 3,59 16,36 | 23,6 18
MS 3 1 28,42 5,10 21,05 | 32,45 18
OG 3 2 20,69 3,74 18,12 | 26,14 18
WA 3 2 23,50 4,28 19,21 | 27,25 18
KR 3 1 16,82 3,07 14,15 | 20,61 18
SA 2 2 19,99 3,67 16,1 24,9 18
DI 2 3 59,67 11,06 49,67 75 19
SM 3 3 22,25 4,17 18,7 27,5 19
ZD 3 2 17,27 3,25 13,7 21,48 19
ow 3 3 21,34 4,03 16,77 26,6 19
CW 2 2 38,46 7,32 29,75 | 47,11 19
LK 3 1 24,74 4,84 19,82 29,4 20
DT 3 1 38,06 7,76 28,8 | 46,61 20
BT 3 2 25,47 5,38 20,16 | 32,97 21
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WK 3 2 24,53 5,28 17,29 | 28,7 22
SA 3 2 20,55 4,45 15,04 | 25,06 22
BA 3 2 44,45 9,77 34,41 | 56,09 22
CK 3 1 25,63 5,73 17,66 | 30,42 22
GE 3 1 14,81 3,32 10,42 | 18,29 22
AM 3 3 26,13 5,88 17,43 | 30,17 22
KG 3 2 21,70 4,93 17,94 | 28,83 23
DA 3 1 19,82 4,59 14,07 | 23,9 23
MA 3 2 18,59 4,36 15,07 | 24,4 23
BK 2 1 33,89 7,97 25,51 | 44,11 24
SA 3 3 30,11 7,08 23,19 | 39,55 24
RZ 3 1 25,58 6,10 16,55 | 29,96 24
BK 3 3 30,54 7,95 25,62 | 42,35 26
SP 2 1 34,93 9,38 22,1 44,6 27
GK 3 2 29,03 7,87 20,14 | 38,71 27
tM 2 1 16,71 4,55 13,2 23,4 27
KK 2 1 17,20 4,82 10,13 21 28
PM 2 2 42,16 12,13 31,7 | 58,39 29
FB 3 2 29,41 8,54 19,98 | 40,65 29
CK 3 2 27,88 8,23 18 35,7 30
PP 3 1 29,96 8,90 22,6 | 42,16 30
KA 2 2 44,72 13,31 34,11 | 62,6 30
KD 3 1 26,00 7,87 15,5 34,2 30
KM 3 1 16,33 4,96 11,4 21 30
BM 2 3 45,15 13,73 29,4 | 62,82 30
KK 2 3 54,83 16,86 43,31 | 79,89 31
KK 3 2 24,04 7,39 17,2 | 33,19 31
LK 3 2 25,64 7,90 17,73 35 31
BM 3 2 56,01 17,27 38,9 79,9 31
BM 3 2 19,27 6,00 14,3 27,9 31
GM 2 2 35,11 10,95 24,5 | 49,36 31
tL 3 3 37,66 12,19 26,18 | 49,5 32
tP 3 1 23,10 7,49 14,7 31,5 32
0J 3 2 24,44 7,99 15,4 34,6 33
KD 2 1 30,70 10,05 21 441 33
KK 3 3 34,63 11,41 21,16 46 33
SN 3 2 28,15 9,563 15,2 38,1 34
MP 3 3 26,94 9,15 15,1 36,41 34
MJ 3 1 21,00 7,15 13,4 30,3 34
KJ 2 2 45,35 15,46 24,05 | 57,13 34
MD 3 1 21,00 7,19 13,35 | 30,34 34
MB 3 2 23,83 8,22 15,4 | 31,52 34
MK 3 2 20,37 7,04 11,76 | 27,41 35
SE 2 1 10,80 3,74 7,36 | 15,97 35
ZG 3 2 27,49 9,563 13,23 | 33,12 35
HA 3 1 45,64 16,39 30,16 | 61,4 36
SJ 3 1 26,63 9,89 17,1 | 40,53 37
BD 2 2 12,92 4,82 6,18 | 17,51 37
SM 3 3 27,27 10,28 14,91 38,1 38
TA 3 1 17,99 6,83 10,67 | 27,18 38
SM 2 1 13,69 5,22 9,45 | 20,28 38
LZ 3 1 13,38 511 6,57 18,3 38
SD 2 1 41,80 15,99 27,73 | 59,02 38
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KP 2 1 25,38 9,72 16,95 | 35,19 38
PS 3 2 28,05 11,04 18,19 | 40,35 39
PP 2 1 10,86 4,28 8,24 | 17,25 39
TP 2 1 28,14 11,96 12,01 | 38,7 43
RM 3 2 29,42 12,56 18,28 | 46,31 43
CS 2 2 44,53 19,26 29,6 72,8 43
PM 2 1 55,58 24,10 35,6 87,7 43
BS 3 1 17,82 7,82 6,32 23,4 44
KK 2 2 59,22 26,16 34,86 | 90,3 44
KP 3 1 25,01 11,13 13,24 | 39,7 45
SM 3 1 27,55 12,70 9,12 | 36,33 46
SE 3 2 42,18 19,66 18 58,2 47
QD 3 2 37,05 18,11 21,79 | 62,2 49
BE 3 2 55,92 27,46 23,2 | 89,16 49
OD 2 1 33,61 16,66 18,97 | 55,9 50
GK 3 2 35,22 17,67 16,7 58,2 50
GD 2 2 32,48 16,46 18 46,9 51
CJ 2 2 47,22 24,27 24,99 | 73,61 51
TT 3 3 27,32 14,30 15,78 | 48,13 52
WK 2 1 49,01 26,00 22,8 | 84,33 53
JA 2 2 20,23 10,90 592 | 32,24 54
SR 3 1 41,95 22,71 16,6 69,5 54
MK 2 2 51,37 28,03 31,99 93 55
NM 3 2 18,10 10,01 6,24 30 55
SP 2 2 38,88 21,62 24,2 70 56
BB 2 2 36,59 21,35 19,59 | 66,54 58
HJ 3 1 29,59 17,96 10,71 | 46,7 61
WN 2 2 9,97 6,51 3,3 15,6 65
CK 3 1 30,96 20,82 9,71 54,4 67
BD 2 2 41,82 28,80 14,18 | 79,43 69

1 48,02 33,38 21,5 96

2 20,25 14,31 6,46 35,4

3 21,11 15,60 2,97 40

1 24,81 18,74 1,74 47,3

1 19,61 15,07 6,51 | 34,23

1 28,80 22,27 16,39 | 62,16

2 38,71 30,12 6,07 72,1

2 25,59 22,23 10,92 | 58,65

1 37,79 35,63 10,99 | 89,9

2 14,62 14,15 1,5 29,9
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