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Działanie metotreksatu na odpowiedź immunologiczną
w wybranych modelach doświadczalnych

Effect of methotrexate on the immune response
in selected experimental models
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Zakład Terapii Doświadczalnej Instytutu Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda
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Streszczenie
Metotreksat (MTX) jest zwiàzkiem immunosupresyjnym, który znalaz∏ zastosowanie w profilak-
tyce i leczeniu wielu chorób, w tym: reumatoidalnego zapalenia stawów, tocznia rumieniowate-
go, ∏uszczycy i choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi oraz – w po∏àczeniu z innymi cyto-
statykami – w leczeniu przeciwnowotworowym. Wykorzystujàc MTX w modelach zwierz´cych
odpowiadajàcych sytuacjom klinicznym, a tak˝e w leczeniu ludzi wykazano, ˝e zwiàzek ten
zmniejsza objawy chorobowe w ró˝nego rodzaju zaburzeniach immunologicznych. MTX jest an-
tagonistà syntezy kwasu foliowego wchodzàcego w sk∏ad enzymów uczestniczàcych w syntezie
DNA i RNA w komórce. Jego dzia∏anie polega g∏ównie na indukcji apoptozy w pobudzonych ko-
mórkach znajdujàcych si´ w fazie G1 i S cyklu komórkowego. Zwiàzek ten dzia∏a tak˝e hamujà-
co na syntez´ lub aktywnoÊç kilku cytokin prozapalnych przez indukcj´ inhibitorów ich aktyw-
noÊci. Du˝e dawki MTX dzia∏ajà cytotoksycznie na komórki hemopoetyczne, jednak˝e jego ni-
skie st´˝enie stymuluje proces hemopoezy. MTX dzia∏a te˝ promujàco na ró˝nicowanie monocy-
tarnych komórek nowotworowych zmieniajàc ich fenotyp, co w cz´Êci mo˝e t∏umaczyç jego
efekty terapeutyczne w leczeniu niektórych zaburzeƒ. Zwiàzek ten jest supresorem odpowiedzi
immunologicznej zarówno humoralnej jak i komórkowej, hamuje te˝ proliferacj´ komórek indu-
kowanà mitogenami. Dzia∏anie MTX w tych modelach doÊwiadczalnych zale˝y od dawki i czasu
zastosowania zwiàzku. Najsilniejsze dzia∏anie supresorowe przejawia, gdy podany jest 24–48
godzin po immunizacji lub traktowaniu komórek mitogenami. Zastosowanie MTX w warunkach
niekorzystnych (stres, towarzyszàce schorzenia) obni˝a tolerancj´ na lek zwi´kszajàc jego tok-
sycznoÊç. Niepo˝àdane dzia∏anie MTX mo˝na ∏agodziç farmakologicznie, stosujàc preparaty
syntetyczne lub pochodzenia roÊlinnego. Supresj´ odpowiedzi immunologicznej wywo∏anà MTX
mo˝na tak˝e odwróciç stosujàc laktoferryn´. Reasumujàc, MTX pozostaje nadal skutecznym
Êrodkiem immunosupresyjnym (od blisko 50 lat), znajdujàcym wcià˝ liczne zastosowania.
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Summary
Methotrexate (MTX) is one of the immunosuppressory compounds applied in the prophylaxis
and treatment of several diseases, including: rheumatoid arthritis, systemic lupus erythemato-
sus, psoriasis, graft-versus-host disease and, in combination with other drugs, neoplastic dise-
ases. Studies in humans and in animal model, of clinical disease, have demonstrated that MTX
diminishes the clinical symptoms of various immunological disorders. MTX, an antagonist of fo-
lic acid synthesis, causes apoptosis in activated cells, primarily in the G1 and S phases of the cell
cycle. One of its actions, is inhibition of the synthesis or activity of several proinflammatory cy-
tokines. At high doses, MTX is cytotoxic to hemopoietic cells; low doses, however, promote he-
mopoiesis. MTX also induces the differentiation of monocytic tumor cells, which may explain, in
part, its therapeutic effects in the treatment of some disorders. The compound suppresses both
cellular and humoral immune response and mitogen-induced lymphocyte proliferation. These ef-

Received: 2004.02.10
Accepted: 2004.03.15
Published: 2004.04.20



227

Zimecki M. i Artym J. – Działanie metotreksatu na odpowiedź immunologiczną…

Mechanizm działania metotreksatu – wpływ na
metabolizm nukleotydów purynowych i pirymidynowych

Zwiàzki immunosupresyjne stosowane sà w prewencji
i leczeniu zaburzeƒ autoimmunizacyjnych, chorób neo-
plastycznych, w chorobie przeszczep przeciwko gospoda-
rzowi i zapobieganiu odrzucania przeszczepów. Jednym
z tych zwiàzków jest metotreksat (MTX, kwas 4 amino-
N10-metylofoliowy) – lek z grupy antymetabolitów, ana-
log kwasu foliowego (ryc. 1AB). Kwas foliowy i jego po-
chodne (foliany) odgrywajà wa˝nà rol´ w metabolizmie,
spe∏niajàc funkcje koenzymów w reakcjach przenoszenia
grup jednow´glowych w procesie syntezy zasad puryno-
wych i pirymidynowych. Niezb´dnym warunkiem udzia∏u
kwasu foliowego w tych reakcjach jest jego redukcja do
kwasu tetrahydrofoliowego (H4-folianu). W reakcjach re-
dukcji uczestniczy reduktaza dihydrofolianowa (dehydro-
genaza tetrahydrofolianowa), z którà MTX (podobny
strukturalnie do kwasu foliowego) wià˝e si´ ponad
10 000 razy silniej ni˝ naturalny metabolit, powodujàc
w ten sposób zablokowanie enzymu. Poza hamowaniem

reduktazy dihydrofolianowej, MTX blokuje kompetycyj-
nie równie˝ syntetaz´ tymidylowà (enzym katalizujàcy
przekszta∏cenie pochodnej uracylu do pochodnej tyminy)
[3, 15,20]. W niektórych typach komórek ssaków MTX
cz´Êciowo podlega tak˝e metabolicznemu przekszta∏ce-
niu, które polega na przy∏àczeniu kilku grup glutamino-
wych (z udzia∏em syntetazy folianowo-metoglutamino-
wej) [3, 41]. Poliglutaminacja zwi´ksza si∏´ dzia∏ania le-
ku. Taka pochodna MTX pozostaje w komórce przez d∏u-
gi czas (im d∏u˝sze sà ∏aƒcuchy poliglutaminianów tym
d∏u˝ej) i jest inhibitorem nie tylko dehydrogenazy tetra-
hydrofolianowej, ale i innych enzymów zale˝nych od
kwasu foliowego (m.in. transformylazy rybonukleotydu
5-aminoimidazolo-karboksyamidu, ostatniego enzymu
w syntezie puryn de novo) [3]. Wymienione powy˝ej en-
zymy sà istotne dla syntezy puryn i pirymidyn. Nukleoty-
dy purynowe i pirymidynowe odgrywajà zasadniczà rol´
w komórce: uczestniczà w syntezie DNA i RNA, biosyn-
tezie lipidów b∏onowych oraz glikozylacji bia∏ek, wcho-
dzà w sk∏ad koenzymów i czàsteczek sygna∏owych. Blo-
kada syntezy tych zwiàzków prowadzi do zaburzeƒ wzro-

fects are dose- and time-dependent. The strongest suppressory activity is exerted when MTX is
applied 24 or 48 hours after immunization or mitogen stimulation. Administration of MTX in
unfavorable conditions such as stress or other diseases, diminishes its tolerance and increases
its toxicity. Side-effects of MTX may be ameliorated by application of pharmacological synthetic
agents and plant extracts. In summary, MTX has been an effective agent in suppressing immu-
nological disorders (for 50 years) and is still finding many applications.
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per); NK – naturalne komórki cytotoksyczne (natural killer); MPA – kwas mykofenolowy (mycophenolic
acid); TNF-α– czynnik martwicy nowotworów α (tumor necrosis factor-α); GM-CSF – czynnik stymulujący
tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych (granulocyte macrophage colony-stimulating factor);
PBMC – komórki jednojądrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells); IL-1Ra – antago-
nista receptora IL-1 (interleukin-1 receptor antagonist); sTNFR – rozpuszczalna postać receptora TNF (so-
luble TNF receptor); CFU-S – komórki tworzące kolonie śledzionowe (spleen colony forming units), równo-
ważnik wielopotencjalnej komórki macierzystej; CFU-C – komórki tworzące kolonie progenitorowe (colony
forming units committed), obecnie GM-CFU; LF – laktoferryna (lactoferrin); PFC – komórki tworzące łysinki
(plaque forming cells); BSA – albumina surowicy bydlęcej (bovine serum albumin); ICAM-1 – cząsteczka
adhezji międzykomórkowej 1 (intercellular adhesion molecule-1); LPS – lipopolisacharyd (lipopolysac-
charide); PHA – fitohemaglutynina (phytohemaglutinin); BCG – atenuowany szczep prątka bydlęcego
gruźlicy używany jako szczepionka przeciwko gruźlicy u człowieka, Bacillus Calmette Guerin (BCG); TGF-α
– transformujący czynnik wzrostu α (transforming growth factor-α); CRP – białko C-reaktywne (C-reactive
protein); PPD – oczyszczone białko tuberkulinowe z Mycobacterium (purified protein derivative); GvHD –
choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft-versus-host disease)
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stu i do Êmierci komórki. Sà one niezb´dne równie˝ do
rozwoju, prze˝ycia oraz stymulowanej antygenem prolife-
racji limfocytów T, a aktywacja tych komórek wià˝e si´
ze wzrostem puli puryn i pirymidyn [45]. Z najnowszych
badaƒ [45] (dotyczàcych proliferacji limfocytów T) wyni-
ka, ˝e te dwa rodzaje nukleotydów w zró˝nicowany spo-
sób regulujà cykl komórkowy: puryny kontrolujà faz´ G1
a˝ do koƒca fazy S, podczas gdy pirymidyny wp∏ywajà
tylko na progresj´ z wczesnej do poÊredniej fazy S. Po-
nadto zahamowanie syntezy pirymidyn indukuje apopto-
z´ bez wzgl´du na to, w jakim czasie od aktywacji by∏ do-
dany inhibitor, podczas gdy zahamowanie syntezy puryn
indukuje Êmierç apoptotycznà jedynie wtedy, gdy inhibi-
tor zosta∏ zastosowany do ju˝ dzielàcych si´ komórek.
Sugeruje to, ˝e zarówno puryny jak i pirymidyny sà nie-
zb´dne do prze˝ycia komórek wchodzàcych w faz´ S.
Wyniki te wskazujà na nieznanà dotàd rol´ syntezy de
novo puryn i pirymidyn w regulacji cyklu komórkowego
i prze˝ycia aktywowanych komórek T. MTX mo˝e wy-
wieraç wp∏yw immunosupresyjny przez hamowanie syn-
tezy jednego bàdê obu rodzajów nukleotydów [19]. In-
dukcja przez ten lek apoptozy aktywowanych limfocytów
jest jednym z mechanizmów jego aktywnoÊci immunosu-
presyjnej [3, 19]. MTX nale˝y do leków swoistych fazo-
wo, zabija komórki znajdujàce si´ w fazie S cyklu komór-
kowego [19,41]. Oprócz dzia∏ania proapoptotycznego,
MTX i jego poliglutaminowe pochodne mogà hamowaç
odpowiedê immunologicznà przez uwalnianie adenozyny
z ró˝nych typów komórek, które wykazujà ekspresj´ ek-
to-5’-nukleotydazy (uwalnianie adenozyny odbywa si´
przez mechanizm wymagajàcy przekszta∏cenia nukleoty-
dów adenozynowych z udzia∏em tego enzymu) [3, 19,31].

Zastosowanie metotreksatu w klinice i jego działanie
w doświadczalnie wywołanych zaburzeniach
autoimmunologicznych u zwierząt

MTX znalaz∏ szerokie zastosowanie kliniczne. Od wielu
lat jest stosowany w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawów (r.z.s.) [2, 3,23,39], jest to najwa˝niejsze klinicz-
ne zastosowanie MTX. W terapii r.z.s. lek ten nale˝y do
grupy tzw. leków modyfikujàcych chorob´. Jego podanie
powstrzymuje post´p choroby przez blokowanie ró˝nych
elementów procesu immunologiczno-zapalnego le˝àcego
u pod∏o˝a schorzenia. Najnowsze badania przeprowadzo-
ne na du˝ej liczbie pacjentów wykaza∏y, ˝e MTX jest bar-
dziej skuteczny w leczeniu r.z.s. w porównaniu z innymi
lekami z tej grupy: leflunomidem i sulfasalazynà [2]. Mo-
˝e to wynikaç m.in. z tego, ˝e MTX jest poch∏aniany i za-
trzymywany (w postaci poliglutaminianów) przez komór-
ki T znajdujàce si´ w spoczynku, a prowadziç do ich
apoptozy po przejÊciu w stan pobudzenia. Stàd, w odró˝-
nieniu od innych zwiàzków immunosupresyjnych i prze-
ciwzapalnych, które muszà byç podawane codziennie
z powodu ich krótkiego czasu rozpadu lub odwracalnej
aktywnoÊci, MTX mo˝e byç stosowany równie˝ w okresie
mi´dzy ujawnianiem si´ objawów choroby [19]. Zwiàzek
ten jest tak˝e skuteczny w leczeniu postaci uk∏adowej
tocznia rumieniowatego (SLE) [26,57]. Stosowany jest
g∏ównie w ci´˝kich postaciach tej choroby (przebiegajà-
cych z niewydolnoÊcià narzàdów) i pozwala zredukowaç
dawki stosowanych jednoczeÊnie przeciwzapalnych leków
steroidowych. MTX wykorzystywany jest tak˝e w leczeniu
∏uszczycy [58], gdzie bezpoÊredni efekt leczniczy MTX
w hiperplazji komórek nab∏onka jest zwiàzany z hamowa-
niem syntezy DNA. Ponadto MTX hamuje chemotaksj´
neutrofilów do skóry prowadzàc do zmian w potencjalnie
patologicznej aktywnoÊci neutrofilów powszechnie obec-
nych w uszkodzonej tkance. MTX znalaz∏ równie˝
(w skojarzeniu z cyklosporynà – CsA) zastosowanie u pa-
cjentów z anemià aplastycznà leczonych przeszczepem
szpiku kostnego jako profilaktyka choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD) [16]. Podobne zastoso-
wanie MTX znajduje u pacjentów cierpiàcych na inne
choroby wymagajàce przeszczepienia szpiku (choroby no-
wotworowe, ci´˝kie niedobory immunologiczne). Ocenia-
no tak˝e klinicznà i hematologicznà odpowiedê na MTX
u kobiet z zespo∏em Feltiego (przewlek∏e zapalenie wielo-
stawowe z powi´kszeniem Êledziony i neutropenià, w pa-
togenezie uczestniczy prawdopodobnie autologiczna reak-
cja spowodowana obecnoÊcià kompleksów immunologicz-
nych), u których od 1–3 lat wyst´powa∏a neutropenia
[18]. U wszystkich pacjentek nastàpi∏ szybki i znaczny
wzrost liczby krà˝àcych neutrofilów w ciàgu 1–2 miesi´cy
od poczàtku zastosowania terapii. Wykazano te˝ obni˝e-
nie poziomu przeciwcia∏ reagujàcych z neutrofilami.

W celu wyjaÊnienia mechanizmu leczniczego dzia∏ania
MTX w ró˝nych chorobach autoimmunizacyjnych zasto-
sowano modele zwierz´ce, b´dàce odpowiednikami zabu-
rzeƒ immunologicznych u cz∏owieka. W badaniach na my-
szach z doÊwiadczalnie indukowanym SLE (odpowiednik
tocznia rumieniowatego) zastosowano MTX w fazie cho-
roby, gdy myszy wytwarza∏y ju˝ wysokie poziomy auto-
przeciwcia∏. Preparat podawano przez 10 miesi´cy [48].
Chocia˝ MTX nie mia∏ wp∏ywu na indukowane wytwarza-

Ryc. 1. Wzory kwasu foliowego (A), metotreksatu (B) i kwasu
folinowego (C). MTX (kwas 4 amino-N10-metylofoliowy) ró˝ni
si´ od kwasu foliowego (kwasu pteroiglutaminowego –PteGlu)
obecnoÊcià grupy CH3 w miejscu grupy OH w pozycji 4
pierÊcienia pterydynowego oraz grupy CH3 przy atomie N
mi´dzy dwoma pierÊcieniami. Kwas folinowy to uwodorniona
pochodna kwasu foliowego z podstawnikiem formylowym
(CHO) w pozycji 5 pierÊcienia pterydynowego; pochodna
wapniowa (folinian wapniowy) tego zwiàzku to leukoworyna; jej
zastosowanie pozwala cz´Êciowo ominàç blok enzymatyczny
wywo∏any stosowaniem MTX, a przez to ograniczyç jego
toksyczne dzia∏anie
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nie autoprzeciwcia∏, korzystnie wp∏ywa∏ na kliniczne obja-
wy choroby, takie jak: liczba leukocytów, st´˝enie bia∏ka
w moczu i depozytów kompleksów immunologicznych
w nerkach. Podawanie MTX myszom odwraca∏o tak˝e
zmiany w wytwarzaniu cytokin u chorych zwierzàt
(zwi´kszone wytwarzanie IL-1, TNF-α i IL-10 a obni˝one
IL-2, IL-4 i IL-6). W innym opracowaniu, dotyczàcym te-
go samego modelu [11], badano kinetyk´ wytwarzania kil-
ku cytokin zaanga˝owanych w rozwój SLE. Po 2 tygo-
dniach od indukcji choroby obserwowano znaczny wzrost
wytwarzania TNF-α przez makrofagi i splenocyty, a po
miesiàcu wzrost wytwarzania IL-1. Póêniej rejestrowano
podwy˝szone poziomy IL-2 i IFN-α (2–4 miesiàce). Za-
stosowanie MTX u myszy (2 mg/kg m.c, jeden raz w tygo-
dniu przez 7 miesi´cy) spowodowa∏o powrót poziomu cy-
tokin do wartoÊci otrzymanych u myszy kontrolnych.
W koƒcowej fazie choroby (po 5 miesiàcach) u zwierzàt
otrzymujàcych MTX przewa˝a∏y cytokiny typu Th2: IL-4
i IL-10. W zjawiskach autoimmunizacji dominuje odpo-
wiedê typu komórkowego, w której g∏ówny udzia∏ majà
limfocyty Th1 i wytwarzane przez nie cytokiny: IL-1, IL-2,
IFN-γ, TNF-β, GM-CSF. Niektóre z cytokin prozapalnych
(IL-1, IL-2, IL-6, IFN-γ, TNF-α) odgrywajà istotnà rol´
w immunopatogenezie tocznia, a ich du˝e st´˝enie w su-
rowicy chorych potwierdza ten udzia∏. Limfocyty Th2 wy-
twarzajàce m.in.: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13,
TGF-β przez swój antagonistyczny wp∏yw na limfocyty
Th1 i odpowiedê typu komórkowego, mogà hamowaç roz-
wój choroby. MTX, odtwarzajàc prawid∏owy profil wytwa-
rzania cytokin, wp∏ywa korzystnie na przebieg leczenia.
Oceniano tak˝e skutecznoÊç dzia∏ania MTX oraz innego
antagonisty kwasu foliowego, MX-68, na rozwój autoim-
munizacyjnej choroby nerek, która rozwija si´ spontanicz-
nie u myszy MRL/lpr (odpowiednik uszkodzeƒ nerek wy-
st´pujàcych w SLE) [33]. Oba leki opóênia∏y wystàpienie
bia∏komoczu i przed∏u˝a∏y prze˝ycie zwierzàt w sposób
zale˝ny od dawki. Ponadto obni˝a∏y podniesiony poziom
azotu mocznikowego i cholesterolu w surowicy. Efekty te-
rapeutyczne nie by∏y jednak powiàzane z ograniczeniem
wytwarzania autoprzeciwcia∏ i proliferacji komórek oraz
z obni˝eniem poziomu kompleksów immunologicznych
w surowicy.

W badaniach prowadzonych na modelach zapalenia sta-
wów oceniano wp∏yw farmakologicznego dzia∏ania MTX
na maziówk´ stawów pacjentów z r.z.s, u˝ywajàc myszy
SCID, którym wszczepiono tkank´ pobranà od chorych
[36]. MTX podawano myszom doustnie i badano nasile-
nie procesów apoptozy w obr´bie wszczepionej tkanki
maziówkowej. Porównywano te˝ dzia∏anie innych zwiàz-
ków przeciwzapalnych, takich jak: salazosulfapirydyna,
auranofin, bucyllamina i indometacyna. Jednak˝e induk-
cj´ apoptozy stwierdzono tylko w przypadku MTX. Spo-
wodowa∏o to znaczny spadek liczby komórek zapalnych
w zmienionej tkance. W∏aÊciwoÊci proapoptotyczne leku
mogà si´ przyczyniaç do jego przeciwzapalnego dzia∏ania
w r.z.s. W modelu adiuwantowego zapalenia stawów
u szczurów wykazano ró˝nice w dzia∏aniu MTX i takroli-
musu (FK-506, inhibitor kalcyneuryny o silniejszym dzia-
∏aniu immunosupresyjnym od CsA) [30]. Stwierdzono,
˝e FK-506 by∏ bardziej skuteczny ni˝ MTX w obni˝aniu
podniesionego poziomu cytokin prozapalnych, takich jak:
TNF-α, IL-1α i IL-6, gdy˝ MTX powodowa∏ obni˝enie je-

dynie st´˝enia IL-1β. Zajmowano si´ tak˝e dzia∏aniem
MTX w modelu kolagenowego zapalenia stawów u myszy
[37]. Dootrzewnowe podanie MTX przed wystàpieniem
objawów zapalenia ca∏kowicie zapobiega∏o pojawieniu si´
klinicznych i patologicznych zmian. By∏o to zwiàzane ze
znacznym zahamowaniem wytwarzania TNF-α przez ko-
mórki Êledziony. Dane te wskazujà na mechanizm hamo-
wania reumatoidalnego zapalenia stawów u pacjentów.

Działanie metotreksatu na cykl komórkowy
i metabolizm komórki

Mechanizm dzia∏ania MTX by∏ analizowany na ró˝norod-
nych modelach doÊwiadczalnych, g∏ównie in vitro. Oce-
niano wp∏yw tego zwiàzku na apoptoz´, cykl komórkowy,
wytwarzanie cytokin, ró˝nicowanie komórek i hemopo-
ez´. W porównawczych badaniach wielu zwiàzków im-
munosupresyjnych, takich jak: deksametazon, kwas my-
kofenolowy (MPA), FK-506, CsA, rapamycyna, cyklofos-
famid (CP) i MTX, stwierdzono, ˝e tylko MTX i CsA za-
pobiega∏y antygenowo swoistej proliferacji komórek
T oraz obni˝a∏y cytotoksycznoÊç komórek T poprzez in-
dukcj´ apoptozy [52]. Wp∏yw MTX na apoptoz´ pobu-
dzonych komórek T by∏ tak˝e badany na modelu komó-
rek T ludzkiej krwi obwodowej [19]. Komórki poddano
dzia∏aniu MTX (0,1–10 µM) przez 8 godzin, po czym je
aktywowano. Wykazano, ˝e MTX indukowa∏ apoptoz´
pobudzonych komórek T, a wystàpienie apoptozy wyma-
ga∏o przejÊcia komórek do fazy S cyklu komórkowego
i by∏o odwracane przez zwiàzki lub przeciwcia∏a, które
interferujà z syntezà lub Êcie˝kami sygna∏owymi IL-2.
Apoptoza by∏a niezale˝na od interakcji APO-1/Fas
(CD95) z jego ligandem (receptor Fas jest odpowiedzial-
ny za przewodzenie sygna∏u apoptozy). Co wi´cej, MTX
podany pacjentom z r.z.s. prowadzi∏ do apoptozy pobra-
nych od nich limfocytów, aktywowanych nast´pnie in vi-
tro. Wyniki te wskazujà, ˝e zwiàzek ten mo˝e selektywnie
usuwaç aktywowane limfocyty krwi, a to mo˝e t∏umaczyç
immunosupresyjny wp∏yw leczenia z u˝yciem jego ma-
∏ych dawek. Na modelu hodowli komórek Êródb∏onka
z naczyƒ p∏ucnych wo∏u wykazano, ˝e traktowanie tych
komórek MTX powodowa∏o znaczny spadek liczby hodo-
wanych komórek znajdujàcych si´ w fazie intensywnego
wzrostu (po 4 dniach ekspozycji na ten zwiàzek) [32].
Jednak˝e MTX dodany do hodowli komórek znajdujà-
cych si´ w fazie postmitotycznej (niedzielàcych si´) rów-
nie˝ obni˝a∏ ich liczb´ po 1, 3 i 4 dniach ekspozycji na
ten zwiàzek. Wyniki te wskazujà, ˝e apoptoza jest jed-
nym z mechanizmów uszkodzenia komórek Êródb∏onka
przez MTX, przy czym mo˝e ona dotyczyç nie tylko ko-
mórek w fazie S czy G1 cyklu komórkowego, ale tak˝e
komórek znajdujàcych si´ w fazie spoczynkowej.

Badanie wp∏ywu MTX na wytwarzanie cytokin by∏o zwià-
zane g∏ównie z próbà wyt∏umaczenia dzia∏ania lecznicze-
go tego zwiàzku w reumatoidalnym zapaleniu stawów.
I tak, badano wp∏yw MTX na wytwarzanie IL-1 (b´dàcej
g∏ównà cytokinà odpowiedzialnà za destrukcj´ tkanki
chrz´stnej [38]) przez ludzkie komórki krwi obwodowej
oraz mysie komórki z jamy otrzewnowej i Êledziony sty-
mulowane LPS [49]. Nie zaobserwowano zahamowania
wytwarzania IL-1, ale w innych testach, mierzàcych ak-
tywnoÊç IL-1, np. z u˝yciem linii D10.G4.1 (linia mysich
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komórek Th), wykazano, ˝e MTX jest w stanie hamowaç
dzia∏anie IL-1 na komórki tej linii (hamowanie proliferacji
zale˝nej od IL-1). Hamowanie aktywnoÊci IL-1, bez wp∏y-
wu na jej wytwarzanie czy uwalnianie, mo˝e byç jednym
z mechanizmów dzia∏ania MTX w r.z.s. Najnowsze bada-
nia przeprowadzone u pacjentów z reumatoidalnym zapa-
leniem stawów równie˝ wskazujà, ˝e w∏aÊciwoÊci prze-
ciwzapalne MTX w tej chorobie mogà wynikaç z jego
wp∏ywu na wytwarzanie cytokin [1, 21,39]. W testach in
vitro badano wytwarzanie cytokin przez komórki krwi ob-
wodowej chorych. Spontaniczne (ale nie stymulowane
LPS) wytwarzanie cytokin prozapalnych (IL-6 i TNF-α)
by∏o znacznie wi´ksze w porównaniu z osobami zdrowymi
[1]. Dwie grupy pacjentów: otrzymujàca MTX oraz otrzy-
mujàca placebo, na poczàtku leczenia wykazywa∏y podob-
ny poziom zarówno spontanicznego jak i indukowanego
uwalniania cytokin. Po 4 tygodniach stosowania MTX
stwierdzono znaczny spadek wytwarzania IL-6 stymulo-
wanego LPS, w porównaniu do chorych otrzymujàcych
placebo. Obni˝enie uwalniania IL-6 przez aktywowane
komórki mo˝e byç odpowiedzialne za przeciwzapalne
w∏aÊciwoÊci metotreksatu. Lek ten mia∏ tak˝e hamujàcy
wp∏yw na wytwarzanie cytokin przez pobudzone limfocyty
T oraz monocyty krwi obwodowej pacjentów z r.z.s. [21].
Efekt ten dotyczy∏: IL-4, IL-13, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF,
w mniejszym stopniu: IL-1, IL-8, IL-6. Nowak i wsp. ba-
dali wp∏yw terapii MTX (w skojarzeniu z prednizonem)
na poziom IL-1 oraz IL-6 we krwi pacjentów chorych na
r.z.s. [39]. U chorych tych stwierdzano znacznie podwy˝-
szone st´˝enia tych cytokin (Êrednio: 4, 6 i 9, 2 razy odpo-
wiednio dla IL-1 i IL-6). Po 6 miesiàcach podawania MTX
st´˝enia te obni˝y∏y si´ prawie dwukrotnie i by∏o to po∏à-
czone z poprawà stanu klinicznego pacjentów.

Na innym modelu (choroba GvH u myszy) badano immu-
nomodulujàcy wp∏yw ma∏ych dawek MTX [22]. Podawa-
nie myszom F1 ma∏ej dawki MTX, odpowiadajàcej daw-
kom stosowanym u pacjentów z r.z.s, zapobiega∏o supre-
sji funkcji komórek T mierzonej wytwarzaniem IL-2 i od-
powiedzià na mitogeny. Mechanizm tego ochronnego
dzia∏ania polega∏ na hamowaniu proliferacji komórek su-
presorowych zarówno dawcy jak i biorcy. Nie dotyczy∏o
to komórek CD4+ dawcy, których funkcja nie by∏a zak∏ó-
cona. W innej pracy [17] podawanie myszom ma∏ej dawki
MTX (0,45 mg/kg m.c.) przez 4 tygodnie powodowa∏o
znaczne hamowanie uwalniania TNF-α i tlenku azotu po
podaniu LPS, natomiast wytwarzanie IL-10 by∏o niezmie-
nione. Zjawisko to by∏o wynikiem mniejszego wytwarza-
nia cytokin przez makrofagi z jamy otrzewnowej. MTX
nie hamowa∏ uwalniania TNF-α przez komórki T, co
stwierdzono obserwujàc brak jego wp∏ywu na poziom tej
cytokiny po podaniu myszom ConA lub przeciwcia∏ anty-
CD3 (u˝ytych w celu stymulacji komórek T). W innych
badaniach [54] okaza∏o si´, ˝e MTX mo˝e równie˝ wp∏y-
waç na wytwarzanie IL-10, jednej z g∏ównych cytokin re-
gulujàcych ró˝nicowanie komórek Th. Zwiàzek ten
(w st´˝eniu 10 µM) powodowa∏ s∏abà, aczkolwiek staty-
stycznie znamiennà, redukcj´ wytwarzania IL-10 przez
stymulowane ConA komórki D10.G4.1 w obecnoÊci IL-1.
Wydaje si´ prawdopodobnym, ˝e mechanizm hamujàcego
dzia∏ania MTX na syntez´ cytokin prozapalnych jest na-
st´pstwem hamowania aktywacji czynnika transkrypcyj-
nego NF-κB, co wykazano na modelu komórek Jurkat

(komórki nowotworowe wywodzàce si´ z limfocytów T),
ale zjawisko to dotyczy równie˝ innych typów komórek
[31]. Takie dzia∏anie MTX zachodzi g∏ównie za poÊred-
nictwem uwalniania adenozyny (dodatek adenozyny na-
Êladowa∏ efekt MTX, a antagonista receptorów adenozy-
ny go znosi∏). Supresja aktywacji NF-κB przez uwalnia-
nie adenozyny mo˝e w du˝ym stopniu przyczyniaç si´ do
przeciwzapalnych, antyproliferacyjnych i immunomodu-
lujàcych w∏aÊciwoÊci MTX. Sprawdzono tak˝e, czy MTX
interferuje z wiàzaniem IL-1 do jej receptora [7]. Do-
Êwiadczenia przeprowadzono na monocytach, limfocy-
tach i granulocytach krwi obwodowej u˝ywajàc ludzkiej
rekombinowanej IL-1. MTX powodowa∏ znacznà obni˝k´
wiàzania IL-1α do jej receptora. Dla porównania, metyl-
prednizolon i indometacyna by∏y nieefektywne. MTX nie
wp∏ywa∏ na integralnoÊç receptora i komórek docelo-
wych, blokowa∏ natomiast interakcje mi´dzy IL-1 a jej re-
ceptorem. Zwiàzek ten jest zatem efektywnym inhibito-
rem dzia∏ania IL-1.

Wykazano te˝ ró˝nice w mechanizmie dzia∏ania kwasu
mykofenolowego (MPA) – inhibitora dehydrogenazy ino-
zynomonofosforanu i MTX – antagonisty kwasu foliowe-
go, inhibitora dehydrogenazy tetrahydrofolianowej [12].
Ma∏e st´˝enia obu zwiàzków hamowa∏y wytwarzanie cy-
tokin przez komórki T w hodowlach komórek krwi obwo-
dowej. Jednak hamowanie wytwarzania cytokin przez
MPA by∏o g∏´bsze i zaczyna∏o si´ wczeÊniej w porówna-
niu z MTX. MTX indukowa∏ apoptoz´ w komórkach T,
które zosta∏y pobudzone, podczas gdy MPA w sposób od-
wracalny zapobiega∏ aktywacji komórek T przez zatrzy-
manie cyklu komórkowego w fazie G0/G1.

Stwierdzono równie˝, ˝e MTX wp∏ywa na ró˝nicowanie
komórek z linii monocytarnej. Celem badania [8] by∏o
okreÊlenie, czy taki mechanizm dzia∏ania MTX mo˝e t∏u-
maczyç korzystny wp∏yw tego zwiàzku w leczeniu bia-
∏aczki monoblastycznej. MTX dodawano do hodowli ko-
mórek U937 (linia komórek ludzkiej bia∏aczki monobla-
stycznej) osobno, lub z GM-CSF i po 72 godzinach bada-
no odsetek komórek CD14+. Inkubacja z MTX (20
nmol/L) powodowa∏a zmiany morfologiczne komórek
oraz wzrost odsetka komórek CD14+ z 3 do 20% (czà-
steczka CD14 jest obecna na wi´kszoÊci prawid∏owych
monocytów krwi obwodowej, a jej pojawienie si´ wska-
zuje na cz´Êciowe ró˝nicowanie komórek). Po podaniu
MTX z GM-CSF, odsetek ten wzrasta∏ do 63%. Wyniki te
wskazujà, ˝e ma∏e dawki MTX podawane z GM-CSF
znacznie stymulujà ró˝nicowanie monocytów i mog∏yby
znaleêç zastosowanie w leczeniu bia∏aczki monoblastycz-
nej. Na podobnym modelu badano wp∏yw MTX na ró˝ni-
cowanie monocytów i wytwarzanie inhibitorów cytokin
przez te komórki, jako prób´ t∏umaczenia przeciwzapal-
nych w∏aÊciwoÊci tego zwiàzku u pacjentów z r.z.s. [50].
Zastosowano lini´ U937, jednojàdrzaste komórki szpiku
i jednojàdrzaste komórki krwi obwodowej (peripheral
blood mononuclear cells – PBMC). MTX znacznie stymu-
lowa∏ ró˝nicowanie komórek U937, jednoczeÊnie podno-
szàc ekspresj´ antygenu Fas. Ró˝nicowanie to by∏o po∏à-
czone ze zwi´kszeniem wytwarzania przez monocyty
U937 antagonisty receptora IL-1 (IL-1Ra) i rozpuszczal-
nego receptora TNF-α (sTNFR). W przypadku szpiku
i PBMC, metotreksat mia∏ mniejszy wp∏yw na ró˝nicowa-
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nie tych komórek, ale tak˝e i tutaj obserwowano stymula-
cj´ uwalniania IL-1Ra, wyst´powa∏o te˝ hamowanie syn-
tezy IL-1α przez PBMC. Wyniki te wskazujà, ˝e MTX
dzia∏a jako silny czynnik ró˝nicujàcy niedojrza∏e monocy-
ty. Efekt ten jest po∏àczony ze wzrostem uwalniania natu-
ralnych inhibitorów cytokin z jednoczesnym spadkiem
wytwarzania IL-1β. To z kolei t∏umaczy istotne klinicz-
nie, przeciwzapalne dzia∏anie MTX w leczeniu r.z.s.

MTX, podobnie jak wiele leków przeciwnowotworowych,
wykazuje ma∏à selektywnoÊç w stosunku do komórek no-
wotworowych, dzia∏a równie˝ na szybko proliferujàce
prawid∏owe tkanki gospodarza, a jego efektywnoÊç jest li-
mitowana przez toksycznoÊç w stosunku do tych tkanek
(g∏ównie nab∏onka przewodu pokarmowego i szpiku
kostnego) [53]. MTX wp∏ywa na hemopoez´ w sposób
zale˝ny od dawki. W badaniach [53] dotyczàcych wp∏ywu
MTX na tworzenie si´ kolonii hemopoetycznych szpiku
w pó∏p∏ynnym agarze, stwierdzono, ˝e zwiàzek ten (w ca-
∏ym zakresie badanych st´˝eƒ: 10 nM–1 µM) nie jest cy-
totoksyczny w stosunku do hemopoetycznych komórek
progenitorowych szpiku; mo˝e natomiast indukowaç od-
wracalny blok w proliferacji i ró˝nicowaniu tych komó-
rek. Na modelu mysim badano tak˝e wp∏yw du˝ej dawki
MTX, podanego in vivo, na wczesnà rekrutacj´ prekurso-
rów granulocytów [44]. Wyniki oceniano in vitro w wol-
nej od MTX agarowej hodowli komórek szpiku. Ciàg∏a
ekspozycja myszy na MTX (st´˝enie zwiàzku w surowicy
10 µM) powodowa∏a gwa∏towny spadek ogólnej liczby
komórek w szpiku (do 35% wartoÊci kontrolnej). Spadek
ten, w ciàgu pierwszych 24 godzin ekspozycji na MTX,
dotyczy∏ zarówno wielopotencjalnych komórek pnia
(CFU-S), jak i komórek ukierunkowanych (CFU-C). Jed-
nak˝e, w przeciwieƒstwie do dodatkowego spadku liczby
CFU-S od godziny 24 do 48, obserwowano w tym czasie
wzrost liczby CFU-C. Sugeruje to rekrutacj´ CFU-C z pu-
li CFU-S pomi´dzy 24-48 godzinà, pomimo kontynuowa-
nia infuzji MTX. Hauser i wsp. w swoich badaniach [25]
wykazali niewielkà toksycznoÊç MTX w stosunku do ko-
mórek zr´bu (podÊcieliska) szpiku. Komórki te wype∏nia-
jà jamy szpikowe koÊci, m.in. przez wytwarzanie cytokin
tworzà Êrodowisko sprzyjajàce procesom hemopoezy. Na
mysim modelu in vitro (d∏ugoterminowa hodowla komó-
rek szpiku) oceniano wp∏yw 1 µM MTX na morfologi´
zr´bu oraz hemopoez´. MTX poczàtkowo powodowa∏
niewielkie zmiany w morfologii podÊcieliska, póêniej na-
tomiast nastàpi∏ znaczny wzrost ogólnej liczby tworzà-
cych go komórek, w tym: fibroblastów, komórek Êród-
b∏onka, komórek t∏uszczowych oraz makrofagów. Wraz
z odnowà komórek zr´bu odnawia∏a si´ tak˝e hemopo-
eza. Te wyniki wskazujà, ˝e MTX nie ma bezpoÊredniego
toksycznego wp∏ywu na komórki podÊcieliska, co wi´cej,
pod wp∏ywem MTX ich liczba nawet wzrasta, co mo˝e si´
przyczyniaç do wzrostu hemopoezy.

Działanie metotreksatu na odpowiedź immunologiczną

Literatura dotyczàca wp∏ywu MTX na odpowiedê immu-
nologicznà jest skàpa i pochodzi g∏ównie z lat 70. i 80. ub.
w. W wi´kszoÊci prac opisano hamujàcy wp∏yw MTX. Ba-
dano dzia∏anie MTX (na tle innych zwiàzków immunosu-
presyjnych) na humoralnà i komórkowà odpowiedê im-
munologicznà myszy na antygen komórek linii nowotwo-

rowej EL4. By∏o to dzia∏anie hamujàce w ca∏ym zakresie
stosowanych dawek i dotyczy∏o zarówno odpowiedzi hu-
moralnej jak i komórkowej [42]. W odpowiedzi humoral-
nej (mierzonej liczbà komórek wytwarzajàcych przeciw-
cia∏a – PFC) u myszy, obserwowano ró˝ne nast´pstwa
dzia∏ania MTX, w zale˝noÊci od czasu jego podania
wzgl´dem momentu immunizacji zwierzàt [14]. MTX (0,5
mg/kg m.c.), podany w jednorazowej dawce w okresie
1–10 dni przed immunizacjà, nie powodowa∏ supresji od-
powiedzi immunologicznej. Podanie zwiàzku 6–9 dni
przed immunizacjà mia∏o wyraênie stymulujàcy wp∏yw
(320–350% wartoÊci kontroli), natomiast podawanie leku
codziennie przez 6 dni nie powodowa∏o istotnych zmian
w nat´˝eniu odpowiedzi immunologicznej, a jedynie za-
stosowanie MTX przez 7–8 dni znacznie jà obni˝a∏o. Au-
torzy konkludujà, ˝e czas odnowy populacji komórek im-
munokompetentnych w Êledzionie myszy wynosi 6–9 dni.
Badano równie˝ wp∏yw podania MTX (2,5 mg/kg m.c.)
w 48 lub 72 godzinie po immunizacji, na odpowiedê im-
munologicznà myszy na erytrocyty barana (SRBC), wyra-
˝onà liczbà PFC w Êledzionie, którà mierzono w odst´-
pach 4-godzinnych [46]. W grupie kontrolnej wzrost od-
powiedzi immunologicznej by∏ wyk∏adniczy i wykazywa∏
wzorzec „schodkowy“. Po podaniu MTX wzór odpowie-
dzi immunologicznej zmienia∏ si´ na „falowy“, to znaczy
po wzroÊcie odpowiedzi nast´powa∏ jej spadek. Znaczny
wzrost liczby PFC, zarówno u zwierzàt kontrolnych, jak
i traktowanych MTX stwierdzano w godzinach 60, 72–76,
84–88 po immunizacji. Autorzy sugerujà, ˝e MTX nie za-
pobiega rekrutacji komórek prekursorowych PFC i w kon-
sekwencji liczba PFC wzrasta. Obni˝enie liczby PFC pod
wp∏ywem MTX prawdopodobnie wynika∏o ze zjawiska
„niezbilansowanego wzrostu“. Z kolei, u˝ywajàc modelu
matematycznego, w oparciu o dane literaturowe ustalono,
˝e MTX podany 72 godziny po immunizacji powodowa∏
Êmierç komórek B we wczesnej fazie G1 i w fazie S, blo-
kad´ fazy S i obni˝enie wytwarzania przeciwcia∏ z powo-
du upoÊledzenia syntezy RNA i bia∏ka [28].

Podanie MTX w liposomach, wraz z immunizacjà albumi-
nà surowicy bydl´cej (BSA) zawartà w innych liposomach,
wywo∏ywa∏o supresj´ humoralnej odpowiedzi immunolo-
gicznej (mierzonà liczbà PFC) [51]. Supresja ta wystàpi∏a,
gdy MTX podano 1 dzieƒ przed, w czasie immunizacji i 1
dzieƒ po immunizacji. Natomiast u˝ycie MTX zamkni´te-
go w liposomach op∏aszczonych BSA podnosi∏o lub obni-
˝a∏o odpowiedê immunologicznà. Wyniki te wskazujà, ˝e
zamkni´cie zwiàzku immunosupresyjnego w ma∏ych daw-
kach w liposomach mo˝e modyfikowaç wywierane przez
niego dzia∏anie immunologiczne (lek obecny w tym samym
st´˝eniu w wolnej postaci nie wykazuje istotnego dzia∏ania
na odpowiedê immunologicznà).

W porównawczym badaniu wp∏ywu MTX i trimetreksatu,
b´dàcego alternatywnym zwiàzkiem dla MTX, o podob-
nym mechanizmie dzia∏ania, wykazano, ˝e oba zwiàzki
by∏y silnymi supresorami zale˝nej od komórek T odpo-
wiedzi immunologicznej (hamowa∏y, w sposób zale˝ny
od dawki, uwarunkowane obecnoÊcià komórek T tworze-
nie przeciwcia∏) [47]. Zwiàzki te tak˝e znaczàco hamo-
wa∏y proliferacj´ limfocytów stymulowanych LPS lub
PHA. Najwy˝szà aktywnoÊç supresorowà wykazywa∏y po
dodaniu do stymulowanych limfocytów po 24–48 godzi-
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nach hodowli. Oba leki podane in vivo znacznie hamo-
wa∏y równie˝ aktywnoÊç naturalnych komórek zabijajà-
cych (NK).

Inne badania [9, 10] t∏umaczà w∏aÊciwoÊci immunosu-
presyjne ma∏ych dawek MTX w modelu alogenicznego
przeszczepu serca u szczurów. W procesie odrzucania
przeszczepu istotna jest infiltracja tkanek przeszczepu
przez leukocyty gospodarza, a du˝à rol´ odgrywa tu obec-
noÊç czàsteczek adhezyjnych, zarówno na powierzchni
leukocytów, jak i komórek Êródb∏onka naczyƒ. Autorzy
badaƒ wykazali, ˝e MTX obni˝a∏ ekspresj´ czàsteczek ad-
hezji komórkowej: podjednostki β2-integryny (CD18) na
powierzchni leukocytów oraz jej receptora (ICAM-1), po-
jawiajàcego si´ podczas odpowiedzi immunologicznej na
powierzchni komórek Êródb∏onka naczyƒ obwodowych
w´z∏ów ch∏onnych i Êledziony. Ogranicza∏ tym samym
naciekanie tkanek przeszczepu przez leukocyty biorcy.
MTX zmniejsza∏ równie˝ infiltracj´ przeszczepu przez
limfocyty T, a podany z ma∏ymi dawkami CsA, przed∏u˝a∏
tak˝e czas prze˝ycia przeszczepu. Immunosupresyjne
dzia∏anie MTX w tym modelu mo˝e byç zatem zwiàzane
z wp∏ywem tego zwiàzku na wczesne etapy odpowiedzi
immunologicznej – adhezj´ leukocytów do Êródb∏onka
podczas ich migracji przez naczynia krwionoÊne.

Ograniczenia w stosowaniu metotreksatu
i zapobieganie jego toksyczności

Stosowanie MTX, podobnie jak innych cytostatyków,
wià˝e si´ z wystàpieniem niebezpiecznych objawów nie-
po˝àdanych b´dàcych skutkiem toksycznoÊci leku. Szyb-
ko proliferujàce tkanki gospodarza – nab∏onek przewodu
pokarmowego, komórki naskórka i komórki szpiku kost-
nego sà szczególnie wra˝liwe na dzia∏anie tego antymeta-
bolitu (najwi´ksze uszkodzenia sà wynikiem stosowania
du˝ych dawek MTX). Nast´pstwem polekowego (najcz´-
Êciej odwracalnego) uszkodzenia b∏ony Êluzowej przewo-
du pokarmowego mogà byç stany zapalne, nudnoÊci, wy-
mioty, biegunka, a nawet owrzodzenia prowadzàce do
perforacji Êcian przewodu pokarmowego. Uszkodzenie
wàtroby przez MTX ma najcz´Êciej charakter ∏agodny
i mija po odstawieniu preparatu. D∏ugie stosowanie leku
(np. w ∏uszczycy) mo˝e prowadziç do zw∏óknienia i mar-
skoÊci tego narzàdu. Groênym powik∏aniem, aczkolwiek
odwracalnym, leczenia MTX jest niewydolnoÊç nerek
zwiàzana z bezpoÊrednim toksycznym dzia∏aniem na ka-
naliki nerkowe. Stosowanie du˝ych dawek MTX, lub jego
dokana∏owe podanie, uszkadza równie˝ uk∏ad nerwowy,
czego objawem mogà byç zaburzenia ÊwiadomoÊci, zabu-
rzenia mowy, pora˝enia, drgawki. Objawy te sà zwykle
przejÊciowe [13,15,41]. Zastosowanie MTX w warun-
kach niekorzystnych, dodatkowo obcià˝ajàcych organizm
(wiek, stan od˝ywienia, uprzednie leczenie, choroby
wspó∏istniejàce) obni˝a tolerancj´ na lek zwi´kszajàc je-
go toksyczny wp∏yw. Gorsza regeneracja po zastosowa-
niu du˝ych dawek MTX by∏a obserwowana u osób
uprzednio leczonych cytostatykami lub napromienianych.
Choroby przewlek∏e (np. kolagenozy) leczone d∏ugotrwa-
le niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, tak˝e wp∏y-
wajà niekorzystnie na regeneracj´ uk∏adu krwiotwórcze-
go po leczeniu cytostatykami [41]. Czynnikiem nieko-
rzystnym, zwi´kszajàcym toksycznoÊç chemioterapii mo-

˝e byç równie˝ stres. W badaniach na szczurach [56] wy-
kazano, ˝e psychiczny stres, wynikajàcy z umieszczenia
zwierzàt pojedynczo w klatkach, prawie 2-krotnie zwi´k-
sza∏ cytotoksyczny wp∏yw MTX na przewód pokarmowy.
U zwierzàt poddanych stresowi zaobserwowano dodatko-
we hamowanie proliferacji enterocytów, zwi´kszonà
apoptoz´ komórek Êródb∏onka, uszkodzenie kosmków je-
litowych, wyg∏adzenie krypt oraz zaburzenia w wytwarza-
niu mucyn i enzymów jelitowych. Wyniki te wskazujà, ˝e
unikanie stresu psychicznego podczas chemioterapii leka-
mi cytostatycznymi mo˝e ograniczaç niekorzystny wp∏yw
leczenia na stan i funkcjonowanie przewodu pokarmowe-
go pacjentów. Wyst´powanie wspó∏istniejàcych chorób
mo˝e ujawniaç lub nasilaç niekorzystne dzia∏anie che-
mioterapii. Mitchell i Turk [34] w swoich badaniach wy-
korzystali zwierz´cy model ziarniniakowej choroby jelit
przypominajàcej chorob´ Crohna u ludzi (przewlek∏y
proces zapalny obejmujàcy ca∏à Êcian´ jelita). Przez in-
okulacj´ do jelita kr´tego BCG lub napromienionych My-
cobacterium leprae, u Êwinek morskich wywo∏ano zmia-
ny ziarniniakowe w Êcianie jelita sk∏adajàce si´ z komó-
rek nab∏onka i makrofagów. Zastosowanie leków immu-
nosupresyjnych (CP, MTX, CsA) ogranicza∏o tworzenie
zmian ziarniniakowych przez ograniczenie infiltracji ko-
mórek do miejsc inokulacji bakterii. U zwierzàt otrzymu-
jàcych MTX stwierdzono tak˝e zwi´kszonà, w porówna-
niu ze zwierz´tami kontrolnymi, liczb´ pràtków BCG
w miejscu podania. O os∏abieniu odpowiedzi immunolo-
gicznej po podaniu leków immunosupresyjnych Êwiadczy
te˝ obni˝ona odpowiedê zwierzàt po podaniu PPD
(oczyszczonego bia∏ka z Mycobacterium; PPD podane
Êródskórnie w tzw. teÊcie tuberkulinowym, u zwierzàt lub
osób, które wczeÊniej zetkn´∏y si´ z pràtkami gruêlicy da-
je odczyn Êwiadczàcy o uczuleniu).

Niekorzystny wp∏yw MTX na ustrój mo˝na z∏agodziç
przez podanie pewnych preparatów lub cytokin. Ekstrakt
wodny z Astragali radix chroni∏ przed supresjà odpowiedzi
proliferacyjnej na mitogen splenocytów myszy traktowa-
nych MTX [27]. Ten immunomodulujàcy wp∏yw preparatu
móg∏ byç cz´Êciowo zwiàzany ze zwi´kszonà ekspresjà
mRNA dla IL-1α i IL-12p40 w tych komórkach. Badano
te˝ skojarzone dzia∏anie wyciàgu z Cordyceps sinensis
z MTX na prze˝ycie myszy obarczonych czerniakiem B16
[35]. Chocia˝ sam MTX powodowa∏ znaczny spadek masy
cia∏a, to podanie go z ekstraktem nie wywo∏ywa∏o takiego
efektu. Poza tym Êrednie prze˝ycie zwierzàt by∏o d∏u˝sze
przy podaniu MTX i ekstraktu w porównaniu z prze˝yciem
myszy otrzymujàcych ekstrakt lub MTX oddzielnie. Tok-
sycznoÊç du˝ych dawek MTX dla tkanek prawid∏owych
mo˝na zmniejszyç przez podanie folinianu wapnia (sól
wapniowa kwasu folinowego; leukoworyna) (ryc. 1C). Po-
zwala to cz´Êciowo ominàç blok enzymatyczny wywo∏any
stosowaniem MTX [13,15,41]. Zwiàzek ten zwi´ksza we-
wnàtrzkomórkowà zawartoÊç zredukowanych folianów, co
pozwala na utrzymanie syntezy DNA, mimo wywo∏anego
przez MTX bloku enzymatycznego. Zwi´ksza ponadto wy-
p∏yw wolnej frakcji leku z komórek oraz hamuje syntez´
poliglutaminianów [15]. Leukoworyna mo˝e zapobiegaç
cytotoksycznym konsekwencjom podawania MTX na pro-
ces hemopoezy [43]. Wykazano to na modelu mysim przy
zastosowaniu jednorazowej du˝ej dawki MTX (500 mg/kg
m.c.) i leukoworyny podawanej w podzielonych dawkach
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przez okres nast´pnych 24 godzin. MTX, w ciàgu 1–2 dni
od podania, powodowa∏ znacznà depopulacj´ komórek Êle-
dziony i szpiku kostnego (komórek wielopotencjalnych
i ukierunkowanych oraz dajàcych si´ zidentyfikowaç pre-
kursorów). W ciàgu 2–3 dni obserwowano gwa∏towny spa-
dek liczby leukocytów krwi i retikulocytów. Leukoworyna
chroni∏a wszystkie etapy hemopoezy i zapobiega∏a spadko-
wi liczby komórek w szpiku i zawartoÊci komórek pnia.
Korzystne dzia∏anie leukoworyny w mniejszym stopniu do-
tyczy∏o komórek krwi obwodowej. Dzia∏anie leukoworyny
by∏o najwi´ksze w stosunku do najwczeÊniejszych etapów
hemopoezy; jej zastosowanie zapewnia∏o utrzymanie
w szpiku zadowalajàcej liczby komórek pnia oraz komórek
progenitorowych. Leukoworyna dawa∏a te˝ „ochron´“
w uszkodzeniach skóry podczas leczenia MTX – nawet
stosowanie du˝ych dawek leku z jednoczesnym podaniem
leukoworyny nie powodowa∏o wypadania w∏osów [41].
Leukoworyna zmniejsza te˝ toksyczne dzia∏anie MTX na
b∏on´ Êluzowà przewodu pokarmowego [41]. Okaza∏o si´
tak˝e, ˝e ochronnà rol´ w zapobieganiu uszkodzeniu na-
b∏onka jelita przez MTX mo˝e spe∏niaç TGF-α, zarówno
egzogenny jak i wytwarzany endogennie [59]. Wykazano
to na modelu myszy z nokautem genu dla TGF-α i u myszy
niemodyfikowanych genetycznie. Chocia˝ nokaut genu dla
TGF-α nie upoÊledza∏ w istotny sposób regeneracji komó-
rek nab∏onka jelita cienkiego uszkodzonych przez MTX, to
powodowa∏ wy˝szà odpowiedê apoptotycznà w pierwszych
godzinach po podaniu MTX i opóênionà oraz ograniczonà
proliferacj´ komórek krypt w czasie regeneracji. Z kolei po
podaniu MTX myszom kontrolnym, wytwarzajàcych TGF-
α, poziom mRNA dla tej cytokiny ulega∏ znacznemu pod-
wy˝szeniu w czasie pierwszych godzin po podaniu leku
i póêniej, podczas regeneracji. Âwiadczy to o tym, ˝e TGF-
α mo˝e odgrywaç du˝à rol´ we wczesnej odpowiedzi apop-
totycznej i wyst´pujàcej póêniej odpowiedzi proliferacyjnej
komórek nab∏onka jelit uszkodzonych przez MTX.

W badaniach w∏asnych wykazano, ˝e laktoferryna (LF) –
bia∏ko zwiàzane z metabolizmem ˝elaza i stanowiàce wa˝-
ny element odpornoÊci wrodzonej [29] ma zdolnoÊç do re-
konstytucji funkcji uk∏adu immunologicznego po zastoso-
waniu niektórych cytostatyków. Na modelu mysim stwier-
dzono, ˝e LF przyspiesza∏a odnow´ odpowiedzi komórko-
wej [5] i humoralnej [6] oraz normalizowa∏a poziom
leukocytów i proporcje g∏ównych typów komórek krwi ob-
wodowej [4] po podaniu myszom jednorazowej, subletal-
nej dawki cyklofosfamidu. Ponadto, nasze wyniki doÊwiad-
czalne wykaza∏y, ˝e LF powodowa∏a odnow´ odpowiedzi
typu komórkowego po podaniu du˝ej dawki MTX (220
mg/kg m.c.) w 2 dobie po immunizacji (dane niepubliko-

wane). Inne badania in vitro (dane w przygotowaniu do
druku) wykaza∏y, ˝e LF zapobiega∏a supresji przez MTX
(w st´˝eniu wywo∏ujàcym apoptoz´ komórek – 1 µM) od-
powiedzi immunologicznej na SRBC. Sugeruje to, ˝e LF
mo˝e zapobiegaç apoptozie komórek indukowanej MTX.

Stwierdzono równie˝ ochronne dzia∏anie laktoferryny
w toksycznym uszkodzeniu przewodu pokarmowego
przez du˝e dawki MTX [55]. Szczury podczas terapii
MTX by∏y pojone roztworem LF. W morfologii przewodu
pokarmowego zwierzàt kontrolnych wystàpi∏y znaczne
zmiany: zniszczenie komórek nab∏onka, wyg∏adzenie ko-
smków jelitowych i zwi´kszenie przepuszczalnoÊci jelita.
U zwierzàt otrzymujàcych LF uszkodzenia by∏y znacznie
mniejsze (d∏u˝sze kosmki jelitowe, wi´ksza powierzchnia
ch∏onna jelita, mniejsza przepuszczalnoÊç). Takie
ochronne dzia∏anie LF mo˝e wynikaç z os∏abienia ostrej
odpowiedzi zapalnej lub os∏abienia hamujàcego wp∏ywu
cytostatyku na proliferacj´ komórek jelita.

Dzia∏anie ochronne LF, wykazane w ró˝nych modelach
doÊwiadczalnych z udzia∏em CP i MTX wskazuje, ˝e bia∏-
ko to mo˝e znaleêç zastosowanie w ∏agodzeniu skutków
ubocznych chemioterapii. Co interesujàce, w przypadku
podawania MTX pacjentom, wzrastajà w ich surowicach
poziomy bia∏ek wykazujàcych dzia∏anie ochronne, takich
jak: LF i bia∏ko C-reaktywne (CRP) [24]. Podobny efekt
uzyskano u pacjentów z bia∏aczkà limfoblastycznà przy
profilaktycznym (w ramach zapobiegania zaj´ciu central-
nego uk∏adu nerwowego przez proces nowotworowy) do-
kana∏owym podaniu MTX. U chorych zaobserwowano
wzrost poziomu LF, β2-mikroglobuliny i lizozymu w p∏y-
nie mózgowo-rdzeniowym [40]. Laktoferryna, lizozym,
β2-mikroglobulina, bia∏ko C-reaktywne to bia∏ka uczest-
niczàce w odpornoÊci nieswoistej organizmu, która ma
du˝y udzia∏ m.in. w odpowiedzi organizmu na uraz, in-
fekcj´ lub innego typu uszkodzenie tkanek, istotna jest
wi´c tak˝e w reakcji organizmu na chemioterapi´. Razem
z opisanym wy˝ej zjawiskiem zwi´kszania si´ ekspresji
mRNA dla TGF-α pod wp∏ywem podania MTX [59],
atrakcyjnà wydaje si´ nasza hipoteza o naturalnej obro-
nie ustroju, przeciwdzia∏ajàcej toksycznym dzia∏aniom te-
go zwiàzku.

Przedstawione dane wskazujà na ró˝norodnoÊç zastoso-
waƒ MTX, który jest wcià˝ niezastàpiony w leczeniu
i profilaktyce wielu zaburzeƒ immunologicznych. Opisa-
no mechanizm dzia∏ania tego zwiàzku, wp∏yw na odpo-
wiedê immunologicznà w wybranych modelach doÊwiad-
czalnych oraz sposoby ograniczenia jego toksycznoÊci.
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