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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Metotreksat (MTX) jest zwigzkiem immunosupresyjnym, ktory znalazt zastosowanie w profilak-
tyce i leczeniu wielu chor6b, w tym: reumatoidalnego zapalenia stawéw, tocznia rumieniowate-
go, tuszczycy i choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi oraz — w poltaczeniu z innymi cyto-
statykami — w leczeniu przeciwnowotworowym. Wykorzystujac MTX w modelach zwierzecych
odpowiadajacych sytuacjom klinicznym, a takze w leczeniu ludzi wykazano, ze zwigzek ten
zmniejsza objawy chorobowe w r6znego rodzaju zaburzeniach immunologicznych. MTX jest an-
tagonista syntezy kwasu foliowego wchodzacego w skiad enzymoéw uczestniczacych w syntezie
DNA i RNA w komorce. Jego dzialanie polega gtéwnie na indukcji apoptozy w pobudzonych ko-
morkach znajdujacych si¢ w fazie G11i S cyklu komérkowego. Zwigzek ten dziala takze hamuja-
co na syntez¢ lub aktywno$¢ kilku cytokin prozapalnych przez indukcje¢ inhibitoréw ich aktyw-
nosci. Duze dawki MTX dzialajg cytotoksycznie na komérki hemopoetyczne, jednakze jego ni-
skie stezenie stymuluje proces hemopoezy. MTX dziala tez promujgco na r6znicowanie monocy-
tarnych komoérek nowotworowych zmieniajac ich fenotyp, co w czesci moze ttumaczy¢ jego
efekty terapeutyczne w leczeniu niektérych zaburzen. Zwigzek ten jest supresorem odpowiedzi
immunologicznej zar6wno humoralnej jak i komdrkowej, hamuje tez proliferacj¢ komoérek indu-
kowang mitogenami. Dziatanie MTX w tych modelach doswiadczalnych zalezy od dawki i czasu
zastosowania zwigzku. Najsilniejsze dziatanie supresorowe przejawia, gdy podany jest 24-48
godzin po immunizacji lub traktowaniu komérek mitogenami. Zastosowanie MTX w warunkach
niekorzystnych (stres, towarzyszace schorzenia) obniza tolerancj¢ na lek zwigkszajac jego tok-
sycznos¢. Niepozadane dzialanie MTX mozna lagodzi¢ farmakologicznie, stosujac preparaty
syntetyczne lub pochodzenia roslinnego. Supresj¢ odpowiedzi immunologicznej wywolang MTX
mozna takze odwroécic stosujac laktoferryne. Reasumujac, MTX pozostaje nadal skutecznym
Srodkiem immunosupresyjnym (od blisko 50 lat), znajdujacym wciaz 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-
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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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rumieniowaty trzewny (systemic lupus erythematosus); IL - interleukina; IFN - interferon; SCID - cigzki
ztozony niedobdr odpornosci (severe combined immunodeficiency); Th - pomocnicze limfocyty T (T hel-
per); NK - naturalne komarki cytotoksyczne (natural killer); MPA - kwas mykofenolowy (mycophenolic
acid); TNF-o.- czynnik martwicy nowotwordw o. (tumor necrosis factor-o.); GM-CSF - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych (granulocyte macrophage colony-stimulating factor);
PBMC - komdrki jednojadrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells); IL-1Ra - antago-
nista receptora IL-1 (interleukin-1 receptor antagonist); STNFR - rozpuszczalna postaé receptora TNF (so-
luble TNF receptor); CFU-S - komarki tworzace kolonie Sledzionowe (spleen colony forming units), réwno-
waznik wielopotencjalnej komdrki macierzystej; CFU-C - komérki tworzace kolonie progenitorowe (colony
forming units committed), obecnie GM-CFU; LF - laktoferryna (lactoferrin); PFC - komarki tworzace tysinki
(plaque forming cells); BSA - albumina surowicy bydlecej (bovine serum albumin); ICAM-1 - czasteczka
adhezji miedzykomérkowej 1 (intercellular adhesion molecule-1); LPS - lipopolisacharyd (lipopolysac-
charide); PHA - fitohemaglutynina (phytohemaglutinin); BCG - atenuowany szczep pratka bydlecego
gruzlicy uzywany jako szczepionka przeciwko gruzlicy u cztowieka, Bacillus Calmette Guerin (BCG); TGF-a
- transformujgcy czynnik wzrostu o (transforming growth factor-ot); CRP - biatko C-reaktywne (C-reactive
protein); PPD - oczyszczone biatko tuberkulinowe z Mycobacterium (purified protein derivative); GvHD -
choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft-versus-host disease)

MECHANIZM DZIALANIA METOTREKSATU — WPLYW NA
METABOLIZM NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH | PIRYMIDYNOWYCH

Zwiazki immunosupresyjne stosowane sg w prewencji
i leczeniu zaburzen autoimmunizacyjnych, choréb neo-
plastycznych, w chorobie przeszczep przeciwko gospoda-
rzowi i zapobieganiu odrzucania przeszczepéw. Jednym
z tych zwigzkéw jest metotreksat (MTX, kwas 4 amino-
N10-metylofoliowy) — lek z grupy antymetabolitéw, ana-
log kwasu foliowego (ryc. 1AB). Kwas foliowy i jego po-
chodne (foliany) odgrywaja wazng role w metabolizmie,
spelniajac funkcje koenzymoéw w reakcjach przenoszenia
grup jednoweglowych w procesie syntezy zasad puryno-
wych i pirymidynowych. Niezbednym warunkiem udzialu
kwasu foliowego w tych reakcjach jest jego redukcja do
kwasu tetrahydrofoliowego (H4-folianu). W reakcjach re-
dukcji uczestniczy reduktaza dihydrofolianowa (dehydro-
genaza tetrahydrofolianowa), z ktérg MTX (podobny
strukturalnie do kwasu foliowego) wiaze si¢ ponad
10 000 razy silniej niz naturalny metabolit, powodujac
w ten spos6b zablokowanie enzymu. Poza hamowaniem

reduktazy dihydrofolianowej, MTX blokuje kompetycyj-
nie réwniez syntetaze tymidylowa (enzym katalizujacy
przeksztalcenie pochodnej uracylu do pochodnej tyminy)
[3, 15,20]. W niekt6rych typach komoérek ssakéw MTX
czeSciowo podlega takze metabolicznemu przeksztalce-
niu, ktére polega na przylaczeniu kilku grup glutamino-
wych (z udzialem syntetazy folianowo-metoglutamino-
wej) [3, 41]. Poliglutaminacja zwigksza sil¢ dziatania le-
ku. Taka pochodna MTX pozostaje w komorce przez diu-
gi czas (im dluzsze sg lancuchy poliglutaminianéw tym
diuzej) i jest inhibitorem nie tylko dehydrogenazy tetra-
hydrofolianowej, ale i innych enzyméw zaleznych od
kwasu foliowego (m.in. transformylazy rybonukleotydu
5-aminoimidazolo-karboksyamidu, ostatniego enzymu
w syntezie puryn de novo) [3]. Wymienione powyzej en-
zymy sg istotne dla syntezy puryn i pirymidyn. Nukleoty-
dy purynowe i pirymidynowe odgrywaja zasadniczg role
w komorce: uczestnicza w syntezie DNA i RNA, biosyn-
tezie lipidéw btonowych oraz glikozylacji biatek, wcho-
dza w sktad koenzymoéw i czasteczek sygnatowych. Blo-
kada syntezy tych zwigzkéw prowadzi do zaburzen wzro-
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Ryc. 1. Wzory kwasu foliowego (A), metotreksatu (B) i kwasu
folinowego (C). MTX (kwas 4 amino-N10-metylofoliowy) rozni
sie od kwasu foliowego (kwasu pteroiglutaminowego —PteGlu)
obecnoscig grupy CH, w miejscu grupy OH w pozycji 4
pierscignia pterydynowego oraz grupy CH, przy atomie N
migdzy dwoma pierscieniami. Kwas folinowy to uwodorniona
pochodna kwasu foliowego z podstawnikiem formylowym
(CHO) w pozyciji 5 pierscienia pterydynowego; pochodna
wapniowa (folinian wapniowy) tego zwigzku to leukoworyna; jej
zastosowanie pozwala czesciowo omingc¢ blok enzymatyczny
wywotany stosowaniem MTX, a przez to ograniczy¢ jego
toksyczne dziatanie

stu i do Smierci komoérki. Sg one niezbedne réwniez do
rozwoju, przezycia oraz stymulowanej antygenem prolife-
racji limfocytéw T, a aktywacja tych komoérek wiaze si¢
ze wzrostem puli puryn i pirymidyn [45]. Z najnowszych
badan [45] (dotyczacych proliferacji limfocytow T) wyni-
ka, ze te dwa rodzaje nukleotydow w zréznicowany spo-
sob regulujg cykl komérkowy: puryny kontrolujg faz¢ G1
az do konca fazy S, podczas gdy pirymidyny wplywaja
tylko na progresje z wczesnej do posredniej fazy S. Po-
nadto zahamowanie syntezy pirymidyn indukuje apopto-
z¢ bez wzgledu na to, w jakim czasie od aktywacji byt do-
dany inhibitor, podczas gdy zahamowanie syntezy puryn
indukuje $mier¢ apoptotyczng jedynie wtedy, gdy inhibi-
tor zostal zastosowany do juz dzielacych si¢ komorek.
Sugeruje to, ze zaréwno puryny jak i pirymidyny sa nie-
zbedne do przezycia komorek wchodzacych w faze S.
Wyniki te wskazuja na nieznang dotad role syntezy de
novo puryn i pirymidyn w regulacji cyklu komérkowego
i przezycia aktywowanych komoérek T. MTX moze wy-
wiera¢ wplyw immunosupresyjny przez hamowanie syn-
tezy jednego badz obu rodzajéw nukleotydéw [19]. In-
dukcja przez ten lek apoptozy aktywowanych limfocytow
jest jednym z mechanizméw jego aktywnosci immunosu-
presyjnej [3, 19]. MTX nalezy do lekow swoistych fazo-
wo, zabija komorki znajdujace si¢ w fazie S cyklu komor-
kowego [19,41]. Oproécz dzialania proapoptotycznego,
MTX i jego poliglutaminowe pochodne moga hamowac
odpowiedZ immunologiczng przez uwalnianie adenozyny
z réznych typéw komorek, ktére wykazujg ekspresje ek-
to-5’-nukleotydazy (uwalnianie adenozyny odbywa si¢
przez mechanizm wymagajacy przeksztalcenia nukleoty-
dow adenozynowych z udziatem tego enzymu) [3, 19,31].

ZASTOSOWANIE METOTREKSATU W KLINICE | JEGO DZIALANIE
W DOSWIADCZALNIE WYWOLANYCH ZABURZENIACH
AUTOIMMUNOLOGICZNYCH U ZWIERZAT

MTX znalazl szerokie zastosowanie kliniczne. Od wielu
lat jest stosowany w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawow (r.z.s.) [2, 3,23,39], jest to najwazniejsze klinicz-
ne zastosowanie MTX. W terapii r.z.s. lek ten nalezy do
grupy tzw. lekéw modyfikujacych chorobe. Jego podanie
powstrzymuje postep choroby przez blokowanie réznych
elementow procesu immunologiczno-zapalnego lezacego
u podioza schorzenia. Najnowsze badania przeprowadzo-
ne na duzej liczbie pacjentéw wykazaly, ze MTX jest bar-
dziej skuteczny w leczeniu r.z.s. w poréwnaniu z innymi
lekami z tej grupy: leflunomidem i sulfasalazyng [2]. Mo-
ze to wynika¢ m.in. z tego, ze MTX jest pochianiany i za-
trzymywany (w postaci poliglutaminianoéw) przez komor-
ki T znajdujace si¢ w spoczynku, a prowadzi¢ do ich
apoptozy po przejsciu w stan pobudzenia. Stad, w odr6z-
nieniu od innych zwigzkéw immunosupresyjnych i prze-
ciwzapalnych, ktére muszg by¢ podawane codziennie
z powodu ich krotkiego czasu rozpadu lub odwracalnej
aktywnosci, MTX moze by¢ stosowany rowniez w okresie
miedzy ujawnianiem si¢ objaw6éw choroby [19]. Zwigzek
ten jest takze skuteczny w leczeniu postaci ukltadowe;j
tocznia rumieniowatego (SLE) [26,57]. Stosowany jest
gtéwnie w ciezkich postaciach tej choroby (przebiegaja-
cych z niewydolnoscig narzadéw) i pozwala zredukowac
dawki stosowanych jednoczesnie przeciwzapalnych lekéw
steroidowych. MTX wykorzystywany jest takze w leczeniu
tuszczycy [58], gdzie bezposredni efekt leczniczy MTX
w hiperplazji komoérek nabtonka jest zwigzany z hamowa-
niem syntezy DNA. Ponadto MTX hamuje chemotaksje
neutrofiléw do skoéry prowadzac do zmian w potencjalnie
patologicznej aktywnosci neutrofilow powszechnie obec-
nych w uszkodzonej tkance. MTX znalazl réwniez
(w skojarzeniu z cyklosporyng — CsA) zastosowanie u pa-
cjentéw z anemig aplastyczng leczonych przeszczepem
szpiku kostnego jako profilaktyka choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD) [16]. Podobne zastoso-
wanie MTX znajduje u pacjentéw cierpigcych na inne
choroby wymagajace przeszczepienia szpiku (choroby no-
wotworowe, ciezkie niedobory immunologiczne). Ocenia-
no takze kliniczng i hematologiczng odpowiedZ na MTX
u kobiet z zespolem Feltiego (przewlekle zapalenie wielo-
stawowe z powiekszeniem §ledziony i neutropenia, w pa-
togenezie uczestniczy prawdopodobnie autologiczna reak-
cja spowodowana obecnoscig komplekséw immunologicz-
nych), u ktérych od 1-3 lat wystepowata neutropenia
[18]. U wszystkich pacjentek nastapil szybki i znaczny
wzrost liczby krazacych neutrofilow w ciggu 1-2 miesiecy
od poczatku zastosowania terapii. Wykazano tez obnize-
nie poziomu przeciwcial reagujacych z neutrofilami.

W celu wyjasnienia mechanizmu leczniczego dziatania
MTX w r6znych chorobach autoimmunizacyjnych zasto-
sowano modele zwierzece, bedace odpowiednikami zabu-
rzen immunologicznych u cztowieka. W badaniach na my-
szach z doswiadczalnie indukowanym SLE (odpowiednik
tocznia rumieniowatego) zastosowano MTX w fazie cho-
roby, gdy myszy wytwarzaly juz wysokie poziomy auto-
przeciwcial. Preparat podawano przez 10 miesigcy [48].
Chociaz MTX nie mial wplywu na indukowane wytwarza-
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nie autoprzeciwcial, korzystnie wplywatl na kliniczne obja-
wy choroby, takie jak: liczba leukocytow, stezenie biatka
w moczu i depozytéw komplekséw immunologicznych
w nerkach. Podawanie MTX myszom odwracalo takze
zmiany w wytwarzaniu cytokin u chorych zwierzat
(zwigkszone wytwarzanie IL-1, TNF-a i IL-10 a obnizone
IL-2, IL-4 i IL-6). W innym opracowaniu, dotyczacym te-
go samego modelu [11], badano kinetyke wytwarzania kil-
ku cytokin zaangazowanych w rozw6j SLE. Po 2 tygo-
dniach od indukcji choroby obserwowano znaczny wzrost
wytwarzania TNF-a przez makrofagi i splenocyty, a po
miesigcu wzrost wytwarzania IL-1. PéZniej rejestrowano
podwyzszone poziomy IL-2 i IFN-a (2-4 miesigce). Za-
stosowanie MTX u myszy (2 mg/kg m.c, jeden raz w tygo-
dniu przez 7 miesigcy) spowodowalo powr6t poziomu cy-
tokin do wartosci otrzymanych u myszy kontrolnych.
W koncowej fazie choroby (po 5 miesigcach) u zwierzat
otrzymujacych MTX przewazaly cytokiny typu Th2: IL-4
i IL-10. W zjawiskach autoimmunizacji dominuje odpo-
wiedZ typu komoérkowego, w ktorej gtéwny udzial maja
limfocyty Thl i wytwarzane przez nie cytokiny: IL-1, IL-2,
IFN-y, TNF-B, GM-CSF. Niektore z cytokin prozapalnych
(IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a) odgrywajg istotng role
w immunopatogenezie tocznia, a ich duze stezenie w su-
rowicy chorych potwierdza ten udzial. Limfocyty Th2 wy-
twarzajgce m.in.: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13,
TGF-B przez swoj antagonistyczny wplyw na limfocyty
Th1 i odpowiedz typu komérkowego, moga hamowac roz-
woj choroby. MTX, odtwarzajac prawidtowy profil wytwa-
rzania cytokin, wplywa korzystnie na przebieg leczenia.
Oceniano takze skutecznos¢ dziatania MTX oraz innego
antagonisty kwasu foliowego, MX-68, na rozwdj autoim-
munizacyjnej choroby nerek, ktéra rozwija si¢ spontanicz-
nie u myszy MRL/lpr (odpowiednik uszkodzen nerek wy-
stepujacych w SLE) [33]. Oba leki opdznialy wystapienie
bialkomoczu i przedtuzaly przezycie zwierzat w sposéb
zalezny od dawki. Ponadto obnizaly podniesiony poziom
azotu mocznikowego i cholesterolu w surowicy. Efekty te-
rapeutyczne nie byly jednak powigzane z ograniczeniem
wytwarzania autoprzeciwcial i proliferacji komoérek oraz
z obnizeniem poziomu komplekséw immunologicznych
W surowicy.

W badaniach prowadzonych na modelach zapalenia sta-
wow oceniano wplyw farmakologicznego dzialania MTX
na maziowke stawoOw pacjentéw z r.z.s, uzywajac myszy
SCID, ktérym wszczepiono tkanke pobrang od chorych
[36]. MTX podawano myszom doustnie i badano nasile-
nie proces6w apoptozy w obrebie wszczepionej tkanki
maziéwkowej. Poréwnywano tez dzialanie innych zwigz-
kéw przeciwzapalnych, takich jak: salazosulfapirydyna,
auranofin, bucyllamina i indometacyna. Jednakze induk-
cje apoptozy stwierdzono tylko w przypadku MTX. Spo-
wodowalo to znaczny spadek liczby komoérek zapalnych
w zmienionej tkance. Wtasciwosci proapoptotyczne leku
mogga si¢ przyczyniaé do jego przeciwzapalnego dzialania
w r.z.s. W modelu adiuwantowego zapalenia stawow
u szczuréw wykazano réznice w dzialaniu MTX i takroli-
musu (FK-506, inhibitor kalcyneuryny o silniejszym dzia-
faniu immunosupresyjnym od CsA) [30]. Stwierdzono,
ze FK-506 byl bardziej skuteczny niz MTX w obnizaniu
podniesionego poziomu cytokin prozapalnych, takich jak:
TNF-a, IL-10 i IL-6, gdyz MTX powodowal obnizenie je-

dynie stezenia IL-1f. Zajmowano si¢ takze dzialaniem
MTX w modelu kolagenowego zapalenia stawoéw u myszy
[37]. Dootrzewnowe podanie MTX przed wystapieniem
objawo6w zapalenia catkowicie zapobiegalo pojawieniu si¢
Kklinicznych i patologicznych zmian. Bylo to zwigzane ze
znacznym zahamowaniem wytwarzania TNF-o przez ko-
morki sledziony. Dane te wskazuja na mechanizm hamo-
wania reumatoidalnego zapalenia staw6éw u pacjentow.

DzIALANIE METOTREKSATU NA CYKL KOMORKOWY
I METABOLIZM KOMORKI

Mechanizm dziatania MTX byl analizowany na réznorod-
nych modelach doswiadczalnych, gtéwnie in vitro. Oce-
niano wplyw tego zwigzku na apoptoze, cykl komérkowy,
wytwarzanie cytokin, réznicowanie komoérek i hemopo-
eze. W poréwnawczych badaniach wielu zwigzkow im-
munosupresyjnych, takich jak: deksametazon, kwas my-
kofenolowy (MPA), FK-506, CsA, rapamycyna, cyklofos-
famid (CP) i MTX, stwierdzono, ze tylko MTX i CsA za-
pobiegaly antygenowo swoistej proliferacji komoérek
T oraz obnizaly cytotoksycznos¢ komérek T poprzez in-
dukcje apoptozy [52]. Wptyw MTX na apoptoze pobu-
dzonych komorek T byt takze badany na modelu komoé-
rek T ludzkiej krwi obwodowej [19]. Komoérki poddano
dziataniu MTX (0,1-10 uM) przez 8 godzin, po czym je
aktywowano. Wykazano, ze MTX indukowal apoptoze
pobudzonych komoérek T, a wystgpienie apoptozy wyma-
galo przejscia komoérek do fazy S cyklu komérkowego
i bylo odwracane przez zwigzki lub przeciwciala, ktoére
interferujg z syntezg lub Sciezkami sygnalowymi IL-2.
Apoptoza byla niezalezna od interakcji APO-1/Fas
(CD95) z jego ligandem (receptor Fas jest odpowiedzial-
ny za przewodzenie sygnalu apoptozy). Co wigcej, MTX
podany pacjentom z r.z.s. prowadzil do apoptozy pobra-
nych od nich limfocytow, aktywowanych nastepnie in vi-
tro. Wyniki te wskazuja, ze zwigzek ten moze selektywnie
usuwac aktywowane limfocyty krwi, a to moze ttumaczy¢
immunosupresyjny wplyw leczenia z uzyciem jego ma-
tych dawek. Na modelu hodowli komérek srédbtonka
z naczyn ptucnych woltu wykazano, ze traktowanie tych
komoérek MTX powodowato znaczny spadek liczby hodo-
wanych komorek znajdujacych sie w fazie intensywnego
wzrostu (po 4 dniach ekspozycji na ten zwigzek) [32].
Jednakze MTX dodany do hodowli komoérek znajduja-
cych si¢ w fazie postmitotycznej (niedzielacych si¢) row-
niez obnizat ich liczbg¢ po 1, 3 i 4 dniach ekspozycji na
ten zwigzek. Wyniki te wskazuja, ze apoptoza jest jed-
nym z mechanizméw uszkodzenia komorek $rédbtonka
przez MTX, przy czym moze ona dotyczy¢ nie tylko ko-
morek w fazie S czy G1 cyklu komoérkowego, ale takze
komorek znajdujacych sie w fazie spoczynkowe;j.

Badanie wplywu MTX na wytwarzanie cytokin byto zwia-
zane gléwnie z probg wytlumaczenia dzialania lecznicze-
go tego zwigzku w reumatoidalnym zapaleniu stawow.
I tak, badano wplyw MTX na wytwarzanie IL-1 (bedacej
gléwna cytoking odpowiedzialng za destrukcje tkanki
chrzestnej [38]) przez ludzkie komorki krwi obwodowej
oraz mysie komorki z jamy otrzewnowej i Sledziony sty-
mulowane LPS [49]. Nie zaobserwowano zahamowania
wytwarzania IL-1, ale w innych testach, mierzacych ak-
tywnos¢ IL-1, np. z uzyciem linii D10.G4.1 (linia mysich
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komoérek Th), wykazano, ze MTX jest w stanie hamowac
dzialanie IL-1 na komorki tej linii (hamowanie proliferacji
zaleznej od IL-1). Hamowanie aktywnosci IL-1, bez wply-
wu na jej wytwarzanie czy uwalnianie, moze by¢ jednym
z mechanizméw dzialania MTX w r.z.s. Najnowsze bada-
nia przeprowadzone u pacjentéw z reumatoidalnym zapa-
leniem stawow réwniez wskazuja, ze wlasciwosci prze-
ciwzapalne MTX w tej chorobie moga wynika¢ z jego
wplywu na wytwarzanie cytokin [1, 21,39]. W testach in
vitro badano wytwarzanie cytokin przez komérki krwi ob-
wodowej chorych. Spontaniczne (ale nie stymulowane
LPS) wytwarzanie cytokin prozapalnych (IL-6 i TNF-a)
bylo znacznie wigksze w poréwnaniu z osobami zdrowymi
[1]. Dwie grupy pacjentéw: otrzymujaca MTX oraz otrzy-
mujaca placebo, na poczatku leczenia wykazywaty podob-
ny poziom zaréwno spontanicznego jak i indukowanego
uwalniania cytokin. Po 4 tygodniach stosowania MTX
stwierdzono znaczny spadek wytwarzania IL-6 stymulo-
wanego LPS, w poréwnaniu do chorych otrzymujgcych
placebo. Obnizenie uwalniania IL-6 przez aktywowane
komérki moze by¢ odpowiedzialne za przeciwzapalne
wiasciwosci metotreksatu. Lek ten mial takze hamujacy
wplyw na wytwarzanie cytokin przez pobudzone limfocyty
T oraz monocyty krwi obwodowej pacjentéw z r.z.s. [21].
Efekt ten dotyczyt: IL-4, IL-13, IFN-y, TNF-a,, GM-CSF,
w mniejszym stopniu: IL-1, IL-8, IL-6. Nowak i wsp. ba-
dali wpltyw terapii MTX (w skojarzeniu z prednizonem)
na poziom IL-1 oraz IL-6 we krwi pacjentéw chorych na
r.z.s. [39]. U chorych tych stwierdzano znacznie podwyz-
szone stgzenia tych cytokin (Srednio: 4, 619, 2 razy odpo-
wiednio dla IL-1 i IL-6). Po 6 miesigcach podawania MTX
stezenia te obnizyly si¢ prawie dwukrotnie i byto to pola-
czone z poprawg stanu klinicznego pacjentéw.

Na innym modelu (choroba GvH u myszy) badano immu-
nomodulujacy wplyw malych dawek MTX [22]. Podawa-
nie myszom F1 matej dawki MTX, odpowiadajacej daw-
kom stosowanym u pacjentéw z r.z.s, zapobiegato supre-
sji funkcji komorek T mierzonej wytwarzaniem IL-2 i od-
powiedzig na mitogeny. Mechanizm tego ochronnego
dziatania polegal na hamowaniu proliferacji komoérek su-
presorowych zaréwno dawcy jak i biorcy. Nie dotyczyto
to komoérek CD4+ dawcy, ktorych funkcja nie byta zakto-
cona. W innej pracy [17] podawanie myszom matej dawki
MTX (0,45 mg/kg m.c.) przez 4 tygodnie powodowalo
znaczne hamowanie uwalniania TNF-a i tlenku azotu po
podaniu LPS, natomiast wytwarzanie IL-10 bylo niezmie-
nione. Zjawisko to byto wynikiem mniejszego wytwarza-
nia cytokin przez makrofagi z jamy otrzewnowej. MTX
nie hamowal uwalniania TNF-a przez komoérki T, co
stwierdzono obserwujac brak jego wplywu na poziom tej
cytokiny po podaniu myszom ConA lub przeciwcial anty-
CD3 (uzytych w celu stymulacji komérek T). W innych
badaniach [54] okazalo si¢, ze MTX moze réwniez wply-
wac na wytwarzanie IL-10, jednej z glownych cytokin re-
gulujacych réznicowanie komérek Th. Zwigzek ten
(w stezeniu 10 uM) powodowal stabg, aczkolwiek staty-
stycznie znamienna, redukcje wytwarzania IL-10 przez
stymulowane ConA komorki D10.G4.1 w obecnosci IL-1.
Wydaje sie prawdopodobnym, Zze mechanizm hamujgcego
dziatania MTX na synteze cytokin prozapalnych jest na-
stepstwem hamowania aktywacji czynnika transkrypcyj-
nego NF-kB, co wykazano na modelu komérek Jurkat

(komorki nowotworowe wywodzace si¢ z limfocytow T),
ale zjawisko to dotyczy réwniez innych typéw komorek
[31]. Takie dzialanie MTX zachodzi gtéwnie za posred-
nictwem uwalniania adenozyny (dodatek adenozyny na-
Sladowal efekt MTX, a antagonista receptoréw adenozy-
ny go znosil). Supresja aktywacji NF-xB przez uwalnia-
nie adenozyny moze w duzym stopniu przyczyniaé sie do
przeciwzapalnych, antyproliferacyjnych i immunomodu-
lujacych wtasciwosci MTX. Sprawdzono takze, czy MTX
interferuje z wigzaniem IL-1 do jej receptora [7]. Do-
$wiadczenia przeprowadzono na monocytach, limfocy-
tach i granulocytach krwi obwodowej uzywajac ludzkiej
rekombinowanej IL-1. MTX powodowal znaczng obnizke
wigzania IL-1a do jej receptora. Dla por6wnania, metyl-
prednizolon i indometacyna byly nieefektywne. MTX nie
wplywal na integralno$¢ receptora i komodrek docelo-
wych, blokowal natomiast interakcje migdzy IL-1 a jej re-
ceptorem. Zwigzek ten jest zatem efektywnym inhibito-
rem dzialania IL-1.

Wykazano tez réznice w mechanizmie dziatania kwasu
mykofenolowego (MPA) — inhibitora dehydrogenazy ino-
zynomonofosforanu i MTX — antagonisty kwasu foliowe-
go, inhibitora dehydrogenazy tetrahydrofolianowej [12].
Mate stezenia obu zwigzkéw hamowaly wytwarzanie cy-
tokin przez komoérki T w hodowlach komérek krwi obwo-
dowej. Jednak hamowanie wytwarzania cytokin przez
MPA bylo glebsze i zaczynalo si¢ wczesniej w poréwna-
niu z MTX. MTX indukowal apoptoze w komoérkach T,
ktore zostaly pobudzone, podczas gdy MPA w sposéb od-
wracalny zapobiegal aktywacji komérek T przez zatrzy-
manie cyklu komoérkowego w fazie GO/G1.

Stwierdzono réwniez, ze MTX wplywa na réznicowanie
komorek z linii monocytarnej. Celem badania [8] byto
okreslenie, czy taki mechanizm dzialania MTX moze tlu-
maczy¢ korzystny wplyw tego zwigzku w leczeniu bia-
faczki monoblastycznej. MTX dodawano do hodowli ko-
morek U937 (linia komorek ludzkiej biataczki monobla-
stycznej) osobno, lub z GM-CSF i po 72 godzinach bada-
no odsetek komoérek CD14+. Inkubacja z MTX (20
nmol/L) powodowala zmiany morfologiczne komoérek
oraz wzrost odsetka komérek CD14+ z 3 do 20% (cza-
steczka CD14 jest obecna na wiekszosci prawidtowych
monocytéw krwi obwodowej, a jej pojawienie si¢ wska-
zuje na czg¢sSciowe réznicowanie komérek). Po podaniu
MTX z GM-CSF, odsetek ten wzrastal do 63%. Wyniki te
wskazujg, ze mate dawki MTX podawane z GM-CSF
znacznie stymulujg ré6znicowanie monocytéw i moglyby
znalez¢ zastosowanie w leczeniu biataczki monoblastycz-
nej. Na podobnym modelu badano wptyw MTX na rézni-
cowanie monocytow i wytwarzanie inhibitoréw cytokin
przez te komorki, jako probe ttumaczenia przeciwzapal-
nych wlasciwosci tego zwigzku u pacjentéw z r.z.s. [50].
Zastosowano lini¢ U937, jednojadrzaste komorki szpiku
i jednojgdrzaste komoérki krwi obwodowej (peripheral
blood mononuclear cells - PBMC). MTX znacznie stymu-
lowat réznicowanie komoérek U937, jednoczesnie podno-
szac ekspresj¢ antygenu Fas. R6znicowanie to byto pota-
czone ze zwigkszeniem wytwarzania przez monocyty
U937 antagonisty receptora IL-1 (IL-1Ra) i rozpuszczal-
nego receptora TNF-a (sTNFR). W przypadku szpiku
i PBMC, metotreksat mial mniejszy wplyw na réznicowa-
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nie tych komorek, ale takze i tutaj obserwowano stymula-
cje uwalniania IL-1Ra, wystgpowato tez hamowanie syn-
tezy IL-1o. przez PBMC. Wyniki te wskazujg, ze MTX
dziata jako silny czynnik réznicujacy niedojrzale monocy-
ty. Efekt ten jest polaczony ze wzrostem uwalniania natu-
ralnych inhibitoréw cytokin z jednoczesnym spadkiem
wytwarzania IL-1B. To z kolei tlumaczy istotne klinicz-
nie, przeciwzapalne dziatanie MTX w leczeniu r.z.s.

MTX, podobnie jak wiele lekéw przeciwnowotworowych,
wykazuje matg selektywnos¢ w stosunku do komorek no-
wotworowych, dziata réwniez na szybko proliferujace
prawidtowe tkanki gospodarza, a jego efektywnos¢ jest li-
mitowana przez toksyczno$¢ w stosunku do tych tkanek
(gléwnie nabtonka przewodu pokarmowego i szpiku
kostnego) [53]. MTX wplywa na hemopoez¢ w spos6b
zalezny od dawki. W badaniach [53] dotyczacych wplywu
MTX na tworzenie si¢ kolonii hemopoetycznych szpiku
w poOlptynnym agarze, stwierdzono, ze zwigzek ten (w ca-
tym zakresie badanych stezen: 10 nM-1 uM) nie jest cy-
totoksyczny w stosunku do hemopoetycznych komoérek
progenitorowych szpiku; moze natomiast indukowaé od-
wracalny blok w proliferacji i réznicowaniu tych komo-
rek. Na modelu mysim badano takze wplyw duzej dawki
MTX, podanego in vivo, na wczesng rekrutacje prekurso-
réw granulocytéow [44]. Wyniki oceniano in vitro w wol-
nej od MTX agarowej hodowli komorek szpiku. Ciggta
ekspozycja myszy na MTX (stezenie zwigzku w surowicy
10 uM) powodowala gwaltowny spadek ogdlnej liczby
komoérek w szpiku (do 35% wartosci kontrolnej). Spadek
ten, w ciggu pierwszych 24 godzin ekspozycji na MTX,
dotyczyl zaréwno wielopotencjalnych komoérek pnia
(CFU-S), jak i komérek ukierunkowanych (CFU-C). Jed-
nakze, w przeciwienstwie do dodatkowego spadku liczby
CFU-S od godziny 24 do 48, obserwowano w tym czasie
wzrost liczby CFU-C. Sugeruje to rekrutacje CFU-C z pu-
li CFU-S pomigdzy 24-48 godzing, pomimo kontynuowa-
nia infuzji MTX. Hauser i wsp. w swoich badaniach [25]
wykazali niewielkg toksycznos¢ MTX w stosunku do ko-
morek zrebu (podscieliska) szpiku. Komorki te wypetnia-
ja jamy szpikowe kosci, m.in. przez wytwarzanie cytokin
tworzg srodowisko sprzyjajace procesom hemopoezy. Na
mysim modelu in vitro (dtugoterminowa hodowla komo-
rek szpiku) oceniano wplyw 1 uM MTX na morfologie
zrebu oraz hemopoeze. MTX poczatkowo powodowat
niewielkie zmiany w morfologii podscieliska, p6zniej na-
tomiast nastgpil znaczny wzrost ogolnej liczby tworza-
cych go komoérek, w tym: fibroblastéw, komoérek $rod-
btonka, komérek ttuszczowych oraz makrofagow. Wraz
z odnowg komoérek zrgbu odnawiala si¢ takze hemopo-
eza. Te wyniki wskazuja, ze MTX nie ma bezposredniego
toksycznego wplywu na komorki podscieliska, co wiecej,
pod wplywem MTX ich liczba nawet wzrasta, co moze si¢
przyczynia¢ do wzrostu hemopoezy.

DzZIALANIE METOTREKSATU NA ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA

Literatura dotyczaca wplywu MTX na odpowiedz immu-
nologiczng jest skapa i pochodzi gtéwnie z lat 70. i 80. ub.
w. W wigkszosci prac opisano hamujacy wptyw MTX. Ba-
dano dziatanie MTX (na tle innych zwigzkéw immunosu-
presyjnych) na humoralng i komérkowa odpowiedz im-
munologiczng myszy na antygen komorek linii nowotwo-

rowej EL4. Bylo to dziatanie hamujace w calym zakresie
stosowanych dawek i dotyczyto zar6wno odpowiedzi hu-
moralnej jak i komoérkowej [42]. W odpowiedzi humoral-
nej (mierzonej liczbg komoérek wytwarzajacych przeciw-
ciala — PFC) u myszy, obserwowano rézne nastepstwa
dzialania MTX, w zaleznosci od czasu jego podania
wzgledem momentu immunizacji zwierzat [14]. MTX (0,5
mg/kg m.c.), podany w jednorazowej dawce w okresie
1-10 dni przed immunizacjg, nie powodowal supresji od-
powiedzi immunologicznej. Podanie zwigzku 6-9 dni
przed immunizacjg miato wyraznie stymulujacy wplyw
(320-350% wartosci kontroli), natomiast podawanie leku
codziennie przez 6 dni nie powodowalo istotnych zmian
w natg¢zeniu odpowiedzi immunologicznej, a jedynie za-
stosowanie MTX przez 7-8 dni znacznie jg obnizato. Au-
torzy konkluduja, ze czas odnowy populacji komérek im-
munokompetentnych w $ledzionie myszy wynosi 6-9 dni.
Badano réwniez wplyw podania MTX (2,5 mg/kg m.c.)
w 48 lub 72 godzinie po immunizacji, na odpowiedz im-
munologiczng myszy na erytrocyty barana (SRBC), wyra-
zong liczbg PFC w $ledzionie, ktérg mierzono w odste-
pach 4-godzinnych [46]. W grupie kontrolnej wzrost od-
powiedzi immunologicznej byl wyktadniczy i wykazywat
wzorzec ,,schodkowy“. Po podaniu MTX wzo6r odpowie-
dzi immunologicznej zmienial si¢ na ,falowy“, to znaczy
po wzroscie odpowiedzi nastgpowal jej spadek. Znaczny
wzrost liczby PFC, zaréwno u zwierzat kontrolnych, jak
i traktowanych MTX stwierdzano w godzinach 60, 72-76,
84-88 po immunizacji. Autorzy sugeruja, ze MTX nie za-
pobiega rekrutacji komoérek prekursorowych PFC i w kon-
sekwencji liczba PFC wzrasta. Obnizenie liczby PFC pod
wplywem MTX prawdopodobnie wynikalo ze zjawiska
,hiezbilansowanego wzrostu“. Z kolei, uzywajac modelu
matematycznego, w oparciu o dane literaturowe ustalono,
ze MTX podany 72 godziny po immunizacji powodowat
smier¢ komoérek B we wczesnej fazie G1 i w fazie S, blo-
kade fazy S i obnizenie wytwarzania przeciwcial z powo-
du uposledzenia syntezy RNA i biatka [28].

Podanie MTX w liposomach, wraz z immunizacjg albumi-
na surowicy bydlecej (BSA) zawartg w innych liposomach,
wywolywalo supresje humoralnej odpowiedzi immunolo-
gicznej (mierzong liczbg PFC) [51]. Supresja ta wystapita,
gdy MTX podano 1 dzien przed, w czasie immunizacji i 1
dzien po immunizacji. Natomiast uzycie MTX zamknigte-
go w liposomach optaszczonych BSA podnosito lub obni-
zalo odpowiedZ immunologiczng. Wyniki te wskazuja, ze
zamkniecie zwigzku immunosupresyjnego w malych daw-
kach w liposomach moze modyfikowa¢ wywierane przez
niego dzialanie immunologiczne (lek obecny w tym samym
stezeniu w wolnej postaci nie wykazuje istotnego dzialania
na odpowiedz immunologiczng).

W poréwnawczym badaniu wptywu MTX i trimetreksatu,
bedacego alternatywnym zwigzkiem dla MTX, o podob-
nym mechanizmie dzialania, wykazano, ze oba zwigzki
byly silnymi supresorami zaleznej od komoérek T odpo-
wiedzi immunologicznej (hamowaly, w sposéb zalezny
od dawki, uwarunkowane obecnoscig komoérek T tworze-
nie przeciwcial) [47]. Zwiazki te takze znaczaco hamo-
waly proliferacje limfocytéw stymulowanych LPS lub
PHA. Najwyzszg aktywno$¢ supresorowg wykazywaly po
dodaniu do stymulowanych limfocytéw po 24-48 godzi-
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nach hodowli. Oba leki podane in vivo znacznie hamo-
waly réwniez aktywnos$¢ naturalnych komérek zabijaja-
cych (NK).

Inne badania [9, 10] tlumacza wtasciwosci immunosu-
presyjne malych dawek MTX w modelu alogenicznego
przeszczepu serca u szczuréw. W procesie odrzucania
przeszczepu istotna jest infiltracja tkanek przeszczepu
przez leukocyty gospodarza, a duzg rolg odgrywa tu obec-
nos¢ czasteczek adhezyjnych, zaré6wno na powierzchni
leukocytow, jak i komoérek srodbtonka naczyn. Autorzy
badan wykazali, ze MTX obnizal ekspresje czasteczek ad-
hezji komérkowej: podjednostki p2-integryny (CD18) na
powierzchni leukocytoéw oraz jej receptora (ICAM-1), po-
jawiajacego sie podczas odpowiedzi immunologicznej na
powierzchni komérek srédbtonka naczyn obwodowych
wezlow chlonnych i §ledziony. Ograniczat tym samym
naciekanie tkanek przeszczepu przez leukocyty biorcy.
MTX zmniejszal rowniez infiltracje przeszczepu przez
limfocyty T, a podany z matymi dawkami CsA, przedluzat
takze czas przezycia przeszczepu. Immunosupresyjne
dziatanie MTX w tym modelu moze by¢ zatem zwigzane
z wplywem tego zwigzku na wczesne etapy odpowiedzi
immunologicznej — adhezje leukocytéw do srédblonka
podczas ich migracji przez naczynia krwionosne.

OGRANICZENIA W STOSOWANIU METOTREKSATU
I ZAPOBIEGANIE JEGO TOKSYCZNOSCI

Stosowanie MTX, podobnie jak innych cytostatykéw,
wigze sie z wystapieniem niebezpiecznych objawéw nie-
pozadanych bedacych skutkiem toksycznosci leku. Szyb-
ko proliferujace tkanki gospodarza — nablonek przewodu
pokarmowego, komorki naskorka i komorki szpiku kost-
nego sg szczegblnie wrazliwe na dziatanie tego antymeta-
bolitu (najwieksze uszkodzenia sg wynikiem stosowania
duzych dawek MTX). Nastepstwem polekowego (najcze-
Sciej odwracalnego) uszkodzenia btony $luzowej przewo-
du pokarmowego moga by¢ stany zapalne, nudnosci, wy-
mioty, biegunka, a nawet owrzodzenia prowadzace do
perforacji $cian przewodu pokarmowego. Uszkodzenie
watroby przez MTX ma najczg¢sciej charakter tagodny
i mija po odstawieniu preparatu. Dlugie stosowanie leku
(np. w tuszczycy) moze prowadzi¢ do zwldknienia i mar-
skosci tego narzadu. Groznym powiktaniem, aczkolwiek
odwracalnym, leczenia MTX jest niewydolno$¢ nerek
zwigzana z bezposrednim toksycznym dzialaniem na ka-
naliki nerkowe. Stosowanie duzych dawek MTX, lub jego
dokanalowe podanie, uszkadza réwniez uklad nerwowy,
czego objawem mogg by¢ zaburzenia §$wiadomosci, zabu-
rzenia mowy, porazenia, drgawki. Objawy te sg zwykle
przejsciowe [13,15,41]. Zastosowanie MTX w warun-
kach niekorzystnych, dodatkowo obcigzajacych organizm
(wiek, stan odzywienia, uprzednie leczenie, choroby
wspolistniejgce) obniza tolerancje na lek zwigkszajac je-
go toksyczny wplyw. Gorsza regeneracja po zastosowa-
niu duzych dawek MTX byla obserwowana u oséb
uprzednio leczonych cytostatykami lub napromienianych.
Choroby przewlekle (np. kolagenozy) leczone dlugotrwa-
le niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, takze wply-
wajg niekorzystnie na regeneracj¢ uktadu krwiotworcze-
go po leczeniu cytostatykami [41]. Czynnikiem nieko-
rzystnym, zwigkszajagcym toksycznos$é chemioterapii mo-

ze by¢ rowniez stres. W badaniach na szczurach [56] wy-
kazano, ze psychiczny stres, wynikajacy z umieszczenia
zwierzat pojedynczo w klatkach, prawie 2-krotnie zwiek-
szal cytotoksyczny wplyw MTX na przewdd pokarmowy.
U zwierzat poddanych stresowi zaobserwowano dodatko-
we hamowanie proliferacji enterocytéw, zwigkszong
apoptoze komorek srodbtonka, uszkodzenie kosmkéw je-
litowych, wygtadzenie krypt oraz zaburzenia w wytwarza-
niu mucyn i enzyméw jelitowych. Wyniki te wskazuja, ze
unikanie stresu psychicznego podczas chemioterapii leka-
mi cytostatycznymi moze ograniczac¢ niekorzystny wplyw
leczenia na stan i funkcjonowanie przewodu pokarmowe-
go pacjentéw. Wystepowanie wspolistniejacych choréb
moze ujawnia¢ lub nasila¢ niekorzystne dziatanie che-
mioterapii. Mitchell i Turk [34] w swoich badaniach wy-
korzystali zwierzecy model ziarniniakowej choroby jelit
przypominajacej chorobe Crohna u ludzi (przewlekty
proces zapalny obejmujacy calg Sciang jelita). Przez in-
okulacje do jelita kretego BCG lub napromienionych My-
cobacterium leprae, u swinek morskich wywolano zmia-
ny ziarniniakowe w $cianie jelita sktadajace si¢ z komo-
rek nablonka i makrofagéw. Zastosowanie lekéw immu-
nosupresyjnych (CP, MTX, CsA) ograniczato tworzenie
zmian ziarniniakowych przez ograniczenie infiltracji ko-
morek do miejsc inokulacji bakterii. U zwierzat otrzymu-
jacych MTX stwierdzono takze zwigkszong, w poréwna-
niu ze zwierzetami kontrolnymi, liczbe pratkow BCG
w miejscu podania. O ostabieniu odpowiedzi immunolo-
gicznej po podaniu lekéw immunosupresyjnych swiadczy
tez obnizona odpowiedz zwierzat po podaniu PPD
(oczyszczonego biatka z Mycobacterium; PPD podane
Srodskornie w tzw. tescie tuberkulinowym, u zwierzat lub
0sob, ktore wezesniej zetknely si¢ z pratkami gruzlicy da-
je odczyn §wiadczacy o uczuleniu).

Niekorzystny wplyw MTX na ustrdj mozna zlagodzic¢
przez podanie pewnych preparatéw lub cytokin. Ekstrakt
wodny z Astragali radix chronit przed supresjg odpowiedzi
proliferacyjnej na mitogen splenocytéw myszy traktowa-
nych MTX [27]. Ten immunomodulujacy wplyw preparatu
mogt by¢ czesciowo zwigzany ze zwigkszong ekspresja
mRNA dla IL-1a i IL-12p40 w tych komoérkach. Badano
tez skojarzone dzialanie wyciagu z Cordyceps sinensis
z MTX na przezycie myszy obarczonych czerniakiem B16
[35]. Chociaz sam MTX powodowal znaczny spadek masy
ciala, to podanie go z ekstraktem nie wywotywalo takiego
efektu. Poza tym $rednie przezycie zwierzat bylo dluzsze
przy podaniu MTX i ekstraktu w poréwnaniu z przezyciem
myszy otrzymujacych ekstrakt lub MTX oddzielnie. Tok-
syczno$¢ duzych dawek MTX dla tkanek prawidiowych
mozna zmniejszy¢ przez podanie folinianu wapnia (s6l
wapniowa kwasu folinowego; leukoworyna) (ryc. 1C). Po-
zwala to czeSciowo oming¢ blok enzymatyczny wywolany
stosowaniem MTX [13,15,41]. Zwigzek ten zwigksza we-
wnatrzkomorkowa zawartos¢ zredukowanych folianéw, co
pozwala na utrzymanie syntezy DNA, mimo wywolanego
przez MTX bloku enzymatycznego. Zwigksza ponadto wy-
plyw wolnej frakcji leku z komoérek oraz hamuje synteze
poliglutaminianéw [15]. Leukoworyna moze zapobiegac
cytotoksycznym konsekwencjom podawania MTX na pro-
ces hemopoezy [43]. Wykazano to na modelu mysim przy
zastosowaniu jednorazowej duzej dawki MTX (500 mg/kg
m.c.) i leukoworyny podawanej w podzielonych dawkach
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przez okres nastepnych 24 godzin. MTX, w ciggu 1-2 dni
od podania, powodowal znaczng depopulacj¢ komoérek $le-
dziony i szpiku kostnego (komorek wielopotencjalnych
i ukierunkowanych oraz dajacych sie zidentyfikowaé pre-
kursoréw). W ciggu 2-3 dni obserwowano gwaitowny spa-
dek liczby leukocytéw krwi i retikulocytéw. Leukoworyna
chronita wszystkie etapy hemopoezy i zapobiegala spadko-
wi liczby komoérek w szpiku i zawartosci komoérek pnia.
Korzystne dzialanie leukoworyny w mniejszym stopniu do-
tyczyto komérek krwi obwodowej. Dziatanie leukoworyny
byto najwigksze w stosunku do najwczesniejszych etapow
hemopoezy; jej zastosowanie zapewnialo utrzymanie
w szpiku zadowalajacej liczby komoérek pnia oraz komoérek
progenitorowych. Leukoworyna dawala tez ,,ochrong“
w uszkodzeniach skory podczas leczenia MTX — nawet
stosowanie duzych dawek leku z jednoczesnym podaniem
leukoworyny nie powodowalo wypadania wlosow [41].
Leukoworyna zmniejsza tez toksyczne dzialanie MTX na
btong¢ Sluzowa przewodu pokarmowego [41]. Okazalo si¢
takze, ze ochronng rol¢ w zapobieganiu uszkodzeniu na-
blonka jelita przez MTX moze spelnia¢c TGF-a, zaréwno
egzogenny jak i wytwarzany endogennie [59]. Wykazano
to na modelu myszy z nokautem genu dla TGF-o i u myszy
niemodyfikowanych genetycznie. Chociaz nokaut genu dla
TGF-a nie uposledzal w istotny sposob regeneracji komo-
rek nabtonka jelita cienkiego uszkodzonych przez MTX, to
powodowal wyzszg odpowiedZ apoptotyczng w pierwszych
godzinach po podaniu MTX i op6zniong oraz ograniczong
proliferacje komorek krypt w czasie regeneracji. Z kolei po
podaniu MTX myszom kontrolnym, wytwarzajacych TGF-
a, poziom mRNA dla tej cytokiny ulegal znacznemu pod-
wyzszeniu w czasie pierwszych godzin po podaniu leku
i pozniej, podczas regeneracji. Swiadczy to o tym, ze TGE-
a moze odgrywac duzg role we wczesnej odpowiedzi apop-
totycznej i wystepujacej p6Zniej odpowiedzi proliferacyjnej
komorek nabtonka jelit uszkodzonych przez MTX.

W badaniach wiasnych wykazano, ze laktoferryna (LF) —
biatko zwigzane z metabolizmem Zelaza i stanowigce waz-
ny element odpornosci wrodzonej [29] ma zdolnos¢ do re-
konstytucji funkcji uktadu immunologicznego po zastoso-
waniu niektérych cytostatykéw. Na modelu mysim stwier-
dzono, ze LF przyspieszata odnowe odpowiedzi komérko-
wej [5] i humoralnej [6] oraz normalizowata poziom
leukocytéw i proporcje gtéwnych typow komoérek krwi ob-
wodowej [4] po podaniu myszom jednorazowej, subletal-
nej dawki cyklofosfamidu. Ponadto, nasze wyniki doswiad-
czalne wykazaly, ze LF powodowata odnowe odpowiedzi
typu komérkowego po podaniu duzej dawki MTX (220
mg/kg m.c.) w 2 dobie po immunizacji (dane niepubliko-
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wane). Inne badania in vitro (dane w przygotowaniu do
druku) wykazaly, ze LF zapobiegata supresji przez MTX
(w stezeniu wywotujacym apoptoze komorek — 1 uM) od-
powiedzi immunologicznej na SRBC. Sugeruje to, ze LF
moze zapobiega¢ apoptozie komoérek indukowanej MTX.

Stwierdzono réwniez ochronne dzialanie laktoferryny
w toksycznym uszkodzeniu przewodu pokarmowego
przez duze dawki MTX [55]. Szczury podczas terapii
MTX byly pojone roztworem LF. W morfologii przewodu
pokarmowego zwierzat kontrolnych wystapily znaczne
zmiany: zniszczenie komorek nabtonka, wygtadzenie ko-
smkéw jelitowych i zwiekszenie przepuszczalnosci jelita.
U zwierzat otrzymujacych LF uszkodzenia byly znacznie
mniejsze (dluzsze kosmki jelitowe, wieksza powierzchnia
chtonna jelita, mniejsza przepuszczalnos¢). Takie
ochronne dzialanie LF moze wynika¢ z ostabienia ostrej
odpowiedzi zapalnej lub ostabienia hamujacego wplywu
cytostatyku na proliferacje komorek jelita.

Dzialanie ochronne LF, wykazane w r6znych modelach
doswiadczalnych z udzialem CP i MTX wskazuje, ze bial-
ko to moze znalez¢ zastosowanie w tagodzeniu skutkéw
ubocznych chemioterapii. Co interesujace, w przypadku
podawania MTX pacjentom, wzrastajg w ich surowicach
poziomy biatek wykazujacych dziatanie ochronne, takich
jak: LF i biatko C-reaktywne (CRP) [24]. Podobny efekt
uzyskano u pacjentéw z biataczka limfoblastyczng przy
profilaktycznym (w ramach zapobiegania zajeciu central-
nego uktadu nerwowego przez proces nowotworowy) do-
kanatowym podaniu MTX. U chorych zaobserwowano
wzrost poziomu LF, $2-mikroglobuliny i lizozymu w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym [40]. Laktoferryna, lizozym,
B2-mikroglobulina, biatko C-reaktywne to biatka uczest-
niczace w odpornosci nieswoistej organizmu, ktéra ma
duzy udzial m.in. w odpowiedzi organizmu na uraz, in-
fekcje lub innego typu uszkodzenie tkanek, istotna jest
wiec takze w reakcji organizmu na chemioterapie. Razem
z opisanym wyzej zjawiskiem zwigkszania si¢ ekspresji
mRNA dla TGF-a pod wplywem podania MTX [59],
atrakcyjng wydaje si¢ nasza hipoteza o naturalnej obro-
nie ustroju, przeciwdzialajacej toksycznym dziataniom te-
go zwigzku.

Przedstawione dane wskazujg na réznorodnos¢ zastoso-
wan MTX, ktéry jest wcigz niezastgpiony w leczeniu
i profilaktyce wielu zaburzen immunologicznych. Opisa-
no mechanizm dzialania tego zwigzku, wplyw na odpo-
wiedZ immunologiczng w wybranych modelach doswiad-
czalnych oraz sposoby ograniczenia jego toksycznosci.
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