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Souhrn
Methotrexát je protinádorový lék užívaný v léčbě řady onkologických onemocnění. Je zákla-
dem léčby akutní lymfoblastické leukemie dětského věku a choriokarcinomu již od poloviny 
minulého století. Zároveň je jedním z  nejpoužívanějších antirevmatik, kde je lékem volby 
u revmatoidní artritidy, psoriázy, systémové sklerodermie a dalších autoimunitních onemoc-
nění. Vedlejší účinky terapie methotrexátem jsou dobře známé, avšak jejich výskyt lze jen 
těžko předpovědět kvůli absenci specifi ckých markerů toxicity. Plazmatické hladiny metho-
trexátu jsou v onkologii monitorovány vzhledem k zavedenému terapeutickému monitoro-
vání hladin léčiva. Tento monitoring však nezahrnuje měření koncentrací jeho četných me-
tabolitů. Během léčby methotrexátem lze v krevní plazmě detekovat 7- hydroxymethotrexát 
a 2,4- diamino- N10-methylpteroovou kyselinu, která může být dále hydroxylována a glukuro-
nidována, čímž může vzniknout celkem pět různých plazmatických metabolitů. Cíle farmako-
dynamického účinku methotrexátu se nacházejí v cytoplazmě buněk, kde methotrexát pod-
stupuje extenzivní enzymatickou polyglutamylaci. Tato intracelulární konverze udržuje léčivo 
v aktivní formě v buňkách a navíc zvyšuje jeho afi nitu vůči cílovým enzymům. Přehledový člá-
nek popisuje farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti metabolitů methotrexátu, shr-
nuje problematiku dosažení terapeutických koncentrací methotrexátu v mozkomíšním moku, 
jako prevence leukemického postižení centrálního nervového systému a diskutuje využití kar-
boxypeptidázy G2 v managementu akutní toxicity léčby. Publikace se také zabývá laboratorní 
problematikou monitorování methotrexátu a jeho metabolitů, které by v budoucnu mohly být 
novými bio markery terapeutického efektu a toxicity léčby.
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Úvod

Objevení protinádorového účinku fo-
látových antagonistů znamenalo ve 
40. letech minulého století značný prů-
lom v klasické chemoterapii  [1]. Kromě 
methotrexátu (MTX) a  jeho toxičtěj-
šího předchůdce aminopterinu byly v té 
době v počátcích experimenty s antian-
drogenní terapií karcinomu prostaty 
a  hormonální terapií všeobecně  [2]. 
V  době před druhou světovou válkou 
byla možnost chemoterapeutické léčby 
omezená a  zahrnovala experimenty se 
sloučeninami arzenu  [3], vojenskými 
plyny (dusíkatý yperit) a dalšími látkami, 
u nichž však toxicita značně převyšovala 
terapeutický účinek  [4]. Chemoterapie 
s použitím antifolátových léčiv dokázala 
jako první přivést do remise dětské on-
kologické pa cienty s hematoonkologic-
kými malignitami s relativně přijatelnou 
toxicitou vůči zdravé tkáni [1]. Od 40. let 
20. století prodělala protinádorová tera-
pie MTX mnoho optimalizací. Zavedení 
terapeutického monitorování hladin 
(therapeutic drug monitoring  –  TDM) 
MTX, které je dnes standardem při jeho 
vysokodávkovém podávání, pomohlo 
zefektivnit nejen terapii hematoonkolo-
gických malignit v  pediatrické onkolo-
gii, ale i  léčbu solidních nádorů, jako je 
osteosarkom a choriokarcinom. Metho-
trexát je také alternativou v  léčbě ma-
lobuněčného karcinomu plic a  lze jej 
využít i v paliativní chemoterapii pokro-
čilého karcinomu žlučových cest. Kromě 
využití v  onkologických indikacích je 

MTX jedním z  hlavních imunosupre-
siv používaných v léčbě autoimunitních 
chorob dětského a dospělého věku [5]. 
Hlavním mechanizmem účinku MTX je 
kompetitivní inhibice dihydrofolát re-
duktázy (DHFR, E.C. 1.5.1.3), zkoumají se 
i další možné mechanizmy účinku, jako 
je nepřímý vliv na indukci apoptózy po-
mocí různých tumor supresorů [6,7], sní-
žení signalizace onkogenu B cell lym-
phoma 2  (BCL- 2) downregulací jeho 
exprese  [7] a  snížení prozánětlivé ak-
tivity buněk vlivem na metabolizmus 
adenosinu a syntézu polyaminů [8– 10]. 
Kromě DHFR a non-DHFR vázaných me-
chanizmů účinku se zkoumá vazba MTX 
na epigenetiku  [11,12]. Farmakodyna-
mické účinky vykazují kromě parentální 
sloučeniny léčiva také metabolity MTX, 
které vznikají bio transformací v  játrech 
(7- hydroxymethotrexát –  7- OH MTX) a cí-
lových buňkách (MTX- polyglutamáty –  
MTX- Glux)  [13]. Zatímco MTX a  hlavní 
metabolit 7- OH MTX jsou metabolity cir-
kulující především v  plazmě, MTX- Glux 
zůstávají intracelulárně v cílových buň-
kách, kde působí cytostaticky [14]. Far-
makokinetika MTX v širším smyslu slova 
má zásadní význam v pochopení a ma-
nagementu jeho toxicity  [15]. Přestože 
je díky dlouhodobým klinickým zkuše-
nostem a  rutinnímu TDM chemotera-
pie MTX považována za jednu z nejbez-
pečnějších v dnešní době, má MTX řadu 
nežádoucích účinků. U  nízkých dávek 
(do 100 mg p.o./ týdně), které jsou indi-
kovány v  terapii autoimunit a v udržo-

vací protinádorové chemoterapii, převa-
žuje toxicita v gastrointestinálním traktu 
(střevní a  hepatální) a  myelosuprese, 
zatímco u  chemoterapie vysokodáv-
kovaným (high-dose) MTX (HD MTX) 
dominuje nefrotoxicita, která může v ně-
kte rých případech přejít až do akutního 
renálního selhání (extenzivněji popsáno 
jinde)  [16]. Dalším závažným nežádou-
cím účinkem HD MTX je toxicita v cent-
rálním nervovém systému (CNS) [17,18]. 
MTX má ně kte ré významné lékové inter-
akce. Vzhledem k  imunomodulačnímu 
účinku je kontraindikováno podávání 
vakcín. Při léčbě nesteroidními antirev-
matiky (non-steroidal antiinfl ammatory 
drugs  –  NSAIDs) může dojít ke snížení 
renální clearance MTX a zvýšení toxicity, 
a to zejména u HD MTX režimů. Antibak-
teriální chemoterapeutika zasahující do 
metabolizmu kyseliny listové (trimetho-
prim/ sulfomethoxazol) mohou poten-
ciálně zvýšit toxicitu MTX [5,19].

Vznik a vlastnosti 

7- hydroxymethotrexátu –  

metabolit může mít vliv 

na účinnost terapie

Hlavní metabolit 7- OH MTX vzniká z MTX 
hydroxylací (bio transformace fáze I)
na pozici C7  původní sloučeniny  [13]. 
Reakce je katalyzována enzymem al-
dehyd oxidázou (E.C. 1.2.3.1), která pro 
správnou funkci vyžaduje účast kofak-
torů FAD, molybdenu a  dvou FeS clus-
terů [20]. Aldehyd oxidáza (AO) je enzym 
se širokou substrátovou specifi tou meta-
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Methotrexate is an anti-cancer drug used to treat several malignancies including pediatric acute lymphoblastic leukemia and choriocarcinoma. 
Despite recent advances in cancer chemotherapy, it remains a mainstay of therapy since its discovery in the early second half of the previous cen-
tury. Moreover, low-dose methotrexate is a gold standard antirheumatic drug in the treatment of rheumatoid arthritis, psoriasis, systemic sclero-
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monitoring, nevertheless, occurrence and concentrations of its metabolites are not measured. During methotrexate treatment 7- hydroxymet-
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rapeutic effi  cacy is dependent on formation of methotrexate polyglutamates as it keeps intracellular pool of the drug and enhances its affi  nity 
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boratorních markerů (kreatinin, AST, 
ALT) a intraluminálními morfologickými 
změnami v  ledvinných tubulech. Navíc 
byl prokázán značný rozdíl v LD50 mezi 
MTX a  7- OH MTX, kde hodnota 7- OH 
MTX byla 30– 50krát vyšší [33,34].

Farmakokinetická studie Holmboe 
et al ukázala, že hladiny 7- OH MTX jsou 
přímo úměrné hladinám markerů he-
patotoxicity. Studie zahrnovala dospělé 
i  pediatrické pa cienty s  osteosarko-
mem léčené podle protokolů skandi-
návské a  italské skupiny pro léčbu sar-
komů zahrnujících kombinaci HD MTX 
s platinovými deriváty, doxorubicinem, 
ifosfamidem a  u  ně kte rých pa cientů 
s  etoposidem  [32]. Podíl 7- OH MTX na 
nefrotoxicitě vyskytující se u  pa cientů 
léčených HD MTX protokoly se před-
pokládá vzhledem k  jeho nižší renální 
clearance a  rozpustnosti v  moči a  vý-
sledkům pozorovaným na zvířecích mo-
delech. Přestože se MTX uplatňuje v te-
rapii maligních onemocnění již přes 
půl století, mohou se při vysokodávko-
vých režimech objevit neočekávané ne-
žádoucí účinky [18,35]. I proto je nutné 
pokračovat v hledání účinných markerů 
terapeutického efektu a  toxicity léčby 
MTX  [14,36]. Zvýšená tvorba nebo sní-
žené odbourávání 7- OH MTX může po-
tenciálně zvýšit toxicitu léčby MTX. 
Rutinní stanovení eliminačního profi lu 
7- OH MTX by mohlo poskytnout cennou 
informaci při dia gnostice toxicity che-
moterapie u  onkologického pa cienta 
a mohlo by pomoci předejít komplika-
cím z akumulace toxického metabolitu 
v organizmu. Pro potvrzení tohoto před-
pokladu jsou však nutné další studie.

Nové možnosti v managementu 

toxicity terapie methotrexátem 

v souvislosti s akutní renální 

insufi ciencí

Opatření proti poškození ledvinných 
tubulů precipitací léčiva a  pro udržení 
clear ance, tedy kontrola diurézy s alka-
linizací moči, platí jak pro MTX, tak pro 
7- OH MTX, protože u obou roste rozpust-
nost ve vodném prostředí přímo úměrně 
k pH [15]. V případě akutní renální insu-
fi cience, která by mohla mít za násle-
dek akumulaci léčiva v  těle pa cienta, 
lze přistoupit k hemodialýze nebo k po-
dání karboxypeptidázy G2 (Voraxaze®), 

na úrovni folátových transportérů u ná-
dorových buněk, kterými do nich léčivo 
i metabolit vstupují [28].

U revmatologických pa cientů léče-
ných MTX se sníženou tvorbou 7- OH 
MTX způsobenou inhibicí AO podáním 
kyseliny listové byla pozorována lepší 
klinická odpověď ve srovnání s pa cienty 
léčenými kombinací nízkodávkového 
MTX a  leucovorinu, který aktivitu AO 
neovlivňuje [23]. Snížení plazmatických 
hladin 7- OH MTX bylo navíc pozorováno 
u pa cientů s revmatoidní artritidou, kte-
rým byl k monoterapii MTX přidán cyk-
losporin kvůli nedostatečné odpovědi. 
Možným vysvětlením poměrně dobré 
účinnosti této kombinační terapie ve 
srovnání s  monoterapií cyklosporinem 
nebo MTX je právě snížení tvorby toxič-
tějšího a podstatně méně aktivního me-
tabolitu  [29]. Zavedení rutinního mo-
nitorování 7- OH MTX současně s TDM 
MTX by mohlo poskytnout cenná kli-
nická data při sledování terapeutického 
účinku a  klinické toxicity léčby MTX 
v revmatologii i onkologii.

Klinickou toxicitu terapie 

methotrexátem může ovlivnit 

tvorba 7- hydroxymethotrexátu

Názory na vliv 7- OH MTX na toxicitu 
léčby se v literatuře do určité míry roz-
cházejí. Ve studii Erttmanna et al byly 
monitorovány hladiny 7-  OH MTX 
u  sedmi dětských pa cientů s  osteosar-
komem. U jednoho z pa cientů byla po-
zorována výrazně snížená produkce 
7- OH MTX v korelaci se závažnou klinic-
kou toxicitou. U dalších pa cientů se kli-
nická toxicita zhoršovala v závislosti na 
počtu cyklů prodělané chemoterapie, 
což korelovalo s  postupným snižová-
ním produkce endogenního metabolitu 
s  každým dalším cyklem. Studie navr-
hovala roli 7- OH MTX jako „endogen-
ního rescue“ působku vzhledem k jeho 
mnohem nižší inhibiční aktivitě vůči 
DHFR  [30]. Tento model je však v  roz-
poru s novějšími studiemi, které potvr-
zují roli 7- OH MTX v manifestaci toxicity 
chemoterapie MTX  [31,32]. Eliminace 
MTX i  7- OH MTX probíhá z  více než 
95 % ledvinami (asi 5 % je odbouráváno 
žlučí)  [13]. Na zvířecích modelech byla 
prokázána značná nefrotoxicita a hepa-
totoxicita 7- OH MTX formou elevace la-

bolizující aldehydy, ně kte ré heterocykly 
a  především se podílí na metabolizmu 
mnoha léčiv (zaleplon, kofein, acyclovir 
a  jiné), včetně cytostatik (MTX, 6-mer-
kaptopurin). Enzym je exprimován pře-
devším v játrech, přesto však byla jeho 
aktivita pozorována v  dalších tkáních, 
jako jsou plíce (epitel trachey a bronchů), 
gastrointestinální trakt (tenké a  tlusté 
střevo), ledviny (tubulární systém), moz-
ková a  endokrinní tkáň  [20]. Konverze 
MTX na 7- OH MTX v cílových buňkách 
byla pozorována in vitro ve studii New-
tona et al v roce 1984, přesto neexistuje 
dostatek novějších studií potvrzujících 
jejich výsledky [21]. Hladiny 7- OH MTX 
lze detekovat v plazmě 15 min od zahá-
jení infuze HD MTX. Mezi 12.– 24. hod ob-
vykle převýší plazmatickou koncentraci 
MTX [15,22].

Suplementace kyseliny listové u  rev-
matologických pa cientů snižuje kon-
verzi MTX na 7- OH MTX formou kompe-
titivní inhibice AO. Tuto vlastnost však 
nemá podávaní kyseliny folinové (leu-
covorinu), který se používá jako antido-
tum MTX při intravenózní high-dose te-
rapii  [23]. Kromě AO se na hydroxylaci 
MTX pravděpodobně podílí také xan-
thin oxidáza (E.C. 1.17.3.2), která hraje 
významnou roli v metabolizmu kyseliny 
močové. Podání allopurinolu v  in  vitro 
studii Chládka et al snížilo produkci 
7- OH MTX v jaterních buňkách člověka 
o 31,5 % [24].

Metabolit 7- OH MTX má mnoho-
násobně nižší inhibiční aktivitu vůči 
DHFR než MTX a jeho vyšší koncentrace 
mohou způsobit nedostatečnou účin-
nost terapie [25]. Jedno z možných vy-
světlení tohoto jevu je snížení polyglu-
tamylace MTX v buňkách, které zajišťuje 
dostatečnou intracelulární koncentraci 
a  aktivitu léčiva  [25]. Enzym katalyzu-
jící přeměnu MTX na MTX- Glux  –  folyl-
polyglutamát syntetáza (E.C. 6.3.2.17) –  
je schopen metabolizovat také 7- OH 
MTX, což naznačuje možnou interfe-
renci mezi polyglutamylací léčiva a me-
tabolitu  [23,26,27]. Zabránění polyglu-
tamylace MTX může mít za následek 
jeho nižší intracelulární koncentraci v cí-
lových buňkách, protože volný MTX je 
eliminován rychleji než jeho polygluta-
mylované formy [23]. Interference mezi 
MTX a 7- OH MTX byla navíc pozorována 
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čehož lze využít např. v léčbě závažného 
akutního tumor lysis syndromu. Pří-
pravek Voraxaze® není v ČR v současné 
době registrován. V nemocniční lékárně
FN v  Motole je však dostupná pohoto-
vostní zásoba Voraxaze® jako antidota 
akutního předávkování MTX. Na lékař-
ský předpis (žádanku) lze přípravek zís-
kat, ovšem limitující může být jeho vy-
soká cena [38]. Karboxypeptidáza G2 je 
pa cienty na základě literárních údajů po-

(CPDG2, E.C. 3.4.17.11) se podává v jed-
norázové i.v. 5 min bolusové dávce 
50  U. kg– 1  a  je schopna do 15  min eli-
minovat více než 98 % MTX, což před-
stavuje podstatně rychlejší, šetrnější, 
efektivnější způsob eliminace než he-
modialýza [37]. Mechanizmus účinku lze 
připodobnit k rasburikáze (v ČR registro-
vána jako Fasturtec®), rekombinantnímu 
enzymu štěpícímu kyselinu močovou, 
na v  moči dobře rozpustný allantoin, 

což je rekombinantní bakteriální enzym, 
který štěpí folát a  jeho analoga včetně 
antifolátů MTX a  7- OH MTX na inak-
tivní metabolity (obr. 1). Štěpení struk-
tury MTX a  7- OH MTX probíhá v  místě 
vazby glutamátu na zbytek struktury 
(pteroová kyselina) a  vznikají metabo-
lity 2,4- diamino- N10- methylpteroová 
kyselina (DAMPA), resp. 7-hydroxy- 2,4- 
-diamino- N10- methylpteroová kyselina 
(7- OH DAMPA) [13]. Karboxypeptidáza G2

Obr. 1. Methotrexát a jeho metabolity.

Methotrexát (MTX) se v játrech přeměňuje na jeho hlavní metabolit 7-hydroxymethotrexát (7-OH MTX) pomocí enzymu aldehyd oxidázy (AO). 

Přestože jsou hlavní cestou eliminace MTX a 7-OH MTX močové cesty, malá část MTX (a pravděpodobně i 7-OH MTX) odchází žluči do střev. 

Střevní mikrofl óra je schopná štěpit MTX a 7-OH MTX na 2,4-diamino-N10-methylpteroovou kyselinu (DAMPA), resp. 7-OH-DAMPA a kyselinu 

glutamovou. Metabolity DAMPA a 7-OH-DAMPA mohou být zpětně resorbovány a vstoupit do enterohepatální cirkulace. V játrech podléhají 

biotransformaci II. stupně za vzniku příslušných glukuronidů glcrd-DAMPA a glcrd-DAMPA-OH. Zpětně resorbovaná DAMPA je navíc substrá-

tem AO a může tedy být v játrech konvertována na 7-OH-DAMPA.

játra

žlučové cesty

vena portae

portální systém

tenké střevo

tlusté střevo

MTX a metabolity 

v krvi
5% exkrece
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dání chemoterapeutik se sníženými dáv-
kami záření, které způsobovaly pozdní 
následky zejména u dětských pa cientů. 
Od 70. let 20. století byly dále snižovány 
dávky záření a  častěji se přistupovalo 
k  profylaktickému podávání cytosta-
tik do mozkomíšního moku. Od minulé 
dekády se dětští pa cienti ve většině pří-
padů neozařují. V  profylaxi se IT po-
dává MTX v kombinaci s dalšími cytosta-
tiky pro jeho výrazně nižší toxicitu vůči 
zdravé mozkové tkáni [46].

Ně kte ré studie zacházejí v  optimali-
zaci prevence leukemického postižení 
CNS ještě dále. Niemann et al monitoro-
vali hladiny MTX v mozkomíšním moku 
odebraném před administrací IT MTX 
u 70 pediatrických pa cientů s ALL a NHL 
(8– 24  hod po započetí i.v. HD MTX in-
fuze v dávkách 5 g. m–2 u ALL a 1 g. m–2 
u NHL) [44]. Bylo zkoumáno překročení 
antileukemické koncentrace 1 μmol. l–1, 
která byla dříve stanovena jako dosta-
čující pro potlačení rizika CNS relapsu 
(grafi cky zpracováno v obr. 2) [45]. Hla-
dina MTX ≥ 1 μmol. l–1 byla pozorována 
u 81,2 % pa cientů  [44]. Zajímavé je, že 
v  souladu s  dalšími publikovanými vý-
sledky byl signifikantní věk pa cientů. 
Pa cienti nad sedm let akumulovali MTX 
v  mozkomíšním moku více než mladší 
pa cienti. Diskutován je vliv snižování 
clearance MTX s věkem pa cientů [44,45]. 
K  likvorovým koncentracím MTX u  do-
spělých pa cientů s  ALL a  NHL nejsou 
v dostupné literatuře relevantní citace.

Terapeutických hladin v  likvoru lze 
tedy dosáhnout dvěma způsoby. IT ap-
likace MTX do mozkomíšního moku se 
může jevit jako jistější alternativa apli-
kace HD MTX i.v. dávky s předpokladem 
dostatečného průchodu MTX hema-
tolikvorovou bariérou. U  pediatrických 
pa cientů zahrnuje provedení lumbální 
punkce lokální, v  ně kte rých případech 
i celkovou anestezii a může být pro dítě 
značně zatěžujícím a traumatizujícím zá-
krokem s  řadou potenciálních kompli-
kací. Snížení frekvence IT aplikací MTX 
s předpokladem dostatečné IT koncen-
trace po HD MTX infuzi naproti tomu 
vyžaduje obsáhlá klinická a farmakolo-
gická data zahrnující dlouhodobé mo-
nitorování hladin MTX v mozkomíšním 
moku, která by byla pilířem pro stano-
vení nového terapeutického postupu.

palinové chromatografi e s detekcí, po-
mocí tandemové hmotnostní spektro-
metrie pro potvrzení interference MTX 
a  DAMPA  [41]. Podobná interference 
mezi MTX a metabolity byla pozorována 
u  nízkých koncentrací Klapkovou et al 
a shoduje se i s našimi předběžnými vý-
sledky (dosud nepublikováno) srovnání 
metod rutinní imunoanalýzy a  kapali-
nové chromatografi e [42].

Tyto výsledky naznačují nepřímý kli-
nický význam netoxických metabolitů 
MTX. Nedostatečná analytická specifi -
cita v měření hladin MTX může mít nega-
tivní dopad na účinnost, efektivitu a to-
xicitu terapie. Nové metody umožňující 
simultánní analýzu MTX a jeho metabo-
litů bez vzájemné interference by mohly 
pomoci dále objasnit tuto problematiku.

Methotrexát v profylaxi 

leukemického CNS postižení –  

lumbální punkce nebo 

vysoké dávky a přestup přes 

hematolikvorovou bariéru?

Na základě fyzikálních vlastností lze 
MTX klasifi kovat mezi spíše polární mo-
lekuly, pro které je charakteristická 
nízká penetrance přes hematoencefa-
lickou bariéru (HEB). Systém HEB slouží 
k ochraně mozku před infl uxem různých 
plazmatických látek a  xenobio tik s  po-
tenciální neurotoxicitou a  zajišťuje tím 
stabilní složení likvoru. Hematoencefa-
lickou bariéru tvoří endotelové buňky 
s  těsnými spoji (tight junctions) hus-
tých sítí mozkových kapilár, které expri-
mují četné efluxní transportéry, které 
byly asociovány s rezistencí buněk vůči 
léčivům (P- glykoprotein, ABC- transpor-
téry atd.)  [43]. Navzdory spíše polár-
ním vlastnostem prochází MTX částečně 
přes HEB do subarachnoidálního pro-
storu u pa cientů podstupujících HD MTX 
chemoterapii [44,45].

CNS je jedním z hlavních míst poten-
ciální infiltrace leukemických buněk 
u akutní lymfoblastické leukemie (ALL) 
a  non-hodgkinských lymfomů (NHL). 
Potřeba preventivního opatření proti 
CNS relapsu, který ve většině případů 
ALL předcházel relapsu dřeňovému, 
vedla v  60. letech 20. století k  experi-
mentálnímu ozařování krania a  páteře 
u  pa cientů s  ALL. Později byla zave-
dena kombinace intratekálního (IT) po-

měrně dobře tolerována, ovšem vzhle-
dem k  typu látky je nutno při opako-
vaných podáních očekávat nežádoucí 
účinky charakteru alergické reakce [39].

Netoxické metabolity 

methotrexátu vznikají 

i endogenně a mohou ovlivnit 

imunoanalytické metody 

používané pro rutinní TDM

Metabolity DAMPA a 7- OH DAMPA byly 
vyhodnoceny jako téměř netoxické ve 
srovnání s MTX a 7- OH MTX. Jejich elimi-
nace probíhá z části renální cestou a čás-
tečně dalším jaterním metabolizmem, 
viz dále  [13]. V  nízkých koncentracích 
jsou DAMPA a 7- OH DAMPA v organizmu 
detekovatelné po podání MTX i bez ap-
likace rekombinantní CPDG2. Za tvorbu 
DAMPA jsou pravděpodobně zodpo-
vědné střevní bakterie, které pomocí 
vlastní CPDG2 metabolizují tu část MTX, 
která je vylučována žlučí. Vzniklý meta-
bolit je zpětně resorbován [13,40]. V já-
trech je potom DAMPA, stejně jako MTX 
metabolizována AO na 7- OH derivát. 
U DAMPA a 7- OH DAMPA existuje také 
bio transformační fáze II, kdy jsou pomocí 
glukuronyl transferázy (E.C. 2.4.1.17) oba 
metabolity glukuronidovány [13].

Klinicky jsou netoxické metabolity 
MTX méně významné vzhledem k nízké 
plazmatické koncentraci a  nízké toxi-
citě. Laboratorní testy však ukazují, že 
ve vyšších koncentracích mohou sig-
nifikantně ovlivnit stanovení MTX po-
mocí imunoanalytických metod, které 
převažují v rutinním a statimovém TDM 
MTX. Al- Turkmani et al publikovali ka-
zuistiku 18letého pa cienta s osteosarko-
mem léčeného HD MTX (cykly pravidel-
ných dávek 20 g MTX v 4 hod infuzích), 
u  něhož se při šestém cyklu chemote-
rapie projevila akutní nefrotoxicita se 
závažným snížením ledvinné funkce 
(elevace kreatininu z  hodnoty 90,5  na 
7 692 μmol. l–1) a vysokou plazmatickou 
koncentrací MTX v  72. hod po podání 
(350 μmol. l–1). Po podání CPDG2 došlo 
k  potížím s  monitorováním MTX kvůli 
suspektní interferenci v analytické me-
todě. Po pěti dnech již bylo možné znovu 
monitorovat hladiny MTX a detoxifi kace 
byla dokončena hydratací s forsírovanou 
diurézou. Analyzované vzorky pa cienta 
byly následně přeměřeny metodou ka-
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lované formy MTX navíc mnohem vý-
razněji než volný MTX blokují odbou-
rávání 5- aminoimidazol- 4- carboxamid 
ribonucleotidu (AICAR) inhibicí enzymu 
AICAR transferázy. Zvýšení koncentrací 
AICAR následně vede ke sníženému od-
bourávání adenosinu, který se váže na 
adenosinové receptory (především A2A)
imunitních buněk a působí protizánět-
livě [8,55]. Podobně výraznější inhibiční 
aktivitu mají polyglutamáty MTX vůči 
thymidylát syntáze (E.C. 2.1.1.45), en-
zymu, který přeměňuje pyrimidinové 
deoxyribonukleotidy a podílí se tak na 
syntéze DNA  [56]. V  lidských nádoro-
vých buňkách karcinomu prsu se navíc 
prodlužovala intracelulární retence 
a  poločas disociace komplexu MTX 
a  DHFR přímo úměrně délce řetězce 
glutamátových reziduí jednotlivých 
polyglutamátů [57].

vzniku rezistence na léčbu MTX [49,50]. 
Aby se zabránilo úniku folátu a MTX z in-
tracelulární tekutiny, dochází k jejich en-
zymatické polyglutamylaci, při které se 
na karboxylový konec glutamátu paren-
tální sloučeniny připojuje další glutamát. 
Takto vznikají sloučeniny se 2– 7 glutamá-
tovými zbytky (folát- Glu2– 7 a MTX- Glu2– 7). 
Tento proces je plně reverzibilní. Hydro-
lýzu peptidových vazeb mezi glutamáty 
katalyzuje enzym gamma- glutamyl hyd-
roláza (GGH, E.C. 3.14.19.9) [51].

V revmatologické literatuře je mo-
lekula MTX již delší dobu označována 
jako proléčivo, které je až po vstupu 
do buňky a intracelulární konverzi akti-
vováno  [52,53]. Toto označení je právě 
v  revmatologii výstižné, protože kon-
centrace aktivních MTX polyglutamátů 
převyšují koncentrace volného léčiva 
v cytoplazmě buněk [54]. Polyglutamy-

Polyglutamylace methotrexátu 

je klíčová pro udržení 

terapeutických koncentrací 

a zvyšuje jeho antirevmatické 

účinky

Kromě extenzivní jaterní bio transformace 
a střevní konverze MTX je významnou ka-
pitolou také jeho intracelulární metabo-
lizmus. Extracelulární MTX vstupuje do 
buňky přes přenašeč redukovaného fo-
látu (reduced folate carrier –  RFC) a folá-
tový receptor (folate binding protein  –  
FBP), membránové přenašeče, jejichž 
přirozeným substrátem je folát, resp. jeho 
redukované plazmatické formy  [47,48]. 
Oba přenašeče zajišťují obousměrný pře-
nos folátů a příbuzných sloučenin včetně 
MTX přes cytoplazmatickou membránu 
buněk. Defekt funkce folátových přena-
šečů může vyústit v  poruchu buněčné 
funkce a je zároveň potenciálním místem 

Obr. 2. Methotrexát v mozkomíšním moku. 

Terapeutické koncentrace methotrexátu (MTX) v likvoru lze dosáhnout intratekálním (IT) podáním cytostatika při lumbální punkci nebo v nižší 

dávce intraventrikulární aplikací do Ommaya rezervoáru pro chronické IT aplikace. Při prevenci leukemického postižení CNS v pediatrické on-

kologii byla stanovena cílová koncentrace MTX vyšší než 1 μmol.l–1. Pomocí kapalinové chromatografi e s detekcí hmotnostní spektrometrií byly 

ve studii Niemanna et al měřeny likvorové koncentrace MTX před jeho IT aplikací u pediatrických pacientů s ALL a více než 80 % pacientů do-

sahovalo cílových hodnot. Lze tedy předpokládat dostatečný přestup MTX z krve do subarachnoidálního prostoru přes hematoencefalickou 

bariéru u těchto pacientů [45].

hematoencefalitická bariéra

MTX v likvoru

terapeutická koncentrace: ≥ 1 μmol.l-1

prozatím není předmětem rutinního DTM

plazmatický MTX

dosahované koncentrace: až stovky μmol.l–1

rutinně monitorováno TDM

IT dávka MTX: 12 mg (v pediatrii)
intra-Ommaya rezervoár dávka MTX: 6 mg (v pediatrii)

i.v. dávkování MTX
1 g.m-2 (NHL-BFM 95)
5 g.m-2 (AIEOP-BFM ALL 2009)
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