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Вследствие выраженной токсичности терапия высокими дозами метотрексата дает большое количе-
ство побочных эффектов. Побочные эффекты могут привести к прерыванию лечения, что значительно 
снижает выживаемость пациентов с остеосаркомой. Поэтому при терапии высокими дозами метотрек-
сата большое значение имеют защитные механизмы организма, в частности антиоксидантная система. 
Она обеспечивает резистентность организма к экстремальным воздействиям, особенно к окислитель-
ному стрессу. В данной работе проанализированы изменения активности антиоксидантных ферментов: 
глутатионредуктазы, супероксиддисмутазы и гамма-глутамилтрансферазы, — а также изменение общего 
антиоксидантного статуса при терапии высокими дозами метотрексата у детей, страдающих остеосарко-
мой. Кроме того, на основании результатов исследования и данных литературы проведен сравнительный 
анализ состояния антиоксидантной системы при введении высоких и терапевтических доз метотрексата. 

Ключевые слова: высокодозная терапия метотрексатом, глутатионредуктаза, супероксиддисмутаза, 
гамма-глутамилтрансфераза, антиоксидантный статус. 

Метотрексат (Mtx), антагонист фолиевой кислоты, 
широко используется в качестве цитостатического хи-
миотерапевтического средства при лечении различных 
онкологических заболеваний. Эффективность этого пре-
парата часто ограничивается его токсичностью [1—3]. 

Для преодоления резистентности опухоли к Mtx его 
стали применять в высоких дозах в комбинации с фоли-
натом кальция (Лейковорином), что позволило повысить 
общую выживаемость при остеосаркоме до 70%. Однако 
повышение дозы метотрексата приводит к развитию 
большого количества как острых, так и отдаленных по-
бочных эффектов, к которым относятся гепато- и нефро-
токсичность, нарушения функций кроветворной, пище-
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варительной и репродуктивной систем, аллергические и 
дерматологические реакции. Побочные эффекты могут 
обусловливать прерывание лечения, что значительно 
снижает шансы пациентов на выздоровление. 

Побочным эффектам Mtx в высоких дозах было по-
священо немало исследований, но окончательных вы-
водов пока нет. Поэтому основными направлениями 
развития данной темы являются предотвращение и даль-
нейшая корректировка побочных действий Mtx в высо-
ких дозах [1; 2; 4—7]. 

Использование препаратов фолиевой кислоты при на-
значении Mtx в высоких дозах с одновременным фармако-
кинетическим контролем позволило выбрать оптимальные 
дозы Mtx, характеризующиеся максимальным терапевти-
ческим эффектом и минимальной токсичностью [2]. 

При назначении Mtx в высоких дозах главную роль 
играют адаптационные и компенсаторные системы, 
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обеспечивающие мобилизацию защитных механизмов 
организма. Важным условием активизации защитных ме-
ханизмов является состояние антиоксидантной системы 
(АОС), обеспечивающей резистентность организма к экс-
тремальным воздействиям, особенно к окислительному 
стрессу [8—10]. 

В настоящей работе проанализированы различия в из-
менении некоторых показателей АОС при терапии Mtx в 
терапевтической дозе (по данным литературы) и при при-
менении Mtx в высоких дозах на фоне коррекции его ток-
сичности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В ходе работы (2008—2012 гг.) изучены данные о 95 де-

тях с остеосаркомой, получавших лечение Mtx в высоких 
дозах (8 или 12 г/м2) по протоколу комплексной химиотера-
пии «ОС-2006», разработанному и утвержденному в НИИ 
ДОГ ФГБУ «РОНц им. Н. Н. Блохина» РАМН. Возраст об-
следованных детей составил от 10 до 15 лет, в среднем — 
12,2 ± 1,8 года. Все пациенты получали фолинат кальция 
и адеметионин для снятия токсических эффектов высо-
ких доз Mtx. Исследование включало определение пока-
зателей функции АОС: активности супероксиддисмутазы 
(СОД), глутатионредуктазы (ГР) и гамма-глутамилтранс-
феразы (ГГТ) и показателя общего антиоксидантного ста-
туса (ОАОС) — на протяжении всего лечения (до начала 
лечения и в течение каждого из 8 курсов, включавших Mtx 
в высоких дозах, а также после окончания лечения). 

В  контрольную группу (n  =  30) вошли практически 
здоровые дети. Распределение их по полу и возрасту со-
ответствовало таковому в исследуемой группе. Возраст 
детей в контрольной группе был от 9 до 15 лет. 

При назначении Mtx в высоких дозах фолинат каль-
ция начинали вводить спустя 24 ч после начала введения 
Mtx. Дозу фолината кальция рассчитывали после опреде-
ления содержания Mtx в сыворотке с помощью флюорес-
центно-поляризационного иммунодиализа. Исследование 
проводили через 4, 24, 42 и 48 ч от начала введения Mtx, 
а затем каждые 6 ч, пока концентрация Mtx не достигала 
0,02 мкмоль/л. Если концентрация Mtx через 48 ч от нача-
ла введения Mtx превышала 1 мкмоль/л, то дозу фолината 
кальция рассчитывали с учетом массы тела больного по 
эмпирической формуле: 

m(CaFol) = C(Mtx) × m × k × l, 
где m(CaFol) — необходимая доза фолината кальция, мг; 
C(Mtx) — концентрация Mtx в сыворотке, мкмоль/л; m — 
масса больного, кг; k, мг/мкмоль, и l, л/кг, — коэффициен-
ты, подобранные эмпирически. 

Биохимическое исследование крови, определение по-
казателя ОАОС  и активности СОД, ГР и ГГТ проводили 
на биохимических анализаторах «Alcyon  300» («Abbott», 
США) и «Pentra 400» («АВХ Horiba», Франция). 

Для определения активности СОД применяли фото-
электроколориметрический анализ; использовали реак-
цию конкурентного ингибирования СОД взаимодействия 
субстрата с хромофором, при этом каталитическая актив-
ность СОД опытного образца определяется по ингибиро-
ванию реакции восстановления хромофора из окисленно-
го состояния в восстановленное; норма — 820—1200 ед/л. 

Методика определения показателя ОАОС  в плазме 
состояла в смешивании образца с хромогеном и перокси-

дом водорода с последующим фотоэлектроколориметри-
ческим определением интенсивности окраски раствора. 
Полученный раствор имеет относительно стабильный 
зелено-голубой цвет, который может быть измерен при 
600  нм. Антиоксиданты, содержащиеся в исследуемой 
пробе, подавляют окрашивание раствора пропорциональ-
но их концентрации; норма — 1,30—1,77 ммоль/л. 

Методика определения активности ГР в плазме осно-
вана на следующем принципе: ГР катализирует восстанов-
ление глутатиона в присутствии НАДФ×Н, который окис-
ляется до НАДФ+. Активность ГР измеряется при 340 нм 
на автоматическом анализаторе «Alсyon  300» («Abbott», 
США) в сыворотке; норма — 33—73 ед/л. 

Статистическую обработку данных и корреляционный 
анализ проводили с помощью программы «SPSS  4.0», про-
грамм пакета «Microsoft Office ХР», «Microsoft Office 2000». 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Нами изучено состояние АОС при назначении Мtx в 

высоких дозах (8 и 12 г/м2, препарат вводили в течение 4 ч) 
детям с остеосаркомой. Данные об изменениях показате-
ля ОАОС  и активности ферментов ГР, СОД и ГГТ пред-
ставлены на рис. 1—4. 

На  протяжении всех курсов лечения, включавших 
применение Mtx в высоких дозах, активность ГР в сыво-
ротке снижалась к 4-му часу введения Mtx с 99,1 ± 23 до 
68 ± 14 ед/л, но не достигала границ нормы, которая со-
ставляет 57,4  ±  12,6  ед/л (см. рис.  1). Различия по срав-
нению с контрольной группой статистически значимы 
(p < 0,001). Это объясняется тем, что, согласно протоколу 
«ОС-2006», Mtx вводят внутривенно за 4 ч, т. е. именно к 
4-му часу от начала введения концентрация Mtx в крови 
пациента достигает максимума. Резкое увеличение ак-
тивности ГР с 4-го по 24-й час от начала введения Mtx в 
высоких дозах объясняется активацией компенсаторных 
систем организма, вызванной сильным оксидантным 
стрессом вследствие введения Mtx в высоких дозах, т. к. 
ГР участвует в восстановлении глутатиона. Через 24 ч от 
начала введения Mtx в высоких дозах начинают вводить 
антидот Mtx фолинат кальция. Он обеспечивает защиту 
клеток организма от токсического действия Mtx и также 
оказывает антиоксидантное действие. 

После введения фолината кальция при постепенном 
выведении из организма Mtx происходит коррелирую-
щее с ним снижение активности ГР, и к 72-му часу она 
практически достигает нормы. 

Активность СОД в течение всех курсов лечения, 
включавших Mtx в высоких дозах, была ниже нормы (см. 
рис.  2). Если в контрольной группе активность СОД со-
ставляла 963,5 ± 45,8 ед/л, то в исследуемой группе перед 
введением Mtx (0-й час) она была 337 ± 46 ед/л (р < 0,001). 
В течение всех курсов лечения, включавших Mtx в высо-
ких дозах, активность СОД возрастала к 4-му часу от на-
чала введения Mtx, а затем постепенно снижалась к 42-му 
часу, после чего, когда концентрация Mtx уменьшалась, 
активность фермента снова повышалась, но не приближа-
лась к норме (p < 0,001). В среднем наблюдалось снижение 
активности СОД вследствие токсического действия Mtx. 

Активность ГГТ находилась в пределах нормы до на-
чала введения Mtx — 10 ± 3 ед/л против 11,8 ± 1,3 ед/л в 
контрольной группе (см. рис. 3), резко возрастала к 4-му 
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Рисунок 1. Изменение активности ГР при терапии Mtx в вы­
соких дозах. 1 — ГР; 2 — норма. 

часу от начала введения Mtx, а затем снижалась, постепен-
но достигая верхней границы нормы. 

Согласно результатам измерения, показатель ОАОС до 
введения Mtx (0-й час) был значительно снижен и стати-
стически значимо отличался от такового в контрольной 
группе — 0,72 ± 0,2 и 1,5 ± 0,12 ммоль/л соответственно 
(р < 0 ,001) (см. рис. 4). К началу 4-го и 24-го часов от на-
чала введения Mtx показатель ОАОС  немного увеличи-
вался — до 0,95 и 0,97 ммоль/л соответственно. На 42-м и 
48-м часах он имел тенденцию к снижению и к 72-му часу 
достигал значений, фактически соответствующих значе-
ниям ОАОС до введения Mtx, — 0,78 ± 0,2 ммоль/л. Таким 
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Рисунок 3. Изменение активности ГГТ при терапии Mtx в 
высоких дозах. 1 — ГГТ; 2 — норма. 

образом, можно сделать вывод, что при применении Mtx 
в высоких дозах у больных остеосаркомой значительно 
снижен антиоксидантный потенциал. 

ОБСУЖДЕНИЕ 
Mtx оказывает гепатонефротоксическое действие, 

которое отдельные авторы связывают с развитием 
окислительного стресса в органах, наиболее подвер-
женных токсическому действию Mtx, сопряженного со 
снижением концентрации глутатиона в печени и поч-
ках  [2; 5]. Результаты, полученные при исследовании 
влияния Mtx на динамику показателей системы глута-
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Рисунок 2. Изменение активности СОД при терапии Mtx в Рисунок 4. Изменение показателя ОАОС при терапии Mtx в 
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тиона в печени, указывают на дестабилизацию всей си-
стемы глутатиона. 

В литературе имеется много информации о влиянии 
Mtx на АОС, однако она не систематизирована. 

По данным ряда исследований  [11—13], активность 
ГР при различных онкологических заболеваниях сни-
жалась во время и после применения Mtx. Это связыва-
ют с токсическим действием Mtx на организм в целом: 
изначально низкая концентрация ГР, обусловленная 
заболеванием и предыдущей химиотерапией, станови-
лась еще ниже. Данные о динамических колебаниях ГР 
при терапии Mtx также крайне скудны и разрозненны. 
Наши результаты согласуются с результатами, получен-
ными исследователями на животной модели  [13]. Вводя 
Mtx мышам в терапевтической дозе 150 мг/кг, исследо-
ватели выявили, что изменение активности ГР при тера-
пии Mtx носит сложный разнонаправленный характер и 
представляет собой двукратное чередование повышения 
активности фермента с ее понижением. При этом актив-
ность ГР в среднем ниже нормы и остается сниженной 
долгое время после завершения лечения. 

Сложные изменения активности фермента могут 
быть обусловлены как непосредственными эффектами 
Mtx, так и развитием окислительного стресса и наруше-
нием окислительно-восстановительного статуса. В целом 
изменение активности ГР подобно ее изменению при 
введении Mtx в высоких дозах (см. рис. 1), однако в на-
шем исследовании активность ГР всегда была выше нор-
мы. Это обусловлено применением адеметионина — ге-
патопротекторного и антиоксидантного препарата. Он 
восстанавливает нарушенный редокс-статус гепатоци-
тов; являясь предшественником глутатиона, нормализу-
ет его синтез, нарушенный применением Mtx, и тем са-
мым снижает токсичность химиотерапии. 

В литературе имеются также сведения об изменении 
активности СОД во время терапии Mtx. По данным ряда 
авторов, активность СОД при назначении Mtx в терапев-
тической дозе снижалась [14—19]. 

N. O. Sahin и соавт. исследовали активность СОД при 
введении Mtx в динамике  [20]. Согласно полученным 
ими данным, к 24-му часу концентрация СОД существен-
но снижается после введения Mtx в дозе 22,7 мкг, однако 
полностью восстанавливается и даже компенсаторно не-
значительно увеличивается к 48-му часу. 

Характер изменения активности СОД совпадает с 
таковым при введении Mtx в высоких дозах (см. рис. 2). 
Однако при применении высоких доз Mtx кривая актив-
ности СОД находилась значительно ниже нормы, что 
отражает сильный токсический эффект Mtx. Снижение 
активности СОД при повышенной активности ГР свиде-
тельствует о том, что применяемый для коррекции окис-
лительного стресса адеметионин восстанавливает в боль-
шей степени функционирование системы глутатиона и в 
меньшей степени продукцию СОД. 

ГГТ катализирует перенос γ-глутамилового остатка 
с γ-глутамилового пептида на аминокислоту или другой 
пептид или на иную субстратную молекулу. 

Полученные нами результаты (см. рис.  3) согласу-
ются с данными литературы об изменении активности 
ГГТ при введении Mtx в низких [21; 22], а также в высо-
ких [23] дозах. 

Изменения активности ГГТ при применении Mtx в 
высоких дозах в комбинации с фолинатом кальция и аде-
метионином (см. рис.  3) в целом совпадают с таковыми 
при введении Mtx в терапевтической дозе (двукратное 
увеличение активности фермента), что свидетельствует 
об успешной коррекции токсического действия Mtx в 
высоких дозах. 

При введении Mtx в терапевтических дозах (20 мг/кг) 
показатель ОАОС в целом также существенно снижается 
по сравнению с нормой [24; 25]. Сходная динамика пока-
зателя ОАОС отмечается при применении Mtx в высоких 
дозах в комбинации с фолинатом кальция и адеметиони-
ном (см. рис. 4), что свидетельствует об эффективности 
коррекции токсического действия Mtx в высоких дозах. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В настоящей работе мы проанализировали состояние 

АОС при применении терапевтических доз и высоких доз 
Mtx. Полученные данные свидетельствуют о том, что цито-
статик Mtx оказывает глубокое повреждающее действие 
на систему антиоксидантной защиты организма. Судя по 
всему, степень данного воздействия зависит от дозы Mtx, 
так как при введении низких доз степень повреждений 
была гораздо ниже, чем при терапии Mtx в высоких дозах. 

При этом показано, что применение препаратов аде-
метионина положительно сказывается на состоянии 
АОС, а значит, эти препараты могут корректировать вы-
раженность токсических проявлений терапии Mtx в вы-
соких дозах. 
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High-toxicity high-dose methotrexate chemotherapy has multiple side effects. These side-effects may lead 
to treatment discontinuation resulting in decreased survival of osteosarcoma patients. Body defense mecha-
nisms in particular antioxidant system are therefore of much importance for patients undergoing methotrexate 
therapy. This system is responsible for body resistance under extreme treatment especially under oxidative 
stress. This paper analyzes changes in activity of the following antioxidant enzymes: glutathione reductase, 
superoxide dismutase, gamma-glutamyl transferase, and in the total antioxidant status in children with osteo-
sarcoma on methotrexate therapy. Basing on study results and literature data we compared antioxidant system 
status under high vs. therapeutic doses of methotrexate. 

Key words: high-dose methotrexate therapy, glutathione reductase, superoxide dismutase, gamma-glu-
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