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Mechanizmy dzialania metotreksatu
w chorobach autoimmunologicznych i zapalnych
z uwzgl¢dnieniem zmian epigenetycznych

1. Wstep

Metotreksat (MTX) pozostaje jednym z podstawowych lekow modyfikujacych prze-
bieg choroby w reumatoidalnym zapaleniu stawow oraz innych chorobach autoimmu-
nologicznych 1 zapalnych, mimo szerokiej dostepnosci lekow biologicznych 1 syntetycz-
nych lekow celowanych. Jego utrwalona pozycja kliniczna wynika z potwierdzongj
skutecznosci, dobrze scharakteryzowanego profilu bezpieczenstwa, relatywnie niskiego
kosztu terapii oraz zdolnosci do wzmacniania dzialania wielu terapii skojarzonych.
W nowoczesnym ujeciu MTX nie jest juz traktowany wylgcznie jako klasyczny anty-
folian. Lek ten jest uznawany za srodek o wielopoziomowym dzialaniu metabolicznym,
immunomodulacyjnym oraz czgsciowo epigenetycznym, co wyjasnia jego trwale zna-
czenie w leczeniu chorob autoimmunologicznych i1 zapalnych [1, 2].

Pierwotnic metotreksat zostal opracowany jako lek przeciwnowotworowy, a jego
klasyczne dzialanie wigzano z hamowaniem reduktazy dihydrofolianowej 1 wtdmym
ograniczeniem syntezy puryn oraz tymidylanu [3]. Jednak mechanizm odpowiedzialny
za skutecznos¢ niskodawkowego MTX w chorobach autoimmunologicznych nie moze
by¢ wyjasniony wylacznie przez efekt antyproliferacyjny. Wezesniejsze analizy mecha-
nistyczne wykazaly, ze dzialanie przeciwzapalne MTX nie ogranicza si¢ jedynie do
wplywu na metabolizm folianow. Lek zwicksza takze dostepnos¢ adenozyny 1 moduluje
sygnalizacj¢ cytokinowa. Dodatkowo wplywa na adhezje 1 migracje leukocytow oraz
na funkcjonowanie komoérek efektorowych 1 regulatorowych ukladu odpomosciowego
[2, 4]. W ostatnich latach coraz wicksza uwagg zwraca si¢ na udzial mechanizmow epi-
genetycznych w patogenezie RZS 1 w odpowiedzi na leczenie. Wspolczesne przeglady
epigenetyki RZS podkreslaja znaczenie zaburzen metylacji DNA, modyfikacji histonow
oraz regulacji przez nickodujace RNA w utrzymywaniu przewleklego zapalenia, aktywacji
fibroblastopodobnych synowiocytow, deregulacji limfocytoéw T 1 B oraz utracie tole-
rancji immunologicznej. W tym kontekscie MTX coraz czgsciej rozpatrywany jest jako
lek zdolny nie tylko do tlumienia zapalenia, ale réwniez do czesciowe] reprogramacji
patologicznych programéw ekspresji gendw, cho¢ sila dowodow dla tej czesci mecha-
nizmu nadal jest mnigjsza niz dla osi adenozynowej [5, 6].

Celem niniejszego opracowania jest krytyczne omdwienie aktualnej wiedzy dotyczacej
dzialania metotreksatu w chorobach autoimmunologicznych 1 zapalnych, ze szczegélnym
uwzglednieniem roli epigenetyki. Zasadniczym pytaniem nie jest juz bowiem to, czy
MTX dziala, lecz w jaki sposob stosunkowo prosty chemicznie lek uzyskuje trwaly
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efekt kliniczny w zlozonych chorobach immunozapalnych. Odpowiedz na to pytanie
wymaga polaczenia farmakologii wewnatrzkomoérkowej, immunobiologii tkanek objetych
zapaleniem, danych z modeli komorkowych i tkanek pierwotnych oraz obserwacji
z badan klinicznych i epigenomowych.

2. Metodyka przegladu piSmiennictwa

Ninigjsze opracowanie przygotowano w formie narracyjnego przegladu literatury
z elementami uporzadkowanego wyszukiwania publikacji. Strategie identyfikacji zrodet
opracowano zgodnie z zasadami przejrzystego raportowania, odwolujac si¢ do wytycznych
PRISMA 2020 jako standardu opisu metod przegladow literaturowych [7]. Wyszuki-
wanie literatury przeprowadzono w bazach PubMed/MEDLINE, Scopus oraz Web of
Science Core Collection, a uzupelniajagco wykorzystano Google Scholar do identyfikacji
dodatkowych publikacji istotnych dla tematu. Analizie poddano publikacje opublikowane
do 7 kwietnia 2026 r. Zastosowano kombinacje slow kluczowych 1 operatoréw logicznych
obejmujace terminy: ,methotrexate™, ,rheumatoid arthritis”, ,psoriasis”, ,psoriatic
arthritis”, ,juvenile idiopathic arthritis”, ,inflammatory bowel disease™, ,epigenetic”,
epigenetics”, ,DNA methylation”, , histone modification”, ,microRNA”, ;LmiRNA”,
LNcRNA” regulatory T cells”, [FOXP3”, adenosine” oraz ,.one-carbon metabo-
lism”. Do analizy wlgczano prace oryginalne, badania translacyjne, prace na materiale
klinicznym 1 komoérkach pierwotnych, liniach komdrkowych oraz artykuly przegladowe,
jezeli wnosily istotne dane mechanistyczne lub syntetyzowaly aktualny stan wiedzy.
Wykluczono streszczenia konferencyjne bez pelnej publikacji, duplikaty, opisy przy-
padkow bez wartosci mechanistycznej oraz prace niezwigzane bezposrednio z mecha-
nizmem dzialania metotreksatu w chorobach autoimmunologicznych i1 zapalnych. Przeglad
obejmuje 48 unikatowych publikacji: 7 artykulow przegladowych, 28 prac orvginalnych
oraz 13 publikacji o charakterze ogdlnobiochemicznym, metodologicznym lub transla-
cyjnym, wspierajacych interpretacje metabolizmu folianow, szlakow jednoweglowych
1 mechanizméw epigenetycznych. Wsrod analizowanych publikacji 8 dotyczylo bez-
posrednio zagadnien epigenetycznych, a 6 koncentrowalo si¢ na klasycznych mecha-
nizmach farmakologicznych i immunologicznych dzialania metotreksatu.

3. Farmakologia metotreksatu: transport komorkowy, poliglutamylacja
i dystrybucja wewngtrzkomorkowa

Skutecznos¢ MTX zalezy od kilku nastgpujacych po sobie etapéw farmakologicznych,
obejmujacych transport do komorki, retencje wewnatrzkomorkowg oraz konwersje do
aktywnych form poliglutamylowanych [8]. Metotreksat jest hydrofilnym analogiem fo-
lianu i przedostaje si¢ do komérek gléwnie z udzialem transportera zredukowanych
foliandw, a takze innych ukladow transportowych uczestniczacych w wychwycie folianow.
Po wniknigciu do komorki ulega poliglutamylacji, ktora ma zasadnicze znaczenie dla
jego farmakodynamiki, poniewaz zwicksza czas pozostawania leku w koméree oraz jego
powinowactwo do enzymdw docelowych. W praktyce oznacza to, ze aktywnos¢ biolo-
giczna MTX w chorobach zapalnych zalezy bardziej od jego metabolitdéw wewnatrzko-
moérkowych niz od chwilowego stezenia leku w osoczu [1, 2]. Poliglutamylowane po-
chodne MTX hamujg nie tylko reduktaze dihydrofolianowa, ale rowniez inne enzymy
zalezne od foliandw, w tym syntaze tymidylanowa oraz AICAR transformylaze. Szerszy
profil enzymatyczny MTX tlumaczy, dlaczego niskie dawki leku sg przeciwzapalne
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mimo suplementacji kwasem foliowym, ktdra zmniejsza toksycznos¢, ale nie znosi dzia-
lania klinicznego. Oznacza to, z¢ w immunologii kliniczngj nie mozna redukowaé
dziatania MTX do prostego modelu blokady DHFR, poniewaz jego aktywnos¢ ma cha-
rakter sieciowy 1 obejmuje powiazane szlaki metabolizmu jednoweglowego 1 puryno-
wego [1, 9].

Z translacyjnego punktu widzenia szczegolnie istotny jest fakt, ze stopien poli-
glutamylacji oraz zdolnos¢ poszezegolnych typow komoérek do akumulacji aktywnych
metabolitdw moga wplywac na heterogenicznos¢ odpowiedzi terapeutycznej. To czg-
sciowo tlumaczy, dlaczego wyniki uzyskiwane w prostych modelach in vitro nie zawsze
odpowiadaja obserwacjom klinicznym u pacjentow. Krotkotrwale hodowle komorkowe,
zwlaszcza oparte na pojedynczym typie komorek, nie odtwarzajag w pelni dynamiki
poliglutamylacji, lokalnej produkcji adenozyny ani zlozonych interakcji migdzy komor-
kami immunologicznymi 1 zrgbem zapalnym. Ta rozbiezno$¢ jest dzi§ istotnym argu-
mentem za korzystaniem z modeli wspothodowli, materialu pochodzacego od pacjentow
i analiz single-cell [10-12].

Warto podkreslic, ze ten farmakologiczny poziom dzialania leku nie jest jedynie
technicznym wstepem do dalszych rozwazan. To wlasnie tutaj powstaje biologiczny
fundament dla p6zniejszych efektéw immunologicznych i epigenetycznych. Bez odpo-
wiednio dlugiej retencji wewnatrzkomorkowej, bez skutecznego hamowania ATIC 1 bez
przebudowy przeplywu metabolitow w cyklu jednoweglowym trudno zrozumie¢ zardwno
klasyczny efekt adenozynowy, jak i1 bardziej subtelne, dlugotrwale zmiany transkryp-
cyjne obserwowane w limfocytach regulatorowych czy w sygnaturach metylacyjnych
pacjentow odpowiadajacych na leczenie.

4. Klasyczne mechanizmy dzialania metotreksatu

4.1. Hamowanie szlaku folianowego

Klasyczne ujecie dzialania MTX wywodzi si¢ z jego strukturalnego podobicnstwa
do kwasu foliowego. Metotreksat konkurencyjnie hamuje reduktaze dihydrofolianowa,
prowadzac do zmnigjszenia dostgpnosci tetrahydrofolianu, a w konsekwencji do ograni-
czenia syntezy puryn i tymidylanu [13]. Mechanizm ten ma zasadnicze znaczenie
w onkologii, gdzie wysokie dawki MTX prowadza do zahamowania proliferacji szybko
dzielgcych si¢ komoérek. Jednak w chorobach autoimmunologicznych sytuacja jest bar-
dziej Zlozona. MTX, stosowany w matych dawkach i podawany co tydzien, nie powoduje
wysokie] cytotoksycznosci, a jego efekt terapeutyczny zwykle utrzymuje si¢ mimo
suplementacji folianow. Wskazuje to, ze hamowanie DHFR jest elementem waznym,
ale niewystarczajacym do pelnego wyjasnienia mechanizmu przeciwzapalnego [2, 4].
Wspolczesne interpretacje sugeruja, ze znaczenie antyfolianowe MTX w immunologii
klinicznej nalezy rozumie¢ raczej jako zaburzenie szerszego systemu metabolizmu jedno-
weglowego niz jako prostg blokade jednego enzymu. Zmiana dostepnosci pochodnych
folianéw wplywa na synteze nukleotyddw, transmethylacje, metabolizm aminokwasdéw
siarkowych oraz wtémie na stan funkcjonalny komorek immunologicznych [14]. Tym
samym klasyczny mechanizm antyfolianowy staje si¢ punktem wyjscia dla kolejnych,
bardziej zlozonych nastepstw metabolicznych 1 regulacyjnych, ktdre ujawniaja si¢ w sro-
dowisku przewleklego zapalenia [1, 9].
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4.2. Os ATIC-AICAR-adenozyna

Za najlepiej udokumentowany mechanizm przeciwzapalny niskodawkowego MTX
uwaza si¢ obecnie wplyw na o§ ATIC-AICAR-adenozyna (5-aminoimidazol-4-karbo-
ksamid-ribonukleotyd transformylaza-5-aminoimidazol-4-karboksamidrybonukleotyd-
adenozyna). Hamowanie AICAR transformylazy prowadzi do akumulacji AICAR, ktory
wtomie zaburza rozklad adenozyny 1 sprzyja wzrostowi jej stezenia w przestrzeni poza-
komérkowej. Adenozyna dziala nastgpnie jako silny endogenny mediator przeciwzapalny,
oddzialujac na receptory adenozynowe obecne na neutrofilach, monocytach, makrofagach,
komérkach s$rodblonka i limfocytach [15]. Ten model mechanistyczny zostal ugrun-
towany zarowno przez badania eksperymentalne, jak 1 pdzniejsze prace przegladowe,
ktore konsekwentnie wskazuja, ze wzrost sygnalizacji adenozynowej jest centralnym
elementem dzialania MTX w zapalnych chorobach stawow [2, 16]. Znaczenie adenozyny
polega nie tylko na bezposrednim thumieniu produkgeji cytokin prozapalnych, ale rowniez
na modulacji zachowania komorek efektorowych w miejscu zapalenia. Aktywacja re-
ceptorow A2A 1 A3 wigze si¢ zhamowaniem aktywacji neutrofili, ograniczeniem ekspres;ji
czasteczek adhezyjnych, spadkiem produkcji TNF, IL-1p i1 IL-6 oraz przesunigciem
profilu odpowiedzi w strong bardziej przeciwzapalng. W konsekwencji MTX dziala nie
tyle jako klasyczny supresor odpomosci, ile jako lek przywracajacy bardziej fizjologiczna
kontrol¢ nad nasileniem odpowiedzi zapalnej. Ten sposob dzialania dobrze tlumaczy,
dlaczego MTX moze prowadzi¢ do klinicznej poprawy bez wywolywania glebokiej im-
munoablacji charakterystycznej dla niektdrych terapii silnie cytotoksycznych [15, 17].

4.3. Wplyw na transmetylacje i gospodarke jednoweglowg

Kolejnym istotnym wymiarem klasycznego dzialania MTX jest wplyw na gospodarke
jednoweglowa. Obejmuje ona reakcje metaboliczne przenoszace pojedyncze atomy
wegla, niezbedne do syntezy nukleotydow, aminokwasoéw oraz metylacji DNA, RNA
i bialek, co reguluje funkcje komorkowe 1 ekspresje genow. Poprzez zaburzenie metabo-
lizmu foliandéw MTX moze zmienia¢ dostepnos¢ S-adenozylometioniny (SAM), glow-
nego donora grup metylowych, oraz stosunek SAM do S-adenozylhomocysteiny (SAH),
kluczowy dla sprawnosci reakcji metylacji.

Juz wezesniejsze koncepcje mechanistyczne wskazywaly, ze ten aspekt dzialania MTX
ma znaczenie nie tylko metaboliczne, lecz takze regulacyjne. Zaburzenia transmetylacji
wplywaja na synteze poliamin, aktywno$¢ enzymow oraz wzorce ekspresji gendw [18, 19].
W swietle nowszych badan zwigzek migdzy metabolizmem jednoweglowym a dzialaniem
epigenetycznym MTX staje si¢ szczegdlnie interesujacy. Zmiany w potencjale metylacyj-
nym komorki mogg przeklada¢ si¢ na metylacje DNA, modyfikacje histonow i stabilnos¢
programow transkrypcyjnych w komorkach odpomosciowych. Dlatego nawet klasyczny,
metaboliczny efekt MTX nalezy obecnie traktowac jako punkt wyjscia dla wtérych zmian
epigenetycznych, ktore mogg wspoldecydowac o trwalosci odpowiedzi klinicznej. Ten
pomost migdzy antyfolianowym dzialaniem leku a epigenetyka stanowi jeden z glow-
nych kierunkéw wspolczesnej reinterpretacji mechanizmu dziatania MTX [5, 20-22].

4.4. Modulacja cytokin, adhezji komorkowej i odpowiedzi immunologiczne;j

Poza wplywem na foliany i1 adenozynge MTX moduluje takze zachowanie wiclu
populacji komoérek odpomosciowych. W przegladach mechanistycznych podkresla sie
jego zdolnos¢ do ograniczania aktywacji limfocytow T, hamowania wytwarzania media-
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tordw prozapalnych przez monocyty i makrofagi, zmniejszania ekspresji czasteczek
adhezyjnych oraz wplywu na funkcje komorek srodblonka. W efekcie dochodzi do
oslabienia rekrutacji leukocytéw do ogniska zapalenia 1 zmniejszenia nasilenia lokalnej
odpowiedzi zapalnej. Jest to szczegdlnie istotne w RZS, gdzie przewlekly stan zapalny
jest podtrzymywany przez wspoldziatanie komérek immunologicznych, synowiocytow
1 srodblonka naczyn [2, 23, 24]. Jednoczesnie badania translacyjne sugeruja, Ze nie
wszystkie efekty obserwowane u pacjentdw daja si¢ latwo odtworzy¢ w prostych mo-
delach komorkowych. Prace nad limfocytami T regulatorowymi pokazaly jednak, ze
istnieja mechanizmy, w ktorych obserwacja in vitro, ex vivo 1 kliniczna ukladaja si¢
w spojng seckwencje biologiczng. Najlepszym przykladem jest przywracanie funkcji
Treg przez demetylacje regionu regulatorowego FOXP3 u pacjentow z RZS leczonych
MTX. Odkrycie to nie zastgpuje klasycznych mechanizméw dzialania leku, lecz je
uzupehia, pokazujac, ze modulacja odpowiedzi immunologicznej moze by¢ utrwalana
przez zmiany epigenetyczne w populacjach regulatorowych [24-26].

5. Dzialanie metotreksatu w wybranych chorobach
autoimmunologicznych i zapalnych

Zrozumienie dzialania metotreksatu w kontekscie poszczegolnych jednostek choro-
bowych wymaga uwzglednienia réznic w architekturze odpowiedzi immunologiczne;j,
dominujacych szlakach cytokinowych oraz charakterystyce mikrosrodowiska zapalnego.
Chociaz podstawowe mechanizmy dzialania MTX, takie jak modulacja osi adenozynowej
1 wplyw na metabolizm jednowegglowy, pozostajg wspolne, ich znaczenie funkcjonalne
rozni si¢ w zaleznosci od choroby. To wlasnie ta zalezno$¢ od kontekstu tkankowego
1 komorkowego jest jedng z przyczyn, dlaktérych MTX bywa bardzo skuteczny w jednych
wskazaniach, a umiarkowanie skuteczny lub mniej przewidywalny w innych.

W reumatoidalnym zapaleniu stawow metotreksat wykazuje najlepiej udokumento-
wang skutecznos¢ kliniczng, co wynika z jego zdolnosci do jednoczesnego oddziatywania
na wiele elementéw patogenezy choroby. RZS charakteryzuje si¢ przewleklym zapaleniem
blony maziowej, w ktorym uczestnicza zarowno komorki ukladu odpomosciowego,
jak 1 fibroblastopodobne synowiocyty o cechach agresywnego, utrwalonego fenotypu
prozapalnego. Metotreksat prowadzi do zmniejszenia liczby komérek zapalnych w tkance
maziowe] oraz ograniczenia ckspresji mediatorow zapalnych, co zostalo wykazane
w badaniach histologicznych i molekularnych [27]. Jednoczesnie klasyczne modele
in vitro wskazuja, ze bezposredni wplyw MTX na synowiocyty jest ograniczony, co
sugeruje, ze glowny efekt terapeutyczny wynika z modulacji ukladu odpomosciowego
1 srodowiska zapalnego, a nie z bezposredniego dzialania cytotoksycznego na zrab ma-
ziowy [2, 28]. Istotnym elementem dzialania MTX w RZS jest takze przywracanie
rownowagi mi¢dzy limfocytami efektorowymi a regulatorowymi. Wykazano, ze leczenie
MTX zwigksza funkcje limfocytow T regulatorowych poprzez mechanizmy epigene-
tyczne, co moze mie¢ znaczenie dla trwalosci odpowiedzi terapeutycznej. Z perspektywy
translacyjnej RZS pozostaje zatem nie tylko glownym wskazaniem klinicznym dla MTX,
ale rowniez najwazniejszym modelem biologicznym do badania tego, jak klasyczny lek
przeciwzapalny moze wplywac na dlugoterminows architekture odpowiedzi immuno-
logicznej [24, 26].

W luszezycy 1 tuszczycowym zapaleniu stawdw znaczenie MTX wynika z jego
wplywu zaréwno na proliferacje keratynocytow, jak 1 na szlaki immunologiczne zwigzane
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z osig IL-23/Th17. Choroby te r6znig si¢ od RZS dominacjg odpowiedzi typu Th17
oraz silnym komponentem skémym. Metotreksat ogranicza proliferacje komorek naskorka
oraz zmnigjsza aktywno$¢ limfocytow T produkujacych IL-17, co przeklada si¢ na
redukcje zmian skomych 1 objawow stawowych. Jednak skutecznosé MTX w luszczy-
cowym zapaleniu stawoéw jest bardziej zmienna niz w klasycznym RZS, co moze
wynika¢ z wigksze] heterogenicznosci patogenezy tej choroby 1 odmiennego znaczenia
poszczegdlnych szlakoéw cytokinowych [29].

W mlodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawow MTX pozostaje standardem
terapii, cho¢ jego dzialanie jest modulowane przez czynniki rozwojowe oraz odmienng
dynamike ukladu odpomosciowego u dzieci. Réznice farmakokinetyczne oraz czynniki
genetyczne 1 epigenetyczne moga wplywac na poziom aktywnych metabolitow MTX
oraz odpowiedz terapeutyczna, co podkresla znaczenie badan farmakogenetycznych
1 farmakoepigenetycznych w tej grupie pacjentdw. Z tego punktu widzenia pediatryczne
zastosowania MTX sg szczegolnie interesujace, poniewaz pozwalaja analizowaé dzia-
lanie leku w organizmie o inngj immunologicznegj trajektorii rozwojowej niz u dorostych
zRZS [30].

W chorobach zapalnych jelit metotreksat wykazuje skutecznos¢ gldwnie w chorobie
Lesniowskiego-Crohna, jednak jego rola jest ograniczona w poréwnaniu do RZS. Od-
miennos$¢ patogenezy, obejmujaca silny wplyw mikrobioty oraz interakcje z nablonkiem
jelitowym, sprawia, ze efekty MTX sg mniej przewidywalne. Niemniej jednak jego dzia-
lanie immunomodulacyjne, w tym wplyw na cytokiny 1 limfocyty T, pozostaje istotne.
To porownanie miedzy RZS a IBD uwidacznia wazng zasad¢ ogdlng: skutecznosé
MTX zalezy nie tylko od jego wlasnej farmakologii, ale takze od tego, czy dominujace
w dangj chorobie sieci zapalne sg podatne na wygaszanie przez osie adenozynowe,
antyfolianowe i regulatorowe uruchamiane przez lek [31, 32].

6. Podstawy epigenetyki w zapaleniu i autoimmunizacji

Epigenetyka stanowi kluczowy poziom regulacji ekspresji genow w komorkach ukladu
odpornosciowego 1 odgrywa fundamentalng rol¢ w patogenezie chordb autoimmunolo-
gicznych. Mechanizmy epigenetyczne umozliwiaja komorkom dynamiczng adaptacje
do bodzcow srodowiskowych bez zmiany sekwencji DNA, co jest szczegolnie istotne
w kontekscie przewleklego zapalenia, gdzie utrwalone zmiany ekspresji genow moga
podtrzymywac proces chorobowy przez dlugi czas, nawet przy zmienngj sile bodzca
inicjujacego. Wlasnie dlatego epigenetyka stanowi tak atrakcyjny pomost miedzy wply-
wem $rodowiska, metabolizmem 1 utrwalonym fenotypem komorek immunologicznych
[5, 33]. Metylacja DNA pozostaje jednym z najwazniejszych mechanizmow epigene-
tycznych. Polega ona na przylaczaniu grup metylowych do cytozyn w regionach CpG
i prowadzi zazwyczaj do represji transkrypcji lub do zmiany dostepnosci okreslonych
loci dla czynnikéw transkrypeyjnych. W RZS obserwuje si¢ hipometylacje promotorow
gendw prozapalnych, co skutkuje ich nadekspresja 1 utrzymaniem aktywnego fenotypu
zapalnego. Zmiany te obejmuja geny kodujace cytokiny, czynniki transkrypcyjne oraz
bialka zwigzane z migracjg komorek, roznicowaniem efektorowym i utrzymywaniem
przewleklego zapalenia w blonie maziowej 1 krwi obwodowej [32].

Modyfikacje histonow, takie jak acetylacja 1 metylacja, regulujg dostgpnosé chro-
matyny 1 wplywajg na ekspresje genéw. W chorobach autoimmunologicznych obserwuje
si¢ zwickszong acetylacj¢ histondw w regionach genow prozapalnych, co sprzyja ich
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aktywacji. Zaburzenia aktywnosci enzyméw epigenctycznych, takich jak deacetylazy
histonowe czy metylotransferazy histonowe, prowadza do utrwalenia stanu zapalnego
1 wzmacniaja dlugofalowa aktywacje komorek. W praktyce oznacza to, ze przewlekle
zapalenie nie jest jedynie stanem funkcjonalnym, lecz moze prowadzi¢ do czg$ciowego
Jprzeprogramowania’” komdrek ukladu odpomosciowego i tkanek docelowych [34, 35].

Istotng role odgrywaja takze mikroRNA 1 inne nickodujgce RNA. MikroRNA regu-
lujg ekspresje gendéw na poziomie posttranskrypeyjnym i uczestnicza w kontroli odpo-
wiedzi immunologicznej. Deregulacja miR-146a 1 miR-155 zostala szeroko opisana
w RZS 1 wiaze si¢ z nadmiemna aktywacja szlakdéw zapalnych. Z kolei IncRNA, w tym
lincRNA-p21, okazujg si¢ nie tylko markerami choroby, lecz takze aktywnymi regula-
torami osi NF-kB 1 odpowiedzi stresowej komorki. Wlasnie ten ostatni element ma szcze-
gdblne znaczenie dla zrozumienia dziatania MTX, poniewaz dostarcza mechanistycznego
polaczenia miedzy lekiem a epigenetyczng regulacjg transkrypcji w komorkach pacjentow
zRZS [36, 37].

7. Metotreksat a epigenetyka

Coraz wigcej danych wskazuje, ze metotreksat wywiera istotny wplyw na epigenom
komorek ukladu odpomosciowego, co stanowi potencjalne wyjasnienie jego dlugotrwa-
fego dzialania przeciwzapalnego oraz heterogenicznej odpowiedzi klinicznej. W przeci-
wienstwie do efektow metabolicznych, ktore sg szybkie 1 odwracalne, zmiany epigene-
tyczne mogg prowadzi¢ do trwalej przebudowy funkcji komorkowych. W tym kontekscie
MTX mozna postrzegac jako lek, ktory integruje krotkoterminowe efekty metaboliczne
z dlugoterminowa regulacja epigenetyczng, cho¢ nalezy zachowac ostroznos¢ i nie
utozsamiac jeszcze tego modelu z pelnym, definitywnie udowodnionym mechanizmem
dominujacym [2, 5, 38].

Kluczowym elementem faczacym dzialanie MTX z epigencetyka jest jego wplyw na
metabolizm jednoweglowy, ktory odpowiada za produkcje S-adenozylometioniny, gtow-
nego donora grup metylowych w komérce. Poprzez hamowanie enzyméw zaleznych
od folianéw metotreksat prowadzi do zmniejszenia dostepnosci SAM oraz zwigkszenia
poziomu S-adenozylhomocysteiny, ktdra dziala jako inhibitor reakcji metylacji. Zmiana
stosunku SAM do SAH wplywa bezposrednio na aktywnos¢ DNA metylotransferaz
1 enzymow modyfikujacych histony, co moze prowadzi¢ do globalnych oraz lokalnych
zmian metylacji DNA. W konsekwencji dochodzi do modulacji ekspresji genéw zaan-
gazowanych w odpowiedz zapalna, proliferacj¢ oraz przezycie komorek. Co istotne, efekt
ten nie jest jedynie konsekwencja metaboliczng, lecz potencjalnym mechanizmem re-
gulacyjnym, ktory moze prowadzi¢ do czg$ciowego resetowania patologicznych wzorcow
ckspresji gendw obserwowanych w chorobach autoimmunologicznych [5, 39, 40]. Badania
epigenomowe wykazaly, ze leczeniec MTX wiaze si¢ ze zmianami metylacji DNA
w komdrkach krwi obwodowej oraz w specyficznych populacjach limfocytow. Nair i in.
wykazali, ze r6znice w metylacji DNA koreluja z odpowiedzig na leczenie u pacjentdw
z RZS, co sugeruje, ze epigenom moze odzwierciedla¢ zardwno stan choroby, jak 1 sku-
tecznos¢ terapii [21]. Adams i in. rozszerzyli te obserwacje, wskazujac na komorkowo
specyficzny charakter tych zmian. Oznacza to, ze globalna analiza metylacji w calej krwi
moze maskowa¢ istotne zmiany zachodzace w konkretnych subpopulacjach komorek,
takich jak limfocyty T CD4+ czy monocyty. Istotne jest rowniez to, ze zmiany mety-
lacji moga pojawiac si¢ stosunkowo wezesnie po rozpoczeciu terapii 1 potencjalnie
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poprzedza¢ poprawe kliniczna, co czyni je obiecujgcymi biomarkerami odpowiedzi
[41]. Jednym z najlepiej udokumentowanych mechanizméw epigenetycznych dzialania
MTX jest jego wplyw na limfocyty T regulatorowe. W pracy Cribbs i in. wykazano, ze
metotreksat przywraca funkcje Treg u pacjentow z RZS poprzez demetylacje regionu
regulatorowego genu FOXP3, co prowadzi do zwickszenia jego ekspresji oraz stabilizacji
fenotypu komorek regulatorowych. FOXP3 jest kluczowym czynnikiem transkrypceyjnym
determinujacym funkcje Treg, a jego ekspresja zalezy od stanu metylacji DNA. De-
metylacja regiondw regulatorowych FOXP3 prowadzi do trwalej aktywacji genu
i zwigkszenia zdolnosci supresyjnych tych komoérek. Mechanizm ten ma fundamentalne
znaczenie dla przywracania tolerancji immunologicznej 1 ograniczania przewleklego
zapalenia. Co istotne, efekt ten zostal potwierdzony zarowno w badaniach in vitro, jak
1 ex vivo u pacjentdw, co stanowi jeden z najlepiej udokumentowanych przykladow trans-
lacyjnego dzialania epigenctycznego MTX [25].

Drugim bardzo interesujgcym epigenetyczno-transkrypeyjnym watkiem jest wplyw
MTX na lincRNA-p21. Spurlock i in. wykazali, ze u chorych na RZS obnizone poziomy
lincRNA-p21 sa powigzane ze zwickszong aktywnoscig NF-«B, natomiast MTX obniza
podstawowa aktywnos¢ tego szlaku wlasnie poprzez indukcje lincRNA-p21 zalezng od
DNA-PKcs. Oznacza to, z¢ MTX oddzialuje nie tylko na poziomie metabolitdw 1 mety-
lacji DNA, lecz takze na poziomie nickodujacego RNA regulujacego kluczowy czynnik
zapalny [37]. Z punktu widzenia biologii choroby ten mechanizm jest szczegolnie atrak-
cyjny, poniewaz laczy obserwowana klinicznie skuteczno$é leku z centralnym szlakiem
transkrypcyjnym RZS oraz z warstwa regulacji epigenetyczno-transkrypcyjnej.

Na poziomie szerszego tla choroby wspolczesne przeglady epigenetyki RZS pod-
kreslaja, ze w patogenezie uczestniczg zmiany metylacji DNA, acetylacji 1 metylacji
histon6w oraz regulacja przez miRNA 1 IncRNA. W zwiazku z tym dzialanie MTX na
potencjal metylacyjny komorki, szlaki zapalne oraz populacje regulatorowe moze prze-
kladac si¢ na wiclowarstwowy efekt epigenetyczny. Nadal jednak liczba badan mechani-
stycznych jest mnigjsza niz w przypadku klasycznej osi adenozynowej, a wyniki sg
czesciowo heterogeniczne z powodu réznic w materiale biologicznym, czasie pobrania
probek, stadium choroby i stosowanych metodach analizy. Dlatego obecny stan wiedzy
bardziej uzasadnia model istotnego udzialu epigenetyki w dzialaniu MTX niz stwier-
dzenie, ze jest to przede wszystkim lek epigenetyczny [5].

8. Farmakoepigenetyka metotreksatu: predykcja odpowiedzi i toksycznoS$ci

Zmienno$¢ odpowiedzi na metotreksat pozostaje jednym z najwigkszych wyzwan
klinicznych, poniewaz znaczna czes$¢ pacjentow nie osigga pelnej remisji lub nie uzyskuje
optymalnej odpowiedzi w przewidywanym czasiec. W ostatnich latach rosnie zaintere-
sowani¢ wykorzystaniem epigenetyki w przewidywaniu skutecznosci terapii. Badania
wskazujg, ze roznice w metylacji DNA oraz profilach miRNA moga odzwierciedla¢
zarowno aktywnos$¢ choroby, jak i odpowiedz na leczenie. Wzorce epigenetyczne mogg
by¢ wykorzystywane do identyfikacji pacjentow, ktorzy odniosg najwicksza korzy$é
z terapii MTX, zanim jeszcze ujawni si¢ petny efekt kliniczny [21].

Famakoepigenetyka MTX jest szczegdlnie atrakcyjna dlatego, ze moze laczy¢ trzy
poziomy informacji. Po pierwsze, moze odzwierciedla¢ wyjsciowy stan biologiczny
chorego, czyli czy jego uklad immunologiczny znajduje si¢ w konstelacji zmian bardzigj
podatnych na dzialanie MTX. Po drugie, moze wychwytywa¢ wezesne skutki dzialania
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leku, zanim zmniejszenie DAS28 czy poprawa w obrazowaniu stang si¢ oczywiste. Po
trzecie, moze umozliwiac stratifikacj¢ toksycznoscei, o ile uda si¢ zidentyfikowa¢ stabilne
sygnatury metylacyjne lub profile ncRNA zwigzane z hepatotoksycznoscig, miclosupresjg
czy nietolerancjg leczenia. Na obecnym etapie ten trzeci obszar jest slabiej rozwinigty
niz predykcja skutecznosci, ale kierunek badan jest wyrazny i1 zgodny z szerszym tren-
dem medycyny precyzyjnej [21, 42, 43].

Szczegolne znaczenie ma obserwacja, ze odpowiedz na MTX wydaje si¢ by¢ silniej
zwiazana z komorkowo swoistymi zmianami epigenetycznymi niz z usrednionym sygna-
lem calej krwi. To przesuwa cigzar badan z prostych modeli biomarkerowych w strong
bardziej zlozonych strategii obejmujacych dekonwolucje sygnalu, sortowanie komorek,
analizy single-cell oraz integracje epigenomu z transkryptomem i metabolomem.
W praktyce oznacza to, ze uzyteczny klinicznie biomarker odpowiedzi na MTX moze
w przyszlosci nie by¢ pojedynczym locus metylacyjnym, lecz wiclowymiarowym
modelem predykcyjnym integrujgcym kilka warstw danych biologicznych [44, 45].

9. Ograniczenia obecnych badan i kierunki przyszlych prac

Pomimo znacznego postepu badania nad epigenetycznym dzialaniem metotreksatu
napotykaja liczne ograniczenia. Heterogeniczno$¢ populacji pacjentdw, réznice w sta-
dium choroby, wczesnigjszym leczeniu, aktywnosci zapalnej, czasie pobrania materiatu
i metodologii analitycznej utrudniajg porownywanie wynikow migdzy badaniami. Do-
datkowo wickszos¢ analiz opiera si¢ na materiale z krwi pelnej lub niesortowanych PBMC,
co moze maskowa¢ zmiany zachodzace w specyficznych populacjach komorek. To
szczegolnie istotne w przypadku RZS, gdzie rozne populacie, takie jak Treg, Th17, mono-
cyty czy FLS, pelnig odmienne role patogenetyczne 1 moga réznie odpowiadac¢ na
leczenie [45, 47].

Drugim ograniczeniem jest rozbieznos¢ miedzy modelami in vitro a danymi kli-
nicznymi. W klasycznych badaniach na fibroblastopodobnych synowiocytach wykazano,
ze MTX nie wywiera silnego bezposredniego wplywu na ekspresje genow degradujacych
macierz, mimo wyraznej poprawy klinicznej u pacjentow, co sugerowalo, ze lek dziala
przede wszystkim posrednio przez uklad odpormosciowy 1 srodowisko zapalne. Z kolei
nowsze modele wspothodowli synowiocytow z aktywowanymi komoérkami PBMC
pokazaly, ze MTX samodzielnic ma jedynie umiarkowany efekt hamujacy produkcje
cytokin w pordwnaniu z glikokortykosteroidami, a jego dzialanie w pelni ujawnia si¢
dopiero w bardziej zlozonym kontekscie komdrkowym. Oznacza to, ze przyszlos¢ badan
nad MTX wymaga odchodzenia od uproszczonych systeméw monocelulamych na rzecz
modeli lepiej odtwarzajacych rzeczywiste mikrosrodowisko zapalne [10, 37, 47].

W przyszlosei kluczowe znaczenie beda mialy badania wykorzystujace technologie
single-cell oraz integracje danych multi-omics, ktére pozwola na dokladniejsze zrozu-
mienie dzialania MTX na poziomie komoérkowym 1 molekulammym. Szczegolnie po-
trzebne sg badania lgczace metylom, chromatyng, ncRNA 1 transkryptom z dokladnie
scharakteryzowanymi danymi klinicznymi oraz ocena farmakokinetyki i poliglutamylacji
leku. Rownie istotne bedzie rozwijanie modeli translacyjnych opartych na tkankach pa-
cjentow, wspothodowlach wiclokomorkowych, organoidach maziowych 1 podejsciach
in situ. Tylko takie strategie pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie, ktore zmiany epigene-
tyczne sg przyczynowo zwigzane z dzialaniem MTX, a ktore stanowia jedynie wtomy
slad wygaszania zapalenia.
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10. Dyskusja

Obecnie najbardziej produktywnym podejsciem do analizy dzialania metotreksatu
nie jest traktowanie mechanizmoéw klasycznych i epigenetycznych jako odrgbnych lub
konkurencyjnych, lecz rozpatrywanie ich jako kolejne, hierarchicznie powigzane poziomy
tego samego zjawiska biologicznego. MTX zaczyna dzialaé jako lek metaboliczny. Zmie-
nia przeplyw przez szlaki folianowe 1 purynowe, prowadzi do akumulacji adenozyny,
zmnigjsza nat¢zenie sygnalizacji zapalnej 1 ostabia rekrutacje komorek efektorowych.
Jednak jesli poprawa kliniczna ma by¢ trwala, musi dojs¢ do czegos wigceej niz tylko
przejsciowej zmiany stezenia mediatordw. Wlasnie tutaj pojawia si¢ epigenctyka jako
potencjalny mechanizm utrwalajagcy nowy stan uktadu immunologicznego. W tej per-
spektywie MTX nie jest alternatywnie lekiem antyfolianowym albo epigenetycznym,
lecz lekiem metaboliczno-epigenetycznym, w ktorym pierwszy poziom dziatania toruje
droge drugiemu.

Na tym tle szczegodlne znaczenie majg badania translacyjne, ktore wykraczajg poza
proste hodowle komdrkowe. Klasyczne modele FLS odegraly wazng rolg, ale pokazaly
tez ograniczenia: nie ttumacza pelnej skali poprawy klinicznej, poniewaz nie odtwarzaja
calego ukladu interakcji immunologiczno-zrgbowych. Dopiero badania na tkankach mazio-
wych pacjentow, modele wspothodowli z PBMC oraz analizy ex vivo komorek od chorych
ujawnily, ze MTX zmienia nie tyle jeden typ komdrki, ile cala architekture odpowiedzi
zapalnej. To thumaczy, dlaczego wyniki z prostych modeli in vitro bywaja ,,zbyt stabe”
wzgledem efektu klinicznego. Lek dziala w sieci biologicznej, a nie w izolacji.

Najsilniejszym argumentem za rzeczywistym, a nie wylacznie hipotetycznym zna-
czeniem epigenetyki w mechanizmie MTX pozostaje 0§ FOXP3-Treg. Praca Cribbs
11n. jest tutaj szczegdlnie wazna, poniewaz pokazuje cigglos¢ od poziomu molekulamego,
przez funkcje komorkows, po zjawisko kliniczne. Demetylacja regionu regulatorowego
FOXP3 1 odzyskanie funkcji supresyjnej Treg stanowig przyklad, w ktéorym zmiana
epigenetyczna nie jest tylko biemym markerem, lecz ma wyrazny sens biologiczny
i immunologiczny. To wlasnie tego typu dowody powinny stac si¢ wzorem dla kolejnych
badan nad metylacja DNA, histonami ¢zy ncRNA w odpowiedzi na MTX.

Rownie interesujacy jest watek lincRNA-p21 1 NF-xB, poniewaz pokazuje, ze MTX
moze wplywac na aparat transkrypcyjny zapalenia przez nickodujagce RNA. O ile os$
adenozynowa tlumaczy dobrze szybkie efekty przeciwzapalne, o tyle mechanizmy
zwigzane z IncRNA 1 metylacja DNA moga lepiej thumaczy¢ trwalos¢ odpowiedzi,
przywracanie rdwnowagi mi¢dzy efektorami 1 regulatorami oraz obserwowang hetero-
geniczno$¢ odpowiedzi. W praktyce klinicznej pacjenci nie 16znig si¢ tylko ,iloscig
zapalenia”, ale takze architekturg molekulama swojej odpowiedzi immunologicznej.
To wlasnie tutaj farmakoepigenetyka moze w przyszlosci zmieni¢ MTX z leku podawa-
nego sekwencyjnie metodg prob 1 bledéow w lek wdrazany bardziej precyzyjnie u tych
chorych, ktérych profil biologiczny zapowiada skutecznos¢ i akceptowalne ryzyko
dzialan niepozadanych.

Najnowsze przeglady z 2025 roku wzmacniajg t¢ interpretacje, ale jednoczesnie
nakazujg metodologiczng ostrozno$¢é. Huang i in. oraz Cai i in. pokazuja, jak szeroki
jest krajobraz epigenetyczny RZS 1 jak wiele mechanizméw moze potencjalnic wspol-
uczestniczy¢ w odpowiedzi na leczenie. Z drugiej strony te same prace wyraznie pod-
kreslaja, ze pole to jest nadal na etapie intensywnego mapowania, a nic zamknigtej syntezy
przyczynowej. Najbardziej przekonujace beda zatem te przyszle badania, ktore polacza
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projekt prospektywny, dobrze scharakteryzowana kohortg pacjentow, material komor-
kowo swoisty, dane o poliglutamylacji 1 farmakokinetyce oraz analize wiclowarstwowa
obejmujaca metylacje DNA, chromatyng i ekspresje ncRNA. Dopiero wtedy bedzie mozna
z wigksza pewnoscig rozdzieli¢ epigenetyczne przyczyny odpowiedzi od jej wtémych
sladow.

W tym sensie metotreksat pozostaje lekiem | starym™ tylko z punktu widzenia daty
wprowadzenia do terapii. Z perspektywy biologii ukladu odpomosciowego jest nadal
lekiem nowym, poniewaz jego pelny mechanizm dzialania nie zostal jeszcze w calosci
domknigty. Co wigcej, moze on stanowi¢ wzorcowy przyklad tego, jak klasyczny lek
maloczasteczkowy modyfikuje nie tylko biochemi¢ komorki, ale tez jej pamig¢ regula-
cyjna. To sprawia, ze MTX pozostaje nie tylko filarem terapii, ale tez jednym z najcie-
kawszych modeli do badania tego, jak metabolizm, zapalenie 1 epigenetyka splatajg si¢
w chorobach autoimmunologicznych.

11. Wnioski koncowe

Metotreksat jest lekiem o zlozonym 1 wielopoziomowym mechanizmie dzialania,
ktoéry obejmuje integracje procesdéw metabolicznych, immunologicznych i epigenetycz-
nych. Jego skutecznos¢ kliniczna wynika nie tylko z thumienia odpowiedzi zapalnej, ale
takze z jej dlugotrwalej reprogramacji. Najlepiej udokumentowany pozostaje wplyw na
0$ ATIC-AICAR-adenozyna, jednak rosngca liczba danych wskazuje, ze efekt MTX
obejmuje rowniez zmiany metylacji DNA, regulacje FOXP3 w limfocytach T regulato-
rowych oraz wplyw na nickodujace RNA, w tym lincRNA-p21. Wspoélczesne dane
sugeruja zatem, ze epigenctyka stanowi kluczowy pomost migdzy efektem metabo-
licznym a trwalg odpowiedzig terapeutyczng, co otwiera nowe mozliwosci w zakresie
personalizacji leczenia choréb autoimmunologicznych.
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Mechanizmy dzialania metotreksatu w chorobach autoimmunologicznych

i zapalnych z uwzglednieniem zmian epigenetycznych

Streszczenie

Celem opracowania bylo przedstawienie aktualnej wiedzy dotyczacej mechanizméw dzialania metotreksatu
w chorobach autoimmunologicznych i zapalnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli zmian epigenetycz-
nych. Przeslankg podjecia tematu jest utrzymujaca sie kluczowa pozycja metotreksatu w terapii mimo rozwoju
lekow biologicznych oraz potrzeba lepszego zrozumienia jego wielopoziomowego dzialania. Zakres pracy
obejmuje analize farmakologii leku, klasycznych mechanizméw przeciwzapalnych, jego wplywu na uklad
odpomosciowy oraz znaczenia procesdw epigenetycznych w odpowiedzi terapeutycznej. Opracowanie
przygotowano w formie narracyjnego przegladu literatury z elementami uporzgdkowanego wyszukiwania
w bazach PubMed, Scopus 1 Web of Science. Uwzgledniono prace oryginalne, przegladowe oraz badania
translacyjne dotyczgce dzialania metotreksatu, metabolizmu jednoweglowego, sygnalizacji adenozynowej
oraz mechanizméw epigenetycznych. Analiza wskazuje, ze dzialanie metotreksatu ma charakter wielowy-
miarowy 1 nie ogranicza si¢ do klasycznego efektu antyfolianowego. Kluczowsg role odgrywa os ATIC-
AICAR-adenozyna, prowadzaca do nasilenia sygnalizacji przeciwzapalnej. Istotne znaczenie majg rowniez
zaburzenia metabolizmu jednoweglowego oraz modulacja odpowiedzi immunologicznej. Coraz wigeej danych
potwierdza udzial mechanizmow epigenetycznych, w tym zmian metylacji DNA, regulacji ekspresji FOXP3
w limfocytach T regulatorowych oraz wplywu na niekodujgce RNA, co moze odpowiadac za trwalo$¢
efektu klinicznego.

Wnioski wskazujg, ze metotreksat nalezy postrzegac jako lek o zintegrowanym dzialaniu metaboliczno-
-immunologicznym 1 epigenetycznym. Epigenetyka stanowi potencjalny pomost miedzy krotkoterminowymi
efektami metabolicznymi a dlugotrwalg odpowiedzig terapeutyczng. Jednoczesnie konieczne sg dalsze badania
wykorzystujgce podejscia wielowymiarowe 1 analizy komorkowo swoiste w celu pelnego wyjasnienia me-
chanizmu dzialania oraz opracowania narzgdzi predykeji odpowiedzi i personalizacji terapii.

Stowa kluczowe: metotreksat, choroby autoimmunologiczne, RZS, epigenetyka
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Mechanisms of action of methotrexate in autoimmune and inflammatory diseases,
with a focus on epigenetic changes

Abstract

The aim of this study was to present current knowledge on the mechanisms of action of methotrexate in auto-
immune and inflammatory diseases, with particular emphasis on the role of epigenetic changes. The rationale
for addressing this topic stems from the continued key role of methotrexate in therapy despite the develop-
ment of biological agents, as well as the need for a better understanding of its multi-level mechanisms of action.
The scope of the work mcludes an analysis of the drug’s pharmacology, classical anti-inflammatory me-
chanisms, its effects on the immune system, and the significance of epigenetic processes in the therapeutic
response. The study was conducted as a narrative literature review with elements of a structured search in
the PubMed, Scopus, and Web of Science databases. Original articles, review papers, and translational studies
concerning methotrexate action, one-carbon metabolism, adenosine signaling, and epigenetic mechanisms
were included. The analysis indicates that the effects of methotrexate are multidimensional and cannot be
explained solely by its classical antifolate activity. A key role is played by the ATIC-AICAR-adenosine
axis, which enhances anti-inflammatory signaling. Disturbances in one-carbon metabolism and modulation
of the immune response are also of significant importance. Increasing evidence supports the involvement
of epigenetic mechanisms, including DNA methylation changes, regulation of FOXP3 expression in regu-
latory T cells, and the influence on non-coding RNA, which may contribute to the durability of the clinical
effect. The conclusions indicate that methotrexate should be considered a drug with integrated metabolic,
immunological, and epigenetic actions. Epigenetics may serve as a bridge between short-term metabolic
effects and long-term therapeutic response. Further studies using multi-dimensional approaches and cell-
-specific analyses are needed to fully elucidate the mechanism of action and to develop tools for response
prediction and therapy personalization.
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