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U radu su, u 12 časovnom urinu pacijenata sa limfoblastnom leukemijom tretiranih metotreksatom, ispitivani veza 
između pH i aktivnosti enzima alanin aminopeptidaze i gama-glutamiltransferaze. Pacijentima je intravenski 
apliciran metotreksat u 4 pojedinačne doze od 2000 mg/m2sa razmakom od 15 dana uz upotrebu leukovorina kao 
zaštite. Ispitivanje je vršeno na 30 ispitanika, oba pola i starosti od 4 do 10 godina. U radu smo utvrdili negativnu 
korelaciju između nivoa aktivnosti enzima alanin aminopeptidaze i gama-glutamiltransferaze kao mjere 
nefrotoksičnosti metotreksata i nivoa pH urina. Utvrđeni su negativni faktori korelacije, r = - 0,745 za alanin 
aminopeptidazu i r = - 0,783 za gama-glutamiltransferazu. 

Ključne riječi: Alanin aminopeptidaza, gama-glutamiltransferaza, pH urina, limfoblastna leukemija, metotreksat, 
korelacija 

UVOD 

Metotreksat je efikasan u liječenju u slučajevima osteosarkoma te tumora dojke, glave i pluća  (1-5). Princip 
njegovog djelovanja je inhibicija folatsintetaze. Metotreksat se primjenjuje u visokim, srednjim i niskim dozam a 
najčešće intravenski (6).Visoke doze od 500 ili više mg/m2 se primjenjuju u slučajevima leukemije, limfoma, 
leptomeningealnih metastaza i osteosarkoma. Srednje doze metotreksata, od 50 do 500 mg/m2, se primjenjuju u 
slučajevima gestacionih tropoblastičnih bolesti, a niske doze od 50 ili manje mg/m2 se primjenjuju u 
antiinflamatornoj terapiji reumatoidnog artritisa i psorijaze (7,8). 

Intravenske doze metotreksata veće od 1000 mg/m2 često izazivaju seriju sistemskih toksičnosti. One obuhvataju 
sem kože, sluznica, jetre i mozga i bubrežno tkivo (9). U bubrežnom tkivu metotreksat može da izazove 
glomerularnu i tubularnu toksičnost, ali klinička ispitivanja pokazuju da to nije opšta pojava (10).  

Rizik od pojave nefrotoksičnosti metotreksata može da bude uvećan genetskim polimorfizmom uključenim u 
metabolizam folata (11). 

U dosadašnjim studijama utvrđivanje nefrotoksičnosti metotreksata je najčešće vršeno pri primjeni niskih doza 
lijeka kod antiinflamatornih liječenja reumatoidnog artritisa i psorijaze. Glomerularna toksičnost je praćena 
određivanjem klirensa inulina, kreatinina, etilendiaminotetraacetata (EDTA) i povećanjem koncentracije albumina 
u urinu (12,13).Tubularna toksičnost je praćena određivanjem koncentracije elektrolita u krvi, 1- ili 2-
mikroglobulina u urinu i tubularne enzimurije (14,15). 

Cilj ovo grada je bio da se, na reprezentativnom broju ispitanika sa akutnom limfoblastnom leukemijom tretiranih 
visokim dozama metotreksata, utvrdi moguća veza između porasta aktivnosti u urinu tubularnih enzima alanin 
aminopeptidaze, AAP (EC. 3. 4. 11. 2) i gama-glutamiltransferaze, GGT (EC. 2. 3. 2. 2) kao mjere nefrotoksičnosti 
i promjene pH urina. 

REZULTATI I DISKUSIJA 

Srednje vrijednosti aktivnosti AAP sa standardnim devijacijama (x ± SD), za ispitanike koji su tretirani 
terapijskim dozama metotreksata, su predstavljene na slici 1. Na istoj slici su predstavljene i odgovarajuće 
srednje vrijednosti pH 
sa standardnim devijacijama (x ± SD). Iz slike je evidentno da je pad srednjih vrijednosti pH urina praćen 
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porastom srednjih vrijednosti aktivnosti enzima. Prosječno povećanje aktivnosti enzima za sniženje pH za jednu 
jedinicu iznosi 15 %. 

 

 

Slika 1. Kinetike promjena aktivnosti alanin aminopeptidaze (AAP)i  pH u urinu pacijena tatretiranih sa 4 
terapeutske doze metotreksata. Vrijednosti su izražene kao srednje vrijednosti ± SD. 

Fig.1. Kinetics of alanine aminopeptidase (AAP) activity changes and pH in the urine of  patients treated with four 
therapeutic doses of methotrexate. The values are expressed as means ± SD. 

 

Za drugi enzim proksimalnih tubula GGT su predstavljene uporedno srednje vrijednosti aktivnosti enzima sa 
standardnim devijacijama (x ± SD) i srednje vrijednosti odgovarajućih pH vrijednosti sa standardnim 
devijacijama (x± SD) (slika 2.). I kod GGT niže srednje vrijednosti pH su praćene višim srednjim vrijednostima 
aktivnosti enzima. Prosječan porast aktivnosti enzima pri sniženju pH za jednu jedinicu iznosi 17 %. 

 

 



Slika 2. Kinitike promjena aktivnosti gama-glutamiltransferaze (GGT) i pH u urinu pacijena  tatretiranih sa 4 
terapeutske doze metotreksata.   Vrijednosti su izražene kao srednje vrijednosti ± SD. 

Fig. 2. Kinetics of gamma-glutamyltransferase (GGT) activity changes and pH in the urine  of patients treated 
with four therapeutic doses of methotrexate. The values are expressed as means ± SD. 

 

Kinetike promjena aktivnosti oba enzima, AAP i GGT, praćene sa kinetikom promjena pH urina ukazuju na 
moguću negativnu korelaciju. Odgovarajuće korelacije su predstavljene za AAP na slici 3 (p < 0,01) i za GGT na 
slici 4 (p < 0,01). 

 

Slika 3. Korelacija aktivnosti alanin aminiopeptidaze (AAP) i pH urina pacijenata tretiranih sa 4 terapeutske doze 
metotreksata. Vrijednosti su izražene kao srednje vrijednosti ± SD. 

Fig. 3. Correlation of alanine aminopeptidase activity and pH in the urine of patients 
treated with four therapeutic doses of methotrexate. The values are expressed as means ± SD. 

 

 

 



Slika 4. Korelacija aktivnosti gama-glutamiltransferaze (GGT)  i pH urina pacijenata tretiranih sa  4 terapeutske 
doze metotreksata. Vrijednosti su izražene kao srednje vrijednosti ± SD. 

Fig. 4. Correlation of  gama-glutamiltransferase (GGT) activity and pH in the urine of patients  treated with four 
therapeutic doses of methotrexate. The values are expressed as means ± SD. 

 

AAP i GGT su enzimi lokalizovani u membranama ćelija epitela proksimalnih tubula. Porast njihove aktivnosti u 
urinu je znak reverzibilnih oštećenja epitela proksimalnih tubula. Metotreksat je slaba dikarboksilna kiselina sa 
pKa 4,8 i 5,5. Ako se, u okviru terapije, primjenjuje kod fiziološkog pH tad je on najviše jonizovan i rastvorljiv i 
kratko se zadržava u tkivu proksimalnih tubula. Najpovoljniji pH u njegovom administriranju je između pH 7 i 8. 
Ako se pH urina snizi ispod fiziološkog pH rastvorljivost metotreksata se smanjuje i on se taloži i djelimično 
konvertuje u njegov metabolit 7-hidroksimetotreksat. Duže zadržavanje lijeka u tkivu epitela proksimalnih tubula 
uslovljava direktnu toksičnost koja se manifestuje u vidu oštećenja membrana ćelija epitela proksimalnih tubula i 
pojavi lezija tkiva epitela. Ovo je u saglasnosti sa rezultatima Hagos-a i sar. (20) da metotreksat i njegovi 
metabiliti, u membranama ćelija epitela proksimalnih tubula, se vežu za polispecifične organske transportne 
anjone, OAT1, OAT2, OAT3 i OAT4, čime ometaju transport kroz tubule i izazivaju direktnu tubularnu toksičnost. 
Da sniženje pH urina povećava nefrotoksičnost metotreksata utvrdio je Kintzel (21) i predložio da se ta pojava 
spriječi uzimanjem per os natrijum-bikarbonata. Kako je povećanje aktivnosti u urinu AAP i GGT mjera toksičnog 
djelovanja lijeka i kako je pH mjera kiselosti/bazičnosti urina onda je i logično zašto su između aktivnosti enzima, 
izraženih u U/mmol kreatinina, i vrijednosti pH dobiveni relativno visoki koeficijenti negativne korerlacije (r = - 
0,745 i r = - 0,783) (p < 0,01). 

ZAKLJUČAK 

Liječenje pacijenata, oboljelih od limfoblastne leukemije, sa visokim dozama metotreksata od 2000 mg/m2 u 4 
pojedinačne doze sa razmakom od 15 dana i  uz zaštitu sa leukovorinom, izaziva nefrotoksične efekte koji za 
posledicu imaju porast aktivnosti u urinu enzima membrana ćelija epitela proksimalnih tubula, AAP i GGT. Stepen 
nefrotoksičnog djelovanja zavisi od pH urina. Snižavanje pH urina ispod fiziološkog pH smanjuje rastvorljivost 
lijeka, povećava  vrijeme njegovog zadržavanja u proksimalnim tubulama i uslovljava veći stepen njegove 
nefrotoksičnosti. Zbog toga su između aktivnosti enzima i vrijednosti pH utvrđene negativne korelacije sa 
relativno visokim koeficijentima korelacije, r = - 0,745 i r = - 0,783) 

LITERATURA 

1. Waling J.: From methotrexate to pemetrexed and beyond. A review of the pharmacodynamic and clinical 
properties of antifolates. Invest New Drugs, 2 (2006) 24-37. 

2. Comandone A., R. Passera, A. Boglione, V. Tagini, S. Ferrari, R. Cattel: High-dose methotrexate in adult 
patients with osteosarcoma: clinical and pharmacokinetic results. Acta Onco.l, 44 (2005) 406-409. 

3. Marika H., M.D. Grönroos: Long-term follow-up of renal function after high-dose methotrexate treatment 
in children. Pediatr. Blood Cancer,  51 (2008) 535-539. 

4. Janeway K.A., H.E. Grier: Sequelae of osteosarcoma medical therapy: a review of rare acute toxicities 
and late effects. Lnacet Onco.l, 11 (7) (2010) 670-678. 

5. ErdbrȔngger U., K. de Groot: Is methotrexate nephrotoxic? Dose-dependency, comorbidities and 
comedication. Z Rheumatol., l70 (7) (2011) 549-552. 

6. Suzuki K., K. Doki, M. Homma, H. Tamaki, S. Hori, H. Ohtani, et al.: Co-administration of proton pum 
inhibitors delays elimination of plasma methotrexate in high-dose methotrexate therapy. Br. Clin. 
Pharmacol., 67 (2009) 44-49. 

7. Santucci R., D. Leveque, A. Lascoute, V. Kemmel, R. Herbrech: Delayed elimination of 
methotrxateassiciated with co-administration of proton pump inhibitors. Anticancer Res., 30 (2010) 
3807-3812. 

8. Widemman B.C., F.M. Balis, A. Kim, M. Boron, N. Jayaprakash, A. Shalabi, et al.: Glucarpidase, 
leucovorin and thymidine for high-dose methotrexate - induced - renal dysfunction: clinical and 
pharmacologic factors affecting outcome. J. Clin. Oncol., 28 (2010) 3979-3984. 

9. Hempel L., J. Misselwitz, C. Fleck, K. Kentouche, C. Leder, D. Appenroth, et al.: Influence of high-dose 
methotrexate therapy  (HD-MTX) on glomerular and tubular kidney function. Med. Pediatr. Oncol., 40 
(6) (2003) 348-354. 

10. Matsando H., M. Fahim, D.S. Gill, C.M. Hawley, D.W. Johnson, M.K. Gandhi, et al.: High dose 
methotrekxate and extended hours high-flux hemodialysis for the treatment of primary central nervous 
syste lymphoma in a patient with and  stage renal disease. Am. J. Blood Res., 2 (1) (2012) 66-70. 

11. Badaganani I., R.A. Castro, T.R. Taylor, C.M. Brett, CC Huang, D Stryke, et al.: Interaction of 
methotrxate with organic-anion trasporting polypeptide 1A2 and genetic variants. J. Pharmacol. Exp. 
Their, 318 (2006) 521-529. 



12. Bazzi C.: Composition of proteinuria in primary glomerulonephritides: association with tubolo-interstitial 
damage, outcome and response to therapy. G. Ital. Nefrol., 20 (4) (2003) 346-355. 

13. Batlle-Gualda E, A.C. Martinez, A. Guerra, E. Pascual: Urinary albumin excretion in  patients with  
systemic  lupus erythematosus without renal disease. Ann. Rheum. Dis., 56 (1997) 386-389. 

14. Hsu W.S., J.T. Kao, J.S. Chen: Clinical significance of urinary N-acetyl-beta-D-glucosaminidase and 
alanine aminopeptidase. Taiwan Yi Xue Hui Za Zhi, 88 (4) (1989) 407-409. 

15. Skalova S.: The diagnostic role of urinary N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG) activity in the 
detection of renal tubular impairment. Acta Medica, 48 (2) (2005) 75-80. 

16. Werner M., D. Muruhn, M. Atoba: Use of gelfiltration in the assay of urinary 
enzymes. J. Chromatog.,  40 (1969) 254-263. 

17. Jung K., D. Scholz. An optimized assay of alanine aminopeptidase activity in    urine. Clin. Chem., 26 
(1980) 1251-1254. 

18. Persijn   J.P.,  W. van   der   Slik:   A   new   method   for  the   determination   of gamma-
glutamyitransferase in serum. J. Clin. Chem. Clin. Biochem, 14 (1976) 421-427. 

19. Bartels H., M. Böhmer: Micro-determination of creatinine. Clin. Chim. Acta 32 (1971) 81-85. 
20. Hugos Y., N.A. Wolf:  Assessment of the role of renal organic anion transporters in drug-induced 

nephrotoxicity. Toxins, 2.(2010).2055-2082. 
21. Kontzel P.E.: Reduced time for urinary alkalinization before high-dose methotrexate with preadmission 

oral bicarbonate. J. Oncol. Pharm. Practice, 18 (2) (2012) 239-244. 
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In order to study methotrexate nephrotoxicity, we studied pH and the enzyme activities, alanine aminopeptidase 
(AAP) and gamma-glutamyltransferase (GGT) in the 12-hour urine of patients with lymphoblastomous leukemia 
treated with methotrexate. The patients, all of the Pediatric Hospital of the University Clinical Center, were 
included in the present study. The patients were intravenously receiving 4 individual methotrexate doses of 2000 
mg/m2 every 15 days, followed by leucovorin as a protector. 30 patients altogether were treated. They were from 
both sexes, the age range varying from 4-10 years. Before the analysis of urine, the enzymes were separated by 
gel filtration. Enzymatic activities of alanine aminopeptidase and gamma-glutamyltransferase, expressed as 
U/mmol creatine, and creatine concentrations were determined by spectrophotometry. The urine pH was 
determined by pH meter Jenway 3310. The results analyzed by standard statistical methods are presented 
graphically. We found a negative correlation between the level of enzyme activities of alanine aminopeptidase 
and gamma-glutamyltransferase as a measure of methotrexate nephrotoxicity and the level of urine pH. The 
correlation coefficients were found to be r = - 0.745 for alanine aminopeptidase, and r = - 0.783 for gamma-
glutamyltransferase. 

Key words: alanine aminopeptidase, gamma-glutamyltransferase, urine pH, lymphoblastomous leukemia, 
methotrexate, correlation  
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