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Biochimie des 
antinéoplasiques : 
le modèle du méthotrexate 

L'inhibition classique de la dihydrofolate réductase par le 
méthotrexate n'explique pas seule son pouvoir cytolytique. 
Les dérivés polyglutamates du dihydrofolate et du métho­
trexate, accumulés au cours du traitement par cette drogue, 
inhibent d'autres systèmes enzymatiques,  ce qui a des con­
séquences sur l'utilisation thérapeutique du méthotrexate. 

L
e méthotrexate (MTX) 
est un agent antinéoplasi­
que employé depuis près 
de 40 ans dans le traite­
ment d 'une grande 

variété de cancers, y compris les 
leucémies de l 'enfant, les tumeurs 
trophoblastiques, les lymphomes 
non hodgkiniens, les cancers du 
sein, de la tête et du cou, du pou­
mon et les ostéosarcomes [ 1 ] .  Le 
méthotrexate est également indi­
qué dans le traitement de mala­
dies non cancéreuses, telles le pso­
riasis avancé, les rejets de greffes 
et 1' arthrite rhumatoïde réfrac­
taire. Il est également l'anticancé­
reux le plus étudié et dont on 
connaît le mieux les mécanismes 
biochimiques d 'action et de résis­
tance. Les premiers exemples 
d 'amplification génétique ont été 
obtenus à partir de cellules résis­
tantes au MTX. Plusieurs princi­
pes d'action biochimique des anti­
métabolites anticancéreux ont éga­
lement été élucidés à partir d'étu­
des effectuées sur ce médicament. 
Ces connaissances biochimiques 
ont entraîné l 'emploi clinique de 
hautes doses de MTX pour con­
trecarrer les mécanismes connus 
de résistance tumorale. Il est donc 
opportun de faire le point sur les 

données récentes relatives aux 
mécanismes d'action et de résis­
tance du MTX et d 'examiner 
leurs implications sur la rationa­
lité des protocoles cliniques 
employant de hautes doses de 
MTX. 

1 Mécanismes d'action 
Inhibition de la dihydrofolate 
réductase. Le MTX est un anti-
folate , c'est-à-dire un analogue 
4-NH2- 10-CH3 de l 'acide ptéroyl­
glutamique (acide folique ; Pte-
Glu) (figure lB), qui pénètre dans 
la cellule via une protéine trans­
membranaire spécifique utilisée 
normalement dans le transport des 
folates réduits [ 1 ] .  Dès son entrée 
dans la cellule , le MTX se lie 
avec une grande affinité à 
l 'enzyme dihydrofolate réductase 
(DHFR) qu' il inhibe en formant 
un complexe ternaire avec le 
NADPH *  [2] . Cette atteinte de la 
fonction de la DHFR est respon-
sable des effets cytotoxiques du 
MTX car elle entraîne expéri­
mentalement une inhibition de la 
synthèse de novo de 1' acide 
thymidylique et des purines [3 ] .  
Traditionnellement, on explique 
cette inhibition de la façon sui-
vante : durant la synthèse de novo 

• NADPH = nicotinamide-adinine-dinucliotide­
phosplw.te réduit, coenzyme de la réductase. 

de l 'acide thymidylique, le méthy­
lènetétrahydrofolate (CH2-H4 
PteGlu) est  métabolisé en  _ 
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dihydrofolate (H2PteGlu) , un 
cofacteur inactif qui doit être 
réduit par la DHFR en tétrahy­
drofolate (H4PteGlu) pour rede­
venir un cofacteur à activité 
physiologique (figure 2). L'inhibi­
tion de la DHFR entraînerait 
donc théoriquement une accumu­
lation intracellulaire de H2PteGlu 
et une déplétion des cofacteurs 
folates réduits. La synthèse de nova 
de 1' acide thymidylique serait 
alors inhibée par des niveaux 
intracellulaires de CH2-H4PteGlu 
insuffisants, alors que deux étapes 
de la synthèse de nova des purines 
seraient inhibées par la diminu­
tion des niveaux de leur cofacteur, 
le 10-CHO-H4PteGlu (figure 2) . 
La synthèse de l'ADN serait donc 
inhibée par manque de nucléoti­
des. Ce schéma traditionnel vient 
d'être remis en question par des 
études récentes qui ont examiné 
directement les modifications des 
pools de folates intracellulaires 
secondaires à 1' administration de 
MTX. 
Rôle des dérivés polyglutamates 
• Folates intracellulaires. La mise 
au point de nouvelles techniques 
a permis récemment de mesurer 
avec précision les niveaux de fola­
tes intracellulaires [4,5] : après 
exposition de cellules cancéreuses 
au MTX, les niveaux de 
H2PteGlu, non détectables nor­
malement, augmentent rapide­
ment et représentent après envi­
ron une heure d'exposition près 
de 30 % de tous les folates intra­
cellulaires. Cette hausse se fait 
aux dépens des pools de 5-CH3-
H4PteGlu, qui est le substrat de 
la méthionine synthase et habi­
tuellement la forme principale des 
folates intracellulaires. Les niveaux 
de CH2-H4-PteGlu ainsi que de 
10-CHO-H4PteGlu diminuent à 
peine cependant et l 'augmentation 
du H2PteGlu cesse après une 
heure d'exposition au MTX. Le 
MTX n'entraîne donc pas de 
diminution importante des folates 
impliqués dans les synthèses de 
nova de l'acide -thymidylique et des 
purines et, après une augmenta­
tion initiale, le substrat de la 
DHFR inhibée, le H2PteGlu, 
cesse de s 'accumuler. Puisque les 
synthèses de nova des purines et 

pyrimidines sont malgré tout stop­
pées, ces observations suggèrent 
qu'une inhibition directe de ces 
voies métaboliques est créée suite 
à l ' inhibition de la DHFR par le 
MTX. Des études récentes sur le 
métabolisme intracellulaire des 
folates ont mis à jour les éléments 
nécessaires à une nouvelle com­
préhension d'action du MTX. 
• Métabolisme intracellulaire des 
folates. Les folates intracellulaires 
existent sous forme de métaboli­
tes polyglutamates, c'est-à-dire de 
composés auxquels trois à six rési­
dus -y-glutamyl supplémentaires 
ont été ajoutés au niveau de leur 
groupe glutamyl terminal par l'en­
zyme folylpolyglutamate synthé­
tase (FPGS) [6] (figure lA) .  Ce 
sont les formes physiologiquement 
actives des cofacteurs puisque des 
cellules mutantes sans FPGS sont 
incapables de survivre en culture 
cellulaire sans l 'ajout de tous les 
produits des réactions où les fola­
tes agissent comme cofacteurs [7] . 
Les polyglutamates des folates ont 
une affinité accrue pour les enzy­
mes dont ils sont des cofacteurs 
mais également pour d'autres 
enzymes impliquées dans le méta­
bolisme des folates, dont ils peu­
vent être des inhibiteurs [6] . De 
plus, les répétitions << polygluta­
mates » portent plusieurs charges 
anioniques qui nuisent au trans­
port de ces molécules hors de la 
cellule et assurent ainsi leur 
rétention cellulaire prolongée. Des 
études ont démontré que les 
polyglutamates du H2PteGlu 
(H2PteGlun) peuvent inhiber 
directement la thymidylate 
synthase [8] et les enzymes res­
ponsables de la synthèse de nova 
des purines [9, 10 ] .  Il est donc 
probable que l 'augmentation des 
concentrations d 'H2PteGlun 
secondaire à l 'inhibition de la 
DHFR par le MTX entraîne 
directement l ' inhibition de ces 
voies enzymatiques .  L'inhibition 
de la thymidylate synthase expli­
querait également le plafonne­
ment rapide des niveaux 
d 'H2PteGlu observé (figure 2). 
• Métabolisme intracellulaire du 
MTX [ 1 1 ] .  Alors que l 'étude du 
métabolisme des folates permet 
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Figure 1 . Structure des polyglutamates des tétrahydrofolates (A} et du méthotrexate (8}. Les tétrahydrofolates 
(partie A de la figure) transportent les groupes monocarbonés (RJ sur le N5, le N10 ou en formant un pont N5 - 10. 

Figure 2. Mécanisme d'action du 
méthotrexate. MTX = méthotrexate ; 
MTXPGs = polyglutamates du métho­
trexate ; DHFR = dihydrofolate réduc­
tase ; TS = thymidylate synthase ; 
H2PteG1un· H4PteG1un. 5- 1 O-CH2-H4 
PteGiun et 1 O-CHO-H4PteGiun sont, 
respectivement, les polyglutamates du 
dihydrofolate, tétrahydrofolate, méthy­
lènetétrahydrofolate et 1 0-formyltétra­
hydrofolate. Les lignes pointillées indi­
quent une inhibition enzymatique. 
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une meilleure compréhension des 
effets immédiats et précoces du 
MTX, des découvertes récentes 
sur le métabolisme intracellulaire. 
du MTX ont permis d'élucider les 
mécanismes de certains effets cel­
lulaires prolongés de l 'antifolate . 
Comme les folates intracellulaires ,  
le  MTX est ùn substrat de 
l ' enzyme folyl-polyglutamate 
synthétase [ 1 2) .  Les dérivés poly­
glutamates du MTX (MTXPGs) 
(figure 1 B) ont été identifiés dans 
plusieurs tissus animaux et 
humains exposés au MTX [1] : la 
synthèse des MTXPGs dépend de 
la concentration extracellulaire de 
MTX de même que de la durée 
de 1 'exposition à 1 'antifolate [ 1 3 ] .  
Ces métabolites confèrent au 
MTX les caractéristiques supplé­
mentaires suivantes : (a) une affi­
nité accrue pour la DHFR[1 4l .  
Les MTXPGs remplacent fe . 
MTX sur la DHFR dès qu'ils 
apparaissent dans la cellule . Leur 
affinité pour l'enzyme cible est 
probablement supérieure à celle 
du MTX puisque les MTXPGs 
sont beaucoup plus difficilement 
dissociables de la DHFR que le 
MTX. (b) Une rétention intracel­
lulaire . Comme les dérivés poly­
glutamates des folates, certains 
dérivés polyglutamates du MTX 
sont retenus beaucoup plus avide­
ment dans les cellules que le 
MTX. Le MTX et les métaboli­
tes ayant un total de deux ou trois 
résidus glutamyls (MTXGlu2et3) 
quittent les cellules de tumeurs 
mammaires humaines après leur 
transfert dans un milieu sans 
MTX, alors que les MTX-Glu4 
sont retenus en partie et les 
MTX-Glu5 en totalité [ 1 3 ) .  Ce 
phénomène est important puisque 
les MTXPGs peuvent persister 
dans la cellule à des concentrations 
suffisantes pour saturer la DHFR 
et inhiber la croissance cellulaire 
longtemps après la disparition du 
. MTX extracellulaire [ 1 3 - 1 5 ) .  
(c) Une inhibition d'enzymes 
autres que la DHFR. L'addition 
de polyglutamate confère au 
MTX, comme aux folates physio­
logiques, une affinité accrue pour 
plusieurs enzymes dont les folates 
sont cofacteurs [ 6] . Traditionnel­
lement, le MTX était considéré 

comme un inhibiteur spécifique de 
la DHFR avec un faible potentiel 
inhibiteur pour la thymidylate 
synthase, sans affinité significative 
pour aucune autre enzyme. Les 
MTXPGs cependant inhibent 
directement plusieurs autres enzy­
mes [9, 10 , 16) ,  dont la thymidylate 
synthase et certaines enzymes de 
la synthèse de novo des purines, à 
des concentrations intracellulaires 
de MTXPGs qui peuvent être 
atteintes au cours du traite­
ment [ 1 3 ) .  Il est donc probable 
que, comme les H2PteGlun, les 
MTXPGs puissent, in vivo, inhi­
ber directement les synthèses de 
novo de l'acide thymidylique et des 
purines. 
Le métabolisme du MTX prend 
toute son importance dans des 
expériences où 1 'exposition au 
MTX est de courte durée 
(24 heures ou moins), un schéma 
expérimental se rapprochant de la 
situation clinique [ 1 3- 1 5] .  C'est 
dans ces circonstances que la 
rétention prolongée des MTXPGs 
à longue chaîne glutamyl permet 
une inhibition de la DHFR qui se 
prolonge après disparition du 
MTX extracellulaire . Ceci 
entraîne probablement une éléva­
tion prolongée des niveaux 
d' H2PteGlun qui ,  avec les 
MTXPGs, continuent à inhiber 
directement les synthèses de novo 
de 1' acide thymidylique et des 
purines longtemps après l'adminis­
tration du MTX (figure 2). 
Mécanismes de cytotoxicité 
Les mécanismes précis par lesquels 
l 'inhibition de la DHFR et l 'abo­
lition qui en résulte de la synthèse 
de novo des purines et des pyrimi­
dines sont cytotoxiques, restent 
inconnus. Des travaux encore pré­
liminaires suggèrent que l' inhibi­
tion de la thymidylate synthase 
entraîne une élévation importante 
des niveaux intracellulaires de son 
substrat, l 'acide désoxyuridylique 
triphosphate (dUTP) [ 1 7) .  Celui­
ci serait incorporé de façon anor­
male dans l'ADN [ 18) , entraînant 
sa fragmentation et la mort cellu­
laire [ 19 ,20) . Ces résultats sont 
cependant contestés par certains 
chercheurs qui n'ont pas pu con­
firmer une telle incorporation de 
dUTP dans l 'ADN à la suite 
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d'administration de MTX [2 1 ] . 
Néanmoins, cette hypothèse dmt 
être explorée à fond car elle peut 
mener à une meilleure compré­
hension des mécanismes ultimes 
de la cytotoxicité au MTX. 

1 Mécanismes 
de résistance 

l 'importance primordiale du méta­
bolisme du MTX dans son méca­
nisme d'action. 

1 Hautes doses de MTX 
Bases biochimiques. Depuis plu­
sieurs années,  le MTX est 
employé à hautes doses, suivi de 
l ' administration de 5-CHO­

On reconnaît traditionnellement H4PteGlu (acide folinique) comme 
quatre mécanismes pour expliquer antidote pour les tissus normaux. 
la résistance tumorale au MTX : Ces traitements ont été initiale­
( a) une altération du transport ment mis au point pour surmon­
transmembranaire empêchant ter une résistance tumorale au 
l 'accumulation intracellulaire suf- MTX secondaire à une anomalie 
fisante de MTX pour saturer la du mécanisme de transport 
DHFR [22] ; (b) une augmenta- puisqu'on croyait que c'était le 
tian des niveaux de DHFR empê- mécanisme principal de résistance 
chant le MTX de se lier à tous à 1' antifolate [ 1 ] .  Expérimentale­
les sites enzymatiques [ 23 1  ; ment, à hautes concentrations de 
(c) une altération de la DHFR MTX, une quantité suffisante de 
caractérisée par une affinité MTX peut pénétrer au travers de 
réduite pour le MTX [24] ; la membrane cellulaire anormale 
( d) une diminution de la synthèse par diffusion et se lier à tous les 
de novo de l 'acide thymidylique sites actifs de la DHFR [22] .  Mal­
rendant la cellule moins dépen- heureusement, dans certaines 
dante de l'activité de la DHFR et tumeurs [ 1 5 ] ,  les autres mécanis­
de ce fait moins sensible aux effets mes par lesquels une cellule can­
du MTX [25] . Un cinquième céreuse résiste au MTX sont plus 
mécanisme s'est récemment ajouté importants que les anomalies de 
à cette liste : un métabolisme transport et ne sont pas tous éga­
insuffisant du MTX en lement réversibles par de hautes 
MTXPGs. Trois approches expé- concentrations de MTX : (a) des 
rimentales nous permettent de niveaux élevés de DHFR ne sont 
déduire que le métabolisme du pas nécessairement saturés par de 
MTX en MTXPGs est essentiel hautes concentrations intracellulai­
aux effets cytotoxiques du MTX : rês de MTX puisque le MTX 
(a) il existe une corrélation directe lui-même peut induire, par des 
entre la cytotoxicité du MTX et mécanismes encore mal connus, 
les quantités de MTXPGs formés une surélévation aiguë du niveau 
dans plusieurs lignées tumorales de la DHFR dont le gène est déjà 
expérimentales [ 1 , 13 , 15 ]  ; (b) une amplifié [23] ; (b) des DHFR avec 
lignée humaine de cancer · mam- affinité diminuée pour le MTX 
maire rendue résistante au MTX identifiées dans des cellules bias­
par exposition continue in vitro tiques de leucémies myéloïdes 
au médicament a comme princi- aiguës humaines ont si peu d'affi­
pale anomalie une absence pres- nité pour le médicament que 
que complète de synthèse de l 'activité enzymatique ne serait 
MTXPGs [26] ; (c) un analogue pas nécessairement inhibée par de 
du MTX qui n'en diffère que P?I' ·- hautes concentrations de 
une substitution fluor dans le MTX [24] ; (c) des lignées tumo­
groupe terminal glutamyl (le -y- raies humaines de cancer du pou­
fluorométhotrexate) est beaucoup mon à petites cellules indifféren­
moins cytotoxique que le ciées, résistantes au MTX du fait 
MTX [27] . d'une activité diminuée de la 
Cet analogue ne peut pas être thymidylate synthase, sont peu 
métabolisé en polyglutamates à sensibles à de hautes concentra­
cause du résidu fluor mais est un tians de MTX [ 1 5] ; (d) l'exposi­
inhibiteur de la DHFR aussi effi- tian de cellules tumorales à de 
cace que le MTX, démontrant hautes doses de MTX peut par-
mis n ° 4 ool. 3, aun1 87 

fois, mais pas toujours, outrepas­
ser une résistance au MTX due 
à un métabolisme insuffisant en 
polyglutamates [ 1 5 ,26] . 
Les hautes doses de MTX doivent 
être administrées en association 
avec l 'acide folinique pour préve­
nir les effets toxiques accrus de 
cette forme de traitement. Tradi­
tionnellement, ori reconnaît deux 
mécanismes par lesquels l 'acide 
folinique peut agir comme anti­
dote : (a) le folate peut inhiber le 
transport du MTX dans la cellule 
puisque les deux empruntent la 
même protéine de transport trans­
membranaire [ 1 ] .  Ce mécanisme 
est probablement responsable de 
l 'effet de l 'acide folinique en pré­
sence du MTX et explique 
qu'expérimentalement, à doses 
trop élevées ou rapprochées du 
MTX, l 'antidote peut abolir 
l 'effet antitumoral de l 'antifo­
late [28] ; (b) l ' acide folinique 
peut reconstituer directement les 
pools intracellulaires de folates 
réduits qui auraient été déplétés 
sous l 'effet du MTX. Cette der­
nière hypothèse doit être modifiée 
puisqu'on sait maintenant que le 
MTX affecte peu les pools de 
folates réduits impliqués dans la 
synthèse de novo des purines. Elle 
peut peut-être expliquer cependant 
l 'observation expérimentale que 
l'acide folinique est un antidote 
compétitif du MTX, c'est-à-dire 
que plus la dose de MTX est éle­
vée, moins l 'antidote est efficace 
et, à doses très élevées de MTX, 
il est complètement incapable de 
réverser les effets de l 'antifo­
late [29] . En effet, les pools de 
folates réduits augmentés à la 
suite de l 'emploi de l 'acide folini­
que serviront à réverser l ' inhibi­
tion directe des enzymes des 
synthèses de novo des purines et 
des pyrimidines par les  
H2PteGlun e t  les MTXPGs. A 
doses élevées de MTX, et par 
conséquent à des concentrations 
intracellulaires élevées de 
MTXPGs, les pools de folates 
quoiqu'accrus seront potentielle­
ment insuffisants pour réverser ces 
inhibitions enzymatiques directes. 
De plus, certains folates réduits 
peuvent dissocier directement le 
MTX de la DHFR et rétablir 
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Implications cliniques. L'emploi 
clinique de hautes doses de MTX 
n'a malheureusement réussi à pas­
ser outre la résistance tumorale au 
MTX que dans une minorité des 
cas et n'est encore utilisé réguliè­
rement que dans le traitement des 
ostéosarcomes et des lymphomes 
non-Hodgkiniens [ 1 ] .  Ceci n'est 
guère surprenant vu l 'hétérogé­
néité des mécanismes de résistance 
au MTX et leur susceptibilité 
variable à une augmentation des 
concentrations de MTX. Plusieurs 
laboratoires tentent de développer 
des sondes biologiques qui per­
mettront de doser les protéines 
impliquées dans la résistance au 
MTX et de n'employer ainsi les 
traitements par hautes doses de 
MTX que dans des situations 
appropriées. Il n'en demeure pas 
moins que, basées sur nos con­
naissances actuelles de la biochi­
mie pharmacologique du MTX, 
certaines recommandations prati­
ques sur l 'emploi du MTX à 
haute dose s ' imposent : tout 
d'abord, il faut administrer le 
MTX, pour atteindre des concen­
trations plasmatiques de 1 0  - 4 à 
1 0  - sM, pendant au moins vingt­
quatre heures. Ces concentrations 
de MTX sont suffisantes pour 
surmonter une résistance secon­
daire à un transport anormal , et 
la durée d'exposition permet 
d 'optimiser la formation des déri­
vés polyglutamates du MTX. Une 
deuxième recommandation est 
d 'administrer 1' acide folinique à 
doses minimales et le plus long­
temps possible après le MTX 
pour tenter d'éviter que l 'antidote 
n'agisse sur les tissus cancéreux, 
diminuant alors l'effet thérapeuti­
que du MTX. Des régimes 
d 'administration du méthotrexate 
respectant ces principes existent 
déjà [3 1 ] ,  mais ils méritent une 
étude clinique beaucoup plus 
approfondie • 
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Summary 

Recent concepts concerning the 
mechanism of action of the 
antifolate methotrexate (MTX) 
are presented. Traditionally, 
the drug has been thought to 
act solely by inhibiting dihy­
drofolate reductase, leading to 
depletion of reduced intracellu­
lar folates and consequent inhi­
bition of de novo purine and 
pyrimidine synthesis. Recent 
studies have shown that the 
reduced folates involved in 
purine synthesis are not signi­
ficantly affected by MTX and 
that the decreased nucleotide 
synthesis rate observed is pro­
bably the result of direct inhi­
bition of these reactions by 
dihydrofolate polyglutamates 
which accumulate intracellu­
larly after dihydrofolate reduc­
tase inhibition. The role of 
methotrexate polyglutamates in 
drug action is also discussed 
along with updated concepts 
of the mechanisms of MTX 
tumor resistance and their 
treatment with high-dose regi­
mens. 
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