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Резюме
Цель. Установить значение отдельных цитокинов и оксида азота в реализации фар­
макологических эффектов метотрексата и лефлуномида у больных ревматоидным 
артритом (РА).
Материал и методы. Исследовано 94 больных достоверным серопозитивным РА в 
активной фазе , 87 жен. и 7 муж. в возрасте от 20 до 60 лет. Длительность заболева­
ния от 6 мес. до 10 лет. 63 больных получали метотрексат в дозе 20 мг 1 раз в нед. 
внутримышечно, 31 - лефлуномид по стандартной схеме. Количественное опреде­
ление интерлейкинов (ИЛ) 1(3, 6, 10 и фактора некроза опухоли альфа (ФНОа) ме­
тодом твердофазного иммуноферментного анализа в сыворотке крови и синови­
альной жидкости, спектрофотометрическое исследование N 0 2 и N 03 в тех же би­
ологических жидкостях и моче проводилось до и через 6 мес. терапии. Оценка эф­
фективности базисных противовоспалительных препаратов (БПВП) проводилась в 
те же сроки.
Результаты. Повышенное содержание цитокинов, за исключением ИЛ-6, и мета­
болитов оксида азота обнаружено только в синовиальной жидкости и моче боль­
ных РА. Лечение метотрексатом сопровождалось увеличением уровней ИЛ-1,
ФНОа и метаболитов оксида азота в периферическом кровотоке. Лефлуномид в 
отличие от метотрексата активно подавлял продукцию ИЛ-6 в сыворотке крови. На 
фоне терапии метотрексатом и лефлуномидом произошло многократное снижение 
концентрации ИЛ-1, ФНОа и метаболитов N 0 в синовиальной жидкости, что соп­
ровождалось снижением степени активности РА.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ревматоидный артрит, оксид азота, цитокины, метотрек­
сат, лефлуномид

Патогенетическая терапия ревматоидного арт­
рита (РА) представляет собой сложную задачу. Су­
ществующие на сегодняшний день представления о 
развитии аутоиммунного воспалительного процес­
са при РА придают большое значение цитокиново- 
му дисбалансу в патогенезе заболевания [1, 2, 5]. 
Активно изучается роль оксида азота (N0) в реали­
зации воспаления при РА. Значение N 0 в патоло­
гии суставов подтверждена в ряде эксперименталь­
ных и клинико-лабораторных работ, но получен­
ные данные не позволяют конкретизировать роль 
N 0 в патогенезе РА [6, 10, 18]. Не до конца ясны
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механизмы реализации фармакодинамических эф­
фектов базисных противовоспалительных 
препаратов (БПВП). К проблемам, связанным с 
фармакотерапией РА, относят: первичную резисте­
нтность, неудовлетворительные результаты приме­
нения ранее эффективных лекарственных средств, 
развитие побочных реакций [2]. В большинстве 
случаев не более одной трети больных РА могут 
продолжать лечение одним и тем же БПВП более 
четырех лет [2], что диктует необходимость даль­
нейшего исследования механизмов действия уже 
известных препаратов, определения маркеров для 
оценки эффективности проводимой фармакотера­
пии.

Цель работы: установить значение цитокинов и 
N 0 в реализации фармакодинамических эффектов 
метотрексата и лефлуномида у больных РА.
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Материал и методы
В проспективное когортное исследование были 

включены 94 больных серопозитивным РА (87 жен. 
и 7 муж. в возрасте от 20 до 60 лет), диагноз которых 
соответствовал критериям Американской ревмато­
логической ассоциации (1987). Больных разделили 
на 2 группы: с ранним РА (средняя длительность за­
болевания 18 мес.) и поздним РА (течение заболе­
вания более 3 лет) [13]. Наличие эрозий в костных 
структурах, образовавшихся по истечении 24 мес. 
от начала заболевания, определяло эрозивный ва­
риант течения РА, отсутствие эрозий - неэрозив­
ный [12, 19]. Активность заболевания в 46,7% слу­
чаев определена как средняя, в 53,3% случаев - вы­
сокая.

Распределение больных по рентгенологическим 
стадиям (Steinbrocker) было следующим : I стадия - 
2,3%, II - 27,3%, III - 46,3%, IV- 24,1%. Преоблада­
ли больные со 2 и 3 функциональным классом не­
достаточности суставов (АКР, 1992 г.). В исследуе­
мых группах исходно не было статистически значи­
мых различий в клинических и демографических 
показателях. В исследование вошли больные с 
признаками активной фазы заболевания, наличи­
ем показаний и отсутствием противопоказаний к 
применению всех назначаемых БПВП, не получав­
шие БПВП в течение двух предшествующих меся­
цев, с отсутствием нарушений со стороны когни­
тивных функций. Допускался прием нестероидных 
противовоспалительных препаратов (НПВП). 63 
больным была назначена терапия метотрексатом, 
31 больному - лефлуномидом. Метотрексат назна­
чался в дозе - 20 мг в сутки 1 раз в нед. внутримы­
шечно, лефлуномид - в начальной дозе per os 100 
мг/сут. однократно три дня подряд, поддерживаю­
щая доза 20 мг/сут. ежедневно. Оценка эффектив­
ности БПВП проводилась через 6 мес. после начала 
лечения с использованием комбинированного ин­
декса активности заболевания DAS 28 [17]. Инфор­
мационное согласие было получено от всех пациен­
тов. Работа была утверждена Независимым меж­
дисциплинарным этическим комитетом Влади­
востокского государственного медицинского уни­
верситета.

До лечения проводили количественное опреде­
ление цитокинов в образцах сыворотки крови и про­
бах синовиальной жидкости больных методом твёр­
дофазного иммуноферментного анализа с использо­
ванием наборов BioSource International для 
интерлейкинов (ИЛ)-ip, -10, -6, фактора некроза 
опухоли а  (ФНОа). Спектрофотометрически опре­
деляли нитрат- и нитрит- ионы в тех же биологичес­
ких жидкостях и моче. Повторные исследования

производили не ранее 6 мес. от начала терапии. Ста­
тистическая обработка данных проводилась с ис­
пользованием программы "Статистика 2".

Результаты
Иммуноферментный анализ выявил сущест­

венное превалирование концентрации цитокинов в 
синовиальной жидкости по сравнению с сыворот­
ками у больных РА (табл.1).

Содержание цитокинов в сыворотке крови 
у исследуемых пациентов не превышало показате­
лей здоровых доноров, за исключением ИЛ-6. Об­
ращает на себя внимание значительно повышен­
ный уровень ИЛ-6 в системном кровотоке и в сино­
виальной жидкости в основном за счет группы 
"позднего" артрита, что позволяет обсуждать роль 
этого цитокина в хронизации воспалительного 
процесса при РА [2, 14, 15].

В ходе исследования повышение концентрации 
ИЛ-1 в синовиальной жидкости обнаружено только 
на ранних стадиях РА (табл. 1). Уровень ФНО в си­
новиальной жидкости характеризовался исходно 
высокими величинами, еще более повышаясь в 
группе больных с "поздним" РА. Динамика содер­
жания ИЛ-10 носила аналогичный характер 
(табл.1).

Выявлена обратная корреляционная связь 
уровня ИЛ-10 сыворотки крови с ревматоидным 
фактором (РФ) (г=-0,67; р<0,05).

В сыворотке крови больных РА не обнаружено 
повышения уровня метаболитов N 0 в сравнении с 
контролем. Иной паттерн экспрессии метаболитов 
N 0 был обнаружен в синовиальной жидкости: кон­
центрация последних значительно превосходила 
контрольные показатели (соответственно 
17,99±3,41мкМ/мл и 1,66±0,11мкМ/мл, р<0,05). 
Экскреция исследуемых метаболитов с мочой у 
больных РА также была повышена.

Влияние метотрексата на цитокиновый про­
филь носило разнонаправленный характер. Конце­
нтрация ИЛ-1 и ФНО в сыворотке крови увеличи­
лась, в то время как в синовиальной жидкости про­
изошло значительное уменьшение содержания 
этих цитокинов (табл. 2). Интересно, что сыворо­
точный уровень ФНО возрастал только за счет 
группы "эрозивного" РА.

Лечение метотрексатом сопровождалось повы­
шением уровня метаболитов N 0 в периферическом 
кровотоке, в то время как в синовиальной жидкос­
ти произошло значительное снижение этих показа­
телей (табл. 3). Ранний артрит характеризовался бо­
лее выраженной регрессией количества нитратов 
на локальном уровне.

Лечение лефлуномидом сопровождалось значи­
тельным снижением показателей активности вос­
паления. Складывается впечатление, что лефлуно­
мид обеспечивает свое противовоспалительное 
действие через уменьшение продукции ИЛ-1 и
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Таблица 1
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ У БОЛЬНЫХ РА (М +т)

Показатели, 
(пг/мл) в

Контроль
п=20

Больные РА 
п=94

Ранний РА 
п=22

Поздний РА 
п=41

ИЛ-1 сыв. 1,65±0,03 0,86±0,17 0,25 ± 0,30* 0,96 ± 0,20*0

ИЛ-6 сыв. 2,47±0,03 60,22±3,40 * 7,32 ±4,33 104,55 ±41,20*0

ИЛ-10сыв. 0,21±0,02 0,50±0,23 0,25 ± 0,23 0,45 ± 0,39

ФНО сыв. 2, № 0,07 3,69±1,18 3,97 ±1,93 3,06 ± 1,46

ИЛ-1 син.жид. 1,95±0,91 10,06±2,28* 13,87 ±2,60* 0,60 ± 0,40 *0

ИЛ-6 син.жид. 3,48±1,12 1431,77± 110,96* 1505,00± 182,04* 1745,00±35,53*

ИЛ-10 син.жид. 1,11±1,02 7,26±1,18* 4,30 ±2,60 10,82 ±5,17*0

ФНО- син.жид. 4,12±2,03 150,59±15,61* 101,00 ±80,00* 158,21 ±8,05*

Примечания: п -  число больных в каждой группе;
*- достоверность различия с контрольной группой р<0,05 
0- достоверность различия между группами р<0,05

Таблица 2
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ У БОЛЬНЫХ РА НА ФОНЕ ЛЕЧЕНИЯ 

МЕТОТРЕКСАТОМ И ЛЕФЛУНОМИДОМ (М±ш)

Показатель
(пг/мл)

Контроль 
п = 20

Метотрексат 
п = 63

Лефлуномид 
п = 63

ИЛ-1-сыв. 1,65 ±0,03 0,69 ±0,16* 1,40 ±0,14
1,77 ±0,73 1,03 ±0,13

ИЛ-6-сыв. 2,47 ± 0,03 80,59 ±35,17 56,60 ± 12,54*
53,96 ±27,17 31,11 ±3,66*

ИЛ-10-сыв. 0,21 ±0,02 0,25 ±0,17 4,81 ±0,13*
0,31 ±0,24 1,10 ±0,02*0

ФНО-сыв. 2,17 ±0,07 3,40 ± 1,47 5,34 ± 1,12
31,94 ±8,37*0 6,42 ± 1,54

ИЛ-1-син.жид. 1,95 ±0,91 11,12 ±3,36 12,55 ±2,87*
0,65 ±0,12 0 4,77 ±1,38 0

ИЛ-6-син.жид. 3,48 ± 1,12 1446,76± 124,84* 1670,54 ±89,44*
1820,34 ±23,65* 1856,49 ±76,88*

ИЛ-10-син.жид. 1,11 ±1,02 7,68 ± 1,43 14,87 ± 1,55*
43,80 ±2,62*0 64,33 ± 1,81*0

ФНО-син.жид. 4,12 ±2,03 164,51 ±18,45* 170,45 ±12,77*
25,50 ±3,76*0 22,87 ± 2,02*0

Примечания: п -  число больных в каждой группе;
*- достоверность различия с контрольной группой р<0,05; 
0- достоверность различия между группами р<0,05 
верхняя строка -  до лечения, нижняя -  после лечения

ФНО и увеличение синтеза ИЛ-10 в синовиальной 
среде сустава (табл. 2). Уровень ИЛ-6 в сыворотке 
крови стая ниже, чего не было отмечено на фоне 
лечения метотрексатом. Кроме того, значительно 
уменьшилась и продукция ИЛ-10 (табл. 2). Конце­
нтрация метаболитов N 0 при лечении лефлуноми- 
дом уменьшалась как в сыворотке крови, так и в по­
лости сустава (табл. 3).

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что у больных РА существенное различие в уровнях 
цитокинов и метаболитов N 0 в сравнении со здо­
ровыми донорами имеет место лишь в синовиаль­
ной жидкости (за исключением ИЛ-6). Обнаруже­

но, что механизмы действия метотрексата и лефлу- 
номида имеют свои особенности и различаются 
точками приложения и эффектами на системном и 
локальном уровнях.

Хотя повышение уровня ФНО в системном крово­
токе не отразилось на противовоспалительной эф­
фективности метотрексата, увеличение концентра­
ции ИЛ-1 и ФНОа в сыворотке крови может являться 
биологической основой развития вторичной резисте­
нтности к метотрексату. Повышение концентрации 
ИЛ-10 в полости сустава на фоне лечения метотрекса­
том, по-видимому, связано с урегулированием дисба­
ланса между Thl и Th2 цитокинами [9].

Особый интерес представляет динамика уровня 
метаболитов NO в сыворотке крови под влиянием
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Таблица 3
МЕТАБОЛИТЫ NO НА ФОНЕ ЛЕЧЕНИЯ 

МЕТОТРЕКСАТОМ И ЛЕФЛУНОМИДОМ (М+ш)

Показатель, (мкМ/мл) Контроль,
п=20

Метотрексат, п=63 Лефлуномид, п=31

Ж>2-сыв. 1,30 ±0,11 2,44 ± 0,68 1,38 ±0,31
3,33 ±0,59 0,25 ± 0 ,13*0

>Юз-сыв. 1,17 ±0,08 1,13 ±0,28 0,61 ± 0,27
2,01 ±0,58 0,42 ±0,11*

NO-сыв. 2,47 ±0,10 3,49 ± 0,54 2,03 ±0,18
5,35 ± 0,95 0,67 ± 0 ,12*0

NOz-моча 1,12 ±0,31 9,31 ±1,66* 10,06 ±2,79*
14,21 ± 1,07* 9,54 ±1,32*

ЖЬ-моча 0,58 ± 0,09 15,55 ±3,75* 12,35 ±8,15*
20,34 ±2,23* 10,54 ±3,54*

NO-моча 1,71 ±0,12 24,86 ±4,01* 22,42 ±6,18*
34,45 ± 1,75* 20,08 ± 2,76*

Ж>2-син.жид. 1,08 ±0,07 7,94 ±1,46* 6,34 ±1,22*
2,56 ± 0,54 0 2,32 ±1,43 0

1ЧОз-син.жид. 0,58 ± 0,04 12,22 ±6,21* 14,32 ±3,34*
0,23 ± 0,02 5,77 ±1,22*

NO-син.жид. 1,66 ±0,11 20,16 ±4,47* 20,66 ±4,87*
2,79 ±1,23 0 8,09 ±1,55*

Примечание: п -  число больных в каждой группе;
*- достоверность различия с контрольной группой р<0,05; 
0- достоверность различия между группами р<0,05; 
верхняя строка -  до лечения, нижняя -  после лечения

метотрексата. Известно, что этот препарат реализу­
ет противовоспалительный эффект посредством 
аденозина, который при взаимодействии со своими 
рецепторами становится мощным эндогенным ан- 
тивоспалительным медиатором [8]. В ходе ряда 
клинических исследований было установлено, что 
аденозин индуцирует выработку N 0 эндотелиаль­
ными клетками [7,16]. В своих выводах авторы ука­
зывают, что эндотелиальная пуринергическая ре­
цепторная стимуляция может прямо индуцировать 
продукцию N 0 в артериях, что оказывает кардио- 
протективный эффект. В этой связи снижение 
смертности от сердечно-сосудистых катастроф у 
больных РА, которое ассоциируется с лечением ме­
тотрексатом [3, 11], может быть связано не только 
(и не столько) с его противовоспалительной актив­
ностью, но и со способностью повышать количест­
во N 0 в периферическом кровотоке, несмотря на 
гипергомоцистеинемию.

Интересно, что действие лефлуномида характе­
ризуется уменьшением уровня ИЛ-6 в системном 
кровотоке, чего не было отмечено на фоне лечения

метотрексатом. Этот факт характеризует, вероятно, 
иной по "качеству" эффект лефлуномида на цито- 
киновый профиль в отличие от метотрексата, осо­
бенно если учитывать роль ИЛ-6 в хронизации вос­
паления.

Выявление подобных особенностей механизмов 
действия различных препаратов позволяет обосно­
вать рациональные комбинации при проведении 
БПВП терапии больных РА.

Выводы
1. Лечение больных РА метотрексатом сопро­

вождается повышением уровня ИЛ-1, ФНОа в сы­
воротке крови и снижением этих показателей в си­
новиальной жидкости.

2. В ответ на лечение метотрексатом уровень ме­
таболитов N 0 у больных РА в сыворотке крови по­
вышается, в синовиальной жидкости снижается.

3. Лефлуномид ингибирует образование N 0 в 
системном кровотоке и синовиальной жидкости, 
что сопровождается уменьшением концентрации 
ИЛ-6 в синовиальной жидкости у больных РА.
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Abstract
E.E. Medved, A.I. Dubikov, L.A. Belogolovyh
Methotrexate and leflunomide effects on cytokine profile and nitric oxide metabolism in 
patients with rheumatoid arthritis

Objective. To determine significance of some cytokines and nitric oxide (NO) in realiza­
tion of leflunomide and methotrexate pharmacological effects in pts with rheumatoid 
arthritis (RA).
Material and methods. 94 pts with active seropositive RA (87 female and 7 male aged 20 to 
60 years) were included. Disease duration varied from 6 months to 10 years. 63 pts received 
methotrexate 20 mg once a week im, 31 were treated with leflunomide according to stan­
dard scheme. Quantitative evaluation of IL 1(3, 6, 10 and tumor necrosis factor a  (TNFa) 
was performed with solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay in serum and syn­
ovial fluid. Spectrophotometric analysis of N02 and N03 in serum, synovial fluid and 
urine was performed at baseline and after 6 months of therapy. Efficacy of disease modify­
ing antirheumatic drugs was assessed at the same time.
Results. Increased level of cytokines excluding IL 6 as well as NO metabolites was found in 
synovial fluid and urine of pts with RA. Treatment with methotrexate was accompanied by 
increase of IL1, TNFa and NO metabolites in peripheral blood. Leflunomide decreased IL
6 level in serum. Methotrexate and leflunomide supress RA activity and significantly 
decreased IL 1, TNFa and NO metabolites level in synovial fluid.

Key words:  rheumatoid arthritis, nitric oxide, cytokines, methotrexate, leflunomide




