
НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ РЕВМАТОЛОГИЯ №  4, 2004 53

РОЛЬ ОКСИДА АЗОТА В ПАТОЛОГИИ 
ОПОРНО-ДВИГАТЕЛЬНОГО АППАРАТА

(часть II)
А.И. Дубиков, А.В. Череповский, Л.А. Белоголовых, Е.А. Медведь, С.В. Никулин 

Владивостокский государственный медицинский университет

Роли оксида азота (N 0 )  при воспалительны х заболева
ниях суставов посвящ ено больш ое количество публикаций. 
Экспрессия нитрооксидсинтазы -2 (N O S-2) и повы ш енный 
синтез N 0  впервые были продем онстрированы  в моделях 
органоспецифических аутоиммунных заболеваний in vivo, 
таких как эксперим ентальны й аллергический энцеф алом и
елит и иммунологически опосредованны й диабет у мышей 
без признаков ож ирения [10, 11]. Д алее, в нескольких м о
делях артритов на животных, вклю чая линию  мышей 
M R L/lpr, адыовантный артрит, коллаген-индуцированны й 
артрит, также была обнаруж ена экспрессия N O S-2 и повы 
ш ение продукции N 0  [5, 40, 45]. Э ксперим ентальны й арт
рит был предотвращ ен применением  ингибитора NO S-
2,N G -M 0H 0M em n0B 0r0 L-аргинина (L -N M M A ), что под
твердило возможную ключевую роль N 0  в развитии и пер- 
систировании воспаления в этих моделях.

Э кскреция нитратов с мочой у больных ревматоидным 
артритом (РА) была в 2,7 раза выш е в сравнении с группой 
здоровых людей и уменьш алась при назначении преднизо- 
лона [42]. Однако, величина экскреции  нитратов не корре
лировала с уровнем С -реактивного белка (С РБ ), скоростью  
оседания эритроцитов (С О Э ), суставным счетом, продол
жительностью утренней скованности. К оэф ф ициент соот
нош ения нитраты /креатинин в моче такж е оказался сущ е
ственно повы ш енным (более чем в три раза) при РА [15].

Определения концентрации нитритов в сыворотке кро
ви у больных РА, анкилозирую щ им  спондилоартритом и 
остеоартрозом (ОА), а также вы явили повы ш ение послед
них в сравнении с контролем, соответствую щ им по возра
сту и полу [13, 33]. Следует отметить, что концентрация ни 
тритов у больных РА была выше, чем у больных ОА, что от
ражает доминирую щ ую  патоф изиологическую  сущ ность РА
- воспаление. О днакодостоверной корреляции между уров
нем нитритов и С РБ, СОЭ, индексам и активности болезни 
не было выявлено [7]. В то же время другие исследователи 
подобные корреляции обнаруж или. Так, уровень нитратов 
в крови у больных РА, определяемы й колориметрическим 
методом, коррелировал с количеством  болезненны х и при
пухших суставов, индексом Ричи, DAS индексом [32]. П о
следние исследования с использованием  хемилю минис- 
центного метода показали, что концентрация метаболитов 
N 0  в плазме больных РА была значительно выше, чем у 
здоровых субъектов и больных ОА [12, 43]. И нтенсивность 
продукции N 0  коррелировала с показателями активности 
РА, такими как продолж ительность утренней скованности, 
количество воспаленных и болезненны х суставов, уровень 
С РБ [31].

Концентрация метаболитов N 0  в сыворотке крови зн а
чимо коррелирует с уровнем ф актора некроза опухоли 
(T N F), интерлейкином -6 (IL -6) у этих же больных. У боль
ных ю венильным РА в период обострения в плазме крови 
уровень метаболитов N 0 ,  включая цитруллин, был повы 
шен в сравнении с больными в фазе частичной или полной 
ремиссии [2]. В этой группе больных выявлены значимые 
корреляции между метаболитами N 0  и индексами воспале
ния, СОЭ, м одифицированны м  "детским" HAQ.

Возможно, такая разноречивость результатов связана с
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временной ком понентой, поскольку период полужизни ни 
тритов очень короткий.

Сообщ ается о наличии N O S-зависимой эндотелиальной 
дисф ункции у больных РА [46]. Базальный кровоток у этих 
больных значительно повыш ен и коррелирует с концент
рацией С РБ и величиной СО Э, сниж аясь при назначении 
блокаторов N 0 .

Уровень 3-нитротирозина (3-N T ), который появляется 
при зависимом от N 0  оксидативном стрессе и является 
маркером пероксинитрита ( 0 N 0 0 - ) ,  также повышен у 
больных РА [19], а в сыворотке крови, полученной от боль
ных ОА и здоровых, 3 -N T  вообщ е не выявлен. Оценивать 
эти данны е необходимо с учетом того факта, что 3-N T  со
держится в клеточных элементах синовиальной оболочки и 
гладкомыш ечных клетках сосудов здоровых людей, но от
сутствует в других тканях [24]. Подчеркивается, что нали
чие 3-N T  не ассоциировано с экспрессией N 0 S -2 , что поз
воляет говорить о ф изиологической роли 0 N 0 0 -  в здоро
вой синовиальной ткани , в частности в её сосудистом ком
поненте. И сследование концентрации 3-N T  в синовиаль
ной оболочке больных РА и ОА показало его наличие во 
всех образцах, особенно в стромальном слое [37]. Изучение 
полиморф изма гена-промоутера N 0 S -2  у больных РА не 
выявило влияния последнего на особенности клинической 
картины и течения заболевания [34].

Все вы ш еперечисленны е факты позволяю т утверждать, 
что интенсивность продукции N 0  у больных РА отражает 
напряж енность воспалительного процесса.

Последние исследования интенсивности экспрессии 
N 0 S -2  м ононуклеарами периферической крови у больных 
РА показали ее вы сокий уровень экспрессии в сравнении с 
группой здоровых лиц, что указывает на системный харак
тер активации N 0 S -2  при РА [39]. С тимуляция мононукле- 
арных клеток интерф ероном -гам м а (IN F-y) способствовала 
повы ш енной экспрессии N 0 S -2  и продукции нитритов/ни
тратов in vitro. А ктивность N O S-2 в мононуклеарных клет
ках коррелировала с активностью  патологического процес
са (количеством воспаленны х и болезненны х суставов).

К онцентрация нитритов в синовиальной жидкости у 
больных РА была значительно выше концентрации нитри
тов в сыворотке крови у этих же больных, что иллюстриру
ет высокий локальны й синтез N 0  в суставах, пораженных 
РА [13]. И сточником  N 0  в синовиальной жидкости явля
ются гранулоциты, поскольку выявлен высокий уровень 
экспрессии ими N 0 S -2  в сравнении с гранулоцитами кро
ви у тех же больных [6]. Группа исследователей [18] обна
ружила повы ш ение концентрации метаболитов N 0  не 
только при РА, но и при подагре и ОА, что подразумевает 
не обязательно специф ический , иммунологически опосре
дованны й характер воспаления, а скорее свидетельствует о 
его неспециф ичности [36].

К ультивируемые ex vivo синовиальная ткань и хондро- 
циты продуцируют сущ ественно повы ш енное количество 
нитритов, а добавление L -N M M A  к культуре клеток инги
бирует синтез последних [36]. Иммуногистохимические ис
следования показали, что в синовиоцитах, эндотелиальных 
клетках и хондроцитах N 0 S -2  экспрессируется в большей 
степени, чем в инф ильтрирую щ их синовиальную  оболочку 
мононуклеарных клетках и фибробластах. Больш инство си- 
новиоцитов и инфильтрирую щ их мононуклеаров, иммуно-
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реактивных к N O S-2, экспрессировали CD 14 и H LA -D R  
рецепторы [38, 47]. Этот факт позволяет предположить, что 
основными продуцентами N O S-2 являю тся А -синовиоци- 
ты. По данным некоторых авторов и в эндотелиальны х, и 
в выстилающих клетках нормальной синовиальной оболоч
ки NOS-2 экспрессируется в м инимальны х количествах
[16]. Western blot анализ ревматоидной синовиальной обо
лочки показал присутствие протеина с массой 130 kDa, ау
тентичного человеческой NO S-2. П олимеразная цепная ре
акция подтвердила экспрессию  значительного количества 
информационной РН К  (и PH К) N O S-2 в синовиальной 
оболочке при РА и ОА [26, 29]. И нтенсивная экспрессия 
NOS-2 найдена не только в синовиальной оболочке, но и в 
паннусе пораженных суставов у трансгенны х мыш ей, эк с 
прессирующих человеческий T N F -a  (TgI97 h -T N F -a )  [17]. 
Продукция NO в свежей культуре синовиальны х клеток по
вышалась после обработки смесью  IL -ip , T N F  и липополи- 
сахаридом [18]. В то же время культура длительно живущих 
синовиальных фибробластов не повы ш ала продукцию  N 0  
после стимуляции. Однако ряд авторов утверждает, что 
большинство продуцирующих N 0  клеток синовиальной 
оболочки являются В-клетками (ф ибробластами) [29].

Является ли повы ш енная продукция N 0  провоспали- 
тельным фактором или противовоспалительны м - остается 
неясным. Возможные провоспалительны е эф ф екты  N 0  
включают повыш ение сосудистой проницаем ости в воспа
ленных тканях [25], генерацию  деструктивны х свободных 
радикалов, таких как пероксинитрит [1J, индукцию  цикло- 
оксигеназ (СОХ) и провоспалительны х цитокинов T N F, 
IL -1 [21, 29]. N 0  может быть причастен к синтезу ангио- 
генных цитокинов [23] и активации матриксны х металло- 
протеиназ (М М П ). Э ксперим ентальны е модели артритов 
регрессировали при введении ингибиторов синтеза N 0  [9*
27, 41]. Эти факты являю тся яркой иллю страцией провос- 
палительной роли NO. Вместе с тем N 0  и его дериват S- 
нитрозоглютатион ингибирую т синтез Д Н К  в Т -клетках с 
повышением внутриклеточной концентрации циклическо
го ГМФ, что может объяснить супрессию  ф ункции Т -кле- 
ток у больных РА [30]. В этом смысле N 0  может выступать 
как противовоспалительный агент. Приводятся данны е о 
том, что N 0 S -2  обратимо блокирует пролиф ерацию  Т -лим - 
фоцитов, однако в синергическом взаимодействии с другим 
ферментом L-аргининового м етаболического цикла- арги- 
назой-1 обусловливает апоптоз активированны х Т -лим ф о- 
цитов [3]. Вполне возмож но, что N 0  способен оказывать 
противоположные биологические эф ф екты  в зависимости 
от локальной концентрации. Высказывается мысль, что N 0  
скорее модулирует воспалительны й процесс, чем является 
прямым медиатором последнего [8]. Удалось показать, что 
N O S-2 вовлечена в иммунный ответ только- на ранних ста
диях развития адью вантного артрита, а N O  не играет осо
бой роли в персистенции воспаления на поздних стадиях 
этой модели [ 14].

В дальнейш их исследованиях было показано, что экс
прессия NOS-2 на ранних стадиях адью вантного артрита 
является защитной реакцией и предотвращ ает инф ильтра
цию лейкоцитами тканей сустава с его последую щей дест
рукцией [44]. Попытка лечения индуцированного стрепто
кокковым антигеном артрита у крыс селективны м  ингиби
тором NOS-2 (N -им ин оэтил-Ь -лизин ) в острой фазе не 
имела успеха, а в хронической фазе приводила к резкому
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обострению  процесса с вы раж енной деструкцией тканей 
сустава [28]. При этом иммуногистохимическим методом 
вериф ицировано достоверное сниж ение экспрессии N 0 S -
2, но появление экспрессии  NOS-1 и NOS-3 в синовиаль
ной оболочке воспаленны х суставов. Назначение неселек
тивного ингибитора конститутивной и индуцибельной изо
форм NOS ^ -м о н о м е т и л -Ь -а р г и н и н )  сопровождалось рег
рессией артрита. Эти данны е определяю т правомочность 
постановки вопроса о роли конститутивных форм NOS в 
развитии артрита. .В то же время получен профилактичес
кий эф ф ект в отнош ении артрита, вызванного зимозаном, 
при назначении селективны х и неселективных ингибиторов 
N 0  [35].

Обсуждая возмож ны й вклад N 0 S -2  в развитие экспери
ментального артрита, нельзя не привести результаты, полу
ченные при моделировании лайм ского артрита в двух л и 
ниях мышей: DBA/2J резистентной к развитию артрита и 
C 3H /H eJ восприим чивой к развитию  артрита [4]. Обе л и 
нии затем трансф орм ировали в генетически дефицитны е по 
экспрессии N O S-2. Несмотря на то, что обе линии были 
деф ицитны  по клю чевому антим икробном у агенту, гисто
логические признаки артрита и концентрация B.Burgdoferi 
в тканях оказались одинаковы м и в обеих линиях животных. 
Другая группа авторов приводит результаты исследования 
экспрессии N O S-2 в синовиальной  оболочке коз, инф ици
рованных вирусом козьего артрита-энцефалита (CAEV) 
[22]. Авторы утверждаю т, что ими не обнаружено доказа
тельств прямой стим уляции вирусом экспрессии NO S-2, а 
также участия N O S-2 в антивирусном ответе. Наличие 
N O S-2 в синовии было вы явлено только на поздних стади
ях артрита. Больш инство N O S-2 позитивных клеток не не
сли рецепторов М Н С  II класса и CD68, что позволило 
идентиф ицировать их, как синовиоциты  типа В. Предпола
гается, что N O S-2 в больш ей степени вовлекается в ремо
делирование тканей и ф орм ирование рубцовой ткани. На 
линиях мыш ей, деф ицитны х по гену экспрессии NOS-2 
(C 57BL/6A i-[ko] NO S2 N5 (N O S 2 -/-)), в сравнении с л и н и 
ей мыш ей С57/В16 Crj (wild-type, WT) в условиях аутоим
мунного артрита было показано , что делеция гена NOS-2 
сниж ает количество нитротирозин-позитивны х хондроци- 
тов и уровень нитратов/нитритов в крови в первой линии. 
О днако при этом не обнаруж ено разницы в экспрессии 
М М П -3 и М М П -9 в хондроцитах и уровне IL -ip  в крови 
ж ивотных обеих линий [19]. Авторы делают вывод, что уда
ление гена N O S-2 не влияет на развитие артрита, но умень
ш ает степень дегенерации хряща.

Таким образом , несмотря на огромное количество пуб
ликаций , посвящ енны х репертуару N 0  в метаболизме хря
ще и воспалении синовиальной оболочки, характерной 
чертой соврем енны х знаний  по этому предмету следует 
считать чрезвы чайную  противоречивость данных. Безуслов
но, биологический смы сл молекулы N 0  в патологии опор
но-двигательного аппарата далеко не раскрыт до конца. Во 
многом это связано с недостатком клинических работ, ис
следующих синхронны й синтез N 0  в различных средах в 
условиях целостного организм а больных с воспалительны
ми и дегенеративны м и заболеваниями суставов. Особый 
интерес представляю т данны е о взаимодействии N 0  с дру
гими универсальными регуляторны ми механизмами: цито- 
кин о вы м контуром и апоптозом .
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