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Резюме. Проведено исследование полиморфизма в позиции -857 промотора гена TNFα в норме 
и при ревматоидном артрите. Установлена связь этого полиморфизма с уровнем продукции белка 
TNFα мононуклеарными клетками условно здоровых доноров. Показано изменение частот геноти-
пов при ревматоидном артрите и установлена информативность полиморфизма -857С>Т в качестве 
молекулярного маркера эффективности анти-TNFα-терапии ревматоидного артрита.
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PROMOTER POLYMORPHISM -857С>T OF TNFα GENE AND EFFICACY OF ANTICYTOKINE 
THERAPY IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS

Abstract. Prevalence of TNFα gene promoter polymorphism at -857 position was investigated in normal 
persons and among patients with rheumatoid arthritis. We detected a relation of this polymorphism to the levels 
of TNFα production by mononuclear cells of healthy donors. Changes in relative frequencies of the TNFα 
genotypes have been shown in rheumatoid arthritis. The -857С>T polymorphism of TNFα gene proved to be 
informative as a molecular marker reflecting efficiency of anti-TNFα therapy in rheumatoid arthritis. (Med. 
Immunol., 2012, vol. 14, N 1-2, pp 81-86)
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Введение 
Среди аутоиммунных заболеваний, при ко-

торых наблюдается гиперпродукция TNFα наи-
более известным является ревматоидный артрит. 
Согласно современным представлениям, именно 
цитотоксическими эффектами TNFα обуслов-
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лены основные проявления ревматоидного ар-
трита (РА), в том числе хронический синовит, 
деструктивные поражения хряща и кости [1, 3]. 
Не вызывает сомнений, что введение в клини-
ческую практику иммунобиологических препа-
ратов, блокирующих TNFα является значимым 
событием не только в лечении РА, но и в форми-
ровании нового направления терапии иммуноо-
посредованных воспалительных заболеваний [2, 
11]. В настоящее время в клиническую практику 
прочно вошел препарат, относящийся к классу 
«биологических» агентов – инфликсимаб (химер-
ные моноклональные антитела против TNFα), 
который блокирует растворимый и мембранос-
вязанный TNFα. Следует отметить, что данный 
препарат назначается пациентам в случае неэф-
фективности применения стандартных терапев-
тических схем и препаратов и показывает поло-
жительную динамику уже после первых инфузий 
[1]. Однако по данным разных авторов продол-
жительная терапия инфликсимабом эффективна 
только у 50-60% больных ревматоидным артри-
том. [6, 12]. В научной литературе активно диску-
тируются причины неэффективности антицито-
киновой терапии ревматоидного артрита у части 
пациентов. В качестве причин обсуждается гене-
тическая разнородность больных, определяющая 
различный уровень чувствительности к терапии. 
Накапливается все больше данных, свидетель-
ствующих о том, что полиморфизм генов цитоки-
нов вносит вклад в индивидуальные особенности 
иммунитета [5]. Наличие определенных аллель-
ных вариантов, влияющих на экспрессию белка, 
может приводить к изменению функциональной 
активности клеток, регулируемых данным меди-
атором и формированию предрасположенности 
к определенной иммунопатологической реак-
ции. Изучение полиморфизма генов регулятор-
ных молекул воспаления, влияющих на скорость 
транскрипции генов, стабильность мРНК и, тем 
самым, приводящих к увеличению или уменьше-
нию количества и уровня биологической актив-
ности синтезируемого медиатора, приобретает 
особую актуальность как для фундаментальных, 
так и для клинических исследований. Это в пол-
ной мере относится и к TNFα, известно, что ал-
лельный полиморфизм гена TNFα может при-
водить как к повышению, так и к понижению 
уровня продукции медиатора, что может обу-
словливать разную чувствительность больных 
к терапии блокаторами TNFα [7, 4].

Задачами работы являлось изучение связи по-
лиморфизма в позиции -857 промоторного реги-
она гена TNFα с уровнем его секреции, исследо-
вание его ассоциации с ревматоидным артритом 
(РА), а также определение эффективности анти-
TNFα-терапии РА у больных несущих разные ал-

лельные варианты в исследуемой позиции про-
мотора гена TNFα. 

Материалы и методы
В исследование были включены доброволь-

цы – условно здоровые доноры (n = 160), боль-
ные РА (n = 272), а также больные РА, которым 
было проведено шесть инфузий препарата ин-
фликсимаб (n = 81). Эффективность анти-TNFα-
терапии оценивалась по критериям EULAR. 
Материалом для исследования являлась перифе-
рическая венозная кровь. 

Определение количества цитокинов в кондици-
онных средах: мононуклеарные клетки (МНК) 
выделялись методом центрифугирования в гра-
диенте плотности. Клетки в концентрации 106/мл  
культивировались в среде RPMI 1640, содер-
жащей 10% ЭТС в присутствии или отсутствии 
митогенов липополисахарида (ЛПС) или кон-
канавалина А (КонА) в конечной концентра-
ции 10 мкг/мл. По окончании культивирования 
кондиционные среды освобождали от клеток 
и хранили до анализа при -20 °С. Количествен-
ное определение цитокинов осуществлялось 
методом электрохемилюминесцентного имму-
ноанализа на приборе Origen Analyzer (Igen Inc., 
USA) как описано ранее [10]. Индексы стимуля-
ции продукции рассчитывались как простое от-
ношение концентрации цитокина в кондицион-
ных средах клеток стимулированных митогеном 
к концентрации в кондиционных средах от не-
стимулированных клеток.

Определение генотипов: Геномная ДНК вы-
делялась с помощью набора «Проба-НК» (OOO 
«ДНК-технология», Россия). Участок промотора 
гена TNFα, содержащий полиморфизм -857С>Т 
(rs1799724) амплифицировали, используя ПЦР. 
Реакционная смесь, объемом 20 мкл, содержала 
0,25 нг ДНК, 0,5 мкМ каждого из праймеров [8], 
0,25 мМ каждого из dNTP, 1-2 е.а. Taq-полимеразы 
(«Сибэнзим», Россия), в стандартном буфере, 
поставляемом производителем фермента. Детек-
цию полиморфных вариантов генов проводили, 
используя рестрикционный анализ продуктов 
ПЦР. Для этого фрагменты ДНК подвергали ги-
дролизу эндонуклеазой рестрикции Hind II и ви-
зуализировали после электрофоретического раз-
деления в агарозных гелях, окрашенных этидий 
бромидом.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием стандартных подходов. 
Различия в уровне продукции TNFα между носи-
телями разных генотипов оценивали, применяя 
U-тест Манна–Уитни (Z). Оценку соответствия 
частот генотипов равновесию Харди–Вайнберга 
проводили по критерию c2. Различие частот ал-
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лелей и генотипов устанавливалось с использо-
ванием критерия c2 и точного критерия Фише-
ра. Для оценки рисков рассчитывали отношение 
шансов и 95% доверительный интервал (OR; 
CI95), а также относительный риск (RR).

Результаты 
Исследование связи полиморфизма промотора 

с уровнем экспрессии TNFα в норме.
Уровни TNFα в кондиционных средах КонА-

стимулированных мононуклерных клеток пери-
ферической крови, полученных от индивидов 
с разными генотипами в позиции -857 промотора 
гена TNFα имели статистически значимые раз-
личия. В группе носителей гомозиготного вари-
анта -857СС в сравнении с группой индивидов 
имеющих альтернативные варианты генотипов 
-857СТ и -857ТТ также выявлен и более низкий 
уровень TNFα в культурах без стимуляции, одна-
ко критического уровня значимости эти разли-
чия не достигали, как и для культур стимулиро-
ванных ЛПС (рис. 1).

Индексы стимуляции продукции TNFα ми-
тогеном КонА, приведенные в таблице 1, также 

были незначительно повышены в группе носите-
лей аллеля Т в сравнении с гомозиготами СС. 

Таким образом, была установлена функци-
ональная связь полиморфизма в позиции -857 
промотора и уровнем экспрессии гена TNFα, что 
обосновало дальнейшее исследование этого по-
лиморфизма в качестве возможного маркера при 
ревматоидном артрите.

Исследование полиморфизма -857C>T при рев-
матоидном артрите

Сравнительный анализ частот выявил отли-
чия групп больных РА и контрольной в распреде-
лении генотипов полиморфного сайта -857C>T 
(табл. 2). Генотип -857CС и аллель С встречался 
в группе больных РА статистически значимо реже 
в сравнении с группой популяционного контроля 
(c2 = 4,10; p = 0,04), однако отношение шансов 
для носителей разных генотипов полиморфизма 
имели лишь тенденцию к смещению OR = 0,67 
(CI95 0,44 – 1,03). Тем не менее, распределение 
частот генотипов полиморфизма -857C>T в груп-
пе больных ревматоидным артритом имело от-
клонение от ожидаемого в соответствии с равно-
весием Харди–Вайнберга (c2 = 4,12; p = 0,04), что 
свидетельствует о наличии факторов влияющих 
на частоту аллелей и генотипов в группе больных.

генотип -857С/Т, (1 - СС, 2 - СТ + TT)
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Рисунок 1. Продукция TNFα мононуклерными клетками индивидов с разными аллельными вариантами в позиции 
-857 промотора гена TNFα
Примечание. Приведены медианы и квартили уровней TNFα в кондиционных средах мононуклерных клеток (n = 148) культивированных 
без митогенной стимуляции (спонт), стимулированных КонА (конА) и стимулированных ЛПС (ЛПС). 1 – индивиды с генотипом -857СС, 2 – 
индивиды с генотипами -857СТ и -857ТТ. * – данные имеют статистически значимые отличия (Z = -2,2; p = 0,027).
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При анализе данных по эффективности тера-
пии после шести инфузий препарата инфликси-
маб, проиллюстрированных в таблице 2, показа-
на статистически значимая связь эффективности 
терапии – критерий DAS28 и полиморфизма 
в позиции -857 промотора гена TNF, индекс кор-
реляции Спирмена составил для этих параметров 
R = -0,24 (p = 0,03). Кроме того установлено, 
что как аллель С, так и генотип СС чаще пред-
ставлены у больных с неэффективной терапией 
(c2 = 4,68, р = 0,033). Отношение рисков (RR) 
для носителей генотипа СС и генотипов СТ + ТТ 
составляет 5,85 или иными словами риск неэф-
фективной терапии анти-TNF антителами у но-
сителей генотипа -857СС выше на 20% в срав-
нении с носителями альтернативных вариантов 
полиморфизма.

Таким образом, было установлено снижение 
частоты генотипа -857СС у больных РА в сравне-
нии с группой популяционного контроля, а также 
увеличение частоты носительства этого генотипа 
у больных с отрицательным ответом на антици-
токиновую терапию. 

Обсуждение
Известно, что уровень белка в биологических 

средах определяется в первую очередь уровнем 
транскрипции гена, которая зависит, в том чис-
ле, от структуры промотора. Индивидуальные 
отличия в последовательности промоторного 
региона, определяемые генетическим полимор-
физмом, затрагивающим регуляторные участки, 
таким образом могут оказывать эффект на уро-
вень секреции цитокинов [5]. С точки зрения ис-

следования, связи аллельных вариантов с уров-
нем продукции цитокинов наиболее обосновано 
именно в культурах клеток, поскольку в этом слу-
чае возможно исследование не только базового 
уровня продукции цитокинов, но и его измене-
ний при стимуляции клеток митогенами, что 
представляется более важной характеристикой 
для иммунорегуляторных цитокинов, являющих-
ся индуцибельными белками. Кроме того тонкие 
эффекты, обусловленные генетическими факто-
рами, не маскируются системными эффектами, 
как, например, при исследовании сывороточных 
уровней цитокинов. 

В проведенном исследовании оценка спон-
танной и стимулированной продукции TNFα 
в культуре клеток, позволила выявить аллель-
ные варианты, различающиеся по уровню ответа 
на внешнюю индукцию экспрессии митогеном. 
Полученное подтверждение функциональной 
значимости полиморфизма в позиции -857 про-
мотора гена TNFα обосновало его дальнейшее 
изучение в качестве молекулярного маркера при 
ревматоидном артрите. Выявленные при этом 
различия полностью согласуются с современным 
представлением о патогенетической роли факто-
ра некроза опухоли при ревматоидном артрите, 
а именно частота генотипов -857СТ и -857ТТ, ас-
социированных с повышенной продукцией бел-
ка TNFα мононуклеарными клетками в культу-
ре, повышена в группе больных РА в сравнении 
с группой популяционного контроля. Однако, 
несмотря на выявленную статистически значи-
мую ассоциацию данный полиморфизм затруд-
нительно использовать в качестве маркера риска 
РА, поскольку рассчитанный доверительный ин-

Таблица 1. индексы сТимуляции ПРодукции TNFα миТогеном – кона в кондиционных сРедах мнк Пк

Полиморфизм Генотип Медиана Нижний квартиль Верхний квартиль
TNFα
-857C>T
(n = 148)

CC 2,86 1,75 4,66

NT (CT + TT) 3,31 1,99 6,74

Таблица 2. ЧасТоТы аллелей и геноТиПов ПолимоРфного локуса -857C>T ПРомоТоРа гена TNFα 
у больных РевмаТоидным аРТРиТом и условно здоРовых доноРов

Группа
Частота аллелей и генотипов (%) 

С Т СС СТ ТТ
Здоровые
(n = 160) 87 13 76,3 21,2 2,5

РА 
(n = 272) 82 18 70,5 23 6,5

Эффективная терапия РА
(n = 65) 78 22 67 22 11

Неэффективная терапия РА 
(n = 16) 94 6 94 0 6
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тервал включает единицу и тем самым не исклю-
чает вероятность равенства шансов развития РА 
для носителей разных генотипов в позиции -857 
промотора гена TNFα.

Значительный прогресс в лечении воспали-
тельных заболеваний и в том числе РА произо-
шел при введении в терапевтическую практику 
иммунобиологических препаратов блокирую-
щих активность растворимых и мембраносвя-
занных белков TNFα [3]. Однако применение 
анти-TNF-терапии сопряжено с рядом серьез-
ных ограничений и в ряде случаев она оказыва-
ется не эффективной при длительном курсовом 
лечении, что определяет актуальность разработ-
ки прогностических критериев ее эффектив-
ности [9]. В литературе описаны результаты 
исследования эффективности терапии ревма-
тоидного артрита препаратами блокирующими 
TNFα у пациентов несущих разные аллельные 
варианты в позиции -308 промотора гена фак-
тора некроза опухоли в европейских популяци-
ях [4, 7]. Мы попытались оценить пригодность 
аллельного полиморфизма в позиции -857 про-
мотора гена TNFα в качестве молекулярного 
маркера прогноза эффективности антицитоки-
новой терапии при РА. При анализе полученных 
данных было установлено, что в группе больных 
РА имевших по критерию DAS28 позитивные ре-
зультаты терапии в течение шести инфузий ин-
фликсимаба частота носительства аллеля С и ге-
нотипа СС была снижена соответственно на 17% 
и 27% в сравнении с группой, где индекс DAS28 
не зафиксировал позитивного ответа на анти-
TNF-терапию. Таким образом, относительный 
риск неэффективной терапии анти-TNF антите-
лами у носителей генотипа -857СС выше на 20% 
в сравнении с носителями альтернативных вари-
антов полиморфизма.

Заключение 
При изучении аллельного полиморфизма 

в позиции -857 промотора гена TNFα установ-
лена ассоциация этого полиморфизма с уровнем 
продукции белка TNFα мононуклеарными клет-
ками, выявлены различия частот генотипов при 
ревматоидном артрите и установлена информа-
тивность при оценке эффективности антицито-
киновой терапии. Генотип -857СС ассоциирован 
с пониженной продукцией TNFα и реже встре-
чается у больных РА. Аллель С и генотип СС 
чаще выявляются у больных с отрицательным 
ответом на терапию. Таким образом, полимор-
физм -857С>Т промотора гена TNFα может быть 
использован в качестве молекулярного маркера 
неэффективной терапии ревматоидного артрита 
анти-TNF антителами.
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