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Эффективность персонализированной терапии ревматоидного артрита (РА) связана с правильным выбором лекарственного
препарата и возможностью прогнозирования его эффекта до начала лечения. 
Цель исследования – изучение у пациентов с РА связи исходной экспрессии генов, ответственных за резорбцию кости и суставного
хряща (матриксная металлопротеиназа 9 – ММП9, – катепсин К) и воспаление (фактор некроза опухоли α – ФНОα  – и
интерлейкин 1β  – ИЛ1β), в мононуклеарных клетках периферической крови (МКПК), культивированных с тофацитинибом
(TОФА), с результатами терапии. 
Пациенты и методы. Обследовано 12 пациентов с РА, ранее не получавших TОФА. Средний возраст больных составил 51 год,
средняя продолжительность заболевания – 37,6 мес. У 6 пациентов после 3 мес терапии ТОФА наступила ремиссия, у остальных
сохранялась высокая и умеренная активность заболевания. 
МКПК выделяли перед терапией с использованием градиента плотности фиколла и культивировали в присутствии 100 нМ TОФА в
течение 48 ч. Общую РНК, полученную из этих клеток, использовали для анализа экспрессии генов MMП9, катепсина К, ИЛ1β  и
ФНОα  с помощью количественной полимеразной цепной реакции обратной транскрипции в реальном времени. 
Результаты и обсуждение. TОФА способен модифицировать экспрессию генов в культивированных МКПК больных РА по сравнению
с контрольными клетками. Исходная экспрессия всех исследованных генов была значительно повышена в культивированных с TОФА
клетках у пациентов с сохранявшейся высокой и умеренной активностью заболевания на фоне терапии, в то время как экспрессия
гена ФНОα  была значительно снижена у больных, достигших ремиссии.
Заключение. У пациентов с РА, ранее не получавших TОФА, снижение экспрессии гена ФНОα  в клетках крови, культивированных
с данным препаратом до начала терапии, может являться прогностическим биомаркером достижения ремиссии на фоне
терапии ТОФА.
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Predicting the efficacy of tofacitinib therapy based on gene expression of proinflammatory
cytokines and proteases in cultured blood cells of patients with rheumatoid arthritis
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The effectiveness of personalized therapy for rheumatoid arthritis (RA) is associated with the correct choice of the drug and the ability to predict
its effect before starting the treatment.
Objective: to study in patients with RA the relationship between results of therapy and initial expression of genes responsible for bone and articular
cartilage resorption (matrix metalloproteinase 9 – MMP9, – cathepsin K) and inflammation (tumor necrosis factor α – TNFα – and interleukin
1β – IL1β) in mononuclear cells of peripheral blood (PBMC), cultured with tofacitinib (TOFA).
Patients and methods. We examined 12 patients with RA who had not previously received TOFA. The average age of the patients was 51 years,
the average duration of the disease was 37.6 months. After 3 months of TOFA therapy, 6 patients achieved remission, while the rest had high and
moderate disease activity.
PBMC were isolated before therapy using a Ficoll density gradient and cultured in the presence of 100 nM TOFA for 48 h. Total RNA obtained



Ревматоидный артрит (РА) – наиболее распространенное
аутоиммунное ревматическое заболевание, представляющее
собой системный многофакторный воспалительный процесс
с поражением суставов [1, 2]. Синовиальная оболочка играет
важную роль в патогенезе РА, поскольку активированные
фибробластоподобные синовиоциты продуцируют проста-
ноиды, цитокины, хемокины, ферменты, разрушающие мат-
рикс, ангиогенные факторы и молекулы адгезии, которые
участвуют в активации тканей [3]. Кроме того, синовиальная
ткань инвазируется макрофагами и активированными лим-
фоцитами. Т-лимфоциты способны продуцировать провос-
палительные цитокины, преимущественно из суперсемейства
фактора некроза опухолей (ФНО) и интерлейкинов (ИЛ), 
а также факторы роста. В-лимфоциты связаны с продукцией
аутоантител, таких как ревматоидный фактор (РФ) и антитела
к циклическому цитруллинированному пептиду (АЦЦП) [1].
В дальнейшем проникновение в суставной хрящ и костную
ткань деградирующих ферментов, в первую очередь матриксных
металлопротеиназ (ММП) и катепсинов, активируемых про-
воспалительными цитокинами, приводит к разрушению этих
тканей [4]. Для предотвращения структурных повреждений,
подавления активности заболевания, воспаления и боли при
РА используют нестероидные противовоспалительные пре-
параты и генно-инженерные биологические препараты (ГИБП).
Однако не все больные одинаково отвечают на лечение, а
клиническая ремиссия наблюдается только в 30–60% случаев
[5]. Поэтому прогнозирование индивидуального ответа на те-
рапию до начала ее применения имеет большое значение.

Тофацитиниб (TОФА) – ингибитор Янус-киназ (JAK) 1/3,
который подавляет активность внутриклеточных тирозин-
киназ [6]. Было показано, что TОФА значительно превосходит
по эффективности метотрексат при лечении бионаивных
больных или пациентов с неадекватным ответом на ГИБП
[7]. Однако некоторые нежелательные явления, которые
могут развиваться при применении данного препарата (ин-
фекции или тромбоэмболические нарушения) ограничивают
его назначение у ряда пациентов [8]. В связи с этим пред-
ставляется важным прогнозировать ответ на терапию ТОФА
еще до ее начала.

Поскольку периферическая кровь является самым до-
ступным биоматериалом, а экспрессия генов – самой ранней
клеточной реакцией организма на изменения окружающей
среды [9], анализ экспрессии генов мононуклеарных клеток
периферической крови (МКПК) может быть использован
для оценки реакции пациента на терапию. Данные нашего
ранее опубликованного исследования показали, что дости-

жение клинической ремиссии у пациентов с РА, получавших
TОФА, было связано с более низкой исходной экспрессией
генов, участвующих в продукции энергии (пируваткиназы и
сукцинатдегидрогеназы), по сравнению с остальными боль-
ными, в то время как отсутствие ответа на TОФА сопровож-
далось высокой базальной экспрессией этих генов [10].

Другим подходом для прогнозирования ответа на терапию
может быть оценка реакции культивированных клеток крови
больного in vitro. Поскольку TОФА ингибирует сигнальные
пути провоспалительных цитокинов, которые в дальнейшем
участвуют в продукции ММП и активации остеокластов, за-
действованных в разрушении хряща и кости [11], было пред-
положено, что у больных РА анализ экспрессии генов в
клетках крови, культивированных с TОФА, перед терапией
может оказаться полезным для персонализированного про-
гнозирования эффективности лечения.

Пациенты и методы. В исследование было включено 12 па-
циенток с РА, удовлетворявших критериям ACR (American
College of Rheumatology) 2010 г., ранее не получавших ТОФА.
Средний возраст больных составил 51,0±14,2 года, средняя
продолжительность заболевания – 37,6 мес (от 4 до 180 мес).
Исходно у 11 пациенток имелась II рентгенологическая
стадия по Штейнброкеру, у 1 больной – III стадия. Боль-
шинство пациенток (91,7%) были серопозитивны по AЦЦП,
а 58,3% – по РФ. Исходно 7 больных имели высокую актив-
ность РА (DAS28 >5,1), а 5 – умеренную (3,2<DAS28<5,1). 

Показаниями к назначению ТОФА являлась рефрактер-
ность к метотрексату (в дозе 20–25 мг/нед), в том числе у 
3 пациенток в сочетании с метилпреднизолоном (8 мг/сут) и
у 1 – с гидроксихлорохином (200 мг/сут). Все больные полу-
чали TОФА (5–10 мг 2 раза в сутки) в течение 3 мес наблю-
дения. Через 3 мес лечения TОФА 6 больных достигли ре-
миссии, у остальных сохранялась высокая (n=3) или умеренная
(n=3) активность заболевания. Ремиссия определялась с ис-
пользованием критериев клинической ремиссии ACR на ос-
нове упрощенной оценки по 28 суставам (DAS28 <2,6). 

Исследование проводилось в соответствии с Хельсинкской
декларацией. Протокол исследования (№ 13 от 4 июня 2015 г.)
был одобрен локальным комитетом по этике, все пациенты
добровольно подписали информированное согласие.

Исходно и через 3 мес оценивали активность РА по
DAS28-СОЭ. Нефелометрический анализ проводили на ана-
лизаторе BN-100 (Dade Bering, Германия) для определения
концентраций сывороточного СРБ (пороговое значение – 
5 мг/л) и IgМ РФ (стандартное пороговое значение – 
15 мЕд/л). AЦЦП измеряли с помощью набора для иммуно-
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from these cells was used to analyze the expression of MMP9, cathepsin K, IL1β, and TNFα genes using a real-time quantitative reverse tran-
scription polymerase chain reaction.
Results and discussion. TOFA is able to modify gene expression in cultured PBMC from RA patients compared to control cells. The initial expression
of all the studied genes was significantly increased in cultured with TOFA cells of patients with persistent high and moderate disease activity during
therapy, while TNFα gene expression was significantly reduced in patients who achieved remission.
Conclusion. In patients with RA who have not previously received TOFA, a decrease in TNFα gene expression in blood cells cultured with this
drug before the start of therapy may be a prognostic biomarker for achieving remission during TOFA therapy.

Keywords: rheumatoid arthritis; tofacitinib; gene expression; cultured peripheral blood mononuclear cells; predictive biomarkers; tumor necrosis
factor-α.
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ферментного анализа (ELISA) в соответствии с рекоменда-
циями производителя (пороговый уровень – 5 ЕД/мл для
положительных антител, Axis Shield Diagnostics Limited, Ве-
ликобритания).

Фракционирование клеток крови. Периферическую кровь
(10 мл) собирали в пробирки Vacutainer, содержащие эти-
лендиаминтетрауксусную кислоту – ЭДТА (BDH, Велико-
британия). Образцы крови брали стандартизированным спо-
собом утром (между 07:00 и 09:00). Фракционирование
цельной крови проводили с использованием градиента плот-
ности фиколла. МКПК собирали и дважды промывали фос-
фатно-солевым буфером.

Тест на жизнеспособность клеток. Жизнеспособность
клеток крови больных РА оценивали по окрашиванию 0,2%
трипановым синим через 48 ч после обработки TОФА. Жиз-
неспособность клеток считали удовлетворительной, если
одинаковое количество таких клеток наблюдалось в контроле
(клетки, культивированные без ТОФА) или в МКПК, куль-
тивированных в присутствии TОФА. Обе исследованные
концентрации TОФА (100 или 500 нМ) были нетоксичными,
поскольку не влияли на жизнеспособность клеток по сравне-
нию с необработанными образцами. Во всех экспериментах
использовали 100 нМ ТОФА.

Культивирование клеток крови. В 96-луночный планшет
высевали 106 клеток/мл и затем культивировали их в среде
RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, Inc., Великобритания),
содержащей 25 ммоль/л буфера HEPES, pH – 7,4, с добавле-
нием 10% (об/об.) инактивированной нагреванием фетальной
телячьей сыворотки (FBS, Gibco, Life Technologies, Inc., Ве-
ликобритания), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл стреп-
томицина и 150 мкг/мл сульфата гентамицина при 37 °C в
присутствии 5% CO2 в течение 48 ч. После смены питательной
среды клетки подвергали голоданию в течение 24 ч в той же
среде без сыворотки, а затем среду заменяли на свежую без
сыворотки, которая содержала либо 100 нМ цитрата ТОФА
(Sigma-Aldrich), либо такую же среду без TОФА (контроль).
После 1 ч инкубации в каждую лунку вносили 10% (об/об.)
FBS и клетки инкубировали еще 48 ч. Клетки собирали и
немедленно выделяли общую РНК. Все опыты проводили в
трехкратной повторности.

Выделение общей РНК и реакция с обратной транскриптазой
(ОТ). Суммарную РНК выделяли из каждой лунки с помощью
реагента Extract RNA («Евроген», Россия). ОТ-реакцию про-
водили с использованием набора, содержащего обратную
транскриптазу M-MLV, случайные гексануклеотидные прай-
меры и тотальную РНК, в соответствии с рекомендациями
производителя.

Количественная полимеразная цепная реакция (ПЦР) в ре-
альном времени. Для проведения анализа TaqMan использовали
следующие готовые праймеры и зонды (Applied Biosystems,
США): ФНОα (Hs00174128_m1), ИЛ1β (Hs00174097_m1),
MMП9 (Hs00234579_m1) и катепсин K (Hs00987255_m1).
Эндогенным контролем служил β-актин. Экспрессию генов
количественно оценивали с использованием системы ПЦР
в реальном времени Quant Studio 5 (Applied Biosystems,
США), как описано ранее [12]. Для этого 1 мкл продукта ОT
подвергали ПЦР в реальном времени в общей реакционной
смеси (15 мкл), содержащей 7,5 мкл TaqMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, США), 900 нМ смысловых и
антисмысловых праймеров, 50 нМ зонда и матричную ком-
плементарную ДНК. После однократной стадии при 50 °С 
в течение 2 мин и начальной активации при 95 °С в течение
10 мин реакционные смеси подвергали 40 циклам амплифи-
кации (15 с при 95 °С для денатурации и 1 мин отжига и
удлинения при 60 °С). Относительную экспрессию гена
определяли методом ΔΔCT в соответствии с рекомендациями
производителя (Applied Biosystems, США). Значение ΔCT
рассчитывали путем вычитания значения CT для гена до-
машнего хозяйства из значения CT для каждого образца.
Затем значение ΔΔCT рассчитывали путем вычитания значения
ΔCT каждого контроля из значения ΔCT, наблюдаемого в
каждом образце, обработанном TОФА.

Статистический анализ. Статистическая обработка дан-
ных проводилась с использованием программного пакета
Statistica (версия 12.0 StatSoft Inc., США). Количественные
данные выражены в виде медианы и интерквартильного
интервала (Ме [25-й; 75-й перцентили]). Для статистической
обработки результатов использовали критерии Манна–
Уитни и Вилкоксона. Значение p≤0,05 считали статистически
значимым. 

Клинико-лабораторная характеристика пациенток до и после терапии ТОФА, Ме [25-й; 75-й перцентили]
Clinical and laboratory characteristics of patients before and after TOFA therapy, Me [25th; 75th percentile]

Показатель                                                             1-я группа                                      р                                    2-я группа                                    р              р
(n=6)                                                                                    (n=6)                                                         до терапии

до терапии (n=6)         через 3 мес                                  до терапии (n=6)          через 3 мес
лечения (n=6)                                                                      лечения (n=6)

Примечание. Значимые различия между группами пациенток: * – по критерию Вилкоксона, # – по U-критерию Манна–Уитни.

Возраст, годы# 46,5 [29,5; 59,5] 60 [41,5; 69] – – – 0,18 –

Длительность болезни, мес# 30 [16,5; 108] 21 [6; 39] – – – 0,42 –

СРБ, мг/мл 18,6 [2,4; 98] 3,9 [0,25; 8,6] 0,06 17,5 [8,7; 83,2] 5,2 [1; 28,5] 0,31 0,93

СОЭ, мм 30 [14; 74,5] 13 [8; 18] 0,12 35,5 [25,5; 40] 48,0 [12; 75] 0,43 0,69

DAS28 4,85 [3,6; 6,2] 1,95 [1,3; 2,2] 0,03* 6,2 [5,3; 7,0] 4,8 [3,9; 5,4] 0,03* 0,09

ΔDAS28# – 2,77 [1,9; 4,2] – – 1,4 [0,9; 2,1] 0,01* –

ЧПС 5,5 [3; 11,5] 0 [0; 0,5] 0,03* 12,5 [7; 17] 2 [1; 8,5] 0,03* 0,06

ЧБС 4 [2,5; 10,5] 0 [0; 0] – 13.5 [7; 20,5] 6.5 [1,5; 15,5] 0,06 0,04#



Результаты. Между пациентками,
достигшими (1-я группа) и не достиг-
шими (2-я группа) ремиссии, суще-
ственных различий по большинству ис-
ходных характеристик не наблюдалось
(см. таблицу). Однако исходно у паци-
енток 2-й группы было выявлено боль-
шее число болезненных суставов – ЧБС
(р=0,04) по сравнению с пациентками
1-й группы. 

Через 3 мес наблюдения у больных
обеих групп статистически значимо умень-
шилось число припухших суставов –
ЧПС (р=0,03), а отсутствие болезнен-
ности суставов наблюдалось только у
пациенток, достигших ремиссии (см.
таблицу). Все пациентки ответили на
лечение (ΔDAS28 >1,2). Однако значе-
ние ΔDAS28 у больных 1-й группы было
значительно выше, чем у участниц 2-й
группы.

Анализ экспрессии генов в клетках
крови, культивированных с ТОФА перед
терапией. Значительная активация экс-
прессии всех исследованных генов на-
блюдалась в МКПК, культивированных
с TОФА, по сравнению с контрольными
клетками больных РА (n=6), у которых
сохранялась высокая или умеренная
активность заболевания после 3 мес
лечения (рис. 1, д, е, ж, з). В частности,
у 5 из 6 больных выявлено повышение
экспрессия генов MMП9, ФНОα и ИЛ1β,
тогда как увеличение экспрессии гена
катепсина К обнаружено у всех паци-
енток 2-й группы.

Напротив, у всех обследованных
1-й группы (n=6), достигших ремиссии
через 3 мес наблюдения, было отмечено
значительное снижение экспрессии
гена ФНОα в МКПК, культивированных
с TОФА, по сравнению с контрольными
клетками (см. рис. 1, а). Экспрессия
других исследованных генов варьиро-
валась. Например, экспрессия генов
ИЛ1β, MMП9 и катепсина К в клетках,
культивированных с TОФА, была сни-
жена у 3 из 6 пациенток, в то время как еще у 3 больных
продемонстрировано увеличение их экспрессии (см. рис. 
1, б, в, г). 

Для оценки прогностического значения экспрессии гена
ФНОα был проведен ROC-анализ (рис. 2), который подтвердил
наличие значимых ассоциаций экспрессии этого гена с ве-
роятностью развития ремиссии на фоне терапии ТОФА. По-
роговые значения для экспрессии гена ФНОα составили 1,17:
площадь под кривой (AUC) = 0,875; 95% доверительный
интервал – от 0,718 до 1,000; p=0,005.

Обсуждение. Количество доступных ГИБП и таргетных
синтетических базисных противовоспалительных препаратов
постоянно растет [13]. Клинические исследования показывают,
что различные препараты неодинаково эффективны при

лечении РА, поэтому необходимо выделять пациентов, от-
вечающих и не отвечающих на терапию [14]. 

Полученные результаты продемонстрировали, что до-
стижение ремиссии у больных РА на фоне лечения TОФА
связано со значительным снижением экспрессии гена ФНОα
в МКПК, культивированных с данным препаратом до начала
терапии. Напротив, в МКПК пациенток, у которых после 
3 мес применения TОФА ремиссия не наступила, выявлено
значительное увеличение базовой экспрессии генов ФНОα,
ИЛ1β, MMП9 и катепсина K. Повышение экспрессии ММП9
в ответ на ингибирование Янус-киназ ранее определялось в
культурах клеток макрофагов [15]. Наши данные подтвер-
ждаются более ранними экспериментами на животных, ко-
торые показали, что TОФА блокирует продукцию ФНОα в
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Рис. 1. Относительная экспрессия генов в клетках больных РА, культивированных 
с ТОФА в течение 48 ч до начала терапии: a, б, в, г – пациентки, достигшие ремиссии
(n=6); д, е, ж, з – пациентки, не достигшие ремиссии (n=6). * – значимые различия 
с контрольными клетками, культивированными без TОФА (критерий Вилкоксона)

Fig. 1. Relative gene expression in cells of RA patients cultured with TOFA for 48 hours be-
fore the start of therapy: a, б, в, г – patients who achieved remission (n=6); д, е, ж, з – pa-

tients who did not achieve remission (n=6). * – significant differences with control cells
cultured without TOFA (Wilcoxon test)
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культивированных клетках крови [16]. Вместе с тем полученные
нами результаты объясняют отсутствие различий в экспрессии
ФНОα у ответивших и не ответивших на терапию больных
РА, наблюдавшееся в работах с Т-лимфоцитами, культиви-
рованными с TОФА [17], так как экспрессия гена ФНОα по-
давлялась только у больных, достигших ремиссии. С точки
зрения молекулярных механизмов можно предположить, что
в клетках крови TОФА предпочтительно ингибирует передачу
сигналов от цитокинов, которая регулируется сигнальными
путями JAK1/3-STAT, в то время как ФНОα непосредственно
не передает сигналы через JAK-STAT-путь [18]. Однако ранее
было продемонстрировано, что ТОФА может препятствовать
реакции клеток на ФНОα за счет подавления аутокринной
петли ФНО – интерферон β – JAK-STAT1 [19].

Заключение. Нами предложен оригинальный подход к
прогнозированию эффективности терапии у больных РА с
помощью оценки изменения экспрессии генов в клетках
крови, культивированных in vitro в присутствии лекарст-
венного препарата до начала лечения. В частности, значи-
тельное снижение экспрессии гена ФНОα в клетках крови,
культивированных с ТОФА в течение 48 ч до начала терапии,
вероятно, может служить прогностическим биомаркером
достижения ремиссии заболевания, в то время как значи-
тельное повышение экспрессии генов ФНОα, ИЛ1β, MMП9
и катепсина K будет указывать на менее выраженный ответ
на препарат.

Рис. 2. Область под кривой (AUC), демонстрирующая связь
исходного уровня экспрессии гена ФНОα  в клетках крови

больных РА, культивированных с ТОФА в течение 48 ч до на-
чала терапии, с вероятностью развития ремиссии на фоне

терапии ТОФА
Fig. 2. Area under the curve (AUC), demonstrating the relationship
between the initial level of TNF  gene expression in blood cells of RA
patients cultured with TOFA for 48 hours before the start of therapy,

with the likelihood of remission during TOFA therapy
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