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Аллельные полиморфизмы 
гена тимидилатсинтазы и их гаплотипы 
как  предикторы ответа на метотрексат
у больных ревматоидным артритом
Девальд И.В.1, 2, Ходус Е.А.2, Хромова Е.Б.2, Несмеянова О.Б.3, Бурмистрова А.Л.2

Основным компонентом стратегии «Лечение до достижения цели» (Treat to target) у больных ревматоид-

ным артритом (РА) признан антагонист фолиевой кислоты метотрексат (МТ). К сожалению, не у всех

больных РА терапия МТ одинаково эффективна, часть из них резистентны к проводимому лечению, что

ведет к неуклонному прогрессированию деструктивных изменений в суставах, снижению качества жизни

и инвалидизации пациентов.

Цель исследования заключается в поиске генетических предикторов терапевтической эффективности и ре-

зистентности к МТ среди однонуклеотидных полимофизмов (single nucleotide polymorphism – SNP) генов

фолатного цикла, в частности полиморфизмов гена тимидилатсинтазы TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins и их га-

плотипов.

Материал и методы. В исследование включено 85 больных с достоверным диагнозом РА, которым в качестве

базисного противовоспалительного препарата «первой линии» был назначен МТ в дозе от 10 до 17,5 мг/нед.

Оценка терапевтического ответа проводилась через 6 мес непрерывного лечения по динамике индекса

DAS28, на основании чего выделены группы «ответивших» и «не ответивших» на МТ. Генетическое типиро-

вание SNP TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins выполнено методом полимеразной цепной реакции в режиме реаль-

ного времени.

Результаты и обсуждение. У больных РА с разной терапевтической эффективностью МТ обнаружены стати-

стически значимые различия в частоте встречаемости аллелей и генотипов полиморфных вариантов гена ти-

мидилатсинтазы. Так, у больных, резистентных к МТ, достоверно преобладала частота встречаемости гомо-

зиготного генотипа TS 6bp ins/ins (OШ 4,3; 95% ДИ 1,58–11,7; р=0,003), тогда как у пациентов с эффектив-

ностью проводимого лечения достоверно преобладала частота встречаемости аллеля TS 6bp del (OШ 0,48;

95% ДИ 0,23–1,0; р=0,049), генотипов TSER 2R/3R (OШ 0,32; 95% ДИ 0,12–0,88; p=0,042) и TS 6bp del/ins

(OШ 0,23; 95% ДИ 0,08–0,65; p=0,008). Статистически значимых различий в частоте встречаемости гаплоти-

пов гена тимидилатсинтазы у больных РА с разной терапевтической эффективностью МТ нами не установ-

лено, однако обнаружена тенденция к превалированию частоты гаплотипа TS 3R-6bp del (OШ 0,39; 95% ДИ

0,24–1,09; p=0,081) у «ответивших» на проводимое лечение.

Заключение. Полученные результаты могут свидетельствовать о наличии взаимосвязи однонуклеотидных по-

лиморфизмов гена тимидилатсинтазы с формированием терапевтического ответа на МТ у больных РА.

Ключевые слова: ревматоидный артрит; метотрексат; терапевтический ответ; однонуклеотидный полимор-

физм; тимидилатсинтаза.
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ALLELIC POLYMORPHISMS OF THYMIDYLATE SYNTHASE GENE 
AND THEIR HAPLOTYPES AS PREDICTORS OF THE THERAPEUTIC RESPONSE 

TO METHOTREXATE IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS
Devald I.V.1, 2, Khodus E.A.2, Khromova E.B.2, Nesmeyanova O.B.3, Burmistrova A.L.2

Methotrexate (MT) is recognized as the main component of the treat to target strategy in patients with rheumatoid

arthritis (RA). Unfortunately, MT therapy is not equally effective in all patients with RA, some of them are resistant to

such treatment, and have steady progression of destructive changes of the joints, reducing quality of life and leading to

disability.

Objective: examination of genetic predictors of therapeutic efficacy and resistance to MT among single-nucleotide

polymorphisms (SNP) of folate cycle genes, in particular polymorphisms of the thymidylate synthase gene TSER

2R/3R and TS 6bp del/ins and their haplotypes.

Subjects and methods. The study included 85 patients with RA, who were prescribed MT at a dose of 10 to 17.5

mg/week as a the «first line» disease-modifying antirheumatic drug. The therapeutic response was evaluated with

DAS28 after 6 months of continuous treatment. According to the results of this assessment groups of «respondents»

and «non-respondents» to MT were identified. Genetic typing of SNP TSER 2R/3R and TS 6bp del/ins was per-

formed by real-time polymerase chain reaction.

Results and discussion. In RA patients with different efficacy of MT, statistically significant differences in the frequen-

cy of alleles and genotypes of polymorphic variants of the gene thymidylate synthase were revealed. Thus, in patients

resistant to MT homozygous genotype TS 6bp ins/ins frequency was significantly increased (OR 4,3; 95% CI of 1.58

to 11.7; p=0.003), whereas response to the treatment was associated with occurrence of TS 6bp allele del (HR OF

0.48; 95% CI of 0.23 to 1.0; p=0.049), of TSER 2R/3R (OR 0,32; 95% CI 0,12–0,88; p=0.042) and TS 6bp del/ins

(OR 0.23; 95% CI 0.08–0.65; p=0.008) genotypes. We have not established statistically significant differences in the

frequency of occurrence of haplotypes of the thymidylate synthase gene in RA patients with different therapeutic effi-

cacy of MT, but we found a tendency to increase of the haplotype TS 3R-6bp del (OR 0.39; 95% CI 0.24–1.09;

p=0.081) frequency in the «respondents» to the treatment.
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Conclusion. Our results may indicate the relationship of the thymidylate synthase gene single nucleotide polymorphisms with therapeutic response to

MT in patients with RA.
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Ревматоидный артрит (РА) – «иммуновоспалитель-

ное (аутоиммунное) ревматическое заболевание, характе-

ризующееся тяжелым прогрессирующим поражением сус-

тавов и внутренних органов, развитие которого определя-

ется сложным взаимодействием факторов внешней среды

и генетической предрасположенности, ведущих к глобаль-

ным нарушениям в системе гуморального и клеточного

иммунитета» [1].

По данным Всемирной организации здравоохра-

нения, распространенность РА в мировой популяции

составляет около 1% [2]. Велика и социальная значи-

мость заболевания, так как его прогрессирование со-

провождается ограничением трудоспособности, затруд-

нениями при выполнении домашних обязанностей,

а в тяжелых случаях – утратой способности к самооб-

служиванию [3, 4].

Несмотря на определенные успехи, достигнутые

в изучении иммунопатологии РА, и существование широ-

кого спектра фармакологических препаратов для его лече-

ния, эффективная патогенетическая терапия этого заболе-

вания до сих пор остается фундаментальной проблемой

клинической ревматологии.

Согласно последним рекомендациям Европейской

антиревматической лиги (EULAR), базисным противо-

воспалительным препаратом (БПВП) при РА признан ан-

тагонист фолиевой кислоты метотрексат (МТ), как эффе-

ктивный и экономически выгодный компонент стратегии

«Лечение до достижения цели» (Treat-to-target), направ-

ленной на достижение ремиссии или минимальной актив-

ности заболевания с целью предупреждения его прогрес-

сирования [5].

К сожалению, не у всех больных РА терапия МТ оди-

наково эффективна, и 30–40% пациентов резистентны

к проводимому лечению [6].

Различия в эффективности лекарственной тера-

пии могут быть обусловлены индивидуальными генети-

ческими особенностями пациентов [7]. Генетическая

природа вариабельности ответа на МТ опосредована ря-

дом аллельных полиморфизмов генов фолатного цикла,

регулирующих процессы, на которые действует препарат

[8–10].

Одним из активно изучаемых генов фолатного ци-

кла является ген тимидилатсинтазы (TS), регулирующий

процессы синтеза ДНК и клеточной репликации. На се-

годняшний день известны два однонуклеотидных поли-

морфизма (single nucleotide polymorphism – SNP) гена

TS, которые, по мнению исследователей, могут влиять

на эффективность МТ. Первый из них – SNP TSER

2R/3R (rs45445694), представленный вариациями числа

тандемных повторов 28-нуклеотидной последовательно-

сти (CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG) в эн-

хансере 5'-нетранслируемой области гена TS

(Thymidylate Synthase Enhancer Repeat), второй – SNP

TS 6bp del/ins (rs34489327), представленный делеци-

ей/инсерцией 6 пар оснований (TTAAAG) в 1494-нук-

леотидной последовательности в 3'-нетранслируемой

области гена TS [11, 12].

Цель исследования – установить у больных РА пре-

дикторы эффективности и резистентности к МТ среди ал-

лельных вариантов и гаплотипов гена TS.

Материал и методы
В исследование включены 85 пациентов с РА, нахо-

дившихся на лечении в дневном стационаре ревматологи-

ческого профиля МБУЗ «Городская клиническая больница

№1» г. Челябинска в период с 2013 по 2015 г.

Критерии включения в исследование: достоверный ди-

агноз РА, установленный в соответствии с классификаци-

онными критериями Американской коллегии ревматоло-

гов (ACR) / EULAR 2010 г. [13]; добровольное информиро-

ванное согласие на участие в исследовании.

Критерии исключения: указание в анамнезе на прове-

денную ранее терапию МТ, другими БПВП или генно-ин-

женерными биологическими препаратами; наличие онко-

логических, гематологических и аутоиммунных заболева-

ний.

Набор больных проводился вне зависимости от пола,

возраста, рентгенологической стадии заболевания и степе-

ни активности болезни по индексу DAS28.

Клиническая характеристика больных, включенных

в исследование, представлена в табл. 1.

Таблица 1 Клиническая характеристика больных

Показатель Значение

Пол, n (%):
женщины 67 (78,8)
мужчины 18 (21,2)

Возраст, годы, M±δ 54,6±11,3

Возраст начала заболевания, годы, M±δ 49,8±13,2

Рентгенологическая стадия, n (%):
0 15 (17,6)
I 10 (11,8)
II 41 (48,2)
III 9 (10,6)
IV 10 (11,8)

Ревматоидный фактор, n (%):
обнаружен 72 (84,7)
не обнаружен 13 (15,3)

Антитела к циклическому 
цитруллинированному пептиду, n (%):

обнаружены 66 (77,6)
не обнаружены 9 (10,6)
не определялись 10 (11,8)

Активность болезни по индексу DAS28, n (%):
низкая (DAS28 ≤3,2) 17 (20)
умеренная (3,2< DAS28 ≤5,1) 29 (34,1)
высокая (DAS28 >5,1) 39 (45,9)

Системные проявления, n (%):
ревматоидные узелки 1 (1,2)
синдром Шегрена 3 (3,5)



После постановки диагноза РА всем больным в каче-

стве БПВП «первой линии» был назначен МТ в дозе от 10

до 17,5 мг/нед с последующей оценкой эффективности те-

рапии.

В дебюте исследования (до начала терапевтиче-

ского действия МТ) 36 (42,3%) из 85 больных РА прини-

мали преднизолон per os в дозе от 5 до 15 мг/сут в каче-

стве «bridge»-терапии, остальные 49 (57,7%) больных

получали нестероидные противовоспалительные препа-

раты (НПВП) и внутрисуставные инъекции глюкокор-

тикоидов.

Генетическое типирование проводилось на базе от-

дела молекулярно-биологической диагностики ГБУЗ

«Челябинская областная станция переливания крови».

Определение полиморфизмов гена TS (TSER 2R/3R и TS

6bp del/ins) проводили с помощью анализа полиморфиз-

мов длины рестриктных фрагментов в полимеразной

цепной реакции по методикам T. Dervieux и соавт. [14] и

К. Kumagai и соавт. [15].

Статистический анализ данных. Статистическую об-

работку результатов исследований проводили с примене-

нием пакета прикладных компьютерных программ

Statistica 10.0 для Windows (StatSoft Inc., США) и програм-

мы MsExcel пакета MsOffice (Microsoft Corporation,

США).

Достоверность (р) ассоциаций и различий частот рас-

пределения изучаемых признаков в группах определяли по

критерию χ2 Пирсона для четырехпольных таблиц, крите-

рию χ2 Пирсона с поправкой Йейтса и точному двусторон-

нему критерию Фишера.

Во всех случаях различия считали статистически зна-

чимыми при р≤0,05, незначимыми при р>0,10; для проме-

жуточных значений р (0,05<р≤0,10) обсуждали тенденцию

к различиям.

Статистическую оценку силы ассоциации проводили

по показателю отношения шансов (ОШ) – отношение

шансов события в одной группе к шансам этого же собы-

тия в другой группе, с расчетом 95% доверительного интер-

вала (ДИ) [16].

Для определения частот двухлокусных гаплотипов

использовали компьютерную программу Arlequin, вер-

сия 3.1.

Результаты и обсуждение
Первой частью нашей работы

стала оценка эффективности МТ

у больных РА.

Как было указано выше, всем

больным в нашем исследовании в ка-

честве БПВП «первой линии» был на-

значен МТ в дозе от 10 до 17,5 мг/нед,

в зависимости от индивидуальной

эффективности и переносимости ле-

чения. Учитывая, что МТ относится

к медленнодействующим противо-

воспалительным средствам, конеч-

ную оценку его эффективности про-

водили после 6 мес непрерывного ле-

чения по индексу DAS28 (табл. 2).

Для обозначения групп больных

с разной эффективностью МТ мы

воспользовались терминами «отве-

тившие» и «не ответившие».

Анализ динамики воспалительной активности РА

и эффективности МТ после 6 мес терапии представлен

в табл. 3.

Оценка эффективности МТ показала, что через 6 мес

ответ на терапию зарегистрирован у 61 (71,8%) больно-

го РА, у 41 из них (67,2%) индекс DAS28 составил <2,6,

что соответствовало ремиссии заболевания. У 8 (13,1%)

и 12 (19,7%) больных соответственно зарегистрирована

умеренная и низкая активность болезни. Отсутствие

ответа на терапию МТ зафиксировано у 24 (28,2%)

больных РА, и у 8 (33,3%) больных значения индекса

DAS28 составили >5,1, что отражало сохраняющуюся

высокую активность болезни. У 14 (58,4%) больных

значения DAS28 соответствовали умеренной активно-

сти, а низкая активность РА отмечалась всего у 2 (8,3%)

больных.

Следующим этапом исследования стал анализ взаи-

мосвязи эффективности МТ с однонуклеотидными поли-

морфизмами TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins. Результаты

представлены в табл. 4.

Анализ распределения частот аллелей и генотипов

TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins показал (см. табл. 4), что

у больных РА, резистентных к МТ, частота гомозиготного

генотипа TS 6bp ins/ins в 4,3 раза выше, чем у «ответив-

ших» (OШ 4,3; 95% ДИ 1,58–11,7; р=0,003), а у больных,

ответивших на лечение, – достоверно выше, чем у не от-

ветивших, частота гетерозиготных генотипов TSER

2R/3R (OШ 0,32; 95% ДИ 0,12–0,88; p=0,042) и TS 6bp

del/ins (OШ 0,23; 95% ДИ 0,08–0,65; p=0,008), а также ча-

стота встречаемости аллеля TS 6bp del (OШ 0,48; 95% ДИ

0,23–1,0; р=0,049): на 27,4; 34,7 и 16,3% соответственно.

Эти данные позволяют нам расценивать генотипы TSER

2R/3R, TS 6bp del/ins и аллель TS 6bp del как достоверные

генетические предикторы эффективности МТ, а генотип

TS 6bp ins/ins – как достоверный предиктор резистентно-

сти к лечению.

Наши выводы о взаимосвязи эффективности МТ

с носительством гетерозиготного генотипа TSER 2R/3R не

нашли подтверждения в литературе. При этом ассоциация

носительства инсерции 6-нуклеотидной последовательно-

сти в гене TS c резистентностью к МТ, а делеции – c эффе-

ктивностью терапии подтверждается с результатами иссле-

дований других авторов, которые приводят аналогичные
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Таблица 2 Оценка эффективности лечения РА по DAS28

Конечное Уменьшение DAS28

значение DAS28 >1,2 0,6–1,2 <0,6

<3,2 Хороший эффект Удовлетворительный эффект Без эффекта

3,2–5,1 Удовлетворительный эффект « « « «

>5,1 « « Без эффекта « «

Таблица 3 Активность РА по индексу DAS28 
через 6 мес терапии МТ

Активность РА «Ответившие» (n=61), 71,8%* «Не ответившие» (n=24), 28,4%*

по DAS28 n % n %

Высокая – – 8 33,3

Умеренная 8 13,1 14 58,4

Низкая 12 19,7 2 8,3

Ремиссия 41 67,2 – –
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Таблица 4 Частота аллелей и генотипов SNP TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins 
в группах «ответивших» и «не ответивших» на терапию МТ

Аллели «Не ответившие» (n=24) «Ответившие» (n=61)
p ОШ (95% ДИ)

и генотипы n % n %

SNP TSER 2R/3R

Аллели
2R 22 45,8 53 43,4

0,778 1,1 (0,56–2,16)3R 26 54,2 69 56,6

Генотипы
2R2R 7 29,2 8 13,1 0,152 2,73 (0,86–8,63)
2R3R 8 33,3 37 60,7 0,042* 0,32 (0,12–0,88)
3R3R 9 37,5 16 26,2 0,446 1,69 (0,62–4,61)

SNP TS 6bp del/ins

Аллели
del 13 27,1 53 43,4

0,049* 0,48 (0,23–1,0)ins 35 72,9 69 56,6

Генотипы
del/del 3 12,5 7 11,5 1,0 1,1 (0,26–4,67)
del/ins 7 29,2 39 63,9 0,008* 0,23 (0,08–0,65)
ins/ins 14 58,3 15 24,6 0,003* 4,3 (1,58–11,7)

Примечание. * – различия статистически значимы, р<0,05.

выводы, объясняя это изменением ферментативной актив-

ности TS и уровня клеточной пролиферации [15, 20, 21].

В то же время малочисленность и неоднозначность работ,

посвященных взаимосвязи эффективности МТ с аллель-

ными полиморфизмами гена TS, диктует необходимость

продолжения исследований для уточнения истиной роли

SNP TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins в прогнозировании отве-

та на лечение.

Учитывая, что некоторые авторы указывают на

роль неравновесного сцепления между аллельными ва-

риантами гена TS (TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins) в про-

гнозировании эффективности терапии МТ, мы провели

сравнительный анализ частоты гаплотипов гена TS

у больных РА с разной эффективностью лечения

(табл. 5).

Анализ распределения частот гаплотипов гена TS по-

казал, что у больных РА, ответивших на лечение МТ,

на 14% выше частота гаплотипа TS 3R-6bp del (OШ 0,39;

95% ДИ 0,24–1,09), в отличие от больных, резистентных

к лечению. Эти различия не достигают уровня статистиче-

ской значимости (р=0,081). Однако мы считаем необходи-

мым учитывать роль неравновесного сцепления в гене TS

при прогнозировании эффективности МТ у больных РА

и рассматривать гаплотип TS 3R-6bp del как вероятный

предиктор эффективности терапии.

Наши выводы о возможной ассоциации эффектив-

ности МТ у больных РА с гаплотипом TS 3R-6bp del совпа-

дают с результатами исследований других авторов [21, 22],

которые приводят аналогичные данные. Однако общая ма-

лочисленность работ в этой области диктует необходи-

мость продолжения исследований для уточнения истиной

роли гаплотипов гена TS в прогнозировании эффективно-

сти МТ у больных РА.

Таким образом, по итогам нашего исследования

можно сделать вывод, что различия ответа на МТ у боль-

ных РА опосредованы аллельными полиморфизмами ге-

на TS. Мы идентифицировали комплекс генетических

предикторов эффективности МТ (аллель TS 6bp del; ге-

нотипы TSER 2R/3R и TS 6bp del/ins) и резистентности

(генотип TS 6bp ins/ins) к данному препарату. Эти данные

могут использоваться в ходе дальнейших исследований,

посвященных разработке персонализованного подхода

к лечению РА.

Прозрачность исследования
Исследование не имело спонсорской поддержки. Авторы

несут полную ответственность за предоставление оконча-

тельной версии рукописи в печать.
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Таблица 5 Частота гаплотипов гена TS в группах «ответивших» 
и «не ответивших» на терапию МТ

Гаплотипы TS
«Не ответившие» (n=24) «Ответившие» (n=61)

p ОШ (95% ДИ)
n % n %

2R-6bp ins 20 41,7 45 36,9 0,564 –

3R-6bp del 11 22,9 45 36,9 0,081* 0,39 (0,24–1,09)

3R-6bp ins 15 31,2 24 19,7 0,106 1,85 (0,87–3,95)

2R-6bp del 2 4,2 8 6,5 0,727 –

Примечание. * – различия находятся на уровне тенденции (0,05<р≤0,1).
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