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  Цель исследования — оценить влияние маркеров иммуногенности тоцилизумаба на эффективность лечения 
пациентов с ревматоидным артритом.

Материалы и методы. В исследование были включены 17 пациентов с критериально подтвержденным рев-
матоидным артритом, получавших генно-инженерную терапию тоцилизумабом в сочетании с метотрексатом или 
в варианте монотерапии. У всех пациентов в течение 2,5 года лечения тоцилизумабом раз в полгода производили 
забор крови непосредственно перед следующим введением данного препарата. Концентрацию антител к тоци-
лизумабу и уровень препарата определяли с помощью иммуноферментного анализа. Активность ревматоидного 
артрита оценивали по индексу DAS28. Наряду с этим определяли содержание C-реактивного белка, лейкоцитов, 
тромбоцитов, ревматоидного фактора и циркулирующих иммунных комплексов.

Результаты. Была выявлена прямая корреляционная связь между уровнем антител к тоцилизумабу с DAS28 
(в последней точке исследования) и количеством лейкоцитов. При этом уровень в крови тоцилизумаба обратно 
зависел от уровня DAS28.

Заключение. Полученные данные указывают на значительное влияние сывороточного уровня препарата, 
а концентрации антител к нему — на терапевтический эффект терапии ревматоидного артрита. Представлен-
ные биомаркеры могут помочь при прогнозировании эффективности терапии ревматоидного артрита, а также 
способствовать выявлению причин резистентности к тоцилизумабу.
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THE INFLUENCE OF TOCILIZUMAB IMMUNOGENICITY MARKERS  
ON THE EFFECTIVENESS OF TREATING RHEUMATOID ARTHRITIS

V.D. Nazarov1, S.V. Lapin1, K.V. Tulenko2, R.R. Samigullina2, V.I. Mazurov2

1 First Pavlov State Medical University of Saint Petersburg, Saint Petersburg, Russia;
2 North-Western State Medical University named аfter I.I. Mechnikov, Saint Petersburg, Russia

For citation: Nazarov VD, Lapin SV, Tulenko KV, et al. The influence of tocilizumab immunogenicity markers on the 
effectiveness of treating rheumatoid arthritis. Herald  of  North-Western  State  Medical  University  named  after  I.I. Mechnikov. 
2020;12(1):31-36. https://doi.org/10.17816/mechnikov33825

Received: January 17, 2020 Revised: February 19, 2020 Accepted: March 16, 2020

  Purpose. The study assesses the impact of tocilizumab immunogenicity markers on clinical response to conducted 
treatment in patients with rheumatoid arthritis.

Materials and methods. A total of 17 patients with the confirmed diagnosis of RA receiving tocilizumab therapy for 
more than 1 year were enrolled into the study. Blood serum samples were collected once every six months before every 
drug injection during 2.5 years of treatment. The concentration of antibodies to tocilizumab and level of tocilizumab was 
determined using the ELISA. Additionally, DAS28 values were measured at the first and the last patient visit during the 
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course of study, whereas levels of C-reactive protein (CRP), white blood cells, platelets, rheumatoid factor, and circulating 
immune complexes were only measured at the last examination.

Results. Positive correlations between the antibodies to tocilizumab and the last point DAS28 values were found, 
as well as a negative correlation of tocilizumab level and the level of DAS28. 

Conclusions. The data obtained indicate a significant effect of serum levels of tocilizumab, as well as of the concentration 
of antibodies to tocilizumab on the effectiveness of RA treatment. A routine study of these biomarkers might be useful 
for individualizing treatment approaches for RA patients and determining the causes of tocilizumab resistance.

  Keywords: tocilizumab; immunogenicity; rheumatoid arthritis.

Ревматоидный артрит (РА) представляет 
собой хроническое системное аутоиммунное 
заболевание, характеризующееся симметрич-
ным поражением периферических суставов, 
ведущим к их деструкции и анкилозированию, 
а  также вовлечением в  патологический про-
цесс различных органов и  тканей. В  настоя-
щее время РА является важной проблемой 
внутренней медицины в  связи с  его высокой 
распространенностью (от 0,5 до 1 %) в популя-
ции, частым развитием у лиц трудоспособного 
возраста и  достаточно быстро наступающей 
инвалидностью  [1]. Значимый прогресс в  по-
нимании патогенеза этого заболевания при-
вел к  разработке и  внедрению в  клиническую 
практику генно-инже нерных биологических 
препаратов  (ГИБП), которые способны блоки-
ровать цитокины, вовлеченные в развитие РА. 
Важную роль в  патогенезе РА играет интер-
лейкин-6 (ИЛ-6), который стимулирует синтез 
белков острой фазы и провоспалительных ци-
токинов, а также участвует в активации остео-
кластов, что вызывает формирование эрозив-
ного процесса в суставах.

При проведении первых клинических иссле-
дований с целью оценки эффективности и без-
опасности различных ГИБП было установлено, 
что у 30–40 % пациентов с РА уже на начальных 
этапах терапии формируется резистентность 
к  ГИБП. Эти пациенты обладали первичной 
резистентностью к ГИБП, которая выявлялась 
в  течение первых 12  нед. терапии. Причины 
первичной резистентности до сих пор до кон-
ца не известны, но удалось выяснить, что уро-
вень ответа на ГИБП в первые 12 нед. лечения 
обрат но коррелирует с  индексом массы тела, 
длительностью заболевания, курением, а также 
со степенью активности РА [2, 3].

Со временем у  пациентов с  РА может воз-
никать так называемая вторичная резистент-
ность к  ГИБП, которая формируется на фоне 
достаточно высокой эффективности прово-
димой терапии биологическими препаратами 
и сопровождается нарастанием активности РА 
и прогрессирующим деструктивным процессом 

в суставах. Следует отметить, что вторичная ре-
зистентность наблюдается в среднем у 30 % па-
циентов с  РА, длительно получающих лечение 
ГИБП. Большинство исследователей связывают 
развитие вторичной резистентности со сниже-
нием сывороточной концентрации ГИБП в свя-
зи с усиленной деградацией белковых молекул 
ретикулоэндотелиальной системой, а  также 
с  образованием антител к  ГИБП, способных 
нейтрализовать биологические эффек ты этой 
группы препаратов [4]. Чаще всего парато-
пом нейтрализующих антител являются эпи-
топы связывания ГИБП со своим лигандом. 
Формируя иммунные комплексы, нейтрали-
зующие антитела не только ингибируют свя-
зывание препарата с  таргетной молекулой, но 
и  ускоряют клиренс ГИБП [5]. Наряду с  ней-
трализующими антителами у пациентов, полу-
чающих ГИБП, могут вырабатываться связыва-
ющие антитела, которые могут синтезироваться 
к любому участку молекулы ГИБП [6].

В 2010 г. был лицензирован препарат тоци-
лизумаб (ТОЦ) — ингибитор рецептора ИЛ-6, 
представляющий собой моноклональное анти-
тело, специфически связывающее мембранную 
и  растворимую форму рецептора ИЛ-6. Как 
и другие ГИБП, ТОЦ показал высокую эффек-
тивность в снижении степени воспалительной 
активности РА, а  также замедлении прогрес-
сирования эрозивного процесса в суставах [7].

Цель данной работы заключалась в  изуче-
нии влияния иммуногенности ТОЦ на эффек-
тивность лечения пациентов с РА.

Материалы и методы

В исследование были включены 17  пациен-
тов с  подтвержденным диагнозом РА соглас-
но критериям ACR/EULAR (от англ. American 
College of Rheumatology/European League Against 
Rheumatism) 2010  г. и  принимавших препарат 
ТОЦ в течение 2,5 года в центре терапии генно-
инженерными биологическими препаратами 
клиники им. Э.Э. Эйхвальда. Следует отметить, 
что 8  пациентам этой группы была назначена 
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Рис. 1. Корреляция между концентрацией антител к тоцилизумабу с DAS28 (a) и количеством лейкоцитов (b)

Fig. 1. Correlation between concentration of anti-tocilizumab antibodies with DAS28 (a) and number of leucocytes (b)

комбинированная терапия ТОЦ с  метотрек-
сатом, а  9  больным РА  — монотерапия ТОЦ. 
Десять пациентов получали ТОЦ в дозе 400 мг 
внутривенно раз в  месяц, 5  обследованных  — 
в дозе 600 мг и 2 пациента — в дозе 360 мг.

Все пациенты дали согласие на забор биоло-
гического материала и  использование личных 
данных [8].

Исходно, а также через 6 и 18 мес. перед оче-
редным введением ГИБП производили забор 
крови для определения уровня ТОЦ и антител 
к нему, а также содержания в сыворотке крови 
C-реактивного белка (СРБ), лейкоцитов, тром-
боцитов, ревматоидного фактора и циркулиру-
ющих иммунных комплексов. Кроме этого перед 
началом и  завершением исследования оцени-
вали индекс активности РА по DAS28. Точка 0 
исполь зована в качестве группы контроля. 

Концентрацию антител к ТОЦ (ImmunoGuide, 
Турция) определяли с помощью непрямого не-
конкурентного варианта иммуноферментного 
анализа (ИФА), основанного на реакции свя-
зывания анти-ГИБП-антител с  адсорбирован-
ными на дне лунки препаратами. Все манипуля-
ции и измерения осуществляли в соответствии 
с инструкцией производителя.

Для подтверждения специфичности связыва-
ния антител к ГИБП был проведен тест нейтра-
лизации антител. Пошаговые разведения пре-
парата ТОЦ в концентрации 100, 10 и 1 мгк/мл 
инкубировали с положительным контролем на 
наличие антител к данному препарату. Это по-
зволило проанализировать ингибирование ре-
акции излишком антигена ГИБП. После этого 
образцы были исследованы на наличие антител 
к ТОЦ методом ИФА.

Для статистической обработки использова-
ли программу GraphpadPrism 6.0. В  зависимо-
сти от типа нормального распределения приме-
няли параметрические или непараметрические 
методы оценки выборок. Связь между двумя 
переменными исследовали с  помощью метода 
ранговой корреляции по Спирмену. Уровень 
значимости для всех статистических тестов 
принимали менее 0,05.

Результаты

Для подтверждения специфичности связы-
вания антител с ТОЦ была проведена реакция 
нейтрализации. Высокие концентрации ТОЦ 
(100  мкг/мл), инкубированные с  положитель-
ными образцами, вызывали связывание анти-
тел с препаратом, что в свою очередь приводи-
ло к ингибированию хромогенной реакции при 
проведении ИФА. С увеличением концентрации 
ТОЦ уменьшалась активность хромогенной ре-
акции, а при максимальной концентрации она 
полностью отсутствовала. Результаты исследо-
вания приведены в таблице.

Реакция нейтрализации для тоцилизумаба
Reaction of neutralization for tocilizumab

Концентрация 
препарата,  

мкг/мл

Тоцилизумаб

активность хромогенной реакции  
(индекс плотности сигнала)

0 121
1 50

10 12
100 Реакция отсутствовала
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Результаты исследования свидетельствова-
ли, что в последней точке наблюдения антитела 
к ТОЦ определялись у большинства пациентов 
с РА (в 70,5 % случаев). Именно поэтому пред-
ставлялось важным установить взаимосвязи 
между концентрацией ТОЦ и  уровнями анти-
тел к  нему, а  также лабораторными показате-
лями и  активностью РА согласно индексам 
DAS28 в начале терапии и на последнем визите. 
Оказалось, что у обследованной группы паци-
ентов существует прямая корреляционная за-
висимость между уровнем анти-ТОЦ и индек-
сом DAS28 в  последней точке исследования 
(r = 0,5653, p = 0,0180), а также количеством лей-
коцитов (r = 0,6720, p = 0,0031). Обратная кор-
реляционная связь установлена между уровнем 
ТОЦ в крови у пациентов с РА в последней точке 
исследования и показателями СРБ (r = –0,6417, 
p = 0,0055). Кроме того, была выявлена обрат-
ная корреляция между средним уровнем ТОЦ 
за все время исследования и  индексом DAS28 
в последней точке (r = 0,701, p = 0,0017), а так-
же показателями СРБ (r = –0,6548, p = 0,0043). 
Результаты представлены на рис. 1, 2.

Следует отметить, что в  данном исследова-
нии не удалось выявить взаимосвязей между 

ГИБП и  уровнем антител к  ТОЦ. Не менее 
инте ресным оказалось и  то, что содержание 
ТОЦ в крови обследованных, а также уровень 
антител к  ним существенно не различались 
в  группах пациентов с  РА, находившихся на 
комбинированной терапии с  метотрексатом 
или получавших монотерапию ТОЦ.

Обсуждение

Генно-инженерные биологические препа-
раты, используемые в  ревматологии на протя-
жении последних 20  лет, позволили не только 
значительно чаще достигать ремиссии РА, улуч-
шить качество жизни пациентов, но и снизить 
частоту инвалидности у  пациентов трудоспо-
собного возраста. Однако нередко на фоне те-
рапии ГИБП у  больных РА возникает вторич-
ная резистентность, в  результате снижается 
эффективность лечения и  приходится перево-
дить пациента на другие ГИБП или синтетиче-
ские таргетные препараты. Основной причиной 
вторичной резистентности к  ГИБП является 
уменьшение сывороточного уровня препарата 
или формирование к  нему нейтрализующих 
антител. Антитела против ГИБП синтезируются 
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Рис. 2. Корреляция уровня тоцилизумаба с  уровнем 
С-реактивного белка (a) и  среднего уровня тоцили-
зумаба с  содержанием С-реактивного белка (b) 
и DAS28 (c)

Fig. 2. Correlation between tocilizumab level with con-
centration of C-reactive protein (a) and correlation of 
mean tocilizumab level with C-reactive protein (b) and 
DAS28 (c)
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к  чужеродному участку молекулы монокло-
нального иммуноглобулина  — вариабельному 
региону Fab-фрагмента, связывающего целе-
вые молекулы. Это, в  свою очередь, приводит 
не только к повышенной скорости элиминации 
препарата ретикуло-эндотелиальной системой, 
но и  к снижению биологической активности 
ГИБП в  связи с  блоком связывания терапев-
тического иммуноглобулина с  таргетной мо-
лекулой [5]. С другой стороны, максимальный 
клинический эффект ГИБП сохраняется при 
высоком уровне в  сыворотке крови, который 
определяют непосредственно перед введением 
очередной дозы препарата.

В настоящем исследовании у  70,5 % паци-
ентов, принимавших ТОЦ, была обнаружена 
повышенная концентрация анти-ТОЦ-антител 
после 2,5  года терапии. Вместе с  тем приве-
денные материалы исследования существенно 
отли чаются от ранее опубликованных данных, 
свидетельствующих о  низком уровне иммуно-
генности ТОЦ (до 2 %), что можно объяснить 
не только неоднородной выборкой пациентов, 
но и  использованием неравнозначных мето-
дов определения антител к ТОЦ [9]. Так, боль-
шинство тест-систем для определения уровня 
терапевтических иммуноглобулинов основано 
на специфическом связывании находящегося 
в сыворотке препарата с таргетной молекулой, 
адсорбированной на дне лунки ИФА-планшета. 
Другие методы включают этапы адсорбции на 
дне ИФА-планшета моноклональных антител, 
специфичных к  вариабельному участку иссле-
дуемого иммуноглобулина. Таким образом, 
в связи с методическими особенностями сыво-
роточный уровень ГИБП отражает не только 
концентрацию препарата, но и биологическую 
доступность функционально значимого региона 
белковой молекулы. Синтезирующиеся против 
ГИБП антитела блокируют данный регион, что 
проявляется снижением концентрации ГИБП. 
Высокие его концентрации в свою очередь пол-
ностью насыщают титр анти-ГИБП-антител, 
что также может сказываться на результатах 
исследования.

В проведенном исследовании было показа-
но, что уровень анти-ТОЦ-антител напрямую 
коррелировал с показателями DAS28-CRP и ко-
личеством лейкоцитов в  последней точке. Для 
реальной клинической практики представля-
ется важным, что уровень ТОЦ, оцениваемый 
непосредственно перед следующей инъекцией 
препарата, может стать одним из маркеров мо-
ниторирования эффективности лечения РА. 
Это подтверждается высокими значениями 

корреляции среднего уровня ТОЦ и  показа-
телями DAS28 и  СРБ, а  также концентрацией 
СРБ в  последней точке (r = –0,701, p = 0,0017 
и r = –0,6548, p = 0,0043 соответственно). Более 
того, высокая скорость элиминации ТОЦ мо-
жет быть объяснена синтезом нейтрализующих 
антител на данный препарат.

Таким образом, полученные данные дают 
осно вание считать, что повышение активности 
РА у обследованной группы пациентов в послед-
ней точке исследования зависело от снижения 
концентрации ТОЦ в сыворотке крови и повы-
шения уровня антител к данному ГИБП. Более 
того, можно полагать, что снижение эффектив-
ности лечения РА напрямую зависит от низкого 
уровня ТОЦ перед очередным введением дан-
ного препарата и высоким содержанием сфор-
мировавшихся антител к ТОЦ. Использование 
этих двух маркеров в  реальной клинической 
практике поможет не только персонализиро-
вать подходы к терапии РА, но и выявлять при-
чины резистентности к данному ГИБП.
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