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haplotypes of genes of cytokines IL-ip  and its receptor antagonist (IL-1RN) 
to predict the nature of chronic periodontal inflammation
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Резюме
Установлено, что носители Т аллеля полиморфного локуса С-511Т ИЛ-1р и генотипа С Я  встречались значимо чаще в груп
пе пациентов, больных тяжелыми формами пародонтита. При исследовании нуклеотидной замены генов IL-1 рС+3953Т 
аллель Т также чаще встречался в основной группе у больных пародонтитом. При исследовании полиморфизма ге
нов IL-1RN достоверных различий между исследуемыми группами обнаружено не было. Имеется тенденция к увеличе
нию количества носителей аллеля 2R, генотипа 2R/4R и 2R/2R среди лиц с тяжелым течением воспаления пародонта. 
Ключевые слова: Полиморфизм генов IL-1p, IL-1RN, хроническое воспаление пародонта

Resume
Found that carriers of the T allele of the polymorphic locus of С-511T of IL-1 p and genotype С / T met significantly more likely 
in the group of patients with severe periodontitis In the study of nucleotide substitution of genes IL-1 p С +3953 T allele T is also 
more common in the study group in patients with periodontitis In the study of gene polymorphism IL-1 RN significant differences 
between treatment groups were found. There is a tendency to increase the number of carriers of allele 2R, genotype 2R/4R and 
2R/2R among persons with severe periodontal inflammation.
Keywords: Polymorphism of genes, a chronic inflammation of periodontal

Обращаемость населения по поводу заболеваний 
пародонта занимает 4-е место среди других стоматоло
гических болезней (кариеса и его осложнении). Извест
но, что 85% обслуживаемого населения нуждается в па- 
родонтологической помощи, при этом 65% больных об
ращаются в стоматологическую поликлинику уже с тяже
лой формой заболевания и только 5% - с начальными ста
диями воспаления пародонта. Несвоевременное обраще
ние пациентов к стоматолог у приводит к потере зубов у 
взрослых примерно в 50% случаев.[ 1 ]

Этиологическими факторами воспалительных забо
леваний пародонта, в настоящее время, принято считать 
инфекционные агенты, персистирующие в зонах зубодсс- 
невого соединения. Соответственно увеличению содер
жания пародонтопатогенных микроорганизмов возраста
ет уровень синтезируемых ими экзотоксинов и поврежда
ющих пародонтальные ткани ферментов, что заканчива
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ется деструкцией тканей пародонта. В ответ на повреж
дение реализуется стереотипная воспалительная реакция 
с вовлечением сосудов микроциркуляторного русла. Это 
создает предпосылки для формирования воспалительно
го инфильтрата, способного вызывать вторичную альте
рацию тканей пародонта вследствие чрезмерного дей
ствия цитокинов. Воспалительный ответ является ве
дущим в формировании и хронизации течения воспали
тельного процесса в десне, прогрессирование воспале
ния связывают с изменением экспрессии различных ци- 
токннов и хсмокинов. [2,3] Имеются сведения о наслед
ственном характере заболеваний пародонта. [4,5] Пред
полагается, что у человека существует особый наслед
ственный профиль провоспалительных цитокинов, кото
рый предрасполагает к определенному характеру течения 
воспаления. В настоящее время, делаются попытки опре
делить генетическую основу межиндивидуальных разли
чий в иммунном ответе путем определения взаимосвязи 
между индивидуальными полиморфными аллелями, или 
гаплотипами генов цитокинов и заболеванием. Известно, 
что IL-1 р — провоспалительный цитокин, который играет 
главную роль в инициации и поддержании воспалитель
ного ответа и осуществлении всего комплекса защитных 
реакций. Его функция во время воспаления: пролифера
ция активированных Т- и В- клеток индукция PGE2 про-
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лукцмя цитокинов макрофагов, индукция лихорадки, про
теинов острой фазы, активности остеокластов. В популя
ции людей наблюдается полиморфизм гена IL-10. Хоро
шо изучены два полиморфизма: полиморфизм в промо- 
торной области гена в положении С-511Т и полиморфизм 
нуклеотидной замены С+3953Т в 5 экзоне. Оба полимор
физма связаны с увеличением продукции интерлейкина 
1р в 2-4 раза. Ген антагонист рецептора интерлейкина-1(5 
является естественным ингибитором действия интерлей
кина. Дефект гена антагониста приводит к развитию бо
лее пролонгированного иммунного ответа и связан с по
вышением риска развития хронических воспалительных 
состояний. [6,7] В гене антагониста рецептора известен 
минисателлитный полиморфизм (вариабельность по чис
лу 86-членных тандемных повторов) во 2-м интронс, ко
торый предполагает существование пяти аллелей, каж
дому из которых соответствует определенное число по
второв. Наиболее часто встречается аллель содержащий 
4 повтора (4R у 74 % населения), и аллель, содержащий 
2 повтора (2R 21%). Оставшиеся аллели встречаются ме
нее чем в 5% случаев. Считается, что увеличение числа 
повторов (4R,5R,6R) ведет к понижению количества ан
тагониста рецептора IL-10, а носительство аллеля с дву
мя повторами (2R) связано с повышенным уровнем цир
кулирующего антагониста рецептора IL-lp в ходе воспа
ления. [8,9]

Цель исследования изучить распределение гено
типов и аллелей генов IL-lb и антагониста его рецепто
ра (IL-1RN) у больных пародонтитом тяжелой и срсдне- 
тяжелой степени и проанализировать возможные ассоци
ации генотипов этих генов с риском развития заболева
ния.

Материал и методы
На базе клиники кафедры терапевтической сто

матологии ОмГМА и пародонтологического отделе
ния ГКСП №1 г. Омска были обследованы 75 пациентов, 
больных пародонтитом срсдне-тяжслой и тяжелой сте
пени. Объектами исследования явились образцы веноз
ной крови, полученные у 75 пациентов (средний возраст 
39,1 ±5,7 обоего пола), больных пародонтитом, и образ
цы венозной крови, полученные у 75 пациентов случай
ной популяционной выборки.

Забор венозной крови проводили с антикоагулянтом 
и последующим получением взвеси лейкоцитов, из кото
рой выделяли ДНК методом перхлоратной экстракции с 
этанольным осаждением. Молскулярно-гснетнчсскос ис
следование проводилось в ДНК лаборатории на базе ака
демического центра патологической анатомии ГОУ ВПО 
ОмГМА. У всех больных было получено информирован
ное согласие на исследование.

Для проведения генетического исследования ис
пользовали праймеры, синтезированные в Институ
те химической биологии и фундаментальной медицины 
СО РАН (Новосибирск). Структуры праймеров и про
грамма амплификации приведены в таблицах (таб.1 и
2). ПЦР проводили на амплифнкаторс “Терцик” («ДНК- 
Технология», Москва) с начальной денатурацией при 
95оС - 2 мин, далее в течение 35 циклов при следующих 
режимах: денатурация - 7 сек при 95оС; отжиг прайме
ров -  10 сек при 64оС для IL 1 - RN и при бОоС для ИЛ-1Р; 
элонгация -  20 сек при 72оС. Исследование полиморфиз
ма IL1- RN проводили с помощью ПЦР с праймерами, 
фланкирующими полиморфный регион в пределах вто
рого нитрона, в котором находится вариабельное количе-

Таблица 1. Структура олигонуклеотидных праймеров

Ген
Мутация и R

L-1

C+3953T
TCCTACTGGTGTTGT

CATCAG

CTTGGGTGGACATG

GTCCTG

Р С-51 IT
AAAGAGGCAAAGGAG

GGTGTTC

GGGTACAATGAAGG

GCCAATAG

L-

IRN

Intron 2 86 

и.о. VNTR

CCCACTCATGGC'CTT

G1TC

GGCTCAATGGTACCA

CATC

Таблица 2. Программа амплификации

I L - l f l IL -1 R N

C + 3 9 5 3 T С-51 I T Inlron 2 86 и.о. V N T R

95 °C j Змии 1 ЦИКЛ 95 V 1 3 мин
1

1 цикл 95 °С 3 мим 1 ЦИКЛ

95 "C j 10 с

40

циклон

95"C | Ю с

40 пик 

лов ,

95 °С Ю с

40

ЦИКЛОП

60 °C
1

0 c 64 "С J О с
!

62 ЬС Ю с

72 °C 5 c 72°С 5 с 1
1

72 °С 25 с

j 72 V 2 .5 m i i i i 1 н и к л 72 °С i 2.5 мин 1 ЦИКЛ ! 72 °С 2.5 мин 1 ЦИКЛ

' 20 V хранение 20 "С ! хранение |
I

20 °С хранение



Таблица 3. Частота встречаемости аллелей полиморфного локуса С-511Т ИЛ-1р 
в группе пациентов с пародонтитом тяжелой и средне-тяжелой степени (основная группа)

и группе сравнения

Аллель

Основная группа 

( 150 хромосом)

Группа сравнения 

( 150 хромосом) •/.2. 

уровень рКоличество

хромосом %

Количество

хромосом (%)

С 90 60 I 15 76,7 9,63;

0,003*
Т 60 40 35 23,3

Примечание. * - ра&гичия между группами статистически значимы при р<0,05 (критерий/2).

Таблица 4. Частота встречаемости генотипов полиморфного локуса С-511Т гена ИЛ-1р 
в группе пациентов с пародонтитом тяжелой и средне-тяжелой степени (основная группа)

и группе сравнения

Генотип

С/С

С П

Т/Т

Основная группа 

(п=75)

Абс. количество

22

46

%

29,3

61,3

9,4

Группа сравнения 

(п=75)

Абс. количество

43

29

%

57,3

38,7

4,0

X 2. 
уровень р

I 1,97; 

0,0005*

7,71; 0,006*

1,71; 0 ,19

Примечание. * - различия между группами статистически значилш  при р<0,05 (критерий %2).

ство тандемных повторов - 86 п.п. (VNTR). В результа
те амплификации определяли фрагменты ДНК размером 
438, 610, и 696 п.н. с 2, 4 или 5 тандемными повторами, 
соответственно. Эти аллели были обозначены как 2R, 4R.

Для определения полиморфных вариантов генов 
ИЛ-lp  использовали ПЦР с дальнейшей рестрикцией 
ампликонов эндонуклеазами рестрикции. Прн гидроли
зе ампфликационного фрагмента гена ИЛ-lp  эндонукле
азой рестрикции Taql выявлялось три фрагмента разме
ром 550 п.н., 146 п.н. и 404 п.н. Фрагмент 550 п.н. соот
ветствовал ампликационному фрагменту, не подвергнув
шемуся гидролизу, что указывает на присутствие аллеля 
+3953Т ИЛ-ip . При наличии аллеля С происходит разре
зание амплификационного фрагмента ДНК на два, разме
ром 146 п.н и 404 п.н.

Анализ рестрикционных смесей проводили с помо
щью электрофореза в 8%-м полиакриламидном геле.

Для обнаружения ассоциации между частотами 
встречаемости аллелей и генотипов применялись стан
дартные статистические методы. Попарное сравнение 
контрольных и опытных частот проводилось с помощью 
точного критерия Фишера и у2 для долей с включением 
поправки Йейтса на непрерывность.[10]

Результаты и обсуждение
Были получены следующие результаты; прн ис

следовании полиморфизма генов IL-lp локуса С-511Т, в 
группе сравнения и основной группе, было статистиче
ски значимо больше носителей аллеля С, носители Т ал
леля в группе пациентов, больных тяжелыми формами 
пародонтита встречались чаще, чем в группе сравнения 
(таб. 3). Большинство лиц группы сравнения имели гено
тип С/С, а в основной группе значимо чаще определялся 
генотип С/Т. (таб. 4) При исследовании нуклеотидной за
мены генов IL-lp С+3953Т так же преобладающим в обе
их группах оказался аллель С, аллель Т чаще встречался 
в основной группе больных пародонтитом, (табл. 5) Ча
стота встречаемости генотипа С/С полиморфного локу
са С+3953Т была наибольшей в группе сравнения, а ге
нотипа Т/Т в основной группе. Генотип С/Т чаще опре
делялся в основной группе пациентов, но данные не до
стигали уровня статистической значимости (таб. 6). При 
исследовании полиморфизма генов IL-1RN достоверных 
различий между исследуемыми группами обнаружено не 
было. Но прослеживается тенденция к увеличению ко
личества носителей аллеля 2R , генотипа 2R/4R и 2R/2R 
среди лиц основной группы (таб. 7,8).



Таблица 5. Частота встречаемости аллелей полиморфного локуса С+3953Т ИЛ-1р 
в группе пациентов с пародонтитом тяжелой и средне-тяжелой степени (основная группа)

и группе сравнения

Аллель Основная группа Группа сравнения Х2,
(150 хромосом) (150 хромосом) уровень р

Количество % Количество %

хромосом хромосом

С 101 67,3 129 6,0 14,61;

Т 49 32,7 21 4,0 0,0001*

Примечание. * - различия между группами статистически значимы при р<0,05 (критерий х2).

Таблица 6 Частота встречаемости генотипов полиморфного локуса С+3953Т гена ИЛ-1р 
в группе пациентов с пародонтитом тяжелой и средне-тяжелой степени (основная группа)

и группе сравнения

Генотип

Основная
(п=75)

группа Группа сравнения 

(п=75) Х2,
Абс.

количество
% Абс. количество %

уровень р

С/С 37 49,3 56 74,7
10,22;
0,001*

С/Т 27 36,0 17 22,7
3,22;
0,07

Т/Т 11 14,7 2 2,6
6,82;
0,009*

Примечание. * - различия между группами статистически значимы при р<0,05 (критерий х2).

Таблица 7 Частота встречаемости аллелей полиморфного локуса VNTR-intr2 гена IL-1RN 
в группе пациентов с пародонтитом тяж елой и средне-тяжелой степени (основная группа)

и группе сравнения

Аллель Основная группа Группа сравнения Х2,
(150 хромосом) (150 хромосом) уровень р

Количество % Количество %

хромосом хромосом

2R 42 28 29 19,3 3,12;

4R 108 72 121 80,7 0,08

Примечание. * - различия между группами статистически значимы при р<0,05 (критерий х2).



Таблица 8. Частота встречаемости генотипов полиморфного локуса VNTR-intr2 гена IL-1RN 
в группе пациентов с пародонтитом тяжелой и средне-тяжелой степени (основная группа)

и группе сравнения

Генотип

Основная группа 

(п=75)

Г руппа сравнения 

(п=75) 7.2. 

уровень рАбс.

количество
%

Абс.

количество
%

2R/2R 2 2,7 0 0 2,03 ;0,15

2R/4R 38 50,7 29 38,7 2,18;0,14

4R/4R 35 46,6 46 61,3 3,25;0,07

Примечание. * - различия между группами статистически значимы при р<0,05 (критерий '$).

По литературным данным такое увеличение носи
телей аллеля 2R, обусловливающее большую продукцию 
антагониста интерлейкина-1 на фоне увеличения продук
ции самого интерлейкина-1 вполне объяснимо. Соглас
но существующей версии, при реализации воспалитель
ного ответа у носителей генетически обусловленного пе
ревеса в сторону выработки антагониста рецептора коли
чество этого белка больше, чем необходимо для адекват
ной реализации воспаления, что вызывает компенсатор
ное образование еще большего количества интерлейки
на-1. При этом и антагониста рецептора в ответ выраба
тывается тоже больше. Таким образом, носнтельство со
четаний генов интерлейкина-1 и антагониста его рецеп

тора, определяющих перевес в сторону выработки анта
гониста, приводит к более продолжительному воспали
тельному ответу. [6,9]

Кроме того, у носителей аллеля Т гена интерлей
кина 1р и 2R гена антагониста рецептора воспаление, по 
всей видимости, должно быть не только более продол
жительным, но и более интенсивным. Проанализировав 
возможную связь ДНК-полиморфизмов гена интерлейки
на-1 и антагониста его рецептора, мы полагаем, что полу
ченные данные, могут использоваться в качестве генети
ческого маркера в комплексе с другими исследованиями 
для прогноза развития у пациентов тяжелых форм забо
левания пародонта. ■
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