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Воспалительные заболевания пародонта 
(ВЗП) относят к числу массовых стоматологиче-
ских заболеваний, этиология которых на данный 
момент еще не до конца изучена. Одной из главных 
причин возникновения ВЗП является дисбаланс 
нормальной микрофлоры полости рта, вызванный 
увеличением доли пародонтопатогенных микро-
организмов [1]. Исход и течение инфекционного 
процесса в пародонте может быть предопределен 
не только вирулентностью микробов, но и гене-
тическим полиморфизмом организма человека. За 
последнее десятилетие накоплен значительный 
объем данных, свидетельствующих об активном 
участии α- и β-дефензинов в процессах сано- и 
патогенеза широкого круга заболеваний [2, 3].

Цель работы

Изучение полиморфизма гена DEFB4A, ко-
дирующего β-дефензин-2 у людей больных ВЗП.

Задачи

1. Изучить микробный состав зубного налета 
и десневой жидкости у больных ВЗП и у лиц со 
здоровым пародонтом.

2. Сконструировать 2 пары праймеров, флан-
кирующих регионы гена DEFB4A.

3. Амплифицировать и выделить ДНК двух 
фрагментов гена DEFB4A.

4. Определить нуклеотидную и аминокис-
лотную последовательности.

5. Провести анализ нуклеотидной последо-
вательности фрагментов ДНК методом множе-
ственного выравнивания.

Работа выполнена на базе лаборатории 
молекулярной биологии и кафедры микробио-
логии и физиологии растений биологического 
факультета Саратовского национального ис-
следовательского государственного универ-
ситета имени Н. Г. Чернышевского, лаборато-
рии кафедры стоматологии общей практики 
и подготовки зубных техников, факультета 
последипломного образования Московского 
государственного медико-стоматологического 
университета имени А. И. Евдокимова. Синтез 
праймеров и секвенирование амплифицирован-
ных фрагментов осуществлялись на базе ОАО 
«СИНТОЛ» г. Москва.

Определение видового состава пародон-
топатогенной микрофлоры производилось 
методом ПЦР с использованием набора реаген-
тов «Мультидент-5» производства ООО НПФ 
«Генлаб».

Конструирование фланкирующих прайме-
ров осуществлялось на основе данных, взятых 
из базы NCBI, с использованием компьютерной 
программы GeneRunner.

Детекция результатов ПЦР проводилась 
методом электрофореза в 1% агарозном геле, 
приготовленном на 10-кратном буфере TAE. Для 
просмотра и фотографирования гелей исполь-
зовали ультрафиолетовый трансиллюминатор 
УВТ-1 (Biokom). В исследуемых образцах при 
положительном результате ПЦР определялось 
от одной до пяти светящихся полос (рисунок).

Очистка амплифицированных фрагментов 
производилась на колонках с использованием 
набора реагентов «QIAquick PCR Purifi cationKit».

Анализ полученных последовательностей 
ДНК осуществлялся методом множественного 
выравнивания с использованием программы 
MEGA 7.

Объектом исследования явились образцы 
ДНК пародонтопатогенных микроорганизмов, 
выделенных из содержимого десневой борозды, 
и образцы тотальной ДНК, полученные из кро-
ви больных воспалительными заболеваниями 
пародонта. Забор биологического материала 
и последующее выделение ДНК осущест-
влялись сотрудниками лаборатории кафедры 
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стоматологии общей практики и подготовки 
зубных техников факультета последипломного 
образования Московского государственного ме-
дико-стоматологического университета имени 
А. И. Евдокимова.

В ходе исследования у 110 человек, вошед-
ших в исследуемую группу, была определена 
пародонтопатогенная микрофлора. P.gingivalis 
вне комплекса встречалась в 24,5% случаев. 
Комплекс P.gingivalis и других пародонтопато-
генных микроорганизмов из числа исследуемых 
встречался в 62,7% случаев. Комплексы, в со-
став которых не входила P.gingivalis, были вы-
явлены у 7,3% человек. Пародонтопатогенные 
микроорганизмы не были обнаружены у 5,5% 
человек. 

Последовательности участков гена DEFB4A 
были определены у 28 человек. В результате 
анализа полученных данных нами было выявле-
но 27 точечных нуклеотидных замен. В пределах 
5’-UTR было выявлено две SNP, часто встреча-
емых у представителей со средней и тяжелой 
формами течения заболевания. Первая мутация 
встречалась в 30,4, вторая – 60% случаев. 

В ходе исследования было выявлено две SNP, 
в пределах 5’-UTR, наиболее часто встречаемых 
у представителей со средней и тяжелой форма-
ми течения заболевания. Таким образом, можно  
предположить, что данные SNP выступают в 
качестве маркеров предрасположенности к воз-
никновению ВЗП.
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Infl ammatory periodontal disease is considered 
a mass dental disease, the etiology of which is not yet 
fully understood. One of the main reasons occurrence 
of infl ammatory periodontal disease is an imbalance 
in the normal microfl ora of the oral cavity, caused by 
an increase in the proportion of parodontopathogenic 
microorganisms [1]. The outcome of the infectious 
process in the periodontium can be predetermined 
not only by the virulence of microbes, but also by 
the genetic polymorphism of the human body. Over 
the past decade, a signifi cant amount of data has been 
accumulated, indicating the active participation of α- 
and β-defensins in the processes of the pathogenesis 
of a wide range of diseases [2, 3].

Электрофореграмма продуктов ПЦР, амплифицированных в реакции с образцами десневой жидкости: P.g. – 
P. gingivalis (197 п. н.), P.i. – P. intermedia (1000 п.н.), T.d. – T. denticola (512 п.н.), T.f. – T. forsythia (747 п.н.), A.a. – 

A. actinomycetemcomitans (360 п.н.)
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Aim

Study the polymorphism of the DEFB4A gene, 
which codes for β-defensin-2 in people suffering 
from periodontal infl ammatory diseases.

The work was carried out on the basis of the 
Laboratory of Molecular Biology of the SSU named 
after N. G. Chernyshevsky, the laboratory of the 
Department of General Practitioner Dentistry and 
Training of Dental Technicians of Moscow State 
University of International Relations named after 
A. I. Evdokimov (Moscow). Synthesis of primers 
and sequencing of amplifi ed fragments was carried 
out on the basis of OJSC «СИНТОЛ» (Moscow).

Determination of the species composition of 
the parodontopathogenic microfl ora was carried 
out using the PCR method using the Multident-5 
reagent kit (LLC NPF Genlab).

The fl anking primers were designed on the ba-
sis of data from the NCBI database using computer 
program the GeneRunner. 

Detection of the PCR results was carried out 
by electrophoresis in a 1% agarose gel prepared on 
a 10-fold TAE buffer.

Purifi cation of the amplifi ed fragments was 
performed on the columns using the QIA quick 
PCR Purifi cation Kit.

Analysis of the obtained DNA sequences was 
carried out by the method of multiple alignment 
using the program MEGA 7.

The subjects of the study were DNA of parodon-
topathogenic microorganisms and total human DNA.

In the course of study, the parodontopatho-
genic microfl ora was determined in 110 patients 
included in the study group. P. gingivalis outside 
the complex was found in 24.5% of cases. The com-
plex of P. gingivalis and other parodontopathogenic 
microorganisms was found in 62.7% of cases. Com-
plexes, which did not include P. gingivalis, were 
found in 7.3% of people. Parodontopathogenic 
microorganisms were not found in 5.5% of people.

Sequences of DEFB4A gene sites were deter-
mined in 28 patients. As a result of the analysis of 
the obtained data, we detected 27 point nucleotide 
substitutions. Within the 5’-UTR, were detected 
two SNPs, often found in people suffering from 
periodontal infl ammatory diseases. The fi rst muta-
tion is found in 30.4%, the second - in 60% of cases. 

In the course of the study, within the 5’-UTR 
were detected two SNPs, the most common in rep-
resentatives with moderate to severe forms of the 
disease. The data obtained suggest that SNP data 
can act as markers of predisposition to periodontal 
infl ammatory diseases.


