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У 37 хворих ревматоїдним артритом (РА) була вивчена частота поліморфізму гену Toll-like рецептора 4 
Asp299Gly. Встановлено, що більшість хворих РА є носіями гомозиготного варіанту (АА) Asp299Gly Toll-like 
рецептора 4. Носії алелю G (AG,GG,G) Asp299Gly Toll-like рецептора 4 значно частіше зустрічаються в групі 
хворих РА, чим в групі здорових донорів. Можна передбачити, що хворі РА з гомозиготним варіантом (АА) 
Asp299Gly Toll-like рецептора 4 є гиперреспондерамі на ендотоксин, тоді які мають алель G Asp299Gly даних 
рецепторів мають схильність до розвитку РА.
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В последние годы накапливается все больше све
дений о патологиях, связанных с Toll-подобными ре
цепторами [9]. Широкий спектр лигандов TLR и пред
ставленность этих рецепторов на большинстве клеток 
организма способствуют вовлечению TLR в патогенез 
многих заболеваний. Дефекты в системе TLR: нару
шения распознавания лигандов, экспрессии TLR, тра- 
нсдукции сигнала, выработки эффекгорных молекул, 
а также полиморфизм генов TLR могут приводить к 
развитию тяжелых инфекционных заболеваний (сеп
сис, менингит), аутоиммунных заболеваний, атеро
склероза, аллергопатологии [9].

Целью данной работы явилось изучение генети
ческого полиморфизма Toll-like рецептора 4 
Asp299Gly у больных ревматоидным артритом (РА).

Материал и методы
Исследование проводилось на образцах крови 37 

больных РА, находившихся на лечении в ревматоло
гическом отделении КРУ клинической больницы им.
Н.А.Семашко г. Симферополя, и 23 доноров. Все бо
льные поступили в стационар по поводу обострения 
основного заболевания. Возраст пациентов РА от 19 
до 72 лет. Длительность заболевания от 1 года и 
свыше 10 лет.

У всех больных выявлен положительный ревма
тоидный фактор (серопозитивный вариант РА). Диаг
ноз РА устанавливали по критериям 
АСР(Американская Коллегия Ревматологов, 1987г) [1]. 
Основными клиническими проявлениями являлись 
боль (при пальпации и движении), припухлость пора
жённых суставов, утренняя скованность в суставах от

30 минут, выраженное ограничение подвижности сус
тавов. Данные объективного обследования суставов, 
используя стандартные опросники HAQ. По данным 
рентгенологического исследования были выявлены 
типичные для РА изменения. Рентгенологическую 
стадию определяли по модифицированному методу 
Steinbrocker. Активность РА по клиническим и лабо
раторным данным в среднем соответствовала II сте
пени. Активность болезни определяли согласно клас
сификации, принятой в Украине в 1979 (Ассоциация 
Ревматологов Украины 2002г) [3]. Нарушение функ
ции суставов у больных РА было не менее II степени.

Материалом исследования служила перифериче
ская кровь, которую получали при поступлении боль
ного на стационарный этап лечения.

С целью изучения аллелей полиморфного участка 
Asp299Gly гена Toll-подобного рецептора 4 выделили 
ДНК из венозной крови обследованных методом фе- 
нол-хлороформной экстракции. Полиморфный учас
ток ДНК амплифицировали с помощью полимеразной 
цепной реакции на амплификаторе «Терцик» („ДНК- 
Технология”, Москва) с использованием специфиче
ских олигонуклеотидных праймеров. Ампликоны под
вергали рестрикционному анализу и идентифициро
вали методом электрофореза в агарозном геле.

Полученные результаты были обработаны с по
мощью статистики для параметрических и непараме
трических критериев с использованием программы 
«MedStat» (серийный №MS0011) ДНПП ТОВ «Аль
фа», г.Донецк.

Результаты и их обсуждение
Данные о частоте полиморфизма гена Toll-like рецептора 4 Asp299Gly у больных РА представлены в таблице 1
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Таблица 1
Частота полиморфизма гена Asp299Gly Toll-like рецепторов 4 типа у больных РА.

Генотип, аллель Контрольная группа, абс.% (п=23) Группа больных ревматоидным артритом % (п=37)
GG 0,0 (0) 2,70* (1)
AG 4,35(1) 10,81* (4)
АА 95,65 (22) 86,50 (32)
G 2,18 8,1*
А 97,82 91,9

*р<0,05 в сравнении с контролем.
Анализируя данные таблицы выявлена высокая 

частота встречаемости аллеля G и генотипов AG,GG 
у больных РА. В группе здоровых доноров частота 
генотипов была следующая: АА-95,65%, AG-4,35%, 
аллель А встречался у 97,82%, а аллель G у 2,18% 
обследованных. Обращает на себя внимание отсут
ствие гомозиготного варианта GG, что возможно свя
зано с небольшой кагортой обследованных. Сравне
ние частот встречаемости генотипов и аллелей А и G 
в контрольной и в группе больных РА показало, что 
среди больных РА аллель G встречается в 3 раза 
чаще, чем в контрольной группе, а генотипы AG,GG в 
2 раза чаще .

Исходя из полученных результатов можно пред
положить, что лица имеющие аллель G гена 
Asp299Gly предрасположены к развитию РА.

Известно, что РА является иммунологически опо
средованной болезнью с гиперактивацией В- 
клеточного звена иммунитета [12].

Известно, что классическим поликлональным ак
тиватором В-лимфоцитов является липополисахарид 
(ЛПС, эндотоксин - ЭТ), представляющий собой осно
вный структурный компонент внешней мембраны 
грамотрицательных бактерий, постоянно действую
щим резервуаром, которой являются дистальные от
делы кишечника [10; 19].

Решающую роль в распознавании эндотоксина 
(ЭТ) грамнегативной бактерии и бактериальной ДНК 
играют CD 14 рецепторы на клетках моноцитарно- 
макрофагального ряда, которые не имея внутрицито- 
плазматического домена передают сигнал Toll-like 
рецепторам, преимущественно TLR4 типа [2;7]. Toll
like рецепторы входят в суперсемейство интеграль
ных мембранных гликопротеинов I типа, которые 
экспрессируются на антиген-презентирующих клет
ках, включая макрофаги и дендритные клетки, и иг
рают решающую роль в распознавании микробных 
компонентов, так называемых pathogen-associated 
molecular patterns [2].

Распознавание микробных компонентов TLR ини
циирует активацию сигнальных путей, в результате 
чего происходит экспрессия генов цитокинов (ФНОа, 
ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-12, ИФНос/р и других), ко-
стимуляторных молекул и некоторых других генов. 
Продукты этих генов контролируют систему врожден
ного иммунитета и, в дальнейшем, направляют раз
витие адаптивного иммунного ответа [8; 16]. Характер 
и интенсивность ответа, опосредуемого TLR, опреде
ляется несколькими компонентами, составляющими 
систему TLR. Система TLR включает лиганды TLR, 
сами рецепторы (гены, кодирующие TLR, мРНК, бе
лок), молекулы, осуществляющие трансдукцию сиг
нала -  адаптерные белки, а также эффекгорные мо
лекулы, которые вырабатываются в результате акти
вации TLR и опосредуют их дальнейшие эффекты 
[8; 13].

Arbour с соавт. в проведённом исследовании по
казали, что случайные мутации генов Asp299Gly и 
Thr399lle оказывают влияние на внеклеточный домен 
Toll-like рецепторов 4 типа, ассоциированный с осла
бленным ответом на ингаляционный ЛПС у человека. 
Мутация Asp299Gly прерывает TLR4- опосредован
ный ЛПС сигнал [6].

Данное исследование показало, что генетически 
обусловленная мутация Toll-like рецепторов 4 типа 
(мутация Asp299Gly) приводит к различному ответу 
на ЛПС [6].

В недавно проведённых экспериментах на мышах 
было выявлено, что мыши, у которых имелись дефек
ты функции TLR4 являются гиперреспондерами к ЭТ. 
Предполагают, что TLR4 играют важную роль в сиг
нализации о наличии ЭТ. Был обнаружен ген TLR4 на 
уровне хромосом, отвечающий за дефектный ответ 
на ЭТ. В этом исследовании также были установлены 
независимые мутации в генах TLR4 двух ЛПС гипер- 
респондерных линиях мышей(СЗН/НеЗ and 
C57BL10/ScCr). Это даёт возможность предположить, 
что TLR4 является доминантный рецептором для ЭТ 
in vivo[15],

У человека были идентифицированы полиморф
ные аллели TLR4 типа. Один из таких, сравнительно 
распространённых, полиморфизмов TLR4 типа может 
быть связан с повышенным риском развития септиче
ского шока и снижением риска развития атеросклеро
за, но не ассоциирован с повышением риска менинго- 
кокковой инфекции. Однако другие аллели этого гена, 
которые встречаются реже, могут предрасполагать к 
развитию этой инфекции. Таким образом, TLR4 при
нимает непосредственно участие в сигнальном отве
те на различные экзогенные и эндогенные молекулы 
[18].

Парадоксальным на первый взгляд могут пока
заться данные полученные Mieke F.Roelofs с соавт. 
(2008) при изучении взаимосвязи между функциона
льными вариантами (Asp299Gly) Toll-like рецептора 4, 
CD 14+ рецепторов и провоспалительных цитокинов у 
больных ревматоидным артритом , которые выявили, 
что AG вариант рецептора ассоциируется с более 
высоким уровнем CD 14+ рецепторов у больных рев
матоидным артритом и с менее выраженным цитоки- 
новым провоспалительным ответом на ЭТ в культуре 
мононуклеарных клеток [17]. На наш взгляд, это мож
но объяснить с позиций различных концентрации в 
периферической крови белка связывающего ЭТ (LPB) 
у больных РА и концентрации данного белка в куль
туральной среде, где обычно используется эмбрио
нальная коровья сыворотки. Как известно, активация 
CD 14+ рецепторов под действием ЭТ происходит 
после образования комплекса ЛПС-LPB [8]. Не иск
лючено, что более высокий ответ на ЛПС у больных 
РА с гомозитоным аллелем АА (которых в процентом 
отношении больше) связано с альтернативными пу-
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тями эндотоксиновой активации клеток через другие 
типы рецепторов (CD 18, скавенджер рецепторы и 
ДР)-

Выводы:
1. Установлено, что большинство больных РА 

(86,50%) являются носителями гомозиготного вариа
нта (АА) Asp299Gly Toll-like рецепторов 4 типа.

2. Носители аллеля G Asp299Gly Toll-like рецеп
тора 4 значительно чаще встречаются в группе боль
ных РА, чем в группе здоровых доноров (р<0,05).

3. Можно предположить, что больные РА с гомо
зиготным вариантом (АА) Asp299Gly Toll-like рецепто
ров 4 типа, являются гиперреспондерами на эндоток
син, в то время как имеющие гетерозиготный вариант 
Asp299Gly данных рецепторов имеют предрасполо
женность к развитию РА.
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Summary
GENE POLYMORPHISM TOLL-LIKE RECEPTOR 4 ASP299GLY IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTRITIS 
Beloglazova K. V., Shlykova O. A., Izmaylova O. V., Kaidashev I. P.
Keywords: rheumatoid arthritis, Toll-like receptor, polymorphism

37 patients with rheumatoid arthritis (RA) were studied for the frequency of polymorphism Asp299gly Toll-like recep
tor 4 types. It has been established that most of patients with RA are carriers of homozygous variant (AA) Asp299gly 
Toll-like receptor type 4.Carriers of heterozygous variant (AG, GG, G) Asp299gly Toll-like receptor 4-type are more often 
found in the group of patients with RA than in the group of healthy donors. It can be supposed that patients with 
homozygous variant (AA) Asp299gly Toll-like receptor type 4 are hyperresponder to endotoxin, while the patients with 
heterozygous variant Asp299Gly are predisposed to RA development.
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