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Актуальность
В соответствии с  определением, пульпитом явля-

ется любое воспаление внутренних тканей зуба [1]. 
Данное воспаление может являться результатом воз-
действия на пульпу зуба стимулов различного генеза, 
но в  подавляющем большинстве случаев основным 
источником воспалительного процесса являются 
микроорганизмы, проникающие в полость зуба в ре-
зультате длительно текущего кариеса [2, 3], а  также 
травматических, онтогенетических, ятрогенных или 
других процессов, связанных с механической дезин-
теграцией полости зуба [3, 4]. В соответствии с при-
нятыми классификациями стадий пульпита (ММСИ 
и  МКБ-10) и  наряду с  многочисленными другими 
(в  большинстве своем терминальными) формами 
данного заболевания, принято различать начальный 
(гиперемию пульпы) и острый пульпиты [5]. Ведя речь 
о физиологически здоровой пульпе, принято считать, 
что таковой является ткань с  полным отсутствием 
клинических признаков заболевания [6]. Следует, од-

нако, отметить, что отсутствие последних характерно 
не только для здоровой пульпы , но и для некоторых 
форм обратимого и даже необратимого пульпита. Та-
кие наблюдения позволяют с уверенностью говорить 
о невозможности диагностирования данных форм за-
болевания клиническими методами [7].

В настоящее время процесс диагностики пульпита 
заключается в оценке совокупности объективных на-
блюдений и  субъективных симптомов, складываю-
щихся в общую, типичную картину заболевания. Так, 
например, основными субъективными признаками 
пульпита необратимой формы являются сильные, 
спонтанные, периодические, иррадиирующие и про-
лонгированные боли, усиливающиеся в ночное время 
[5]. В то время как характер боли во время обратимо-
го пульпита носит скорее кратковременный и локали-
зованный характер. К объективным методам иссле-
дования в  обоих случаях относятся перкуссия, тест 
на чувствительность, доплерография и другие мето-
ды [7]. Нетрудно заметить чрезвычайную схожесть 
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Abstract: The aim of the present study was to detect the gene expression profiles of IL-1β, COX-2 and Collagenase 
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симптомов, носящих к  тому же явно субъективный 
характер. Принимая во внимание видимую несостоя-
тельность современных методов диагностики стадий 
пульпита, а  также прослеживая тенденции в  между-
народной эндодонтической периодике, следует под-
нять вопрос о  необходимости подробного изучения 
молекулярно-биологических процессов, протекаю-
щий в  тканях пульпы на различных стадиях пульпита 
с  целью последующего внедрения соответствующих 
диагностических процедур [8–10]. 

С точки зрения молекулярно-биологических про-
цессов, ткани зубной пульпы оснащены арсеналом 
иммунокомпетентных клеток, специфических и  не-
специфических защитных механизмов, представля-
ющих собой совокупность медиаторов воспаления, 
которые, будучи вовлечены в  регуляцию сложных 
межклеточных и  межсистемных взаимодействий, 
определяют процессы ответа пульпы на поступаю-
щую извне инфекцию [11]. Кроме этого, многочис-
ленные эксперименты, проведенные как in vitro, так 
и  in vivo, доказали способность одонтобластов не 
только инициировать неспецифический иммунный 
ответ и  миграцию иммунокомпетентных клеток, но 
и  самостоятельно участвовать в  нем, посредством 
собственных цитокинов и  антимикробных пептидов 
[12, 13]. Результаты предшествующих исследований 
показали, в частности, значительное повышение кон-
центрации таких цитокинов как TGF-β1, VEGF, CCL2/
MCP1, CCL20/MIP3α, CXCL10, IL-8, -1β, -2, -4, -6, -10, 
-11, а  также INF-γ, TNF-α и  бета-дефензинов hBD-2, 
-3  и -4  в  тканях или клетках воспаленной пульпы [7, 
14–17]. Несмотря на многочисленные эксперимен-
ты, проводимые в этой области, современные иссле-
дователи еще далеки от окончательного понимания 
сложных механизмов экспрессии, синтеза и взаимо-
действия медиаторов воспаления в  тканях и  клетках 
пульпы [8, 32, 33, 35].

С точки зрения возможности использования мо-
лекулярно-биологических реакций в  качестве диа-
гностического инструмента, представляется важным 
изучение таких пептидов, уровень концентрации ко-
торых позволял бы производить экспресс-диагно-
стику стадий пульпита в амбулаторных условиях, ос-
нованной, например, на анализе секрета или крови 
пульпы [18, 19, 34]. Подобные ситуации встречаются 
в  каждодневной стоматологической практике в  про-
цессе наложения медикаментозной повязки на вскры-
тую пульпу с целью сохранения ее жизнеспособности 
(так называемое непрямое покрытие пульпы). По-
тенциальным субстратом для экспресс-определения 
стадии воспалительной реакции может являться фер-
мент Коллагеназа II  типа, успешное применение ко-

торого уже описано в пародонтологии [20]. В насто-
ящее время экспрессия и синтез Коллагеназы II типа 
и других похожих субстратов в тканях зубной пульпы 
еще недостаточно изучены. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Целью данного исследования было выявление про-

филей экспрессии генов ИЛ-1-бета, ЦОГ-2  и  Кол-
лагеназы II  типа в  тканях пульпы. Далее необходимо 
было выявить различия профилей экспрессии генов 
ИЛ-1-бета ЦОГ-2  и  Коллагеназы-2  в  тканях воспа-
ленной и  невоспаленной пульпы. Дополнительными 
целями исследования являлись оценка возможности 
использования количественной полимеразной цеп-
ной реакции в качестве методики для лабораторного 
подтверждения клинического диагноза «необрати-
мый пульпит», а  также оценка возможности приме-
нения экспресс-теста для определения наличия не-
обратимого воспаления, основанного на измерении 
концентрации Коллагеназы II  типа. В  качестве нуле-
вой (H0) гипотезы выдвигалось отсутствие различий 
профилей экспрессии искомых маркеров в тканях не-
воспаленной (µ1) и  воспаленной (µ2) пульпы зубов. 
Конкурирующая гипотеза (HA) была сформулирована 
от противного.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Биопсии пульпы были взяты у взрослых пациентов, 

проходивших хирургическое и  эндодонтическое ле-
чение на кафедрах клиники «Шарите — университет-
ская медицина» (Charité  — Universitätsmedizin), Бер-
лин, Германия, в период с января 2010-го по сентябрь 
2011 года. Сбор биопсий происходил с письменного 
разрешения доноров, в строгом соответствии с поло-
жениями, регламентированными центральным коми-
тетом по этике Федеративной Республики Германия 
[21]. Пациенты, находившиеся под влияниями каких-
либо медикаментов в  течение последних 24  часов, 
предшествовавших лечению, пациенты с  незавер-
шенным образованием корней, импактированными 
молярами, а  также пациенты с  признаками марги-
нального и/или верхушечного периодонтита были ис-
ключены из участия в сборе биопсий. Биопсии пульпы 
(объем выборки = 7), классифицированной как «здо-
ровая», были получены путем извлечения последней 
из пульпарных камер удаленных, бессимптомных, 
интактных третьих моляров (рис.  1а) посредством 
продольного распила данных зубов охлаждаемыми 
алмазными борами (рис.  1б). Биопсии пульпы (объ-
ем выборки  =  10), классифицированной как воспа-
ленная, были получены путем витальной экстирпации 
последней из кариозных зубов с  клинически диа-
гностированным необратимым пульпитом (сильные, 

Таблица 1. Последовательность нуклеотидов в использованных праймерах

Ген Прямой Обратный Длина продукта (кб)

Колл.-II т. (длинный)
Колл.-II т. (короткий)

taagcctttttgtcacctca ctgtaaaggccaagggtact 151
atctgacttcatacatccctca tgtttataatccttacttctaaccaaa 102

ИЛ-1-бета (длинный)
ИЛ-1-бета (короткий)

ctccagggacaggatatgga tctttcaacacgcaggacag 134
caacaagtggtgttctccatgt gcccaaggccacaggtat 72

ЦОГ-2 (длинный)
ЦОГ-2 (короткий)

tgagcatctacggtttgctg tgcttgtctggaacaactgc 158
caggaggtctttggtctggt atcaccccattcaggatgc 111

3-ФГА (длинный)
3-ФГА (короткий)

cctgacctgccgtctagaaa tactccttggaggccatgtg 276
tcaagaaggtggtgaagcag ccctgttgctgtagccaaat 198
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спонтанные, периодические, иррадиирующие и про-
лонгированные боли, усиливающиеся в  ночное вре-
мя, негативная реакция на перкуссию, повышенный 
тест на чувствительность). Все биопсии подверглись 
немедленной стабилизации посредством добавления 
РНК-стабилизатора (RNAlater; QIAGEN, Гильден, Гер-
мания) а  также глубокой заморозке жидким азотом 
(рис. 1в).

Используя методику выделения РНК тризолом 
(TRIzol; Invitrogen, Карлсруэ, Германия), суммарная 
РНК тканей пульпы была получена путем гомогениза-
ции тканей ручным лабораторным гомогенизатором 
(Sartorius, Геттинген, Германия) в соответствии с ре-
комендациями производителя. После разделения 
водной и органической фазы, произошедшего вслед-
ствие добавления в  пробирки 200  мкл хлороформа, 
было произведено 15-минутное центрифугирование 
пробирок при скорости вращения 12  000  об./мин. 
и  температуре 4°С. Результирующая РНК была очи-
щена 70% раствором этилового спирта и  растворе-
на в  воде, предварительно обработанной диэтилпи-
рокарбонатом (DEPC). Концентрация растворенной 
РНК была определена при помощи фотометрическо-
го анализа. Последующий синтез комплементарной 
цДНК был произведен в  термоциклическом режиме 
с  использованием реакции обратной транскрипции 
по протоколу: 1  мкг/мкл РНК, 1  мкмоль олиго(dT)-
праймера и  реактива обратной транскриптазы 

ММЛ-В, 200 ед./мкл (Promega, Маннгейм, Германия) 
при температуре 42°С в течение 60 минут.

Последующая количественная полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР) была проведена по протоколу, 
описанному нами ранее [7, 22] с  использованием 
амплификатора Rotor-Gene (Corbett Research, Сид-
ней, Австралия). Для каждого изучаемого гена была 
проведена реакция по следующему протоколу: 160 нг 
цДНК, 10 мкл реактива SYBRgreen (QIAGEN), по 4 мкл 
прямого и  обратного (короткого) праймера с  конеч-
ной концентрацией 0,6 мкмоль (табл. 1) и вариабель-
ного количества воды до общего конечного объема 
пробы 20  мкл. Результаты ПЦР были квантифициро-
ваны при помощи стандартных кривых, которые были 
выстроены в  предварительном эксперименте (вло-
женная ПЦР), используя стандартную цДНК изучае-
мых генов, помеченных соответствующими парами 
(длинных) праймеров (табл. 1). Упомянутая стандарт-
ная цДНК была получена в предварительном экспери-
менте путем обратной транскрипции суммарной РНК 
клеток линии HaCaT (Немецкий центр изучения рака, 
Гейдельберг, Германия), стимулированных бактери-
альными липополисахаридами (ЛПС). Продукты ам-
плификации данной реакции были очищены при по-
мощи реактива MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN), 
генные копии были рассчитаны в соответствии с фор-
мулой: молекулы/мкл = ДНК (г/мл) / длина ДНК (спа-
ренные основания × 660) × 6,022 × 1023. Стандартные 
кривые были генерированы путем подчинения коли-

чества копий в  диапазоне от 1 × 
102  до 1 × 1011  результатам ПЦР 
с «короткими» праймерами.

Параллельно с  амплификаци-
ей цДНК каждого изучаемого гена 
(ЦОГ-2, Коллагеназы II типа и Эла-
стазы-2) производилась цепная 
реакция генов 3-ФГА. Амплифи-
кация происходила при следу-
ющем температурном режиме: 
инициальная денатурация (95°С, 
15  мин.), денатурация (35  циклов, 
94°С, 15 сек.), отжиг (56°С, 30 сек.), 
элонгация (72°С, 75  сек.). Затем 

a б в
Рис. 1. Пример получения биопсии бессимптомной пульпы:  

а) удаленный третий моляр (не включенный в исследование из-за 
незавершенного формирования корней); б) извлеченная пульпа; 

в) пульпа, подвергшаяся глубокой заморозке

Рис. 2. Статистический анализ 
выявил значимые различия 

профилей экспрессии гена ИЛ-
1-бета (выполнял роль позитив-
ного контроля) между пробами 
воспаленной и невоспаленной 
пульпы (р = 0,001; U-критерий 
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Рис. 4. Статистический анализ 
не выявил значимые различия 

профилей экспрессии гена Кол-
лагеназа II типа между пробами 
воспаленной и невоспаленной 
пульпы (р = 0,757; U-критерий 
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Рис. 3. Статистический анализ 
выявил значимые различия 
профилей экспрессии гена 

ЦОГ-2 между пробами воспа-
ленной и невоспаленной пульпы  

(р = 0,002; U-критерий Манна-
Уитни)
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генетические копии были экстраполированы на со-
ответствующие участки стандартных кривых и приве-
дены в зависимость к результатам экспрессии 3-ФГА, 
выполнявшего роль ключевого интермедиата мета-
болизма. Дополнительно к  функции детекции про-
дукта в  режиме реального времени была проведена 
сепарация продуктов ПЦР с  целью их контрольного 
электрофореза в  агарозном геле (2%). Специфич-
ность и чистота продуктов были исследованы посред-
ством контроля кривой плавления цДНК, а также по-
средством двух негативных проб.

На основании проверки нормальности распределе-
ния значений признаков критерием Шапиро-Уилка, 
в  качестве метода статистического анализа был вы-
бран непараметрический тест. Отличия в экспрессии 
исследуемых генов в тканях воспаленной и невоспа-
ленной пульпы были статистически исследованы при 
помощи U-критерия Манна-Уитни. Для этого за уро-
вень статистической значимости был взят p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ОБСУЖДЕНИЕ
Используя технику количественной полимераз-

ной цепной реакции, данное исследование показа-
ло статистически значимое увеличение экспрессии 
генов ИЛ-1-бета (рис.  2) и  ЦОГ-2 (рис.  3) в  тканях 
воспаленной пульпы зуба в  сравнении с  ее невос-
паленным аналогом (p  =  0,001  и  p  =  0,002  соответ-
ственно). Статистически значимые различия про-
филей экспрессии между образцами воспаленной 
и невоспаленной пульпы для маркера Коллагеназа-II 
типа (рис.  4) выявлены не были (p  =  0,757). Присут-
ствие изучаемых генов было обнаружено в  суммар-
ной РНК всех полученных биопсий. Таким образом, 
для маркера Коллагеназа-II типа была подтверждена 
нулевая гипотеза, в  то время как для маркеров ИЛ-
1-бета и  ЦОГ-2  получила подтверждение конкуриру-
ющая гипотеза. Увеличение экспрессии последних 
лабораторно подтверждает клинический диагноз 
«необратимый пульпит», что, также находится в  со-
ответствии с  результатами подобных исследований, 
проведенных ранее другими авторами [23–26]. Вы-
шеуказанные соответствия являются доказатель-
ствами правильности выбора методики, вызывают 
уверенность в  чистоте проведенного эксперимента 
и  не позволяют сомневаться в  результате, касаю-
щемся отсутствия статистически значимых различий 
экспрессии гена Коллагеназа-II типа. Результаты экс-
перимента можно расценивать как неожиданные, по-
скольку экспрессия и синтез Коллагеназы-II типа на-
ходятся в непосредственной зависимости от синтеза 
интерлейкинов, в частности от ИЛ-1 [27]. Причины от-
сутствия повышения экспрессии Коллагеназы-II типа 
в  данном контексте не ясны и  могут являться темой 
отдельного исследования. Что касается возможно-
сти использования данного маркера в  качестве суб-
страта для экспресс-определения необратимого вос-
паления в  тканях пульпы, то, исходя из результатов 
нашего исследования, соответствующее использова-
ние Коллагеназы-II типа представляется нецелесоо-
бразным. Наиболее многообещающим в  этом плане 
выглядят субстраты ИЛ-1-бета и ЦОГ-2. Однако сле-
дует заметить, что в  настоящее время техническое 
оснащение лабораторной медицины не располагает 
возможностями проведения экспресс-тестов, осно-
ванных на данных субстратах, тем более если учесть 
их столь малое количество в пробах ткани. Ведя речь 

о примененной методике, следует заметить, что ПЦР, 
хотя и  является высокоточным инструментом в  це-
лях определения малых доз субстрата, в то же самое 
время представляет собой наукоемкий и трудоемкий 
процесс, требующий к  тому же существенных вре-
менных и  финансовых затрат. Вышеперечисленные 
характеристики данной методики делают ее нецеле-
сообразной в  качестве потенциального метода экс-
пресс-определения необратимого воспаления в  ус-
ловиях клинической практики.

Сравнивая результаты данного исследования с ре-
зультатами похожих экспериментов, проведенных 
ранее другими авторами, следует отметить однотип-
ность высказываний, касающихся результатов этих 
исследований и  их интерпретации [28, 29]. Ни одна 
из примененных методик (ПЦР, ИФА, иммуногисто-
химический анализ и  др.) не может отвечать требо-
ваниям экспресс-теста, поскольку подразумевают 
извлечение потенциально жизнеспособной ткани 
из пульпарной полости. В  актуальной эндодонтиче-
ской научной периодике прослеживаются тенденции 
к привлечению альтернативных источников субстра-
та для определения уровня экспрессии и синтеза ме-
диаторов воспаления, таких как кровяные выделения 
пульпы и  кревикулярной жидкости. С точки зрения 
локализованности воспалительного процесса в пуль-
парной камере зуба, пробы крови представляются 
наиболее правдоподобным источниками субстрата 
[30, 31]. Соответствующий систематический обзор 
литературы, проведенный нашей исследовательской 
группой и  также готовящийся в  настоящее время 
к публикации, имел целью обобщить данные различ-
ных исследований, проведенных в этой области. Не-
смотря на актуальность темы, данный систематиче-
ский обзор приводит к обескураживающим выводам: 
на фоне кажущегося многообразия исследований 
лишь незначительная их часть отвечает критериям, 
позволяющим сохранить потенциально жизнеспо-
собную ткань. Исследования, соответствующие вы-
шеуказанному критерию, страдают крайне низкой 
гетерогенностью и  высокой разнородностью полу-
ченных результатов. Основной проблемой является, 
например, разнородность единиц измерения, при-
мененных в различных исследованиях, что не позво-
ляет произвести какой-либо обобщающий статисти-
ческий анализ данных. Несмотря на то что в  рамках 
обзора литературы были приняты во внимание толь-
ко те исследования, которые базировались на сборе 
кровяных выделений пульпы и имели потенциальную 
возможность сохранить жизнеспособность тканей, 
примененные методы определения медиаторов вос-
паления также не соответствовали требованиям экс-
пресс-анализа.

В свете полученных результатов данного исследо-
вания и систематического изучения доступной лите-
ратуры, необходимо подчеркнуть, что современные 
молекулярно-биологические методы пока не соот-
ветствуют характеристикам экспресс-теста и  тре-
буют дальнейшего развития и  усовершенствования, 
исходя из реальных потребностей клинической эндо-
донтии. Кроме этого, необходимо дальнейшие изуче-
ние сложных молекулярных взаимодействий, проте-
кающих в процессе воспалительной реакции в тканях 
пульпы с  целью лучшего понимания особенностей 
данного заболевания на субклеточном уровне.



20

04/16

Оригинальное исследование
Выводы
В рамках ограниченных возможностей данного ис-

следования были выявлены профили экспрессии ге-
нов ИЛ-1-бета, ЦОГ-2  и  Коллагеназы II  типа в  тканях 
пульпы зубов. Были выявлены различия профилей 
экспрессии генов ИЛ-1-бета, ЦОГ-2, в  тканях воспа-
ленной и невоспаленной пульпы зубов. Различия для 
Коллагеназы II  типа выявлены не были. Существует 
теоретическая возможность использования количе-

ственной полимеразной цепной реакции в  качестве 
методики для лабораторного подтверждения клини-
ческого диагноза «необратимый пульпит». Примене-
ние эскпресс-теста для определения наличия необра-
тимого воспаления на основании результатов данного 
исследования не представляется возможным.
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