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ДОСЛІДЖЕННЯ РОЛІ ГЕНІВ TNFRSF11B, 
MTHFR ТА TNFSF11 У ВИНИКНЕННІ 

ЩІЛИНИ ГУБИ ТА ПІДНЕБІННЯ 

Вроджені розщілини верхньої губи та/або піднебіння 
(РГ/П) ‒ найпоширеніші щелепно-лицьові дефекти 
в людей, із частотою зустрічальності в середньому 
1 на 700 народжень у всьому світі.
Поширеність РГ/П залежить від географічного 
положення, етнічної приналежності, раси, статі 
та соціально-економічного статусу. Найвищий 
рівень спостерігається в азіатів (1:500), середній 
рівень ‒ у європейців (1:1000) і найнижчий ‒ серед 
населення Африки (1:2500), з найвищим показником 
19,05:10000 для Японії та найнижчим 3,13:10000 для 
Південно-Африканської республіки. Поширеність 
РГ/П в Україні становить у середньому 1:1000 ново-
народжених, як і в європейських країнах, з явною 
тенденцією до збільшення впродовж останнього 
десятиліття.
Мета дослідження. Ідентифікація генетичних фак-
торів, що визначають схильність до формування роз-
щілин.
Матеріал та методи дослідження. В дослідженнях 
приймали участь 20 пацієнтів віку 16–25 років. Осно-
вна група нараховувала 10 пацієнтів з повною або 
частковою, одно та двобічною розщілиною верхньої 
губи та дефектом верхньої щелепи; до контрольної 
групи було залучено 10 здорових індивідуумів.
Проведено геноотипування поліморфіз-
мів rs2073618 TNFRSF11B (OPG) 1181G>C, 
rs1801133 MTHFR 677C>T (Ala222Val) та 
rs2277438 TNFSF11 (RANKL) -438 A>G у пацієнтів із 
повною або частковою, одно- та двосторонньою роз-
щілиною верхньої губи та дефектом верхньої щелепи 
та в контрольній групі. Виявлено асоціацію алеля G 
поліморфізму rs2277438 гена TNFSF11, що кодує фак-
тор диференціювання та активації остеокластів 
RANKL, із формуванням ущелин. Гомозиготний гено-

тип GG також асоціювався з підвищеним ризиком 
формування ущелин у рецесивній моделі успадкування. 
Дослідна і контрольна групи не різнилися достовірно 
за розподілом частот генотипів і алелів поліморфіз-
мів генів TNFRSF11B (остеопротегерин) і MTHFR 
(метилентетрагідрофолатредуктаза).
Висновки. Поліморфізм rs2277438-438 A>G гена 
TNFSF11, який кодує фактор диференціювання 
й активації остеокластів, що відіграє роль у регенера-
ції та ремоделюванні кісткової тканини, може бути 
пов’язаний із ризиком формування розщілин. Це спо-
стереження потребує подальшої верифікації в групах 
із більшою кількістю пацієнтів.
Ключові слова: розщілини губи та піднебіння, полі-
морфізм, полімеразна ланцюгова реакція, стоматоло-
гія, генотипування
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RESEARCH OF THE ROLE 
OF TNFRSF11B, MTHFR AND TNFSF11 

GENES IN CLEFT LIP AND PALATE

Congenital cleft upper lip and / or palate are the most 
common maxillofacial defects in humans, with an average 
incidence of 1 in 700 births worldwide. The prevalence 
of cleft upper lip and/or palate depends on geographical 
location, ethnicity, race, gender, and socio-economic status. 
The highest rate is observed among Asians (1:500), the 
average among Europeans (1:1000) and the lowest among 
the African population (1:2500), with the highest rate of 
19.05:10000 for Japan and the lowest of 3.13:10000 for 
the Republic of South Africa. The prevalence of RG / P 
in Ukraine averages 1:1000 newborns, as in European 
countries, with a clear tendency to increase over the 
past decade. Purpose of the study. Identification of 
genetic factors that determine the tendency to form splits. 
Material and research methods. The study involved 
20 patients aged 16–25 years. The main group consisted 
of 10 patients with complete or partial, unilateral 
and bilateral cleft upper lip and upper jaw defect; the 
control group included 10 healthy people. Genootyping 
of polymorphisms rs2073618 TNFRSF11B (OPG) 
1181g>C, rs1801133 MTHFR 677c>T (Ala222Val) and 
rs2277438 TNFSF11 (RANKL) -438 A>G was performed 
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in patients with complete or partial, one – and two-sided 
cleft upper lip and upper jaw defect and in the control 
group. The G allele of the rs2277438 polymorphism of 
the TNFSF11 gene encoding the osteoclast differentiation 
and activation factor RANKL was found to be associated 
with cleft formation. The homozygous GG genotype was 
also associated with an increased risk of cleft formation 
in the recessive inheritance model. The experimental 
and control groups did not significantly differ in the 
frequency distribution of genotypes and alleles of 
polymorphisms of the TNFRSF11B (osteoprotegerin) and 
MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) genes. 
Conclusions. The rs2277438-438 A>G polymorphism 
of the TNFSF11 gene, which encodes an osteoclast 
differentiation and activation factor that plays a role in 
bone regeneration and remodeling, may be associated 
with the risk of cleft formation. This observation requires 
further verification in groups with a large number of 
patients.
Key words: cleft lip and palate, polymorphism, polymerase 
chain reaction, dentistry, genotyping.

Вроджені розщілини верхньої губи та/або 
піднебіння (РГ/П) ‒ найпоширеніші щелепно-
лицьові дефекти в людей, із частотою зустрічаль-
ності в середньому 1 на 700 народжень у всьому 
світі [1]. Крім того, РГ/П як група дефектів є дру-
гою за поширеністю вродженою вадою розвитку 
після клишоногості [2]. Поширеність РГ/П зале-
жить від географічного положення, етнічної при-
належності, раси, статі та соціально-економічного 
статусу [3]. Найвищий рівень спостерігається 
в азіатів (1:500), середній рівень ‒ у європейців 
(1:1000) і найнижчий ‒ серед населення Африки 
(1:2500), з найвищим показником 19,05:10000 для 
Японії та найнижчим 3,13:10000 для Південно-
Африканської республіки [4]. Поширеність РГ/П 
в Україні становить у середньому 1:1000 новона-
роджених, як і в європейських країнах, з явною 
тенденцією до збільшення впродовж останнього 
десятиліття. Загалом етнічні відмінності збері-
гаються навіть після міграції, що дає змогу при-
пустити їхню опосередкованість більшою мірою 
генетичними факторами, порівняно з факторами 
навколишнього середовища.

Мета дослідження. Ідентифікація генетич-
них факторів, що визначають схильність до фор-
мування розщілин. У рамках цього дослідження 
нами проведено генотипування та порівняння 
частот генотипів і алелів поліморфізмів rs2073618 
TNFRSF11B 1181G>C, rs1801133 MTHFR 677C>T 
(Ala222Val) і rs2277438 TNFSF11 -438 A>G у паці-
єнтів із розщілинами та в контрольній групі. 

Матеріал та методи дослідження. В дослі-
дженнях приймали участь 20 пацієнтів віку 
16–25 років. Основна група нараховувала 10 паці-
єнтів з повною або частковою, одно та двобічною 

розщілиною верхньої губи та дефектом верх-
ньої щелепи; до контрольної групи було залу-
чено 10 здорових індивідуумів. Стоматологічний 
огляд проведено в умовах стоматологічного кабі-
нету у відділенні хірургічної реабілітації хворих 
із захворюваннями щелепно-лицевої ділянки 
та реконструктивної стоматології ДУ «Інсти-
тут стоматології та щелепно-лицьової хірургії 
Національної академії медичних наук України» 
(ДУ «ІСЩЛХ НАМН»).

Виділення ДНК з клітин букального епітелію 
проводили за модифікованою методикою з вико-
ристанням Chelex [5]. У пробірку (Еppendorf), 
в якій знаходився аплікатор з зіскрібком епіте-
ліальних клітин, вносили 200 мкл 5%-го роз-
чину Chelex 100 в дистильованій стерильній воді 
(Chelex в натрієвій формі, 100–200 меш, Bio-
Rad). Перед додаванням смолу перемішували до 
гомогенного стану піпеткою з широким отвором 
та відбирали аліквоту безпосередньо під час 
перемішування. Інкубували при 56° 30 хвилин 
з постійним перемішуванням на термошейкері. 
Потім інкубували при 96°С протягом 8 хвилин, 
періодично струшуючи. Після інкубації цен-
трифугували 3  хвилини при 12000 g (Eppendorf 
Centrifuge  5424). Концентрацію та чистоту пре-
парату ДНК визначали спектрофотометрично 
(Nanophotometr, Implen, Німеччина), відібравши 
аліквоту 5 мкл безпосередньо із пробірки з розчи-
ном ДНК. Для ПЛР відбирали 5 мкл супернатанту.

Для дослідження поліморфізму rs2277438 
TNFSF11 -438 A>G застосовували трипрай-
мерну полімеразну ланцюгову реакцію (ARMS-
ПЛР). Використовували два прямі праймери на 
5’-кінці, один з яких специфічний для мутант-
ного алеля, інший ‒ для нормального алеля, 
і загальний зворотний праймер на 3’-кінці. Прай-
мери синтезовані фірмою Metabion (Німеччина). 
Інкубаційну суміш готували в стерильних умо-
вах у ПЛР-боксі з використанням ПЛР-буфера 
фірми Fermentas (Литва).

Алельні варіанти поліморфізмів rs2073618 
TNFRSF11B 1181G>C і rs1801133 MTHFR 677 
C>T (Ala222Val) оцінювали методом алель-специ-
фічної ПЛР. Ампліфікацію промоторних ділянок 
генів, що досліджувались, проводили паралельно 
у двох пробірках (Еppendorf) для нормального 
і мутантного алелю кожного гена в 20 мкл буфер-
ного розчину з додаванням 100 нм кожного з пари 
алель-специфічних oлігонуклеотидних праймерів 
(Metabion, Німеччина) 

Ампліфікацію проводили на термоциклері 
“Analytik Jena” (Flex Cycler, Німеччина). Умови 
реакції були такими: початкова денатурація впро-
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довж 5 хв за 94°С, 35 циклів (20 сек 94°С, від-
пал 30 сек 53°С для TNFSF11 та 30 сек 55°С для 
TNFRSF11B та MTHFR 677, елонгація 30 сек 72°С).

Фракціонування продуктів ампліфікації про-
водили методом електрофорезу у горизонталь-
ному 2% агарозному гелі, приготовленому на 
одноразовому трис-ацетатному буфері (1хТАЕ), 
при напрузі 100В протягом 45 хвилин. Як маркер 
молекулярної ваги використовували ДНК pUC19: 
Msp1. Агарозний гель фарбували бромистим ети-
дієм і візуалізували в ультрафіолетовому світлі.

Статистичну обробку отриманих результатів, 
що включала тест на відхилення від рівноваги 
Харді-Вайнберга (РХВ) та оцінку асоціації гено-
типів та алелів з ризиком пародонтиту методом 
Пірсона χ2 проводили з використанням програми 
генетичної статистики DeFinetti на сайті Інсти-
туту генетики (Мюнхен, Німеччина). Асоціації 
характеризувалися відношенням шансів (ВШ) 
з 95 % довірчим інтервалом та методом критерію 
згоди Пірсона χ2. Значення р<0,05 вважали ста-
тистично значущими.

Результати та їх обговорення. Проведено 
генотипування групи пацієнтів із розщілинами 
(n=10) і контрольної групи (n=10) за такими полі-
морфізмами: rs2073618 TNFRSF11B 1181G>C, 
rs1801133 MTHFR 677C>T (Ala222Val) і rs2277438 
TNFSF11 -438 A>G. У досліджуваних групах про-
аналізовано розподіл частот генотипів, відповід-

ність їхнього розподілу рівновазі Харді-Вайн-
берга (РХВ), а також відмінності між  групами 
за розподілом частот генотипів і алелів. За всіма 
поліморфізмами частоти розподілу генотипів 
відповідали теоретично розрахованим за  РХВ 
в обох групах (p>0,05; табл. 1).

Виявлено відмінності між групами за роз-
поділом генотипів і алелів однонуклеотидного 
поліморфізму гена TNFSF11 rs2277438 -438 
A>G. Частота мутантного алеля G цього полі-
морфізму була вищою в дослідній групі порів-
няно з контролем: 0,70 і 0,35 відповідно (таблиця 
1). Цей алель асоціювався з підвищеним ризи-
ком формування розщілин: ВШ=4,333 (95% ДІ 
1,150-16,323), достовірність значення χ2 p=0,026 
(табл. 1). Гомозиготний генотип GG також асоці-
ювався з підвищеним ризиком формування розщі-
лин у рецесивній моделі: достовірність значення 
величини χ2 p=0,008 (табл. 1). Дослідна і контр-
ольна групи не різнилися достовірно за розпо-
ділом частот генотипів і алелів поліморфізмів 
генів TNFRSF11B і MTHFR. Частота мутантного 
алеля С поліморфізму rs2073618 TNFRSF11B 
1181G>C була 0,500 і 0,450 у досліді та контролі, 
ВШ=1,222 (95  % ДІ 0,353–4,235), достовірність 
значення величини χ2 p=0,751; частота мінорного 
алеля Т поліморфізму rs1801133 MTHFR 677C> 
T (Ala222Val)  ‒ 0,100 і 0,050 відповідно, ВШ=2,111 
(95% ДІ 0,176-25,349), p=1,000 (табл. 1).

Таблиця 1
Розподіл та порівняння частот генотипів та алелей поліморфізму rs2073618 TNFRSF11B 

1181G>C та rs2277438 TNFSF11-438 A>G у групах пацієнтів
Поліморфізм rs2073618 TNFRSF11B 1181G>C

Генотип, алель GG GC CC Алель G Алель 
C

РХВ 
p-значення

Випадок, частота 0,400 0,200 0,400 0,500 0,500 0,057

Контроль, частота 0,300 0,500 0,200 0,550 0,450 0,974

Порівняння частот C<>G GC<>GG GC+CC<>GG ДМ CC<>GG+GC РМ – –

ВШ (95 % ДІ) 1,222  
(0,353-4,235)

0,300  
(0,033-2,763)

0,643  
(0,101-4,097)

1,500  
(0,156-14,420) – –

χ2, p-значення 0,751 0,280 0,639 0,724 – –
Поліморфізм rs2277438 TNFSF11-438 A>G

Генотип, алель AA AG GG Алель A Алель 
G

РХВ 
p-значення

Випадок, частота 0,000 0,600 0,400 0,300 0,700 0,175

Контроль, частота 0,300 0,700 0,000 0,650 0,350 0,088

Порівняння частот G<>A AG<>AA AG+GG<>AA ДМ GG<>AA+AG РМ – –

ВШ (95 % ДІ) 4,333  
(1,150-16,323)

6,067  
(0,262-

140,701)
9,800  

(0,438-219,247)
63,000  

(0,982-4042,065) – –

χ2, p-значення 0,026 0,136 0,060 0,008 – –
Примітка: ДІ – довірчий інтервал; ДМ – домінантна модель; РМ – рецесивна модель; РХВ – рівновага Харді-Вайнберга. 
Достовірні значення відношення шансів (95 % ДІ) та значення р<0,05 виділені жирним шрифтом.
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Гени TNFSF11 (Tumor necrosis factor ligand 
superfamily member 11, також відомий як RANKL, 
Receptor activator of nuclear factor kappa-B 
ligand) та TNFRSF11B (Tumor necrosis factor 
receptor superfamily member 11B, також відомий 
як OPG, остеопротегерин), є компонентами осі 
TNFRSF11A/ TNFRSF11/ TNFRSF11B, що відіграє 
важливу роль у підтримці рівноваги між проце-
сами резорбції кістки остеокластами та утворення 
кістки остеобластами, у регуляції ремоделювання 
кістки, диференціювання остеокластів та остео-
лізу. Фактор диференціювання та активації остео-
кластів TNFSF11 (RANKL), що забезпечують 
резорбцію кістки, або втрату кісткової маси, коду-
ється однойменним геном, що входить до числен-
ного сімейства генів факторів некрозу пухлини 
(TNF). Зв’язування TNFSF11 з TNFRSF11A на 
преостеокластах та зрілих остеокластах сприяє 
утворенню, активації та виживанню багатоядер-
них остеокластів під час нормального ремоделю-
вання кістки та різних патологічних станів  [6]. 
TNFRSF11B, рецептор-пастка для TNFSF11, 
захищає кістку від надмірної резорбції за раху-
нок зв’язування з TNFSF11 і тим самим запобі-
гає його зв’язуванню з TNFRSF11A [6]. Гени, що 
кодують білки цієї осі, добре відомі як гени-кан-
дидати, що впливають на підтримання здоров’я 
кісток [7]. За результатами нашого дослідження 
однонуклеотидний поліморфізм одного з цих 
генів TNFSF11 може бути фактором генетичної 
схильності до утворення розщілин. Ці дані потре-
бують подальшого експериментального підтвер-
дження з використанням більш репрезентативної 
вибірки пацієнтів. У літературі показано асоціа-
цію поліморфізму rs2277438 TNFSF11 з кістко-
вими патологіями. Зокрема, G-алель асоціювався 

з підвищеним ризиком ревматоїдного артриту 
[8], радіографічною прогресією ревматоїдного 
артриту і ризиком анкілозивного спондиліту [9]. 
Виявлено асоціацію GG-генотипу поліморфізму 
rs2277438 TNFSF11 з остеопенією [10], а гено-
тип AG асоціювався зі зниженим рівнем 25-OH 
вітаміну D у сироватці хворих на остеопороз [11]. 
У цьому ж дослідженні поліморфізм rs2073618 
1181G>C гена остеопротегерину TNFRSF11B 
визнано фактором ризику розвитку остеопорозу 
в жінок після менопаузи. Наш аналіз не виявив 
будь-якого впливу цього поліморфізму на форму-
вання розщілин.

Нарешті, ген MTHFR кодує фермент метилен-
тетрагідрофолатредуктазу, який відіграє ключову 
роль у метаболізмі фолату та метіоніну. Фолі-
єва кислота, або вітамін В9, запобігає дефектам 
формування нервової трубки; нещодавній мета-
аналіз досліджень асоціації фолієвої кислоти та 
несиндромних РГ/П, опублікованих до 2020 року 
включно, виявив зниження ризику РГ/П у потом-
ства жінок, що приймали до та під час вагітності 
добавки, які містять фолієву кислоту, на 40% та 
12%, відповідно [12]. Мінорний Т-алель полі-
морфізму rs1801133 MTHFR 677C>T, що при-
зводить до заміни аланіну на валін у позиції 
222, пов’язують зі зниженою активністю мети-
лентетрагідрофолатредуктази. У базі даних 
PubMed перераховано понад 3000 досліджень, 
що пов’язують поліморфізм rs1801133 з різними 
захворюваннями, включно з онкологічними, 
серцево-судинними, шизофренією, дефектами 
нервової трубки та іншими, хоча подібні асоці-
ації далеко не завжди підтверджені повторними 
дослідами. За даними мета-аналізу поліморфізм 
rs1801133 C677T асоціюється з несиндромними 

Таблиця 2
Розподіл та порівняння частот генотипів та алелей поліморфізму  

rs1801133 MTHFR 677C>T (Ala222Val) у групах пацієнтів
Поліморфізм rs1801133 MTHFR 677C>T (Ala222Val)

Генотип, алель GG GC CC Алель G Алель C РХВ 
p-значення

Випадок,  
частота 0,400 0,200 0,400 0,500 0,500 0,057

Контроль,  
частота 0,300 0,500 0,200 0,550 0,450 0,974

Порівняння 
частот C<>G GC<>GG GC+CC<>GG ДМ CC<>GG+GC РМ – –

ВШ  
(95% ДІ)

1,222  
(0,353-4,235)

0,300  
(0,033-2,763)

0,643  
(0,101-4,097)

1,500  
(0,156-14,420) – –

χ2,  
p-значення 0,751 0,280 0,639 0,724 – –

Примітка: ДІ – довірчий інтервал; ДМ – домінантна модель; РМ – рецесивна модель; РХВ – рівновага Харді-Вайнберга. 
Достовірні значення відношення шансів (95 % ДІ) та значення р<0,05 виділені жирним шрифтом
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РГ/П [13]; гомозиготність за С- або Т-алелем 
у жінок є фактором ризику утворення розщі-
лин [14], хоча цей ефект залежить від популяції. 
Наше дослідження не виявило жодних відмін-
ностей між дослідною та контрольною групою 
за розподілом алелей і генотипів цього полімор-
фізму, що може свідчити про відсутність зв’язку 
між rs1801133 і ризиком формування розщілин 
в українській популяції (табл. 2).

Висновки. Поліморфізм rs2277438-438 A>G 
гена TNFSF11, який кодує фактор диференці-
ювання й активації остеокластів, що відіграє 
роль у регенерації та ремоделюванні кісткової 
тканини, може бути пов’язаний із ризиком фор-
мування розщілин. Це спостереження потребує 
подальшої верифікації в групах із більшою кіль-
кістю пацієнтів.
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