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Дисертація присвячена вивченню морфологічних, імуногістохімічних, молекулярно - генетичних та хімічних особливостей тканин пародонту при запаленні та різних видах епулісів.

Досліджено тканини пародонта 94 померлих з різною соматичною патологією, проаналізовано архів гістологічних блоків від 53 пацієнтів, яким гістологічно встановлено діагноз епуліс; використані інфрачервона спектрофотометрія, Вестерн-блот аналіз, кометний форез, імуногістохімічне дослідження, світлова мікроскопія, електронна мікроскопія з хімічним аналізом, математична та статистична обробка даних. Проаналізовано данні інформаційно-аналітичних центрів медичної статистики. Перевірено здатність метилування ДНК клітин на стандартній клітинній лінії U 306 та фібробластах щурів.

У дисертаційній роботі представлене нове теоретичне обґрунтування і рішення актуальної проблеми морфогенезу різних типів епулісів та доказано їх запальне походження. Показано, що накопичення іонів хрому та кобальту у пародонті призводить до розвитку гігантоклітинного епулісу. Виконано дослідження тканин пародонта під впливом іонів кобальту та хрому та за умов іригації мікроорганізмами.
Установлено, що при запаленні ДНК тканин пародонта метилуються. Встановлено шлях метилування ДНК при хронічному запальному процесі, який пов’язаний зі зменшенням репаративного ензиму MGMT. Показано, що накопичення іонів хрому та кобальту відбувається у гігантських клітинах гігантоклітинного епулісу, які мають макрофагальне походження та призводять до змін кістки альвеолярного паростку. Ступінь і виразність морфологічних змін у тканинах пародонта залежать від бактерій, терміну перебігу запального процесу, впливу іонів кобальту і хрому та ступеню фрагментації ДНК.

Розроблена методика растрової електронної мікроскопії, що дає можливість дослідити мікроелементний склад тканин пародонта.

Встановлено маркери верифікації епулісів на підставі такого імунофенотипу гігантських клітин: позитивна реакція (+) з маркерами CD68, OPN, S100 та негативний статус (-) маркерів Кі 67, CD3. 

Досліджено кістковорезорбуючий потенціал гігантоклітинного епуліса. ММР1 – статус є вирішальним для верифікації даного потенціалу.

При вивченні стану пародонта у різних вікових групах показано, що зміни біоценозу ротової порожнини розвиваються вже у дитячому віці.

Результати пропонуються для впровадження в закладах охорони здоров’я: патологоанатомічні відділення, терапевтичні та хірургічні відділення стоматологічних лікарень та поліклінік, щелепно-лицеві відділення обласних лікарень та онкологічних диспансерів, бюро судово-медичних експертиз.
Ключові слова: пародонтит, епуліси, метилування ДНК, іони хрому, іони кобальту.
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SUMMARY

Kuzenko Y.V. Peculiarities of pathogenesis and morphogenesis of inflammatory periodontal diseases. ‑ Manuscript.
Thesis for acquiring academic degree of Doctor of Medicine majoring in 14.03.02 – Pathologic Anatomy. – Sumy State University of Ministry of Education and Science of Ukraine– Sumy , 2017.
Kharkiv National Medical University of Ministry of Health of Ukraine. – Kharkiv, 2017.

The thesis is devoted to studying of morphological, immunohistochemical, molecular-genetic and chemical peculiarities of parodontium tissues at inflammation and various kinds of epulis.

Parodontium tissues of 94 deceased persons with various somatic pathology were studied, archive of histological blocks from 53 patients, who were histologically diagnosed with epulis, was analyzed; infrared spectrophotometry, Western-blot analysis, comet phoresis, immunohistochemical research, light microscopy, electronic microscopy with chemical analysis, mathematic and statistic data processing were applied. 

The thesis presents new theoretic substantiation and solution of urgent problem of morphogenesis of various kinds of epulis and shows their inflammatory origin. It is shown that accumulation of chrome and cobalt ions in parodontium leads to development of giant-cell epulis. 

It is established that during inflammation of DNA, parodontium tissues are methylated. The way of DNA methylation at chronic inflammatory process is established, which is connected with reducing of reparative MGMT enzyme. It is shown that accumulation of chrome and cobalt ions takes place in giant cells of giant-cell epulis, which have macrophagal origin and leads to changes of alveolar bone. The level and disctinctiveness of morhological changes in parodontium tissues depend on bacteria, term of inflammatory process course, influence of cobalt and chrome ions and level of DNA fragmentation. Ig G and IgM promote englobing of microbial cells at parodontium inflammation and form one of the main link in pathogenesis of various kinds of epulis and indirectly stimulate accumulation of different elements in giant cells Cu up to 2.61 ± 1.3 % (P > 0.05), Fe up to 6.69 ± 0.05% (P < 0.01), Co up to 11.7 ± 0.14 % (P < 0.05).

During studying of parodontium state in different age groups, it is shown that changes of biocenosis of oral cavity are developed already in childhood.

Giant-cell epulis (osteoclastoma) is quite frequent neoplasms of dentofacial system, which also can take place in skeleton bones.

Our researches established that diagnosis giant-cell epulis can be verified on the ground of the following immunophenotype of giant cells: positive reaction (+) with markers CD 68, OPN, S100 and negative status (-) of markers Кі-67, CD3. 

Absence of reactions or positive expression of markers S100, ММР1 and VEGF is the ground for establishing of bone resorptive potential of giant-cell epulis. ММР1 – status is decisive for verification of this potential. VEGF reflects vascularization of giant-cell epulis. In case of negative status of ММР1, VEGF, S100 and absence of coloration, significant resorption potential of alveolar bone is excluded.

Diagnostic value of this method consists in possibility of exact verification of diagnosis of giant-cell epulis, making complex evaluation of morphological and immunohistochemical criteria, excluding the most similar researched neoplasms by morphological criteria: giant-cell granuloma, cherubism etc., which is confirmed by own histogenesis of giant-cell epulis.

Therefore, offered method of diagnostics of giant-cell epulis is based upon molecular-biological properties of giant cells, enabling to increase the accuracy of diagnostics, as well as information value of final result at pre- and post-surgical stages, that can not only improve the prognosis, but also save the patient’s life quality.

Key words: parodontitis, epulis, DNA methylation, chrome ions, cobalt ions.
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	20Х18Н9Т –
	20 % хрому, 18 % нікелю, 9,0 % титану, інше – залізо

	25Х18Н102С –
	25% хрому, 18 % нікелю, 0,25 % вуглецю, інше – залізо

	Akt –
	RAC- серин/треонінових протеїнкінази

	Bcl 2 –
	внутрішньоклітинний білковий фактор – регулятор апоптозу

	BCNU –
	1,3-біс (2-хлоретил) -1-нітрозосечовини

	BMP –
	морфогенний білок кістки

	COX-2 –
	циклооксигеназа

	CpG –
	сайт CG

	CPITN –
	кумуляційний індекс потреби в лікуванні пародонтиту
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	хемокін ліганду 1

	CXCL12 –
	хемокін ліганду 12

	DAB –
	3,3' -діамінобензидин

	DBSS –
	проби крові

	DMEM –
	поживне середовище в модифікації Дульбекко

	DNMT1 –
	ДНК (цитозин-5) –1-метилтрансферази

	FHIT –
	крихкий гістидин тріада

	FITC –
	флуоресцеінізотіоціанат

	G1 –
	фаза клітинного циклу 1

	G2 –
	фаза клітинного циклу 2

	Glу –
	глікофорин

	hMLH1 –
	ензим із системи ДНК - репарувальних білків

	HPV16 –
	вірус папіломи людини 16
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	вірус папіломи людини 18

	HSF1 –
	транскрипційний фактор 1 теплового шоку

	HSF2 –
	транскрипційний фактор 2 теплового шоку

	HSP90AA1 –
	білок теплового шоку 90kda альфа

	IARC –
	Міжнародне агентство з дослідження раку

	IECS –
	Інститут клінічної ефективності та охорони здоров'я

	IFNG –
	інтерферон - гамма

	Igf2 –
	інсуліноподібний фактор росту 2
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	інтерлейкін 12
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	інтерлейкін 1
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	інтерлейкін 10
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	інтерлейкін 6

	Irak3 –
	рецептор інтерлейкіну-1-асоційованої кінази 3

	Kgf –
	фактор зростання кератиноцитів

	L.D. –
	летальна доза

	LPS –
	ліпополісахариди

	MGMT –
	О6-метилгуанін ДНК - метилтрансферази 

	Mmp13 –
	матриксна металопротеїназа 13

	Mmp3 –
	матриксна металопротеїназа 3

	MMR –
	система репарації ДНК

	MNGC –
	багатоядерні гігантські клітини

	MNNG –
	N-метил-N'-нітро-N-нітрозогуанідин

	MPHASE –
	М - фаза

	NF- кВ –
	цитоплазматичний фактор транскрипції

	NOS2A –
	оксид азоту синтази 2

	OPG –
	остеопротегерин

	OPN –
	остеопонтин

	P53 –
	транскрипційний фактор

	PBS –
	фосфатний буфер

	PGE2 –
	простагландин Е2

	PMSF –
	фенілметилсульфонілфторид

	PTGS2 –
	простагландин синтаза-2

	PVDF –
	полівініліденфторид

	RANKL –
	рецептор - активатор ядерного фактора каппа-B ліганду

	RUNX2 –
	коловий фактор транскрипції 2

	S100 –
	кальційзв'язувальний білок

	SAM –
	S- аденозин метіоніну

	SCCA –
	залишки карбонових кислот

	SDS –
	додецилсульфат натрію

	SFFR –
	виділення ясенної рідини

	Tgfβ1 –
	трансформуючий ростовий фактор, бета-1

	Timp1 –
	металопептидази інгібітор 1

	Timp3 –
	металопептидази інгібітор 3

	TLR –
	Toll-подібний рецептор

	Tlr2 –
	Toll-подібий рецептор 2

	Tlr4 –
	Toll -подібний рецептор 4

	TNFA –
	фактори некрозу пухлини

	TNF-α –
	фактор некрозу пухлини альфа

	U373 –
	клітинна лінія

	UVB –
	компонент сонячного ультрафіолетового випромінювання

	VEGF –
	фактор росту ендотелію судин

	АлАт –
	аланінамінотрансфераза

	АП –
	апуринові сайти

	ЕДТА –
	етилендіамінтетраоцтова кислота

	Кі-67 –
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	матриксна металопротеїназа 1

	МННГ –
	N-метил-N'-нітро-N-нітрозогуанідин
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	О6- метилгуанін

	РЭМ – 102Э –
	растровий електронний мікроскоп

	СОКЛ –
	Сумська обласна клінічна лікарня

	СОПР –
	слизова оболонка порожнини рота
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	хемокін

	т. п. н. –
	тисячі пар нуклеотидів

	ІЧ –
	інфрачервона спектрофотометрія

	EDS –
	енергодисперсійна спектрофотометрія

	SEM
	Скануючи електронна мікроскопія

	ВООЗ
	Всесвітня організація охорони здоров’я 
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Проблема хвороб пародонта, як загальномедична проблема, пояснюється такими чинниками: по-перше, значним поширенням цієї патології у світі; по-друге, втратою великої кількості зубів при цих захворюваннях; по-третє, появою вогнищ хронічної інфекції у зв'язку з виникненням патологічного утворення – зубоясенного кармана, та зниженням реактивності організму [1]. За даними ВООЗ, основну проблему в пародонтології становлять запальні ураження пародонта [2]. При цьому виділяють гінгівіти (катаральний, гіпертрофічний, виразковий, атрофічний, десквамативний) і маргінальні періодонтити, коли клінічно та рентгенологічно визначаються пародонтальний зубоясенний карман та деструкція кісткової тканини. 

Деякі автори вважають, що первинний запальний процес у яснах є пусковим із подальшим розвитком патологічного ясенного кармана та вторинної резорбції альвеол [3]. Інші автори вважають, що в окремих випадках пародонтит починається в яснах у вигляді хронічного запалення з подальшим розсмоктуванням кісткової тканини в альвеолярному відростку [4].

Заслуговує на увагу те, що виникнення та погіршення перебігу пародонтиту, як правило, поєднуються із несприятливими факторами, які впливають на цілісний організм [5]. До цих факторів належать перенесені інфекційно-токсичні захворювання [6], порушення трофіки та обміну речовин [7, 8], зміни нейрогуморальної регуляції [9], віковий фактор [10], порушення вітамінного балансу в організмі [7], імунні порушення [11] та ін.

Ряд авторів пов'язує пародонтит зі склерозом артеріальної системи пародонта: порушення трофіки пародонта у зв'язку з недостатністю його кровопостачання з наявними склерозованими артеріями та звуження їх просвіту призводить до зниження місцевого імунітету [12]. Зміни кінцевого судинного апарату пародонта обумовлені алергічними змінами судин пародонта [13]. Дистрофічні процеси в організмі призводять передусім до появи пародонтальних карманів, резорбції кісткової тканини альвеолярного відростка [14]. Істотна роль відводиться неврогенному фактору в патогенезі пародонтиту [15].

Розуміння механізмів порушень у пародонті на молекулярному рівні дає можливість розробити оптимальні заходи щодо їх діагностики, профілактики та лікування.

Одними з основних етіологічних чинників розвитку патології пародонта є бактерії [16], а також їх екзо- та ендотоксини [17, 18], що опосередковано та безпосередньо спричиняють такі зміни: збільшення проникливості капілярів, яка зумовлює ексудативні прояви запального процесу; порушення лізосомальних мембран із виходом у клітину та за її межі лізосомальних гідролаз [19], здатних пошкоджувати різні клітинні й тканинні компоненти [20]; стимулювання вироблення макроергічних сполук у процесах окисного та гліколітичного фосфорилювання [21]; стимулювання синтезу медіаторів запалення [22]; модифікацію субстрату запалення [23]; зміну молекулярної конфігурації тканинних компонентів [24]; цитотоксичну дію [25], що призводить до стимулювання проліферативної фази запалення та посилення запального процесу.

Спеціалізована терапія при пародонтитах спрямована на подолання наслідків порушень та втрат зубоепітеліального з’єднання [26], ліквідацію зубоясенних нашарувань із великою кількістю мікроорганізмів, зменшення розростання грануляційної тканини та ін. [27]. Морфофункціональні зміни у пародонті при цьому є основними чинниками резорбції кісткової тканини і, як наслідок, – патологічне перенавантаження зубів, що спричиняє з часом повну елімінацію зубів [28]. Це зумовлює втрату зубів із віком та великий відсоток втрати зубів у молодих людей. Тому зміни у пародонті вимагають значних витрат на лікування та протезування зубів.

Успіх лікування при пародонтитах залежить від своєчасності та тривалості терапії. При цьому перед лікарем-стоматологом постають такі завдання: 1 – дія на етіологічний чинник [29]; 2 – вплив на ланки патогенезу – запальні, судинні, імунні та інші порушення [30]; 3 – відновлення або заміщення структур і функцій пародонта [31]; 4 – дія на організм вцілому [32].

У контексті зазначеного, особливу увагу дослідників при запальних процесах пародонта привертають процеси перебудови тканин, насамперед в епітелії та кістковій тканині.

Дослідженнями останніх років доведено, що ряд ДНК - репаративних систем має ієрархічну структуру, яка частково елімінує вплив несприятливих факторів. Тканини пародонта в цьому сенсі не є винятком [33]. ДНК - репаративні системи зумовлюють функціональну та фізіологічну цілісність геному ДНК - вмісних органел клітин від продуктів із сторонньою генетичною інформацією, ендогенних перекисних та алкілувальних продуктів [34]. У більш широкому розумінні ДНК - репаративні системи реалізують захист дво - та одноланцюгової ниток ДНК від пошкоджувальних речовин екзо - та ендогенного походження [36].

Вивченню прямої та непрямої алкілувальної дії бактеріальних токсинів на тканини пародонта людини та експериментальних тварин присвячені поодинокі праці зарубіжних авторів, в більшості яких доводиться негативний вплив цієї дії на органи та системи організму. M. Esteller [36] зазначає, що клітини з високим ступенем метаболізму мають більш високий рівень репаративних ензимів, наприклад MGMT (O6 – methylguanine - DNA methyltransferase) та MMR (DNA mismatch repair). MGMT відіграє важливу роль у репаративних процесах. Це може бути пов’язано з великою швидкістю окисного гліколізу та активністю нітроксидсинтетази [37]. Ці реакції, у свою чергу, призводять до зростання рівнів таких ендогенних алкіляторів, як продукти перекисного окиснювання жирів, нітрозоамінів та амінокислот [38]. Значна кількість синтезу ендогенних алкіляторів у клітинах пухлин через велику швидкість біохімічних реакцій посилює експресію відповідних захисних ензимів (MMR, MGMT) за принципом зворотної відповіді. До основних механізмів токсичної дії алкілувальних сполук необхідно віднести їх безпосередній та опосередкований вплив на ДНК, що відбувається за рахунок алкілування ферментних систем і пошкодження генетичного апарату клітини [39].

Природа, етіологія та патогенез епулісів, досі точно не встановлені і потребують подальшого вивчення. Одні автори вважають епуліси істинними пухлинами або пухлиноподібними утвореннями, інші розцінюють їх як місцеву фіброзну остеодистрофію або результат регенераційно-відновного процесу, треті - як наслідок хронічного запального процесу або нейроендокринних порушень.

Вирішення вищезазначених проблем спрямоване не лише на одержання відповіді на ряд теоретичних питань стосовно алкілування клітин тканин пародонта, але й на запровадження нового наукового напрямку в стоматології, який має на меті дослідити основи розвитку захворювань пародонта з позицій патологічної анатомії, молекулярної генетики та патологічної фізіології.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Дисертаційна робота є фрагментом теми кафедри патологічної анатомії Медичного інституту Сумського державного університету, виконаної за безпосередньої участі автора, «Морфогенез загальнопатологічних процесів» (номер державної реєстрації 013U003315).
Мета дослідження – з’ясування особливостей патогенезу та морфогенезу регуляторних механізмів у розвитку запальних процесів у тканинах пародонта та різних типах епулісів.
Завдання дослідження:
1 З’ясувати стан поширеності запальних захворювань тканин пародонта у хворих в Північних регіонах Україні.

2 Вивчити стоматологічний статус хворих з різною соматичною патологією у дорослих та дітей м. Сум.

3 Простежити на рівні ДНК послідовність, характер і ступінь деструктивних та репаративних процесів у структурних компонентах пародонта при його запаленні.

4 Вивчити характер бактеріальної колонізації у хворих із запальними захворюваннями тканин пародонта з подальшим аналізом рівня цитотоксичності та метилування клітин бактеріальними токсинами in vitro.

5 Дослідити вплив бактеріальних токсинів на тканини пародонта in vivo.

6 Вивчити патоморфологічні зміни у тканинах пародонта під впливом іонів кобальту (Со2+) та хрому (Сr6+).

7 Дослідити роль ясеневого епітелію у патогенезі розвитку захворювань пародонта.

8 Проаналізувати механізми реалізації, формування та розвитку різних типів епулісів.

9 Розробити панель імуногістохімічних маркерів для диференціальної діагностики різних типів епулісів.

10 Провести кластерний і регресійний аналізи одержаних даних та визначити критерії раннього прогнозування перебігу запальних захворювань пародонта.
Об’єкт дослідження – запальні та продуктивні процеси в тканинах пародонта.

Предмет досліджень – патогенетичні та морфологічні особливості розвитку запальних захворювань тканин пародонта і різних типів епулісів.

Методи дослідження – растрова електронна мікроскопія тканин пародонта та різних типів епулісів, гістологічні, гістохімічні та імуногістохімічні дослідження тканин пародонту померлих хворих з різною соматичною патологією та експериментальних тварин, молекулярно - генетичні методи, математичні методи.
Наукова новизна одержаних результатів. За допомогою запитів до інформаційно - аналітичних центрів медичної статистики уточнено дані про поширеність захворювань пародонта в Північно - Східних регіонах України. Проаналізовано стан щодо звітно - облікової документації МОЗ України, якою керуються заклади охорони здоров’я стоматологічного профілю. Показана динаміка структури та частота розвитку патології пародонта у хворих із різною соматичною патологією у дитячому та дорослому віці.

Визначено стан ДНК - репаративних систем пародонта при його запаленні у щурів та людей шляхом застосування гістологічного, гістохімічного, імуногістохімічного і статистичних методів.

Уточнені та доповнені дані про патогенетичні ланки перебігу запальних захворювань пародонта та встановлений взаємозв’язок між запаленням пародонта та морфогенезом різних типів епулісів.

Для з’ясування додаткових ланок патогенезу пародонтиту уперше проведене дослідження як на фенотипічному, так і на молекулярному рівні, що пояснює додаткові ланки патогенезу у тканинах пародонта при його запаленні.

Уперше при пародонтитах на тлі пошкодження ДНК з’ясовані гістологічні та імуногістохімічні зміни в пародонті та вивчений кореляційний зв'язок між ними залежно від стадії хвороби.

За результатами молекулярно - генетичних досліджень встановлена мінливість якісного стану та запальних змін пародонта залежно від ДНК-ушкоджувального механізму та реакцій ДНК - репаративних систем.

Уперше за результатами ДНК - кометного форезу виявлені відмінності перебігу запального процесу в пародонті, що дає підставу лікарям - стоматологам під час скринінгового аналізу розподілити хворих за групами з подальшим лікарським наглядом.

Уперше при запаленні пародонта та різних типах епулісів здійснено оцінювання ступеня експресії генів на рівні білка: Кі 67, OPN, MGMT, ММР- 1, P53, HSP90AA1, IgG, IgM, CD3, CD79A, VEGF, Glу, Bcl 2, Chromogranin A, Myeloperoxidase, S100, CD68, та досліджений їх взаємозв’язок, що дало можливість прогнозувати перебіг пародонтитів та більш диференційовано підходити до їх лікування.
Практичне значення одержаних результатів.
Запропонована методика визначення динаміки розвитку пошкодження пародонта залежно від наявності пошкодження ДНК допоможе практичним лікарям прогнозувати перебіг запалення пародонта.

На підставі результатів комплексного морфологічного дослідження тканин пародонта розроблений «Спосіб виділення дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК) з парафінових гістологічних блоків» (патент України на корисну модель №108736).

Виявлені пошкодження ДНК можуть бути базою для формування диспансерних груп хворих на пародонтит із підвищеним ризиком прогресування запального процесу.
Удосконалена методика растрової мікроскопії дає можливість дослідити мікроелементний склад тканин пародонта при його запаленні та розвитку епулісів.
Установлений зв’язок між запаленням та розвитком різних типів епулісів дає змогу передбачити їх розвиток.

Створено банк зразків тканин пародонта та ДНК, взятих у осіб, хворих на пародонтит, епуліс, та у померлих донорів, який дасть змогу поглибити знання про пошкодження ДНК при запаленні. Діагнози усіх зразків верифіковані згідно з класифікацією МКХ-10.

Запропонований спосіб діагностики гігантоклітинних епулісів, який ґрунтується на молекулярно-біологічних властивостях гігантських клітин, що дозволяє збільшити точність діагностики, а також інформативність кінцевого результату на до- і післяопераційних етапах лікування хворих; це не лише може покращити прогноз, а і зберегти якість життя пацієнтів.
На підставі наказу МОЗ України та НАМН від 13.11.2013 р. №969/97 «Про удосконалення впроваджень досліджень медичної науки у сферу охорони здоров’я» створено алгоритм патоморфорогічної діагностики гігантоклітинного епулісу для впровадження у патологоанатомічну практику, який наведений у виданому інформаційному листі №381.

Результати експериментальних досліджень впроваджені у навчальний процес на кафедрах патологічної анатомії у вищих навчальних закладах України: ДВНЗ «Тернопільський державний медичний університет імені І.Я. Горбачевського МОЗ України», Запорізького державного медичного університету, ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (м. Полтава), ВДНЗУ «Буковинський державний медичний університет» (м. Чернівці) та у Харківському національному медичному університеті. Результати досліджень з позитивним результатом впроваджені у практичну роботу Тернопільського обласного патологоанатомічного бюро.
Особистий внесок здобувача. Автором здійснено інформаційний пошук та аналіз літературних даних, самостійно проведено всі експериментальні дослідження, статистично опрацьовані результати та зроблено їх аналіз. Експерименти проведені на базі морфологічних кафедр Медичного інституту СумДУ. У лабораторіях кафедр виконані гістоморфометричні, імуногістохімічні дослідження за безпосередньою участю дисертанта. Проведені епідеміологічні дослідження на базі КЗ «Сумська обласна клінічна лікарня» (СОКЛ). Автором здійснено узагальнення одержаних результатів, написано всі розділи дисертації, висновки та практичні рекомендації. У наукових працях, опублікованих у співавторстві, а також у тій частині актів впровадження, що стосується науково-практичної новизни, використано фактичний матеріал дисертанта.
Апробація результатів дослідження. Основні матеріали дисертації оприлюднені на міжнародних науково-практичних конференціях викладачів, лікарів, молодих учених та студентів: Міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих учених «Актуальні питання теоретичної та клінічної медицини» (Суми, 2012–2016); Всероссийской конференции, посвящённой 155-летию кафедры патологической анатомии Военно-медицинской академии имени С. М. Кирова «Актуальные вопросы патологической анатомии в мирное и военное время» (Санкт-Петербург, 2014–2015); XI Міжнародній науковій конференції студентів та молодих учених «Актуальні питання сучасної медицини» (Харків, 2014); науково-практичній конференції за міжнародної участі «Актуальні проблеми стоматології, щелепно-лицевої хірургії, пластичної та реконструктивної хірургії голови та шиї» (Полтава, 2014–2015); IV Міжнародній науково-практичній конференції «Спорт у нашому житті: проблеми фізичного виховання та лікувальної фізкультури» (Луганськ, 2013); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих учених та студентів «Здобутки теоретичної медицини – в практику охорони здоров’я» (Запоріжжя, 2015); Міжнародній науково-практичній конференції «Теоретичні та практичні проблеми розвитку сучасної медичної науки» (Одеса, 2015); Всеукраїнській науково-практичній конференції за міжнародної участі, присвяченій 50-річчю кафедр патологічної анатомії та кафедри патофізіології Запорізького державного медичного університету «Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології» (Запоріжжя, 2015); науково-практичній конференції «Гофунговські читання» (Харків, 2015); Національному українському стоматологічному конгресі «Міжнародні стандарти профілактики та лікування і їх впровадження в практику лікаря-стоматолога» (Київ, 2015); VII науково-практичній конференції «Інноваційні технології в стоматології» (Тернопіль, 2015). Дисертаційну роботу апробовано на міжкафедральному семінарі медичного інституту СумДУ 05.квітня.2017 р. (протокол №3).
Публікації. Матеріали дисертаційної роботи висвітлені у 41 наукових працях, зокрема, 1 – монографія, 28 статей, з яких 18 представлені у наукових фахових виданнях України та 9 – у виданнях, що індексуються у наукометричній базі SCOPUS, 10 тез опубліковано у матеріалах науково-практичних конференцій, 2 патенти України на корисну модель. 6 наукових робіт опубліковано одноосібно.
РОЗДІЛ 1.
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
Особливості перебігу запалення у тканинах пародонта
У виникненні та розвитку хвороб пародонта основну роль відіграють місцеві та загальні фактори, пов’язані між собою складними і до кінця не з’ясованими зв’язками. Обмежені запальні, поверхневі та глибокі ураження пародонта можуть розвиватися під впливом комбінації та кумуляції місцевих і загальних факторів.

1.1 Передумови та епідеміологія виникнення захворювань пародонта
Пародонт - комплекс тканин, який морфологічно складається з епітелію ясен, епітелію борозни й епітелію прикріплення; сполучної тканини (шарпеєві волокна) та прикріпленого до зуба епітелію ясенної борозни з вільним епітелієм. Періодонт – комплекс тканин, що містить кістку, цемент кореня зуба, періодонтальні волокна. Він забезпечує основну структурно-функціональну особливість зубоутримувального апарату [113].

У 60-х рр. минулого століття вважалося, що запальні захворювання пародонта – це патологічний стан, в якому однаково уражені всі особи, особливо після 35 років, і який неминуче призводить до втрати зубів [40]. Зараз в уявленні про етіологію запальних захворювань пародонта з’явилося поняття про фактори ризику, наявність яких чітко підтверджується епідеміологічними дослідженнями [1, 5, 8]. Фактори ризику, що підвищують імовірність розвитку та ускладнюють перебіг патології пародонта запального характеру, поділяють на модифіковані (такі, на наявність яких ми можемо вплинути) та немодифіковані (такі, на наявність яких ми не можемо вплинути).

До модифікованих факторів ризику належать паління, мікроелементози, цукровий діабет, не дотримання гігієни та характер мікрофлори ротової порожнини, ожиріння, соматична патологія, стрес, соціальний статус. Провідна роль серед них належить палінню, наявності певних мікроорганізмів ротової порожнини та цукровому діабету [41, 518]. Є дані про підвищений ризик ранньої появи пародонтиту у хворих на ішемічну хворобу серця [42].

У хворих на цукровий діабет має місце підвищений ризик розвитку захворювань пародонта що є предметом багатьох досліджень та дискусій. Існують численні літературні дані з приводу асоціації діабет – пародонтит [43]. Grossi та ін. [44] відзначають, що цукровий діабет був єдиним системним захворюванням, яке позитивно корелювало з втратою альвеолярного відростка. Поєднання пародонтиту та цукрового діабету є поширеним симбіозом, дуже розповсюдженим в усьому світі [45]. Тяжкі форми пародонтиту часто співіснують із діабетом першого та другого типів і вважаються найбільш частими ускладненнями цукрового діабету [46]. Ряд досліджень свідчить, що високий рівень цукру в крові може сприяти пародонтиту [47] та спричинити у 2,8 раза більшу частоту розвитку цієї нозології [48], а також у 4,2 раза більшу резорбцію альвеолярної кістки [49]. Взаємозв'язок між пародонтитом і діабетом являє собою приклад системного захворювання, що призводить до підсилення одного захворювання іншим [50]. Крім того, пародонтит викликає підвищення рівня il-6 і tnf-α, спричинюючи стійкість до інсуліну [51].

Основними механізмами збільшення ризику захворювань пародонта при діабеті є ангіопатії [52]. Дисфункція нейтрофілів часто спричиняє повільний перебіг процесу запалення зі схильністю до його хронізації з прихованою клінічною картиною [53]. Внаслідок порушення метаболізму сполучної тканини та основної речовини [54] виникає висока концентрація глюкози в ясенній рідині, що сприяє активації мікрофлори [55]. Руйнівний ефект мікрофлори кумулюється відсутністю вираженої запальної тканинної відповіді. 

Важливим чинником розвитку ушкоджень пародонта є некоректно зроблені зубні протези. Для виготовлення застосовують різні сплави (КХС – кобальт-хромовий сплав, НХС – нікель-хромовий сплав), у яких містяться хром та нержавіючі сталі двох марок – 20Х18Н9Т і 25Х18Н102С [56]. Надлишкове надходження іонів хрому в організм людини пов’язане з протезуванням. Крім того, хромові сплави широко використовують для виготовлення різного посуду, медичного інструментарію, сантехнічних пристроїв. 
Відомо, що іони таких металів, як Cr3+, Co2+, Cd2+, Cu2+, Hg2+, Zn2+, Ag1+та Pb2+, інгібують активність ензиму деметилятора ДНК – MGMT. Таким чином, іони важких металів сприяють появі пошкоджень ДНК [57, 58].

Відзначено високу поширеність (94–100 %) захворювань тканин пародонта в осіб із хронічними захворюваннями органів травлення, що пов’язано з порушенням усіх видів обміну [59]. Хронічні захворювання шлунково-кишкового тракту супроводжуються дефіцитом вітамінів, мінеральних речовин, білків і вуглеводів в організмі, що призводить до функціональних та органічних порушень у слизовій оболонці порожнини рота, розвитку запальних і дистрофічних змін у тканинах порожнини рота [60]. Більше того, при деяких запальних захворюваннях шлунково-кишкового тракту змінюється адсорбція кальцію, заліза, що негативно впливає на стан альвеолярного відростка щелеп [61].
До немодифікованих факторів ризику належать генний поліморфізм гена інтерлейкіну-1 [62], старечий вік, чоловіча стать, негроїдна та латиноамериканська раси. Останні два фактори можуть бути пов’язані з більшою поширеністю серед цих груп населення паління, недостатньою увагою до гігієни ротової порожнини. Так, у нерозвинутих країнах Латинської Америки агресивні поширення форми пародонтиту спостерігаються у 0,3 – 4,5 % населення, локалізовані – дещо рідше. Загалом, за даними різних авторів, запальні захворювання пародонта трапляються у 40 – 80 % осіб [63]. У Кенії у 90 % дорослого населення є хоча б 1 клінічна втрата прикріплення, більша за 4 мм [64]. У той самий час в економічно розвинених країнах, таких як США ті ін. ці ознаки є у 50 % дорослого населення, більше 6 мм – менше ніж у 20 %, а менше 2 мм – у 80 % дорослого населення [65].

За даними Американської академії пародонтології 2007 року, до 35 % дорослого населення США страждають на пародонтит, з яких 10-15 % − на тяжку форму [66, 67]. В 11 % населення рентгенологічно виявляється істотне (6 мм та більше) зменшення кісткової тканини альвеолярного відростка. Всі ці особи були віком старше 35 років [68]. Із 2003 року започатковано програму ранньої діагностики запальних хвороб пародонта. Були розроблені більш жорсткі критерії встановлення діагнозу (2 чи більше міжзубних проміжків із втратою клінічного прикріплення не менше ніж 3 мм та 2 чи більше міжзубних проміжків із глибиною кармана 4 мм (не на одному зубі чи 1 міжзубний із глибиною кармана не менше 5 мм). Це дозволило виявити ще приблизно у 31 % осіб віком 35 років і старше початкові ознаки пародонтиту (дані 2007 року) [69]. Ранній початок пародонтиту виявляється не більше ніж у 10 – 15 % населення та зберігається у нетяжких стадіях усе життя [70, 522].
Масштабні епідеміологічні дослідження запальних захворювань пародонта почалися із 60-х рр. ХХ століття разом із розвитком стоматологічної служби як такої. Національні програми з охорони здоров’я та пропаганда належної гігієни ротової порожнини дозволили зменшити поширеність, наприклад, гінгівіту у дітей та підлітків розвинених країн − Нової Зеландії [71], Англії [72], Швеції [73] – за 60 – 70-ті рр. у 2 – 2,5 раза – до 20 – 30 %. Однак уже у 80-х рр. ХХ ст.. – показники погіршилися [74]. Дослідники пов’язують це зі зменшенням уваги батьків і стоматологів до початкових ознак патології.

Частота гінгівіту взагалі та розподіл за віковими групами відрізняються у різних країнах. За даними Американської академії пародонтології гінгівіт найбільш поширений у школярів (40 – 60 %) [75] та в осіб похилого віку (80 %) [76].На кровоточивість ясен страждають 47 % чоловіків та 39 % жінок віком 18 – 64 років. Із віком частота гінгівіту зростає серед чоловіків, а у жінок такої тенденції не спостерігається [77, 517]. На противагу розвиненим країнам у Бразилії гінгівіт спостерігається у 90 – 100 % дітей віком 7 – 14 років (середній гінгівальний індекс – 1,24), а у 100 % осіб віком 14 – 30 років відзначається кровоточивість ясен [78]. Із віком збільшується поширеність гінгівіту. У Турції він спостерігається у 56,2 % 15-річних підлітків і у 62,6 % у 35 – 44-річних осіб [79]. У 34,2 % грузинських підлітків глибина пародонтального кармана хоча б одного зуба досягає 5 мм та більше [80].

Суперечності стосовно епідеміології запальних захворювань пародонта у деяких авторів пов’язані насамперед, із використанням ними різних методів оцінювання наявності та стадійності захворювання [81]. Наявність патологічних змін пародонта визначають за наявності гінгівіту при зондуванні пародонтальних карманів, визначенні втрати клінічного прикріплення, рентгенологічному оцінюванні альвеолярного відростка. Найбільш використовуваним є визначення пародонтального індексу CPITN під час об’єктивного дослідження. Методика мало змінилася з часу її розробки, але постійно змінюється інтерпретація її результатів. Кожен дослідник керується різними кількісними значеннями зазначених ознак, які трактуються як «норма–патологія», що призводить до ще більших розбіжностей епідеміологічних даних [82]. У спробі більш точного визначення наявності та стадійності захворювань пародонта було запропоновано визначати рівень запальних цитокінів у ясенній рідині ясенної борозни – простагландину Е2, фактора некрозу пухлин, інтерлейкінів-1α та -1β [83]. Більшість досліджень не відображають реальних показників, бо проводяться серед осіб зі стоматологічними захворюваннями, які прийшли на лікування до стоматолога, і не охоплюють здорових осіб. Термін «захворювання пародонта» часто трактується достатньо широко. Так, у дітей зазвичай досліджується лише захворюваність на карієс [84]. 

Запалення пародонта ініціюється та підтримується бактеріальним нальотом і його продуктами метаболізму, які викликають місцеву інфільтрацію клітин запалення, що спричиняє пошкодження позаклітинного матриксу [85]. Колаген являє собою основний компонент ясен та альвеолярної кістки і відіграє ключову роль у запальному процесі тканин пародонта [86]. Запальний клітинний інфільтрат має різний склад. В ясенній сполучній тканині залежно від перебігу запалення клітинна популяція змінює склад із нейтрофільного при гострому процесі на змішаний та лімфоцитарний – при хронізації процесу [87]. 
На ранніх стадіях запалення ясен прозапальні цитокіни секретуються активованими моноцитами, тканинними макрофагами та іншими клітинами (фібробластами, епітеліальними клітинами та ендотеліоцитами) [88]. Макрофаги – це ключовий інструмент імунної системи, що бере участь у прогресуванні пародонтиту та переходу гострого запального стану у хронічний процес [89]. Вони наявні у великій кількості при пародонтиті з активним перебігом [90]. Також важливим джерелом прозапальних цитокінів можуть бути макрофаги, зокрема інтерлейкін-1 (il-1) та фактор некрозу пухлини (tnf-α). Вони стимулюють активацію клітинного імунітету, тим самим посилюючи запалення і сприяючи змінам клітинного складу, що призводить до руйнування колагену [91]. Крім того, Ejeil та ін. [92] довели, що при пародонтиті втрата колагену достовірно корелює зі збільшенням кількості запальних клітин, які експресують CD-3, CD-8 і CD-45. G. J Seymour та ін. [93] описали об'єднання плазматичних клітин із фібробластами та припустили, що вони відіграють важливу роль у патогенезі захворювання пародонта. Існують поодинокі праці стосовно клітинного складу запального інфільтрату тканин пародонта [94]. 
Пародонтопатогенні мікроорганізми проявляють цитотоксичність у різних клітинах пародонта. Бактерії Porphyromonas gingioalis, Preuotella loescheii і Fusobacterium nucleatum мають на поверхні ланцюги із залишками карбонової кислоти (SCCA), здатні викликати aпоптоз у Т- лімфоцитах [95, 96] та епітелії ясен [97]. Крім того, ліпополісахариди (LPS) спричиняють у мононуклеарних клітинах периферичної крові людини апоптоз [98], а токсин з Actinobacilus actinomycet індукує апоптоз у В-лімфоцитах, наявних у тканинах періодонта [99]. Всі ці дані свідчать, що зміни у тканинах пародонта є результатом апоптозу, який відіграє основну роль у патогенезі хронічного пародонтиту. 

Апоптоз – дуже керований та енергозатратний процес, що зачіпає різні компоненти клітин [100]. Крім того, апоптоз може виникати з допомогою різних механізмів, зокрема специфічних рецепторів і лігандів клітинної загибелі, наприклад Fas - ліганд [101], або стресових сигналів, що викликаються молекулами прямого або побічного апоптозу, такими як p53 [102]. Нарешті, представники білків сімейства bcl відіграють важливу регулювальну роль у процесі апоптозу. Білок Bсl 2 є основним представником сімейства антиапоптотичних білків, які можуть запобігти або зменшити загибель клітин, викликану різними стимулами [103].
Результати поодиноких досліджень, проведених на клінічно здорових тканинах ясен, підтвердили апоптоз-асоційоване пошкодження ДНК та експресію р53 і BCL 2 генів, що викликалися бактеріями [104]. Також M. S. Tonetti та ін. [103] виявили апоптоз у тканинах ясен пацієнтів із запаленням та карманами понад 5 мм, що частково пояснює механізм руйнування зубоутримувальних тканин.
Одним із механізмів що, спричиняють апоптотичні зміни в клітинах, є епігенетичне метилування.
Епігенетичне метилування ДНК активується різними екологічними факторами: стресами, дією токсинів, канцерогенів, інфекційних агентів і цитокінів та ін. Паралельно цьому процесу спостерігалися сигнальні шляхи клітини, внаслідок цих екологічних перетворень відбувалося патологічне та епігенетичне метилування.

Епігенетичне метилування ДНК полягає у ферментативній модифікації цитозину в клітинах та призводить до вмикання та вимикання генів [105]. Метилування ДНК як ферментативна модифікація на рівні ДНК передбачає передачу ковалентної метильної групи до цитозинів переважно у межах динуклеотидів 5'-CpG-3'. Ця біохімічна реакція каталізується метилтрансферазою ДНК (DNMTS) із використанням S- аденозин метіоніну (SAM), як донора метилу [106, 107]. Група генів DNMT вміщує кілька членів, таких як DNMT1, DNMT-3A і DNMT-3B. DNMT1 використовується як каталізатор метилтрансфераз. DNMT-3A і DNMT-3B відіграють більш важливу роль у метилуванні неметильованих цитозинів у соматичних клітинах [108]. В ембріональних клітинах регіони, багаті на CpG, зазвичай залишаються неметильованими [109]. Метилування ДНК дуже важливе при таких біологічних явищах, як розвиток, імбридинг та інактивація Х- хромосом. Хвиля активного деметилування спочатку відбувається в чоловічому геномі після запліднення [110].

Після імплантації ембріона виникає процес переметилування в певних тканинах [111]. Метилування ДНК також бере участь в інактивації Х- хромосоми. DNMT1 є ключовим ферментом, що бере участь в інактивації Х- хромосом. 

При утворенні ясенного кармана під епітелієм ясен виникає хронічний запальний процес із наявністю плазматичних [112], круглих клітин й розвитком грануляційної тканини [113], яка містить капіляри та відповідні клітинні елементи [114]. У зв'язку з цим настає розпушення щільної сполучної тканини зв'язкового апарату, що призводить до розхитування зуба [115]. Одночасно з розвитком під епітелієм ясен грануляційної тканини відбувається поступове розростання багатошарового плоского епітелію. Спочатку смужка цього епітелію спускається нижче емалево - цементної межі зуба і приєднується до цементу. При подальшому вростанні епітелію відбувається його відшарування і, як наслідок, – розширення та поглиблення ясневого кармана.

Один із механізмів такого взаємозв’язку ґрунтується на появі продуктів, що спричиняють утворення алкілувальних агентів. Сучасні дослідники [116, 117, 118] стверджують, що перекисне окиснення ліпідів та білків сприяє прогресуванню дистрофічно - запальних процесів у тканинах пародонта і є ключовим патогенетичним механізмом його розвитку. Вільні радикали спричиняють пошкодження мембран та часткове перекисне окиснення азотистих основ ДНК. Ендогенні алкілувальні речовини в невеликій кількості утворюються в організмі у нормі. Збільшення їх кількості спричиняє різні соматично - патологічні стани [119].

Накопичення супероксид - іонів у патогенезі інтоксикації свинцем призводить до окисного пошкодження структур клітин. Фукс та ін. [74] також одержали результати генотоксичного ефекту дії солей важких металів. Вони довели, що кінцевий продукт окиснення 5 -діоксивалеріанової кислоти є алкілувальним агентом залишків гуаніну ДНК. Ці дослідники [120] також підтвердили рівень підвищення 7 -, 8 -оксигуаніну, 8 - дигідродезоксигуаніну і 5 - гідроксидезоксицитозину в ДНК.

Утворення вільного радикального кисню, до яких відносять О-, О2, ОН - радикали, призводять до появи субстрат-ферментних систем, таких як цитохром 450 [121]. Вільні радикали пошкоджують білки, ліпіди мембрани ДНК та індукують різні морфологічні зміни. ОН - радикали відповідають за 70 – 80% однониткових розривів [122]. Вплив γ - променів призводить до виникнення двониткових розривів, АП - сайтів, пошкодження зшивань ДНК - ДНК та ДНК - білок. Утворення 8 – охо - G (8-оксигуанін ) та 5- гідрометилурацил також індуковані ОН-радикалами. Кількість утворення 8 – охо - G на клітину оцінюється 27 000 пар [123]. 

У ділянках ДНК, де знаходиться 8 - охо - G, різко порушується метилування цитозину. 5mС та 8 – охо - G не читаються в генетичному коді, а внаслідок окиснення гуаніну та порушення метилування цитозину виникає дисбаланс експресії генів [124].

Безпосередні або опосередковані пошкодження ДНК, спричинені дією важких металів, стимулюють її гідроліз. Лабільні зв’язки між пуриновими та піримідиновими основами ДНК унаслідок гідролізу призводять до появи а - пуринових та а - піримідинових основ. Їх кількість досягає 10 000 на клітину. За добу утворюється близько 20 000 – 40 000 однониткових розривів ДНК [125]. Цей процес виникає внаслідок деструкції дезоксирибози або гідролізу фосфодіефірних зв’язків. Наступною формою гідролізу є дезамінування (цитозин – в урацил, аденін та гуанін – у гіпоксантин та ксантин). Ксантин та гіпоксантин видаляються глюкозилазами, внаслідок чого утворюються АП - сайти. Імовірність порушень під час реплікації ДНК невелика і становить 10-5–10-7 [126].
Найбільш небезпечним ендогенним алкілувальним агентом є S - аденозинметіонін (SAM) [127], який утворюється з амінокислоти метіоніну. SAM – це кофермент, що бере участь у більше ніж 40 метаболічних реакціях перенесення метильних груп на нуклеїнові кислоти, білки й ліпіди [128]. З одного боку, ферментативне метилування ДНК необхідне для регуляції експресії генів, з іншого боку, це може призвести до неензиматичного мутагенезу ДНК [129].
Упродовж доби в одній соматичній клітині S - аденозинметіонін здатний утворити кілька тисяч залишків 7 - метилгуаніну, сотень – 3 -метиладеніну і десятків – про – 6 - метилгуаніну, 7 - метилгуаніну, що слабко репаруються [130]. Перші два адукти сприяють утворенню АП- сайтів або блокуванню реплікації ДНК. Рідше виникають мутагенні модифікації O4 - метилтиміну та O4 - етилтиміну. Їжа з надлишковим вмістом нітратів і нітритів, цигарковий дим, бактерії та макрофагальна інфільтрація в інфікованих або запальних ділянках призводять до появи шкідливих алкілувальних агентів у клітинах. O6 - Метилгуанін і O4-метилтимін утворюють N - нітрозодиметиламін, що є потужним алкілятором [131]. SAM спричиняє утворення мінорних піримідинів: 3-метилтиміну, який блокує реплікацію ДНК і 3 - метилцитозину, який є сильним інгібітором синтезу ДНК [132].
Ендогенними метилувальними агентами є також бетаїн і холін. Холін відносять до вітамінів групи В (вітамін B4), проте клітини ссавців здатні його синтезувати [133]. Він є попередником нейромедіатора ацетилхоліну, а також входить до складу мембранних фосфоліпідів (лецитину, сфінгомієліну) і разом із лецитином сприяє транспорту та обміну ліпідів у печінці. За його відсутності в їжі спостерігаються відкладення жиру в печінці, ураження нирок та провокування кровотеч. Однак побічним ефектом холіну є метилування азотистих основ ДНК, що спричиняє мутагенез. Метилуванню ДНК сприяє похідне холіну – бетаїн, основна функція якого в організмі – зниження рівня гомоцистеїну, потенційного токсичного агента. Бетаїн також стимулює перекисне окиснення жирів, виявляє гепатопротекторну та жовчогінну дію [134].
При перекисному окисненні ненасичених ліпідів, вільного метіоніну та гему, утворюється етилен. Його похідне – оксид етилену – спричиняє утворення адукту 7 – 2 - гідроксиметилгуаніну, що має алкілувальні властивості. Це співзвучно з даними IARC та ВООЗ, які доводять шкідливий вплив оксиду етилену на ДНК клітин [135].
Екзогенними алкілувальними агентами є органічні продукти хімічного і бактеріального синтезів, здатних вводити алкільні радикали (метил-, етил-, бензил-, н-пропіл-, н-бутил-, ізопропіл-, ізо-бутил-, 2-хлоретил-, 2-гідроксіетил-, піридилоксибутил-) в молекули азотистих основ, тим самим змінюючи експресію генів та спричиняючи їх мутагенез.

При цукровому діабеті 1 - го типу у β - клітинах підшлункової залози спостерігається високий рівень О6 - метилдіоксигуанозину, що утворюється під впливом алкілувальних сполук [136]. 

β -Клітини підшлункової залози свідчать про відсутність MGMT, проте у дослідах на щурах спостерігалося істотне збільшення кількості мРНК-транскриптів MGMT без підвищення трансляції [137].

Високий рівень глюкози крові знижує експресію MGMT лейкоцитами, що доведено на пацієнтах із цукровим діабетом 1-го та 2-го типів. При нормальних показниках глюкози експресія MGMT у лейкоцитах не змінюється навіть за систематичного вживання алкоголю [138].

Нормальні гепатоцити мають високий рівень MGMT. При хронічному гепатиті він підвищується в середньому утричі, незалежно від етіології гепатиту. При цирозі печінки рівень MGMT знижується теж незалежно від етіології захворювання [139].

Порушення функцій мітохондрій є однією з причин цукрового діабету, атеросклерозу, хвороби Паркінсона та злоякісних новоутворень. Під дією ендогенних активних форм кисню та екзогенних хімічних і фізичних агентів у мітохондріальній ДНК (мтДНК) виникає значно більше ураження, ніж в ядерній ДНК (нДНК). Проте механізми репарації ДНК у мітохондріях є менш ефективними, ніж в ядрах [140].

Гіперекспресія мітохондріальної MGMT забезпечує більшу стійкість клітин до загибелі від 1,3 - біс (2-хлоретил) - 1 - нітрозосечовини (BCNU), метилметансульфонату (MMS) і темозоломіду (ТМЗ). Водночас гіперекспресія ядерної MGMT підвищує стійкість клітин лише до метилметансульфонату (MMS) і темозоломіду (ТМЗ). Гіперекспресія мітохондріальної та ядерної MGMT не збільшує резистентності клітин до алкілувальних агентів [141].

Для розуміння морфогенезу та патогенезу захворювань пародонта запропонована певними дослідниками концепція біоплівки, що являє собою сукупність мікроорганізмів, які знаходяться в позаклітинному матриксі зубоясенного кармана. Велике значення в біоплівці має система обміну генетичної інформації: антибіотикорезистентності, резистентності до фагоцитозу, система пригнічення нейтрофільних гранулоцитів тощо. У біологічній плівці бактерії створюють симбіозні та коменсалізменні групи.

На сьогодні ВООЗ виділяє такі пародонтопатогенні бактерії: A. actinomy cetemcomitans, P. gingivalis, A. odontolyticus, A. viscosus, A. israelii, P. micra, P. intermedia, P. nigrescens, C. curva, C. rectus, S. oralis, S. intermedius, T. forsythia, T. denticola, E. corrodens, F. nucleatum, E. coli, E. faecalis та ін.
Сучасна стоматологія довела провідну роль зубних відкладень бактеріального генезу у розвитку гінгівіту та пародонтиту.

Велика кількість анаеробів та аеробів ідентифіковані, як основні мешканці пародонтальних карманів [142]. Наприклад, Porphyromonas gingivalis ( P. gingivalis ) виявляється у пацієнтів із хворобами пародонта. Сучасні дослідники [142] вважають Porphyromonas gingivalis одним із найбільш важливих періодонтальних патогенів. Клітинні структури та фактори вірулентності P. gingivalis безпосередньо призводять до пошкодження періодонтальної тканини та її колонізації.

Лектини та фібрії Porphyromonas gingivalis – необхідні бактерії для проникнення в міжепітеліальні з’єднання. Porphyromonas gingivalis виробляє ряд протеаз, які порушують цілісність тканин. Лектини Porphyromonas gingivalis здатні спричиняти апоптоз у різних типах клітин, включаючи Т - клітини, В - клітини, кератиноцити і фібробласти [143]. Porphyromonas gingivalis може індукувати секрецію запальних цитокінів клітин тканин пародонта, таких як TNF-Α, IL-1B, IL-6, IL-12 тощо [143].

На підставі оброблених літературних даних Г. М. Барер та К. Р. Григорян [144] показали провідну роль IL-1, IL-6, IL-8 у розвитку активного дистрофічно - запального процесу в тканинах пародонта на фоні діабету 2-го типу.
Крім того, деякі дослідження відмітили, що при пародонтитах активується агрегація тромбоцитів, і, як наслідок, ускладнюється перебіг атеросклерозу [145, 146, 147 ]. У літературному огляді Ф. А. Сканапіцео та ін. [148] висвітлений зв'язок між пародонтитом та серцево - судинними захворюваннями. Автори дійшли висновку, що «пародонтит може бути, пов'язаний з інфарктом міокарда». В інших двох джерелах [149, 150] повідомлено про зв'язок між серцево - судинними захворюваннями та захворюваннями пародонта.
Пародонтит досліджувався як потенційний фактор виникнення та розвитку серцево - судинних захворювань. Кілька механізмів, які могли б пояснити цей зв'язок, ми наводимо нижче. Пародонтит викликає продукування медіаторів запалення, таких як С - реактивний білок, TNF - α, PGE2, IL-1Β ТА IL-6, що можуть прискорити прогресування вже існуючого атеросклерозу й пов'язаних з ним ускладнень [150].
Установлено, що Porphyromonas gingivalis і Fusobacterium nucleatum в ясенних епітеліальних клітинах спричиняють експресію DNMT1–гена. Можливо, метилування ДНК сприяє регуляції запальних генів, які здійснюють регуляцію у запальних реакціях пародонта. Porphyromonas gingivalis і Fusobacterium nucleatum призводять до зміни метилування промоторів у регіонах декількох генів ( PTGS2, TNFα і IFNG ), що беруть участь у запальних імунних реакціях пародонта [151].

Campylobacter rectus – пародонтопатоген, що має декілька факторів вірулентності: синтез білків – шаперонів на своїй поверхні, а також властивих їм джгутиків, здатних проникати в міжклітинні з’єднання [152, 153]. Campylobacter rectus може активувати у пародонті синтез цитокінів, особливо IL-6 і TNF-α [154].

Хронічне запалення тканин, викликане Campylobacter rectus та Helicobacter pylori, призводить до посилення метилування промотору IgF2, HMLH1. Аналіз даних, одержаних дослідниками, свідчить про зменшення експресії гена COX-2, PTGS2 (циклооксигенази-2 або простагландин-ендопероксидсинтетази-2) унаслідок метилування [155]. Фермент COX-2 – каталізує синтез простагландину, зокрема простацикліну і тромбоксану. Інгібування циклооксигенази послаблює симптоми запалення та біль [156, 157]. Експериментально створені радикулярні кісти та гранульоми у щурів, які мали патологічне алкілування гена IFNG епітеліальної гранульоми [158]. Подібними дослідженнями щодо гена IFNG доведена наявність патологічного метилування при гострих гінгівітах [159]. Мішель Батіз та ін. [160] на 34 зразках тканин пародонта після кюретажу встановили патологічне метилування гуаніну гена IL-10 у позиціях –373, −352, −350, −320 та −185. Епігенетичні зміни (фізіологічне метилування) у генах є природними для соматичних клітин. Зняття метильних груп із промоторної ділянки спричиняє його експресію. Гостре запалення пародонта призводить до деметилування гена IL-6 та збільшення білкового продукту [161]. Гіперметилування азотистих основ генів E-CADHERIN та COX-2 у хворих на пародонтити висвітлено у праці Вінг Лу зі співавторами [162]. Дослідники пропонують використовувати метилспецифічну ПЛР для діагностики та у перспективі лікування пародонтиту. 

Беззаперечним є наявність патологічного впливу продуктів горіння цигарок на тканини пародонта (модифікованого фактора) [163]. Так, при аутоімунних і запальних захворюваннях часто має місце асоціація метилування з розладом регуляції Т - клітинних відповідей, пов'язаних, у свою чергу, з порушенням метилування гена FOXP3 – ключового для розвитку регуляторних Т - клітин [164]. У сучасних базах літератури (Googl Scholar, PubMed та ін.) існує лише одне фундаментальне дослідження впливу тютюнового диму на статус патологічного метилування геному епітелію ротової порожнини. Дослідники довели розвиток патологічного метилування гена IL8 [165].

О6-Метилгуанін-ДНК-метилтрансфераза (MGMT, АГТ) – основний ензим, який видаляє метильні та алкільні групи з нуклеотидів ДНК, що утворюються під впливом різноманітних алкілувальних речовин. Вони призводять до хибного розпізнавання таких нуклеотидів під час подальшої реплікації та виникнення мутацій. Якщо останні знаходяться у генах - протоонкогенах чи генах - онкосупресорах, то відбувається онкотрансформація клітини, але здебільшого мутації активують механізми апоптозу і вони гинуть [166, 167].
Порушення процесу реплікації ДНК, що відбувається при модифікації азотистих основ, призводить до генетичної нестабільності та прогресування патологічного процесу [168].
Результати літературного пошуку щодо епідеміології захворювань пародонта свідчать про наявність значного поширення захворювань пародонта серед населення різних країн. Загальносоматичний стан та бактерії зубної бляшки є основним фактором ризику розвитку в патогенезі перебігу запального процесу в пародонті. Бактерії спричиняють епігенетичні зміни шляхом алкілування ДНК у клітинах ротової порожнини та потенціюють перебіг хронічного запального процесу.
1.2. Роль систем репарації ДНК та білків шаперонів під час запалення
У сучасній стоматологічній літературі питання щодо стану пошкодження ДНК та експресії репаративного ензиму деметилятора MGMT у хворих на пародонтит не висвітлені.
Разом із тим геном та ензими живих організмів зазнають як постійної дії різних фізичних (ультрафіолетова та іонізувальна радіація), хімічних (генотоксичні й канцерогенні речовини) факторів довкілля, так і продуктів власного метаболізму – дії вільних радикалів та ендогенних алкіляторів, мікробних метаболітів, що пошкоджують ферментні системи та ДНК клітин людини і тварини. Пошкоджені ДНК можуть ініціювати каскад біологічних реакцій на клітинному, органному, організменому рівнях. Підвищення рівня забруднення довкілля генотоксичними речовинами так само, як і використання ДНК - пошкоджувальних агентів у хіміотерапії, призводить до накопичення ушкоджень ДНК у тканинах та пригнічення їх репарації.

Ендогенне та екзогенне патологічне алкілування спричиняє появу одноланцюгових розривів. Якщо вони знаходяться близько, то виникає дволанцюговий розрив, тому ланцюг ДНК потребує постійного захисту з боку репаративних систем [169]. 
Поліпептидний ланцюг різних білків та ензимів також потребує захисту під час стресу та запалення, як мінімум, у чотирьох випадках [170]: 1) у процесі біосинтезу, поки поліпептидний ланцюг ще приєднаний до рибосоми; 2) після відділення від рибосоми, поки білок не набрав третинної структури; 3) у компактному проміжному стані [171]; 4) у випадку «хибного» фолдингу. Захисну функцію виконують білки-шаперони. Вони постійно синтезуються і в нормальних умовах, але в умовах запалення їх синтез значно збільшується [172, 173]. Вчені установили [174 – 178] явище перехресної стійкості, при якому пошкодження, спричинене запаленням, призводить до адаптивної відповіді на оксидативний стрес. Навпаки, дія іонів важких металів, запальні процеси, оксидативний стрес викликають індукцію синтезу шаперонів, тобто при різних стресах часто відбувається індукція синтезу одних і тих самих білків. Таким чином, будь-який із відомих стресів, якщо він досить інтенсивний, індукує синтез специфічних білків - шаперонів [179 – 182].

Відомо, що MGMT переносить алкільний залишок від О6 - позиції гуаніну ДНК на свій активний 145 - й цистеїновий акцепторний сайт [183, 184]. Алкільним залишком можуть бути метил-, етил-, бензил-, н-пропіл-, н-бутил-, ізопропіл-, ізобутил-, 2-хлоретил-, 2-гідроксиетил-, піридилоксибутил- [185 – 187]. Швидкість реакції зменшується із розміром алкільного залишку [188, 189]. Ген MGMT експресується як у нормальних, так і злоякісних клітинах, однак рівень його експресії варіює залежно від типу клітин та їх ростових характеристик [190]. Ряд дослідників [191 – 193] повідомляють, як про редукцію експресії гена MGMT під час трансформації в злоякісні новоутворення, так і про підвищення експресії у новоутвореннях, стійких до хіміотерапії.

При запаленні та стресі в клітинах, тканинах і органах відбуваються пошкодження не лише ДНК, а й модифікації та пошкодження білків. У результаті функціонально некомпетентні білки нездатні працювати [194, 195]. Ці модифікації змінюють розподіл заряду на молекулі, послабляють їх функцію. Усі ці фактори беруть участь у посиленні запалення та вторинній альтерації [197].

Існує безліч механізмів патологічної модифікації білків під час запалення: окиснення амінокислот, дезамінування (видалення однієї або декількох амідних груп у залишків Gin чи Asn), фосфорилування (приєднання фосфатної групи), ацетилування (приєднання ацетильної групи), нітрозилування (приєднання окису азоту), метилування (приєднання метильних груп) і розрив поліпептидного ланцюга білка [198]. Захист поліпептидного ланцюга від патологічного модифікування білка покладений на білки - шаперони. Активування фактора шаперонів (HSF) відбувається шляхом його фосфорилювання під впливом збільшення внутрішньоклітинної концентрації кальцію, вільнорадикальних реакцій перекисного окиснення ліпідів та інших процесів оксидативного стресу, активації протеазних інгібіторів і тирозинкіназ. Існує декілька класів транскрипційних факторів стрес - білків, серед яких білок HSF1є медіатором відповіді на стрес, a білок HSF2 – регулятором HSP – генів. HSF1 - та HSF2 - шаперони утворюють активовані тримери, які зв'язуються з регуляторними послідовностями (HSE) у промоторних зонах стрес - генів, що призводить до синтезу мРНК. Накопичення білків - шаперонів спричиняє «включення» авторегуляторної петлі.

Зміни кількості білків - шаперонів можуть бути пов'язані з регуляцією експресії їх генів, мутаціями цих генів або посттрансляційною модифікацією власне білків шаперонів [199, 200]. 

Етилування та метилування гуаніну при стресі та запаленні в позиції О6-G є основними мутагенними і канцерогенними чинниками [201]. Якщо позиція О6MeG не репарується ензимом О6-метилгуанін-ДНК-метилтрансферазою до подальшої реплікації, то пошкодження спричиняють транзицію гуанін – цитозин на аденін – тимін, обміни між сестринськими хроматидами, загибель або пухлинну трансформацію клітин [202]. Дослідженнями C. L. Bean, M. Debiak, B. Kaina (90 - ті рр.. ХХ ст.) доведено, що при дефіциті ферменту О6-метилгуанін-ДНК-метилтрансферази або при його інактивації О6MeG спричиняється утворення вторинних пошкоджень ДНК, серед яких є хромосомні аберації, але механізм виникнення таких пошкоджень залишається недослідженим [203 – 205].
Вторинними пошкодженнями ДНК є хромосомні аберації, що виникають при дефіциті ферменту MGMT унаслідок його блокування через два цикли реплікації ДНК [206 – 208]. Достеменно доведено [209] блокування MGMT шляхом додавання до культурального середовища О6-бензилгуаніну фібробластів людини (L136), що спричиняє підвищення кількості хромосомних аберацій, як відразу після обробки даною сполукою, так і в наступних клітинних циклах. Клітини СНО резистентні до алкілування у зв’язку з надекспресією MGMT. MGMT - дефіцитні клітини при дії алкілувальнних агентів формують обмін між сестринськими хроматидами, і, як наслідок, виникають хромосомні аберації [210]. У дослідженнях фібробластів після обробки їх метилувальною речовиною MNNG (N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) виявився значно вищий рівень обмінів між сестринськими хроматидами у другому мітозі при виснаженні ферменту MGMT [211]. Було доведено, що підвищена кількість хромосомних аберацій спричинена первинним пошкодженням ДНК – О6MeG за недостатності MGMT [212].

Відомо, що дволанцюгові розриви ДНК призводять до запуску механізмів апоптозу шляхом активації гена - онкосупресора р53. Цей ген (у людини – ТР53), що одержав назву через молекулярну масу кодованого ним білка – 53 кДа, у нормальній клітині неактивний. Функція гена р53 допомагає диференціюванню клітин, регулюванню клітинного циклу та клітинної відповіді на пошкодження ДНК, початок репарації ДНК й реплікації, а також індукції апоптозу [213].

Шаперони HSP90, HSP70 і HSP27 пригнічують апоптоз та збільшують виживання клітин [214, 215]. Відомо, що ці білки інгібують активацію каспаз і розщеплення ними субстратів [216 – 218]. Вони залучені до збереження цілісності мітохондрій, інгібують звільнення цитохрому - С з мітохондрій [219, 320] та формування апоптосом [221 – 223], регулюють активність факторів AKT, NF-КВ і JNK [224 – 228].

Активація р53 відбувається як відповідь на різноманітні пошкодження клітин, аномальну їх проліферацію. Білок р53 через свої гени - мішені припиняє реплікацію ДНК у фазі G1 або G2 клітинного циклу перед мітозом і стимулює процеси репарації ДНК або ж індукує апоптоз [229, 230].

Антиген Kі 67 є циклозалежним ядерним білком на всіх етапах активного клітинного циклу ( G1 → S → G2 → MPHASE ) і досягає піку в G2 та M-фазах. Ki 67 швидко розкладається після мітозу. Клітини, багаті на антиген Ki 67 трапляються у паростку стовбурових клітин та новоутвореннях [231]. Значна кількість Ki 67 трапляється у разі припинення клітинного циклу, якщо триває процес репарування ДНК або коли увімкнений процес апоптозу. 
Hsp70 не має ДНК - зв'язувальної активності. У відповідь на тимчасове припинення клітинного циклу HSP70 від'єднується від HSF-2 і починає відновлювати білки. HSF2 - шаперон збирається в тример, у нього з'являється ДНК - зв'язувальна активність, він акумулюється в ядрі та зв'язується з промотором. При цьому транскрипція білків шаперонів у клітині зростає в багато разів. За даними Матеу, після того як стрес пройшов, звільнився білок шаперон HSP70, він знову приєднується до HSF2, який при цьому втрачає ДНК - зв'язувальну активність, і все повертається до нормального стану [232].
Однак, на думку деяких дослідників, маркери проліферації, що використовуються останнім часом, наприклад Ki 67, можуть давати лише обмежене уявлення про їх причетність до клітинного циклу [233]. Збільшення кількості антигену Ki 67 було продемонстровано в епітеліальних клітинах та фібробластах пародонта. Особливо значну експресію антигену Ki 67 дослідники помітили у власній пластинці епітелію пацієнтів із фіброзною формою гіпертрофічного гінгівіту, індукованого ніфедипіном, фенітоїном або циклоспорином А [234, 235]. А. Яморон та ін. (2004 р.) пропонують використовувати антиген Ki 67 як маркер проліферативної активності епітелію ротової порожнини [236]. Беззаперечним є зв'язок Ki 67 та р53 як маркерів для росту пухлини та гіперплазії. Активація гена р53 як гена-супресора пухлинного росту призводить до ізоляції клітин. Це доведено К. Саїто (1999 р.) на 11 пацієнтах з пародонтитом, продукованим ніфедипіном [237].
Білок р53 сам бере участь у репарації ДНК, він може інгібувати ангіогенез і є транскрипційним фактором багатьох генів [238, 239].
Дослідження експресії генів ТР53 і MGMT у різних типах клітин та пухлин людини дуже суперечливі. Миші та щури дають суперечливі результати про взаємозв'язок між експресією цих двох генів. Велика група дослідників одночасно експериментально довели інгібуючу роль р53 в регуляції експресії MGMT [240 - 247]. На прикладі експерименту in vitro на клітинних лініях показано, що білок р53 дикого типу інгібує експресію гена MGMT. Інші дослідники [248] виявили, що зразки пухлин молочної залози людини з експресією р53 не інгібують MGMT. Лінії клітин астроцитів миші з експресією р53 дикого типу мають вищу активність MGMT. Так, р53 - гетерозиготні та нокаутні астроцити активніші за MGMT у 5 разів, ніж р53 - нокаутні клітини [249]. Виявлено, що у відповідь на іонізуюче випромінювання у клітинних лініях фібробластів миші та гепатомах щура, які експресують р53 дикого типу, відбувалася індукція MGMT, тоді як такої індукції не спостерігали у клітинах із відсутньою експресією р53 [250]. Зниження експресії MGMT виявили в різних зразках тканин людини, в яких спостерігали зміни р53 [251], а також було доведено, шо експресія р53 дикого типу може бути необхідною для експресії MGMT, а мутантний р53 може супресувати експресію цього гена [229]. Отже, система р53 залучена до активації та регуляції MGMT. Підсумувавши результати різних досліджень, варто зазначити, що р53 дикого типу бере участь в індукції гена MGMT та активності білка MGMT.

Однак високий рівень експресії р53 інгібує промоторну активність гена MGMT як у клітинах гризунів [252], так і у людини [253].

Велике значення для запуску програм тимчасового припинення клітинного циклу або апоптозу має група білків MMR, гетеродимери яких MSH2, MSH6 (також відомі як MUTS) виявляють як невідповідності одного нуклеотиду, так і невеликі вставки двох нуклеотидів [196]. Гетеродимери MSH2, MSH6 репарують молекулу ДНК шляхом сканування, охоплюючи її з боків, як кламер. Якщо виявляється пошкоджена ділянка ДНК, то гетеродимери видаляють та нормалізують молекулу ДНК [254]. Дослідження ряду авторів – Т. Осані, В. Едельман та ін. у 21 - му столітті [255 – 262] доводять, що у клітинах, позбавлених ензиму MSH2, виникла абсолютна недостатність функції ензиму MMR в той час, коли клітини позбавлялися ензимів MSH6 або MSH3 і зберігали незначну корекцію помилок ДНК за рахунок протеїну MSH2. 
У дослідженнях на ембріональних фібробластах миші після обробки метилувальною речовиною MNNG показана активація гетеродимеру MSH2. Після метилування гуаніну у шостій позиції з утворенням О6-MeG він реплікується як тимін. Хибна реплікація O6-MeG:T розпізнається системою MSH2–MSH6 та видаляється з заміщенням на нормальний гуанін [263]. Окрім видалення метильованого гуаніну гетеродимер MSH2 виконує функцію репарації при поміщенні вірусного геному в геном соматичної клітини. Дослідження Ж. Ловскі та ін. на культурі клітин HFF-1 та HeLa виявили значення гетеродимеру MSH2 у системі репарацї ДНК при інфікуванні культури клітин ДНК-вмісним вірусом HSV-1 (герпесвірус першого типу) [264]. Бактерії своїми токсинами спричиняють шкідливий вплив на епітеліальні клітини, зумовлюючи появу патологічного метилування. Про це опосередковано можуть свідчити мутації в MMR-генах, які призводять до появи Lynch-синдрому, який проявляеться у вигляді колоректального та ендометріального раків [265].
Суперекспресія генів шаперонів часто сигналізує про негативний прогноз при пухлинах [266 – 270]. Збільшення експресії генів шаперонів у пухлинних клітинах відіграє ключову роль в їх захисті від спонтанного апоптозу. Цей механізм може сприяти пухлинному росту та підтримуватися білками шаперонами [272 – 276]. 

Посттрансляційна модифікація білків під час запалення та пухлинного процесу проходить за безпосередньої участі шаперонів [277 – 282].

На підставі практичного дослідження [283], яке мало на меті довести взаємозв’язок між FHIT-, P53- і MMR - генами (hMSH2, hMLH1, GTBP/hMSH6, hPMS2 і hPMS1) при HPV16/18 - інфекції, висвітлено, що P53 - І MMR - гени надлишково експресуються при HPV16/18 - інфекції, але кореляційної залежності вцілому не виявляється.

Гомологи р53, p63 і p73 викликають p53-незалежний апоптоз (UVB-апоптоз), а також впливають на трансактивацію певних генів Р53 [284, 285]. Лікування пухлин людини з використанням метилувальних агентів приводить до фосфорилювання р53 і, як відповідь, – індукції апоптозу [286]. UVB-індукований апоптоз виникає значно швидше в MSH2-дефіцитних клітинах, і це корелює зі зниженням активації р53. Тому деякі дослідники [287] припускають, що MSH2 може індукувати апоптоз перед p53. Достеменно встановлено взаємозв’язок між синтезом різних  Ig (IgM, IgG, IgE, IgA) та MSH2 - геном на експериментальних тваринах. Так, миші, дефіцитні за показниками експресії MSH2-гена, призводять до появи значної кількості мутацій у генах синтезу різних ізотопів Ig [288, 289]. Ряд досліджень було зосереджено на питанні про те, як відбувається процес репарації ДНК системами MMR та їх взаємодією з р53 для підтримки геномної цілісності і за наявності мутагенного стану, викликаного пероксидоксидантним стресом. Доведено вплив H2O2 на рівень експресії та реалізації функції MMR з р53 шляхом утворення 8-оксигуаніну. MMR репарує ділянки ДНК з утвореним 8 - оксигуаніном [290].

Дослідники D. Reichmann та ін.. (2012) [291] вивчали білок -шаперон Hsp33. Він лише частково структурований та активується в момент окисного стресу. Разом з іншими шаперонами він запобігає інактивації і випаданню в осад інших білків та допомагає їм відновити вихідну просторову конформацію при оксидативному стресі, але сам він при цьому жорсткої структури не має. Під час стресу частина його молекули втрачає просторову організацію. Завдяки цьому він може відновлювати інші білки.

Існує точка зору, згідно з якою при старінні організму шаперони виходять у міжклітинний простір, циркулюють там і викликають утворення антишаперонових аутоантитіл. Це призводить до посилення пошкодження тканин і, як наслідок, збільшується запалення. 

Вважають, що цей процес сприяє загальному функціональному занепаду клітин та супроводжує старіння [292 – 294].

Вироблення медіаторів запалення, різних цитокінів, хемокінів і факторів росту є захисним механізмом у реакції організму на ушкодження [295]. Проте різні рівні експресії та конкретні комбінації вироблення медіаторів генетично детерміновані [296]. Епігенетичні модифікації геному людини, спричинені впливом зовнішніх факторів, можуть відігравати ключову роль у патогенезі запальних захворювань пародонта. Значна кількість епігенетично модифікованих механізмів, що беруть участь у запаленні, багато в чому залишається невідомою, тоді як велика кількість хронічних запальних захворювань людини призводить до змін та метилування генів [297].

Епігенетична зміна NOS2A-гена призводить до порушень, зміненої відповіді при запаленні. Оксид азоту (NO) бере участь у запальних процесах, оскільки NO сприяє адгезії лейкоцитів і проліферації судинних гладком'язових клітин [298]. Необхідний транскрипційний механізм NO-синтетази наявний у багатьох клітинах, але експресія цього ферменту суворо локалізована в судинному ендотелії. Молекулярний механізм експресії NO - синтетази регулюється винятково метилуванням промоторів. В ендотеліальних клітинах промоторна ділянка NOS2A є значно метильованою або неметильованою порівняно з іншими типами клітин, які мають незначну експресію гена NOS2A [299, 300]. Рівень гіпометилування ENOS промотора ендотеліальних клітин дуже високий. Це призводить до відсутності відповіді ендотеліальних клітин після стимуляції цитокінами. 

Сигнальний шлях TLR - рецепторів відіграє ключову роль у продукуванні кількох запальних цитокінів, таких як інтерлейкін–1β, циклооксигеназа - 2 та ін. Знижена експресія TLR4 на поверхні епітеліальних клітин кишківника (IECS) спричиняє порушення місцевого гомеостазу. Це зниження TLR4 частково пояснюється епігенетичними механізмами, при яких спостерігаються гіперметилування та деацетилування гістонів у промоторній ділянці TLR4-гена [301]. Крім того, деметилування ДНК також бере участь у підвищеній експресії TLR2, виявленного в епітеліальних клітинах при муковісцидозі[302, 303]. 

Тісний зв'язок метилування ДНК із запаленням також добре доведений на тваринних моделях. CD4+ Т-клітин, попередньо оброблених 5 - азацитидином (інгібітор метилування ДНК) у мишей, викликає системний червоний вовчак [304, 305]. Підвищена експресія лімфоцитами антигену (LFA-1) після обробки Т-клітин 5-азацитидіном може бути причиною системного червоного вовчаку [306]. При введенні 5-азацитидину щурам, яким було індуковано артрит ад'ювантом, у них чітко відмічалося зниження проявів артриту. Вищезазначене свідчить про те, що метилування ДНК бере участь у патогенезі ад'ювантного артриту [307]. Експерименти на тваринах підтверджують епігенетичні причини деяких автоімунних захворювань. Збільшення та зменшення метилувального промоторного профілю генів повинні визначатися індивідуально залежно від тривалості й стадії захворювання [308]. 

Метилування ДНК, яке контролює транскрипцію генів і наявне у промоторних регіонах різних генів, може допомогти пояснити профілі експресії, що характеризуються різними хворобливими станами. Метилування ДНК відбувається в специфічних генах або за геномною шкалою [309, 310]. Безперервність та узгодження змін метилування ДНК, що відображені в запальних, передпухлинних і пухлинних процесах, об’єднують запалення і рак [311 – 313]. 

У той час як старіння належить до фізіологічного процесу, який є загальним для усіх видів істот [314], канцерогенез характеризується прогресією патологічних змін, що дозволяє клітинам неконтрольовано ділитися. Дві різні події – старіння і канцерогенез – пов'язані між собою. Пухлини, як правило, виникають частіше в осіб старше 70 років. 

Накопичення негативних зовнішніх чинників і послаблення імунної системи, що за етіологією беруть участь у розвитку пухлин та паралельно призводять до старіння. Ми підтримуємо думку Д. М. Бормана щодо епігенетичних змін, які є загальними для обох процесів старіння й онкогенезу [315]. Гіперметилування генів - супресорів пухлин спричиняє мовчання цих генів і сприяє онкотрансформації [316].
Але є винятки. Метилування ДНК у ракових клітинах призводить до вимкнення генів, які в нормі експресуються тканинами. Для прикладу, промотор гена E-CADHERIN гіперметилований у декількох видах раку, включаючи рак сечового міхура, також метилування гена E-CADHERIN спостерігається у нормальних тканинах сечового міхура в осіб, старше 70 років [317]. 

Гіпометилування рецептора естрогену (ER) наявне в колоректальній слизовій оболонці [318]. З віком спостерігається гіперметилування в промоторній ділянці. Це не лише епігенетично пригнічує експресію генів, а й сприяє точковій мутації та реплікації тиміну замість цитозину (C→T), і, як наслідок, виникає інактивація генів - супресорів пухлин [319]. 

У старіючих тканинах кількість 5-метилцитозину помітно зменшується [320]. Гіпометилування ДНК як епігенетична зміна наявне у старіючого населення. Було доведено, що рівень метилування гена ALU (частина ендогенних ретровірусів людини HERVs), пропорційний віку. Це спричиняє деметилування ДНК [321].

Зниження рівня метилування у пухлинах сприяє мітотичній рекомбінації, що призводить до втрати гетерозиготності [322, 323].

Скорочення на 10 % рівня експресії DNMT1 у трансгенних мишей спричиняє появу агресивної Т - клітинної лімфоми [324].

Оскільки мутації генетичних послідовностей збільшуються з віком, метилування ДНК може сприяти генетичним змінам у процесі старіння через дезамінування, як зазначено вище. Через подібність змін метилування ДНК при раку і старінні можна припустити, що старіння схильне до раку шляхом зміни профілю метилування ДНК у клітинах. 

Отже, враховуючи вищевикладене, ми можемо зробити такі теоретичні припущення: приєднання алкілувальних радикалів до молекул ДНК у позиції О6G при запаленні – фермент прямої репарації MGMT – знімає алкільні радикали. Для цього клітині необхідно зупинитися в одній із контрольних точок клітинного циклу. Тому ми можемо припустити, що у клітинах, які експресують р53 на низькому рівні, недостатньому для запуску апоптозу, виникає потреба у підвищенні експресії гена MGMT для коректного патологічного алкілування ДНК. Також при припиненні циклу клітини виникає недостатність експресії ензимів OPN та MMP-1, що безпосередньо беруть участь в оновленні та формуванні тканин пародонта, хемотаксисі. При надекспресії р53, ймовірно, спрацьовують альтернативні шляхи виправлення помилок або елімінації клітин із пошкодженнями ДНК. Так діє система білків MMR та безпосередньо гетеродимер MSH2, у яких є можливість запустити UVB-індукований апоптоз (p63 - і p73 - залежний апоптоз) або безпосередньо видалити пошкоджену азотисту основу(О6 –MeG та 8-оксигуанін) з ланцюга ДНК.
Матрикс метилпротеїнази ММР, група цинковмісних протеїнів, що нараховують 25 різних білків, беруть участь у руйнації колагену. MMP-1, -8, -13 є колагеназами, MMP-2, - 9 – желатиназами, MMP-3, -10 – стромалізиназами, MMP-7, -26 – метилсинтетазами, MMP-14, -1, -7, -24 – мембранними типами [325]. ММР-1 в активному вигляді руйнує колаген, він експресується у великій кількості в різних видах пухлин та стромальних клітинах у нормі. Колаген IV типу відіграє ключову роль у структурі базальної мембрани. Неактивна форма ММР-1 має вагу 72 кДа, активна – 62 кДа. Перехід з неактивної в активну форму здійснюється під впливом арма (p-Aminophenylmercuric acetate) [326]. Інгібування активованого ММР-1 здійснюється за допомогою TIMP - 2 [327, 328]. Значна кількість ММР-1 білка синтезується при гепатиті С [329]. Фундаментальними дослідженнями доведена роль ММР-1 у процесах різноманітного запалення, атеросклерозі та тромбоутворенні [330]. Пелт та ін. (2002 р.) довели, що бактерія Prevotella intermedia здатна індукувати вироблення активаторів ММР остеобластів пародонта миші [331]. За результатами експерименту [332] виявлений тримолекулярний вплив MT1-MMP/TIMP2/MMP2 на агрегацію тромбоцитарних пластинок. 

Необхідно враховувати ту обставину, що прогноз розвитку метастазів мезенхімальних пухлин може базуватися на співвідношенні MMP - 1/TIMP - 2 [333]. В основі практичного дослідження [334] були розроблені терапевтична стратегія та прогнозування розвитку метастазів раку, яке базується на рівні експресії MMP-1 гена, що з успіхом було досягнуто.

Остеопонтин, відомий як OPN, T-lymphocyte activation-1, Eta-1, являє собою глікофосфопротеїн з імунорегулювальною, тканиноремоделювальною функціями у кістковій тканині. Він стимулює клітинний ріст у нормі та диференціацію пухлин при патології. Остеопонтин являє собою невеликий ліганд системи small integrin-binding ligand N - linked glycoprotein (SIBLING), складовими цього сімейства є кістковий сіалопротеїн BSP, зубчастий матрикс - протеїн DMP1, зубчастий сіалофосфопротеїн (DSPP), енамелін (ENAM) та матрикс- екстрацелюлярнофо - сфоглікопротеїн MEPE. Маса активного остеопонтину становит 31 кДа, неактивна форма значно важче – 75 кДа. 

Остеопонтин (OPN) експресується в тканинах нирки, кровоносних судинах, активних макрофагах, лімфоцитах та епітеліальних клітинах [335]. OPN у кістковій тканині стимулює адгезію остеокластів та, як наслідок, впливає на резорбцію кісткової тканини. У фундаментальних експериментах [336] на мишах із дефіцитом остеопонтину дослідники спостерігали синовіальну гіперплазію, мононуклеарну клітинну інфільтрацію в органах і системах, ерозії та карієс кісток, деструкцію хрящової тканини. Істотний вплив OPN на метаболізм кісткової тканини проявляється тим, що він інгібує збереження мінеральних речовин у кістковій тканині. OPN є одним із найважливіших неколагенових білків кісткової тканини. OPN - стимуляція остеобластів призводить до появи експресії білка CD44 [337, 338].

Остеопонтин під час запалення виробляється у великій кількості макрофагами й Т - лімфоцитами внаслідок стимуляції медіаторами запалення LPS, NO, IL-1β ТА TNF-α. OPN також виконує функцію хемотаксису Т - лімфоцитів при запаленні та активує продукування IL-12. Особливо велике значення OPN має при бактеріальному та вірусному запаленні внаслідок подразнення Th1 - клітин [339]. Також остеопонтин виконує функцію стимулювання, ремоделювання тканини після запалення [340]. Велике значення остеопонтин відіграє під час процесу метастазування пухлин різного генезу [341 – 343]. Дослідження Yue-Hong Zheng [344] довели ефективне застосування остеопонтину як маркера атеросклерозу. Ґрунтовно виявлена [345] причина підвищення рівня остеопонтину в плазмі крові, що спричинило стійку позитивну кореляцію між фіброзом у печінці та рівнем OPN у плазмі крові. Також OPN має велике значення у розвитку гепатоцелюлярної карциноми [346]. Культуральні дослідження на лінії HepG2 довели можливість підсилення експресії гена остеопонтину епітеліальним ростовим фактором [347].

Білок S100 був ідентифікований як один із білків мозку у 1965 році. На цей час ідентифіковані двадцять один білок родини S100. S100A16 - кластер знаходиться на хромосомі в ділянці 1q21, S100B – на хромосомі 21, а S100P і S100Z – на хромосомах 4 та 5, відповідно [348]. Білки родини S100 являють собою білки з невеликою молекулярною масою (9 – 13 кДа), які зв’язують Ca2+ через систему EF [349].

Різні представники сімейства білків S100 пов'язані з пародонтитом. Кілька досліджень показали, що гетеродимер S100A8 або S100A9, названий кальцій - протектором і мієлоїдним білком може бути маркером для прогнозування та перебігу запалення. У дослідженнях Nakamura та ін. [350] кількість s100a8 значно корелює з глибиною пародонтальних карманів і на даний час є біомаркером пародонтиту поряд із колагеназою, інтерлейкіном-1β і простагландином Е2. S100A8 був ідентифікований як один з основних білків хронічного перебігу пародонтиту [351], а рівень S100A8 був значно вищий у запаленій тканині ясен, ніж у нормальній [352]. Існує зв'язок між рівнями біомаркерів S100A8 і S100A9 у плазмі крові та тяжкістю перебігу пародонтиту [353].

Підсилена експресія Кі 67 – гена призводить до появи значної кількості білків, які відновлюють клітину, і як наслідок, – вироблення остеопонтину під час запалення, стимуляції медіаторами запалення та Ig. Викладене дозволяє припустити, що рівень експресії Кі 67 опосередковано впливає на експресію OPN.

Отже можна зробити висновок, що метилування та дослідження експресії генів на рівні білка Кі 67, OPN, MGMT, ММР - 1, P53, BCL 2, СD3, CD79A, CD68, MPO та їх взаємозв’язок при захворюванні пародонта є важливими для розуміння морфогенезу ушкодження тканин пародонта при різних соматичних хворобах.

1.3. Сучасний погляд на етіологію та морфогенез епулісів, як проліферативний процес в періодонті
Доброякісний проліферативний процес у яснах, що має назву «епуліс», часто трапляється у стоматологічній практиці. Розрізняють такі типи епулісів за ВООЗ: фіброзний, осифікувальний, ангіоматозний, гігантоклітинний, змішаний (МКХ-10 К06.8). Разом із тим, такий розподіл епулісів викликає дискусію. Найбільш ґрунтовну та етіопатогенетичну назву епулісів запропонував ще у 1926 р. А. В. Ривкінд. Він розглядав епуліс за типом простої гранульоми, епуліс – за типом судинної гранульоми (ангіогранульома), епуліс – за типом гігантоклітинної гранульоми.

Відомі клінічні та гістологічні варіанти епулісів, що відрізняються, на думку різних авторів, за своєю етіологією і патогенезом, в спеціальній літературі описані під різними назвами - «круглоклітинна саркома», «саркоматозний епуліс», «істинний епуліс», «помилковий епуліс», «звичайний епуліс», «банальний епуліс», «фіброзний епуліс», «ангіоматозний епуліс», «гигантоклітинний епуліс», «периферична форма остеобластокластоми», «остеофіброма», «запальна гранульома», «гигантоклітинна гранульома», «репаративна гранульома», «епулісоподібне набухання», «ясенний поліп».

Декілька факторів росту, зокрема тромбоцитарний фактор росту, інсуліноподібний фактор росту, фактор росту фібробластів, трансформуючий фактор росту, фактор росту ендотелію судин (VEGF) і BMP, сприяють утворенню кісткової тканини та регенерації. Ці фактори росту мають тимчасову й просторову структуру, що здатна керувати MSC (мезенхімальні стовбурові клітини) та спричиняти їх міграцію, проліферацію і диференціацію в остеогенну лінію. На нашу думку, зміни в експресії вищезазначених генів призводять до утворення різних типів епулісів.
Гігантоклітинні епуліси характеризуються наявністю багатоядерних гігантських клітин (остеоподібних клітин). Злоякісні гігантоклітинні епуліси є рідкістю і виявляються приблизно у 2 % усіх випадків. Однак, якщо злоякісне переродження має місце, це, ймовірно, викликає метастази в легенях. Пухлини щелепнолицевої ділянки, які складаються з гігантських клітин, як правило, доброякісні [354], але з непередбачуваною поведінкою [355]. Ці гетерогенні пухлини складаються з трьох різних клітинних популяцій. Строма пухлини представлена багатоядерними клітинами [356], що мають моноцитарне походження і класифікуються на основі експресії остеокластичних клітинних маркерів цих клітин – лужних фосфатаз остеокластів.

Щодо природи виникнення гігантоклітинного епулісу (епуліс за типом гігантоклітинної гранульоми) існують різні погляди. Одні автори розглядають гігантоклітинний епуліс як гігантоклітинну гранульому незапального походження [357]. І Mikhailova Chr. та ін. [358] відносять його до пухлин доброякісного характеру (периферична остеобластокластома), для чого, роблячи висновок із клінічної та морфологічної картин, є достатньо підстав. Пусковим механізмом розвитку остеобластокластом є виникнення транслокації за участі 4 - ї та Х - хромосом [t(X; 4)(q22; q31.3)] з подальшим збільшенням кількості остеокластоподібних клітин, що спричиняють запуск каскаду кістковорезорбуючих реакцій, результатом яких є зменшення кісткової маси щелеп.
Деякі автори пов’язують її виникнення з хронічними запальними процесами, зокрема внаслідок наявності імпланта [359]. Спостерігається в усіх вікових групах із деяким збільшенням частоти у період зміни зубного ряду [360] та у 30 – 40 років, переважно на нижній щелепі. 60 % хворих – жінки [361, 362].

Як окрему групу виділяють центральні гігантоклітинні епуліси, що мають, переважно, спадкову причину – мутації в екзонах 3, 4, 9 і 11 гена SH3BP2 [363], нейрофіброматоз типу I, синдроми Нунам, Рамон, Йоффе –Кампаначчі, херувізм. Серед причин називають гіперпаратиреоз, вагітність, системні захворювання. Спостерігаються вони в усіх вікових групах, але частіше у жінок до 30 років [364].

Здебільшого одноядерні гістіоцитарні клітини (MNHC) і багатоядерні гігантські клітини (MNGC) гігантоклітинного епулісу диференціюються з остеобластів - моноцитів та мають виражену експресію CD68 - маркера для моноцитарних клітин-попередників. У більшості пацієнтів пухлини повільно розвиваються, але можуть повторитися локально [365 – 367].

Медикаментозне лікування гігантоклітинних епулісів за неможливості іншого лікування включає бісфосфонати, такі як Zoledronate, що, як вважають, індукує апоптоз у фракції MNGC - клітин, запобігаючи індукованому пухлинному остеолізу. Доведено, що Zolеdronatе ефективний у знищенні остеокластоподібних клітин [368]. Останнім часом поширені моноклональні антитіла, такі як Denosumab, орієнтовані до RANKL - ліганду і використані в лікуванні гігантоклітинних пухлин у другій фазі дослідження. Це грунтується на тому, що підвищена експресія RANKL - ліганда у стромальних клітин відіграє важливу роль у патогенезі пухлини [369].

Вважають, що характер ремоделювання кісткової тканини альвеоли багато в чому визначається балансом між продукцією білків RANKL і OPG [370], який значно порушується при запаленні. Наприклад, є дані про те, що недиференційовані стромальні клітини кісткового мозку більшою мірою експресують RANKL і меншою мірою – OPG. Підвищене співвідношення RANKL/OPG асоціюється зі здатністю підтримувати формування та активацію остеокластів. Коли клітини диференціюються, співвідношення RANKL/OPG зменшується. Дисбаланс системи RANKL/RANK/OPG призводить до серйозних порушень ремоделювання кістки, яке лежить в основі її руйнування при хронічному запаленні [371].
OPG і sRANKL відіграють важливу роль у молекулярній регуляції остеокластогенезу. sRANKL – розчинний ліганд RANK, також відомий як OPG - ліганд, що відіграє основну роль у молекулярній регуляції та ремоделюванні кісткової тканини. RANKL продукується остеобластами та активує Т - лімфоцити. Він зв'язується зі специфічним рецептором RANK, який розміщений на остеокластах і дендритних клітинах. RANKL є основним стимулювальним чинником у розвитку зрілих остеокластів. Тому збільшення його експресії призводить до резорбції кісткової тканини і, отже, втрати кісткової маси. OPG також відомий як остеобласт - інгібуючий фактор або остеокластзв'язувальний фактор, він є ключовою ланкою інгібування диференціації та активації остеокластів і тому має велике значення в процесі резорбції кісткової тканини. OPG являє собою глікопротеїн, що належить до сімейства рецепторів фактора некрозу пухлини. Будучи «пасткою» рецепторів, OPG інгібує зв'язування RANK-ліганду, тим самим пригнічує мобілізацію, проліферацію та активацію остеокластів. У дорослих людей мРНК OPG сильно експресується в різних тканинах, наприклад у серці, легенях, нирках, кістках, печінці, плаценті, мозку [369 - 371].
Багатьма дослідженнями [372 – 374] було доведено, що людський епігеном принципово та безпосередньо бере участь у хронічному запаленні. При запаленні та метилуванні ДНК генів система RANKL/RANK/OPG відіграє ключову роль у резорбції альвеолярного паростка [375, 376].

Дослідженнями J. Дельгадо-Калле та ін. [377] нещодавно доведено, що експресія RANKL- і OPG-генів регулюється за допомогою метилування CpG- ділянок. Зниження метилування генів RANKL і OPG спостерігається у хворих на артрит. З іншого боку, дослідники спостерігали, що експресія факторів RANKL/OPG, була значно вищою в кістковій тканині у пацієнтів з остеопорозом, ніж артритом, а ступінь метилування CpG - ділянок генів RANKL і OPG залишався сталим.

Необхідно зазначити, що безпосереднє метилування CpG - ділянок генів RANKL і OPG призводить до активації остеокластогенезу, хоча існують й інші механізми активування остеокластогенезу. Наприклад, деметилування гістонових залишків у гені NFATc1 відіграє критичну роль у диференціації попередників остеокластів [378]. З іншого боку, є ряд праць, що припускають експресію мікроРНК, яка також бере участь у регуляції та диференціації остеокластів [379].

Таким чином, метилування ДНК пригнічує RANKL - і OPG - транскрипцію. Однакове метилування CpG - ділянок генів OPG та RANKL спричиняє різну їх експресію. Метилування RANKL не має важливого значення у регуляції його експресії. Роль метилування ДНК додатково підтверджується тим фактом, що лікування хворих на остеопороз з деметилувальним агентом індукує помітну позитивну регуляцію RANKL і OPG. Разом із тим, дані свідчать про те, що зміни в метилуванні ДНК спричиняють експресію генів RANKL і OPG, які є критичними для кісткової тканини [380]. Проте інші механізми, що не залежать від метилування ДНК, беруть участь у збільшенні співвідношення RANKL/OPG у пацієнтів із резорбцією кісткової тканини. Метилування ДНК може спричинити переродження клітин кісткового паростка.

За винятком BMP1 (кістковий морфогенетичний протеїн - 1), група BMP білків була найбільш широко досліджена. Білки BMPs для регенерації кісткової тканини є найпотужнішим фактором, здатним індукувати утворення кістки. BMP2 сигналізації призводить до індукції ряду факторів транскрипції, зокрема RUNX2 [381] і OSTERIX [382, 383], які є необхідними для розвитку кісткової тканини [384]. Кілька НОХ - білків були ідентифіковані як молекулярні мішені BMPs – опосередкованої транскрипції генів на ранніх стадіях формування кістки [385].

Група VEGF білків відіграє важливу роль у формуванні та підтримці кровоносних судин, росту ендотеліальних клітин та сприяє міграції клітин із подальшим припиненням апоптозу у кістці. Білки VEGF - A, - B, і - Е відіграють важливу роль в ангіогенезі. Так, VEGF - C і - D регулює лімфатичну проліферацію [386, 387]. Процес ангіогенезу кістки починається з білків плазми, які забезпечують поверхню для міграції ендотеліальних клітин [388]. VEGF - гени сприяють ангіогенезу, їх розглядають як потенційні гени для лікування ішемії [389] та захворювань периферичних судин [390]. VEGF - гени необхідні для нормального ремоделювання та відновлення дефектів кістки [391]. Рівні VEGF збільшуються на ранніх стадіях ремоделювання кістки [392].
VEGF відіграє ключову роль у прогресуванні захворювань пародонта і може розглядатися як біомаркер пародонтиту [393]. Сyclosporin A стимулює гіперекспресію VEGF і, як наслідок, – розвиток ангіоматозного епулісу у щурів [394]. Підвищена гіперекспресія VEGF спостерігається у вагітних жінок, що й спричиняє їх розростання за типом судинної гранульоми [395].

Фіброзний епуліс трапляється переважно у віці 15 – 44 років та після 60 років, а локалізується – у ділянці молярів та премолярів нижньої щелепи. Зазвичай в анамнезі у хворих немає повідомлень про травми, хронічні системні захворювання чи стоматологічну патологію, відсутні стимулюючі фактори (паління, алкоголь, кава тощо), які викликають проліферацію клітин [396]. 
Окрім гормональних та ятрогенних факторів, бактерії здатні спричиняти розростання як фіброзного, так і ангіоматозного видів епулісів. У праці У. Хосакаша (2005 р.) зазначено, що P. Gingivalis спричиняє підвищену експресію CXCL12 - , СХС - хемокінів, підсилює інфільтрацію лімфоцитами тканин пародонта та підвищує ангіогенез у ділянках запалення [397]. Це підтверджують інші клінічні дослідження, де VEGF стимулював прогресію хронічного пародонтиту [398]. Дисбаланс у генах IL-6, CXCL-1, TLR-2, TLR-4, IRAK-3, KGF, TIMP-1, TIMP-3, RANKL, TGFΒ-1, MMP-3, MMP-13 та OPG призводить до формування змін у фіброзній тканині пародонта при запаленні [399]. Дисбаланс в експресії різних протеїнів може призводити до утворення фіброзного епулісу [400].
Підсумковими результатами літературного пошуку з теми наукового дослідження необхідно виділити таке:

1. Бактерії діють на тканини пародонта, спричиняючи зміни в експресії різних генів.

2. Зміни в експресії деяких генів пов’язані з метилуванням.

3.  Основними білками, яким належить ключова роль у тканинах пародонта, є VEGF, р53, MGMT, BCL 2.
4. Ключові механізми патогенезу запальних ушкоджень пародонта пов’язані з метилуванням і до цього часу залишаються невивченими.
Публікації з даного розділу:
1. Вплив несприятливих факторів довкілля (солі важких металів) на імунну систему / А. М. Романюк, М. М. Рудна, В. М. Рудна, Є. В. Кузенко // Вісник СумДУ, серія Медицина. – 2012. – № 2. – С. 36−41.

2. Кузенко Є. В. Генетичні аспекти розвитку зуба та тканин пародонта / Є. В. Кузенко, А. М. Романюк, Л. А. Шапошник // Світ медицини та біології. – 2012. – № 1. – С 22–26.

3. Роль репаративного ферменту О6-метилгуанін-ДНК-метилтрансферази у хіміотерапії злоякісних гліом / Л. А. Шапошник, О. Я. Главацький, Є. В. Кузенко, Ахмад Хассан // Вісник СумДУ, серія Медицина. – 2012. – № 1. – С. 205−213.
РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Клініко - морфологічні дослідження

У наших дослідженнях були хворі, які померли та перебували на стаціонарному лікуванні у різних відділеннях КЗ «Сумська обласна клінічна лікарня» (СОКЛ) або зверталися за амбулаторною допомогою до стоматологічного відділення. 

У зв’язку зі складністю взяття сегментів щелеп у живих хворих, оскільки це не відповідає стандартам лікування основної нозології та враховуючи відсутність прямого зв’язку ушкодження пародонта й основної соматичної патології, матеріал на патогістологічне дослідження забирали у померлих хворих СОКЛ. Усі аутопсійні дослідження проводились у відповідності до протоколів з біоетики медичного інституту СумДУ.

Критеріями включення живих у дослідження були:

– наявність у хворого пародонтиту на підставі скарг, даних анамнезу захворювання, клінічної картини та інструментальних методів дослідження та згоди пацієнта.

Критеріями включення померлих у дослідження були:

– наявність у померлого пародонтиту при житті; 

‑ прижиттєва добровільна згода пацієнта на лікування;
– обстеження та направлення на розтин за підписом начальника медичної частини;
Усі пацієнти були поділені на дві групи – основну та групу порівняння.

Дослідження були проведені у 55 пацієнтах дитячого віку з різними соматичними захворюваннями та 50 пацієнтах Сумської обласної клінічної лікарні. 

Досліджено тканини пародонта 94 померлих із різною соматичною патологією, які були з такими діагнозами під час госпіталізації: ускладнення атеросклерозу – 32 особи, одонтогенний медіастеніт – 5 осіб, хвороби сечовидільної системи – 15 осіб, новоутворення – 12 осіб, захворювання ШКТ – 15 осіб, інші хвороби – 15 осіб.

Ми проаналізували архів гістологічних блоків від 53 пацієнтів Сумського онкологічного диспансеру та Сумської обласної клінічної лікарні, яким гістологічно встановлено діагноз епулісу. 
Відповідно до статті 19 Закону України «Про доступ до публічної інформації» ми розіслали запити до обласних інформаційно - аналітичних центрів медичної статистики та обласних стоматологічних поліклінік щодо одержання статистичної інформації стосовно захворювань на пародонтити, гінгівіти та різні види епулісів. Для порівняння нами були використані данні Німеччини з Європейської бази статистичної інформації "Здоров'я для всіх", які наведені на офіційному сайті центру медичної статистики МОЗ України.
Стан пародонта, слизової оболонки порожнини рота, язика і червоної облямівки губ оцінювали візуально. Для верифікації діагнозу використовували мікробіологічне дослідження зішкрібів з ураженої ділянки пародонта. Для визначення потреби обстежуваних пацієнтів у пародонтологічному лікуванні застосовували індекс CPITN, визначення інтенсивності виділення ясенної рідини SFFR. У всіх пацієнтів оцінювали гігієнічний стан порожнини рота за допомогою індексу Гріна – Вермільйона.

Інтенсивність карієсу визначали за кількістю уражених карієсом зубів: каріозних, пломбованих та видалених із приводу ускладненого карієсу. Стоматологічний статус оцінювали згідно з рекомендаціями комітету ВООЗ із стоматології (1962 р.) за індексом КПВ, що визначається за середнім значенням для постійних зубів. Індекс КПВ зубів: К – карієс; П – пломба; В – видалений. Для дітей із тимчасовим прикусом запропонований кп, де к – карієс; п – пломбований. Для дітей зі змінним прикусом застосовується КПВ + кп. ВООЗ пропонує такі рівні оцінювання індексу КПВ (табл. 2.1).

Індекс потреби в лікуванні хвороб пародонта окремих груп (CPITN) за Ainamo.

Індекс CPITN призначений для визначення ступеня потреби в лікуванні захворювань пародонта окремих груп. Цей індекс запропонований Всесвітньою організацією охорони здоров'я (ВООЗ) та призначений для епідеміологічних досліджень. Обстеження тканин пародонта проводилося методом зондування, використовуючи стандартний пародонтальний зонд, рекомендований ВООЗ (зонд із безпечним кінчиком товщиною 3,5 і 5,5 мм).

Таблиця 2.1

	3–12 рр.
	35–44 рр.

	Від 0 до 1,1 – дуже низька інтенсивність

1,2 – 2,6 – низька

2,7 – 4,4 – середня

4,5 – 6,5 – висока

6,6 – дуже висока
	0,2 до 1,5 – дуже низька інтенсивність

1,6 – 6,2 – низька

6,3 – 12,7 – середня

12,8 – 16,2 – висока

16,3 – дуже висока


Рівні і інтенсивність карієсу
Щелепи поділяють на секстанти. Секстанти бічних зубів утворюють по два моляри і премоляри (всього чотири). Два інших секстанти складають передні зуби. Оцінювання секстанта проводили за наявності не менше двох зубів. Якщо в секстанті лише один зуб, то його зараховували до прилеглого секстанта. У кожному секстанті оцінювали всі зуби і максимальний результат у секстанті брали як показник для всього секстанта (табл. 2.2). Найвище значення оцінювання в секстантах визначало потребу пацієнта в лікуванні пародонта.

Визначення інтенсивності виділення ясенної рідини (SFFR – Sulcus Fluid Flow Rate). Для цього використовували стандартні смужки фільтрувального паперу, які на 3 хв залишали на краю ясенної борозни. Потім смужки поміщали у 0,2 % розчин нінгідрину, де вони забарвлювалися в блакитний колір. Ділянки смужок вимірювали та оцінювали за допомогою лупи. За наявності здорових ясен смужки не забарвлювались, або якщо довжина зафарбованої смужки не перевищувала 3 мм – пародонт був без запалення, якщо довжина зафарбованої ділянки була більше 3 мм, то це свідчило про запалення ясен і тканин пародонта.

Таблиця 2.2

Критерії індексу CPITN

	Ступінь захворювання
	Код
	Потреба в терапії

	Здорові ясна, немає ознак патології
	0
	–

	Після зондування спостерігається кровоточивість ясен
	1
	Поліпшення гігієни

	Зондом визначається підясенний камінь, чорна смужка зонда не занурюється в ясенний карман
	2
	Профілактичне чищення та видалення зубного каменю

	Визначається карман 4 чи 5 мм: чорна смужка зонда частково занурюється в ясенний карман
	3
	

	Визначається карман більше 6 мм: чорна смужка зонда повністю занурена в ясенний карман
	4
	Комплексна терапія + хірургічне лікування


Гігієнічний індекс Гріна – Вермільйона. Індекс дозволяє окремо оцінити кількість зубного нальоту і зубного каменю. Для визначення індексу обстежувалося 6 зубів: 16, 11, 26, 31-й – вестибулярні поверхні; 36-й, 46-й – язикові поверхні. Оцінювання зубного нальоту проводили за допомогою розчину Шилера – Писарева.

Коди і критерії оцінювання зубного нальоту: 0 – зубний наліт відсутній; 1 – м'який зубний наліт, що покриває не більше 1/3 поверхні зуба або наявність будь-якої кількості забарвлених відкладень; 2 – м'який зубний наліт, що покриває більше 1/3, але менше 2/3 поверхні зуба; 3 – м'який зубний наліт, що покриває більше 2/3 поверхні зуба. 

Визначення над- і під’ясенного зубного каменю проводили за допомогою стоматологічного зонда.

Коди і критерії оцінювання зубного каменю: 0 – зубний камінь не виявлений; 1 – над’ясенний зубний камінь, що покриває не більше 1/3 поверхні зуба; 2 – над’ясенний зубний камінь, що покриває більше 1/3, але менше 2/3 поверхні зуба, або наявність окремих відкладень під’ясенний зубного каменю в пришийковій ділянці зуба; 3 – над’ясневий зубний камінь, що покриває більше 2/3 поверхні зуба, або значні відкладення – над’ясенного каменю у пришийковій ділянці зуба.

Розрахунок індексу проводили за такою формулою:
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= ІГ.
Інтерпретація індексу гігієни (ІГ): 0,0 – 1,2 – гарний, 1,3 – 3,0 – задовільний; 3,1 – 6,0 – поганий.
Значення показників зубного нальоту (рівень гігієни): 0,0 – 0,6 – гарний,

0,7 – 1,8 – задовільний; 1,9 – 3,0 – поганий.

2.2. Експериментальні дослідження
Усі дослідження на тваринах виконані відповідно до «Правил проведения работ с использованием экспериментальных животных» (Наказ МЗ СРСР № 755 від 12.08.1977), «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментів та інших наукових цілей» (Страсбург, 1985), «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах», ухвалених Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001), Гельсінської декларації Генеральної асамблеї Всесвітньої медичної асоціації (2000) та Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» № 3477-IV від 21.02.2006 р.

Експеримент проводили в осінньо - зимовий період. Для дослідів відбирали мінімально припустиму для статистичної обробки та одержання достовірних результатів загальноприйняту кількість тварин (6 – у кожній групі). Щурі перебували на стандартному раціоні у приміщенні віварію за температури повітря 20 – 25ºС, вологості – не більше 50 %, світлового режиму – день/ніч. Доступ до води був вільний. У ході експерименту спостерігали за динамікою маси тіла, станом шерсті та рухової активності піддослідних тварин кожні 10 днів. При щоденному спостереженні за загальним станом і поведінкою тварин відхилень не виявлено. 

Піддослідних тварин поділили на групи залежно від отриманої питної води (Табл. 2.3).

Таблиця 2.3

Розподіл піддослідних тварин за серіями та тривалістю експерименту

	Група
	Кількість тварин у кожній групі за терміном виведення з експерименту

	
	20 діб
	40 діб
	60 діб

	Контроль
	6
	12
	6

	Сr6+
	6
	6
	6

	Co2+
	–
	6
	–

	
	12
	24
	12

	Сr6+ – група тварин, які отримували K2Cr2O7;

Co2+ – група тварин, які отримували СoSO4.


Порушення тканин пародонта вивчали в експериментальних щурів, які отримували солі хрому та кобальту, що моделювало вплив мікроелементозу, характерного для металовмісних протезів у порожнині рота.

Першу групу становили контрольні щурі, які отримували звичайну питну воду згідно з державним стандартом. 

Тварини другої групи отримували воду, збагачену хромом: (K2Cr2O7) – 0,02 моль/л. Для дослідження динаміки морфологічних змін тварин виводили з експерименту на 20-ту, 40-ву та 60-ту доби.

Тварини третьої групи одержали воду, збагачену кобальтом: (СoSO4) – 0,02 моль/л. Для вивчення морфологічних змін у тканинах пародонта тварин виводили з експерименту на 40 - ву добу.

Дослідження порушення тканин пародонта в умовах іригації мікроорганізмами вивчали у серії експериментальних щурів, яким у пародонтальний карман уводили кожні 7 діб чисту культуру бактерій (Streptococcus mitis, Neisseria, Staphylococcus epidermidis Candida albicans, Staphylococcus haemolyticus) (табл. 2.4.). Таким способом моделювали вплив зубних нашарувань та бактерій, характерних для захворювання пародонта.

Таблиця 2.4

Розподіл піддослідних тварин за серіями та тривалістю експерименту

	Вік
	Серія
	Кількість тварин у кожній серії за терміном виведення з експерименту

	
	
	20 діб
	40 діб
	60 діб

	Репродуктивні
	Контроль
	6
	6
	6

	
	Streptococcus mitis
	6
	6
	6

	
	Neisseria
	6
	6
	6

	
	Staphylococcus epidermidis
	6
	6
	6

	
	Candida albicans
	6
	6
	6

	
	Staphylococcus haemolyticus
	6
	6
	6

	Разом
	
	36
	36
	36


Після закінчення експериментів тварин декапітували під ефірним наркозом та видаляли у них нижні щелепи.

Після видалення щелеп проводили їх рентгенографію на плівці з чутливістю А та променевим навантаженням 0,2 мзв із подальшим переведенням у цифрове зображення та денситометрією.

2.3. Культуральні дослідження
Одержання бактеріальних токсинів. Для вирішення поставлених завдань ми зібрали зразки твердих та м’яких нашарувань із пародонтальних карманів хворих на пародонтити в стадії ремісії. Матеріал переносили за допомогою бактеріальної петлі на тверде живильне середовище з подальшим інкубуванням при t 37 oС. Для одержання анаеробної мікрофлори тверде живильне середовище накривали покривними скельцями та витискали повітря. Одержані мікробні популяції диференціювали та пересівали на рідке живильне середовище (цукровий бульйон). Після накопичення бактерій проводили отримання токсинів за А. С. Лебінською. Схема розведення токсинів наведена в таблиці 2.5. 
Токсини центрифугували в стерильних центрифужних пробірках при 8 000 обертів упродовж 40 хвилин. Після центрифугування середовище відфільтровували за допомогою фільтра 0,21. Проводили визначення летальної дози та можливості метилування і геномного апарату соматичних клітин шляхом восьми десятикратних розведень на культурі фібробластів щурів стандартної лінії U306. 

Культивування клітин in vitro. У культуральних дослідженнях використані стерильні матеріали, ростове середовище DMEM із додаванням 20 % фетальної бичачої сироватки 100 мл DBSS, чашки Петрі бактеріальні діаметром 9 см, пінцет, скальпелі, піпетки на 10 мл із широким носиком, центрифужні пробірки на 15 мл, культуральні флакони на 75 см2 та 96-лункові планшети.

Таблиця №2.5

Схема розведення бактеріальних токсинів

	Номер Епіндорфа
	Кількість DMEM із сироваткою, мл
	Одержані розведення

	1 × 10
	1,0
	1:10

	2 × 10
	1,0
	1:100

	3 × 10
	1,0
	1:1000

	4 × 10
	1,0
	1:1Е + 04

	5 × 10
	1,0
	1:1Е + 05

	6 × 10
	1,0
	1:1Е + 06

	7 × 10
	1,0
	1:1Е + 07

	8 × 10
	1,0
	1:1Е + 08


Усі клітини (фібробласти U306) культивували у середовищі Ігла у модифікації Дюльбекко (DMEM – Dulbecco’s modified Eagl’s medium, «Sigma», США) із додаванням 20 % ембріональної телячої сироватки («Sigma», США), 100 ОД/мл пеніциліну, 100 мкг/мг стрептоміцину. Клітини культивували у зволожених умовах за температури +37 °С і СО2 на культуральних матрацах та планшетах («Anumbra», Чехія). 
Протокол взяття матеріалу: 

1 Переносили частину тканини у свіжий стерильний DBSS і промивали. 

2 Переносили тканину в другу чашку, видаляли небажані тканини, такі як жир або некротизований матеріал і поміщали в третю чашку. 

3 Тканину дрібно нарізали схрещеними скальпелями на шматочки розміром близько 1 мм3.

4 За допомогою піпетки матеріал промивали шляхом ресуспендування шматочків у DBSS, давали шматочкам осісти і видаляли супернатант. 
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5 Шматочки переносили у культуральний флакон – приблизно 20 – 30 шматочків на флакон. Видаляли більшу частину рідини і додавали 1 мл ростового середовища на 25 см2 ростової поверхні. Закривали флакон і ставили його в анаеростат за t 37 °С на 18 – 24 год. Після закріплення шматочків об’єм середовища поступово збільшували впродовж наступних 3 днів до 5 мл на 25 см2, а потім змінювали середовище щотижня, поки не спостерігався значний ріст клітин. Після досягнення росту клітин експлантат видаляли за допомогою скальпеля.

Рис. 2.1. Зображення фібробластів щура під час підрахунку після обробки моношару трипсином та фарбування вітальним барвником кристал – віолетом. Збільшення – ×940: А – ядро; В – мертва клітина; С – трипсинізовані з’єднання клітин
Дослідження проводили з використанням бактеріальних токсинів. Для контролю метилування використовували МNNG (метилнітрозонітрогуанідин), препарат додавали до живильного середовища з клітинами у культуральний планшет. Для блокування репаративного ензиму застосовували О6 - метилгуанін. Концентрації препаратів розраховували, відповідно до площі поверхні культурального матраца або лунок планшета. Культивували клітини 48 год, після чого проводили обробку 0,25 % розчином трипсину та підраховували кількість живих і загиблих клітин за допомогою вітального барвника трипанового синього в камері Томса (рис 2.1). 
Порівняльне дослідження ступеня метилування ядер здійснювали шляхом фарбування деметилованого та метилованого матриксу 0,1 % Азуром1 при pH 6,8. Деметилування проводили шляхом заміщення метильних груп на калій спиртовим розчином 0,1 % КОН із подальшим фарбуванням 0,1 % Азуром1 при pH 6,8.

2.4. Дослідження білка
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Імуногістохімія. Досліджувані зразки тканин фіксували впродовж 18 годин у нейтральному формаліні (pH 7,4) для зберігання максимального прижиттєвого стану. Далі проводили декальцинацію у 17 % ЕДТА, pH – 7,4. Виготовляли парафінові зрізи товщиною 3 – 5 мкм (рис. 2.2), депарафінізували за стандартною методикою з подальшим промиванням у PBS при pH 7,4. 
Рис. 2.2. Парафінові зрізи на адгезивному склі

Табл. 2.6.

Використані первинні антитіла, клон та розведення

	I – ANTIBODY
	DELUTE
	CLONE

	MGMT
	1:50
	МТ 3.1

	CD3
	1:150
	SP7

	HSP90AA1
	1:200
	Poliklon

	MMP-1
	1:50
	Poliklon

	Bcl 2
	1:100
	100/D5

	CD79A
	1:200
	SP18

	Ig-G
	1:500
	Poliklon

	Ki 67
	1:100
	SP6

	P53
	1:100
	SP5

	Ig-M
	1:500
	Poliklon

	OPN
	1:100
	Poliklon

	S100
	1:100
	4C4.9

	Myeloperoxidase
	1:100
	Poliklon

	VEGF
	1:200
	Poliklon

	Glycophorin
	1:100
	Poliklon

	Chromogranin A
	1:100
	Poliklon

	E-Cadherin
	1:100
	Poliklon


Демаскування здіснювали впродовж 30 хвилин у цитратному буфері. Для блокування ендогенної пероксидази зрізи інкубували упродовж 10 хв в 1 % розчині Н2О2 і промивали у PBS. Після чого їх інкубували у вологій камері за температури +37 °С упродовж 30 хв. із сироваткою для блокування неспецифічного зв’язування антитіл. У роботі використовували первинні антитіла проти Кі 67, OPN, MGMT, ММР-1, P53, HSP90AA1, ER, PR, IgG, IgM, CD3, CD79A, VEGF, Gli, Bcl 2, Chromogranin A, Myeloperoxidase, S100, CD68 «Dako» (США) (Табл. 2.6) Після цього зрізи інкубували з вторинними видоспецифічними, кон’югованими з пероксидазою хрону антитілами (1:200) виробництва «Jackson Immuno Research» (США) у вологій камері за температури +37 °С упродовж 30 хв. Від первинних та вторинних антитіл зрізи промивали тричі у PBS із додаванням 0,1 % Tween-20. Візуалізацію комплексу антиген-антитіло здійснювали за допомогою активатора пероксидази 3,3´-діамінобензидину (DAB), в якому зрізи інкубували 2 – 3 хв. Ядра з негативною реакцією дофарбовували гематоксиліном Майєра.

Результати реакції з антигенами, що мають ядерну локалізацію, (MGMT), оцінювали шляхом підрахунку кількості ядер із позитивною реакцією на 1 000 клітин у трьох полях зору, яку визначали у відсотках.
Вестерн - блот аналіз. На мембрану білки переносили з поліакриламідного гелю, в якому їх розділяли відповідно до молекулярної масі під дією електричного струму. У нашому дослідженні ми виявляли за допомогою даного методу наявність у лізатах білків MGMT. Для цього шматки тканин пародонта розтирали у ступці з додаванням рідкого азоту до порошкоподібного стану і лізували у буфері 0,05 М Трис-HCl (pH 8,0); 0,15 M NaCl; 0,005 М ЕДТА; 0,003 М 1,3-дитіотрейтол; 0,002 М фенілметилсульфонілфлюорид упродовж 30 хв на льоду. Після цього до лізатів додавали інгібітор протеаз та PMSF (по 6 мкл на 0,5 мл) і соніфікували ультразвуком на льоду тричі по 10 с з інтервалом 30 с. Далі зразки центрифугували 30 хв при 16 000 об/хв і за температури +4 °С.

Супернатант відбирали і зберігали при температурі −70 °С. Концентрацію загального білка у клітинному екстракті вимірювали за методом Бредфорда. Білковий екстракт, що вміщував 50 нг загального білка, досліджували за допомогою SDS– електрофорезу у 12 %-му поліакриламідному гелі за Леммлі. Для Вестерн-блот аналізу білки з геля переносили на полівінілдифлюоридну (PVDF) мембрану (Millipore, США) за допомогою напівсухого перенесення у буфері 39 мM гліцину, 48 мМ трису основного, 0, 037 % SDS, 20 % метанолу (pH 8,3) на приладі фірми «BioRad» (США). 

Після блокування неспецифічного зв’язування впродовж 1 години 5 % розчином знежиреного сухого молока у трисфосфатному буфері (0,01 М Трис-HCl pH 7,5; 0,15 M NaCl; 0,1 % Tween-20) мембрану інкубували 1 годину з моноклональними антитілами проти MGMT (1:1000) виробництва «Novus Biologicals Littleton, Co» (США). Вторинні видоспецифічні кон’юговані антитіла використовували з пероксидазою хрону (1:5000) виробництва «Jackson ImmunoResearch» (США), у яких мембрану інкубували впродовж 1 години. Від первинних та вторинних антитіл мембрану промивали у трисфосфатному буфері з додаванням 0,1 % Tween-20 протягом 10 хв тричі. Хемілюмінесцентну реакцію проводили упродовж 1 хв. у 100 мМ Трис-HCl (pH 8,5), 1,237 мМ 3-мінофталгідразиду (люмінолу), 0,673 мМ транс-4-гідроксикоричної кислоти (p-Coumaric acid) і 0,011 % H2O2. Мембрану експонували з рентгенівською плівкою фірми «Agfa» (США). Контроль нанесення проводили методом денситометрії по мембрані за допомогою програми OriginPro 8.5.

Імунофенотипування мононуклеарів крові тварин оцінювали за експресією CD3+, CD4+, CD8+, CD22+ непрямим імунофлуоресцентним методом на люмінесцентному мікроскопі Axioskop 40 (Carl Zeiss, Германія).

Використовували смужки Parafilm M (American Can Company, США), розчин полі-L-лізину (100 мкг/мл у ЗФР, 40 – 80 kD, Sigma, США) для обробки скелець перед нанесенням клітин; F(ab)2 - фрагменти козячої антимишачої сироватки, міченої барвником FITC (Clonoteck, США); очищену не- флуоресцентну імерсійну олію.

Для визначення CD3 CD4, CD8, CD22 використовували моноклональні антитіла (МКАТ) ТЗОВ «Сорбент» м. Подольська. 

Забуферений фізіологічний розчин (ЗФР) готували шляхом розчинення 8,7 г хлориду калію; 0,68 г К2НРО4хЗН2О; 0,15 г NaН2РО4 у 1 000 мл дистильованої води; 3,7 % розчин параформальдегіду («Sigma», USA) готували на ЗФР, для чого 3,7 г сухої речовини при нагріванні (але не більше ніж до 70 (С) розчиняли у 100 мл ЗФР та фільтрували. 50 % розчин гліцерину готували на 3,7 % розчині параформальдегіду у співвідношенні 1:1. Градієнт густини фікол-верографіну (1 = 1,076 – 1,08) готували таким чином: 6,3 г фіколу («Pharmacia», Швеція) розчиняли у 70 мл води з використанням водяної бані при постійному помішуванні, потім додавали 14,25 мл 76 % або 18,09 мл 60 % верографіну («Spofa», Чехія). Загальний об’єм доводили до 99 мл водою. 

Хід визначення. Мононуклеари з гепаринізованої крові виділяли за допомогою диференційованого центрифугування у градієнті густини фікол-верографіну. Для цього гепаринізовану кров розводили 0,9 % розчином хлориду натрію NaCl у співвідношенні 1:1. У центрифужні пробірки, куди попередньо наливали 1,5 мл градієнта фікол-верографіну, обережно нашаровували 2 – 5 мл крові. Після центрифугування впродовж 30 хвилин при 1500 g збирали фракцію мононуклеарів, що розміщувалась у вигляді кільця між шарами градієнта та плазми крові. Суспензію клітин три рази відмивали шляхом центрифугування у ЗФР при 1 500 g послідовно упродовж 20,5 та 5 хвилин. Виконання непрямого варіанта імунофлуоресцентного методу фарбування клітин проводили на предметних скельцях, які попередньо знежирювали у суміші Никифорова (етиловий спирт : ефір – 1:1). Смужки з Parafilm M із 8 – 12 отворами діаметром 5 мм накладали на скельця та нагрівали. Після прикріплення Parafilm M до лунок вносили по 10 мкл розчину полі-L-лізину, інкубували при 37 (С упродовж 40 – 60 хвилин. Процедуру фарбування проводили у вологій камері. На відмиті у ЗФР скельця наносили суспензію клітин у концентрації 3 – 4х106/мл і витримували 20 – 40 хвилин за 37 (С, а потім препарати переносили у холодильник (4 (С) на 20 – 30 хвилин. Далі скельця промивали коловими рухами у склянці із ЗФР, після чого наносили по 10 мкл МКАТ і проводили інкубацію при 4 (С упродовж 30 хвилин, мотім скельця знову промивали у двох склянках із ЗФР. Наступним етапом була інкубація клітин упродовж 30 хвилин із 10 мкл FITC-кон’югованими козячими антитілами до мишачих імуноглобулінів при +4 (С. Із промитих та висушених скелець знімали Parafilm M і наносили 50 % гліцерин, виготовлений на 3,7 % розчині параформальдегіду. Препарати накривали покривними скельцями і запаювали парафіном. Підрахунок позитивних клітин проводили за допомогою флуоресцентного мікроскопа (об’єктив ×90) під імерсією. Найкращу якість зображення досягали при використанні окулярів із збільшенням ×5. Кількість антигенпозитивних клітин визначали як відсоток флуоресцентних клітин при перегляді 200 лімфоцитів із вираховуванням відсотока нефлуоресцентних клітин. Як негативний контроль використовували препарати, підготовлені аналогічним методом, за винятком того, що не наносили МКАТ [70].

2.5. Мікроскопічні дослідження

Растрова мікроскопія та мікроелементний аналіз. Для більш поглибленого вивчення морфологічних змін у тканинах пародонта застосовували растрову мікроскопію досліджуваного матеріалу на базі кафедри технології машинобудування, верстатів та інструментів СумДУ, за що висловлюю подяку співробітникам та особисто завідувачу кафедри В. О. Залозі.
Відразу після екстракції зубощелепні блоки промивали у фізіологічному розчині. Блоки просушували та запаковували в пластмасу Редонт-03.

Після полімеризації одержаний блок розрізали сепарувальним диском на шліфи товщиною 0,25 мм. Потім торцеві поверхні з тканинами зуба шліфували до одержання рівного шліфа. На даному етапі препарат був придатний для попереднього вивчення в світловому мікроскопі у відбитому світлі. 
Отримані шліфи за допомогою струмопровідного лаку фіксували на алюмінієвих пластинах. На препарати наносили шар алюмінію у вакуумі. Після одержання достатнього шару алюмінію шліфи досліджували на сканувальному електронному мікроскопі «РЭМ – 102Э» з прискорювальною напругою 30 КВ.

Для визначення елементного складу тканин пародонта за допомогою кристалдифракційного спектрофотометра зі шліфів за допомогою шліфувального диска знімали шар алюмінію та проводили повторне полірування з промиванням поверхні дистильованою водою. Пластинки зі шліфами зубів знежирювали та напилювали вуглецем. Після одержання достатнього шару вуглецю проводили контроль струмопровідності за допомогою мультиметра М89ОG, що становило 200 k на кожному досліджуваному зубі. На сканувальному електронному мікроскопі «РЭМ – 102Э» з прискорювальною напругою 30 кВ проводили мікроелементний аналіз у відсотках до загальної кількості вибраних елементів.
Парафінові зрізи тканин пародонта товщиною 4 мкм поміщали на графітові пластини (рис 2.3) та тричі занурювали у розчин ксилолу по 10 хвилин, надалі аналогічно у розчин абсолютного етанолу і, нарешті, промивали дистильованою водою. Морфологічні зміни в тканинах досліджували на скануючому електронному мікроскопі (SEM), оснащеному енергодисперсійним спектрофотоскопом (EDS). Рівні елементів важких металів були виміряні у відсотках. Кожен зразок піддавали впливу пучка електронів в центрі і в 2 – х додаткових рівновіддалених ділянках, при напрузі 15 кВ протягом 60 секунд. Середній показник був розрахований для кожного зразка окремо [518, 520, 521]. 

Вивчення морфологічних змін м’яких тканин пародонта проводили за стандартними гістологічними матеріалами.

Для вивчення морфологічної будови препарати кістки декальцинували у 17 % ЕДТА, рН – 7,5 із подальшим поміщенням у парафін. Зрізи забарвлювали гематоксилін-еозином та за Ван – Гізоном за стандартною методикою.
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Рис 2.3 – А - графітові пластини зі зрізом тканин, B - графітові пластини без зрізів тканини.

Флуоресцентна мікроскопія. Зрізи для фарбування переносили на предметне скло і висушували в термостаті при 37 ᵒС упродовж 12 годин. Депарафінування проводили за стандартною методикою. Наносили на препарати 0,5 мл 0,01 % розчину акридину гідрохлориду в 0,5 M ацетатному буфері. Інкубували 15 хвилин при 37 ᵒС. Ретельно промивали водопровідною водою і давали висохнути. За допомогою флуоресцентного мікроскопа вивчали будову кістки спочатку при 100–400-кратному збільшенні, потім - при 1 000-кратному збільшенні, використовуючи імерсійний об'єктив.
Мікрофотографування. Фотографування мікрооб’єктів проводили на мікроскопі «ЛОМО», «Мікромед», з об’єктивами 10× 20×, 40×, 60× та 100× (імерсія), зображення знімали за допомогою цифрової камери «DCM320» з роздільною здатністю 3,0 М pixels.

2.6. Дослідження ДНК

ДНК виділяли з тканин пародонта з використанням лізувального буфера (30 mM Tris·Cl; 10 mM EDTA; 1 % SDS; протеїназа-К). Очищення ДНК проводили стандартним фенольно-хлороформним методом із подальшим осадженням в абсолютному етанолі. Отриманий ДНК-продукт оцінювали методом гель-електрофорезу у 2 % агарозному гелі на основі 10х ТВЕ буфера, що складається з 1340 мМ Tris-HCl pH 8,1; 45 мМ борної кислоти та 25 мМ EDTA. Для візуалізації продуктів використовували акридиновий помаранчевий. Аналіз гелів проводили за допомогою комп’ютерної програми Quantity One 1-D Analysis («BioRad», США). 

Інфрачервона спектрофотометрія ДНК проводилась в Інституті монокристалів НАН України. В агатовій ступці розтирали наважку, що містить 1 мг ДНК, із 25 мг КBr. Отриману масу пресували, одержували ДНК-КBr таблетки.

Умови одержання ІЧ - спектрів. У роботі використовували ІЧ-спектрофотометр зі зворотним перетворенням Фур'є. Параметри запису спектрів: діапазон 4000 – 400 см-1. 

ІЧ-спектри ДНК відображають не лише основний азотистий скелет ДНК, а й у ряді випадків можуть використовуватися для підрахунку А - Т (аденін-тимін) та Г - Ц (гуанін – цитозин) - співвідношення патологічного алкілування та окиснення азотистих основ [401]. ІЧ -спектр ДНК має смуги залишку пентози та фосфорної кислоти. ІЧ - спектрофотометрія використовується для вивчення вторинної будови ДНК. Для цього необхідно, щоб допоміжні речовини, які використовуються під час екстракції ДНК (абсолютний етанол, хлороформ, фенол та ін.), не входили до складу проби та не спричиняли пригнічення спектра ДНК. Зміни конформації молекули ДНК пов’язані з послідовністю азотистих основ ДНК, величиною та напрямком суперскручування, хімічною модифікацією основ та концентрацією хімічних речовин у розчині – передусім концентрації іонів металів та поліамідів відображаються у зміні ІЧ - спектра [402]. Як відомо, основними типами коливань у молекулі ДНК є валентні та інколи – деформаційні [403].
ДНК - кометний електрофорез
Для приготування гелю використовували легкоплавку (38 ᵒС) і тугоплавку агарозу (40 ᵒС) фірми «Serva» (Німеччина). Інші реагенти включали протеїназу К («Merck», Німеччина), ЕДТА («Reanal», Угорщина), лаурилсаркозинат («Sigma», США), Tris, борну і трихлороцтову кислоти, сульфат цинку, нітрат амонію, нітрат срібла («Реахім», Росія), гліцерин (ч. д.), кремнійвольфрамову кислоту (РІАП), 37 % розчин формаліну (фармакопейний препарат). Предметні скельця покривали плівкою агарози шляхом нанесення 2 мл 1 % тугоплавкої агарози при подальшому висушуванні в термостаті при 37 ᵒС. Тканини пародонта розтирали в порцеляновій ступці з рідким азотом. Суспензію клітин кількістю 40 мкл вносили в пробірку Еппендорф і занурювали у водяну баню при 40 ᵒС, змішували із 120 мкл розчину легкоплавкої агарози (кінцева концентрація агарози – 0,75 %), наносили на теплі предметні скельця 150 мкл такої суміші, накривали теплим покривним склом. Після застигання агарози (2 хв) обережно знімали покривні скельця, предметне скло із залитими в гель клітинами поміщали в охолоджений (40 ᵒС) лізувальний буфер. Витримували 1 годину при 40 ᵒС, а потім упродовж 21 години – в термостаті при 37 ᵒС. Препарати витримували тричі по 20 хвилин в електрофоретичному буфері, після чого вносили в електрофоретичну камеру і заливали електрофоретичним буфером (рівень буфера над склом становив 2–3 мм). Електрофорез проводили при напрузі 0,6 В/см2 упродовж 25 хвилин. Електричне поле спрямовували упоперек предметного скла. Після електрофорезу препарати промивали дистильованою водою і підсушували в термостаті при 37 ᵒС упродовж 30 хв. Препарати клали у фіксатор на 10 хв, тричі промивали водою по 10 хв і закладали в термостат до повного висихання агарози (3 години). Розчин для фарбування готували безпосередньо перед використанням. До 14 мл розчину А (5 % розчин Na2CO3) додавали 7 мл розчину В (0,3 % - NH4NO3, 0,3 % - AgNO3, 0,7 % -формальдегід). Препарати витримували 10 хвилин у дистильованій воді, після цого вертикально занурювали у розчин для фарбування та витримували впродовж 20 хвилин до появи сірого фону. Процес припиняли промиванням препаратів упродовж 5 хвилин в 1 % розчині оцтової кислоти, потім промивали дистильованою водою і висушували. Підрахунок кількості комет проводили при збільшенні ×200 – ×400. Підраховували у зразку не менш 500 клітин. Комети поділяли на 5 класів залежно від співвідношення ДНК в «голові» та «хвості» комети.
2.7. Біохімічні показники крові

Біохімічні показники (ЛДГ, АлАт, АсАт, КФК, креатинін, загальний білок, ліпопротеїди – ВШ, НШ, білірубін, сечовина, альбуміни, глобуліни) визначали за затвердженими протоколами МОЗ України та локальними протоколами Сумської обласної клінічної лікарні. 

3.8 . Денситометричний аналіз кісткової щільності 

Для визначення оптичної щільності ділянки кістки застосовували рентгенограму щелепи та алюмінієвого шаблону (плівка з чутливістю 100 виробництва Кодак) (рис. 2.4). Зіставляючи одержану щільність шаблону з алюмінію з оптичною щільністю кістки, вираховували кісткову щільність.
Щільність кістки вираховували з пропорції:

r1 * d1 = r2 * d2, де

r1 – щільність кісткової тканини, в мг/мм³;

r2 = 2,65 мг/мм³ – щільність шаблону з алюмінію; 

d1 – оптичні одиниці кістки;

d2 – оптичні одиниці алюмінію.
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Рис. 2.4 – Рентгенограма щелепи та передньої кінцівки першої групи щурів

2.9. Статистичні методи дослідження
Математичні обчислення проводили у програмі STATISTICA 8 (Serial number 31415926535898) із використанням кластерного, кореляційного, багатофакторного аналізів та критерію Стьюдента.

Велика перевага кластерного аналізу в тому, що він дає змогу проводити розбивання показників експерименту за цілим рядом ознак, це має велике значення для прогнозування їх впливу на патологічний процес якщо показники мають різний вигляд. Застосування кластерного аналізу дозволяє велику кількість показників, отриманих під час експерименту, розбити на більшість об’єктів G та m кластерів так, що кожен об’єкт G належить лише одному підмножнику розбиття.
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РОЗДІЛ 3.
РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
Аналіз сучасної наукової літератури в галузі пародонтології спонукав нас до пошуку механізмів впливу бактерій пародонтальних карманів на стан генетичного апарату клітин пародонта у здорових людей та при різній соматичній патології.
3.1. Оцінювання стоматологічного статусу дітей, які перебували на стаціонарному лікуванні.
Стоматологічний стан і стан СОПР вивчали у 55 пацієнтів, які перебували на стаціонарному лікуванні у Сумській міській дитячій клінічній лікарні ім. Святої Зінаїди. Серед обстежених пацієнтів було зареєстровано 22 дівчинки і 33 хлопчика віком від 5 до 17 років. За діагнозами пацієнти були поділені таким чином: 34 (61,8 %) – захворювання ШКТ та 21 (38,2 %) – захворюваннями ССС. Серед обстежених: діти молодшого шкільного віку – 9 осіб (16,5 %), середнього – 24 особи (43,5 %), старшого шкільного віку – 22 особи (40 %). Пацієнтів обстежували за єдиною методикою, яка передбачала загальноприйняті клінічні дослідження порожнини рота. Стан пародонта, слизової оболонки порожнини рота, язика та червоної облямівки губ оцінювали візуально. 

Під час оцінювання стоматологічного статусу у пацієнтів із захворюваннями ШКТ (рис. 3.1) було відзначено, що значна їх частина мала недостатню гігієну порожнини рота. Гарний рівень гігієни спостерігався лише у (3,0 ± 0,7) % обстежених пацієнтів. Задовільна гігієна відзначалася у (14,9 ± 3,5) % пацієнтів. Більша частина обстежених пацієнтів (70,6 ± 5,88) % мали незадовільну гігієну порожнини рота. Погану гігієну порожнини рота мали (11,5 ± 3,2) % обстежених пацієнтів.
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Рис. 3.1 – Рівень гігієни ротової порожнини у дітей із захворюваннями ШКТ

Середнє значення індексу Гріна – Вермільйона у групі становило 3,5 ± 1,33 бала. Під час у пацієнтів із задовільним та поганим рівнями гігієни визначався як м'який зубний наліт, так і незначна кількість зубного каменю на фронтальній групі зубів. Локалізація зубного каменю була стандартною – язикові поверхні нижніх фронтальних зубів. 

У 23,4 % обстежених спостерігали гінгівіт, з яких у сімох пацієнтів були виявлені клінічні ознаки катарального гінгівіту – запалення ясенних сосочків і маргінальної частини ясен, та у двох пацієнток були ознаки гіпертрофічного гінгівіту. Інтенсивність виділення ясенної рідини (SFFR) у групі пацієнтів з ознаками запалення становила (5,71 ± 0,89) мм. У всіх пацієнтів відзначалася кровоточивість ясенного краю при зондуванні та незначна кровоточивість – при чищенні зубів. 

Під час визначення індексу потреби в лікуванні захворювань пародонта було встановлено, що пацієнти із захворюваннями ШКТ становлять групу дітей, які потребують поліпшення гігієни. Так, індекс CPITN за Ainamo в середньому у групі становив (1,13 ± 0,28) бала, що відповідає таким клінічним проявам: незначній кровоточивості та запаленню ясен, які супроводжується великою кількістю м’якого зубного нальоту.
Під час оцінювання стоматологічного статусу у пацієнтів із захворюваннями ССС (рис. 3.2) було відзначено, що значна їх частина мала задовільний рівень гігієни порожнини рота. Гарний рівень гігієни спостерігався лише у (14,3 ± 2,3) % обстежених пацієнтів. Задовільна гігієна відзначалася у (76,3 ± 3,5) % пацієнтів, (4,7 ± 0,7) % пацієнтів мали незадовільну гігієну порожнини рота. Погану гігієну порожнини рота мали (4,8 ± 0,7) % обстежених пацієнтів. 
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Рис. 3.2. Рівень гігієни ротової порожнини у дітей із захворюваннями ССС

Середнє значення індексу Гріна – Вермільйона у групі становило (0,6 ± 0,23) бала. У пацієнтів із задовільним та поганим рівнями гігієни визначався м'який зубний наліт, але відкладання каменів не відмічалося.

У 9,5 % обстежених пацієнтів (2 пацієнтки) були незначні прояви гіпертрофічного гінгівіту. Інтенсивність виділення ясенної рідини за показником SFFR у групі пацієнтів з ознаками запалення становила (4,85 ± 0,93) мм. У всіх обстежених відзначався набряк ясенного краю, а під час зондування – незначна кровоточивість. 

Під час визначення індексу потреби в лікуванні захворювань пародонта було встановлено, що пацієнти із захворюваннями ССС становлять групу дітей із гарною гігієною. Так, індекс CPITN за Ainamo в середньому у групі становив (0,13 ± 0,08) бала, що відповідає клінічно здоровому пародонту.

Аналіз поширеності та інтенсивності карієсу 5 – 17 річних пацієнтів із захворюваннями ШКТ та ССС засвідчив значну поширеність карієсу серед досліджуваних груп. Інтенсивність карієсу перевищує середні значення в Україні у групах 5 – 12, 13 – 17 років. У групі дітей 5 – 12 років інтенсивність карієсу становила 6,4, що є високим показником. Поширеність карієсу у цій групі досягла 72 %. Інтенсивність та поширеність карієсу серед 13 – 17 річних пацієнтів становила 3,5 та 86,6 % відповідно. Проводячи порівняльний аналіз із показниками МОЗ України поширеності карієсу серед пацієнтів лікарні, потрібно відзначити, що спостерігається значна поширеність карієсу.

У дітей хронічна гастроентерологічна та серцево - судинна патологї в 34,5% випадків супроводжуються погіршенням стану мікробіоценозу ротової порожнини (Candida albicans, Staphylococcus haemolyticus, Neisseria mucosa, Streptococcus mitis, Staphylococcus еpidermidis, Streptococcus pyogenes) (табл. 3.1.). 

Основними асоціаціями мікроорганізмів у ротовій порожнині без ознак запалення були Neisseria mucosa та Streptococcus mitis – 7,2 %, а також Neisseria mucosa та Staphylococcus epidermidis – 8 %. При дисбіозі у ротовій порожнині без ознак запалення здебільшого висівалися Candida albicans – 46 %, Candida albicans та Neisseria mucosa – 26,6 %, Staphylococcus haemolyticus та Candida albicans – 4,33 %. При патології пародонта Streptococcus pyogenes – 2,17 %, Candida albicans – 100 % (рис. 3.4). Результати дослідження показали, що найбільш частими мікроорганізмами, які виділяються у дітей із ротової порожнини при запаленні пародонта, є Streptococcus pyogenes, Staphylococcus haemolyticus (рис. 3.3), Candida albicans (рис. 3.4). Представники родини Candida були виділені у 93,3 % випадків. Серед представників кокової флори частіше за інших виявлялися Staphylococcus epidermidis – 50 %.
[image: image6.jpg]



Рис. 3.3. Staphylococcus haemolyticus. Чиста культура, одержана з пародонтального кармана хворого А2. Забарвлення за Грамом. Збільшення ×1600
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Рис. 3.4. Candida albicans. Чиста культура, отримана з пародонтального кармана хворого В4 без забарвлення. Збільшення ×640
Табл. 3.1

Спектр мікрофлори ротової порожнини у дітей із хронічною соматичною патологією
	Відділення 
	Гастроентерологічне
	ССС
	∑

	Кількість хворих
	n=34
	n=21
	n=55

	
	Здорові тканини пародонта
	Запалення
	Здорові тканини пародонта
	Запалення
	Здорові тканини пародонта
	Запалення

	Стать
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж

	Candida albicans
	7
	6
	2
	2
	6
	2
	1
	2
	13
	8
	3
	4

	Staphylococcus haemolyticus
	–
	–
	1
	2
	–
	–
	–
	1
	
	
	1
	3

	Neisseria
	11
	4
	
	
	7
	6
	1
	
	18
	10
	1
	

	Streptococcus 

Mitis
	7
	2
	
	
	3
	2
	
	
	10
	4
	
	

	Staphylococcus epidermidis
	5
	1
	
	1
	5
	1
	1
	1
	10
	2
	1
	2

	Streptococcus pyogenes
	-
	-
	1
	-
	
	1
	–
	–
	
	
	1
	1

	Campylobacter 

Rectus
	1
	
	5
	2
	3
	2
	1
	4
	4
	2
	6
	6


3.2. Оцінювання стоматологічного статусу хворих, які перебували на стаціонарному лікуванні та зверталися до стоматологічного відділення Сумської обласної клінічної лікарні

Стоматологічний стан і стан СОПР вивчали у 50 пацієнтів, які перебували на стаціонарному лікуванні у Сумській обласній клінічній лікарні та зверталися до стоматологічного відділення ( з 2013 – 2015 рр.). Серед обстежених пацієнтів було зареєстровано 25 жінок і 25 чоловіків віком від 18 до 80 років. За діагнозами пацієнти були поділені таким чином: 7 (14%) – захворювання ШКТ, 8 (16%) – захворювання системи кровотворення, 16 (32 %) – захворювання ССС, 19 (38 %) – хворі, які зверталися за консультацією до стоматологічного відділення. Серед обстежених молодий вік від 18 до 39 р. 23 становили особи ( 46 %); середній вік від 40 до 59 р. – 19 (38 %); старший вік від 60 до 80р.– 8 осіб (16 %). Пацієнтів обстежували за єдиною методикою, що передбачала загальноприйняті клінічні дослідження порожнини рота. Стан пародонта вивчали за такими показниками: SFFR, Гріна – Вермільйона, КПВ, CPITN за Ainamo. 
При оцінюванні гігієнічного індексу Гріна – Вермільйона в обстежених пацієнтів було відзначено, що середнє значення гігієнічного індексу було задовільне (2,48 ± 1,40). Гарний рівень гігієнічного індексу спостерігався лише у 18 %, тобто у 9 обстежени пацієнтів. Більша частина обстежених пацієнтів – 42 %, тобто 21 особа, мала задовільний рівень гігієнічного індексу. Незадовільний гігієнічний індекс було виявлено у 20 пацієнтів, тобто 40 % від усіх обстежених (рис. 3.5).
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Рис. 3.5. Рівень гігієни за Грін – Вермільйоном у дослідній групі

Під час огляду у пацієнтів із задовільним і поганим рівнями гігієни визначався як м'який зубний наліт, так і незначна кількість зубного каменю на фронтальній ділянці зубів. Локалізація зубного каменю була стандартною – язикові поверхні нижніх фронтальних зубів та щічна поверхня верхніх шостих зубів. Ми зустрічали пацієнта зі значною кількістю зубного каменю та патологією прикусу, який мав зеленуватий відтінок зубного каменю. Це, на нашу думку, пов’язано з наявністю пігменту.

У 76 % обстежених пацієнтів виявили пародонтит. Інтенсивність виділення ясневої рідини (SFFR) у групі пацієнтів з ознаками запалення становила (6,02 ± 1,21) мм. У деяких пацієнтів відзначалася кровоточивість ясенного краю при зондуванні. 

Під час визначення індексу потреби в лікуванні захворювань пародонта індекс CPITN за Ainamo в середньому у групі становив (3,22 ± 0,72) бала, що відповідає таким клінічним проявам: визначається карман 4 – 5 мм, чорна смужка зонда частково занурюється в ясневий карман. Серед обстежених 20 пацієнтів (40 %) потребували комплексної терапії та хірургічного лікування пародонтиту. Під час обстеження найбільші кармани (більше 6 мм) спостерігались у секстантах верхньої щелепи біля 16 та 26 зубів.
Аналіз одержаних даних за індексом КПВ засвідчив, що інтенсивність ураження карієсом досліджуваних хворих перебуває на середньому рівні в Україні. 

У чоловіків і жінок вікової групи 18 – 39 років. КПВ має значення (4,5 ± 3,5) та (8,91 ± 3,8) відповідно.

У жінок у групі 40 – 59 років спостерігається підвищення інтенсивності каріозного ураження, що становить (4,66 ± 3,2). У чоловіків цей показник залишається на рівні (8,84 ± 2,7).

Індекс КПВ у жінок та чоловіків 60 – 80 років майже однаковий і становить (7,5 ± 2,64) і (8,75 ± 0,95) відповідно.

У досліджуваних пацієнтів у 98 % випадків висівалися Candida albicans, що супроводжується погіршенням стану мікробіоценозу ротової порожнини. Основні асоціації мікроорганізмів у ротовій порожнині подані у таблиці 3.2.
Таблиця 3.2

Мікрофлора ротової порожнини дорослих із хронічною соматичною патологією

	Назва відділення
	Хворі із захворюваннями ШКТ
	Хворі із захворюваннями ССС
	Хворі із захворюваннями системи кровотворення
	Хворі, які зверталися за консультацією до стоматологічного відділення
	Відсоток 

	Кількість хворих
	n=7
	n=16
	n=8
	n=31
	

	Стать
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	Ч
	Ж
	

	C. albicans
	4
	3
	8
	7
	5
	3
	10
	9
	98

	Staph. haemolyticus
	1
	2
	2
	8
	2
	1
	3
	2
	42

	Neisseria
	1
	2
	1
	3
	4
	2
	0
	4
	34

	Strep. Mitis
	3
	–
	3
	5
	5
	–
	7
	5
	56

	Staph. epidermidis
	–
	–
	4
	5
	4
	–
	1
	1
	30

	Strep. pyogenes
	–
	–
	7
	6
	1
	2
	7
	9
	64

	Campylobacter rectus
	4
	1
	4
	6
	–
	2
	10
	7
	68

	P. gingivalis
	–
	3
	8
	4
	3
	2
	1
	8
	58

	E. coli
	2
	1
	7
	6
	4
	2
	10
	9
	82


3.3. Сучасний стан захворювань пародонта у Північно - Східних регіонах України
Ми вивчили динаміку захворюваності на пародонтити серед населення України (МКХ-10 код К05.0, К05.1, К05.2, К05.3, К05.5, К05.6). З 1990 р. було охоплено всю територію України єдиною інформаційною системою збору даних національного канцер - реєстру та національною медичною статистичною системою.
Джерелом інформації щодо поширення хвороб пародонта серед населення (зареєстровано хвороб «усього») та захворюваності (зареєстровано захворювань уперше в житті) є звітна статистична форма № 12 «Звіт про захворювання, зареєстровані у хворих, які проживають у районі обслуговування лікувально - профілактичного закладу». 

Ця форма затверджена Наказом МОЗ України від 10.07.2007 року № 378 «Про затвердження форм звітності з питань охорони здоров'я та інструкцій щодо їх заповнення» із змінами та доповненнями, внесеними Наказом МОЗ України від 17.06.2013 року № 511 «Про затвердження змін до Наказу МОЗ України від 10.07.2007 року № 378». 

У таблицях 1 000, 2 000, 3 000 зазначеної форми МОЗ України від 10.07.2007 року № 378 інформація про захворюваність населення на пародонтит, гінгівіт, епуліс (ангіоматозний, фіброзний, гігантоклітинний) не передбачена.
Раніше для реєстрації окремих захворювань (К05.0.1, К09 – К14 – «Гінгівіт та інші хвороби ротової порожнини, слинних залоз та щелеп») були передбачені форми: № 071/о, № 071-1/о, № 071-3/о «Зведена відомість обліку захворювань та причин смерті у даному лікувальному закладі» (квартальні), затверджені Наказом МОЗ України від 01.12.2004 року № 588 «Про затвердження облікових статистичних форм». На сьогодні ці форми скорочені на рівні первинної медичної допомоги Наказом МОЗ України від 28.03.2012 року № 214 «Про скорочення форм первинної облікової документації у закладах охорони здоров'я первинного рівня надання медичної допомоги».

Виходячи з вищезазначеного, держава Україна не здійснює контролю за поширеністю та інтенсивністю захворювань пародонта в обласних центрах. 

За результатами запитів до обласних інформаційно - аналітичних центрів медичної статистики встановлено, що лише Чернігівська, Харківська та Сумська області здійснюють контроль щодо захворювання пародонта серед населення. Чернігівська ОДА розпочала програмний комплекс «Поліклініка», яким здійснюється моніторинг захворюваності у Чернігівській області (Рішенням обласної ради від 21 грудня 2007).

Встановлено, що захворюваність на пародонтит залишається практично незмінною упродовж останніх років близько (0,27 ± 0,02) та (0,23 ± 0,01) випадку на 100 тис. населення у Чернігівській та Сумській областях). Проте запальні процеси пародонта більше поширені у Харківській області – (0,37 ± 0,04) на 100 тис. населення (із 2008 до 2015 рр.). Певну роль у підвищенні рівня запальних процесів пародонта могли відіграти соціальні проблеми Харківщини. 

Не виключено також, що за цей період відбувалося поступове покращення якості реєстрації захворювань пародонта в системі статистичного обліку Харківщини. Проте за останні роки ми також відзначаємо пік збільшення хвороб пародонта у Чернігівській та Сумській областях.

Пік захворюваності у 2011 р. становив 0,445 на 100 тис. населення у Харківській області. У Чернігівській та Сумській областях також спостерігалося підвищення захворюваності до 0,3 та 0,255 на 100 тис. відповідно. У Сумській області взагалі не відзначається значного збільшення захворюваності пародонта за весь досліджуваний період (табл. 3.3 та рис. 3.6).

Аналіз статистичних баз даних Сумської області засвідчив, що 62 % випадків захворювання на пародонтити та епуліси виявлено в результаті самостійного звернення пацієнтів до лікувальних закладів і лише 19 % – в оглядових кабінетах, решта 19 % – при інших видах профілактичних оглядів. 

Зазначимо, що під час вивчення стану реєстрації захворювань пародонта (К05.0, К05.1, К05.2, К05.3, К05.4, К05.5, К05.6) в Україні ці нозологічні форми не враховуються.
Разом із тим, необхідно відзначити, що останнім часом у розвинених країнах рівень захворюваності на пародонтити значно перевищує такі показники у нерозвинених країнах. Наприклад, за даними «UK Incidence Statistics» (Великобританія), у 2007 р. було виявлено 25 033 випадки різних типів епулісів, які є одним з захворювань пародонта.
Табл. 3.3
Гінгівіт та хвороби пародонта на 100 тис. К05(0-9) на Сіверщині та у Німеччині (2005 – 2015 рр.)
	Рік
	Гінгівіт та хвороби пародонта на 100 тис. К05(0-9)

	
	Чернігівська область
	Харківська область
	Сумська область
	Німеччина

	2005
	0,23
	–
	0,25141
	0,4315

	2006
	0,23
	–
	0,2561
	0,4139

	2007
	0,29
	–
	0,25385
	0,4016

	2008
	0,29
	0,309
	0,24375
	0,3969

	2009
	0,30
	0,352
	0,23144
	0,3794

	2010
	0,28
	0,344
	0,24567
	0,3755

	2011
	0,30
	0,455
	0,25498
	0,4802

	2012
	0,28
	0,390
	0,25028
	0,4805

	2013
	0,27
	0,401
	0,26863
	0,4615

	2014
	0,28
	0,367
	0,23736
	–

	2015
	0,29
	0,368
	0,27291
	–

	Середнє та ±SD
	0,27 ± 0,02
	0,37 ± 0,04 
	0,23 ± 0,01 
	0,347 ± 0,17

	
	Р=0,019
	Р=0,019
	Р=0,011
	Р=0,011
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Рис. 3.6 – Захворюваність пародонта на Чернігівщині, Сумщині, Харківщині та Німеччині.
Аналіз нормальності свідчить, що гіпотеза про нормальність вибірок Харківської області та Німеччини відхилена (Xсер = 0,27 % S = 0,030 %, Xсер= 0,33 % S = 0,004 % відповідно), але підтвердилася гіпотеза про нормальність розподілу вибірок Чернігівської та Сумської областей (Xсер = 0,19 % S = 0,47 % , Xсер= 0,15 % S = 0,26 %). 

Тому ми порівнюємо дані Чернігівської та Сумської областей, а дані Харківської області – даними Німеччини.

Дані Харківської області та дані з Німеччини порівнювались з використанням параметричних критеріїв статистики – або критерію Стьюдента (t критерій Стьюдента 2,26 при Р = 0,019).

Дані Чернігівської та Сумської областей порівнювалися з використанням критерію Спірмена (критерій Спірмена 0,77, Р = 0,011).

Захворювання тканин пародонта на Чернігівщині та Сумщені за десять років залишилась стабільною. Харківшина мала значне підвищення у 2011р. 
3.4. Експериментальні дослідження впливу бактеріальних токсинів на культури фібробластів щурів та стандартну клітинну лінію U373

Аналіз одержаних результатів летальності фібробластів пародонта щурів під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus показав, що інтенсивність ураження фібробластів із летальністю 100 % знаходиться на рівні 1:1Е+05. Летальність токсинів у розведенні 1:1Е+06 становить 72,3 %. Тенденція і зниження летальності фібробластів спостерігається в розведенні 1:1Е+07 і дорівнює 56,6 %. Найменша летальність фібробластів становить 15,6 % у розведенні 1:1Е+08. Аналіз реакції метилування ядерного матриксу фібробластів під впливом токсинів при 6 - кратному розведенні показав, що він становить 66,4 % серед живих клітин. Рівень метилування досягав 50,8 % серед живих клітин у розведенні токсинів 1:1Е+07. Кореляційний аналіз між відсотком летальності та метильованими клітинами дорівнював r = 0,95 Р = 0,02. На рис. 3.7 наведений графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus.

Структура летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus з додаванням O6 - метилгуаніну наведена на рис. 3.8. Аналіз показав, що рівень летальності та метилування клітин із використанням O6 - метилгуаніну вищий. Розведення токсинів 1:1Е+06 показало рівень летальності 96,8 %, а метилування становило 90,6 %. L.D. 50 знаходилася на межі сьомого та восьмого розведень під впливом O6 - метилгуаніну. Летальність серед фібробластів з блокованим MGMT O6-метилгуаніном у розведенні токсинів 1:1Е+07 досягла 68 %. Розведення 1:1Е+08 мало значну летальність, що становило 32 %. Рівень метилування токсинів із блокованим MGMT O6 - метилгуаніном серед фібробластів у розведенні 1:1Е+07 та 1:1Е+08 дорівнював 65,7 % та 29,8 % відповідно (рис. 3.9). Кореляційний аналіз довів зв'язок між летальністю клітин та їхнім метилуванням. Так, коефіцієнт кореляції дорівнював r = 0,99 за значення Р 0,02.

Порівняння летальності клітин під впливом токсинів та токсинів із блокуванням MGMT показало, що летальність останніх значно збільшилась у розведенні 1:1Е+06 − на 23,7 %, у розведенні 1:1Е+07 − на 12 %, а в 1:1Е+08 – більше, ніж удвічі. Рівень метилування підвищився на 24% у розведенні 1:1Е+06. Розведення 1:1Е+07 характеризувалося підвищенням рівня метиляції на 15 %.
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	Рис. 3.7. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus
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	Рис. 3.8. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus з додаванням O6-метилгуаніну


Результати дослідження показали, що вплив токсинів Staphylococcus aureus зумовлював дуже високу летальність фібробластів пародонта (рис. 3.9.). Так, розведення 1:1Е+07 мало летальність 95,8 %. Розведення 1:1Е+08 − 87,6 %. Метилування ядер фібробластів спостерігалося серед живих клітин кількстю 93,8 % при розведенні1:1Е+08. 

	[image: image11.png]120

80

60

40

20

/

[

1x10 2x10 3x10 4x10 5x10 6x10 7x10 8x10

| D. === PiBeHb METUYBaHHA AEP






	Рис. 3.9. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Staphylococcus aureus


Вивчення фібробластів, яким додавали до середовища O6-метилгуанін для блокування MGMT, показало, що у них відбувалася 100 % летальність. У плашках із часу додавання токсинів спостерігалося повне розщеплення клітин у живильному середовищі, що спричинило появу клітинного лізату на дні плашки. Потрібно зазначити, що O6-метилгуанін крім блокування MGMT, також має незначний токсичний ефект, що призвело до стану сумації цих речовин та загибелі клітин.

Токсини, що виробляє Escherichia coli, у наших дослідженнях мали найменшу токсичність. Також ми не спостерігали метилування ядер клітин у жодному з восьмикратних розведень. Ми спостерігали 100 % летальність лише в розведенні 1:10 та 1:100. Інтенсивне зменшення летальності до норми спостерігалося впродовж наступних чотирьох розведень. Розведення 1:1000 мало летальність 88,6 %. Найбільш стрімке зниження летальності спостерігалося в розведенні 1:1Е+04 і становило 40,9 %. На рис. 3.10. L.D. 50 знаходиться в межах розведень 1:1000 та 1:1Е+04. Розведення 1:1Е+05 характеризувалося летальністю 10,4 %. Аналізуючи розведення токсинів 1:1Е+06, 1:1Е+07, 1:1Е+08, ми спостерігали поодинокі мертві клітини.
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	Рис. 3.10. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Escherichia coli


Розглядаючи структуру графіка на рис 3.11 фібробластів щурів під впливом токсинів Escherichia coli з додаванням O6 - метилгуаніну, ми знайшли метилування ядер під впливом токсинів із блокованим MGMT на відміну від неблокованого MGMT. Розведення 1:1Е+05 характеризувалося 82 % летальністю. Практично досягло L.D. 50 розведення 1:1Е+06, L.D. якого стало 54,3 %. Зменшення летальності до 30,89 % спостерігалося в розведенні токсинів 1:1Е+07. 10 % летальність клітин фібробластів спостерігалась у розведенні 1:1Е+08. 

Дуже високий рівень метилування ядер фібробластів показаний на рис. 3.11. Розведення 1:1Е+05 та 1:1Е+06 характеризувалося метилуванням 75,9 % та 54,7 % відповідно. Менші рівні метилування клітин були в розведеннях1:1Е+07 та 1:1Е+08 і становили відповідно 24,8 та 8,8 %.

Кореляційний аналіз між відсотком летальності та метильованих 
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	Рис. 3.11. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Escherichia coli з додаванням O6 - бензилгуаніну


клітин дорівнював r = 0,98 з достовірністю P ≤ 0,001.
Дослідження впливу токсинів Candida albicans показало 100 % летальність при розведеннях 1:10, 1:1000, 1:1Е+04. Незначне зниження летальності ми відмічали при розведенні 1:100. Вона становила 95,4%. Аналізуючи графік рис. 3.12, можемо відмітити інтенсивний спад летальності впродовж двох розведень 1:1Е+05 та 1:1Е+06, що становили відповідно 64,2 % та 32,74 %. L.D. 50 припадає на проміжок між двома розведеннями 1:1Е+05 та 1:1Е+06. Спад між вищезазначеними розведеннями свідчить про наявність цитотоксичного провалу. Починаючи з розведення 1:1Е+06 ми спостерігали плато стабілізації впливу токсинів на летальність фібробластів. Розведення 1:1Е+07 мало летальність 30,1 %. Незначно відрізнялася летальність фібробластів при розведенні 1:1Е+08 від 1:1Е+07, що становила 28,7 %. 
Аналіз метилувального ефекту, спричиненого токсинами Candida albicans, показав незначний проміжок (крапку метилування) між розведеннями 1:1Е+06 та 1:1Е+07. Метилувальний ефект становив 68,1 % та 53,4 % відповідно до вищезазначених розведень. Проводячи дослідження, ми не спостерігали метилування ядер клітин у більших та менших розведеннях токсинів Candida albicans. Проведений кореляційний аналіз між рівнем метилування та летальністю фібробластів був слабкий і недостовірний.
	[image: image14.png]120

100

80

60

40

20

AN

N\

N\

\\

1x10

2x10

=L.D.

3x10 4x10 5x10 6x10 7x10 8x10

— PiBeHb MeTUNYBaHHA Azep






	Рис 3.13. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Candida albicans


Результати дослідження летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Candida albicans з додаванням O6 - бензилгуаніну поданий на рис 3.13. Так, 100 % летальність була в розведеннях 1:10, 1:100, 1:1000, 1:1Е+04, 1:1Е+06. Незначна кількість живих клітин спостерігалася за розведення 1:1Е+05, летальність досліджуваного розведення дорівнювала 98,6 %. Розведення 1:1Е+07 та 1:1Е+08 характеризувалися летальністю 70,6 та 61,7 % відповідно. У досліджуваних розведеннях ми спостерігали метиляцію ядер фібробластів, що становила 98,0 та 83,8% відповідно до розведень. Проведений кореляційний аналіз між рівнем метилування та летальністю клітин фібробластів під впливом токсинів та O6 - бензилгуаніну показав слабкий і недостовірний рівень.
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	Рис. 3.13. Графік летальності та метилування фібробластів щурів під впливом токсинів Candida albicans з додаванням O6 - бензилгуаніну


Перевірка нормальності досліджуваних вибірок виконувалася за допомогою критерію Колмогорова, що є наслідок порівняння емпіричної та заданої функцій. Проведене дослідження довело доцільність використання параметричного критерію Стьюдента для незалежних вибірок. 

Аналіз вибірок за критерієм Стьюдента для незалежних вибірок Candida albicans склав t = 1.69 P ≤ 0,05, що свідчить про залежність летальності від рівня блокованого MGMT. Критерій Стьюдента для незалежних вибірок досліджуваних токсинів Escherichia coli дорввнював t =1,42, P ≤ 0,08, тобто також існує тенденція залежності летальності від блокування MGMT. Staphylococcus aureus мав критерій Стьюдента t =1,39 при P ≤ 0,09, що показує наявність тенденції залежності летальності від блокування MGMT. При аналізі вибірок за критерієм Стьюдента Staphylococcus haemolyticus (рис. 3.14) ми не знайшли залежності летальності від блокування MGMT.

Для підтвердження метилувальної та токсичної дій досліджуваних токсинів мікроорганізмів ми проводили додаткове дослідження на стандартній стабільній клітинній лінії U373.
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	Рис. 3.14. Культура фібробластів культивованих з токсином Staphylococcus haemolyticus в розведенні 1:1Е+08 протягом 72 годин. Забарвлення Азур1 з КОН. Збільшення × 200: А – клітини з ядрами без патологічного метилування; В – клітини з патологічно метильованими ядрами


Аналіз одержаних даних летальності U373 під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus показав, що інтенсивність ураження клітин зі 100 % летальністю була в розведеннях 1:10, 1:100, 1:1000, 1:1Е+04. Летальність 84,98 % спостерігалась у розведенні 1:1Е+05. Аналізуючи графік на рис. 3.15, ми спостерігали плавні зміни летальності. Розведення 1:1Е+06 мало летальність 72,3 %. L.D. 50 знаходилась у проміжку розведень 1:1Е+06 та 1:1Е+07. Летальність 30,59 % була в сьомому розведенні. Незначна летальність під час нашого дослідження була в розведенні 1:1Е+08, що склала 21,8 %. 

Метилування ядер лінії U373 спостерігалось у розведеннях 1:1Е+05, 1:1Е+06, 1:1Е+07 і дорівнювало 71,82; 59,56; 47,57 % відповідно.

Проведений нами кореляційний аналіз не виявив зв’язку між рівнем метиляції та летальністю ядер клітинної лінії U373 під впливом токсинів.

Розглядаючи структуру летальності та метилування лінії U373 під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus з додаванням O6 - метилгуаніну (рис. 3.16), ми виявлили 100 % летальність при розведеннях 1:10, 1:100, 1:1000. Незначне зменшення летальності було за розведення 1:1Е+04 і становило 98,56 %. Розведення 1:1Е+05, 1:1Е+06, 1:1Е+07 зумовлювало такий відсоток летальних клітин: 87,56; 72,68 та 65,23 %. L.D.50 знаходилося між розведеннями 1:1Е+06 та 1:1Е+07.
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	Рис. 3.15. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus


Високий рівень метилування ядер клітин був при розведенні 1:1Е+06 і 1:1Е+07 і характеризувався метилуванням на рівні 57,08 та 58,32% відповідно (рис. 3.16). Менший рівень метилування клітин спостерігався при розведення 1:1Е+08 і становив 46,89 %.

Кореляційний аналіз показав наявність тенденції залежності між рівнем метилування та летальністю клітинної лінії U373 ( r = 0.96 при P ≥ 0.05). 

Вплив токсинів Staphylococcus aureus на клітинну лінію U373 мав високу летальність (рис. 3.17). Так, розведення 1:1Е+06 мало летальність 84,6 %, а при розведенні 1:1Е+07 летальність дорівнювала 52,9 %. Зниження летальності до 30,6 % спостерігалося при розведенні 1:1Е+08. Метилування ядер фібробластів спостерігалося серед живих клітин за кількості 59,4 % у розведенні1:1Е+07.
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	Рис. 3.16. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Staphylococcus haemolyticus з додаванням O6 - метилгуаніну


Аналіз лінії U373, яким додавали до середовища O6 - метилгуанін для блокування MGMT токсинами, показав, що це призвело практично до 100 % летальності в розведеннях 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 1:1Е+05, 1:1Е+06, 1:1Е+07. Лише розведення 1:1Е+08 мало L.D. 50 – 59.4 %. Летальність у плашках з часу додавання токсинів характеризувалася повним розщепленням клітин у живильному середовищі, що спричинило накопичення клітинного лізату на дні плашки (рис. 3.18).

У зв’язку зі 100% летальністю кореляційний аналіз залежності між рівнем метилування та летальністю клітинної лінії U373 ми не проводили.
Escherichia coli у наших дослідженнях мала найменшу токсичність. Також ми не спостерігали метилування ядер клітинної лінії U373 у жодних із досліджуваних восьмикратних розведенннях. Ми відмічали 100 % летальність лише при розведенні 1:10. Інтенсивне зменшення летальності до норми було в п’яти розведеннях. Так, розведення 1:1000 мало летальність 79,24 %. Найбільший спад летальності спостерігався при розведенні 1:1Е+04 і становивв 51,89 %. На рис. 3.19 показано, що L.D. 50 знаходиться в межах розведень 1:1000 та 1:1Е+04. Розведення 1:1Е+05 характеризувалося летальністю 26,45 %. Аналіз розведень токсинів 1:1Е+06, 1:1Е+07, 1:1Е+08 показав наявність поодиноких загиблих клітин. 
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	Рис. 3.17. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Staphylococcus aureus


Розглядаючи структуру графіка на рис. 3.19 стандартної лінії під впливом токсинів Escherichia coli з додаванням O6 - метилгуаніну, ми спостерігали метилування ядер під впливом токсинів із блокованим MGMT, на відміну від неблокованого MGMT. Розведення 1:1Е+04 характеризувалося 93,51% летальністю. Зменшення летальності до 71,38 % спостерігалося при розведенні токсинів 1:1Е+05. Летальність 61,26 % клітинної лінії U373 спостерігалася при розведенні 1:1Е+06. L.D50 клітин при розведеннях відповідно 1:1Е+07 та 1:1Е+08 становила 17,33 % та 5,69 %.

Аналіз показників метилування ядер клітин під час спостереження (рис. 3.20). Так, розведення 1:1Е+05 та 1:1Е+06 характеризувалося метилуванням 78,46 % та 53,41 % відповідно. Менші рівні метилування клітин спостерігалися в розведеннях1:1Е+07 та 1:1Е+08, що становили відповідно 31,88 % та 11,39 %.
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	Рис. 3.18. Летальні клітини моношару клітинної лінії U373 під впливом токсинів Staphylococcus aureus із додаванням O6 - метилгуаніну. Збільшення × 200


Кореляційний аналіз між відсотком летальності та метильованих клітин дорівнював r = 0,95 з достовірністю P ≤ 0,04.
Дослідження токсинів Candida albicans показали, що клітини мали 100 % летальність при таких розведеннях 1:10, 1:1000, 1:10000. Незначне зниження летальності ми ідентифікували при розведенні 1:1Е+04, воно становили 98,65 %. Аналізуючи графік на рис. 3.21, можна бачити провал летальності в розведеннях 1:1Е+05 та 1:1Е+06, що становив відповідно 74,89 та 29,82 %. L.D. 50 припадає на проміжок між двома розведеннями 1:1Е+05 та 1:1Е+06. Інтенсивність спаду між вищезазначеними розведеннями свідчить про наявність цитотоксичного провалу. Починаючи з розведення 1:1Е+06 ми спостерігали стабілізацію летальності впливу токсинів на фібробласти. Розведення 1:1Е+07 мало летальність на рівні 14,35 %.

Аналіз метилувального ефекту, що становив 64,75; 42,89 та 37,56%, спричиненого токсинами Candida albicans, показав проміжок між розведеннями 1:1Е+05, 1:1Е+06 та 1:1Е+07. Проведений кореляційний аналіз між рівнем метилування та летальністю клітинної лінії U373 виявив сильну залежність, що дорівнювала r = 0,99, P = 0,03.
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	Рис. 3.19. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Escherichia coli


 Летальність лінії U373 при розведенні 1:1Е+08 становила 9,56 %.
Дані графіка летальності та метилування клітинної лінії U373 під впливом токсинів Candida albicans із додаванням O6 - бензилгуаніну наведені на рис. 3.22. Так, 100 % летальність U373 була при розведеннях 1:10, 1:100, 1:1000. Незначна кількість живих клітин спостерігалась у розведенні 1:1Е+04, при цьому летальність досліджуваного розведення становила 98,2 %. Розведення 1:1Е+05 та 1:1Е+06 характеризувалися летальністю 76,89 та 61,9% відповідно. Розведення 1:1Е+07 та 1:1Е+08 мали летальність 41,3 та 28,9% відповідно. У досліджуваних розведеннях ми спостерігали метиляцію ядер клітинної лінії U373, що становило 100; 81,4; 43,89; та 39,18% відповідно до розведень 1:1Е+05, 1:1Е+06, 1:1Е+07 та 1:1Е+08. Проведений нами кореляційний аналіз між рівнем метилування та летальністю клітинної лінії U373 під впливом токсинів та O6 - бензилгуаніну показав сильну залежність (r = 0,98, P=0.01) між цими показниками.
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	Рис. 3.20. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Escherichia coli з додаванням O6 - бензилгуаніну
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	Рис. 3.21. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Candida albicans
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	Рис. 3.22. Графік летальності та метилування U373 під впливом токсинів Candida albicans зі додаванням O6-бензилгуаніну


3.5. Патоморфологічні зміни у тканинах пародонта щурів під впливом бактерій
Дослідження пародонта щурів контрольної групи виявило його нормальну типову будову. Багатошаровий плоский епітелій був без патологічних змін. Власна пластинка не змінена, добре васкуляризована (рис. 3.23).
Тканини пародонта щурів, яким вводили чисті культури бактерій, мали морфологічні прояви запальної реакції різного ступеня. Під впливом Candida albicans спостерігали такі зміни: незначні крововили у тканинах, лейкоцитарну інфільтрацію власної пластинки ясен. В епітелії виявлялись ознаки гідропічної дистрофії. Морфологічні зміни у тканинах пародонта під впливом Staphylococcus haemolyticus та Staphylococcus aureus були подібними: масивні крововиливи та змішаноклітинна інфільтрація в м’яких тканинах, що свідчить про значне підвищення проникності судинної стінки (рис. 3.24). У пародонті тварин четвертої групи під впливом MNNG ми спостерігали незначні крововиливи. Змішаноклітинна або лейкоцитарна інфільтрація була відсутня. 
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Рис. 3.23. Тканини пародонта щурів контрольної групи. Забарвлення гематоксилін - еозином. Збільшення х 100: A – дентин коронкової частини моляра щура; B – дентин кореня зуба; C – цемент кореня зуба; D – багатошаровий плоский епітелій; E – з’єднувальний епітелій
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Рис. 3.24. Зріз альвеолярного відростка щелеп щурів на 9 - ту добу експерименту під впливом Staphylococcus aureus. Забарвлення гематоксилін - еозином. Збільшення х 400: А – крововилив; В – судина; С – змішаноклітинна інфільтрація; D – кісткова тканина альвеолярного відростка; E – власна пластинка

Відомо, що MGMT ссавців має молекулярну масу 22 - 24 кДа. Експресію MGMT на рівні білка було проаналізовано у 30 зразках тканин пародонта (рис. 3.25, 3.26). Як відомо, різні типи клітин одного організму відрізняються за рівнем MGMT. Це особливо цікаво тому, що ми не знайшли у літературі жодної інформації про дослідження репаративних ензимів під час модельованого запалення тканин пародонта. В нормі MGMT у зразках тканин пародонта наявний. За наявності алкілувальної речовини MNNG його кількість збільшується, оскільки викликані цією речовиною пошкодження ДНК є специфічними індукторами експресії ензиму. Збільшення експресії MGMT спостерігалось в усіх використаних мікроорганізмах, тобто, як виявилось, усі вони мають алкілувальний ефект. Токсини Candida albicans підвищували експресію ензиму на рівні MNNG, а токсини Staphylococcus haemolyticus і Staphylococcus aureus показали більш сильний індукційний ефект. Особливо збільшилась експресія MGMT під час дії токсинів Staphylococcus haemolyticus.

Цей результат може пояснюватися тим, що бактеріальні токсини є індукторами експресії ензиму MGMT через підвищення кількості пошкоджень ДНК. Алкілувальна здатність бактеріальних токсинів не має селективного цитотоксичного механізму дії. Вони спричиняють метилування ДНК в усіх клітинах організму. У відповідь на ці пошкодження у клітинах підвищується експресія генів, продукти яких усувають метильні радикали, зокрема MGMT. Саме тому на початкових стадіях модельованого пародонтиту в щурів рівень MGMT підвищується у всіх типах клітин пародонта, адже під час запалення посилюється метаболізм у клітинах. Клітини з інтенсивним метаболізмом мають високий рівень репаративних ензимів. Це може бути пов’язано з більшою швидкістю окиснювального гліколізу та активністю нітроксидсинтетази. Зазначені реакції, у свою чергу, призводять до зростання рівнів таких ендогенних алкіляторів, як продукти перекисного окиснювання жирів, нітрозоаміни та амінокислоти. Значна кількість синтезу ендогенних алкіляторів посилює експресію відповідних захисних ензимів (зокрема, MGMT) за принципом зворотньої відповіді.

[image: image156.jpg]


Рис. 3.25. Вестерн - блот аналіз 30 зразків тканин пародонта щурів 

Аналіз зразків пародонта піддослідних щурів показав статистично значущі залежності вибірок за критерієм Стьюдента для Candida albicans – t = 2,566 (P ≤ 0.01), для Staphylococcus aureus – t = 5,059 (P ≤ 0,003), для Staphylococcus haemolyticus t = 4,332 (P ≤ 0,007). Це засвідчує існування залежності рівня експресії MGMT на рівні білка від збудника під час запалення пародонта. При порівнянні експресії MGMT у контрольних тварин та сумарного рівня у піддослідних щурів виявлено достовірну різницю t = 2.432 (P ≤ 0.02).

Порівнюючи морфологічні зміни у пародонті під впливом бактерій Candida albicans, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus та метилувальної речовини Methylnitronitrosoguanidine (MNNG) з рівнем експресії репаративного ензиму MGMT, виявлено залежність рівня експресії до мікрофлори, що викликає запальний процес.
Виходячи з вищевикладеного, можна зробити узагальнення, що гострий запальний процес, зумовлений бактеріями, призводить до збільшення експресії репаративного ензиму MGMT у тканинах пародонта.
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Рис. 3.26. Денситограма результатів Вестерн - блот аналізу зразків тканин пародонта щурів: 1, 17 – позитивний контроль; 2, 3, 4, 18, 19, 20 – зразки нормального пародонта; 5, 6, 7, 21, 22, 23 – зразки пародонта, оброблені MNNG; 8, 9, 10,24, 25, 26 – зразки пародонта, оброблені Staphylococcus haemolyticus; 11, 12, 13, 27, 28, 29 – зразки пародонта, оброблені Staphylococcus aureus; 14, 15, 16, 30, 31, 32 – зразки пародонта, оброблені Candida albicans
3.6. Патоморфологічні зміни тканин пародонта та крові у щурів під впливом іонів Cr6+ 

Тканина пародонта без ушкодження представлена сполучною тканиною ясен, що підтримує ясенний край у вигляді манжети навколо зуба. Міжзубні волокна з'єднують сусідні зуби між собою, а більш глибокі горизонтальні волокна вплітаються у колову зв’язку зуба (рис. 3.27). 
Морфологічні зміни у тканині пародонта після 20-добового експерименту зі вживанням солей хрому показані на рис. 3.28 і характеризувалися поступовим вростанням епітелію в пародонтальну щілину з прогресуючим руйнуванням ясенного краю (рис. 3.28) та деструкцією більш глибоких підтримувальних структур. Отже, вплив іонів Cr (VI) сприяє поступовому руйнуванню всіх тканин пародонта (рис. 3. 28B). Горизонтальна втрата кісткової тканини під впливом Cr (VI) призводить до більш складних структурних змін (рис. 3. 28B).
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Рис. 3.27. Нормальні тканини пародонта
 Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення x400: A – кортикальна пластинка; B – трансверзальні й горизонтальні волокна періодонтальної щилини ; С – альвеолярна кістка
Зміни тканин пародонта на 40 - ву добу експерименту показані на рис. 3.29, 3.31 C, D. При цьому відмічається широка остеокластична резорбція кісткової тканини, що призводить до збільшення ширини й глибини пародонтального кармана (рис. 3.29-II). Спостерігається формування глибоких внутрішньокісткових резорбтивних лакун, розширення судин та набряк власної пластинки (рис. 3.29-II і рис. 3.31 C, D).
Морфологічні зміни у пародонті після 60 добового експерименту подані на рис. 3.30, 3.31 E, F. При цьому ми спостерігали такі зміни: прогресування кореневого напряму міграції епітеліального прикріплення (рис. 3.30 А), застій та стаз у капілярах (рис. 3.30-II), зменшення альвеолярної кістки за рахунок остеокластичної резорбції (рис. 3.30 B, С). Поступова кісткова резорбція призводить до прогресу руйнування зубоутримувального апарату, в кінцевому підсумку резорбція спричиняє розхитування зубів (рис. 3.30 D). Руйнування тканин пародонта під впливом іонів хрому йде рівномірно по всій зубній дузі (горизонтальна втрата кісткової маси). Локалізоване руйнування кістки виникає навколо окремих зубів за рахунок вертикальної втрати кісткової маси та змін у сполучній тканині (рис. 3.31 F).
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Рис. 3.28. Тканини пародонта на 20 - ту добу експерименту Забарвлення гематоксилін - еозином. Збільшення x 100: А – зуб; B – горизонтальна втрата кісткової тканини; C – проліферація епітелію; D – кортикальна пластинка 

Середній вміст мікро- і макроелементів у пародонті відповідно до термінів дослідження поданий в таблиці 3.4. 

Табл. 3.4 

Хімічний склад кісткової тканини альвеолярного паростку щурів під впливом іонів хрому
	Елементи
	Контроль
	20 діб
	40 діб
	60 діб

	P
	10,85 ± 1,01
	9,65 ± 3,97**
	11,21 ± 0,86*
	6,34 ± 1,25**

	K
	1,11 ± 0,20
	1,17 ± 0,43
	1,81 ± 0,22
	0,15 ± 0,02**

	Ca
	61,94 ± 2,54
	78,06 ± 2,16**
	52,01 ± 3,72*
	62,04 ± 33,23

	Cr
	0
	0,37 ± 0,15
	1,73 ± 0,61*
	0,27 ± 0,1***

	Ca/P
	5,74 ± 0,50
	8,90 ± 2,48*
	4,63 ± 0,09
	10,83 ± 6,90*

	*P < 0,05 **P < 0,01 ***P < 0,001


EDS аналіз показав, що неорганічна фаза кістки, переважно складається з кальцій – і фосфорвмісного гідроксиапатиту у вигляді основних компонентів із деякими незначними змінами, таких елементів, як Cr6+ і К+. На 40 - ву добу експерименту ми спостерігали найбільше зростання вмісту хрому (табл. 3.4). При цьому зростання хрому є статистично достовірним (P < 0,01). Разом з тим збільшення вмісту іонів К+ після 40 днів спостереження було недостовірним (Р > 0,05). Після 60 днів експерименту спостерігалися найнижчі рівні Р3- і К+ (Р < 0,01). Такий іонний дисбаланс у тканинах пародонта під впливом іонів хрому може вплинути на морфологічну структуру та її тривкісні властивості.
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Рис. 3.29. Тканини пародонта на 40-ву добу експерименту
 Забарвлення гематоксилін - еозином: А – трансферзальні й горизонтальні волокна з набряком; B – горизонтальна втрата кісткової тканини; C – цемент кореня зуба; D – внутрішньокісткові кармани
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Рис 3.30. Тканини пародонта на 60 - ту добу експерименту
Забарвлення гематоксилін-еозином: А – міграція епітеліального прикріплення; B – зміщення періодонтальної зв'язки; C – горизонтальна втрата кісткової тканини; D – внутрішньокісткова судина з периваскулярним набряком; E – застій у капілярах кістки
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Рис. 3.31. Нормальні тканини пародонта і тканини пародонта протягом 20, 40, 60 днів експерименту
Забарвлення за Ван–Гізон: А – нормальна періодонтальна зв’язка; B – руйнування періодонтальної зв'язки; C – горизонтальна втрата кісткової тканини; D – внутрішньокістковий карман із набряком; Е – застій у капілярах; F – фібриноїдні зміни у колагенових волокнах

Ми провели ряд морфологічних, біохімічних, імунологічних та молекулярно - генетичних досліджень для з’ясування ступеня пошкодження ферментних систем та ДНК клітин під впливом іонів шестивалентного хрому (Cr6+).

Під час проведення макроскопічних досліджень піддослідних тварин виявлений такий морфологічний статус паренхіматозних органів.

Тварини контрольної групи.
Легені – світло-рожевого кольору, повітряні. Печінка в об’ємі не збільшена, червоно - коричневого кольору, краї гострі, поверхня гладенька, консистенція пружна. Серце – округло - овальної форми, пружної консистенції, перикард добре знімається. Епікард, ендокард – гладкі, блискучі, сіро - червонуватого кольору. Міокард – пружний, сіро - червоного кольору. Коронарні судини помірно наповнені кров'ю. Нирки – округло-овальні, не збільшені, гладенькі, коричнево - червонуватого кольору, пружної консистенції. Надниркова залоза – сірувато - жовтуватого відтінку, округлої форми, кіркова та мозкова речовини без змін під час огляду.

Піддослідні тварини.
У тварин першої групи особливих макроскопічних змін порівнянно з контролем не виявилося.

Легені тварин другої і третьої груп застійні, кровонаповнені. Печінка – ущільнена, сірого кольору, краї округлі, поверхня гладка без блиску, в об’ємі не збільшена. Серце щурів другої групи без змін. Серце тварин третьої групи збільшене, округло - овальної форми, міокард пружний; епікард, ендокард – гладкі, блискучі, сірого кольору, коронарні судини надмірно повнокровні. Нирки тварин другої групи – округло - овальні, в обсязі незначно збільшені, гладенькі, коричневого кольору, щільної консистенції, надниркова залоза – сірувато - жовтуватого відтінку, округлої форми, малюнок на розрізі збережений. 

При порівняльному аналізі результатів макроскопічних досліджень морфологічних структур внутрішніх органів бачимо, що органи тварин піддослідної та контрольної груп макроскопічно відрізняються.

Результати морфометрії печінки, серця, нирок щурів піддослідних тварин порівнянно з контролем подані у табл. 3.5.

Відомо, що іони хрому можуть обмінюватися з іонами кальцію або адсорбуватися на поверхні кристалів гідроксиапатиту кістки. Тому є необхідним вивчити щільність кісток.

Табл. №3.5

Показники маси внутрішніх органів досліджуваних груп тварин

	Органи
	Контроль (г)
	Перша група

(г)
	Друга група (г)
	Третя група (г)

	Печінка
	9,76 ± 0,62
	11,16 ± 3,00
	10,63 ± 1,09
	10,87 ± 0,59

	Нирки
	1,21 ± 0,058
	1,2 ± 0,19
	1,32 ± 0,04
	1,51 ± 0,08

	Серце
	0,96 ± 0,11
	1,1 ± 0,11
	1,08 ± 0,09
	1,06 ± 0,3


Визначаючи оптичну щільність альвеолярного відростка щелеп, ми відмічали перепад інтенсивності на 60 - ту добу експерименті (табл. 3.6). У поданих профілях помітно, що контрастна характеристика альвеолярного відростка змінюється від 220 до 230 оптичних одиниць. 

Для порівняння із щелепою додатково була зроблена рентгенографія передньої кінцівки. Кістки передньої кінцівки дуже маленькі й першими реагують на зміни гомеостазу організму. Денситометричні показники кісткової тканини наведені в таблиці 3.6.

Установлено, що на початку експерименту біохімічні показники крові щурів контрольної та першої піддослідих груп відрізнялися за складом. У щурів першої піддослідної групи вміст загального білка становив (96,26 ± 5,14) г/л, що вище на 25,36 г/л, ніж у контрольних тварин. Це, на наш погляд, пов'язано з компенсаторною реакцією організму за умов надлишкового надходження іонів Cr6+. Загальний білок у тварин другої та третьої груп мав тенденцію до зменшення і становив (85,24 ± 1,50) г/л і (71,38 ± 2,57) г/л, що менше на 11,02 та 24,88 г/л в порівнянні з першою піддослідною групою. Загальний білок у тварин другої групи залишився збільшеним на 14,34 г/л. Гіперпротеїнемія, як правило, пов’язана з гіперальбумінемією. 
Табл. № 3.6

Оптична та розрахункова щільності кісткової тканини

	Оптична щільність
	Контроль
	Піддослідні тварини

	
	
	Перша група
	Друга група
	Третя група

	
	Оптична щільність оптичні одиниці
	Щільність кісткової тканини, мг/мм³
	Оптична щільність оптичні одиниці
	Щільність кісткової тканини, мг/мм³
	Оптична щільність оптичні одиниці
	Щільність кісткової тканини, мг/мм³
	Оптична щільність оптичні одиниці
	Щільність кісткової тканини, мг/мм³

	Передня кінцівки
	222,32 ±4,72
	3,27
	213,15± 6,82
	3,13
	226,89 ± 11,80
	3,34
	193,06 ± 9,71
	2,84

	Права нижня щелепа
	219,97 ± 5,21
	3,23
	217,11 ± 6,65
	3,19
	215,47 ± 10,08
	3,17
	195,86 ± 4,63
	2,88

	Ліва нижня щелепа
	221,21 ± 6,25
	3,25
	215,20 ± 7,74
	3,16
	213,61 ± 7,31
	3,14
	198,56 ± 5,89
	2,92


Під час визначення концентрації альбуміну крові у тварин експериментальних груп було відмічено його зростання, однак у щурів другої групи цей показник підвищений найменше (39,70 ± 1,83 г/л), що більше за контроль на 12,78 г/л. На нашу думку, це пов’язано з процесами адаптації та компенсації організму щурів. Перша та третя групи зберігали високий рівень альбуміну крові (42,96 ± 3,20) г/л та (45,68 ± 1,12) г/л, це більше щодо контролю на 16,04 та 18,76 г/л. Збільшення концентрації загального білка та альбумінів носить відносний характер. Це пов’язано з утриманням колоїдно - осмотичного та онкотичного тиску та рівня катіонів крові, що змінюються під впливом іонів хрому. 

У зразках крові піддослідних тварин значно підвищилася сечовина. Піддослідні групи мали незначну різницю рівня сечовини між собою: так, у першій групі рівень сечовини становив (9,74 ± 1,44) ммоль/л; у другій – (8,30 ± 1,28) ммоль/л; у третій – (9,44 ± 1,03) ммоль/л, але різниця між групами недостовірна. Порівнянно з контролем рівень сечовини був підвищеним у 2,64; 2,25; 2,56 раза відповідно по групах. Усе це свідчить про вплив іонів Cr6+ на гломерулярний апарат нирки та руйнування білків. 

Підвищення сечовини свідчить про порушення клубочкової фільтрації, ушкодження паренхіми нирок або гостре пошкодження м’язової тканини, тому ми перевіряли рівень креатиніну. Найбільше підвищення креатиніну спостерігалося у тварин другої групи й досягнуло (116,50 ± 9,40) мкмоль/л. У тварин першої та третьої груп також спостерігалось критичне значення креатиніну (102,8 ± 8,8) та (93,54±2,66) мкмоль/л відповідно. Збільшення креатиніну в піддослідних тварин щодо контролю було більше в 2,06; 2,33; 1,87 раза.

Різниця між показниками холестерину в піддослідних групах була неоднозначною і мала такі значення: контроль – (2,59 ± 0,11) ммоль/л; перша група – (2,62 ± 0,34) ммоль/л; друга група – (4,46 ± 0,96) ммоль/л; третя група – (2,22 ± 0,13) ммоль/л. Лише друга група мала підвищення холестину в 1,72 раза (р ≤ 0,05).

Кількість тригліцеридів на початку експерименту (20 діб) у першій групі становила (1,64 ± 0,21) ммоль/л, що більше норми у 2,10 раза. Показники у тварин другої групи не відрізнялися від першої й дорівнювали (1,66 ± 0,26) ммоль/л, що більше у 2,13 раза щодо контролю. Тригліцериди у тварин третьої групи знаходилися на рівні (0,59 ± 0,09) ммоль/л, тобто мали менші значення відносно контролю. Кількість тригліцеридів у контрольних щурів дорівнювала (0,78±0,16) ммоль/л (табл 3.7). 

У експериментальних тварин найбільший показник ЛПВЩ був на 20-ту добу спостереження і становив (1,45 ± 0,46) ммоль/л, це більше на 0,57 ммоль/л порівнянно з контролем. У наступні терміни спостерігалося зниження ЛПВЩ. У контрольних щурів кількість ЛПВЩ дорівнювала (0,87 ± 0,09) ммоль/л. У другій групі показник становив (1,01 ± 0,17) ммоль/л, а у тварин третьої групи рівень ЛПВЩ практично нормалізувався (0,91 ± 0,05 ммоль/л. 

ЛПНЩ (ß-ліпопротеїди) упродовж експерименту також зростали і досягали у першій групі (0,64 ± 0,09) ммоль/л, у другій групі – (1,39 ± 0,23) ммоль/л, третій групі – (0,22 ± 0,01) ммоль/л., Найбільше підвищення ЛПНЩ відмічалось у другій піддослідній групі на 1,08 ммоль/л.

Вміст загального білірубіну (ЗБ) у сироватці крові піддослідних тварин був підвищений на 60 - ту добу експерименту і становив (18,58 ± 5,19) кмоль/л, що свідчить про загальногепатотоксичний ефект іонів Cr6+; у той же самий час непрямий білірубін (НБ) практично не змінився і становив (5,16 ± 1,42) кмоль/л. Показники загального та непрямого білірубіну у піддослідних тварин на 20 - ту та 40 - ву добу експерименту знаходилися на рівні таких цифр (перша та друга група ): ЗБ – (6,04 ± 0,91) кмоль/л, НБ – (5,06 ± 2,18) кмоль/л ЗБ – (5,16 ± 1,36) кмоль/л, НБ – (5,16 ± 1,36) кмоль/л відповідно. 

Зміни рівня іонів К+ у бік підвіщення у тварин першої та другої групи носять рівномірний характер з такою нормалізацією кількості іонів К+ на 60 - ту добу експерименту.
За ацидозу концентрація іонів К+ у плазмі збільшується, що спостерігалось у тварин першої та другої груп – (11,32 ± 1,17) і (12,06 ± 0,48) ммоль/л відповідно, це більше за норму в 5,48 та 6,22 раза. Нормалізація вмісту іонів К+ була відмічена на 60 - ту добу дослідження і дорівнювала (5,48 ± 0,05) ммоль/л.
Підвищена кількість іонів Na+ спостерігалась на 40 - ву добу експерименту. Рівень натрію у першій, другій та третій групах становив відповідно (157,3 ± 3,98) ммоль/л; (185,00 ± 3,22) ммоль/л; (165,40 ± 1,12) ммоль/л, що більш від норми на 22,78 ммоль/л на 40 -ву добу спостереження.
Гіперкаліємія у піддослідних щурів поєднувалася з підвищенням рівня іонів Mg2+, оскільки магній є антагоністом калію. Найбільше зростання показників іонів Mg2+ спостерігалось на 40 - ву добу споживання іонів Cr6+ та становило (3,14 ± 0,40) ммоль/л, що більше від контролю на 1,75 ммоль/л. У першій та третій групах рівень підвищення становив 0,9 та 0,59 ммоль/л у порівняно з контролем (1,38 ± 0,048), показники груп дорівнюють відповідно: (2,28 ± 0,16) ммоль/л; (1,98 ± 0,20) ммоль/л.

Найбільша зміна концентрації іонів Са2+ у крові під впливом іонів Cr6+ спостерігалась у другій піддослідній групі. Причиною підвищення позаклітинного кальцію є посилена його мобілізація з кісткової тканини внаслідок остеорезорбтивних процесів, що чітко спостерігали на 40 - ву добу дослідження внаслілок чого рівень Са2+ становить 5,98±0,59 ммоль/л, що у 1,56 раза більше за норму. Зменшення кількості кальцію в плазмі крові піддослідних тварин спостерігалося на 60 - ту добу спостереження та становило (2,56 ± 0,08) ммоль/л, що на 1,26 ммоль/л менше від контролю. У першій піддослідній групі тварин вміст іонів Са2+ був дещо меншим, ніж у контрольних щурів.
Біохімічне дослідження крові піддослідних тварини показало динамічне зростання рівня АлАт та АсАт, що відмічалось упродовж усіх термінів спостереження. Так, рівень АлАт та АсАт у першій групі становив (87,32 ± 10,24) та (147,38 ± 14,9), що вище від контролю на 17,88 та 78,22 МЕ. Рівень АлАт та АсАт у другій групі дорівнював (270,46 ± 33,35) та (251,12 ± 30,36) – це вище в 3,89 та 3,63 раза порівнянно з контролем. Третя група щурів також характеризувалася підвищеними рівнями АлАт та АсАт, хоча дещо меншими порівняно з другою групою тварин (153,76 ± 7,32) та (216,08 ± 32,52) – це вище у 2,21 та 3,12 раза в порівнянні з контрольною групою.

Ми визначали коефіцієнт де Рітіса (АсАт / АлАт) для з’ясування вибіркової дії іонів хрому на паренхіматозні органи. Нормальне значення цього коєфіцієнта дорівнює (1,33 ± 0,42), його зниження – ознака ураження печінки, а збільшення – ознака загибелі міоцитів або прижиттєвого ушкодження клітин. Коефіцієнт де Рітіса для трьох груп становив: 1,68; 0,92; 1,74 відповідно. Аналіз коефіцієнта свідчить про наявність кардіотоксичної дії іонів Cr6+ та прижиттєвого ушкодження різних клітин на 20 - ту і 60 - ту доби експерименту й гепатотоксичної дії на 40 - ву добу дослідження.

Пошкодження тканин і руйнування клітин супроводжується змінами фермента ЛДГ. У зв'язку з цим ЛДГ є важливим маркером тканинної деструкції. Загальна ЛДГ упродовж експерименту постійно зменшувалась і досягла рівня (467,56 ± 116,16) Е/л на 60 - ту добу експерименту. Тварини першої та другої групи мали наступні рівні ЛДГ: (701,9 ± 165,72) Е/л та (713,8 ± 29,10) Е/л, що менше від норми на 62,2; 50,3; 296,5 Е/л у піддослідних групах відповідно.

Ми спостерігали постійне та динамічне підвищення КФК упродовж усіх термінів експерименту. В першій групі рівень КФК становив (2421,6 ± 178,95) мкМ, найбільші показники КФК спостерігалися на 40 - ту та 60 - ту добу експерименту – (4577,0 ± 174,37) мкМ і (1409,2 ± 195,20) мкМ відповідно. Збільшення рівня КФК по групах відповідно становить 1400,5; 3555,9; 388,1 мкМ ( табл. 3.7).

Важливими показниками неспецифічної резистентності організму є клітинні фактори неспецифічного захисту. Насамперед це визначається кількістю білих клітин у крові піддослідних тварин.
Табл. № 3.7

Біохімічні показники плазми крові експериментальних тварин

	Показники
	Контроль
	Перша група
	Друга група
	Третя група

	Білок загальний, г/л
	70,9 ± 1,70
	96,26 ± 5,14
	85,24 ± 1,50
	71,38 ± 2,57

	Альбуміни, г/л
	26,92 ± 2,49
	42,96 ± 3,20
	39,70 ± 1,83
	45,68 ± 1,12

	Сечовина, ммоль/л
	3,68 ± 0,23
	9,74 ± 1,44
	8,30 ± 1,28
	9,44 ± 1,03

	Креатинін, кмоль/л
	49,82 ± 2,89
	102,8 ± 8,8
	116,50 ± 9,40
	93,54 ± 2,66

	Холестерин, ммоль/л
	2,59 ± 0,11
	2,62 ± 0,34
	4,46 ± 0,96
	2,22 ± 0,13

	Тригліцериди, ммоль/л
	0,78 ± 0,16
	1,64 ± 0,21
	1,66 ± 0,26
	0,59 ± 0,09

	ЛПВЩ, ммоль/л
	0,87 ± 0,09
	1,45 ± 0,46
	1,01 ± 0,17
	0,91 ± 0,05

	ЛПНЩ, ммоль/л
	0,30 ± 0,07
	0,64 ± 0,09
	1,39 ± 0,23
	0,22 ± 0,01

	Білірубін загальний, мкмоль/л
	5,34 ± 0,57
	6,04 ± 0,91
	5,16 ± 1,36
	18,58 ± 5,19

	Білірубін непрямий, мкмоль/л
	5,34 ± 0,57
	5,06 ± 2,18
	5,16 ± 1,36
	5,16 ± 1,42

	К+ ,ммоль/л
	5,84 ± 0,14
	11,32 ± 1,17
	12,06 ± 0,48
	5,48 ± 0,05

	Na+, ммоль/л
	162,22 ± 3,68
	157,3 ± 3,98
	185,00 ± 3,22
	165,40 ± 1,12

	Mg++, ммоль/л
	1,38 ± 0,048
	2,28 ± 0,16
	3,14 ± 0,40
	1,98 ± 0,20

	Ca++,ммоль/л
	3,82 ± 0,066
	3,40 ± 0,19
	5,98 ± 0,59
	2,56 ± 0,08

	АлАт, МЕ.
	69,44 ± 1,17
	87,32 ± 10,24
	270,46 ± 33,35
	153,76 ± 7,32

	АсАт, МЕ.
	69,16 ± 1,22
	147,38 ± 14,9
	251,12 ± 30,36
	216,08 ± 32,52

	ЛДГ, Е/л
	764,14 ± 94,53
	701,9 ± 165,72
	713,8 ± 29,10
	467,56 ± 116,16

	КФК, мкМ
	1021,08 ± 1,37
	2421,6 ± 178,95
	4577,0 ± 174,37
	1409,2 ± 195,20


Кількість лейкоцитів у дослідних тварин під час експерименту постійно зростала: (4,50±0,62×109)/л, (6,18±0,88×109)/л, (6,88±1,27×109)/л по групах відповідно. Таку реакцію лейкоцитів у експерементальних щурів ми розцінюємо як відсутність відповіді на дію іонів хрому та продуктів його метаболізму.

Аналізуючи лейкоцитарну формулу у тварин експериментальних груп дослідження, ми відмічали збільшення кількості паличкоядерних нейтрофілів з (0,8 ± 0,20) до (2,2 ± 0,66)% з подальшим зменшенням їх до (0,6 ± 0,02) на 60 - ту добу спостереження. Лейкограма експериментальних тварин не відрізнялась істотними змінами еозинофілів, моноцитів, сегментоядерних нейтрофілів (табл.3.8).

Під час дослідження лімфоцитарних клітин виявленні зміни абсолютних значень, що мали постійну тенденцію до збільшення (2871,4 ± 426,5), (4196,0 ± 602,7), (4396,6 ± 957,3) по групах відповідно. Процентне співвідношення між фракціями лімфоцитів практично не змінилось. Аналіз абсолютних значень підвищився за рахунок усіх видів лімфоцитів (табл. 3.8). Імунорегуляторний індекс (IPJ) не змінювався у щурів першої та другої груп і дорівнював відповідно (1,95 ± 0,03), (1,908 ± 0,06). У тварин третьої групи він був знижений до (1,88±0,05), що зумовлено більш вираженим зниженням CD8+ порівнянно із CD4+ .

На підставі проведеного кластерного аналізу показників крові одержана діаграма(рис. 3.32 ), де горизонтальна вісь відбиває показники, а вертикальна – відстань з’єднання. Таким чином, на першому етапі були об’єднані ШОЕ, маса нирки, Т- та В-лімфоцити, лейкоцити, які мали мінімальні відстані, а на останньому етапі – об’єднуються будь - які кластери. Аналіз рисунка 3.32 свідчить, що одержана дендрограма є останньою. Число кластерів дорівнює двом з двома підкластерами у кожному. До першого входять лімфоцити, сегментоядерні клітини, альбумін, гемоглобін, еозинофіли, макрофаги, маса серця, ШОЕ, ЛДГ, КФК, тривалість споживання іонів хрому, маса печінки, білірубін, Т та В- лімфоцити, лейкоцити; в другий – К+, Mg2+, Ca2+, Na+, фрагментації ДНК, ЦІК (I, II, III), Ig (M, G, A), ЛПВЩ, ЛПНЩ, АлАт, АсАт, сечовина, оптична щільність кісток, тригліцериди, загальний білок. На рис. 3.33 можна побачити зміни показників двох основних кластерів.
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Рис. 3.32. Дендрограма кластеризації показників досліджуваних груп щурів
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Рис. 3.33. Зміни рівнів кластерів упродовж усіх термінів експерименту 

Табл. № 3.8

Таблиця імунологічного обстеження досліджуваних груп щурів

	Показники
	Контроль
	Піддослідні тварини

	
	
	Перша група
	Друга група
	Третя група

	Лейкоцити ×109/л
	4,75 ± 0,30
	4,50 ± 0,62
	6,18 ± 0,88
	6,88 ± 1,27

	Гемоглобін
	132,40 ± 10,16
	115,8 ± 17,22
	143,20 ± 5,38
	135,60 ± 2,13

	ШОЕ
	2,0 ± 0,63
	1,2 ± 0,2
	1,60 ± 0,40
	2,60 ± 0,67

	Лімфоцити
	2286,80 ± 140,69
	2871,4 ± 426,5
	4196,0 ± 602,7
	4396,6 ± 957,3

	ЦІК I
	12,80 ± 2,41
	11,8 ± 0,96
	9,40 ± 1,40
	5,80 ± 0,66

	ЦІК II
	23,80 ± 3,00
	27,8 ± 1,5
	19,80 ± 2,107
	15,40 ± 1,36

	ЦІК III
	38,00 ± 3,52
	69,2 ± 12,40
	50,80 ± 5,642
	29,00 ± 1,09

	Ig G
	519,60 ± 73,53
	1043,2 ± 67,3
	4,70 ± 0,6253
	2,58 ± 0,02

	Ig A
	186,20 ± 40,96
	343,0 ± 23,35
	0,654 ± 0,076
	0,55 ± 0,01

	Ig M
	162,20 ± 25,75
	394,8 ± 64,9
	0,532 ± 0,013
	0,47 ± 0,01

	Т-лімфоцити CD3
	1271,00 ± 80,17
	1633,8 ± 300,6
	2488,8 ± 397,0
	2170,7 ± 823,7

	В-лімфоцитиCD22
	533,00 ± 33,48
	762,8 ± 123,6
	1176,2 ± 229,5
	1045,7 ± 431,5

	Т-хелпери CD4
	856,20 ± 49,28
	1065,6 ± 191,2
	1615,8 ± 240,0
	1377,6 ± 507,7

	Т-супресори CD8
	415,40 ± 22,81
	544,2 ± 103,9
	867,6 ± 160,4
	768,6 ± 302,2

	IPJ
	2,03 ± 0,02
	1,95 ± 0,0332
	1,908 ± 0,069
	1,88 ± 0,05

	Палочкоядерні%
	2,20 ± 0,58
	0,8 ± 0,20
	2,2 ± 0,66
	0,6 ± 0,02

	Сегментоядерні%
	43,20 ± 3,76
	31,8 ± 5,14
	26,0 ± 0,148
	33,6 ± 4,80

	Еозинофіли%
	1,00 ± 0,31
	2,08 ± 1,9
	1 ± 0,45
	1,0 ± 0,32

	Моноцити%
	4,80 ± 0,86
	2,2 ± 0,58
	2,8 ± 0,86
	1,6 ± 0,40

	Лімфоцити%
	48,60 ± 3,18
	64,6 ± 4,95
	68,0 ± 1,76
	63,2 ± 5,11

	Т-лімфоцити%
	55,60 ± 0,81
	56,0 ± 1,55
	58,8 ± 0,97
	59,6 ± 1,03

	В-лімфоцити%
	23,40 ± 1,02
	24,0 ± 1,48
	27,4 ± 1,54
	28,6 ± 1,44

	Т-хелпери%
	37,00 ± 0,44
	36,6 ± 0,93
	38,4 ± 0,24
	38,6 ± 0,40

	Т-супресори%
	18,20 ± 0,20
	18,6 ± 0,60
	20,2 ± 0,86
	21,4 ± 1,44


Проведена кластеризація тварин по групах доводить індивідуальну чутливість тварин до іонів хрому. На першому етапі кластеризації об’єднані в кластер усі тварини першої групи, які знаходились в експерименті 20 діб. До другого кластера війшли чотири тварини, яким вводили іони хрому впродовж 60 діб експерименту та одна тварина, яка споживала іони хрому 40 діб. До третього кластера війшли тварини, яким вводили іони хрому впродовж 40 діб, та одна тварина, яка споживала іони хрому 60 діб. Наявність у другому кластері однієї тварини, яка споживала іони хрому впродовж 40 діб, свідчить про індивідуальну чутливість до хрому, тобто зміни таких показників, як і у 60 - добових щурів. До складу третього кластера входить одна тварина, яка споживала іони хрому протягом 60 діб, а зміни показників характерні для тварин із 40 - добовим споживанням хрому (рис. 3.34).
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 Рис. 3.34. Дендрограма кластеризації піддослідних щурів за добами споживання іонів хрому

Для з’ясування структурних зв’язків між Р- ознаками, які аналізуємо, ми провели багатофакторний аналіз. 


Точкова діаграма (рис 3.35) може нам допомогти визначити кількість факторів, що впливають на біохімічні показники крові піддослідних тварин. Така діаграма служить для того, щоб маловажливі фактори можна було відокремити від найбільш значущих. Ці значущі фактори на графіку утворюють свого роду схил, тобто ту частину лінії, що характеризується крутим падінням. У наведеній діаграмі такий крутий спад спостерігається серед перших шести факторів. Шість факторів ми аналізуємо на одній моделі. Якщо поглянути на графік, то можна помітити схил, тобто область значущих чинників, що знаходяться вище сьомого фактора, а сьомий, восьмий, дев’ятий фактори розміщені в області незначущих факторів. Ми провели розрахунок із використанням моделі, що містить різну кількість факторів, але доречно зробити модель з урахуванням лише шістьох факторів.
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Рис. 3.35. Діаграма важливості факторів

Варіанти комбінацій значущих величин можна подати у вигляді шістьох факторів, змоделювавши при цьому залежності F - головних факторів від факторних навантажень значень вектора:

F1 = Лімфоцити абс. -0,93+ Лімфоцити абс. -0,96 + IPJ 0.85 + Т- лімфоцити абс. -0,97 + В- лімфоцити абс.-0,96 + Т-хелпери абс. -0,96 Т- супресори абс. -0,97…

F2 = ЛПНЩ -0,8 + Na, -0,79 + Mg -0,77 + Ca -0,92 + АлАт -0,77 + Оптична щільність кісток -0,71…

F3 = Фрагментація ДНК -0,8 + ЦІК I -0,82 + ЦІК II -0,79 + ЦІК III -0,82 + Ig A -0.83 + IgG -0.82 + IgM -0.77…

F4 = Лімфоцити % 0,84 + Сегментоядерні -0,75

F5 = Гемоглобін -0,55 + Базофіли-0,56

F6 = Маса печінки-0,87 + Білірубін непрямий -0,87 + Білірубін загальний -0,80.
Тоді узагальнена модель залежності надходження хрому і показників крові набере такого вигляду:

Y = a0 + a 1F1 + a2x2 +… + a6x6,
де 
Y – ріст фіброзного епулісу;

F1 – перший фактор;

ai – власні числа головних компонент

Y = 11,13F1 + 8,35F2 + 10,26 F3 + 3,78 F4 + 3,13 F5 + 3,83F6

Останнім етапом факторного аналізу необхідно виявити й описати залежний зв'язок факторів. Перший фактор зібрав усі загальні показники білої крові, що характеризують зміни білого паростка крові в організмі. На підставі негативних кореляційних коефіцієнтів та беручи до уваги значення змінних, можна припустити вплив показників, що належать до фактора 1 (F1) як результат розвитку хромового мікроелементозу. Таким чином, ефективність функціонування цього фактора зменшується зі збільшенням величини окремих показників. Збільшення надходження іонів хрому призводить до зменшення абсолютної кількості абс. лімфоцитів, абс. лімфоцитів, абс. Т- лімфоцитів, абс. В- лімфоцитів, абс. Т- хелперів, абс. Т- супресорів. На нашу думку, це пов’язано з активацією апоптозу, тому, що іони хрому мають цитотоксичні властивості.

Другий фактор характеризується вмістом досліджуваних елементів (Са++, Na+, Mg++), ЛПНЩ, АлАт та оптичною щільністю кісток. Значення оптичної щільності кісток досліджуваних щурів зменшується зі збільшенням вмісту катіонів Са++, Na+, Mg++ у сироватці крові. Також на зменшення оптичної щільності кісток впливає збільшення АлАт та ЛПНЩ.

Третій фактор мав у своєму складі фрагментацію ДНК, ЦІК I, ЦІК II, ЦІК III, Ig A, IgG, IgM і характеризував сукупне навантаження на організм іонів хрому. Беручи до уваги негативні коефіцієнти кореляції, що приймають участь у зміні фактора, і полярність значень перемінних (великі значення), можна зробити висновок про значний негативний вплив показників, що належать до третього фактора, на результат розвитку мікроелементозу. Четвертий фактор зосередив відсоткові характеристики лімфоцитів, а також відсотковий рівень сегментоядерних нейтрофілів.

П’ятий фактор має позитивну кореляцію гемоглобіну, а також негативний відсотковий рівень базофілів.

Шостий фактор відображає масу печінки із загальним та непрямим білірубіном. Негативні значення коефіцієнтів кореляції цих показників, що беруть участь у зміні фактора й призводять до істотного негативного впливу показників.

Проведений факторіальний аналіз показує, що другий фактор (F2) є важлививим у фрагментації ДНК, упродовж 20, 40, 60 діб. У зв’язку з цим ми вирішили виділіти ДНК з печінки, нирок, селезінки, кісткової тканини та тканин пародонта за допомогою фенольного методу й провести електрофорез одержаних препаратів ДНК та органів інтактних тварин для з’ясування найбільшого пошкодження ДНК окремого органа за умов впливу хромового мікроелементозу. 

При аналізі ДНК, виділених із тканин пародонта (рис. 3.36), випливає, що на доріжках 10, 12 (контроль) виявляється смуга, характерна для високомолекулярної ДНК інтактних тканин. Через 20 діб після споживання іонів хрому на електрофореграмі (рис. 3.36, доріжки 2, 3, 4, 5, 6), виявлені фрагменти ДНК, що відповідають розмірам 15*103, 13*103 і менше 12*103 п.н., тобто пошкодження ДНК становить 0,06 – 0,08 на 1000 пар нуклеотидів. Через 40 діб впливу іонів хрому відбувається зменшення фрагментації ДНК, на що вказує незначна розбіжність ДНК на електрофореграмі (рис. 3.36, доріжки 7, 8, 9, 11). Аналізуючи ДНК щурів, які споживали іони хрому впродовж 60 діб (рис. 3.36, доріжки 13, 14, 15, 16, 17) ми виявили, що пошкодження ДНК 0,004 – 0,25 на 1000 пар нуклеотидів, розміри фрагментів варіюють відповідно в межах 25*103-5*103, 1500-2500, 12*104-14*103 і 11*103 – 4000 п. н.
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Рис. 3.36. Фрагментація ДНК пародонта експериментальних щурів: 
1, 18 –маркер; 10, 12 – інтактні тварини; доріжки 2, 3, 4, 5, 6 – тварини, які споживали іони Cr6+ упродовж 20 діб; доріжки; 7, 8, 9, 11 – тварини, які споживали іони Cr6+ упродовж 40 діб; доріжки 13, 14, 15, 16, 17 – тварини, які споживали іони Cr6+ упродовж 60 діб

Таким чином, фрагментація ДНК пародонта за умов впливу на геномний апарат іонів хрому менша на 40 - ву добу його споживання, що, очевидно, пояснюється адаптаційними можливостями організму. За умов продовження впливу на клітини організму іонів хрому впродовж 60 діб, можна припустити ініціацію апоптозу, що реалізується за рахунок блокування репаративних ензимів, зокрема MGMT, за участі транскрипційного фактора р53, проапоптозного білка Bax і мітохондріального апоптотичного фактора AIF.


Рис. 3.37 демонструє особливості фрагментації хроматину клітин печінки щурів під час дії іонів хрому. При цьому в спектрі фрагментів чітко виявляється пік високополімерної ДНК (доріжки 17, 18). Найбільша фрагментація геному печінки спостерігається на 60 - ту добу спостереження (0,09 – 0,25) розривів на т.п.н.. ДНК клітин після 20 та 40 діб експерименту розпадається на фрагменти 15*103, 13*103 пар нуклеотидів, пошкодження ДНК 0,06 –0,07 на 1000 пар нуклеотидів відповідно термінам спостереження.

Під час дослідження ДНК клітин нирок також спостерігається незначна фрагментація ДНК. Високомолекулярні компоненти фрагментації ДНК нирок помітні у всіх групах, молекулярна маса у всіх випадках близько 21*103-10*104 т.п.н. Потрібно відмітити, що фракції ДНК нирок містять менше розривів. При цьому фрагментація ДНК ядер клітин нирок за розрахунками становить 0,009 - 0,003 розривів на тисячу пар нуклеотидів.
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Рис. 3.37. Фрагментація ДНК печінки експериментальних щурів: доріжки 1, 2, 3, 4, 5 – тварини, які споживали іони Cr6+ упродовж 20 діб; доріжки 6, 7, 8, 9, 10 – тварини, які споживали іони Cr6+ упродовж 40 діб; доріжки 11, 12, 13, 14, 15 – тварини, які споживали іони Cr6+ упродовж 60 діб; доріжки 17, 18 – інтактні тварини

На 20 - ту добу споживання іонів хрому фрагментація ДНК клітин селезінки знаходилася на рівні – 15*103, 13*103 тисяч пар нуклеотидів, на 40 - ву добу ДНК ядер має незначні ознаки фрагментації – 10*103 – 8000 тисяч пар нуклеотидів. На 60 - ту добу в ядрах клітин селезінки на тлі великих фрагментів помітно яскраво виражену фрагментацію ДНК, причому характер фрагментації носить дискретні риси. Пошкодження на 1000 пар нуклеотидів були такими: на 20 - ту добу − 0,06 - 0,07, 40 - ту добу − 0,1-0,125; 60 - ту добу − 0,02 –1,25. (рис. 3.38)
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Рис. 3.38. Фрагментація ДНК різних органів під впливом іонів Cr6+
ІЧ - спектри ДНК смуги поглинання умовно можна поділити на три області: перша – 4000 – 2000 см-1 – коливання азотистих основ; друга – 1700 – 1500 см-1 коливання СН2-груп дезоксирибози ДНК; третя – 1300 – 1000 см-1 – коливанння дезоксирибози та фосфатних груп у скелеті молекули ДНК (рис. 3.39). Смуги спектра залежно від інтенсивності поглинання інфрачервоного випромінювання можна поділити на: сильні – ≤ 20 %; середні – 20 – 5 % та слабкі – ≥5 %. 

В інтактних тварин спостерігалися такі піки коливань спектра ДНК:
ОН- група відображалася на спектрі смугою зі центром близько (3747±2) см-1 та діапазоні від (3719 ± 13) см-1 до (3772 ± 10) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ поглинання дорівнював (2,80 ± 0,99) %.

Сумарна інтенсивна смуга азотистих основ аденіну, тиміну, гуаніну, цитозину знаходилась у межах від (2990 ± 4) см-1 до (3687 ± 16) см-1 з центром (3432 ± 11) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ поглинання становив (61,26 ± 5,43)%. 

Кільця цитозину та тиміну, які у своєму складі мають ≡С–Н зв’язки, та здебільшого дають смугу в межах (2875 ± 7) см-1 до (2989 ± 3) см-1, знаходилися у центрі піку (2924 ± 0) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ поглинання дорівнював (6,72 ± 0,97)%.
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Проявлення зв’язку -С-О-С- залишку рибози ДНК дає інтенсивну смугу в межах (2826 ± 4) см-1 (2875 ± 5) см-1, центр піку знаходиться на рівні (2853±1) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ- поглинання становив (2,32±0,26) %.

Рис. 3.39. Поляризований інфрачервоний спектр ДНК тканин пародонта інтактної тварини

Частота валентних коливань С–N=С= групи цитозину знаходиться у межах (2348 ± 23) см-1 (2382 ± 7) см-1 з центром (2368 ± 11) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ поглинання становив лише (0,41 ± 0,30) %.

Група =С=О азотистих основ проявлялась у межах (2307 ± 13) см-1 (2347 ± 23) см-1 з центром (2334 ± 12) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ поглинання сягав лише (0,35 ± 0,19) %.

Основним завданням під час вивчення ІЧ - спектрів вторинної структури ДНК є знаходження специфічних спектральних характеристик для взаємодії азотистих основ, рибози та залишку фосфорної кислоти, що перебувають у складі спіралі. Основні коливання вторинної структури ДНК знаходились у межах 1000 см-1 – 1700 см-1. Відповідно до моделі Уотсона та Кріка вторинна структура ДНК – це подвійна спіраль з антипаралельними ланцюгами. Вони стабілізуються як водневими зв'язками, так і силами Ван-дер-Вáальса. ІЧ - спектру взаємодії азотистих основ аденін – тимін, гуанін – цитозин притаманні два незначні піки коливань. 

Аденін - тимін (А-Т) мав дві смуги коливань. Першій смузі властивий центр, що проявлявся на рівні 1457 см-1 у діапазоні від (1449 ± 2) см-1 до (1463 ± 4) см-1, а в другій смузі пік знаходився на рівні 1473 см-1 з діапазоном від (1470 ± 1) см-1 до (1490 ± 13) см-1. Відсотки інтенсивності ІЧ- поглинання становили (1,72 ± 0,50) % та (1,54 ±0,80) % відповідно.

Перша смуга гуанін - цитозин (Г-Ц) проявлялась у діапазоні коливань від (1516 ± 1) см-1 до (1531 ± 1) см-1 із центром 1524 см-1. У смузі коливань із центром – 1524 см-1, що найбільше властиві групи цитозину. Центр другої смуги – 1555 см-1 – знаходився у діапазоні від 1549 см-1 до 1559 см-1, що відповідає коливанням С6-О6 – груп гуаніну. Відсоток інтенсивності ІЧ поглинання становив (1,57 ± 0,72) % та (1,19 ± 0,40) % відповідно.

Проявлення гуаніну в інтактних тварин відображалося вузькою смугою із центром 1508 см-1 у діапазоні від (1506) см-1 до (1515 ± 3) см-1, вона характерна для зв’язків атомів. Відсоток інтенсивності ІЧ- поглинання дорівнював (1,01 ± 0,47)%.

Є всі підстави припустити, що дезоксирибоза дає коливання, які відповідають наявності =CH2 – груп. Тому центр піку коливання знаходиться на рівні (1400,0 ± 1) см-1 з діапазоном від (1376,0 ± 9) см-1 до (1440 ± 9,5) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ - поглинання досягав (11,67 ± 2,45) %.
Залишок фосфорної кислоти (=РО-2) проявлявся із центром (1232 ± 5) см-1 та діапазоном смуг валентних коливань від (1192 ± 6) см-1 до (1267 ± 4) см-1. Відсоток інтенсивності ІЧ - поглинання становив (6,48 ± 1,60) %.

Симетричне коливання (=РО2-) та С5–О4 – зв’язків пентозофосфорного ланцюга проявлялося двома піками – (1053 ± 2) см-1 та (1086 ± 1) см-1. Центри ІЧ- смуги знаходились у діапазоні від (1029 ± 4) см-1 до (1069 ± 6) см-1 та (1072 ± 6) см-1 до (1126 ± 19) см-1. Відсотки інтенсивності ІЧ- поглинання становили (6,27 ± 2,24) % та (6,54 ± 3,92) % – відповідно.

Валентні та деформаційні ІЧ - коливання NH2– груп відображаються поглинанням у ділянці 1535 см-1. Діапазон смуг коливань знаходиться у межах від 1531±1 см-1 до 1538 см-1. Відсоток інтенсивності за шкалою ІЧ - проглинання дорівнював лише (1,17 ± 0,17) %.


В експериментальних тварин ділянки поглинання цукрофосфатного залишку (синхронні коливання РО4 і С5-О4-пентозофосфатними ланцюгами) ДНК у першій, другій, третій групах споживання іонів хрому мали характерну смугу ІЧ поглинання для спіральної структури ДНК. Смуги ІЧ - поглинання давали пік на рівні 1054 см-1, (1055 ± 2) см-1 та (1056 ± 2) см-1, відсотки інтенсивності ІЧ пропускання становили (3,26 ± 1,4) %, (6,43 ± 3,42) % та (5,57 ± 3,71) % відповідно. За критерієм Стьюдента різниці з контролем не виявлено. Незначні зміни у відсотку інтенсивності ІЧ- поглинання виявлено на 20-ту добу спостереження (перша група). Це свідчить про те, що під впливом екзогенного надходження іонів хрому зберігається двоспіральна конформація ДНК.

Смуги А-Т – коливань азотистих основ – 1457 см-1 та 1474 см-1 у першій групі зазнали незначних змін у відсотку пропускання ІЧ- випромінювання та дорівнювали (1,39 ± 0,19)% (Р > 0,05) та (1,92 ± 0,44) % (Р < 0,05). На 40 - ву добу відбулися зміни у відсотку ІЧ - поглинання у бік збільшення смуги 1457 см-1 – (5,97 ± 3,02) % (Р < 0,05), а смуга коливання 1473 см-1 досягла рівня (10,16 ± 6,15) % (Р < 0,01). Третя група тварин – (60-та доба споживання іонів хрому) мала ознаки нормалізації смуги А-Т коливань. У смузі (1456 ± 1) см-1 відсоток ІЧ- поглинання становив (2,21 ± 0,56) % (Р > 0,1), а смуга (1474 ± 1) – (2,39 ± 1,2) % (Р > 0,05). Оскільки ці смуги характеризують здебільшого коливання С4=О4 - групи тиміну, то можна вважати, що іони хрому не впливають на взаємодію карбонільних коливань. Тому іони хрому не можуть з’єднуватися з ділянки, багатими на А - Т - ділянок ДНК. Незначне збільшення інтенсивності поглинання внутрішньокільцевих коливань ДНК свідчить про зменшення гідратації азотистих основ. 

Г - Ц – смуга коливань 1524 см-1 першої групи характеризувалася зменшенням відсотка ІЧ - поглинання на (1,03 ± 0,36) % (Р < 0,025). Смуга 1555 см-1 мала сталий відсоток ІЧ - поглинання (1,06 ± 0,34) % (Р>0,05). У тварин другої групи смуга ІЧ - поглинання (1524 ± 1) см-1 мала незмінений відсоток (1,01 ± 0,45) % (Р > 0,05). Відсоток ІЧ- смуги гуаніну 1555 см-1 дорівнював (0,905 ± 0,31)% (Р < 0,09). Картина характерних змін ІЧ коливань була виявлена і набула сили у третій групі (60 - та доба спостереження). Смуга ІЧ - поглинання цитозину – 1524 см-1 мала незначне зменшення відсотка та досягла (0,875 ± 0,481)% (Р > 0,05). В ІЧ - смузі гуаніну, що відповідало (1555 ± 1) см-1, зменшився відсоток поглинання до (0,9 ± 0,09)% (Р > 0,05). Оскільки ці смуги мають зміни, то ми припускаємо можливість взаємодії іонів хрому з Г-Ц – основами і, як наслідок, виникнення розривів ДНК.

У спектрах ДНК експериментальних тварин валентні коливання гуаніну 1508 см-1, здебільшого представлені N3C4 – С5С4 та С4С5 – C4N9 групами, зникли. Оскільки ця смуга пов'язана з коливаннями атомів гуаніну, тому вже на початку експерименту відбувається взаємодія іонів хрому з N3C4-С5С4 і С4С5-C4N9 таким чином, що хром підходить до відповідного зв’язку і його поляризує.

Валентні та деформаційні коливання NH2 – груп аденіну, гуаніну та цитозину в першій групі значно змінилися. Відсоток ІЧ - поглинання смуги 1535 зменшився і досягнув рівня (0,53 ± 0,15) % (Р < 0,001). Відсоток ІЧ - поглинання смуги 1535 другої групи дорівнював (1,20 ± 0,66) % (Р > 0,05). У третій групі знову відбулося зменшення відсотка ІЧ-поглинання смуги (1535 ± 1) до (0,60 ± 0,22) % (Р < 0,001). 
Отже, виходячи з викладеного, ми можемо припустити, що зміни, пов’язані із заміщенням одного атома водню аміногрупи (-NH2) ДНК на хром (у нормі аміногрупа утворює водневі зв'язки Уотсон-Кріківських пар), порушує утворення водневого зв'язку між азотистими основами. Це призводить до зменшення смуги поглинання NН2 – груп у порівнянні з такими в інтактних тварин.

Значні зміни смуг поглинання ІЧ - випромінювання спостерігалися в =СН2 групах дезоксирибози. У першій групі зміни у =СН2 ІЧ - смуг не спостерігалися. Центр смуги коливання =СН2 – групи знаходився в діапазоні (1400 ± 1) см-1. Відсоток інтенсивності за шкалою пропускання ІЧ - випромінювання становив (10,67 ± 1,95) % (Р > 0,05). Відсоток ІЧ - поглинання смуги (1399 ± 3) у другій групі експериментальних тварин дорівнював (4,74 ± 2,32) % (Р < 0,001). ІЧ - поглинання смуги (1401 ± 1) у третій групі мало зменшений відсоток інтенсивності, що досягав (5,30 ± 1,8) % (Р < 0,001).

Зміни смуг поглинання ІЧ - випромінювання також спостерігалися у РО-2 групах у всіх піддослідних тварин. У першій групі зміни у РО-2 смузі такі: центр смуги коливання (1225 ± 1) см-1, відсоток інтенсивності за шкалою пропускання ІЧ - випромінювання склав (2,58 ± 1,490 % (Р > 0,002). Відсоток ІЧ - поглинання смуги (1226 ± 1) у другій групі становив (4,54 ± 3,30) % (Р < 0,02). ІЧ - поглинання смуги (1224 ± 1) у третій групі зменшувалося й інтенсивність поглинання досягла (2,60 ± 0,16) % (Р < 0,001). Ми пов’язуємо ці зміни з можливістю приєднання іонів хрому до залишку фосфорної кислоти.

Таким чином, на підставі проведеного аналізу інфрачервоних спектрів поглинання ми припустили можливі комбінації приєднання іонів Cr до молекули ДНК (рис. 3.40, 3.41), що зумовлює порушення її конформації, а у подальшому порушення реплікації.
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Рис. 3.40. Взаємодія іонів хрому із залишком фосфорної кислоти
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Рис. 3.41. Взаємодія іонів хрому з аміногрупами азотистих основ

3.7. Патоморфологічні зміни тканин пародонта, кістки та крові у щурів під впливом іонів Cо2+

Спостереження за експериментальними тваринами цієї серії не виявило істотних відхилень загального стану від контролю, а показники маси внутрішніх органів наведені у табл. 3.9. 
Табл. №3.9

Показники маси внутрішніх органів під впливом іонів Со2+
	Орган
	Контроль (г)
	Експериментальна група (г)

	Печінка
	10,33 ± 0,29
	10,98 ± 0,50

	Нирки
	1,34 ± 0,09
	1,35 ± 0,95

	Серце
	1,2 ± 0,2
	1,09 ± 0,2
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Рис. 3.42. Резорбція альвеолярної кістки за умов впливу іонів Со2+ Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 400: А – лакуни остеокластичної резорбції; В – набряк Шарпеєвих волокон

Рис. 3.43. Зміни в періодонтальній щілині під впливом іонів Со2+ Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 400: A – дентин; B – цемент кореня; C – проліферуючі острівця Малясе; D – набряк волокон пародонтальної щілини; E – остеокластична лакунарна резорбція.

Зміни у парадонті на 40 - ву добу експерименту характеризувалися широкою остеокластичною резорбцією кісткової тканини (рис. 3.42 А), з утворенням кісткових лакун та подальшим їх злиттям і, як наслідок, формуванням кісткового карману. При цьому спостерігається також розширення судин та набряк Шарпеєвих волокон (рис. 3.42 В ).
Крім того, у тканинах пародонта за умов впливу іонів кобальту ми спостерігали підвищену проліферативну активність острівців Малясе (рис. 3.43С), стаз у капілярах (рис. 3.44 А), зменшення альвеолярної кістки шляхом остеокластичної резорбції. Поступова кісткова резорбція призводила до заміни кісткової тканини на фіброзну. Потрібно, відмітити що руйнування тканин пародонта під впливом іонів кобальту нерівномірне. Здебільшого наявна лакунарна вертикальна резорбція. Локалізоване руйнування кістки навколо окремих зубів відсутнє.


Відомо що, іони Со2+ можуть обмінюватися з іонами кальцію або адсорбуватися на поверхні кристалів гідроксиапатиту кістки, змінюючи її щільність.

[image: image163.jpg]



Рис. 3.44. Зміни під впливом іонів Со2+ в судинах кістки
 Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 400: А – стаз у капілярах; В – остеобласт

Для визначення оптичної щільності досліджуваного зображення ділянки кістки ми зіставляли одержане значення з оптичною щільністю шаблона з алюмінію.

Під час визначення оптичної щільності альвеолярного відростка щелеп спостерігався перепад інтенсивності на 40 - ву добу експерименту (табл. 2.10) Із наведених профілів бачимо, що контрастна характеристика альвеолярного відростка змінюється від 220 до 230 оптичних одиниць. 

Установлено, що на початку експерименту біохімічні показники крові щурів контрольної та піддослідної груп відрізнялися за складом (табл. 3.11). У щурів експериментальної групи вміст загального білка становив (91,7 ± 10,05) г/л, що вище на 20,2 г/л, ніж у контрольних тварин. Це, на наш погляд, пов'язано з компенсаторною реакцією організму до умов надлишкового надходження іонів Co2+. 

Під час визначення концентрації альбуміну крові у тварин експериментальної групи було виявлено його зростання до (48,7 ± 4,3) г/л, що більше порівняно з контролем на 24,02 г/л. 

У зразках крові піддослідних тварин значно підвищилася сечовина. Так, в експериментальній групі рівень сечовини становив (8,7 ± 1,6) ммоль/л. Порівнянно з контролем рівень сечовини був значно підвищений у 2,33 раза. Підвищеня сечовини призвело до підозри на порушення клубочкової фільтрації, ушкодження паренхіми нирок або розвиток гострої руйнації м’язової тканини. 

Також спостерігалося підвищення креатиніну в тварин піддослідної групи до (95,4 ± 4,99) мкмоль/л, тобто в 2,02 раза щодо контролю. 

При порівняльному аналізі результатів масометричних досліджень внутрішніх органів бачимо, що органи тварин піддослідної та контрольної груп макроскопічно не відрізнялися.
Різниця між показниками холестерину в тварин контрольної та піддослідної груп була значною і становила (1,9 ± 0,24) ммоль/л. Кількість тригліцеридів на 40 - ву добу споживаня іонів Со2+ становила (1,8 ± 0,36) ммоль/л, що більше норми у 2,19 раза. 

Табл. № 2.10
Оптична та розрахункова щільності кісткової тканини під впливом іонів кобальту
	Оптична щільність
	Контроль
	Перша група

	
	Оптична щільність (оптичні одиниці)
	Щільність кісткової тканини, (мг/мм³)
	Оптична щільність (оптичні одиниці)
	Щільність кісткової (тканини, мг/мм³)

	Передня кінцівки
	212,14±5,26
	2,95
	209,12±3,21
	2,91

	Права частина нижньої щелепи
	214,35±3,95
	2,98
	215,11±4,53
	3,00

	Ліва частина нижньої щелепи
	218,17±5,11
	3,04
	212,90±4,41
	2,96


В експериментальних тваринах показник ЛПВЩ практично не змінився порівняно з контролем (0,73 ± 0,08) ммоль/л, (Р > 0,05). Кількість ЛПВЩ в експерементальних щурів знизився до (0,71 ± 0,062) ммоль/л, що також було недостовірною різницею з контролем.

Вміст загального білірубіну (ЗБ) у сироватці крові був підвищений і становив (7,56 ± 1,80) кмоль/л (Р < 0,05), що свідчить про незначний гепатотоксичний ефект іонів Cо2+. Зміни рівня іонів К+ у бік підвищення незначні – до (6,08 ± 0,43) ммоль/л та статистично незначущі. 


Зміни концентрації іонів Na+ не спостерігалися на 40 - ву добу експерименту і вони становили (160,46 ± 6,52) ммоль/л.


Показники іонів Mg2+ були сталими на 40 - ву добу споживання іонів Со2+ і становили (1,41 ± 0,07)ммоль/л, що не відрізняється від норми. Зміна іонів Са2+ під впливом іонів Cо2+ мала лише тенденцію до підвищення його рівня на 40 - ву добу дослідження до (4,067 ± 0,64) ммоль/л. Причиною підвищення позаклітинного кальцію ми вважаємо мобілізацію його з кісткової тканини внаслідок посилення остеорезорбтивних процесів. 


У процесі дослідження виявлений дисонанс ферментних систем: рівень АлАт зріс до (77,3 ± 4,66), що вище від контролю на 8,99. АсАт знизився до (50,38 ± 3,89), при цьому коефіцієнт де Рітіса для піддослідних тварин дорівнював 0,65, що свідчить про наявність гепатотоксичної дії іонів Cо2+ та прижиттєвого ушкодження печінки. 


Пошкодження тканин і руйнування клітин супроводжуються змінами ферменту ЛДГ. У зв'язку з цим ЛДГ є важливим маркером тканинної деструкції. Загальна ЛДГ упродовж експерименту збільшилась і досягла рівня (1449,0 ± 116,6) Е/л.


Ми також виявили у піддослідних щурів зниження рівня КФК до (757,26 ± 148,57) мкМ (табл. 3.11).


Дослідження імунного статусу експериментальних груп щурів показали, що кількість лейкоцитів у тварин піддослідної групи не відрізнялася від контролю (4,61 ± 0,29×109)/л. Збереження числа лейкоцитів у щурів піддослідної групи ми розцінюємо як відсутність відповіді на дію іонів кобальту та продуктів його метаболізму.

Лейкоцитарна формула характеризувалася сталістю кількості паличкоядерних нейтрофілів порівняно з контролем – (1,8 ± 0,31) %. Лейкограма досліджуваних груп тварин не відрізнялась істотними змінами еозинофілів, моноцитів, сегментоядерних нейтрофілів (табл.. 3.12).


Разом з тим зміни абсолютних значень лімфоцитів чітко виявлялися під час дослідження ( табл. 3.12). Проте відсоткове співвідношення між фракціями лімфоцитів практично не змінилося. Тому імунорегуляторний індекс (IPJ) також не змінювався і становив (1,85 ± 0,023) в експериментальних щурів, тоді як у контролі він знаходився на рівні (1,81 ± 0,03). 


На підставі проведеного кластерного аналізу показників крові одержана діaграма (рис. 3.45 ): горизонтальна вісь якої відображає показники, вертикальна – відстань з’єднання. Таким чином, на першому етапі об’єднані Na+, Ca2+, КФК, ЛДГ та непрямий білірубін, а на останньому етапі – об’єднуються будь - які інші кластери. Аналіз діаграми свідчить, що вона є останньою. Число кластерів дорівнює двом і зміни їх показників можна бачити на рис. 3.46.


Під час кластеризації тварин за показниками виявлена така картина. Перший етап кластеризації – об’єднання в кластер усіх тварин експериментальної групи (40 діб споживання іонів кобальту). До другого кластера ввійшли тварини контрольної групи (рис. 3.47).

Для визначення величин, що призводять до з’ясування структури зв’язків між Р- ознаками, ми провели факторіальний аналіз. Точкова діаграма (рис. 3.48) допомогає визначити кількість факторів. Така діаграма служить для того, щоб маловажливі фактори можна було відокремити від найбільш значущих. Ці значущі фактори на графіку утворюють свого роду схил, тобто ту частину лінії, що характеризуєт круте падіння. У наведеній діаграмі такий крутий спад спостерігається у першому факторі, тобто лише іони кобальту є важливим фактором у цій моделі. На графіку бачимо, що схил, тобто область значущих чинників, спостерігається вище другого фактора, а другий, третій, четвертий розміщені в області незначущих факторів. Ми провели розрахунок із використанням моделі, що містить різне число факторів, але доречно зробити модель з урахуванням одного фактора.

Варіанти комбінацій величин можна подати у вигляді одного фактора, змоделювавши при цьому залежності F головного фактора від факторних навантажень значень вектора:

F1 = загальний білок 0,84 + сечовина 0,7 + холестерин 0,93 + триглицериди 0,72 + непрямий білірубін -0,86 + К 0,97 Mg. – 0,99.

Тоді узагальнена модель залежності надходження іонів кобальту і показників крові набере такого вигляду:

Y = a0 + a1 F1 + a2x2 +. + a6x6,

де 
Y – ріст фіброзного епулісу;

F1 – перший фактор;

ai – власні числа головних компонент;
Y = 6,01F1.

Табл. 3.11
Біохімічні показники плазми крові експериментальних тварин під впливом іонів Со2+
	Показник
	Контроль
	Експеремент

	Білок загальний, г/л
	71,2±1,40
	91,7±10,05

	Альбуміни, г/л
	24,68±2,91
	48,7±4,3

	Сечовина, ммоль/л
	3,73±0,36
	8,7±1,6

	Креатинин, кмоль/л
	47,11±2,97
	95,4±4,99

	Холестерин, ммоль/л
	2,38±0,23
	1,9±0,24

	Тригліцериди, ммоль/л
	0,82±0,21
	1,8±0,36

	ЛПВЩ, ммоль/л
	0,73±0,08
	0,71±0,062

	Білірубін загальний, мкмоль/л
	5,56±0,62
	7,56±1,80

	Білірубін непрямий, мкмоль/л
	5,56±0,71
	7,56±1,80

	К, ммоль/л
	5,91±0,14
	6,08±0,43

	Na, ммоль/л
	161,34±4,86
	160,46±6,52

	Mg, ммоль/л
	1,40±0,081
	1,41±0,07

	Ca, ммоль/л
	3,81±0,056
	4,067±0,64

	АлАт, МЕ.
	68,31±0,98
	77,3±4,66

	АсАт, МЕ.
	67,61±0,83
	50,38±3,89

	ЛДГ, Е/л
	764,14±94,53
	1449,0±116,6

	КФК, мкМ
	1021,08±1,37
	757,26±148,57


Табл. № 3.12
Результати імунологічного обстеження щурів під впливом іонів Со2+
	Показник
	Контроль
	Експеримент

	Лейкоцити, ×109/л
	4,63 ± 0,41
	4,61 ± 0,29

	Гемоглобін
	129,7 ± 9,81
	120,8 ± 18,77

	ШОЕ
	1,8 ± 0,09
	2,8 ± 0,5

	Лімфоцити
	2310,20 ± 80,91
	2663,4 ± 129,4

	ЦІК I
	13,0 ± 1,71
	12,81 ± 0,34

	ЦІК II
	21,71 ± 2,33
	23,2 ± 0,95

	ЦІК III
	40,81 ± 2,39
	70,1 ± 3,2

	Ig G
	519,60 ± 73,53
	1043,2 ± 67,3

	Ig A
	186,20 ± 40,96
	343,0 ± 23,35

	Ig M
	162,20 ± 25,75
	394,8 ± 64,9

	Т-лімфоцити CD3
	1247,46 ± 170,71
	1624,99 ± 256,6

	В-лімфоцитиCD22
	625,88 ± 32,81
	815,3024 ± 136,4

	Т-хелпери CD4
	780,27 ± 62,2
	1016,424 ± 153,1

	Т-супресори CD8
	437,9654 ± 31,81
	570,5114 ± 93,8

	IPJ
	1,81 ± 0,03
	1,85 ± 0,023

	Палочкоядерні,%
	1,90 ± 0,16
	1,8 ± 0,31

	Сегментоядерні,%
	41,90 ± 0,31
	41,3 ± 2,41

	Еозинофіли, %
	2,03 ± 0,29
	2,08 ± 0,7

	Моноцити, %
	3,70 ± 0,36
	3,5 ± 0,33

	Лімфоцити, %
	41,32 ± 3,18
	59,7 ± 4,7

	Т-лімфоцити, %
	55,60 ± 0,81
	40,77 ± 2,33

	В-лімфоцити , %
	17,3299 ± 1,02
	19,03 ± 2,58

	Т-хелпери, %
	27,83 ± 0,44
	26,59 ± 0,31

	Т-супресори, %
	13,50631 ± 0,20
	13,58 ± 0,81


[image: image39.jpg]Tree Diagra for 17 Varisbles

Single Linkage
Euclidean ditances

soug wingo
Hdasoaox

l

W
et
gy
ety
oy
emsaron
Htzady
sy

wingo
vowduan
i

o

£

e

soueisIq s




Рис. 3.45. Дендрограма кластеризації досліджуваних показників крові у піддослідних щурів
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Рис. 3.46. Зміни рівнів кластерів після 40 діб експерименту
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Рис. 3.47. Дендрограма кластеризації піддослідних щурів за тривалістю споживання іонів хрому
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Рис. 3.48. Діаграма важливості факторів

На останньому етапі факторного аналізу необхідно виявити й описати смисловий зв'язок факторів. Під час статистичного аналізу був створений лише один фактор. Він зібрав усі загальні показники крові, що характеризують зміни в організмі. 

На підставі позитивних кореляційних коефіцієнтів та беручи до уваги значення змінних, можна припустити вплив показників, що належать до фактора 1 (F1) на результат розвитку мікроелементозу. Таким чином, ефективність функціонування цього фактора збільшується зі зменшенням величини окремих показників. Збільшення споживання іонів кобальту призводить до збільшення загального білка, сечовини, холестерину, тригліцеридів, непрямого білірубіну, іонів К+ та Mg2+. На нашу думку, це пов’язано з гепатотоксичною дією іонів кобальту.

EDS - аналіз показав, що неорганічна фаза кістки під впливом іонів кобальту залишається сталою з деякими незначними змінами концентрації іонів Са2+. На 40 - ву добу експерименту ми спостерігали зменшення вмісту іонів Са2+. Це добре помітно з табл. 3.13, оскільки зменшення іонів кальцію є статистично значущим (P < 0,05). Що стосується концентрації інших елементів, то ми не виявили статистичних відмінностей між контрольними та експериментальними тваринами (Р > 0,05).

Табл. 3.13 

Концентрації мікроелементів у кістковій тканині під впливом іонів кобальту
	Елемент
	Контрольна група, %
	Експериментальна група, %

	P
	10,52 ± 0,21
	10,31 ± 0,73

	K
	0,98 ± 0,15
	0,96 ± 0,19

	Ca
	65,41± 0,33
	62,61 ± 0,61*

	Cr
	0
	0

	Со
	0
	0,2 ± 0,017

	Ca/P
	6,21 ± 0,64
	6,52 ± 0,81

	*P < 0,05


3.8. Патоморфологічні зміни тканин пародонта під час його запалення
У більшості випадків дослідження морфологічної будови пародонта показало наявність його типової структури (рис. 3.49). Зубоясенне з'єднання складалося з епітелію ясен, епітелію борозни й епітелію прикріплення. Гістологічно воно містило сполучну тканину (Шарпеєві волокна) і прикріплений до зуба епітелій ясненної борозни з вільним епітелієм. Періодонт складався з кісткової тканини, цементу кореня зуба, періодонтальних волокон. Завдяки такій структурі вони забезпечують структурно - функціональну особливість зубоутримувального апарату.

При цьому ясна були покриті багатошаровим плоским епітелієм, який мав тенденцію до зроговіння. Потрібно зазначити, що цей процес залежить від характеру харчування, наявності шкідливих звичок, патології прикусу та загальносоматичного стану. Епітелій ясен характеризується високими сосочками, що входять до власної пластинки слизової оболонки (рис. 3.49 F). 

Епітелій борозни утворює латеральну стінку ясенної борозни (рис. 3.49 G) і знаходиться між епітелієм ясен та епітеліальним з’єднанням. Епітелій борозни та власна пластинка слизової оболонки формують рівну межу (рис. 3.49 C), оскільки сосочки у цьому епітелії були відсутні. У нормі трапляються поодинокі лейкоцити серед епітелію борозни, що мігрують у ясенну борозну.

Епітелій з’єднання пародонта представлений у вигляді багатошарового плоского епітелію і є продовженням епітелію борозни, вистилає дно кишені й утворює навколо зуба епітеліальну манжету, що міцно з’єднує поверхню емалі з власною пластинкою (рис. 3.49 H). Товщина епітеліального шару в ділянці дна ясенної борозни становить 15 – 30 клітин і поступово зменшується у напрямку шийки зуба. Клітини з’єднуються десмосомами (рис. 3.50 А), внаслідок чого епітелій не піддається десквамації, що характерно для клітин поверхневого шару багатошарового епітелію. Десквамація клітин проходить у підповерхневому шарі епітелію. Клітини зміщуються у бік ясенної борозни в її просвіт. Епітелій прикріплення малодиференційований по відношенню до базальних клітин епітелію ясен і борозни.
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Рис. 3.49. Зубоясенне з'єднання. Забарвлення гематоксилін-еозин. Збільшення ×100 - ×1000: A – базальна мембрана епітелію ясен; B – власна пластинка; C – базальна мембрана епітелію ясневої борозни; D – мігруючий нейтрофіл; E – епітеліоцит з’єднувального епітелію; F – акантотичні тяжі епітелію; G – рівна базальна мембрана; H – з’єднувальний епітелій

SEM–мікроскопія (сканувальна мікроскопія) з’єднувального епітелію клітин показала наявність десмосом між клітинами (рис. 3.51. B).

Ми виявили, що епітеліальне з’єднання щільно зрощене з кутикулою емалі. Воно відіграє важливу роль у біологічному захисті навколозубних тканин від проникнення інфекції та інших шкідливих агентів зовнішнього середовища.
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Рис. 3.50. З’єднувальний епітелій пародонтальної щилини. Забарвлення гематоксилін - еозином. Збільшення ×1400: A – десмосоми; B – мігруючий лейкоцит; C – епітеліальна клітина
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Рис 3.51. SEM мікроскопія з’єднувального епітелію пародонтальної щилини. Збільшення ×1810: А – ядра клітин; В – десмосоми
Гістологічне дослідження показало, що власна пластинка за своєю будовою подібна до дерми шкіри й складається із сосочкового шару з пухкою сполучною тканиною та сітчастого шару із щільною сполучною тканиною з досить товстими пучками колагенових волокон (рис. 3.49 С). Форма та розміри сосочків з пухкою сполучною тканиною різноманітні. У сосочках знаходиться густа мережа кровоносних капілярів. Із просвіту судин безперервно мігрують клітини крові, які по міжклітинній речовині сполучної тканини рухаються в напрямку епітелію з подальшим переміщенням у з’єднувальний епітелій, де вони переміщуються між епітеліоцитами (рис. 3.49 D) і, в кінцевому підсумку, виходять у просвіт ясенної борозни. 

За патології пародонта ми виявили, що кількість мігруючих лейкоцитів істотно збільшена. Власна пластинка пенетрована Шарпеєвими волокнами. Вони анастомозують із волокнами ясен й утворюють колову зв'язку зуба та міжзубні зв’язки (мають перпендикулярний хід щодо кореня). Цілістність цих з’єднань є необхідною передумовою для нормальної функції періодонта. Дещо нижче шийки зуба Шарпеєві волокна мають косий напрямок від стінки альвеоли до цементу кореня, тому виходить, що зуб ніби підвішений на них. 

Волокна періодонта натягнуті в дуже вузькій щілині, обмеженій з одного боку коренем зуба, а з другого – альвеолярною кісткою. Ця щілина має назву періодонтального простору (рис. 3.52). Ширина цього простору становить у середньому (0,5±0,2) мм і неоднакова в різних його ділянках. Періодонтальний простір має вигляд пісочного годинника. Структурними компонентами періодонта є його клітини і міжклітинна речовина, що формує волокна.

Періодонт містить колагенові волокна, що формують товсті орієнтовані пучки з утворенням тривимірної мережі. 

Колагенові волокна складаються з пучків мікрофібрил типової будови, характеризуються злегка хвилеподібним ходом, через що набувають здатності подовжуватися під час натягнення.

Пучки колагенових волокон періодонта одним своїм кінцем з’єднуються із цементом кореня, іншим – із кісткою альвеолярного відростка, причому їх термінальні ділянки знаходяться в обох тканинах. Кінці волокон у цементі частково мінералізовані.
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Рис. 3.52. Періодонтальна щілина. Забарвлення гематоксилін- еозином. Збільшення ×400: A – дентин; B – цемент; C – волокна періодонта; D – фібробласти; E – кістка
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Рис. 3.53. Сплячі острівці Малясе. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400: А – дентин кореня зуба; В – цемент кореня; С – періодонтальні волокна; D – епітеліальні клітини острівця Малясе; E – базальна мембрана острівця Малясе; F – судина періодонтальної щілини; G – кістка
На зрізах пародонта ми спостерігали епітеліальні клітини Малясе (острівці Малясе) трьох типів: сплячі, дегенеруючі та проліферувальні. 

Сплячі острівці (рис. 3.53) – це невеликі, оточені базальною мембраною компактні скупчення дрібних клітин з відносно великими ядрами. За структурою вони нагадують базальні клітини.
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Дегенеруючий тип острівців (рис. 3.54) характеризується дрібними розмірами, наявністю темних клітин із пікнотичними ядрами, що піддаються поступовому руйнуванню. Детрит надалі звапнюється й утворює кальцифікати. Кальцифікати представлені у вигляді дрібних кульок, розкиданих по всій періодонтальній щілині. Частіше вони розміщені ближче до кістки. 

Рис. 3.54. Деградуючі острівці Малясе. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400: A – кістка; B – осифіковані острівці Малясе; C – періодонтальні волокна; D – дентин кореня зуба

Проліферувальний тип залишків острівців Малясе (рис. 3.55) має великі розміри, ознаки високої синтетичної та проліферативної активності.

Епітеліальні залишки острівців Малясе, розростаючись, можуть бути джерелом розвитку кіст і злоякісних пухлин.
Залежно від реактивності організму та морфологічних особливостей ми спостерігали такі зміни в межах зубоясенного з’єднання під час запалення. Якщо альвеолярна кістка була занадто тонкою, то відбувалася резорбція кісткової тканини і рецесія ясен із компенсацією тканин зубоясенного з’єднання, або хронізація запалення за тимчасово збереженого рівня кісткової тканини. У деяких випадках ми також спостерігали розростання грануляційної тканини у зубоясенному з’єднанні.
[image: image46.jpg]



Рис. 3.55. Проліферувальні острівці Малясе. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400: A – тканина періодонтальної щілини; B – базальна мембрана; C – проліферувальні епітеліальні клітини


На початкових стадіях запалення або під час загострення ми спостерігали підвищення рівня нейтрофільної інфільтрації. Епітеліальне з’єднання та незначна прилегла частина епітелію борозни найбільш проникні для клітин крові (рис. 3.56). Утворення змішаноклітинної інфільтрації здебільшого відбувається в ділянках власної пластинки біля з’єднувального епітелію та епітелію борозни.

Формування щільного лімфоцитарного інфільтрату є основним механізмом запальної клітинної відповіді. З’єднувальний епітелій та епітелій борозни формують вирости в товщу сполучної тканини (rete ridges). Поблизу лімфоцитів спостерігається велика кількість пошкоджених фібробластів. На цьому етапі під час розвитку захворювання пародонта виявляються зміни на біохімічному і мікроскопічному рівнях без значних клінічних проявів. Згодом розвиваються набряк та значне накопичення запальних клітин.

[image: image47.jpg]



Рис. 3.56. Морфологічна картина під час запалення пародонта Забарвлення гематоксиліном-еозином. Збільшення ×100: A – некаріозне ураження; B – епітелій ясен; C – дентин; D – пародонтальний карман; E – цемент; F – епітелій патологічної зубоясневої кишені (епітелій борозни); G – змішана клітинна інфільтрація
Виникнення кісткової резорбції при пародонтитах частково спричинене наслідками діяльності бактерій, що містяться у нальоті. Сформована бактеріями біоплівка, що потенційована загальносоматичними та місцевими факторами, підтримує запалення. Питання полягає у тому, яким шляхом піде запальний процес: сформує вертикальну резорбцію кістки (рис. 3.57) чи горизонтальну резорбцію, тобто пошириться на періодонтальну щілину (рис. 3.58). 
Ми виявили, що зміни у клітинах пародонта при запаленні починаються на молекулярному рівні та призводять до ушкоджень, які залишаються впродовж тривалого часу.
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Рис. 3.57. Вертикальна резорбція альвеолярного відростка. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×40: А – заміщення кісткової тканини сполучною тканиною; В – лакунарна резорбція; С – відсутність чіткої межі між волокнами періодонта та резорбованою кісткою; D – кістка без змін

На підставі проведеного дослідження морфологічної картини у морфогенезі розвитку пародонтиту ми виділили шість стадій ушкодження: 

1. Початкові клітинні ушкодження n = 11. 

2. Стадія глибоких клітинних ушкоджень n = 17. 

3. Тканинні ушкодження n = 25. 

4. Деструктивні ушкодження n = 17. 

5. Тяжке ушкодження із вторинною альтерацією n = 15.
6. Прогресуюче ушкодження n = 9 (рис. 3.59). 

Вираженість ушкоджень пародонта ми оцінювали за допомогою індексу дозрівання епітеліальних клітин та визначення морфологічних змін у тканинах. 
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Рис. 3.58. Реактивні зміни у періодонтальній щілині при запаленні. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100: A – дентин кореня; B – цемент кореня; C – набряк та лейкоцитарна інфільтрація в періодонтальній щілині; D – незмінені колагенові волокна; E – кістка; F – судина в Гаверсовому каналі
Індекс дозрівання – відсоткове співвідношення парабазального шару/проміжного шару/поверхневих клітин/рогового шару. Цей показник оцінює ступінь диференціювання та повноту дозрівання епітелію. Для відділів слизової оболонки порожнини рота він у нормі зміщений порівнянно зі слизовими оболонками інших органів [268]. 

За результатами наших досліджень індекс дозрівання епітеліальних клітин пародонта у стадії початкових клітинних ушкоджень або молекулярних змін дорівнював (1,6 ± 0,1) % ( Р≤0,05) / (57,22 ± 6,96) % /(11,41 ± 3,76) %( Р≤0,05)/(33,11 ± 3,45) % ( норма за літературними данними – 0/60/8/32) n =11
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Рис. 3.59. Прогресування пародонтиту. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100: А – ерозований епітелій; В – формування відростків епітелію у сполучну тканину (rete ridges); С – мікроабсцедування у сполучній тканині; D – просвіт судин із периваскулярною запальною інфільтрацією

Під час запалення пародонта індекс дозрівання (ушкоджені клітини) змінюється і становить (15,46 ± 7,48) % ( Р≤0,05) / (23,61 ± 8,11) %.(Р≤0,05). 

Стадію тканинних ушкоджень пародонта можна поділити на дві підстадії – первинну та вторинну – залежно від морфологічних змін в епітелії ясен та ступеня тяжкості ушкодження клітин. Індекс дозрівання при первинних тканинних змінах практично не змінився порівняно зі стадією клітинних ушкоджень і дорівнював при первинних змінах – (2,54 ± 1,07) ( Р ≤ 0,01) / (68,2 ± 7,13) %( Р ≤ 0,001) / (34,13 ± 3,01) % / (9,47 ± 2,17) % ( Р ≤ 0,05); при вторинних – (1,37 ± 0,38) % / (66,1 ± 5,27) % / (33,19 ± 3,21) % ( Р ≤ 0,01) / (10,23 ± 1,43) % ( Р ≤ 0,05).
Первинні зміни на мікроскопічному рівні відбуваються на 2 – 5- ту добу. Спостерігається незначна лейкоцитарна інфільтрація. В ділянці запалення виявляється незначне зменшення власної пластинки, що підтримує епітелій на 7 % порівняно з інтактним пародонтом (Р ≤ 0,05). Залучається в патологічний процес не більше 5 – 10 % власної пластинки тканини ясен. Виявляється класичний васкуліт прилеглих до прикріпленого епітелію судин. 
Вторинні зміни характеризувалися такими самими ознаками, що й у першій стадії, однак вони більш виражені. Переважає формування щільного лімфоцитарного інфільтрату в сполучній тканині ясен, що свідчить про існування імунного механізму ушкодження. Велика кількість малих і середніх лімфоцитів скупчується безпосередньо під прикріпленим епітелієм. Ці клітини є основними клітинами, що характеризують запальну відповідь на цій стадії. За рахунок епітеліальної проліферації приєднаний епітелій та епітелій борозни формують вирости у товщу сполучної тканини (rete ridges). Поблизу лімфоцитів спостерігається велика кількість пошкоджених фібробластів. У ділянці запалення відбувається набряк власної пластинки різного ступеня. З часом виражене значне нагромадження запальних клітин та ексудату. 

Деструктивні ушкодження виникають унаслідок посилення тканинних змін. Зберігаються зміни, що відмічаються на перших етапах. Триває репаративна компенсаторна зміна проліферації прикріпленого епітелію та епітелію борозенки. Індекс дозрівання під час деструктивних змін дорівнював (2,77 ± 1,30) % / (76,80 ± 9,26) % ( Р≤0,01) / (41,19 ± 21,50) % ( Р ≤ 0,001) / (1,19 ± 0,72)%. Товщина епітеліального шару відрізнялася в різних ділянках. Трапляються ерозії. Запальна клітинна інфільтрація виражена вздовж судин і між колагеновими волокнами у ділянці ушкодження.
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Рис. 3.60. Експресія Ki 67 в епітелії ясен при пародонтиті. Збільшення: x 400: А – Ki 67«+» клітини в базальному шарі; В – Ki 67 – клітини в шипуватому шарі; С – десквамовані Ki 67 клітини

Проліферативна активність є провідним фактором у механізмі трансформації і біологічній поведінці клітин пародонта під час його запалення. Епітелій ясен під час запалення проліферує, утворює (rete ridges). У цьому плані найбільш поширеним і перспективним маркером проліферації є антиген Ki 67, що експресується практично у всіх фазах мітотичного циклу і, відповідно, відображає величину проліферації. 

У результаті проведених досліджень було встановлено, що епітелій ясен у нормі експресує Ki 67. Кількість Ki 67 «+» клітин невелика, але експресія спостерігалася лише в клітинах базального та парабазального шарів і склала (95,3±1,23)% (рис. 3.60). Розміщення цих клітин рівномірне і не має виражених закономірностей. Крім того, траплялися поодинокі Ki 67 «+» клітини в шипуватому шарі. 

Кількість Ki 67 «+» клітин у з’єднувальному епітелії становить (98,2 ± 0,91) % і виявляється у всіх шарах.

При аналізі експресії маркера проліферації Кi 67 у тканинних зрізах під час запалення було виявлено тенденцію до її посилення (рис. 3.61).

У хворих із запаленням пародонта також експресія Ki 67 у шипуватому шарі відрізняється від групи порівняння і становить (22,58 ± 3,81) % і (2,43 ± 0,42) % відповідно (р ˂ 0,05). 
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Рис. 3.61. Експресія Ki 67 в епітелії ясен при пародонтиті. Збільшення: ×400: А – Ki 67 «+» клітини; В – Ki 67 – клітини; С – клітини з вакуольною дистрофією

Проліферативна активність клітин епітелію в rete ridges спрямована в запальний осередок із клітинними інфільтратами, що свідчить про те, що Ki 67 є незалежним додатковим прогностичним маркером прогресування запалення (рис. 3.62).
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Епітелій ясненної борозни також експресує Ki 67. Експресія в клітинах базального та парабазального шарів становить (97,8 ± 0,67) %.

Рис. 3.62. Експресія Ki 67 у проліферувальному тяжі ясенного епітелію. Збільшення: ×400: А – змішаноклітинна інфільтрація; В – Ki 67 «+» клітини в проліферувальному епітеліальному тяжі
У хворих з проліферативними тяжами величина відносної площі експресії антигену Ki 67 в епітеліоцитах удвічі перевищувала аналогічні показники хворих з їх відсутністю і дорівнювала (42,73 ± 1,56) % проти (19,33 ± 2,92) % (р ˂ 0,05). 

Таким чином, результати дослідження свідчать про відсутність статистично значущих відмінностей у показниках величини відносної експресії антигену Ki 67 у ядрах базального шару як під час запалення, так і за його відсутності – (р> 0,05) (табл.. 3.14).
Рівень експресії репаративного ензиму MGMT у клітинах тканин інтактного пародонта різний. Ядра клітин кісткової тканини інтактного пародонта експресували MGMT – (98,27 ± 2,06) % (рис. 3.63). Середнє значення MGMT «+» ядер шарів епітелію ясен склало (72,72 ± 3,67) %. MGMT «+» ядер клітин фіброзної тканини періодонтальної щілини виявилося лише у (43,21 ± 4,87)%. Кількість острівців Малясе з MGMT «+» ядрами склала (55,09 ± 4,12)%. Рівень MGMT під час запалення пародонта постійно знижувався.
Таблиця 3.14 

Показники відносної площі експресії антигену Ki 67 у ядрах епітеліоцитів

	Шар епітелію
	Запалення
	Інтактний пародонт

	Базальний
	(96,6 ± 2,12 %)
	(95,3 ± 1,23 %)

	Шипуватий
	(22,58 ± 3,81%), р ˂ 0,05
	(2,43 ± 0,42 %)

	Зернистий
	(1,32 ± 0,23 %)
	(0,21 ± 0,02 %)
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Рис. 3.63. Експресія MGMT у кістковій тканині інтактного пародонта Збільшення ×900: А – остеобласт; В – кістковий матрикс
Початкові клітинні ушкодження у парабазальному шарі епітелію тканин пародонта мали тенденцію до підвищення репаративного ензиму MGMT, рівень якого досягав (85,71 ± 5,7) % (P < 0,05). Кількість MGMT «+» ядер клітин проміжного шару залишалася сталою порівняно з інтактним пародонтом і дорівнювала (71,32 ± 3,73) % (P > 0,05). Поверхневий шар ясенного епітелію мав дещо знижені показники MGMT- позитивних «+» ядер, які дорівнювали (61,22 ± 2,71) % при (P < 0,05) (рис. 3.64). Кількість MGMT «+» – ядер клітин кісткової тканини не змінилася та зберігалася на високому рівні (95,89 ± 1,82 %). Фіброзна тканина періодонтальної щілини на всій довжині щілини спостереження мала різні рівні експресії MGMT «+» ядер початкових пошкоджень. Верхня та середня третини періодонта характеризувалися зменшенням MGMT «+» ядер фібробластів. У клітинах верхньої третини періодонтальної щілини цей показник становив (12,47 ± 3,57) % (P ≥ 0,05). У клітинах середньої третини періодонта MGMT «+» –ядра дорівнювали (32,47 ± 5,24) % (P ≥ 0,05). Підвищений рівень MGMT «+» – ядер спостерігали у нижній третині періодонтальної щілини – (57,86 ± 10,86)%. Епітеліальні острівці Малясе мали сталий рівень MGMT клітин з «+» ядрами – (51,26 ± 7,33) %.
Стадія глибоких клітинних ушкоджень не виявила чіткої картини різких змін кількістю MGMT «+» – ядер клітин тканин пародонта під час його запалення. Епітелій характеризувався основними змінами у проміжному та поверхневому шарах клітин. Поверхневий шар мав (54,68 ± 1,71) % (P ≥ 0,05) MGMT – позитивних клітин. Проміжний шар – (41,35 ± 2,75) % (P ≥ 0,01) 
MGMT позитивних клітин. Парабазальний шар показав стале значення MGMT позитивних клітин – (70,03 ± 9,85) %. Кісткова тканина за кількістю MGMT – позитивних клітин була на рівні інтактного пародонта – (98,25 ± 3,52) %. Фіброзна тканина періодонтальної щілини під час клітинних пошкоджень характеризувалася такими самими змінами, як і при початкових пошкодженнях. Верхня третина періодонтальної щілини дорівнювала (15,55 [image: image170.png]


± 2,17) % MGMT «+» ядер. Середня третина виявляла (29,89 ± 5,87) % (P ≥0,05) MGMT «+»ядер. Сталий рівень MGMT «+» ядер спостерігався у нижній третині періодонтальної щілини – (48,23 ± 6,25)%. В епітеліальних острівцях Малясе відзначався підвищений рівень MGMT «+» клітин – (63,28 ± 5,76)%.
Рис. 3.64. Експресія MGMT в епітелії ясен Збільшення ×400: А – ядра з відсутністю експресії MGMT, В – експресія MGMT у клітинах базального шару багатошарового епітелію ясен

Залежно від експресії MGMT ми також виділили поділ тканинних пошкоджень на початкові та тяжкі. Початкові тканинні зміни характеризувалися сталою кількістю MGMT «+» клітин у проміжному та поверхневому шарах епітелію щодо клітинних пошкоджень, однак порівняно з інтактним пародонтом спостерігалося значне зниження рівня MGMT у проміжному шарі до (43,52 ± 6,78) % (P < 0,05), у поверхневому шарі до (55,82 ± 3,5) % (P <0,05) (рис. 3.65).
Парабазальний шар зберігав високий рівень MGMT «+»клітин і досягав (65,31±5,87) %. Кісткова тканина відображала сталий вміст MGMT «+»клітин з незначною тенденцією до зниження – (92,53 ± 4,21) %. Значних змін кількістю MGMT «+» клітин зазнала верхня третина періодонтальної щілини, що зменшилася до (9,03 ± 1,78) % (Р ≤ 0,001). Середня та нижня третини періодонтальної щілини та острівці Малясе мали досить високу кількість MGMT «+» клітин, що знаходилися на рівні початкового пошкодження та становили відповідно (29,89 ± 5,87) % (P < 0,05), (48,23 ± 6,25) % (P <0,05), (63,28 ± 5,76) % (P <0,01).
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Рис. 3.65. Експресія MGMT в епітелії ясен при пародонтиті Збільшення ×400: А – ядра з відсутністю експресії MGMT; В – експресія MGMT у клітинах шипуватого шару багатошарового епітелію ясен
Під час важкого тканинного ушкодження спостерігалося значне зниження MGMT «+» клітин у всіх тканинах крім кісткової, де цей показник був на рівні (95,77±0,98) %. Епітеліальна тканина характеризувалась найбільшим зниженням у проміжному шарі до (2,1 ± 1,71) %. Парабазальний і поверхневий шари мали (10,24 ± 2,71) % (P <0,01) та (5,26 ± 1,14) % (P < 0,01) MGMT «+» клітин відповідно. Фіброзна тканина періодонтальної щілини при тяжкому тканинному пошкодженні відображала рівномірне зниження кількості MGMT «+» клітин щодо інтактного пародонта. Так, верхня третина мала (14,33 ± 4,70) % (P < 0,01), що вище від початкових пошкоджень. Середня та нижня третини характеризувалися наявністю MGMT «+» клітин на рівні (25,78 ± 4,72) % (P <0,05) та (21,80 ± 3,26) % (P <0,05) відповідно. Практично вдвічі знизився рівень MGMT «+» клітин в острівцях Малясе та дорівнював (31,50 ± 7,20) % (P <0,05).

Зниження MGMT «+» клітин до (71,34± 5,38) % (P <0,05) спостерігалось у кістковій тканині під час хронізації ушкодження з приєднаним запальним компонентом. Усі шари епітелію та острівці Малясе характеризувалися MGMT «-» клітинами. Фібробласти фіброзної тканини верхньої третини періодонтальної щілини практично характеризувалися відсутністю MGMT «+» клітин – (1,57 ± 0,36) %. Вдвічі знизився рівень MGMT «+» клітин у середній та нижній третинах періодонтальної щілини і складав відповідно – (10,27 ± 3,85) % (P <0,05) та ( 9,55 ± 1,71) % (P < 0,05). 

Тяжке ураження з вторинною альтерацією характеризувалось відсутністю MGMT «+» клітин у всіх тканинах, крім кісткової, та парабазального шару епітелію, де показник був на рівні (73,21 ± 4,81) % (P <0,05) і (15,21 ± 4,03) % (P < 0,05) відповідно.

Прогресуюче некротичне ушкодження характеризувалося лише незначною кількістю MGMT «+» клітин у парабазальному шарі епітелію – (10,23 ± 2,98) %. Кількість MGMT «+» клітин у інших тканинах була практично відсутньою.

Зміна характеру експресії MGMT тканин пародонта вказує на локальні розлади у тканинах пародонта. Зокрема, експресія MGMT є наслідком локальних метаболічних порушень різного генезу. Рівень експресії ензиму в нормі та патології демонструється у табл 3.3.2.

Для вивчення молекулярно - біологічних аспектів розвитку пародонтиту проводився аналіз рівня експресії MMP-1 як одного з додаткових прогностичних факторів. У контролі відзначено відсутність або незначний рівень експресії ММР-1. Рис. 3.66, 3.67 відображають експресію ММР-1 та колагену у власній пластинці ясен. 

На рис. 3.68 показані підвищена експресія ММР-1 в епітеліальних шарах і лейкоцитарна інфільтрація в пародонті у хворих на атеросклероз. Запалення пародонта сприяє експресії ММР-1 епітеліальними клітинами. ММР-1 поширюється на власну пластинку. Підвищена активність ММР-1 може пояснити зміни колагену у власній пластинці (рис 3.69).
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Рис. 3.66. Експресія ММР-1 в ясенному епітелії (контроль) Збільшення ×100: А – відсутність експресії ММР-1 у зернистому шарі; В – відсутність експресії ММР-1 у шипуватому шарі ясенного епітелію; С – відсутність експресії ММР-1 у базальному шарі ясенного епітелію.
Експресія ММР-1 у тканинах пародонта у хворих з атеросклерозом була підтверджена наявністю коричневих забарвлень цитоплазми епітеліальних шарів і лейкоцитарної інфільтрації. Загалом фарбування ММР-1 було більш інтенсивним у базальному шарі клітин. ММР-1 у зразках шарів епітелію під час запалення дорівнював (95,8 ± 2,43) % (р < 0,001). У власній пластинці слизової оболонки з лейкоцитарною інфільтрацією рівень експресії ММР-1 досягав 41,21 ± 3,86% (p <0,05). 
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Рис. 3.67. Будова власної пластинки
 Мікроскопія в ультрофіолетовому світлі. Збільшення ×400: А – колагенові волокна; В – фібробласти
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Рис. 3.68. Експресія ММР-1 в проліферувальному ясенному епітелії у хворих із запаленням та атеросклерозом
Збільшення ×100: А – експресія ММР-1 у змішаноклітинному інфільтраті; В – відсутність експресії ММР-1 у зернистому шарі ясенного епітелію; С – значна експресія ММР-1 у базальному шарі ясенного епітелію
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Експресія ММР-1 у хворих із запаленням пародонта без атеросклеротичних змін виражена незначно. Рис 3.70 відображає експресію ММР-1 в епітеліальних шарах і дорівнює (35,1 ± 4,89) % (p < 0,05). Позитивні ММР-1-клітини спостерігались у лейкоцитарних інфільтратах (48,23 ± 5,24)% (Р <0,05). Експресія ММР-1 була більш інтенсивною в базальному шарі клітин. Рис. 3.71 відображає зміни колагену у хворих із запаленням без атеросклеротичного ураження.

Рис. 3.69. Зміни колагену у власній пластинці у хворих із запаленням пародонта та атеросклерозом. Збільшення ×400: А – зруйнований колаген; В – клітинна інфільтрація
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Рис 3.70. Експресія ММР-1 у проліферувальному ясенному епітелії у хворих з запаленням пародонта без атеросклерозу
 Збільшення ×100: А – незначна експресія ММР-1 у власній пластинці; В – значна експресія ММР-1 у базальному шарі ясенного епітелію; С – експресія ММР-1 у зернистому шарі ясенного епітелію

Для з’ясування участі Т-лімфоцитів та лейкоцитів у патогенезі пародонтиту ми вивчали імуногістохімічно експресію OPN в епітелії і кістковій тканині. Здатність Т-клітин та моноцитів адгезуватися до OPN підтверджує гіпотезу, що OPN збільшує адгезію Т-клітин та моноцитів у порівнянні з нормальною тканиною. Імуногістохімічні дослідження показали, що OPN експресується епітелієм значно сильніше під час запалення (рис. 3.71) (46 ± 5,3%, р < 0,05), тим самим стимулюючи адгезію Т-клітин та моноцитів більше, ніж нормальний епітелій (15 ± 1,23)%. Це свідчить, що OPN – потужний субстрат для адгезії T-клітин та моноцитів при пародонтитах. Клітинна інфільтрація має 100 % позитивність OPN (рис. 3.74 А.) Експресія OPN була однаковою для всіх груп хворих незалежно від соматичної патології та проявлялася посиленням експресії від зернистого шару до базального. Зернистий шар мав [image: image173.png]neyiHka
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(15,28 ± 3,34) % позитивних клітин, шипуватий – (56,77 ± 8,53) %, базальний – (66,8 ± 7,3) % (рис. 3.73). 

Рис. 3.71. Зміни колагену власної пластинки пародонта у хворих із запаленням та атеросклерозом
Збільшення ×400: А – незначно зруйнованиі колагенові волокна; В – клітинна інфільтрація

Кісткова тканина також мала значний та сталий рівень експресії OPN, що не змінювався залежно від напрямку запалення пародонта чи соматичної патології (рис. 3.74), і дорівнював 100 % позитивних клітин. Резорбція кісткової тканини, викликана запальним процесом та надлишковою експресією ММР-1, не змінювала рівень OPN у кістковій тканині.

Табл. 3.15
Рівень експресії MGMT у тканинах пародонта в нормі та під час запалення
	Стадії 

Тканини
	Інтактний пародонт
	Початкові клітинні ушкодження
	Глибокі клітинні ушкодження
	Тканинні ушкодження
	Деструктивні ушкодження з приєднаним запальним компонентом
	Тяжкі ушкодження з вторинною альтерацією
	Прогресуючі некротичні ушкодження

	
	
	
	
	Початкові
	Тяжкі
	
	
	

	Парабазальний шар епітелію
	75,31 ± 7,83
	85,71 ± 5,7
	70,03 ± 9,85
	65,31 ± 5,87
	10,24 ± 2,71
	0
	15,21 ± 4,03
	10,23 ± 2,98

	Проміжний шар епітелію
	72,84 ± 2,78
	71,32 ± 3,73
	41,35 ± 2,75
	43,52 ± 6,78
	2,1 ± 1,71
	0
	0
	0

	Поверхневий шар епітелію
	70,33±3,24
	61,22±2,71
	54,68±1,71
	55,82±3,5
	5,26±1,14
	0
	0
	0

	Кісткова тканина
	98,27±2,06
	95,89±1,82
	98,25±3,52
	92,53±4,21
	95,77±0,98
	71,34± 5,38
	73,21± 4,81
	0

	Фіброзна тканина верхньої третини періодонтальної щілини
	41,56±7,83
	12,47±3,57
	15,55±2,17
	9,03±1,78
	14,33±4,70
	1,57±0,36
	0
	0

	Фіброзна тканина середньої третини періодонтальної щілини
	44,37±2,10
	32,47±5,24
	29,89±5,87
	31,91±2,72
	25,78±4,72
	10,27±3,85
	0,89±0,09
	0

	Фіброзна тканина нижньої третини періодонтальної щілини
	43,71±1,74
	57,86±10,86
	48,23±6,25
	51,71±2,34
	21,80±3,26
	9,55±1,71
	0,97±0,12
	0,24±0,05

	Острівці Малясе
	55,09±4,12
	51,26±7,33
	63,28±5,76
	57,89±7,23
	31,50±7,20
	0
	1,72±1,00
	0,78±0,06



Однією зі специфічних стадій пошкодження ДНК є міжнуклеосомна фрагментація. Дослідження фрагментації ДНК у тканинах пародонта в умовах запалення показало, що початкові стадії пошкодження ДНК розвиваються впродовж першої доби (рис. 3.75, доріжка 3). Цей процес проходить відносно стабільно. Згодом починається руйнування високомолекулярної ДНК (рис. 3.75, доріжки 2, 5, 7, 8) і в досліджуваних зразках з’являються низькомолекулярні фрагменти (рис. 3.75, доріжка 1). Наші дослідження свідчать про відносно повільний перебіг процесу фрагментації. Фрагменти ДНК на електрофореграмі відповідали розмірам 25 * 103, 35 * 103 і інколи 15500 т. п. н. (рис. 3.75, доріжки 4, 5, 6, 7, 8), тобто пошкодження ДНК на початкових стадіях становило 0,02 – 0,08 на 1000 пар нуклеотидів.
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Рис. 3.72. Експресія OPN у проліферувальному ясенному епітелії у хворих із запаленням пародонта
 Збільшення ×100: А – експресія OPN у власній пластинці зі змішаноклітинною інфільтрацією; В – значна експресія OPN у базальному шарі ясенного епітелію
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Рис. 3.73. Посилення експресії OPN залежно від шарів епітелію Збільшення ×400: А – напрямок посилення експресії; В – експресія OPN; С –ядро
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Рис. 3.74. Експресія OPN у кістковій тканині при запаленні пародонта Збільшення ×400: А – експресія OPN у кортикальному шарі кістки; В – значна експресія OPN в остеобласті; С – запальна резорбція кісткової тканини
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Рис 3.75. Фрагментація ДНК тканин пародонта в інтактному пародонті та при його запаленні; 11 – маркер; 10 – інтактний пародонт; 1 – 9 – фрагментація ДНК різного ступеня при запаленні пародонта.
Проведений кореляційний аналіз між середнім значенням експресії MGMT і пошкодженням ДНК показав зворотну лінійну залежність r = -0.76, p = 0,05. Тому ми з упевненістю можемо стверджувати про існування потужної алкілувальний патогенетичної ланки при запаленні пародонта. Це дозволило виділити ще один патогенетичний механізм ушкодження тканин пародонта – патологічне алкілуваної білків та ДНК. Хворі із запаленням тканин пародонта мали значне абсцедування у тканинах. Ми спостерігали клінічний випадок, коли рецидивуючий пародонтальний абсцес призвів до септичних ускладнень та розвитку абсцесу головного мозку з проривом гною у бічні шлуночки і, як наслідок, до смерті хворої. 
Для детальнішого аналізу патогенетичного механізму розвитку ураження пародонта при запаленні ми провели порівняння рівня експресії р53 та рівня пошкодження ДНК за допомогою кометного форезу.

Рівень пошкодження ДНК при запаленні пародонта виявляли за допомогою методу ДНК-комет. Комети класифікували на п'ять типів залежно від ступеня пошкоджень ДНК: С0 (ДНК інтактних клітин), С1 (фрагменти ДНК розміром > 300 тисяч пар нуклеотидів), С2 (фрагменти < 50 тисяч пар нуклеотидів), С3 (фрагменти 180 пар нуклеотидів), С4 (деградація геному та екскреція низькополімерної ДНК із клітин) (таблиця 3.16). У цілому кількість виходу ДНК у хвості комети коливалася від 1,23 % до 25,0 %. Середній показник відсотка ядер з позитивною реакцією при запаленні пародонта становив (11,32 ± 1,27)%. (табл. 3.3.3).

Табл. 3.16

Комети різних класів. Забарвлення AgNO3. Окуляр × 40. Камера 3Мр
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	Комета інтактної клітини С0
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	 Комета класу С1, фрагменти ДНК, 300 тисяч пар нуклеотидів
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	 Комета класу С2, характерна для передапоптотичних клітин з фрагментами ДНК, 50 000 пар нуклеотидів
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	 Комети класу С3, відповідають апоптотичним клітинам з міжнуклеосомною фрагментацією ДНК, 180 пар нуклеотидів

	[image: image64.jpg]



	 Комети С4 свідчать про загибель клітин за типом некрозу


Експресія р53оцінювалася за забарвленням ядер. У всіх зразках були наявні як ядра із позитивною реакцією (рис. 3.76), так і ядра із негативною реакцією (рис. 3.77). У цілому кількість р53-позитивних ядер коливалася від 10,8 до 41,4%. Середній показник відсотка ядер із позитивною реакцією при запаленні склав 24,8 ± 2,5%. Траплялися клітини у стадії утворення апоптотичних тілець (рис. 3.78.).

Ми провели перевірку вибірок на нормальність за допомогою модифікованого критерію Колмогорова і Смірнова, в обох випадках гіпотеза про нормальність не відхилена і становила 0,16 при 0,28 і 0,16 при 0,14 відповідно. F- критерій Фішера становив 4,15 р = 0,006.
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Рис.3.76. Імуногістохімічне виявлення р53 у тканинах пародонта при запаленні Збільшення × 340: А – р53-негативні ядра; B – р53-позитивні ядра
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Рис. 3.77. Експресія р53 у тканинах пародонта без запалення Збільшення × 40 – 340: А – р53 - негативні ядра базального шару; B – р53 -негативні ядра шипуватого шару; С – р53-негативні ядра зернистого шару

Результати спостережень у досліджуваних об'єктах виявилися кореляційно зв'язаними. Діаграма розсіювання ступеня пошкодження ДНК з рівнем експресії р53 дозволяє говорити про форму та зв'язок між ознаками. Цей зв'язок має лінійну залежність (рис. 3.79). Показано, що кореляція між показниками дорівнює 0,7614 при р = 0,0004, величина середньоквадратичних відхилень становить Sx = 9,10 і Sy = 3,59, а величина класових інтервалів λx = 2 і λy = 3. Визначення коефіцієнта регресії пошкодження ДНК від рівня експресії р53 при запаленні пародонта показало, що збільшення пошкодження ДНК тканин пародонта на 1 % призводить до збільшення активації р53 на 1,79 %, а збільшення активації р53 на 1 % призводить до збільшення пошкодження ДНК на 11,55.
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Рис.3.78. Імуногістохімічні виявлення р53 у тканинах пародонта при запаленні Збільшення × 400: А – р53 -позитивна реакція; B – кінцева стадія апоптозу; С – нормальна клітина

Для коректної інтерпретації глибини пошкоджень ДНК клітин пародонта важливо дослідити деформаційні коливання СН3 – груп, азотистих основ та СН2-груп дезоксирибози. Валентні коливання С-Н – фрагментів груп СН3, СН2 з'являються в діапазоні від 3000 до 2840 см-1 з частковим накладанням піків аденіну, тиміну, гуаніну, цитозину. Для диференціації груп СН3, СН2 валентні коливання Ssp3-Н-зв'язку, як правило, спостерігаються нижче 3000 см-1, тоді як валентні коливання посилюються коливаннями SSP2-N, SSP-N і вище 3000 см-1.
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 Рис.3.79. Діаграма розсіювання ступеня пошкодження ДНК з рівнем експресії р53 у пацієнтів із пародонтитом різного ступеня тяжкості
Валентні коливання метильних груп (CH3) спостерігаються у вигляді двох смуг у 2962 і 2872 см-1. Перша смуга – це результат антисиметричних валентних коливань, в якому дві С-Н – групи розтягуються, а третя С-Н– група піддається стисненню (νas СН3).

Друга смуга пов'язана із симетричними валентними коливаннями (νs СН3), коли всі три CH – зв’язки розтягуються або стискаються. Наявність декількох метильних груп приводить до збільшення інтенсивності відповідних діапазонів.

Валентні коливання метиленових груп (CH2) спостерігаються також у двох діапазонах (2962 і 2853 см-1) у зв'язку з антисиметричними (νas CH2) і симетричними (νs CH2) коливаннями.

У метильній групі можуть з’являтися два деформаційних коливання: симетричні коливання (δs СН3), які знаходяться навколо 1375 см-1 і несиметричні коливання (δas СН3) – 1450 см-1.
Поглинання при 1375 см-1 є важливим критерієм (δs СН3) групи. Незначна смуга поглинання в спектрі ДНК характеризує компактизовану інтактну ДНК. Метильна група має чотири типи деформаційних коливань ( у вигляді ножиць, віялоподібні, трансферні, скручувальні). Найбільш інформативним є поглинання в ділянці 1465 см-1, це деформаційні коливання (δs CH2). Таким чином, -СН3 – і =СН2 – групи порівнянно з ДНК неушкодженого пародонта та при запаленні ми аналізуємо в смузі поглинання. 

Значні зміни ДНК пародонта при запаленні спостерігались у смузі поглинання ІЧ - спектрів. У інтактному пародонті -СН3 ІЧ-смуги були незмінними (рис. 3.80). Центр групи коливання – груп δsSN3 був у діапазоні (1375 ± 1) см-1. Інтенсивність у відсотках за шкалою поглинання інфрачервоного випромінювання становила (7,18 ± 0,74) %. Відсоток інфрачервоних смуг поглинання, що знаходився у діапазоні (1375 ± 1) см-1 у запаленому пародонті, дорівнював (10,39 ± 2,44) % (*** р = 0,001). 
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Рис.3.80. ДНК тканин пародонта в нормі (інфрачервона спектрофотометрія)

Зміни у смузі ІЧ – поглинання у групах δsCH2 були такими. У інтактному пародонті δsCH2 коливання у центрі смуги становили 1464 см-1. Відсоток інтенсивності за шкалою поглинання інфрачервоного випромінювання досягав (0,24 ± 0,03) %. Відсоток смуг ІЧ – поглинання 1464 см-1 при запаленні був (0,32 ± 0,06) % (*** р = 0,001). 
Bcl 2 є антиапоптотичним ензимом багатьох клітин, але цей білок відіграє ключову роль у гемопоетичних клітинах, спричиняючи блокування APAF-1 фактора апоптозу та запобігає виходу цитохрому С із мітохондрій. Результати імуногістохімічного аналізу показали різну експресію Bcl 2 епітелієм та клітинами запального інфільтрату (рис. 3.81 3.82). Патерном експресії є цитоплазма клітин. У процесі оцінювання експресії цього ензиму лейкоцитами, що мігрували через епітелій у зубоясенний простір, була 100 % Bcl 2 позитивна реакція. 
Траплявся інфільтрат клітин, які не експресували Bcl 2, здебільшого це спостерігалося при загостренні запалення. При цьому (72,3 ± 3,47) % клітин інфільтрату експресували Bcl 2. Ми також спостерігали значну експресію Bcl 2 клітинами інфільтрату при хронічному запаленні – (88,3 ± 3,89) % (рис. 3.81, 3.82).
Різні види лейкоцитів виконують різні функції, тому визначення співвідношення їх у інфільтраті, а також співвідношення Т- та В- лімфоцитів і нейтрофілів відображає зміну та характер перебігу запалення, тоді як IgG та IgM характеризували функціональну активність запальних клітин і мали важливу діагностичну інформацію. Дослідження інфільтративної формули має велике значення при оцінюванні тяжкості стану запалення. У той самий час зміни лейкоцитарної формули не є специфічними. Вони можуть мати подібний характер при різних пародонтопатогенних збудниках або змінюватися при одній і тій самий флорі у різних хворих на фоні різної соматичної патології.
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Рис. 3.81. Імуногістохімічне виявлення Bcl 2 позитивних клітин у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 100: А – Bcl 2 -позитивна реакція клітин інфільтрату; B – Bcl 2 позитивна реакція лейкоцитів, що мігрують через епітелій; С – Bcl 2 позитивна реакція епітеліальних клітин
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Рис. 3.82. Імуногістохімічне виявлення Bcl 2 позитивних клітин у тканинах пародонта при хронічному запаленні. Збільшення × 100: А – Bcl 2 –негативна реакція клітин інфільтрату; B – Bcl 2 позитивна реакція лейкоцитів

Ми визначили чотири варіанти клітинних інфільтратів: вузловий (нодулярний) – лейкоцити скупчуються в осередках, іноді з утворенням псевдофолікулів (рис. 3.83); трабекулярний – імунні клітини утворюють шари або трабекули (рис. 3.84); дифузний – лейкоцити розташовані навколо колагенових волокон у вигляді окремих розкиданих клітин (рис. 3.85); змішаний – комбінація різних форм запальної інфільтрації (рис. 3.86). 
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Рис. 3.83. Нодулярний тип інфільтрату
Забарвлення гематоксилін – еозином. Збільшення × 100: А – вузли інфільтрату; В – епітелій з посиленою міграцією лімфоцитів
При вивченні експресії імуноглобулінів класу G (IgG), які забезпечують вторинну імунну відповідь та синтезуються зрілими В- лімфоцитами (плазматичними клітинами), ми враховували мембранну реакцію епітеліальних клітин та мембранно-цитоплазматичну експресію у клітинах запального інфільтрату.

Проведеними дослідженнями встановлена можливість синтезу IgG епітеліальними клітинами при запаленні (рис. 3.87). На нашу думку, це пов’язано з нейтралізацією бактерій та їх токсинів у пародонтальних карманах, та здатністю зв'язувати комплемент. Також IgG діють як посередники стимуляції фагоцитозу.
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Рис. 3.84. Трабекулярний тип інфільтрату
 Забарвлення гематоксилін – еозином. Збільшення ×100: А – трабекули інфільтрату; В – епітелій ясен
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Рис. 3.85. Змішаний тип інфільтрату
Забарвлення гематоксилін – еозином. Збільшення × 100: А – епітелій ясен; В – вузли інфільтрату; С – дифузна інфільтрація
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Рис. 3.86. Дифузний варіант клітинного інфільтрату та запальна лакунарна резорбція кісткової тканини. Забарвлення гематоксилін – еозином. Збільшення ×100 Дифузний тип інфільтрату; А – епітелій; В – набряк; С – дифузна інфільтрація; D – остеон; Е –лакуна
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Рис. 3.87. Імуногістохімічне виявлення IgG у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 400: А – IgG - позитивна реакція сполучної тканини; B – IgG – позитивна реакція епітеліальних клітин
Антитіла класу IgG відіграють важливу роль у забезпеченні тривалого гуморального імунітету при запаленні. Ми спостерігали IgG позитивні тканини, які містили більше 10 % IgG-позитивних клітин і мали мембранну (епітелій) та мембранно-цитоплазматичну (інфільтрат) ДАБ- реакції. Доволі часто наявна інтенсивна мембранно-цитоплазматична IgG – реакція інфільтрату. Це підтверджує те, що IgG – це основні антитіла СD79A– клітин, що забезпечують вторинну імунну відповідь на більшість антигенів у людини. Однак ми спостерігали поодиноку ядерну реакцію, яку розцінювали як хибну. Всі інші випадки ми розділили на три групи: 1-ша група – реакція епітелію та інфільтрату; 2-га група – реакція лише інфільтрату, 3-я група – реакція лише епітелію.
Перша група характеризувала здебільшого хронічне запалення – 38 випадків (40,4 %). Друга група характеризувала загострення хронічного запалення – 33 випадки (35,1 %). Третя група була характерною при ремісії запального хронічного процесу у пародонті – 23 випадки (24,4 %). Частина В-клітин у ході запального процесу переключається з продукції M-імуноглобулінів на продукцію імуноглобулінів інших класів (IgG). Підґрунтям зміни ізотипу антитіл при вторинній імунній відповіді є перехід гострого запалення в хронічне. Синтез IgG-та та їх концентрація в міжклітинному просторі має тенденцію до зростання при хронізації запалення. 

Імуноглобуліни класу G мають відносно невелику молекулярну вагу – близько 150 кДа – і тому єдині з усіх імуноглобулінів проникають через епітелій, таким чином забезпечуючи пасивний імунітет.

При дослідженні запального пародонта має місце експресія IgM, який є еволюційно найбільш давнім класом антитіл. Імуноглобуліни класу М (IgM) переважно забезпечують первинну імунну відповідь. У проведених дослідженнях встановлено, що реакція в кожному випадку індивідуальна. Це залежить від кількісного та якісного складу інфільтрату і стадії запального процесу. 

Результати імуногістохімічного аналізу експресії IgM ми також розділили на три групи: 1-ша група – реакція епітелію та інфільтрату; 2-га група – реакція лише інфільтрату, 3-те група – реакція лише епітелію (рис 3.88).
[image: image76.png]



Рис 3.88. Імуногістохімічне виявлення IgM у тканинах пародонта при запаленні.Збільшення × 400: А – IgM – негативна реакція епітелію; B – IgM -позитивна реакція епітеліальних клітин

Перша група характеризувала здебільшого загострення хронічного запалення – 43 випадки (45,7 %). Друга група характеризувала переважно хронічне запалення – 30 випадків (31,9 %), третя група свідчила про ремісію запалення переважно у 21 випадку (22,3 %).
Ми спостерігали значне підвищення IgM у тканинах пародонта при загостренні запального процесу. На нашу думку, це пов’язано з активацією фагоцитозу та елімінацією збудника з пародонтальних карманів кармана. У гострий запальний період IgM не проникає у тканини пародонта через високу молекулярну вагу. 

Підвищений вміст IgM у тканинах пародонта пов’язаний з їх синтезом клітинами запального інфільтрату та епітелію (рис. 3.88) та є діагностичним критерієм перебігу запального процесу. 

Первинна імунна відповідь при запаленні пародонта пов'язана переважно з IgM-антитілами (на відміну від вторинної, в якій беруть участь переважно антитіла класу IgG). 

За морфологічними особливостями: формою та розміром клітин, сегментованістю ядра, хроматофільністю цитоплазми, наявністю і характером цитоплазматичних включень у вогнищі запалення пародонта ми виділили 4 основних види лейкоцитів: нейтрофіли, лімфоцити, моноцити, гранулоцити. У проведених дослідженнях ми використовували маркери СD3, СD79, MPO, CD68 для ідентифікації клітин запального інфільтрату.

MPO-антитіло використовувалося для ідентифікації нейтрофілів. Трапляються два морфологічних типи нейтрофілів у тканинах пародонта: паличкоядерні (більш молоді) і сегментоядерні (зрілі) нейтрофіли, патерном експресії яких є цитоплазма з МРО. Поява масивної нейтрофільної інфільтрації у тканинах пародонта свідчить про наявність загострення запального процесу.

Кількість нейтрофілів у тканинах пародонта при запаленні швидко збільшується за рахунок мобілізації зрілих клітин з пулу судинного русла. MPO - позитивні клітини серед загальної кількості лейкоцитів становили від 40 до 83 % при загостренні запалення (рис. 3.89). 
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Рис. 3.89. Імуногістохімічне виявлення MPO у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 400: А – MPO – негативна реакція епітелію; B – MPO позитивна реакція клітин інфільтрату
Хронізація запального процесу характеризувалася зменшенням кількості MPO- позитивних клітин і становила від 23 до 53 % за рахунок переважання інших форм лейкоцитів. 

При запаленні пародонта ми спостерігали зміни колагену в усіх зразках.

Результати первинного загострення запалення пародонта показані на рис. 3.90. Колагенові волокна набряклі (рис. 3.90 А), відбуваються руйнування ясенного краю та поширення на більш глибокі шари пародонта, зокрема на підтримуючі тканини. Вплив вторинної альтерації прискорює запалення, що спричиняє руйнування колагенових структур пародонта. Руйнування сполучної тканини, яке спричинено вторинною альтерацією, характеризується більш глибокими ушкодженнями пародонта (рис. 3.91B).

Морфологічні зміни пародонта при його хронічному запаленні (рис. 3.92) характеризуються розширенням тонкостінних судин із пухкою набряклою стромою, що посилює набряк. Поширення набряку на колагенові волокна призводить до часткового їх розщеплення і, як наслідок, – до збільшення глибини інфільтрації запальних клітин (рис. 3.93А), що і характеризує хронічне запалення (рис. 3.93). Ми спостерігали тенденцію до нодулярного типу інфільтрату при хронічному запаленні. 

У тканинах пародонта моноцити диференціюються в органо- і тканиноспецифічні макрофаги. Тривалість життя таких тканинних макрофагів різна залежно від того, яку функцію вони виконують.

Моноцити у тканинах пародонта бувають різної кількості, активності та розміру. Моноцитарна популяція у пародонті бере участь у формуванні та регуляції імунної відповіді, виконуючи функцію презентації антигену. Для вивчення морфології та активності макрофагів і моноцитів ми використовували антитіла до CD68 та S100.
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Рис. 3.90. Запалення пародонта в стадії загострення
Забарвлення акридиновим помаранчевим. Збільшення × 400: А – набряк колагенових волокон; В – запальні клітини
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Рис. 3.91. Запалення пародонта в стадії загострення з ознаками вторинної альтерації
 Забарвлення акридиновим помаранчевим, збільшення × 400: А – набряк; В – колагенові структури; С – запальна клітинна інфільтрація, змішаний тип
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Рис. 3.92. Хронічне запалення пародонта
 Забарвлення акридиновим помаранчовим. Збільшення × 400: А – запальна клітинна інфільтрація; нодулярний тип; В – колагенові структури
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Рис. 3.93. Загострення хронічного запалення пародонта
Забарвлення акридиновим помаранчевим. Збільшення × 400: А – запальна клітинна інфільтрація; В – набряклі колагенові структури
Враховуючи те, що моноцити та макрофаги проявляють виражену фагоцитарну і бактеріоцидну активність, патерном експресії маркерів CD68 та S100 є цитоплазма цих клітин. Клітини моноцитарного ряду з’являються у вогнищі запалення після нейтрофілів і проявляють максимум активності у кислому середовищі, в якому нейтрофіли втрачають свою функцію (рис. 3.94). 

Кількість CD68 – позитивних клітин збільшується при хронічному запаленні і становить від 21 до 47 % від загальної кількості лейкоцитів, але збільшення кількісті S100 позитивних клітин є дещо меншим від 12 до 31 % (рис. 3.97). На нашу думку, при хронічному перебігу запалення пародонта кількість активних клітин моноцитарного ряду пов’язана з багатьма їх функціями, що в окремих випадках призводить до зменшення експресії білків групи S100. У вогнищі запалення макрофаги фагоцитують мікроорганізми, а також загиблі лейкоцити, пошкоджені клітини пародонта, прибирають осередок запалення і готують його для регенерації. Ми неодноразово спостерігали великі багатоядерні (кількість ядер близько 7) CD68 - позитивні клітини, але їх кількість була незначною та не перевищувала  3 % від загальної кількості CD68-позитивних клітин у вогнищі запалення (рис. 3.95). Це підтверджує можливість злиття клітин моноцитарного походження при запаленні. Багатоядерні моноцитарні клітини переважали при хронічному запальному процесі та локалізувалися здебільшого субепітеліально.

CD68 – позитивні клітини серед загальної кількості лейкоцитів при гострому запаленні становили від 9 до 17 %. Активність моноцитарних клітин відповідно до кількості S100-позитивних клітин становила від 10 % до 20 % від загальної кількості лейкоцитів (рис. 3.96).

Різні субпопуляцї лімфоцитів виконують різну функцію. Тому ми за допомогою специфічних маркерів CD3 та CD79А визначали наявність Т - та В  - клітин в інфільтраті при запаленні відповідно.
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Рис. 3.94. Імуногістохімічне виявлення клітин CD68 у тканинах пародонта при запаленні під час міграції із судинного русла
Збільшення ×400: А – просвіт судини з ознаками уповільнення кровотоку; В – CD68 – негативна реакція лецкоцитів; С – CD68-позитивна реакція клітин інфільтрату
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Рис 3.95. Імуногістохімічне виявлення CD68 у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 400: А – CD68 – субепітеліальне формування багатоядерних клітин моноцитарного походження; B – одноядерні CD68 – позитивні клітини інфільтрату
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Рис. 3.96. Імуногістохімічне виявлення S100 у тканинах пародонта при гострому запаленні. Збільшення × 100: А – S100 – поодинокі позитивні клітини моноцитарного походження; B – S100-позитивні клітини інфільтрату нодулярного типу
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Рис. 3.97. Імуногістохімічне виявлення S100 у тканинах пародонта при загостренні хронічного запалення. Збільшення ×100; А – S100 – негативна реакція сполучного компонента ясен; B – S100 – позитивні клітини інфільтрату дифузного типу
За допомогою антитіл до CD3 були ідентифіковані Т-лімфоцити, патерном експресії яких є мембрана та цитоплазма клітин. Проведені дослідження показали, що у вогнищі запалення пародонта Т- лімфоцити розташовані здебільшого дифузно (рис. 3.98), інколи поодинокі клітини входять до складу вузлів нодулярного інфільтрату.
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Рис. 3.98. Імуногістохімічне виявлення CD3–позитивних клітин у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 400: А – CD3-негативні клітини; B – судина; С – скупчення CD3-позитивних клітин
За рахунок підрахунку CD3-позитивних клітин при збільшенні × 400 встановлено, що вони налічують від 10 до 17 % від загальної кількості лейкоцитів відповідно при гострому та хронічному запаленні. Результатами проведених спостережень встановлена наявність мігруючих CD3 – позитивних лімфоцитів через епітелій ясен (рис. 3.99). 

За допомогою маркера CD79А були ідентифіковані В – лімфоцити, які знаходилися переважно субепітеліально і складали основну частину нодулярного типу інфільтрату. Це, на нашу думку, пов’язано з функцією лімфоцитів як «клітин пам'яті», оскільки вони зберігають інформацію про антиген. Вони швидко проліферують при повторній зустрічі з відомим антигеном і продукують велику кількість антитіл. Лімфоцити мають здатність синтезувати і секретувати при запаленні різні класи Ig, що і призводить до утворення нодулярного типу інфільтрату. При підрахунку їх кількості В – лімфоцити становили 92 – 87 % вузла нодулярного інфільтрату та 25 – 34 % від загальної кількості лейкоцитів у дифузному інфільтраті при гострому запаленні пародонта. При хронічному запаленні їх кількість збільшується і наближається до 53% від загальної кількості лейкоцитів (рис. 3.100).
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Рис. 3.99. Імуногістохімічне виявлення CD3 - позитивних клітин у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 400: А – епітелій ясен; В – CD3 - позитивні клітини в епітелії ясен; С – CD3 - позитивні клітини у сполучній тканині

Треба зазначити, що CD3 та CD79А відображають відносні рівні лейкоцитів різних видів, і збільшення або зниження процентного вмісту їх може бути як абсолютним, так і відносним. 

Середні значення їх кількості та стандартне відхилення наведені в табл. 3.17.
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Рис. 3.100. Імуногістохімічне виявлення CD79A – позитивних клітин у тканинах пародонта при запаленні
 Збільшення × 400: А – позитивна експресія CD79A в інфільтраті
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Рис. 3.101. Імуногістохімічне виявлення VEGF – позитивних клітин у тканинах пародонта при запаленні. Збільшення × 400: А – експресія VEGF в ендотелії судин; В – експресія VEGF клітинами інфільтрату; С – експресія VEGF клітинами інфільтрату у складі запального інфільтративного вузла
При імуногістохімічному дослідженні VEGF патерном експресії рецетора є ендотелій судин та клітини інфільтрату. VEGF експресується у цитоплазмі клітин. Виявлено, що в процесі оцінювання ендотелій судин експресував VEGF у 100 %. Траплялися інфільтрати клітин, що не експресували VEGF, здебільшого це спостерігалося при загостренні запалення. При пародонтиті 43 % клітин інфільтрату експресували VEGF (рис. 3.101). Крім того, ми спостерігали незначну експресію VEGF клітинами сполучної тканини пародонта. 

Вивчення експресії білка теплового шоку HSP90AA1 (рис. 3.102) проводилось у всіх зразках тканин пародонта з урахуванням функції протеїну. Запалення безпосередньо призводить до активування білків теплового шоку з подальшою адаптацією тканин до стресу. В результаті дослідження було виявлено, що HSP90AA1 експресується як у ядрі, так і в цитоплазмі. 93 % клітин інфільтрату, епітелію, строми експресували HSP90AA1. Реакція у всіх випадках була сильно позитивною. Результати проведених досліджень наведені у таблиці 3.17.
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Рис. 3.102. Імуногістохімічне виявлення HSP90AA – позитивних клітин у тканинах пародонта при запаленні
 Збільшення × 100: А – експресія HSP90AA в інфільтраті та фіброзній тканині; В – HSP90AA – позитивні клітини в епітелії ясен
Для оцінювання показників експресії IgG-, IgG – епітелію, IgM-, IgM- епітелію, CD68, S100, HSP90AA1, VEGF, CD3, CD79A, ми провели кореляційний та багатофакторний аналізи і створили кореляційну матрицю досліджуваних показників експресії (табл. 3.18).
Варіанти комбінацій величин можна представити у вигляді двох факторів, змоделювавши при цьому залежності F-головних факторів від факторних навантажень значень вектора:

F1 = СD68 -0,79 + S100 -0,81 + CD79A 0,79 + MPO 0,70;

F2 = IgG епітелію -0,76

Тоді узагальнена модель запального процесу у тканинах пародонта буде мати такий вигляд:

Y = a0 + a 1F1 + a2x2 +… + a6x6,
де 
Y – перебіг запального процесу;

F1 – перший фактор;

ai – власні числа головних компонент.

Y = -0,11 F1 + -0,76 F2.
Виявити і описати смисловий зв'язок факторів – це є останнім етапом факторного аналізу. Перший фактор увібрав усі показники клітин інфільтрату – моноцити, В-лімфоцити та нейтрофіли.

На підставі негативних кореляційних коефіцієнтів та беручи до уваги значення змінних, можна припустити вплив показників, що належать до фактора 1 (F1), на результат розвитку пародонтиту. Таким чином, запалення пародонта зменшується зі збільшенням величини окремих показників. Разом із тим необхідно відмітити, що прояви пародонтиту зменшуються при зниженні активності макрофагів На нашу думку, це пов’язано із їх популяційною (М1 та М2 макрофаги) функцією. Другий фактор характеризується збільшенням рівня IgG в епітелії, результатом чого у тканинах пародонта запалення набуває хронічного перебігу.

Табл. 3.17
Показники експресії досліджуваних маркерів

	Маркер
	N
	Мaen
	Min
	Max
	S.D.

	IgG-інфільтрату
	94
	28,12766
	0
	98,0
	27,48

	IgG епітелій
	94
	37,44681
	0
	98,0
	31,66

	IgM інфільтрату
	94
	36,89362
	0
	98,0
	30,05

	IgM-епітелій
	94
	32,37234
	0
	98,0
	33,45

	CD68
	94
	25,34043
	1,0
	47,0
	12,60

	S100
	94
	22,89362
	0,
	45,0
	12,07

	HSP90AA1
	94
	93,29787
	0
	100,0
	18,70

	VEGF
	94
	43,08511
	0,0
	95,0
	23,49

	CD3
	94
	13,52128
	10,0
	19,0
	2,73

	CD79A
	94
	33,71011
	5,5
	73,2
	14,12

	MPO
	94
	46,75532
	5,0
	97,0
	20,41


Табл. 3.18
Кореляційний зв'язок між показниками експресії досліджуваних маркерів при гострому та хронічному запаленні Р ≤ 0,05

	 
	IgG
	IgG епітелій
	IgM
	IgM епітелій
	CD68
	S100
	HSP90AA1
	VEGF
	CD3
	CD79A
	MPO

	IgG
	1
	-0,35
	0,32
	-0,03
	-0,32
	-0,35
	0
	0,17
	0,04
	0,44
	0,38

	IgG 
епітелій
	-0,35
	1
	-0,29
	0,25
	0,02
	0,05
	0,15
	-0,03
	-0,05
	0,38
	0,11

	IgM
	0,32
	-0,29
	1
	-0,21
	-0,24
	-0,29
	-0,02
	0,33
	-0,01
	0,4
	0,26

	IgM 
епітелій
	-0,03
	0,25
	-0,21
	1
	-0,19
	-0,17
	0,15
	-0,06
	0,12
	0,61
	0,28

	CD68
	-0,32
	0,02
	-0,24
	-0,19
	1
	0,97
	-0,15
	-0,1
	0,07
	-0,39
	-0,39

	S100
	-0,35
	0,05
	-0,29
	-0,17
	0,97
	1
	-0,05
	-0,14
	0,02
	-0,4
	-0,43

	HSP90AA1
	0
	0,15
	-0,02
	0,15
	-0,15
	-0,05
	1
	-0,06
	0,04
	0,16
	0,2

	VEGF
	0,17
	-0,03
	0,33
	-0,06
	-0,1
	-0,14
	-0,06
	1
	0,21
	0,21
	0,05

	CD3
	0,04
	-0,05
	-0,01
	0,12
	0,07
	0,02
	0,04
	0,21
	1
	0,06
	0,02

	CD79A
	0,44
	0,38
	0,4
	0,61
	-0,39
	-0,4
	0,16
	0,21
	0,06
	1
	0,55

	MPO
	0,38
	0,11
	0,26
	0,28
	-0,39
	-0,43
	0,2
	0,05
	0,02
	0,55
	1


3.9. Патоморфологічні зміни тканин пародонта при продуктивному запальному процесі
У таблиці 3.19 наведений віковий та статевий розподіл хворих із продуктивним запальним процесом пародонта, який проявляється розвитком епулісів різної будови.
При дослідженні епулісів ми виявили, що макроскопічно цей патологічний процес являє собою гранулеми з осередковим розростанням м'яких тканин, які виступали над рівнем ясен, розміром від вишневої кісточки і більше. Дуже часто епуліс розміщувався на вузькій або широкій ніжці, зверху він був покритий слизовою оболонкою рожевого кольору, як і оточуюча слизова оболонка ясен. 
Мікроскопічно фіброзний епуліс (рис. 3.103) складається з пучків зрілої сполучної тканини (рис. 3.103 В), розміщених хаотично, з невеликою кількістю кровоносних і лімфатичних судин. Серед сполучнотканинних волокон, переважно периваскулярно, в більшій або меншій кількості знаходяться запальні клітинні інфільтрати (рис. 3.103 А), що складаються із плазматичних і макрофагальних клітин. Поверхня епулісу за типом простої гранулеми, покрита багатошаровим плоским епітелієм і нерідко піддається виразкуванню в результаті травми зубів. На початкових стадіях у такому епулісі ми бачимо розвиток молодої грануляційної тканини (рис. 3.104), багатої на кровоносні капіляри (рис. 3.104 В) і клітини, з вираженою лейкоцитарною інфільтрацією. 
Іноді у простій гранулемі відбувається утворення кісткових балочок (осифікувальний епуліс – рис. 3.105) – між фіброзними волокнами (рис. 3.105 D) виникає скупчення остеогенних клітин, серед яких видно дрібні ділянки остеоїдної речовини, гомогенно забарвленої та оточенної остеобластами. Далі вони диференціюються в кісткові балочки з наявністю остеоцитів і відкладенням в основній речовині солей кальцію. На периферії в кісткових балочках, як правило, розміщується вузька зона остеоїдної тканини, облямована остеобластами.
Табл. 3.19

 Віковий склад обстежених хворих з продуктивним запальним процесом пародонта
	Вік, років
	Фіброзний епуліс
	Ангіоматозний епуліс
	Гігантоклітинний епуліс

	
	N = 17
	N = 16
	N = 20

	
	Чоловіки
	Жінки
	Чоловіки
	Жінки
	Чоловіки
	Жінки

	18 - 39 
	3
	4
	-
	7
	-
	3

	40 - 59 
	3
	2
	-
	3
	4
	6

	60 - 80
	3
	2
	2
	4
	5
	2

	Разом
	9
	8
	2
	14
	9
	11
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Рис. 3.103. Фіброзний епуліс
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 100: А – запальні клітинні інфільтрати; В – пучки зрілої сполучної тканини
 Мікроскопічне дослідження ділянки епулісу за допомогою SEM показало наявність волокнистих структур сполучної тканини, що утворюють строму епулісу (рис. 3.106 А). Строма містить чітко контуровані фібробласти, капіляри, незначний набряк, а іноді ділянки резорбції та утворення кістки.

У ділянках епулісів з утворенням кістки патологічних мітозів у клітинах не виявлено. Епуліс з осифікацією має ознаки кальцифікації за концентричним типом з остеоцитарною мінералізацією. Трапляються ділянки остеоїдної тканини з периферійно розташованими остеобластами (рис. 3.107 А) і ознаками посиленої кальцифікації.

Ангіоматозний епуліс, або епуліс за типом судинної гранулеми частіше виявляється у жінок. 

Макроскопічно такий епуліс був представлений розростанням м'яких тканин ясен червоного кольору, вкритих багатошаровим плоским епітелієм. Характерною клінічною ознакою епулісів за типом судинної гранулеми була кровотеча при незначній травмі.
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Рис. 3.104. Молода грануляційна тканина
 Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400: А – змішанноклітинна інфільтрація; В – новостворена судина; D – фібробласти
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Рис. 3.105. Фіброзний епуліс з утворенням кісткових балочок Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 400: А – ендотелій судин; В – набряк; С – петрифікати; D – фіброзні волокна

Рис. 3.106. SEM мікроскопія фіброзного епулісу.Збільшення ×1310: А– колагенові волокна з ознаками дистрофії та набряку
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Рис. 3.107. SEM – мікроскопія остеоїдної тканини фіброзного епулісу Збільшення × 720: А – остеобласти; В – судини

При мікроскопічному дослідженні цей епуліс характеризувався великою кількістю судин, переважно венозного типу дрібного калібру, інколи з утворенням судинних озер (рис. 3.108 А ). Між судинами розміщувалися тонкі, іноді більш широкі прошарки сполучної тканини. Ангіоматозний епуліс за гістологічною картиною мало відрізнявся від капілярної або венозної ангіоми (рис. 3.108). У сполучнотканинних прошарках спостерігалися клітинні інфільтрати, що складалися переважно з плазматичних клітин, як і у фіброзному епулісі. Дуже часто ангіоматозний епуліс піддавався поверхневому виразкуванню з розвитком відповідної до цієї ділянки грануляційної тканини.
SEM – сканограма дає характерну будову ангіоматозного епулісу (рис. 3.109). Сполучна тканина була представлена волокнистоклітинною структурою з інтенсивною васкуляризацією. Судинні простори вистелені ендотелієм із розривами та крововиливами (рис. 3.109. B).
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Рис. 3.108. Ангіоматозний епуліс (ангіогранулема)
 Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 400: А – судинні озера; В – фіброзна тканина
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Рис. 3.109. SEM - мікроскопія ангіоматозного епулісу
 Збільшення × 870: А – сполучнотканинні волокна; В – еритроцити

Ми вважаємо, що виникнення і швидкий ріст цих гіперпластичних розростань пов'язані з загальним соматичним статусом, який призвів до порушення гуморальної регуляції проліферативних процесів пародонта.
При макроскопічному дослідженні гігантоклітинного епулісу ми виявили, що він являє собою новоутворення округлої форми, яке піднімається над яснами. Він розміщувався на широкій основі, частіше м'якої, іноді щільної консистенції синюшного або буруватого кольору. У ряді випадків такий епуліс досягав великих розмірів; нерідко було видно поверхневі виразки внаслідок  травматизації зубами.

Частіше гігантоклітинний епуліс виявлявся у ділянці корінних зубів, переважно на нижній щелепі. Його ріст був спрямований усередину порожнини рота.

При мікроскопічному дослідженні такого епулісу спостерігалася характерна картина, що була ідентична остеобластокластомі. Частіше за все ми відмічали такі мікроскопічні клітинні елементи остеобластокластоми: гігантські клітини (рис. 3.110 С) з великою кількістю центрально розміщених ядер і одноядерні клітини з округлими та овальними ядрами. Серед цих клітин можна було бачити еритроцити (рис. 3.110 В), які вільно лежали, у оточующих тканинах за межами судинної стінки.
На місці деяких кров'яних острівців утворювалися серозні або кров'яні кісти, які мали невеликий розмір. У периферичних частинах такого епулісу розміщувались прошарки сполучної тканини. 

Серед клітинних елементів у сполучнотканинних прошарках спостерігалося відкладення гемосидерину.

Нерідко у таких епулісах виявлялися кісткові балочки, утворені за участю одноядерних клітин, що мали остеобластичні властивості. Утворені кісткові балочки, подібні до кісткової тканини щелеп, піддавалися резорбції за участі багатоядерних клітин.
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Рис. 3.110. Гігантоклітинний епуліс
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення × 400: А – просвіт судини; В – еритроцити; С – гігантські багатоядерні клітини
SEM гігантоклітинного епулісу показала добре окреслену, неінкапсульовану великоклітинну масу, що містить фібробласти, та ряд гігантських клітин (рис. 3.111 А, В), численні капіляри й ділянки крововиливів (рис. 3.111 C). Ці гігантські клітини були локалізовані в глибокому мозковому шарі пухлини. Багатоядерні гігантські клітини були різної форми і розмірів. Такі гігантські клітини нараховували від 10 до 25 ядер, які розташовувались у центрі клітини, що відповідає I типу гігантських клітин. Виявлялися ділянки крововиливів, які перетворювались у гемосидерин, який знаходився серед клітинних елементів у сполучнотканинних прошарках. 

Під час виконання імуногістохімічного дослідження ми проводили диференціацію клітин фіброзного, ангіоматозного та гігантоклітинного епулісів з такими кластерами диференціації: СD3, CD79A, MPO, CD68.
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Рис. 3.111. SEM - мікроскопія гігантоклітинного епулісу
 Збільшення × 1330: А – ядра; В – гігантські клітини; С – еритроцити 


За допомогою антитіл до СD3-рецептора були ідентифіковані Т–клітини. Забарвлення ДАБом призводило до фарбування мембрани клітин, яка є патерном експресії рецептора СD3. Дослідження показали, що Т – клітини мали різні варіанти розміщення у фіброзному епулісі. Т – клітини у стромі фіброзного епулісу разміщувалися дифузно, хоча траплялися і вогнищеві скупчення Т – клітин (рис. 3.112).

За рахунок підрахунку СD3-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні × 400 встановлено, що вони становлять (20,70 ± 7,8%) позитивних клітин при n = 17 від загальної кількості лейкоцитів. 
СD79А-позитивні клітини (В – лімфоцити) у складі інфільтрату забарвлювалися ДАБ на мембрані. Дослідження показало, що В- клітини мали різні варіанти розміщення у фіброзному епулісі. Основний варіант розміщення СD79А - позитивних клітин – нодулярний та субепітеліальний (рис. 3.113).

За рахунок підрахунку СD79А-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні × 400 встановлено, що вони містять (45,94 ± 13,04%) позитивних клітин при n = 17 від загальної кількості лейкоцитів.
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Ми виявили Т/В-клітинне співвідношення у фіброзному епулісі, яке, не перевищувало одиниці (min - 0.14, max - 0.66). 
Рис. 3.112. Експресія СD3 у фіброзному епулісі
 Збільшення × 100: А– строма гранулеми з позитивними СD3-клітинами; B – епітелій з мігруючими позитивними СD3-клітинами

Використовуючи MPO-антитіло, ми ідентифікували нейтрофіли та еозинофіли. MPO експресується в цитоплазмі клітин. За рахунок підрахунку MPO позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні × 400 встановленно, що вони налічують (21,23 ± 13,52%) позитивних клітин при n = 17 від загальної кількості лейкоцитів. Нейтрофіли розміщувалися дифузно у фіброзному епулісі. Ми спостерігали випадок із 64 % вмістом нейтрофілів, що свідчило про загострення перебігу запального процесу (рис. 3.114).
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Рис. 3.113. Експресія СD79А у фіброзному епулісі
 Збільшення × 100: А – строма гранулеми з позитивними СD79А - клітинами; B – судина з мігруючими СD79А - позитивними клітинами навколо стінки
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Рис. 3.114. Експресія MPO у фіброзному епулісі. Збільшення × 100: А – строма гранулеми з позитивними MPO-клітинами; B – епітелій
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Рис. 3.115. Експресія СD68 у фіброзному епулісі
 Збільшення × 100: А– одноядерні СD68 - позитивні клітини; B – багатоядерні СD68-позитивні клітини
СD68-позитивні клітини мали різну форму, що характерно для макрофагальних клітин. Макрофаги утворювали відростки, спрямовані здебільшого у бік епітелію. Вони розміщувалися дифузно, траплялися багатоядерні макрофаги, кількість ядер в яких не перевищувала 4 (рис. 3.115). За рахунок підрахунку СD68-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні × 400 встановлено, що вони становлять (9,64 ± 8,07) позитивних клітин при n = 17 від загальної кількості лейкоцитів.

Ig G-основні антитіла, що забезпечують вторинний імунітет, дифузно просочували строму фіброзного епулісу. Всі 100 % тканин пародонту були IgG-позитивними. Строма забарвлювалася дифузно. Інтенсивність забарвлення була різною – (0,5 ± 0,29), що свідчить про помірнопозитивний рівень експресії IgG. Ми спостерігали слабкопозитивну експресію IgG епітелієм фіброзного епулісу. (36,7 ± 23,03) % позитивних клітин епітелію експресували IgG, здебільшого експресія відмічається у шипуватому шарі епітелію (3.116). 

У фіброзному епулісі IgМ забезпечували первинну імунну відповідь, експресія мала мозаїчний характер та була у 6 зразках повністю відсутньою. Рівень експресії IgМ у середньому був слабкопозитивним (0,19 ± 0,16). Ми не спостерігали експресії епітелієм IgМ у фіброзному епулісі (3.117).
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Після проведених досліджень була виявлена активна експресія білків MGMT і p53 у фіброзному епулісі (рис. 3.118, 3.119 і 3.120). За допомогою імуногістохімії встановлено, що (15,05 ± 6,22) % клітин інфільтрату були MGMT позитивними, а 1,76 ± 1,52 % р53 позитивних клітин MGMT експресивна активність була більшою від p53 в ядрах клітин інфільтрату, що свідчить про дисбаланс між репаративними процесами активації апоптозу.

Рис. 3.116. Експресія IgG у фіброзному епулісі
Збільшення ×400: А – епітеліальні клітини без експресії IgG; B – IgG позитивні клітини; С – сполучна тканина, інфільтрована IgG; D – набряк
Ki 67 у фіброзному епулісі досягав (26,11 ± 4,29) % (рис. 3.4.18). Разом із тим, траплялися значні ділянки Ki 67 позитивних клітин змішаноклітинної інфільтрації, у яких 100 % клітин проліферували.
Для вивчення антиапоптотичної активності у клітинах фіброзного епулісу ми досліджували експресію білка Bcl 2. Патерном експресії білка Bcl 2 була цитоплазма, яка інтенсивно забарвлювалася ДАБ і досягала у фіброзному епулісі (48,52 ± 25,39) % (рис. 3.121) при n = 17 від загальної кількості клітин інфільтрату.
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Рис. 3.117. Експресія IgМ у фіброзному епулісі
 Збільшення: × 100 А– клітини без експресії IgМ; B – IgМ позитивні ділянки; С – сполучна тканина інфільтрована IgМ.
Дослідження експресії білків ММР-1 і OPN показали позитивну реакцію у всіх зразках. Імуноекспресія цих білків була підтверджена наявністю коричневого кольору в цитоплазмі клітин інфільтрату. ММР-1 експресується як у цитоплазмі клітин інфільтрату, так і епітелієм епулісу (рис. 3.122). Експресія ММР-1 у фіброзному епулісі збігалася з кількістю нейтрофілів ММР-1, досягали (21,52 ± 13,32) %. Епітелій характеризувався помірною ММР-1 реакцією (0,42 ± 0,22).

Експресія OPN спостерігалась у всіх проаналізованих випадках, OPN експресувався цитоплазмою клітин інфільтрату і перебував на рівні (45,88 ± 14,39) % (рис. 3.123) . Епітелій характеризувався помірною OPN-реакцією (0,54 ± 0,26).

Синтез VEGF виявлявся у всіх проаналізованих випадках і експресувався клітинами інфільтрату та епітелію. VEGF характеризувався забарвленням цитоплазми клітин та знаходився на рівні (13,41 ± 11,33), а в епітелії – (0,17 ± 0,14) (рис. 3.124).
Експресія S100 білка характеризувала наявність активних макрофагів у інфільтраті фіброзного епулісу. Патерном експресії білка S100 була цитоплазма, яка інтенсивно забарвлювалася ДАБ. Рівень S100 у фіброзному епулісі досягав (6,17 ± 5,58) % (рис. 3.125) при n = 17 від загальної кількості клітин інфільтрату.

В епулісах глікофорин експресувався в  судинних еритроцитах  та крововиливах. Експресію глікофорину в інших клітинах фіброзного епулісу ми не спостерігали.

Експресія HSP90aa1 спостерігалася у всіх проаналізованих випадках, як у клітинах інфільтрату, так і в епітелії, що характеризувалося забарвленням цитоплазми клітин інфільтрату та знаходилось на рівні (79,70 ± 12,15) % (рис. 3.126). В епітелії відмічалася помірна HSP90aa1, реакція – (0,82 ± 0,17) %. 
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Рис. 3.118. Експресія MGMT у фіброзному епулісі
 Збільшення × 400: А – MGMT позитивні клітини інфільтрату; B – клітини з MGMT- негативними ядрами та цитоплазмою
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Рис. 3.119. Експресія P53 у молодій грануляційній тканині пародонта Збільшення × 400: А – клітини з негативною реакцією
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Рис. 3.120. Експресія Кі 67
Збільшення × 100 – 400: А – клітини з позитивною реакцією; В – клітини з негативною реакцією
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Рис. 3.121. Експресія Bcl 2 у фіброзному епулісі
 Збільшення × 400: А – клітини з Bcl 2 негативними ядрами та цитоплазмою; B – Bcl 2 -позитивні клітини інфільтрату

[image: image105.jpg]



Рис. 3.122. Експресія ММР-1 у фіброзному епулісі
Збільшення × 100: А – клітини з ММР-1-позитивною цитоплазмою; B – ММР-1-позитивні клітини епітелію; С – ділянка сполучної тканини під впливом ММР-1-клітин інфільтрату та епітелію 
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Рис. 3.123. Експресія OPN у фіброзному епулісі
 Збільшення × 100: А – клітини з OPN - негативними ядрами та цитоплазмою; B – OPN -позитивні клітини інфільтрату
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Рис. 3.124. Експресія VEGF у фіброзному епулісі
 Збільшення × 100: А – клітини з VEGF-позитивною цитоплазмою; B – VEGF-негативні клітини; С – експресія VEGF шипуватим шаром епітелію
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Рис. 3.125. Експресія S100 у фіброзному епулісі
 Збільшення × 300: А – клітини з S100-позитивною цитоплазмою; B – клітини з S100 -негативною цитоплазмою
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Рис. 3.126. Експресія HSP90aa1 у фіброзному епулісі
Збільшення ×100: А – клітини з HSP90aa1-негативними ядрами та цитоплазмою; B – HSP90aa1-позитивні клітини інфільтрату
Таблиця 3.19 демонструє статистичні показники фіброзного епулісу.

Для оцінювання показників експресії СD3, СD79А, MPO, СD68, Ig G, Ig G – епітелію, Ig M, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1, ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – епітелію, S100, HSP90aa1, HSP90aa2 – епітелію, Glу у фіброзному епулісі ми проводили кореляційний та факторіальний аналізи.

Аналізуючи діаграму важливості факторів (рис. 3.127), ми дійшли висновку, що основними є перших шість факторів. Важливість третього та четвертого факторів знаходиться на одному рівні, тобто вони однаково важливі.

Таблиця 3.19
Таблиця статистичних показників експресії досліджуваних маркерів фіброзного епулісу 

	
	N
	Mean
	Min
	Max
	SD

	СD3
	17
	20,70
	12,00
	36,00
	7,87

	СD79А
	17
	45,94
	24,00
	75,00
	13,04

	MPO
	17
	21,23
	3,00
	52,00
	13,52

	СD68
	17
	9,64
	1,00
	25,00
	8,07

	Ig G
	17
	0,50
	0,25
	1,00
	0,29

	Ig G Еп
	17
	36,70
	5,00
	85,00
	23,03

	Ig M
	17
	0,19
	0,0
	0,50
	0,16

	MGMT
	17
	15,05
	3,0
	27,00
	6,22

	p53
	17
	1,76
	1,0
	6,00
	1,52

	Ki 67
	17
	26,11
	16,00
	35,00
	4,29

	Bcl 2
	17
	48,52
	10,00
	90,00
	25,39

	ММР-1
	17
	21,52
	4,00
	50,00
	12,34

	ММР-1 Еп
	17
	0,42
	0,25
	1,00
	0,22

	OPN
	17
	45,88
	21,00
	75,00
	14,39

	OPN Еп
	17
	0,54
	0,25
	1,00
	0,26

	VEGF
	17
	13,41
	1,00
	45,00
	11,33

	VEGF Еп
	17
	0,17
	0,00
	0,50
	0,14

	S100
	17
	6,17
	0,00
	20,00
	5,58

	HSP90aa1
	17
	79,70
	54,00
	98,00
	12,15

	HSP90aa1 Еп
	17
	0,82
	0,50
	1,00
	0,17

	Gli
	17
	0,17
	0,0
	1,00
	0,39
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Рис 3.127. Діаграма важливості факторів

Варіанти комбінацій величин можна подати у вигляді шести факторів, змоделювавши при цьому залежності F-головних факторів від факторних навантажень значень вектора:

F1 = IgG. 0,62;
F2 = CD3 -0,71;
F3 = Gli -0.74;
F4 = Ki 67 0.73+ S100 0.71;
F5 = MGMT 0.53;
F6 = p53 – 0.76.
Тоді узагальнену модель росту фіброзного епулісу можна подати у такому вигляді:

Y = a0 + a 1F1 + a2x2 +… + a6x6,
де 
Y – ріст фіброзного епулісу;

F1 – перший фактор;

ai – власні числа головних компонент;
Y = 0,62 F1 + -0,71F2 +-0.74 F3 + 1,44 F4 + 0.53 F5 + - 0.76F6.
До першого фактора належать показники експресії імуноглобулінів IgG у стромі фіброзного епулісу.

На підставі позитивного кореляційного коефіцієнта та беручи до уваги значеня змінної, можна припустити, що показник, який належать до фактора 1 (F1), впливає на розвиток фіброзного епулісу. Таким чином, ріст фіброзного епулісу збільшується зі збільшенням величини F1, тобто експресії IgG. 

Другий фактор характеризується величиною експресії CD3 і має негативний кореляційний коефіцієнт, що характеризує посилення росту фіброзного епулісу зі зменшенням кількості Т- клітин.

Третій фактор (глікофорин) характеризує наявність вторинних змін у фіброзному епулісі (крововиливи), що виникають при травматизації та призводять до загострення запального процесу. Виходячи з негативного кореляційного коефіцієнта фактора 3, можна стверджувати, що посилення росту фіброзного епулісу не зумовлене наявністю крововиливів.

До четвертого фактора належать два показники – Кі 67 та S100, які мають позитивні коефіцієнти. Збільшення проліферативної активності та активності макрофагів призводить до посилення росту фіброзного епулісу.

До п’ятого фактора належить репаративний диметилувальний ензим MGMT, який має позитивний коефіцієнт. Тобто збільшення метиляції ДНК призводить до збільшення ензиму MGMT, що у свою чергу, впливає на ріст фіброзного епулісу.

Шостий фактор характеризувався наявністю проапоптозного ензиму р53, який мав негативний коефіцієнт. Зменшення кількості ензиму р53 спричиняє прогресування росту фіброзного епулісу. 

Проведений аналіз наштовхує нас на думку, що важливими є такі фактори: F4, F5, F6, які призводять до прогресування процесу росту фіброзного епулісу.

На підставі кореляційного аналізу створена кореляційна матриця показників експресії СD3, СD79А, MPO, СD68, IgG, IgG – епітелію, IgM, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1,ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – епітелію, S100, HSP90aa1, HSP90aa1 – епітелію, Gli (табл. 3.20).

Проведена кластеризація показників експресії СD3, СD79А, MPO, СD68, IgG, IgG – епітелію, Ig M, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1,ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – епітелію, S100, HSP90aa1, HSP90aa1 – епітелію, Gli призвела до групування показників фіброзного епулісу. На першому етапі кластеризації об’єднані в кластер показники першої групи (червона лінія рис. 3.128). Ензими першого кластеру здебільшого характеризують апоптозні зміни у тканині епулісу. До другого кластеру (блакитна лінія рис. 3.128) увійшли показники, що обумовлюють ріст та прогресування фіброзного епулісу.
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Рис. 3.128. Діаграма кластеризації досліджуваних ензимів фіброзного епулісу

	
	СD3
	СD79А
	MPO
	СD68
	Ig G
	Ig G Еп
	Ig M
	MGMT
	p53
	Ki 67
	Bcl 2
	ММР-1
	ММР-1 Еп
	OPN
	OPN Еп
	VEGF
	VEGF Еп
	S100
	HSP90aa1
	HSP90aa2 Еп
	Gli

	СD3
	1,00
	0,18
	-0,58
	-0,23
	-0,04
	-0,35
	-0,15
	0,30
	-0,06
	0,28
	0,24
	-0,59
	0,07
	0,08
	-0,30
	0,24
	0,43
	-0,21
	-0,22
	0,44
	-0,08

	СD79А
	0,18
	1,00
	-0,70
	-0,54
	0,12
	-0,12
	-0,19
	-0,23
	-0,30
	-0,47
	-0,16
	-0,74
	0,16
	-0,17
	-0,14
	-0,09
	0,24
	-0,41
	0,14
	-0,18
	0,00

	MPO
	-0,58
	-0,70
	1,00
	0,00
	-0,13
	0,48
	0,17
	0,09
	0,29
	-0,04
	0,15
	0,96
	-0,01
	0,18
	0,25
	0,19
	0,27
	-0,10
	-0,08
	0,10
	0,10

	СD68
	-0,23
	-0,54
	0,00
	1,00
	0,07
	-0,23
	0,09
	-0,10
	0,10
	0,49
	-0,21
	0,12
	-0,22
	-0,02
	0,22
	0,29
	0,30
	0,93
	0,04
	-0,28
	-0,04

	Ig G
	-0,04
	0,12
	-0,13
	0,07
	1,00
	0,04
	0,24
	-0,33
	-0,21
	-0,29
	-0,01
	-0,06
	-0,64
	-0,48
	-0,35
	-0,18
	0,09
	0,12
	0,29
	-0,22
	-0,41

	Ig G Еп
	-0,35
	-0,12
	0,48
	-0,23
	0,04
	1,00
	-0,21
	-0,36
	0,07
	-0,24
	0,29
	0,43
	-0,07
	0,33
	-0,11
	0,18
	-0,02
	-0,22
	0,01
	-0,28
	0,02

	Ig M
	-0,15
	-0,19
	0,17
	0,09
	0,24
	-0,21
	1,00
	-0,01
	-0,18
	0,01
	-0,09
	0,07
	-0,53
	-0,14
	-0,29
	-0,07
	0,29
	0,23
	0,21
	0,04
	-0,55

	MGMT
	0,30
	-0,23
	0,09
	-0,10
	-0,33
	-0,36
	-0,01
	1,00
	0,21
	0,18
	0,15
	0,08
	0,35
	0,21
	0,19
	0,31
	0,06
	-0,21
	-0,14
	0,48
	0,23

	p53
	-0,06
	-0,30
	0,29
	0,10
	-0,21
	0,07
	-0,18
	0,21
	1,00
	-0,14
	-0,11
	0,34
	-0,05
	0,26
	-0,13
	0,14
	-0,29
	0,06
	-0,27
	0,09
	-0,03

	Ki 67
	0,28
	-0,47
	-0,04
	0,49
	-0,29
	-0,24
	0,01
	0,18
	-0,14
	1,00
	0,27
	-0,04
	0,69
	0,19
	0,24
	0,31
	-0,16
	0,50
	-0,22
	0,38
	0,02

	Bcl 2
	0,24
	-0,16
	0,15
	-0,21
	-0,01
	0,29
	-0,09
	0,15
	-0,11
	0,27
	1,00
	0,16
	0,07
	0,15
	0,05
	0,38
	0,13
	-0,13
	-0,56
	0,23
	-0,11

	ММР-1
	-0,59
	-0,74
	0,96
	0,12
	-0,06
	0,43
	0,07
	0,08
	0,34
	-0,04
	0,16
	1,00
	-0,04
	0,14
	0,20
	0,16
	-0,38
	0,00
	-0,13
	0,00
	0,06

	ММР-1 Еп
	0,07
	0,16
	-0,01
	-0,22
	-0,64
	-0,07
	-0,53
	0,35
	-0,05
	0,69
	0,07
	-0,04
	1,00
	0,19
	0.69
	0,19
	-0,17
	-0,32
	-0,16
	0,14
	0,84

	OPN
	0,08
	-0,17
	0,18
	-0,02
	-0,48
	0,33
	-0,14
	0,21
	0,26
	0,19
	0,15
	0,14
	0,19
	1,00
	0,07
	0,42
	-0,01
	-0,09
	-0,45
	0,14
	-0,10

	OPN Еп
	-0,30
	-0,14
	0,17
	0,22
	-0,35
	-0,11
	-0,29
	0,19
	-0,13
	0,24
	0,05
	0,20
	0,69
	0,07
	1,00
	-0,05
	-0,41
	0,19
	-0,27
	0,18
	0,66

	VEGF
	0,24
	-0,09
	0,19
	0,29
	-0,18
	0,18
	-0,07
	0,31
	0,14
	0,31
	0,38
	0,16
	0,19
	0,42
	-0,05
	1,00
	-0,08
	-0,22
	-0,28
	0,21
	-0,06

	VEGF Еп
	0,43
	0,24
	0,27
	0,30
	0,09
	-0,02
	0,29
	0,06
	-0,29
	-0,16
	0,13
	-0,38
	-0,17
	-0,01
	-0,41
	-0,08
	1,00
	-0,23
	-0,09
	0,25
	-0,30

	S100
	-0,21
	-0,41
	-0,10
	0,93
	0,12
	-0,22
	0,23
	-0,21
	0,06
	0,50
	-0,13
	0,00
	-0,32
	-0,09
	0,19
	-0,22
	-0,23
	1,00
	-0,01
	-0,26
	-0,19

	HSP90aa1
	-0,22
	0,14
	-0,08
	0,04
	0,29
	0,01
	0,21
	-0,14
	-0,27
	-0,22
	-0,56
	-0,13
	-0,16
	-0,45
	-0,27
	-0,28
	-0,09
	-0,01
	1,00
	-0,44
	0,17

	HSP90aa2 Еп
	0,44
	-0,18
	0,10
	-0,28
	-0,22
	-0,28
	0,04
	0,48
	0,09
	0,38
	0,23
	0,00
	0,14
	0,14
	0,18
	0,21
	0,25
	-0,26
	-0,44
	1,00
	0,04

	Gli
	-0,08
	0,00
	0,10
	-0,04
	-0,41
	0,02
	-0,55
	0,23
	-0,03
	0,02
	-0,11
	0,06
	0,84
	-0,10
	0,66
	-0,06
	-0,30
	-0,19
	0,17
	0,04
	1,00


Таблиця 3.20
Кореляційний зв'язок між показниками експресії досліджуваних маркерів фіброзного епулісу Р ≤ 0,05

f = n-1, f = 0,389, (0.05)
За допомогою антитіл до СD3-рецептора були ідентифіковані Т-клітини. Забарвлення ДАБ привело до фарбування мембрани клітин, яка є патерном експресії рецептора СD3. Дослідження показали, що Т-клітини мали різні варіанти розташування у гігантоклітинному епулісі. Основний варіант розташування Т- клітин – дифузний із невеликими вузлами, які мають не більше 10 – 20 клітин (рис. 3.129). Гігантські клітини не мали експресії СD3 на поверхні.
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Рис. 3.129. Експресія СD3 у гігантоклітинному епулісі
 Збільшення × 200: А – строма гранулеми з позитивними СD3 - клітинами; B – вузловий тип інфільтрату з СD3 - позитивними клітинами
При підрахунку СD3-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні у 400 разів встановлено, що вони становлять (18,95 ± 9,23) позитивних клітин при n = 20 від загальної кількості лейкоцитів.

СD79А-позитивні клітини (В-лімфоцити) у складі інфільтрату забарвлювалися ДАБ на мембрані. В-клітини мали різні варіанти розташування у гігантоклітинному епулісі. Основний варіант розташування СD79А-позитивних клітин – дифузний (рис. 3.130). Значна позитивна реакція на СD79А спостерігалась у гігантських клітинах. 

За рахунок підрахунку СD79А-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні у 400 разів встановлено, що вони становлять (32,35 ± 4,55) позитивних клітин при n = 20 від загальної кількості лейкоцитів. Експресія MPO, що експресується у цитоплазмі гігантських клітин, була слабкопозитивною (рис. 3.131). За рахунок підрахунку MPO-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні у 400 разів встановлено, що вони становлять (21,00 ± 8,05) позитивних клітин при n = 20 від загальної кількості клітин строми. Дифузне розміщення нейтрофілів спостерігалося у гігантоклітинному епулісі. Ми спостерігали випадок із високою експресією МРО у цитоплазмі гігантських клітин.
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Рис. 3.130. Експресія СD79А у гігантоклітинному епулісі
 Збільшення × 400: А – строма гранулеми з позитивними СD79А одноядерними клітинами; B –багатоядерні клітини з позитивною експресією СD79А
Гігантські клітини були СD68-позитивними. Ми спостерігали різну форму, експресії цього маркера, що характерно для макрофагального походження гігантських клітин. Макрофаги утворювали відростки, спрямовані здебільшого у бік резорбованої кісткової тканини. Розміщення гігантських клітин дифузне, але спостерігаються гігантоклітинні епуліси у серійних зрізах, у яких можна бачити 10 – 15 гігантських клітин (рис. 3.132). Усі гігантські клітини СD68 - позитивні. Ми спостерігали в гігантоклітинному епулісі одноядерні СD68 - позитивні клітини. Підрахунком СD68-позитивних клітин у 10 полях зору при збільшенні у 400 разів встановлено, що вони становлять (26,65 ± 10,88) позитивних клітин при n = 20 від загальної кількості лейкоцитів.

[image: image114.jpg]



Рис. 3.131. Експресія MPO у гігантоклітинному епулісі
Збільшення × 400: А – строма гранулеми з MPO - позитивними одноядерними клітинами; B – MPO - позитивні багатоядерні клітини
Усі 100 % гігантоклітинних гранулем були IgG-позитивними. Забарвленість строми мала дифузний характер. Цитоплазма гігантськтих клітин не забарвлювалась ДАБ, тобто не експресувала IgG. Інтенсивність забарвлення була різною – (0,60 ± 0,22), що свідчить про помірнопозитивний рівень експресії Ig G. Ми спостерігали дифузне та глобулярне забарвлення ДАБ строми гігантоклітинного епулісу (рис. 3.133).
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Рис. 3.132. Експресія СD68 у гігантоклітинному епулісі
Збільшення × 40 та ×400: А –позитивна експресія СD68 у багатоядерних клітинах; B – відсутність експресії СD68 у одноядерних клітинах; С – відсутність ядерної реакції у багатоядерних клітинах
Рівень IgМ у середньому був слабопозитивним (0,150 ± 0,12). Разом із тим ми спостерігали значну експресію Ig М у гігантських клітинах у 3 випадках, коли мало місце інтенсивне дифузне запалення (рис. 3.134).

У ході проведених досліджень була виявлена така експресія білків MGMT і p53 у гігантоклітинному епулісі (рис. 3.135 і 3.136). За допомогою імуногістохімічних реакцій з’ясовано, що (74,35 ± 2,70) % гігантських клітин були MGMT- позитивними, тоді як лише (3,45 ± 1,70) % гігантських клітин р53-були позитивними. MGMT-експресійна активність була більшою від p53. MGMT накопичувався як у ядрах, так і в цитоплазмі гігантських клітин. Це можна пояснити тим фактом, що MGMT фізіологічно виражена у високодиференційованих клітинах, а цитоплазматична реакція обумовлена мітохондріальним MGMT, експресія p53 незначна або відсутня, що свідчить про відсутність p53 індукованого апоптозу.

Наші дослідження показали, що ММР-1 і OPN були виражені у всіх зразках гігантоклітинних епулісів. Імуноекспресія цих білків була підтверджена наявністю коричневого кольору в цитоплазмі гігантських клітин. ММР-1 експресується в гігантських і стромальних клітинах. Загалом експресія ММР-1 була більш інтенсивною у гігантських клітинах, ніж у стромальних і досягала 75,9 ± 1,33% (рис. 3.137). 

Експресія OPN у гігантських клітинах траплялося в усіх проаналізованих випадках і досягла (94,55 ± 5,39) %. У стромальних клітин цей маркер не експресувався – 0 % (рис. 3.138).
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Рис. 3.133. Експресія Ig G у гігантоклітинному епулісі
Збільшення ×400: А – багатоядерні клітини IgG-негативні; B – IgG - позитивні клітини
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Рис. 3.134. Експресія IgМ у гігантоклітинному епулісі
 Збільшення × 400: А – клітини без експресії IgМ; B – IgМ - позитивні багатоядерні клітини
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Рис. 3.135. Експресія MGMT у гігантоклітинному епулісі
Збільшення × 400: А – строма гранулеми з негативною реакцією MGMT; B – просвіт судини; С– клітини з позитивною ядерною реакцією на MGMT; D – клітини з MGMT-позитивними ядрами та цитоплазмою
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Рис. 3.136. Експресія p53 у гігантських клітинах епулісу
Збільшення × 400: А – клітини з частково негативною реакцією; В – клітини з позитивною реакцією; С – строма гранулеми p53 негативна
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Рис. 3.137. Експресія MMP-1 у гігантоклітинному епулісі. Збільшення × 400: А – помірна експресія MMP-1; В – MMP-1 негативна експресія у клітинах строми; С – значна експресія ММР-1 у гігантських клітинах
Вивчення експресування Ki 67 у гігантських клітинах досліджуваного епулісу показало негативну реакцію (рис. 3.139). Траплялися поодинокі Ki 67-позитивні клітини у змішаноклітинній інфільтрації строми - (6,25 ± 2,80).

Для вивчення антиапоптичної активності у клітинах гігантоклітинного епулісу досліджувалась експресія білка Bcl 2. Патерном експресії білка Bcl 2 була цитоплазма, яка інтенсивно забарвлювалась ДАБ. Експресія Bcl 2 у гігантських клітинах досягла (42,70 ± 6,02)% (рис. 3.140) при n = 20 від загальної кількості клітин інфільтрату.

Експресія VEGF спостерігалася у всіх проаналізованих випадках і відмічалась у клітинах інфільтрату та гігантських клітинах. Вона характеризувалася цитоплазматичною реакцією і знаходилася на рівні (21,00 ± 4,86) % позитивних клітин (рис. 3.141).
Експресія S100 білка характеризувала макрофагальну активність гігантських клітин. Також траплялися S100-позитивні одноядерні клітини у інфільтраті гігантоклітинного епулісу. Патерном експресії білка S100 була цитоплазма, яка інтенсивно забарвлювалася ДАБ S100 у гігантоклітинному епулісі (8,85 ± 4,06) % (рис. 3.142) при n = 20 від загальної кількості клітин інфільтрату.

Експресія HSP90aa1 спостерігалася у всіх проаналізованих випадках і виявлялась у гігантських клітинах та епітелії. Вона характеризувалася забарвленням цитоплазми клітин та знаходилась у гігантських клітинах на рівні (89,30 ± 5,84) % (рис. 3.143). В епітелії відмічається помірна HSP90aa1-реакція – 0,80 ± 0,15.

Експресія глікофорину траплялася у всіх 20 проаналізованих випадках і виявлялась у гігантських клітинах та еритроцитах. Вони характеризувалися забарвленням цитоплазми клітин та знаходились на рівні (59,75 ± 13,38) % у гігантських клітинах (рис. 3.144). 
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Рис. 3.138. Експресія OPN у клітинах гігантоклітинного епулісу Збільшення × 400: А – гігантські клітини з різко позитивною реакцією; В – фібробласти з негативною експресією OPN
[image: image120.jpg]


 

Рис. 3.139. Експресія Ki 67 у клітинах гігантоклітинного епулісу Збільшення × 400: А – негативна Ki 67 - реакція гігантських клітин
[image: image121.jpg]



Рис. 3.140. Експресія Bcl 2 у гігантоклітинному епулісі
 Збільшення × 400: А – багатоядерні клітини з Bcl 2 - позитивною цитоплазмою

[image: image122.jpg]



Рис. 3.141. VEGF у гігантоклітинному епулісі
Збільшення × 400: А – одноядерні клітини з VEGF - позитивною цитоплазмою; B – VEGF-позитивні багатоядерні клітини

[image: image123.jpg]



Рис. 3.142. Експресія S100 у клітинах гігантоклітинного епулісу Збільшення × 400: А – одноядерні клітини з S100 -позитивною цитоплазмою; B – S100-багатоядерні клітини з слабкою ДАБ – позитивною цитоплазмою
[image: image124.jpg]



Рис. 3.143. Експресія HSP90aa1 у гігантоклітинному епулісі Збільшення × 400: А – багатоядерні клітини з HSP90aa1-позитивною реакцією у цитоплазмі; B – HSP90aa1-позитивні одноядерні клітини
[image: image125.jpg]


 

Рис. 3.144. Експресія глікофорину гігантоклітинного епулісу Збільшення × 400: А – glycophorin-позитивні еритроцити; B – glycophorin-позитивні багатоядерні клітини

Таблиця 3.21 демонструє основні статистичні показники експресії досліджуваних маркерів у гігантоклітинному епулісі.

Для з’ясування взаємозв’язку експресії СD3, СD79А, MPO, СD68, Ig G, Ig G – епітелію, Ig M, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1,ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – епітелію, S100, HSP90aa1, HSP90aa2 – епітелію, Glу у гігантоклітинному епулісі був проведений кореляційний та багатофакторний аналізи.

Аналізуючи діаграму важливості факторів морфогенезу гігантоклітинного епулісу (рис. 3.135), ми дійшли висновку, що основними є сім факторів. Важливість четвертого та п’ятого факторів знаходиться на одному рівні, тобто вони мають однакову вагу.

Варіанти комбінацій величин можна подати у вигляді шести факторів, змоделювавши при цьому залежності F-головних факторів від факторних навантажень значень вектора:

F1 = CD79A -0,684384 + HSP90aa1 0,662772;
F2 = MGMT 0,769873 + VEGF -0,675523;
F3 = CD3 -0,741038 + р53 -0,620306;
F4 = IgG -0,736901;
F5 = CD68 0,653809;
F6 = MMP1 0,636392;
F7 =VEGF епітелій 0,710494.
Табл. 3.21.
Таблиця статистичних показників експресії досліджуванх маркерів гігантоклітинного епулісу

	
	N
	Mean
	Min
	Max
	SD

	СD3
	20
	18,95
	2,0
	35,0
	9,23

	СD79А
	20
	32,35
	21,0
	39,0
	4,55

	MPO
	20
	21,00
	13,0
	49,0
	8,05

	СD68
	20
	26,65
	5,0
	44,0
	10,88

	Ig G
	20
	0,60
	0,25
	1,00
	0,22

	Ig G Еп
	20
	0,20
	0
	0,50
	0,13

	Ig M
	20
	0,25
	0
	0,75
	0,25

	MGMT
	20
	74,35
	69,0
	80,00
	2,70

	p53
	20
	3,45
	2,0
	8,00
	1,70

	Ki 67
	20
	6,25
	1,0
	11,00
	2,80

	Bcl 2
	20
	42,7
	34,0
	56,00
	6,02

	ММР-1
	20
	0,77
	0,50
	1,00
	0,18

	ММР-1 Еп
	20
	0,36
	0,20
	0,50
	0,13

	OPN
	20
	94,55
	81,0
	99,00
	5,39

	OPN Еп
	20
	0,30
	0,25
	0,50
	0,10

	VEGF
	20
	21,0
	13,00
	29,00
	4,86

	VEGF Еп
	20
	0,16
	0
	0,25
	0,12

	S100
	20
	8,85
	1,0
	15,0
	4,06

	HSP90aa1
	20
	89,3
	80,0
	98,0
	5,84

	HSP90aa1 Еп
	20
	0,8
	0,5
	1,0
	0,15

	Gli
	20
	59,75
	40,0
	80,0
	13,38


Тоді узагальнена модель росту гігантоклітинного епулісу буде мати таке рівняння:

Y = a0 + a 1F1 + a2x2 +… + a6x6,
де
Y – ріст гігантоклітинного епулісу;


F1 – перший фактор;


ai – власні числа головних компонент

Y = -0,024F1 + 0,09 F2 +-1,36 F3 + -0,73F4+0,65 F5+ 0,63F6 + 0,71 F7.
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Рис. 3.135. Діаграма важливості факторів у морфогенезі гігантоклітинного епулісу
Перший фактор зібрав усі загальні показники експресії імуноглобулінів CD79A та HSP90aa1 у стромі гігантоклітинного епулісу.

На підставі позитивного кореляційного коефіцієнта та беручи до уваги значення змінної, можна припустити, що показники, які належать фактору 1 (F1), впливають на прогресуючий розвиток гігантоклітинного епулісу. Таким чином, ріст гігантоклітинного епулісу збільшується зі збільшенням величини F1.

Другий фактор характеризується сукупністю MGMT із позитивним кореляційним коефіцієнтом та VEGF з негативним коефіцієнтом, що характеризує посилення росту гігантоклітинного епулісу зі збільшенням метилування ДНК. Разом з тим зменшується проліферація судин.

Третій фактор характеризує наявність Т-клітин та ензиму апоптозу р53 у гігантоклітинному епулісі. Виходячи з негативних кореляційних коефіцієнтів фактора 3, можна стверджувати, що наявність Т- клітин та ензиму р53 не сприяє посиленню росту гігантоклітинного епулісу.

До четвертого фактора належить IgG, який має негативний коефіцієнт. Збільшення кількості IgG призводить до зменшення росту гігантоклітинного епулісу.

П’ятому фактору належить маркер макрофагів CD68, який має позитивний коефіцієнт. Тобто збільшення експресії цього маркера призводить до посилення росту гігантоклітинного епулісу.

Шостий фактор характеризувався наявністю ензиму резорбції ММР-1, який має позитивний коефіцієнт. Збільшення кількості ММР-1 призводить до прогресування росту гігантоклітинного епулісу.

Сьомий фактор характеризувався наявністю експресії VEGF епітелієм. Він показує, що збільшення кількості VEGF сприяє до посиленню росту гігантоклітинного епулісу.

Проведений аналіз наводить на думку, що важливими є такі фактори F1, F2, F5, які призводять до прогресування процесу росту гігантоклітинного епулісу.

На підставі кореляційного аналізу створена матриця показників експресії СD3, СD79А, MPO, СD68, IgG, IgG – епітелію, Ig M, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1,ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – епітелію, S100, HSP90aa1, HSP90aa1 – епітелію, Gli (табл. 3.22).

Проведена кластеризація показників експресії досліджуваних маркерів обумовила групування показників гігантоклітинного епулісу. На першому етапі кластеризації об’єднані в кластер показники першої групи (жовта лінія рис. 3.136). Ензими першого кластера здебільшого характеризують запальні зміни. До другого кластера (зелена лінія рис. 3.136) увійшли показники, що обумовлюють остеокластичну резорбцію кістки. До третього кластера (блакитна лінія рис. 3.136) увійшли репаративні проліферативні й антиапоптотичні показники. Четвертий кластер (червона лінія, рис. 3.136) склали об’єднанні макрофаги з їх активністю з проапоптотичним ензимом Р53.
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Рис. 3.136. Діаграма кластеризації досліджуваних ензимів гігантоклітинного епулісу

Беручи до уваги те, що Т-клітини здатні виконувати регуляторні функції, ми вирішили дослідити наявність білка CD3 у зразках ангіоматозного епулісу імуногістохімічним методом. CD3 був нами обраний як продукт одного з найважливіших генів маркерів Т-клітин. Було проаналізовано 16 зразків.
	
	СD3
	СD79А
	MPO
	СD68
	Ig G
	Ig G Еп
	Ig M
	MGMT
	p53
	Ki 67
	Bcl 2
	ММР-1
	ММР-1 Еп
	OPN
	OPN Еп
	VEGF
	VEGF Еп
	S100
	HSP90aa1
	HSP90aa2 Еп
	Gli

	СD3
	1,00
	-0,08
	-0,32
	-0,56
	-0,06
	-0,25
	0,46
	-0,29
	0,39
	-0,03
	-0,14
	-0,14
	-0,40
	-0,23
	-0,33
	-0,16
	-0,12
	0,11
	0,05
	0,25
	-0,04

	СD79А
	-0,08
	1,00
	0,10
	-0,41
	0,47
	-0,09
	-0,06
	-0,14
	-0,08
	0,03
	0,52
	0,08
	0,19
	-0,28
	0,05
	0,26
	0,48
	-0,31
	-0,32
	-0,35
	-0,08

	MPO
	-0,32
	0,10
	1,00
	-0,50
	0,01
	0,19
	-0,10
	0,22
	0,00
	-0,08
	0,31
	-0,02
	0,26
	0,03
	0,40
	-0,24
	0,05
	-0,67
	-0,18
	-0,02
	0,13

	СD68
	-0,56
	-0,41
	-0,50
	1,00
	0,11
	-0,13
	0,25
	0,15
	-0,30
	0,08
	0,12
	0,60
	0,04
	0,92
	-0,04
	0,17
	-0,10
	0,54
	0,21
	-0,01
	-0,02

	Ig G
	-0,06
	0,47
	0,01
	0,11
	1,00
	0,07
	0,00
	-0,02
	0,26
	0,02
	-0,18
	0,35
	-0,04
	0,31
	-0,38
	-0,22
	-0,15
	-0,17
	0,14
	0,52
	0,39

	Ig G Еп
	-0,25
	-0,09
	0,19
	-0,13
	0,07
	1,00
	-0,20
	-0,39
	-0,43
	0,22
	0,14
	0,08
	-0,01
	0,06
	-0,05
	0,06
	-0,08
	-0,29
	0,12
	-0,20
	-0,29

	Ig M
	0,46
	-0,06
	-0,10
	0,25
	0,00
	-0,20
	1,00
	0,13
	0,30
	0,02
	0,07
	0,13
	-0,28
	-0,12
	0,13
	-0,47
	-0,31
	0,34
	0,18
	0,25
	-0,10

	MGMT
	-0,29
	-0,14
	0,22
	0,15
	-0,02
	-0,3 9
	0,13
	1,00
	0,33
	0,29
	0,47
	0,27
	0,34
	-0,06
	0,50
	-0,36
	-0,06
	-0,02
	-0,05
	0,15
	-0,18

	p53
	0,39
	-0,08
	0,00
	-0,30
	0,26
	-0,43
	0,30
	0,33
	1,00
	-0,27
	-0,25
	0,31
	0,24
	-0,07
	0,24
	-0,30
	-0,18
	-0,18
	-0,40
	0,21
	0,17

	Ki 67
	-0,03
	0,03
	-0,08
	0,08
	0,02
	0,22
	0,02
	0,29
	-0,27
	1,00
	0,27
	0,11
	-0,04
	0,17
	-0,09
	-0,27
	0,03
	0,01
	0,38
	0,18
	-0,19

	Bcl 2
	-0,14
	0,52
	0,31
	0,12
	-0,18
	-0,14
	0,07
	0,47
	-0,25
	0,27
	1,00
	-0,29
	-0,27
	0,16
	0,05
	-0,31
	-0,22
	-0,02
	0,35
	0,14
	-0,23

	ММР-1
	-0,14
	0,08
	-0,02
	0,60
	0,35
	0,08
	0,13
	0,27
	0,31
	0,11
	-0,29
	1,00
	0,20
	0,22
	0,29
	-0,11
	-0,06
	-0,21
	-0,25
	0,08
	-0,29

	ММР-1 Еп
	-0,40
	0,19
	0,26
	0,04
	-0,04
	-0,01
	-0,28
	0,34
	0,24
	-0,04
	-0,27
	0,20
	1,00
	-0,11
	0,55
	-0,24
	0,02
	-0,06
	-0,38
	-0,29
	0,01

	OPN
	-0,23
	-0,28
	0,03
	0,92
	0,31
	0,06
	-0,12
	-0,06
	-0,07
	0,17
	0,16
	0,22
	-0,11
	1,00
	-0,08
	-0,16
	0,04
	-0,27
	-0,07
	0,12
	0,01

	OPN Еп
	-0,33
	0,05
	0,40
	-0,04
	-0,38
	-0,05
	0,13
	0,50
	0,24
	0,09
	0,05
	0,29
	0,55
	-0,08
	1,00
	0,13
	-0,16
	-0,08
	-0,36
	-0,37
	-0,31

	VEGF
	-0,16
	0,26
	-0,24
	0,17
	-0,22
	0,06
	-0,47
	-0,36
	-0,30
	-0,27
	-0,31
	-0,11
	-0,24
	-0,16
	-0,13
	1,00
	0,20
	0,03
	-0,16
	-0,39
	0,21

	VEGF Еп
	-0,12
	0,48
	0,05
	-0,10
	-0,15
	-0,08
	-0,31
	-0,06
	0,18
	0,03
	-0,22
	-0,06
	0,02
	0,04
	-0,16
	0,20
	1,00
	-0,27
	-0,46
	-0,10
	0,03

	S100
	0,11
	-0,31
	-0,67
	0,54
	-0,17
	-0,29
	0,34
	-0,02
	-0,18
	0,01
	-0,02
	-0,21
	-0,06
	-0,27
	-0,08
	-0,03
	-0,27
	1,00
	0,29
	0,10
	0,04

	HSP90aa1
	0,05
	-0,32
	-0,18
	0,21
	0,14
	0,12
	0,18
	-0,05
	0,40
	0,38
	0,35
	-0,25
	-0,38
	-0,07
	-0,36
	0,16
	-0,46
	0,29
	1,00
	0,14
	0,01

	HSP90aa2 Еп
	0,25
	-0,35
	-0,02
	-0,01
	0,52
	-0,20
	0,25
	0,15
	0,21
	0,18
	0,14
	0,08
	-0,29
	0,12
	-0,37
	-0,39
	-0,10
	0,10
	0,14
	1,00
	0,29

	Gli
	-0,04
	-0,08
	0,13
	-0,02
	0,39
	-0,29
	-0,10
	-0,18
	0,17
	-0,19
	-0,23
	-0,29
	0,01
	0,01
	-0,31
	0,21
	0,03
	-0,04
	0,01
	0,29
	1,00


Таблиця 3.22
Кореляційний зв'язок між показниками експресії досліджуваних маркерів гігантоклітинного епулісу, Р ≤ 0,05

f = n-1 f = 0,360 (0.05)

CD3 – це мембранний білок, тому позитивна реакція оцінювалася за експресією маркера на мембранах клітин. В усіх зразках були наявні  клітини як із позитивною, так і з негативною реакцією. Це пояснюється неоднорідністю клітинного інфільтрату. Загалом кількість CD3 - позитивних клітини коливалася від 4% до 19 %. Середній показник відсотка ядер із позитивною реакцією становив10,68 % (рис. 3.137).
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Рис. 3.137. Експресія CD3 в ангіоматозному епулісі

Збільшення ×100; А – судини; B – CD3 - позитивні одноядерні клітини
Із 16 зрізів ангіоматозного епулісу всі у своєму клітинному складі містили СD79А - позитивні клітини. Для ангіоматозного епулісу був характерний широкий діапазон СD79А - позитивних клітин – від 21 до 56 %. Середній відсоток клітин із позитивною реакцією становив (35,43 ± 8,0) % (рис. 3.138).

Під час імуногістохімічного дослідження на маркер МРО також виявлялися МРО - позитивні клітини (рис. 3.139). Для багатьох зрізів характерна надзвичайна неоднорідність розподілу клітин з реакцією та без неї. У багатьох випадках на периферії епулісу переважали клітини без реакції, у той час як біля судин було виявлено клітини з інтенсивною реакцією. Часто клітини з однаковим типом реакцій локалізувалися групами. Також ми спостерігали змінену сполучну тканину поряд із МРО позитивними клітинами. Для ангіоматозного епулісу був характерний широкий діапазон МРО-позитивних клітиних результатів – від 4 до 25 %. Середній відсоток клітин з позитивною реакцією становив (12,75 ± 4,68) % (рис. 3.139). 

Імуногістохімічне дослідження маркера СD68 тканини ангіоматозного епулісу показав наявність як одноядерних, так і багатоядерних макрофагальних клітин, але кількість ядер не перевищувала 3 – 5 у багатоядерних клітинах. Середній відсоток СD68 із позитивною реакцією становив (39,43 ± 11,37) %. Кількість МРО-позитивних клітин знаходилася в межах – від 12 до 53 % (рис. 3.140).
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Рис. 3.138. Експресія CD79a в ангіоматозному епулісі.Збільшення × 400: А – судини; B – CD79a - позитивні одноядерні клітини
Експресія двох класів імуноглобулінів IgG та IgМ в ангіоматозному епулісі значно не відрізнялася від фіброзного та гігантоклітинного епулісів у ділянці локалізації. Ми спостерігали експресію імуноглобулінів класу G епітелієм, також IgG мав дифузне забарвлення строми ангіоматозного епулісу (рис. 3.141). Строма ангіоматозного епулісу інколи не мала забарвлення, а якщо забарвлювалася, то рівномірно.
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Рис. 3.139. Експресія MPO в ангіоматозному епулісі
Збільшення × 400: А – MPO - негативні клітини ендотелію судин; В – MPO - позитивні клітини; С – зона мукоідної зміни сполучної тканини
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Рис. 3.140. Експресія CD68 в ангіоматозному епулісі.

Збільшення × 400: А– CD68 - позитивні багатоядерні клітини
IgМ мав нодулярні ділянки експресії різного розміру та інтенсивності, що, на нашу думку, пов’язано з молекулярною масою цього імуноглобуліну (рис. 3.142). 

Середній відсоток клітин із позитивною реакцією на MGMT в ангіоматозному епулісі становив (51,12 ± 21,63) % із діапазоном від 23 до 89 %. Таким чином, різниця між цими показниками – 66 %. Це дозволяє припустити, що під впливом різних зовнішніх чинників відбувається індукція експресії гена MGMT у ангіоматозному епулісі (рис. 3.143).

Беручи до уваги вищезазначені дані, ми вирішили дослідити наявність білка р53 у зразках ангіоматозного епулісу. Ядерний білок р53 був обраний як продукт одного з найважливіших генів, що бере участь у канцерогенезі і може регулювати експресію MGMT. 

Реакція оцінювалася за забарвленням ядер, в усіх зразках були наявні як ядра із позитивною реакцією, так і ядра з негативною реакцією, яких була більшість. Це пояснюється неоднорідністю клітин ангіоматозного епулісу. Загалом кількість р53-позитивних ядер коливалася від 0 до 15 %. Середній показник відсотка ядер із позитивною реакцією становив (5,18 ± 4,06) % (рис. 3.144).

Ми також дослідили наявність Кі-67 в ангіоматозному епулісі. Результати цього дослідження показали незначну проліферативну активність ендотелію судин (рис. 3.145). При імуногістохімічному дослідженні маркер проліферативної активності Кі 67 виявлявся в межах від 2% ядер з позитивною реакцією до 14 %. Середнє значення Кі-67 позитивних клітин становило (6,93 ± 3,41) %.

Одночасно в ангіоматозному епулісі спостерігалася значна експресія Вcl2 як у клітинах інфільтрату, так і у ендотелії судин (рис 3.146). Середній відсоток клітин із позитивною реакцією на Вcl2 становив (36,37 ± 15,11) %.

На рис. 3.147 та рис. 3.148 можна побачити експресію MMP1 та OPN у тканині ангіоматозного епулісу відповідно. При цьому епітелій ангіоматозного епулісу експресував MMP1 у всіх випадках. На відміну від MMP1 та OPN у трьох зразках тканин епітелій не експресувався. Протилежні результати ми спостерігали щодо строми цих трьох зразків. Так, MMP1 експресувався стромою, а експресія OPN була відсутньою. Результати експресії MMP1 та OPN наведені у таблиці 3.4.5.
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Рис. 3.141. Експресія IgG в ангіоматозному епулісі. Збільшення × 400: А– судини; В – IgG - позитивні клітини; С – IgG - позитивний епітеліальний тяж
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Рис. 3.142: Експресія IgM в ангіоматозному епулісі
Збільшення × 100: А – клітинний інфільтрат; В – IgM-позитивні поля; С – Ig M-позитивна зона
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Рис. 3.143. Експресія MGMT в ангіоматозному епулісі
Збільшення ×400: А – MGMT-позитивні клітини строми; B – MGMT-позитивні ендотеліальні клітини
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Рис. 3.144. Експресія p53 в ангіоматозному епулісі
 Збільшення × 400: А – p53 - негативні клітини ендотелію судин
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Рис. 3.145. Експресія Kі 67 в ангіоматозному епулісі
 Збільшення × 400: А–Kі67-негативні клітини ендотелію; В – Kі67-позитивні клітини ендотелію
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Рис 3.146. Експресія Вcl-2 в ангіоматозному епулісі
 Збільшення × 400: А – Вcl2 позитивні клітини ендотелію ; В – Вcl-2-позитивні клітини інфільтрату 

Особливо цікаві результати ми одержали при дослідженні експресії VEGF. При імуногістохімічній реакції виявлена значна інтенсивна експресія VEGF як клітин інфільтрату, так і ендотелію судин (рис. 3.149). У цілому, кількість VEGF -позитивних судин коливалася від 91 до 99 %. Середній показник відсотка судин із позитивною реакцією VEGF становив (94,56 ± 2,5) %. Кількість VEGF -позитивних клітин в інфільтраті коливався від 8 до 56 %. Середній показник відсотка судин із позитивною реакцією становив (29,31 ± 14,8) %.
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Рис 3.147. Експресія MMP1 в ангіоматозному епулісі
Збільшення ×400: А – MMP1-позитивні клітини; В – ділянки крововиливів; С – судина

Із 16 випадків ангіоматозного епулісу S100-позитивними виявилися всі зразки, які мали широкий діапазон результатів – від 12 до 56 % позитивних клітин інфільтрату та ендотелію судин. Середній відсоток ядер з позитивною реакцією становив (24,06 ± 12,98) %. Як ми зазначали у літературному огляді, експресія ензиму S100 свідчить про активність макрофагальних клітин (рис. 3.150).

Ми також виявили значну експресію білка HSP90aa1 у ангіоматозному епулісі (рис. 3.151), яка за результатами імуногістохімічного дослідження досягла (87,06 ± 7,91) % HSP90aa1-позитивних. Максимальне значення позитивних клітин – 98 %, мінімальне – 67 %. 

За нашими даними, E-cadherin-ензим адгезії епітеліальних клітин не експресувався в ангіоматозному епулісі. На нашу думку, це відображає процес метилування промотору гена ендо- та екзогенними алкіляторами.
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Рис 3.148. Експресія OPN в ангіоматозному епулісі
Збільшення × 400: А – OPN - позитивні клітини; В – OPN - негативні клітини; С – судина з OPN-позитивним ендотелієм

Усі еритроцити були позитивними на глікофорин та значно зафарбовувалися ДАБ у ділянках крововиливів.
Таблиця 3.23 демонструє основні імуногістохімічні статистичні показники ангіоматозного епулісу.

Для з’ясування морфогенетичного значення експресування СD3, СD79А, MPO, СD68, IgG, IgG – епітелію, IgM, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1,ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – інфільтрату, S100, HSP90aa1, HSP90aa2 – епітелію, Glу в ангіоматозному епулісі був проведений кореляційний та багатофакторний аналізи.

Аналізуючи діаграму важливості факторів (рис. 3.152), ми дійшли до висновку, що основними у морфогенезі ангіоматозного епулісу є сім факторів. Ми не виявили факторів, які знаходилися на одному рівні та мали однакову вагу.
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Рис. 3.149. Експресія VEGF в ангіоматозному епулісі
Збільшення ×400: А – набряк; В – VEGF - позитивні клітини; С – судина з експресією VEGF в ендотелії
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Рис. 3.150. Експресія S100 в ангіоматозному епулісі
 Збільшення × 100: А – S100 - позитивна реакція у клітинах інфільтрату; В – судина з експресією S100-ендотелієм 
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Рис. 3.151. Експресія HSP90AA1 в ангіоматозному епулісі
Збільшення × 400: А – HSP90AA1 - позитивна реакція у клітинах ендотелію; В – Hsp90aa1 - негативна реакція у клітинах інфільтрату; С – Hsp90aa1-експресія клітинами інфільтрату
На підставі кореляційного аналізу створена матриця показників.

Варіанти комбінацій величин досліджених маркерів можна подати у вигляді семи факторів, змоделювавши при цьому залежності F-головних факторів від факторних навантажень значень вектора:

F1 = MMP1 0,80 + S100 0,69+ VEGF 0,66;

F2 = CD68 0,72 + CD79A 0,64;

F3 = IgM -0,678124;

F4 = MGMT -0,771520;

F5 = Ki 67 0,539916;

F6 = HSP90aa1 0,615106;

F7 =VEGF-епітелій 0,61.

Тоді узагальнена модель морфогенезу ангіоматозного епулісу буде мати такий вигляд:

Y = a0 + a 1F1 + a2x2 +… + a6x6,
де
Y – ріст ангіоматозного епулісу;


F1 – перший фактор;


ai – власні числа головних компонент

Y = 2,15 F1 + 1,36F2 + -0,67 F3 + -0,77F4 + 0,53F5 + 0,61F6 + 0,61 F7.
Табл 3.23
Статистичні показники експресії досліджуваних маркерів у ангіоматозному епулісі
	Маркер
	N
	Mean
	Min
	Max
	SD

	СD3
	16
	10,68
	4,00
	19,00
	4,68

	СD79А
	16
	35,43
	21,00
	56,00
	8,00

	MPO
	16
	12,75
	4,00
	25,00
	4,68

	СD68
	16
	39,43
	12,00
	53,00
	11,37

	Ig G
	16
	0,28
	0,00
	0,50
	0,15

	Ig G Еп
	16
	0,35
	0,00
	0,75
	0,20

	Ig M
	16
	0,12
	0,00
	0,25
	0,12

	MGMT
	16
	51,12
	23,00
	89,00
	21,63

	p53
	16
	5,18
	0,00
	15,00
	4,06

	Ki 67
	16
	6,93
	2,00
	14,00
	3,41

	Bcl 2
	16
	36,37
	11,00
	61,00
	15,11

	ММР-1
	16
	0,28
	0,00
	0,50
	0,15

	ММР-1 Еп
	16
	0,70
	0,50
	0,75
	0,09

	OPN
	16
	28,00
	12,00
	64,00
	15,71

	OPN Еп
	16
	0,24
	0,00
	0,50
	0,15

	VEGF
	16
	94,56
	91,00
	99,0
	2,55

	VEGF Інфільтрат
	16
	29,31
	8,00
	56,00
	14,83

	S100
	16
	24,06
	12,00
	56,00
	12,98

	HSP90aa1
	16
	87,06
	67,00
	98,00
	7,91

	HSP90aa2 Еп
	16
	0,29
	0,00
	0,50
	0,13

	Gli
	16
	78,12
	48,00
	97,00
	12,88


Перший фактор зібрав показники експресії ММР-1, S100, VEGF ендотелію судин у стромі ангіоматозного епулісу.

На підставі позитивного кореляційного коефіцієнта та беручи до уваги значення змінної, можна припустити, що показники, які належать до фактора 1 (F1), найбільше впливають на морфогенез ангіоматозного епулісу. Таким чином, ріст ангіоматозного епулісу збільшується зі зростанням величини F1.
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Рис. 3.152. Діаграма важливості факторів у морфогенезі ангіоматозного епулісу

Другий фактор характеризується сукупністю CD68, CD79A з позитивними кореляційними коефіцієнтами, що характеризує посилення росту ангіоматозного епулісу.

Третій фактор характеризує наявність IgM в ангіоматозному епулісі. Виходячи з негативного кореляційного коефіцієнта фактора 3, можна стверджувати, що посилення росту ангіоматозного епулісу не зумовлено наявністю IgM.

До четвертого фактора належить MGMT, що має негативний коефіцієнт. Збільшення кількості MGMT призводить до зменшення росту ангіоматозного епулісу.

П’ятому фактору належить маркер макрофагів Ki 67 із позитивним коефіцієнтом. Тобто збільшення Ki 67 призводить до посилення росту ангіоматозного епулісу.

Шостий фактор характеризувався наявністю HSP90aa1, який має позитивний коефіцієнт. Збільшення кількості HSP90aa1 призводить до прогресування росту ангіоматозного епулісу.

Сьомий фактор засвідчує наявність експресії VEGF епітелієм. Збільшення кількості VEGF призводить до збільшення росту ангіоматозного епулісу.

Проведений аналіз наводить на думку, що важливими у прогресуванні росту ангіоматозного епулісу є такі фактори: F1, F5, F7. Експресія СD3, СD79А, MPO, СD68, IgG, IgG – епітелію, Ig M, MGMT, p53, Ki 67, Bcl 2, ММР-1,ММР-1 – епітелію, OPN, OPN – епітелію, VEGF, VEGF – інфільтрату, S100, HSP90aa1, HSP90aa1 – епітелію, Glу відображена у таблиці 3.24.

Проведена кластеризація показників експресії досліджених маркерів дозволила знайти кластери морфогенезу ангіоматозного епулісу. На першому етапі кластеризації ми об’єднали в кластер показники першої групи (жовта лінія рис. 3.153). Ензими першого кластера здебільшого характеризують проліферативні зміни в епулісі. До другого кластеру – (зелена лінія рис. 3.153) увійшли показники, що обумовлюють апоптоз та ангіогенез. До третього кластеру – (блакитна лінія рис. 3.153) увійшли імуноглобуліни та крововиливи. Четвертий кластер (червона лінія рис. 3.153) об’єднує запальні та резорбтивні зміни в ангіоматозному епулісі.
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Рис. 3.153. Діаграма кластеризації досліджуваних ензимів в ангіоматозному епулісі

Таблиця 3.24
Кореляційний зв'язок між показниками експресії досліджуваних маркерів ангіоматозного епулісу Р≤0,05

	 
	СD3
	СD79А
	MPO
	СD68
	Ig G
	Ig G Еп
	Ig M
	MGMT
	p53
	Ki 67
	Bcl 2
	ММР-1
	ММР-1 Еп
	OPN
	OPN Еп
	VEGF
	VEGF Інфш
	S100
	HSP90aa1
	HSP90aa2 Еп
	Gli

	СD3
	1
	0,27
	0,25
	-0,69
	-0,4
	0,07
	-0,23
	-0,09
	0,32
	-0,06
	0,12
	-0,03
	-0,08
	0,32
	-0,11
	0
	-0,29
	-0,17
	0,05
	-0,16
	-0,35

	СD79А
	0,27
	1
	-0,07
	-0,76
	0,3
	-0,34
	0,25
	0,24
	-0,37
	0,15
	-0,01
	0,1
	-0,25
	-0,24
	0,08
	-0,37
	-0,14
	0,29
	0,14
	-0,14
	0,36

	MPO
	0,25
	-0,07
	1
	-0,43
	0,22
	0,05
	-0,41
	-0,35
	0,29
	-0,05
	0,48
	0,63
	-0,5
	0,13
	-0,16
	-0,1
	-0,05
	-0,29
	0,09
	0,28
	0,07

	СD68
	-0,69
	-0,76
	-0,43
	1
	-0,09
	0,2
	0,18
	-0,02
	0,05
	-0,05
	-0,22
	-0,47
	0,36
	0,03
	0,05
	0,37
	0,12
	-0,04
	-0,12
	0,02
	-0,17

	Ig G
	-0,4
	0,3
	0,22
	-0,09
	1
	0,02
	0,42
	-0,23
	-0,14
	0,16
	0,23
	0,3
	-0,19
	-0,29
	0,34
	-0,17
	-0,13
	-0,08
	0,13
	-0,07
	0,7

	Ig G Еп
	0,07
	-0,34
	0,05
	0,2
	0,02
	1
	0,08
	0,29
	0,07
	-0,73
	0,23
	-0,12
	-0,12
	0,07
	0,14
	0,32
	-0,28
	-0,25
	-0,01
	-0,35
	-0,1

	Ig M
	-0,23
	0,25
	-0,41
	0,18
	0,42
	0,08
	1
	-0,01
	-0,11
	0,09
	-0,23
	0
	-0,13
	-0,03
	-0,02
	0,18
	0,58
	-0,16
	-0,04
	-0,36
	0,21

	MGMT
	-0,09
	0,24
	-0,35
	-0,02
	-0,23
	0,29
	-0,01
	1
	-0,69
	-0,48
	-0,02
	0,15
	-0,1
	0,01
	-0,05
	0
	0,14
	0,28
	-0,19
	-0,08
	0,08

	p53
	0,32
	-0,37
	0,29
	0,05
	-0,14
	0,07
	-0,11
	-0,69
	1
	0,03
	0,4
	-0,41
	0,08
	0,09
	-0,23
	0,37
	-0,27
	-0,43
	0,04
	-0,26
	-0,21

	Ki 67
	-0,06
	0,15
	-0,05
	-0,05
	0,16
	-0,73
	0,09
	-0,48
	0,03
	1
	-0,36
	0,13
	0,25
	-0,18
	0,09
	0,24
	0,12
	0,1
	0,01
	0,19
	-0,03

	Bcl 2
	0,12
	-0,01
	0,48
	-0,22
	0,23
	0,23
	-0,23
	-0,02
	0,4
	-0,36
	1
	-0,13
	-0,25
	0
	-0,17
	0,44
	0,02
	-0,28
	-0,05
	-0,22
	0,36

	ММР-1
	-0,03
	0,1
	0,63
	-0,47
	0,3
	-0,12
	0
	0,15
	-0,41
	0,13
	-0,13
	1
	-0,19
	-0,47
	0,48
	-0,51
	0,1
	0,56
	0,37
	0,32
	0,05

	ММР-1 Еп
	-0,08
	-0,25
	-0,5
	0,36
	-0,19
	-0,12
	-0,13
	-0,1
	0,08
	0,25
	-0,25
	-0,19
	1
	-0,37
	0,19
	0,13
	0,35
	0,2
	0,5
	0,17
	-0,19

	OPN
	0,32
	-0,24
	0,13
	0,03
	-0,29
	0,07
	-0,03
	0,01
	0,09
	-0,18
	0
	-0,47
	-0,37
	1
	-0,07
	0,21
	-0,16
	-0,03
	-0,41
	-0,16
	-0,4

	OPN Еп
	-0,11
	0,08
	-0,16
	0,05
	0,34
	0,14
	-0,02
	-0,05
	-0,23
	0,09
	-0,17
	0,48
	0,19
	-0,07
	1
	-0,12
	0,24
	0,41
	0,28
	0,2
	-0,14

	VEGF
	0
	-0,37
	-0,1
	0,37
	-0,17
	0,32
	0,18
	0
	0,37
	0,24
	0,44
	-0,51
	0,13
	0,21
	-0,12
	1
	-0,04
	-0,42
	0,03
	-0,32
	0,22

	VEGF Еп
	-0,29
	-0,14
	-0,05
	0,12
	-0,13
	-0,28
	0,58
	0,14
	-0,27
	0,12
	0,02
	0,1
	0,35
	-0,16
	0,24
	-0,04
	1
	0,39
	0,1
	0,41
	-0,03

	S100
	-0,17
	0,29
	-0,29
	-0,04
	-0,08
	-0,25
	-0,16
	0,28
	-0,43
	0,1
	-0,28
	0,56
	0,2
	-0,03
	0,41
	-0,42
	0,39
	1
	0,27
	0,31
	-0,25

	HSP90aa1
	0,05
	0,14
	0,09
	-0,12
	0,13
	-0,01
	-0,04
	-0,19
	0,04
	0,01
	-0,05
	0,37
	0,5
	-0,41
	0,28
	0,03
	0,1
	0,27
	1
	0,45
	-0,18

	HSP90aa2 Еп
	-0,16
	-0,14
	0,28
	0,02
	-0,07
	-0,35
	-0,36
	-0,08
	-0,26
	0,19
	-0,22
	0,32
	0,17
	-0,16
	0,2
	-0,32
	0,41
	0,31
	0,45
	1
	-0,23

	Gli
	-0,35
	0,36
	0,07
	-0,17
	0,7
	-0,1
	0,21
	0,08
	-0,21
	-0,03
	0,36
	0,05
	-0,19
	-0,4
	-0,14
	0,22
	-0,03
	-0,25
	-0,18
	-0,23
	1


f = n-1 f = 0,4 (0.05)
Результати енергодисперсійної спектрофотометрії показали, що неорганічна фаза епулісів в основному складається з елементів кальцію і фосфору, як основних компонентів із деякими незначними концентраціями таких елементів - Cr, Zn, Mg, Fe, Со і К. У гігантоклітинних епулісах значною мірою накопичувалися іони Со++. Це добре видно з табл. - 3.25. Рівень іонів Со++ статистично достовірно збільшується (P < 0,05). Що стосується концентрації Cl- і K+, то не виявлена очевидна відмінність між нормальною тканиною і тканиною епулісу (р > 0,01). Найнижчі рівні Р і Са спостерігалися у гігантоклітинному епулісі (P < 0,01). 

Таблиці 3.25
Середній вміст макро- та і мікроелементів у тканинах пародона та епулісах

	Елементи %
	Фіброзний епуліс mean ±SD
	Ангіоматозний епуліс mean ±SD
	Гігантоклітинний епуліс mean ±SD

	P
	10.94 ± 0.71
	6.21 ± 0.78
	5.75 ± 0.51**

	Cl
	3.51± 0.40
	4.39 ± 0.67
	4.39 ± 0.70

	K
	3.74 ± 0.21
	4.25 ± 0.21
	4.03 ± 0.19

	Ca
	15.68 ± 0.91
	10.89 ± 1.70
	11.45 ± 0.50**

	Cr
	-
	-
	0.7 ± 0,16

	Zn
	0.51 ± 0.04
	3.56 ± 0.81***
	3.79 ± 0.70*

	Mg
	0.56 ± 0.03
	0.69 ± 0.12
	1.1 ± 0.09**

	Fe
	2.88 ± 0.16
	25.6 ± 0.90***
	6.69 ± 0.05**

	Со
	-
	-
	11.7 ± 0.14*

	Cu
	-
	-
	2.61 ± 1.30

	* P < 0.05 ** P < 0.01 *** P < 0.001


Таблиця № 3.26
Відсоток інтенсивності поглинання інфрачервоного випромінювання CH3- і CH2-груп ДНК епулісів
	
	2953 (νasСН3)
	2870 (νsСН3)
	2922 (νasCH2)
	2853 (νsСН2)
	1465 (δsCH2)
	1450 (δasСН3)
	1375 (δsСН3)
	724(рCH2)

	
	Валентні коливання
	Деформаційні коливання
	Маятникові коливання 

	Фіброзний епуліс
	45,5 ± 3,3
	0,42 ± 0,13
	4,0 ± 0,6
	19,7 ± 2,75
	0,33 ± 0,021
	10,21 ± 2,62
	7,94 ± 1,57
	4,12 ± 0,89*

	Ангіоматозний епуліс
	50,1 ± 6,6*
	0,27 ± 0,05
	4,2 ± 0,81
	21,31 ± 4,28
	0,42 ± 0,081
	11,29 ± 2,61
	10,34 ± 2,67
	5,1 ± 0,72*

	Гігантоклітинний епуліс
	53,9 ± 3,71***
	0,72 ± 0,25*
	3,22 ± 0,92
	25,94 ± 3,89*
	0,46 ± 0,09*
	15,47 ± 1,16**
	13,24 ± 3,7**
	7,33 ± 0,59**

	*P = 0.05, **P = 0.01, ***P = 0.001


Зміни смуг ІЧ-поглинання ДНК гігантоклітинних епулісів спостерігаються в групі δsCH2. У фіброзному епулісі δsCH2 центр – 1464 см-1, відсоток інтенсивності за шкалою поглинання інфрачервоного випромінювання становив (7,94 ± 1,57) %. Відсоток смуг поглинання ІЧ – 1464 см-1 у клітинах гігантських епулісів становив (0,46 ± 0,09) % (* P = 0,05). Кількість δsСН3 груп у ДНК досліджуваних епулісів збільшується і має такий напрямок: фіброзний епуліс → ангіоматозний епуліс → гігантоклітинний епуліс. Відсоток інтенсивності пропускання за шкалою деформаційних та маятникових коливань СН3- і СН2-груп ДНК наведені в таблиці 3.26. Найбільші зміни ДНК спостерігались у гігантоклітинному епулісі (рис. 3.154).
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Рис.3.154. Інфрачервоний спектр ДНК гігантоклітинного епулісу
Імуногістохімічний аналіз вважається більш орієнтовним методом. Він має меншу точність порівняно з Вестерн-блот аналізом оскільки для зрізів тканин характерна інфільтрація макрофагами, базофілами та іншими клітинами гемопоетичного походження, сполучнотканинними клітинами. Негативний результат імуногістохімії може пояснюватися тим, що клітинна і ядерна мембрани залишаються цілими. Це заважає повному зв’язуванню антитіл із ядерними білками. Протеази клітини теж можуть залишатися активними, руйнуючи MGMT і антитіла. Вестерн-блот аналіз відображає загальну кількість MGMT у клітинах. 

Таким чином, для верифікації результатів імуногістохімічного дослідження нами був проведений Вестерн-блот аналіз ензиму MGMT у зразках тканин ангіоматозного, фіброзного, гігантоклітинного епулісів та у порівняно з нормальною тканиною та під час запалення (рис. 3.155, 3.156 ). 
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 Рис 3.155. Вестерн - блот аналіз 12 зразків тканин

Доріжки: 

10, 12 – тканини ангіоматозних епулісів;

3, 5, 11 – тканини фіброзних епулісів;

     2, 4 – тканини гігантоклітинних епулісів;

6, 7 – нормальні тканини пародонта;

          1, 9, 11 – тканини пародонта з запаленням
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Рис. 3.156. Денситограма результатів Вестерн-блот аналізу 12 зразків тканин

Таким чином, за результатами морфологічних досліджень були виявлені патогенетичні особливості перебігу запалення маргінального пародонта. Особливо важливим у морфогенезі пародонтиту є зміни на рівні ДНК, частково спричинені зміною в експресії ДНК репаративного ензиму MGMT. Неможливість шапіронового відновлення та високе споживання MGMT кумулює та потенціює розвиток розривів молекули ДНК. Негативний вплив на пародонт та ДНК безпосередньо зумовлюють іони хрому, які наявні у складі стоматологічних сплавів. Окрім пародонтопатогенного впливу іони Cr6+ зумовлюють також загальнопатологічну дію на організм та паренхіматозні органи.

Можна стверджувати, що ключовим механізмом, що впливає на утворення різних типів епулісів, є метилування та зміни в експресії MGMT. Безпосередній вплив на ДНК тканин пародонта здійснюють іони Сr6+, які здатні як приєднуватися до ДНК, так і накопичуватися у клітинах макрофагального ряду. Кількісний склад клітин інфільтрату при запаленні тканин пародонта та в епулісах залежить від багатьох факторів, ключовим з яких є дестабілізація генетичного матеріалу.

Заслуговує на увагу той факт, що більшість хворих з ознаками пародонтиту на початкових стадіях свого розвитку не мають скарг на дискомфорт у порожнині рота. Також занепокоєння викликає неадекватна увага лікарів до первинних запальних уражень пародонта, що спричиняє хронізацію запалення. Хронічне запалення пародонта призводить до втрати зубів, і, як наслідок, до значних затрат держбюджету на соціальне протезування пенсіонерів та осіб похилого віку.
Враховуючи глибокі структурні перетворення в кістковій тканині при хронічних пародонтитах, можна стверджувати, що остеобласти (CD68 позитивні клітини) призводять до резорбтивних змін альвеолярного паростка.
На підставі наших досліджень та огляду літератури OPN стимулює міграцію моноцитів, які є попередниками макрофагів та остеокластів. Здатність OPN активізувати хемотаксис Т-клітин була проаналізована імуногістохімічно та статистично. Також негативна структурна перебудова, що виникла впродовж експерименту, зумовлена впливом хрому, який входить до складу протезів.
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 РОЗДІЛ 4. 
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ
У стоматології та патологічній анатомії, як і в інших клінічних медичних науках, перебіг захворювань поділяють на гострий, хронічний та загострення хронічного. Незважаючи на численні морфологічні та патологоанатомічні дослідження, сучасна практична стоматологія дотримується клінічної класифікації захворювань пародонта, і поділяє перебіг пародонтитів на агресивний та хронічний, з фазами загострення і ремісії. Тяжкість захворювання визначається клінікорентгенологічними критеріями (ступенем резорбції кісткової тканини, наявністю або відсутністю пародонтальних кишень). Сьогодні стоматологи значно розширили арсенал засобів діагностики ушкодження пародонта за рахунок розвитку комп’ютерної томографії (КТ), денситометрії. Однак лікар-клініцист, використовуючи КТ, денситометрію та методи стоматологічного обстеження, не одержує достатньої інформації щодо морфофункціональних та патоморфологічних змін у тканинах пародонта при його патології [404, 405].

Використання молекулярно-біологічних, імуноморфологічних маркерів та розроблений нами електронно-мікроскопічний метод дослідження біоптатів пародонту, значно поліпшать діагностику та удосконалить лікування захворювань пародонта завдяки наданню лікарю-стоматологу додаткової молекулярно-генетичної інформації [406]. 

Як показали результати епідеміологічного дослідження, серед населення дитячого та дорослого віку захворювання пародонта мають тенденцію до зростання. Загальносоматичний статус безпосередньо впливає на стан тканин пародонта, про що свідчить незадовільна гігієна та погіршення пародонтальних індексів у хворих із різною соматичною патологією[407]. 
Разом із тим департамент охорони здоров’я не проводить реєстрації захворюваності населення на пародонтити, гінгівіти, епуліси. Також не передбачено облік пародонтитів, гінгівітів, епулісів у обліковій документації (за формою № 039-2/0 «Щоденник обліку роботи лікаря стоматолога», затвердженого Наказом МОЗ України від 28.07.2014 р.; формою № 12 «Звіт про захворювання, зареєстровані у хворих, які проживають у районі обслуговування лікувально-профілактичного закладу», затверджено Наказом МОЗ України від 14.02.12 р.). Відсутність даних щодо поширеності запальних процесів пародонта акумулює та потенціює погіршення обслуговування населення з пародонтитами та гінгівітами[408].
Гістологічні дослідження, які спрямовані на вивчення змін у тканинах пародонта при його запаленні, показують, що патологічний процес у пародонті часто призводить до горизонтальної та вертикальної резорбції кісткової тканини. Більшість фахівців погоджується з тим, що вертикальна втрата кістки з утворенням внутрішньокісткових карманів може відбутися в результаті безпосереднього поширення запалення в місце періодонтальної зв'язки за наявності достатньої товщини кістки. Суперечності виникають під час обговорення факторів, що впливають на цей шлях поширення запалення. 
Беручи до уваги дослідження пародонтитів, ми вивчали експресію MMP-1 у тканинах пародонта при запаленні. MMP-1 синтезується фібробластами, хондроцитами, макрофагами, кератиноцитами, ендотеліальними клітинами та остеобластами. Наші дослідження доводять, що ММР-1 синтезується епітелієм ясен, що збігаються з дослідженнями Дехмана М. (2001) р. [403]. Відомо, що активність MMP-1 стимулюється різними агентами [410], запальні процеси у пародонті також є стимулом, який спричиняє посилення експресії ММР-1. Ми спостерігали, що ММР-1 експресується супрабазально клітинами епітелію. Дослідження Уітто В (2001 р.) показують, що епітеліальні острівці Малясе у стадії проліфірації при запаленні пародонта експресують ММР-1 [410]. Разом з тим, результати наших досліджень показали, що експресія ММР-1 ясенним епітелієм підсилюється атеросклеротичними змінами в організмі. Рівень ММР-1 збільшується при ревматоїдному артриті, остеоартриті, інвазії пухлини, виразкових процесах рогівки, при запальних захворюваннях кишківника, тканинному ремоделюванні. 

Епуліси різних видів також посилюють експресію ММР-1. Так, ми виявили сильний позитивний кореляційний зв'язок між ММР-1 та кількістю гранулоцитів (МРО) (r = 0,96, р = 0.05) у фіброзному епулісі і середній негативний кореляційний зв'язок між IgG, IgM та кількістю ММР-1 (r = -0,64 та r = -0,53 при р = 0,05) відповідно, а також сильний кореляційний зв'язок при пародонтитах між ММР-1 та гранулоцитами. Це пояснюється тим, що у вогнищі запалення пародонта велика кількість нейтрофільних лейкоцитів виробляють цілий ряд медіаторів запалення і факторів ушкодження тканин [412], що і зумовлює сильний кореляційний зв'язок цих показників. Той факт, що ММР-8 колагеназа 2 та нейтрофільна колагеназа була вперше знайдена у нейтрофілах [413], пояснює, чому нейтрофільна ММР впливає на резорбцію тканин пародонта при його запаленні.
Нейтрофільні лейкоцити, макрофаги та плазмоцити створюють основний фактор, який впливає на перебіг запалення у тканинах пародонта, що підтверджується проведеним факторіальним аналізом F1 = -СD68. 0,79 + S100. -0,81 + CD79A 0,79 + MPO 0,70 [414, 415].

Відомо, що основна функція нейтрофілів – участь у боротьбі з мікроорганізмами шляхом їх фагоцитозу та вироблення цитотоксичних речовин. У нейтрофілах містяться численні ферменти, що викликають бактеріоліз із подальшим переварюванням мікроорганізмів. Одним із таких нейтрофілспецифічних ферментів є мієлопероксидаза. Вона призводить до утворення гіпохлорит-аніону, який є сильним окиснювачем, та має неспецифічну бактерицидну дію (H2O2 + Cl− → H2O + OCl−). Тому мієлопероксидаза є одним із факторів кісткової резорбції та колагендеструкції [416]. Крім того, мієлопероксидаза бере участь в оптимізації кисневозалежної цитотоксичності та модулює запальну відповідь тканин пародонта. Цитотоксичність, обумовлена наявністю хлорнуватистої кислоти, призводить до вторинних альтеративних змін у тканинах пародонта [413]. Ця думка також повністю підтверджує наші дослідження та клінічні спостереження при патології пародонта [417, 418]. 

Відомо, що CD79A позитивні клітини здатні до синтезу IgG та IgM, що підтверджується позитивним кореляційним зв’язком r = 0,44 та 0,4 при р=0,05 відповідно при пародонтитах у наших дослідженнях.

IgG діє через декілька механізмів. IgG опосередковано зв'язує патогени, викликає їх блокування [420]. IgG покриває поверхню патогену (опсонізація) та дозволяє розпізнати і підготувати патоген до фагоцитозу клітинами імунної системи [421]. IgG активує систему комплементу, каскад імунної продукції білка, що призводить до елімінації збудника [422]. IgG також зв’язує і нейтралізує токсини.

IgM – велика молекула, яка не може добре дифундувати у міжклітинних проміжках і тому знаходиться в інтерстиції. Завдяки полімерній природі, імуноглобулін M особливо ефективний при активації системи комплементу, а саме – С3. Сам по собі IgM є неефективним [423].

C3b є більшою з двох елементів, утворюється в результаті поділу комплемента 3 за безпосередньої участі IgM. C3b діє на мікробні клітини. Це призводить до утворення поверхні антигену з приєднаною С3-конвертазою і відповідно більшою кількістю C3b-компонентів. Зв'язаний C3b також допомагає у фагоцитуванні антигену макрофагами [424, 425, 426].

Своїми дослідженнями ми встановили, що макрофаги (CD68) та їх активність (S100) входять до складу фактора 1 та сприяють прогресуванню пародонтиту [427, 428]. Дослідники на сучасному рівні виділяють дві протилежні популяції макрофагів [429]. М1-макрофаги – прозапальні клітини і пов'язані з пошкодженням тканин і їх запаленням, у той час як макрофаги М2 пов'язані з відновленням тканин та їх фіброзом [430, 431]. Виходячи з того факту, що білок S100 відображає активність макрофагів [432 – 435], ми можемо стверджувати, що активні макрофаги беруть безпосередню участь у посиленні морфологічних змін у пародонті при його запаленні [436, 437]. Ґрунтуючись на результатах кластерного аналізу, доведено загальний механізм участі активних макрофагів, нейтрофільних гранулоцитів, клітин В-ряду IgG та IgM у прогресуванні пародонтиту.

У наших дослідженнях доведено, що важливу роль у морфогенезі пародонтиту відіграє проліферація епітелію у базальних шарах під час запалення. Проліферація епітелію ясен супроводжується змішаноклітинною інфільтрацією прилеглої сполучної тканини ясен, склад та кількість клітин якої змінюється при посиленні запального процесу і варіантів імунореактивності організму на фоні загальносоматичного статусу [438, 439]. На межі епітелію і сполучної тканини у процесі запалення пародонта виявляється різна активність остеопонтину (OPN), який експресується неоднаково у різних шарах епітелію. На нашу думку, експресія OPN епітелієм при запаленні пов’язана з адгезивними функціями OPN молекул, що призводить до підсилення апікальної міграції епітелію [440].

Посилена міграція епітелію супроводжується підвищеною експресією Кі-67 у базальному та парабазальному шарах [441]. За літературними даними [442], Кі-67 відіграє значну роль в альтерації сполучної тканини шляхом збільшення пулу епітеліальних клітин із подальшим їх вростанням у прилеглу тканину. Ми встановили, що епітелій ясен у ділянках, прилеглих до запального інфільтрату при пародонтиті, починає проліферувати і експресувати високі рівні Кі-67, OPN та ММР-1. Ki 67-білок (також відомий як MKI 67) є клітинним маркером проліферації. Цей білок наявний у всіх активних фазах клітинного циклу (G1, S, G2 і мітоз), але відсутній у його G0-фазі [443]. Епітелій зони епітеліального з’єднання має «філогенетичну пам’ять» – вростати в прилеглу первинну кістку ротової бухти. Вважають,   що в утворенні епітелію зони епітеліального з’єднання, бере участь редукований епітелій емалевого органа, який покриває всю емаль непрорізаного зуба. Коли коронка зуба починає прорізуватися, редукований епітелій зливається з епітелієм ясен, перетворюючись на епітеліальне прикріплення, яке тісно зв’язане з базальною мембраною. Ми підтримуємо думку вчених [444] про з’єднання кожного шару епітелію з базальною мембраною, що обумовлено її походженням.

На підставі проведених досліджень [445] можна стверджувати, що запалення пародонта порушує остеогенез, при цьому резорбція кісткової тканини супроводжується розростанням грануляційної тканини, яка спричиняє глибокі порушення у тканинах пародонта (рис. 4.1).
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Рис 4.1. Схема взаємозв’язку досліджуваних маркерів у тканині пародонта при запаленні

Протезування з використанням кобальт- та хромовмісних металевих конструкцій призводить до погіршення стану пародонта [446]. Проведене нами дослідження показало дисбаланс катіонів К+ і Na+ у щурів під впливом іонів хрому, яке необхідно розцінювати як прояв гострих ішемічних порушень при надлишковому надходженні іонів Cr6+. Визначення тригліцеридів крові під впливом іонів Cr6+ у комплексі з холестерином ЛПВШ та ЛПНШ дозволяє оцінити порушення ліпідного обміну [447]. Рівень холестерину крові є важливим, але недостатньо інформативним показником, для уявлення про порушення ліпідного обміну та оцінювання ризику раннього розвитку атеросклерозу. Індекс атерогенності повинен бути не більше 3 (у контрольних щурів він становив 1,59). Індекс атерогенності першої групи тварин (20 діб) дорівнював 1,62; другої (40 діб) – 3,46; третьої (60 діб) – 2,0. Спостерігалося хоча і незначне порушення показників ліпідного профілю на 40-ву добу експерименту, але існує ризик розвитку атеросклерозу. На нашу думку, це пов’язано зі змінами реабсорбції в кишківнику під впливом іонів хрому [448, 449].
Для розуміння дії хрому на організм ми вивчили рівень АлАт та АсАт. АлАт переважає в печінці, а АсАт – у міокарді, отже, при пошкодженні міокарда або печінки виявиться підвищена активність у крові одного з цих ферментів. Ми спостерігали підвищення АлАт та АсАт упродовж усіх термінів експерименту, що свідчить про токсичну дію іонів хрому на печінку та серце [450].
Підвищення рівня ферменту КФК відзначається при різних ушкодженнях м’язової тканини – інфаркті міокарда, міокардиті, аритмії серця, прогресувальній м'язовій дистрофії тощо, а також при порушенні мозкового кровообігу та інтоксикації. Ми спостерігали значне підвищення КФК на 20-ту та 40-ву добу споживання іонів хрому, що, на нашу думку, відображає пошкоджувальну дію іонів хрому на м’язи. На 60-ту добу рівень КФК практично нормалізувався, що відповідає реадаптації м’язової тканини до дії іонів хрому.
Виявлена нами підвищенна фрагментація ДНК під впливом іонів хрому у клітинах піддослідних тварин. Розриви з'являються саме в генах під час транскрипції. Однак у літературі є дані про те, що у тканинах гени, які транскрибуються, виходять у перших фракціях при елюції, що свідчить про наявність ендогенних розривів у транскрибційних послідовностях. Таким чином, сама по собі транскрибційна активність сполучена з внесенням розривів у ДНК [451]. Можливо, що перебудова геному у зв'язку з переходом до стану надлишкового надходження іонів хрому вимагає внесення додаткових розривів. Не виключено, що певну роль у фрагментації ДНК можуть зумовлювати різні ферменти. Вони взаємодіють із транскрибційними послідовностями азотистих основ і беруть участь у генерації так званого детергентрозчинного ДНК-незв'язаного хроматину, який складається з коротких фрагментів ДНК, збагачених транскрибційними послідовностями. Фермент MGMT, який у своєму складі містить іони Zn2+, залежний центр, для репарування ендогенолкілованих ділянок ДНК, замінюється на Cr6+ та обумовлює запуск процесу інтернуклеарної фрагментації ДНК [552]. 

У структурі патології пародонта завжди переважають запальні форми ураження, які в кінцевому підсумку призводять до тканинної деструкції та втрати зубів і кістки альвеолярного відростка щелеп. Разом із тим поруч із запальними формами ушкодження пародонта трапляються епуліси або пародонтоми, які також часто призводять до резорбції альвеолярного відростка шелеп. У зв’язку з цим ми поставили такі завдання:
– з’ясувати механізми розвитку епулісів та резорбції кісткової тканини;

– дослідити епуліси на предмет їх пухлинного чи запального походження;

– установити першоджерело у процесі епулісогенезу.
Проаналізувавши одержані результати кореляційного, факторіального та кластерного аналізів, ми прийшли до висновку, що фіброзний епуліс – пародонтома запальної етіології.

Наявність негативного кореляційного зв’язку між Т- лімфоцитами (CD3) та гранулоцитарними лейкоцитами (MPO) r = -0,58, р = 0,05 дають підстави стверджувати про наявність циклічності перебігу запального процесу у фіброзному епулісі з періодами загострення та згасання запального процесу. Це підтверджує фундаментальний постулат: «під час гострого запального процесу переважають гранулоцитарні лейкоцити та нейтрофіли зокрема» [394]. 

Ще одним фактом, який наводить нас на думку про «хвилеподібний» перебіг запального процесу у фіброзному епулісі є одержані нами дані, які показують від’ємний кореляційний зв'язок між клітинами макрофагального походження (CD68) та В-лімфоцитами (CD79A) r = -0,54 р = 0,05. Реалізація цього механізму, на нашу думку, така: макрофаги, які виконують фагоцитарну функцію (М1-тип) або репаративну (М2-тип) призводять до зменшення кількості В клітин за рахунок макрофагальних цитокінів [453].

Дослідження кореляційного зв’язку між макрофаги (CD68) та їх активністю (S100) r = 0,93, р = 0,01 підтверджує активність процесу у фіброзному епулісі [454].

Установлено, що основним фактором резорбції є ММР-1, яка продукується гранулоцитарними лейкоцитами (MPO), що підтверджується стійким позитивним кореляційним зв’язком між цими показниками (r = 0,96 р = 0,001). Необхідно зазначити, що в результаті проведеного нами імуногістохімічного дослідження, ми знайшли від’ємний кореляційний зв'язок між ММР-1 та кількістю клітин Т- та В – ряду (r=-0,59 та r=-0,74 відповідно при р=0,05). На нашу думку та за результатами досліджень інших авторів [455], це може бути пов’язано з цитотоксичними властивостями ММР-1, яка проявляється при її надмірній кількості. Також ми не виключаємо той факт, що продукти каталізу мієлопероксидази потенціюють цитотоксичний ефект, тому не варто недооцінювати цитотоксичний ефект MMP-1. Аналіз кореляційного зв’язку між ММР-1 та р53 слабкий, але позитивний (r = 0,34, р = 0,05), що свідчить про запуск апоптозу клітинами при дії на них ММР-1. Ще один негативний ефект дії ММР-1 на лімфоцити В-ряду пов’язаний зі зменшенням кількості IgG та IgM, які безпосередньо продукуються цими клітинами. Цей негативний ефект створює ММР-1, що продукується епітелієм фіброзного епулісу (IgG-ММР-1 r = -0,64, р = 0,05 та IgM-ММР-1 r = -0,53 р = 0,05).

Посилення ефекту міграції клітин запального інфільтрату сприяє OPN, який продукується епітелієм фіброзного епулісу та сприяє міграції макрофагів та нейтрофільних лейкоцитів, про що свідчать позитивні кореляційні коефіцієнти (OPN – MNO r = 0,25 р = 0,05 OPN – CD68 r = 0,22 р = 0,05). Важливим механізмом прогресування фіброзного епулісу є проліферативна активність епітелію, що підтверджується експресією маркера проліферації Кі 67. Збільшення кількості клітин інфільтрату призводить до підвищення кількості ММР-1 та OPN епітелієм, що відобразилося у позитивному кореляційному зв’язку між Кі67 та ММР-1, Кі67 та OPN (r = 0,69, р = 0,05 та r = 0,24, р=0,05) відповідно.

Відомо, що М2-макрофаги виконують репаративну функцію, що зумовлює проліферацію судин та фібробластів [456, 457]. Результати нашого дослідження показали, що макрофаги та епітелій активно беруть участь у ангіогенезі фіброзного епулісу, про що свідчать позитивні кореляційні коефіцієнти між CD68-VEGF (r = 0,29 р = 0,05). Експресія VEGF епітелієм призводить до посилення росту судин і як наслідок − збільшення міграції всіх видів лейкоцитів у вогнище ураження пародонта, це відобразилося у кореляційних зв’язках між маркерами лейкоцитів та VEGF, що експресується епітелієм (CD3-VEGF r = 0,43 р = 0,05 CD79A-VEGF r = 0.24 р = 0,05 MPO-VEGF r = 0,27 р = 0,05 CD68-VEGF r = 0,30 р = 0,05). Вищезазначений процес є останньою ланкою, що утворює патологічне коло та сприяє росту фіброзного епулісу (рис. 4.2).
У тканинах пародонта часто виникають вторинні зміни. При травматизації пародонта виникають крововиливи з незрілої судинної сітки, що утворюється вищезазначеним механізмом. Ці судини дуже чутливі до дії різних цитотоксичних чинників. Це підтверджується сильним позитивним кореляційним зв'язком між глікофорином еритроцитів, що накопичується під час крововиливів та ММР-1 епітелію, який здатний руйнувати колаген судин (Gli-ММР-1 r = 0,84 р = 0,05).
На підставі проведених досліджень можна стверджувати, що фіброзний епуліс є результатом загоєння запального походження, спричиняє руйнування кістки альвеолярного відростка, при цьому ключову роль у розвитку вищезазначеного патологічного процесу відіграють макрофаги та епітелій, про що свідчать відповідні зв’язки [458, 459] (рис. 4.2.).
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Рис. 4.2. Схема взаємозв’язку досліджуваних маркерів у тканині фіброзного епулісу
Завдяки багатьом цитогенетичним дослідженням показано, що клітини пухлин характеризуються: блокуванням апоптозу, підтримкою ангіогенезу, продукцією власних факторів росту, нечутливістю до екзогенних інгібіторів росту [460]. 

У наших дослідженнях установлено, що СD68-клітини (макрофаги) відіграють ключову роль у рості гігантоклітинного епулісу, який за свого прогресування спричинює поширення резорбтивного процесу в альвеолярному відростку шелеп. За результатами досліджень та літературними даними [461], впевнено можна стверджувати, що CD68-позитивні багатоядерні клітини відіграють важливу роль у резорбтивному процесі. Наявність негативного кореляційного зв’язку між макрофагальними клітинами Т-, В-лімфоцитами і нейтрофільними лейкоцитами CD68-CD3 r =- 0.58 p = 0.05, CD68-CD79A r = -0.41 p = 0.05, CD68-MPO r = -0.50 p = 0.05 підтверджує вищезазначене. 

Не є випадковими результати наших досліджень, що показали значний позитивний кореляційний зв’язок між CD68 та OPN r = 0,92 p = 0,92 при гігантоклітинному епулісі. Цей зв’язок наводить нас на думку про остеогенне походження гігантських клітин у відповідному епулісі. Дослідженнями Ухіно К. (2015 р.) показано [463], що остеобласти – клітини макрофагального ряду, які утворюють симпласти у кістковій тканині для її резорбції, – одна з стадій ремоделювання кісткової тканини. Ми вважаємо, що факт тісного зв’язку CD68-OPN частково підтверджує пухлинне походження гігантоклітинного епулісу.

Разом із тим ми не знайшли кореляційного зв’язку між маркером проліферації Кі-67 та CD68 позитивними клітинами у гігантоклітинному епулісі r = 0,08. Цей факт наводить нас на думку, що гігантські клітини утворюються шляхом злиття. Ця думка підтверджена дослідженнями Аіша М. Д. (2014 р.) про утворення симпластів шляхом злиття, а не поділу клітин [464]. 

Специфіка функціонування CD68 позитивних клітин пояснюється кореляційним зв’язком (CD68 − S100 r = 0.54 p = 0.05). Наявність позитивного кореляційного зв’язку середньої сили дозволяє стверджувати, що недостатня функціональна активність гігантських клітин макрофагального походження призводить до утворення симпластів шляхом злиття. На підтримку нашої гіпотези ми не знайшли літературних джерел, але цей висновок додатково підтверджується кластерним аналізом, де CD68- та S100-маркери входять до одного кластера. Той факт, що Т-клітини впливають на формування гігантоклітинних симпластів шляхом експресії регуляторних кіназ [465], відобразився у сучасній науці. Ми встановили, що Т-клітини є обов’язковою складовою частиною гігантоклітинного епулісу. Отже, одержані наші результати та літературні дані необхідно інтерпретувати так: слабка функціональна активність CD68 спонукає Т-клітини продукувати сигнали, що спрямовані на активне формування симпластів. На користь такої гіпотези свідчить кластерний аналіз, який дозволяє більш чітко зрозуміти етіопатогенез гігантоклітинного епулісу та показує, що до складу одного кластера увійшли CD68- та CD3-клітини [466, 467]. 

Знижена функція макрофагальних клітин може бути обумовлена накопиченням у них значної кількості іонів Со2+ та Сr6+, а білок S100 є метало- протеїном. Надмірне накопичення цих іонів здатне блокувати ензим S100 [468], оскільки цей білок є Са- та Zn-залежним, а ці іони заміщуються на Со2+ та Сr6+.
Ще однією патогенетичною ланкою прогресування гігантоклітинного епулісу є той факт, що збільшення кількості гігантських клітин обумовлюють зменшення експресії проапоптотичного ензиму р53. Це відобразилося у від’ємному слабкому кореляційному зв’язку між CD68 клітинами та ензимом р53 r = -0,3 р = 0,05 і підтверджено кластерним аналізом. Проведена кластеризація доводить вищезазначений зв'язок. На користь цієї думки свідчать поодинокі дослідження, які показують подібний зв'язок [468].

Ми проаналізували потенціал гігантських клітин до ангіогенезу. VEGF увійшов до сьомого фактора, що впливає на формування гігантоклітинного епулісу. На жаль, ми не виявили кореляційного зв’язку між гігантськими клітинами та судинним фактором росту. Кластерний аналіз також об’єднав фактор росту судин із клітинами В-ряду. Це дозволяє стверджувати, що у формуванні гігантоклітинного епулісу беруть участь макрофаги М1, які виконують резорбтивні функції [469]. Отже, додатковим фактором, що дозволяє підтвердити вищезазначену гіпотезу, є середній позитивний кореляційний зв'язок між ММР-1 та CD68 (r = 0,60 р = 0,01). Значна експресія ММР-1 гігантськими клітинами пояснює морфологічну будову гігантоклітинного епулісу, а саме – крововиливи, що обумовлюють до утворення гемосидерину, резорбцію альвеолярного відростка та незначну кількість колагенових структур у стромі.

Однією з імуногістохімічних ознак гігантоклітинного епулісу є значна експресія IgG та IgM. Слабкий кореляційний зв'язок ми виявили між IgM та CD68-клітинами (r = 0,25 р = 0,25), а його результатом імуногістохімічну експресію IgM у гігантських клітинах. У процесі розвитку запалення пародонта IgM активує комплемент 3, мішенню якого є клітини макрофагального ряду. Клітини макрофагального ряду в нормі не експресують IgM. На нашу думку, накопичення IgM у цитоплазмі гігантських клітин при запаленні пародонта виникло внаслідок фагоцитування комплексу IgM-C3b. На цю користь свідчить кластерний аналіз, що об’єднав в один класт IgM та клітини макрофагального ряду. 

Мутації у гені, що кодує ліганд CD40 (CD40 є рецептором CD154, Т-хелперних клітин), призводять до активування В-клітин для підвищеної IgМ-продукції. Таким чином, мутація CD40 обумовлює підвищення кількості IgM [469]. Мутація CD40 ліганда клітин спричиняє активацію остеокластичної резорбції, яка спостерігається у хворих з Х - хромосомним гіпер – IgM - синдромом. Це спричиняє накопичення IgM у цитоплазмі остеокластичних клітин [468]. 

Згідно з результатами нашої роботи ми спостерігали середньої сили позитивний кореляційний зв'язок між Т-лімфоцитами та білком р53 (r = 0,39, р = 0,05). Природа цього явища може бути пов’язана з мутаціями, що виникають під час запальних процесів та впливі різних екзогенних чинників [470]. При цьому необхідно відзначити той факт, що одержаний кореляційний зв'язок служить підставою змін у Т-клітинах. Результати факторіального аналізу підтверджують цей тісний зв'язок та формують фактор 3, який зумовлює ріст гігантоклітинного епулісу. Отже, природньо виникає таке запитання: чому при великій кількості проапоптотичного білка р53 Т-клітини у процесі мутації не гинуть? На нашу думку, це відобразилося у слабкому позитивному кореляційному зв’язку між білком теплового шоку HSP90AA1 і Т- клітинами (r = 0,25 р = 0,05). За літературними даними, HSP90AA1 здатний стабілізувати мутагенні протеїни [471,472 ].

Накопичення IgG у гігантських клітинах ми не спостерігали, тому наявність позитивного середнього кореляційного зв’язку між клітинами CD79A та IgG є закономірною (r = 0,47 р = 0,05). 

Постійна наявність білків-шаперонів у гігантських клітинах стабілізує білки і не дає розвиватися апоптотичним змінам у гігантських клітинах CD68-HSP90AA1 (r = 0,24 p = 0,05). Експресія HSP90AA1 у клітинах макрофагального ряду є закономірною. Наявність HSP90AA1 у клітинах макрофагального ряду спрямована на захист поліпептидного ланцюга при фагоцитуванні та представленні антигена [473, 474].

Важливу роль у формуванні гігантоклітинного епулісу відіграє епітелій, що покриває його поверхню. Ми зазначали раніше, що при запаленні пародонта та при розвитку гігантоклітинного епулісу існує зв'язок між епітеліальними білками ММР-1 та OPN (r = 0,59, р = 0,05), які потенціюють крововиливи та посилюють міграцію лейкоцитів. 

Звертаємо увагу, що гранулоцитарні лейкоцити у ділянках запалення пародонта викликають негативні зміни у кістковій тканині та судинах. Це пошкодження зумовлене дією продуктів каталізу МРО, що знайшло своє відображення у негативному коефіцієнті кореляції між білками МРО та CD68 (r = -0,50 р = 0,05). Отже, у гігантоклітинному епулісі продукти каталізу мієлопероксидази призводять до зменшення кількості клітин макрофагального ряду.

За результатами викладеного матеріалу ми пропонуємо схему формування гігантоклітинного епулісу з урахуванням вищезазначенних зв’язків (рис. 4.3).
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Рис. 4.3. Схема взаємозв’язку досліджуваних маркерів у морфогенезі гігантоклітинного епулісу
Гістологічне дослідження ангіоматозного епулісу, який ми вивчали за допомогою стандартного фарбування гематоксилін-еозином та імуногістохімічим методом із використанням антитіл до VEGF, було вивчено потенціал клітин інфільтрату до ангіогенезу. Встановлено, що клітини макрофагального ряду (CD68) продукують VEGF, про що свідчить позитивний кореляційний зв'язок (r = 0,37 р = 0,05). Ми також спостерігали негативний кореляційний зв'язок між S100 та VEGF, тобто чим більший активний ангіогенез, тим менша активність макрофагальних клітин, про що свідчив кореляційний графік, який ми проаналізували (r = -0,42, p = 0.05).Разом з тим макрофаги М2-типу активно беруть участь у формуванні гемангіом, що було доведено у дослідженнях Венгу Ф. (2013 р). Крім того, дослідники довели зв'язок між ангіогенезом та кількістю макрофагів у гемангіомі [474].

При запаленні пародонта ми встановили слабкий позитивний кореляційний зв'язок між проліферативним пептидом Кі 67 та VEGF (r = 0,24, p = 0,05), що підтверджує проліферацію судин у вогнищі формування ангіоматозного епулісу. Необхідно відмітити той факт, що стимуляція росту судин сприяє папіломовірусній інфекції [475]. 

Антиангіогенну дію на судини спричиняє ММР-1, що руйнує колаген судин. Це відобразилося у негативному коефіцієнті кореляції середньої сили між ММР-1 та VEGF (r = -0,51, р = 0,05), що збігається з літературними даними, які відзначають негативний кореляційний зв'язок між металопротеїназною активністю та процесом пухлинного росту і метастазуванням [476]. Судинний фактор росту, що залучений у ангіогенез, також активує нейтрофіли при запаленні. Підвищена кількість нейтрофілів збільшує секрецію металопротеїназ [477]. Ми також спостерігали закономірність, яка у нашому випадку підтвердилася у позитивному кореляційному зв'язку середньої сили між гранулоцитарними лейкоцитами (МPО) та ММР-1 (r = 0,51р = 0,05).

Необхідно звернути особливу увагу на те, що значна кількість еритроцитів та гемосидерину, які знаходилися у міжсудинному та міжкавернозному просторі, обумовлена дією ММР-1 на судини. Глікофорин (Glу), який міститься в еритроцитах, мав слабкий позитивний кореляційний зв’язок з VEGF (r = 0,21 р = 0,05). Цей зв'язок обумовлений вищезазначеним патогенезом. Необхідно зазначити, що ми спостерігали сильний позитивний кореляційний зв'язок глікофорину та IgG (r = 0,7 р = 0,05) і слабкий позитивний кореляційний зв'язок глікофорину та IgM (r = 0,21, р = 0,05). Відомо, що імуноглобуліни беруть активну участь у гемолізі еритроцитів [478, 479]. За безпосередньої участі С3b, IgG та IgM стимулюється процес фагоцитування еритроцитів, що містяться у міжсудинних просторах ангіоматозного епулісу [480]. Т-хелперні клітини у вогнищі запалення здійснюють контроль за кількістю В-клітин та продукцією ними антитіл, кількістю нейтрофілів та макрофагів [481]. Ми спостерігали слабкий позитивний кореляційний зв'язок (r = 0,29. р = 0,05) між Т-клітинами та В-клітинами; Т-клітинами та гранулоцитарними лейкоцитами (r = 0,25, р = 0,05). Разом із тим відзначається сильний негативний кореляційний зв'язок між Т- клітинами та макрофагами (r = -0,69, р = 0,05). Таким чином, вищезазначені кореляційні зв’язки доводять Т-клітинну регуляторну функцію у ангіоматозному епулісі [482]. Ендотелій судин продукує OPN у незначній кількості та відповідно сприяє міграції, як самих ендотеліальних клітин, так і клітин крові, що доведено слабким позитивним кореляційним зв’язком (r = 0,21, р = 0,05).

За результатами досліджень ми запропонували схему формування ангіоматозного епулісу з урахуванням вищезазначенних зв’язків (рис. 4.4).
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Рис. 4.4. Схема взаємозв’язку досліджуваних маркерів в ангіоматозному епулісі

У роботі ми визначали експресію MGMT на рівні білка, а також визначали кількість MGMT-позитивних клітин імуногістохімічно та за допомогою Вестерн-блот аналізу [483, 484, 485].

Дані білкового аналізу показують, що епуліси та запальні процеси пародонта характеризуються генетичною нестабільністю. Під впливом різних факторів (мікроорганізмів, дії солей важких металів та інші) у клітинах епулісів та пародонті часто виникають пошкодження ДНК і зміни експресії різних генів, відповідно змінюється і перебіг захворювання. Підтвердженням цього є результати дослідження епулісної тканини на важливий білок-онкосупресор – р53. Неоднорідність відсотка ядер із позитивною реакцією, переважно низька та помірна експресія р53 свідчать про часту інактивацію цього гена при ушкодженні пародонтальних клітин. У цілому в епулісах і тканинах пародонта характерна наявність MGMT. При цьому для рецидивів епулісів на фоні гормональних змін характерні більш високі рівні MGMT, ніж для первинних пухлин. Ми пов’язуємо такі результати з тим, що пацієнти з рецидивами епулісів мають значні гормональні зміни в організмі, свідченням чого є гіпертрофічні прояви у яснах вагітних, які ми спостерігали [486, 487]. 

У більшості зразків нормальної тканини пародонта ензим міститься у помірній кількості. Оцінюючи результати, можна припустити, що при трансформації пародонтальних клітин відбувається зміна експресії гена MGMT. Саме тому в епулісах ми спостерігали різні рівні MGMT. У середньому відсоток MGMT-позитивних клітин в епулісах був таким: (15,05 ± 6,22)% - фіброзний; (74,32 ± 2,7)% – гігантоклітинний; (51,12±21,63)% – ангіоматозний епуліси. Тобто MGMT забезпечує стійкість до алкілувальних речовин, а різні рівні MGMT свідчать про різний етіопатогенез епулісів. Ангіоматозний епуліс характеризується більш частими рецидивами [488]. Можливо, при незначній кількості ензиму клітини стають більш чутливими до ендо- та екзогенних алкілувальних речовин.
Такі неоднозначні результати можуть пояснюватися патогенетичними змінами у різних клітинах через стрес під час хронічного запалення пародонта. Тобто різний ступінь активності у клітинах спричинює розвиток різних видів епулісів, хоча ряд ензимів здатні виконувати функцію MGMT. Ці ензими (hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2) діють каскадом і замінюють тимін у парах О6-метилгуанін-тимін на цитозин. Високий рівень ензимів системи помилкового спарювання робить клітину нечутливою до алкілувальних речовин навіть за відсутності у ній MGMT [489].

Ми проаналізували пари зразків «нормальна тканина» – «тканина пацієнтів з запаленням», «нормальна тканина» – «різні види епулісів» на кількість MGMT методом Вестерн-блот аналізу. У результаті було підтверджено наявність зв'язку між морфогенезом пародонтиту та наявністю MGMT у клітинах пародонта.

Рівень експресії MGMT у 12 зразках гігантоклітинного епулісу характеризувався неоднорідністю поблизу зони інтактної тканини пародонта. Належність останніх до «нормальної тканини» підтверджена гістологічними дослідженнями. Ми не знайшли статистично достовірної кореляції між кількістю ензиму MGMT у ділянках нормальної тканини пародонта та гігантоклітинного епулісу за допомогою імуногістохімічного дослідження. Ми встановили позитивну кореляцію між кількістю MGMT та р53 у гігантоклітинному та фіброзному епулісах (r = 0,30, Р ≤ 0,05, r = 021, Р ≤ 0,05 відповідно ). Тобто, чим більше MGMT, тим більше р53.

За літературними даними, для різних типів клітин характерні свої особливості експресії MGMT [489], тому важливо було порівняти результати досліджень експресії MGMT у різних клітинах пародонта. За такий матеріал ми обрали кісткову, епітеліальну, фіброзну тканини пародонта у нормі та при запаленні. Ми не знайшли наукових праць, в яких би вивчалася експресія MGMT у тканинах пародонта.

Питання гістогенезу епулісів на сьогодні залишається суперечливим. Існує дві теорії – пухлинна та запальна. Морфологічно неможливо підтвердити жодну з них. Для прикладу, гігантоклітинний епуліс має структурні ознаки як пухлини, так і запальної гігантоклітинної гранульоми. Ангіоматозний епуліс має ознаки гемангіоми, молодої незрілої грануляційної тканини та ознаки пухлини мезенхімального походження, так і з клітин ендотелію судин. Фіброзний епуліс часто проявляє ознаки фіброми або грануляційної тканини у стадії організації. Ми провели імуногістохімічне дослідження ангіоматозного епулісу на предмет експресії Е-кадгерину, щоб перевірити можливість гістогенезу з ендотелію судин цього патологічного процесу в пародонті. Е-кадгерин – епітеліальний фактор адгезії, який наявний на мембранах лише епітеліальних клітин. Усі зрізи ангіоматозного епулісу, які ми дослідили виявилися імунонегативними. При цьому інші дослідники стверджують, що ендотеліальні маркери (Е-кадгерин FVII-R-Ag, CD31, CD34, алкалін-фосфатаза) виявляються у більшості клітин ендотелію та капілярних синусоїдів пухлин з ендотеліальним компонентом [490, 490]. Виходячи з вищезазначеного, ми вважаємо можливим стверджувати, що при зміні мікрооточення ушкодженого пародонта ангіоматозним епулісом подальше диференціювання клітини може призвести до зміни імунологічного профілю тканин пародонта.

Для ангіоматозного епулісу, як і для фіброзного та гігантоклітинного, характерний широкий діапазон кількості клітин з MGMT-реакцією. Середній відсоток ядер із позитивною реакцією та інтенсивністю забарвлення зайняв проміжне положення між MGMT позитивними клітинами фіброзного та гігантоклітинного епулісів (51,12 ± 21,63)% проти (15,05 ± 6,22) % та (74,32 ± 2,70) %, відповідно. Вестерн-блот аналіз також підтвердив цю різницю. Тобто при трансформації тканин пародонта в ангіоматозному епулісі спостерігаються істотні зміни експресії MGMT, хоча наявність ензиму в ендотелії судин спостерігається частіше, ніж у клітинах мікрооточення гігантоклітинного та фіброзного епулісів.

Ми встановили статистично достовірну негативну кореляцію між кількістю MGMT та р53 в ангіоматозному епулісі (r = -0,69; Р ≤ 0,05). Отже, чим більше ензиму MGMT у клітинах ангіоматозного епулісу, тим менше р53, що, на нашу думку, є фактором прогресування патологічного процесу в епулісі.

На цей час механізми регуляції функції гена MGMT недостатньо вивчені. Найбільше відомі: епігенетична (метилування промотора гена) та зворотня (за допомогою білка р53) регуляції. Менше вивчена індукція MGMT під впливом глюкокортикоїдних гормонів через глюкокортикоїд – розпізнавальну ділянку промотора [492]. Недостатньо вивчені механізми регуляції. Також недостатньо уваги приділялося рівню MGMT у різних клітинах організму. Дослідники вважали, що їх немає. У нашій роботі була показана наявність таких зв’язків у пухлинних клітинах, за відсутності їх у нормальних. За одержаними результатами ми запропонували гіпотезу морфогенезу ушкодження пародонта при запаленні.

Можливо, не рівень MGMT у тканинах пародонта при запаленні впливає на утворення епулісів різних видів, а рівень MGMT у запальному інфільтраті при запаленні призводить до утворення епулісів. Припустимо, що в організмі існує зв'язок між рівнем MGMT у різних клітинах. Його зміни добре простежуються на прикладі лейкоцитів. Ці клітини є зрілими формами швидкооновлюваної гемопоетичної тканини і тому першими відображають зміни в організмі. Якщо загальний рівень MGMT низький, в організмі підвищується ризик виникнення мутацій і з рештою – онкогенної трансформації клітин. Чим менше у клітинах MGMT, тим більшу кількість метильних радикалів буде приєднано до нуклеотидів і тим більше, з рештою, мутацій буде у ДНК клітин. Для підтвердження цієї гіпотези ми проаналізували ДНК лейкоцитів крові, тканин пародонта та внутрішніх органів тварин із хромовим мікроелементозом та встановили різний ступінь фрагментації ДНК у різних органах та тканинах під впливом іонів Cr6+. Хром безпосередньо та опосередковано (через блокування репаративних систем) призводить до утворення розривів ДНК. Найбільші пошкодження ДНК спостерігались у клітинах селезінки, кісткової тканини та пародонта. 

Клітини доброякісних пухлин за своїми морфологічними і біохімічними характеристиками незначно відрізняються від нормальних клітин-попередників. Клітини злоякісних пухлин фенотипічно змінюються настільки, що іноді встановити їх походження можна лише за допомогою морфологічних досліджень. Імовірно, що кількість мутацій у пухлинній клітині пропорційна рівню MGMT у ній і ступеню зміни її фенотипу [493].

Якщо ці мутації спостерігаються у лейкоцитах та містяться у функціонально неважливих ділянках геному і пошкоджують малі його ділянки, то при трансформації клітина змінюється незначно і дає початок гігантоклітинному епулісу. 

Мутація може відбутися у ділянках геному ендотелію судин та фібробластів і змінити фенотип цих клітини. Так виникають клітини, що дають початок ангіоматозному або фіброзному епулісам [494].

Ці нечисленні зміни з високою ймовірністю можуть не торкатися структури гена MGMT і тому його експресія не змінюватиметься. Тому у відповідь на мутації відбувається підвищення експресії репаративних ензимів. Множинні мутації прямо та опосередковано через активацію транскрипційних факторів c-fos, c-jun, junB, junD та AP-1 (активаторний протеїн-1) індукують експресію MGMT. Усі перелічені транскрипційні фактори активуються під дією мутацій і спричинюють гіперекспресію MGMT [495]. 

Первинним пусковим механізмом росту епулісу може бути інактиваторна мутація гена MGMT. Найчастіше це гіперметилування промотору гена або делеції. Мутації генів із заміною нуклеотидів трапляються досить часто. Недостатність репаративної системи призводить до підвищення частоти мутацій, їх накопичення, істотної зміни генної функції і морфології клітини. Таким чином виникає, на нашу думку, фіброзний та ангіоматозний епуліси.

Для цього варіанту росту епулісів, на відміну від попереднього, первинним дефектом є мутація саме у структурі репаративних ензимів фібробластів та ендотелію судин, що призводить до їх інактивації. В іншому разі при виникненні мутацій у регуляторних генах, останні будуть усунуті і подальшого каскаду змін структури ДНК просто не відбудеться. За недостатності репаративних систем клітини у ній виникають нові мутації у протоонкогенах і самих репаративних генах. Ступінь метилування промотора MGMT корелює з рівнем мРНК-транскриптів [496], тому наступні мутації у структурі гена ще більше пригнічують його функцію.

Разом із тим у епулісах різних видів через особливості метаболізму (переважно анаеробне дихання, перекисне окиснення ліпідів) підвищується рівень ендогенних металопротеїназ, що спричинює резорбтивні зміни в альвеолярному відростку щелеп та некрозу клітин. Такі процеси спостерігаються постійно через невідповідність швидкості росту кістки і дії на неї протеаз. Це призводить до зростання експресії MGMT за принципом прямої індукції з подальшим її виснаженням. Так пояснюється низький рівень чи відсутність MGMT у клітинах кісткової тканини при запаленні пародонта та різних типах епулісів.

Звичайно, ми порівняли результати експресії HSP90aa1 з наявністю у зразках епулісів MGMT. Ми не виявили залежності між рівнем MGMT в епулісах та HSP90aa1 мікрооточення. Цікаво, що між HSP90aa1, який експресується епітелієм та MGMT-строми фіброзного епулісу, така залежність наявна на рівні (r = -0,48; Р ≤ 0,05). Тобто, у патогенезі фіброзного епулісу важливу роль відіграє епітелій. Стан епітелію та рівень експресії різних ензимів сильно залежить від мікрофлори порожнини рота. Відсутність кореляції між MGMT та HSP90aa1 мікрооточення епулісів на цій вибірці доводить, що не гістологічний тип епулісу, а саме його генетичні та біохімічні особливості відіграють визначальну роль у морфогенезі та патогенезі епулісів.

Результати культуральних досліджень на стандартних клітинних лініях та фібробластах in vitro показали, що обидві клітинні лінії, які ми досліджували, чутливі до дії алкілувальних речовин, і під впливом інгібітора активності MGMT О6-бензилгуаніну стають ще більш чутливими. Клітинна лінія U373 не має MGMT. Порівняно з фібробластами, що має MGMT, вона більш чутлива до цитотоксичної дії алкілувальних сполук, які продукують мікроорганізми.

Цитотоксична метилувальна речовина MNNG спричиняє подібні зміни у культурі клітин, як і токсини бактерій. Збільшення кількості мертвих клітин свідчить про нездатність репаративних систем клітин усунути пошкодження ДНК. Це відображається у перебігу агресивного генералізованого пародонтиту, коли лікарі-клініцисти говорять про досить малий інтервал між початком запального процесу та повною втратою зубів.

Це пов’язано з тим, що високі дози алкілувальних сполук, які виробляють бактерії пародонтальних карманів, виснажують запаси MGMT, яка, як відомо, не здатна реактивуватися знову. Коли весь MGMT у клітині вичерпано, а алкілувальної речовини багато, нові пошкодження ДНК не відновлюються і клітина гине. Цим пояснюється незначна дія бактеріальних алкілувальних токсинів. Вони є дуже сильними алкіляторами, тому спричинюють значні пошкодженя ДНК у тканинах пародонта. Цих пошкоджень так багато, що MGMT-клітин, як правило, не вистачає для повного їх усунення.

Про існування такої концепції свідчить відсутність зв'язку між MGMT- та HSP90aa1-молекулами ензиму. MGMT не відновлюються шаперонами, що додатково кумулює метилувальний ефект. У цьому випадку зростає кількість пошкоджень ДНК. Таким чином, вичерпання усіх запасів MGMT погіршує перебіг пародонтиту.

Наші експерименти показали, що мікроорганізми пародонтальних карманів мають цитотоксичну дію на клітини. Це пов’язано з наявністю бензольного кільця у структурі інгібітора активності MGMT соматичних клітин. Циклічні сполуки (наприклад, аліфатичні аміни) є більш сильними мутагенами [496]. Алкілувальні сполуки постійно виробляються у бактеріальних клітинах, тому у бактерій є подібні до MGMT репаративні системи, що мають певну ферментативну активність до видалення метильних і алкільних радикалів. Наприклад, гомологічні білки Escherichia coli ada і org з різною специфічністю здатні видаляти метильні та алкільні групи від різних нуклеотидів ДНК-бактерій [497 - 501].

Вони здатні ковалентно зв’язуватися з нуклеотидами і вбудовуватися між ними у дочірньому ланцюзі під час реплікації. Це спричинює зсув рамки зчитування. Такі мутації здатні спричинити інактивацію гена і відігравати важливу роль у механізмах канцерогенезу [502]. Звичайно, виникнення таких мутацій може активувати системи апоптозу, які ми і спостерігали під час запалення пародонта.

Під час дослідження зразків пухлин різного ґенезу підтверджено, що низькі рівні MGMT поєднуються з численними транзиціями генів р53 [470], K-ras [503, 504], APC і β-катеніну [505]. Не завжди є подібна кореляція, через те, що MGMT все-таки не єдиний механізм захисту геному від мутагенного ефекту алкілувальних сполук [506]. Важливим фактором регуляції експресії MGMT є гіперметилування промоторної ділянки гена, за якої спостерігається повна відсутність його експресії. Вона робить клітину надзвичайно чутливою до згубних ефектів алкілувальних речовин і часто трапляється у пухлинних клітинах. При гіперметилуванні промотору MGMT збільшується кількість транзицій у генах-онкосупресорах [506, 507]. Відомий зв'язок однонуклеотидного поліморфізму в структурі гена MGMT, транзицій у генах р53 і K-ras з підвищеним ризиком розвитку раку легень у курців [508 – 515]. У пухлинах астроцитарного походження часто трапляються супресорні мутації гена ТР53 з великою кількістю транзицій типу G:C→A:T у його структурі. У двох третинах випадків такі мутації поєднані з гіперметилуванням промотору гена MGMT [416]. Аналогічні дослідження проводили на зразках міксом серця. Вивчали експресію генів ТР53, K-ras, Bcl 2 і виявили лише гіперекспресію K-ras [511].

Таким чином, бензольне кільце, яке є у продуктах метаболізму бактерій, призводить до виснаження репаративних систем клітин пародонта. Через інактивацію MGMT-клітини інфільтрату, фібробласти, ендотеліоцити стають більш чутливими до дії алкілувальних сполук із подальшим метилуванням ДНК. Таким чином, репаративний ензим MGMT відіграє ключову роль у резистентності клітин пародонта до дії алкілувальних сполук бактерій.

На підставі вищезазначеного запропонована схема патогенетичного походження різних типів епулісів та перебігу пародонтиту при дії алкілувальних речовин на фібробласти, лейкоцити, ендотеліоцити тканин пародонта (рис. 4.5).
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Рис. 4.5. Схема морфологічних взаємозв’язків типів епулісу та перебігу пародонтиту

ВИСНОВКИ

У дисертації подано теоретичне обґрунтування та нове вирішення наукової проблеми, що дозволило виявити особливості морфогенезу та патогенезу пародонтитів та різних видів епулісів на підставі вивчення комплексу біохімічних, морфологічних, імуноморфологічних, метаболічних, імунних, запальних і протеолітичних показників. 

У роботі започатковано сучасний напрямок у стоматології, що базується не лише на клінічних проявах пародонтитів та ролі мікроорганізмів, які спричинюють розвиток основних стоматологічних захворювань, а й значних епігенетичних факторів в етіопатогенезі ушкоджень пародонта.

1. Інтенсивний показник запальних захворювань тканин пародонта за останні десять років у північно - східних областях України характеризувався тенденцією до його зростання і підвищився до 0,445 о/оооо у 2011 році та до цього часу залишається на високому рівні.

2. Стоматологічний статус дитячого населення супроводжується погіршенням стану мікробіоценозу ротової порожнини у 34,5 % випадках. У дорослого населення соматична патологія супроводжувалася змінами зі сторони тканин пародонта, з деструктивними змінами та подальшою хронізацією запалення, утворенням нодулярного типу запального інфільтрату.
3. У хворих при пародонтити та епулісі установлено гістологічні, імуногістохімічні, біохімічні, алкілувальні особливості патогенетичних механізмів розвитку ушкодження тканин пародонта. Виявлений зв'язок між атеросклеротичним процесом та запальною пародонтальною реакцією, яка обумовлена підвищеною експресією ММР-1 епітелієм до (95,8 ± 2,43)% (р<0,001).

4. Бактеріальна колонізація у хворих із запальними захворюваннями пародонта представлена широким спектром мікроорганізмів, серед яких основною асоціацією є Porphyromonas gingivalis з Candida albicans – 58 %.
5. Пародонтити та епуліси супроводжуються порушеннями у структурній організації ДНК клітин пародонта, що проявляється гіперметиляцією, спричиненою дією бактерій, які зумовлюють прогресування запального процесу та зменшення репаративної здатності клітин пародонта. При цьому відсоток інфрачервоних смуг поглинання -СН3 групи ДНК становить (10,39 ± 2,44) % (р = 0,001), що призводить до інактивації генів.

6. Найбільш виразне метилування ДНК фібробластів пародонта відзначалося продуктами Candida albicаns і проявлялося блокуванням репаративного ензиму MGMT. Доведена можливість комплексного неспецифічного індукованого підвищення експресії MGMT у тканинах пародонта бактеріальними продуктами на початкових стадіях модельованого пародонтиту. Виявлена різна залежність рівня експресії гена MGMT при запаленні пародонта, яка спричинена досліджуваними бактеріями. Установлена імовірність кумулятивної дії ендо- та екзотоксинів бактерій на експресію гена MGMT. 
7. Патологічні зміни у тканинах пародонта та крові під впливом дії іонів хрому та кобальту зумовлені накопиченням на 40-ву добу експерименту іонів хрому у кістковій тканині до (1,73 ± 0,61, P < 0,05) та іонів кобальту до (0,2 ± 0,017, P > 0,05). Іони хрому спричиняють зменшення кількості В - та Т - лімфоцитів.

8. Роль ясеневого епітелію у патогенезі розвитку пародонтиту полягає у резорбції альвеолярного відростка кістки шляхом синтезу ММР-1. Підвішена продукція ОРN ясеневим епітелієм посилює міграцію імунних клітин у вогнище запалення. Синтез VEGF епітелієм сприяє поступовому вростанню судин у різні види епулісів, що призводить до кумуляції ефекту міграції імунних клітин крові і, як наслідок, до збільшення кількості нейтрофілів та макрофагів.

9. Патогенетично обґрунтований шлях переходу запалення пародонта у різні види епулісів, який обумовлений гіперметилуванням ДНК та змінами експресії MGMT. За результатами кластерного та факторіального аналізів створені узагальнюючи моделі росту та прогнозування різних типів епулісів Y = 0,62 F1 + -0,71F2 +-0,74 F3 + 1,44 F4 + 0.53 F5 + – 0.76F6 – для фіброзного епулісу; Y =-0,024F1 + 0,09 F2 + -1,36 F3 + -0,73 F4 + 0,65 F5 + 0,63 F6 + 0,71 F7 – для гігантоклітинного епулісу; Y = 2,15 F1 + 1,36F2 + -0,67 F3 + -0,77 F4 + 0,53 F5 + 0,61 F6 + 0,61 F7 – для ангіоматозного епулісу.

10. У хворих на гігантоклітинні епуліси виявлено р53 та Т-лімфоцитарну роль у формуванні гігантських клітин шляхом злиття F3 = CD3 -0,74 + р53 -0,62. Велика кількість гігантських клітин макрофагального походження спричинює резорбцію альвеолярного відростка. Зміни клітинної ланки імунітету при пародонтитах пов’язані з метилуванням ДНК клітин строми гігантоклітинного епулісу, що призводить до його прогресування.

11. Ig G та IgM сприяють фагоцитуванню мікробних клітин при запаленні пародонта та утворюють одну з головних ланок у патогенезі різних типів епулісів та опосередковано стимулюють накопичення різних хімічних елементів у гігантських клітинах Cu2+ до 2,61 ± 1,3 % (P > 0,05), Fe3+ до 6,69 ± 0,05% (P < 0,01), Co2+ до 11,7 ± 0,14 % (P < 0,05).

12. На підставі проведених імуногістохімічних та статистичних досліджень ми запропонували панель маркерів для діагностики різних типів епулісів, яка включає IgG-, IgM-, ММР-1-, MPO-, CD3-, СD68-, OPN-, S100-, VEGF-, Ki 67-ензими. Діагноз гігантоклітинний епуліс може бути верифікований на підставі такого імунофенотипу гігантських клітин: позитивна реакція (+) з маркерами CD 68, OPN, S100 та негативна (-) з маркерами Кі-67, CD3. Діагноз ангіоматозний епуліс може бути верифікований на підставі наступного імунофенотипу: позитивна реакція (+) з маркерами VEGF, MGMT, Gli Кі-67 – та негативна реакція (-) маркерів OPN, S100. Діагноз фіброзний епуліс може бути верифікований на підставі такого імунофенотипу: позитивна реакція (+) з маркерами IgM, ММР-1, MPO, CD3 та негативна реакція (-) з маркером IgG.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1 Пацієнтам із запаленням тканин пародонта доцільно проводити комплексне дослідження, що передбачає гістологічне та імуногістохімічне дослідження (MGMT, Ki 67, MMP1), інфрачервону спектрофотометрію ДНК з метою встановлення порушень репарації і проведення відповідної їх корекції.

2 Визначення показників клітинного складу інфільтрату при ушкодженні тканин пародонта (CD3, CD79А,OPN, CD68 ) є перспективним для ідентифікації патологічного процесу у пародонті, а також із метою оцінювання результатів проведеного лікування.
3 Доцільно до базової терапії хворих із гігантоклітинним епулісом проводити раціональне протезування з використанням ортопедичних конструкцій із мінімальним вмістом Со та Сr для прискорення репаративних процесів та унеможливлення алкілувального впливу цих металів на ДНК клітин пародонта.
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