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КІЛЬКІСНИЙ АНАЛІЗ ПРОЛІФЕРАТИВНОЇ АКТИВНОСТІ ТКАНИН
ПАРОДОНТУ ЩУРІВ ПІСЛЯ ЕКСТРАКЦІЇ ЗУБА НА ФОНІ
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ
А.В. Абрамов, К.С. Ганчев

Запорізький державний медичний університет

Оригінальні дослідження

При цукровому діабеті швидке прогресування запальних процесів, порушення
місцевого імунітету, дистрофічні розлади та пригнічення процесів репарації й
регенерації стають важливим підґрунтям формування тяжких ускладнень, що
потребує розуміння патогенетичних механізмів їх формування.
Мета роботи - провести кількісний аналіз проліферативної активності тканин
пародонту щурів із експериментальним цукровим діабетом (ЕЦД) за показниками
експресії Ki-67 у різні періоди (1-, 7- та 14-а доба) після екстракції першого ниж-
нього моляру.
Матеріал і методи. Використано 120 щурів, 60 з яких моделювали експери-
ментальний цукровий діабет. На 21-у добу розвитку цукрового діабету щурам
видаляли перший нижній моляр та на 1-у, 7-у та 14-у доби після екстракції
виводили з експерименту. Для отримання цифрових показників експресії Кі-67
використаний імуногістохімічний метод, з подальшою цифровою обробкою даних
програмою Image J та EXCEL-7.0. Гістологічні зрізи пародонту інкубували зі
специфічними антитілами до Ki-67 (SantaCruzBiotechnology, USA) у розведені
1:200.
Результати. Встановлено, що у щурів із ЕЦД навіть без хірургічних втручань
виявлена висока проліферативна активність у пародонті. Екстракція зуба конт-
рольним щурам призводить до підвищення проліферативної активності вже на
1-у добу пост екстракційного періоду, пікові значення якої досягаються на 7-добу
та знижуються за два тижні. Екстракція зуба щурам із ЕЦД призводить до
суттєвого підвищення проліферативної активності у тканинах пародонту. На
відміну від контролю, для якого притаманний парабулаподібний характер
показників експресії Кі-67 із піком на 7-му добу та зниженням їх наприкінці 2-го
тижня, у пародонті щурів із ЕЦД критерії проліферації характеризуються
зростаючим трендом із максимальними значеннями на 14 добу.
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КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ ПРОЛИФЕРАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ ТКАНЕЙ
ПАРОДОНТА КРЫС ПОСЛЕ ЭКСТРАКЦИИ ЗУБА НА ФОНЕ
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА

А.В. Абрамов, К.С. Ганчев

При сахарном диабете быстрое прогрессирование воспалительных процессов,
нарушения местного иммунитета, дистрофические расстройства и угнетение
процессов репарации и регенерации становятся значимыми факторами фор-
мирования тяжелых осложнений, что требует понимания патогенетических
механизмов их развития.
Целью исследования было провести количественный анализ пролиферативной
активности тканей пародонта крыс с экспериментальным сахарным диабетом
(ЭСД) по показателям экспрессии Ki-67 в разные периоды (1-, 7 и 14-е сутки)
после экстракции первого нижнего моляра.
Материал и методы. Использованы 120 крыс, 60 из которых моделировали ЭСД.
На 21-е сутки развития сахарного диабета крысам удаляли первый нижний
моляр; на 1-е, 7-е и 14-е сутки после экстракции зуба выводили из эксперимента.
Для получения цифровых показателей экспрессии Ки-67 был использован
иммуногистохимический метод, с последующей цифровой обработкой данных
программой Image J и EXCEL-7.0. Гистологические срезы пародонта инкуби-
ровали со специфическими антителами к Ki-67 (Santa Cruz Biotechnology, USA) в
разведении 1: 200.
Результаты. Было установлено, что у крыс с ЭСД даже без хирургических
вмешательств характерна высокая пролиферативная активность в пародонте.
Экстракция зуба контрольным крысам приводит к повышению пролиферативной
активности уже на первые сутки постэкстракционного периода, пиковые зна-
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чения которой достигаются на 7-сутки и снижаются через две недели. Экст-
ракция зуба крысам с ЭСД приводит к существенному повышению пролифе-
ративной активности в тканях пародонта. В отличие от контроля, для которого
характерна параболаподобная динамика показателей экспрессии Ки-67 с пиком
на 7-е сутки и снижением их в конце 2-й недели, в пародонте крыс с ЭСД критерии
пролиферации характеризуются растущим трендом с максимальными значениями
на 14 сутки.

QUANTITATIVE ANALYSIS OF PROLIFERATIVE ACTIVITY IN THE PERIODONTAL
TISSUE OF THE RATS FOLLOWING TOOTH EXTRACTION AGAINST A
BACKGROUND OF EXPERIMENTAL DIABETES MELLITUS

A.V.Abramov, К.S. Hanchev

Diabetes mellitus is characterized with the rapid progress of inflammatory events,
development of local immunity disorders, dystrophic processes, as well as suppression of
repair and regeneration. The abovementioned factors are important in the formation of
severe complications therefore it is necessary to understand pathogenetic mechanisms of
their development.
Objective was to conduct a quantitative analysis of the proliferative activity in the
periodontal tissue of the rats with experimental diabetes mellitus (EDM) using the in-
dices of Ki-67 expression at different terms (1st, 7th, and 14th day) after 1st  mandibular
molar extraction.
Material and methods. 120 rats were taken to experiment, diabetes mellitus was
modeled in 60 animals. Mandibular first molar extraction was done on the 21st  day of
diabetes mellitus development; rats were removed from the experiment on the 1st, 7th and
14th day after the tooth extraction. Immunohistochemical method was used to obtain the
indices of Ki-67 expression, which was followed by digital data processing using Image
J and EXCEL-7.0 software. Histological sections of the periodontium were incubated
with specific antibodies to Ki-67 (Santa Cruz Biotechnology, USA) at 1:200 dilution.
Results. It has been found that periodontium of the rats with EDM is characterized with
high proliferative activity even without surgical manipulations. Extraction of the tooth
in the control group of rats leads to an increase in proliferative activity already on the
first day of the post-extraction period, the maximal values of which are observed on the
7th day and then decrease in two weeks. Tooth extraction in the rats with EDM leads to a
significant increase in proliferative activity in periodontal tissues. In contrast to the
control, which is characterized by parabolic-like dynamics of Ki-67 expression indices
with a peak on the 7th day and their further decrease at the end of the 2nd week,
proliferation criteria in the periodontium of rats with EDM are characterized by a
growing trend with maximum values on the 14th day.

Вступ
Цукровий діабет (ЦД) - це хронічне захворювання,

яке постійно прогресує і обтяжується ускладненнями.
У хворих швидко формуються мікроангіопатія, імуно-
дефіцит, гіпосалівація, нейротрофічні розлади, що ста-
ють патогенетичними чинниками розвитку захворю-
вань порожнини рота та формування ускладнень при
стоматологічних хірургічних втручаннях [1, 2]. У хворих
на ЦД відзначаються зниження витривалості пародонту
із розвитком діабетичної пародонтопатії, прогресує ос-
теопороз, зменшується здатність до регенерації кістко-
вої тканини, формуються запальні зміни слизової обо-
лонки [3, 4].

Саме ці проблеми хворих на ЦД стають складною
перепоною при плануванні стоматологічних хірургіч-
них маніпуляцій. Більш того, швидке прогресування за-
пальних процесів, порушення місцевого імунітету, дист-
рофічні розлади та пригнічення процесів репарації й
регенерації стають важливим підґрунтям формування
тяжких ускладнень [5, 6]. Розуміння патогенетичних

механізмів їх формування надасть можливість знизити
ризик розвитку ускладнень та розробити патогенетич-
но обґрунтовані методи лікування.

Мета роботи
Провести кількісний аналіз проліферативної актив-

ності тканин пародонту щурів із експериментальним
цукровим діабетом за показниками експресії Ki-67 у
різні періоди (1-, 7- та 14-а доба) після екстракції першо-
го нижнього моляру.

Матеріали і методи дослідження
Експериментальна частина дослідження виконана

Згідно з національними "Спільними етичними принци-
пами експериментів на тваринах" (Україна, 2001), які
узгоджуються з директивою Ради 2010/63EU Євро-
пейського парламенту і Ради від 22 вересня 2010 року
стосовно захисту тварин, що використовують для нау-
кових цілей (Council Directive 2010/63EU of the European
Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the

Original research
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protection of animals used for scientific purposes). Прото-
кол дослідження погоджено з локальним етичним комі-
тетом. Дослідження проведені на 120 самцях-щурах
лінії Wistar, віком 8-10 місяців, розподілених на вісім
груп по 15 тварин у кожній:

- 1 група - "Контроль-0", інтактні тварини без екст-
ракції зуба;

- 2 група - "Контроль-1", щури з екстракцією 1-го
нижнього моляру, декапітація на 1-шу добу після екст-
ракції;

- 3 група - "Контроль-7", щури з екстракцією 1-го
нижнього моляру, декапітація на 7-у добу після екст-
ракції;

- 4 група - "Контроль-14", щури з екстракцією 1-го
нижнього моляру, декапітація на 14-у добу після екст-
ракції;

- 5 група - "Діабет-0", щури із стрептозотоциновим
діабетом (21 доба) без екстракції зуба;

- 6 група - "Діабет-1", щури із стрептозотоциновим
діабетом (21 доба) з екстракцією 1-го нижнього моляру,
декапітація на 1-шу добу після екстракції;

- 7 група - "Діабет-7", щури із стрептозотоциновим
діабетом (21 доба) з екстракцією 1-го нижнього моляру,
декапітація на 7-му добу після екстракції;

- 8 група - "Діабет-14", щури із стрептозотоцино-
вим діабетом (21 доба) з екстракцією 1-го нижнього
моляру, декапітація на 14-у добу після екстракції.

У групах щурів з експериментальним цукровим
діабетом (ЕЦД), який моделювали одноразовим вве-
денням внутрішньочеревинно стрептозотоцину
(SIGMA Chemical, США) в дозі 50 мг/кг, розчиненого у
0,5 мл 0,1 М цитратного буфера (рН 4,5) ex tempore [5]
на 21-у добу після його індукції тваринам вимірювали
рівень глікемії натще (глюкозооксидазним методом із
використанням стандартних тест-смужок Test Strip II,
глюкоментр Glucocard, Японія), який становив 24,7±2,2
мМ/л.

Вранці о 10-00 щурам шістьох груп 45 контрольним
та 45 тваринам із змодельованим ЕЦД проводили вида-
лення першого нижнього моляру правої мандибули
під тіопенталовим наркозом (доза 40 мг/кг) із додатко-
вою місцевою інфільтраційною анестезією "Убістези-
ном" (3М Дойчланд ГмбХ, Німеччина).

На 1-у, 7-у та 14-у доби, відповідні експерименту
строки після екстракції зубу, тварин декапітовували під
тіопенталовим наркозом (доза 40 мг/кг). Об'єктом дос-
лідження у щурів були тканини пародонту нижньої
правої мандибули. Для отримання цифрових показ-
ників експресії Кі-67 використаний імуногістохімічний
метод, з подальшою цифровою обробкою даних прог-
рамою Image J та EXCEL-7.0.

Фрагменти пародонту після стандартної гістологіч-
ної підготовки фіксували у парапластових блоках та го-
тували серійні зрізи товщиною 5 мкм на ротаційному
мікротомі Microm-325 (Microm Corp., Germany). Дослід-
ження показників експресії Ki-67 виконувалось за стан-
дартним протоколом виробника, зрізи інкубували зі
специфічними антитілами (Santa Cruz Biotechnology,
USA) у розведенні 1:200, вторинні антитіла - кон'юговані
із FITC. Вивчення зрізів пародонту проводили в ультра-

фіолетовому спектрі збудження 390 нм за допомогою
світлофільтру 38НЕ з високою емісією (Carl Zeiss,
Germany) на мікроскопі Axio Scope (Carl Zeiss,
Germany). Під час аналізу зображення в інтерактивно-
му режимі виділяли зони зі статистично значущою
флуоресценцією. Показниками експресії Ki-67 були:
вміст матеріалу, імунореактивного (ІРМ) до нього
(Од

if
), концентрація ІРМ у 1 мкм2 зрізу (Од

if
/мкм2) та

питома площа розподілу ІРМ (%). Дослідженню підля-
гали не менше ніж 60 полів зору з кожної серії.

Статистичні обчислення проводилися в табличному
процесорі Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corp., USA).
Для всіх показників розраховували значення середньої
арифметичної вибірки (М), її дисперсії і помилки се-
редньої (m). Для виявлення достовірності відмінностей
результатів досліджень у експериментальних і конт-
рольних груп щурів проводили обчислювання коефі-
цієнта Ст'юдента (t), після чого визначали ймовірність
відмінності вибірок (р) і довірчий інтервал середньої за
таблицями розподілу Ст'юдента. Достовірними вважа-
ли значення, для яких p

St
<0,05 [7].

Результати та їх обговорення
Проведене дослідження проліферативної активності

тканин пародонту показало, що у щурів із ЕЦД навіть
без хірургічних втручань відзначаються, ніж у контролі,
більш високі показники вмісту, концентрації та питомої
площі ІРМ до Ki-67 на 45,7%; 66,3% та 45,5%, відповідно
(табл.).

Екстракція зуба у щурів контрольної групи вже на
першу добу дослідження призводила до достовірного
збільшення вмісту на 15,4% та концентрації на 29,3%
ІРМ до Ki-67 без зміни питомої площі його розподілу у
тканинах пародонту. 7-ма доба характеризувалася по-
дальшим збільшенням усіх досліджуваних показників
порівняно із 1-ю добою на 55%, 72 % та 32,8% вмісту,
концентрації та питомої площі, відповідно (див. табл. 1).
На 14-ту добу спостерігалося зменшення вмісту та кон-
центрації ІРМ до Ki-67 порівняно із попереднім термі-
ном спостереження 7-ю добою, однак відносна площа
ІРМ до Ki-67 залишалася незмінною. Слід також відзна-
чити, що, порівняно із показниками контрольної групи
щурів, яким не проводили екстракцію зуба, усі дослід-
жувані показники експресії залишалися достовірно ви-
щими (див. табл.).

Таким чином, можна констатувати, що підвищена
проліферативна активність у тканинах пародонту після
екстракції зуба спостерігається вже на 1-шу добу після
хірургічного втручання та залишається високою навіть
за два тижні. Саме цей факт підтверджує класичне уяв-
лення про особливості перебігу запального процесу;
стадії альтерації, ексудації та проліферації започатко-
вуються практично одночасно, перетікаючи одна в
одну. Слід також зауважити, що навіть за два тижні про-
цес запалення не завершується, відбувається подальша
реконструкція тканин пародонту.

Екстракція зуба щурам із ЕЦД на 1-у добу постекст-
ракційного періоду, порівняно із показниками щурів з
ЕЦД без екстракції, призводила до значного збільшення
вмісту та концентрації ІРМ до Ki-67 на 63,2% та 75%,

Оригінальні дослідження
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Таблиця
Показники експресії Ki-67 у парадонті щурів експериментальних груп (М±m)

Групи, n=15 
Вміст ІРМ до Ki-67, 

Одif 
Концентрація ІРМ 
до Ki-67, Одif/мкм2 

Питома площа 
ІРМ до Ki-67, % 

Без екстракції 
Контроль-0 120,24 ± 4,02 11,09 ± 0,33 40,32 ± 1,26 

Діабет-0 175,25 ± 9,164 18,44 ± 1,274 58,66 ± 1,954 

1-доба після 
екстракції 

Контроль-1 138,78 ± 5,971 14,34 ± 0,781 42,41 ± 1,14 

Діабет-1 286,09 ± 26,942,4 32,27 ± 1,742,4 60,88 ± 1,564 

7-доба після 
екстракції 

Контроль-7 215,16 ± 10,221,3 24,67 ± 1,571,3 56,34 ± 1,761,3 

Діабет-7 297,21 ± 22,352,4 29,59 ± 1,88,2,4 64,27 ± 1,142,4 

14-доба після 
екстракції 

Контроль-14 168,45 ± 8,751,3 16,69 ± 1,081,3 51,97 ± 1,641 

Діабет-14 380,89±18,592,3,4 34,12 ± 1,862,3,4 61,13 ± 1,814 

Примітки: 1. (1) – достовірна різниця показників контрольних груп (pst<0,05) відносно відповідних показників контрольної 
групи без екстракції; 2. (2) – достовірна різниця показників груп із ЕЦД після екстракції зубу (pst<0,05) відносно показників 
групи з ЕЦД без екстракції; 3. (3) – достовірна різниця показників експериментальних груп з екстракцією зуба (pst<0,05) до 
показників попереднього строку в кожній моделі. 4. (4) – достовірна різниця показників груп щурів з ЕЦД (pst<0,05) до 
показників відповідної групи контролю. 

відповідно (див. табл.). Необхідно зазначити, що по-
рівняно із відповідним контролем (контроль-1) ці показ-
ники збільшилися у 2 рази вміст та у 2,25 раза концент-
рація ІРМ до Кі-67. Подальші спостереження показали,
що з 7-ї до 14-ї доби постекстракційного періоду показ-
ники експресії Кі-67 у тканинах пародонту не зменшу-
валися, як у відповідному контролі, а навпаки - збільшу-
валися. При цьому на 14-ту добу вміст ІРМ до Кі-67 пе-
ревищив показники 7-ї доби на 28%, його концентрація
на 32,2%. Порівняно із відповідними показниками гру-
пи контролю (контроль-14) вміст був більшим у 2,26
раза, концентрація у 2,4 раза, питома площа на 17,6%
(див. табл.).

Сьогодні вже добре відомо, що Ki-67 являє собою
негістоновий ядерний білок, який експресується про-
ліферуючими клітинами при всіх активних фазах клітин-
ного циклу. Підвищену експресію Ki-67 завжди спосте-
рігають при запальних процесах та злоякісних станах.
Існує безліч фактів підвищеної його експресії при цук-
ровому діабеті, парадонтитах, гінгівітах [9]. Саме ці дані
пояснюють встановлений нами факт більш високої
проліферативної активності у пародонті щурів із ЕЦД
порівняно з показниками щурів контрольної групи.
Чинниками підвищеної експресії Ki-67 у тканинах паро-
донту щурів із ЕЦД може бути хронічний запальний
процес із повільним перебігом, дистрофічні розлади та
локальні імунні порушення [9].

Безсумнівно, цукровий діабет є метаболічним зах-
ворюванням, що характеризується хронічною гіперглі-
кемією. Яка, у свою чергу, лежить в основі формуван-
ня макро- та мікросудинних ускладнень [10]. Клінічно
доведено, що пацієнти з діабетом мають високу поши-
реність і частоту прогресування захворювання паро-
донту через підвищену сприйнятливість до інфекції
[11]. Періодонтальна хвороба характеризується локаль-
ним запаленням ясен внаслідок інфекції патогенними
бактеріями [12]. Це, у свою чергу, стає фактором альте-
рації з постійною, але не ефективною, високою про-
ліферативною активністю.

Другим важливим встановленим фактом було екс-
периментальне доведення наявності високої проліфе-
ративної активності у тканинах пародонту щурів із ЕЦД
після екстракції зуба. Саме цей факт дає нам змогу
припустити, що локальна регенеративна реакція не має
тенденцію до завершення після двох тижнів. Більш
того, зростаючий тренд показників експресії Кі-67 про-
тягом двох тижнів вказує на прогресування запального
процесу та формування ускладнень.

Численні клінічні спостереження та експеримен-
тальні дослідження доводять, що діабет є фактором,
який зумовлює виникнення різного роду ускладнення
після видалення зуба [13]. Експериментальні досліджен-
ня встановили, що загоєння лунки видаленого зуба при
алоксановому діабеті відбувається значно повільніше
та супроводжується ускладненнями. Клінічні дослід-
ження показали, що у хворих на цукровий діабет після
видалення зуба строки загоєння лунок та характер пе-
ребігу післяопераційного періоду залежить від форми
та ступеня важкості діабету, також характеризується
подовженням строків загоєння ран та формуванням
ускладнень [14].

Результат проведеного дослідження показав, що
при цукровому діабеті після хірургічного втручання
(видалення зуба) висока вихідна проліферативна ак-
тивність тканин пародонту зберігається та навіть стає
ще більшою протягом тривалого часу. Однак ефек-
тивність такої проліферації низька, ремоделювання аль-
веолярної лунки не завершується через постійне
підтримання запального процесу.

Висновки
1. У щурів із ЕЦД навіть без хірургічних втручань

характерна висока проліферативна активність у паро-
донті.

2. Екстракція зуба контрольним щурам призводить
до підвищення проліферативної активності вже на 1-у
добу постекстракційного періоду, пікові значення якої
досягаються на 7-добу та знижуються за два тижні.
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3. Екстракція зуба щурам із ЕЦД призводить до сут-
тєвого підвищення проліферативної активності у ткани-
нах пародонту. На відміну від контролю, для якого при-
таманний парабулаподібний характер показників експ-
ресії Кі-67 із піком на 7-му добу та зниженням їх на-
прикінці 2-го тижня, у пародонті щурів із ЕЦД критерії
проліферації характеризуються зростаючим трендом із
максимальними значеннями на 14 добу.

Перспективи подальших досліджень полягають у
дослідженні стану системи монооксиду азоту у паро-
донті щурів із експериментальним цукровим діабетом
на фоні екстракції зуба та пошуку патогенетичних
зв'язків особливостей ізоформного профілю синтази
оксиду азоту із проліферативною активністю.
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