
Робота є фрагментом науково-дослідної роботи
кафедри дитячої терапевтичної стоматології та профі-
лактики стоматологічних захворювань Приватного вищого
навчального закладу «Київський медичний університет
УАНМ» «Оцінка ризику виникнення, визначення особливо-
стей патогенезу, клініки, лікування та профілактики сто-
матологічних захворювань у дітей з різними класами хво-
роб» (Державний реєстраційний номер 0112U008260).

Вступ
Завдяки повноцінному, збалансованому й раціональ-

ному харчуванню матері під час вагітності відбувається
нормальний перебіг процесів внутрішньоутробного роз-
витку плоду та формування органів і тканин порожнини
рота в малюка [8, 9]. На даний час проблемою для здоров’я
людини, особливо вагітної жінки, є додавання в продукти

харчування консервантів і харчових барвників [2, 5]. Хар-
чові добавки – це речовини, які додають у продукти з тех-
нологічних міркувань, щоб вони не зіпсувались, не зміни-
ли колір і консистенцію [6]. Перелік харчових добавок,
дозволених для використання в харчових продуктах в
Україні, регламентується Постановами кабінету Міні-
стрів України [4]. Харчова добавка, що зареєстрована під
кодом Е-450, є сіллю пірофосфорної кислоти Н4Р2О7 і
дозволена для використання [4, 12] як стабілізатор [6],
проте в деяких країнах уважається небезпечною [7]. Вона
міститься у м’ясних продуктах, ковбасах, беконах, напів-
фабрикатах, вареннях, згущеному молоці, шоколадних і
плавлених сирах, лимонаді, солодощах тощо [6]. Е-450
належить до добавок, які викликають захворювання
шлунково-кишкового тракту [7] і порушення кальцієво-
фосфорного балансу в організмі [6].
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Вплив дієти зі збільшеним вмістом 
пірофосфату (E-450) на експресію генів, 

що кодують кістковий морфогенетичний протеїн 
та остеокальцин у тканинах нижньої щелепи 

ембріонів мишей, морфологічні зміни 
зачатків зубів у ембріонів мишей,

хімічний склад і поверхневу структуру

Резюме. Завдяки повноцінному, збалансованому й раціональному харчуванню матері під час вагітності відбувається нор-
мальний перебіг процесів внутрішньоутробного розвитку плоду та формування органів і тканин порожнини рота в малюка. На
даний час проблемою для здоров’я людини, особливо вагітної жінки, є додавання у продукти харчування консервантів і хар-
чових барвників. Харчова добавка, що зареєстрована під кодом Е-450, є сіллю пірофосфорної кислоти Н4Р2О7 і дозволена
для використання як стабілізатор. Застосування фосфатів може призвести до порушення балансу в організмі між фосфором
і кальцієм. Даних про вплив надмірної кількості пірофосфатів у дієті вагітної самки на експресію мРНК BMP2 й остеокальци-
ну в літературних джерелах знайти не вдалося, що обумовило мету дослідження.
Метою дослідження було вивчення впливу на структуру зачатків зубів ембріонів мишей, що утримувались на дієті з підви-
щеним вмістом пірофосфату (харчової добавки Е-450), визначення хімічного складу та поверхневого шару емалі зубів дво-
денних мишей.
Матеріал і методи дослідження. Вплив харчової добавки вивчали на «Моделі перевантаження фосфатами». Для досліду
були використані білі безпородні миші масою 25–28 г (40 тварин). Самиці контрольної групи отримували раціон віварію;
самиці дослідної групи отримували корм із підвищеним вмістом пірофосфату. Матеріалом для молекулярно-генетичних і
морфологічних досліджень були нижні щелепи 17-денних ембріонів (Е-17) мишей, для дослідження методом рентген-дис-
персійного спектрального аналізу слугували нижні щелепи дводенних мишей.
Результати дослідження. Результати визначення експресії генів ВМР2 та остеокальцину в нижній щелепі ембріонів мишей
свідчать про те, що досліджені гени експресуються на приблизно однаковому рівні. Пірофосфатна дієта не змінює експресію
гену ВМР2. При цьому пірофосфатна дієта вірогідно збільшує експресію генів остеокальцину. Зростання експресії гену
остеокальцину, що забезпечує мінералізацію у тканинах зачатку зуба, з одного боку, може трактуватись як позитивна ознака,
бо відкладання апатитів буде більш інтенсивним у тварин зі більшою кількістю білка остеокальцину. Але, з іншого боку, перед-
часна мінералізація в разі гіперекспресії остеокальцину може порушити ріст зуба та загалом процеси одонтогенезу. В екс-
перименті на 17-тиденних зародках дослідних мишей виявлено зміни в морфологічних препаратах зачатків зубів від впливом
харчової добавки Е-450. В усіх зразках дослідної й контрольної груп спостерігалися структурні відмінності зачатків зубів.
Висновки. Уперше отримані дані про вплив пірофосфатної дієти на рівень експресії мРНК ключових регуляторів остеоге-
незу – ВМР2 та остеокальцину. Вплив харчової добавки Е-450 у період фолікулярного розвитку зубів, що приводить до
виявленого в експерименті раннього дентиногенезу, пригнічення ектодермальних структур зачатків зубів, у клініці призво-
дить до розвитку системної гіпоплазії емалі, вогнищевої де мінералізації твердих тканин й у майбутньому до карієсу.

Ключові слова: експресія генів ВМР2, остеокальцину, нижня щелепа ембріонів мишей, пірофосфатна дієта, харчова
добавка Е-450, одонтобласти, емаль, дентин.
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Застосування фосфатів може призвести до пору-
шення балансу в організмі між фосфором і кальцієм.
Надмірне вживання фосфатів погіршує засвоєння каль-
цію в організмі [12], що може мати визначальне значен-
ня саме при мінералізації зачатка зуба. Вплив чинників
харчування матері на формування зубів у дітей
достатньо добре вивчений, проте робіт про вивчення
механізмів порушень закладки зубів під впливом над-
лишкового вмісту пірофосфату (харчової добавки Е 450)
немає.

Особливий інтерес викликають дослідження вив-
чення експресії генів, білкові продукти яких мають
ключове значення в зазначених процесах на всіх стадіях
одонтогенезу. Серед указаних генів велика увага приді-
ляється кістковому морфогенетичному протеїну, що
кодується геном BMP2, та остекальцину (ген – Bglap),
що є визначальними факторами кальціфікації зачатку
зуба [16, 20, 24].

Показано, що білок BMP2, що є ростовим фактором
для клітин зачатку зуба [18], запускає диференціацію
фолікулярних клітин в цементобласти/-остеобласти [15].
Указаний ефект білка BMP2 забезпечується активацією
експресії цілого ряду генів (колаген І типу, остеонектин,
дентиновий сіалофосфопротеїн, нестин) у клітинах
пульпи зуба [10]. У свою чергу, експресія ген BMP2 зна-
ходиться під контролем гормону росту (соматотропного
гормону) та інсуліноподібного фактору росту-1, що
здатні підвищувати експресію гену BMP2 в 4–5 разів у
фібробластах пульпи зуба людини in vitro [19]. Також
диференціювання клітин емалевого органа регулюється
факторами росту, зокрема трансформую чим фактором
росту – α (ТФР-α) й епідермальним фактором росту
(ЕФР) [3]. Білок BMP2, що активує рецептори остеобла-
стів на поверхні клітин зародка зуба, стимулює проліфе-
рацію мезенхімальних клітин пульпи зуба з подальшою
диференціацію в одонтобласти, що забезпечує утворення
остеодентину та тубулярного дентину [19]. Під час роз-
витку зуба білок BMP2 спочатку експресується в епітелі-
альних клітинах (до 13-го дня ембріонального розвитку
мишей), а на більш пізніх стадіях розвитку зуба його екс-
пресія зсувається до мезенхімальних клітин зубного
сосочка й запускає більш інтенсивний дентиногенез.
Таким чином, білок BMP2 визначає «долю» дентальних
мезенхімальних клітин при формуванні зуба [11].

Одонтобласти також виробляють кальційзв’язуючі
білки – остеокальцин та остеонектин, які експресуються
як у дентині, так і в кістці [3]. Білок остеокальцин відно-
ситься до протеїнів, що містить три залишки -карбок-
сиглутаминової кислоти, яка зв’язує вільний кальцій і
запобігає утворенню апатитів. Остеокальцин є вітамін-
К-залежним матриксним протеїном, що може зв’язува-
тися з гідроксиапатитами. Він синтезується одонтобла-
стами дентину і є визначальним фактором мінералізації
сполучної тканини зуба [21].

Даних про вплив надмірної кількості пірофосфатів
у дієті вагітної самки на експресію мРНК BMP2 й
остеокальцину в літературних джерелах знайти не вда-
лося, що обумовило мету дослідження – визначити
рівень мРНК вказаних факторів одонтогенезу в ткани-
нах щелепи ембріонів (17-й день вагітності), що вино-
шувалися самками, що знаходилися протягом 30-ти
днів до запліднення та протягом усієї вагітності на хар-
човому раціоні з підвищеним вмістом добавки Е 450.

Інтерпретація одержаних результатів стосовно люди-
ни можлива, тому що послідовність генів, які містять
інформацію про біологічно активні білки, у людини й
мишей подібна [1, 23].

Метою дослідження було вивчення впливу на
структуру зачатків зубів ембріонів мишей, що утриму-
вались на дієті із підвищеним вмістом пірофосфату
(харчової добавки Е-450), визначення хімічного складу
й поверхневого шару емалі зубів дводенних мишей.

Матеріал і методи дослідження
Для розрахунку раціону мишей дослідної групи

враховувались: фактичне харчування вагітних жінок,
що було отримано анкетно-опитувальним методом [13],
рекомендований добовий набір продуктів вагітної
жінки1, кількість харчової добавки Е-450 у харчових
продуктах, ГДК2 харчової добавки E-450 в окремих про-
дуктах3.

Вплив харчової добавки вивчали на «Моделі пере-
вантаження фосфатами» (на 100 г корму віварію дода-
валося 2 г харчової добавки Е450 (пірофосфат натрію)
виробництва Ізраїль). Модифікації до базових моделей
не застосовувалися [319].

Для досліду були використані білі безпородні миші
масою 25–28 г (40 тварин). Тварин було поділено на дві
групи – контрольну й дослідну. Самиці контрольної
групи отримували раціон віварію; самиці дослідної
групи отримували корм з підвищеним вмістом пірофос-
фату (1 % пірофосфату виробництва Ізраїль). Через 30
днів самицям, які знаходились у стадії проеструса й
еструса, підсаджували самців у співвідношенні 4:1.
Виявлення сперміїв у вагінальному мазку самиці після
підсадки вказувало на запліднення – перший день вагіт-
ності. Протягом усієї вагітності самиці отримували або
звичайний раціон віварію (контрольна група), або 1 %
пірофосфатну дієту (дослідна група). Вагітних мишей
по шість тварин з кожної групи виводили із досліду
інгаляційним передозуванням вуглекислого газу на 17-
й день вагітності (Е-17); мишенят – на другий (D-2) і 28
(D-28) дні від народження. Експерименти проводили з
дотриманням «Правил проведення робіт з використан-
ням експериментальних тварин».

Матеріалом для молекулярно-генетичних дослід-
жень були нижні щелепи 17-денних ембріонів (Е-17)
мишей у зв’язку з тим, що визначальними чинниками
кальціфікації зачатка зуба на усіх стадіях одонтогенезу
є білкові продукти генів: кісткового морфогенетичного
протеїну, що кодується геном BMP 2, та остекальцину
(ген Bglap) [16, 20, 24], і вони є впливовими на стадії
«дзвоника» (the bell stage) із 16,5 до 18,5 дня вагітності
мишей (E16,5 – 18,5) [17].

Зі зразків нижньої щелепи виокремлювали РНК з
використанням фенол-хлороформової екстракції із
застосуванням реактивів Sigma-Aldrich (США). Кон-
центрацію отриманої РНК визначали за допомогою
спектрофотометра NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
США). Зворотну транскрипцію проводили з викори-
станням набору реактивів First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, Литва), застосовуючи 200–300 мкг загальної
РНК та оліго(dT)18 праймер. Отримана внаслідок ЗТ
одноланцюгова ДНК (кДНК) використовувалася для
ПЛР-ампліфікації. Кількісну оцінку експресії генів
BMP-2 та bone gamma carboxyglutamate protein (Bglap,
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1Приблизний добовий набір продуктів вагітної жінки складається із 200г м'яса або риби, 1 літра молока в будь-якому вигляді, 100–150г сиру,
20–30г сиру, 1 яйце, 600г овочів, 200–300 г фруктів [22].

2Для харчових добавок – межа.
3Межа допустимої концентрації харчової добавки Е-450 у продуктах, зокрема у хлібобулочних виробах – 10000 мг/кг, десертах – 3000 мг/кг,

морозиво – 1000 мг/кг, борошно – 2500 мг/кг, сирі яйця – 10000 мг/кг, соуси – 5000 мг/кг, плавлені сири – 9000 мг/кг, у м’ясних і рибних продук-
тах – від 100 до 5000 мг/кг (0,3 % від маси фаршу) [13]. Допустиме вживання на добу 70 мг/кг ваги тіла на добу.



osteocalcin) здійснювали із застосуванням методу полі-
меразної ланцюгової реакції в реальному часі з викори-
станням таких праймерів:
BMP2 Up: 5`-GTGGAGGAACTTCCAGAGATGA-3`;
BMP2 Dw: 5`-CTGCAGATGTGAGAAACTCGTC-3`;
Osteocalcin Up: 5`-CAGGAGGGCAATAAGGTAGTGA-3`;
Osteocalcin Dw: 5`-CAGGGTTAAGCTCACACTGCTC-3`.

ПЛР-ампліфікація відбувалась у 20 мкл SYBR Green
PCR Master Mix, що містив 25 рМ кожного праймера.
Програма ампліфікації розпочиналася з попередньої
активації AmpliTaq Gold® ДНК-полімерази протягом
10 хв. при 95°C та складалась із 50-ти циклів: денатура-
ція – 95°C, 15 с; приєднання праймерів та елонгація –
60°C, 1 хв. (або 61°C, 1 хв. для оцінки експресії гена
osteocalcin). Для контролю специфічності флуоресцен-
ції продуктів реакції проводили стадію дисоціації –
послідовне підвищення температури від 60 (61) до 94°С
з реєстрацією спадання інтенсивності флуоресценції
комплексів дволанцюгових ДНК із SYBR Green.

Матеріалом для морфологічних досліджень були
вибрані нижні щелепи 17-денних ембріонів (Е-17)
мишей, які фіксували у 2 %-му глютаральдегіді на како-
дилатному буфері. Після цього було здійснено декаль-
цинацію з подальшою постфіксацією в 1 %-му оксиді
осмію та заливкою матеріалу в епоксидні смоли. Напів-
тонкі зрізи фарбували метиленовим синім та основним
фуксином, що дало змогу вирізняти мезенхімальні та
епітеліальні тканини. Виготовляли морфологічні зрізи
товщиною 1,0–1,5 мкм. Дослідження проводили під мік-
роскопом Nicon Eclipse E200 (виробництво Fryer Co.,
Huntley, IL, США), фотографували за допомогою Nicon
DS-F11. Для опису мікрофото графій зі збільшенням
×10, ×40, ×100 використовували схематичне зображен-
ня послідовних стадій диференціації клітин амелобла-
стів (рис. 1).

Було проведено визначення якісного й кількісного
хімічного (елементного) складу зразків поверхневого
шару емалі зуба у дводенних мише-
нят, які утримувались на дієті з під-
вищеним вмістом пірофосфату нат-
рію, за допомогою методу EDS. Роз-
мір ділянок досліджуваної поверхні
емалі – від 50×50 до 250×250 мкм, на
яких отримували середнє значення.
Повний час виконання аналізу –
8 хв.; прискорююча напруга – 10 кэВ;
струм зонда 100 нА.

Матеріалом для дослідження ме -
тодом рентген-дисперсійного спек-
трального аналізу слугували нижні
щелепи дводенних мишей. Було до -
сліджено 24 нижні щелепи. Видалені
щелепи промивалися дистильованою

водою протягом трьох хвилин. Усі зразки зберігались у
щільно закупорених пробірках (у 10 %-му розчині стреп-
томіцину) при температурі від +2 до +4°С.

Перед дослідженням зразки промивали дистильова-
ною водою й пасивно висушували. Після цього зразки
поміщали у вакуумний апарат «Ion Sputter JFC-1600»
(виробництво «Jeol», Японія) до повного випаровування
залишкової вологи з подальшим напиленням тонкого
шару Pt (~25 нм). Результат отримували за допомогою
рентген-дисперсійного спектрального аналізатора «INCA
Energy 450» (виробництво «OXFORD Instruments», Япо-
нія) растрового електронного мікроскопа «JSM-6490LV»
(«Jeol», Японія).

Вивчали хімічний (елементний) склад поверхнево-
го шару емалі зубів мишенят у контрольній і дослідній
групах. Вихідний рівень мінералізації кожного зразка
визначали за співвідношенням  вмісту кальцію і фосфо-
ру в емалі.

Поверхневу структуру та морфологію очищеної
емалі оцінювали за допомогою растрового електронного
мікроскопа «JSM-6490LV» («Jeol», Японія) із прискорю-
вальною напругою 20 кВ.

Перегляд та фотографування поверхонь відбувало-
ся під кутом, оптимальним для отримання чіткого зоб-
раження. Було одержано растрові електронні мікро -
фотографії зі збільшенням ×30, ×100, ×500, ×1000,
×3000, ×5000, ×10000.

При дослідженні поверхні емалі зубів дводенних
мишей було визначено оптимальні режими збільшення
(×100, ×500, ×1000, ×3000), аналізувались і порівнюва-
лись аналогічні зони контрольної та дослідної груп.
Досліджено 47 зубів.

Статистична обробка даних
Отримані цифрові дані обробляли статистично з

використанням програми Excel 2000 та Оrigin 7.0. Віро-
гідність відмінностей середніх величин (р < 0,05) ви -
значали за t-критерієм Ст’юдента.

Результати та їх обговорення
У щелепах тварин дослідної групи рівень експресії

BMP-2 був однаковим у контрольній та дослідній гру-
пах (р = 0,71; р > 0,05). При цьому рівень експресії osteo-
calcin значно зростав при дієті з підвищеним вмістом
пірофосфату натрію – у 1,8 разу (р = 0,047; р < 0,05) і
становив 51,2±6,20 (рис. 2).

Проведений аналіз отриманих даних доводить, що
дієта з підвищеним вмістом пірофосфату натрію не змі-
нює експресії гена BMP-2. Згідно з функцією ВМР-2 як
ключового чинника диференціації одонтобластів [14],
можна припустити, що надлишок пірофосфату в раціоні
матері не буде впливати на одонтогенез її ембріонів.
При цьому дієта з підвищеним вмістом пірофосфату
натрію вірогідно збільшує експресію гена osteocalcin.
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Рис. 1. Схематичне зображення послідовності стадій 
диференціації клітин амелобластів.

Рис. 2. Рівень експресії мРНК генів BMP-2 (А) та osteocalcin (Б) 
щодо рівня експресії мРНК гена актину в тканинах нижньої щелепи
ембріонів мишей у контрольній та дослідній (дієта з підвищеним вмістом 
пірофосфату натрію) групах.



Зростання експресії гена osteocalcin, що забезпечує міне-
ралізацію у тканинах зачатка зуба, з одного боку, може
трактуватись як позитивна ознака, адже відкладання апа-
титів буде інтенсивніше у тварин зі більшою кількістю
білка osteocalcin. Але, з іншого боку, передчасна мінералі-
зація у випадку гіперекспресії osteocalcin може порушити
формування зуба та процеси одонтогенезу загалом.

Отримані дані трохи не збігаються з описаними в
літературі [21], де автори вивчали експресію низки
генів (із застосуванням ПЛР у реальному часі) у цемен-
тобластах миші за впливу неорганічного фосфату/піро-
фосфату. Було встановлено, що в дозі 5 мMоль піро-
фосфат збільшував експресію остеопонтину і dentin
matrix protein-1 і знижував експресію мРНК гена bone
sialoprotein (Bsp), osteocalcin і колагену І типу. Відмін-
ність результатів легко пояснити короткочасним стро-
ком дії пірофосфату (до 48 год.), дослідженням in vitro
та впливом на ізольовані цементобласти. У наших
дослідах вплив речовини тривав 50 діб за умови ціліс-
ного організму, а для експресії використовували ткани-
ни нижньої щелепи, а не культивовані клітини. Попри
цю різницю, найбільш важливим є те, що пірофосфат
здатний впливати на експресію генів, що мають значен-
ня для одонтогенезу.

Проведені морфологічні дослідження тканин
зачатків зубів ембріонів вагітних мишей, що до й під
час вагітності отримували раціон віварію з додаванням
харчової добавки E-450, показали порушення морфо-
генезу зубів.

У дослідній групі емаль визначали у вигляді ледь
помітної нерівномірної смужки на обмеженій ділянці
(рис. 3), що було результатом значних структурних змін
у прошарку амелобластів, а саме: у більшості випадків
неполяризовані клітини, що не мали вираженої цилінд-
ричної форми, утворювали нерівномірно впорядкова-
ний прошарок.

Зовнішній емалевий епітелій (рис. 4) був представ-
лений нерівномірними шарами хаотично розміщених
клітин, що вирізнялись поляризацією та інтенсивністю
зафарбовування.

Лінія утворення твердих тканин зуба мала нерівно-
мірні вгинання, чого не спостерігалось на жодному з
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Рис. 3. Мікрофотографія структури
зачатків зубів 17-денного ембріона 
мишей дослідної групи, які отримували 
раціон віварію з підвищеним вмістом
пірофосфату натрію 
(харчова добавка E450), ×10,
забарвлення метиленовим синім:
1 – амелобласти, 
2 – емаль,
3 – одонтобласти, 
4 – емаль.

Рис. 4. Мікрофотографія структури
зачатків зубів 17-денного ембріона
мишей дослідної групи, які отримували
раціон віварію з підвищеним вмістом
пірофосфату натрію
(харчова добавка E450), ×20,
забарвлення метиленовим синім:
1 – дентин, 
2 – одонтобласти,
3 – зовнішній емалевий епітелій,
4 – емаль, 
5 – амелобласти.

Рис. 5. Мікрофотографія структури
зачатків зубів 17-денного ембріона
мишей дослідної групи, які отримували
раціон віварію з підвищеним вмістом
пірофосфату натрію
(харчова добавка E450), ×40,
забарвлення метиленовим синім:
1 – дентин, 
2 – одонтобласти, 
3 – емаль,
4 – емалево-дентинове з’єднання,
5 – відростки Томса, 
6 – амелобласти.

Рис. 6. Ділянка емалі зуба дводенної миші (D-2), 
що отримана на Р.Е.М., де вимірявся хімічний 
(елементний) склад.

Рис. 7. Рентгенівський характеристичний спектр
поверхневого шару емалі зуба дводенної миші (D-2),
отриманий за допомогою енергодисперсійного
рентгенівського спектрального аналізатора.



контрольних зразків. На апікальних частинах амелобла-
стів лише на дуже обмеженій ділянці, визначалися стон-
шення – відростки Томса (Tomes’ process) (рис. 5).

Гіпертрофовані ядра амелобластів охоплювали
майже весь цитоплазматичний простір, що свідчить про
нижчу диференціацію клітин і лише початок переходу із
пресекреторної (pre-secretory) у секреторну (secretory)
стадію диференціації клітин (див. рис. 5).

Розташовані нерівномірно амелобласти відрізняли-
ся за стадіями дозрівання (в основному спостерігалася
стадія раннього дозрівання – early maturation stage).
Помічені хаотично розташовані неполяризовані скуп-
чення клітин, навпроти яких емалі не зауважено (див.
рис. 3– 4).

При збільшенні ×40 мала місце дезорієнтованість та
дезорганізованість одонтобластів, а також їх повна від-
сутність на окремих ділянках органа. Дентин має вигляд
нерівномірної світлої смуги без позірно помітного роз-
поділу на предентин і власне дентин. Оскільки преден-
тин і дентин у препараті не розрізнялись, очевидно, що
в дослідній групі відбувалися зміни, викликані нерівно-
мірним і місцями хаотичним розташуванням дентино-
вих колагенових волокон, дисбалансом у насиченні ден-
тинового прошарку органічними та неорганічними ком-
понентами. На редукцію утворення дентину вказує
також його тонкий шар; виявлено дезорганізацію шару
одонтобластів (див. рис. 5).

Експериментальне дослідження, що стосувалося
17-денних ембріонів дослідних мишей групи № 2

засвідчило зміни в морфологічній структурі зачатків
зубів, що виникли під впливом дієти із підвищеним
вмістом пірофосфату натрію (харчова добавка Е450). У
всіх зразках зачатків зубів дослідної й контрольної груп
спостерігалися суттєві відмінності, адже найбільш
виражений вплив харчової добавки Е450 припадає на
період фолікулярного розвитку зубів, що призводить
до раннього дентиногенезу, пригнічення ектодермаль-
них структур зачатків зубів. У клінічних умовах це
створює сприятливе підґрунтя для розвитку системної
гіпоплазії емалі, а в перспективі – вогнищевої деміне-
ралізації твердих тканин та каріозного процесу.

У самиць контрольної групи кількість плодів у
посліді дорівнювала в середньому 7,10±1,55 шт. У
самиць дослідної групи № 2 – 6,45±1,95 шт. і мала тен-
денцію лише до зниження (р = 0,252; р > 0,05).

У контрольній групі виміри відбулись на 19 ділян-
ках емалі, у дослідній групі – на 21-й ділянці. Розмір
ділянок емалі спектроскопії коливався від 50×50 до
250×250 мкм (рис. 6).

Після чого за допомогою енергодисперсійного
рентгенівського спектрального аналізатора з поверхні
емалі отримували рентгенівські характеристичні спек-
три (рис. 7).

Під час вивчення хімічного складу емалі зубів дво-
денних мишей за методом EDS дослідної групи № 2, які
отримували дієту з підвищеним вмістом пірофосфату
натрію з’ясовано, що у 100 % зразків траплялись хімічні
елементи кальцій, фосфор, натрій, хлор (табл. 1).
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Таблиця 1
Хімічний (елементний) склад поверхневого шару емалі зубів дводенних мишей 

за методом EDS дослідної групи

Кількісний склад 
зразків

Хімічний 
елемент

Кількість 
досліджених 

зразків

Кількість зразків, що містять хімічний елемент Концентрація 
хімічних елементів, 

% Абс. к-сть %

Атомний

O 18 18 100 61,65

Na 18 18 100 1,11

Cl 18 18 100 0,29

Ca 18 18 100 20,71

P 18 18 100 16,02

Са/Р 1,29

Fe 18 8 44,44 0,44

Рис. 8. Зображення рельєфу 
поверхні емалі нижніх різців 
28-денних мишенят
(D–28) дослідної групи, 
отримане методом растрової 
електронної мікроскопії (×500).

Рис. 9. Зображення рельєфу 
поверхні емалі нижніх різців 
28-денних мишенят (D–28)
дослідної групи № 2, 
отримане методом растрової
електронної мікроскопії (×3000).

Рис. 10. Зображення рельєфу 
поверхні емалі нижніх різців 
28-денних мишенят (D–28)
дослідної групи № 2, 
отримане методом растрової
електронної мікроскопії (×20000).



В емалі мишей дослідної групи спостерігалась тен-
денція лише до зниження вмісту елементів кальцію,
натрію, хлору; вміст елементу фосфор мав тенденцію до
зростання, у порівнянні з контрольною групою. Хімічні
елементи магній, сірка не траплялися взагалі, вміст залі-
за не змінився порівняно із контрольною групою. Вихід-
ний рівень мінералізації за Са/Р коефіцієнтом дорівню-
вав 1,29. Зважаючи, що при співвідношенні Са/Р нижче
1,33 спостерігаються незворотні зміни у структурі емалі
[50], можна сподіватися прорізування зубів з недоско-
налою структурою.

Для виявлення клінічних змін в експериментальних
тварин, які отримували корм з підвищеним вмістом піро-
фосфату натрію (харчової добавки Е450), було проведено
вивчення поверхневих шарів емалі зубів 28-денних мише-
нят. Під час дослідження за допомогою Р.Е.М. при ×500
визначалась поверхня з наявністю різних за розміром і
відстанню один від одного емалевих нашарувань (рис. 8).

Несистематичність розташування емалевих нерів-
ностей може вказувати на порушений процес
амелогенезу.

Збільшення ×3000 дало можливість виявити хвиле-
подібний вигляд емалі за рахунок нашарувань і нерівно-
мірного утворення (рис. 9).

Збільшення ×20000 засвідчило напливистість
поверхні, чергування емалевих валиків розміром від 0,5
до 5 мкм свідчить про несистематизованість активності
амелогенезу в різних зонах зуба (рис. 10).

Висновки
Таким чином, уперше отримані дані про вплив піро-

фосфатної дієти на рівень експресії мРНК ключових
регуляторів остеогенезу – ВМР-2 та остеокальцину.
Подальші дослідження патогістологічних змін у зачатках

зубів мишей дозволять співставити генетичні зміни з
патоморфологічними та встановити функціональне зна-
чення змін експресії вивчених генів.

В експерименті на 17-тиденних ембріонах дослід-
них мишей виявлено зміни в морфологічних препаратах
зачатків зубів від впливом харчової добавки Е-450. В
усіх зразках дослідної й контрольної груп спостерігали-
ся суттєві структурні відмінності зачатків зубів. Вплив
харчової добавки Е-450 в період фолікулярного розвит-
ку зубів, що призводить до виявленого в експерименті
раннього дентиногенезу, пригнічення ектодермальних
структур зачатків зубів, у клініці призводить до розвит-
ку системної гіпоплазії емалі, вогнищевої демінераліза-
ції твердих тканин і й майбутньому до карієсу.

Таким чином, растрова електронна мікроскопія по -
верхневого шару емалі зубів 28-денних мишенят дослід-
ної групи № 2 під впливом дієти з підвищеним вмістом
пірофосфату натрію виявила хвилеподібні нерівномірно
розташовані напливи емалі, що свідчить про нерівномір-
ність ділянок мінералізації у процесі розвитку зубів.
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Влияние диеты с увеличенным содержанием пирофосфата (Е-450) на эксперессию генов, 
которые кодируют костный морфогенетический протеин и остеокальцин
в тканях нижней челюсти эмбрионов мышей, морфологические изменения зачатков зубов 
у эмбрионов мышей, химический состав и поверхностную структуру.

И.И. Якубова, В.Е. Досенко, Л.В. Тумановская

Резюме. Благодаря полноценному, сбалансированному и рациональному питанию матери во время беременности происходит нормальное протекание
процессов внутриутробного развития плоди и формирования органов и тканей полости рта у малыша. В данное время проблемой для здоровья человека,
особенно беременной женщины, является добавление в продукты питания консервантов и пищевых красителей. Пищевая добавка, зарегистрированная под
кодом Е-450, является солью пирофосфорной кислоты Н4Р2О7 и разрешена для использования как стабилизатор. Применение фосфатов может привести
к нарушению баланса в организме между фосфором и кальцием. Данных про влияние избыточного количества пирофосфатов в диете беременной самки
на экспрессию мРНК BMP2 и остеокальцина в литературных источниках найти не удалось, что и обусловило цель исследования.
Целью исследования было изучение влияния на структуру зачатков зубов эмбрионов мышей, которые содержались на диете с повышенным содержани-
ем пирофосфата (пищевой добавки Е-450), определения химического состава и поверхностного слоя эмали зубов двухдневных мышей.
Материал и методы исследования. Влияние пищевой добавки изучали на «Модели перегрузки фосфатами». Для опыта были использованы белые
беспородные мыши массой 25–28 г (40 животных). Самки контрольной группы получали рацион вивария; самки опытной группы получали корм с повы-
шенным содержанием пирофосфата. Материалом для молекулярно-генетических и морфологических исследований были нижние челюсти 17-дневных
эмбрионов (Е-17) мышей, для исследования методом рентген-дисперсионного спектрального анализа служили нижние челюсти двухдневных мышей.
Результаты исследования. Результаты определения экспрессии генов ВМР2 и остеокальцина в нижней челюсти эмбрионов мышей свидетельствуют о
том, что исследуемые гены экспрессируются на приблизительно одинаковом уровне. Пирофосфатная диета не изменяет экспрессию гена ВМР2. При этом
пирофосфатная диета достоверно увеличивает экспрессию генов остеокальцина. Увеличение экспрессии гена остеокальцина, который обеспечивает мине-
рализацию в тканях зачатка зуба, с одной стороны, может трактоваться как позитивный признак, т. к. отложение апатитов будет более интенсивным у
животных с большим количеством белка остеокальцина. Но, с другой стороны, преждевременная минерализация в случае гиперэкспрессии остеокальци-
на может нарушить рост зуба и в целом процессы одонтогенеза.
Выводы. Впервые получены данные про влияние пирофосфатной диеты на уровень экспрессии мРНК ключевых регуляторов остеогенеза – ВМР2 и остео-
кальцина. Влияние пищевой добавки Е-450 в период фолликулярного развития зубов, что приводит к выявленному в эксперименте раннему дентиногене-
зу, угнетению эктодермальных структур зачатков зубов, в клинике приводит к развитию системной гипоплазии эмали, очаговой деминерализации твердых
тканин и в будущем к кариесу.
Ключевые слова: экспрессия генов ВМР2, остеокальцина, нижняя челюсть эмбрионов мышей, пирофосфатная диета, пищевая добавка Е-450, одонто-
бласты, эмаль, дентин.

Effect of diet with increasing pyrophosphate (E-450) gene expression that encode bone 
morphogenetic protein and osteocalcin in tissues mandible mouse embryos, morphological changes 
of dental germs in mouse embryos, chemical composition and surface structure

I. Yakubova, V. Dosenko, L. Tumanovskaya

Summary. Thanks to the full, balanced and rational mother’s nutrition during pregnancy there is a normal course of fetal development processes and the formation
of organs and tissues of the mouth of the baby. There is a problem for human health, especially for pregnant women is to add in food preservatives and food dyes.
Food supplement, which is registered under the code E-450, is a salt of pyrophosphoric acid Н4Р2О7 and authorized for use as a stabilizer. The use of phosphates
can lead to imbalance in the body between the phosphorus and calcium. Data about the effect of an excessive amount of pyrophosphate in the diet of pregnant
females in the literature, we could not find the expression of BMP2 mRNA and osteocalcin, and that led to the goal of the study.
The aim of our study was to investigate the influence of the structure of the tooth primordial mouse embryos, which were kept on a diet with a high content of
pyrophosphate (food additive E-450), determine the chemical composition and the surface layer of the enamel of the teeth of mice two days.
Material and methods. Effect of food supplements studied in «overload phosphates Models». 25–28 g (40 animals) – for the experiment out bred white mice
weighing 25 were used. The females of the control group received diet vivarium; females of the experimental group were fed with a high content of pyrophosphate.
The material for the molecular genetics and morphological studies were lower jaw 17-day-old embryos (E-17) mice to study the method of X-ray spectral analysis of
variance were lower jaw two days of mice.
Research results. Results of the determination of gene expression BMP2 and osteocalcin in the mandible of embryos in mice suggest that expression of genes
under study at approximately the same level. Pyrophosphate diet does not alter gene expression BMP2. At the same time pyrophosphate diet significantly increases
the gene expression of osteocalcin. Increased gene expression of osteocalcin, which provides the mineralization of the tissues of the tooth bud, on the onehand, it
can be interpreted as a positive sign, because apatite deposition will be more intense in animals with large amounts of protein osteocalcin. But on the other hand,
premature mineralization in the case of over expression of osteocalcin, can disrupt the growth of the tooth and the whole process odontogeneza. First obtained infor-
mation about the impact of diet on the pyrophosphate level of mRNK expression of key regulators of bone formation – osteocalcin and BMR2. In the experiment a
17-day-old embryonic mouse germs experimental revealed changes in morphological preparations germs of teeth from the influence of the food additive E-450.
Conclusions. In all samples the experimental and control groups were observed structural differences germs of teeth. Influence of food additive E-450 during fol-
licular development of teeth, leading to the detected in the experiment, early development dentin, inhibition of ectodermic structures rudiments of teeth in the clinic
led to the development of systemic hypoplasia of enamel, camp fire where the mineralization of hard tissues, and in the future to caries.
Key words: bone morphogenetic protein, osteocalcin, mouse embryos, tissues mandible, pyrophosphate, food additive, ameloblast, odontoblast.
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