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avtorTa sayuradRebod!

redaqciaSi statiis warmodgenisas saWiroa davicvaT Semdegi wesebi:

 1. statia unda warmoadginoT 2 calad,  rusul an inglisur enebze, dabeWdili 
standartuli furclis 1 gverdze,  3 sm siganis marcxena velisa da striqonebs 
Soris 1,5 intervalis dacviT. gamoyenebuli kompiuteruli Srifti rusul da ing-
lisurenovan teqstebSi - Times New Roman (Кириллица), xolo qarTulenovan teqstSi 
saWiroa gamoviyenoT AcadNusx. Sriftis zoma – 12. statias Tan unda axldes CD 
statiiT. 
 2. statiis moculoba ar unda Seadgendes 6 gverdze naklebsa da 15 gverdze mets 
literaturis siis da reziumeebis (inglisur, rusul da qarTul enebze) CaTvliT.
 3. statiaSi saWiroa gaSuqdes: sakiTxis aqtualoba; kvlevis mizani; sakvlevi 
masala da gamoyenebuli meTodebi; miRebuli Sedegebi da maTi gansja. eqsperimen-
tuli xasiaTis statiebis warmodgenisas avtorebma unda miuTiTon saeqsperimento 
cxovelebis saxeoba da raodenoba; gautkivarebisa da daZinebis meTodebi (mwvave 
cdebis pirobebSi).
 4. cxrilebi saWiroa warmoadginoT nabeWdi saxiT. yvela cifruli, Sema-
jamebeli da procentuli monacemebi unda Seesabamebodes teqstSi moyvanils. 
 5. fotosuraTebi unda iyos kontrastuli; suraTebi, naxazebi, diagramebi 
- dasaTaurebuli, danomrili da saTanado adgilas Casmuli. rentgenogramebis 
fotoaslebi warmoadgineT pozitiuri gamosaxulebiT tiff formatSi. mikrofoto-
suraTebis warwerebSi saWiroa miuTiToT okularis an obieqtivis saSualebiT 
gadidebis xarisxi, anaTalebis SeRebvis an impregnaciis meTodi da aRniSnoT su-
raTis zeda da qveda nawilebi.
 6. samamulo avtorebis gvarebi statiaSi aRiniSneba inicialebis TandarTviT, 
ucxourisa – ucxouri transkripciiT.
 7. statias Tan unda axldes avtoris mier gamoyenebuli samamulo da ucxo-
uri Sromebis bibliografiuli sia (bolo 5-8 wlis siRrmiT). anbanuri wyobiT 
warmodgenil bibliografiul siaSi miuTiTeT jer samamulo, Semdeg ucxoeli 
avtorebi (gvari, inicialebi, statiis saTauri, Jurnalis dasaxeleba, gamocemis 
adgili, weli, Jurnalis #, pirveli da bolo gverdebi). monografiis SemTxvevaSi 
miuTiTeT gamocemis weli, adgili da gverdebis saerTo raodenoba. teqstSi 
kvadratul fCxilebSi unda miuTiToT avtoris Sesabamisi N literaturis siis 
mixedviT.
 8. statias Tan unda axldes: a) dawesebulebis an samecniero xelmZRvane-
lis wardgineba, damowmebuli xelmoweriTa da beWdiT; b) dargis specialistis 
damowmebuli recenzia, romelSic miTiTebuli iqneba sakiTxis aqtualoba, masalis 
sakmaoba, meTodis sandooba, Sedegebis samecniero-praqtikuli mniSvneloba.
 9. statiis bolos saWiroa yvela avtoris xelmowera, romelTa raodenoba 
ar unda aRematebodes 5-s.
 10. statias Tan unda axldes reziume inglisur, rusul da qarTul enebze 
aranakleb naxevari gverdis moculobisa (saTauris, avtorebis, dawesebulebis mi-
TiTebiT da unda Seicavdes Semdeg ganyofilebebs: Sesavali, masala da meTodebi, 
Sedegebi da daskvnebi; teqstualuri nawili ar unda iyos 15 striqonze naklebi) 
da sakvanZo sityvebis CamonaTvali (key words).
 11. redaqcia itovebs uflebas Seasworos statia. teqstze muSaoba da Se-
jereba xdeba saavtoro originalis mixedviT.
 12. dauSvebelia redaqciaSi iseTi statiis wardgena, romelic dasabeWdad 
wardgenili iyo sxva redaqciaSi an gamoqveynebuli iyo sxva gamocemebSi.

aRniSnuli wesebis darRvevis SemTxvevaSi statiebi ar ganixileba.
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Изучению прямого и косвенного алкилирующего 
действия бактериальных токсинов на ткани пародонта 
человека и экспериментальных животных посвящены 
единичные зарубежные работы, в большинстве из кото-
рых описано их негативное влияние на органы и системы 
организма [1]. Алкилирование и метилирование ДНК при-
водит к появлению одно- и двунитевых разрывов ДНК.

При возникновении однонитевых разрывов ДНК за-
пускается механизм апоптоза путем активации гена-
онкосупресcора р53. Этот ген (у человека - ТР53), 
получил свое название из-за молекулярной массы ко-
дирующего им белка - 53 кДа. В норме он присутствует 
в клетке, выполняет много функций, в том числе анти-
оксидантную [1]. Ген P53 способствует дифференцировке 
клеток, регулирует клеточный ответ на повреждение 
ДНК. Участвует в репарации ДНК и репликации, а также 
индукции апоптоза [7].

Ген Р53 активируется в ответ на разнообразные повреж-
дения клетки, аномальную их пролиферацию. Белок р53 
через свои гены-мишени останавливает репликацию 
ДНК в фазе G1 или G2 клеточного цикла перед митозом 
и стимулирует процессы репарации ДНК или индуцирует 
апоптоз [6]. Кроме того, этот белок сам принимает участие 
в репарации ДНК, подавляет ангиогенез и выступает 
транскрипционным фактором многих генов [1,3].

Цель данного исследования - провести сравнительную 
оценку уровня экспрессии белка р53 и сопоставить 
его со степенью повреждения ДНК при воспалении 
пародонта.

Материал и методы. Изучены ткани пародонта 40 
умерших с различной соматической патологией в 
Сумской областной клинической больнице. Обсле-
довано 17 больных воспалением тканей пародонта в 
возрасте от 40 до 65 лет. Забор материала проводился в 
соответствии с требованиями биоэтики МОЗ Украины 
№690 от 23.19.2009 и протокола №1 комиссии биоэтики 
СумДУ от 16.01.2013. На вскрытие пациентов получено 
согласие родственников умерших.

Изменения в хроматине клетки пародонта на ранних 
этапах развития апоптоза изучали с помощью метода 
ДНК-комет, позволяющего различать клетки, которые 
погибают по механизму апоптоза и некроза [13,14].

Для приготовления геля использовали легкоплавкую 

(380С) и тугоплавкую агарозу (400С) фирмы «Serva» 
(Германия). Другие реагенты включали протеиназу 
К («Merck», Германия), ЭДТА («Reanal», Венгрия), 
лаурилсаркозинат («Sigma», США), Tris, борную и 
трихлоруксусную кислоты, сульфат цинка, нитрат ам-
мония, нитрат серебра («Реахим», Россия), глицерин 
(Ч.Д.), кремнийвольфрамовую кислоту (РИАП), 37% 
раствор формалина (фармакопейный препарат).

Предметные стекла покрывали пленкой агарозы путем 
нанесения 2 мл 1% тугоплавкой агарозы при даль-
нейшем высушивании в термостате при 370С. Ткани 
пародонта растирали в фарфоровой ступке с жидким 
азотом. Суспензию клеток в количестве 40 мкл вносили 
в пробирку Эппендорф и помещали в водяную баню 
при 400С, смешивали с 120 мкл раствора легкоплавкой 
агарозы (конечная концентрация агарозы 0,75%), бы-
стро наносили на теплые предметные стекла 150 мкл 
такой смеси, покрывали теплым покровным стеклом. 
После застывания агарозы (2 мин) осторожно снимали 
покровное стекло, предметное стекло с залитыми в гель 
клетками помещали в охлажденный (40С) лизирующий 
буфер. Выдерживали 1 час при 40С, а затем в течение 
21 часа в термостате при 370С, согласно рекоменда-
циям Olive P [13]. Препараты выдерживали трижды 
по 20 мин. в электрофоретическом буфере, после чего 
вносили в электрофоретическую камеру и заливали 
электрофоретическим буфером (уровень буфера над 
стеклом составлял 2-3 мм). Электрофорез проводили 
при напряжении 0,6 В/см2 в течение 25 мин. [13]. 
Электрическое поле направляли поперек предметного 
стекла. После электрофореза препараты промывали 
дистиллированной водой и подсушивали в термостате 
при 370С в течение 30 мин.

Препараты помещали в фиксатор на 10 мин., трижды 
промывали водой по 10 мин. и помещали в термостат 
до полного высыхания агарозы (3 часа).

Раствор для окраски готовили непосредственно перед 
использованием. К 14 мл раствора А (5% раствор 
Na2CO3) добавляли 7 мл раствора В (0,3%-NH4NO3, 
0,3%-AgNO3, 0,7%-формальдегид). Препараты вы-
держивали 10 мин в дистиллированной воде, после 
чего вертикально помещали в раствор для окраски и 
выдерживали в течение 20 мин. до появления серого 
фона. Процесс останавливали промывкой препаратов в 
течение 5 мин. в 1% растворе уксусной кислоты, затем 
промывали дистиллированной водой и высушивали.

ПАТОГЕНЕЗ ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК КЛЕТОК ПАРОДОНТА ПРИ ПАРОДОНТИТАХ

1Кузенко Е.В., 1Романюк А.Н., 2Политун А.М., 1Москаленко Р.А.

1Сумский государственный университет, кафедра патологической анатомии, Сумы, Украина; 
2Медицинский институт Украинской ассоциации народной медицины, 

кафедра терапевтической стоматологии, Киев, Украина
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Подсчет количества комет проводили при увеличении 
×200-400. Считали в образце не менее 500 клеток. 
Кометы разделяли на 5 классов в зависимости от соот-
ношения ДНК в «голове» и «хвосте» кометы [14].

Наличие белка p53 на срезах тканей выявляли имму-
ногистохимическими методами. Исследуемые образцы 
тканей фиксировали в нейтральном формалине (pH 
7,4) для сохранения максимального прижизненного со-
стояния. После фиксации изготавливали парафиновые 
срезы толщиной 3-5 мкм методом Сант-Мари, депара-
финировали по стандартной методике с последующим 
промыванием в ТBS (pH 7,4). Демаскировка проводи-
лась в течение 5 минут в 0,1% растворе трипсина в ТBS 
с 0,1% СаCl2. Инактивировали трипсин промыванием 
в холодной дистиллированной воде. Для блокиров-
ки эндогенной пероксидазы срезы инкубировали в 
течение 10 мин. в 1% растворе Н2О2 и промывали 
в ТBS. После чего их помещали в 5% раствор обез-
жиренного сухого молока в ТBS во влажную камеру 
при температуре +370С в течение 30 мин для блоки-
рования неспецифического связывания вторичных 
антител. Срезы инкубировали с моноклональными 
антителами во влажной камере при температуре +370С 
в течение 30 мин. В работе использовались первичные 
антитела против белка р53 (1:100) производства «Dako» 
(США). После этого срезы инкубировали с вторичными 
видоспецифическими конъюгированными с перокси-
дазой хрена антителами (1:200) производства «Jackson 
Immuno Research» (США) во влажной камере при 
температуре +370С в течение 30 мин. От первичных и 
вторичных антител срезы промывали в ТBS с добавле-
нием 0,1% Tween-20 трижды. Визуализация комплекса 
антиген-антитело проводилась с помощью активатора 
пероксидазы 3,3 '-диаминобензидина (DAB), в котором 

срезы находились 2-3 мин. Ядра с негативной реакцией 
докрашивались гематоксилином Майера.

Результаты реакции с антигенами, которые имеют ядер-
ную локализацию р53, оценивали в процентах, считая ко-
личество ядер с положительной реакцией на 1000 клеток 
в трех полях зрения. Результаты трактовались следующим 
образом: 0-20% окрашенных ядер - низкий уровень экс-
прессии р53, 21-50% - умеренный уровень экспрессии 
р53, 51-100% - высокий уровень экспрессии р53.

Интенсивность реакций, локализованных в ядре р53, 
оценивали полуколичественным способом по балльной 
шкале от 0 до 3 баллов, Учитывали интенсивность реак-
ции и ее локализацию: 0 - отсутствие реакции, 1 - слабая 
реакция, 2 - умеренная реакция, 3 - сильная реакция. Доку-
ментирование микрообъектов проводили на микроскопе 
«Micro Med» с объективами 25х, 40х и 60х с помощью 
цифрового фотоаппарата «DCM 310» 3Mp.

Математические вычисления проводились в программе 
STATISTICA 6 (Serial number 31415926535898).

Результаты и их обсуждение. Уровень повреждения 
ДНК при воспалении пародонта выявляли методом 
ДНК-комет. Кометы классифицировали на пять типов 
в зависимости от степени повреждений ДНК: С0 (ДНК 
интактных клеток), С1 (фрагменты ДНК размером> 300 
тысяч пар нуклеотидов), С2 (фрагменты <50 тысяч пар 
нуклеотидов), С3 (фрагменты 180 пар нуклеотидов), С4 
(деградация генома и экскреция низкополимерной ДНК 
из клеток) [4] (таблица). В целом, количество выхода ДНК 
в хвост кометы колебалось в пределах от 1,23% до 25,0%. 
Средний показатель процента ядер с положительной ре-
акцией при воспалении составил 11,32±1,27%.

таблица. Кометы различных классов окраска AgNO3; окуляр 40×; камера 3Мр
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рис 1. иммуногистохимическое выявление р53 в тканях 
пародонта при воспалении. Увеличение Х340, А - р53-
отрицательные ядра, B - р53-положительные ядра

Во всех образцах присутствовали ядра как с положи-
тельной реакцией, так и с отрицательной реакцией. В 
целом, количество р53-положительных ядер колебалось 
в пределах от 10,8 до 41,4%. Средний показатель про-
цента ядер с положительной реакцией при воспалении 
составил 24,8±2,5% (рис. 1).

Нами проведена проверка выборок на нормальность с 
помощью модифицированного критерия Колмогорова и 
Смирнова. В обоих случаях гипотеза о нормальности не 
отклонена и составила 0,16 при 0,28 и 0,16 при 0,14 соот-
ветственно. F критерий Фишера составил 4,15 р=0,006.

Результаты наблюдений в изучаемых объектах ока-
зались корреляционно связанными признаками. Диа-
грамма рассеяния степени повреждения ДНК с уровнем 
экспрессии р53 позволяет судить о форме и связи между 
признаками. Эта связь имеет линейную зависимость 
(рис. 2). Показано, что корреляция между показателями 
равна 0,7614 при р=0,0004. Исследование величины 
среднеквадратических отклонений Sx=9.10 и Sy=3.59 и 
величины классовых интервалов λx=2 и λy=3. Опреде-
ление коэффициента регрессии повреждения ДНК от 
уровня экспрессии р53 при воспалении пародонта 
показало, что увеличение повреждения ДНК тканей 
пародонта на 1% приводит к увеличению активации р53 
на 1,79%, а увеличение активации р53 на 1% приводит 
к увеличению повреждения ДНК на 11,55%.

Повреждение ДНК клеток и экспрессия р53 показана 
на диаграмме рассеивания коэффициента корреляции 
(рис 2). Линейная зависимость между экспрессией 
р53 и повреждением ДНК указывает на возможное 
участие протеина р53 в патогенезе воспаления тканей 
пародонта. 

рис. 2. диаграмма рассеивания коэффициента корре-
ляции. взаимосвязь повреждения днК клеток и уровня 
экспрессии р53 у пациентов с острым пародонтитом 
различной степени тяжести

Исходя из вышесказанного, с уверенностью можно 
судить о наличии повреждения ДНК клеток пародонта 
при воспалении, вызванного различными факторами. 
Кроме того, наблюдается ускорение апоптотического 
процесса при активации р53, который вызывает ка-
скадное повреждение ядерной ДНК. Незначительная 
активация р53 при повреждении пародонта приводит к 
остановке репликации ДНК в фазе G1 или G2 перед ми-
тозом и стимулирует процессы репарации через энзимы 
MGMT и MMR [5,11]. Возможно p53 в небольшом коли-
честве снимает оксидантный стресс тканей пародонта 
[7]. Значительное повреждение ядерной ДНК, которое 
опосредованно вызывается р53, включает апоптоз при 
невозможности репарации ДНК, о чём свидетельствует 
проведенный нами регрессионный анализ.

Известно, что одно- и двунитевые разрывы ядерной 
ДНК индуцируют апоптоз через активацию транскрип-
ционного фактора p53 [10]. Белок р53 влияет на внеш-
ний и митохондриальный пути индукции апоптоза [19]. 
Воздействуя на митохондриальний путь, р53 блокирует 
транскрипцию антиапоптозного белка Bcl2, и активи-
рует транскрипцию проапоптозных белков p53AIP1 
[18] и Puma [4,12]. Кроме того, р53 активирует транс-
крипцию гена APAF1 PMP22 , повышает чувствитель-
ность клеток к внешним проапоптическим факторам, 
стимулируя транскрипцию генов Fas (APO1)[18]  и 
KILLER/DR5 [9,15,16,20]. Белок р53 активирует также 
множество других белков: Wip1, STAG1, p53CABC1, 
p53RDL1, Perp, Scotin, Pidd связанных с индукцией 
апоптоза [1]. Существует значительная группа р53-
индуцированных генов, функция которых связана с 
изменением метаболизма клетки(PIG3, PIG8, FDXR и 
другие). Резкое повышение уровня внутриклеточных 
кислородных радикалов, приводит к индукции генов 
апоптоза, которые, в свою очередь, могут способство-
вать ускорению клеточной смерти [1].
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Воспаление тканей пародонта приводит к поврежде-
нию ДНК, активации р53 и в последствии апоптозу 
клеток.
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SUMMARY

PATHOGENESIS OF PERIODONTAL CELL DNA DAMAGE DURING PERIODONTITIS

1Kuzenko Y., 1Romanyuk A., 2Politun A., 1Moskalenko R.

1Sumy State University, Department of Pathological Anatomy, Sumy; 
2Institute of Ukrainian Association of Folk Medicine Department of Therapeutic Dentistry, Kiev, Ukraine

Objective of our work: To carry out a comparative assess-
ment of the expression level p53 protein and associate 
it with the degree of DNA damage in inflammation of 
periodontal disease.

The research was conducted on periodontal tissue with signs 
of inflammation taken from dead patients of Sumy Regional 
Hospital. The materials were investigated using immunohis-

tochemistry and DNA comet assay. It was established that 
acute inflammation in the periodontal tissues develop changes 
leading to DNA damage Acute inflammation is characterized by 
high levels of p53 Considerable damage to the nuclear DNA is 
called p53. p53 in apoptosis may include inability to repair.

Keywords: inflammation of the periodontal tissues, DNA 
damage, immunohistochemistry.
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РЕЗЮМЕ

ПАТОГЕНЕЗ ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК КЛЕТОК 
ПАРОДОНТА ПРИ ПАРОДОНТИТАХ

1Кузенко Е.В., 1Романюк А.Н., 2Политун А.М., 
1Москаленко Р.А.

1Сумский государственный университет, кафедра 
патологической анатомии, Сумы, Украина; 2Меди-
цинский институт Украинской ассоциации народной 
медицины, кафедра терапевтической стоматологии, 
Киев, Украина

Цель исследования - оценка уровня экспрессии белка 
р53 и его взаимосвязь со степенью повреждения ДНК 
при воспалении пародонта.

Для решения поставленной задачи использовали тка-
ни пародонта с признаками воспаления умерших в 
Сумской областной клинической больнице пациентов. 
Материалы изучались иммуногистохимически и при 
помощи метода ДНК- комет.

Установлено, что при остром воспалении в тканях 
пародонта развиваются изменения, приводящие к 
повреждению ДНК. Острое воспаление характе-
ризуется повышением уровня р53. Значительное 
повреждение ядерной ДНК, которое опосредованно 
вызывается р53, включает апоптоз при невозможно-
сти репарации, о чём свидетельствует проведенный 
нами регрессионный анализ.

reziume

parodontis dnm ujredebis dazianebis paTo-
genezi parodontitis dros

1e. kuzenko, 1a. romaniuk, 2a. politun, 
1r. moskalenko

1sumis saxelmwifo samedicino universiteti, 
samedicino instituti, paTologiuri anatomiis 
kaTedra, sumi; 2xalxuri medicinis ukrainuli 
asociaciis samedicino instituti, Terapiuli 
stomatologiis kaTedra, kievi, ukraina

Sromis mizania – p53 cilis eqspresiis donis 
cvlilebis Seswavla da misi gavlena dnm-s 
dazianebis xarisxze parodontis anTebisas.

dasaxuli amocanis gadasawyvetad gamoyenebuli 
iyo sumis olqis klinikuri saavadmyofoSi gar-
dacvlili pacientebis parodontis qsovilebi 
anTebis niSniT. masalebi Seswavlili iyo imu-
nohistoqimiurad da dnm-kometebis meTodiT.

dadgenilia, rom parodontis qsovilebSi mwvave 
anTebis dros viTardeba cvlilebebi, rimlebic 
iwveven dnm-s dazianebas. mwvave anTeba xasi-
aTdeba p53 donis matebiT da birTvuli dnm-s 
mniSvnelovani dazianebiT. birTvuli dnm-s 
dazianeba, romelic gamowveulia p53, rTavs 
apoptozs, rac SeuZlebels xdis reparacias. 
yovelive zemoaRniSnuls adasturebs Cvens mier 
Catarebuli regresiuli analizi.

ИЗУЧЕНИЕ ПРОЦЕССА ВЫДЕЛЕНИЯ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СУММ 
АЛКАЛОИДОВ ИЗ CHELIDONIUM MAJUS L., ПРОИЗРАСТАЮЩЕГО В ГРУЗИИ

1Божадзе А.Д., 2Вачнадзе В.Ю., 1Джохадзе М.С., 1Берашвили Д.Т., 1Бакуридзе А.Дж.

1тбилиcский государственный медицинский университет; 
2институт фармакохимии им. и. Кутателадзе, тбилиси, грузия

Чистотел большой - Chelidonium majus L. (Papaveraceae), 
многолетнее травянистое растение, широко распростра-
ненное на территории Грузии, применяется в народной 
и традиционной медицине. Согласно литературным 
данным, алкалоиды Chelidonium majus проявляют 
выраженную фармакологическую активность: хели-

донин оказывает цитотоксическое и анальгетическое, 
морфиноподобное действие, гомохелидонин проявляет 
местно анестезирующий эффект, коптизин обладает 
желчегонным действием, протопин и аллокриптопин 
оказывают выраженную противовоспалительную ак-
тивность [2,5,6].




