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(57) Изобретение относится к области медицины к разделу стоматологии и позволяет определить форму
течения периодонтита у пациента за счет исследования биоптата десны иммуногистохимическим
методом, когда при определении выраженной экспрессии матриксной металлопротеиназы-1 судят
о наличии быстропрогрессирующей формы течения периодонтита, а при слабой и умеренной
экспрессии судят о наличии хронической формы течения периодонтита.
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Изобретение относится к области медицины, а именно к стоматологии, и может быть использовано 

для диагностики заболеваний периодонта на основе иммуногистохимического исследования биоптата 

десны. 

Заявителю известен способ определения характера течения периодонтита на основе иммуногисто-

химического анализа биоптатов десны, заключающийся в определении уровня экспрессии матриксной 

металлопротеиназы-13 в биоптатах десны, когда при определении слабой экспрессии судят о наличии 

быстропрогрессирующего характера течения периодонтита, а при умеренной и высокой - о наличии хро-

нического периодонтита. Описанный способ является способом-аналогом [1]. 

Общим признаком для заявляемого способа и способа-аналога является изучение биоптатов десны с 

помощью иммуногистохимического анализа, заключающееся в определении интенсивности экспрессии 

матриксных металлопротеиназ. 

Однако использование способа-аналога не всегда позволяет определить характер течения перио-

донтита, так как экспрессия ММП-13 зависит от ММП-14, которая активизирует ММП-13 путем дегра-

дации коллагенов I, II, III и активации ее профермента. [2] Особенность экспрессии ММП-13 при быс-

тропрогрессирующем течении периодонтита заключается в малой площади стромальной экспрессии дан-

ного маркера, не превышающей 25% при умеренной интенсивности в иммунопозитивных участках. По-

этому обнаружение в биоптатах десны и использование ММП-13 как диагностического маркера уместно 

только на этапе манифестации заболевания. 

Заявителю также известен способ определения формы течения периодонтита у пациента путем им-

муногистохимического исследования биоптата десны, заключающийся в определении интенсивности 

экспрессии в биоптате десны пациента с периодонтитом матриксной металлопротеиназы-14, когда при 

выявлении слабой или умеренной интенсивности экспрессии матриксной металлопротеиназы-14 судят о 

быстропрогрессирующем течении периодонтита, а при выявлении выраженной интенсивности экспрес-

сии матриксной металлопротеиназы-14 судят о хроническом течении периодонтита. [3] Указанный спо-

соб является прототипом по отношению к заявляемому. 

Общим признаком для заявляемого способа и способа-прототипа является изучение биоптатов дес-

ны с помощью иммуногистохимического анализа для определения интенсивности экспрессии матрикс-

ных металлопротеиназ. 

Однако ММП-14 является мембраносвязанным ферментом и характеризуется мембранным паттер-

ном окрашивания клеток базального слоя эпителия и клеток стромы, следовательно, экспрессия ММП-14 

носит преимущественно слабый и умеренно выраженный характер в биоптатах десны с положительным 

результатом окрашивания. Отсутствие выраженного окрашивания может повлечь за собой возможные 

диагностические ошибки в визуальной оценке биоптатов. Поэтому использование секретируемых (сво-

бодных) ММП для иммуногистохимического анализа позволит повысить точность исследования. К та-

ким относится матриксная металлопротеиназа-1. 

Задачей заявляемого способа является повышение точности определения формы течения периодон-

тита у пациента путем использования секретируемой матриксной металлопротеиназы-1 при иммуноги-

стохимическом исследовании биоптата десны. 

Поставленная задача достигается следующим образом. 

Предложен способ определения формы течения периодонтита у пациента путем иммуногистохими-

ческого исследования биоптата десны и последующего определения интенсивности экспрессии матрикс-

ной металлопротеиназы-1, когда при определении выраженной экспрессии судят о наличии быстропрог-

рессирующей формы течения периодонтита, а при определении слабой и умеренной экспрессии судят о 

наличии хронического периодонтита. 

Заявителем на основании проведенных исследований 30 пациентов, которые имели быстропрогрес-

сирующий и хронический периодонтит, было выявлено, что этот процесс связан с участием матриксной 

металлопротеиназы-1 в ремоделировании внеклеточного матрикса периодонта, т.е. в адаптации соедини-

тельной ткани периодонта к воспалению. Было установлено, что быстропрогрессирующий периодонтит 

характеризуется повышенной экспрессией матриксной металлопротеиназы-1. 

Проанализирован биопсийный материал 30 пациентов с признаками быстропрогрессирующего 

(n=6), хронического простого (n=7) и хронического сложного (n=17) периодонтитов. Морфологическое 

исследование включало оценку наблюдений групп патологии периодонта при стандартном окрашивании 

патогистологических препаратов гематоксилином и эозином и с использованием иммуногистохимиче-

ского (ИГХ) метода с моноклональными антителами к ММП-1. 

Отработка протокола ИГХ окрашивания включала подбор оптимального режима демаскировки ан-

тигена (2' в буфере рН 9,0 при температуре 125°С в нагреваемой барокамере Pascal), разведения первич-

ных моноклональных антител к ММП-1 (1:100), визуализирующей системы, времени экспозиции хромо-

гена 7'. В качестве хромогена использовали диаминобензидин (DAKO, Дания), контрокрашивание - ге-

матоксилином Майера. Позитивным контролем являлись ткани и органы, рекомендованные производи-

телем, негативным - исключение первичного антитела. 

Для морфометрического анализа выполняли сканирование препаратов, окрашенных с использованием 

иммуногистохимического метода, с применением цифрового слайд-сканера MoticEasyScan с последующим 
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программным анализом изображений с использованием AperioImageScopevl 2.4.0.5043. В рамках про-

граммного анализа изображений проводилось выделение 4-6 случайных непересекающихся полей зрения 

(цифровое увеличение х8), с анализом ИГХ окрашивания в поле зрения в целом (которое включало эпите-

лиальный и стромальный компонент в равных пропорциях), а также отдельно в стромальном компоненте 

десны. В процессе программного анализа экспрессии ММП-1 в ткани десны интенсивность ИГХ окраски 

измерялась AperioImageScope автоматически и разделялась на 4 уровня интенсивности: 0-100 (выраженная, 

соответствующая очагам красного цвета), 101-175 (умеренная, с программным окрашиванием соответст-

вующих участков в оранжевый цвет), 176-220 (слабовыраженная, соответствующая участкам желтого цве-

та) и более 220 (негативная реакция, визуализируемая в виде участков синего цвета) (фиг. 1), где:  

1 - результат окрашивания эпителия, 2- результат окрашивания стромы, 3 - результат преобразования изо-

бражения в программе AperioImageScope (эпителий), 4 -результат преобразования изображения в програм-

ме AperioImageScope (строма). 

Экспрессия ММП-1 в группах пациентов с различными формами периодонтитов выявлялась в виде 

мембранного и цитоплазматического окрашивания эпителиальных клеток, клеток воспалительного ин-

фильтрата, фибробластов и эндотелиальных клеток собственной пластинки десны. 

При визуальной оценке гистологических препаратов экспрессия ММП-1 в группе быстропрогрес-

сирующего периодонтита характеризовалась более выраженным окрашиванием стромального компонен-

та десны по сравнению с группами хронического простого и сложного периодонтитов с преобладанием 

экспрессии в клетках воспалительного инфильтрата, фибробластах и эндотелии собственной пластинки 

десны (фиг. 2), где 5 - эпителий с умеренной и высокой степенью экспрессии; 6 - строма с умеренной 

степенью экспрессии; 7 - эпителий с умеренной и высокой степенью экспрессии (результат преобразова-

ния изображения в программе AperioImageScope); 8 - строма с умеренной степенью экспрессии (резуль-

тат преобразования изображения в программе 

AperioImageScope). Такое окрашивание свидетельствует о наличии быстропрогрессирующего пе-

риодонтита. 

На фиг. 3 и 4 представлено иммуногистохимическое окрашивание гистологического препарата па-

циента с хроническим течением периодонтита (хронический простой и хронический сложный периодон-

тит соответственно) с антителами к матриксной металлопротеиназе-1, где 9 - слабая экспрессия в эпите-

лии при хроническом простом периодонтите; 10 - строма со слабой степенью экспрессии; 11 - слабая 

экспрессия в эпителии при хроническом простом периодонтите (результат преобразования изображения 

в программе AperioImageScope); 12 - строма со слабой степенью экспрессии (результат преобразования 

изображения в программе AperioImageScope); 13 - слабая экспрессия в эпителии при хроническом слож-

ном периодонтите; 14 - слабая экспрессия в строме, 15 - слабая экспрессия в эпителии при хроническом 

сложном периодонтите (результат преобразования изображения в программе AperioImageScope);  

16 - слабая экспрессия в строме (результат преобразования изображения в программе AperioImageScope). 

Такое окрашивание свидетельствует о наличии хронического периодонтита. 

Пример 1. 

Способ осуществляется следующим способом. 

Пациент Д., 30 лет, обратился с жалобами на выявленную подвижность зубов. Был установлен 

предварительный диагноз быстропрогрессирующий периодонтит. Для выбора правильной тактики лече-

ния необходимо верифицировать диагноз, т.е. определить форму течения периодонтита у данного паци-

ента. Для этого у пациента берут биоптат десны и проводят стандартное иммуногистохимическое иссле-

дование на предмет определения интенсивности экспрессии матриксной металлопротеиназы-1. Данный 

фермент расщепляет коллагены I, II, III, VII, VIII, X типа, желатин, казеин, агрекан, внутриклеточные 

протеины, также может активировать другие металлопротеиназы, например -2 и -9, инициируя каскад 

активации. 

По стандартной методике [5] производят окрашивание, сканирование препаратов с применением 

цифрового слайд-сканера MoticEasyScan, выделение 4-6 случайных непересекающихся полей зрения 

(цифровое увеличение х8) с последующим морфометрическим анализом изображений с использованием 

AperioImageScopevl 2.4.0.5043. Ha фиг. 2 представлены полученные результаты, из которых по интен-

сивному окрашиванию видно, что у пациента быстропрогрессирующее течение периодонтита. На осно-

вании полученных данных лечащий врач имеет возможность выбрать наиболее оптимальную тактику 

лечения. 

Пример 2. 

Пациент С, 45 лет, обратился с жалобами на выявленную подвижность зубов. Был установлен пред-

варительный диагноз хронический периодонтит. Для выбора правильной тактики лечения необходимо 

верифицировать диагноз, т.е. определить форму течения периодонтита у данного пациента. Аналогич-

ным образом, как описано в примере 1, у пациента берут биоптат десны и проводят стандартное иммуно-

гистохимическое исследование на предмет определения интенсивности экспрессии матриксной металло-

протеиназы-1. На фиг. 3 и 4 представлены полученные результаты, из которых по слабому окрашиванию 

стромы видно, что у пациента хроническое течение периодонтита. На основании полученных данных 

лечащий врач принимает наиболее оптимальную тактику лечения пациента. 
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Таким образом, достигаемый технический результат заявляемого способа заключается в том, что 

предложенная методика позволяет установить диагноз быстропрогрессирующего периодонтита, провес-

ти дифференциальную диагностику характера течения периодонтита у пациента, а также способ может 

быть использован в качестве инструмента для ранней и доклинической диагностики быстропрогресси-

рующего периодонтита, что позволит повысить уровень оказания стоматологической помощи данной 

группе пациентов. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

Способ определения формы течения периодонтита у пациента путем иммуногистохимического ис-

следования биоптата десны и последующего определения интенсивности экспрессии матриксной метал-

лопротеиназы-1 (ММП-1), для этого на цифровом слайд-сканере выполняют сканирование окрашенных 

препаратов и преобразовывают отсканированное изображение в программе AperioImageScope, при ана-

лизе полученных изображений выделяют 4-6 случайных непересекающихся полей зрения, в каждом из 

которых анализируют окрашивание в поле зрения в целом и отдельно в стромальном компоненте десны, 

где интенсивность иммуногистохимической окраски автоматически измеряется и разделяется на выра-

женную экспрессию ММП-1, которая соответствует окрашиванию участков препарата в поле зрения в 

красный цвет, на умеренную экспрессию ММП-1, которая соответствует окрашиванию участков препа-

рата в поле зрения в оранжевый цвет, на слабовыраженную экспрессию ММП-1, которая соответствует 

окрашиваю участков препарата в поле зрения в желтый цвет, затем по выраженной экспрессии ММП-1 

судят о наличии быстропрогрессирующей формы течения периодонтита, а при определении слабовыра-

женной и умеренной экспрессии ММП-1 судят о наличии хронического течения периодонтита. 
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