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І.В.Данова

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. 
За даними ВООЗ опіки посідають третє місце в структурі загального травматизму; на термічні ушкодження доводиться близько 6 % від загальної кількості травм (Кутузова Т. А., 2014; Ковальчук В. И., 2015). Зростання кількості постраждалих від опіків, збільшення їх питомої ваги в структурі травматизму, тривале й дороговартісне лікування, високий рівень летальності та інвалідності визначають опікову травму як одну з найбільш актуальних проблем сучасної хірургії (Алексеев А. А., Ушакова Т. А., 2013; Федота Н. В., Лукьянова Д. А., 2014; Theron A., Bodger O., Williams D., 2014).
Опікова рана характеризується персистуючим неконтрольованим запальним процесом, високою протеолітичною активністю й порушенням цитокінового профілю з переважанням прозапальних й дефіцитом протизапальних цитокінів (Юрова Ю. В., Шлык И. В., Пивоварова Л. П., Крылов П. К., 2014). Найбільше значення в розвитку запалення мають фактор некрозу пухлин-α (TNF-α) як перший проксимальний медіатор, що запускає цитокіновий каскад (Min Ki Noh, Min Jung, Soo Hwan Kim et al., 2013; Симбирцев А. С., Варюшина Е. А., 2012; Бутко Я. А., Дроговоз С. М., Губина-Вакулик Г. И., Горбач Т. В., 2015), і інтерлейкін-1β (IL-1β) – багатофункціональний цитокін із широким спектром дії, що відіграє ключову роль у розвитку й регуляції неспецифічного захисту та специфічного імунітету (Afonina I. S., Mü ller C., Martin S. J. et al., 2015; Цепелев В. Л., Степанов А. В., 2015). Інтерлейкін-10 (IL-10) – ключовий протизапальний цитокін, який пригнічує продукцію всіх прозапальних цитокінів, інтерферону, проліферативну відповідь Т-клітин на антигени й мітогени, а також пригнічує секрецію активованими моноцитами IL-1β, TNF-α і IL-6 (Mohammed A., Muheel M. H., Mujbel F., 2014).
Також відомо, що опік супроводжується активацією утворення вільних радикалів кисню й оксиду азоту (NO), з якими пов'язують формування вторинного імунодефіцитного стану (Остапченко Л. И., Сокур О. В., Максимович Я. С., 2012). NO розглядають як важливий фактор імунологічної реактивності, точніше неспецифічного імунітету, що необхідний для здійснення регуляторних цитопротекторних процесів на рівні органел клітини й усього організму, що бере участь в антимікробному захисті (Плехова Н. Г., Сомова Л. М., 2012). Надлишкова продукція NO активує процеси перекисного окиснення ліпідів, інші механізми тканинного ушкодження (Костенко В. О., Єлінська А. М., Соловйова Н. В., 2014; Kouti L., Noroozian M., Akhondzadeh S. et al., 2013).

Аналіз механізмів розвитку опікової хвороби включає розгляд вільнорадикальних порушень як одного з першорядних факторів патогенезу (Глуткин А. В., 2013; Костина О. В., Соловьева А. Г., Ларионова К. Д., 2015). Дисбаланс про- і антиоксидантної системи (АОС) – інтенсивна генерація радикальних продуктів і посилення перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), призводять до порушення структури й функції клітинних мембран, спостерігається генералізований характер вільнорадикальної патології (Repetto M., Semprine J., Boveris A., 2012; Ovsyannikova L., Chumak A., Nosach O. et al., 2011).
Хоча арсенал сучасних мазевих лікарських засобів (ЛЗ) налічує кілька десятків найменувань, проблема лікування ран після термічного ушкодження далека від свого вирішення, тому актуальним є пошук і створення нових препаратів із протизапальною та репаративною активністю. Перспективним напрямком фармакології є посилення вже відомих властивостей препаратів шляхом включення наночасток, зокрема наночасток срібла (НЧС), що мають імуномодулюючу, протимікробну, протизапальну дію (Xiu Z. M. et al., 2012;. Горчакова Н. О., Сімонов П. В., Чекман І. С., 2016; Миронченко С. И., Звягинцева Т. В., 2017). Нещодавно створена нова субстанція, яка містить тіотриазолін і НЧС (Лісовий В. М., Звягінцева Т. В., Трутаєв І. В., Миронченко С. І., 2013). Субстанція отримана в Міжнародному центрі електронно-променевих технологій Інституту електрозварювання ім. Є.О. Патона НАН України (метод отримання НЧС, запропонований академіком НАН України Б. А. Мовчаном, полягає в електронно-променевому випаровуванні й конденсації речовин у вакуумі). На основі субстанції спільно з ОАО Хімфармзавод «Червона зірка» виготовлена мазь тіотриазоліну, яка містить НЧС (Патент №77770 «Фармацевтичний засіб з протизапальною активністю, виконаний у м’якій лікарській формі», 2013).

Під час проведення на кафедрі фармакології та медичної рецептури ХНМУ досліджень протизапальної активності нової мазі на моделі ультрафіолетової еритеми була встановлена її висока активність (Гринь В. В., Лесовой В. Н., Звягинцева Т. В., Миронченко С. І., 2013). Це дає підставу припустити, що мазь на основі тіотриазоліну та НЧС виявиться ефективною для лікування термічних ушкоджень.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана відповідно до плану науково-дослідних робіт Харківського національного медичного університету МОЗ України «Механізми і фармакологічна корекція УФ-індукованих пошкоджень шкіри» (№ державної реєстрації 0113U002281).
Мета й завдання дослідження. Мета дослідження – на підставі експериментальних досліджень встановити доцільність використання мазі на основі тіотриазоліну і НЧС для лікування термічних ушкоджень шкіри.

Для досягнення поставленої мети вирішували такі завдання:

1. Охарактеризувати місцеві прояви загоєння опікової рани при застосуванні мазі, що містить тіотриазолін та НЧС.

2. Оцінити вплив мазі, що містить тіотриазолін і НЧС, і препаратів порівняння («Мазь Тіотриазоліну 2%», «Мазь метилурацилова 10%», мазь «Сульфатіазол срібла») на цитокіновий профіль крові та вогнища на моделі термічного ушкодження шкіри.

3. Дослідити вплив мазі на вміст метаболітів NO в крові та вогнищі ушкодження й порівняти з впливом референт-препаратів при термічному опіку.

4. Провести порівняльне вивчення впливу досліджуваної мазі та референт-препаратів на стан окислювально-антиоксидантних процесів шкіри при експериментальній опіковій рані.

5. Встановити морфологічні особливості загоєння опікової рани при застосуванні мазі, що містить тіотриазолін та НЧС.

Об'єкт дослідження – термічне ушкодження шкіри.

Предмет дослідження – фармакотерапевтична ефективність мазі на основі тіотриазоліну та наночасток срібла при експериментальному термічному ушкодженні шкіри.

Методи дослідження: фармакологічні; імуноферментні; біохімічні; морфологічні; планіметричні та статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Уперше теоретично обґрунтовано й експериментально підтверджено, що введення НЧС у мазь тіотриазоліну підвищує її протизапальні, регенеративні та антиоксидантні властивості.
Встановлено, що мазь на основі тіотриазоліну з включенням НЧС має виражену ранозагоювальну дію при термічному опіку в щурів, що сприяє скороченню термінів загоєння термічного опіку. За рівнем терапевтичної ефективності мазь виявляє переваги перед референтними препаратами маззю тіотриазоліну, маззю метилурациловою та маззю «Сульфатіазол срібла». 

Доведено, що застосування мазі тіотриазоліну з НЧС веде до більш інтенсивного перебігу репаративних процесів, ніж при використанні препаратів порівняння, що підтверджується морфологічними дослідженнями: обмеженням деструктивного процесу в межах епідермісу та дерми, відсутністю гнійно-некротичних ускладнень, прискоренням епітелізації та повним закриттям дефекту у процесі загоєння термічного опіку.

Показано, що мазь тіотриазоліну, що містить НЧС, зменшує різко зростаючу внаслідок термічного опіку концентрацію прозапальних інтерлейкінів IL-1β та TNF-α у вогнищі й крові та збільшує / нормалізує вміст протизапального цитокіну IL-10, дефіцит якого спостерігається при опіковій травмі. За впливом на цитокіновий профіль мазь, що досліджується, перевершує препарати порівняння.

Виявлено, що мазь тіотриазоліну з НЧС надає стабілізуючий ефект у системі оксиду азоту, дисбаланс якої відзначається внаслідок термічного опіку. Застосування мазі тіотриазоліну з НЧС виявляється більш ефективним порівняно з референт-препаратами щодо нормалізації метаболізму NO в крові та вогнищі ураження, що підтверджується відновленням загальних метаболітів NO, нітрит-аніонів і нітратів у більш ранні післяопікові терміни.

Експериментально підтверджено, що додавання НЧС у мазь тіотриазоліну підсилює її антиоксидантні процеси у вогнищі термічного ушкодження, це підтверджується активним відновленням балансу ПОЛ – АОС у вогнищі термічної травми у більш ранні терміни, ніж при застосуванні препаратів порівняння. 

Встановлено, що комплексний механізм ранозагоювальної дії мазі тіотриазоліну з включенням НЧС при термічному опіку обумовлений модулюючим впливом на цитокіновий каскад, стабілізацією системи оксиду азоту, обмеженням наростання процесів ПОЛ, активацією антиоксидантної системи. 

Практичне значення одержаних результатів. На підставі проведених експериментальних досліджень обґрунтована можливість застосування мазі тіотриазоліну з НЧС для лікування термічних опіків шкіри та профілактики відстрочених ускладнень і хронізації процесу. Після подальших доклінічних і клінічних досліджень результати нашої роботи відкривають перспективи впровадження в медичну практику нового протиопікового препарату, що впливає на ключові ланки патогенезу термічного ураження. Дані, що отримали, дають підставу для створення принципово нового лікарського засобу – ефективної, безпечної, недорогої за вартістю оригінальної вітчизняної мазі з політропним механізмом дії (стимулюючою регенерацію, протизапальною, імуностимулюючою, антиоксидантною), яка скорочує терміни одужання хворого.

За матеріалами дисертаційної роботи отримано інформаційний лист № 148-2014 про нововведення у сферу охорони здоров'я «Інноваційні підходи до підвищення фармакологічної ефективності мазі, що містить тіотриазолін, за рахунок включення наночасток срібла» (автори: Звягінцева Т. В., Гринь І. В. , Гринь В. В., Миронченко С. І., Мороз А. Н., Чебанов В. А., Штриголь С. Ю.).

Результати дисертації впроваджені в навчальний процес кафедри фармакології Національного медичного університету ім. А. А. Богомольця (м. Київ); кафедри біофізики, біохімії, фармакології та біомолекулярної інженерії медичного інституту Сумського державного університету (м. Суми); кафедри клінічної фармації, фармакотерапії та медичної стандартизації Львівського національного медичного університету ім. Данила Галицького (м. Львів); кафедри фармакології Національного фармацевтичного університету (м. Харків); у науково-дослідний процес роботи лабораторії лікарської й промислової токсикології ДП «ДНЦЛЗ» МОЗ України (м. Харків). 
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведено патентно-інформаційний пошук, проаналізована наукова література за темою дисертації, спільно з науковим керівником визначені мета й завдання дослідження, самостійно відтворені моделі, відповідно до яких виконані експерименти, оброблені отримані результати, проведено їх аналіз та узагальнення, сформульовані висновки, написані й оформлені всі розділи дисертації. Морфологічні дослідження проводилися на базі кафедри патологічної анатомії ХНМУ (зав. каф., д-р/мед/наук, проф. В. Д. Марковський). У роботах, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал й основний творчий доробок: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі та узагальненні отриманих даних, підготовка статей до друку.
Апробація результатів дослідження. Матеріали дисертації доповідалися й обговорювалися на Міжвузівській конференції молодих вчених і студентів «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2014), VI Міжнародній студентській електронній науковій конференції «Студентський науковий форум 2014» (Москва, 2014), XXI Російському національному конгресі «Людина і ліки» (Москва, 2014), Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Молодіжний форум з нанобіотехнологій YOUTH NANOBIOTECH – 2014» (Київ, 2014), Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні проблеми експериментальної та клінічної медицини» (Таїланд, 2014), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні питання експериментальної і клінічної біохімії та фармакології» (Тернопіль, 2014), VII Міжнародній студентській електронній науковій конференції «Студентський науковий форум 2015» (Москва, 2015), XXII Російському національному конгресі «Людина і ліки» (Москва, 2015), Міжнародній науково-практичній конференції «Світова медицина: сучасні тенденції та фактори розвитку» (Львів, 2015), Науково-практичній конференції з міжнародною участю «14-е читання ім. В. В. Підвисоцького» (Одеса, 2015), Науково-практичній конференції з міжнародною участю «15-е читання ім. В. В. Підвисоцького» (Одеса, 2016), VІІ Національному конгресі патофізіологів України з міжнародною участю «Патофізіологія і фармація: шляхи інтеграції», присвяченого пам’яті академіка НАНУ О.О. Мойбенка (Харків, 2016), сесії «Конструктивні та функціональні наноматеріали для медицини» Наукової ради з нових матеріалів при Комітеті з природничих наук Міжнародної асоціації академій наук (Київ, 2016), сесії «Функціональні наноматеріали для медицини» Наукової ради з нових матеріалів при Комітеті з природничих наук Міжнародної асоціації академій наук (Київ, 2017). 
Публікації. За результатами дисертації опубліковано 14 наукових праць, у тому числі 8 статей: з них 2 статті – у виданнях іноземних держав з напряму, якому відповідає дисертація, 6 статей – у наукових фахових виданнях України, які включені до міжнародних наукометричних баз, а також 6 тез у матеріалах конгресів, з'їздів, конференцій. 
Структура та обсяг дисертації. Матеріали дисертаційної роботи викладено на 190 сторінках друкованого тексту. Робота містить такі розділи: анотація, вступ, огляд літератури, матеріали й методи дослідження, 8 розділів результатів власних досліджень, аналіз і узагальнення результатів дослідження, висновки, список літератури, який містить 214 джерел: 144 кирилицею й 70 – латиницею, додатки. Дисертаційну роботу ілюстровано 42 рисунками, 1 схемою й 18 таблицями.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали і методи. Дослідженя виконані на 126 статевозрілих щурах популяції WAG масою 200-250 г. Усі процедури з тваринами, а також виведення тварин з експерименту шляхом декапітації, проводили під анестезією з використанням тіопенталу-натрію відповідно до вимог Європейської конвенції по захисту хребетних тварин (Страсбург, 18.03.1986 р.), Директиви Ради Європейського економічного товариства по захисту хребетних тварин ( Страсбург, 24.11.1986), закону України «Про лікарські засоби», 1996, ст. 7, 8, 12, принципах ІСН GСP (2008 р.), GLР (2002 р.), «Порядку проведення клінічніх випробувань лікарськіх засобів та експертизи матеріалів клінічніх випробувань» і «Типового положення про комісію з питань етики», затверджених наказами МОЗ України № 523 від 12.07.2012 р. та № 616 від 03.08.2012 р., комісією з питань етики та біоетики Харківського національного медичного університету (протокол № 9 від 2 грудня 2015 р.). Порушень морально-етичних норм при проведенні науково-дослідної роботи не виявлено. Використовували мінімально допустиму для статистичної обробки й отримання достовірних результатів загальноприйняту кількість тварин (по 6 у групі), а також мінімально достатню для досягнення мети й вирішення завдань дослідження кількість експериментальних груп (Беленький М. Л., 1968). 

Усі тварини були поділені на 6 груп, у кожній групі по 6 щурів: 1група – інтактні; 2 група – експериментальний опік (без лікування, контроль), 3 група – опік + «Мазь тіотриазоліну 2%» (ОАО Хімфармзавод «Червона зірка», Україна), препарат порівняння 1; 4 група – опік + «Мазь метилурацилова 10%» (ОАО «Нижфарм», Російська Федерація), препарат порівняння 2; 5 група – опік + мазь «Сульфатіазол срібла» (Фармзавод Ельфа А.О., Польща), препарат порівняння 3; 6 група – опік + мазь тіотриазоліну з НЧС (0,081%), основна група. Ця концентрація отримана в результаті скринінгових досліджень протизапальної дії мазі з різною концентрацією НЧС. Експеримент проводився на моделі термічного опіку (Патент №54891 «Пристрій для моделювання термічних опіків», 2010). Площа опіку становила 400 мм2, ступень – ІІІ В. Початок і тривалість лікування у всіх групах були однаковими. Усі досліджувані мазі наносили тонким шаром на ушкоджену поверхню протягом усього періоду експерименту (28 діб). Тварин виводили з експерименту відповідно до правил біоетики на 7, 14, 21 і 28 добу. Ефективність лікування оцінювали за місцевими виявленнями ранового процесу: гіперемія, набряк, епітелізація, депітелізація; зменшенням площі та швидкості закриття ранового дефекту, а також морфологічними особливостями загоювання. 
Уміст цитокінів (IL-1β, TNF-α і IL-10) у вогнищі й периферичній крові визначали імуноферментним методом з використанням комерційної тест-системи фірми «Bender MedSystem» (Німеччина) відповідно до наданої до набору інструкції на імуноферментному аналізаторі «Labline-90» (Австрія).
Визначення вмісту загальних метаболітів NO в крові й вогнищі ушкодження проводили за методом L.C.Green із співавт. у модифікації В. А. Метельської і Н. Г. Гуманової (2005).
Стан прооксидантно-антиоксидантної системи визначали за вмістом первинних (дієнові кон’югати, ДК) та вторинних (тіобарбітурової кислоти активні продукти, ТБК-АП) продуктів ПОЛ у шкірі (Скорняков В. І., Кожемякін Л. А., Смірнов В. В., 1988), активністю каталази (Кат) (Барабой В. А. та співавт., 1991) та супероксиддесмутази (СОД) у вогнищі ураження (Костюк В. А. та співавт., 1991). 
Дослідження морфологічної структури зрізів тканин проводили, використуючи гістологічні та гістохімічні методи, які викладені в інструкціях з гістологічної техніки й гістохімії (Лилли Р., 1960; Пирс Э., 1962). Матеріалом для морфологічного дослідження були тканини (шкіра, підшкірна клітковина, м'язи), посічені із зони термічного ушкодження стегна щурів всіх досліджуваних груп у різні терміни експерименту. Фарбування препаратів пікрофусином за методом Ван Гізона використовувалося для виявлення й диференціювання сполучнотканинних структур. Вивчення забарвлених препаратів проводилися на мікроскопі Olympus BX-41 з використанням програм Olympus DP-Soft (Version 3: 1) й Microsoft Excel (3).
Статистичну обробку даних проводили методами варіаційної статистики. Усі наведені дані подано у вигляді середнього арифметичного ± стандартне відхилення (М±m). Проводився тест на нормальність розподілу Шапіро-Уілка. Порівняння параметрів двох незалежних змінних при нормальному розподілу проводилися за допомогою t-тесту (Стьюдента). Для порівняльного аналізу двох незалежних вибірок з дисперсії ненормального розподілу використовували U-тест Манна-Уїтні. Множинні порівняння проводилися за допомогою дисперсійного аналізу (АNOVA) при нормальному розподілу та рангового критерію Крускала-Уолліса при ненормальному розподілі. Відмінності вважалися статистично достовірними, якщо величина р була менше 0,05 (Гланц С., 1999). Усі розрахунки проводилися на персональному комп'ютері з використанням програм «Exсel» (Microsoft Corp., США) та «Statistica» (StatSoft, США).
Результати дослідження та їх обговорення. Перший етап роботи був присвячений вивченню впливу мазі тіотриазоліну з НЧС та препаратів порівняння на динаміку загоєння термічного опіку.
У групі без лікування відразу після термічного ушкодження опікова рана покривалася сухим світло-коричневим струпом, тканини, що оточують рану, були набряклі й гіперемовані. На 7-у добу опікова рана характеризувалася наявністю зони глибокого некрозу із серозно-гнійним ексудатом. Протягом наступних двох тижнів спостереження (14-а - 21-а доба) у центрі опікової рани відзначалися зменшення зони некрозу й епітелізація ранового дефекту, але повного загоєння рани до 28-ї доби не відбувалося. Площа рани поступово зменшувалася та на 28-у добу складала 2,3 мм2 (табл. 1).

При застосуванні препаратів порівняння – мазей тіотриазоліну, метилурацилової й сульфатіазолу срібла набряклість тканин була значно меншою, спостерігалося зменшення зони некрозу в центрі опікової рани; розплавлення струпу й епітелізація ранового дефекту відбувалися швидше, ніж у групі без лікування, до 28-ї доби дефект був повністю епітелізований з утворенням ніжного рубця. Площа рани в групах із застосуванням препаратів порівняння була меншою, ніж у контролі, в усі терміни спостереження (табл.1 ).
Застосування досліджуваної мазі тіотриазоліну з НЧС призводило до зменшення набряклості та гіперемії рани, порівняно з іншими групами, та до більш ранньої епітелізації ранового дефекту (до 21 доби). На 21-у добу в половини досліджуваних тварин спостерігалось утворення рубця. На 23-ю добу у всіх тварин опікова рана була повністю епітелізована. Виявлено скорочення площі дефекту порівняно з контрольною групою – зменшення площі рани на 56% (7-у добу), на 72% (14-у добу), на 99% (21-у добу), на 100% (28-у добу) (табл. 1) та з усіма групами порівняння – маззю тіотриазоліну, маззю метилурациловою та маззю сульфатиазолу срібла . 
Таблиця 1

Вплив мазі тіотриазоліну з НЧС та препаратів порівняння на динаміку загоєння рани (мм2) при термічному опіку (M ± m, n = 6)

	Групи
	Терміни спостереження (доба)

	
	7-а
	14-а
	21-а
	28-а

	Контроль (без лікуванн)
	342,56 ± 31,40
	163,3 ± 23,10
	59,3 ± 9,40
	2,28 ± 0,39

	Мазь тіотриазоліну
	226,08±34,45#
	62,28± 13,67#
	16,77 ± 2,02#
	0,04±0,01#

	Мазь метилурацилова
	286,07±21,19#
	121,97±17,56#
	31,72± 5,82#
	0,20±0,09#

	Мазь сульфатіазол срібла
	233,93±40,59#
	67,58 ± 11,01#
	24,30± 6,18#
	0,06±0,02#

	Мазь тіотриазоліну з НЧС
	152,28± 33,92#^∆&
	40,37± 17,69#^∆&
	1,29± 0,29#^∆&
	0,01± 0,01#^∆&


      Примітки для таблиці 1, 2:
      *  –  р ≤ 0,05 – достовірність відмінностей порівняно з інтактними тваринами

      # –   р ≤ 0,05 – достовірність відмінностей порівняно з контролем

       ^ – р ≤ 0,05 – достовірність відмінностей мазі на основі тіотриазоліну та НЧС порівняно з маззю 
тіотриазоліну

      Δ – р ≤ 0,05 – достовірність відмінностей мазі на основі тіотриазоліну та НЧС порівняно з маззю 
метилурациловою

      & – р ≤ 0,05 – достовірність відмінностей мазі на основі тіотриазоліну та НЧС порівняно з маззю 
сульфатіазолу срібла
Використання мазі тіотриазоліну з НЧС призводило до більш швидкого скорочення терміну загоєння ран (34,3%), порівняно з референт препаратами (20%).
Таким чином, мазь тіотриазоліну, що містить НЧС, має виражену ранозагоювальну дію при термічному опіку в щурів, що характеризується зменшенням запальних процесів у рані, скороченням площі опіку й термінів загоєння. За репаративною активністю мазь із НЧС перевищує активність препаратів порівняння («Мазь тіотриазоліну 2%», «Мазь метилурацилова 10%», «Сульфатіазол срібла»). Отже, введення наночасток у мазь тіотриазоліну підсилює її ранозагоювальну й протизапальну дію при термічному опіку в щурів.

Для об’єктивізації  ранозагоювальної ефективності препаратів, що вивчалися, ми провели морфологічні дослідження ранового вогнища. 
У групі без лікування мікроскопічно на 7-му добу експерименту виявляється зона некрозу шкіри й підшкірної клітковини. Епідерміс на великій відстані десквамований. На 14-у добу експерименту в більшості спостережень сформований струп з некротизованих тканин шкіри. Під струпом визначається лейкоцитарно-фібринозний шар, під яким візуалізується велика ділянка некрозу тканин, оточена зоною грануляційної тканини, яка в 30% спостережень має безперервний характер. У 70% спостережень на дні рани грануляційна тканина слабо розвинена. На 21-у добу експерименту у всіх спостереженнях у зоні термічного опіку сформована зона регенерату, в одному спостереженні з її повною епідермізаціі, в інших – тільки периферичних відділів. У 50% спостережень у зоні регенерату зустрічаються вторинні стромальні некрози й кісти. На 28-у добу експерименту мікроскопічно в препаратах шкіри досліджуваної групи у всіх спостереженнях відзначається повна епідермізація зони регенерату, проте в 70% спостережень зустрічаються ділянки його десквамації. Новостворений епідерміс нерівномірної товщини з явищами акантозу й гіперкератозу.
При використанні препаратів порівняння («Мазь тіотриазоліну 2%», «Мазь метилурацілова 10%» й мазь «Сульфатіазол срібла») процес загоєння відбувався швидше, ніж у групі контролю. На 7-у добу навколо зони некрозу сформований шар грануляційної тканини, який у групі з використанням мазі тіотриазоліну у 70 % спостережень (у групі з використанням метилурацилової мазі – у 50 %, сульфатиазолу срібла – у 60 %) має безперервний характер. У периферичних відділах зони ушкодження спостерігається новоутворення епідермісу, більш протяжного порівняно з групою контролю в тому ж терміні. На 14-у добу експерименту у всіх спостереженнях візуалізується струп, нижче – зона регенерату, яка у групі з використанням мазі тіотриазоліну у 80 % спостережень (у групі з використанням метилурацилової мазі – у 50 %, сульфатиазолу срібла – у 60 %) має безперервний характер. Прилеглі до регенерату тканини, як правило, звичайної гістологічної будови, проте у групі з використанням мазі тіотриазоліну у 20 % спостережень (50 % – при застосуванні метилурацилової мазі й 40 % – сульфатиазолу срібла) зустрічаються дрібновогнищеві вторинні стромальні некрози й кісти. На 21-у добу експерименту у групі з використанням мазі тіотриазоліну у 80 % спостережень (у 30 % – при застосуванні метилурацилової мазі й 60 % – сульфатиазолу срібла) зона регенерату повністю покрита епідермальним пластом, в інших 20 % (70 % й 40 % відповідно) – у центральній ділянці зберігається струп з нижнім лейкоцитарно-фібринозним шаром. На 28-у добу експерименту зона регенерату у всіх спостереженнях повністю епідермізована, проте при застосуванні метилурацилової мазі (30 % спостережень) й сульфатіазолу срібла (40 %) зустрічаються вогнища гіперплазії. Тонкий роговий шар інтенсивно еозинофільний з локусами гіпер- й паракератозу, дрібними ділянками десквамації.
У групі із застосуванням мазі тіотриазоліну з НЧС у препаратах шкіри щурів на 7-у добу експерименту мікроскопічна картина в ділянці термічного опіку характеризується наявністю зони коагуляційного некрозу епідермісу, дерми й гіподерми. Грануляційна тканина, розташована по периферії зони некрозу, у 90 % спостережень неперервна. Периферичні відділи описуваної зони в 90 % спостережень на деякому протязі покриті новоствореним епідермісом (на відміну від попередніх груп). На 14-у добу експерименту у всіх спостереженнях виступає над поверхнею шкіри струп, який у 90 % випадків має безперервний характер. У 30% спостережень у новоствореному епідермісі візуалізується вогнищева вакуольна дистрофія, невеликі ділянки гіпер- й паракератозу. На 21-у добу експерименту повна епідермізація відзначається в більшості спостережень, лише в одному випадку центральний відділ на невеликій ділянці покритий струпом, який відділений від зони регенерату лейкоцитарно-фібринозною кулею. На 28-у добу експерименту у всіх спостереженнях зона регенерату повністю покрита епідермісом, рівномірно потовщеним за рахунок гіпертрофії та гіперплазії клітин шипуватого шару. Роговий шар тонкий, рихлий.

Отже, регенеративні процеси при застосуванні мазі тіотриазоліну з НЧС перебігають інтенсивніше, ніж при використанні препаратів порівняння, що підтверджується обмеженням деструктивного процесу в межах епідермісу й дерми, прискоренням епітелізації й повним закриттям дефекту в переважній більшості спостережень у процесі загоєння термічного опіку. Отримані результати підтверджують нашу початкову тезу про те, що включення НЧС у мазь тіотриазоліну підсилює її ранозагоювальну дію при термічному опіку в щурів.

На наступному етапі дослідження ми вивчали вплив досліджуваної мазі та препаратів порівняння на вміст цитокінів IL-1β, TNF-α, IL-10 у вогнищі та крові у відповідних групах тварин. 

Ми встановили, що термічне ушкодження в щурів контрольної групи супроводжувалося підвищенням рівня IL-1β у сироватці крові й вогнищі: у крові протягом усього часу спостереження, з досягненням максимуму на 14-у добу (вище за норму в 2,3 рази) й поступовим зниженням, але, не нормалізацією до 28-ї доби; в осередку вміст IL-1β  також не досягав норми протягом усього експерименту.
Під впливом мазі тіотриазоліну рівень IL-1β у крові достовірно знижувався з 7-ої доби, а в шкірі з 14-ої доби порівняно з групою контролю й досягав показників інтактних тварин на 28-у добу. Мазі метилурацилова й сульфатіазолу срібла мали однаковий вплив на зниження концентрації IL-1β у крові та шкірі зіставний із впливом мазі тіотриазоліну.
Застосування мазі тіотриазоліну з НЧС знижувало рівень IL-1β у крові та вогнищі швидше, ніж препарати порівняння в усі терміни експерименту. Уже на 21-у добу в крові й на 28-у добу у вогнищі вміст IL-1β не відрізнявся від такого в інтактних щурів.

Вивчення вмісту TNF-α у крові й вогнищі контрольної групи виявило його вірогідне підвищення в усі терміни спостереження.

Під впливом препаратів порівняння вміст TNF-α у крові та вогнищі на 7-у, 14-у, 21-у, 28-у добу знижувався порівняно з контрольною групою. «Мазь тіотриазоліну 2%» й «Мазь метилурацилова 10%» відновлювали вміст TNF-α у крові та шкірі на 28-у добу. При використанні мазі «Сульфатіазол срібла» вміст TNF-α у сироватці крові та вогнищі ушкодження не нормалізувався до кінця спостережень (28-у добу).
Мазь тіотриазоліну з НЧС достовірно знижувала вміст TNF-α у крові та вогнищі порівняно з маззю тіотриазоліну в усі терміни експерименту. На 28-у добу концентрація TNF-α у крові та вогнищі не відрізнялася від такої в інтактних щурів.
Дослідження, проведені в контрольній групі тварин, підтвердили, що опікова рана, схильна до хронічного перебігу, супроводжується підвищенням вмісту IL-1β та TNF-α у вогнищі та крові.

У цілому, прозапальні цитокіни в низьких концентраціях необхідні для формування вогнища запалення й адекватної імунної відповіді; високі концентрації викликають розвиток системних проявів запальної реакції (Шамсиддинова А. С., Хужамбердиев М. А., Рахматиллаев Т. Б., 2013).
Підвищений рівень прозапальних цитокінів IL-1β й TNF-α у групі контролю супроводжувався зниженим вмістом протизапального цитокіну – IL-10 у сироватці крові протягом усього експерименту, з мінімальним значенням на 7-у добу (удвічі нижчий за норму), у вогнищі – протягом 14-ти діб.
При використанні мазі тіотриазоліну й мазі метилурацилової вміст IL-10 у крові та вогнищі на 7-добу був удвічі нижчий, ніж у нормі. Застосування мазі «Сульфатіазол срібла» призводило до підвищення концентрації IL-10 у вогнищі на 7-у добу на 22 %, у крові показник не відрізнявся від попередніх груп. На 14-у добу всі референт-препарати відновлювали концентрацію IL-10 у крові та шкірі, на 21-у добу – достовірно підвищували його вміст. На 28-у добу вищеперелічені мазі нормалізували рівень IL-10 у крові та вогнищі.

Застосування мазі тіотриазоліну з НЧС сприяло більш швидкому й значному підвищенню вмісту IL-10 у крові та вогнищі порівняно з контролем. Мазь тіотриазоліну з НЧС позитивно впливала на концентрацію IL-10 у крові та вогнищі, перевищувала вміст протизапального цитокіну в групах з використанням референт - препаратів на 7-у - 21-у добу в крові й на 14-ту добу у вогнищі.
Таким чином, мазь тіотриазоліну з НЧС зменшує різко зростаючу внаслідок термічного опіку концентрацію IL-1β й TNF-α у вогнищі та крові, відновлюючи їх на 28-у добу, і збільшує (нормалізує) уміст протизапального цитокіну IL-10, дефіцит якого спостерігається при опіковій травмі. За впливом на цитокіновий профіль мазь тіотриазоліну з НЧС перевершує ефект препаратів порівняння. Отже, включення НЧС у мазь тіотриазоліну веде до більш швидкого й значного відновлення цитокінового балансу.
Системне порушення біосинтезу та метаболізму цитокінів призводить до порушень імунологічного характеру (Accardo Palumbo A., Forte G. I., Pileri D. et al., 2012; Lacy P., Stow J.L, 2011; Симбирцев А. С., Козлов И. Г., 2012). Прозапальні цитокіни є тригером надмірної кількості NO, приводячи в кінцевому рахунку до порушень імунологічного характеру. Тому наступним завданням нашого дослідження стало вивчення впливу мазі тіотриазоліну з НЧС та препаратів порівняння на вміст метаболітів NO у сироватці крові й вогнищі термічного ураження.
Виявлено, що загоєння опікової рани в щурів контрольної групи супроводжувалося вираженим й тривалим (протягом 28-ми діб) підвищенням сумарних метаболітів NO як у крові, так і вогнищі ушкодження порівняно з інтактними тваринами (р≤ 0,05). Уміст нітрит-аніону й нітратів у крові та шкірі тварин також був підвищений протягом усього періоду експерименту. Максимальне підвищення вмісту нітрит-аніону в сироватці крові й вогнищі спостерігалося на 7-у добу: у 5,5 й 4,2 рази перевищував відповідні показники в інтактній групі; максимальний уміст нітратів також зазначався на 7-у добу (на 74 % перевищував норму в крові та на 200 % у вогнищі).

Таким чином, термічний опік супроводжується тривалим й стійким підвищенням усіх метаболітів NO як у сироватці крові, так і вогнищі ураження без відновлення навіть на 28-у добу, що узгоджується з дослідженнями інших авторів (А. В. Глуткин, В. И. Ковальчук, 2016; Федорова А.А., Борзенко Б.Г., Гнилорыбов А.М., 2014; Кривошапка А. В., 2014).
Під впливом мазі тіотриазоліну спостерігалося поступове зниження вмісту сумарних метаболітів NO, нітрит-аніонів і нітратів у крові та вогнищі. Максимальне зниження цих показників щодо контрольної групи в крові виявлялося на 14-ту добу, у шкірі – на 7-у добу. Відновлення концентації сумарних метаболітів NO, нітрит-аніонів і нітратів у крові та вогнищі відбувалося на 28-у добу. Спрямованість змін умісту метаболітів NO під впливом мазі метилурацилової аналогічна тій, яка спостерігається при дії мазі тіотриазоліну. Тенденція до зниження концентрації метаболітів NO в динаміці загоєння з деяким запізненням відзначалася й при використанні мазі «Сульфатіазол срібла».

Застосування досліджуваної мазі тіотриазоліну з НЧС мало найбільш виражений вплив на концентацію всіх метаболітів NO у сироватці крові та вогнищі. 
Так, на 21-у добу вміст сумарних метаболітів NO у крові та шкірі не відрізнявся від показників інтактних тварин. Концентрація нітрит-аніонів у сироватці крові та шкірі також відновлювалася на 21-у добу. Використання мазі тіотриазоліну з НЧС призводило до достовірного зниження вмісту нітрит-аніонів у сироватці крові й вогнищі ушкодження порівняно з дією усіх референт-препаратів в усі терміни. Найбільш виражену дію мазь тіотриазоліну з НЧС чинила на рівень нітратів у сироватці крові, нормалізуючи його вже на 14-ту добу. Ця мазь виявила більшу активність, ніж препарати порівняння, оскільки більш інтенсивно знижувала концентрацію нітратів у крові на 7-у, 14-у, 21-у добу щодо всіх препаратів порівняння. У вогнищі ураження застосування мазі тіотриазоліну з НЧС призвело до відновлення вмісту нітратів на 21-у добу.
Таким чином, мазь тіотриазоліну з НЧС надає більш виражений порівняно з референт-препаратами фармакологічний ефект на динаміку всіх метаболітів NO. Включення НЧС у мазь тіотриазоліну підсилює її протиопікову, протизапальну й імунокорегуючу дію, що підтверджується відновленням вмісту сумарних метаболітів NO й нітрит-аніонів у сироватці крові та шкірі щурів при термічній травмі на 21-у добу експерименту й нормалізацією рівня нітратів у крові вже на 14- у добу, а в шкірі – на 21-у добу.
На особливу увагу заслуговують дані про більш швидке порівняно з референт-препаратами відновлення вмісту нітрит-аніону в крові та вогнищі термічного ураження під впливом мазі тіотриазоліну з НЧС. При запаленні різко зростає продукція супероксиданіону макрофагами й лімфоядерними нейтрофілами. Відзначається швидке сполучення реакції між надмірною кількістю метаболітів NO й супероксиданіоном з утворенням пероксинітриту. Останній має набагато більшу реакційну здатність, ніж NO й супероксиданіон (Aung G., Niyonsaba F., Ushio H. et al., 2011). Пероксинітрит пригнічує мітохондріальні ферменти, що призводить до енергетичної дестабілізації й загибелі клітини; пригнічує ферменти, що беруть участь у діленні клітини (ДНК-реплікази); надає генотоксичну дію, безпосередньо ушкоджуючи генетичний апарат клітини, активує процеси ПОЛ й інші механізми тканинного ушкодження. Надлишкова активація реакцій вільнорадикального окиснення призводить до утворення вільнорадикальних форм кисню, що є початковим етапом розвитку окисного стресу (Сухомлин Т.А., Нетюхайло Л.Г., 2012).
Отже, метаболізм NO тісно взаємопов'язаний зі станом окиснювально-антиоксидантного гомеостазу. Тому на наступному етапі дослідження ми вивчили вплив мазі тіотриазоліну, що містить НЧС, на вміст первинних (ДК) і вторинних (ТБК-АП) продуктів ПОЛ й активність антиоксидантних ферментів (Кат й СОД) у вогнищі ушкодження.
У щурів з термічним опіком без лікування відбувається виражена активація вільнорадикальних процесів у вогнищі протягом усього часу експерименту. Це підтверджується накопиченням в осередку ДК й ТБК-АП. Обидва досліджуваних показники в цій групі не нормалізувалися навіть на 28-у добу.

Використання препаратів порівняння «Мазь тіотриазоліну 2%», «Мазь метилурацилова 10%» й мазь «Сульфатіазол срібла» стримувало активність процесів ПОЛ. Мазь тіотриазоліну знижувала вміст ДК й ТБК-АП у вогнищі в усі терміни, з його відновленням на 28-у добу (ДК) та 21-у добу (ТБК-АП). Аналогічним чином діяли на вміст продуктів ПОЛ у вогнищі мазь метилурацилова й мазь «Сульфатіазол срібла».

Застосування мазі тіотриазоліну, що містить НЧС, виявилося найбільш ефективним, оскільки знижувало вміст ДК й ТБК-АП до норми вже на 14-у добу. Рівень ДК у цій групі на 7-у й 14-у добу достовірно не відрізнявся від груп із застосуванням препаратів порівняння, на 21-у добу знижувався на 16 % порівняно з маззю метилурациловою, на 14 % порівняно з маззю сульфатіазолу срібла. На 28-у добу цей показник був достовірно знижений порівняно з усіма референт-препаратами.
Уміст вторинних продуктів ПОЛ (ТБК-АП) у зазначеній групі на 14-у добу дослідження був достовірно нижче, ніж у групах з використанням референт-препаратів.

Оцінка стану ПОЛ недостатня без урахування активності АОС, яка в нормі контролює й обмежує ПОЛ, а ступінь розгортання процесів ПОЛ залежить від резервів антиоксидантного захисту (A. M. Pryshliak, I. O. Stakhurska, L. M. Holovatiuk, 2015; Овсяннікова Л. М., Чумак А. А., Кубашко А. В. та ін., 2013; Звягинцева Т. В., Александрова А. В., 2012; Глуткин А. В., 2013).

При дослідженні АО-ферментів (Кат і СОД) контрольної групи щурів було виявлено зниження їх активності в інтактних тварин на всьому протязі експерименту. Мінімальна активність Кат була встановлена на 7-у добу (на 38 % нижче интактної групи), СОД – на 14-у добу (на 31 % нижче за норму). Відновлення активності Кат і СОД не відбувалося навіть на 28-у добу (табл.2)
.
Таблиця 2

Вплив мазі тіотриазоліну з НЧС та препаратів порівняння на активність СОД і Кат (ум. од.) у вогнищі ушкодження в щурів при термічному опіку (M ± m, n = 6)
	Групи
	Терміни спостереження (доба)

	
	7-а
	14-а
	21-а
	28-а

	
	СОД
	Кат
	СОД
	Кат
	СОД
	Кат
	СОД
	Кат

	Інтактні
	4,46±
0,67
	3,12 ± 0,31
	4,46±
0,67
	3,12 ± 0,31
	4,46±
0,67
	3,12 ± 0,31
	4,46±
0,67
	3,12 ± 0,31

	Контроль
	3,20 ± 
0,24*
	1,95 ± 0,28*
	3,07 ± 0,43*
	2,06 ± 0,34*
	3,29 ± 0,49*
	2,29 ± 0,30*
	3,68 ± 0,41*
	2,54 ± 0,24*

	Мазь тіотриазоліну
	3,35 ±
0,31*
	2,03 ± 0,15*
	3,91 ± 0,65#
	2,34 ± 0,24*
	4,18 ± 0,37#
	2,66 ± 0,24*#
	4,49 ± 0,54#
	3,15 ± 0,35#

	Мазь метилурацилова
	3,39 ± 
0,31*
	2,09 ± 0,29*
	3,96 ± 0,50#
	2,11 ± 0,24*
	4,11 ± 0,51#
	2,97 ± 0,33#
	4,58 ± 0,52#
	3,27 ± 0,36#

	Мазь «Сульфатіазол срібла»
	3,41 ± 
0,31*
	2,14 ± 0,29*
	3,90 ± 0,23#
	2,42 ± 0,28*
	3,98 ± 0,29#
	3,09 ± 0,43#
	4,37 ± 0,53#
	3,10 ± 0,49#

	Мазь тіотриазоліну з НЧС
	4,11 ± 
0,50#^∆&
	2,30 ± 0,31*
	4,55 ± 0,67#&
	3,04 ± 0,37#^∆&
	4,77 ± 0,36#^∆&
	3,18 ± 0,26#^
	4,93 ± 0,4#
	3,30 ± 0,19#


Активність Кат під впливом мазі тіотриазоліну підвищувалася на 21-у й 28-у добу на 16 % й 24 % відповідно порівняно з групою контролю; на 28-у добу активність ензиму відновлювалась. Активність СОД у щурів цієї групи відновлювалася на 14-у добу. Під впливом мазей метилурацилової та «Сульфатіазол срібла»  відновлення активності Кат спостерігалося на 21-у добу, а СОД – на 14-ту добу. 
Максимальна активація АОС спостерігалася при застосуванні мазі тіотриазоліну з НЧС, про що свідчило відновлення активності Кат у шкірі на 14-у добу, СОД – уже на 7-у добу (табл.2).
Таким чином, мазь тіотриазоліну з НЧС надає найбільший ефект на відновлення окисно-антиоксидантного гомеостазу у вогнищі ушкодження при термічному опіку. Включення НЧС у мазь тіотриазоліну підсилює її антиоксидантний ефект, що підтверджується активним відновленням балансу ПОЛ – АОС (нормалізація вмісту ДК, ТБК-АП й Кат на 14-ту добу експерименту, активності СОД – уже на 7-у добу).
Отримані нами результати підтверджуються літературними даними про важливу роль окисно-антиоксидантного гомеостазу в патогенезі термічних пошкоджень (Нетюхайло Л. Г., Сухомлин Т. А., Басараб Я. А. и др., 2014). Альтеративні процеси, про активність яких можна судити за маркерами ушкодження – продуктами ПОЛ, свідчать про порушення метаболічних процесів у шкірі. Отже, відновлення балансу ПОЛ – АОС є одним з необхідних елементів припинення запальних деструктивних процесів й повернення репарації в русло нормального перебігу (Dmukhalska Ye. B., Honsky Ya. I., 2015).
Таким чином, результати досліджень доводять, що мазь тіотриазоліну з включенням НЧС, виявила більш виражену репаративну, протизапальну, імунокорегуючу та антиоксидантну дію, ніж референт-препарати ( «Мазь тіотриазоліну 2%», «Мазь метилурацилова 10%» та мазь «Сульфатіазол срібла»), що після подальших досліджень відкриває перспективи впровадження в медичну практику нового протиопікового препарату, який впливає на ключові ланки патогенезу термічного ушкодження.
ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі наведено нове вирішення актуальної проблеми фармакології – теоретично та експериментально обґрунтовано доцільність застосування мазі на основі тіотриазоліну з включенням НЧС при термічному ушкодженні шкіри.

1. На моделі опікової рани у лабораторних щурів встановлено, що мазь на основі тіотриазоліну з включенням НЧС сприяє скороченню термінів загоєння термічного опіку (на 21-у добу – у 50 % спостережень, на 23-ю – у 100 %, проти 35 діб у контрольній групі). За рівнем терапевтичної ефективності мазь виявляє переваги перед референтними препаратами маззю тіотриазоліну, метилурациловою та маззю «Сульфатіазол срібла» (на 21-у, 23-ю добу повного загоєння не відбувалося в жодної тварини).

2. Скорочення термінів загоєння під впливом мазі тіотриазоліну з наночастинками срібла підтверджується морфологічними даними. Скорочується стадія травматичного запалення до 7-и діб (у контролі – 14-ть діб), до 14-ї доби формується зона безперервного регенерату в 90 % спостережень (у контролі – до 21-ї доби), збільшується швидкість епідермізаціі: на 21-у добу в 90 % тварин (у контролі – на 28-у добу). На всіх етапах мазь тіотриазоліну з НЧС перевищує дію препаратів порівняння (мазі тіотриазоліну, мазі метилурацилової, мазі «Сульфатіазол срібла»): раніше відбувається обмеження деструктивного процесу в межах епідермісу й дерми, відсутні некротичні ускладнення в процесі загоєння.

3. При лікуванні та застосуванні мазі тіотриазоліну, що містить наночастки срібла, відновлюється цитокіновий профіль крові, різко порушений унаслідок термічного опіку. На 7-у – 28-у добу експерименту рівень IL-1β й TNF-α у крові достовірно нижче, ніж у контролі. Рівень IL-1β відновлюється на 21-у добу (у контролі вище за норму на 35 %), TNF-α – на 28-у добу (у контролі вище за норму на 45 %). Уміст IL-10, дефіцит якого спостерігається при опіковій рані, відновлюється до 28-ї доби (у контролі нижче за норму на 14 %). За впливом на IL-1β мазь тіотриазоліну з НЧС перевершує всі препарати порівняння (відновлюють його рівень лише на 28-у добу), за впливом на TNF-α – перевершує мазь «Сульфатіазол срібла» (на 28-у добу вище за норму на 15 %) й не поступається мазі тіотриазоліну й мазі метилурациловій.

4. Застосування мазі тіотриазоліну, що містить наночастки срібла, відновлює цитокіновий баланс у вогнищі, різко порушений унаслідок термічного опіку. Протягом усього експерименту вміст IL-1β й TNF-α нижче, ніж у контролі (р <0,05) й сягає норми на 28-у добу (у контролі вище за норму на 20 % й 47 % відповідно). Уміст IL-10, дефіцит якого спостерігається в осередку ушкодження протягом 28-и діб, під впливом мазі з НЧС швидко підвищується й сягає норми вже на 14-у добу (у контролі знижений на 31 %). За здатністю відновлювати цитокіновий баланс мазь тіотриазоліну з НЧС ефективніша мазі «Сульфатіазол срібла» й не поступається мазі тіотриазоліну й мазі метилурациловій.

5. Мазь тіотриазоліну з НЧС надає стабілізуючий ефект на систему оксиду азоту, дисбаланс якої відзначається внаслідок термічного опіку. Під впливом мазі знижується вміст усіх метаболітів NO у крові й вогнищі (сумарних, нітрит-аніону, нітратів) з відновленням до норми в крові на 14-у – 21-у добу (у контролі підвищені протягом 28-и діб), у вогнищі – на 7-у – 21-у добу (у контролі підвищені протягом усього терміну експерименту). Мазь перевершує дію всіх препаратів порівняння, які відновлюють уміст метаболітів NO у крові й вогнищі лише на 28-у добу.

6. Лікувальне застосування досліджуваної мазі підсилює антиоксидантні процеси у вогнищі термічного ушкодження, що підтверджується збільшенням до норми активності СОД й Кат на 7-у й 14-у добу відповідно (у контролі активність ензимів залишається зниженою протягом 28-и діб) й обмеженням наростання процесів ПОЛ, про що свідчить зниження вмісту ДК й ТБК-АП до норми на 14-у добу (у контролі – підвищено в усі терміни експерименту). За здатністю відновлювати окислювально-антиоксидантний потенціал мазь тіотриазоліну з НЧС перевершує препарати порівняння (відновлюють активність СОД лише на 14-у добу, активність Кат – на 21-у – 28-у добу, уміст ДК й ТБК-АП – на 28-у та 21-у добу відповідно).

7. Комплексний механізм ранозагоювальної дії мазі тіотриазоліну з включенням НЧС при термічному опіку обумовлений модулюючим впливом на цитокіновий каскад, стабілізацією системи оксиду азоту, обмеженням наростання процесів ПОЛ, активацією антиоксидантної системи. За фармакотерапевтичною активністю досліджувані препарати розташовуються в такий спосіб: мазь тіотриазоліну з НЧС> мазь тіотриазоліну ≥ мазь сульфатіазолу срібла ≥ мазь метилурацилова.
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АНОТАЦІЯ


Гринь І. В. Фармакологічна ефективність мазі на основі тіотриазоліну та наночасток срібла при експериментальному термічному ушкодженні шкіри. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». – Київ, 2017.

У дисертаційній роботі наведено нове вирішення актуальної проблеми фармакології – теоретично й експериментально обґрунтовано доцільність застосування мазі на основі тіотриазоліну з включенням НЧС при термічному ушкодженні шкіри.

Встановлено, що застосування мазі тіотриазоліну з НЧС веде до більш інтенсивного перебігу репаративних процесів, ніж при використанні препаратів порівняння, що підтверджується обмеженням деструктивного процесу в межах епідермісу й дерми, відсутністю гнійно-некротичних ускладнень, прискоренням епітелізації та повним закриттям дефекту в переважній більшості спостережень у процесі загоєння термічного опіку.

Комплексний механізм ранозагоювальної дії мазі тіотриазоліну з включенням НЧС при термічному опіку обумовлений модулюючим впливом на цитокіновий каскад, стабілізацією системи оксиду азоту, обмеженням наростання процесів ПОЛ, активацією антиоксидантної системи.
Ключові слова: термічний опік, мазь на основі тіотриазоліну з НЧС, інтерлейкіни, про- й антиоксидантна система, оксид азоту.
SUMMARY
Grin I.V. Pharmacological efficacy of Thiotriazoline ointment with silver nanoparticles in experimental thermal skin damage. – Manuscript.

Thesis for scientific degree of candidate of medical sciences, speciality 14.03.05 – Pharmacology. – State organization «Institute of Pharmacology and Toxicology, National Academy of Medical Sciences of Ukraine». – Kyiv, 2017.
A new solution of the actual problem of pharmacology is given in the thesis. The expediency of administrating ointment based on Thiotriazoline with the inclusion of SNP in thermal damage to the skin is theoretically and experimentally substantiated.
The findings showed that Thiotriazoline ointment with SNP helped reduce the time of healing of a thermal burn (on the 21st day in 50%, on the 23th day in 100%, versus 35 days in the control group). Therapeutic effectiveness of this ointment was found to be higher as compared to comparator agents of Thiotriazoline ointment, methyluracil ointment and silver sulphathiazole ointment (no animals had signs of complete healing on the 21st day).

Reduction of the healing time under the effect of Thiotriazoline ointment with silver nanoparticles was confirmed by morphological data. The stage of traumatic inflammation reduced to 7 days (14 days in the control group), a zone of continuous regeneration was formed by the 14th day in 90% of cases (by the 21st day in the control group), epidermization rate increased in 90% of animals on the 21st day (on the 28th day in the control group). At all the stages, Thiotriazoline ointment with SNP surpassed the action of the comparators (Thiotriazoline ointment, methyluracil ointment, silver sulphathiazole ointment): destructive process was limited within the epidermis and dermis at earlier stages, and there were no necrotic complications in the healing process.

Therapeutic application of Thiotriazoline ointment containing silver nanoparticles was found to trigger restoration of the cytokine profile of blood, which was sharply disturbed due to the thermal burn. On the 7th-28th day of the trial the level of IL-1β and TNF-α in blood was significantly lower than in the control group. The level of IL-1β restored on the 21st day (the level in the control group was above the norm by 35%) and TNF-α restored on the 28th day (the level in the control group was above the norm by 45%). The content of IL-10, which deficiency is typically observed in burns, restored on the 28th day (the level in the control group was below the norm by 14%). According to the effect on IL-1β, Thiotriazoline ointment with SNP surpassed all the comparator agents (restored its level only on the 28th day), according to the effect on TNF-α it exceeded sulphathiazole silver ointment (on the 28th day above the norm by 15%) and was equal to Thiotriazoline ointment and methyluracil ointment. 

Administration of Thiotriazoline ointment containing silver nanoparticles restored the cytokine balance in the focus, sharply disturbed by the thermal burns. Throughout the trial, the content of IL-1β and TNF-α was lower than in the control (p <0.05) and reached the norm by the 28th day (the level in the control group was above the norm by 20% and 47%, respectively). The content of IL-10, which deficiency was observed in the focus for 28 days, under the influence of ointment with SNP rose rapidly and reached the norm as early as by the 14th day (its level in the control group was reduced by 31%). By the ability to restore the cytokine balance in the focus, Thiotriazoline ointment with SNP surpassed silver sulphathiazole ointment and was not inferior to Thiotriazoline ointment and methyluracil ointment.

The study experimentally confirmed that Thiotriazoline ointment with SNP had a stabilizing effect on the nitric oxide system, which imbalance was observed due to the thermal burns. The ointment triggered a decrease in the content of all NO metabolites (total, nitrite anion, nitrates) in blood and in the focus, with recovery to normal rate in blood on the 14th-21st day (the level in the control group increased over 28 days), in the focus on the 7th-21st day (the level in the control group was increased throughout the duration of the trial). The ointment surpassed the action of all the comparators, which restored the content of NO metabolites in blood and the focus only on the 28th day.

The study showed that therapeutic administration of the ointment under investigation intensified antioxidation in the site of thermal damage, which was confirmed by an increase in the activity of SOD and Cat on the 7th and 14th days, respectively (in the control group the activity of the enzymes remained reduced during 28 days) and an increase in LPO processes, as evidenced by a decrease in the content of DC and TBA-AP up to the norm on the 14th day (the content in the control group remained increased at all stages of the trial). By the ability to restore the oxidation-antioxidant potential, Thiotriazoline ointment with SNP surpassed the comparators (restored SOD activity only on the 14th day, Cat activity on the 21st- 28th day, DC and TBA-AP content on the 28th and 21st days, respectively).

The complex mechanism of the wound healing effect of Thiotriazoline ointment with SNP in thermal burn is determined by the modulating effect on the cytokine cascade, stabilization of the nitric oxide system, limitation of the increment of LPO processes and activation of the antioxidant system. According to the pharmacotherapeutic activity, the agents under investigation were arranged as follows: Thiotriazoline ointment with SNP > Thiotriazoline ointment ≥ sulphathiazole silver ointment ≥ methyluracil ointment.

The findings allowed to substantiate a possibility of administration of Thiotriazoline ointment with SNP for the treatment of thermal burns and prevention of delayed complications and chronization of the process. After further preclinical and clinical studies, the results of our study open the prospects for introducing a new anti-burn drug into medical practice that affects the key links in the pathogenesis of thermal damage.

Key words: thermal burn, Thiotriazoline ointment with silver nanoparticles, interleukins, pro- and antioxidant system, nitric oxide.
АННОТАЦИЯ

Гринь И.В. Фармакологическая эффективность мази на основе тиотриазолина и наночастиц серебра при экспериментальном термическом повреждении кожи. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – ГУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». – Киев, 2017.

В диссертационной работе приведено новое решение актуальной проблемы фармакологии – теоретически и экспериментально обоснована целесообразность применения мази на основе тиотриазолина с включением НЧС при термическом повреждении кожи.

Установлено, что применение мази тиотриазолина с НЧС ведет к более интенсивному течению репаративных процессов, чем при использовании препаратов сравнения, что подтверждается ограничением деструктивного процесса в пределах эпидермиса и дермы, отсутствием гнойно-некротических осложнений, ускорением эпителизации и полным закрытием дефекта в большинстве наблюдений в процессе заживления термического ожога.

Комплексный механизм ранозаживляющего действие мази тиотриазолина с включением НЧС при термическом ожоге обусловлен модулирующим влиянием на цитокиновый каскад, стабилизацией системы оксида азота, ограничением нарастания процессов ПОЛ, активацией антиоксидантной системы.

Ключевые слова: термический ожог, мазь на основе тиотриазолина с НЧС, интерлейкины, про- и антиоксидантная система, оксид азота.
Перелік умовних скорочень

НЧС
      – наночастки срібра 

ЛЗ
      – лікарські засоби

ПОЛ-АОС – перекисне окислення ліпідів-антиокидантна система

ДК
      – дієнові кон’югати
ТБК-АП    – тіобарбітурової кислоти активні продукти

СОД
      – супероксиддисмутаза
Кат
      – каталаза

NO
      – оксид азоту

IL-1β 
      – інтерлейкін 1β

IL-10 
      – інтерлейкін 10
TNF-α
      – фактор некрозу пухлини α
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