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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Запальні захворювання тканин пародонту являють собою одну з найбільш складних проблем сучасної стоматології. Значна розповсюдженість, великий відсоток втрати зубів у пацієнтів (Гудянов А.І., 2010), шкідливий вплив осередків пародонтальної інфекції на організм (Пупін М.Т., 2013; Тимчук І.В. та співавт., 2014) – все це визначає як медичну, так і соціальну значимість цієї проблеми. За даними ВООЗ більше 82% населення страждають на запальні захворювання тканин пародонту (Каськова Л.В., 2013; Романовська І.І., Декіна С.С., Псахіс I.Б. та ін., 2016; Левицький А.П. та співавт., 2013).

Класичні лікарські препарати для місцевого лікування запальних захворювань слизової оболонки порожнини роту та м’яких тканин пародонту, а саме розчини для полосканнь, спреї та таблетки для розсмоктування не забезпечують тривалого терапевтичного впливу на тканини – ротова порожнина постійно зволожується слиною. Тому, перспективним та принципово новим методом є застосування лікарських препаратів пролонгованої дії, які забезпечать локальне та рівномірне вивільнення діючої речовини з лікарської форми, створюючи їх високу терапевтичну концентрацію в місцях використання без значного підвищення рівня лікарської речовини в системній циркуляції (Зупанець І.А. та співавт., 2011; Левицький А.П. та співавт., 2013). Цим характеристикам відповідають гелі, які добре розподіляються та всмоктуються на слизовій, що обумовлює високу біодоступність активних речовин та пролонгацію їх дії за рахунок особливостей природи гелевої основи (Давтян Л.Л., 2006; Двулит И.П., 2015).

Увагу співробітників кафедри заводської технології ліків НФаУ (зав. каф., д.фарм.н, проф. Рубан О.А.) привернула м’яка лікарська форма – гель та субстанція лізоциму гідрохлорида.
Лізоцим (фермент мурамідаза) в найбільшій кількості міститься в слизових оболонках порожнини роту, дихальних шляхів, коньюктиві очей, тобто тих тканинах, на які постійно впливають мікроорганізми  навколишнього середовища, а також в слинних залозах, сироватці крові, плевральній рідині, дуоденальному соці, та інших секретах (Левицький А.П. та співавт., 2013; Єлісєєва О.В., 2016).

На вітчизняному фармацевтичному ринку зареєстровано препарати з вмістом лізоциму гідрохлориду у вигляді таблеток для розсмоктування. На міжнародному ринку препарати представлені в формах таблеток для розсмоктування, ліофілізатів для приготування ін’єкційних розчинів, рідин для полоскань та примочок, а також лізоцим входить до складу зубних паст. Спільним недоліком названих лікарських засобів є поєднання компонентів синтетичного походження, які нерідко провокують виникнення алергічних реакцій у хворих (Коваленко В.Н., 2015; Savvo V., Tverdohleb T., 2016), таблетована форма не надто зручний спосіб застосування при стоматитах, оскільки супроводжуються різкими больовими відчуттями при механічному впливі, також у дітей раннього віку (Марушко Ю.В. та співавт., 2014) та тяжко хворих. Крім того, таблетки для розсмоктування та розчини для полоскань не забезпечують достатній рівень біодоступності діючих речовин (Яковлєва Л.В. та співавт., 2013, 2017).

Така лікарська форма як гель, з діючою речовиною лізоциму гідрохлоридом, що призначений для лікування запальних захворювань слизової оболонки порожнини роту та м’яких тканин пародонту, на вітчизняному та зарубіжному фармацевтичному ринку не зареєстрована. Перевага формі гелю була віддана тому, що він добре розподіляється та всмоктується слизовою оболонкою, це зумовлює високу біодоступність діючої речовини (Лебединець О.В. та співавт., 2010). Реологічні властивості обраної гелевої основи сприяють зменшенню дифузії лізоциму гідрохлориду та уповільненню розмивання слиною, що робить можливим зберегти оптимальну концентрацію на ушкодженій ділянці ясен (Двулит И.П., 2015).

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана в рамках науково-дослідної програми Національного фармацевтичного університету «Фармакологічне дослідження біологічно-активних речовин і лікарських засобів синтетичного та природного походження, їх використання в медичній практиці» (№ держ. реєстрації 0103U000478). 

Мета і задачі дослідження. Мета – експериментально обґрунтувати ефективність нового гелю «Лізостом» на основі лізоциму гідрохлориду для лікування гінгівітів та стоматитів.

Для реалізації поставленої мети необхідно було вирішити наступні задачі:

1. Визначити ефективну дозу, гостру токсичність та місцевоподразнювальні властивості гелю «Лізостом». 
2. Вивчити антиексудативні, протимікробні, гемостатичні види фармакологічних активностей гелю «Лізостом». 

3. Дослідити динаміку репаративних процесів на моделі експериментального ерозивно-виразкового стоматиту при лікуванні гелем «Лізостом» та його вплив на морфологічний стан слизової оболонки рота за умов гінгівіту та стоматиту. 
4. Оцінити вплив гелю «Лізостом» на морфометричні показники за умов експериментального гінгівіту.

5. Вивчити вплив гелю «Лізостом» на стан: перекисного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи, про- та протизапальних цитокінів, кислотно-лужного стану артеріальної крові при експериментальному гінгівіті та стоматиті.

Об’єкт дослідження – засіб у формі гелю для лікування гінгівітів та стоматитів.

Предмет дослідження – механізми фармакологічної активності нового гелю «Лізостом» на основі лізоциму гідрохлориду і його ефективність при лікуванні гінгівіту та стоматиту.

Методи дослідження – фармакологічні, патофізіологічні, фізико-хімічні, мікробіологічні, імунологічні, біохімічні, морфологічні, морфометричні, математичні (статистичний аналіз отриманих результатів).

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше проведено дослідження нового стоматологічного гелю «Лізостом» на основі лізоциму гідрохлориду. Встановлено, що гель «Лізостом» не чинить токсичної дії в дозах 50 - 10000 мг/кг. Згідно класифікаційних таблиць К. К. Сидорова (1979 р.) гель «Лізостом» відноситься до VІ класу токсичності (відносно нешкідливі речовини). Вперше доведено, що гель «Лізостом» виявляє антимікробну, антиексудативну, гемостатичну та репаративну види активностей. Максимальний антимікробний ефект гель «Лізостом» проявляє відносно штамів Staphylococcus Epidermidis (22,5±0,8 мм), Staphylococcus pyogenes (20,2±0,4 мм), Enterococcus Faecalis (20,2±0,7 мм), Prevotella melaninogenica (21,3±0,8 мм), Fusobacterium necrophorum (20,8±0,7 мм), Peptostreptococcus anaerobius (22,5±0,3 мм), Porfiromona ssp (21,8±0,8 мм). Вперше морфологічно доведена ефективність гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті та стоматиті. Вперше визначено, що гель «Лізостом» сприяє нормалізації цитокінового профілю при експериментальному гінгівіті та стоматиті. Вперше досліджено вплив гелю «Лізостом» на нормалізацію прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу при експериментальному гінгівіті та стоматиті: збільшує концентрацію каталази в 1,4 та 1,5 рази при обох патологіях та показник антиоксидантно-прооксидантного індекса в 2,2 та 3,3 рази відповідно; зменшує концентрацію малонового діальдегіду в 1,8 та в 1,6 рази та нормалізувати концентрацію церулоплазміну. Доведена ефективність гелю «Лізостом» у нормалізації кислотно-лужного стану та мобілізації захисних механізмів організму. Доведено позитивний вплив гелю «Лізостом» на синтез нуклеїнових кислот. Наукова новизна роботи підтверджена двома патентами. 

Практичне значення одержаних результатів. На підставі результатів дослідження для клінічних випробувань запропоновано новий стоматологічний гель на основі лізоциму гідрохлориду для лікування стоматитів та гінгівітів, з умовною назвою «Лізостом». Отримані дані є фрагментом доклінічних досліджень нової лікарської форми лізоциму. Результати дисертаційної роботи впроваджені в навчальний процес на кафедрах фармакології Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова; Буковинського державного медичного університету, м. Чернівці; ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія», м. Полтава; Тернопільського державного медичного університету ім. І. Горбачевського; Національного фармацевтичного університету, м. Харків. Одержано 2 патенти України: на корисну модель № 93848 від 27.10.2014р. та на винахід № 111946 від 11.07.2016р. 

Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведено патентно-інформаційний  пошук, аналіз наукової літератури, сумісно з науковим керівником визначені мета та задачі дослідження, відпрацьовані моделі, згідно з якими особисто виконані експериментальні дослідження, проведена статистична обробка і аналіз отриманих результатів, сформульовані висновки, підготовлені праці до друку, оформлено два патенти України на винахід та на корисну модель, виконано написання та оформлення дисертації.

Апробація результатів дисертації. Основні положення та висновки дисертаційної роботи оприлюднені та обговорені на науково-практичній конференції «Сучасні теоретичні та практичні аспекти клінічної медицини» (Одеса, 2012 ); ХХІХ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки-Людині. Сучасні проблеми створення, вивчення та апробації лікарських засобів» (Харків, 2012); VІ конгресі патофізіологів України (Місхор, Крим, 2012); ХІІ, xііі, xіV чтениях им. В.В. Подвысоцкого (Одесса); ХІХ межгородской конференции молодых ученых «Актуальные проблемы патофизиологии» (Санкт-Петербург, 2013); XXXII Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки-людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 2015);Topical issues of new drugs development (Kharkiv, 2015); Науково-практичній стоматологічній конференції «Сяйво посмішки» (Харків, 2015).

Публікації. За результатами досліджень опубліковано 21 наукову роботу, у тому числі 8 статей, 5 з яких у фахових журналах України, що реферуються міжнародними науковометричними базами даних РІНЦ, Index Copernicus, International Google Scholar, 3 статті у фахових журналах за кордоном (Республіка Казахстан, Польща), 11 тез у матеріалах з’їздів, конгресів та конференцій з міжнародною участю. Одержано 2 патенти України: на корисну модель № 93848 від 27.10.2014р. та на винахід № 111946 від 11.07.2016р. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на 148 сторінках комп’ютерного тексту (основний обсяг становить 122 сторінок) та складається зі вступу, огляду літератури, описання матеріалів і методів дослідження, 5 розділів особистих досліджень, аналізу та узагальнення результатів, висновків, списку використаних джерел у кількості 233, з них 179 кирилицею, 54 латиницею. Робота проілюстрована 15 рисунками, 28 таблицями.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали і методи дослідження. Експериментальні дослідження виконані на 390 тваринах, серед яких 354 білих нелінійних щура-самця масою 180,0-200,0 г; 36 білих нелінійних мишей-самців масою 18,0-22,0 г, вирощених у розпліднику віварію ЦНДЛ НФаУ. При роботі з тваринами дотримувалися Міжнародного кодексу медичної етики (Венеція, 1983), «Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, які використовуються з експериментальними та іншими науковими цілями» (Страсбург, 1986), «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах», ухвалених Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001), Directive 2010/63/EU of  European Parlament and Council on the protection of animals used for scientific purposes, закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» № 3447-ІV від 21.02.2006 р, витягу з протоколу№ 2365/ БЕ від 06.10.16 р комісії з біоетики НФаУ. Всі больові маніпуляції були проведені під етамінал-натрієвим наркозом (40 мг/кг внутрішньоочеревинно) (Резніков О. Г, 2006).
Об’єктом фармакологічних досліджень є стоматологічний гель на основі лізоциму гідрохлориду з умовною назвою «Лізостом», склад якого розроблений на кафедрі заводської технології ліків під керівництвом професора О.А. Рубан.
Склад гелю: лізоциму гідрохлориду 0,3 г; гідроксиетилцелюлоза (ГЕЦ) 2,0 г; гліцерин 10,0 г; вода очищена до 100,0.

В якості препарату порівняння, як аналог за лікарською формою, та антимікробною дією було обрано стоматологічний гель «Метрогіл Дента®» («Юник Фармасьютикал Лабораториз», Індія) (Гудянов А.И., та співавт. 2002; Коваленко В.Н., 2015); як аналог за гемостатичною дією при місцевому застосуванні – порошок Амінокапронової кислоти (ТОВ "Фармацевтична компанія "Здоров'я", м.Харків, Україна).
Ефективну дозу вивчали на моделі термічної виразки слизової оболонки порожнини рота щурів за М.Ф. Данілевським (модифікований) (Косенко К.М., 2002). 
Гостру токсичність гелю «Лізостом» вивчали на двох видах тварин (мишах та щурах) та при трьох шляхах введення (епікутанному та внутрішньошлунковому, при нанесенні на слизову оболонку порожнини рота). Про ступінь токсичності гелю судили за класифікаційними таблицями К.К. Сидорова (1979). 
За місцевоподразнювальною дією гелю «Лізостом» спостерігали згідно методичних рекомендацій з доклінічного вивчення засобів для лікування та профілактики захворювань слизової оболонки порожнини рота (Косенко К.М., 2002).

Антиексудативну активність досліджували на моделі ексудативного карагенінового запалення задньої стопи щурів, який викликали субплантарним введенням в задню лапу 0,1 мл 1% водного розчину карагеніну (Зайцев В.М., 2003).
Антимікробну дію гелю «Лізостом» вивчали методом дифузії в агар (методом «колодязів») (Волянський Ю.Л., 2004). 

Репаративну активність гелю «Лізостом» встановлювали на моделі хімічного ерозивно-виразкового стоматиту, який викликали одноразовою 5-ти секундною аплікацією розчину натрію гідроксиду в концентрації 10 г/100 мл, в області присінку рота між нижньою губою та різцями нижньої щелепи (Бучковська А.Ю. та співавт., 1997). Оцінку репаративної дії проводили за здатністю зменшувати площу ерозивно-виразкових уражень.

Гемостатичну активність визначали за тривалістю кровотеч із мікросудин ясен щура та розраховували за методом Дьюка (1910), принцип якого полягає у визначенні часу появи перших ниток фібрину (Камышников В.С., 2005; Getz T. M., 2015), підрахунок кількості тромбоцитів в мазках крові проводили за методом Фоніо (1912), агрегацію тромбоцитів – за експрес-методом візуальної оцінки А.С. Шитікова (1984).
Морфологічну оцінку ефективності гелю «Лізостом» вивчали після моделювання експериментального гінгівіту та стоматиту. Гінгівіт відтворювали в два етапи: попереднім створенням дисбактеріозу в ротовій порожнині (внутрішньошлункове введення лінкоміцину дозою 60 мг/кг протягом 5 днів) та подальшим локальним ураженням ясен та тканин присінку рота аплікаціями суспензії бджолиної отрути (1 мг/кг в дозі 2 мл) (Левицький А.П., 2010). Про ефективність досліджуваного гелю судили за зменшенням виразності уражень слизової ясен та рота щурів (Саркисов Д.С., 1996; Григорьян А.С. та співавт., 2002). 

Рівень цитокінів у сироватці крові визначали іммуноферментним методом (Сенников С. В. та співавт., 2005) на аналізаторі «Multiscane Biotech» за допомогою тест-систем виробництва «Caltag laboratories» (США). 
Про стан системи ПОЛ та АОС судили за концентрацією МДА, активністю церулоплазміну, каталази в сироватці крові і гомогенаті тканини ясен та антиоксидантно-прооксидантним індексом (АПІ), який розраховували як відношення активності каталази до концентрації МДА (Левицький А. П. та співавт., 2006). Концентрацію МДА визначали за ТБК-методом (Стальная И.Д., 1977). Рівень церулоплазміну в сироватці крові встановлювали за методом Равіна з використанням в якості субстрату парафенілендіаміну (Камышников В.С., 2005). Активність каталази визначали за методом Гіріна С.В. (1999) за зменшенням вмісту перекису водню в інкубаційному  середовищі, оскільки каталаза розщеплює перекис водню.
Кислотно-лужний стан крові вивчали мікрометодом Аструпа з використанням номограм Зиггарда-Андерсена (Astrup P., 1956).
Оцінку впливу гелю «Лізостом» на синтез нуклеїнових кислот проводили за рівнем морфофункціональної активності фібробластів, про яку судили за ступенем дисперсності хроматину (Саркисова Д.С., 1996; Автандилов Г.Г., 1990, 2002).

Експерименти проведені в ЦНДЛ НФаУ (зав. д.фарм.н., проф. Яковлєва Л.В.), та в ЦНДЛ Харківської медичної академії післядипломної освіти (зав. к.біол.н., Павлов С.Б.).
Вивчення антимікробної активності - в лабораторії біохімії мікроорганізмів та живильних середовищ ДУ «ІМІ ім. І. І. Мечнікова НАМНУ», під керівництвом к.б.н., ст.н.с. Осолодченко Т.П.
Статистичну обробку одержаних результатів проводили за допомогою програми «Statistica 8.0». Вірогідність відмінностей між показниками контрольної та дослідних груп визначали за критеріями Стьюдента та Крускала-Уолліса. (Лапач С.Н., 2000; Зайцев В.М., 2003), а також за допомогою програми «Excel». Рівень достовірності приймали при p<0,05 (Лапач С.Н., 2003).
Результати дослідження та їх обговорення. Першим етапом нашої роботи було визначення ефективної дози гелю «Лізостом», яка складає 3 мг/кг. При визначенні максимально припустимих доз при внутрішньошлунковому введенні, епікутанному нанесенні та на слизову оболонку порожнини рота в дозах (від 50 до 10000 мг/кг маси тіла) летальності дослідних щурів не зафіксовано. Це дозволяє віднести гель «Лізостом» до VI класу токсичності (відносно нешкідливі речовини) згідно класифікаційних таблиць К.К. Сидорова. Місцевоподразнювальної дії гель «Лізостом» не викликає. 
При вивченні протизапальних властивостей гелю «Лізостом» встановлено, що в порівнянні з інтактною групою зменшує запальний набряк на 43,5% та перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента» на 12,6%, цьому також сприяє використання гідрофільної основи ГЕЦ, яка при місцевому лікуванні ран підвищує антимікробний ефект гелю, забезпечує додаткову протизапальну та ранозагоювальну дію (Лебединець О.В., 2010). З літературних джерел відомо, що дія засобу при карагеніновому набряку реалізується за рахунок пригнічення біогенних амінів: кінінів, гістаміну та простагландинів (Дроговоз C.М. та співавт., 2001). 

Дослідження антибактеріальних властивостей гелю «Лізостом» по відношенню до клінічних ізолятів показав, що засіб володіє протимікробною активністю у відношенні широкого кола мікроорганізмів, зокрема аеробних, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, де діаметри зон затримки росту складали 19-22 мм, для анаеробних мікроорганізмів Prevotella melaninogenica, Fusobacterium necrophorum, Peptostreptococcus anaerobius, Porfiromonas sp діаметри зон затримки росту складали 20-22 мм. Помірну антибактеріальну дію було виявлено у відношенні до Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Eсherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, де діаметри зон затримки росту дорівнювали 15-20 мм. Порівняльний аналіз антимікробної активності тест-штамів та клінічних ізолятів мікроорганізмів з референт-препаратом показав, що гель «Лізостом» не поступається за специфічністю дії гелю «Метрогіл Дента».
На експериментальній моделі ерозивно-виразкового стоматиту було вивчено репаративні властивості гелю «Лізостом». Доведено, що в порівнянні з контрольною групою гель «Лізостом» зменшує набряк та гіперемію, вміст лейкоцитів у крові, нормалізує ректальну температуру, сприяє повній епітелізації поверхонь виразок та ерозій на 7 добу експерименту та перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента».
Підґрунтям для вивчення впливу гелю «Лізостом» на гемостатичну активність стало данні літератури про застосування лізоциму при кровотечах в кишково-шлунковому тракті, після простатектомії, хірургічних втручаннях на печінці (Левицкий А.П., 2005; Насруллаев М.Н., 2013). Крім того, характерним симптомом при гінгівіті та стоматиті є кровоточивість з ясен, тому наступним етапом дисертаційної роботи було визначення наявності гемостатичної активності гелю «Лізостом». Встановлено, що гель «Лізостом» скорочує тривалість кровотечі із мікросудин щура на 24,3 % відносно контрольної групи та підвищує агрегаційну здатність тромбоцитів на 5 добу в 1,8 рази. 
Для підтвердження ефективності гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті та стоматиті нами проведено морфологічне вивчення тканин слизової оболонки порожнини роту та м’яких тканин пародонту. Локальне ураження слизової оболонки суспензією бджолиної отрути на тлі дисбактеріозу ротової порожнини викликало у більшості щурів ознаки гіпертрофичного гінгівиту, морфологічна картина якого складалась з осередкової гіперплазії багатошарового епітелію з акантозом та гіперкератозом, помірної запальної реакції у власній пластинці слизової (рис. 1а; 1б). 
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	Рис. 1а. Слизова оболонка присінку рота інтактних щурів. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
	Рис. 1б. Слизова оболонка присінку рота щурів після відтворення моделі гінгівіту. Гіперплазія епітеліального пласта, акантоз, гіперкератоз, парен-хіматозне запалення клітин.  Заба-рвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.



У ряді випадків мікроскопічна картина осередкової гіперплазії епітелію ускладнюється гострим альтеративним запаленням, при якому спостерігали різної виразності некротичні зміни епітелію з його осередковою десквамацією, запальною інфільтрацією, некробіотичними змінами у клітинних елементах та мукоїдний набряк волокнистих елементів строми (рис. 1а; 1б). 
Гель «Лізостом» на 5 добу досліду сприяє зменшенню виразності гострого альтеративного запалення тканин слизової присінку рота та акантозу, розростанню епітеліального пласта, деструкції епітеліальних клітин і строми слизової оболонки при експериментальному гінгівіті, та за лікувальним ефектом не поступається препарату порівняння «Метрогіл Дента» (рис. 2а; 2б). 
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	Рис. 2а. Слизова оболонка присінку рота щурів після аплікацій гелю «Лізостом». Стан наближений до норми. Забарвлення гематокси-лін-еозином. Зб. х 100.
	Рис. 2б. Слизова оболонка присінку рота щурів після аплікацій «Метрогіл Дента». Стан наближений до норми. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100. 


Після відтворення моделі експериментального стоматиту, у щурів групи контрольної патології виникли виразково-некротичні ураження слизової оболонки губи. В групі контрольної патології струпоподібні змертвілі шари слизової або частково секвестрували, або були ще тісно спаяні з підлеглими тканинами. Дефекти були доволі розповсюджені (відносно з розмірами самого зразка), за глибиною вражали не тільки власну пластинку слизової, а й підслизову. У дефектних ділянках розрізняли зону некрозу тканин з осередками нагноєння та зону запалення. Кровоносні судини розширені, частина їх тромбована, в них видно крайове розташування клітин крові. Ознаки загоєння дефектів у всіх випадках слабкі. Крайова епітелізація поверхні проходила мляво (рис. 3а; 3б).
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	Рис. 3а. Слизова оболонка нижньої губи інтактного щура. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
	Рис. 3б. Слизова оболонка нижньої губи щурів після відтворення експериментального стоматиту. Вираз-ково-некротичний дефект, слабка крайова епітелізація поверхні, запалення на рівні м'язових волокон Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.


Після нанесення гелю «Лізостом», на відміну від щурів групи контрольної патології, розповсюдженість дефектів була зменшена. Практично весь дефект був заповнений добре васкуляризованою грануляційною тканиною. Лише у центральних поверхневих зонах помітні незначні маси некротизованих тканин. Крайова епітелізація мала значно жвавіший характер. У щурів на 7 добу досліду відбулося повне загоєння дефектів слизової оболонки. На місці колишніх дефектів, під дещо потовщеним епітеліальним пластом, новоутворена тканина мала виразний волокнистий характер. У всіх випадках на структурно неушкоджених ділянках слизової оболонки губи були відсутні ознаки запалення та мікроциркуляторних порушень, зміни у стані епітеліального пласта (рис. 4а; 4б).
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	Рис. 4а. Слизова оболонка нижньої губи щурів після лікувальних аплікацій гелю «Лізостом». Стан наближений до норми. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
	Рис. 4б. Слизова оболонка нижньої губи щурів після лікувальних аплікацій «Метрогіл-Дента». Стан наближений до норми. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.


За даними літератури, в механізмі та ефективності протизапальної дії лікарських засобів має значення динаміка змін розмірів ядер фібробластів в ушкодженій тканині та показника відношення РНК/ДНК під впливом застосованих препаратів (Зубова С.Г. та співавт., 2001). Нами встановлено статистично вірогідне (р<0,05) збільшення площі ядер фібробластів у щурів з експериментальним гінгівітом у порівнянні з інтактним контролем. Разом з цим, у контрольних щурів, без лікування, оптична щільність ядра менша в 2,2 рази у порівнянні з інтактними тваринами, а оптична щільність цитоплазми  в 1,45 рази. Показник РНК/ДНК в групі, яких лікували гелем «Лізостом» в 1,7 рази вищий за показник в групі контрольної патології, що свідчить про підвищення білоксинтетичної функції фібробластів під впливом досліджуваного препарату.

Отже, можна зробити висновок про позитивний вплив гелю «Лізостом» на перебіг експериментального гінгівіту, що проявляється підвищенням морфофункціональної активності фібробластів. 

На наступному етапі роботи ми вивчали вплив гелю «Лізостом» на рівень про- та протизапальних цитокінів у крові та їх співвідношення при експериментальному гінгівіті та стоматиті. Це було важливим у зв’язку з тим, що з даних літератури відомо - запальний  слизової оболонки порожнини рота та м’яких тканин пародонту протікають на фоні зміненого імунного статусу організму (Клименко Н.А., 2001, Волкова М.Н., 2009). Важливу роль в цьому відіграє дисбаланс в системі цитокінів (Патрушева М.С., 2012), які здійснюють регуляцію міжклітинних взаємодій всіх ланок імунної системи, а також міжсистемних взаємодій. Зміни рівня цитокінів слугують діагностичними критеріями системних імунних розладів, відображають активність запального процесу, а також рівень адаптаційно-компенсаторних реакцій (Симбирцев А.С., 2002, 2004; Рябоконь Є.М., та співавт., 2010). Результати проведених дослідів показали, що гель «Лізостом» позитивно впливає на перебіг експериментального гінгівіту та стоматиту, сприяє зменшенню запальної реакції та нормалізації цитокінового профілю: знижує концентрацію ФНПα в 1,6 та 1,8 рази відповідно, концентрацію γ-ІФН в 1,4 та 1,2 рази відповідно, в порівнянні з нелікованою патологією. Показник IЛ-4, в порівнянні з контрольною патологією, напроти, підвищується в 1,24 та 1,21 рази відповідно. Співвідношення у крові про- та протизапальних цитокінів є маркерами виразності запальної реакції. Тому, нормалізація цитокінового статусу підтверджує наявність протизапальної дії гелю «Лізостом», який за специфічністю дії перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента».
Підвищення активності процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) відіграють велике значення у ґенезі багатьох патологічних процесів, у тому числі і запальних уражень тканин слизової порожнини роту та пародонту (Горчакова Н.О., 2015). Процеси окиснення та відновлення за нормальних умов збалансовані. У випадку збільшеного надходження ксенобіотиків, виснаження депо антиоксидантів, незбалансованого харчування та інших негативних факторів виникає окисний стрес, що характеризується порушенням прооксидантного та антиоксидантного балансу, з перевагою першого та розвитком оксидативних ушкоджень (Гевкалюк Н.О., 2013). Зміни показників системи ПОЛ слугують маркерами виразності запального процесу та ефективності лікування (табл. 1).
Таблиця 1

Показники перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи в сироватці крові за умов застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті та стоматиті, (X±Sx, n=6)
	Групи
	Показники

	
	Церулоплазмін, мг/
	Каталаза,

мкат/л
	МДА, 

мкмоль/л 
	АПІ

	Експериментальний гінгівіт

	Інтактні щури
	28,3±1,3
	0,6±0,01
	1,4±0,01
	0,7±0,08

	Контрольна патологія 

(щури з гінгівітом)
	46,4±1,5*
	0,4±0,05*
	2,5±0,07*
	0,3±0,07*

	Щури з гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом»
	31,8±2,2*/**
	0,6±0,09**
	1,3±0,08**
	0,6±0,08**

	Щури з гінгівітом, яким наносили ПП «Метрогіл Дента»
	37,3±1,7*/**
	0,5±0,07 
	1,6±0,04*/**
	0,3±0,03*

	Експериментальний стоматит

	Інтактні щури
	27,5±0,9
	0,6±0,06
	1,3±0,08
	0,4±0,07

	Контрольна патологія 

(щури зі стоматитом)
	52,6±0,9*
	0,4±0,08*
	2,1±0,07*
	0,2±0,03*

	Щури зі стоматитом, яким наносили гель «Лізостом»
	30,5±0,7*/**
	0,5±0,09**
	1,4±0,01**
	0,4±0,08**

	Щури зі стоматитом, яким наносили ПП «Метрогіл Дента»
	36,3±1,3*/**
	0,5±0,07 
	1,5±0,02*/**
	0,3±0,04*


Примітки: 1.  * -  р<0,05  відносно показників інтактної групи;

        2. ** - р<0,05  відносно показників контрольної групи;
При дослідженні впливу гелю «Лізостом» на процеси ПОЛ та активність ферментів АОС в епітелії слизової оболонки роту як при експериментальному гінгівіті так і стоматиті виявлено збільшення концентрації каталази в 1,4 та 1,5 рази при обох патологіях та показника АПІ в 2,2 та 3,3 рази відповідно, зменшення МДА в 1,8 та в 1,6 рази. Концентрація церулоплазміну нормалізувалася як при гінгівіті, так і стоматиті (табл. 1).
Результати експерименту з визначення вищевказаних показників у гомогенаті  тканин ясен при експериментальному гінгівіті та стоматиті показали, що застосування гелю «Лізостом» повністю пригнічувало підвищення ПОЛ і відновлювало антиоксидантний захист. Препарат порівняння «Метрогіл Дента» мав нижні показники та поступався за специфічністю дії як при гінгівіті, так і стоматиті (табл. 2).

Таблиця 2

Дослідження показників перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у гомогенаті тканини ясен за умов застосування гелю «Лізостом» при експериментальномугінгівіті та стоматиті, (X±Sx, n=6)
	Групи
	Показники

	
	Каталаза,

мкат/л
	МДА, мкмоль/г
	АПІ

	1
	2
	3
	4

	Експериментальний гінгівіт 

	Інтактні щури
	4,49±0,4
	65,2±1,8
	0,07±0,007

	Контрольна патологія 

(щури з гінгівітом)
	2,52±0,5*
	85,6 ±1,6*
	0,04±0,005*

	Продовження табл.2

	1
	2
	3
	4

	Щури з гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом»
	4,43±0,4**
	61,2±1,2**
	0,08±0,005**

	Щури з гінгівітом, яким наносили ПП «Метрогіл Дента»
	4,11±0,7
	69,3±1,3**
	0,07±0,004**

	Експериментальний стоматит

	Інтактні щури
	3,9±0,9
	51,6±1,6
	0,07±0,003

	Контрольна патологія 

(щури зі стоматитом)
	1,83±0,5*
	69,7 ±1,2*
	0,03±0,003*

	Щури зі стоматитом, яким наносили гель «Лізостом»
	3,31±0,7**
	55,2±1,2**
	0,06±0,002**

	Щури зі стоматитом, яким наносили ПП «Метрогіл Дента»
	3,01±0,5
	57,3±1,6*/**
	0,05±0,005*/**


Примітки:


1.  * -  р<0,05  відносно показників інтактної групи;


2. ** - р<0,05  відносно показників контрольної групи;
Наступним етапом нашої роботи було вивчення впливу гелю «Лізостом» на показники кислотно-лужного стану артеріальної крові щурів при експериментальному гінгівіті та стоматиті. 

Підтримка гомеостазу в порожнині рота залежить від стабільності життєвих функцій організму в цілому. Порушення кислотно-лужного балансу є показником багатьох патологічних змін, які безпосередньо впливають на стан слизової оболонки порожнини рота та м’яких тканин пародонту, функції щелепно-лицевої області тощо. Від цього показника у крові та порожнині рота залежать нейтралізуючі і мінералізуючи властивості слини, активність мікрофлори роту, градієнт та швидкість іонообмінних процесів (Трахтенберг И.М., 1991; Разумова С.Н. та співавт., 2008). Тому важливим було вивчення впливу гелю «Лізостом» на кислотно-лужний стан крові та рідини роту. Проведений аналіз результатів дослідження показав, що у щурів в умовах експериментального гінгівіту та стоматиту розвинувся метаболічний ацидоз зі зменшенням рН і зсувом буферних основ у кислий бік.

У щурів групи контрольної патології після відтворення експериментальних гінгівіту та стоматиту спостерігали зниження показника рН в 1,02 та 1,01 рази відповідно, ВВ в 1,14 та 1,1 рази відповідно, SB в 1,23 та 1,18 рази в порівнянні з аналогічними показниками щурів інтактної групи, у показника ВЕ відбулося різке зниження в 9,25 та 10,25 рази відповідно. Після лікування гелем «Лізостом» спостерігали відновлення кислотно-лужної рівноваги у щурів з експериментальним гінгівітом та стоматитом, про що свідчило підвищення показників рН в 1,02 рази та ВВ в 1,1 рази однаково при обох патологіях, SB в 1,18 та 1,14 рази, порівнюючи з даними тварин контрольної патології. Показники ВЕ не мали статистично вірогідної відмінності, в порівнянні з даними групи інтактного контролю при гінгівіті та стоматиті.
В артеріальній крові напруження кисню зростало при відтворених патологіях, напруження СО2, навпаки, знижувалось. Лікування гелем «Лізостом» сприяло відновленню балансу газів. Застосування гелю «Лізостом» при гінгівіті та стоматиті призводить до вирівнювання кислотно-лужної рівноваги та мобілізації захисних механізмів слизової оболонки порожнини рота та м’яких тканин пародонту, які проявляються нормалізацією буферних основ. Гель «Лізостом» перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента» за вираженістю дії.
Таким чином, проведене фармакологічне дослідження показало, що гель «Лізостом» має виражені протизапальні, протимікробні, репаративні та гемостатичні властивості. Гель «Лізостом» ефективний при лікуванні експериментального гінгівіту та стоматиту і може бути рекомендований для подальшого клінічного вивчення при запальних захворюваннях слизової оболонки ротової порожнини і м’яких тканин пародонту.  
ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі наведено експериментальне обґрунтування й нове рішення наукового завдання, спрямоване на підвищення ефективності фармакотерапії стоматологічних захворювань шляхом використання нового гелю «Лізостом» на основі лізоциму гідрохлориду, який одночасно ефективний при гінгівітах і стоматитах.

1. Ефективна доза гелю «Лізостом» складає 3 мг/кг. Гостра токсичність гелю «Лізостом» визначена на двох видах тварин – мишах та щурах, при нанесенні на слизову оболонку порожнини рота, епікутанно та при внутрішньошлунковому введенні в дозах від 50 до 10000 мг/кг не спричиняє загибелі експериментальних тварин, тому згідно класифікаційних таблиць К.К. Сидорова, віднесено до VI класу токсичності (відносно нешкідливі речовини). Встановлено, що гель «Лізостом» не чинить місцевоподразнювальної дії на слизову оболонку порожнини рота щура.

2. Гель «Лізостом» має виражену антиексудативну активність 43,5 %, на моделі карагенінового набряку перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента» на 12,6 %; проявляє гемостатичну активність – скорочує тривалість кровотечі з мілких судин сли0зової ясен на 24,3 % відносно контрольної групи.

3. Максимальний антимікробний ефект гель «Лізостом» проявляє відносно штамів Staphylococcus Epidermidis (22,5±0,8 мм), Staphylococcus pyogenes (20,2±0,4 мм), Enterococcus Faecalis (20,2±0,7 мм), Prevotella melaninogenica (21,3±0,8 мм), Fusobacterium necrophorum (20,8±0,7 мм), Peptostreptococcus anaerobius (22,5±0,3 мм), Porfiromona ssp (21,8±0,8 мм). Помірну дію у відношенні Staphylococcus aureus (19,5±0,7 мм), Staphylococcus mutans (19,5±0,6 мм), Eсherecia coli (15,3±0,3 мм), Klebsiella pneumoniae (16,5±0,5 мм), Candida albicans (15,6±0,4 мм). Порівняльний аналіз антимікробної активності гелю та препарату порівняння показав, що гель «Лізостом» не поступається за специфічністю дії гелю «Метрогіл Дента».

4. Гель «Лізостом» проявляє виражену репаративну активність, яка підтверджена на моделі експериментального ерозивно-виразкового стоматиту: сприяє повній епітелізації поверхонь виразок та ерозій на 7 добу експерименту та перевершує за специфічністю дії препарат порівняння «Метрогіл Дента».  За даними гістологічних досліджень виразність акантозу, розростання епітеліального пласта, деструкції епітеліальних клітин, строми слизової оболонки при обох патологіях, підвищує морфофункціональну активність фібробластів, активізує білоксинтетичну функцію клітин м’яких тканин пародонту, збільшує показники РНК/ДНК в 1,7 рази в порівнянні з контрольною патологією при гінгівіті. 

5. Визначені особливості механізму дії гелю «Лізостом» в нормалізації цитокінового профілю при гінгівіті та стоматиті, які проявляються у зниженні концентрації фактору некрозу пухлин-α в 1,6 та 1,8 рази, γ-інтерферону в 1,4 та 1,2 рази відповідно в порівнянні з нелікованою патологією; в підвищенні показника інтерлекіну-4 в 1,24 та 1,21 рази відповідно. За вираженістю дії гель «Лізостом» перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента».
6. Встановлено, що складовими механізму антиоксидантної дії гелю «Лізостом» при гінгівіті та стоматиті найбільш властивими є здатність збільшувати концентрацію каталази в 1,4 та 1,5 рази при обох патологіях та показник антиоксидантно-прооксидантного індекса в 2,2 та 3,3 рази відповідно; зменшувати концентрацію малонового діальдегіду в 1,8 та в 1,6 рази та нормалізувати концентрацію церулоплазміну. Гель «Лізостом» проявляє більш виражену дію в порівнянні з препаратом «Метрогіл Дента».

7. Гелю «Лізостом» при гінгівіті та стоматиті призводить до відновлення кислотно-лужної рівноваги, що проявляється нормалізацією буферних основ і показника рН крові та перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента» за специфічністю дії.
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Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМНУ України», Київ, 2017.

Робота присвячена експериментальному обґрунтуванню використання нового стоматологічного гелю «Лізостом» на основі лізоциму гідрохлориду для лікування гінгівітів та стоматитів. Встановлено, що досліджуваний гель належить до практично нетоксичних сполук, та не чинить місцевоподразнюючої дії при нанесенні на слизову оболонку порожнини рота щурів, ефективна доза складає 3 мг/кг.

Виявлена антиексудативна, антимікробна, репаративна та гемостатична дія гелю «Лізостом». Доведено вплив гелю «Лізостом» на процеси перекисного окиснення ліпідів та стан антиоксидантної системи.

Достовірний лікувальний ефект підтверджено морфологічними дослідженнями при експериментальному гінгівіті та стоматиті.

Застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті та стоматиті сприяє відновленню цитокінового балансу. Морфомертичні дослідження при експериментальному гінгівіті показали, що гель «Лізостом» підвищує морфофункціональну активність фібробластів, активізує білоксинтетичну функцію клітин м’яких тканин пародонту.

Застосування гелю «Лізостом» при гінгівіті та стоматиті призводить до відновлення кислотно-лужної рівноваги , що проявляється нормалізацією буферних основ і показника рН крові.

Ключові слова: лізоциму гідрохлорид, гель «Лізостом», протизапальна, антимікробна, гемостатична, репаративна активності, експериментальний гінгівіт, експериментальний стоматит.
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Диссертация на получение научной степени кандидата биологических наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – ГУ «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины», Киев, 2017.
Работа посвящена экспериментальному обоснованию использования нового стоматологического геля «Лизостом» на основе лизоцима гидрохлорида для лечения гингивитов и стоматитов. 
Острая токсичность геля «Лизостом» исследована на двух видах животных – белых нелинейных мышах-самцах и крысах самцах при эпикутанном нанесении и на слизистую оболочку полости рта, внутрижелудочном введении в дозах от 50 мг / кг до 10000мг / кг. Подтверждено, что исследуемый гель не вызывает гибели экспериментальных животных, поэтому согласно классификационных таблиц К.К. Сидорова относится к VI классу токсичности (относительно безвредные вещества). Определена эффективная доза, которая составляет 3 мг/кг. Гель «Лизостом» обладает выраженной антиэкссудативной, гемостатической, антимикробной видами активности и не уступает препарату сравнения - гелю «Метрогил Дента» по специфичности действия. 
Гель «Лизостом» проявляет выраженное репаративное действие, которое подтверждено на модели экспериментального эрозивно-язвенного стоматита 
Для подтвержения ефективности геля «Лизостом» были проведены морфологические исследования при двух патологиях - експериментальном гингивите и стоматите. Морфологическая картина гингивита состояла из очаговой гиперплазии многослойного эпителия с акантозом и гиперкератозом, умеренной воспалительной реакции в собственной пластинке слизистой. В ряде случаев микроскопическая картина очаговой гиперплазии эпителия осложнялась острым альтеративным воспалением, при котором наблюдаются различной выраженности некротические изменения эпителия с его очаговой десквамацией, воспалительной инфильтрацией, некробиотическими изменениями в клеточных элементах и мукоидным отек волокнистых элементов стромы. Применение геля «Лизостом» при экспериментальном гингивите способствует уменьшению выраженности острого альтеративного воспаления тканей слизистой предверья рта и акантоза, разрастанию эпителиального пласта, деструкции эпителиальных клеток и стромы слизистой оболочки, и по специфичности действия не уступает препарату сравнения «Метрогил Дента».

 После воспроизведения модели экспериментального стоматита, у крыс группы контрольной патологии возникли язвенно-некротические поражения слизистой оболочки губы. Через 7 суток омертвевшие слои слизистой или частично секвестрировали или были еще тесно спаяны с подлежащими тканями. Дефекты были довольно распространенные вдоль (относительно размерам самого образца), по глубине поражали не только собственную пластинку слизистой, но и подслизистую. 
Показатели морфометрических исследований при экспериментальном гингивите показали, что гель «Лизостом» повышает морфофункциональную активность фибробластов, активизирует белоксинтетическую функцию клеток мягких тканей пародонта, увеличивает показатели РНК/ДНК в 1,64 раза по сравнению с животными контрольной патологии. Гель «Лизостом» способствует нормализации цитокинового профиля при гингивите и стоматите: снижает концентрацию ФНО-α в 1,6 и 1,8 раза, γ-ИФН в 1,4 и 1,2 раза соответственно по сравнению с нелеченной патологией; повышает показатель ИЛ-4 в 1,24 и 1,21 раза соответственно. Применение геля «Лизостом» подавляет процессы ПОЛ и АОС при экспериментальном гингивите и стоматите: увеличивает концентрацию КТ в 1,4 раза одинаково при обоих патологиях и показатель АПИ в 2,3 и 3,2 раза соответственно, уменьшает концентрацию МДА в 1,8 и в 1,6 раза. Концентрация церулоплазмина нормализовалась как при гингивите, так и стоматите.

После лечения гелем «Лизостом» наблюдали восстановление кислотно-щелочного равновесия у крыс с экспериментальным гингивитом и стоматитом, о чем свидетельствовало повышение показателей рН в 1,02 раза и ВВ в 1,1 раза одинаково при обоих патологиях, SB в 1,18 и 1,14 раза, по сравнению с данными животных контрольной патологии. Показатели ВЕ не имели статистически достоверного различия, по сравнению с данными группы интактного контроля при гингивите и стоматите.

В артериальной крови напряжение кислорода возростало при гингивите и стоматите, напряжение СО2, наоборот снижалось. Лечение гелем «Лизостом» способствовало восстановлению баланса газов.

Применение геля «Лизостом» приводит к восстановлению кислотно-щелочного равновесия.

Ключевые слова: лизоцима гидрохлорид, гель «Лизостом», противовоспалительная, антимикробная, гемостатическая, репаративная активности, экспериментальный гингивит, экспериментальный стоматит.
SUMMARY
Kavushevska N.S. Pharmacological study of a gel base on lisozyme for treatment of gingivitis and stomatitis. –The manuscript
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The study is devoted to experimental justification of new dental gel "Lizostom" based on lysozyme hydrochloride for the treatment of gingivitis and stomatitis. 
The main findings showed that the gel does not contains toxic compounds and does not irritate oral mucosa of rats, when applied orally at the effective dose of 3 mg/kg.
Antiexudative, antimicrobial, hemostatic and reparative action of gel "Lizostom" were revealed.  "Lizostom" gel had positive effect on lipid peroxidation as well as an antioxidant effect. A reliable therapeutic effect was confirmed by morphological studies in experimental gingivitis and stomatitis model. Using of gel "Lizostom" in experimental gingivitis and stomatitis model helps restore cytokine balance.
 Morfomeric study in experimental gingivitis model indicated that the gel "Lizostom" morphofunctionaly increases the activity of fibroblasts, stimulates cell function protein synthesizing function of soft periodontal tissues. 
The use of gel "Lizostom" for treatment of gingivitis and stomatitis restores the acid-base balance, it restores  buffer bases and pH levels in blood.
Keywords: lysozyme hydrochloride gel "Lizostom" inflammatory, antimicrobial, hemostatic, reparative activity, experimental gingivitis model, experimental stomatitis model . 
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

CD – кластер диференціювання цитокінів

LD50 – летальна доза 

SВ - стандартний бікарбонат 

γ-ІФН – інтерферон

АО - антиоксиданти

АОС – антиоксидантна система

АПІ – антиоксидантно- прооксидантний індекс

ВВ - буферні основи

ВЕ - надлишок або дефіцит основ

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота

ЕD50 – ефективна доза 
ІЛ – інтерлейкін 

КТ - каталаза

МДА – малоновий диальдегід

мм рт. ст. – міліметри ртутного стовпчика
од. опт. щ – одиниця оптичної щільності

ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів

РНК – рибонуклеїнова кислота
СОПР – слизова оболонка порожнини рота
ум.од. – умовна одиниця
ФНП-α – фактор некрозу пухлин

