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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

ВСТУП
Актуальність теми. Запальні захворювання тканин пародонту являють собою одну з найбільш складних проблем сучасної стоматології. Значна розповсюдженість, великий відсоток втрати зубів у пацієнтів [39, 40], шкідливий вплив осередків пародонтальної інфекції на організм [130, 157] – все це визначає як медичну, так і соціальну значимість цієї проблеми. За даними ВООЗ більше 82% населення страждають на запальні захворювання тканин пародонту[105, 68, 83].
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 [61]. 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 [43, 45].

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 гідрохлориду.
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 [83, 54].

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 [73, 230], таблетована форма не надто зручний спосіб застосування при стоматитах, оскільки супроводжуються різкими больовими відчуттями при механічному впливі, також у дітей раннього віку [92] та тяжко хворих. Крім того, таблетки для розсмоктування та розчини для полоскань не забезпечують достатній рівень біодоступності діючих речовин [176].

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 [81]. Реологічні властивості обраної гелевої основи сприяють зменшенню дифузії лізоциму гідрохлориду та уповільненню розмивання слиною, що робить можливим зберегти оптимальну концентрацію на ушкодженій ділянці ясен [45].

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.

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 сторінки) 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.
Розділ І
СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ПРО ЕТІОЛОГІЮ ТА ПАТОГЕНЕЗ ГІНГІВІТІВ ТА СТОМАТИТІВ. Огляд літератури
1.1 Етіологія та патогенез гінгівітів та стоматитів. 

Стоматологічні захворювання запальної природи належать до числа гострих проблем сучасної медицини, оскільки відмічається стійка тенденція росту частоти їх виникнення, а існуючі лікарські препарати та методи лікування часто дають знижений ефект через резистентність [9, 44, 68]. 

В цілому, раннє діагностування стоматологічних патологій реєструється у віці від 10 до 20 років, 80% дітей хворіють на гінгівіт. Серед запальних захворювань слизової порожнини роту та м’яких тканин пародонту найбільш розповсюджені - стоматит та гінгівіт; серед всіх уражень вони займають близько 87% [68, 89, 101, 127].  
Причиною виникнення запальних уражень слизової оболонки порожнини роту є дія мікробного фактору і локальної тканинної відповіді на неї [44]. Тканинне ушкодження виникає у тому випадку, коли патогенний вплив мікробних скупчень перевершує місцеві антимікробні захисні механізми. Наслідком тканинного ушкодження є місцева тканинна відповідь. Інтенсивність місцевої тканинної відповіді широко варіює в залежності від виразності місцевих реакцій у відповідь на ушкодження та від залучення системних реакцій організму [15, 16].

Фактори, що призводять до виникнення стоматиту, можуть мати інфекційну (більшістю випадків – мікроби) та неінфекційну природу: механічна травма (супраконтакт, неповноцінні пломби, протези, ортодонтичні конструкції тощо); фізичні впливи (опік, іонізуюче випромінювання); хімічні речовини (кислоти, луги); біологічні агенти (токсини мікроорганізмів, біологічно активні речовини, імунні комплекси) [39, 41].
Найпоширеніша класифікація стоматитів формується на урахуванні етіологічних та клінічних аспектів [44]. В залежності від причин виникнення, стоматити поділяють на: 

· травматичний – розвивається під дією хімічного або фізичного травмуючого агенту, зустрічається як ізольовано, так і в числі професійних захворювань;

· інфекційний – результат дії вірусної, бактеріальної чи грибкової інфекції;

· специфічний – виступає в якості симптому певного захворювання (сифілісу, туберкульозу тощо);

· симптоматичний – розвивається внаслідок наявності загальних захворювань (як правило захворювань ЖКТ, нервової чи ендокринної системи, захворювань крові тощо.) 

За клінічними проявами виділяють наступні форми стоматиту [153]: 

· катаральний - найбільш поширений серед стоматитів, виникає, як правило, через незадовільну гігієну порожнини роту;

· виразковий – розвивається як наслідок запущеної катаральної форми, також страждають люди з хронічними захворюваннями ЖКТ;

· афтозний тип -  спостерігається виникнення мілких дефектів слизової оболонки порожнини  (афт), які мають чітке окантування і наліт.

Першою з пускових причин виникнення гінгівіту є зубний наліт, який складається з конгломерату харчових залишків, мікроорганізмів, епітеліальних клітин, суміші білків та ліпідів слини та ін., являє собою липке відкладення, що не  щільно прилягає до поверхні зуба [44, 77, 128]. Залежність ступеню ушкодження слизової оболонки роту від кількості мікробного нальоту і часу його збереження та дії доведена багатьма епідеміологічними дослідженнями. Однією з причин такої залежності є вікове зниження захисних механізмів і підвищення сприйнятливості тканин  до дії мікробних агентів, а також сумарний пошкоджуючий ефект, що збільшується з віком [152].
Факторами, що сприяють утворенню нальоту є недостатнє самоочищення зубів, незадовільна гігієна порожнини рота, якісні та кількісні зміни рідини роту та слини. Недостатнє самоочищення зубів спостерігається внаслідок надмірного вживання м’якої їжі, переважання в раціоні вуглеводів, ретенція залишків їжі в каріозних порожнинах тощо [186, 198, 202]. До того ж ускладнюють самоочищення ортопедичні конструкції, звисаючі краї пломб, ортодонтичні апарати. Для нормального стану тканин пародонту самоочищення не достатньо, потрібне ретельне механічне очищення гігієнічними засобами [5, 152, 153, 186].

Кількісні та якісні зміни рідини порожнини роту та слини можуть також сприяти утворенню та накопиченню зубного нальоту. Перш за все гіпосолівація знижує механічне видалення залишків їжі. Крім того, погіршення захисної функції слини відбувається внаслідок зменшення вмісту лізоциму, ліпази та імуноглобулінів, до того ж лізоцим є  одним з основних регуляторів і факторів неспецифічного захисту порожнини рота, що забезпечує підтримку мікробіоценозу, за рахунок  антимікробної та імуномодулюючої дії. Існують дані про те, що секреторний імуноглобулін  перешкоджає прикріпленню бактерій до поверхні зуба [140].

В ході досліджень були відкриті і інші факти, які не дозволяють прямолінійно трактувати виключне верховенство тільки мікроорганізмів. Так, наприклад, у деяких пацієнтів з незадовільною гігієною порожнини рота запальні зміни зовсім незначні або відсутні [132].

Ці спостереження стали причиною виникнення й формування двох основних теорій, які по-різному оцінюють зв'язок запальних захворювань слизової оболонки порожнини рота з кількістю і характером мікробного вмісту зубного нальоту.

        1. Теорія неспецифічного мікробного складу (Walter Loesche, 1976). Автор припускає, що стан пародонту залежить від кількості пошкоджуючих речовин, що виробляється бактеріями. Тобто, поки кількість цих пошкоджуючих агентів не перевершує захисні властивості слини і тканин, пародонт залишається у нормальному стані. Згідно цієї концепції стан пародонту залежить від рівня гігієни порожнини рота. В більшості клінічних випадків ця теорія постійно підтверджується у клініці [68, 98].
 
2. Теорія специфічного мікробного складу нальоту полягає в тому, що тільки певний за вмістом наліт є патогенним і його патогенність пов'язана з наявністю або зі збільшенням кількості певних мікроорганізмів [44].
Але далеко не в усіх випадках присутність зубного нальоту викликає гінгівіт, і далеко не завжди інтенсивність та ступінь ушкодження залежать від потужності мікробної атаки. Причиною цього є багаточисельні філогенетично вироблені захисні механізми проти різного роду агресій, що діють як на рівні організму, так і в порожнині рота [114].

Навіть, якщо мікрофлора в певній мірі пригнічується антимікробною терапією, це не є повною гарантією завершення запального процесу, так як він може підтримуватися аутокаталітичними механізмами запальних, мікроциркуляторних, дегенеративних ланцюгових реакцій в зонах ушкодження [39, 41].
Одну з важливих ролей у механізмі розвитку процесу запалення є порушення цитокінового балансу, що відповідає за гальмування запальних реакцій, ініціює імунну відповідь [172, 187].

Цитокіни - це група розчинних гормоноподібних білків, що синтезуються макрофагами, лімфоцитами та іншими клітинами моноцитарно-макрофагального ряду, являють собою сигнальні поліпептидні молекули імунної системи [162, 178, 199]. Цитокіни починають синтезуватися клітинами тільки при появі чужородного агенту в організмі. На теперішній час відомо більше 65 цитокінів. Практичне значення цитокінів пов'язано з їх роллю в регуляції запалення. За основною спрямованністю дії поділяють на прозапальні і протизапальні. Баланс про- і протизапальних цитокінів визначає відповідну реакцію організму на бактеріальну агресію. До групи прозапальних цитокінів відносяться інтерлейкіни (ІЛ-1, ІЛ-2, ІЛ-6, ІЛ-8, ІЛ-12), інтерферон-γ, фактор некрозу пухлини (ФНП), гранулоцитарний колонійстимулюючий фактор. До протизапальних цитокінів належать ІЛ-4, ІЛ-13 [150, 227, 235]. 

Цитокіни продукуються лімфоцитами і макрофагами,  що вбудовані в епітелій слизової оболонки. Іншим джерелом цитокінів в слині є сироватковий транссудат, третім — слинні залози, і нарешті, цитокіни виробляються і самими епітеліальними клітинами слизової оболонки при контакті з мікробом [150, 154, 177]. Цитокіни відіграють важливу роль в патогенезі хронічного запалення, в генезі лихоманки, синтезі білків гострої фази, організації імунної відповіді [63, 122].
Отримано переконливі експериментальні докази ролі активації вільнорадикального окиснення в патогенезі гінгівіту та стоматиту [17, 18, 33]. Джерелом високого рівня активних форм кисню в осередку запалення є активовані нейтрофіли. Їх активацію викликають прозапальні цитокіни (ІЛ-1ß, ІЛ-6, ІЛ-8 і ФНПα), здатні здійснювати цитотоксичну і цитостатичну дію. Атака надлишком вільних радикалів біологічних мембран, зокрема мітохондріальних, посилює дефіцит енергії. У гострій фазі запального процесу зростає продукція реактантів гострої фази запалення. Встановлено взаємозв'язок між вмістом лактоферину в капілярній крові ясен і тяжкістю запального процесу в тканинах пародонту [12].


Встановлена роль певних цитокінів у розвитку імунологічних і запальних реакцій у хворих на стоматит, які свідчать про наявність місцевих імунорегуляторних механізмів продукції даних цитокінів і показують можливість використання показників вмісту цитокінів в рідині ясен в якості маркерів запалення тканин пародонту та слизової порожнини роту, для оцінки ефективності проведеної терапії захворювання [172, 177].

З літературних джерел відомо, що всі цитокіни мають загальні властивості: низьку молекулярну масу, аутокринні та паракринні шляхи клітинної регуляції, участь в регуляції імунної відповіді, зв'язування з високоаффінними специфічними рецепторами, вплив на синтез нуклеїнових кислот і білка в клітинах, плейотропну регуляторну активність, складну взаємодію один з одним і факторами росту в рамках цитокінової мережі, участь в розвитку запальних захворювань [141, 172].

Для здійснення своєї функції цитокіни зв'язуються зі специфічними рецепторами, наявними в нормі, або з'являються при активації клітин на мембрані. Клітина-мішень, у свою чергу, «самостійно» регулюючи експресію того чи іншого рецептора на своїй мембрані, має здатність контролювати дію цитокінів [53,60].

Дослідниками встановлено, що прозапальні цитокіни ( IЛ-1ß , IЛ-6 , IЛ-8, ФНПα) в тканинах продукуються нейтрофілами, активованими лімфоцитами, ендотеліальними і гладком'язовими клітинами [141, 152]. Усі прозапальні цитокіни є взаємними індукторами. IЛ-1ß і ФНПα синтезуються паралельно, здатні індукувати продукцію одним одного і виявляють численні загальні ефекти. Під впливом IЛ-1 посилюється продукція і самого IЛ-1 і ФНПα. Однак ФНПα у свою чергу індукує синтез IЛ-1. Існують два типи рецепторів IЛ-1: тип I IЛ-1 присутній на Т-клітинах, ендотеліоцитах і фібробластах, а тип II експресується на В-клітинах, моноцитах і нейтрофілах. IЛ-1ß може проявляти такий системний характер патологічного процесу, як формування аутоантитіл і підвищення концентрації в крові С-реактивного протеїну [154, 162].

Вченими також встановлено, що ФНПα має широкий спектр ефектів завдяки опосередкованій індукції генів факторів зростання та гальмування білків гострої фази запалення і пірогенів [63]. Стимулювати утворення IЛ1ß і ФНПα здатний IЛ-6, який бере участь в диференціюванні В-лімфоцитів у імуноглобулінсекретуючі плазматичні клітини і в регуляції «гострофазової» відповіді. ФНПα  здатний пригнічувати синтез фосфоліпідів, що посилюється ендотоксинами, які виникають унаслідок запалення [18, 116].
Таким чином, продуковані лімфоцитами цитокіни забезпечують в організмі високу активність «допоміжних» клітин і підтримують в організмі імунну відповідь. Для імунної відповіді щодо інфекційного процесу потрібна участь як Th1-клітин, пов'язаних з λ-інтерфероном (λ-ІФН), так і Th2-клітин, що опосредкують вироблення IЛ-4 (антагоністичний ефект) [138, 156, 162].
Виникненню запальних змін в слизовій оболонці порожнини роту сприяють загальні захворювання організму, які знижують резистентність тканин пародонту  відносно бактерій зубної бляшки. Найважливішими з них є: цукровий діабет, лейкемія, гипо- і авітамінози, виразкова хвороба шлунку і дванадцятипалої кишки, дерматологічні хвороби, вірусні захворювання, сечокам'яна хвороба і патологія нирок, стрес, генетична схильність, паління, дисфункція статевих залоз тощо. [22, 46, 110, 111, 115, 175, 194, 231, 232].
Але, загальною закономірністю при усіх типах запалення є посилення перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) на тлі зниження активності фізіологічної антиоксидантної системи (АОС) організму. Одна з головних причин активації ПОЛ при різних патологічних процесах – тканинна гіпоксія, що виникає внаслідок порушення здатності тканин поглинати кисень з крові або у зв'язку зі зменшенням ефективності ферментативного окиснення. Утилізація кисню тканинами може обтяжуватися в результаті пригнічення біологічного окиснення різними інгібіторами, порушення синтезу ферментів або ушкодження структур клітини [33, 154].

Цілий ряд причин викликає активацію ПОЛ в тканинах пародонту: зниження надходження в організм аліментарних антиоксидантів (АО), таких як: токоферол, аскорбат, біофлавоноїди та ін.; стрес різного генезу (під впливом катехоламінів і кортикостероїдів в кров надходить надлишок жирних кислот та кисню); зовнішні хімічні прооксиданти (пестициди, лікарські окиснювачі, алкоголь та ін.); фізичні фактори (підвищений радіоактивний фон, ультрафіолетове опромінювання, електромагнітне поле та ін.); надлишкове та несбалансоване вживання жирів та вуглеводів на тлі недостатнього їх витрачання; гіпокінезія з низьким рівнем біологічного окиснення ферментів, тобто знижений рівень відновлення пірідиннуклеотидів; уроджені ензимопатії антиоксидантних ферментів (каталази, глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази, глюкозо-6-фосфат-дегідрогенази; зниження з віком активності антиоксидантних ферментів [6, 21, 62, 171].

Таким чином, локалізація і характер вільнорадикальної патології обумовлені наступними факторами: природою екзогенного індуктора ПОЛ та генотипічними особливостями АОС. Саме від цього співвідношення залежить запуск та подальше розгалуження ланцюгових вільнорадикальних реакцій [106, 107].

В організмі людини існує фізіологічна АОС захисту слизової оболонки порожнини рота та тканин пародонту і представлена двома механізмами: антирадикальним, що забезпечує відновлення вільних радикалів ά-токоферол, аскорбат, поліфеноли, глутатіон (FSH), в тому числі інактивацію суперокиданіону кисню (суперокиддисмутаза); антиперекисним, що елімінує пероксиди водню та ліпідів (каталаза, глутатіон-пероксидаза) [106, 107].
Дослідження антиоксидантної забезпеченості слизової порожнини роту свідчить про наявність основних антирадикальних компонентів ланцюга АО, тим більш, що за васкуляризацією слизова оболонка роту посідає одне з перших місць серед органів і тканин, а також відрізняється високим рівнем фізіологічної інфільтрації нейтрофілами – можливими продуцентами радикалів кисню. До особливостей, що відрізняють АОС слизової оболонки слід віднести більш низький рівень тіолових АО (глутатіон) у порівнянні з іншими тканинами, відносно високий рівень аскорбату, високу активність антиперекисних ферментів, каталази (КТ) і супероксиддисмутази (СОД) [118]. Антиоксидантний потенціал клітини може бути посиленим різними шляхами: запобіганням утворення активних форм кисню акцепторами електронів (вітамін Е у хінонній формі); блокуванням переходу кисню до гідроксилу акцепторами аніонрадикалів супероксиданіону [125, 145]; 
· аліфатичними спиртами, що є пастками гідроксильних радикалів, здатними обмежувати наступні стадії ПОЛ;

· дією ендогенних блокаторів перекисних радикалів (ά-токоферол, стероїдні гормони, вітамін С, убіхінон);

· вилученням іонів металів перемінної валентності з гідрофобної частини мембран за допомогою хелатних сполук [107].

Названі фактори впливають на швидкість ПОЛ, реагуючи з вільними радикалами, впливають на цей процес шляхом зміни фізико-хімічних властивостей біомембран, концентрації кисню, беруть участь у детоксикації організму (звільнення від перекисних сполук) [107, 145, 194].

Отже, без нормалізації усіх ланок патогенезу не можливе успішне лікування запальних захворювань слизової оболонки порожнини роту та м’яких тканин пародонту, тож сучасні препарати повинні мати як найширший вплив на механізми виникнення захворювань і відповідати нормам безпеки токсичного впливу на організм.
1.2 Роль лізоциму в збереженні гомеостазу порожнини рота
Гомеостаз - це процес саморегуляції, здатність відкритої системи зберігати стабільність свого внутрішнього стану за допомогою скоординованих реакцій, спрямованих на підтримку динамічної рівноваги. Основне завдання системи – відновлення та підтримка рівноваги, долання опору зовнішнього середовища [137, 191].
Основними причинами порушення гомеостазу є незвичайні для нормальної життєдіяльності неферментативні реакції, що протікають в мембранах. У більшості випадків це ланцюгові реакції окиснення за участю вільних радикалів, що виникають в фосфоліпідах клітин. Ці реакції ведуть до пошкодження структурних елементів клітин і порушення функції регулювання [227]. Що стосується гомеостазу порожнини рота, то основна роль в його підтримці відводиться рідині роту та слині. При цьому важливе значення має і слизова оболонка, через яку реалізуються метаболічні процеси в порожнині рота та її захисні функції [21].

Порушення клітинного метаболізму призводить до зміни гомеостазу порожнини рота і розвитку патологічного процесу. Слина, як природне біологічне середовище, відіграє важливу роль в життєдіяльності пародонтального комплексу та слизової оболонки порожнини рота. Зниження секреції слини - сприяє розвитку стоматологічної патології [27, 28]. Основна участь слини в підтримці гомеостазу порожнини рота здійснюється за рахунок її активних компонентів, що беруть участь у багатьох процесах: травленні, підтриманні сталості середовища, антимікробній, захисній, ремінералізуючій та інших діях [9, 14].
Органічні компоненти ротової рідини численні. У ній містяться білки, ферменти (глікопротеїди, муцин, імуноглобулін А, фосфатази, лізоцим, гіалуронідаза, РНКаза, ДНКаза і ін.), синтезовані як в слинних залозах, так і поза ними [13, 44] .У слинних залозах виробляються ферменти: глікопротеїди, амілаза, муцин, а також імуноглобуліни класу А. Методом електрофорезу виділено близько 20 білкових фракцій слини [11, 19, 190].
Ферменти в змішаній слині представлені 5 основними групами: карбоангидразами, естеразами, протеолітичними, ферментами перенесення і змішаної групою. В даний час в ротовій рідині налічують понад 60 ферментів. За походженням вони  діляться на 3 групи: ті, що секретуються паренхімою слинної залози, що утворюються в процесі ферментативної діяльності бактерій, а також в процесі розпаду лейкоцитів в порожнині рота [19, 20, 44, 201]. У слині містяться амілаза, фосфатази, лізоцим, гіалуронідаза, кініногенін (калікреїн) і каллікреінподобная пептідаза, РНКаза, ДНКаза та ін. Фосфатази (кисла і лужна) беруть участь в фосфорно-кальцієвому обміні, відщеплюючи фосфат від сполук фосфорної кислоти і, тим самим, забезпечуючи мінералізацію кісток і зубів. Гиалуронидаза і калікреїн змінюють рівень проникності тканин, в тому числі і емалі зубів [98]. Найбільш важливі ферментативні процеси в ротовій рідині пов'язані з ферментацією вуглеводів і, в значній мірі, обумовлені кількісним і якісним складом мікрофлори і клітинних елементів порожнини рота: лейкоцитів, лімфоцитів, епітеліальних клітин та ін. [31, 44].
Одним з основних регуляторів і факторів неспецифічного захисту порожнини рота, що забезпечує підтримку мікробіоценозу, є фермент лізоцим, який є універсальним фактором неспецифічної антибактеріальної, противірусної та антитоксичної резистентності в організмі. Він має дуже широкий спектр цінних біологічних властивостей, серед яких найбільш важливим в клініці є антибактеріальна, протизапальна, антиоксидантна та гемостатична дії, імунокоригуюча (в тому числі гіпосенсибілізуюча), здатність до стимуляції репаративної регенерації та еритропоезу, корекції кисневого метаболізму та морфофункціонального стану фагоцитуючих клітин (макрофагів, нейтрофілів) [32]. Лізоцим бере участь в регуляції мітотичної та метаболічної активності клітин, індукції синтезу імунокомпетентними клітинами таких медіаторів як інтерферон, інтерлейкіни, фактору некрозу пухлин та ін., регуляції плазмового протеолізу – корекції активності гранулоцитарної еластази та інгібіторів протеолізу [31, 44, 84].

Знайдені дані про гемостатичну дію ферменту, яка застосовується при шлункових кровотечах, після простатектомії, хірургічних втручаннях на печінці. Лізоцим є природним інгібітором гепарину [103].
В організмі лізоцим міститься в слині, сльозах, навколоплідних водах, грудному молоці, мокроті, дуоденальному та шлунковому соці, слизі кишківника, а також в тканинах органів – серці, селезінці, лімфатичних вузлах, нирках, печінці, легенях, хрящах, скелетних м’язах, мозку, плаценті, підшлунковій та щитовидній залозах. Найбільша кількість лізоциму міститься в тих секретах та тканинах, які постійно контактують з мікроорганізмами (слина, слізна рідина) [38, 84, 94]. 
З хімічної точки зору лізоцим є мукопептид-глікогідролазою, ферментом мукополісахаридазної дії. Ферментативні властивості лізоциму проявляються в здатності розщеплювати глікозидні зв’язки поліаміноцукрів бактеріальних пептидогліканів шляхом гідролізу бета-глікозидних зв’язків між залишками N-ацетилмурамової кислоти та N-ацетилглюкозаміну, які складають 50% клітинної стінки грампозитивних бактерій та 10% грамнегативних, що й обумовлює його антимікробну дію. Відповідно, грампозитивні мікроорганізми більш чутливі до дії лізоциму, ніж грамнегативні [30, 189]. 

Крім протимікробної, фермент виявляє регенеруючу та анальгетичну дію. Анальгетичні властивості застосовують при лікуванні пептичних виразок. При лікуванні опіків лізоцимом спостерігається значне прискорення звільнення тканин від некротичних мас, стимуляція гранулювання та епітелізації ран. Завдяки протизапальній дії лізоциму широко застосовується в терапії ЛОР захворювань [88, 91].

Зниження кількісних показників лізоциму в сироватці крові та слині слугують показником хронічних інфекцій в порожнині рота. Значне зниження вмісту лізоциму в слині при токсико-алергічних формах захворювань носоглотки застосовують як додатковий тест диференціальної діагностики хронічного тонзиліту [94, 166].

Наслідки дефіциту лізоциму в організмі суттєво відрізняються за своїми клінічними проявами, тому вивчення особливостей порушень дозволяє сформувати об’єктивну картину природи патологічних змін [84, 164].

При нестачі ферменту найчастіше виникає підвищена чутливість до грампозитивної бактеріальної мікрофлори. У цьому випадку безпосередній дефект імунітету обумовлений зниженням бактерицидності секретів і деяким послабленням здатності фагоцитів до перетравлювання, яку використовує лізоцим для внутрішньоклітинної деструкції захоплених патогенів. Важливим є визначення рівня уреази, яка є продуктом життєдіяльності мікроорганізмів. Про послаблення антимікробної дії в ротовій порожнині свідчить зниження активності лізоциму - фактору неспецифічного захисту  організму. Підвищення ферментативної активності уреази вказує про підвищену контамінацію мікроорганізмами (у хворих на гінгівіт зростає активність уреази до 2-3 разів). Дисбаланс цих показників призводить до виникнення запальних змін в пародонті. Частіше за все активність лізоциму визначають нефелометрично за зміною мутності суспензїї Micrococcus lysodeikticus [32, 84, 158, 160, 168].
Як наслідок, також спостерігаються рецидивні гнійні осередки на шкірі та слизових оболонках (ангіни, фарингіти, стрептодермії, фурункули та ін.). В результаті тривалої персистенції β-гемолітичних стрептококів групи А в верхніх дихальних шляхах можливий зрив імунної толерантності до антигенів серця і внаслідок реалізації механізму молекулярної мімікрії, що призводить до гострої ревматичної лихоманки. Також підвищується ризик до виникнення гострого гломерулонефриту, це пов’язано з відкладенням в базальній мембрані ниркових клубочків імунних комплексів, які складаються з антигенів деяких стрептококів групи А та С, специфічних антитіл та компонентів системи комплементу [158, 160, 163].

Іноді дефіцит лізоциму клінічно не проявляється протягом тривалого часу через компенсацію зі сторони інших гуморальних факторів вродженого імунітету – пептидів-антибіотиків (дефензинів, кателицидинів та ін.). Клінічна картина проявляється за умов додаткової імуносупресії або при порушенні цілісності шкіри чи слизових оболонок [84, 169]. 
Недооцінити роль лізоциму в організмі дуже складно і його екзогенна корекція та створення препаратів на його основі є актуальним питанням. Препарати на основі лізоциму мають більшу спорідненість з організмом, порівняно з синтетичними засобами, які застосовуються в антибактеріальній та протизапальній терапії захворювань слизової порожнини рота та тканин пародонту [181, 192]. Тому задача сучасних фармакологів - створення і дослідження лікарських засобів на основі природніх компонентів, наприклад таких, як лізоцим, який має широкий спектр фармакологічних ефектів, а також підбір лікарської форми для оптимальної біодоступності діючої речовини при певних патологіях.

1.3 Основні принципи фармакотерапії гінгівітів та стоматитів

Фармакотерапія гінгівітів та стоматитів має комплексний характер та строгу індивідуазілацію, що обумовлено особливостями етіологій та патогенезів захворювань, характером та рівнем вираженості запальних та деструктивних змін в тканинах. Лікувальні заходи умовно поділяють на місцеві та загальні, терапевтичні, хірургічні, фізіотерапевтичні, але план конкретних терапевтичних дій складається виходячи з номенклатури захворювання, особливостей протікання та можливих наслідків, стану хворого, наявності супутніх захворювань тощо [20, 44, 87]. 
Терапія захворювань включає етіотропне, патогенетичне та симптоматичне лікування.

Етіотропне лікування полягає у виявленні пошкоджуючих факторів, що спричиняють запальні зміни. Значні труднощі виникають при визначенні та усуненні ендогенних етіологічних факторів, які пов’язані з наявністю захворювань внутрішніх органів, нейроендокринних змін, системних захворювань. В таких випадках лікувальні заходи проходять під контролем прохільних спеціалістів [20, 21, 27, 28].

Патогенетична терапія передбачає фармакотерапевтичний вплив на патофізіологічні ланки запального процесу. При виборі лікарських засобів беруться до уваги механізми розвитку запалення та фаза запалення [27, 28].

Симптоматичне лікування базується на впливі певними медикаментозними та іншими засобами на окремі симптоми, перш за все, на больові відчуття, кровоточивість, гноєвиділення тощо [40, 73].
Базова медикаментозна терапія стоматитів в узагальненому значенні спрямована на пригнічення запального процесу та відновлення пошкоджених тканин і включає препарати як місцевої так і системної дії. Більшість препаратів місцевої дії представлена антисептичними розчинами для полоскань ротової порожнини та примочок на уражені ділянки, таблетками для розсмоктування, гелями та пастами, спреями, а також пов’язками, пластирами тощо. Найбільш поширеними серед призначень є розчини для полоскань (Гівалекс, Тандум Верде, Гексорал розчин, Стоматидин, Ротокан та ін.); гелі та мазі антимікробної, протизапальної дії (Метрогіл-Дента, Холісал), для полегшення больових відчуттів місцево назначають гелі на основі лідокаїну гідрохлориду (Камістад, Лідокаїн Асепт, Інстиллагель), таблетки для розсмоктування (Лісобакт, Фарингосепт, Хлорофіліпт та ін.) [69, 73, 91, 150]. 

Загальні принцити терапії при гінгівітах спрямовані, перш за все, на усунення зубного нальоту та бляшок, які спричиняють розвиток запалення, та діагностування і ліквідацію причин, які призводять до накопичення відкладень. Беручи до уваги той факт, що патологічні зміни в пародонті виникають на фоні загальних захворювань, а також вплив патологічних процесів в пародонті на численні функції в організмі, в тому числі на механізми природнього захисту, фармакотерапія повинна бути спрямована на відновлення функцій, нормального гомеостазу і стимуляцію захисних сил організму. Фармакотерапевтичні заходи, перш за все, мають симптоматичну спрямованість: усунення больвих відчуттів (Камістад, Лідокаїн Асепт), місцева антисептична санація (Метрогіл Дента, Мірамістин, розчин хлоргекседину, розчини для полоскань Стоматидин, Гексорал; спреї для зрошування Гекса-спрей, Люгс) а також регенерацію пошкоджених тканин і стимуляцію репаративних процесів (Солкосерил, масло обліпихи та шипшини) [20, 27, 28, 73].
Загальна терапія гінгівітів та стоматитів включає препарати різної спрямованості.
В ранній стадії запального процесу показані: засоби, які мають здатність до стабілізації мембран лізосом і, тим самим, перешкоджають утворенню медіаторів запалення (похідні мефенамінової та саліцилової кислот); засоби, які інгібують дію гідролітичних ферментів (трасилол, контрикал, кислота амінокапронова); засоби, які пригнічують дію медіаторів запалення, у зв’язку з наявністю функціонального антагонізму (антигістамінні засоби: лоратадин, діазолін; антагоністи серотоніну: кислота мефенамінова, бутадіон; антагоністи ацетилхоліну: димедрол, електроліти кальцію та магнію); препарати, що стимулюють утворення протизапальних агентів: катехоламінів та стероїдних гормонів (похідні саліцилової кислоти, мефенамінова кислота, піридоксину гідрохлорид) [44, 52, 73].

Для стимуляції захисних механізмів, які забезпечують блокаду запального процесу, назначають препарати, які підвищують фагоцитоз (зрошування розчином лізоциму, метилурацил, пентоксил, кислота аскорбінова) [49, 51].

Виражену протизапальну, протинабрякову, гіпосенсибілізуючу, інумнодепресивну дію мають глюкокортикостероїдні препарати. Їх застосовують у вигляді аплікацій та в складі лікувальних пов’язок , особливо у поєднанні з антисептиками, антибіотиками, вітамінами тощо (гідрокортизон, преднізолон, дексаметазон) [44].

Антибактеріальна терапія є однією з важливих ланок в лікуванні гінгівітів та стоматитів. Місце та значення в комплексному лікуванні залежить від різновиду патологічного процесу, етіології, особливостей клінічного прояву, характеру протікання захворювання. Для пригнічення мікроорганізмів застосовують широкий спектр груп антибактеріальних препаратів: антисептики, антибіотики, сульфаніламіди, нітрофурани, антипротозойні, протигрибкові препарати, засоби рослинного походження [73, 89, 95].

Антисептики частіше за все назначають у вигляді зрошень, полоскань, примочок, які сприяють різкому зниженню концентрації мікрофлори, видаленню нальоту, слизу, злущеного епітелію. Серед груп препаратів застосовують: препарати йоду (розчин Люголя), хлору (розчин хлораміну), окисники (розчин перекису водню), барвники (розчин метиленового синього) [12, 73, 95].
Антибактеріальні та хіміотерапевтичні препарати назначають за чіткими показаннями до застосування: виражений запальний процес (абсцес, гнійний ексудат), особливо на фоні вираженої соматичної патології; після оперативних втручань на пародонті. Основою ефективності антибіотикотерапії є ступінь чутливості умовно-патогенної мікрофлори порожнини роту. Суттєве значення мають характер патологічного процесу, вираженість, стан імунобіологічних сил мікроорганізму (засіяність, вірулентність, вид та інші властивості мікрофлори). Важливим є врахування спектр антимікробної дії окреми препаратів. Засоби з широким спектром дії більш різко пригнічують нормальну мікрофлору організму і швидше призводять до розвитку дисбактеріозів, а саме кандидозів (препарати тетрациклінового ряду). Полієнові антибіотики одночасно діють на бактерії і гриби (ністатин, леворин) [24, 52, 73, 95, 166]. 

Серед препаратів частіше за все назначають еритроміцин, граміцидин, лінкоміцин, кліндаміцин, метациклін тощо. Фузідин-натрій, як і лінкоміцин, здатний до проникнення та накопичення в кістковій тканині і його комбінація з іншими антибіотиками потенціює антибактеріальний ефект. У складі лікувальних паст (під пов’язку з парафіну) чи в якості лікувально-захисних пов’язок застосовуються комбіновані препарати, до складу яких входять антибіотики: Оксициклозоль (на основі окситетрацикліну гідрохлориду), Неотизоль (містить неоміцину сульфат), Іруксал (містить левоміцетин), Фастин (синтоміцин) [73, 95, 166].
Широко представлена група ферментних препаратів, які мають виражену протизапальну та протинабрякову дію. Ферменти протеолітичної дії розривають пептидні зв’язки молекул білка, розщеплюють високомолекулярні продукти розпаду білків, деякі низькомолекулярні пептиди (трипсин, хімотрипсин, хімопсин, террилітин, лізоамідаза, профезим) [28, 73, 95].

Ферменти, що деполімеризують рибонуклеїнову та дезоксирибонуклеїнову кислоту (рибонуклеаза, дезоксирибонуклеаза) стримують розмноження вірусів, розріджують гнійний ексудат, слиз, виявляють протизапальну дію. Їх застосування показане при наявності гнійних виділень з пародонтальних карманів, особливо на фоні вірусних захворювань [73, 94, 95].
Лікарські засоби, що містять фермент гіалуронидазу, зменшують в’язкість гіалуронової кислоти і, тим самим, підвищують проникність тканин (гиалуронидаза, куриозин) [95, 167].

Інгібітори протеолізу (контрикал, трасилол, гордокс) пригнічують активність протеолітичних ферментів і попереджують масивне утворення кінінів та деструкцію тканин. Назначають при захворюваннях пародонту з вираженим ексудативно-деструктивним протіканням, при абсцесах та активній резорбції альвеолярного відростку [73, 95].

До інших ферментних препаратів відносяться: цитохром С, який бере участь в процесах тканинного дихання, прискорює окиснювальні процеси; відноситься до групи антигіпоксичних засобів; іруксол – препарат на основі клостридилпептидази А та левоміцетину, що сприяє ферментативному очищенню при абсцесах та гнійних ексудатах на фоні гострого протікання виразкового гінгівіту [167, 202].
Застосування антиоксидантів та антигіпоксантів в комплексному лікуванні гінгівітів та стоматитів є патогенетично обґрунтованим, оскільки лікарські засоби, що відносяться до даної групи, інгібують перекиси та проміжні продукти вільнорадикального окиснення ліпідів, виявляють протизапальну та протинабрякову дію, прискорюють процеси регенерації (дибунол, оксибутират натрия, оліфен, мексидол) [73, 95, 183].

Імуностимулятори показані при сповільненому протіканні запальних та дистрофічних процесів на фоні зниження імунологічної реактивності організму та неспецифічних факторів захисту. Стимулятори прискорюють процеси клітинної регенерації, загоєння ран, стимулюють клітинні та гуморальні фактори захисту, виявляють протизапальну дію (нуклеїнат натрію, декаріс, мієлопід) [28, 73, 95].

Анаболічні препарати (ретаболіл, неробол) назначають для активації репаративних процесів в пародонті (при гінгівітах), оскільки сприяють синтезу білка і опосередковано – мінералізацію кісткової тканини. Для попередження резорбції кісткової тканини застосовують препарат кальцитонін, який назначають в комбінації з препаратами кальцію (гліцерофосфат кальцію та глюконат кальцію) [9, 29].
Широко застосовують оксигенотерапію для насичення киснем тканин для усунення гіпоксії, нормалізації енергетичного обміну [28].

Вітамінотерапія є важливою ланкою комплексного лікування гінгівітів та стоматитів. З метою відновлення обмінних процесів в тканинах слизової оболонки призначають вітаміни А, Д, Е, С, які стимулюють регенерацію в комплексі з вітамінами групи В - В1, В6, В12, фолієвою кислотою, які корегують енергоутворення, синтез білка і проліферацію клітин. Частіше за все назначають комплексні препарати: Ревіт, Ундевіт, Декамевіт, Вітрум, Комливіт та комбіновані препарати, які містять вітаміни: Олазоль, Аекол, Есенціале [44, 73, 95].

В патогенезі гінгівітів значну роль відіграють порушення мікроциркуляції та проникності судин, утворення периваскулярного набряку, збій в метаболічних процесах. Для їх корекції застосовують препарати декількох груп: вітаміни (Р, РР, С), антиагреганти (Аспірин), ангіопротектори (Детралекс, Ескузан). Механізм дії ангіопротекторів багатогранний, при цьому важливу роль відіграє інгібуючий вплив на активність гіалуронидази, гальмування синтезу простагландинів, антибрадикінінова дія та інші фактори [29, 73].

Також застосовують різні види сорбції, особливо при лікуванні гінгівітів (аплікаційна сорбція, гемосорбція, ентеросорбція). За походженням препарати діляться на карбонові, гелеві, кремнійорганічні, а також комплексні препарати на їх основі, сорбенти з іммобілізованими на їх поверхності діючими речовинами (срібло, антибактеріальні засоби, ферменти) [73, 95]. 

Сорбенти (поліфепан, дигиспон, препарати активованого вугілля, діосмектит, силікс, атоксіл тощо) вибірково сорбують з тканин та виводять з організму мікробні клітини, продукти розпаду, токсини і, тим самим, проявляють протизапальну, дезінтоксикаційну та протинабрякову дію [73].

1.4 Сучасний арсенал фармацевтичних препаратів на основі лізоциму
Класичні лікарські препарати для місцевого лікування гінгівітів та стоматитів, а саме: полоскання, 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. Цим характеристикам відповідають гелі [81, 129, 135].

Особливістю гелеподібної форми є в’язкість формоутворюючих компонентів, що дозволяють зберегти оптимальну концентрацію діючої речовини на локалізованій ділянці слизової оболонки, чого не можна сказати про таблетки для розсмоктування, розчини для полоскань, спреї, які швидко змиваються слиною і як результат знижують терапевтичну ефективность. До того ж фармакокінетичні та фармакодинамічні процеси мають суттєво різні механізми [81, 135, 163, 164, 192].
Зареєстровані в Україні стоматологічні засоби в формі гелю, які мають протизапальний та антимікробний ефект, представлені в обмеженому асортименті: «Метрогіл дента», «Стомато-гель Здоров’я», «Метродент», «Холісал». Препарат в формі гелю «Камістад» містить в своєму складі лідокаїну гідрохлорид та екстракт ромашки, також проявляє помірну протизапальну та антибактеріальну дію, але основний фармакологічний ефект місцевоанастезуючий [73]. 

Характерним симптомом при стоматитах та гінгівітах є кровоточивість з уражених ділянок, жоден з зареєстрованих препаратів не мають кровоспинної дії. Даному критерію відповідає досліджуваний гель «Лізостом», яким окрім антимікробної, протизапальної, регенеруючої, антиоксидантної дій виявляє гемостатичну активність, що розширює спектр застосування.

На сучасному фармацевтичному ринку України не зареєстровано лікарських засобів на основі лізоциму гідрохлориду в формі гелю. 
Зареєстровано декілька препаратів, які містять лізоциму гідрохлорид: Лізак (Фармак, Україна), Лісобакт (Босніялек, Боснія-Герцеговина), Гексаліз (Лабораторія Бушара Рекордаті, Франція). Дані препарати представлені в формі таблеток для розсмоктування і призначені для місцевого застосування при запальних процесах в ротовій порожнині та горлі. На міжнародному фармацевтичному ринку представлено близько сорока лікарських препарати на основі лізоциму, більшість за формою випуску є порошками для ін’єкцій, таблетками для розсмоктування, зубними пастами, розчинами для полоскання ротової порожнини [73]. В ході інформаційного пошуку було знайдено наступні препарати на основі лізоциму (табл. 1.1).
В перерахованому асортименті представлені таблетки для розсмоктування, ліофілізати для приготування розчину для ін’єкцій, розчини для полоскань, зубні пасти [84, 95]. Частіше препарат призначають у вигляді полоскань, аплікацій 0,05% розчину та паст (на основі розчину вітамінів А, Е). Внутрішньом'язово – для стимуляції неспецифічної резистентності, під контролем згортання крові. Лізоцим нетоксичний, як правило, добре переноситься, тому призначається при складному перенесенні антибіотикотерапії [44]. 

Таблиця 1.1
Препарати на основі лізоциму на міжнародному фармацевтичному ринку

	Країна походження

	Назва препарату
	Виробник

	1
	2
	3

	Боснія-Герцеговина
	Lysobact(Lysozyme and Pyridoxine) 
	Bosnalijek 

	Бразилія
	Murazyme 
	ASTA Medica

	В’єтнам
	Amlyzen 

Glolyzym
Kivizyme 
	F.T. Pharma
Glomed
Mebiphar

	Греція
	Lysoril Galenica (Lysozyme and Pyridoxine), 

Lyso-Six (Lysozyme and Pyridoxine) 
	Galenica
UCB 

	Іспанія
	Lisozima Chiesi Trofalgon (Lysozyme and Cyanocobalamin) 
	Chiesi
Madariaga

	Китай
	Lysozyme SL Pharm
	SL Pharm

	Малайзія
	Noflux 
	YSP

	Німеччина
	Larypront
	Heinrich Mack Nachf. 

	Росія
	Лізомустин, 
	Компанія ДЕКО, ООО

	Тайвань
	Acetizyme, 

Actizyme (Panbiotic),

Ker Ker (Lysozyme and Dextromethorphan),

Lisome 

Lisozyme 

Lycosu 

Lyso  

Lysoem
Lyzine 

Lyzoin  

Lyzotose 

Lyzotose
	Ying Yuan
Chung I 
Chin Teng
Prince
AND
Shyh Dar
Yung Chi
Yuan Chou


	Франція
	Glossithiase (Lysozyme and Tenoic Acid) 

Lyso-6 (Lysozyme and Pyridoxine) 

Lysopaіne (Lysozyme and Cetylpyridinium)
	Jolly-Jatel
Pierre Fabre Médicament
Boehringer Ingelheim


	Продовження таблиці 1.1

	1
	2
	3

	Японія
	Reflap, Neuzyme 

Mucozome 

Mitazyme 

Lysozyme Chloride Towa Yakuhin 

Elizyme 

Enlyso 

Lysotear 
	Sannova

Santen Pharmaceutical
Kyorin Rimedi
Towa Yakuhin
Isei
Tatsumi Kagaku
Senju Seiyaku


Спектр їхнього застосування різнонаправлений: стоматологія, отоларингологія, офтальмологія, онкологія, педіатрія, косметологія тощо [32, 88 ].
Це дає підтвердження перспективності дослідження та розробки засобів на основі лізоциму, та його комбінацій з іншими діючими речовинами, які будуть потенціювати дію одне одного. А також актуальним є підбір оптимальної лікарської форми для максимальної біодоступності засобу при конкретній патології.

У зв’язку з цим, представляє інтерес фармакологічне вивчення нового стоматологічного гелю з умовною назвою «Лізостом» для лікування гінгівітів та стоматитів, який розроблено на кафедрі заводської технології ліків під керівництвом проф. Рубан О.А.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Експериментальні дослідження виконані на 390 тваринах, серед яких 354 білих нелінійних щури-самці масою 180,0-200,0 г та 36 білих нелінійних мишей-самців масою 18,0-22,0 г вирощених у розпліднику віварію ЦНДЛ НФаУ, які знаходились на стандартному харчовому і водному раціоні згідно з санітарно-гігієнічними нормами [104]. При роботі з тваринами дотримувались 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 № 2 засідання Комісії з біоетики НФаУ від 17.02.2016 р. Всі больові маніпуляції були проведені під етамінал-натрієвим наркозом (40 мг/кг внутрішньоочеревинно) [134]. 

Розподіл тварин за серіями експерименту згідно задачам дослідження наведено в  таблиці 2.1.
На сучасному фармацевтичному ринку України представлена достатня кількість препаратів для лікування гінгівітів та стоматитів. Більшість засобів для місцевого лікування існують в формі таблеток для розсмоктування та розчинів для полоскань, спреїв, мазей, пластирів тощо і лише мала їх кількість представлена гелеподібною формою [73, 128]. На вітчизняному та зарубіжному фармацевтичному ринку препарат в формі гелю, з діючою речовиною лізоциму гідрохлорид, що призначений для лікування стоматитів та гінгівітів не зареєстровано.

У науковців кафедри заводської технології ліків Національного фармацевтичного університету (під керівництвом д.фарм.н., проф. Рубан О.А.), викликала зацікавлення дана лікарська форма. Були розроблені зразки стоматологічних гелів, з діючою речовиною лізоциму гідрохлорид в різних концентраціях та на різних основах і передані на кафедру патологічної фізіології для подальшого фармакологічного вивчення. 

В якості гелеутворювача були запропоновані карбопол з індексом "Р", призначений для орального застосування та аплікацій на слизові оболонки (1,0%), і похідні целюлози: гідроксиетилцелюлоза (ГЕЦ) 2,0% та гідроксипропілметилцелюлоза (ГПМЦ) 2,0% [48, 113]. На підставі проведених структурно-механічних, фізико-хімічних, технологічних та фармакологічних досліджень обґрунтовано та обрано тип основи-носія та її оптимальний склад - гідроксиетилцелюлозу (ГЕЦ), в концентрації 2,0% [48, 64, 65, 93]. 
Гель «Лізостом», завдяки своїм структурно-механічним властивостям легко наноситься на поверхню слизової оболонки порожнини роту, добре утримується на ній та забезпечує тривалий контакт с обробленою поверхнею, значно пролонгує дію засобу, що підтверджено технологічними випробуваннями на розмивання [93].
Гелева основа ГЕЦ 2,0% забезпечує пролонговане вивільнення лізоциму гідрохлориду, що доведено методом рівноважного діалізу через напівпроникну мембрану [93].

До складу входить гліцерин, який є зволожуючим компонентом, та завдяки хімічній структурі створює на поверхні слизової оболонку плівку, яка перешкоджає випаровуванню вологи. 

Таблиця 2.1  

Серії експериментальних досліджень на тваринах

	№
	Серії експериментів
	Вид тварин
	Кількість

	1
	Визначення ефективної дози
	білі нелінійні щури
	36

	2
	Дослідження гострої токсичності
	білі нелінійні миші
білі нелінійні щури
	36

36

	3
	Вивчення місцевоподразнюючої дії 
	білі нелінійні щури-
	12

	4
	Антиексудативна активність
	білі нелінійні щури
	24

	5
	Вивчення репаративних властивостей 
	білі нелінійні щури
	18



	6
	Вивчення гемостатичної активності
	білі нелінійні щури
	18

	7
	Морфологічне дослідження при експериментальному гінгівіті та стоматиті
	білі нелінійні щури
	48

	8
	Морфометричне визначення показників при експеримента-льному гінгівіті 
	білі нелінійні щури
	18

	9
	Визначення балансу цитокінів,
	білі нелінійні щури
	48

	10
	Вивчення стану ПОЛ та АОС
	білі нелінійні щури
	48

	11
	Дослідження кислотно-лужного стану артеріальної крові
	білі нелінійні щури
	48

	           Всього використано тварин                                                            390


Склад гелю:        лізоциму гідрохлориду         0,3
гідроксиетилцелюлоза           2,0

гліцерин                                  10,0

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) [73].

Ефективну дозу вивчали на моделі термічної виразки слизової оболонки порожнини рота щурів за М.Ф. Данілевським (модифікований), який відтворювали шляхом контакту металевого циліндру нагрітого до 100 0С, площею 1 см2, до слизової оболонки вздовж перехідної складки нижньої губи. Через 2 доби після відтворення виразки проявлявся виразковий дефект зі щільними підритими краями. Нанесення зразків гелю починали на 3 добу, спостереження тривало 4 доби. За швидкістю зміни площі виразки судили про ефективність відповідного зразка гелю [47].
Розрахунок середньоефективної дози проводили за методом Б.М. Штабського [173], користуючись рівнянням прямої, яка проходить через 2 точки:
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                                                                                  (2.1),
де Х1, Х2 – значення двох крайніх досліджуваних доз, які призводять до   ефекту менше та більше 50 % тварин відповідно;
У1, У2 – відповідні відсотки ефекту.

При вирішенні рівняння відносно Х, підставляли в формулу 2.2 значення У, що дорівнюють 50%, 84% і 16% ефекту та відповідають ЕД50, ЕД84, ЕД16. 
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Похибку (m) середньої ефективної дози визначали по Міллеру-Тейнтнеру за формулою 2.3:
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де N – загальна кількість тварин в групах.

Для визначення довірчих меж розраховували m·t (t – критерій Ст’юдента). Достовірні межі EД50 знаходили при р = 0,05 для числа ступенів свободи f = N-1.
Гостру токсичність гелю «Лізостом» вивчали за методикою Штабського [173] на двох видах тварин: білих нелінійних мишах масою 18,0 – 22,0 г та білих нелінійних щурах масою 180,0 – 200,0 г за умов внутрішньошлункового введення, епікутанного нанесення та на слизову оболонку порожнини рота [53]. До початку експерименту всі дослідні тварини проходили акліматизацію в умовах експериментальної кімнати протягом 3 діб. Перед внутрішньошлунковим введенням миші не приймали їжі протягом 4 годин до початку досліду, щури - протягом ночі. Для внутрішньошлункового введення використовували 50% водну суспензію гелю. Перед нанесенням на шкіру гелю «Лізостом» мишам та щурам було депільовано шерсть, окрім голови. Спостереження за станом тварин тривало 14 діб [42, 174]. Про ступінь токсичності гелю судили за класифікаційними таблицями К.К. Сидорова [144].
За місцевоподразнювальною дією гелю «Лізостом» спостерігали згідно методичних рекомендацій з доклінічного вивчення засобів для лікування та профілактики захворювань слизової оболонки порожнини рота [53].
Антиексудативну активність визначали на моделі ексудативного карагенінового запалення задньої стопи щурів, який викликали субплантарним введенням в задню лапу 0,1 мл 1% водного розчину карагеніну [47, 142]. Експеримент проведено на 24 білих нелінійних щурах самцях, масою 180,0-200,0 г, які були розділені на 4 групи. За 60 хвилин до субплантарного введення розчину карагеніну піддослідним тваринам на задню стопу наносили гель «Лізостом» та препарат порівняння гель «Метрогіл Дента», щури контрольної групи залишались без лікування. За допомогою онкометра робили заміри товщини стоп на початку експерименту та в період його максимального прояву – через 4 години. Активність розраховували за формулою:
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де А – антиексудативна активність;

 Рд – приріст об’єму лапи в дослідній групі;

 Рк - приріст об’єму лапи в контрольній групі.

Антимікробну дію гелю «Лізостом» досліджували методом дифузії в агар (методом «колодязів») [24, 88].
Хід роботи: дослідження проводили на двох шарах щільного живильного середовища, розлитого в чашки Петрі. В нижньому шарі використовували «голодні» не засіяні середовища (агар-агар, вода, солі). Нижній шар являє собою підложку висотою 10 мм, на яку горизонтально встановлювали 6 тонкостінних циліндри (діаметром 8 мм та висотою 10 мм). Навколо циліндрів заливали верхній шар, який складався з живильного агаризованого середовища, розтопленого та охолодженого до 400С, в яке вносили відповідний стандарт посівної культури тест-мікроорганізму. Після охолодження верхнього шару агару циліндри виймали стерильним пінцетом і в отримані лунки вміщали 0,2-0,25 г гелю «Лізостом» та препарат порівняння «МетрогілДента». Облік результатів проводили через 24 год шляхом вимірювання зони пригніченого росту, включаючи діаметри лунок. Для грибів Candida albicans облік результатів проводили через 24-72 години.

Репаративну активність гелю «Лізостом» вивчали на моделі хімічного ерозивно-виракового стоматиту, який викликали одноразовою 5-ти секундною аплікацією розчину натрію гідроксиду в концентрації 10 г/100 мл; змочений ватний тампон утримували в області присінку рота між нижньою губою та різцями нижньої щелепи [23]. Спостереження фіксували щоденно, протягом 7 діб. Динаміку репаративних змін вели за однією з виразок, яка утворилась після нанесення ватним тампоном в центрі перехідної складки кожного щура, площу вимірювали за допомогою лупи з нанесеною градуйованою шкалою [87].

Для об’єктивної оцінки ефективності лікування та динаміки площі ерозивно-виразкових уражень, діяли за наступним алгоритмом [87]:

1. Поверхню ураження зафарбовували 1% розчином метиленового синього;

2. За допомогою лупи (діаметр 2 см) з нанесеною градуйованою шкалою, визначали величини 4 діаметрів (по 8 напрямках радіусів) в одиницях шкали, до краю зафарбованого єрозивно-виразкового ураження
S =(Σd)2× 0,05,                                                                                                                                            (2.5),

де 0,05 – постійний коефіцієнт;

 Σd – сума величин 4 діаметрів до краю зафарбованої ушкодженої  поверхності.

3. Репаративна активність, яка базується на даних про площу ураження до лікування та в динаміці, визначали на формулою:
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де РА – репаративна активність;

 Sд  - площа эрозивно-виразкового ураження в дослідній групі;
 Sк - площа эрозивно-виразкового ураження в групі контролю;
Температуру тіла експериментальних тварин визначали за допомогою електронного термометра [126].
рН шкіри визначали методом С.Ф. Самойлова [1], наносили на шкіру краплі універсального індикатора та порівнювали колір крапель з еталоном.

Окисно-відновні потенціали шкіри визначали за методом А.Ф.Федоровича, за допомогою чуттєвого дзеркального гальванометру [67]

Стан периферійної крові оцінювали за кількістю еритроцитів та лейкоцитів, показником рівня гемоглобіну (Нв):

Кількість еритроцитів визначали пробірковим методом. В пробірці ретельно перемішували 0,02 мл крові та 4 мл розчину Гайема (3% розчин натрій хлориду). Краплю розведеної крові наносили на край камери Горяєва. Підрахунок проводили в 5 великих діагонально розміщених квадратах. Кількість еритроцитів в 1 мкл периферичної крові розраховували шляхом помноження кількості еритроцитів, які пораховано в 80 малих квадратах на 10000 [78].

Підрахунок кількості лейкоцитів в периферійній крові проводили в камері Горяєва. Попередньо 0,02 мл крові розводили 0,4 мл розчину Тюрка. Підраховували в 100 великих не розкреслених квадратах, зібраних разом по чотри. Кількість лейкоцитів в 1 мкл розраховували шляхом помноження підрахованої кількості на 50 [78].

Рівень гемоглобіну (Нв) визначали методом Салі за допомогою гемометра ГМ-2. Метод базується на взаємодії гемоглобіну  з 0,1N розчином соляної кислоти, який потім перетворюється в солянокислий гематин бурого кольору, який порівнюють з еталоном [78].
Гемостатичну активність визначали за тривалістю кровотеч із мікросудин та розраховували за методом Дьюка (1910), принцип якого полягає у визначенні тривалості кровотечі із поверхневих мікросудин після порушення їх цілісності [67, 203] і базується на визначенні часу появи перших ниток фібрину. Через годину після нанесення гелю «Лізостом», попередньо, за допомогою серветки висушували слизову оболонку рота щура та шляхом ушкодження скарифікатором, в капіляр робили забір крові. Кожні 5’ – 10’ с голкою проводили по краплі крові нанесеною на предметне скло, фіксуючи появу перших ниток фібрину.
Підрахунок кількості тромбоцитів в мазках крові проводили за методом Фоніо (1912) в мазках крові. Метод заснований на підрахунку числа тромбоцитів в пофарбованих мазках крові на 1000 еритроцитів з розрахунком на 1 мкл крові, виходячи із вмісту в цьому об’ємі кількості еритроцитів [66]. 

Реактиви: 6 % розчин етилендіамінтетраацетат натрію (ЕДТА), цільна нестабілізована кров.

Хід визначення: наливали в пробірку 25 мкл реактиву та додавали 100 мкл крові. Вміст пробірки перемішували та готували тонкі мазки. Фіксували протягом 10 хв, фарбували (17 хв) за Романовським-Гімза. Наносили на край мазка імерсійну олію та мікроскопували (мікроскоп Carson Advanced 40 – 1600x, США) з імерсійним об’єктивом. Підрахунок проводили наступним чином: в кожному полі зору мікроскопу рахували число еритроцитів і тромбоцитів, рухаючи мазок до того часу, доки не були прораховані 1000 еритроцитів. Знаючи кількість еритроцитів в 1 мкл крові та кількість тромбоцитів на 1000 еритроцитів, розраховували кількість тромбоцитів в 1 мкл крові:

Т в 1 мкл = (Е × Т на 1000 еритроцитів) / 1000                                (2.7)

Агрегацію тромбоцитів проводили за експрес-методом візуальної оцінки А. С. Шитікова (1984) [67, 103]. При додаванні агрегуючих агентів до багатої на тромбоцити плазми та перемішуванні розвивається агрегація тромбоцитів. Отримані агрегати в певний період досягають великих розмірів та їх можна побачити неозброєним оком у вигляді білих крупинок – феномен «снігової бурі». 

Реактиви: розчин АДФ, ристоміцин 15 мг/кг.

Хід визначення: на обезжирене сухе предметне скло наносили 0,1 мл плазми та 0,1 мл розчину індуктора агрегації (АДФ). Скляною паличкою змішували краплі та включали секундомір. При покачуванні скла візуально враховували час в секундах від моменту змішування реагентів до агрегації та просвітління плазми.

Морфологічна оцінка ефективності гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті: гінгівіт моделювали 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 два рази на день протягом 3 днів) [120]. Аплікації отрути, гель «Лізостом» та препарат порівняння «Метрогіл Дента» наносили в двох областях присінку рота: між нижньою губою і різцями нижньої щелепи (підборіддя) та між молярами верхньої і нижньої щелеп і щокою праворуч. Лікування починали з наступного дня після закінчення відтворення патології, спостереження вели 5 діб. По закінченню періоду зразки слизової оболонки фіксували у 10% розчині формаліну, зневоднювали у спиртах зростаючої міцності, заливали у целоїдин-парафін. Зрізи фарбували гематоксиліном та еозином [36, 37]. Перегляд мікропрепаратів проводили під мікроскопом Mikros 400 (Австрія), мікрофотографування мікроскопічних зображень здійснювали цифровим фотоапаратом Nicon Cool Pix 4500. Фотознімки обробляли на комп'ютері Pentium 2,4GHz за допомогою програми Nicon Viw 5.

Морфологічну оцінку ефективності гелю «Лізостом» при експериментальному стоматиті проводили після відтворення експериментальної патології (опис методики приведено в розділі дослідження репаративної активності). Лікування гелем «Лізостом» та препаратом порівняння «Метрогіл-Дента» починали на другий день, спостереження вели протягом 7 діб (закладення препаратів на область уражень 1 раз на день). По закінченню лікування нижню губу та шматочки нижньої щелепи з зубами та яснами фіксували у 10% розчині формаліну. Зразки щелепи піддавали декальцинації у мурашиній кислоті [99]. Весь матеріал проводили по спиртах зростаючої міцності, заливали у целоїдин-парафін. З блоків виготовляли зрізи товщиною 4-6 мкм, забарвлювали гематоксиліном та еозином [97]. Перегляд мікропрепаратів проводили під мікроскопом Mikros 400 (Австрія), мікрофотографування мікроскопічних зображень здійснювали цифровим фотоапаратом Nicon Cool Pix 4500. Фотознімки обробляли на комп'ютері Pentium 2,4GHz за допомогою програми Nicon Viw 5.

Визначення рівня цитокінів у сироватці крові проводили іммуноферментним методом [141] 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 [86].

Гомогенати тканин отримували шляхом центрифугування у центрифузі РС-6 при 3000 об/хв протягом 15 хв при температурі +4°С.

Для оцінки системи ПОЛ і активності ферментів антиоксидантного захисту використовували методи спектрофотометрії на двохпроменевому спектрофотометрі «Specord UV VIS» (Німеччина, 1999 р). 

Концентрацію МДА визначали за ТБК-методом [50]. Принцип методу полягає в утворенні забарвленого комплексу при взаємодії малонового диальдегіду з тіобарбітуровою кислотою.
Реактиви: 1) розчин трихлороцтової кислоти, 170 г/л; 2) розчин 2-тіобарбітурової кислоти, 8 г/л; 3) розчин хлориду натрію ізотонічного, 0,15 моль/л (9 г/л).

Хід роботи:для дослідження 0,1 мл еритроцитів триразово вимивали охолодженим ізотонічним розчином, гемолизували внесенням до пробірки 2,0 мл дистильованої води. До отриманого гемолізату додавали 1,0 мл розчину трихлороцтової кислоти і 1,0 мл розчину тіобарбітурової кислоти. Пробу прогрівали в кип’ячій водяній бані протягом 10 хв, потім центрифугували 10 хв при 3000 об/хв. на центрифузі типу ОПН-3. Інтенсивність забарвлення виміряли при довжині хвилі 540 нм на спектрофотометрі в кюветі з товщиною шару 1 см.
 Підрахунки проводили за формулою 2.8:
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де 4 мл – об’єм водної фази;
0,1 мл – об’єм еритроцитарної маси;
106 – коефіцієнт переводу ммоль/л в кмоль/л;
1,56× 105 – коефіцієнт молярної екстинції.

Рівень церулоплазміну в сироватці крові визначали за методом Равіна з використанням у якості субстрату парафенілендіаміну [50, 67]. Принцип методу базується на окисленні парафенілендіаміну за участю церулоплазміну. Ферментативна реакція припиняється додаванням фториду натрію. За оптичною щільністю продуктів, що утворилися, судили про рівень церулоплазміну. 

Використані реактиви: 1) водний розчин солянокислого р-фенілендіаміну, 5 г/л; 2) ацетатний буфер (рН 5,5) отримували з розчинів «а» - 54,44 г ацетату натрію + дистильованої води до 1 л і «б»- 22,6 мл крижаної оцтової кислоти + дистильованої води до 1 л. Розчини «а» і «б» змішували у співвідношенні 9:1; 3) розчин фтористого натрію, 30 г/л. Після розчинення солі в дистильованій воді розчин профільтровували. 

Хід роботи: для визначення рівня церулоплазміну в пробірки вносили по 0,1 мл сироватки. В одну з пробірок, яка служувала контролем, додавали 2,0 мл розчину фториду натрію (з метою інактивації ферментативної активності церулоплазміну). Потім в усі пробірки додавали по 8,0 мл ацетатного буферу і по 1,0 мл розчину р-фенилендіаміну (в якості субстрату). Пробірки струшували і ставили на 1 годину на водяну баню з температурою 37 0С. Після інкубації в усі пробірки, за винятком контрольної, доливали по 2,0 мл розчину фториду натрію. Вміст пробірок перемішували і переносили в холодильник, де тримали протягом 30 хв при 4 0С. Проби колориметрували на ФЕКу з зеленим світлофільтром (530 нм). Результат фотометрії оцінювали з урахуванням оптичної щільності контрольної проби (світло-рожевого кольору). Помножуючи отримані значення абсорбції на коефіцієнт 875, знаходили величину концентрації церулоплазміну в мг/л.
Активність каталази визначали за методом Гіріна С. В. [34] за зменшенням вмісту перекису водню в інкубаційному середовищі, оскільки каталаза розщеплює перекис водню. Відмиті еритроцити гемолізували 0,05 М буфером трис-НСl (рН 7,4) в співвідношенні 1:10. 0,02 мл гемолізованих еритроцитів змішували з 4 мл дистильованої води (розбавлення 1:2000), додавали одну краплю 96% етилового спирту та залишали на 12 год. В інкубаційну суміш, яка містила 0,1 мл 0,05 М буферу трис-НСl  (рН 7,4) і 0,04 мл гемолізованих еритроцитів (розведення 1:2000), вносили 1,8 мл дистильованої води (контроль) або 1,8 мл 10 мМ розчину Н2О2 (дослід). Зниження оптичної щільності в результаті розщеплення перекису водню в дослідній пробі вимірювали в порівнянні з контролем кожні 30 с протягом 3 хв при кімнатній температурі при довжині хвилі 230 нм. При розрахунку активності використовували середнє значення зміни оптичної щільності за кожну хвилину протягом 3 хв, за формулою 2.9:
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де А – кількість ммоль Н2О2, розщепленого в середньому за 1 хв при  додаванні в інкубаційну суміш 0,04 мл гемолізату еритроцитів (1:2000); 
Еср. – середнє значення оптичної щільності, розраховане за 1 хв.;  0,071 – коефіцієнт молярної екстинкції Н2О2.

Про активність каталази в гемолізаті еритроцитів робили висновок за зменшенням вмісту перекису водню за 1 хв, виражали в міжнародних одиницях – ммоль Н2О2/хв х 104 та перераховували на 1 мл еритроцитарної завіси або 1 г гемоглобіну.

Кислотно-лужний стан крові вивчали мікрометодом Аструпа з використанням номограм Зиггарда-Андерсена [185]. Показники кислотно-лужного стану крові визначали на апараті «Аструп» (Данія). Кров з сонної артерії експериментальних щурів забирали у 3 гепаринізовані капіляри. В одному з них вимірювали рН, два інших розміщували в еквалібраційну камеру і насичували сумішшю кисню і вуглекислоти з відомим вмістом газів. Після еквалібрації вимірювали рН у цих двох пробах. Отримані дані відкладали на номограмі і визначали напругу вуглекислого газу (рСО2) і кисню (рО2) у мм рт.ст.

Для оцінки вмісту ДНК в ядрі та РНК у цитоплазмі фібробластів ясен (після відтворення експериментального гінгівіту), зрізи тканин після фіксування в 10% розчині формаліну заливали в парафін (зрізи ясен робили бритвою). Мікротомовані зрізи зафарбовували галаціаніном за Ейнарсоном. Кількість ДНК та РНК розраховували цитофотометрично, в синьому діапазоні спектру, з визначенням оптичної щільності ядра/цитоплазми при використанні комп’ютерного зображення мікропрепаратів, отриманих на мікроскопі Axiostar-plus (Zeiss, ФРН), та оцінювали в умовних одиницях оптичної щільності.

При світлооптичному дослідженні гістоструктури ясен (мікроскоп Granum) на фотознімках, за допомогою програми Taupcam Granum вимірювали площу ядер фібробластів (мкм2) [2, 3, 78, 143]. 

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 проведено в лабораторії біохімії мікроорганізмів та живильних середовищ ДУ «ІМІ ім. І. І. Мечнікова НАМНУ», під керівництвом к.біол.н., ст.н.с. Осолодченко Т.П.
Морфологічні та морфометричні дослідження проведені за участю та консультативною допомогою морфолога, к.біол.н., ст.н.с. ЦНДЛ НФаУ, Лар’яновської Ю.Б.
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 [58, 79, 112], а також за допомогою програми «Excel». Рівень достовірності приймали при p<0,05 [79, 83].
РОЗДІЛ 3

визначення ефективної дози та ВИВЧЕННЯ показників нешкідливості НОВОГО ГЕЛЮ НА ОСНОВІ ЛІЗОЦИМУ ГІДРОХЛОРИДУ
3.1 Визначення ефективної дози гелю на основі лізоциму гідрохлориду

Ефективну дозу визначали на моделі термічної виразки слизової оболонки порожнини рота щура за М.Ф. Динілевським (модифікований метод) [47] (табл 3.1).
Таблиця 3.1
Визначення ефективної доза гелю на основі лізоциму гідрохлориду(n=6)
	№ зразка
	Концентрація лізоциму гідрохлориду,(%)
	Площа опіку на початку досліду, (см2)
	Площа опіку на 4 добу, 

(см2 )
	Репаративна активність (%)

	1
	0,1%
	1
	0,59±0,11
	41

	2
	0,2%
	1
	0,48±0,07
	52

	3
	0,3%
	1
	0,39±0,08
	61

	4
	0,4%
	1
	0,42±0,07
	58

	5
	0,5%
	1
	0,46±0,09
	54

	6

(контроль)
	-
	1
	0, 87±0,10
	-


Примітки: n – кількість тварин у групі

Досліджувані зразки гелю з концентрацією діючої речовини лізоциму гідрохлориду 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5% наносили на опікову рану площею 1 см2. 
На 4 добу експерименту вимірювали площу опікової рани за допомогою прозорого трафарету та визначали зміну площі опіку (табл. 3.1)
Отже, в результаті проведених розрахунків за методом Штабського Б.М., ефективна доза гелю складала 0,3% лізоциму гідрохлориду (3 мг/кг) [173]. Подальше підвищення дози не доцільне, оскільки не викликає підсилення фармакологічного ефекту і може змінювати реологічні властивості гелю. Доза 3 мг/кг обрана для подальших досліджень. Зразок гелю з концентрацією лізоциму гідрохлориду 0,3%, та основою-носієм ГЕЦ 2,0% отримав умовну назву «Лізостом».
3.2 Вивчення гострої токсичності гелю «Лізостом»
Метою вивчення токсикологічних характеристик засобу є одержання інформації щодо безпеки для здоров’я в умовах короткотривалої дії [115]. Дослідження проведені при трьох шляхах введення – внутрішньошлунковому, при епікутанному нанесенні та на слизову оболонку порожнини роту; на двох видах тварин: білих нелінійних мишах-самцях масою 18,0-22,0 г та білих нелінійних щурах-самцях масою 180,0 – 200,0 г [53].
Для вивчення гострої токсичності при внутрішньошлунковому введенні гель суспендували в воді (50% суспензія), суспензію вводили тваринам за допомогою зонду в дозах, відповідних до класу токсичності (табл. 3.2; 3,3). 

Таблиця 3.2
Дослідження гострої токсичності гелю «Лізостом» при внутрішньошлунковому введенні мишам (n=6)

	№ групи
	Доза мг/кг
	Кількість загиблих тварин

	1
	50
	0/6

	2
	150
	0/6

	3
	500
	0/6

	4
	1500
	0/6

	5
	3000
	0/6

	6 (контроль)
	-
	0/6


Примітки: n – кількість тварин у групі.

В результаті проведеного експерименту відмічено, що в жодній групі загибелі експериментальних тварин не відбулося. Загальних проявів інтоксикації не спостерігали. Стан мишей та щурів всіх груп характеризувався жвавою поведінкою, реакція на звукові, больові, тактильні подразники була адекватною; серцевий ритм та частота дихальних рухів – в межах норми, змін в масі тіла не відмічено в порівнянні з тваринами групи контролю. 
Таблиця 3.3
Дослідження гострої токсичності гелю «Лізостом» при внутрішньошлунковому введенні щурам (n=6)

	№ групи
	Доза мг/кг
	Кількість загиблих тварин

	1
	50
	0/6

	2
	150
	0/6

	3
	500
	0/6

	4
	1500
	0/6

	5
	5000
	0/6

	6 (контроль)
	-
	0/6


Примітки: n – кількість тварин у групі.

Гостру токсичність при нанесенні на слизову оболонку порожнини роту вивчали та оцінювали за наступними показниками: завнішній вигляд слизової оболонки, ін’єктування судин, поведінка та активність, апетит, динаміка маси тіла, діурез, випорожнення, кількість загиблих тварин. Експериментальні тварини були розділена на 6 груп, по 6 в кожній (табл. 3.4; 3.5) [53].
Таблиця 3.4
Вивчення гострої токсичності гелю «Лізостом» при нанесенні на слизову оболонку порожнини роту мишам (n=6)
	№ групи
	Доза мг/кг
	Кількість загиблих тварин

	1
	50
	0/6

	2
	150
	0/6

	3
	300
	0/6

	4
	500
	0/6

	5
	1000
	0/6

	6 (контроль)
	-
	0/6


Примітки: n – кількість тварин у групі.

Таблиця 3.5
Вивчення гострої токсичності гелю «Лізостом» при нанесенні на слизову оболонку порожнини роту щурам (n=6)

	№ групи
	Доза мг/кг
	Кількість загиблих тварин

	1
	50
	0/6

	2
	150
	0/6

	3
	500
	0/6

	4
	1000
	0/6

	5
	1500
	0/6

	6 (контроль)
	-
	0/6


Примітки: n – кількість тварин у групі.
Протягом усього експерименту летальності мишей та щурів не відмічено, зберігались рефлекторна збудливість та нормальний апетит. Змін кольору слизової оболонки, маси тіла, діареї також не відмічено. Поведінка тварин всіх експериментальних груп залишалась незмінною. 
Гостру токсичність при епікутанному нанесенні вивчали та оцінювали за наступними показниками: вид та колір шкірних покривів, поведінка та активність, функціональний стан шкіри, кількість загиблих тварин. Експериментальні тварини були розділена на 6 груп, по 6 в кожній. (табл. 3.6; 3.7) [47].
Таблиця 3.6
Вивчення гострої токсичності гелю «Лізостом» при епікутанному нанесенні мишам (n=6)
	№ групи
	Доза мг/кг
	Кількість загиблих тварин

	1
	50
	0/6

	2
	150
	0/6

	3
	500
	0/6

	4
	1000
	0/6

	5
	3000
	0/6

	6
	-
	0/6


Примітки: n – кількість тварин у групі.

На повністю депільовану поверхню шкіри, крім голови, наносили гель у дозах, які відповідали різним класам токсичності сполук.
Таблиця 3.7
Вивчення гострої токсичності гелю «Лізостом» при епікутанному нанесенні щурам (n=6)

	№ групи
	Доза мг/кг
	Кількість загиблих тварин

	1
	50
	0/6

	2
	150
	0/6

	3
	500
	0/6

	4
	5000
	0/6

	5
	10000
	0/6

	6 (контроль)
	-
	0/6


Примітки: n – кількість тварин у групі.

Протягом усього експерименту летальності мишей та щурів не відмічено, зберігались рефлекторна збудливість та нормальний апетит. 
Поведінка тварин всіх експериментальних груп залишалась незмінною. Почервоніння, лущення та зморшкуватості шкірних покривів не спостерігали.
Проведено спостереження за показниками функціонального стану шкіри мишей та щурів (табл. 3.8). 
Таблиця 3.8
Показники функціонального стану шкіри мишей та щурів при нанесенні гелю «Лізостом», (X±Sx; n=6)

	Умови досліду
	Температура шкіри, 0С
	Товщина шкірної складки, мм
	Електричний опір шкіри, кОм
	рН шкіри

	Нанесення гелю «Лізостом» мишам

	Вихідні

Дані
	38,7±0,3
	1,1±0,02
	4530±500
	6,1±0,2

	Через 30 хв
	37,9±0,2
	1,1±0,05
	4460+490
	5,8±0,2

	Через 24 год.
	38,5±0,3
	1,1±0,01
	4470±480
	5,9±0,3

	Через 7 діб
	38,5±0,2
	1,1±0,04
	4480±500
	5,7±0,1

	Через 14діб
	38,6±0,1
	1,1±0,15
	4500±480
	5,7±0,3

	При нанесенні гелю «Лізостом» щурам

	Вихідні

Дані
	37,5±0,3
	1,9±0,11
	4760±440
	6,0±0,2

	Через 30 хв
	36,8±0,2
	1,9±0,13
	4620+470
	5,9±0,3

	Через 24 год.
	37,6±0,3
	1,9±0,14
	4630±420
	5,8±0,3

	Через 7 діб
	37,5±0,4
	1,9±0,10
	4680±510
	5,7±0,1

	Через 14діб
	37,5±0,3
	1,9±0,12
	4710±460
	5,8±0,2


Примітки: n – кількість тварин у групі.

Вивчено наступні показники: місцева температура, товщина шкірної складки, електричний опір та рН шкіри. Заміри зазначених показників проводили на початку експерименту, через 30 хв, через 24 год, на 7 та 14 добу експерименту (талб. 3.8).
Через 30 хвилин жодних видимих ознак подразнення шкіри у вигляді гіперемії та набряку не спостерігали. Як показали дані, температура шкірних покривів через 30 хв. після нанесення гелю знизилась на 0,8-0,9 0С у мишей, та на 0,6-0,8 0С у щурів. При замірах через 24 години температурні показники повернулись до вихідних даних і залишались практично незмінними до кінця експерименту. Статистично вірогідних змін в товщині шкірної складки мишей та щурів також не спостерігалось. Зниження показників електричного опору шкіри мишей та щурів свідчить про її зволоження. Показники рН суттєво не змінювались протягом експерименту як у мишей, так і щурів. Вищевказані дані свідчать про відсутність подразнення та реакції шкіри після нанесення гелю «Лізостом» (табл. 3.8). 
Таким чином, експериментальним шляхом доведено, що гель «Лізостом» не виявляє токсичної дії. При внутрішньошлунковому введенні, епікутанному нанесенні та на слизову оболонку порожнини роту в дозах від 50 мг/кг до 10000мг/кг летальності експериментальних мишей та щурів не спостерігали. Визначити LD 50 не вдалося, оскільки всі тварини до кінця експерименту залишилися живими. Згідно з класифікаційних таблиць К.К. Сидорова, гель «Лізостом» можна віднести до VI класу токсичності (відносно нешкідливі речовини) [144].
3.3 Дослідження місцевоподразнювальної дії гелю «Лізостом»
У тварин перед початком випробувань оцінювали стан слизової оболонки порожнини рота, а потім проводили обробку гелем «Лізостом» через 30 хвилин, 1, 4 та 24 години. На кожну тварину витрачали по 0,25 мл 50% розчину гелю «Лізостом», який наносили тампоном і рівномірно розподіляли по слизовій оболонці протягом 30 секунд. Період спостережень тривав 7 днів (4 дослідні дні і 3 дні після закінчення обробки порожнини рота). Враховували ступінь подразнення слизової оболонки рота та слизової оболонки в ділянці губ (табл. 3.9) [10].
Таблиця 3.9
Оцінка подразнюючої дії на слизову оболонку порожнини роту щура (n=4)
	Дні
	30 хвилин
	1 година
	4 години
	8 годин
	Коефіцієнт

	Зміни в слизовій оболонці рота в балах (А)

	1
	0(0;0)
	1(1;1)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0,25(0,25;0,25)

	2
	0(0;0)
	1(1;1)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0,25(0,25;0,25)

	3
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	4
	0(0;0)
	1(1;1)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0,25(0,25;0,25)

	5
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	6
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	7
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	p
	1,0000
	0,4232
	1,0000
	1,0000
	0,4232

	Зміни на поверхні з’єднання губ (Б)

	1
	1(1;1)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0,25(0,25;0,25)

	2
	1(1;1)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0,25(0,25;0,25)

	3
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	4
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	5
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	6
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	7
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)
	0(0;0)

	p
	0,4232
	1,0000
	1,0000
	1,0000
	0,4232


Примітки: n – кількість вимірів
р – рівень статистичної достовірності при порівнянні вибірок за допомогою аналогу дисперсійного аналізу Крускала-Уолліса.

Критерії оцінювання:

А. Слизова оболонка рота:

- 0 – відсутність подразнення;

- 1 – втрата кольору, легке лущення;

- 2 – лущення в різних ділянках;

- 3 –. Поява виразок

Б. З’єднання губ:

- 0 – відсутність подразнення;

- 1 – легке почервоніння, лущення, сухість

- 2 – зморшкувата та ламка шкіра, невеликі виразки;

- 3 –. кровотечі, розтріскування.

Коефіцієнт подразнення підраховували шляхом складання середнього щоденного групового бала за двома показниками (подразнення слизової рота та з’єднання губ), поділеного на кількість днів спостереження. Результати інтерпретували так:

- 0 – 0,4 бали – дуже слабке подразнення;

- 0,5 – 1,0 бали – слабке подразнення;

- 1,1 – 2,0 бали – помірне подразнення;

- більше 2 балів – сильне подразнення
Проведений експеримент показав, що в перші дні нанесення гелю «Лізостом» на слизову оболонку порожнини роту через 1 год спостерігалась блідість поверхні, яка зникала до 4 години спостережень. Також незначна блідість відмічена в перші два дні після нанесення на поверхню з’єднання губ, яка зникала через 1 год. 
Таким чином, судячи з показників коефіцієнту подразнення можна зробити висновок, що гель «Лізостом» практично не виявляє подразнюючої дії.
Висновки:

1. Ефективна доза гелю визначена на моделі опікової виразки слизової оболонки порожнини рота щура та складає 3 мг/кг.

2. Гель «Лізостом» при внутрішньошлунковому введенні, епікутанному нанесенні та на слизову оболонку порожнини роту не викликає токсичної реакції у мишей та щурів і за класифікаційними таблицями К.К. Сидорова відноситься до VI класу токсичності ( відносно нешкідливі речовини).
3. Гель «Лізостом» практично не виявляє подразнюючої дії при нанесенні на слизову оболонку порожнини рота щура.
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Розділ 4
ФАРМАКОЛОГІЧНЕ ВИВЧЕННЯ стоматологічного гелю «ЛІЗОСТОМ»
4.1 Вивчення антиексудативної активності
Ефективність дії оцінювали за здатністю зменшувати набряк на момент максимального його прояву (через 4 години після субплантарного введення розчину карагеніну) шляхом вимірювання на онкометрі [47].
Експеримент проведено на 24 білих нелінійних щурах-самцях масою 180,0 – 200,0 г, розділених на 4 експериментальні групи.

В ході експерименту встановлено, що запальний процес у стопі задньої кінцівки щурів супроводжувався характерним збільшенням її об’єму, який зберігався в контрольній групі протягом усього терміну експерименту. Як відомо, характерна місцева ознака гострого запалення - набряк, виникає внаслідок підвищення проникності судинної стінки капілярних судин та венул, що відбувається під впливом різних медіаторів запалення (простагландинів, гістаміну та кінінів) (табл. 4.1) [71]. 

Таблиця 4.1
Антиексудативна активність гелю «Лізостом» на моделі карагенінового набряку у щурів (X±Sx; n=6)
	Об’єкт дослідження
	Приріст об'єму лапи через 4 год, ум.од.
	Антиексудативна активність,

%

	Контрольна патологія 
	37,9±1,7
	-

	Гель «Лізостом»
	21,4±1,4*
	43,5

	Гелева основа ГЕЦ 2,0%
	33,8±0,9
	10,8

	Препарат порівняння «Метрогіл Дента»
	26,2±1,8*
	30,9


Примітки:* - р < 0,05 по відношенню даних групи контрольної патології;
Крім того, ацидоз зумовлює набряк елементів сполучної тканини. Внаслідок підвищення осмотичного тиску збільшується ексудація і місцевий набряк [ 70].
Аналіз отриманих результатів експерименту показав, що гель «Лізостом» проявляє виражену антиексудативну дію – 43,5%. Цьому також сприяє використання гідрофільної основи ГЕЦ, яка проявляє незначну антиексудативну дію, і можна зробити припущення, що потенціює дію в складі гелю «Лізостом». За даними літератури, при місцевому лікуванні ран підвищує антимікробний ефект гелю, забезпечує додаткову виражену протизапальну та ранозагоювальну дію [40].
Таким чином, гель «Лізостом» проявляє високу антиексудативну активність (43,5%) та перевершує препарат порівняння гель «Метрогіл Дента» на 12,6%.
4.2 Визначення антимікробноих властивостей гелю «Лізостом» 
За даними літературних джерел наявність у лізоциму антимікробної активності, зумовлено його здатністю каталізувати гідроліз β-(1-4) глікозидного зв’язку між N-ацетилмурамовою кислотою та N-ацетилглюкозаміном в молекулі пептидоглікану клітинної стінки бактерій, що викликає їх лізис, тим самим створюється антибактеріальний бар’єр в організмі [14, 77, 91]. 
Вивчення антимікробних властивостей гелю «Лізостом» проводили на клінічних ізолятах. У роботі використано 55 клінічних штами мікроорганізмів [8, 24].
Склад вилученої мікрофлори був наступним. Найбільш часто серед аеробних мікроорганізмів вилучали Staphylococcus epidermidis (10,9 %), Streptococcus pyogenes (10,9 %), Enterococcus faecalis (10,9 %), та Candida аlbicans (14,6%). Досить часто вилучалися Streptococcus mutans (9,2 %), Staphylococcus aureus (9,2 %) та Klebsiella рneumonia (7,2%). Рідше зустрічалися Eсherichia coli (5,4 %). Серед анаеробних мікроорганізмів вилучали Peptostreptococcus anaerobius (7,2%), рідше Prevotella melaninogenica  (5,4 %) та Fusobacterium necrophorum (5,4%). Досить рідко спостерігалисьPorfiromonas sp (3,7%) (табл. 4.2). 
Таблиця 4.2
Перелік виділених штамів мікроорганізмів

	№ 
	Група та назва мікроорганізму
	Кількість штамів

	
	
	абс.
	%

	Аеробні мікроорганізми

	1
	Staphylococcus aureus
	5
	9,2

	2
	Staphylococcus epidermidis
	6
	10,9


	3
	Streptococcus  pyogenes
	6
	10,9

	4
	Streptococcus  mutans
	5
	9,2

	5
	Enterococcus faecalis
	6
	10,9

	6
	Eсherichia coli
	3
	5,4

	7
	Klebsiella pneumoniae
	4
	7,2

	8
	Candida albicans
	8
	14,6

	Анаеробні мікроорганізми

	9
	Prevotella  melaninogenica
	3
	5,4

	10
	Fusobacterium necrophorum
	3
	5,4

	11
	Peptostreptococcus  anaerobius
	4
	7,2

	12
	Porfiromonas sp
	2
	3,7

	
	Всього
	55
	100,00


Клінічні штами були досліджені на чутливість до гелю «Лізостом» та препарату порівняння «МетрогілДента».
Таблиця 4.3

Антимікробна активність гелю «Лізостом», (X±Sx, n=5)
	Тест-штами
	Діаметри зон затримки росту, мм

	
	 «Лізостом»
	«МетрогілДента»

	Staphylococcus aureus
	19,5±0,7
	22,5±1,2

	Staphylococcus epidermidis
	22,5±0,8
	24,5±0,5

	Streptococcus  pyogenes
	20,2±0,4
	21,3±1,2

	Streptococcus mutans
	19,5±0,6
	22,8±0,9

	Enterococcus faecalis
	20,2±0,7
	22,4±1,0

	Eсherichia coli
	15,3±0,3
	17,5±0,4

	Klebsiella pneumoniae
	16,5±0,5
	17,7±0,6

	Candida albicans
	15,6±0,4
	16,8±0,7

	Prevotella melaninogenica
	21,3±0,8
	23,4±1,1

	Fusobacterium necrophorum
	20,8±0,7
	22,8±0,9

	Peptostreptococcus anaerobius
	22,5±0,3
	24,5±1,2

	Porfiromonassp
	21,8±0,8
	23,7±1,1


Примітки: n - кількість вимірювань, р<0,05

В результаті проведених досліджень встановлено, що максимальний антимікробний ефект гель «Лізостом» проявляє відносно штамів Staphylococcus epidermidis (22,5±0,8мм), Streptococcus 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), Porfiromonas sp (21,8±0,8 мм). Помірну дію у відношенні Staphylococcus aureus (19,5±0,7 мм), Streptococcus mutans (19,5±0,6 мм), Eсherichia coli (15,3±0,3 мм), Klebsiella pneumoniae (16,5±0,5 мм), Candida albicans (15,6±0,4 мм). Порівняльний аналіз антимікробної активності з референт препаратом показав, що гель «Лізостом» не поступається за специфічністю дії гелю «МетрогілДента» (табл. 4.3).

Дослідження антибактеріальних властивостей гелю «Лізостом» по відношенню до клінічних ізолятів показав, що препарат володіє протимікробною активністю по відношенню до 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 ssp 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 «МетрогілДента».
4.3 Вивчення репаративних властивостей гелю «Лізостом» 

Дослідження репаративної активності проводили на моделі експериментального стоматиту, який викликали одноразовою аплікацією натрію гідроксидом [23]. Експеримент проведено на 18 білих нелінійних щурах-самцях масою 180,0-200,0, розділених на 3 групи, по 6 тварин в кожній. Перша група – контрольна патологія без лікування, друга група – щури, яким наносили гель «Лізостом», третя група – щури, яких лікували препаратом порівняння «Метрогіл Дента».
Лікування починали на другий день після відтворення патології. Протягом експерименту до уваги брали швидкість зміни площі ерозивно- виразкового пошкодження слизової під дією хімічного подразника, показники крові: гемоглобін, еритроцити та лейкоцити; ректальної температури, динаміку маси тіла. Реєстрацію показників фіксували щоденно, гель «Лізостом» та препарат порівняння «Метрогіл Дента» наносили 2 рази на день. Найбільш виразні зміни в динаміці загоєння відображено в таблиці 4.4. 
Таблиця 4.4
Показники репаративної активності гелю «Лізостом» (X±Sx; n=6)

	Репаративні зміни
	Група контрольної патологія
	Група щурів зі стоматитом + гель «Лізостом»
	Група щурів зі стоматитом + «Метрогіл Дента» 

	1 доба

	S, мм2
	32,1±0,04
	31,3+0,02
	32,2±0,01

	3 доба

	S, мм2
	26,8±0,02
	15,1+0,03*
	17,3±0,06*

	Репаративна активність, %
	-
	52,9
	55,5

	5 доба

	S, мм2
	21,2±0,01
	3,2±0,05*
	5,7±0,03*

	Репаративна активність, %
	-
	90,03
	82,24

	7 доба

	S, мм2
	11,1±0,03
	-
	1,2±0,04

	Репаративна активність, %
	-
	100
	96,26

	10 доба 

	S, мм2
	2,4±0,07
	-
	-

	Репаративна активність, %
	-
	-
	-


Примітки:

* – р < 0,05 по відношенню до початкових даних контрольної патології;
S – площа ерозивно-виразкового ураження.
Клінічна картина проявлялась вже на 1 добу після моделювання стоматиту: у щурів всіх експериментальних груп розвинувся важкий ерозивно-виразковий стоматит. Спостерігалась тотальна гіперемія, набряк ясен, серозні нальоти. В ділянці перехідної складки нижньої щелепи утворилась виразка діаметром 2-3 мм, на місці дотику ватного тампону, змоченого в луг.

Загальний стан тварин характеризувався в’ялістю, зниженою руховою активністю. Ректальна температура була підвищена у щурів всіх експериментальних груп (табл. 4.5). 
Таблиця 4.5
Зміни показників ректальної температури при експериментальному стоматиті у щурів (X±Sx; n=6; t0 C)
	Групи тварин
	Вихідні показники
	1 доба
	5 доба
	10 доба

	Стоматит (контрольна патологія)
	37,0±0,3
	38,9±0,3*
	38,5±0,2*
	37,2±0,2

	Щури зі стоматитом, яких лікували гелем «Лізостом»
	37,0±0,1
	38,9±0,2*
	37,6±0,1
	37,2±0,3

	Лікування препа-ратом порівняння «Метрогіл Дента»
	37,1±0,3
	38,6±0,2*
	37,5±0,3
	37,1±0,2


Примітки:
* - р < 0,05 по відношенню до вихідних даних контрольної патології; 
Протягом перших 5 діб спостерігали тенденцію до зниження маси тіла щурів в усіх експериментальних групах, зниження інтересу до їжі, воду тварини приймали в нормальній кількості, діурез залишався без змін (табл. 4.6). 
Таблиця 4.6
Динаміка маси тіла дослідних
щурів при експериментальному стоматиті (X±Sx; n=6, г)
	Групи тварин
	Вихідні показники
	1 доба
	5 доба
	10 доба

	Стоматит (контрольна патологія)
	192±1,4
	187±0,9
	183±1,2*
	184±1,0*

	Щури зі стоматитом, яких лікували гелем «Лізостом»
	189±1,9
	187±1,5*
	184±1,6*
	186±1,1*

	Лікування препа-ратом порівняння «Метрогіл Дента»
	196±2,0
	194±1,1
	190±1,2
	191±1,9


Примітки:

* - р < 0,05 по відношенню до вихідних даних контрольної патології; 
 На фоні таких змін дослідним щурам почали наносити гель «Лізостом» та препарат порівняння «Метрогіл Дента».
На 3 добу експерименту у щурів, яким наносили гель «Лізостом», площа виразки зменшилась на 52,6%, порівняно з початковими даними. Препарат порівння «Метрогіл Дента» дещо поступався за специфічністю дії, зменшивши площу ерозії за даний термін на 46,1%.

Їжі тварини практично не вживали, що мало відображення на зниженні маси тіла. Ректальна температура залишалась підвищеною, спостерігався лейкоцитоз й зростання кількості еритроцитів та концентрації гемоглобіну (табл. 4.7). 

На 5 добу під дією гелю «Лізостом» площа виразки зменшилась на 90%, під дією препарату порівняння «Метрогіл Дента» процес репарації протікав дещо гірше, і площа виразки зменшилась на 82,2 %. Ректальна температура експериментальних щурів всіх груп нормалізувалась, однак зміни з боку показників крові залишались.
Динаміка клінічної картини крові мала наступний вигляд (табл. 4.7).
Таблиця 4.7
Зміна показників крові щурів при експериментальному стоматиті 

(X±Sx; n=6)

	Групи тварин
	Вихідні показники
	1 доба
	5 доба
	10 доба

	Стоматит (контрольна патологія)

	Еритроцити, 

1012 /л
	5,6±0,18
	5,1±0,20
	4,9±0,22
	4,8±0,40

	Нв, г/л
	130,8±1,98
	135,6±3,94
	134,9±2,87
	134,5±2,47

	Лейкоцити,

109 /л
	7,4±0,67
	18,5±0,99*
	17,3±0,34*
	16,6±0,22*

	Щури зі стоматитом, яких лікували гелем «Лізостом»

	Еритроцити, 

1012 /л
	5,7±0,20
	5,2±0,11
	5,3±0,10
	5,3±0,16

	Нв, г/л
	130,4±1,71
	134,6±2,59
	133,7±1,36
	131,1±1,42

	Лейкоцити,

109 /л
	7,4±0,58
	17,9±0,49*
	9,2±0,60*
	8,1±0,41*

	Лікування препаратом порівняння «Метрогіл Дента»

	Еритроцити, 

1012 /л
	5,6±0,31
	5,1±0,23
	5,4±0,21
	5,5±0,11

	Нв, г/л
	131,0±1,23
	134,1±2,28
	132,8±2,04
	130,2±1,02

	Лейкоцити,

 109 /л
	7,5±0,12
	18,2±0,35*
	10,1±0,10*
	8,4±0,27*


Примітки:

* - р < 0,05 по відношенню до вихідних даних контрольної патології; 

На 7 добу спостережень у групі тварин, яким наносили гель «Лізостом» спостерігалась повна репарація ділянки виразково-некротичного ураження, у групі щурів, яких лікували «Метрогіл Дента» зберігалась слабовиражена ерозія по контуру виразки та гіперемія. Нормалізувалась ректальна температура, лейкоцитоз зберігався. 

Дослідження показників крові на 10 добу показало достовірне зниження кількості лейкоцитів, еритроцитів та гемоглобіну у групі контрольної патології, та наближення до значень вихідних даних у групах тварин, яким наносили гель «Лізостом» та «Метрогіл Дента».
Результати аналізу отриманих даних показали, що порівняння динаміки репараційних процесів та гематологічних показників під дією гелю «Лізостом» та препарату порівняння «Метрогіл Дента», свідчать про достовірно виражену репаративну дію досліджуваного засобу і перевагу над ефективністю препарату порівняння.
4.4 Визначення гемостатичної активності гелю «Лізостом»

Однією із систем, яка тонко та закономірно реагує на більшість патологічних процесів в організмі є система гемокоагуляції. Підґрунтям для вивчення впливу гелю «Лізостом» на систему зсідання крові стали данні літератури про застосування лізоциму при кровотечах в кишково-шлунковому тракті та після простатектомій [67, 103]. Крім того, відомо, що лізоцим є природнім інгібітором гепарину [118, 165]. 

Як відомо, одним із клінічних проявів гінгівіту та стоматиту є кровотеча з дрібних судин СОПР та ясен. На фармацевтичному ринку України не існує стоматологічного препарату в формі гелю, для лікування стоматитів та гінгівітів, який володіє кровоспинним ефектом. Тому ми вважали доцільним вивчення гемостатичних властивостей стоматологічного гелю «Лізостом» [165]. 

Дослідження проводили за методом Дьюка (модифікований) на білих нелінійних щурах-самцях [67, 203]. Принцип дослідження полягає у визначенні часу спонтанного зсідання крові при пошкодженні вушної вени у щура і базується на визначенні часу появи перших ниток фібрину.
Через 1 годину після нанесення на слизову гелю «Лізостом» забирали 1 краплю крові на предметно скло та включали секундомір. Через кожні 5’ – 10’с голкою проводили по краплі крові, фіксуючи появу перших ниток фібрину(рис. 4.1). 
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Рис. 4.1. Вплив гелю «Лізостом» на тривалість кровотечі із судин
Примітки:

1. * р < 0,05 відносно групи контролю; 

2. ** р < 0,05 відносно препарату порівняння; 

В ході дослідження встановлено, що гель «Лізостом» скорочував тривалість кровотеч із мікросудин щура на 24,3 % відносно контрольної групи. Препарат порівняння Амінокапронова кислота мав вищі показники та порівняно з гелем «Лізостом» (рис. 4.1). Експериментальним шляхом доведено, що гель «Лізостом» проявляє помірну гемостатичну дію.

Завданням наступного досліду було вивчення механізмів впливу гелю «Лізостом» на систему зсідання крові. Судинно-тромбоцитаний гемостаз закономірно реагує на пошкодження цілісності малонаповнених судин. Оскільки в попередньому досліді встановлено помірну гемостатичну активність, маємо припущення, що досліджуваний гель зданий впливати на судинно-тромбоцитаний гемостаз, шляхом підвищення агрегаційної здатності тромбоцитів та рефлекторному спазму судин.

Відомо, що при активації тромбоцитів виникає однотипна реакція, що закінчується активацією фосфоліпази. В результаті цього мембрана клітини може вступати в контакт із сусідніми клітинами, внаслідок чого тромбоцити можуть агрегуватися один із одним з утворенням  тромбу. Кофакторами чи інгібіторами агрегації тромбоцитів можуть слугувати фактор Віллебранда, білки, пептиди плазми та ін [165, 203].
Встановлено, що при одноразовому нанесенні гелю «Лізостом» кількість тромбоцитів не змінювалась (табл 4.8).

Таблиця 4.8
Кількість тромбоцитів у периферичній крові щурів при одноразовому та тривалому нанесенні гелю «Лізостом» (X±Sx, n=6)

	Терміни дослідження
	Контрольна група
	Гель «Лізостом», 
	Амінокапронова кислота, 



	Вихідні дані
	531,0±11,0
	537,5±12,4
	536,3±12,5

	Одноразове введення
	532,3±12,7
	544,3±8,9
	557,8±11,2

	Через 1 добу
	536,3±11,5
	549,2±9,0
	567,7±12,1

	Через 3 доби
	544,3±9,9
	560,0±11,4
	580,0±9,1

	Через 5 діб
	548,5±8,9
	564,7±8,2
	592,0±6,1


Примітка. n – кількість тварин в кожній групі.

Однак, на 5 добу на фоні нанесення гелю «Лізостом» спостерігалася тенденція до підвищення кількості тромбоцитів відносно контрольної групи тварин, в той час як препарат порівняння підвищував даний показник вже на 3 добу введення. В дослідних групах, коливання кількості тромбоцитів були в межах фізіологічної норми.
Найчастіше для оцінки агрегації тромбоцитів використовують спосіб, який базується на швидкості та ступені зменшення оптичної щільності тромбоцитарної плазми з індукторами агрегації [10] (табл. 4.9).

Таблиця 4.9
Вплив гелю «Лізостом» на агрегаційну здатність тромбоцитів (X±Sx, n=6)
	Терміни дослідження
	Контрольна група
	Гель «Лізостом», 
	Амінокапронова кислота, 



	Вихідні дані
	11,3±1,3
	10,8±1,4
	10,7±1,2

	Одноразове нанесення
	10,2±1,2
	10,5±2,1
	10,8±1,6

	Через 1 добу
	11,2±1,7
	11,0±1,6
	13,7±2,2

	Через 3 доби
	11,7±1,5
	14,5±2,3*/**
	18,3±1,9*/**

	Через 5 діб
	11,5±1,5
	21,3±2,8*/**
	    46,0±1,8*/**


Примітки:

1. * - р < 0,05 порівняно з контролем;

2. ** - р<0,05 порівняно з вихідними даними;


Агрегаційна здатність тромбоцитів при одноразовому нанесенні гелю «Лізостом» не відрізнялась від показників контрольної групи, але на 3 та 5 добу нанесення спостерігалось підвищення процесу агрегації в 1,2 та 1,8 рази (р<0,05) порівняно з контрольною групою. Досліджуваний гель «Лізостом» мав нижчі показники агрегаційної активності в порівнянні з референс препаратом і на 5 добу поступався в 2,2 рази (табл. 4.9).

Таким чином, гель «Лізостом» проявляє помірну гемостатичну активність та підвищує агрегаційну здатність тромбоцитів на 5 добу в 1,8 рази.

Висновки: 
1. Гель «Лізостом» проявляє високу антиексудативну активність (43,5%) та перевершує препарат порівняння гель «Метрогіл Дента» на 12,6%.

2. Порівняльний аналіз антимікробної активності тест-штамів та клінічних ізолятів мікроорганізмів з референт-препаратом показав, що гель «Лізостом» не поступається за специфічністю дії гелю «МетрогілДента» 
3. Гель «Лізостом» виявляє виражену репаративну дію і перевершує, за сроками загоєння, препарат порівняння «Метрогіл Дента».
4. Гель «Лізостом» проявляє помірну гемостатичну активність та підвищує агрегаційну здатність тромбоцитів
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РОЗДІЛ 5
МОРФОЛОГІЧНА ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ ГЕЛЮ «ЛІЗОСТОМ» ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ ГІНГІВІТІ ТА СТОМАТИТІ
5.1 Гістологічне дослідження м’яких тканин пародонту при експериментальному гінгівіті

Досліджена слизова оболонка присінку рота (Vestibulum oris) щурів різних експериментальних груп: І - інтактна; ІІ – контрольна патологія (експериментальний гінгівіт); ІІІ – щури з гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом»; ІV - щури з гінгівітом, яким наносили препарат порівняння «Метрогіл Дента». Експеримент проведено на 24 щурах-самцях 180,0-200,0 г. Найбільш вразливою при гінгівіті є слизова ясен, хоча нерідко локалізація елементів ураження і на інших ділянках порожнини рота. Морфологічно слизова ясен має таку ж будову як і слизова інших відділів ротової порожнини. Різниця тільки в неоднаковому співвідношенні шарів, з яких складається слизова. Так, на ділянках твердого піднебіння, язику та ясен епітеліальний пласт, що вкриває поверхню слизової, більш потужний. На ділянках щоки і губи – більш виразна власна пластинка слизової. У ділянці дна, перехідних складок більш розвинутий підслизовий шар [36, 37]. Враховуючи наведене вище, а також більшу зручність взяття матеріалу на дослідження, виразно більший об'єм вилучених тканин, ми вважали припустимим на даній експериментальній моделі дослідити слизову оболонку присінку рота тварин у ділянці щоки та підборіддя, а не слизову ясен. Експериментальний гінгівіт викликали у два етапи: попереднім створенням стану дисбактеріозу ротової порожнини (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, два рази на день, протягом 3 днів) [120]. Аплікації отрути та лікувальних препаратів проводили на двох ділянках присінку рота: між нижньою губою і різцями нижньої щелепи (підборіддя) та між молярами верхньої і нижньої щелеп і щокою праворуч. Лікування починали з наступного дня після закінчення відтворення патології, засоби наносили протягом 5 діб. Зразки слизової оболонки фіксували у 10% розчині формаліну, зневоднювали у спиртах зростаючої концентрації, заливали у целоїдин-парафін. Зрізи фарбували гематоксиліном та еозином [97]. Перегляд мікропрепаратів проводили під мікроскопом Mikros 400 (Австрія), мікрофотографування мікроскопічних зображень здійснювали цифровим фотоапаратом Nicon Cool Pix 4500. Фотознімки обробляли на комп'ютері Pentium 2,4GHz за допомогою програми Nicon Viw 5.
Як показала світлова мікроскопія, слизова оболонка у досліджених ділянках присінку рота інтактних щурів вкрита багатошаровим пласким зроговілим епітелієм. Структурна цілісність його не порушена, шари виражені чітко. Простежувалися всі переходи від життєздатних клітин до зроговілих. Виразність рогового шару у межах норми (рис. 5.1). 
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Рис. 5.1 Слизова оболонка присінку рота інтактних щурів: а – ділянка підборіддя, б – ділянка щоки. Нормальний стан. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.

Ширина епітеліального пласта помірно варіювала. На ділянці щоки по лінії змикання молярів ширина епітелію збільшена. Базальний шар чітко відокремлено від підлеглої власної пластинки слизової. Межа між епітелієм та прилеглою власною пластинкою нерівна. Епітеліальні вирости у межах норми. Насиченість власної пластинки слизової клітинними елементами, стан волокнистих структур звичайні. Підслизовий шар також без змін. Чіткої межі між власною пластинкою слизової та підслизовим шаром не спостерігали. Слинні залози, що розташовані на деяких ділянках підслизового шару у зоні щоки та підборіддя, помірно активні (рис. 5.1).
У щурів контрольної групи на відміну від інтактних тварин, у структурі слизової оболонки досліджених ділянок присінку рота виявлені морфологічні ознаки, що характерні для гіпертрофічного гінгівіту (рис. 5.2). 
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Рис. 5.2 Слизова оболонка присінку рота щурів після відтворення моделі гінгівіту: а – ділянка підборіддя, б – ділянка щоки. Гіперплазія епітеліального пласта, акантоз, гіперкератоз, паренхіматозне запалення клітин. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
Простежено доволі протяжні осередкові розростання епітеліального пласта з окантозом та гіперкератозом. Біля акантозних виростів у власній пластинці слизової доволі часто видно помірну клітинну інфільтрацію. 

Ознаки осередкової гіперплазії багатошарового епітелію з акантозом були більш виразні на ділянці щоки. У гіперплазованому епітелію у шипуватому шарі місцями помічені клітини, що знаходилися у стані паренхіматозного запалення: вони виразно збільшені у розмірі, просвітлені, ядро пікнотичне (рис 5.2, 5.3). 
Окрім наведеного вище у деяких щурів у досліджених ділянках присінку рота виявлено гостре альтеративне запалення, очевидно, як наслідок припалювального впливу бджолиної отрути: нечисленні ерозивні дефекти з повною або частковою деструкцією епітеліального пласта, виразною запальною реакцією у власній пластинці, некробіотичними змінами клітинних компонентів, мукоїдним набряком волокнистих компонентів строми (рис. 5.3).
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Рис. 5.3 Слизова оболонка присінку рота щурів після відтворення моделі гінгівіту: а – ділянка підборіддя, б – ділянка щоки. Деструкція епітелію, запальна клітинна реакція у власній пластинці слизової. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 250.
Після лікування гелем «Лізостом» слизова ділянки підборіддя у більшості щурів морфологічно ідентична нормі. У двох тварин виявлені поодинокі, менші за протяжністю та значно менш виражені ніж у тварин контрольної патології осередки гіпертрофічного розростання епітеліального пласта, без виразного акантозу. Ознаки паренхіматозного запалення, порушення цілісності епітелію не простежені. Роговий шар у таких осередках збільшений. У власній пластинці практично відсутні прояви запалення, лише поблизу поодиноких кровоносних судин видні слабкі залишки клітинної реакції (рис. 5.4). 
На ділянці щоки у цих щурів гіпертрофічні осередкові розростання епітелію виявлялися частіше та мали дещо більш виражений, ніж на ділянці підборіддя характер. Іноді в них мали місце ознаки паренхіматозного запалення, втім у власній пластинці слизової прояви запальної реакції не спостерігали (рис. 5.4).
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Рис. 5.4 Слизова оболонка присінку рота щурів на ділянці щоки після лікування гелем «Лізостом»: а – нормальний стан всіх складових; б – дрібне осередкове потовщення епітеліального пласта зі збільшенням рогового шару. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
На відміну від контрольної групи у жодного з щурів, яких лікували гелем «Лізостом», не виявлені випадки гострого альтеративного запалення слизової присінку рота (рис. 5.5).
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Рис. 5.5 Слизова оболонка присінку рота щурів на ділянці щоки після аплікацій гелю «Лізостом»: а – нормальний стан; б – осередкова гіперплазія епітелію, акантоз, гіперкератоз. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
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Рис. 5.6 Слизова оболонка присінку рота щурів на ділянці підборіддя після аплікацій «Метрогіл Дента»: а – стан норми; б – осередкова гіпертрофія епітелію, акантоз, гіперкератоз, паренхіматозне запалення. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100. 
У щурів, яким проводили лікування препаратом порівняння «Метрогіл Дента», на ділянці підборіддя у більшості щурів слизова мала нормальній вигляд. У поодиноких випадках виявлені невеликі за протяжністю осередки гіперплазії епітелію з елементами акантову, гіперкератозу, паренхіматозного запалення (рис 5.6).
На ділянці щоки практично у всіх тварин зони нормального вигляду епітеліального пласта чергувалися з зонами рівномірного помірного розростання його, гіперкератозом. Ознак запалення не спостерігали (рис.5.7).
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Рис. 5.7 Слизова оболонка присінку рота щурів на ділянці щоки після аплікацій «Метрогіл Дента»: а – стан наближений до норми; б – рівномірне помірне розростання епітелію, акантоз, гіперкератоз. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
Отже, локальне ураження слизової оболонки суспензією бджолиної отрути на тлі дисбактеріозу ротової порожнини викликало у більшості щурів ознаки гіпертрофічного гінгівиту, морфологічна картина якого складається з осередкової гіперплазії багатошарового епітелію з акантозом та гіперкератозом, помірної запальної реакції у власній пластинці слизової. У ряді випадків мікроскопічна картина осередкової гіперплазії епітелію ускладнюється гострим альтеративним запаленням, при якому спостерігаються різної виразності некротичні зміни епітелію з його осередковою десквамацією, запальною інфільтрацією, некробіотичні зміни у клітинних елементах та мукоїдний набряк волокнистих елементів строми.
Гель «Лізостом» сприяє зменшенню виразності гострого альтеративного запалення тканин слизової присінку рота та акантозу, розростанню епітеліального пласта, деструкції епітеліальних клітин і строми слизової оболонки, та за лікувальним ефектом не поступається препарату порівняння «Метрогіл Дента».
5.2 Гістологічне дослідження слизової оболонки порожнини роту при експериментальному стоматиті

Досліджена слизова оболонка нижньої губи та ясен різців нижньої щелепи щурів. Експеримент проведено на 24 щурах-самцях, масою 180,0-200,0 г. Тварини були розділені на 4 експериментальні групи: І – інтактний контроль; ІІ – контрольна патологія (експериментальний стоматит); ІІІ – експериментальний стоматит, лікування гелем «Лізостом»; ІV – експериментальний стоматит, лікування препаратом порівняння «Метрогіл Дента». Експеримент проведено на 40 щурах-самцях 180,0-200,0 г.
Із зображень світлової мікроскопії видно, що зовнішня поверхня губи щурів інтактної групи вкрита шкірою з численними волосяними фолікулами, тісно пов'язаними з сальними залозами. Червона вільна кайма губи вкрита багатошаровим пласким епітелієм, що проявляє тенденцію до зроговіння. Сам епітеліальний пласт червоної кайми помірно широкий. Сполучнотканинні сосочки дерми під епітелієм доволі численні, добре васкуляризовані. Сальні залози та волосяні фолікули відсутні. Внутрішня поверхня губи (слизова оболонка) вкрита багатошаровим пласким зроговілим епітелієм. Структурна цілісність його не порушена, шари виражені чітко. Базальний шар чітко відокремлено від підлеглої власної пластинки слизової. Межа між епітелієм та прилеглою власною пластинкою нерівна. Власна пластинка слизової помірно клітинна, стан волокнистих структур звичайний. У центральній частині губи видні м'язові волокна кругового м'яза рота (рис. 5.8).
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Рис. 5.8 Слизова оболонка нижньої губи інтактного щура. Нормальний стан. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
Епітелій вільних ясен широкий, багатошаровий, плаский, зроговілий. Усі шари чітко простежуються, клітини морфологічно повноцінні. У базальному шарі, доволі часто, клітини знаходяться на різних стадіях поділу. Роговий шар помірної товщини, достатньо компактний. Епітелій ясен у зоні епітеліального прикріплення та міжзубних сосочків значно менший за товщиною, роговий шар в ньому відсутній. Власна пластинка слизової ясен подана пухкою сполучною тканиною з помірним клітинним вмістом. Сполучнотканинні сосочки власної пластинки слизової ясен (особливо у вільних яснах) добре розвинуті, часто глибоко занурюються в епітеліальний шар. Судини мікроциркулярного русла помірно кровонаповненні, частково порожні. Підслизовий шар відсутній.

Після ушкодження слизової присінку рота розчином натрію гідроксиду у щурів групи контрольної патології виникли виразково-некротичні ураження слизової оболонки губи. Через 7 днів струпоподібні змертвілі шари слизової або частково секвестрували, або були ще тісно спаяні з підлеглими тканинами. Дефекти були доволі розповсюджені завдовжки (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 (глибоко, на рівні м'язових волокон). Кровоносні судини розширені, частина їх тромбована, часто в них видно крайове розташування клітин крові. Ознаки загоєння дефектів у всіх випадках слабкі (на дрібних ділянках під потовщеним епітелієм поруч з дефектом видні невеликі осередки грануляційної тканини). Крайова епітелізація поверхні проходила мляво (рис.5.9). 
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Рис. 5.9 Слизова оболонка нижньої губи щурів після відтворення експериментального стоматиту: а – виразково-некротичний дефект, слабка крайова епітелізація поверхні ; б – запалення на рівні м'язових волокон. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
Зміни патологічного характеру спостерігали і в яснах. Так, у тварин виявлено осередковий некроз вільних ясен. При цьому епітеліальний пласт та верхні відділи власної пластинки повністю зруйновано, спостерігається її виразний набряк, а у глибоких шарах власної пластинки слизової містяться осередки грануляційної тканини. Зруйновані і верхівки міжзубних сосочків у поодиноких щурів.
Після лікувальних аплікацій гелю «Лізостом» у щурів ІІІ групи в слизовій оболонці нижньої губи виявлені різні за розміром дефекти структури. Однак, на відміну від щурів групи контрольної патології, розповсюдженість завдовжки цих 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 тварин на 7 день досліду відбувалося повне загоєння дефектів слизової оболонки (рис 5.10).
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Рис. 5.10 Слизова оболонка нижньої губи щурів після лікувальних аплікацій гелю «Лізостом»: а –  дещо потовщений епітеліальний пласт прикриває новоутворену волокнисту тканину; б – нормальний стан слизової оболонки. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
На місці колишніх дефектів під дещо потовщеним епітеліальним пластом новоутворена тканина мала виразний волокнистий характер, хоча і містила ще доволі багато кровоносних судин. У всіх випадках на структурно неушкоджених ділянках слизової оболонки губи були відсутні ознаки запалення та мікроциркуляторних порушень, зміни у стані епітеліального пласта (рис.5.10). 
Менш виразні були і патологічні зміни морфоструктури ясен щурів, яких лікували гелем «Лізостом», порівняно зі щурами контрольної групи. Так, лише у 20% щурів з краю вільної ясни спостерігали поодинокі дрібні виразки, які за глибиною не розповсюджувалися за межі епітеліального пласта. В деяких місцях помітні ознаки екзоцитозу (проникнення лейкоцитів у шари епітелію), помірне запальне розростання епітелію. 
Після лікування препаратом порівняння «Метрогіл-Дента» у 80 % щурів структурна цілісність епітеліального пласта слизової нижньої губи відновлена. Стан власної пластинки слизової на частині ділянок не змінено, але місцями вона нагадувала новоутворену волокнисту тканину з підвищеним вмістом кровоносних судин (рис. 5.11). 
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Рис. 5.11 Слизова оболонка нижньої губи щурів після лікувальних аплікацій «Метрогіл-Дента»: а – стан наближений до норми; б – під неушкодженим епітелієм новоутворена волокниста тканина з повнокровними кровоносними судинами. Забарвлення гематоксилін-еозин. Зб. х 100.
У власній пластинці слизової мали місце варіюючи за виразністю ознаки неспецифічного запалення. У решти 80% тварин деструктивно-запальні зміни у яснах були відсутні, або мали місце незначні залишки запальної реакції субепітеліально. У зоні епітеліального прикріплення епітелій щільно прилягав до надкісниці на рівні емалево-цементної межі.

У переважної більшості щурів після лікування «Метрогіл-Дента» відсутні зміни деструктивного та запального характеру і у яснах. 
Отже, аплікації розчину натрію гідроксиду викликають у слизовій оболонці нижньої губи і яснах нижньої щелепи щурів оседедкові зміни деструктивно-запального характеру, ознаки проліферативно-гіпертрофічного розростання епітелію ясен. Аплікації гелю «Лізостом» сприяли значному зменшенню виразності альтеративно-запальних змін, прискорювали загоєння дефектів слизової, зменшували прояви гіпертрофічних розростань епітелію ясен.

Терапевтичний ефект гелю «Лізостом» на даній експериментальній моделі в цілому не поступається лікувальній дії препарата порівняння «Метрогіл Дента».
Висновки:

1. Стоматологічний гель «Лізостом» позитивно впливає на клінічний перебіг експериментального гінгівіту, сприяє зменшенню виразності його ознак, та не поступається протизапальною та репаративною дією препарату порівняння «Метрогіл Дента» 

2. За результатами гістологічних досліджень встановлено, що застосування гелю «Лізостом» при експериментальному стоматиті сприяє зниженню запального процесу, прискорює загоєння дефектів слизової оболонки, зменшує виразність альтеративно-запальних змін та прояви гіпертрофічних розростань епітелію.
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РОЗДІЛ 6
 ВПЛИВ СТОМАТОЛОГІЧНОГО ГЕЛЮ «ЛІЗОСТОМ» НА ДЕЯКІ МЕХАНІЗНИ ЗАПАЛЕННЯ ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ ГІНГІВІТІ

6.1 Вплив гелю «Лізостом» на рівень проти- та прозапальних цитокінів у крові та їх співвідношення 
Запалення тканин пародонту протікає на фоні зміненого імунного статусу організму [62, 83]. Важливу роль в цьому відіграє дисбаланс в системі цитокінів [147, 172, 227], які здійснюють регуляцію міжклітинних взаємодій всіх ланок імунної системи, а також міжсистемних взаємодій. Цитокіни визначають стимуляцію або пригнічення росту клітин, їх диференціювання, функціональну активацію та апоптоз [147]. Під їх впливом відбувається модуляція як системних, так і локальних механізмів імунного захисту. Зміни рівня цитокінів слугують діагностичними критеріями системних імунних розладів, відображають активність патологічного процесу, а також рівень адаптаційно-компенсаторних реакцій [146]. У зв’язку з цим, наступним етапом нашої роботи стало вивчення впливу гелю «Лізостом» на нормалізацію дисбалансу в системі цитокінів при експериментальному гінгівіті.
Експеримент виконано на щурах-самцях, масою 180,0-200,0 г, розділених на три групи: І – інтактні щури, ІІ – контрольна патологія (щури, з експериментальним гінгівітом), ІІІ група – щури з експериментальним гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом», ІV – щури з експериментальним гінгівітом, яким наносили препарат порівняння «Метрогіл Дента».
Визначення показників проводили перед початком відтворення патології гінгівіту, у групі тварин інтактного контролю та на 5 добу (після зникнення візуальних ознак патологічного процесу під дією гелю «Лізостом») (табл 6.1).
Таблиця 6.1
Вплив гелю «Лізостом» на вміст цитокінів у крові щурів при експериментальному гінгівіті (X±Sx; n=6)

	Групи
	ФНПα,

пг/мл
	γ-ІФН,

пг/мл
	IЛ-4,

пг/мл
	ФНПα/

IЛ-4
	γ-ІФН/

IЛ-4

	Інтактні щури
	60,2±4,2
	45,4±0,6
	46,2±1,2
	1,3±0,1
	1,0±0,11

	Контрольна патологія 

(щури з гінгівітом)
	156,5±5,1*
	58,4±1,7*
	35,5±0,6*
	4,4±0,3*
	1,6±0,09*

	Щури з гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом»
	98,7±4,3*/**
	40,4±0,5**
	44,1±1,4**
	2,2±0,2*/**
	0,9±0,04**

	Щури з гінгівітом, яким наносили  «Метрогіл Дента»
	112,3±3,8*/**
	53,1±0,9*/**
	39,2±1,1*/**
	2,9±0,4*/**
	1,3±0,03*/**


Примітки:


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


2. ** – р<0,05  відносно показників контрольної групи.
Аналіз отриманих результатів показав, що на 5 добу дослідження, у щурів групи контрольної патології зберігались як клінічні, так і біохімічні ознаки запалення, який характеризувався підвищенною концентрацією прозапальних цитокінів, та зниженною концентрацією протизапальних. У щурів з експериментальним гінгівітом без лікування, концентрація ФНПα у крові порівняно з інтактним контролем була збільшена в 2,6 рази, γ-ІФН в 1,3 рази. Концентрація протизапального цитокіну IЛ-4 була зниженою в 1,3 рази. Визначення відношення прозапальних (ФНПα, γ-ІФН) до протизапального цитокіну (IЛ-4) свідчило про порушення цитокінового балансу у бік прозапальних цитокінів (табл. 6.1).
Так, показник ФНПα/IЛ-4 був збільшений в порівнянні з інтактною групою тварин у 3,4 рази, а показник γ-ІФН/IЛ-4 - в 1,6 рази. Застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті у щурів протягом 5 діб призводило до достовірного зменшення концентрацій ФНПα і γ-ІФН у порівнянні з нелікованою патологією в 1,6 та 1,4 рази відповідно, та підвищення IЛ-4 в 1,2 рази. Спостерігалась позитивна динаміка показника ФНПα/IЛ-4, який достовірно зменшувався, але мав вірогідну відмінність від інтактного контролю (р>0,05). Показник γ-ІФН/IЛ-4 в групі щурів, яких лікували гелем «Лізостом», повністю нормалізувався.

За результатами проведеного експериментального дослідження встановлено, що на 5 добу нанесення гель «Лізостом» сприяє відновленню цитокінового профілю: достовірному зниженню концентрації прозапальних цитокінів ФНПα, γ-ІФН та підвищенню рівня протизапального IЛ-4. Результати вищезазначених показників у групі щурів, яких лікували препаратом порівняння «Метрогіл Дента» свідчать про позитивний вплив, але поступався за вираженістю за даний термін.
6.2 Вплив гелю «Лізостом» на показники системи перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту 
Підвищення активності процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) відіграють велике значення у генезі багатьох патологічних процесів, у тому числі і запальних уражень тканин пародонту [106, 107]. Процеси окиснення та відновлення, за нормальних умов, збалансовані. У випадку збільшеного надходження ксенобіотиків, виснаження депо антиоксидантів, несбалансованого харчування та інших негативних факторів виникає окисний стрес, що характеризується порушеннями прооксидантного та антиоксидантного балансу, з перевагою першого та розвитком оксидативних ушкоджень [17, 106, 107]. Фармакологи здійснюють постійний пошук нових ефективних засобів, які мають вплив на показники прооксидантно-антиоксидантної системи [63, 59]. 
У зв’язку з тим, що за даними літератури лізоциму гідрохлорид є достатньо сильним нейтралізатором гідроксильних іонів, які захищають ДНК та інші системи кисневого пошкодження, нами було вивчено вплив гелю «Лізостом» на стан системи перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту(табл. 6.2). [84].

При дослідженні стану ПОЛ та антиоксидантної системи АОС у сироватці крові встановлено, що запальний процес при гінгівіті протікає на фоні активації ПОЛ, на що вказує збільшення концентрації МДА у 1,8 рази, а також зниження антиоксидантного захисту, про що свідчить зменшення активності каталази в 1,4 рази та АПІ в 2,6 рази 


Таблиця 6.2
Показники перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи в сироватці крові за умов застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті, (X±Sx, n=6)

	Групи
	Показники

	
	Церулоплазмін, мг/%


	Каталаза,

мкат/л
	МДА, 

мкмоль/л 
	АПІ

	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 «Метрогіл Дента»
	37,3±1,7*/**
	0,5±0,07 
	1,6±0,04*/**
	0,3±0,03*



Примітки:


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


2. ** –  р<0,05  відносно показників контрольної групи;
Також відбулося підвищення активності церулоплазміну в сироватці крові в 1,6 рази у порівнянні з показниками інтактної групи. Оскільки церулоплазмін вважають «білком гострої фази» запального процесу [106], можна стверджувати про наявність запальних явищ у контрольній групі тварин. 
На 5 добу експерименту після лікування гелем «Лізостом» відбулася нормалізація прооксидантно-антиоксидантного стану: активність каталази підвищилась в 1,4 рази, показник АПІ в 2,2 рази; відмічено зниження рівню МДА 1,8 рази та активності церулоплазміну в 1,45. (статистично достовірної різниці показників церулоплазміну, каталази, МДА та АПІ у даній групі з тими ж показниками інтактної групи не відмічено) (табл 6.2).
Результати експерименту з визначення вищевказаних показників у гомогенаті тканини ясен при експериментальному гінгівіті без лікування показали, що у тварин контрольної групи відмічено зниження каталази в 1,8 рази та показника АПІ майже в 2 рази. Спостерігали збільшення концентрації МДА в 1,3 рази. Застосування гелю «Лізостом» сприяло повному пригніченню підвищення ПОЛ і відновленню антиоксидантного захисту (табл. 6.3).
Таблиця 6.3
Показники перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи в гомогенаті тканин ясен за умов застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті, (X±Sx, n=6)
	Групи
	Показники

	
	Каталаза, мкат/л


	МДА, мкмоль/л 
	АПІ

	1
	2
	3
	4

	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 таблиці 6.3
	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**


Примітки:


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


2. ** - р<0,05  відносно показників контрольної групи.
Отже, гель «Лізостом» сприяє нормалізації показників системи ПОЛ і АОС як в артеріальній крові, так і в гомогенаті тканин ясен, перевершуючи за специфічністю дії референт-препарат «Метрогіл Дента».
6.3 Дія гелю «Лізостом» на показники кислотно-лужного стану артеріальної крові у щурів 

Підтримка гомеостазу в порожнині рота залежить від стабільності життєвих функцій організму вцілому. Порушення кислотно-лужного балансу є показником багатьох патологічних змін, в тому числі запалення, які безпосередньо впливають на стан м’яких тканин пародонту, функції органів щелепно-лицевої області, порожнини рота, тощо [46]. Від цього показника у крові та порожнині рота залежать нейтралізуючі і мінералізуючи властивості слини, активність мікрофлори рота, градієнт та швидкість іонообмінних процесів [21]. Тому ми вважали необхідним вивчення впливу гелю «Лізостом» на кислотно-лужний стан крові. 
Запальний процес при експериментальному гінгівіт, у щурів групи контрольної патології протікав на фоні метаболічного ацидозу зі зменшенням рН і зсувом буферних основ у кислий бік. Показник рН знизився в 1,02 рази в порівнянні зі щурами інтактної групи, ВВ в 1,14 рази, SB в 1,23 рази, у показника ВЕ відбулося різке зниження в 9,5 рази (табл.6.4). 

Після нанесення гелю «Лізостом» протягом 5 діб спостерігали відновлення кислотно-лужної рівноваги, показник рН підвищився в 1,02 рази, ВВ в 1,1 рази, SB в 1,18 рази, порівнюючи зданими контрольної патології. Показник ВЕ та рН рідини роту нормалізувались, і не мали статистично вірогідної відмінності, в порівнянні з даними групи інтактного контролю (табл. 6.4). 
Таблиця 6.4
Вплив гелю «Лізостом» на показники кислотно-лужного стану артеріальної крові у щурів з експериментальним гінгівітом (X±Sx; n=6)
	
	рН
	ВВ, ммоль/л
	SВ , моль/л
	ВЕ, ммоль/л
	Парціальний тиск

	
	
	
	
	
	рСО2

мм рт. ст.
	рО2,

мм рт. ст

	Інтактні щури
	7,47±0,014
	46,3±0,25
	23,7±0,50
	-0,9±0,02
	42,2±0,44
	92,8±0,66

	Контрольна патологія 

(щури з гінгівітом)
	7,26±0,014*
	40,4±0,45*
	19,2±0,2*
	-8,6±0,07*
	40,3±0,41*
	97,5±0,54*

	Щури з гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом»
	7,45±0,020**
	44,8±0,42**
	22,8±0,4**
	-1,1±0,01**
	43,9±0,63**
	94,5±0,49**

	Щури з гінгівітом, яким наносили ПП «Метрогіл Дента»
	7,43±0,016**
	44,2±0,32*/**
	22,1±0,3*/**
	-1,3±0,03**
	42,7±0,28**
	94,9±0,23**


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

3. ВВ -  буферні основи;

4. SВ - стандартний бікарбонат;

5. ВЕ - надлишок або дефіцит основ.

Таким чином, застосування гелю «Лізостом» при гінгівіті призводить до нормалізації кислотно-лужної рівноваги та мобілізації захисних механізмів м’яких тканин пародонту, які проявляються нормалізацією буферних основ. За даний термін дослідження, препарат порівняння «Метрогіл Дента» мав гірші показники та поступався гелю «Лізостом» за вираженістю дії.
6.4 Вплив гелю «Лізостом» на морфометричні показники при експериментальному гінгівіті
Як відомо, фібробласти - це головні ефектори, які генерують основні елементи сполучної тканини, беруть участь в утворенні компонентів міжклітинного матриксу (колагенів I, III, V типів, глікозаміногліканів фібронектину та ін.), тому за станом морфофункціональної активності фібробластів оцінюють ефективність лікування [2, 3, 143]. У зв'язку з цим, було досліджено вплив гелю «Лізостом» на синтез нуклеїнових кислот при експериментальному гінгівіті.
За даними літератури, в механізмі протизапальної дії лікарських засобів має значення динаміка змін розмірів ядер фібробластів в ушкодженій тканині та показника відношення РНК/ДНК [37]. 

Було встановлено статистично вірогідне збільшення площі ядер фібробластів у щурів(р<0,05) з експериментальним гінгівітом у порівнянні з групою інтактного контролю (рис. 6.1, 6.2). У щурів групи контрольної патології без лікування, оптична щільність ядра (ДНК) зменшилась в 2,2 рази у порівнянні з інтактними тваринами, а оптична щільність цитоплазми в 1,45 рази. Показник співідношення РНК/ДНК, що характеризує білоксинтетичну функцію клітин [36], у тварин контрольної групи знизився в порівнянні з показником інтактної групи (табл. 6.7).
Таблиця 6.7

Вплив гелю «Лізостом» на морфометричні показники фібробластів при експериментальному гінгівіті, (X±Sx, n=6)

	Група тварин
	Площа ядра, мкм2
	Оптична щільність клітинних структур, од. опт. щ.
	РНК/ДНК

	
	
	ядро

(ДНК)
	цитоплазма 

(РНК)
	

	Інтактні щури
	35,1±0,18
	0,26±0,010
	0,24±0,010
	1,05

	Гінгівіт (контрольна патологія)
	80,5±0,21*
	0,12±0,008*
	0,17±0,005*
	0,68

	Щури з гінгівітом, яким наносили гель «Лізостом»
	78,6±0,16**
	0,13±0,006*
	0,12±0,006*/**
	1,13


Примітки:


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


2. ** - р<0,05  відносно показників контрольної групи.

Після нанесення гелю «Лізостом» протягом 5 діб відбулось незначне зменшення площі ядер фібробластів, в порівнянні з групою контрольної патології. Показник РНК/ДНК в групі тварин, 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 засобу. 

Нормальний стан м’яких тканин пародоту характеризується наявністю активних форм фібробластів, округлої форми з невеликою кількістю еліпсоподібної. Ядра мають читкий контур (рис. 6.1).
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Рис. 6.1. Великі, активні фібробласти з читкими ядрами еліпсоподібної інтактного щура. Забарв. за Ейнарсоном. Зб. х 400
Визначено обернено пропорційну залежність між оптичною щільністю ядра (ДНК) та площею ядра фібробластів за вийнятком показників контрольної групи, в якій відмічали найбільшу площу ядра Згідно даних літератури, таке росходження можна пояснити зміною форми ядер фібробластів у контрольній групі на більш витягнуту, еліпсоподібну [143] (рис. 6.2).

Саме така форма ядер фібробластів характеризується невисоким рівнем морфофункціональної активності та пов'язано з більш низьким рівнем зчитування інформації в ядрі та синтезу білку в цитоплазмі [38, 63]. 
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Рис. 6.2. Малоактивні фіброцити пародонту контрольного щура при гінгівіті. Забарв. за Ейнарсоном. Зб. х 400.
В експериментальних групах щурів, яким наносили гель «Лізостом», ядра фібробластів набували овально-округлу форму, світлішали, що пов'язано з переходом гетерохроматину в еухроматин. Площа в 2,24 рази збільшилась у порівнянні з показниками інтактних тварин, що свідчило про підвищення рівня морфофункціональної активності клітин (рис. 6.3).
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Рис. 6.3. Фібробласти щурів з експериментальним гінгівітом після лікування гелем «Лізостом» містять світлі ядра округлої форми. Зб. х 400.
Таким чином, можна зробити висновок про позитивний вплив гелю «Лізостом» на перебіг експериментального гінгівіту, що проявляється підвищенням морфофункціональної активності фібробластів, а отже активізацією процесу пригнічення запалення.   

Висновки

1. Співвідношення рівня прозапальних та протизапальних цитокінів у крові можна вважати маркерами виразності запальної реакції. Застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті призводить до нормалізації цитокінового статусу.

2. Застосування гелю «Лізостом» призводить до нормалізації системи перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту на 5 добу застосування та перевершує за специфічністю дії препарат порівняння «Метрогіл Дента» .

3. Лікування гелем «Лізостом» призводить до нормалізації кислотно-лужної рівноваги та мобілізації захисних механізмів м’яких тканин пародонту, які проявляються нормалізацією кислотно-лужного стану артеріальної крові експериментальних щурів, препарат порівняння «Метрогіл Дента» поступається за специфічністю дії.
4. Застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті сприяє підвищенню морфофункціональної активності фібробластів, активізації білок синтетичної функції клітин пародонту, про що свідчить збільшення показника РНК/ДНК в 1,7 рази у порівнянні з контрольною патологією.
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РОЗДІЛ 7
ДЕЯКІ МЕХАНІЗНИ ПРОТИЗАПАЛЬНОЇ ДІЇ СТОМАТОЛОГІЧНОГО ГЕЛЮ «ЛІЗОСТОМ» ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ СТОМАТИТІ
7.1 Вплив гелю «Лізостом» на рівень проти- та прозапальних цитокінів у крові та їх співвідношення 
Останніми роками поряд з відомими концепціями розвитку запальних захворювань пародонту особливу увагу приділяють ролі та значенню змін цитокіновому дисбалансу [63, 71]. Тому, наступним етапом нашої роботи було дослідження змін цитокінівого балансу та вплив нового гелю «Лізостом» на рівень про- та протизапальних цитокінів в крові щурів з експериментальним стоматитом. 
Експеримент виконано на щурах-самцях, масою 180,0-200,0 г, розділених на три групи: І – інтактні щури, ІІ – контрольна патологія (щури, з експериментальним гінгівітом), ІІІ група – щури з експериментальним стоматитом, яким наносили гель «Лізостом», IV –щури з експериментальним гінгівітом, яким наносили препарат порівняння «Метрогіл Дента».
В результаті проведеного дослідження у крові щурів з експериментальним стоматитом спостерігався дисбаланс імунорегуляторних цитокінів (ФНПα і γ-ІФН). Так було встановлено, що концентрація ФНПα збільшувалась на 7 добу експерименту в 2,8 рази відносно інтактної групи, а збільшення γ-ІФН в 1,2 рази (табл. 7.1). 
При аналізі отриманих показників протизапального IЛ-4 виявлено вірогідне зниження його концентрації у щурів з контрольною патологією порівняно з групою інтактного контролю в 1,4 рази. 

При обчисленні відношення прозапального ФНПα до протизапального IЛ-4, було встановлено суттєве підвищення в 4,1 рази у порівнянні з показником в інтактній групі щурів, γ-ІФН/IЛ-4 - в 1,4 рази (табл. 7.1).
Таблиця 7.1
Вплив гелю «Лізостом» на вміст цитокінів у крові щурів при експериментальному стоматиті (X±Sx; n=6)
	Групи
	ФНПα,

пг/мл
	γ-ІФН,

пг/мл
	IЛ-4,

пг/мл
	ФНПα/

IЛ-4
	γ-ІФН/

IЛ-4

	Інтактні щури
	60,2±0,68
	44,2±0,35
	48,8±1,05
	1,2±0,08
	1,17±0,05

	Контрольна патологія 

(щури зі стоматитом)
	167,3±1,63*
	54,4±0,80*
	32,7±0,63*
	4,9±0,14*
	1,67±0,03*

	Щури зі стоматитом, яким наносили гель «Лізостом»
	94,1±1,51
*/**
	43,8±0,47**
	39,6±0,68
*/**
	2,5±0,10*/**
	1,11±0,02**

	Щури зі стоматитом, яким наносили «Метрогіл Дента»
	117,2±1,71
*/**
	47,9±0,33
*/**
	35,7±0,51
*/**
	2,44±0,08
*/**
	1,34±0,03
**


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

      2. ** - р<0,05  відносно показників контрольної групи;

Отримані дані про співвідношення у крові рівня прозапальних (ФНПα, γ-ІФН) та протизапальних цитокінів (IЛ-4) можна вважати маркерами виразності запальної реакції, а використання гелю «Лізостом» може бути використане при призначенні імуномодулюючої терапії й оцінки її ефективності (табл. 7.1).
Після застосування гелю «Лізостом» в умовах експериментального стоматиту на 7 добу експерименту спостерігали тенденцію до нормалізації показників ФНПα знизився в 1,8 рази, γ-ІФН в 1,2 рази, ФНПα/IЛ-4 в 1,7 рази і нормалізацію IЛ-4(підвищився в 1,21 рази) та відношення γ-ІФН/IЛ-4 (знизився в 1,5 рази). Концентрація γ-ІФН та індекс γ-ІФН/IЛ-4 не мали вірогідної різниці за вказаними показниками в групі інтактних щурів (табл. 7.1). 

За результатами проведеного експериментального дослідження можна зробити висновок, що застосування гелю «Лізостом» при експериментальному стоматиті позитивно впливає на його перебіг, сприяє нормалізації цитокінового профілю та перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента» за специфічністю дії.
7.2 Вплив гелю «Лізостом» на показники системи перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту
Зміни активності ПОЛ мають місце практично при всіх варіантах реакції організму на різноманітні екстремальні дії та стани: гіпоксію, гіпер- та гіпотермію, запалення тощо. Вивчення процесів ПОЛ та ферментної ланки антиоксидантної системи (АОС) дозволяє судити про ступінь тяжкості патологічного процесу, а також ефективність проведеного лікування[33, 34, 182].

У тварин з експериментальним стоматитом визначали активність церулоплазміну, антиоксидантно-прооксидантний індекс (АПІ) сироватки, який розраховували як відношення активності каталази до концентрації малонового діальдегіду (МДА). 

При дослідженні сироватки крові щурів з експериментальним стоматитом спостерігали активацію ПОЛ і зниження антиоксидантного захисту. Про це свідчить збільшення рівня церулоплазміну в 1,9 рази та МДА в 1,6 рази у порівнянні з інтактним контролем; відмічено зниження активності каталази в 1,5 рази та показника АПІ в 3,4 рази, що свідчило про наявність запальних явищ при експериментальному моделюванні стоматиту у щурів (табл. 7.2).
Таблиця 7.2

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

	Групи
	Показники

	
	Церуло-плазмін, мг/%
	Каталаза,

мкат/л


	МДА, мкмоль/л 
	АПІ

	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 стоматито, яким наносили «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.
На відміну від контрольної групи у тварин яких лікували гелем «Лізостом», на 7 добу активність каталази, яка утилізує пероксид водню в організмі [213], збільшилась в 1,5 рази та показник АПІ в 3,3; спостерігали зниження рівню МДА в 1,6 рази та церулоплазміну в 1,7 рази. Тобто, під впливом гелю «Лізостом» відбувається активація антиоксидантної системи та зменшення активності процесів ПОЛ (табл. 7.2).
Разом з цим, рівень церулоплазміну в сироватці крові нормалізувався, що вказує на відсутність гострих запальних явищ. Це пов'язано зі здатністю церулоплазміну підвищувати стабільність клітинних мембран, руйнувати вільні радикали кисню і, таким чином, запобігати процесам ПОЛ [104, 145] (табл. 7.2).
При дослідженні гомогенату тканин ясен щурів контрольної групи встановлено, що моделювання стоматиту призвело до виснаження АОС, про що свідчило зниження активності каталази  в 2,4 рази та активація ПОЛ, на що вказувало збільшення концентрації МДА в 1,5 рази (табл 7.3).
На 7 добу експерименту після нанесення гелю «Лізостом» спостерігали нормалізацію прооксидантно-антиоксидантного стану: активність каталази підвищилась в 1,8 та рівень АПІ в 2,3 рази; рівень МДА знизився в 1,3 (табл 7.3).
Таблиця 7.3

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

	Групи
	Показники

	
	Каталаза,

мкат/л
	МДА, мкмоль/г
	АПІ

	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 стоматито, яким наносили «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;
Одержані результати досліджень співпадають з даними літератури про антиоксидантні властивості лізоциму гідрохлориду, в яких стверджується, що він являє собою нейтралізатор гідроксильних іонів, який захищає ДНК та інші системи від окисного ушкодження [125].

Застосування гелю «Лізостом» призводить до нормалізації антиоксидантно-прооксидантного балансу при стоматиті та неперевшує препарат порівняння «Метрогіл Дента» за вираженістю дії.
7.3 Дія гелю «Лізостом» на показники кислотно-лужного стану артеріальної крові щурів
Однією з важливих і необхідних умов для нормального функціонування клітин є підтримка оптимальної концентрації водню (Н+ ) у позаклітинній рідині [211, 233]. Тому наступним етапом нашого дослідження стало вивчення впливу гелю «Лізостом» на кислотно-лужний стан артеріальної крові.
Як видно з результатів експерименту, у щурів контрольної патології спостерігали метаболічний ацидоз зі зменшенням рН і зсувом буферних основ у кислий бік (табл. 7.4). 
Таблиця 7.4

Вплив гелю «Лізостом» на показники зміни кислотно-лужного стану артеріальної крові у щурів з експериментальним стоматитом (X±Sx; n=6)
	
	рН
	ВВ, ммоль/л
	SВ , моль/л
	ВЕ, ммоль/л
	Парціальний

тиск

	
	
	
	
	
	рСО2

мм рт. ст.
	рО2,

мм рт. ст

	Інтактні щури
	7,41±0,012
	46,7±0,27
	23,2±0,30
	-0,8±0,02
	42,4±0,33
	91,9±0,45

	Контрольна патологія 

(щури зі стоматитом)
	7,27±0,012*
	41,3±0,33*
	17,6±0,32*
	-8,2±0,04*
	40,5±0,29*
	98,1±0,37*

	Щури зі стоматитом, яким наносили гель «Лізостом»
	7,40±0,014**
	45,1±0,45*/**
	22,4±0,54**
	-1,9±0,07**
	42,2±0,48**
	93,7±0,26**

	Щури зі стоматитом, яким наносили «Метрогіл Дента»
	7,39±0,019**
	44,1±0,23*/**
	22,0±0,45**
	-2,2±0,03*/**
	41,9±0,36**
	94,3±0,38*/**


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

3. ВВ -  буферні основи;

4. SВ - стандартний бікарбонат;

5. ВЕ - надлишок або дефіцит основ.

В умовах експериментального стоматиту, у щурів без лікування відмічався метаболічний ацидоз зі зменшенням рН і зсувом буферних основ у кислий бік (табл.7.4). Відмічали зниження таких показників, як рН в 1,02 рази; ВВ в 1,13 рази; SB в 1,32 рази; ВЕ в 10,25 рази відносно інтактної групи тварин. 

Після нанесення гелю «Лізостом» спостерігали відновлення кислотно-лужної рівноваги, показник рН підвищився в 1,00 рази, ВВ в 1,04 рази, SB в 1,04 рази порівняно з даними групи контрольної патології. Показник ВЕ не мав статистично вірогідної відмінності порівняно з даними групи інтактного контролю на 7 добу (табл. 7.4).

В артеріальній крові напруження кисню О2 зростало, при відтвореній патології стоматиту, напруження СО2 напроти знижувалось. Лікування гелем «Лізостом» сприяло відновленню балансу газів (табл. 7.4) .  
Гель «Лізостом» при експериментальному запаленні нормалізує кислотно-лужну рівновагу та мобілізує захисні механізми, які проявляються зменшенням рН і зсувом буферних основ в лужну сторону. Препарат порівняння «Метрогіл Дента» мав нижчі показники за даний період дослідження.
Висновки

1. Співвідношення у крові рівня прозапальних та протизапальних цитокінів можна вважати маркерами виразності запальної реакції. Лікування гелем «Лізостом» при експериментальному стоматиті призводить до нормалізації цитокінового статусу та перевершує за специфічністю дії «Метрогіл Дента».
2. Гель «Лізостом» при експериментальному стоматиті зменшує генерацію вільних радикалів, що призводить до нормалізації прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу. Препарат порівняння «Метрогіл Дента» виявляв менш виражену дію у відношенні нормалізації показників системи.
3. При експериментальному стоматиті гель «Лізостом» призводить до нормалізації кислотно-лужної рівноваги та мобілізації захисних механізмів, які проявляються нормалізацією кислотно-лужного стану артеріальної крові експериментальних щурів за перевершував препарат порівняння «Метрогіл Дента».
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АНАЛІЗ РЕЗУЛЬТАТІВ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
За даними ВООЗ більше 82% населення страждають на запальні захворювання пародонту (стоматит, гінгівіт, пародонтит), відмічається тенденція до їх зростання, тому це серйозна медико-соціальна проблема [39, 41].
В наукових працях останнього десятиріччя причиною розвитку гострих та хронічних запальних процесів в пародонті, окрім місцевих і загальних чинників, розглядують зміну складу мікрофлори та алергізацію організму, гормональний, стресорний, травматичний фактори тощо[15, 16]. Отже, існує безліч подразників, які можуть слугувати прямою чи опосередкованою причиною розвитку запального процесу в м’яких тканинах пародонту. Однак,  без стимуляції природних факторів захисту ротової порожнини або їхньому додатковому введенні стійкого позитивного ефекту, що полягає у нормалізації гомеостазу  порожнини рота, досягти складно [137].
Діапазон існуючих методів та засобів профілактики і лікування стоматитів та гінгівітів достатньо широкий, однак ефективність їх не завжди висока [73]. Незважаючи на певні успіхи застосування традиційних методів лікування, але через недостатню ефективність, нетривалий ефект (оскільки більшість з них мають симптоматичну направленість і не впливають на патогенетичні механізми) і нерідко через побічні дії, останніми роками віддають перевагу засобам природнього походження (про- і пребіотики, мембранотропні препарати, а також екстракти природної сировини) [81].
Однією з таких субстанцій природнього походження є лізоцим, що знайшов своє місце в клінічній стоматології завдяки нешкідливості для організму, широкому спектру біологічної дії  та високій лікувально-профілактичній ефективності [84]. 
Лізоцим, це фермент-мурамідаза, який є універсальним природнім фактором неспецифічної антибактеріальної, противірусної та антитоксичної резистентності. Він володіє широким спектром цінних біологічних властивостей, серед яких імунокорегуюча, гемостатитична, мембраностабілізуюча, антиоксиданта дії, здатність до стимуляції репаративної регуляції та еритропоезу, корекція кисневого метаболізму і морфофункціональнго стану фагоцитуючих клітин [32]. Доведена участь лізоциму в регуляції мітотичної та метаболічної активності клітин, індукції синтезу імунокомпетентними клітинами таких медіаторів, як інтерферон, інтерлейкіни, фактору некрозу пухлини; регуляції плазменного протеолізу тощо. Лізоцим це мукопептид-глікозидаза, фермент мукополісахаридної дії, який гідролізує р-1,4 зв’язки між залишками N-ацетилмурамовою кислотою та 2-ацетамідл-2-дезокси-2-глюкози в мукополісахаридах та мукопептидах клітинної стінки бактерій [44, 84].

Незважаючи на те, що потенціал лізоциму гідрохлориду досліджений багатьма вченими при різних патологічних станах, сфера його застосування у клінічній практиці стоматологів дуже обмежена.
Ефективність застосування лізоциму в складі лікувально-профілактичних засобів доведена, однак, стоматологічний препарат в формі гелю викликає науковий і практичний інтерес [88, 91]. Це пов’язано з тим, що до теперішнього часу існуючі лікарські засоби на основі лізоциму, які застосовують для лікування стоматитів та гінгівітів (а також в ЛОР практиці, офтальмології, хірургії), випускаються у формі таблеток для розсмоктування, ліофілізатів для приготування розчинів, зубних паст. На Українському фармацевтичному ринку зареєстровані препарати з вмістом лізоциму гідрохлориду лише у формі таблеток (Гексаліз, Ларіпронт, Лісобакт, Лізак) [73]. Спільним недоліком вищевказаних препаратів є поєднання компонентів синтетичного походження, які нерідко провокують виникнення алергічних реакцій у хворих. Крім того, таблетована лікарська форма не забезпечує достатній рівень біодоступності діючих речовин місцево, на відміну від гелю, що наноситься безпосередньо на уражені ділянки слизової оболонки і за рахунок реологічних властивостей гелевої основи сприяє зменшенню дифузії лізоциму гідрохлориду та пролонгує дію засобу. Також, таблетки для розсмоктування не надто зручний спосіб прийому при стоматиті та гінгівіті, оскільки запалення слизової оболонки порожнини рота та ясен супроводжується гострими больовими відчуттями та будь який механічний вплив призводить до посилення симптомів. Також труднощі в застосуванні для певної категорії пацієнтів, наприклад дітей раннього віку та тяжко хворими [92]. 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 гідрохлорид, де було розроблено та передано для подальшого фармакологічного вивчення.
До складу стоматологічного гелю входять лізоциму гідрохлориду 0,3%, гідроксиетилцелюлоза (ГЕЦ) 2,0%, гліцерин та вода очищена. Виходячи з аналізу літературних джерел та проведених раніше досліджень, в якості основи було обрано ГЕЦ, оскільки  гідрофільні основи додатково мають незначну антимікробну та протизапальну дію [192]. 
Препарат на основі лізоциму гідрохлориду в формі гелю на вітчизняному та зарубіжному фармацевтичному ринку не зареєстровано. Разом з цим, вивчення впливу гелю «Лізостом» на патогенез запальних захворювань пародонту та СОПР дозволяють обґрунтувати доповнення до класичної схеми лікування гінгівітів та стоматитів, з метою запобігання ускладнень та переходу до більш тяжких станів, які можуть стати передумовою розвитку пародонтозів, передчасної втрати зубів, тощо. Це й зумовлює своєчасність та актуальність виконаних досліджень [91]. 
Препаратом порівняння було обрано «Метрогіл Дента®» («Юник Фармасьютикал Лабораториз», Індія), один з небагатьох стоматологічних препаратів у формі гелю на фармацевтичному ринку України, який має протизапальні та антимікробні властивості, як аналог за гемостатичною дією при місцевому застосуванні – порошок Амінокапронової кислоти (ТОВ "Фармацевтична компанія "Здоров'я", м.Харків, Україна) [73].
З урахуванням складу гелю, нами було запропоновано дослідити антиексудативну, антимікробну, репаративну, гемостатитчну та інші види дії, а також ефективність гелю «Лізостом» при лікуванні гінгівіту та стоматиту.

Ефективну дозу діючої речовини досліджуваного гелю на основі лізоциму гідрохлориду вивчали на моделі термічної виразки СОПР у щурів [58, 76]. Встановлено, що ефективна доза лізоциму гідрохлориду становить 3 мг/кг.
Гостру токсичність гелю вивчали при трьох шляхах введення: епікутанному, внутрішньошлунковому та після нанесення на слизову оболонку порожнини рота; на двох видах тварин – мишах і щурах. При введенні максимально допустимих доз ( від 50 мг/кг до 10000 мг/кг) не відбулося загибелі жодної тварини. Таким чином, гель «Лізостом» було віднесено, згідно класифікаційних таблиць К.К. Сидорова,  до VI класу токсичності (відносно нешкідливі речовини) [144].

За оцінкою дослідження місцевоподразнюючої дії доведено. що гель «Лізостом» не викликає подразнюючої реакції при нанесенні на слизову оболонку порожнини рота щура. 

За результатами вивчення антиексудативної активності, на моделі карагенінового набряку стопи щура, гель «Лізостом» проявляє виражену протизапальну дію – 43,5%, препарат порівняння «Метрогіл Дента» мав дещо гірший показник – 30,9%. За антиексудативною дією гель «Лізостом» перевершив препарат порівняння «Метрогіл Дента» на 12,6%. З літературних джерел відомо, що дія субстанцій при карагеніновому набряку реалізується за рахунок пригнічення біогенних амінів: кінінів, гістаміну та простагландинів. Підвищенню фармакологічної дії сприяє використання гідрофільної основи ГЕЦ, яка при місцевому лікуванні підвищує антимікробний ефект гелю, забезпечує додаткову протизапальну та ранозагоювальну дію [135, 163].
Дослідження антибактеріальних властивостей гелю «Лізостом» по відношенню до клінічних ізолятів показали, що препарат володіє протимікробною активністю по відношенню до 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 «МетрогілДента». 
На експериментальній моделі ерозивно-виразкового хімічного стоматиту було доведено репаративні властивості гелю «Лізостом». Досліджуваний гель зменшує набряк та гіперемію, покращує загальний стан тварин, знижує прояви запалення, ректальну температуру, вміст лейкоцитів в крові, сприяє швидшій епітелізації поверхонь виразок, у порівнянні з референт препаратом. За фармакотерапевтичною активністю стоматологічний гель «Лізостом» сприяє повній епітелізації поверхні виразки на 7 добу експерименту та перевершує препарат порівняння «Метрогіл Дента» на одну добу.
З літературних джерел відомо про гемостатичну активність лізоциму [67, 203]. Оскільки однією з виражених клінічних ознак гінгівіту є кровотеча з ясен, тому наступним етапом нашої роботи було вивчення гемостатичної активності гелю «Лізостом». В ході дослідження встановлено, що гель «Лізостом» після одноразового нанесення скорочував тривалість кровотечі із мікросудин щура на 24,3 % відносно контрольної групи та підвищував агрегаційну здатність тромбоцитів.
Для підтвердження ефективності лікування експериментального гінгівіту гелем «Лізостом» було проведене гістологічне дослідження, яке показало, що локальне ураження ясен суспензією бджолиної отрути на тлі дисбактеріозу ротової порожнини викликає у більшості щурів ознаки гіпертрофічного гінгівіту, морфологічна картина якого складається з осередкової гіперплазії багатошарового епітелію з акантозом та гіперкератозом, помірної запальної реакції у власній пластинці слизової. У ряді випадків мікроскопічна картина осередкової гіперплазії епітелію ускладнювалась гострим альтеративним запаленням, при якому спостерігали різної виразності некротичні зміни епітелію з осередковою десквамацією, запальну інфільтрацію, некробіотичні зміни у клітинних елементах та мукоїдний набряк волокнистих елементів строми. Лікування гелем «Лізостом» значно прискорювало процес загоєння при експериментальному гіпертрофічному гінгівіті та запобігав розвитку гострого альтеративного запалення.
Також було проведено гістологічне дослідження при експериментальному стоматиті. У досліджених ділянках присінку рота щурів виявлено гостре альтеративне запалення, як наслідок припалювального впливу хімічного подразника натрію гідроксиду: нечисленні ерозивні дефекти з повною або частковою деструкцією епітеліального пласта, виразною запальною реакцією у власній пластинці, некробіотичними змінами клітинних. Лікувальні аплікації гелю «Лізостом» сприяли повному загоєнню дефектів слизової оболонки на 7 день досліду.
Після дослідження фармакологічних ефектів, нами було вивчено вплив гелю «Лізостом» на деякі механізми запалення при експериментальному гінгівіті та стоматиті. 
В ґенезі запалення має місце дисбаланс цитокінів, а саме про- та протизапальних, а їх концентрація та співвідношення свідчить про вираженість запального процесу та ефективність лікування. Результати проведеного експерименту показали, що при відтвореній моделі гінгівіту концентрація ФНПα у крові щурів контрольної патології порівняно з інтактним контролем зросла в 2,6 рази, γ-ІФН в 1,3 рази, при цьому концентрація протизапального цитокіну IЛ-4 знизилась в 1,3 рази. Визначення відношення прозапальних (ФНПα, γ-ІФН) до протизапального цитокіну (IЛ-4) свідчило про порушення цитокінового балансу у бік прозапальних цитокінів. Так, показник ФНПα/IЛ-4 у порівнянні з інтактною групою тварин збільшився у 3,4 рази, а показник γ-ІФН/IЛ-4 – в 1,6 рази. Нанесення гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті у щурів на 5 добу призводило до зменшення концентрацій ФНПα і γ-ІФН у порівнянні з нелікованою патологією в 1,6 та 1,4 рази відповідно. Під впливом гелю «Лізостом» відбулося зниження показника ФНПα/IЛ-4, але мав вірогідну відмінність від інтактного контролю. Показник γ-ІФН/IЛ-4 в групі щурів, яких лікували гелем «Лізостом», повністю нормалізувався. Референт-препарат «Метрогіл Дента» мав гірші показники і вцілому поступався за специфічністю дії гелю «Лізостом» на 5 добу дослідження. 
В умовах експериментального стоматиту відбулося зростання концентрації ФНПα у крові щурів порівняно з інтактним контролем в 2,8 рази, γ-ІФН в 1,2 рази, концентрація протизапального цитокіну IЛ-4 знизилась в 1,4 рази. Показник ФНПα/IЛ-4 суттєво збільшився у порівнянні з інтактною групою тварин у 4,1 рази, а показник γ-ІФН/IЛ-4 – в 1,4 рази, що свідчило про порушення цитокінового балансу у бік прозапальних цитокінів. На 7 добу експерименту спостерігали тенденцію до нормалізації показників: зниження ФНПα та γ-ІФН в 1,8 та 1,2 рази відповідно, ФНПα/IЛ-4 став меншим в 1,7 рази і нормалізацію IЛ-4 (підвищився в 1,21 рази) в порівнянні з групою контрольної патології.  Концентрація γ-ІФН та індекс γ-ІФН/IЛ-4 не мали вірогідної різниці за вказаними показниками в групі інтактних щурів (р>0,05). Препарат порівняння «Метрогіл Дента» вцілому поступався гелю «Лізостом».
Процес запалення протікає на фоні порушення системи ПОЛ та АОС. В літературних джерелах зустрічаються данні, що лізоцим проявляє антиоксидантні властивості. Нами було вивчено вплив гелю «Лізостом» на стан системи антиоксидантно-прооксидантного захисту при експериментальному гінгівіті та стоматиті [84].

Результати вивчення стану ПОЛ та АОС при експериментальному гінгівіті у сироватці крові показали, що відбувалася активація ПОЛ, на це вказує збільшення концентрації МДА у 1,8 рази та церулоплазміну в 1,45 рази; зменшення активності каталази в 1,4 рази та показника АПІ в 2,2 рази. Оскільки церулоплазмін розглядають як «білок гострої фази» запального процесу, можна констатувати наявність запальних явищ та їх виразність. Застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті сприяло нормалізації показників АПІ та активності церулоплазміну (статистично достовірної різниці показників церулоплазміну, каталази, МДА та АПІ у цій групі з аналогічними показниками інтактної групи не відмічено). Аналіз проведеного дослідження показників ПОЛ та АОС в гомогенаті тканини ясен після моделювання гінгівіту показав, що у тварин контрольної групи спостерігалося зниження концентрації каталази в 1,8 рази та збільшення концентрації МДА в 1,3 рази. АПІ зменшився майже в 2 рази. Застосування гелю «Лізостом» повністю відновлювало антиоксидантний захист та пригнічивало спалах ПОЛ. Показники референт препарату «Метрогіл Дента» свідчили про нижчу активність відно системи ПОЛ та АОС та вцілому поступався гелю «Лізостом».
При дослідженні сироватки крові щурів з експериментальним стоматитом відбувалась активація ПОЛ і зниження антиоксидантного захисту. Про це свідчить збільшення концентрації МДА в 1,6 рази та церулоплазміну в контрольній групі тварин у 1,9 у порівнянні з інтактним контролем; та зниження активності каталази в 1,5 рази та показника АПІ в 3,4 рази - що свідчило про наявність запальних явищ при експериментальному моделюванні стоматиту у щурів. На відміну від контрольної групи, у тварин яких лікували гелем «Лізостом» на 7 добу активність каталази збільшилась в 1,5 рази та рівень АПІ в 3,3 рази, рівень МДА та церулоплазміну зменшився в 1,6 рази та церулоплазміну в 1,7 рази. Тобто, під впливом гелю «Лізостом» відбувається активація антиоксидантної системи та зменшення активності процесів ПОЛ. Разом з цим, рівень церулоплазміну в сироватці крові нормалізувався, що вказує на відсутність гострих запальних явищ. Це пов'язано зі здатністю церулоплазміну підвищувати стабільність клітинних мембран, руйнувати вільні радикали кисню і, таким чином, запобігати процесам ПОЛ [106].

При дослідженні гомогенату тканин ясен щурів контрольної групи встановлено, що моделювання стоматиту призвело до виснаження АОС, про що свідчило зниження активності каталази в 2,4 рази та активація ПОЛ, на що вказувало збільшення концентрації МДА в 1,5 рази. На 10 добу експерименту після лікування гелем «Лізостом» відбулася нормалізація прооксидантно-антиоксидантного стану: активність каталази підвищилась в 1,8 рази, рівень МДА знизився в 1,3 рази. АПІ збільшився в 2,3 рази. Одержані результати досліджень співпадають з даними літератури про антиоксидантні властивості лізоциму гідрохлориду, в яких ствержується, що він являє собою нейтралізатор гідроксильних іонів, який захищає ДНК та інші системи від окисного ушкодження [32, 125]. Референт препарат «Метрогіл Дента» вцілому поступався гелю «Лізостом» за специфічністю дії.
Таким чином, застосування гелю «Лізостом» при експериментальному гінгівіті та стоматиті зменшує генерацію вільних радикалів та призводить до нормалізації прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, що підтверджує доцільність його застосування в терапії запальних захворювань тканин пародонту та СОПР.
Запальний процес при гінгівітах та стоматитах характеризується зміною кислотно-основного стану артеріальної крові. Проведений аналіз результатів дослідження показав, що у щурів в умовах експериментального запалення спостерігається метаболічний ацидоз зі зменшенням рН і зсувом буферних основ у кислий бік. Після лікування гелем «Лізостом» (експериментальний гінгівіт – 5 доба, експериментальний стоматит – 7 доба) спостерігали позитивну динаміку у відновленні кислотно-лужної рівноваги: показник рН при гінгівіті та стоматиті підвищився в 1,02 та 1,02 рази відповідно, ВВ в 1,1 рази однаково при обох патологіях, SB в 1,18  та 1,41 рази відповідно, порівнюючи з даними контрольної патології. Показник ВЕ не мав статистично вірогідної відмінності, в порівнянні з даними груп інтактного контролю. Гель «Лізостом» при експериментальному запаленні нормалізує кислотно-лужну рівновагу та мобілізує захисні механізми організму. Під дією референт-препарату «Метрогіл Дента» процес нормалізації протікав менш інтенсивно та у відповідні сроки мав нижчі показники порівняно з гелем «Лізостом».
Як відомо, фібробласти це головні ефектори, які генерують основні елементи сполучної тканини. Вони є провідними продуцентами компонентів міжклітинного матриксу (колагенів I, III, V типів, глікозаміногліканів, фібронектину та ін.). Тому за станом морфофункціональної активності фібробластів можна оцінити ефективність лікувальних заходів [205]. У зв'язку з викладеним нами було вивчено вплив гелю «Лізостом» на синтез нуклеїнових кислот при експериментальному гінгівіті [2]. В механізмі протизапальної дії має значення динаміка змін розмірів ядер фібробластів в ушкодженій тканині та показника відношення РНК/ДНК під впливом препарату [2]. Нами встановлено збільшення площі ядер фібробластів у щурів з експериментальним гінгівітом у порівнянні з інтактним контролем. 
У щурів контрольної патології оптична щільність ядра менша в 2,2 рази у порівнянні з інтактними тваринами, а оптична щільність цитоплазми - в 1,45 раза. При цьому показник РНК/ДНК, що характеризує білоксинтетичну функцію клітин, у тварин контрольної групи знизився в порівнянні з показником інтактної групи. Встановлено обернено пропорційну залежність між оптичною щільністю ядра (ДНК) и площею ядра фібробластів за вийнятком показників контрольної групи, в якій відмічали найбільшу площу ядра. Згідно даних літератури, таке росходження можна пояснити зміною форми ядер фібробластів у контрольній групі на більш витягнуту, еліпсоподібну, саме така форма ядер фібробластів характеризується більш низьким рівнем морфофункціональної активності та пов'язана з більш низьким рівнем зчитування інформації в ядрі та синтезу білку в цитоплазмі [2, 143]. Оптична щільність ядра (ДНК)  в контрольній групі вища, ніж у групі щурів з експериментальним гінгівітом, яких лікували гелем «Лізостом», а оптична щільність цитоплазми (РНК) нижча. В експериментальних групах щурів, яких лікували гелем «Лізостом», ядра фібробластів набували овально-округлу форму, світлішали, що пов'язано з переходом гетерохроматину в еухроматин. Площа в 2,24 раза збільшувалась, у порівнянні з показниками інтактних тварин, що свідчило про підвищення рівня морфофункціональної активності клітин.
Показник РНК/ДНК в групі тварин, яких лікували гелем «Лізостом» був у 1,7 рази вищий за показник в групі контрольної патології, що свідчить про підвищення білоксинтетичної функції фібробластів під впливом досліджуваного гелю. Таким чином, можна зробити висновок про позитивний вплив гелю «Лізостом» на перебіг експериментального гінгівіту, що проявляється підвищенням морфофункціональної активності фібробластів. 

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 слизової 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. Гель «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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