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ВСТУП

Актуальність теми. Слинні залози (СЗ) відіграють важливу роль в процесі травлення, формуванні місцевого імунітету в порожнині рота, синтезують низку ендогенних біорегуляторів [31,102,108]. Тобто функції СЗ є тісно взаємопов'язаними як з іншими відділами системи травлення, так і органами кровообігу, виділення тощо [46,81,163, 240]. 

Відомо, що залози травної системи, у т.ч. великі слинні, є досить чуттєвими до впливу різноманітних екзогенних та ендогенних чинників. Дисфункцію СЗ викликають стоматологічні і деякі системні захворювання, іонізуюче опромінення, травматичні ушкодження [3,45, 52],  а також використання знімних протезів [111,83,84]. Все це негативно впливає на місцевий гомеостаз порожнини рота і функціонування травної системи в цілому. 

У стоматологічній практиці як мономер для виготовлення знімних конструкцій зубних протезів використовують метилметакрилат. Кількість вільного (залишкового) мономера у пластмасі становить 5-8% [87]. Відома здатність цієї сполуки виділятися із базисів знімних зубних протезів, що може бути наслідком неякісного виготовлення останніх, підвищення агресивності слини тощо. Доведено, що мономер виявляє дозозалежну цитолітичну дію, сприяє вивільненню з клітин прозапальних медіаторів з подальшим розвитком запалення у порожнині рота, дисфункцією СЗ з виникненням гіпосалівації та наступним ще більшим порушенням адаптації до знімних зубних протезів за механізмом “зачарованого” кола [31,4,35,166,213]. 

Виявлена здатність метилового ефіру метакрилової кислоти викликати подразнення рецепторів слизової оболонки порожнини рота з рефлекторною зміною активності СЗ із подальшим їх виснаженням та розвитком атрофічних процесів [111,122].

В останні роки показана роль компонентів системи оксиду азоту (NO) у механізмах вільнорадикального та гіпоксичного некробіозу у тканинах СЗ за умов тривалого механічного ушкодження проток СЗ [52].

Відомо, що NO є важливим біорегулятором, виконує роль внутрішньо- та позаклітинної сигнальної молекули. В тканинах СЗ активно функціонують усі три ізоформи NO-синтаз (NOS) – ендотеліальна (eNOS), нейрональна (nNOS) та індуцибельна (iNOS)  [256]. NO бере участь у регуляції гемодинаміки СЗ, процесів секреції слини, нейротрансмісії, забезпечує функціонування гістогематичного бар’єра, впливає на проліферацію та диференціювання клітин СЗ [152, 244].

При надлишковому утворенні NO порушує функціональну активність залізо- та мідьвмісних біополімерів, перетворюється в реакції з супероксидним аніон-радикалом (.О
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) на пероксинітрит,  який виявляє властивості як потужного патогенного чинника, так і сигнальної молекули [104,232,262].

Нещодавно показано, що вироблення цитотоксичної кількості NO значно зростає через індукцію iNOS при активації транскрипційного ядерного фактора κB (NF-κB) [160,239]. У той же час, дані літератури про взаємозв’язки між останнім та компонентами системи NO (NOS, нітрат- і нітрит-йонами, пероксинітритом) досить суперечливі.

Невизначеною залишається роль ізоформ NO-синтаз, пероксинітриту та NF-κB у патогенезі ушкодження СЗ за участю метилового ефіру метакрилової кислоти. З’ясування цього питання дозволить розширити існуючі засоби попередження та лікування ускладнень, пов’язаних із зубним протезуванням.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана як самостійний фрагмент планових наукових робіт Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» МОЗ України «Кисень- та NO-залежні механізми ушкодження внутрішніх органів та їх корекція фізіологічно активними речовинами» (№ держреєстрації №0108U010079) та «Роль активних форм кисню, системи оксиду азоту та транскрипційних факторів у механізмах патологічного системогенезу» (№ держреєстрації №0114U004941). Здобувач є співвиконавцем тем. Тема дисертації затверджена на засіданні Проблемної комісії МОЗ і НАМН України “Нормальна та патологічна фізіологія” (протокол № 5 від 24.10.2013 р.) та на засіданні Вченої ради стоматологічного факультету (протокол №7 від 6.03.2014 р.).

Мета дослідження. Метою цієї роботи було з’ясування закономірностей впливу ізоформ NO-синтази,  аргінази, пероксинітриту та NF-κB на вільнорадикальні процеси і білоксинтезуючу функцію піднижньощелепних слинних залоз білих щурів за умов тривалої дії метилметакрилату на слизову оболонку порожнини рота. 

Завдання дослідження:

1. Дослідити стан NO-синтазного (за сумарною активністю NOS) та аргіназного (за активністю орнітиндекарбоксилази) шляхів метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи в тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів та їх білоксинтезуючої функції (за активністю α-амілази) за умов 30-денної аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 

2. Вивчити вплив селективних інгібіторів нейрональної та індуцибельної NOS та її субстрату L-аргініну на стан NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи в тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів та їх білоксинтезуючої функції за умов 30-денної аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 

3.  Дослідити вплив неселективного інгібітора аргінази L-норваліну на стан NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи в тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів та їх білоксинтезуючої функції за умов 30-денної аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 

4. Вивчити дію скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на стан NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи в тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів та їх білоксинтезуючої функції за умов 30-денної аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 

5. Дослідити вплив інгібітора ядерної транслокації NF-κB JSH-23 стан NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи в тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів та їх білоксинтезуючої функції за умов 30-денної аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 

6. З’ясувати закономірності поєднаного впливу L-аргініну та інгібітора ядерної транслокації NF-κB JSH-23 на стан вільнорадикальних процесів і білоксинтезуючу функцію піднижньощелепних слинних залоз щурів за умов 30-денної аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 

Об’єкт дослідження: NO- та NF-κB-залежні механізми пошкодження слинних залоз.

Предмет дослідження: роль NOS, аргінази, пероксинітриту та  NF-κB-сигналізації у патогенезі метаболічних розладів і функції слинних за умов патогенної дії метилметакрилату.

Методи дослідження: поставлена мета досягнута шляхом використання експериментальних і біохімічних методів дослідження слинних залоз щурів. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше виявлено, що 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота викликає у тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів дизрегуляторні зміни NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну, збільшує продукцію супероксидного аніон-радикала, сприяє розвитку декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів, порушенню білоксинтезуючої функції піднижньощелепних слинних залоз. З’ясовано відмінності в ефектах індуцибельної та нейрональної NO-синтаз за умов дії метилметакрилату.

Вперше виявлено, що функціонування аргінази за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота спрямоване на підвищення активності орнітиндекарбоксилази та реципрокне пригнічення сумарної активності NO-синтаз у тканинах піднижньощелепних слинних залоз, обмеження у них продукції супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортним ланцюгом та інтенсивності пероксидного окиснення ліпідів, збільшення активності антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази) та α-амілази.

Показано, що введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну та пригнічення активації транскрипційного фактора κB шляхом введення інгібітора його ядерної транслокації JSH-23 за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується зменшенням активності NO-синтаз у тканинах піднижньощелепних слинних залоз, обмеженням у них продукції супероксидного аніон-радикала НАДН- і НАДФН-залежними електронно-транспортними ланцюгами,  інтенсивності пероксидного окиснення ліпідів із підвищенням антиоксидантного потенціалу.

Вперше виявлено, що поєднане введення L-аргініну та JSH-23 за умов експерименту сприяє покращенню білоксинтезуючої функції піднижньощелепних слинних залоз, нормалізує рівень генерації супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами, виявляє адитивну дію щодо обмеження пероксидного окиснення ліпідів.

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати можуть використовуватися як експериментальна база для розробки патогенетично обґрунтованих методів попередження та корекції метаболічних і функціональних розладів слинних залоз із залученням інгібіторів індуцибельної NO-синтази, NF-κB, скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіоніну) у осіб, які використовують знімні конструкції зубних протезів або ортодонтичні апарати з ризиком вивільнення залишкового мономера (метилметакрилату). Розроблений спосіб експериментальної терапії дисфункції слинних залоз при дії на органи ротової порожнини метилового ефіру метакрилової кислоти (патент України № 101142).
Результати роботи впроваджено в навчальний процес на кафедрах патофізіології Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія», Державного вищого навчального закладу України «Тернопільський державний медичний університет ім. І.Я. Горбачевського», Запорізького державного медичного університету, Національного фармацевтичного університету, Харківського національного медичного університету.
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. Здобувачем особисто здійснено патентно-інформаційний пошук, експериментальні дослідження, проведено статистичну обробку та аналіз отриманих результатів, сформульовано висновки дисертації. Разом із науковим керівником розроблена програма, визначені мета і завдання дослідження, методичні підходи до проведення експерименту на тваринах. У працях, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал і основний творчий доробок: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі та узагальненні отриманих даних, підготовлено статті до друку.  

Апробація результатів дослідження. Основні наукові положення і результати дисертації доповідалися та обговорювалися на VI науково-практичній конференції “Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів” (Тернопіль, 2013), XIII  читаннях ім.               В.В. Підвисоцького (Одеса, 2014), Всеукраїнській науково-практичній конференції “Медична наука в практику охорони здоров’я” (Полтава, 2014), XVIIІ міжнародній медико-біологічній конференції молодих дослідників, присвяченій 20-річчю медичного факультету СПбДУ  “Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье” (Санкт-Петербург, 2015), Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 50-річчю кафедри патологічної анатомії та кафедри патофізіології Запорізького державного медичного університету “Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології” (Запоріжжя, 2015), VIІІ науково-практичній конференції “Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів” (Тернопіль, 2015).

Публікації. Результати дослідження опубліковано в 5 статтях у фахових журналах України, що реферуються міжнародними наукометричними базами даних РІНЦ, Index Copernicus International, Google Scholar, 1 статті у фаховому журналі за кордоном (Республіка Білорусь),  6 робіт опубліковано у матеріалах конгресів і конференцій, одержано 1 патент України на  корисну модель.

Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 158 сторінках комп’ютерного набору, містить 33 таблиці та 4 рисунки. Складається зі вступу, огляду літератури, характеристики об’єктів і методів дослідження, 5-ти розділів результатів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, який містить 285 джерел – 126 кирилицею та 159 латиницею (обсягом 35 сторінок).

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Патогенна дія метилметакрилату на організм людини і тварин

Експериментальні та клінічні дослідження свідчать про те, що полімерні матеріали, які використовуються в медицині, та речовини, що з них  вивільняються, можуть викликати різні несприятливі ефекти на організм людини та тварин.  Ці розлади не завжди вкладаються в поняття "гостре отруєння", але є пов’язаними з різноманітними ефектами несприятливого впливу хімічних речовин на організм  [116].

Широке розповсюдженням полімерів загострює проблему довготривалої дії хімічних речовин у порівняно невеликих дозах і концентраціях. Міграція шкідливих сполук з полімерів визначає не стільки погіршення якості виробів, скільки характер і рівень їх впливу на здоров'я людей. При цьому хімічні забруднення малої інтенсивності відрізняються повільною непомітною дією, частіше у формі хронічних інтоксикацій, які можуть набувати настільки масовий характер, що їх попередження стає важливою медико-біологічною та соціальною проблемою. Рівень міграції хімічних сполук з полімерів залежить від їхньої будови, терміну експлуатації, якості екстрагувального середовища, його температури і часу контакту, а також від низки менш значущих чинників [87,116,270]. Форма макромолекул полімеру має певне значення з погляду потенційної небезпеки виділення з полімерних матеріалів шкідливих речовин, у тому числі у біологічне середовище). Причому інтенсивність міграції низькомолекулярних сполук із сітчастих полімерів нижче, ніж з розгалужених і тим більше лінійних. Міграція хімічних сполук, що входять до складу полімерних матеріалів, визначається значною мірою завершеністю процесів полімеризації або поліконденсації. Будова полімерів з часом змінюється через перебіг процесів старіння і деструкції, а також вимивання та випотівання компонентів або продуктів їхньої взаємодії [124]. До складу полімерних матеріалів вводяться пластифікатори, наповнювачі, отверджувачі, мастила, стабілізатори та інші допоміжні речовини. Ці компоненти переважно не вступають у хімічний зв'язок з полімерами, а перебувають з ним у механічного зв'язку, через що здатні мігрувати в навколишнє середовище.

У стоматології застосовуються базисні, еластичні пломбувальні та реставраційні полімери. Розрізняють пластмаси гарячої та холодної полімеризації. До цієї групи також належать акрилові полімери – основні матеріали в ортопедичної стоматології. Акрилові пластмаси складаються з двох компонентів: полімеру (порошку) і рідини мономера (метилметакрилату). Продукт полімеризації останнього є поліметилметакрилат, який отримується шляхом суспензійного методу полімеризації. Таким чином, метилметакрилат (метиловий ефір метакрилової кислоти) є основною речовиною базисних пластмас [87,182,272]. Це безбарвна рідина із запахом ацетону, легко випаровується, вогненебезпечна, під дією світла і кисню повітря починає полімеризуватися. Вона є добре розчинною у спиртах, звичайних органічних розчинниках, обмежено розчинною у воді. Має поріг запаху 0,085 мг/л, допустима кількість міграції хімічних речовин (ДКМ) становить 0,25 мг/л [94,100,214,241,285].

З поліметилметакрилату виготовляють штучні зуби, основу для них і пломбувальні матеріали. Незначна частина молекул мoномера завжди знаходиться у вільному стані, тому повного його затвердіння досягти технічно неможливо. 

На ринку виробів для стоматології метилметакрилат поширюється як матеріал для зовнішнього покриття зуба, заповнювачів порожнин і тріщин, що наносяться на поверхню зуба для попередження карієсу [167,182,199]. Поліметилметакрилат застосовують також як цемент для кісток, особливо для ендопротезування суглобів, краніо- і вертебропластики  [74,193,248]. В останні роки метилметакрилат широко використовується при виробництві штучних нігтів [159,215].

В акриловій пластмасі залишковий мономер буває здатним або нездатним до вимивання. Нездатний до вимивання мономер є стабільно зв'язаним і виявляється до 0,3% навіть після 15 років користування ортопедичними або ортодонтичними конструкціями [17,50].

За даними експериментальних досліджень, навіть при правильному режимі полімеризації кількість залишкового мономера після гарячої полімеризації складає 0,2-0,5%, для пластмас холодного затвердіння це значення дорівнює 2-7%. В результаті порушення полімеризаційного циклу підвищується пористість та підвищене внутрішнє напруження матеріалу, що призводить до збільшення вмісту залишкового мономера (до 8%) [94,169,196,270].

Вихід метилметакрилату з базису протеза (ортодонтичного апарату) відбувається неоднорідно – в перші шість місяців відмічається невелике вимивання, а після 8-12 місяців цей процес прогресує [44].

Доведено наявність метилметакрилату в венозній крові хворих, яким під час операції вводили цемент, що містить цю сполуку, в стегно і вертлюжну западину (наведено за [116]). При цьому в плазмі крові максимальна концентрація метилметакрилату реєструвалася в перші 5 хв після введення цементу в кістку і становила 3,1 мкг/мл. Відзначено, що рівень метилметакрилату в клітинах крові в 2 рази вище, ніж у плазмі, причому з клітин він виводиться в 10 разів повільніше, ніж з плазми. Вважається, що клітини крові при цьому виконують роль накопичувача мономера. 

Результати клінічних спостережень переконливо доводять, що залишковий мономер досить часто може викликати стійкість мікроорганізмів, пригнічення різних ланок імунітету, а також призводить до виникнення небажаних побічних реакцій (токсико-алергічні прояви, дисбіоз) [23,24,61].

Навіть невеликі дози акрилатів при тривалому контакті здатні викликати хронічний персистуючий гепатит. Окрім того, вони виявляють гемато-, нефро-, нейро- та імунотоксичну дію [71,137,140, 204,214]. Ендокринна патологія, ферментопатії, захворювання системи травлення призводять до підвищеної антигенної стимуляції, сприяють сенсибілізації організму. 

Доведено, що мономер метилметакрилат і хімічні речовини, що виділяються з полімеру, є гаптенами, які набувають антигенних властивостей при зв'язуванні з білками в організмі. Встановлено, що алергічний стоматит при наявності базисних пластмас на основі поліметилметакрилату в порожнині рота може викликатися реакціями гіперчутливості IV і I типу. Реакція IV типу на першому етапі супроводжується макрофагальною інфільтрацією, а в подальшому – нейтрофільною.

При недотриманні гігієнічних правил по догляду за знімними акриловими пластинковими протезами і ортодонтичними апаратами на основі поліметилметакрилату на них адсорбуються колонії мікроорганізмів, продукти життєдіяльності яких є антигенами (гаптенами). У результаті алергічної реакції IV типу посилюється проникність слизової оболонки ротової порожнини, мікробні антигени проникають в тканини протезного ложа і викликають алергічні реакції I типу. Цьому сприяє те, що базисна акрилова пластмаса має підвищену гідрофільність, що призводить до виникнення внутрішніх напружень, а також формуванню порожнин, в які проникає мікрофлора, що зв'язується з пластмасою за рахунок утворення стабільних, стійких зв'язків [62,70].

Наводяться дані щодо розвитку різних алергічних захворювань у практиці ортопедичної стоматології як у лікарів, так і переважно у пацієнтів у вигляді бронхіальної астми, алергічних дерматитів, токсикодермії [138]. Повідомляється про більш часті випадки респіраторних, шкірних і урогенітальних розладів у осіб, що контактують з метилметакрилатом, що міститься у повітрі робочої зони навіть на рівні нижче за ГДК [116]. 

Неодноразово у стоматологів, хірургів-ортопедів, манікюрниць спостерігався алергічний дерматит на похідні акрилової кислоти та позитивні результати шкірного тесту на метилметакрилат. Описано випадки гіперчутливості до останнього у ортопедичних та хірургічних хворих, яким проводилася імплантація виробів з полімерних матеріалів [165,231]. Повідомляється про розвиток алергічних реакцій на акрилові штучні нігті [197,218]. 

За даними літератури, під час операцій первинного тотального ендопротезування кульшового суглоба з використанням кісткового цементу, що містить метилметакрилат, зупинка серця відбувається у 0,6-10% хворих і тягне за собою летальний результат у 0,02-0,6% випадків [74].

Описано випадок, коли у зубного техніка із 40-річним стажем, який зазнавав постійний і досить інтенсивний транскутанний та інгаляційний вплив метилметакрилату, розвинулася генералізована периферична сенсомоторна нейропатія аксонального дегенеративного типу, підтверджена біопсією [155]. Повідомляється про розвиток парестезій у зубних техніків-протезистів, які найчастіше контактують з цементом, що містить метилметакрилат [238]. Виявлення останнього в сечі цих працівників, на думку авторів, вказує на всмоктування речовини через шкіру. 

У осіб, що займалися розливом метилметакрилату у форми, відзначалася дратівливість, швидка стомлюваність, частий головний біль, нудота, втрата апетиту, порушення моторної функції шлунка з розвитком ерозивного гастриту [116]. 

Метилметакрилат є потужним органічним розчинником і сприяє активації прокоагулянтів, які беруть участь у початкових етапах згортання крові. Важливу роль в цьому процесі відводять підвищенню проникності мембран формених елементів крові, що забезпечує вивільнення прокоагулянтів [109]. За даними О.М. Дорошенко [35],  для метилового ефіру метакрилової кислоти зі зшивагентом – диметакриловим ефіром дифенілопропану – притаманна дозозалежна цитолітична дія, яка характеризується тим, що збільшення концентрації мономера підвищує гемоліз еритроцитів in vitro. ЛС50 по гемолізу еритроцитів знаходиться на рівні 1,27% мономера в реакційному середовищі. 

За даними дослідників [6], тільки частина з понад 100 сполук, що виявляються в стоматологічних кабінетах, можуть мати більш-менш значну концентрацію. Але з цих речовин тільки акрилати досягають максимальних концентрацій. Вміст метилметакрилату протягом робочого дня може збільшитися в 80-180 разів у терапевтичних кабінетах і 2-3 рази в ортопедичних і хірургічних відділеннях. Прогноз зростання захворюваності зубних техніків, пов'язаний з тривалим впливом метилметакрилату в приміщеннях зуботехнічних лабораторій, становить при виготовленні знімних протезів – 21%, при виготовленні незнімних протезів – 14%, а при реставрації знімних протезів – 7,4% [123].

Підвищені концентрації метилметакрилату у повітрі приміщень викликають, за даними дослідників, подразнення слизової оболонки очей, порушення з боку респіраторного тракту у вигляді кашлю, задишки [138,188], причому не тільки у пацієнтів і робітників, а й у експериментальних тварин [186], з розвитком запалення та атрофії назального ендотелію (у щурів і мишей) [210]. Респіраторні порушення при впливі метилметакрилату супроводжуються розвитком пневмонії, бронхітів і бронхіальної астми з тяжкими порушеннями бронхіальної прохідності [138,188].

При вивченні віддалених ефектів впливу метилметакрилату за умов експерименту отримані як позитивні свідчення про наявність у цієї сполуки ембріотоксичних, тератогенних і мутагенних властивостей, так  і негативні [191,247,267]. Не виявлено збільшення частоти пухлин у тварин при дослідженні канцерогенності метилметакрилату. При проведенні когортних досліджень у осіб, які мають професійний контакт з метилметакрилатом, відзначається певне підвищення смертності від онкологічних захворювань органів дихання і товстої кишки. У нещодавно виконаному епідеміологічному дослідженні виявлено збільшення ризику випадків смерті у пацієнтів, які контактували з метилметакрилатом, від раку порожнини рота і глотки (в 15 разів), стравоходу (в 1,1 рази), товстої  та прямої кишки (в 1,4 рази), молочної залози (у 1,3 рази), сечових органів і гемобластозів (у 2 рази) [66]. 

Встановлено, що метиловий ефір метакрилової кислоти, який потрапляє в слину внаслідок вимивання або стирання пластмаси, викликає токсичні та алергічні стоматити [15,23,24,43]. Показано, що акрилові пластинкові протези мають негативний вплив на тканини протезного ложа у 40% осіб, які ними користуються [86].

Романова Ю.Г. та співавт. [94] виявили, що тривалий вплив на слизову оболонку порожнини рота щурів метилметакрилату в концентрації 1% протягом 30 діб призводить до дегенеративних змін епітеліоцитів, ознаками репарації епітелію, що виявляється його гіперплазією, акантозом і фокальним гіперкератозом. 

У роботах стоматологів повідомляється про розвиток «протезних стоматитів», пов’язаних з вивільненням надлишку мономера в базисах протезів, у 25-69% обстежених хворих [23,24,121,122]. 

За даними Т.С. Кочконян та співавт. [60], використання для заміщення дефектів зубних рядів незнімних ортопедичних конструкцій на основі метилметакрилату призводить до вираженої стимуляції вільнорадикального окиснення біомолекул і зниження активності каталази та СОД у ротовій рідині хворих. При цьому окисний стрес, що формується на тлі протезування незнімними і знімними ортопедичними конструкціями, виявляється як на місцевому, так і на системному рівнях. Системні прояви окисного стресу, на думку дослідників, пов'язані з накопиченням вторинних продуктів ПОЛ, зниженням небілкових тіолових груп, а також дисбалансом у роботі ферментів антирадикального захисту еритроцитів. Автори висловили припущення, що ініціація вільнорадикальних процесів у ротовій порожнині може бути пов’язана з дією нереалізованих радикалів залишкового мономера, що не вступив у реакцію полімеризації. Показана ефективність застосування антиоксидантної й антигіпоксантної терапії для зниження несприятливої дії метилметакрилату [39].

У працях останніх років показана негативна дія метилметакрилату на структуру та функції малих та великих СЗ. На думку деяких авторів, механізм походження зниження функції малих СЗ обумовлений низкою чинників, зокрема, впливом тиску базису на протезне ложе та дією остаточного мономеру акрилового протезу [18,48,121,122]. Так, жорсткість і пористість протезів, поганий догляд за ними сприяють транслокації мікроорганізмів у базис полімерного матеріалу з подальшим формуванням нальоту, який у сукупності з харчовими залишками призводить до значної колонізації мікроорганізмів, зокрема, грибів роду Candida [185]. Продукти життєдіяльності останніх викликають біль, печіння в зоні протезного ложа, а антигени цих грибів викликають алергічні реакції клітинного типу [19,247]. 

За даними дослідників [20,43,48,60,69], тривалий контакт з матеріалом знімного акрилового протезу призводить до розвитку гіпосалівації через дисфункцію СЗ.

Повідомляється, що слизова оболонка твердого піднебіння зазнає тиск базису протезу, що супроводжується її стоншенням і розвитком хронічного запалення з подальшою атрофією малих СЗ, заміщенням секреторних елементів жировою і сполучною тканиною. У осіб, які застосовували протез протягом 5-ти років, нерідко відмічаються складності в отриманні секрету, що виділяється в ділянці протезного ложа малими СЗ [88,98,247]. 

Сенчакович Ю.В. та Єрошенко Г.А. [101] при використанні        1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти для відтворення експериментальної гіпофункції піднебінних СЗ у білих щурів виявили спазм резистивної ланки мікроциркуляторного русла на 14 добу спостереження, після чого спостерігалася дилятація (до 30 доби експерименту). З боку обмінної і ємнісної ланок мікроциркуляторного русла визначається стійка дилятація протягом всього експерименту. На думку авторів, ці явища обумовлені безпосереднім подразнюючим впливом 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку залозистої зони твердого піднебіння щурів. 

Терешина Т.П. та Бабій Р.І. [111] показали, що залишковий мономер (метиловий ефір метакрилової кислоти) спричиняє збудження рецепторів слизової оболонки ротової порожнини. За цих умов великі СЗ рефлекторно підвищують свою активність, збільшуючи виділення слини. Це забезпечує нейтралізацію і змивання мономера із слизової оболонки порожнини рота. За цих умов гіперфункція СЗ призводить до компенсаторного наростання маси цих органів. Далі відбувається виснаження СЗ з ознаками їхньої атрофії та гіпофункції. 

Новицька І.К. і Вітт В.В. [84] дослідили патоморфологічні зміни  піднижньощелепних СЗ щурів за умов експериментальної гіпосаливації, яку відтворювали шляхом 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота тварин. Дослідники виявили  тотальне  зниження  функціональної активності епітеліоцитів СЗ, що проявляється  у відсутності в цитоплазмі вакуолей, виконаних секретом. Автори зробили висновок, що при деструктивних змінах у СЗ, що призводять до гіпосалівації, лікування повинно бути спрямоване на відновлення структури СЗ з одночасним застосуванням замісної терапії (штучної слини). Проте дослідники не запропонували конкретні методи патогенетичної терапії.

В іншій праці І.К. Новицька [83] повідомляє про втрату еластичності і зміну кольору СЗ (поява сірого відтінку) у щурів, порожнину рота яких обробляли мономером. При цьому відмічається зниження маси СЗ (маса привушних залоз зменшується майже в 2 рази у порівнянні з даними інтактних тварин).

Лише одиничні публікації висвітлюють механізми патогенної дії метилметакрилату на метаболізм в різних органах і тканинах.

Найважливіший шлях первинного перетворення залишкового мономера – гідроліз ефірного зв'язку карбоксилестеразою тканин з формуванням відповідних спиртів і кислот.  У системах in vitro та in vivo при оцінці впливу метилметакрилату виявлено участь різних систем біотрансформації цього ксенобіотика – карбоксилестерази та цитохрому Р-450. У присутності метаболічної системи (мікросоми + НАДФН) різко активується реакція кон’югації відновленого глутатіону з акрилатами й їх похідними [114]. Доведено, що ці сполуки можуть пригнічувати тканинне дихання за рахунок блокади сульфгідрильних груп, в результаті чого утворюється метгемоглобін і руйнуються низькомолекулярні антиоксиданти безпосередньо в тканинах. 

Еропкина Е.М. та співавт. [38] виявили токсичну дію метилметакрилату в клінічно адекватних концентраціях на енергетичний метаболізм, що проявляється у дозозалежному пригніченні сумарної активності мітохондріальних ферментів, що є одним з показників стресу на клітинному рівні. У іншій роботі [37] автори дослідили роль йонів Са2+ в механізмах клітинної загибелі на культурі клітин людини U-937 при дії на них метилметакрилату. Як індикатор транспорту Са2+ через біологічні мембрани використовували флуоресцентний зонд хлортетрациклін. Виявлено, що слаботоксичні концентрації метилметакрилату в більшості випадків викликали невелике, але достовірне, зниження зв'язування Са2+ клітинами, в той час як більш високі концентрації призводили до різкого підвищення поглинання Са2+.

Chen M.S. et al. [148] з’ясували закономірності дії метилметакрилату на первинну культуру людських нейронів неокортексу, отриману з ембріональної тканини мозку. Вплив мономера (1/200, V мономера / V гліцерола) протягом двох діб призводить до значного збільшення рівня лактатдегідрогенази. Проте призначення мономера (1/20000, 1/2000, або 1/200) істотно не збільшує рівень нітритів. Автори виявили, що метилметакрилат викликає зморщення нейронів з утворенням дистрофічних і / або фрагментованих аксонів, інколи – лізис клітин. Показано, що прекондиціювання культури із додаванням СОД, каталази та аскорбінової кислоти захищає нейрони від токсичної дії мономера. Автори підставили під сумнів зв’язок метилметакрилат-індукованої нейротоксичності з цитотоксичними властивостями оксиду азоту, але підтримують думку щодо опосередкування цього ефекту через агресивну дію супероксидного аніон-радикала та інших вільних радикалів. 

Проте у інших дослідженнях виявлено здатність метилметакрилату збільшувати в організмі людини та тварин вироблення оксиду азоту, що супроводжується вазорелаксацією [127,128,184]. Примітно, що ендотелій-залежна відповідь у тканинах на введення мономера суттєво пригнічується при внесенні неселективного інгібітора NOS – метилового ефіру нітро-L-аргініну (L-NAME), що доводить участь NO у цьому процесі [209].
Таким чином, дані літератури доводять, що полімерні матеріали, що містять метилметакрилат, досить широко використовуються в стоматології та медицині, при цьому залишковий мономер здатний у досить значній кількості вивільнятися з полімерів та справляти негативну дію як на органи ротової порожнини, так і внутрішні органи. Доведена патогенна дія метилметакрилату на малі та великі СЗ, що супроводжується різким зниженням рівня секреції.  При цьому показано, що секреторна активність СЗ має дуже важливу роль в забезпеченні гомеостазу та мікробіоцинозу порожнини рота, від яких залежить, як виникнення стоматологічної патології, так і підтримка соматичного здоров’я людини. Наслідком дисфункції СЗ є порушення гомеостазу ротової порожнини, зниження захисної функції слизової оболонки порожнини рота та зниження якості жувальної функції. Проте механізми ефекту метилметакрилату на великі СЗ до цього часу залишаються нез’ясованими, провідні ланки патогенезу цієї дії не визначені, що обумовлює необхідність подальших досліджень.

1.2. Механізми протекторної та токсичної дії оксиду азоту та його метаболітів на слинні залози та органи ротової порожнини  людини і тварин

У наш час велика увага приділяється вивченню ролі оксиду азоту (NO), як універсального трансмітера, який належить до нещодавно винайденої групи сигнальних молекул – газових месенджерів, що містить поряд з цією молекулою монооксид вуглецю та сульфід водню [95]. Всі ці сполуки мають високу реакційну здатність та відіграють важливу роль у регуляції різних фізіологічних і патологічних реакцій.

Ендогенний NO забезпечує низку життєво важливих процесів, пригнічує агрегацію тромбоцитів та їх адгезію на стінках кровоносних судин [261], бере участь у регуляції тонусу кровоносних судин [126], діяльності органів дихання [242], шлунково-кишкового тракту [258] та сечостатевої системи [275].  Крім цього NO відіграє важливу роль у нейротрансмісії [67,90] та імунній відповіді [181,252,276].

Як вільний радикал з одним неспареним електроном на зовнішній π-орбіталі NO здатний реагувати з більшістю біологічних молекул [174]. Радикали NO характеризуються тривалим терміном існування (у воді, з якої видалений кисень, NО зберігається протягом декількох діб, у фізіологічному розчині – від 6 до 30 с, середній час «життя» в біологічних системах – 5-6 с). NО легко дифундує в біологічних системах і, крім того, може в організмі транспортуватися кров'ю, оскільки утворює своєрідні «депо» – стабільні комплекси з гемоглобіном і альбуміном сироватки (час існування при 37° С – приблизно 40 хв) [49,85,174].

Синтез NO в організмі людини і тварин відбувається шляхом ферментативної трансформації гуанідинового фрагмента амінокислоти L-аргініну за участю ферментів сімейства цитохром-Р-450-подібних гемпротеїнів – NOS [26,47,77,130,174,228]. 

У наш час описано три ізоформи NOS, загальним для яких є наявність оксигеназного домену на N-термінальній ділянці і редуктазного домену на С-термінальній [130]. Оксигеназний домен як кофактор містить ВН4, а редуктазний – флавінаденіндинуклеотид (ФАД) і флавінмононуклеотид (ФМН) і НАДФ [130,162]. Між доменами розташовані амінокислотні залишки, що служать для зв'язування білка кальмодуліну. Всі ізоформи NOS каталізують перетворення L-аргініну в еквівалентну кількість NO та L-цитруліну [26,47,77,130,228] (рис. 1.1).
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Рис. 1.1. Ферментативне утворення оксиду азоту із L-аргініну [27]

Незважаючи на загальні риси в структурі NOS, кожен із ізоферментів має свої особливості локалізації та механізмів активації. За характером індукції та дії вони поділяються на два види: конститутивна NOS (сNOS), присутня в клітинах у постійній кількості, що не залежить від метаболічних процесів, і індуцибельна NOS (iNOS), яка зазвичай присутня в клітинах у слідових кількостях, однак при додаванні індукторів її концентрація зростає [47,126]. сNOS залежно від первинно виявленої локалізації поділяється на ендотеліальну (еNOS) і нейрональну (nNOS) ізоформи. nNOS є цитозольним білком, а еNOS – зв’язаним з мембраною [22,112]. До сNOS належить також ізофермент, який виявляється у мітохондріях різних клітин (mtNOS) і бере участь у регуляції окиснювального фосфорилювання [283]. Активність сNOS регулюється йонами Ca2+ через утворення комплексу з білком кальмодуліном (позитивна регуляція).

iNOS є кальцій / кальмодулін-незалежною, її активність індукується ліпополісахаридами, цитокінами і глюкокортикоїдами в макрофагах, гепатоцитах, ендотеліоцитах і кардіоміоцитах [27,47,257]. Основна функція iNOS – імунний захист організму, тобто синтез NO як прозапального агента [27,103,151].

Активність nNOS має максимальне значення близько 300 нмоль / мг / хв, iNOS – до 1000 нмоль / мг / хв, eNOS – близько 15 нмоль / мг / хв. Молекула nNOS (161 kDa) складається з 1434 амінокислотних залишків, iNOS (131 kDa) – 1153, eNOS (133 kDa) -1203 [64,103,228].

У СЗ експерсуються всі ізоформи NOS [256]. Висока активність NOS у СЗ притаманна епітеліальним, ендотеліальним і нервовим клітинам, а також клітинам, що беруть участь у процесі запалення [256, 271,280,282].

У СЗ гризунів nNOS виявлено у щільних сплетеннях нейронів, які експресують nNOS. Вона виявляється у апікальній мембрані екскреторних та посмугованих проток, цитоплазмі гранулярних і, у меншій мірі, екскреторних та посмугованих проток [202]. У людини цю ізоформу знайдено у нервових волокнах привушних і під'язикових СЗ [256].

В останні роки доведено, що продукція NO за участю nNOS (ацинарного походження, на думку дослідників) регулює у щурів опосередкований β-адренорецепторами біосинтез білка [246]. Показано, що активація β-адрено- та VIP-рецепторів викликає за фізіологічних умов секрецію привушною залозою α-амілази через NO/цГМФ-залежний механізм [245]. Через цей же сигнальний шлях опосередковується вивільнення α-амілази при М-холінергічній стимуляції СЗ [249]. 

Lomniczia A. et al. [202] наводять дані, що nNOS здатна активуватися у ненервових клітинах піднижньощелепної СЗ  через мускаринові або K1 рецептори метахоліном і субстанцією Р, що викликає збільшення внутрішньоклітинної концентрації Са2+, з чим пов’язана активація ферменту. Секреторний процес у СЗ за цих умов, на думку дослідників, ініціюється через  NO/цГМФ-сигналізацію та відкриття йонних каналів.

На секреторну активність СЗ впливає також активність іншої конститутивної ізоформи – eNOS, через  яку опосередкується неадренергічна, нехолінергічна дія нейропептидів, які вивільняються з вегетативних нервових волокон [236].

Проте D. Looms et al. [203] повідомляють, що NO має властивість розслабляти  міоепітеліальні клітини  СЗ та пригнічувати деякі до цього часу нез’ясовані механізми секреції амілази. 

Tanaka T. et al. [265] вважають, що асоційоване з віком зменшення секреції СЗ пов’язано зі здатністю NO, що виробляється нейронами  супраоптичних ядер і медіосептальної зони, відігравати інгібувальну роль у регуляції слиновиділення. 

На процес секреції у СЗ може впливати також активність iNOS. Ця  ізоформа виявлена в СЗ не тільки у макрофагах та гранулоцитах, а й у клітинах канальців і проток [202]. Показано, що збільшення активності iNOS у привушних залозах щурів за умов експериментального періодонтиту супроводжувалося підвищенням базальної секреції амілази [219].  Correia P.N.  et al.  [154] виявили, що up-регуляція експресії iNOS при введенні білим щурам ліпополісахариду підвищує секрецію СЗ за умов М-холінергічної стимуляції. 

У той же час у експерименті на білих щурах, яким моделювали метаболічний синдром, показано, що функціонування iNOS пригнічує активність α-амілази у піднижньощелепних СЗ. Функціонування nNOS за цих умов, навпаки, сприяє збільшенню активності α-амілази у тканинах СЗ [42]. 

Відомо також, що iNOS і утворений нею NO сприяють активації вільно радикальних процесів з розвитком запальних і реактивно-дистрофічних уражень  СЗ [42,52,53,106,271].

Виробляючи високі рівні NO (нано- та мікромолярні концентрації), iNOS може створювати різні NO-модульовані мікросередовища в тканинах. Для цієї ізоформи притаманна унікальна гнучкість ефектів. Варто відмітити, що мала кількість оксиду азоту (пікомолярні концентрації), що виробляється сNOS, може обмежувати ефекти iNOS, що також було виявлено при розвитку патологічних процесів у великих СЗ [42,52,53,58,106]. Проте, щоб бути ефективними, eNOS і nNOS повинні бути спрямовані та закріплені в безпосередній близькості від мішені дії NO (функціональна компартменталізація) [56].

Аргіназа – інший фермент, для якого L-аргінін є субстратом, оскільки  метаболізм цієї амінокислоти йде не тільки окисним (NO-синтазним) шляхом з утворенням NO та L-цитруліну, але й альтернативним – неокисним (аргіназним) з утворенням L-орнітину та сечовини [216,217,223-225,277]. 

В організмі ссавців аргіназа присутня у вигляді цитозольної  (тип I) та мітохондріальної (тип II)  ізоферментів [221], які нещодавно були виявлені у  ацинарних клітинах (але відсутні у протоках) СЗ щурів [281].  Активність аргінази у СЗ складає 3,6-7,3% такої у печінці щурів [281].   Помірний рівень активності аргінази I конститутивно представлений в ендотеліоцитах [135]. Аргіназа II є індуцибельною та активується ліпополісахаридами [135,278]. 

Аргінази відіграють важливу роль у синтезі орнітину, що є попередником проліну та поліамінів, які необхідні для клітинної проліферації і загоєння ран [216,217]. Блокада аргінази збільшує активність Са2+-залежної NOS та утворення NО клітинами. Аргіназа II типу експресується також в ендотеліоцитах судин, де вона конкурує за субстрат з eNOS [96,97,224,225].

При інтенсивній експресії аргінази можливі явища ендотеліальної дисфункції через недостатню продукцію NО. Такого роду механізм обмеження функції eNOS описаний при атеросклерозі, артеріальній гіпертензії, легеневій гіпертензії,  ішемії-реперфузії міокарда та головного мозку, деяких інших патологічних процесах [59,67,96,97, 278].

Таким чином, метаболізм L-аргініну визначається головним чином найбільш потужними процесами – експресією iNOS, синтез якої стимулюється цитокінами Th1 (IL-1, TNFα, γ-інтерферон), і аргінази, індукція синтезу якої забезпечується цитокінами Th2 (IL-4, IL-10, IL-13, а також трансформувальним фактором росту β) (рис. 1.2) [212].

Крім описаного вище NOS-механізму, генерація NO може відбуватися неферментативно в результаті взаємодії аргініну і пероксиду водню [269]. Виявлено, що нітрит-аніони – продукти окиснення NO – здатні відновлюватися в NO ферментативно (за участю бактеріальних та тканинних нітритредуктаз [147,254,255,260]) та неферментативно (у середовищах із кислими значеннями рН внаслідок розпаду азотистої кислоти шляхом протонування йонів NО
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Рис. 1.2. Шляхи метаболізму L-аргініну [212]

Нещодавно показано, що утворення NO при ферментативному відновленні нітрит-йонів в організмі ссавців може  відбуватися  в еритроцитах (за участю НАДH, НАДФH, флавопротеїнів та дезоксигемоглобіну), мітохондріях (за участю НАДH, НАДФH, флавопротеїнів та цитохромоксидази), ендоплазматичному ретикулумі (за участю НАДH, НАДФH, флавопротеїнів і цитохрому Р-450), при взаємодії з міоглобіном, ксантиноксидазою (за умов гіпоксії, ішемії – реперфузії), а також при функціонуванні eNOS (за умов гіпоксії)  [146,147,168,179,229,250].

На цих фактах заснована концепція циклу оксиду азоту В.П. Реутова [89,92,93], в основі якої лежать уявлення про циклічні перетворенні продуктів метаболізму NO.

Цикл оксиду азоту включає два етапи  (рис. 1.3) [89,92,93,208]:

- 1-й етап: NO-синтазна реакція. У ході реакції 1 відбувається перетворення L-аргініну в L-цитрулін і NO, який потім (реакція 2) окиснюється до нітрит- і нітрат-йонів;

- 2-й етап: нітритредуктазна реакція. У ході реакції 3 спостерігається відновлення нітритів і нітратів до NO.
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Рис. 1.3. Цикл оксиду азоту [27,89]

Автори вважають, що існування циклу оксиду азоту є необхідним для запобігання токсичної дії надмірної кількості метаболітів NO. При цьому, незалежні від активності NOS шляхи утворення NO, за спостереженнями дослідників, активуються при дефіциті кисню (гіпоксії, ішемії, ацидозі), тобто виконують роль резервної системи для забезпечення NO, коли ендогенний L-аргінін/NOS шлях, що потребує аеробних умов, є дисфункціональним [89,92,93,208,230]. При гіпоксії активність нітритредуктазних систем в 102-103 разів вища, ніж NOS [93].

Нещодавно висунуто концепцію щодо ключової ролі СЗ у механізмі авторегуляції кількості оксиду азоту в організмі ссавців [55, 58]. 

В останні роки був з’ясований механізм концентрування неорганічних нітросполук у СЗ завдяки феномену ентеро-саліварної циркуляції нітратів [157,208]. Показано, що  ці сполуки після всмоктування у кишечнику (або після утворення при окисненні ендогенних нітритів) можуть захоплюватися  та концентруватися у СЗ до 20-разового перевищення в слині [205].  Далі нітрат-аніони під впливом нітратредуктази слини відновлюються до нітритів, а ті, в свою чергу, до  NO [119,136,157,207]. 

Таким чином, за фізіологічних умов при сприятливому кисневому режимі тканин NO ефективно виробляється за участю NOS і секреція неорганічних нітросполук СЗ може бути мінімальною. При гіпоксії або підвищеному функціональному навантаженні продуктивність NOS зменшується і для підтримки адекватного рівня NO у тканинах підвищується секреція наведених аніонів зі слиною, їх транспортування у органи шлунково-кишкового тракту та кров, відновлення до оксиду азоту [206]. Цей механізм забезпечує необхідний рівень NO в організмі ссавців і дозволяє уникнути різких коливань вмісту цього біорегулятора та його метаболітів. 

Порушення функціонування наведеного механізму авторегуляції кількості оксиду азоту в організмі може супроводжуватися утворенням активних форм нітрогену (АФН) – пероксинітриту, NO2, N2O3 [263], токсичність яких значно перевищує таку у нітрат-йонів. Цей процес можна розглядати як  формування патологічної детермінанти з подальшим утворенням патологічної системи, наслідком є розвиток дизрегуляторної патології [32].

В останні роки було виявлено, що за умов надлишкового надходження нітрат- та нітрит-йонів у організм ссавців порушується функціонування циклу NO як механізму забезпечення негативного зворотного зв'язку [55,58]. Так, за умов відтворення хронічної інтоксикації нітратом натрію активність NOS (головним чином, іNOS) у тканинах різних органів гризунів, у т.ч. СЗ [16,106,107], не тільки не знижується, як це повинно було бути за механізмом авторегуляції рівня NO, але й значно підвищується, викликаючи суттєве збільшення продукції .О
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, активності ПОЛ, зниження АО захисту. У тканинах СЗ щурів виявлена здатність NO, що утворюється nNOS, запобігати розвитку названих вище вільнорадикальних порушень [106].

Примітно, що дизрегуляторні розлади у функціонуванні циклу NO виявляються також під час розвитку патологічних процесів у великих СЗ – карагенінового (на тлі хронічної інтоксикації нітратом натрію) [10-12] та травматичного [52,53] сіаладенітів, токсичних уражень СЗ [106,107], сіаладенозу за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому [42]. 

Дослідниками показано, що у патогенезі наведених вище процесів чільне місце займає утворення такої АФН, як пероксинітрит [40,51,52, 105]. Останній являє собою молекулу з коротким терміном існування, що має потужний деструктивний потенціал. Це пояснюється здатністю ONOO- утворювати діоксид азоту (NO2) і надзвичайно активний гідроксильний радикал (•OН-), інактивувати Mn-СОД і впливати на мітохондріальний дихальний ланцюг, сприяючи збільшенню рівня .О
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, що призводить до пошкодження не тільки мітохондріальної мембрани, але і ДНК, ліпідів і білків [143,178,232,262]. Окрім цього, накопичення пероксинітриту сприяє розвитку апоптозу по шляху активації проапоптотичних білків Bax [150]. 

Pall M.L. [233] у 2013 році запропонував концепцію про цикл NO/ONOO- як механізм, що функціонує за принципом «зачарованого» кола, у центрі знаходиться підвищений рівень пероксинітриту та окисний стрес (рис. 1.4). Інші компоненти цього циклу представлені: активацією NF-κB та iNOS, продукцією прозапальних цитокінів, NO, .О
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, мітохондріальною дисфункцією (знижений енергетичний потенціал, АТФ), активацією NMDA та TRP-рецепторів, підвищенням внутрішньоклітинної концентрації йонів Са2+ та виснаженням ВН4. За даними автора, всі ці процеси утворюють причинно-наслідкові зв’язки в патогенезі серцевої недостатності, проте, ймовірно, цикл NO/ONOO- може розглядатися як типовий елемент патологічного системогенезу.
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Рис. 1.4. Цикл NO/ONOO- [233]

Примітно, NO може виступати як досить потужний антиоксидант у клітинах ссавців, запобігаючи пошкодження АФК, яке може бути викликане реакціями з металами, .О
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 і ліпідними радикалами. З іншого боку, АФН (ONOO-, NO2) здатні окиснювати субстрат, а N2O3 – є основним джерелом нітрозилювання біомолекул. Таким чином, ці АФН створюють умови, що призводять до нітрозативного або окисного стресу. Так як NO і NO2 є ліпофільними, вони можуть мігрувати через клітини, збільшуючи кількість потенційних мішеней [276].

Важливо відзначити, що оксид азоту у високих концентраціях здатний виявляти токсичну дію. Негативні ефекти NO, на думку авторів, залежать від джерел синтезу NO, природи клітин, концентрації NO та окислювально-відновних характеристик біологічного середовища [56, 181]. Варто відзначити, що результат дії NO в ефективних концентраціях залежить від відстані між клітинами-мішенями і джерелом синтезу NO 

В останні роки доведено існування досить тісних зв’язків між системою NO та активністю транскрипційних чинників. 

Відомо, що експресія гена iNOS відбувається за участю ядерного фактора κB (NF-κB), тому активність цієї ізоформи може знижуватися  за умов пригнічення як транскрипції її мРНК, так і активності NF-κB [160,239]. У промоторі iNOS виявлено сайти для зв'язування не тільки NF-κB, але і інших транскрипційних чинників і цитокінів (активатора транскрипції 1, фактора транскрипції jun/fos, IL-6 та ін.) [130,190,234, 273]. Через активацію NF-κB опосередковується вивільнення цитокінів – індукторів iNOS – TNF-α та IL-1β [190].

Механізм обмеження експресії гена iNOS за участю NO пов’язаний зі зниженням експресії NF-κB у гепатоцитах щурів і в культурі первинних гепатоцитів людини [251]. На процес активації     NF-κB негативно впливає утворення пероксинітриту [200] та функціональна активність nNOS [237,266]. Ці факти, вочевидь, доводять існування негативного зворотного зв'язку між NO та NF-κB, що дозволяє контролювати експресію гена iNOS, запобігаючи надмірне утворення NO та інших АФН.

Лише одиничні роботи відбивають взаємовідносини системи NO та активації NF-κB у патогенезі функціонально-метаболічних розладів СЗ. Так,  А.М. Єлінська та В.О. Костенко [41,42] в експерименті на білих щурах дослідили роль NOS і NF-κB у механізмах порушень вільнорадикальних процесів і білоксинтезуючої функції піднижньощелепних СЗ за умов моделювання метаболічного синдрому. Авторами показано, що з індукцією іNOS і NF-κB пов’язана продукція .О
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 НАДФН-залежним (мікросомальним та NO-синтазою) і НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортними ланцюгами, утворення вторинних продуктів ПОЛ, зменшення активності α-амілази та орнітиндекарбоксилази у тканинах СЗ.

Таким чином, численні літературні джерела вказують на здатність NO виявляти регуляторну, протективну та цитотоксичну дію на різні органи ссавців, у тому числі СЗ. Підкреслюється неоднозначність ефектів NO за умов розвитку інтоксикацій, запалення і реактивно-дистрофічних уражень СЗ через можливість порушення механізмів авторегуляції кількості NO в організмі, його здатності взаємодіяти з іншими АФК з утворенням високотоксичних АФН (зокрема, пероксинітриту), а також складні взаємостосунки системи NO з функціональним станом транскрипційного ядерного фактора κB, що вказує на необхідність дослідження цих систем для з’ясування типових механізмів ураження СЗ при дії токсичних чинників.

Незначна кількість публікацій стосується ролі NO у механізмах токсичної дії метилметакрилату. Проте практично відсутні роботи про участь різних ланок системи NO (ізоформ NOS, їх субстрату, АФН) та NF-κB у механізмах ушкодження або протекції тканин СЗ за умов впливу залишкового мономера, що обґрунтовує доцільність та своєчасність цього дослідження.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Загальна характеристика матеріалів та методів дослідження

Експерименти виконані на 90 білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180-230 г. 

Тварин утримували в умовах акредитованого віварію згідно із “Стандартними правилами по упорядкуванню, устаткуванню та утриманню експериментальних біологічних клінік (віваріїв)”. При роботі з тваринами дотримувалися вимог “Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, які використовуються в експерименті та інших наукових цілях” (Страсбург, 18.03.1986 р.). Проведені дослідження відповідають етичним та морально-правовим вимогам згідно з наказом МОЗ України № 281 від 01.11.2000 р. Комісією з питань біоетики Вищого державного навчального закладу України “Українська медична стоматологічна академія” (протокол № 129 від 19.01.2016 р.) порушень морально-етичних норм при проведенні науково-дослідної роботи не виявлено.
Проведено 9 серій дослідів (таблиця 2.1). 

Таблиця 2.1

Розподіл експериментальних груп тварин

	№
	Характеристика серій

	1
	2

	1.
	Контрольна серія. У інтактних тварин виконували  щоденні сеанси зрошення слизової оболонки порожнини рота водопроводною водою  (“плацебо”) у дозі 0,5 мл  протягом 30 діб

	Дослідні серії

	Продовження табл. 2.1

	1
	2

	2.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб

	3.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення селективного інгібітора nNOS  7-нітроіндазолу (7-NI)

	4.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення     селективного інгібітора iNOS аміногуанідину

	5.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення субстрату NO-синтазної та аргіназної реакції L-аргініну

	6.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення інгібітора аргінази L-норваліну

	7.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну

	8.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення     інгібітора активації NF-κB – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діаміну)

	9.
	Аплікація 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота щурів протягом 30 діб  + введення     інгібітора активації NF-κB – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діаміну) + введення субстрату NO-синтазної та аргіназної реакції L-аргініну


Для дослідження під ефірним наркозом вилучали піднижньощелепні СЗ у комплексі з великими під’язиковими. Останні відсепаровували, після чого тварин декапітували, не виводячи з наркозу. 
2.2. Методика зміни режимів функціонування NOS, аргінази, активності NF-κB та оцінки продукції пероксинітриту

З метою модифікації функціонування NOS і аргінази, рівня утворення пероксинітриту та активності NF-κB застосовували сполуки, наведені у таблиці 2.2.

Таблиця 2.2

Сполуки, що змінюють режими функціонування NOS і аргінази, рівень утворення пероксинітриту та активність NF-κB,   які використовували у дослідженні

	Назва сполуки
	Призначення
	Виробник
	Шлях введення
	Режим дозування

	1
	2
	3
	4
	5

	7-нітроіндазол

(7-NI)
	Селективний інгібітор nNOS
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	в/о
	30 мг/кг

[194],

2 рази на тиждень

	Аміногуанідин
	Селективний інгібітор іNOS
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	в/о
	20 мг/кг [264],

2 рази на тиждень

	Продовження табл. 2.2

	1
	2
	3
	4
	5

	L-аргінін
	Субстрат NOS і аргінази
	“Kyowa Hakko Kogyo Co LTD”, Японія
	в/о
	500 мг/кг [36],

2 рази на тиждень

	L-норвалін
	Неселектив-ний інгібітор  аргінази
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	в/о
	дозі 10 мг/кг [54],

через день

	L-селенометіонін
	Скевенджер перокси-нітриту
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	в/о
	3 мг/кг [194],

2 рази на тиждень

	JSH-23 (4-метил- N-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діамін)
	Інгібітор активації NF-κB
	“Santa Cruz Biotechnology”, ФРН
	в/о
	1 мг/кг [192],

2 рази на тиждень


Примітка: в/о – внутрішньоочеревинно.

2.3. Біохімічні методи дослідження 

Перелік біохімічних методів дослідження наведено в таблиці 2.3.

Таблиця 2.3

Біохімічні методи дослідження
	№
	Параметр, що вивчається
	Літературні джерела

	1
	2
	3

	1.
	NOS, нітрит-йони
	Hevel J.M. (1991)

	2.
	Орнітиндекарбоксилаза
	Храмов В.А. (1997)

	3.
	Супероксидний аніон-радикал
	Цебржинский О.И. (2002)

	Продовження табл. 2.3

	1
	2
	3

	4.
	ТБК-реактанти
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	5.
	СОД
	Брусов О.С. и соавт. (1976)

	6.
	Каталаза
	Архипова О.Г. (1980)

	7.
	α-Амілаза
	Меньшиков В.В. и соавт. (1987)


2.3.1. Визначення активності NO-синтаз та концентрації нітрит-аніонів. Сумарну активність NO-синтаз визначали за різницею концентрації нітрит-йонів (NO2–) до та після інкубації гомогенату слинних залоз у середовищі, що містить L-аргінін та НАДФН. Концентрацію NO2– визначали шляхом утворення діазосполук у реакції з сульфаніловою кислотою, а потім проводили реакцію з                             α-нафтилетилендіаміном, у результаті якої утворюються похідні червоного кольору [177]. 

2.3.2. Визначення активності орнітиндекарбоксилази. Активність ОДК визначали за зниженням вмісту орнітину в інкубаційному середовищі методом Чинарда [117]. Метод базується на нінгідриновій реакції при рH=1,0. Інтенсивність забарвлення розчину з продуктами взаємодії нінгідрину пропорційна концентрації орнітину в досліджуваному розчині. Оптичну щільність визначали при λ=490 нм.

2.3.3. Визначення продукції супероксидного аніон-радикала. Утворення супероксидного аніон-радикала (.О
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) у гомогенаті піднижньощелепних СЗ оцінювали при проведенні тесту з нітросинім тетразолієм з такими індукторами: НАДH – для оцінки продукції .О
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 мітохондріальним ЕТЛ; НАДФH – для оцінки продукції .О
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 оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS [118].
2.3.4. Визначення концентрації ТБК-активних продуктів. Рівень ПОЛ у гомогенаті піднижньощелепних СЗ оцінювали за утворенням у реакції тіобарбітурової кислоти (ТБК) з ТБК-активними сполуками забарвленого триметінового комплексу до і після 1,5-годинної інкубації у прооксидантному залізоаскорбатному буферному розчині [79].  Активність антиоксидантної системи оцінювали за приростом концентрації ТБК-активних сполук за час 1,5-годинної інкубації гомогенату у залізоаскорбатному буферному розчині.

2.3.5. Визначення активності супероксиддисмутази. Визначення активності СОД у гомогенаті піднижньощелепних СЗ проводили за методом О.С. Брусова і співавт. [13]. Принцип методу полягає в тому, що СОД пригнічує автоокиснення адреналіну. За різницею швидкості реакції без додавання біологічного матеріалу та з його додаванням обчислювали активність ферменту. 

2.3.6. Визначення активності каталази. Метод базується на здатності каталази, що міститься в біоматеріалі, розкладати пероксид водню. Кількість пероксиду водню, що залишився в пробі, визначають титруванням 0,1 н розчином калію перманганату [78]. 

2.3.7. Визначення активності α-амілази. Активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ визначали за методикою Каравея за допомогою набору реактивів фірми «Філісіт-Діагностика» (Україна, м. Дніпропетровськ). За наявності α-амілази крохмаль гідролізується до похідних, що не дають кольорової реакції з йодом. Зміна інтенсивності забарвлення йод-крохмального комплексу пропорційна активності ферменту в досліджуваній пробі [68]. 

2.5. Статистична обробка результатів експерименту

Для перевірки розподілу на нормальність було застосовано розрахунок критерію Шапіро-Вілка. Якщо дані відповідали нормальному розподілу, то для їх порівняння використовували t-критерій Ст'юдента для незалежних вибірок. У випадку, коли ряди даних не підлягали нормальному розподілу, статистичну обробку здійснювали, використовуючи непараметричний метод – тест Мана-Вітні.

Для множинного порівняння застосовували поправку Бонфероні, а при розподілі, який відрізняється від нормального, –  критерій Краскела-Уоліса  [21,91].

Статистичні розрахунки проводили з використанням програм "Microsoft Excel 2007" та "StatisticSoft 6.0".

РОЗДІЛ 3

СТАН ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ І ФУНКЦІЇ СЛИННИХ ЗАЛОЗ БІЛИХ ЩУРІВ ЗА УМОВ ДІЇ МЕТИЛМЕТАКРИЛАТУ

3.1. Зміни активності NOS та орнітиндекарбоксилази в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

У гризунів у СЗ експерсуються всі ізоформи NOS [256]. Показана висока чутливість СЗ на нестачу або надлишок NO, що утворюється за участю як ферментативних, так і неферментативних реакцій  [16,52,58, 107]. 

Вплив метилметакрилату на функціональний ферментів NO-синтазного і аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну  залишається майже нез’ясованим. Показано лише здатність метилметакрилату збільшувати в організмі людини вироблення NO, що супроводжується вазорелаксацією [127,128,184]. Причому така відповідь пригнічується при введенні неселективного інгібітора NOS – метилового ефіру нітро-L-аргініну [209], що доводить участь NOS у цьому процесі.
Нами досліджено показники активності NOS та вмісту продуктів окиснення NO – нітрит-аніонів – в піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота. 
Згідно з отриманими нами результатами, у тканинах піднижньощелепних СЗ інтактних тварин активність NOS становить – 4,25±0,24 мкмоль NО
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/г·хв., а вміст NО
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 – 0,119±0,011 мкмоль/г (таблиця 3.1),  що відповідає даним літератури [53,72,106].

Таблиця 3.1

Показники активності NOS та вмісту нітрит-аніонів в піднижньощелепних слинних залозах щурів за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=10)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	NOS, 

мкмоль NО
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/г·хв. 
	4,25±0,24
	9,02±0,42 *

	Вміст NО
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,

мкмоль/г
	0,119±0,011
	0,160±0,006 *


Примітка (у табл. 3.1-3.6): * – р<0.05 у порівнянні з даними першої серії (інтактні щури). 

За фізіологічних умов активність NOS у СЗ забезпечується головним чином функціонуванням сNOS (nNOS, eNOS) [236], а утворення нітрит-йонів може бути пов’язане як з окисненням NO при його взаємодії з О2 та церулоплазміном [206,208], а також при відновленні нітратів, зокрема, у реакціях, що каталізуються власними нітратредуктазами слини [136,157,207].
За  умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота активність NOS у тканинах піднижньощелепних СЗ підвищується – до 9,02±0,42 мкмоль NО
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/г·хв. (у 2,12 рази, p<0,001),  а вміст NО
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 – до 0,160±0,006 мкмоль/г (на 34,5%, p<0,02) у порівнянні з даними першої серії.

Збільшення активності NOS супроводжується обмеженням у тканинах СЗ реакцій аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, що підтверджується  зменшенням активності ОДК (таблиця 3.2) – з 264,9±14,5 до 200,0±12,8 нмоль/г·хв. (на 24,5%, p<0,01) у порівнянні з даними першої серії.
Таблиця 3.2

Зміни активності орнітиндекарбоксилази в піднижньощелепних слинних залозах щурів за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота 

(M+m, n=10)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	Орнітиндекарбоксилаза, нмоль/г·хв.
	264,9±14,5
	200,0±12,8 *


Таким чином, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота викликає у тканинах піднижньощелепних СЗ реципрокні зміни окисного (NOS) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну: підвищення сумарної активності NOS і концентрації нітрит-йонів, з одного боку, та зменшення активності ОДК, з іншого боку.

3.2. Зміни продукції супероксидного аніон-радикала у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату
Наявні на сьогодні дані дозволяють вважати, що перебіг багатьох патологічних процесів сполучений із інтенсифікацією процесів вільнорадикального окислення [76,175]. Це пов'язано з різким збільшенням продукції АФК, серед яких центральне місце належить супероксидному аніон-радикалу (.О
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) як основному індуктору окисного стресу [9,118,120,175]. Незважаючи на величезну кількість опублікованих робіт, у яких явно чи неявно передбачаються сигнальні функції .О
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 або інших АФК, прямих доказів таких властивостей, порівнянних за достовірністю з такими, встановленими для інших сигнальних молекул (цАМР, йони Са2+, NO), до цього часу не отримано [28].

Практично будь-який екстремальний стан організму супроводжуються збільшенням продукції АФК, зокрема, .О
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. Можливість утворення останнього реалізується при взаємодії одноелектронних redox компонентів оксидоредуктаз (молібден, FeS центри, геми цитохромів, міцно зв'язані убісеміхінони) з молекулярним киснем [28,76,118].
 Дихальний ланцюг мітохондрій визнається найпотужнішим джерелом АФК у більшості тканин [149]. «Головними» генераторами АФК в мітохондріях вважаються мітохондріальний ферментний комплекс (МФК) I і дигідроліпоаміддегідрогеназа (належить до великого сімейства флавін, тіол дисульфід-залежних оксидоредуктаз), на що значною мірою впливає redox потенціал матриксу – відношення НАД+/ НАДH [28,172,226]. Швидкості утворення АФК мітохондріями лінійно залежать від концентрації кисню. Константа швидкості першого порядку одно або двохелектронного відновлення кисню швидше за все визначається його дифузією до redox-компоненту (компонентам), що беруть участь в утворенні АФК, через «канали», що виникають в результаті динаміки білка.

 Вважається, що головним центром генерації супероксиду в МФК I є FeS кластер N1a [172]. Нещодавно було показано, що МФК II у клітинах щура здатний з відносно високими швидкостями генерувати .О
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 та / або пероксид водню.  Центром генерації .О
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 в комплексі III вважають убісеміхінон, що утворюється в центрі Q [28,149,156,172].

Генерація .О
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 у помітних кількостях відбувається при активації цитохром Р-450-залежних оксидоредуктаз ендоплазматичного ретикулума, автоокиснення самого цитохрому Р450, функціонуванні різних мембранних оксидаз. При цьому АФК нерідко виникають не тільки спонтанно, але й ферментативно [120,183].

Значна кількість ферментів системи цитохрому Р-450 в процесі біотрансформації ксенобіотиків можуть напряму відновлювати молекулярний кисень (О2)  у .О
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  [65,175]. Альтернативний шлях окиснення, що каталізується цитохромом Р-450, включає в себе redox цикл, у якому субстрати – ксенобіотики акцептують по одному електрону з цитохрому Р-450 і перетворюються на проміжні вільно-радикальні сполуки. Потім ці проміжні речовини переносять електрон на О2, утворюючи .О
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, і при цьому самі регенерують у вихідну сполуку. Тобто під час цього циклу відбувається генерація .О
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  з регенерацією субстрату й, отже, може починатися новий цикл продукції .О
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.

За нашими даними, у тканинах піднижньощелепних СЗ інтактних тварин загальний фон продукції .О
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 становить 1.16±0.08 нмоль/г·с. Утворення .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ  (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ складає відповідно 14,8±0,44 нмоль/г·с та 16,13±0,39 нмоль/г·с (таблиця 3.3), що узгоджується з результатами інших дослідників [53,57,72,106].

Таблиця 3.3

Зміни продукції супероксидного аніон-радикала у 

тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=10)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	Утворення .О
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, нмоль/г·с
	
	

	Загальний фон продукції
	1,16±0,08
	1,56±0,06 *

	НАДФН-залежні ЕТЛ  (мікросомальний і NOS) 
	14,8±0,44
	23,07±1,26 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	16,13±0,39
	28,8±0,68 *


30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота призводить до суттєвих змін генерації .О
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 у піднижньощелепних СЗ. Так, загальний фон продукції .О
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 підвищується до 1,56±0,06 нмоль/г·с (на 34,5%, p<0,01). Генерація .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ збільшується – до 23,07±1,26 нмоль/г·с (на 55,9%, p<0,001), а мітохондріальним ЕТЛ – до 28,8±0,68  нмоль/г·с (на 78,5%, p<0,001) у порівнянні з даними першої серії.

Таким чином, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується у тканинах піднижньощелепних СЗ збільшенням загального фону продукції .О
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, посиленням його утворення НАДФН-залежними (оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) ЕТЛ і НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій.

3.3. Зміни процесів пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов за умов дії метилметакрилату

Механізми вільнорадикального пошкодження клітин розпочинаються на рівні біологічних мембран і поступово втягують інші субклітинні структури.

Порушення бар'єрної та матричної функції мембран не тільки супроводжує низку патологічних процесів, але і в багатьох випадках є  тригером вільнорадикального некробіозу. Показана визначальна роль реакцій ПОЛ у канцерогенезі, розвитку атеросклерозу, хворобах печінки, інтоксикаціях [9,99,211], а також захворюваннях органів ротової порожнини [60,82] та СЗ [10,53,102].

Внаслідок високої реактивності АФК взаємодіють з ліпідами біологічних мембран не тільки ушкоджують структурну та функціональну цілісність останніх, але й генерують цілу низку жирнокислотних радикалів, які згодом взаємодіють з іншими ліпідами, білками, нуклеїновими кислотами, запускаючи тим самим каскад перенесення електронів, що і призводить до пошкодження цих структур – починаючи від підвищеної проникності до лізису клітин.

ПОЛ відіграє важливу роль як у нормальній життєдіяльності клітин, так і в розвитку патологічних процесів. Пероксиди ліпідів, що утворюються в нормі, можуть бути активними інтермедіатами клітинного метаболізму [30,71]. Значення ПОЛ пов'язують з регуляцією проникності мембран, швидкістю клітинного поділу, станом окисного фосфорилювання, гідроксилюванням стерольного ядра холестеролу тощо. Для цих процесів достатній рівень .О
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, як ініціатора ВРО, – 10-12-10-11 М. Показано, що ПОЛ може бути механізмом розбирання і поновлення мембран (особливо при порушенні мітохондріального окиснення та фосфорилювання) [34].

За фізіологічних умов утворення АФК та продуктів ПОЛ знаходиться під контролем АОС. У тканинах інтактних тварин підтримується низький рівень ендогенних продуктів ВРО, більша частина яких припадає на гідропероксиди фосфоліпідів мембран.

Зростання інтенсивності генерації АФК та виснаження АОС супроводжується розвитком в організмі окисного стресу з структурною перебудовою мембран, порушенням клітинного метаболізму та функцій органів [76]. Нещодавно показана роль окисного стресу у клітинних механізмах токсичної дії метилметакрилату [222].

За умов пероксидації збільшується утворення продуктів ПОЛ, зокрема, вторинних – малонового діальдегіду [30,279], який складає основну частину ТБК-активних сполук.
Згідно з отриманими нами результатами, концентрація ТБК-реактантів у тканинах піднижньощелепних СЗ інтактних щурів до та після 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині  складає відповідно – 25,96±0,90 та 35,58±0,90 мкмоль/кг (таблиця 3.4). Приріст концентрації цих речовин за час інкубації становить 9,62±1,52 мкмоль/кг.

30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота призводить до суттєвих змін показників ПОЛ. Так, концентрація ТБК-активних сполук в тканинах піднижньощелепних СЗ підвищується: до інкубації – до 40,38±0,90 мкмоль/кг (на 55,5%, p<0.001), після інкубації – до 59,62±1,59 мкмоль/кг (на 67,6%, p<0.001) у порівнянні з даними першої серії, що вказує на розвиток декомпенсованого ПОЛ.

Таблиця 3.4

Зміни концентрації ТБК-реактантів у гомогенаті піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота 

(M+m, n=10)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг 
	
	

	до інкубації
	25,96±0,90
	40,38±0,90 *

	після інкубації
	35,58±0,90
	59,62±1,59 *

	приріст
	9,62±1,52
	19,23±2,01 *


Величина приросту концентрації ТБК-активних сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині за умов експерименту збільшується в тканинах піднижньощелепних СЗ – до 19,23±2,01 мкмоль/кг, тобто на 99,9% (p<0,01) у порівнянні з даними першої серії, що підтверджує суттєве зменшення антиоксидантного потенціалу.

Останній висновок підтверджується значним зниженням активності АО ферментів у тканинах СЗ (таблиця 3.5). 

За нашими даними, активність СОД зменшується з 0,29±0,03 од. акт. до 0,14±0,02 од. акт., тобто на 51,7% (p<0,01). Активність каталази – з 2,79±0,18 мккатал/кг до 1,80±0,16 мккатал/кг (на 35,5%, p<0,02).

Таблиця 3.5

Зміни активності антиоксидантних ферментів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=10)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні 

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	СОД, од. акт.
	0,29±0,03
	0,14±0,02 *

	Каталаза, мккатал/кг 
	2,79±0,18
	1,80±0,16 *


Таким чином, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота викликає у тканинах піднижньощелепних СЗ активацію процесів декомпенсованого ПОЛ, що супроводжується зниженням антиоксидантного потенціалу, активності антиоксидантних ферментів – СОД і каталази.

3.4. Зміни активності α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Відомі три види амілаз, які розрізняються головним чином за кінцевим продуктам їхньої ферментативної дії: α-амілаза, β-амілаза і γ-амілаза. α-Амілаза (КФ 3.2.1.1; 1.4-α-D-глюкан-глюканогідролаза)  розщеплює у полісахаридах внутрішні α-1,4-зв’язки, тому її іноді називають ендоамілазою. Молекула α-амілази містить у своїх активних центрах йони Са2+, необхідні для ферментативної активності. Крім того, характерною особливістю α-амілази ссавців є здатність активуватися одновалентними аніонами, насамперед йонами хлору [145].

Під дією β-амілази від крохмалю відщеплюється дисахарид мальтоза, тобто β-амілаза є екзоамілазою. Вона виявлена ​​у вищих рослин, де виконує важливу роль в мобілізації резервного (запасного) крохмалю, та може надходити в організм людини та тварин з продуктами рослинництва.

γ-Амілаза відщеплює один за іншим глюкозні залишки від кінця поліглікозидного ланцюжка. Розрізняють кислі і нейтральні γ-амілази в залежності від того, в якій області рН вони проявляють максимальну активність. В органах і тканинах людини і ссавців кисла γ-амілаза локалізована в лізосомах, а нейтральна – в мікросомах і гіалоплазмі. 

Амілаза слини є α-амілазою з оптимумом активності при pH 6,7-7,0. Під впливом цього ферменту відбуваються перші фази розпаду крохмалю (або глікогену) з утворенням декстринів (у невеликій кількості утворюється і мальтоза) [14,102].  

Нами досліджувалася активність α-амілази в гомогенаті піднижньощелепних СЗ для оцінки їхньої білоксинтезуючої функції (таблиця 3.6)
Згідно з отриманими результатами, у тканинах СЗ інтактних тварин активність α-амілази  складає 75,8±1,8 мг/год × г, що відповідає даними літератури [1,25,42,107].

30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота зменшує активність α-амілази  у тканинах піднижньощелепних СЗ до 58,6±1,5 75,8±1,8 мг/год × г, тобто на 22,7% (р<0,001) у порівнянні з даними першої серії.

Таблиця 3.6

Активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=10)
	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	α-Амілаза, 

мг/год × г
	75,8±1,8
	58,6±1,5 *


Таким чином, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується істотним порушенням білоксинтезуючої функції піднижньощелепних СЗ щурів.
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РОЗДІЛ 4

ВПЛИВ ІНГІБІТОРІВ NO-СИНТАЗ ТА ЇХ СУБСТРАТУ  НА ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНІ ПРОЦЕСИ І ФУНКЦІЮ СЛИННИХ ЗАЛОЗ ЩУРІВ ЗА УМОВ ДІЇ МЕТИЛМЕТАКРИЛАТУ

4.1. Вплив інгібіторів і субстрату NO-синтаз та їх субстрату на активність NOS та орнітиндекарбоксилази в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Відомо, що у патогенезі уражень СЗ за умов механічного пошкодження та інтоксикацій важливу роль відіграє цитотоксична дія надлишкової кількості NO. Структури СЗ виявилися досить чутливими до дефіциту або надлишку NO, що утворюється за участю різних ізоформ NOS, нітритредуктаз, неферментативних реакцій відновлення нітрит-йонів [16,52,58,107]. 

У той же час ендогенний NO бере участь у забезпеченні процесу секреції слини, регуляції кровопостачання СЗ, нейротрансмісії, утворенні гістогематичного бар’єру, впливає на проліферацію та диференціювання гландулоцитів [58,203,236,271].
На підставі аналізу літературних даних можна припустити, що збільшення активності NOS і продукції NO може демонструвати як захисну, так і токсичну дію цього біорегулятора, що може позначитися на характері патологічних змін у СЗ. Неоднозначність впливу NO може бути пов’язаною з різними джерелами його утворення (сNOS або іNOS, нітритредуктази, неферментативні реакції), кількістю субстратів NOS, складними взаємовідносинами між NO-синтазним та аргіназним шляхом метаболізму L-аргініну, наявністю інших АФК, що призводить до генерації високоактивних АФН (зокрема, пероксинітриту) [55-57].

Показана здатність метилметакрилату збільшувати в організмі людини та тварин вироблення NO [127,128,184]. При цьому доведено, що джерелом останнього є NOS [209].

Ми дослідили вплив селективних інгібіторів nNOS та iNOS, а також субстрату NOS L-аргініну на сумарну активність NOS та концентрацію стабільного метаболіту NO – нітрит-аніонів – у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 4.1).
Таблиця 4.1

Вплив інгібіторів і субстрату NOS на показники активності NOS та вмісту нітрит-аніонів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	
	
	Контроль
	+ 7-NI
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін 

	NOS, 

мкмоль NО
[image: image40.wmf]-

2

/г·хв. 
	4,25

±0,24
	9,02

±0,42 *
	7,59

±0,32 */**
	3,78

±0,40 **
	8,57

±0,53 *

	Вміст NО
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2

,

мкмоль/г
	0,119

±0,011
	0,160

±0,006 *
	0,122

±0,007 **
	0,082

±0,005 */**
	0,110

±0,007 **


Примітка (у табл. 4.1-4.6): * – р<0.05 у порівнянні з даними першої серії (інтактні щури), ** – р<0.05 у порівнянні з даними другої серії. 

При внесенні селективного інгібітора nNOS 7-NI за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота активність NOS і концентрація NО
[image: image42.wmf]-

2

 у тканинах СЗ зменшуються – відповідно до 7,59±0,32 мкмоль NО
[image: image43.wmf]-

2

/г·хв та 0,122±0,007 мкмоль/г, тобто на 15,9% (p<0,05) та 23,7% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії.

Застосування селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов  аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота зменшує активність NOS і концентрацію NО
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 у тканинах СЗ – відповідно до 3,78±0,40 мкмоль NО
[image: image45.wmf]-

2

/г·хв та 0,082±0,005 мкмоль/г, тобто на 15,9% (p<0,05) та 23,7% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії.

Введення L-аргініну за умов експерименту достовірно не впливає на активність NOS, проте на 31,2% (p<0,01) зменшує вміст нітрит-йонів, що, вочевидь, пов’язано з реакціями авторегуляції рівня NO в організмі при функціонуванні “циклу оксиду азоту”  [89].
Введення 7-NI за умов  аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота вірогідно не впливає на активність ОДК у порівнянні з даними другої серії (таблиця 4.2).

Застосування селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов  експерименту, навпаки, збільшує активність ОДК – до 277,2±19,1 нмоль/г·хв (на 38,6%, p<0,01).

Ці зміни можна розцінювати, як прояв конкурентних стосунків аргіназного та NO-синтазного шляхів метаболізму L-аргініну; пригнічення NOS (особливо потужної iNOS) сприяє підвищенню активності ферментів неокисного механізму, зокрема, ОДК.

Таблиця 4.2

Вплив інгібіторів і субстрату NOS на показники активності орнітиндекарбоксилази в піднижньощелепних слинних залозах щурів за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	
	
	Контроль
	+ 7-NI
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	Орнітин-

декарбоксилаза, нмоль/г·хв.
	264,9

±14,5
	200,0

±12,8 *
	259,6

±28,6
	277,2

±19,1 **
	226,3

±23,0


Таким чином, 1) підвищення сумарної активності NOS у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота пов’язано, у значній мірі, з функціонуванням iNOS.

2) введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов експерименту викликає збільшення активності орнітиндекарбоксилази - ферменту конкуруючого щодо NOS аргіназного шляху метаболізму L-аргініну;

3) введення субстрату NOS та аргінази L-аргініну суттєво не позначається за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота на активності NOS і орнітиндекарбоксилази у тканинах піднижньощелепних СЗ.

4.2. Вплив інгібіторів і субстрату NO-синтаз та їх субстрату на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Згідно із даними літератури, зміни функціональної активності NOS при токсичних, травматичних та реактивно-дистрофічних ураженням  СЗ супроводжуються генерацією АФК НАДН- та НАДФН-залежними ЕТЛ [10,52,57,106]. Найбільша кількість .О
[image: image46.wmf]-

2

 за цих умов продукується у дихальному ланцюзі мітохондрій, складові якого (особливо МФК І)  є мішенями дії нано- та мікромолярних концентрацій NO [226] або реагують на низьку (пікомолярну) кількість цього біорегулятора як сигнальної молекули [133].

Проте такі НАДФН-залежні механізми генерації .О
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 як мікросомальний ЕТЛ, асоційований із цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума, а також власне NOS, здатні за умов  утворення надлишкової кількості NO із ендогенних та екзогенних попередників справляти суттєвий внесок у продукцію АФК у тканинах ушкоджених СЗ [52,57,106]. Так, дисфункція будь-якого з компонентів НАДФН-залежного ЕТЛ, що входить до складу NOS, а також дефіцит L-аргініну або хоча б одного з кофакторів (найчастіше - ВН4), викликає роз'єднання (uncoupling) переносу електронів в оксигеназних ферментах. При цьому кисень стає єдиним акцептором електронів, що призводить до генерації .О
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 [131,132,161]. При зниженні кількості L-аргініну до 100 мкмоль/л, ініційоване НАДФH окиснення не сполучається із продукцією NO, що викликає утворення .О
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. 

Ми дослідили вплив селективних інгібіторів та субстрату NOS на показники продукції .О
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 у тканинах СЗ за умов 30-денної аплікації     1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 4.3).

Таблиця 4.3

Вплив інгібіторів NOS і субстрату на продукцію супероксидного аніон-радикала в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	
	
	Контроль
	+ 7-NI
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	Утворення .О
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, нмоль/г·с
	
	
	
	
	

	Загальний фон продукції
	1,16

±0,08
	1,56

±0,06 *
	1,80

±0,05 */**
	1,18

±0,04 **
	1,47

±0,04 *

	НАДФН-залежні ЕТЛ  (мікросомальний і NOS) 
	14,8

±0,44
	23,07

±1,26 *
	24,4

±0,62 *
	16,67

±0,73 **
	19,87

±0,44  */**

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	16,13

±0,39
	28,8

±0,68 *
	33,34

±0,60 */**
	19,2

±0,49 */**
	28,27

±1,05 *


Введення щурам 7-NI за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота істотно підвищує загальний фон продукції  .О
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 (на 15,4%, p<0,02), його вироблення НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ (на 15,8%, p<0,01) у порівнянні з даними другої серії, але не впливає на генерацію цієї АФК НАДФН-залежними ЕТЛ.

Застосування аміногуанідину за умов експерименту знижує загальний фон продукції  .О
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 та його вироблення НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно на 24,4% (p<0,001), 27,7% (p<0,01) та 33,3% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії.

Одержані нами результати свідчать, що гіперпродукція .О
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 у тканинах піднижньощелепних СЗ щурів за умов дії метилметакрилату пов’язана з функціонуванням іNOS.

Введення L-аргініну за умов експерименту істотно не впливає на загальний фон продукції .О
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 та його генерацію НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ, але знижує його вироблення НАДФН-залежними ЕТЛ – на 13,9% (p<0,05) у порівнянні з даними другої серії.

Таким чином, 1) з функціонуванням nNOS за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота пов’язано обмеження у клітинах піднижньощелепних СЗ утворення .О
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 НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій;

2) з функціонуванням iNOS за умов експерименту пов’язана гіперпродукція у клітинах піднижньощелепних СЗ .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ  (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ланцюгом;

3) введення L-аргініну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота  знижує  у клітинах піднижньощелепних СЗ продукцію .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ  (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS), але не впливає на його генерацію дихальним ланцюгом мітохондрій.

4.3. Вплив інгібіторів і субстрату NO-синтаз та їх субстрату на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

NO неоднозначно впливає на процеси ПОЛ у тканинах СЗ [55,57]. У фізіологічних концентраціях він виступає скоріше як антиоксидант, який пригнічує розвиток радикальних окисних реакцій, зв'язуючись з вільними йонами Fe2+, або такими, що входять до складу гема, та інгібуючи розкладання пероксидів (реакція Фентона) [29,125,180]. Крім того, NO здатний пригнічувати розвиток вільнорадикальних реакцій шляхом перехоплення радикалів RO2. (ROO. + NO  → ROONO). При цьому константа швидкості реакції пероксидних радикалів з NO складає (2×109 М-1с-1) порівнянна з такою для α-токоферолу, а фізіологічні концентрації останнього нижче [164].

У той же час, великі концентрації NO сприяють утворенню АФК (.О
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, гідроксильних радикалів та ін.) та АФН (зокрема, пероксинітриту), які виявляють потужну прооксидантну дію, що супроводжується ініціацією процесів ПОЛ [228,262]. 

Таким чином, труднощі прогнозування про- або антиоксидантних ефектів NO на тканини  СЗ обґрунтовують необхідність з’ясування характера його дії при проведенні патофізіологічного експерименту.

Ми досліджували вплив селективних інгібіторів та субстрату NOS на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 4.4).

Таблиця 4.4

Вплив інгібіторів і субстрату NOS на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	
	
	Контроль
	+ 7-NI
	+ аміно-

гуанідин
	+ L-аргінін

	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг 
	
	
	
	
	

	до інкубації
	25,96

±0,90
	40,38

±0,90 *
	46,63

±1,23 */**
	34,62

±1,23 */**
	36,06

±0,76 */**

	після інкубації
	35,58

±0,90
	59,62

±1,59 *
	64,9

±1,08 */**  
	44,23

±1,63 */**
	46,63

±1,63 */**

	приріст
	9,62

±1,52
	19,23

±2,01 *
	18,27

±1,44 *
	9,62

±1,07 **
	10,58

±1,44 **


Застосування 7-NI за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує концентрацію ТБК-активних продуктів до інкубації – на 15,5% (p<0,01), після інкубації у прооксидантному буферному розчині – на 8,9% (p<0,05) у порівнянні з даними другої серії. Це вказує на активацію ПОЛ у тканинах СЗ. Проте приріст концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині та величини активності СОД і каталази (таблиця 4.4) суттєво не змінюються (у порівнянні з даними другої серії).

Таблиця 4.5

Вплив інгібіторів NOS і субстрату на активність антиоксидантних ферментів  у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	
	
	Контроль
	+ 7-NI
	+ аміно-

гуанідин
	+ L-аргінін

	СОД, од. акт.
	0,29

±0,03
	0,14

±0,02 *
	0,17

±0,04 *
	0,27

±0,03 **
	0,24

±0,04

	Каталаза, мккатал/кг 
	2,79

±0,18
	1,8

±0,16 *
	1,67

±0,24 *
	2,55

±0,15 **
	2,07

±0,21 *


Введення щурам аміногуанідину за умов експерименту зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів до інкубації – на 14,3% (p<0,01), після інкубації у прооксидантному буферному розчині – на 25,8% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії (див. табл. 4.4). Величина приросту концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині – знижується на 50,0% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії. Це вказує на здатність селективного інгібітора iNOS обмежувати зниження антиоксидантного потенціалу, що підтверджується підвищенням у тканинах активності АО ферментів. Так, активність СОД і каталази збільшується – відповідно на 92,9% (p<0,01) та 41,7% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії (див. табл. 4.5).
Введення L-аргініну за умов експерименту також зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів та їх приріст за час інкубації – відповідно на 10,7% (p<0,01) та 45,0% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії (див. табл. 4.4), проте не виявляє суттєвого впливу на активність СОД і каталази (див. табл. 4.5).
Таким чином, 1) селективне пригнічення nNOS за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується активацією в піднижньощелепних СЗ пероксидного окиснення ліпідів без істотного впливу на активності антиоксидантних ферментів – супероксиддисмутази та каталази;

2) селективне пригнічення iNOS за умов експерименту обмежує в піднижньощелепних СЗ пероксидне окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал та активність антиоксидантних ферментів – супероксиддисмутази та каталази.

3) введення тваринам L-аргініну за умов експерименту обмежує в піднижньощелепних СЗ пероксидне окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал без істотного впливу на активність супероксиддисмутази та каталази.

4.4. Вплив інгібіторів і субстрату NO-синтаз та їх субстрату на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Процес секреції білків і, зокрема, α-амілази в СЗ пов’язаний із функціональною активністю як конститутивних NOS, так і іNOS [202, 236,245,246,249]. Відомий механізм впливу сNOS, що реалізується через через NO/цГМФ-залежний механізм. Так, продукція NO за участю nNOS  регулює у щурів секрецію СЗ α-амілази шляхом активації β-адренорецепторів [245,246], K1-рецепторів [202], VIP- та М-холінорецепторів [245,249]. 

iNOS також виявлена у клітинах канальців і проток СЗ [202]. Збільшення активності цієї ізоформи у привушних залозах щурів за умов експериментального періодонтиту супроводжується підвищенням базальної секреції амілази [219].  Показано, що up-регуляція експресії iNOS при введенні щурам ліпополісахариду підвищує секрецію СЗ за умов стимуляції М-холінорецепторів [154].  

Нами досліджено вплив селективних інгібіторів і субстрату NOS на активність α-амілази в гомогенаті піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 4.6).

Таблиця 4.6

Вплив інгібіторів і субстрату NOS на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти

	
	
	Контроль
	+ 7-NI
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	α-Амілаза, 

мг/год × г
	75,8

±1,8
	58,6

±1,5 *
	47,3

±2,0 */**
	66,5

±1,0 */**
	61,4

±2,6 *


Введення за умов експерименту 7-NI викликає зниження активності α-амілази в тканинах піднижньощелепних СЗ – на 19,3% (p<0,01) – у порівнянні з результатом другої серії.

Одержані нами дані відповідають сучасним уявленням щодо участі nNOS у забезпеченні білоксинтезуючої функції СЗ [202,236,245].

Застосування аміногуанідину, навпаки, підвищує активність          α-амілази – на 13,5% (p<0,01)  у  порівнянні з даними другої серії, що свідчить про покращення білоксинтезуючої функції СЗ.

Введення L-аргініну за умов експерименту суттєво не впливає  на активність α-амілази  (у  порівнянні з даними другої серії).

Таким чином, 1) з функціонуванням nNOS за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота пов’язано збільшення активності α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ, що підтверджує участь nNOS у забезпеченні їх білоксинтезуючої функції;

2) з функціонуванням iNOS за умов експерименту пов’язана пригнічення активності α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ;

3) введення L-аргініну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини суттєво не впливає на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ.
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РОЗДІЛ 5

РОЛЬ АРГІНАЗИ У МЕХАНІЗМАХ ПОРУШЕНЬ ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ І ФУНКЦІЇ СЛИННИХ ЗАЛОЗ ЩУРІВ ЗА УМОВ ДІЇ МЕТИЛМЕТАКРИЛАТУ
5.1. Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на активність NOS та орнітиндекарбоксилази в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Неокисний шлях метаболізму L-аргініну в клітинах відбувається за участю ферменту циклу сечовини – аргінази, що гідролізує L-аргінін у орнітин і сечовину. В організмі ссавців аргіназа присутня у вигляді 2-х ізоформ: цитозольної (тип I) та мітохондріальної (тип II). Ці ізоферменти є продуктами генів, які у людини локалізовані на хромосомах 6q23 (аргінази І) і 14q24 (аргінази ІІ) [221]. Обидві ізоформи присутні у СЗ щурів [281].

Помірний рівень аргіназної активності конститутивно представлений в ендотеліальних клітинах. Активність підвищується при впливі ліпополісахаридів і TNF-α або в міру старіння [135].  Аргіназа II, чия експресія істотно не представлена у нестимульованих ендотеліоцитах людини, індукується під впливом ліпополісахаридів і являє собою мінімальну фракцію загальної кількості аргіназної активності в стимульованих ендотеліальних клітинах [135,278]. 

Загальновідомою є здатність аргіназ конкурувати з NOS за субстрат і, таким чином, обмежувати продукцію NO. Афінність NOS для L-аргініну приблизно у 1000 разів більше, ніж для аргіназ, проте vmax останніх у 1000 разів більше, ніж NOS [158,221,277].  

Існує багато досліджень, які підтверджують зв'язок підвищення активності аргінази з розвитком ендотеліальної дисфункції при серцево- судинних захворюваннях [5,59,96,97]. Крім того, аргіназа здатна пригнічувати NOS, перешкоджаючи, таким чином, продукції NO. Синтез останнього може бути зменшений унаслідок виснаження аргіназою фонду загального субстрату - L-аргініну [277]. Зниження активності аргінази, в свою чергу, призводить до підвищення вироблення NO, проте результат такої дії може бути як позитивним (завдяки нормалізації судинної функції), так і негативним (через цитотоксичну дію NO та його метаболітів). Таким чином, стає очевидною необхідність дослідження ролі аргінази у механізмах порушень вільнорадикальних процесів і функції СЗ за умов дії метилметакрилату.

При внесенні неселективного інгібітора  аргінази  L-норваліну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота активність NOS і концентрація NО
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 у тканинах СЗ збільшуються – відповідно на 31,7% (p<0,001) та 16,9% (p<0,05) у порівнянні з даними другої серії (таблиця 5.1). 

Таблиця 5.1

Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на показники активності NOS та вмісту нітрит-аніонів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-норвалін

	1
	2
	3
	4

	NOS, 

мкмоль NО
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/г·хв.
	4,25±0,24
	9,02±0,42 *
	11,88±0,28 */**

	Продовження табл. 5.1

	1
	2
	3
	4

	Вміст NО
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, 

мкмоль/г
	0,119±0,011
	0,160±0,006 *
	0,187±0,008 */**


Примітка (у табл. 5.1-5.6): * – р<0.05 у порівнянні з даними першої серії (інтактні щури), ** – р<0.05 у порівнянні з даними другої серії.

Активність ОДК за цих умов істотно зменшується – на 26,3% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії (таблиця 5.2).  ОДК, як відомо, є ферментом конкурентного щодо NOS неокисного (аргіназного) шляху метаболізму L-аргініну. 

Таблиця 5.2

Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на показники активності орнітиндекарбоксилази в піднижньощелепних слинних залозах щурів за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-норвалін

	Орнітин-

декарбоксилаза, нмоль/г·хв.
	264,9±14,5
	200,0±12,8 *
	147,4±8,0 */**


Показано, що пригнічення ОДК супроводжується утворенням цитотоксичної кількості NO [277]. Окрім того, через низьку активність ОДК може порушуватися синтез поліамінів, які регулюють процеси реплікації та транскрипції ДНК, біосинтезу білків і проліферації клітин [220].
Таким чином, введення інгібітора аргінази L-норваліну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується пригніченням орнітиндекарбоксилази та реципрокним підвищенням активності NOS і концентрації нітрит-аніонів.
5.2. Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

У роботах останніх років підкреслюється необхідність комплексного дослідження NOS і аргіназного шляху метаболізму L-аргініну як єдиної аргіназо-NО-синтазної системи [2,59,96,97]. Ця думка є справедливою і для оцінки вкладу компонентів цієї системи на ініціацію та перебіг процесів ВРО.

Так, вважається, що важливим механізмом ефективного захисту клітин від дії індукторів окисного стресу та апоптозу є активація високоактивної індуцибельної ізоформи аргінази – аргінази II, яка локалізована у мітохондріальному компартменті. Цей ізофермент забезпечує синтез глутамату в мітохондріях, який при декарбоксилюванні утворює γ-аміномасляну кислоту. Остання може бути інгібітором відкривання мітохондріальної пори завдяки взаємодії з периферичним (мітохондріальним) бенздіазепіновим рецептором, що є структурним компонентом цієї пори [96].

Суттєвий внесок функціонального стану аргінази на продукцію АФК може бути пов’язаний з конкурентними змінами у активності NOS та наступному утворенні NO.

Крім того, продукт аргіназної реакції – сечовина як хелатор вільного заліза, у низьких концентраціях виявляє антиоксидантні властивості за рахунок поглинання ОН•, що утворюється у фентоновській реакції. Вона також є інгібітором ресинтезу аргініну в орнітіновому (орнітин - цитрулін - аргініносукцинат - аргінін) і цитруліновому (цитрулін - аргініносукцинат - аргінін) циклах. Обидва цикли відіграють важливу роль, забезпечуючи субстратом переважно iNOS [5].

Нами досліджено вплив інгібітора аргінази L-норваліну на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах СЗ за умов дії метилметакрилату (таблиця 5.3).

Таблиця 5.3

Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на продукцію супероксидного аніон-радикала в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-норвалін

	Утворення .О
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, нмоль/г·с
	
	
	

	Загальний фон продукції
	1,16±0,08
	1,56±0,06 *
	1,78±0,04 */**

	НАДФН-залежні ЕТЛ  (мікросомальний і NOS) 
	14,8±0,44
	23,07±1,26 *
	22,8±1,24 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	16,13±0,39
	28,8±0,68 *
	33,34±0,42 */**


Введення щурам L-норваліну за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота істотно не впливає на генерацію .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ, але підвищує загальний фон продукції цього радикала  (на 14,1%, p<0,02) та його вироблення НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ (на 15,8%, p<0,001) у порівнянні з даними другої серії.

Таким чином, пригнічення аргіназ при введенні L-норваліну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується гіперпродукцією у тканинах   супероксидного аніон-радикала  НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортним ланцюгом.

5.3. Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

У таблиці 5.4 наведено дані щодо впливу інгібітора аргіназ L-норваліну на зміни концентрації ТБК-реактантів при інкубації гомогенату піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота.

Застосування L-норваліну  за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує концентрацію ТБК-активних продуктів – на  9,5% (p<0,05), що вказує на активацію ПОЛ у тканинах СЗ. Однак приріст концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині суттєво не змінюється.

Таблиця 5.4

Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-норвалін

	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг 
	
	
	

	до інкубації
	25,96±0,90
	40,38±0,90 *
	44,23±1,23 */**

	після інкубації
	35,58±0,90
	59,62±1,59 *
	61,54±1,63 *

	приріст
	9,62±1,52
	19,23±2,01 *
	17,31±0,90 *


У той же час відмічається зменшення активності СОД і каталази  – відповідно на 42,9% (p<0,05) та 44,1% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії (таблиця 5.5).

Таким чином, пригнічення аргіназ при застосуванні L-норваліну  за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується у тканинах піднижньощелепних слинних залоз активацією пероксидного окиснення ліпідів, пригніченням активності супероксиддисмутази та каталази.

Таблиця 5.5

Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на активність антиоксидантних ферментів  у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-норвалін  

	СОД, од. акт.
	0,29±0,03
	0,14±0,02 *
	0,08±0,01 */**

	Каталаза, мккатал/кг 
	2,79±0,18
	1,8±0,16 *
	1,56±0,16 *


5.4. Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Аргіназа у СЗ потенційно бере участь у синтезі проліну, глутамату та поліамінів, які грають роль у забезпеченні їх білоксинтезуючої функції [129].

Нами досліджено вплив інгібітора аргінази L-норваліну на активність α-амілази в гомогенаті піднижньощелепних СЗ за умов дії метилметакрилату (таблиця 5.6).

Введення за цих умов L-норваліну знижує активність α-амілази в тканинах піднижньощелепних СЗ – на 19,8% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії. 

Таблиця 5.6

Вплив інгібітора аргінази L-норваліну на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-норвалін  

	α-Амілаза, 

мг/год × г
	75,8±1,8
	58,6±1,5 *
	47,0±2,3  */**


Таким чином, функціонування аргінази за умов токсичної дії метилметакрилату сприяє збільшенню активності α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ, що підтверджує роль аргінази у забезпеченні їхньої білоксинтезуючої функції.

Матеріали цього розділу оприлюдненні в статті:

1. Нагорняк І.В. Роль аргінази у механізмах порушень вільнорадикальних процесів та функції слинних залоз щурів за умов дії метилового ефіру метакрилової кислоти / І.В. Нагорняк, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2015. – Т. 15, (2. – C. 191-194.
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РОЛЬ ПЕРОКСИНІТРИТУ У ПАТОГЕНЕЗІ ПОРУШЕНЬ  ОКИСНЮВАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ І ФУНКЦІЇ СЛИННИХ ЗАЛОЗ БІЛИХ ЩУРІВ ЗА УМОВ ДІЇ МЕТИЛМЕТАКРИЛАТУ

6.1. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на активність NOS та орнітиндекарбоксилази в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Пероксинітрит утворюється при взаємодії оксиду азоту з супероксидним аніон-радикалом (.О
[image: image65.wmf]2

+ NO ( ONOO-). Константа швидкості цієї реакції перевищує 109 моль-1/с-1 (більше ніж швидкість реакції .О
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 з СОД) [232,262]. У нейтральному середовищі ONOO- відносно нестабільний і швидко розкладається після протонування (рК = 6.8). При цьому утворюється виключно реакційноздатний інтермедіат молекулу з коротким терміном існування - гідроксильний радикал. Завдяки показникам середнього часу життя (у фосфатному буфері при рН 7,4 і 37°С він складає близько 1-2 с) пероксинітрит здатний мігрувати в тканинах.

Оскільки пероксинітрит бере участь у багатьох хімічних реакціях: пригнічує транспорт електронів у мітохондріях, пошкоджує ланцюг ДНК, окиснює SH-групи небілкових молекул і білків, активує ПОЛ [232,243,262], підвищення його вмісту при різних патологічних процесах може викликати вельми серйозні метаболічні наслідки. У той же час для пероксинітриту притаманні властивості сигнальної молекули [201,232].

Досить незначна кількість праць стосується впливу пероксинітриту на активність ферментів NO-синтазного й аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну. Показано, що пероксинітрит збільшує активність iNOS через NF-κB-залежний механізм [153]. Проте в інших публікаціях повідомляється, що утворення пероксинітриту може негативно впливати на процес активації NF-κB [200].

Для дослідження впливу пероксинітриту на біологічні процеси in vivo іноземні [189,232,262] та вітчизняні [40,51,57,110,105,113,115] науковці рекомендують застосовувати скевенджери цієї речовини, зокрема, L-селенометіонін, у тому числі для оцінки ролі пероксинітриту у патології СЗ [40,51,57,105]. Сполуки, що містять селен, здатні безпосередньо реагувати з пероксинітритом [228] та захищати модельні речовини від окиснення та нітрування, а плазмідну ДНК від однониткових розривів [189].

Ми оцінювали вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на сумарну активність NOS та вміст нітрит-аніонів у тканинах СЗ за умов дії метилметакрилату (таблиця 6.1).

Таблиця 6.1

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники активності NOS та вмісту нітрит-аніонів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота

 (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	L-селенометіонін

	NOS, мкмоль NО
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/г·хв.
	4,25±0,24
	9,02±0,42 *
	5,88±0,38 */**

	Вміст NО
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, мкмоль/г
	0,119±0,011
	0,160±0,006 *
	0,107±0,008 **


Примітка (у табл. 6.1-6.6): * – р<0.05 у порівнянні з даними інтактних щурів, ** – р<0.05 у порівнянні з даними другої серії. 

При внесенні L-селенометіоніну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота активність NOS і концентрація NО
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 у тканинах СЗ зменшуються – відповідно на 34,8% (p<0,001) та 40,3% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії.

Призначення L-селенометіоніну за умов експерименту вірогідно не впливає на активність ОДК у порівнянні з даними другої серії, проте попереджає достовірні зміни цього показника у порівнянні з результатом інтактної групи (таблиця 6.2).

Таблиця 6.2

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники активності орнітиндекарбоксилази в піднижньощелепних слинних залозах щурів за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота 

(M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	L-селенометіонін

	Орнітин-

декарбоксилаза, нмоль/г·хв.
	264,9±14,5
	200,0±12,8 *
	249,1±17,2


Таким чином, введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота знижує у тканинах піднижньощелепних СЗ сумарну активність NOS та концентрацію нітрит-йонів, що знижує ризик цитотоксичної дії великої концентрації NO.

6.2. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Сприятливими умовами для утворення пероксинітриту є висока активність NOS та ферментів, що генерують .О
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. Найбільш потужні продуценти АФК представлені у  мітохондріях (МФК I і  III, моноамінооксидази MAOA і MAOB, α-кетоглутаратдегідрогеназа, гліцерол-3-фосфатдегідрогеназ (GPD1, GPD2), ізоформа p66 SHC1) [28,172,226,259]. у  ендоплазматичному  ретикулумі (цитохром P450, ферменти b5 (CYB5A, CYB5B), білокдисульфідізомераза (P4HB)) [120,173,183], цитозолі  та  на  цитоскелеті  (моноаміноксидаза AOC2 (ізоформа 2), арахідонат-ліпоксигеназа, циклооксигеназа, а також eNOS) [161,162,170]. Остання перемикається на генерацію .О
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 за умов роз'єднання (uncoupling) переносу електронів в оксигеназних ферментах при дисфункції будь-якого з компонентів НАДФН-залежного ЕТЛ, що входить до складу NOS, а також дефіциту L-аргініну та ВН4 [131,132,161]. Проте на утворення пероксинітриту в значній мірі впливає функціональна компартментизація джерел NOS та .О
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 [232].

Примітно, що пероксинітрит здатний підтримувати власне утворення через механізм «зачарованого» кола. Він може окиснювати  ВН4  - важливий для функціонування NOS кофактор.  Наслідком цього є продукція eNOS .О
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, здатного вступати у реакцію з NO з утворенням ще більшої кількості пероксинітриту. Підвищена експресія eNOS ще більше погіршує ситуацію. За умов окисного стресу збільшується концентрація в клітинах природного інгібітора NOS - асиметричного диметил-L-аргініну (ADMA) (через  up-регуляцію аргінін-N-метилтрансферази (PRMT, тип I) та пригнічення диметиларгінін-диметиламіногідролази (DDAH), що каталізує процес деградації ADMA). ADMA, у свою чергу, може сприяти роз'єднанню eNOS  [228].

Дійсно, при відтворенні травматичного та токсичного сіаладенітів [52,105], а також сіаладенозу при метаболічному синдромі [40], виявлена здатність пероксинітриту збільшувати вироблення .О
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 НАДФН та НАДН-залежними ЕТЛ, що може підтримувати наведене вище «зачароване» коло.

Нами досліджено вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на продукцію .О
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 НАДФН- і НАДН-залежними ЕТЛ у тканинах СЗ за умов дії метилметакрилату (таблиця 6.3).

Таблиця 6.3

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на продукцію супероксидного аніон-радикала в тканинах слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	L-селенометіонін

	1
	2
	3
	4

	Утворення .О
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, нмоль/г·с
	
	
	

	Загальний фон продукції
	1,16±0,08
	1,56±0,06 *
	1.27±0,06 **

	Продовження табл. 6.3

	1
	2
	3
	4

	НАДФН-залежні ЕТЛ  (мікросомальний і NOS) 
	14,8±0,44
	23,07±1,26 *
	15,87±0,39 **

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	16,13±0,39
	28,8±0,68 *
	17,87±0,57 */**


Введення щурам L-селенометіоніну за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота знижує генерацію .О
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 НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно на 31,2% (p<0,001) та 38,0% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії.

Таким чином, введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота зменшує у тканинах піднижньощелепних СЗ продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежним (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортними ланцюгами.
6.3. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Шкідлива дія пероксинітриту виявляється при значно меншій його концентрації у порівнянні з попередниками – NO і .О
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 [7,8,33,262]. Крім того, пероксинітрит легко дифундує через мембрани на відстані, значно перевищують розміри клітин. Оскільки ця сполука має ОН•- подібну дію, вона здатна індукувати процеси ПОЛ, окиснювати різні білки і викликати гідроксилювання основ ДНК [232].

Пероксинітрит через гомолітичний розпад пероксинітритної кислоти бере участь в утворенні інших АФК і АФН - гідроксильних радикалів і NO2 [232], а у реакції з СО2 - карбонат-радикалів (CO
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), які є більш токсичним, ніж ОН•- радикал [134].

Суперечлива інформація у науковій літературі міститься щодо можливості NF-κB-опосередкованої проксидантної дії пероксинітриту.

З одного боку, показана здатність цієї сполуки активувати NF-κB [153,171], який впливає на транскрипцію багатьох генів, задіяних в експресії сполук – продуцентів або стимуляторів утворення АФК - iNOS, IL-1β, -6, -12, -18, TNF-α, -β тощо) [75]. З іншого, повідомляється про потужну інгібуючу дію пероксинітриту на NF-κB та пов’язані з його активацією окислювальні механізми [200].

Таким чином, різноплановість ефектів пероксинітриту обґрунтовує необхідність експериментального з’ясування спрямування його дії у патогенезі вільнорадикального ушкодження СЗ при дії токсичних чинників.

Нами досліджено вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на стан ПОЛ та антиоксидантної системи в тканинах піднижньощелепних СЗ за умов дії метилметакрилату (таблиця 6.4).

Введення щурам L-селенометіоніну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів до інкубації – на 17,9% (p<0,01), після інкубації - на 34,7% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії.

Таблиця 6.4

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	L-селенометіонін

	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг 
	
	
	

	до інкубації
	25,96±0,90
	40,38±0,90 *
	33,17±1,40 */**

	після інкубації
	35,58±0,90
	59,62±1,59 *
	38.94±0,90 */**

	приріст
	9,62±1,52
	19,23±2,01 *
	5,77±1,63 **


Величина приросту концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині – знижується на 70,0% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії. Це вказує на здатність L-селенометіоніну обмежувати зниження антиоксидантного потенціалу, що підтверджується підвищенням у тканинах активності антиоксидантних ферментів. Так, активність СОД і каталази збільшується – відповідно на 92,9% (p<0,02) та 32,2% (p<0,05) у порівнянні з даними другої серії (таблиця 6.5).

Таблиця 6.5

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на активність антиоксидантних ферментів  у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота 

(M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	L-селенометіонін

	СОД, од. акт.
	0,29±0,03
	0,14±0,02 *
	0,27±0,04 **

	Каталаза, мккатал/кг 
	2,79±0,18
	1,8±0,16 *
	2,38±0,15 **


Таким чином, введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота обмежує в тканинах піднижньощелепних слинних залоз процес ПОЛ, збільшує антиоксидантний потенціал, активності СОД і каталази.
6.4. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Одним з проявів токсичної дії пероксинітриту є нітрування тирозинових залишків різних білків у клітинах, що перешкоджає їх регуляторному фосфорилюванню протеїнкіназами. До таких білків належать тирозинкіназні рецептори нейротрофічних факторів, тирозинкінази та фосфатази, у тому числі такі, що забезпечують сигналізацію, необхідної для забезпечення процесів секреції у СЗ [232,262]. Наслідком такої дії може бути порушення білоксинтезуючої та секреторної функції СЗ.

Через окиснення NH- і SH-груп інгібіторів протеїназ (α1-інгібітора протеїназ, тканинного інгібітора металопротеїназ)  [262,284] можлива пероксинітрит-залежна активацію протеолізу у СЗ з розвитком їх дисфункції.
В останні роки показано, що утворення пероксинітриту пригнічує активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ з відтвореним травматичним і токсичним сіалоаденітом, що коригується введенням скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну [51,105], який сприяє збереженню секреторної активності секреторних клітин кінцевих відділів і протокової системи СЗ, має антиексудативну дію  [51].

Нами досліджено вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну селенометіоніну на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов дії метилметакрилату (таблиця 6.6).

Призначення L-селенометіоніну за умов аплікації 1 % розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота покращує білоксинтезуючу функцію СЗ, на що вказує збільшення активності α-амілази – на 15,9% (p<0,02) у тканинах СЗ.

Таким чином, введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота покращує білоксинтезуючу функцію СЗ.
Таблиця 6.6

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на активність 

α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 

30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	L-селенометіонін

	α-Амілаза, 

мг/год × г
	75,8±1,8
	58,6±1,5 *
	67,9±2,6 */**
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ЕФЕКТИВНІСТЬ ПОЄДНАНОГО ЗАСТОСУВАННЯ

 L-АРГІНІНУ ТА NF-κB ДЛЯ КОРЕКЦІЇ ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ І ФУНКЦІЙ СЛИННИХ ЗАЛОЗ ЩУРІВ ЗА УМОВ ДІЇ МЕТИЛМЕТАКРИЛАТУ
7.1. Поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB JSH-23 на активність NOS та орнітиндекарбоксилази в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Відомо, що розвиток вільнорадикальних процесів у тканинах ссавців у значній мірі пов’язаний з дією активованого ядерного фактора κB (NF-κB). Останній є індуцибельним чинником транскрипції, що активує експресію генів, продукти яких грають ключову роль у розвитку окиснювального стресу [253,268]. 

Сімейство NF-κB включає в себе низку білків: p52, p50, RelB, c-Rel, RelA (p65). Члени сімейства NF-κB зв'язуються між собою, утворюючи гомо- і гетеродімери, які присутні в більшості клітин у неактивному вигляді [176,227,268].

Активність NF-κB регулюється шляхом взаємодії з інгібіторними білками IkB, які маскують сигнал транслокації NF-κB в ядро і, таким чином, утримують NF-κB в цитоплазмі в неактивній формі. Класичний шлях активації NF-κB включає активацію IκB кінази (IKK), яка складається з каталітичних субодиниць (IKKα і IKKβ) і регуляторної субодиниці NEMO (NF-κB essential modulator). IKK фосфорилює IκB за двома сериновими залишками (Ser32 і Ser36 у IκBα людини), після чого молекула інгібітора від'єднується від димерів NF-κB, модифікується шляхом убіквітинування піддається деградації в протеасомі [176,227,268]. Активовані димери NF-κB транслокються в ядро і в присутності інших ко-активаторів зв'язуються зі специфічними ділянками ДНК, індукуючи експресію генів-мішеней.

До активації NF-κB призводить стимуляція цілого ряду рецепторів на поверхні клітини (наприклад, рецепторів RANK, IL-1R, TNFR тощо), дія фізичних, хімічних та біологічних чинників (іонізуючої радіації, ультрафіолетового опромінення, активних форм кисню та азоту, форболових ефірів, бактерій, вірусів, паразитів та їх продуктів, гормонів, цитокінів, факторів росту, цАМФ тощо). У свою чергу, NF-κB регулює велику кількість генів, серед яких гени, що кодують цитокіни (IL-1β, -6, -8, TNF-α, MCP-1, інтерферон-γ), про- та антиапоптотичні білки (Вcl-2,   -xl, -xs, Bax, NIAP, p53, Myc, Fax), адгезивні молекули (ICAM-1, VCAM, ELAM-1, E-селектин), циклооксигеназу-2, Mn-СОД, циклін-D1, а також iNOS [75,195,227,268]. Різноманітність NF-κB комплексів та їх активаторів і велике число генів-мішеней обумовлюють численні молекулярні NF-κB-залежні зміни.

Для оцінки NF-κB-залежних процесів  ми використовували інгібітор активації NF-κB – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діамін), здатний порушувати механізм транслокації NF-κB у ядро клітини [192]. 

Нещодавно встановлено, що введення JSH-23 за умов експериментального метаболічного синдрому супроводжується підвищенням антиоксидантної та колагенопротективної дії L-аргініну в м’яких і кістковій тканинах пародонта [73].

Проте ефективність поєднаного застосування L-аргініну та інгібітора ядерного фактора κB для корекції вільнорадикальних процесів і функцій СЗ за умов дії токсичних чинників залишається нез’ясованою. 

Нами досліджено поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора ядерного фактора κB JSH-23 на сумарну активність NOS та концентрацію стабільного метаболіту NO – нітрит-йонів – у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 7.1).

Таблиця 7.1

Вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB  на  показники активності NOS та вмісту нітрит-аніонів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін
	+ JSH-23
	+ JSH-23
+ L-аргінін

	NOS, мкмоль NО
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/г·хв.
	4,25

±0,24
	9,02

±0,42 *
	8,57

±0,53 *
	6,78

±0,33 */**
	7,08

±0,36 */**

	Вміст NО
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, мкмоль/г
	0,119

±0,011
	0,160

±0,006 *
	0,110

±0,007 **
	0,112

±0,009 **
	0,098

±0,007 ** 


Примітка (у табл. 7.1-7.6): * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів, ** – р<0,05 у порівнянні з даними другої серії; *** – р<0,05 у порівнянні з даними п’ятої серії. 

Застосування інгібітора активації NF-κB – JSH-23 за умов  експерименту зменшує активність NOS і концентрацію NО
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 у тканинах СЗ – відповідно на 24,8% (p<0,01) та 30,0 % (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії. Додаткове призначення L-аргініну не призводить до істотних змін цих показників у порівнянні з результатами п’ятої серії.

Активність ОДК за умов експерименту достовірно не змінюється при введенні обох речовин, що досліджувалися (L-аргініну та JSH-23) (таблиця 7.2). У той же час, сукупне введення L-аргініну та JSH-23 за умов  аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує в тканинах СЗ активність ОДК - на 25,4% (p<0,05) у порівнянні з даними другої серії. Хоча достовірних відмінностей величин цього показника при порівнянні з результатами п’ятої серії не виявлено.
Таблиця 7.2

Вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB  на показники активності орнітиндекарбоксилази в піднижньощелепних слинних залозах щурів за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін
	+ JSH-23
	+ JSH-23
+ L-аргінін

	Орнітин-

декарбоксилаза, нмоль/г·хв.
	264,9

±14,5
	200,0

±12,8 *
	226,3

±23,0
	247,4

±19,1
	250,9

±17,9 **


Таким чином, 1) пригнічення активації NF-κB шляхом введення JSH-23 за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується зменшенням у тканинах піднижньощелепних слинних залоз активності NO-синтаз і концентрації продуктів окиснення оксиду азоту – нітрит-йонів, без істотного впливу на активність орнітиндекарбоксилази;
2) поєднане введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує активність орнітиндекарбоксилази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз.

7.2. Поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB JSH-23 на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

У літературі підкреслюється важкопрогнозований характер активації NF-κB. З одного боку, під цей транскрипційний чинник впливає на експресію генів,  задіяних у біосинтезі ферментів - продуцентів .О
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, або білків, здатних до up-регуляції цього процесу  (iNOS, IL-1β,-6, -12, -18, TNF-α, -β тощо). З іншого боку, NF-κB активує гени, що кодують АО ферменті, здатні обмежувати рівень .О
[image: image84.wmf]2

 у тканинах – СОД і церулоплазмін [75,139,235,253].

Нами досліджено поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора ядерного фактора κB JSH-23 на продукцію супероксидного аніон-радикала в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 7.3).

Введення щурам JSH-23 за умов експерименту знижує в тканинах СЗ продукцію .О
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 НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно на 24,3% (p<0,01) та 31,5% (p<0,001) у порівнянні з даними другої серії.

Додаткове призначення L-аргініну за умов експерименту на тлі введення щурам JSH-23 істотно обмежує в тканинах СЗ продукцію .О
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 НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно на 9,2% (p<0,05) та 11,5% (p<0,05) у порівнянні з даними п’ятої серії.

Таблиця 7.3

Вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB  на продукцію супероксидного аніон-радикала в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін
	+ JSH-23
	+ JSH-23
+ L-аргінін

	Утворення .О
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, нмоль/г·с
	
	
	
	
	

	Загальний фон продукції
	1,16

±0,08
	1,56

±0,06 *
	1,47

±0,04 *
	1,29

±0,06 **
	1,22

±0,05 **

	НАДФН-залежними ЕТЛ
	14,8

±0,44
	23,07

±1,26 *
	19,87

±0,44  */**
	17,47

±0,39  */**
	15,87

±0,44 **/***

	НАДН-залежними ЕТЛ
	16,13

±0,39
	28,8

±0,68 *
	28,27

±1,05 *
	19,73

±0,58 */**
	17,47

±0,77 **/***


Таким чином, 1) пригнічення NF-κB за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота суттєво обмежує у тканинах піднижньощелепних слинних залоз продукцію супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним (мітохондріальним) і НАДФН-залежним (мікросомальним і NO-синтазним) електронно-транспортними ланцюгами; 

2) поєднане введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота нормалізує у тканинах піднижньощелепних слинних залоз рівень генерації супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним (мітохондріальним) і НАДФН-залежним (мікросомальним і NO-синтазним) електронно-транспортними ланцюгами.

7.3. Поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB JSH-23 на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту в тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Нами досліджено поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора ядерного фактора κB JSH-23 на концентрацію ТБК-активних сполук у гомогенаті тканин піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 7.4).
Таблиця 7.4

Вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB  на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін
	+ JSH-23
	+ JSH-23
+ L-аргінін

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Продолжение табл. 7.4

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг


	
	
	
	
	

	до інкубації
	25,96

±0,90
	40,38

±0,90 *
	36,06

±0,76 */**
	36,54

±0,90 */**
	30,77

±0,90 */**/***

	після інкубації
	35,58

±0,90
	59,62

±1,59 *
	46,63

±1,63 */**
	44,71

±1,23 */**
	38,94

±0,90 */**/***

	приріст
	9,62

±1,52
	19,23

±2,01 *
	10,58

±1,44 **
	8,17

±1,95 **
	6,73

±1,40 **


Введення щурам JSH-23 за умов експерименту зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів – на 9,5% (p<0,02). Величина приросту концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації гомогенату СЗ у залізоаскорбатному буферному розчині – знижується на 57,5% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії. Це вказує на здатність інгібітора активації NF-κB обмежувати зниження АО потенціалу, що підтверджується підвищенням у тканинах активності АО ферментів. Так, активність СОД і каталази в тканинах СЗ збільшується – відповідно на 78,6% (p<0,02) та 41,7% (p<0,02) у порівнянні з даними другої серії (таблиця 7.5). 

Додаткове призначення L-аргініну за умов експерименту на тлі введення щурам JSH-23 зменшує в тканинах СЗ концентрацію ТБК-активних продуктів – на 15,8% (p<0,01) у порівнянні з даними п’ятої серії (див. табл. 7.4), проте істотно не впливає на величину приросту концентрації цих сполук за час інкубації та активність СОД і каталази (див. табл. 7.5).
Таблиця 7.5

Вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB  на активність антиоксидантних ферментів  у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін
	+ JSH-23
	+ JSH-23
+ L-аргінін

	СОД, од. акт.
	0,29

±0,03
	0,14

±0,02 *
	0,24

±0,04
	0,25

±0,03 **
	0,27

±0,03 **

	Каталаза, мккатал/кг
	2,79

±0,18
	1,8

±0,16 *
	2,07

±0,21 *
	2,55

±0,16 **
	2,69

±0,14 **


Таким чином, 1) пригнічення NF-κB при введенні JSH-23 за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота суттєво обмежує у тканинах піднижньощелепних слинних залоз процес пероксидного окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал та активність антиоксидантних ферментів – супероксиддисмутази та каталази;

2) поєднане введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов експерименту виявляє адитивну дію щодо обмеження пероксидного окиснення ліпідів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз.
7.4. Поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB JSH-23 на активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов дії метилметакрилату

Нами досліджено поєднаний вплив L-аргініну та інгібітора ядерного фактора κB JSH-23 активність α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (таблиця 7.6).

Таблиця 7.6

Вплив L-аргініну та інгібітора NF-κB  на активність 

α-амілази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз за умов 

30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти 

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін
	+ JSH-23
	+ JSH-23
+ L-аргінін

	α-Амілаза, 

мг/ч × г
	75,8

±1,8
	58,6

±1,5 *
	61,4

±2,6 *
	62,4

±2,2 *
	67,5

±1,5 */**


Активність α-амілази за умов експерименту достовірно не змінюється при введенні обох речовин, що досліджувалися (L-аргініну та JSH-23). У той же час, сукупне введення L-аргініну та JSH-23 за умов  аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує в тканинах СЗ активність α-амілази  - на 15,2% (p<0,01) у порівнянні з даними другої серії. Хоча достовірних відмінностей величин цього показника при порівнянні з результатами п’ятої серії не виявлено.
Таким чином, 1) пригнічення NF-κB за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота суттєво не впливає на білоксинтезуючу функцію піднижньощелепних слинних залоз;

2) поєднане введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота сприяє покращенню білоксинтезуючої функції піднижньощелепних слинних залоз, що відбивається у підвищенні активності α-амілази.
Матеріали цього розділу оприлюдненні в статтях, тезах і матеріалах патенту на корисну модель:

1. Нагорняк І.В. Ефективність поєднаного застосування L-аргініну та інгібітора ядерного фактора κB для корекції вільнорадикальних процесів і функцій слинних залоз щурів за умов дії метилового ефіру метакрилової кислоти / І.В. Нагорняк, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2015. – Т. 15, (3, ч. 1. – C. 221-225.

2. Вплив інгібіторів NF-κB на активність NO-синтази в тканинах щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому та інтоксикацій / Л.І. Ляшенко, А.М. Єлінська, В.В. Талаш, Н.В. Соловйова, В.О. Богданов, І.В. Нагорняк // Медична наука в практику охорони здоров’я : всеукр. наук.-практ. конф. : мат. доп. (Полтава, 21 листопада 2014 р.). – Полтава, 2014. – С. 83. 

3. Пат. 101142 Україна, МПК A61K 6/00. Спосіб експериментальної терапії дисфункції слинних залоз при дії на органи ротової порожнини метилового ефіру метакрилової кислоти / Нагорняк І.В., Костенко В.О., Денисенко С.В., Міщенко А.В., Соловйова Н.В. ; ( u 2015 02638 ; заявл. 23.03.2015, опубл. 25.08.2015, Бюл. № 16. 
РОЗДІЛ 8

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Патогенна дія метилметакрилату на окислювальний метаболізм у СЗ підтверджується проведеними нами дослідженнями. Так, за нашими даними, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота викликає у тканинах піднижньощелепних СЗ зміни окисного (NOS) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну, що мають реципрокний характер. При цьому виявляється підвищення сумарної активності NOS і концентрації нітрит-йонів, з одного боку, та зменшення активності ферменту аргіназного шляху – орнітиндекарбоксилази (ОДК), з іншого боку.

Примітно, що реципрокні стосунки між NO-синтазним і аргіназним шляхами метаболізму L-аргініну нещодавно були виявлені у піднижньощелепних СЗ за умов системної запальної відповіді при моделюванні у щурів метаболічного синдрому [42].

Звертає на себе увагу той факт, що застосування селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов  експерименту зменшує активність NOS і концентрацію NО
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 у тканинах СЗ  у порівнянні з даними другої серії у значно більшій мірі, ніж це відбувається при введенні селективного інгібітора nNOS 7-NI. Це доводить, що підвищення сумарної активності NOS у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота пов’язано, у значній мірі, з функціонуванням iNOS, що створює передумови для утворення великої кількості (мікромолярних концентрацій) оксиду азоту, що виявляє цитотоксичні властивості.

Відомо, що аргіназний та NO-синтазний шляхи конкурують поміж собою за загальний субстрат – L-аргінін [144,158,221].  Тому при збільшені активності NOS закономірним є зменшення ферментів неокисного (аргіназного) шляху, у тому числі, ОДК, що неодноразово підтверджувалося в СЗ за умов відтворення різних патологічних процесів [57,107].

Піридоксаль-5'-фосфат-залежний фермент ОДК, як відомо, каталізує перетворення L-орнітину в путресцин, що є першою реакцією, яка лімітує швидкість біосинтезу поліамінів. Утворення останніх викликає хвилю конформаційних змін у структурі макромолекул, що супроводжується збільшенням проліферативної активності клітин завдяки їх переходу із фази G1 в фазу S клітинного циклу, посиленням біосинтезу білків і проліферації клітин, процесів реплікації та транскрипції ДНК [220,274].
Тобто, обмеження активності ОДК може супроводжуватися змінами пластичних процесів у клітинах СЗ та їх ділення. Закономірним наслідком таких порушень може бути виявлене нами порушення білоксинтезуючої функції піднижньощелепних СЗ щурів, що супроводжується виявленим нами зменшенням у них активності α-амілази.

Введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов експерименту викликає збільшення активності орнітиндекарбоксилази - ферменту конкуруючого щодо NOS аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, що можна розцінювати, як прояв конкурентних стосунків аргіназного та NO-синтазного шляхів метаболізму L-аргініну. Пригнічення NOS (особливо потужної iNOS) сприяє підвищенню активності ферментів неокисного механізму, зокрема, ОДК.

На підставі отриманих результатів можна припустити, що збільшення за умов діє метилметакрилату активності iNOS може негативно позначатися на  репаративних процесах та пластичному обміні у СЗ, оскільки наслідком зменшення активності ОДК може бути ослаблення синтезу поліамінів, що регулюють процеси реплікації та транскрипції ДНК, біосинтезу білків і проліферації клітин [220,274].
Дійсно, за нашими даними, з функціонуванням iNOS за умов експерименту пов’язана пригнічення активності α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ.

У той же час, з функціонуванням nNOS за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота пов’язано збільшення активності α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ, що підтверджує участь nNOS у забезпеченні їх білоксинтезуючої функції.

Введення за умов експерименту інгібітора аргінази L- супроводжується пригнічення орнітиндекарбоксилази та реципрокним підвищенням активності NOS і концентрації нітрит-аніонів. При цьому відмічається активності α-амілази в тканинах піднижньощелепних СЗ  у порівнянні з даними другої серії. Це підтверджує той факт, що функціонування аргінази за умов токсичної дії метилметакрилату є важливою умовою у забезпеченні білоксинтезуючої функції СЗ.

При цьому, введення субстрату NOS та аргінази L-аргініну за умов експерименту суттєво не позначається на активності NOS, орнітиндекарбоксилази, а також α-амілази у тканинах піднижньощелепних СЗ.

Відомо, що NOS та аргіназа, як правило, є достатньо насиченими субстратом на фізіологічному рівні та не залежать від наявності позаклітинного джерела субстрату [277].

За нашими даними, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується у тканинах піднижньощелепних СЗ збільшенням загального фону продукції супероксидного аніон-радикала (.О
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), посиленням його утворення НАДФН-залежними (оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) ЕТЛ і НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій.

Наростання продукції .О
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 НАДФН-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума, вочевидь, можна пов’язати з тим, що біотрансформація метилметакрилату відбувається за участю цитохром Р-450 - залежних систем. Зокрема, у модельній системі мікросоми + НАДФН істотно активується реакція кон’югації відновленого глутатіону з акрилатами й їх похідними [114]. Ці сполуки здатні порушувати функціонування ЕТЛ за рахунок блокади сульфгідрильних груп ферментів.

Використання 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти викликає суттєві розлади реґіонарної мікроциркуляції [101], дозозалежне пригнічення сумарної активності мітохондріальних ферментів [38], що закономірно відбивається на ураженні проток великих СЗ з наступними гіпоксичним та вільнорадикальним некробіозом клітин їх кінцевих відділів [52]. За умов порушення функціонування дихального ланцюга мітохондрій  збільшується обсяг одноелектронного відновлення кисню, що супроводжується виявленим нами збільшенням продукції .О
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.

Найбільшими «продуцентами» .О
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 в мітохондріях, як відомо, є мітохондріальний ферментний комплекс I (особливо - FeS кластер N1a) і дигідроліпоаміддегідрогеназа, на що значною мірою впливає redox потенціал матриксу – відношення НАД+/ НАДH [28,172,226]. 

На утворення .О
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 у значній мірі впливає функціональний стан NOS і аргінази.

Так, за нашими даними, введення щурам 7-NI за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота істотно підвищує у піднижньощелепних СЗ загальний фон продукції  .О
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, його вироблення НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ у порівнянні з даними другої серії. Тобто, з функціонуванням nNOS за умов експерименту пов’язано обмеження у СЗ утворення .О
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 НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій.

Застосування аміногуанідину за цих умов, навпаки, знижує загальний фон продукції  .О
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 та його вироблення НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ  у порівнянні з даними другої серії. Тобто, з функціонуванням iNOS за умов експерименту пов’язана гіперпродукція у клітинах піднижньощелепних СЗ .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ  (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ланцюгом.

Обмеження генерації цієї АФК НАДФН-залежними (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ при дії аміногуанідину відображує здатність цитотоксичної кількості NO, що виробляється iNOS, порушувати їх функціонування у клітинах (інактивувати оксидоредуктази, ушкоджувати FeS-білки) [228]. У той же час з функціонуванням nNOS, очевидно, пов’язано вироблення NO, що виявляє сигнальні властивості [55-57,133].

Обмеження генерації цієї АФК НАДФН-залежними (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ при дії аміногуанідину відображує здатність цитотоксичної кількості NO, що виробляється iNOS, порушувати їх функціонування у клітинах (інактивувати оксидоредуктази, ушкоджувати FeS-білки) [228]. У той же час з функціонуванням nNOS, очевидно, пов’язано вироблення NO, що виявляє сигнальні властивості [55-57,133].

Одержані нами результати свідчать, що гіперпродукція .О
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 у тканинах піднижньощелепних СЗ щурів за умов дії метилметакрилату пов’язана з функціонуванням іNOS.

Введення щурам L-норваліну за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота, за нашими даними, істотно не впливає на генерацію .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ, але підвищує загальний фон продукції цього радикала та його вироблення НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  у порівнянні з даними другої серії. 

Збільшення продукції .О
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 НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ при дії L-норваліну, на нашу думку, може бути пов’язаним з підвищенням утворення цитотоксичної концентрації оксиду азоту у конкурентному (NO-синтазному) шляху метаболізму L-аргініну. 

Введення безпосередньо субстрату NOS і аргінази L-аргініну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота  знижує  у клітинах піднижньощелепних СЗ продукцію .О
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 НАДФН-залежними ЕТЛ  (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS), але не впливає на його генерацію дихальним ланцюгом мітохондрій.

Раніше така дія L-аргініну на ЕТЛ у піднижньощелепних СЗ була виявлена за умов системної запальної відповіді при моделюванні у щурів метаболічного синдрому [72], що автори пов’язують зі здатністю L-аргініну попереджати роз'єднання переносу електронів в оксигеназних ферментах (у тому числі, NOS), що запобігає одно електронному відновленню кисню з утворенням .О
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. 

Збільшення концентрації АФК (особливо при неефективній роботі АО системи) супроводжується підвищенням інтенсивності ПОЛ у тканинах СЗ. Так, 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота призводить до суттєвого підвищення утворення вторинних продуктів ПОЛ - ТБК-активних сполук.

Примітно, що величина приросту концентрації ТБК-активних сполук за час 1,5-годинної інкубації гомогенату піднижньощелепних СЗ у прооксидантному залізоаскорбатному буферному розчині за умов експерименту також збільшується у порівнянні з даними першої серії, що вказує на суттєве зменшення антиоксидантного потенціалу. Цей висновок підтверджується значним зниженням активності АО ферментів у тканинах СЗ – СОД і каталази, що підтверджує декомпенсований характер ПОЛ, що розвивається у тканинах піднижньощелепних СЗ при тривалій аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота.

Отримані нами результати узгоджуються з даними літератури щодо нейропротективних наслідків прекондиціювання культури людських нейронів неокортексу при токсичній дії метилметакрилату із додаванням антиоксидантних речовин - СОД, каталази та аскорбінової кислоти [148].

За нашими даними, застосування 7-NI за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує концентрацію вторинних продуктів ПОЛ - ТБК-активних сполук при інкубації гомогенату піднижньощелепних СЗ у порівнянні з даними другої серії. Проте приріст концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині та величини активності СОД і каталази суттєво не змінюються.

Введення аміногуанідину за умов експерименту, навпаки,  зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів. Величина приросту концентрації цих сполук за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині при цьому також знижується, що вказує на здатність селективного інгібітора iNOS обмежувати зниження антиоксидантного потенціалу. Це також підтверджується підвищенням у тканинах активності АО ферментів - СОД і каталази.
Відомо, що NO здатний взаємодіяти з йонами міді активного центру СОД та блокувати йони заліза в активному центрі каталази [228]. 

Протекторна дія nNOS, спрямована на обмеження вироблення в тканинах СЗ .О
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, на думку дослідників, може бути пов’язана з сигнальною функцією низьких концентрацій NO, що виробляється nNOS [72].

Неоднозначні ефекти NO, що виробляється nNOS та іNOS, очевидно, пов’язані з локалізацією цих ізоформ. Нейрональна NOS, як і ендотеліальна, контактують з плазматичною мембраною. Завдяки гідрофобності та ліпофільності оксид азоту компартментизується у ліпідному бішарі, що запобігає його контакту з гідрофільним .О
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 з утворенням високотоксичного пероксинітриту. Проте, NO, що утворюється  іNOS може легко реагувати з радикалами пероксидів ліпідів, а також утворювати пероксинітрит [228]. 

На процес ПОЛ у тканинах СЗ при дії метилметакрилату впливає функціональний стан аргінази. Так, застосування її інгібітора - L-норваліну - за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота суттєво підвищує концентрацію ТБК-активних продуктів та пригнічує активність супероксиддисмутази та каталази.

Відомо, що NO, вироблення якого підвищується за умов введення L-норваліну, здатний взаємодіяти з йонами міді активного центру СОД та блокувати йони заліза в активному центрі каталази [187]. Шляхом зв’язування каталази з NO генерується ферікаталаза-NO, що є пригніченою формою ферменту. 
Введення тваринам L-аргініну за умов експерименту обмежує в піднижньощелепних СЗ ПОЛ, підвищує антиоксидантний потенціал без істотного впливу на активність супероксиддисмутази та каталази.

Відомо, що у модельних системах за умов гіпоксії L-аргінін пригнічує утворення АФК, зменшує вміст продуктів ПОЛ in vitro і in vivo [80]. Показана роль nNOS у продукції NO з сигнальними властивостями, спрямованими на обмеження ПОЛ та підсилення антиоксидантного потенціалу тканин за умов механічного, токсичного ураження СЗ та моделювання реактивно-дистрофічного процесу в них [53,57,106]. 

Отримані нами результати доводять участь пероксинітриту в механізмах метаболічних розладів у піднижньощелепних СЗ за умов дії метилметакрилату. Так, введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота знижує у тканинах піднижньощелепних СЗ сумарну активність NOS та концентрацію нітрит-йонів, що знижує ризик утворення цитотоксичної концентрації NO.

У літературі містяться суперечлива інформація щодо дії пероксинітриту на активність NO-синтаз. З одного боку, продукти нітрозильного стресу можуть активувати NF-κB та, відповідно, iNOS [253]. З іншого боку, пероксинітрит здатний гальмувати NF-κB-залежну сигналізацію [200]. 

Відомо, що головним шляхом постачання NO у реакцію, де він взаємодіє з .О
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, за умов інтоксикацій забезпечується функціонуванням іNOS [232]. У той же час, за небажаних умов (гіпоксія, дефіцит субстратів) NOS генерує .О
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 замість NO [161]. 

Введення щурам L-селенометіоніну за умов експерименту зменшує у тканинах піднижньощелепних СЗ продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежним (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортними ланцюгами.
Обмеження продукції цієї АФК НАДФН-залежними (цитохром Р-450-залежними оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ при дії L-селенометіоніну відбиває здатність пероксинітриту пригнічувати відповідні оксидоредуктази, руйнувати FeS-білки [262].

Згідно з отриманими нами результатами, застосування L-селенометіоніну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів та її приріст за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині, що вказує на здатність L-селенометіоніну обмежувати зниження антиоксидантного потенціалу. Це також підтверджується підвищенням у тканинах  СЗ активності антиоксидантних ферментів - СОД і каталази.

Призначення L-селенометіоніну за умов експерименту покращує  і білоксинтезуючу функцію СЗ, на що вказує збільшення в гомогенаті останніх активності α-амілази.

Така дія L-селенометіоніну може реалізуватися через обмеження пероксинітрит-залежного окиснення NH- і SH-груп інгібіторів протеїназ (α1-інгібітора протеїназ, тканинного інгібітора металопротеїназ)  [262, 284], що попереджує активацію протеолізу у СЗ з розвитком їх дисфункції.
Звертає на себе увагу роль активації NF-κB у механізмах порушення функціонування NO-синтазного шляху метаболізму L-аргініну у тканинах піднижньощелепних СЗ за умов дії метилметакрилату. Так, пригнічення активації NF-κB шляхом введення JSH-23 за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується зменшенням у тканинах піднижньощелепних слинних залоз активності NO-синтаз і концентрації продуктів окиснення оксиду азоту – нітрит-йонів, без істотного впливу на активність орнітиндекарбоксилази.
Дослідження останніх років доводять існування досить тісних стосунків між NOS та NF-κB. Так, за участю NF-κB відбувається експресія гена iNOS [160,239]. Промотор iNOS містить сайти для зв'язування NF-κB та інших транскрипційних чинників і цитокінів (активатора транскрипції 1, фактора транскрипції jun/fos, IL-6 та ін.) [130,190,234,273]. 
За нашими даними, пригнічення NF-κB за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота суттєво обмежує продукцію супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним (мітохондріальним) і НАДФН-залежним (мікросомальним і NO-синтазним) ЕТЛ.

Відомо, що утворення АФК може бути пов’язане з NF-κB-опосередкованим вивільненням цитокінів – індукторів iNOS та окисного стресу – TNF-α та IL-1β [190]. Цей транскрипційний чинник впливає на експресію генів,  задіяних у біосинтезі ферментів - продуцентів .О
[image: image107.wmf]2

, або білків, здатних до up-регуляції цього процесу  (iNOS, IL-1β,-6, -12, -18, TNF-α, -β тощо) [75,253].

Закономірним наслідком NF-κB-залежної продукції АФК є активація у тканинах СЗ процесу ПОЛ. Пригнічення NF-κB при введенні JSH-23 за умов тривалої аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота, за нашими даними, суттєво зменшує концентрацію ТБК-активних продуктів та  підвищує антиоксидантний потенціал у піднижньощелепних СЗ, оскільки величина приросту концентрації ТБК-активних сполук за час 1,5-годинної інкубації гомогенату СЗ у залізоаскорбатному буферному розчині суттєво знижується. Це також підтверджується підвищенням у тканинах активності АО ферментів - СОД і каталази. 

Примітно, що пригнічення активації NF-κB може змінювати біологічну активність субстрату NOS і аргінази - L-аргініну. Раніше було встановлено, що введення JSH-23 за умов експериментального метаболічного синдрому супроводжується підвищенням антиоксидантної та колагенопротективної дії L-аргініну в м’яких і кістковій тканинах пародонта [73].

За нашими даними, поєднане введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота підвищує активність орнітиндекарбоксилази, що не виявлялося при ізольованому застосуванні наведених сполук.

Оскільки ОДК є ключовим ферментом у реакціях біосинтезу поліамінів, як наслідок його активації можна очікувати збільшення проліферативної активності клітин (завдяки їх переходу із фази G1 в фазу S клітинного циклу), посилення біосинтезу білків і проліферації клітин, процесів реплікації та транскрипції ДНК [220,274].

Дійсно, за нашими даними, поєднане введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота сприяє покращенню білоксинтезуючої функції піднижньощелепних слинних залоз, що відбивається у підвищенні активності α-амілази.

Іншим важливим наслідком поєднаного введення тваринам L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов експерименту є нормалізація у тканинах піднижньощелепних СЗ рівню утворення супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним (мітохондріальним) і НАДФН-залежним (мікросомальним і NO-синтазним) електронно-транспортними ланцюгами, що не виявлялося при оцінці ізольованої дії наведених біологічно активних сполук. Цей ефект закономірно доповнюється наявністю їхньої адитивної дії щодо обмеження пероксидного окиснення ліпідів у тканинах піднижньощелепних СЗ.

Можна припустити, що пригнічення NF-κB-залежної експресії iNOS супроводжується реципрокним підвищенням реакцій аргіназного шляху метаболізму L-аргініну. За цих умов, екзогенний L-аргінін, що надходить до організму, спрямовується на утворення важливих для підтримки репаративних і біосинтетичних процесів у СЗ метаболітів, зокрема, поліамінів. З іншого боку, за цих умов зменшується утилізація  L-аргініну в NO-синтазному шляху (із залученням iNOS) з утворенням цитотоксичних активних форм нітрогену (NO, пероксинітриту тощо), що виявляється у зменшенні вільнорадикальних деструктивних процесів у СЗ.

Таким чином, підбиваючи підсумки дослідження механізмів ушкодження слинних залозах ссавців при дії на органи ротової порожнини метилового ефіру метакрилової кислоти, можна констатувати наявність таких важливих ланок патогенезу: наявність у тканинах піднижньощелепних СЗ реципрокних змін окисного (NOS) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну з переважанням активності NO-синтаз (головним чином, за рахунок iNOS), збільшення у СЗ продукції супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними (оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) ЕТЛ і НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій, активації декомпенсованого ПОЛ на тлі зниженого антиоксидантного потенціалу, порушення білоксинтезуючої функції СЗ. У патогенезі наведених розладів важливе місце займають дизрегуляторні порушення балансу нейрональної та індуцибельної NO-синтаз, пероксинітрит- та NF-κB-залежні механізми. Ефективність метаболітотропної корекції метаболічних розладів СЗ, наприклад при застосуванні субстрату NOS і аргінази - L-аргініну – значно підвищується на тлі пригнічення активації NF-κB (при призначенні інгібітора цього процесу).

ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання наукової задачі, що полягає у  визначенні закономірностей впливу ізоформ NO-синтази,  аргінази, пероксинітриту та NF-κB на вільнорадикальні процеси і білоксинтезуючу функцію піднижньощелепних слинних залоз білих щурів за умов тривалої дії метилметакрилату на слизову оболонку порожнини рота. 

1. 30-денна аплікація 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота викликає у тканинах піднижньощелепних слинних залоз щурів дизрегуляторні зміни NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну: підвищення сумарної активності NOS (у 2,12 рази, p<0,001) і концентрації нітрит-йонів (на 34,5%, p<0,02) при зменшенні активності орнітин-декарбоксилази (на 24,5%, p<0,01), збільшує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала (на 34,5%, p<0,01) та його утворення НАДФН-залежними (оксидоредуктазами ендоплазматичного ретикулума та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортними ланцюгами (відповідно на 55,9%, p<0,001, та 78,5%, p<0,001), сприяє розвитку декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів, що супроводжується зниженням антиоксидантного потенціалу, активності супероксиддисмутази (на 51,7%, p<0,01) і каталази (на 35,5%, p<0,02), порушенням білоксинтезуючої функції піднижньощелепних слинних залоз.

2. Функціонування індуцибельної NO-синтази за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується гіперпродукцією у клітинах піднижньощелепних слинних залоз супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (відповідно на 27,7%, p<0,01, та 33,3%, p<0,001), активацією пероксидного окиснення ліпідів, зменшенням антиоксидантного потенціалу, активності супероксиддисмутази (на 92,9%, p<0,01) та каталази (на 41,7%, p<0,01), порушенням білоксинтезуючої функції залоз (зниження активності α-амілази – на 13,5%, p<0,01; орнітиндекарбоксилази – на 38,6%, p<0,01).

3. Функціонування нейрональної NO-синтази за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота спрямоване на збільшення у тканинах піднижньощелепних слинних залоз активності α-амілази (на 19,3%, p<0,01), обмеження утворення у них супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій (на 15,8%, p<0,01), пригнічення пероксидного окиснення ліпідів без істотного впливу на активність супероксиддисмутази та каталази.

4. Введення L-аргініну за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота суттєво не позначається на активності NO-синтази і орнітиндекарбоксилази у тканинах піднижньощелепних слинних залоз, але  знижує у них продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (на 13,9%, p<0,05), інтенсивність пероксидного окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал без істотного впливу на активність супероксиддисмутази та каталази.

5. Функціонування аргінази за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота спрямоване на підвищення активності орнітиндекарбоксилази (на 26,3%, p<0,01) та реципрокне пригнічення сумарної активності NO-синтаз (на 31,7%, p<0,001) і концентрації нітрит-аніонів (на 16,9%, p<0,05)  у тканинах піднижньощелепних слинних залоз, обмеження у них продукції   супероксидного аніон-радикала  НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортним ланцюгом (на 15,8%, p<0,001) та інтенсивності пероксидного окиснення ліпідів, збільшення активності антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази – на 42.9%, p<0,05; каталази – на 44,1%, p<0,001) та α-амілази (на 19,8%, p<0,01).

6. Введення щурам скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов 30-денної аплікації аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота знижує сумарну активність NOS (на 34,8%, p<0,001) та концентрацію нітрит-йонів  (на 40,3%, p<0,01) у тканинах піднижньощелепних слинних залоз, зменшує у них продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (відповідно на 31,2%, p<0,001, та 38,0%, p<0,001), обмежує інтенсивність пероксидного окиснення ліпідів, збільшує антиоксидантний потенціал, активність супероксиддисмутази (на 92,9%, p<0,02) та каталази (на 32,2%, p<0,05), покращує білоксинтезуючу функцію слинних залоз.
7. Пригнічення активації транскрипційного фактора κB шляхом введення інгібітора його ядерної транслокації JSH-23 за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота супроводжується зменшенням активності NO-синтаз (на 24,8%, p<0,01) і концентрації нітрит-йонів (на 30,0%, p<0,01) у тканинах піднижньощелепних слинних залоз, обмеженням у них продукції супероксидного аніон-радикала НАДН- і НАДФН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (відповідно на 24,3%, p<0,01, та 31,5%, p<0,001),  інтенсивності пероксидного окиснення ліпідів із підвищенням антиоксидантного потенціалу, активності супероксиддисмутази (на 78,6%, p<0,02) та каталази (на 41,7%, p<0,02).

8. Поєднане введення L-аргініну та інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов 30-денної аплікації 1% розчину метилового ефіру метакрилової кислоти на слизову оболонку порожнини рота сприяє покращенню білоксинтезуючої функції піднижньощелепних слинних залоз, що відбивається у підвищенні активності орнітиндекарбоксилази та α-амілази, нормалізує рівень генерації супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами, виявляє адитивну дію щодо обмеження пероксидного окиснення ліпідів.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Проведені дослідження дозволяють вважати за доцільне подальше вивчення  ефективності впливу інгібіторів індуцибельної NO-синтази, NF-κB, скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіоніну) як потенційних протекторів слинних залоз у осіб, які використовують знімні конструкції зубних протезів або ортодонтичні апарати з ризиком вивільнення залишкового мономера (метилметакрилату).

2. З метою підвищення антиоксидантної дії та покращення білоксинтезуючої функції слинних залоз L-аргінін доцільно призначати на тлі фармакологічного пригнічення  функціональної активності NF-κB.
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