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АНОТАЦІЯ
Богданов О.В. Роль компонентів системи оксиду азоту у патогенезі ушкодження пародонта щурів за умов сполученого надлишкового надходження нітрату та фториду натрію. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук (доктора філософії) за спеціальністю 14.03.04 «Патологічна фізіологія». – Вищий державний навчальний заклад України «Українська медична стоматологічна академія», Полтава, 2017; Харківський національний медичний університет МОЗ України. Харків, 2017.

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання наукової задачі, що полягає у з’ясуванні ролі нейрональної та індуцибельної NO-синтаз (NOS), пероксинітриту та ядерного фактора κB (NF-κB) у механізмах пошкодження пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію.
Експерименти виконані на 100 білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180-230 г. Використовували експериментальні, біохімічні, остеометричні та математико-статистичні методи дослідження.

Вперше виявлено, що поєднане інтрагастральне введення нітрату натрію (у дозі 200 мг/кг маси тіла) та фториду натрію (у дозі 10 мг/кг) протягом 30 діб призводить до дизрегуляторних змін активності ферментів окисного (NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну в м’яких тканинах пародонта: характерне для ізольованого введення нітрату натрію пригнічення сумарної активності NOS змінюється їхньою гіперактивацією, що супроводжується підвищенням концентрації пероксинітриту (на 28,4%, p<0,05); активність аргінази (на 80,4%, p<0,001) та орнітиндекарбоксилази (на 55,1%, p<0,001) суттєво зменшується. За цих умов потенціюється продукція супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій, збільшується його генерацію НАДФН-оксидазою лейкоцитів, посилюється пероксидне окиснення ліпідів і колагеноліз у м’яких тканинах пародонта, збільшується резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

Для оцінки відмінностей у ефектах ізоформ NOS щурам внутрішньоочеревинно вводили селективний інгібітор нейрональної NO-синтази (nNOS) 7-нітроіндазол (у дозі 30 мг/кг) та селективний інгібітор індуцибельної NO-синтази (iNOS) аміногуанідин (у дозі 20 мг/кг) 2 рази на тиждень протягом періоду 30-денної поєднаної дії нітрату та фториду натрію.
Показано, що функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію пригнічує у м’яких тканинах пародонта ферменти аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, сприяє продукції у супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (відповідно, на 29,4%, p<0,001, та 34,9%, p<0,001) і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 31,8%, p<0,01) активації декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів та зниженню антиоксидантного потенціалу. 
Виявлено відмінності у впливі nNOS та iNOS на дезорганізацію сполучної тканини пародонта при поєднаній інтоксикації нітратом та фторидом натрію. Показано, що функціональна активність nNOS за цих умов обмежує колагеноліз у м’яких тканинах пародонта та деполімеризацію протеогліканів у тканині альвеолярного відростка щелеп. Функціональна активність iNOS, навпаки, посилює колагеноліз та деполімеризацію протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах пародонта,  підвищує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Виявлено, що введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує у м’яких тканинах пародонта активність аргінази (в 2,6 рази, p<0,02), знижує вироблення супероксидного аніон-радикала дихальним ланцюгом мітохондрій (на 17,7%, p<0,01) та НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 28,3%, p<0,05), обмежує пероксидне окиснення ліпідів, підвищує активність каталази (на 73,3%, p<0,05), а також зменшує деполімеризацію протеогліканів у кістковій тканині пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Показано, що L-селенометіонін (у дозі 3 мг/кг, 2 рази на тиждень) та сечова кислота (у дозі 250 мг/кг, 3 рази на тиждень) є ефективними скевенджерами пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію, зменшують у них сумарну активність NOS (відповідно на 36,0%, p<0,001, та 15,2%, p<0,05) та концентрацію пероксинітриту (на 32,8%, p<0,01, та 29,8%, p<0,05). Застосування L-селенометіоніну за цих умов збільшує в них активність орнітин декарбоксилази (на 56,8%, p<0,05), знижує продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (на 34,1%, p<0,001, та 30,1%, p<0,001), і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 30,8%, p<0,01), обмежує пероксидне окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал, зменшує колагеноліз та деполімеризації протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп. Введення сечової кислоти знижує у м’яких тканинах пародонта генерацію супероксидного аніон-радикала дихальним ланцюгом мітохондрій (на 24,9%, p<0,001), обмежує пероксидне окиснення ліпідів, збільшує активність каталази, зменшує колагеноліз,  а також знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Вперше виявлено, що введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 (у дозі 1 мг/кг, 2 рази на тиждень) при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує в м’яких тканинах пародонта сумарну активність NOS (на 38,4%, p<0,001), збільшує активність орнітин декарбоксилази (на 82,6%, p<0,01), знижує у них продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (на 29,0%, p<0,001, та 36,5%, p<0,001), і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 27,3%, p<0,01), обмежує активність пероксидного окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал,  а також зменшує колагеноліз та деполімеризації протеогліканів як у м’яких, так і кістковій тканинах пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Одержані результати можуть використовуватися як експериментальна база для розробки патогенетично обґрунтованих методів попередження та корекції пошкодження м’яких і кісткової тканин пародонта за умов поєднаної дії надмірних концентрацій нітрату та фториду натрію засобами, що впливають на активність іNOS, L-аргініном, скевенджерами пероксинітриту (L-селенометіонін та сечова кислота) та інгібітором активації NF-κB. Одержані результати можуть також використовуватися як експериментальна база для розробки засобів попередження розвитку дизрегуляторної патології у тканинах пародонта при спільному надходженні нітрат- та фторид-йонів, пов’язаному з порушенням механізмів авторегуляції рівня NO та зменшенням активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну (аргінази, орнітиндекарбоксилази), з використанням інгібіторів іNOS, NF-κB та L-селенометіоніну.

Ключові слова: нітрати, фториди, пародонт, NO-синтазний і аргіназний метаболічні шляхи, активні форми кисню та азоту, пероксидне окиснення ліпідів, антиоксидантна система, дезорганізація сполучної тканини, колагеноліз, деполімеризація протеогліканів, скевенджери пероксинітриту, ядерний фактор κB.
SUMMARY
Bogdanov O.V. The role of components of nitric oxide system in pathogenesis of periodontal damage in rats exposed to combined excessive intake of sodium nitrate and fluoride. – Qualifying research work (Manuscript).

Thesis for a Candidate of Medical Sciences Degree (PhD) in Speciality 14.03.04 – Pathological Physiology. – Higher State Educational Establishment of Ukraine “Ukrainian Medical Stomatological Academy”, Ministry of Public Health of Ukraine, Poltava, 2017; Kharkiv National Medical University, Ministry of Public Health of Ukraine. – Kharkiv, 2017.

This dissertation aimed at determining the role of neuronal and inducible NO-synthase (NOS), peroxynitrite and nuclear factor κB (NF-κB) in the mechanisms of periodontal tissue damage in rats exposed combined toxic effects of sodium nitrate and sodium fluoride.

Experiments were performed on 100 white male Wistar rats weighing between 180 and 230 g. The research was based on the analysis of findings obtained by experimental, biochemical, osteometric, mathematical and statistical methods.

The research has demonstrated for the first time that the combined intragastric administration of sodium nitrate (in a dose of 200 mg / kg of body weight) and sodium fluoride (in a dose of 10 mg / kg of body weight) for 30 days results in dysregulation changes in the activity of enzymes of oxidative (NO-synthase) and non-oxidative (arginase) L-arginine metabolic pathways in the periodontal soft tissue. Inhibition of NOS total activity that is typically observed at separate sodium nitrate administration turns into their hyperactivity accompanied by increasing in the concentrations of peroxynitrite (by 28.4%, p<0.05); while arginase activity (by 80.4%, p<0.001) and ornithine decarboxylase (by 55.1%, p<0.001) significantly reduces. 

Under these conditions there is potentiation in the production of superoxide anion radical by NADPH-dependent electron transport chains (microsomal and NOS), by NADH-dependent mitochondrial respiratory chain, as well as an increase in its generation by NADPH oxidase of leukocytes, increased lipid peroxidation and collagenolysis in soft periodontal tissues,  and increased resorption of alveolar processes of the jaws.

To assess differences in the effects of NOS isoforms, the test rats were administered 7- nitroindazole (in a dose of 30 mg / kg), a selective inhibitor of neuronal NO-synthase (nNOS), and aminoguanidine (20 mg / kg), a selective inhibitor of inducible NO-synthase (iNOS), intraperitoneally twice a week for a 30-day period of combined exposure to nitrate and sodium fluoride.

It has been shown the functional iNOS activity under combined intoxication with nitrate and sodium fluoride inhibits the enzymes of arginase pathway of L-arginine metabolism in the periodontal soft tissues, promotes the production of superoxide anion radical by NADPH- and NADH-dependent electron transport chains (by 29.4%, p<0.001, and 34.9%, p<0.001, respectively) and by NADPH-oxidase of leukocytes (by 31.8%, p<0.01), as well as enhances the activation of decompensated lipid peroxidation and lowers antioxidant potential.

The research has revealed the differences in the effects of nNOS and iNOS on periodontal connective tissue disruption under combined intoxication with nitrate and sodium fluoride. It has been found out the functional activity of nNOS in these conditions limits collagenolysis in soft periodontal tissues and depolymerization of proteoglycans in the tissue of alveolar process of the jaws. The functional activity of iNOS, on the contrary, increases collagenolysis and proteoglycans depolymerization in soft periodontal tissues, increases resorption of alveolar processes of the jaws.

It has been established the administration of L-arginine for combined 30-day exposure to nitrate and sodium fluoride increases arginase activity (2.6-fold, p<0.02) in soft periodontal tissues, reduces the production of superoxide anion radical by respiratory mitochondria chain (by 17.7%, p<0.01) and by NADPH oxidase of leukocytes (by 28.3%, p<0.05), limits lipid peroxidation, elevates the activity of catalase (by 73.3%, p<0.05), and reduces proteoglycans depolymerization in the bone tissues, as well  as reduces resorption of alveolar processes of the jaws.

L-selenomethionine (in a dose of 3 mg / kg, twice a week) and uric acid (in a dose of 250 mg / kg, 3 times per week) have been proven to be effective peroxynitrite scavengers in soft periodontal tissues in simulated chronic intoxication with nitrate and sodium fluoride; they reduce the total activity of NOS (respectively by 36.0%, p<0.001, and 15.2%, p<0.05), as well as they decrease peroxynitrite concentration (by 32.8%, p <0.01 and 29.8%, p<0.05). The use of L-selenomethionine under these conditions increases ornithine decarboxylase activity (by 56.8%, p<0.05), reduces the production of superoxide anion radical by NADPH- and NADH-dependent electron transport chains (by 34.1%, p<0.001, and 30.1%, p<0.001), and by NADPH oxidase of leukocytes (by 30.8%, p<0.01), limits lipid peroxidation, increases antioxidant capacity, reduces collagenolysis and proteoglycans depolymerization in bone tissue and soft tissues, loweres resorption of alveolar processes in the jaws. Administration of uric acid impedes the generation of superoxide anion radical by mitochondrial respiratory chain (by 24.9%, p<0.001) in the soft periodontal tissues, limits lipid peroxidation, increases the activity of catalase, reduces collagenolysis, and hinders resorption of alveolar processes in the jaws.

It has been found for the first time the introduction of JSH-23, an inhibitor of NF-κB activation (in a dose of 1 mg / kg, twice a week) in simulated combined chronic intoxication with nitrate and sodium fluoride reduces total activity of NOS (by 38.4%, p<0.001) in soft periodontal tissues, increases ornithine decarboxylase activity (by 82.6%, p<0.01), hinders their production of superoxide anion radical by NADPH- and NADH-dependent electron transport chains (by 29.0 %, p<0.001, and 36.5%, p<0.001), and by NADPH oxidase of leukocytes (by 27.3%, p<0.01), restricts the activity of lipid peroxidation, enhances antioxidant capacity, as well as reduces collagenolysis and proteoglycans depolymerization in both soft and bone periodontal tissues, reduces resorption of alveolar processes in the jaws.

The results obtained can serve as experimental grounds for the development of pathogenic-based methods of prevention and correction of damaged bones and soft periodontal tissue under combined effects of excessive concentrations of nitrate and sodium fluoride agents that affect the activity of iNOS, L-arginine, peroxynitrite scavengers (L-selenomethionine and uric acid) and an inhibitor of NF-κB activation. The results can also be used as an experimental base for the elaboration of means aimed at preventing dysregulation disease in periodontal tissues under combined exposure to nitrate- and fluoride ions associated with the impairment of mechanisms responsible for NO autoregulation and with decrease in enzyme activity of arginase pathway of L-arginine metabolism (arginase, ornithine decarboxylase) by using the inhibitors of iNOS, NF-κB and L-selenomethionine.

Key words: nitrates, fluorides, periodontal, NO-synthase and arginase metabolic pathways, reactive oxygen and nitrogen, lipid peroxidation, antioxidant system, connective tissue disorganization, collagenolysis,  proteoglycans depolymerization, peroxynitrite scavengers, nuclear factor κB.
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ВСТУП

Актуальність теми. Висока поширеність, схильність до прогресування і багатогранний вплив на зубощелепну систему й організм у цілому, а також неоднозначність лікування дозволяють віднести захворювання пародонта до числа актуальних проблем сучасної медицини [38, 80, 108, 161, 245, 246, 275]. Це диктує необхідність пошуку оптимальних шляхів профілактики та лікування з урахуванням патогенетичних механізмів. 

На території України, зокрема в Харківській та Полтавській областях, залишається актуальною проблема комбінованого впливу на здоров’я населення таких екологічно небезпечних чинників хімічної природи як неорганічні нітросполуки та фториди [111, 117]. Епідеміологічні дослідження також підтверджують високу поширеність захворювань пародонта у населення в екологічно несприятливих регіонах [9, 10, 13, 20].

Проте питання поєднаної дії нітратів і фторидів на тканини пародонта залишаються нез’ясованими. З одного боку, біологічні ефекти продуктів біотрансформації нітратів – нітрит-йонів, оксиду азоту (NO) – подібні до таких при дії фторидів: пригнічення анаеробного гліколізу, цитохромів, ферментів антиоксидантного (АО) захисту, збільшення утворення активних форм кисню та азоту, активація транскрипційного фактора κB (NF-κB) [104, 133, 140, 266, 278, 293, 306], що дозволяє сподіватися на можливість певної синергічної дії фторидів та нітратів. Але існують істотні відмінності у реалізації ефектів фтору та NO [51, 104].

Таким чином, на основі аналізу літератури можна стверджувати, що дані про вплив неорганічних азотовмісних сполук та фторидів на метаболізм та функції пародонта є нечисленними і часто суперечливими, а повідомлення про їхню сполучену дію практично відсутні. 

Показано, що процеси вільнорадикального та гіпоксичного некробіоза у тканинах пародонта при хронічній інтоксикації нітратом натрію у значній мірі пов’язані з функціональною активністю NO-синтаз  (NOS) та утворенням високотоксичного прооксиданта пероксинітриту [113, 115, 116]. Припускається участь фторид-йонів у порушенні механізму авторегуляції рівня NO в організмі (циклу оксиду азоту), пов’язаного з функціонуванням слинних залоз [51]. Відома здатність фторидів активувати конститутивні та індуцибельну NOS [164, 184, 215, 278], пригнічувати альтернативний щодо NOS – аргіназний (неокисний) шлях метаболізму L-аргініну [18, 255, 290]. 

Таким чином, значне погіршення екологічної ситуації, можливість поєднаної дії на організм людини нітратів і фторидів, відсутність даних щодо механізмів розвитку за цих умов метаболічних і функціональних змін у тканинах пародонта, можливість істотного порушення механізму авторегуляції концентрації NO та утворення токсичний активних форм кисню та азоту, зумовлює актуальність експериментального дослідження у цьому напрямку.

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 №8 від 26.03.2014 р.).

Мета дослідження. Метою цієї роботи було з’ясування ролі NO-синтаз, пероксинітриту та NF-κB у механізмах порушень вільнорадикальних та відновлювальних процесів у тканинах пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію.
Завдання дослідження:

1. Дослідити стан системи NO (за сумарною активністю NOS, концентрацією нітрит-йонів та пероксинітриту) та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну (за активністю аргінази та орнітиндекарбоксилази), рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ), АО захисту, колагену та протеогліканів в тканинах пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію. 

2. Встановити роль нейрональної та індуцибельної NOS (при введенні селективних інгібіторів), а також їхнього субстрату – L-аргініна, на стан системи NO та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан ПОЛ, АО захисту, колагену та протеогліканів в тканинах пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію. 

3. З’ясувати вплив скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіоніну та сечової кислоти) на стан системи NO та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан ПОЛ, АО захисту, колагену та протеогліканів в тканинах пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію. 

4. Дослідити вплив  інгібітора активації NF-κB – JSH-23 – на стан системи NO та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, рівень продукції супероксидного аніон-радикала, стан ПОЛ, АО захисту, колагену та протеогліканів в тканинах пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію. 

Об’єкт дослідження: NO- та NF-κB-залежні механізми пошкодження та відновлення тканин пародонта.

Предмет дослідження: роль системи NO та NF-κB-сигналізації у патогенезі пошкодження пародонта за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію. 

Методи дослідження: поставлена мета досягнута шляхом використання експериментальних, біохімічних і остеометричних методів дослідження тканин пародонта щурів. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше виявлено, що поєднана дія нітрату та фториду натрію протягом 30 діб  призводить до дизрегуляторних змін активності ферментів окисного (NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну в м’яких тканинах пародонта, потенціює продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (мікросомальним і NOS),  НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій, збільшує його генерацію НАДФН-оксидазою лейкоцитів, потенціює пероксидне окиснення ліпідів, знижує активність каталази,  посилює колагеноліз у м’яких тканинах пародонта, збільшує резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

Вперше виявлено, що функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію пригнічує у м’яких тканинах пародонта ферменти аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, забезпечує гіперпродукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними ЕТЛ і НАДФН-оксидазою лейкоцитів, активації декомпенсованого ПОЛ та зниженню АО потенціалу.  Виявлено відмінності впливу nNOS та iNOS на дезорганізацію сполучної тканини пародонта при поєднаній інтоксикації нітратом та фторидом натрію. 

Доведена здатність L-аргініну та скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіонін та сечова кислота) обмежувати генерацію супероксидного аніон-радикала, ПОЛ, дезорганізацію сполучної тканини пародонта, збільшувати його АО захист за умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію.

Вперше виявлено, що введення щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує в м’яких тканинах пародонта сумарну активність NOS, збільшує активність орнітиндекарбоксилази, знижує у них продукцію супероксидного аніон-радикала, обмежує активність ПОЛ, підвищує АО потенціал,  а також зменшує колагеноліз та деполімеризації протеогліканів як у м’яких, так і кістковій тканинах пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати можуть використовуватися як експериментальна база для розробки патогенетично обґрунтованих методів попередження та корекції пошкодження м’яких і кісткової тканин пародонта за умов поєднаної дії надмірних концентрацій нітрату та фториду натрію засобами, що впливають на активність іNOS, L-аргініном, скевенджерами пероксинітриту (L-селенометіонін та сечова кислота) та інгібітором активації NF-κB.

Одержані результати можуть також використовуватися як експериментальна база для розробки засобів попередження розвитку дизрегуляторної патології у тканинах пародонта при спільному надходженні нітрат- та фторид-йонів, пов’язаному з порушенням механізмів авторегуляції рівня NO та зменшенням активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну (аргінази, орнітиндекарбоксилази), з використанням інгібіторів іNOS, NF-κB та L-селенометіоніну.

Результати роботи впроваджено в навчальний процес на кафедрі патофізіології Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія», кафедрі патологічної фізіології ім. Д.О. Альперна Харківського національного медичного університету, кафедрі  загальної та клінічної патологічної фізіології ім. В.В. Підвисоцького Одеського національного медичного університету, кафедрах патологічної фізіології Запорізького державного медичного університету та Національного фармацевтичного 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 Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука – 2010» (Полтава, 16-17 грудня 2010 р.), X  читаннях ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 26-27 травня 2011 р.), науково-практичній конференції «Інноваційні технології у стоматології та клінічній медицині» (Полтава, 6-7 жовтня 2011 р.), XVIII міжміській конференції молодих учених «Актуальные проблемы патофизиологии» (Санкт-Петербург, 25-26 квітня 2012 р.), VI науково-практичній конференції «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 31 жовтня – 1 листопада 2013 р.), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука в практику охорони здоров’я» (Полтава, 28 листопада 2014 р.), 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, 28-29 травня 2015 р.), VIІІ науково-практичній конференції «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 1-2 жовтня 2015 р.), XVIIІ та XIX міжнародних медико-біологічних конференціях молодих дослідників «Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье» (Санкт-Петербург, 18 квітня 2015 р., 23 квітня 2016 р.), засіданні апробаційної ради №1 ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (Полтава, 11 жовтня 2016 р.).
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 (Польща), що реферується міжнародною наукометричною базою Scopus, 10 робіт опубліковано у матеріалах конгресів і конференцій.

Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 185 сторінках комп’ютерного набору, містить 34 таблиці та 4 рисунки. Складається зі вступу, огляду літератури, характеристики об’єктів і методів дослідження, 4-х розділів результатів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, який містить 312 джерел – 130 кирилицею та 182 латиницею (обсягом 39 сторінок).
РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Механізми ураження тканин пародонта: роль активних форм кисню і азоту 
На розвиток запальних захворювань пародонта (особливо ХГП) впливає низка загальних порушень у організмі: нейрогенних (психоемоційний стрес, нейротрофічні розлади), васкулярних (атеросклероз, гіпо- та гіпертензивні зміни гемодинаміки), ендокринних (цукровий діабет, гіпо- та гіпертиреоз, дисфункція статевих залоз), метаболічних (ожиріння, метаболічний синдром), гіповітамінозів С, Е, А, групи В, імунних (реакції гіперчутливості, автоімунні процеси) [38, 42]. 

Серед механізмів руйнування тканин пародонта відмічають деструкцію позаклітинного матриксу, резорбцію альвеолярної кістки, імунні ураження клітин. У літературі повідомляється про існування таких механізмів деструкції позаклітинного матриксу [42, 55, 76, 80, 108, 161, 245, 246, 275]: 

- прямий негативний вплив пародонтопатогенних мікроорганізмів пов'язаний з утворенням ними екзотоксинів і гістолітичних ферментів (гіалуронідази, хондроїтинсульфатази, протеаз, глюкуронідази, колагенази), що викликає деполімеризацію колагену, глікозаміногліканів і глікопротеїнів тканин пародонта;

- вироблення активованими нейтрофілами та макрофагами, а також деякими іншими клітинами пародонта (епітелоцитами ясен, фібробластами, ендотеліоцитами, плазматичними клітинами) матриксних металопротеїназ (ММП) – колагеназ, желатиназ, матрилізину, стромелізину та ін. – під дією прозапальних цитокінів (ФНП-α, ІЛ-1, ІЛ-6). Так, ФНП-α та ІЛ-1β стимулюють секрецію ММП 3, 8 та 9 фібробластами ясен. Колагенолітична активність у тканинах пародонта пов’язана головним чином з ММП-8. Деякі пародонтопатогенні мікроорганізми здатні індукувати експресію ММП;

- вивільнення АФК (лейкоцитами, мітохондріями, ендоплазматичним ретикулумом) та активація вільнорадикального окиснення, порушення АО захисту, індукція iNOS, утворення високотоксичного пероксинітриту.

Початок запалення спостерігається в ділянці ясенної борозни й епітеліального прикріплення. Руйнування зубоясенного з'єднання супроводжується утворенням пародонтальної кишені і означає перехід запалення ясен (гінгівіт) у пародонтит.

Як чинники резорбції альвеолярних відростків щелеп дослідники називають порушення балансу між активністю остеобластів та остеокластів при дії продуктів життєдіяльності бактерій (наприклад, ліпополісахаридів), а також стимуляцію остеокластів  за участю ліганду активатора рецептора NF-κB – RANKL (англ., Receptor Activator of NF-κB Ligand), ІЛ-1β, ІЛ -6, ІЛ-11, ІЛ-17, ФНП-α  та ПГE2 [94, 161, 189, 196, 261]. Протизапальні цитокіни (ІЛ-4, ІЛ-10, ІЛ-12, ІЛ-13, ІЛ-18) інгібують цей процес.

Під дією протизапальних медіаторів зменшуються явища ексудації, відбувається епітелізація пародонта. У перебігу захворювань пародонта виявляються періоди загострення та ремісії. Періоди ремісії характеризуються зменшенням запалення, відновленням колагенових волокон ясен і досить часто фіброзом ясен.

Численні літературні джерела доводять роль порушень окисного метаболізму в патогенезі стресових, токсичних, інфекційних і нейродистрофічних ушкоджень пародонта [34, 38, 80, 81, 108, 146, 161, 166].

Вільнорадикальне окиснення розглядається як механізм адаптації організму до зміни рівня О2 в тканинах [35, 39]. Ініціація цього процесу пов’язана з утворенням первинних і вторинних радикалів.

До числа первинних радикалів відносять супероксидний аніон-радикал (•ОО–), оксид азоту (•NO), убіхінон (•Q). З супероксидного аніон-радикала утворюються інші активні сполуки: пероксид водню (H2O2), гіпохлорна кислота (HOCl), гідропероксиди ліпідів. Взаємодія первинних радикалів з металами змінної валентності (перш за все Fe2+) призводить до утворення вторинних радикалів – гідроксильного (•ОН) і ліпідних радикалів (L•, LOO•), що мають значну деструктивну дію на біологічні структури [35, 39].
Згідно з даними літератури, АФК (синглетний кисень, супероксидний аніон-радикал, пероксид водню, гідроксильний радикал)  за умов норми виконують сигнальну функцію, беруть участь у процесах окисного фосфорилювання, клітинної проліферації та диференціонування, регуляції клітинного циклу  [150, 151, 272, 297].
Проте їхня роль у біологічних системах надзвичайно динамічна, оскільки АФК є високореактогенними молекулами, надмірне утворення яких досить швидко призводить до дезорганізації біологічних структур [35, 65].

Дані літератури свідчать, що ініціація вільнорадикального окиснення при пародонтиті перш за все обумовлена проміжними продуктами відновлення кисню. Останні можуть утворюватися інтрацелюлярно за участю відповідних оксидаз, а також позаклітинно в процесі фагоцитозу в зоні запалення. Серед неферментативних шляхів утворення АФК зазначають автоокиснення гідрохінонів, лейкофлавінів, катехоламінів, тіолів та інших сполук [38, 108, 146, 161, 166].
Головним джерелом інтрацелюлярної продукції АФК вважається мітохондріальний ЕТЛ, зокрема, мітохондріальний ферментний комплекс I (особливо FeS кластер N1a) та дигідроліпоаміддегідрогеназа. Цей процес залежить від редокс потенціалу матриксу – відношення НАД+/НАДH [22, 163, 235]. 

Нещодавно було виявлено, що інші мітохондріальні ферментні комплекси також здатні генерувати АФК (зокрема, комплекс II може виробляти •ОО– та / або Н2О2, комплекс III (через убісеміхінон) – •ОО–) [22, 163,167].

Продукція супероксидного аніон-радикала можлива при активації НАДФН-залежних ЕТЛ – оксидоредуктаз ендоплазматичного ретикулума, автоокиснення цитохрому Р450 [193].

У ініціації утворення Н2О2 грають роль флавозалізопротеїди, мідь-вмісні оксидази, молібден-вмісні ферменти (ксантиндегідрогеназа, ксантиноксидаза, альдегідоксидаза) [39].

Джерелом гідроксильних радикалів є реакція Фентона (рівняння 1.1), а також реакції взаємодії йонів заліза (Fe2+)  з гіпохлоритом (рівняння 1.2) [39]:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + •ОН + OH−


(1.1)

ClO− + Fe2+ + H+ → Fe3+ + Cl– + •ОН

(1.2)

Зазначені радикали вступають у взаємодію між собою з утворенням Н2О2, або безпосередньо окиснюють молекули жирних і нуклеїнових кислот з утворенням фрагментів таких молекул або пероксидних сполук, що утворюють нові радикали. При відсутності реакцій обривання ланцюга процеси вільнорадикального окиснення виявляють лавиноподібний неконтрольований характер [68].

При інфекційному процесі та інтоксикаціях ініціюється лейкоцитарний механізм активації ПОЛ, пов’язаний з генерацією АФК НАДФH-оксидазою й мієлопероксидазою лейкоцитів [17, 251]. У процесі т.зв. «дихального вибуху» вироблення АФК збільшується, за даними різних дослідників, у 10-70 разів.

НАДФH-оксидаза фагоцитів є багатокомпонентним ЕТЛ, дві субодиниці якого p22phox і gp91phox утворюють мембранний гетеродімерний флавогемопротеїн, відомий як цитохром b558. Останній утворює каталітичний ЕТЛ, gp91phox-субодиниця якого містить сайти зв'язування для флавінаденіндінуклеотиду, НАДФH і двох гемів. За відсутності клітинної активації цитозольні компоненти НАДФH-оксидази, p40phox, p47phox і p67phox, не асоційовані з цитохромом b558, та оксидаза знаходяться у неактивному стані. Після клітинної активації цитозольні компоненти переносяться на мембрану й асоціюються з цитохромом b558, в результаті чого утворюється функціональна НАДФH-оксидаза. В утворенні комплексу беруть участь кілька кофакторів, з яких у нейтрофілах людини домінує Rac2-ГТФаза [145].

НАДФH-оксидаза лейкоцитів у активному стані транспортує електрони від розташованого в цитоплазмі НАДФH через мембрану на молекулярний кисень. О2 далі зазнає одноелектронне відновлення, що призводить до утворення супероксидного аніон-радикала, який, у свою чергу, спонтанно дисмутує з утворенням Н2О2. Ці АФК можуть піддаватися подальшому процесингу, в результаті якого утворюються більш активні метаболіти, наприклад, •ОН і HOCl. Остання виявляє потужні мікробіцидні властивості й утворюється за участю ферменту азурофільних гранул нейтрофілів – мієлопероксидази [205].

Ефективними стимуляторами синтезу АФК лейкоцитами є цитокіни (гранулоцитарний і гранулоцитарно-моноцитарний колонієстимулюючі фактори, ФНП-α, інтерферон-γ, ІЛ -1, -2, -6, -8, фактор активації тромбоцитів), бактеріальні ліпополісахариди та пептиди (на одному нейтрофілі є до 55 тисяч рецепторів до формілметіоніллейцилфенілаланіну), імунні комплекси, лектини, конканавалін А, компоненти комплементу, фібронектин, іонофор кальцію А23187 тощо [17, 182, 123, 251]. 

Численні дослідження показують, що надмірна генерація АФК є найважливішим патогенетичним чинником розвитку запально-дистрофічних захворювань пародонта [5, 38, 61, 108, 115, 146, 161, 166].

Надлишкова генерація АФК спричиняє дезорганізацію сполучнотканинних структур пародонта, пригнічує синтез колагену в кістковій тканині [108].

Продукція АФК у тканинах закономірно індукує активацію захисних антиоксидантних (АО) систем. Проте відомо, що клітини і міжклітинний матрикс сполучної тканини пародонта є бідними на ферменти АО захисту, ліпідні та водорозчинні антиоксиданти, внаслідок чого є менш стійкими до надлишку продуктів ПОЛ [108].

Окрім того, з віком і внаслідок дії різних обтяжуючих факторів (стрес, гіподинамія, АО недостатність, надмірне утворення прооксидантів) АОС перестає реагувати адекватно, наслідком чого є розвиток інволюції пародонта, створенням умов для практично безперешкодного поширення запального процесу, деструкція колагенових волокон та резорбція альвеолярного відростка щелеп [78, 79, 108].

В експериментах на кролях і щурах показано, що хронічна АО недостатність суттєво порушує метаболізм пародонта. Закономірною реакцією його м'яких тканин на дефіцит антиоксидантів є підвищення рівня ТБК-активних продуктів, яке розвивається на тлі активації процесів ПОЛ у інших тканинах [108]. Хронічна АО недостатність супроводжується вираженими патоморфологічними змінами тканин пародонта: десквамацією епітелію, набряком, лейкоцитарною інфільтрацією та деструкцією мембран клітин сполучної тканини ясен. У кістковій тканині пародонта спостерігається зниження вмісту кальцію та посилення резорбції, що обумовлює часткове випадання зубів у тварин, які отримували безантиоксидантний раціон.

При хронічному пародонтиті виявлено статистично достовірний кореляційний зв'язок між вмістом продуктів ПОЛ у ротовій рідини та глибиною пародонтальних кишень. Концентрація ТБК-активних продуктів у крові ясен, за даними дослідників, зростає відповідно тяжкості захворювання, зменшується активність СОД, каталази, глутатіонпероксидази та цитохромоксидази, підвищується рівень SH-груп, що вказує на активацію протеолізу. Наявність маркерів ПОЛ та АО недостатності обґрунтовує доцільність призначення за умов запально-дистрофічних захворювань пародонта АО терапії [15, 84, 170, 288, 294].

У наш час очевидною є участь оксиду азоту (NO) у забезпеченні резистентності та підтримці структурно-функціональної цілісності пародонта [42, 124, 139, 216, 267]. Показано, що NO здатний попереджати підвищення внутрішньоклітинної концентрації Ca2+, збільшувати активність АО ферментів і експресію генів, що їх кодують, активувати синтез протекторних білків Hsp70. Показана ключова роль NO в пригніченні адгезії й агрегації тромбоцитів [26, 242, 226].

У ротовій порожнині NO продукують бактеріальні нітритредуктази та NOS (bNOS) [93, 183, 254, 280, 281, 304]. У групі Грам-позитивних бактерій виявлено bNOS [304]. NO синтезують з L-аргініну за участю NOS такі мікроорганізми, як Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Deinococcus radiodurans і Streptomyces [183].

В організмі ссавців NO утворюється з L-аргініну за участю NOS у процесі ферментативного окиснення його гуанідинової групи. Реакція гідроксилювання прискорюється за умов присутності кофактора – тетрагідробіоптерину. Далі утворюються стехіометрично L-цитрулін і NO у вільнорадикальній формі (рис. 1.1) [21, 242].
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Рис. 1.1. Продукція оксиду азоту із L-аргініну [21]
Описано декілька ізоформ NOS: конститутивні, постійно присутні в цитоплазмі (сNOS), та індуцибельна (iNOS). За переважної локалізації в тканинах виділяють нейрональну (nNOS), ендотеліальну (eNOS) та макрофагальну (macNOS). Перші два ізоферменти є переважно конститутивним, остання функціонує як iNOS [21, 134, 218, 242].
Активність NOS визначається як доступністю субстрату (L-аргініну), так і її кофакторів (тетрагідробіоптерину, НАДФН, молекулярного кисню, флавінмононуклеотиду та флавінаденіндінуклеотиду). Дефіцит L-аргініну та / або будь-якого з кофакторів (найчастіше – тетрагідробіоптерину) викликає т.зв. роз'єднання (uncoupling) у функціонуванні різних ізоформ NOS (eNOS, nNOS, iNOS) з розвитком її дисфункції, в результаті чого фермент генерує замість NO супероксидний аніон-радикал [135, 217, 222, 253, 258].

За даними імуногістохімічних досліджень у м’яких тканинах пародонта (яснах і періодонтальній зв'язці) виявлено усі три ізоформи NOS [172, 238]. Показано, що eNOS та nNOS конститувно експресується клітинами кісток – остеобластами, остеоцитами й остеокластами [300]. Повідомляється про можливість індукції експресії iNOS в остеобластах і клітинах кісткового мозку при дії прозапальних цитокінів та ендотоксинів. 

nNOS виявляється переважно в структурах центральної і периферичної нервової системи, експресується постійно за умов норми та патології [165, 225], регулює окисні процеси в різних органах [61, 103, 115, 119], секрецію білка у слинних залозах [259, 282], модулює хронічний краніофаціальний біль [172].
За даними О.А. Стасюка та В.О. Костенка [103], введення щурам селективного інгібітору nNOS 7-нітроіндазолу під час відтворення поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує продукцію у тканинах піднижньощелепних слинних залоз супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ, інтенсивність ПОЛ, знижує АО потенціал та активність α-амілази, що вказує на протективну роль NO, що виробляється за участю nNOS, при активації у слинних залозах вільнорадикальних процесів та порушенні біосинтезу білка.

Л.І. Ляшенко та співавт. [61] показали, що функціональна активність nNOS за умов експериментального метаболічного синдрому обмежує у м’яких тканинах пародонта щурів вільнорадикальні процеси: загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала, його вироблення мікросомальним і мітохондріальним ЕТЛ, утворення вторинних продуктів ПОЛ. Саме ця ізоформа NOS здатна обмежувати у пародонті щурів процес колагенолізу та деполімеризації протеогліканів. 
iNOS експресується в макрофагах, фібробластах, остеобластах, остеокластах та ендотеліоцитах при дії індукторів – прозапальних цитокінів, ендотоксинів і АФК [225, 265, 276]. 

Нещодавно показано роль транскрипційного фактора κB (NF-κB) в експресії генів iNOS, тому активність цієї ізоформи може бути знижена при пригніченні транскрипції мРНК iNOS або активності NF-κB [137, 162, 173, 262, 276]. Виявлено значення ацетиляції NF-κB у експресії гена nNOS, що здійснюється у нейронах на NF-κB-зв’язувальній ділянці промотору nNOS за участю білка p300, який є коактиватором транскрипції та має внутрішню гістонну ацетилтрансферазну активність [213]. Автори припускають, що деякі p300-залежні неврологічні розлади можуть бути частково пов’язаними зі змінами експресії nNOS.

Слід зазначити, що у промоторі iNOS (5' ділянці гена iNOS) виявлено сайти для зв'язування не тільки NF-κB, але й інших чинників (активатор транскрипції 1, фактор транскрипції jun / fos, , інтерферон-γ, ІЛ-6) [296].

Примітно, що з функціональною активністю iNOS і NF-κB за умов метаболічних розладів у пародонті пов’язані односпрямовані зміни вільнорадикальних процесів (гіперпродукція супероксидного аніон-радикала, розвиток декомпенсованого ПОЛ), резорбція альвеолярного відростка щелеп, дезорганізація сполучної тканини (колагеноліз та деполімеризація протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах пародонта) [59].
сNOS – Са2+-кальмодулінзалежні ізоферменти – забезпечують постійне (базальне) утворення NO, який зв'язується з простетичною групою гуанілатциклази, що призводить до збільшення рівня цГМФ і подальшого зменшення концентрації Са2+ у клітинах-мішенях.

Окрім забезпечення вазодилатації, NO гальмує у тканинах адгезію і агрегацію тромбоцитів, адгезію лейкоцитів, апоптоз клітин, виступає як досить потужний антиоксидант, запобігаючи пошкодження з боку АФК, виявляє цитопротекторний ефект [23, 130, 242, 301].

За даними Л.І. Ляшенко та В.О. Костенка [60], здатність NO, що виробляється nNOS, забезпечувати down-регуляцію продукції супероксидного аніон-радикала, ПОЛ, колагенолізу та деполімерізації протеогліканів за умов метаболічних розладів пародонта щурів є NF-κB-опосередкованою. Збільшення за умов введення 7-нітроіндазолу генерації супероксидного аніон-радикала мікросомальним і мітохондріальним ЕТЛ, утворення ТБК-активних сполук, концентрації вільного оксипроліну та глікозаміногліканів у тканинах пародонта усувається призначенням інгібітора активації NF-κB – JSH-23.

У той же час, NO, що генерується у надмірних концентраціях за умов патології, може бути важливим патогенетичним фактором розвитку інфекційних, токсичних, ішемічних та метаболічних ушкоджень пародонта [61, 115, 116, 125, 142, 252], у тому числі через утворення АФА, зокрема,  пероксинітриту (ONOO-) в реакції з супероксидним аніон-радикалом (рівняння 1.3)[154, 248, 286]:

NO + •ОО– → .ONOO– 


(1.3)

У свою чергу пероксинітрит, що утворюється в цій реакції, розкладається з утворенням діоксиду азоту (NO2) і •OН- радикала [190, 260, 248, 286].

NO та пероксинітрит є компонентами т.зв. циклу NO/ONOO-, який функціонує за принципом «хибного» кола (рис. 1.2) у тісному зв’язку  з іншими чинниками: NF-κB, iNOS, прозапальними цитокінами, супероксидним аніон-радикалом, мітохондріальною дисфункцією (зниження вмісту АТФ), внутрішньоклітинною гіперкальціємією, рівнем тетрагідробіоптерину (ВН4) та ін. [249].
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Рис. 1.2. Цикл NO/ONOO- [249]
Нещодавно виявлена пряма залежність між кількісною щільністю епітеліоцитів ясен, імунопозитивних до NOS, і ступенем резорбції кісткової тканини, встановленої за даними ортопантомографії [57].

Показано, що відтворення у щурів експериментального пародонтиту супроводжується значним підвищенням активності iNOS у тканинах ясен (у середньому – на 230%) [82]. При цьому активність eNOS достовірно не змінюється. Вміст кінцевих стабільних метаболітів NO –нітрат- і нітрит-йонів) підвищується в 1,7 рази. 

Про зростання концентрації нітритів у змішаній слині людей при гінгівіті та пародонтиті повідомляють також інші дослідники [125, 252, 271]. 

За даними І.В. Чайковської [125], утворення надлишкової кількості NO при ХГП пов’язане з наявністю у пародонтальних кишенях аеробної та анаеробної мікробіоти. Остання визначає вміст у ротовій рідині NO2 і цГМФ.

Проте дані літератури про вміст метаболітів NO у ротовій порожнині є досить суперечливими. Так, за даними Л.О. Дмитрієвої та співавт. [29], у хворих з ХГП у рідині, одержаній з пародонтальних кишень, концентрація NO знижується в залежності від ступеня тяжкості захворювання. Тобто, у пацієнтів з тяжким перебігом ХГП вміст NO і нітрит-йонів має найменше значення.

Таким чином, активні форми кисню та азоту є важливими компонентами сигнальної та медіаторної систем у пародонті в нормі та за умов розвитку його запально-дистрофічних захворювань. Враховуючи, що надлишок цих сполук може викликати значне пошкодження тканин, актуальним є пошук засобів попередження їхньої деструктивної дії та патогенетичної терапії кисень- та NO-залежної патології пародонта. Цьому може сприяти каталітичне видалення вільних радикалів, взаємодія активних молекул з їхніми скевенджерами, зниження утворення АФК й АФА шляхом down-регуляції різних ланок прооксидантної сигналізації, наприклад, через пригнічення активації NF-κB.

1.2. Шляхи надходження та метаболізм нітратів і нітритів у організмі людини та тварин

Нітрати надходять у організм людини головним чином при споживанні питної води та продуктів харчування, завдяки чому вони потрапляють у систему травлення. Інші шляхи надходження цих речовин в організм (у складі ліків, респіраторний) носять менш суттєвий характер [56, 239, 240, 241].

Результати численних досліджень доводять, що типовим механізмом регуляторної, фармакологічної та токсичної дії нітрат- та нітрит-йонів є їхнє відновлення до NO [25, 49, 51, 54, 86, 92, 219–221, 244, 254, 256, 257, 264]. Це виявлено при дослідженні патогенної дії неорганічних нітросполук на органи травлення – слинні залози, тканини шлунка, печінку [40, 49, 51]. Показано, що на біологічну дію нітрат-йонів впливає також тип катіона [54].

Повідомляється про існування двох основних шляхів перетворення нітратів у нітрити (рис. 1.3): 

1) внаслідок власної нітратредуктазної активності тканин організму (зокрема при функціонуванні ксантиноксидази) [43, 48, 51, 191, 197]; 

2) внаслідок життєдіяльності нітратредукуючої мікробіоти ротової порожнини та кишечнику [254, 280, 281].
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Рис. 1.3. Цикл оксиду азоту (наведено за [219]).

В останні роки в літературі широкої підтримки зазнала точка зору щодо циклічної організації в організмі ссавців  авторегуляції рівня NO [26, 48, 51, 198, 219, 237, 283]. Згідно із матеріалами праць В.П. Реутова та співавт., цей механізм ґрунтується на функціонуванні циклу оксиду азоту, що забезпечується двома компонентами – NO-синтазними та нітритредуктазними реакціями [86, 91, 92].

Відновлення нітрит-йонів у нітритредуктазних реакціях каталізується певними ЕТЛ [86, 91, 92, 159, 192, 207, 243, 273]:

- у еритроцитах за участю НАДH, НАДФH, флавопротеїнів та дезоксигемоглобіну;

- у мітохондріях за участю НАДH, НАДФH, флавопротеїнів та цитохромоксидази;

- в ендоплазматичному ретикулумі за участю НАДH, НАДФH, флавопротеїнів і цитохрому Р450;

- при взаємодії з міоглобіном;

- при взаємодії з ксантиноксидазою (за умов гіпоксії, ішемії – реперфузії). 

За умов гіпоксії нітритредуктазну активність проявляє еNOS, при цьому власне NOS активність знижується [178].

У процесі окиснення гемоглобіну нітрат- і нітрит-йонами беруть участь NO, NO2, N2O3, •ОО–, H2O2, а також проміжні продукти окиснення гемоглобіну [180]. Виявлена здатність NO пригнічувати метгемоглобінредуктазу еритроцитів, що підвищує тяжкість гемічної гіпоксії, пов’язаної з метгемоглобінемією [194].

Неферментативні перетворення нітритів у NO вважаються резервними джерелами цієї сполуки та є досить потужними (у 102-103 разів перевищують генерацію NOS) [92]. Вони найчастіше активуються за умов кисневої недостатності, ацидозу та при наявності відновлених форм гемвмісних білків і можливі у середовищах із низькими значеннями рН унаслідок розпаду азотистої кислоти при протонуванні нітрит-йонів у порожнині рота та шлунку [152, 219, 220]. У неферментативному перетворенні нітрит-йонів у NO беруть участь відновлений глутатіон, аскорбінова кислота та поліфеноли [141, 219, 220]. 

Нещодавно було виявлено, що помірне екзогенне навантаження нітратами має позитивну дію на серцево-судинну систему (знижує артеріальний тиск [219-221, 312], усуває ознаки метаболічного синдрому [156, 244], знижує агрегацію тромбоцитів, збільшує скоротливість серцевого м’яза, обмежує наслідки ендотеліальної дисфункції та ішемії / реперфузії міокарда) [149, 284, 256], систему травлення (покращує у слизовій оболонці шлунка гемодинаміку та утворення слизу [143, 254, 264]), нирки (обмежує протеїнурію та має нефротективний ефект при введенні інгібіторів NOS [201]), загальну витривалість організму [209].

Проте лише незначна кількість праць присвячена дослідженню ізольованої дії нітратів та їхнього поєднаного впливу з іншими екологічними полютантами на тканини пародонта [4-6, 70, 113-116]. 

На кафедрі патофізіології ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» виявлено, що хронічна інтоксикація нітратом натрію супроводжується істотними порушеннями окиснювального метаболізму в м’яких тканинах пародонта щурів, що виявляються у прогресивному збільшенні продукції супероксидного аніон-радикала мітохондріальним (починаючи з 14 доби інтоксикації) та мікросомальним ЕТЛ (на 60 та 90 добу інтоксикації) [6, 114]. На 14 добу хронічної інтоксикації нітратом натрію в тканинах ясен виявляється збільшення активності каталази без ознак активації процесів ПОЛ. У подальшому спостерігається активація цього процесу на тлі істотного зниження АО потенціалу, підвищується загальна протеолітична активність, спостерігається дезорганізація сполучнотканинних структур ясен (деполімерізація фуко- та сіалоглікопротеїнів і протеогліканів) [4, 5, 116].

У динаміці змін енергетичного обміну в яснах при хронічній нітратній інтоксикації дослідники виявили певну фазність: період активації біоенергетичних процесів, що виявляється зростанням енергетичного потенціалу, змінюється на 30-ту добу експерименту  періодом їх прогресуючого пригнічення  [114].

Примітно, що функціональний стан різних ізоформ NOS істотно впливає на продукцію АФК, стан ПОЛ і АО потенціалу в тканинах ясен щурів за умов хронічної інтоксикації нітратом натрію [115]. Так, надмірна продукція супероксидного аніон-радикала, активація ПОЛ та зниження АО потенціалу за цих умов пов’язані з функціонуванням іNOS. З функціонуванням nNOS за умов експерименту пов’язана протекторна дія щодо активації в тканинах ясен вільнорадикальних процесів. Робота наведених ізоформ NOS призводить до різноспрямованих змін біоенергетичних процесів у тканинах ясен: функціональна активність iNOS порушує процес утворення АТФ, знижує енергетичний потенціал, а nNOS, навпаки, активує ресинтез АТФ та підвищує енергетичний потенціал. 

Виявлено, що стан вільнорадикальних процесів у тканинах ясен щурів за умов хронічної інтоксикації нітратом натрію є пероксинітрит-залежним. Введення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за цих умов суттєво знижує продукцію супероксидного аніон-радикала мікросомальним і мітохондріальним ЕТЛ, обмежує у тканинах ясен щурів активність ПОЛ, загальну протеолітичну активність, збільшує активність каталази та АО потенціал, пригнічує деполімерізацію фуко- та сіалоглікопротеїнів і протеогліканів [113].

Призначення іншого токсичного чинника змінює характер реакції тканин пародонта на нітратну інтоксикацію. Так, поєднана дія нітрату натрію та відпрацьованого моторного масла підвищує, у порівнянні з ізольованою дією останнього, активність ПОЛ, потенціює дезорганізацію сполучнотканинних структур пародонта [4, 5].

Висловлюється думка щодо продовження, розширення та поглиблення досліджень з вивчення ефектів сумації дії пріоритетних антропогенних забруднювачів довкілля на організм [87].

Таким чином, дані літератури розкривають різні механізми токсичної дії нітратів і продуктів їх метаболізму на організм людини і тварин. Існують роботи, що висвітлюють механізми структурно-функціональних та метаболічних порушень органів ротової порожнини, залежність їх від утворення в організмі NO у великих концентраціях. Лише незначна кількість праць стосується змін у організмі ссавців унаслідок поєднаної дії неорганічних азотовмісних сполук та інших екологічних забруднювачів. Недослідженою залишається поєднана дія нітратів і фторидів на організм людини і тварин, зокрема на пародонт, що обґрунтовує доцільність і своєчасність цього дослідження.

1.3. Джерела надходження та патогенна дія фторидів на органи ротової порожнини

Фториди можуть надходити у організм людини із питною водою, рослинною їжею, морською рибою, промисловими газоподібними викидами, а також у складі зубних паст і лікарських препаратів [1, 27, 53, 72-74, 126, 289, 175]. 
Концентрація фтору в питній воді, що дорівнює 1 мг/л є оптимальною та має виражений профілактичний ефект. Та споживання води з концентрацією фтору більш ніж 4 мг/л призводить до флюорозу молочних та постійних зубів, гальмування росту скелету, збільшення частоти  дефектів скелету. 8 мг/л фтору в питній воді викликає у 10% населення флюороз скелету [83]. Інші автори вважають, що вже 2,0 мг/л фтору призводить до флюорозу зубів [73]. Підтверджено, що при довготривалому надходженні фторидів з питною водою виникають зміни біохімічних та клінічних проявів у дітей різних вікових груп, що впливає на фізичний розвиток [7, 8, 32]. Також надмірні концентрації фтору призводять до системного флюорозу, зумовлюють виникнення патології серцево-судинної системи, опорного апарату, запально-дистрофічних захворювань порожнини рота [8, 16, 72, 73, 266].

Всмоктування фторидів відбувається у ротовій порожнині, шлунку та кишечнику (до 45%). Транспортуються фториди у сироватці крові в іонізованій і зв'язаній формах; депонуються головним чином у твердих (багатих на кальцій) тканинах (у дітей – приблизно 80-90%, у дорослих – до 60%) [186, 292, 299]. 

В організмі людини масою тіла 70 кг вміст фторидів у середньому складає 2-3 г. Фториди розподіляються в організмі наступним чином: в кістках у кількості 112-310 мг/кг, в емалі зубів – 140-157 мг/кг, дентині – 293-340 мг/кг, волоссі – 53-72 мг/кг, сечі – 0,5 мг/кг, паренхіматозних органах 0,2-0,8 мг/кг, крові – 0,01-0,03 мг/кг [41].

Фторид-йони завдяки великій електронегативності здатні за умов ацидифікації утворювати у шлунку фтористоводневу кислоту (HF), яка набагато легше проходить крізь біологічні мембрани [293].

Сполуки фтору широко використовують у стоматологічній практиці з метою профілактики карієсу. Фтор, ізоморфно включений у склад гідроксильної групи в молекулі гідроксиапатиту, перетворює його у фторапатит, стійкий до впливу демінералізуючих кислот. Окрім того, фторид-йони здатні пригнічувати активність мікроорганізмів, що пригнічує утворення зубної бляшки [85], запобігають розвитку алкалозу, нормалізують окисно-відновний стан у ротовій порожнині [88]
Проте численні дослідження вказують на пародонтотоксичну дію фторидів [12, 95, 127, 203, 268, 279]. NaF справляє цитотоксичну дію на клітини слизової оболонки ротової порожнини, викликає розвиток гінгівіту (інколи виразково-некротичного) та пародонтиту [127].

Введення щурам з питною водою фторида натрію (5 мг/л) викликає резорбцію альвеолярної кістки високої інтенсивності (4 бали), яка перевищує таку (3 бали) у тварин з експериментальним пародонтитом (ацидотична модель) [12, 203]. Ці зміни виникають на тлі розвитку метаболічного ацидозу, зниження співвідношення НАД+/НАДН, збільшення співвідношення сульфгідрильні групи (SH) / дисульфіди (SS) та вмісту фруктозодифосфатази з посиленням ПОЛ у тканинах щурів (тазовій та альвеолярній кістках, зубах, печінці, міокарді, нирках).

Літературні джерела виділяють низку первинних і вторинних (опосередкованих) механізмів токсичної дії надлишку фторидів [112, 122, 127, 138, 140, 171, 270, 293]. Так, первинні зміни пов'язують з хімічними властивостями фторид-йона: 

- утворення нерозчинного фториду кальцію в сироватці крові і твердих тканинах, що призводить до гіпокальціємії і відкладення фтори дів у кістках і зубах у вигляді фторапатиту. Можливе зв'язування фтором білкового кальцію, дисоціація комплексу білок – кальцій – фторид вивільняє йон Са2+;

- фторид-йон у клітині може зв'язувати магній, блокуючи синтез білку і активність низки магній-утримуючих ферментів, що функціонують за типом ензим – магній – субстрат (АТФ-ази, пірофосфатаза, енолаза), рідше креатинфосфокіназа, аденілаткіназа, що функціонують за типом магній – фермент – субстрат;

- йон фториду є лігандом для іона Cu+2; ферменти, що не мають іона міді другого типу, не пригнічуються фторидами;

- йон фтору може утворювати водневі зв'язки з лужними ділянками залишків амінокислот у білках і азотистих основах у нуклеїнових кислотах, що порушує просторову структуру цих біополімерів. Однак цей ефект рідко досягається у клітині, тому що вимагає великих концентрацій фтору, але в сироватці він ймовірний. За даними досліджень встановлено, що фтор та його сполуки є токсичними речовинами, а норма надходження фтору до організму становить 0,05 мг/кг маси тіла. 

Важливо відмітити, що процеси мінералізації та демінералізації кісток та зубів відбуваються за різними механізмами. Зубна емаль в сформованому зубі не містить клітин, що здатні виконувати ремінералізуючу функцію, тому цей процес залежить від складу ротової рідини. Також є дані про вплив зубного ліквора, що надходить із пульпи через дентин до емалі. Кістки ж мають в своєму складі клітини, що контролюють процеси ремінералізації та демінералізації. За мінералізацію відповідають остеобласти, остеокласти ж навпаки резорбують кістку. Фторид натрію у мікромолярних концентраціях здатний пригнічувати диференціацію клітин-попередників в остеокласти за умов відтворення пародонтиту, цей ефект можливий за рахунок пригнічення ММП (зокрема, ММП-9) та шляхом зменшення активації RANKL [144]. Таким чином йони фтору сприяють зменшенню резорбції кісток. Проте збільшення концентрації йонів фтору до мілімолярних величин (1 мМ та вище), навпаки, збільшує процеси резорбції та може призводити до деструкції кісткової тканини. Механізм цього явища пов’язаний із активацією процесів апоптозу у остеобластах [171, 310].  Цьому сприяє збільшення мембранного потенціалу та проникності мембрани  мітохондрій. Це створює умови для потрапляння цитохрому с в цитоплазму. Також було встановлено, через 24 години після введення фториду натрію (20 мг/л) у культуру клітин лінії клітин саркоми Saos-2 спостерігається посилення експресії білків Bim, каспази 9, каспази 14, Bcl2 і Bax; експресія каспази 3 знижується при концентрації NaF 5 мг/л та підвищується при концентрації більше, ніж 10 мг/л [310]. 

Фторид-йони (в концентрації 100 мкмоль) здатні збільшувати генерацію супероксидного аніон-радикала в мітохондріях остеобластів, одночасно зменшуючи використання ними кисню [174]. Гіперпродукція АФК відбувається при зниженні активності АО ферментів – СОД і каталази за умов інтоксикації фторидами. Хондроцити також зазнають токсичного ушкодження, а це створює умови для резорбції хрящової тканини [228]. Таким чином вплив йонів фтору на кісткову тканину залежить від дози і може мати як позитивну динаміку, так і негативну.

З метою з’ясування молекулярно-клітинних механізмів, що лежать в основі NaF-індукованої цитотоксичності в тканинах пародонта, J.H. Lee et al. [211] на культурі фібробластів ясен людини (HGF) розвиток фторид-індукованого апоптозу, чому сприяє зменшення експресії гену Bcl-2 з наступним вивільнення цитохрому с з мітохондрій у цитозоль, підвищенням активності каспази-3, -8 і -9, розпадом полі-АДФ-рибозилполімерази та експресію потенціал-залежних аніонних каналів.

Фторид-йони у мікромолярних концентраціях здатні активувати проліферацію клітин, у той час як у мілімолярній кількості вони пригнічують більшість ферментів, у тому числі фосфатази [227]. Зниження синтезу АТФ при фтористій інтоксикації, за даними літератури,  обумовлено тим, що фториди інактивують енолазу, гексокіназу, фосфоглюкомутазу та інші ферменти гліколізу, сукцинатдегідрогеназу, а також ферменти системи цитохромів [131]. Пригнічення тканинного дихання супроводжується роз’єднанням окиснення та фосфорилювання АДФ  у мітохондріях [47, 66]. 

Нещодавно отримано результати щодо впливу фторид-йонів на внутрішньоклітинну сигналізацію, пов’язану з роботою каскаду мітоген-активованих протеїнкіназ (МАРК), протеїну p53, активатора протеїну-1 (AP-1) і NF-κВ [202, 307, 309]. На підставі імуногістохімічного дослідження показана здатність фторидів активувати експресію такої складової NF-κB, як білок ρ65, у гіпокампі щурів, що отримували розчин NaF (15, 30, 60 мг/л) протягом 9 місяців [306].

Надходження фторид-йонів у організм підвищує вироблення супероксидного аніон-радикала [177, 195] та NO (внаслідок активації  iNOS) [164, 184, 215, 278], що створює передумови для утворення пероксинітриту [286].

Висунута точка зору, що введення фториду натрію у дозі 10 мг/кг протягом 30 діб порушує механізм авторегуляції утворення NO в організмі при надлишковому надходженні солей азотної кислоти. Через це надмірна продукція NO шляхом відновлення нітрат- та нітрит йонів не супроводжується обмеженням його вироблення NOS [104]. На думку авторів, реалізації цього ефекту сприяє також пригнічення аргінази та залежних від неї біохімічних реакцій.

О.А. Стасюк та В.О. Костенко [102]  наводять дані, що за умов 30-денної поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію у тканинах піднижньощелепних слинних залоз істотно підвищується продукція супероксидного аніон-радикала мікросомальним та мітохондріальним ЕТЛ, що перевищує відповідні дані при ізольованому введенні нітрату та фториду натрію. При цьому виявляється суттєва активація процесів ПОЛ при зниженні АО потенціалу, порушується білоксинтезуюча функція слинних залоз.

Дослідники вважають, що порушення вільнорадикальних процесів у тканинах піднижньощелепних слинних залоз на тлі поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію є пероксинітрит-залежними [101]. Введення щурам скевенджерів пероксинітриту –                             L-селенометіоніну та сечової кислоти – за цих умов знижує продукцію супероксидного аніон-радикала (мікросомальним і мітохондріальним ЕТЛ) та активність ПОЛ, покращує стан АО захисту та білоксинтезуючої функції слинних залоз.

О.Є. Акімов і В.О. Костенко [2] з’ясували, що йони фтору здатні впливати на функціонування NOS та аргінази в крові. В експерименті на білих щурах показано, що йони фтору збільшують загальну активність NOS, одночасно знижуючи активність аргінази – ключового ферменту конкурентного щодо NOS – неокисного (аргіназного) шляху метаболізму L-аргініну. Раніше встановлено, що йони F- здатні зворотно пригнічувати аргіназу (Ki = 1,3 – 1,8 мM, при цьому при pH = 7,4 ця дія є на порядок ефективнішою, ніж при pH = 9,4) [18, 255, 290],
Надмірна продукція NO може збільшити фторид-індукований окисний стрес через утворення пероксинітриту. Аргіназний шлях метаболізму L-аргініну генерує протизапальні медіатори – поліаміни (путресцин, спермідин, спермін), які беруть участь у мітозі, тому інгібування цього шляху призводить до зниження регенераторних властивостей тканин пародонта [34, 231]. Встановлено, що поєднання нітратної та фторидної інтоксикації не викликає простої сумації патогенного впливу [2]. Так, нітрат-йони через вплив на систему NO знижують індукцію фторидами гіперпродукцію оксиду азоту NOS-залежним механізмом та підвищують активність аргінази, таким чином певною мірою токсичний вплив йонів фтору нівелюється. Однак чи є ці зміни при поєднаній інтоксикації закономірними для всіх органів та систем потребує подальшого вивчення.

Таким чином, вплив небезпечних факторів навколишнього середовища, в тому числі хімічного складу питної води, призводить до зміни здоров’я населення, а також стоматологічного здоров’я. Дані літератури свідчать про те, що фтор є необхідним компонентом процесів життєдіяльності. В той же час він може виступати в якості пародонтопатогенного чинника. Важною ланкою патогенезу фтористої інтоксикації є порушення авторегуляції рівня оксиду азоту ті інших активних форм нітрогену в організмі ссавців, що створює передумови для суттєвого збільшення токсичності фторид-йонів. Проте участь системи оксиду азоту та пов’язаних з нею механізмів (аргіназний шлях метаболізму L-аргініну, транскрипційні фактори) в патогенезі ушкодження м’яких і твердих тканин пародонта залишається нез’ясованою. Недостатньо відомими є механізми поєднаної дії екологічно небезпечних чинників на пародонт. Слід зазначити, що за умов пригнічення фторидом аргіназного шляху метаболізму L-аргініну створюються умови для порушення функціонування циклу оксиду азоту, наслідком чого може бути лавиноподібне утворення активних форм нітрогену та розвиток важкопрогнозованих змін метаболізму та функції різних органів, у тому числі пародонта. При цьому органи ротової порожнини є найбільш уразливими мішенями токсичної дії фторидів та неорганічних нітросполук, тому що мають можливість контактувати з ними як при їхній резорбтивній, так і місцевій дії.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Загальна характеристика матеріалів та методів дослідження

Експерименти виконані на 100 білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180-230 г. 

Тварин утримували в умовах акредитованого віварію згідно зі “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, 20.09.1985 р.), основних правил належної лабораторної практики GLP (1981), закону України № 3447-IV вiд 21.02.2006 р. "Про захист тварин від жорстокого поводження". 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 № 156 від 20.06.2017 р.) порушень морально-етичних норм при проведенні науково-дослідної роботи не виявлено.
Проведено 10 серій дослідів: 

- у першій серії необхідні показники вивчали в інтактних тварин (контрольна серія); 

- у другій серії – після відтворення хронічної інтоксикації нітратом натрію (200 мг/кг маси тіла, 30 діб);

- у третій серії – після відтворення хронічної інтоксикації фторидом натрію (10 мг/кг маси тіла; 30 діб);

- у четвертій серії – після поєднаного введення нітрату натрію (200 мг/кг маси тіла) та фториду натрію (10 мг/кг маси тіла)  протягом 30 діб (відтворення поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію);

- у п’ятій і шостій серіях – протягом періоду 30-денної поєднаної дії нітрату та фториду натрію тваринам вводили відповідно селективний інгібітор nNOS – 7-нітроіндазол – та селективний інгібітор iNOS – аміногуанідин;

- у сьомій серії – протягом періоду 30-денної поєднаної дії нітрату та фториду натрію вводили субстрат NO-синтазної та аргіназної реакцій – L-аргінін;

- у восьмій і дев’ятій серіях – протягом періоду 30-денної поєднаної дії нітрату та фториду натрію вводили скевенджер пероксинітриту – відповідно L-селенометіонін і сечову кислоту;

- у десятій серії – протягом періоду 30-денної поєднаної дії нітрату та фториду натрію призначали інгібітор активації NF-κB ІІ – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діамін).

Евтаназію тварин проводили методом декапітації під ефірним наркозом. 
2.2. Методика відтворення хронічної інтоксикації нітратом натрію

Нітрат натрію вводили тваринам у дозі 200 мг/кг маси тіла у вигляді водного розчину. Введення здійснювали інтрагастрально за допомогою спеціального зонду щоденно протягом 30 діб. Використання цієї методики дозволяє відтворити надлишкове утворення NO та депонування його у вигляді парамагнітних комплексів з гемовим та негемовим залізом [49]. Рівень метгемоглобіну (визначеним ціангеміглобіновим методом) в крові не перевищує 15% від загального вмісту гемоглобіну («безсимптомна» метгемоглобінемія). 

2.3. Методика відтворення хронічної інтоксикації фторидом натрію

Фторид натрію вводили тваринам у дозі 10 мг/кг маси тіла у вигляді 0,1% водного розчину [47]. Введення здійснювали інтрагастрально за допомогою спеціального зонду щоденно протягом 30 діб.

2.4. Методика зміни режимів функціонування NO-синтаз,           рівня утворення пероксинітриту та активності NF-κB
З метою модифікації функціонування NOS, рівня утворення пероксинітриту та активності NF-κB застосовували сполуки, наведені у таблиці 2.1.

Таблиця 2.1

Сполуки, що змінюють режими функціонування NOS,

 рівень утворення пероксинітриту та активність NF-κB,   які використовували у дослідженні

	Назва сполуки
	Призначення
	Виробник
	Доза

	1
	2
	3
	4

	7-нітроіндазол
	Селективний

інгібітор nNOS
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	30 мг/кг

[210]

	Продовження табл. 2.1

	1
	2
	3
	4

	Аміногуанідин
	Селективний 

інгібітор іNOS
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	20 мг/кг [287]

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

[33]

	L-селенометіонін
	Скевенджер

пероксинітриту
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	3 мг/кг

[210]

	Сечова кислота

	Скевенджер 

пероксинітриту
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	250 мг/кг

[168]

	JSH-23 (4-метил- N-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діамін)
	Інгібітор

активації NF-κB
	“Santa Cruz Biotechnology”, ФРН
	1 мг/кг

[208]


Зазначені вище сполуки вводили внутрішньоочеревинно 2 рази на тиждень (за виключенням сечової кислоти, яку вводили 3 рази на тиждень) протягом періоду 30-денної поєднаної дії нітрату та фториду натрію.
2.5. Біохімічні методи дослідження 

Перелік біохімічних методів дослідження наведено в таблиці 2.2.

Таблиця 2.2

Біохімічні методи дослідження
	№
	Параметр, що вивчається
	Літературні джерела

	1
	2
	3

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

	2. 
	Пероксинітрит
	Шрайбман Г.Н. та співавт. (2011)

	Продовження табл. 2.2

	1
	2
	3

	3. 
	Аргіназа
	Храмов В.А., Листопад Г.Г. (1973)

	4. 
	Орнітиндекарбоксилаза
	Храмов В.А. (1997)

	5. 
	Супероксидний аніон-радикал
	Костенко В.О., Цебржинський О.І. (2000)

	6. 
	ТБК-активні продукти
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	7. 
	Каталаза
	Королюк М.А. (1988)

	8. 
	Вільний оксипролін
	Тетянец С.С. (1985)

	9. 
	Гексуронові кислоти
	Шараев П.Н. и др. (1987)


2.5.1. Визначення активності NOS і концентрації нітрит-йонів. Активність NOS визначали за різницею концентрації нітрит-йонів (NО
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) до та після інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у середовищі, що містить L-аргінін та НАДФН. Концентрацію NО
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 визначали шляхом утворення діазосполук у реакції з сульфаніловою кислотою, а потім проводили реакцію з α-нафтилетилендіаміном, у результаті якої утворюються похідні червоного кольору (азобарвники) [187]. 

2.5.2. Визначення концентрації пероксинітриту. Вміст пероксинітрит-йонів проводили з використанням реакції з йодидом калію в буферизованому середовищі при рН=7,0 спектрофотометрично за поглинанням на довжині хвилі 355 нм [129].

2.5.3. Визначення активності аргінази. Загальну аргіназну активність визначали в гомогенаті м’яких тканин пародонта спектрофотометрично за приростом концентрації L-орнітину з використанням нінгідринового реактиву [120]. Оптичну щільність визначали при λ= 515 нм.

2.5.4. Визначення активності орнітиндекарбоксилази. Активність орнітиндекарбоксилази визначали за зниженням вмісту орнітину в інкубаційному середовищі методом Chinard у модифікації В.А. Храмова [121]. Метод базується на нінгідриновій реакції при рH=1.0 і є специфічним, оскільки значне забарвлення дають тільки орнітин, пролін та цитрулін. Інтенсивність забарвлення розчину з продуктами взаємодії нінгідрину з амінокислотами пропорційна концентрації орнітину в досліджуваному розчині. Оптичну щільність визначали при λ=490 нм.

2.5.5. Визначення продукції супероксидного аніон-радикала. Утворення супероксидного  аніон-радикала оцінювали при  проведенні тесту з  нітросинім тетразолієм (НСТ) [50]. Оцінювали продукцію супероксиду в гомогенаті м’яких тканин пародонта з індукторами у вигляді НАДН, НАДФН і бактеріальними ліпополісахаридами (пірогенал). Виконуючи дослідження,  0,1 г тканини гомогенізували зі скляним  порошком у 0,9 мл ізотонічного фосфатного буферу (pH 7,4) . Відбирали по 0,05 мл гомогенату в 3 пробірки (а,б,в). Додавали в пробірки і перемішували: 

а) 0,05 мл 3% розчину НАДФН (для оцінки продукції  супероксидного  аніон-радикала  мікросомальним  ЕТЛ); 

б) 0,05 мл 3% розчину НАДН (для оцінки  продукції  супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ); 

в) 0,05 мл тритону Х-100 до  кінцевої концентрації 0,1%. Преінкубували при 37o С:  10 хв – пробірки а і б, 30  хв – пробірки в. 

У пробірку в додавали 0,1 мл пірогеналу (Pyrogenalum) виробництва НДІ епідеміології та мікробіології ім. М.Ф. Гамалеї РАМН (Росія) – препарату ліпополісахариду, що виділений з клітин Salmonella typhi,  для  оцінки продукції супероксидного аніон-радикала фагоцитами. 

В усі проби додавали по 0,05 мл розчину НСТ,  перемішували, інкубували при 37o С:  а і б – 5 хв., в – 30 хв. Додавали 2 мл розчинника (хлороформ і  диметилсульфоксид  у  співвідношенні 1:2 за об’ємом) і збовтували 1 хв.  Центрифугували 5 хв  при 1500 об/хв. Відбирали забарвлений надосадовий  шар. Фотометрували 1 мл верхнього шару проти відповідного контролю при оптимальній довжині хвилі 540 нм.  

Контролем слугували 3 пробірки, в які вносили по 0,05 мл буферу, 0,05 мл води та 0,05 мл розчину НСТ і додавали в пробірки:  

а) 0,05 мл розчину НАДФН;  

б)  0,05 мл розчину НАДН;  

в) 0,05 мл тритону Х-10 з  0,1  мл  пірогеналу.

Інкубацію проводили за тих же умов, що й в дослідних пробах, 10 і 30 хвилин при 37o С і так само елюювали забарвлений шар рідини. Самі НАДФН, НАДН, пірогенал не відновлюють НСТ. 

Оскільки в ході реакції 1 моль НСТ відновлюється 2 моль супероксидного аніон-радикала, то для розрахунку будували стандартний графік за екстинцією диформазану. 0,01-0,2 мл 0,2% розчину НСТ  відновлювали сумішшю 0,1 мл 0,1 н  KOH  і  0,1  мл  розчину аскорбінової кислоти (18 мг/10 мл).  Інкубували, диформазан  елюювали 2 мл розчинника і визначали екстинкцію.

З  урахуванням  розведення, співвідношення компонентів у реакції,  та екстинції стандарту розрахунок проводили  за формулами:

для а і б:  Е х 66,67 = нмоль/ г· с 


(2.1)
для в:  Е х 11,11 = нмоль/ г · с


(2.2)
2.5.6. Визначення концентрації ТБК-активних продуктів. Рівень пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ) у тканинах оцінювали за утворенням у реакції тіобарбітурової кислоти (ТБК) з ТБК-активними продуктами забарвленого триметінового комплексу до і після 1,5-годинної інкубації у прооксидантному залізоаскорбатному буферному розчині [64].  Активність антиоксидантної системи (АОС) оцінювали за приростом концентрації ТБК-активних продуктів за час півторагодинної інкубації гомогенату тканин у залізоаскорбатному буферному розчині.

2.5.7. Визначення активності каталази. Активність каталази в тканинах слинних залоз визначали за Королюк М.А. та співавт. [44]. Реакцію запускали додаванням 0,1 мл 10% гомогенату до 2 мл 0,003% розчину перекису водню. До контрольної проби замість гомогенату вносили 0,1 мл дистильованої води. Реакцію зупиняли внесенням 1 мл 4% розчину молібдату амонію. Інтенсивність забарвлення розчину визначали при довжині хвилі 410 нм.

2.5.8. Визначення стану колагенових і неколагенових білків у тканинах пародонта. Стан колагену визначали за вмістом у м’яких і кістковій тканинах вільного оксипроліну. Концентрацію останнього визначали за методом, який базується на реакції пірол-2 карбонової кислоти, що утворюється при окисленні оксипроліну з парадиметіламінобензальдегідом [109]. 

Стан протеогліканів у м’яких та твердих тканинах пародонта оцінювали шляхом визначення їх мономерів гексуронових кислот [128]. Визначення вмісту гексуронових кислот проводили за методом, який ґрунтується на нагріванні біологічних субстратів із концентрованою сірчаною кислотою, при якому гексуронові кислоти при взаємодії з четвертинними амонійними солями та карбазолом утворюють комплексні сполуки фіолетово-рожевого забарвлення.

При дослідженні наведених показників у  кістковій тканині пародонта останню знежирювали 3 рази ацетоном,  3 рази сумішшю хлороформу та метанолу (1:1) та 3 рази ефіром. Суху кісткову тканину гомогенізували в ступці. 

2.6. Остеометричні методи дослідження 

За допомогою світлового мікроскопу «Carl Zeiss» з використанням окуляр-мікрометра МОВ-1-15х оцінювали  відстань від краю  зубної альвеоли до нижнього краю зубної коронки (L0) і відстань від краю альвеоли до верхнього краю зубної коронки (L1) з подальшим розрахунком коефіцієнту оголення коренів молярів (К) за формулою [64]: 

К = L0  / L1 


(2.3)
2.7. Статистична обробка результатів експерименту

Отримані дані піддавали статистичній обробці [19,90]. 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. 

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

РОЗДІЛ 3

CТАН ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ І ДЕЗОРГАНІЗАЦІЯ СПОЛУЧНОЇ ТКАНИНИ ПАРОДОНТА БІЛИХ ЩУРІВ ЗА УМОВ ПОЄДНАНОГО НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ НІТРАТУ ТА ФТОРИДУ НАТРІЮ

3.1. Стан системи оксиду азоту та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну в тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Універсальним механізмом регуляторної та токсичної дії нітрат- та нітрит-йонів є їхня біотрансформація до NO [25, 49, 51, 54, 86, 92, 219, 220, 221, 244, 254, 256, 257, 264]. Адекватний рівень утворення останнього підтримується шляхом функціонування циклу оксиду азоту, що складається з NO-синтазної та нітрат- і нітритредуктазної компонент [86, 91, 92].

У той же час, активність NOS залежить від функціонування конкурентного неокисного (аргіназного) шляху метаболізму L-аргініну [229, 230, 302]. Останній пригнічується йонами F- [18, 255, 290], наслідком чого може бути зрушення рівноваги реакцій обміну L-аргініну з аргіназного шляху в бік NO-синтазного [2, 233].

Таким чином, при надлишковому ізольованому надходженні нітрату та фториду натрію можливо очікувати різноспрямовані зміни активності ферментів NO-синтазного та аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну. Поєднана дія наведених чинників може порушувати фізіологічні механізми регуляції утворення NO в тканинах пародонта з наростанням агресивних властивостей цієї молекули.
При дослідженні м’яких тканин пародонта інтактних щурів виявлено, що сумарна активність NOS складає – 4,59±0,09 мкмоль NО
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/г·хв., а концентрація нітрит-йонів – 0,08±0,01 мкмоль/г (таблиця 3.1). Вміст пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта становить 0,95±0,04 мкмоль/г. За низької концентрації ця активна сполука здатна виконувати функції сигнальної молекули [214].

Таблиця 3.1

Показники системи NO у м’яких тканинах пародонта умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 



	NOS, 

мкмоль NО
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/г·хв. 
	4.59 

±0.09 
	2.97

±0.10 * 
	5.90

±0.19 *
	7.31

±0.28

*/**/***

	Вміст NО
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,

мкмоль/г
	0.08

±0.01 
	0.14

±0.01 * 
	0.10

±0.01 
	0.13

±0.01 *

	Пероксинітрит, мкмоль/г
	0.95

±0.04 
	1.02

±0.04 
	1.12

±0.08 
	1.31

±0.10 */** 


Примітки (у табл. 3.1-3.8):

1) * – р<0,05 у порівнянні з даними першої серії (інтактні щури); 

2) ** – р<0,05 у порівнянні з даними другої серії; 

3) *** – р<0,05 у порівнянні з даними третьої серії.

Введення нітрату натрію протягом 30 діб зменшує сумарну активність NOS у м’яких тканинах пародонта до 2,97±0,10  мкмоль NО
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/г·хв., тобто на 35,3%, p<0,001. Концентрація нітрит-йонів збільшується до 0,14±0,01 мкмоль/г (на 75,0%, p<0,01).
Зниження активності NOS є закономірним наслідком функціонуванню циклу оксиду азоту, коли за умов екзогенного надходження джерела NO обмежується ендогенний синтез цієї речовини за участю NOS [48, 92, 198, 283, 312].

У той же час вміст пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта суттєво не змінюється.
Введення фториду натрію протягом 30 діб істотно збільшує сумарну активність NOS у м’яких тканинах пародонта – до 5,90±0,19 мкмоль NО
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/г·хв. (на 28,5%, p<0,001). Концентрація нітрит-йонів в пероксинітриту істотно не змінюється.
За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію сумарна активність NOS у м’яких тканинах пародонта збільшується  до 7,31±0,28 мкмоль NО
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/г·хв., що перевищує на 59,3% (p<0,001) дані інтактної групи, в 2,5 рази (p<0,001) – результат другої серії, та на 23,9% (p<0,01) – результат третьої серії. Концентрація нітрит-йонів у м’яких тканинах пародонта перевищує результат інтактної групи тварин – на 62,5% (p<0,01). Вміст пероксинітриту у м’яких тканинах пародонта достовірно збільшується – до 1,31±0,10 мкмоль/г, що на 37,9% (p<0,02) перевищує дані інтактної групи, та на 28,4% (p<0,05) – результат другої серії.
Такі дані свідчать про розвиток дизрегуляторної патології, пов’язаної з порушенням авторегуляції рівня NO в тканинах через функціонування циклу оксиду азоту. Тобто, за умов поєднаного впливу нітрату та фториду натрію створюються умови для значного утворення NO з екзогенного джерела, пригнічення фторид-йонами аргіназного шляху метаболізму L-аргініну та пов’язаної з цим гіперактивації NOS, що зумовлює ще більшу продукцію NO. Наслідком цього є утворення великої концентрації високотоксичного пероксинітриту.
При дослідженні м’яких тканин пародонта інтактних щурів виявлена така активність ферментів неокисного (аргіназного) шляху метаболізму L-аргініну: аргінази – 1,70±0,23 мкмоль/ хв. · г білка, орнітиндекарбоксилази – 225,4±14,4 нмоль/г·хв. (таблиця 3.2).
Таблиця 3.2

Показники активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 



	Аргіназа, 
мкмоль/ хв. · г білка
	1.70

±0.23 
	3.16

±0.33 * 
	0.77

±0.39 *
	0.62

±0.17 */**

	Орнітиндекарбок-силаза, нмоль/г·хв.
	225.4

±14.4 
	295.4

±13.5 * 
	152.5

±12.0 * 
	132.5

±23.7 */**


Введення нітрату натрію протягом 30 діб збільшує активність аргінази у м’яких тканинах пародонта до 3,16±0,33 мкмоль/ хв. · г білка (на 85,9%, p<0,01), орнітиндекарбоксилази – до 295,4±13,5 нмоль/г·хв. (на  31,1%, p<0,01).
Це свідчить про збільшення активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну за умов надлишкового надходження нітрат-йонів – джерела нітрит-йонів та оксиду азоту, що впливають на NOS за принципом down-регуляції та, таким чином, створюють передумови для зрушення реакцій у напрямку аргіназного шляху.

Введення фториду натрію протягом 30 діб, навпаки, зменшує активність аргінази у м’яких тканинах пародонта до 0,77±0,39 мкмоль/ хв. · г білка (на 54,7%, p<0,05), орнітиндекарбоксилази – до 152,5±12,0 нмоль/г·хв. (на 32,3%, p<0,01). 

Такі зміни активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну є закономірними, оскільки фторид-йони здатні зворотно та неконкурентно пригнічувати аргіназу [18, 255, 290].

За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію активність аргінази у м’яких тканинах пародонта зменшується  до 0,62±0,17 мкмоль/ хв. · г білка, що поступається на 63,5% (p<0,01) даним інтактної групи, та на 80,4% (p<0,001) – результату другої серії. Активність орнітиндекарбоксилази у м’яких тканинах пародонта зменшується  до 132,5±23,7 нмоль/г·хв., що поступається на 41,2% (p<0,02) даним інтактної групи, та на 55,1%  (p<0,001) – результату другої серії.
Таким чином,

1) введення нітрату натрію в дозі 200 мг/кг протягом 30 діб  супроводжується реципрокними змінами активності ферментів окисного (NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну в м’яких тканинах пародонта: зменшенням сумарної активності NOS і збільшенням активності аргінази й орнітиндекарбоксилази;

2) введення фториду натрію в дозі 10 мг/кг протягом 30 діб  призводить до збільшення у м’яких тканинах пародонта сумарної активності NOS і зменшенням активності аргінази й орнітиндекарбоксилази;

3) поєднана дія нітрату та фториду натрію протягом 30 діб  призводить до дизрегуляторних змін активності ферментів окисного (NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну в м’яких тканинах пародонта: характерне для ізольованого введення нітрату натрію пригнічення сумарної активності NOS змінюється їхньою гіперактивацією, що супроводжується підвищенням концентрації пероксинітриту; активність аргінази й орнітиндекарбоксилази суттєво зменшується.

3.2. Зміни продукції супероксидного аніон-радикала у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

За результатами дослідження, у м’яких тканинах пародонта інтактних щурів продукція супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) складає 20,11±1,02 нмоль/г·с, НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – 22,52±1,01 нмоль/г·с, НАДФН-оксидазою лейкоцитів – 1,08±0,16 нмоль/г·с (таблиця 3.3). 

Таблиця 3.3

Утворення супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, нмоль/г·с (M+m, n=20)

	Джерела продукції
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 

	1
	2
	3
	4
	5

	Продовження табл. 3.3

	1
	2
	3
	4
	5

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS) 
	20.11

±1.02 
	28.39

±1.4 *
	32.39

±1.21 *
	38.22

±1.21 */**/***

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	22.52

±1.01 
	29.87

±0.88 *
	31.88

±0.96 *
	38.99

±1.01 */**/***

	НАДФН-оксидаза лейкоцитів
	1.08

±0.16 
	1.44

±0.09 
	1.48

±0.09 
	1.98

±0.07 */**/***


Введення нітрату натрію протягом 30 діб збільшує вироблення супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) – до 28,39±1,4 нмоль/г·с (на 41,2%, p<0,01), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – до 29,87±0,88 нмоль/г·с (на 32,6%, p<0,001).

Внесення фториду натрію протягом 30 діб також підвищує продукцію супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) – до 32,39±1,21 нмоль/г·с (на 61,1%, p<0,001), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – до 31,88±0,96 нмоль/г·с (на 41,6%, p<0,001).

У той же час при ізольованому застосуванні нітрату та фториду натрію генерація НАДФН-оксидазою лейкоцитів у  тканинах пародонта суттєво не змінюється.
За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію генерація супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) збільшується до 38,22±1,21 нмоль/г·с, що перевищує на 90,1% (p<0,001) дані інтактної групи, на 34,6% (p<0,001) – результат другої серії, та на 18,0% (p<0,01) – результат третьої серії.

При цьому продукція супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  підвищується до 38,99±1,01 нмоль/г·с, що перевищує на 73,1% (p<0,001) дані інтактної групи, на 30,5% (p<0,001) – результат другої серії, та на 22,3% (p<0,001) – результат третьої серії.

Вироблення супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта НАДФН-оксидазою лейкоцитів також збільшується – до 1,98±0,07 нмоль/г·с, що перевищує на 83,3% (p<0,001) дані інтактної групи, на 37,5% (p<0,01) – результат другої серії, та на 33,8% (p<0,01) – результат третьої серії.

Таким чином, поєднане введення нітрату та фториду натрію потенціює продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS),  НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  та збільшує його генерацію НАДФН-оксидазою лейкоцитів.
3.3. Зміни процесів пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

За даними дослідження, у гомогенаті м’яких тканин пародонта інтактних щурів концентрація вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-активних сполук до та після 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині складає відповідно – 18,89±3,49 та 36,35±2,75 мкмоль/кг (таблиця 3.4). Приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації – 17,45±1,74 мкмоль/кг.

Таблиця 3.4

Концентрація ТБК-реактантів у гомогенаті м’яких тканин пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію,

мкмоль/кг (M+m, n=20)

	Концентрація ТБК-реактантів 
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 

	до інкубації
	18.89

±3.49 
	34.33

±2.18 *
	39.18

±2.20 *
	45.87

±2.10 */** 

	після інкубації
	36.35

±2.75 
	62.6

±1.31 *
	68.51

±1.51 *
	76.15

±1.06 */**/***

	приріст
	17.45

±1.74 
	28.27

±3.20 *
	29.33

±2.10 *
	30.29

±2.74 *


Введення нітрату натрію протягом 30 діб збільшує концентрацію ТБК-активних сполук до та після 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у залізоаскорбатному буферному розчині – відповідно до 34,33±2,18 мкмоль/кг (на 81,7%, p<0,01) та 62,6±1,31 мкмоль/кг (на 72,2%, p<0,001). Приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації підвищується – до 28,27±3,20 мкмоль/кг (на 62,0%, p<0,02), що вказує на зменшення антиоксидантного потенціалу в м’яких тканинах пародонта. Проте активність АО ферменту – каталази – достовірно не змінюється (таблиця 3.5).
Внесення фториду натрію протягом 30 діб підвищує вміст ТБК-реактантів до та після 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у залізоаскорбатному буферному розчині (див. табл. 3.4) – відповідно до 39,18±2,20 мкмоль/кг (у 2,1 рази, p<0,01) та 68,51±1,51 мкмоль/кг (на 88,5%, p<0,001). Приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації підвищується – до 29,33±2,10 мкмоль/кг (на 68,1%, p<0,01). Зменшення антиоксидантного потенціалу в м’яких тканинах пародонта, за цих умов, підтверджується зниженням у м’яких тканинах пародонта активності каталази  (див. табл. 3.5) – з 0,28±0,02 мкат/г до 0,17±0,03 мкат/г, тобто на 39,3% (p<0,02).

Таблиця 3.5

Зміни активності каталази у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 



	Каталаза, мкат/г
	0.28

±0.02 
	0.26

±0.04 
	0.17

±0.03 *
	0.15

±0.02 */**


Відомо, що каталаза є гемопротеїном, простатичною групою якого є гем, який містить йон ІІІ-валентного заліза. При взаємодії з останнім фторид-йони здатні конкурують з киснем за лігандне місце, внаслідок чого активність каталази знижується [122].

За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію концентрація ТБК-активних сполук до 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта (див. табл. 3.4) збільшується – до 45,87±2,10 мкмоль/кг, що перевищує у 2,4 рази (p<0,001) дані інтактної групи, на 33,6% (p<0,01) – результат другої серії.

При цьому, концентрація ТБК-реактантів після 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта підвищується – до 76,15±1,06 мкмоль/кг, що перевищує у 2,1 рази (p<0,001) дані інтактної групи, на 21,6% (p<0,001) – результат другої серії, на 11,2% (p<0,01) – результат третьої серії. Приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації збільшується – до 30,29±2,74 (на 73,6%, p<0,01), проте достовірно не відрізняється від даних другої та третьої серій. Проте активність каталази (див. табл. 3.5) знижується – до 0,15±0,02 мкат/г, що поступається на  46,4%  (p<0,01) даним інтактної групи, на 42,3% (p<0,05) – результату другої серії.
Таким чином, 

1) введення нітрату натрію в дозі 200 мг/кг протягом 30 діб  супроводжується активацією у м’яких тканинах пародонта пероксидного окиснення ліпідів на тлі зниження антиоксидантного потенціалу;

2) введення фториду натрію в дозі 10 мг/кг протягом 30 діб  призводить до активації у м’яких тканинах пародонта пероксидного окиснення ліпідів, зниження антиоксидантного потенціалу та активності каталази;

3) поєднана дія нітрату та фториду натрію протягом 30 діб  потенціює у тканинах пародонта пероксидне окиснення ліпідів, знижує активність каталази.

3.4. Стан біополімерів сполучнотканинних структур пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Важливу роль у забезпеченні функціонального стану пародонта відіграє сполучна тканина. Такі її компоненти, як колагенові волокна та основна речовина – протеоглікани і глікопротеїди – характеризуються високою чутливістю до впливу ендо- та екзогенних патогенних чинників [105, 107]. Для оцінки стану біополімерів сполучнотканинних структур пародонта ми визначали вміст мономерів колагену та протеогліканів.

Маркером колагенолізу вважається збільшення концентрації в тканинах вільного оксипроліну, оскільки лише 1% останнього може знаходитися у вільному вигляді [3]. Показником деполімеризації  глікозаміногліканів – небілкових компонентів протеогліканів – є підвищення концентрації гексуронових кислот [128].

Вміст вільного оксипроліну у м’яких тканинах пародонта інтактних щурів (таблиця 3.6) складає 3,98±0,34 мкмоль/г, концентрація гексуронових кислот – 20,21±4,35 мкмоль/г.

Таблиця 3.6

Показники колагенових і неколагенових біополімерів м’яких тканин пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію
	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 

	1
	2
	3
	4
	5

	Продовження табл. 3.6

	1
	2
	3
	4
	5

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.98

±0.34 
	4.78

±0.37
	5.88

±0.23 *
	6.62

±0.22 */**/*** 

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	20.21

±4.35 
	38.00

±2.50 *
	42.03

±2.05 *
	47.44

±2.13 */**


Введення нітрату натрію протягом 30 діб підвищує вміст гексуронових кислот у м’яких тканинах пародонта – до 38,00±2,50 мкмоль/г, проте суттєво не впливає на концентрацію вільного оксипроліну. Це вказує на здатність нітратів викликати у м’яких тканинах пародонта деполімеризацію глікозаміногліканів.

Призначення фториду натрію протягом 30 діб підвищує вміст у м’яких тканинах пародонта вільного оксипроліну – до 5,88±0,23 мкмоль/г (на 47,7%, p<0,01), та гексуронових кислот – до 38,00±2,50 мкмоль/г (у 2,1 рази, p<0,01), що є наслідком активації колагенолізу та деполімеризації глікозаміногліканів.
За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію концентрація вільного оксипроліну в м’яких тканинах пародонта збільшується до 6,62±0,22 мкмоль/г, що перевищує на 66,3% (p<0,001) дані інтактної групи, на 38,5% (p<0,01) – результат другої серії, та на 12,6% (p<0,05) – результат третьої серії.

За цих умов вміст гексуронових кислот підвищується до 47.44±2.13 мкмоль/г, що перевищує в 2,3 рази (p<0,001) дані інтактної групи, та на 24,8% (p<0,05) – результат другої серії.

Колаген і глікозаміноглікани також виконують важливу функцію у формуванні, мінералізації, ремоделюванні та резорбції кістової тканини  [11, 24, 36, 105].  

У кістковій тканині глікозаміноглікани (хондроїтин-сульфат, гіалуронова кислота, кератан-сульфат, гепарин, декорин, біглікан) знаходяться у складі протеогліканів, де їхні лінійні ланцюги зв'язані з білковим ядром [36, 105].

Вміст вільного оксипроліну у кістковій тканині пародонта інтактних щурів (таблиця 3.7) складає 3,34±0,29 мкмоль/г, концентрація гексуронових кислот – 18,41±4,35 мкмоль/г.
Введення нітрату натрію протягом 30 діб підвищує вміст у кістковій тканині пародонта вільного оксипроліну – до 5,02±0,20 мкмоль/г (на 50,3%, p<0,01), та гексуронових кислот – до 35,79±2,77 мкмоль/г (на 94,4%, p<0,01).

Призначення фториду натрію протягом 30 діб підвищує у кістковій тканині пародонта концентрацію вільного оксипроліну – до 5,69±0,21 мкмоль/г (на 70,4%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 37,82±2,36 мкмоль/г (у 2,1 рази, p<0,001).

За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію концентрація вільного оксипроліну в кістковій тканині пародонта збільшується до 6,24±0,33 мкмоль/г, що перевищує на 86,8% (p<0,001) дані інтактної групи, та на 24,3% (p<0,02) – результат другої серії.
За цих умов вміст гексуронових кислот підвищується до 43,96±2,72 мкмоль/г, що перевищує в 2,4 рази (p<0,001) дані інтактної групи, проте суттєво не відрізняється від результатів другої та третьої серій.

Надійним маркером деструктивних змін в кістковій тканині пародонта вважається коефіцієнт оголення коренів молярів, який характеризує ступінь резорбції альвеолярного відростка [108].
Величина коефіцієнту оголення коренів 3-х молярів нижньої щелепи інтактних щурів (таблиця 3.8) складає 35.0±1.9%.

Таблиця 3.7

Показники колагенових і неколагенових біополімерів кісткової тканини пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 

	Вільний оксипролін, мкмоль/г
	3.34

±0.29 
	5.02

±0.20 *
	5.69

±0.21 *
	6.24

±0.33 */** 

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г
	18.41

±2.37 
	35.79

±2.77 *
	37.82

±2.36 *
	43.96

±2.72 *


У щурів за умов 30-денного введення нітрату натрію спостерігається достовірне підвищення цього показника – до 45,5±3,7% (на  30,0%, p<0,05).

Введення фториду натрію збільшує коефіцієнт оголення коренів   3-х молярів нижньої щелепи – до 53,2±3,2% (на  52,0%, p<0,01).

За умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію коефіцієнт оголення коренів 3-х молярів нижньої щелепи підвищується – до 62.9±1.4%, що перевищує на 79,7% (p<0,001) дані інтактної групи, на 38,2% (p<0,01) – результат другої серії, та на 18,2% (p<0,05) – результат третьої серії.
Таблиця 3.8

Зміни коефіцієнту оголення коренів 3-х молярів нижньої щелепи (К)

у щурів за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Введення нітрату натрію


	Введення фториду натрію


	Поєднане введення нітрату та фториду натрію 

	Коефіцієнт оголення коренів молярів, %
	35.0

±1.9
	45.5

±3.7 *
	53.2

±3.2 *
	62.9

±1.4

*/**/***


Таким чином, 

1) введення нітрату натрію в дозі 200 мг/кг протягом 30 діб  призводить до дезорганізацією сполучної тканини пародонта, що супроводжується колагенолізом у його кістковій тканині, деполімеризацією глікозаміногліканів м’яких і кісткової тканин,  резорбцією альвеолярних відростків щелеп;

2) введення фториду натрію в дозі 10 мг/кг протягом 30 діб  призводить до дезорганізації сполучної тканини пародонта, що супроводжується колагенолізом і деполімеризацією глікозаміногліканів його м’яких і кісткової тканин,  резорбцією альвеолярних відростків щелеп;

3) поєднана дія нітрату та фториду натрію протягом 30 діб  посилює у тканинах пародонта колагеноліз у м’яких тканинах пародонта,  резорбцію альвеолярних відростків щелеп.
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РОЗДІЛ 4

ВПЛИВ ІНГІБІТОРІВ ТА СУБСТРАТУ NO-СИНТАЗ 

НА ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНІ ПРОЦЕСИ І ДЕЗОРГАНІЗАЦІЮ СПОЛУЧНОЇ ТКАНИНИ ПАРОДОНТА БІЛИХ ЩУРІВ ЗА УМОВ ПОЄДНАНОГО НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ НІТРАТУ ТА ФТОРИДУ НАТРІЮ

4.1. Вплив інгібіторів та субстрату NOS на стан системи оксиду азоту та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну в тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу та селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво позначається на показниках системи NO у м’яких тканинах пародонта (таблиця 4.1). Так, сумарна активність NOS знижується – відповідно до 4,63±0,35 та 3,25±0,19 мкмоль NО
[image: image12.wmf]-
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/г·хв., тобто на  36,7% (p<0,001) та 55,5% (p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таблиця 4.1

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на показники системи NO у м’яких тканинах пародонта умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Продовження табл. 4.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	NOS, 

мкмоль NО
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/г·хв. 
	4.59 

±0.09 
	7.31

±0.28 *
	4.63

±0.35 ** 
	3.25

±0.19 */** 
	5.9

±0.18 */** 

	Вміст NО
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,

мкмоль/г
	0.08

±0.01 
	0.13

±0.01 *
	0.13

±0.01 * 
	0.11

±0.01 
	0.14

±0.01 *

	Пероксинітрит, мкмоль/г
	0.95

±0.04 
	1.31

±0.10 * 
	1.34

±0.11 
	0.98

±0.11 *
	1.22

±0.10 *


Примітки (у табл. 4.1-4.8):

1) * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів; 

2) ** – р<0,05 у порівнянні з даними четвертої серії.

У той же час, вміст нітрит-йонів і пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта істотно не відрізняється від відповідних результатів четвертої серії.

Введення субстрату NOS і аргінази L-аргініну збільшує у м’яких тканинах пародонта сумарну  активність NOS – до 5.9±0.18 мкмоль NО
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/г·хв., тобто на 28,5% (p<0,001) у порівнянні з даними інтактних щурів. Проте ця величина поступається на 19,3% (p<0,01) результату четвертої серії.

За цих умов концентрація нітрит-йонів і пероксинітриту суттєво не відрізняється від даних четвертої серії.

Введення 7-нітроіндазолу за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво не позначається на величинах активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну – аргінази й орнітиндекарбоксилази у м’яких тканинах пародонта (таблиця 4.2).

Призначення аміногуанідину за умов моделювання поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію збільшує активність аргінази й орнітиндекарбоксилази у м’яких тканинах пародонта – відповідно до 2,11±0,39 мкмоль/ хв. · г білка та 223,3±13,7 нмоль/г·хв., тобто в 3,4 рази (p<0,01) та 68,5% (p<0,02) у порівнянні з даними четвертої серії. Це відбиває роль iNOS у пригніченні ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну.

Таблиця 4.2

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на показники активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію 

(M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	Аргіназа, 
мкмоль/ хв. · г білка
	1.70

±0.23 
	0.62

±0.17 *
	1.40

±0.48 
	2.11

±0.39 **
	1.63

±0.26 **

	Орнітиндекарбок-силаза, нмоль/г·хв.
	225.4

±14.4 
	132.5

±23.7 *
	163.5

±31.1 
	223.3

±13.7 ** 
	194.4

±21.1 


При введенні L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію активність аргінази в м’яких тканинах пародонта збільшується – до 1,63±0,26 мкмоль/ хв. · г білка, тобто перевищує в 2,6 рази (p<0,02) величину четвертої серії, проте достовірно не позначається на активності орнітиндекарбоксилази.

Таким чином, 

1) функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію пригнічує у м’яких тканинах пародонта ферменти аргіназного шляху метаболізму L-аргініну. Введення за цих умов щурам селективного інгібітора іNOS аміногуанідину підвищує у м’яких тканинах пародонта активність аргінази та орнітин-декарбоксилази;

2) введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує у м’яких тканинах пародонта активність аргінази.

4.2. Вплив інгібіторів та субстрату NOS на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво не позначається на продукції у м’яких тканинах пародонта супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (таблиця 4.3). 

Внесення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) – до 26,99±1,46 нмоль/г·с (на 29,4%, p<0,001), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – до 25,37±0,98 нмоль/г·с (на 34,9%, p<0,001), НАДФН-оксидазою лейкоцитів – до 1,35±0,11 нмоль/г·с (на 31,8%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії.

Це вказує, що надлишкова активація продукції супероксидного аніон-радикала наведеними ЕТЛ при поєднаній дії нітрату та фториду, у певній мірі, пов’язана з утворенням у м’яких тканинах пародонта додаткової кількості NO внаслідок активації iNOS. Це також ілюструє дизрегуляцію реакцій циклу оксиду азоту, що створює передумови для підвищення у тканинах концентрації  цієї сполуки та реалізації  її негативних ефектів.

Таблиця 4.3

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на утворення супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, нмоль/г·с (M+m, n=25)

	Джерела продукції
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS) 
	20.11

±1.02 
	38.22

±1.21 *
	39.15

±1.4 * 
	26.99

±1.46 */** 
	35.82

±1.44 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	22.52

±1.01 
	38.99

±1.01 *
	36.9

±1.14 *
	25.37

±0.98 ** 
	32.07

±0.94 */**

	НАДФН-оксидаза лейкоцитів
	1.08

±0.16 
	1.98

±0.07 *
	1.76

±0.15 *
	1.35

±0.11 ** 
	1.42

±0.22 ** 


Застосування L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ  – до 32,07±0,94 нмоль/г·с (на 17,7%, p<0,01) та НАДФН-оксидазою лейкоцитів – до 1,42±0,22 нмоль/г·с (на 28,3%, p<0,05), але істотно не впливає на генерацію цього радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таким чином, 

1) функціональна активність nNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію суттєво не впливає на генерацію у м’яких тканинах пародонта супероксидного аніон-радикала;

2) функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію сприяє продукції у м’яких тканинах пародонта супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  і НАДФН-оксидазою лейкоцитів;

3) введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ  та НАДФН-оксидазою лейкоцитів, але істотно не впливає на генерацію цього радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS).

4.3. Вплив інгібіторів та субстрату NOS на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво не змінює концентрацію ТБК-активних сполук та їхній приріст за час 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у залізоаскорбатному буферному розчині у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 4.4). 

Таблиця 4.4

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті м’яких тканин пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, мкмоль/кг (M+m, n=25)

	Концентрація ТБК-реактантів
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	до інкубації
	18.89

±3.49
	45.87

±2.10 *
	42.4

±2.6 *
	24.66

±4.06 **
	29.62

±4.20 **

	після інкубації
	36.35

±2.75
	76.15

±1.06 *
	72.88

±4.52 *
	39.66

±2.70 **
	59.90

±3.77

*/ **

	приріст
	17.45

±1.74
	30.29

±2.74 *
	30.48

±6.03
	15.00

±2.64 **
	30.29

±7.16


Введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта концентрацію ТБК-активних сполук до та після 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у залізоаскорбатному буферному розчині – відповідно до 24,66±4,06 мкмоль/кг (на 46,2%, p<0,01) та 39,66±2,70 мкмоль/кг (на 47,9%, p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії. Приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації також зменшується – до 15,00±2,64 мкмоль/кг (на 50,5%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії. Це вказує на здатність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію сприяти активації ПОЛ та зниженню антиоксидантного потенціалу в м’яких тканинах пародонта з умов поєднаної дії нітрату та фториду.

Застосування L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта концентрацію ТБК-активних сполук до та після 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у залізоаскорбатному буферному розчині – відповідно до 29,62±4,20 мкмоль/кг (на 35,4%, p<0,01) та 59,90±3,77 мкмоль/кг (на 21,3%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії. Проте приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації за цих умов істотно не змінюється у порівнянні з даними четвертої серії.

Примітно, що введення 7-нітроіндазолу та аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію супроводжується збільшенням активності каталази у м’яких тканинах пародонта – відповідно до 0,26±0,03 мкат/г та 0,27±0,03 мкат/г, тобто на 73,3% (p<0,02) та 80,0% (p<0,02) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 4.5).

Таблиця 4.5

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на активність каталази у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=25)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Продовження табл. 4.5

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Каталаза, мкат/г
	0.28

±0.02
	0.15

±0.02 *
	0.26

±0.03 **
	0.27

±0.03 **
	0.26

±0.04 **


Такі зміни вказують, що функціонування як iNOS, так і nNOS, може супроводжуватися зменшенням активності каталази. Відомою є здатність оксиду азоту взаємодіяти із залізом активного центру ферменту з утворенням менш активної ферікаталази-NO [204].

Застосування L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує активність каталази у м’яких тканинах пародонта – до 0,26±0,04 мкат/г (на 73,3%, p<0,05) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таким чином, 

1) функціональна активність nNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію суттєво не впливає на пероксидне окиснення ліпідів та антиоксидантний потенціал у м’яких тканинах пародонта;

2) функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію сприяє активації декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів та зниженню антиоксидантного потенціалу в м’яких тканинах пародонта;

3) введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію обмежує у м’яких тканинах пародонта пероксидне окиснення ліпідів, підвищує у них активність каталази;

4) функціональна активність nNOS та iNOS за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію супроводжуватися зменшенням активності каталази у м’яких тканинах пародонта.

4.4. Вплив інгібіторів та субстрату NOS на стан біополімерів сполучнотканинних структур пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну – до 7,72±0,21 мкмоль/г (на 16,7%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії, проте істотно не позначається на концентрації гексуронових кислот (таблиця 4.6). 

Таблиця 4.6

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на показники колагенових і неколагенових біополімерів у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.98

±0.34
	6.62

±0.22 *
	7.72

±0.21 */**
	3.89

±0.24 **
	5.75

±0.34 *

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	20.21

±4.35
	47.44

±2.13 *
	46.51

±5.07 *
	28.10

±4.38 **
	36.48

±5.12 *


Це свідчить, що функціонування nNOS обмежує колагеноліз у м’яких тканинах пародонта за умов відтворення поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію.

Внесення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну – до 3,89±0,24 мкмоль/г (на 41,2%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 28.10±4.38 мкмоль/г (на 40,8%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії.

Застосування L-аргініну за умов відтворення поєднаної інтоксикації істотно не позначається на концентрації у м’яких тканинах пародонта вільного оксипроліну та гексуронових кислот у порівнянні з даними четвертої серії.

Введення 7-нітроіндазолу за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує у кістковій тканині пародонта вміст гексуронових кислот – до 53,69±2,31 мкмоль/г (на 22,1%, p<0,05) у порівнянні з даними четвертої серії, проте істотно не позначається на концентрації вільного оксипроліну (таблиця 4.7).

Такі зміни вказують, що функціонування nNOS здатне обмежувати деполімеризацію протеогліканів у тканині альвеолярного відростка щелеп за умов відтворення поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію.

Внесення аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у кістковій тканині пародонта вміст вільного оксипроліну – до 3,87±0,24 мкмоль/г (на 38,0%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 25.17±4.36 мкмоль/г (на 42,7%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таблиця 4.7

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на показники колагенових і неколагенових біополімерів у кістковій тканині пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=25)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.34

±0.29
	6.24

±0.33 *
	6.54

±0.33 *
	3.87

±0.24 **
	5.17

±0.38 *

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	18.41

±2.37
	43.96

±2.72 *
	53.69

±2.31 */**
	25.17

±4.36 **
	31.10

±2.38 */**


Отримані результати свідчать, що з функціонуванням iNOS пов’язане посилення колагенолізу та деполімеризації протеогліканів як у м’яких, так і кістковій тканинах пародонта за умов відтворення поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію.

Застосування L-аргініну за умов відтворення поєднаної інтоксикації істотно зменшує у кістковій тканині пародонта вміст гексуронових кислот – до 31,10±2,38 мкмоль/г (на 29,3%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії, проте істотно не позначається на концентрації вільного оксипроліну.

За нашими даними, функціональна активність NOS впливає на розвиток деструктивних змін в альвеолярному відростку щелеп  у щурів за умов поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію (таблиця 4.8).

Таблиця 4.8

Вплив інгібіторів та субстрату NOS на коефіцієнт оголення коренів 3-х молярів нижньої щелепи (К) у щурів за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=25)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ 7-нітроін-дазол
	+ аміно-гуанідин
	+ L-аргінін

	Коефіцієнт оголення коренів молярів, %
	35.0

±1.9
	62.9

±1.4 *
	59.4

±2.3 *
	37.8

±2.4 **
	45.9

±3.1 */**


Якщо застосування 7-нітроіндазолу суттєво не позначається на величині коефіцієнту оголення  коренів 3-х молярів нижньої щелепи щурів за умов поєднаної інтоксикації, то введення аміногуанідину зменшує значення цього показника – до 37,8±2,4%, тобто на 39,9% (p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії.

Застосування L-аргініну за умов поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію також знижує величину коефіцієнту оголення  коренів 3-х молярів нижньої щелепи – до 45,9±3,1%, тобто на 27,0% (p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таким чином, 

1) функціональна активність nNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію обмежує дезорганізацію сполучної тканини пародонта, що виявляється у зменшенні колагенолізу у м’яких тканинах пародонта та деполімеризації протеогліканів у тканині альвеолярного відростка щелеп;

2) функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію посилює дезорганізацію сполучної тканини пародонта, що виявляється у активації колагенолізу та деполімеризації протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах пародонта,  підвищує резорбцією альвеолярних відростків щелеп;

3) введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію обмежує деполімеризацію протеогліканів у кістковій тканині пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.
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4. Роль пероксинитрита в процессах деполимеризации коллагена и протеогликанов в костях и коже крыс при сочетанном введении в организм нитрата и фторида натрия / И.А. Ковалёва, А.В. Богданов, Д.А. Хмиль // Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье : тезисы XIX  международной медико-биологической конференции молодых исследователей. – СПб. : Изд-во СПбГУ, 2016. – С. 273-274.

РОЗДІЛ 5

ВПЛИВ СКЕВЕНДЖЕРІВ ПЕРОКСИНІТРИТУ НА ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНІ ПРОЦЕСИ І ДЕЗОРГАНІЗАЦІЮ СПОЛУЧНОЇ ТКАНИНИ ПАРОДОНТА БІЛИХ ЩУРІВ ЗА УМОВ ПОЄДНАНОГО НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ НІТРАТУ ТА ФТОРИДУ НАТРІЮ

5.1. Вплив скевенджерів пероксинітриту на стан системи оксиду азоту та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну в тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Підвищення при надлишковому надходженні нітрату та фториду натрію продукції в тканинах пародонта супероксидного аніон-радикала, гіперактивація iNOS, можливість утворення значної кількості NO внаслідок відновлення нітрат- та нітрит-йонів створюють умови для утворення високотоксичного пероксинітриту, що підтверджується суттєвим збільшенням його концентрації – до 1,31±0,10 мкмоль/г, що на 37,9% (p<0,02) перевищує дані інтактної групи (таблиця 5.1).
Таблиця 5.1

Вплив скевенджерів пероксинітриту на показники системи NO у м’яких тканинах пародонта умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	1
	2
	3
	4
	5

	Продовження табл. 5.1

	1
	2
	3
	4
	5

	NOS, 

мкмоль NО
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/г·хв. 
	4.59 

±0.09 
	7.31

±0.28 *
	4.68

±0.16 ** 
	6.20

±0.32 */**

	Вміст NО
[image: image17.wmf]-

2

,

мкмоль/г
	0.08

±0.01 
	0.13

±0.01 *
	0.11

±0.01
	0.11

±0.01

	Пероксинітрит, мкмоль/г
	0.95

±0.04 
	1.31

±0.1 * 
	0.88

±0.08 **
	0.92

±0.10 **


Примітки (у табл. 5.1-5.8):

1) * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів; 

2) ** – р<0,05 у порівнянні з даними четвертої серії.

Для дослідження ефектів пероксинітриту in vivo  застосовуються скевенджери цієї речовини [248, 286], зокрема L-селенометіонін [206] та сечову кислоту [168, 285, 305]. Показано, що ці сполуки ефективно взаємодіють з пероксинітритом та захищають модельні речовини від окиснення та нітрування.

Введення щурам L-селенометіоніну та сечової кислоти за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво позначається на показниках системи NO у м’яких тканинах пародонта. Так, сумарна активність NOS знижується – відповідно до 4,68±0,16 мкмоль NО
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/г·хв. та 6,20±0,32  мкмоль NО
[image: image19.wmf]-

2

/г·хв., тобто  на  36,0% (p<0,001) та 15,2% (p<0,05) у порівнянні з даними четвертої серії.

Концентрація пероксинітриту за цих умов знижується: при застосуванні L-селенометіоніну – до 0,88±0,08 (на 32,8%, p<0,01); сечової кислоти – до 0.92±0.10 (на 29,8%, p<0,05) у порівнянні з даними четвертої серії. Вміст нітритів суттєво не відрізняється від даних першої та четвертої серій.

При оцінці впливу скевенджерів пероксинітриту на показники активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію звертає на себе увагу той факт, що L-селенометіонін збільшує активність орнітиндекарбоксилази – до 207,7±19,1 нмоль/г·хв. (на  56,8%, p<0,05) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 5.2). Проте обидва скевенджери суттєво не впливають на активність аргінази.
Таблиця 5.2

Вплив скевенджерів пероксинітриту на показники активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію 

(M+m, n=20)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	Аргіназа, 
мкмоль/ хв. · г білка
	1.70

±0.23 
	0.62

±0.17 *
	1.52

±0.45
	1.44

±0.51 

	Орнітиндекарбок-силаза, нмоль/г·хв.
	225.4

±14.4 
	132.5

±23.7 *
	207.7

±19.1 **
	197.9

±17.5


Таким чином, 

1) введення білим щурам скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіоніну та сечової кислоти) при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує сумарну активність NOS та концентрацію пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта;
2) застосування L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію збільшує в м’яких тканинах пародонта активність орнітиндекарбоксилази.

5.2. Вплив скевенджерів пероксинітриту на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення щурам L-селенометіоніну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) – до 25,17±1,08 нмоль/г·с (на 34,1%, p<0,001), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – до 27,27±0,63 нмоль/г·с (на 30,1%, p<0,001), НАДФН-оксидазою лейкоцитів – до 1,37±0,13 нмоль/г·с (на 30,8%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 5.3).

Таблиця 5.3

Вплив скевенджерів пероксинітриту на утворення супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, нмоль/г·с (M+m, n=20)

	Джерела продукції
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	1
	2
	3
	4
	5

	Продовження табл. 5.3

	1
	2
	3
	4
	5

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS) 
	20.11

±1.02 
	38.22

±1.21 *
	25.17

±1.08 */**
	36.22

±1.39 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	22.52

±1.01 
	38.99

±1.01 *
	27.27

±0.63 */** 
	29.27

±0.62 */** 

	НАДФН-оксидаза лейкоцитів
	1.08

±0.16 
	1.98

±0.07 *
	1.37

±0.13 **
	1.54

±0.20


Застосування сечової кислоти за умов експерименту також знижує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – до 29,27±0,62 нмоль/г·с (на 24,9%, p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії, проте суттєво не позначається на генерації цього радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) та НАДФН-оксидазою лейкоцитів.

Таким чином, 

1) введення білим щурам L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ та НАДФН-оксидазою лейкоцитів;

2) введення білим щурам сечової кислоти за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта генерацію супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ, проте не впливає на його вироблення НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) та НАДФН-оксидазою лейкоцитів.

5.3. Вплив скевенджерів пероксинітриту на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення L-селенометіоніну та сечової кислоти за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта концентрацію ТБК-активних сполук: до 1,5-годинної інкубації гомогенату у залізоаскорбатному буферному розчині (таблиця 5.4) – відповідно до 26,25±1,72 мкмоль/кг (на 42,8%, p<0,001) та 29,81±3,57 мкмоль/кг (на 35,0%, p<0,01); після інкубації – до 42,31±3,23 мкмоль/кг (на 44,4%, p<0,001) та 50,17±2,31 мкмоль/кг (на 34,1%, p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії. 

Застосування L-селенометіоніну за наведених умов супроводжується зниженням приросту концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації – до 16,00±2,91 мкмоль/кг (на 47,2%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії, що вказує на підвищення антиоксидантного потенціалу в м’яких тканинах пародонта.

Введення сечової кислоти за умов експерименту достовірно не впливає на величину приросту концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації у порівнянні з даними четвертої серії.
Таблиця 5.4

Вплив скевенджерів пероксинітриту на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті м’яких тканин пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, мкмоль/кг (M+m, n=20)

	Концентрація ТБК-реактантів
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	до інкубації
	18.89

±3.49 
	45.87

±2.10 * 
	26.25

±1.72 **
	29.81

±3.57 **

	після інкубації
	36.35

±2.75 
	76.15

±1.06 *
	42.31

±3.23 **
	50.17

±2.31 */**

	приріст
	17.45

±1.74 
	30.29

±2.74 *
	16.00

±2.91 **
	20.37

±5.08


Введення L-селенометіоніну та сечової кислоти за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує у м’яких тканинах пародонта активність каталази (таблиця 5.5) – відповідно до 0,28±0,03 мкат/г (на 86,7%, p<0,01) та 0,26±0,03 мкат/г (на 73,3%, p<0,02) у порівнянні з даними четвертої серії. 

Таким чином, 

1) введення білим щурам L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта активність пероксидного окиснення ліпідів і підвищує антиоксидантний потенціал, що підтверджується зменшенням концентрації ТБК-активних сполук та їх приросту за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині, збільшенням активності каталази;

2) введення білим щурам сечової кислоти за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта активність пероксидного окиснення ліпідів, збільшує активність каталази.

Таблиця 5.5

Вплив скевенджерів пероксинітриту на активність каталази у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	Каталаза, мкат/г
	0.28

±0.02
	0.15

±0.02 *
	0.28

±0.03 **
	0.26

±0.03 **


5.4. Вплив скевенджерів пероксинітриту на стан біополімерів сполучнотканинних структур пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення щурам L-селенометіоніну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну – до 4,12±0,24 мкмоль/г (на 37,8%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 29,34±2,02 мкмоль/г (на 38.2%, p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 5.6).

Таблиця 5.6

Вплив скевенджерів пероксинітриту на показники колагенових і неколагенових біополімерів у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.98

±0.34
	6.62

±0.22 *
	4.12

±0.24 **
	5.42

±0.31 */**

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	20.21

±4.35
	47.44

±2.13 *
	29.34

±2.02 **
	35.58

±5.62


Застосування сечової кислоти за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну – до 5,42±0,31 мкмоль/г (на 18,1%, p<0,02) у порівнянні з даними четвертої серії, проте суттєво не впливає на концентрацію гексуронових кислот.

Введення щурам L-селенометіоніну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у кістковій тканині пародонта вміст вільного оксипроліну – до 3,75±0,28 мкмоль/г (на 39,9%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 25,38±2,69 мкмоль/г (на 42,3%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 5.7).

Таблиця 5.7

Вплив скевенджерів пероксинітриту на показники колагенових і неколагенових біополімерів у кістковій тканині пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.34

±0.29
	6.24

±0.33 *
	3.75

±0.28 **
	5.56

±0.54 *

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	18.41

±2.37
	43.96

±2.72 *
	25.38

±2.69 **
	34.83

±5.02 *


Застосування сечової кислоти за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво не впливає на концентрацію у кістковій тканині пародонта вільного оксипроліну та гексуронових кислот у порівнянні з даними четвертої серії.

Призначення скевенджерів пероксинітриту пригнічує розвиток деструктивних змін в альвеолярному відростку щелеп  у щурів за умов поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію (таблиця 5.8).

Застосування L-селенометіоніну та сечової кислоти за умов поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує величину коефіцієнту оголення  коренів 3-х молярів нижньої щелепи – відповідно до 39,1±1,8% (на 37,8%, p<0,001) та 44,5±2,7% (на 29,3%, p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таблиця 5.8

Вплив скевенджерів пероксинітриту на коефіцієнт оголення коренів 3-х молярів нижньої щелепи (К) у щурів за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=20)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ L-селеноме-тіонін
	+ сечова кислота

	Коефіцієнт оголення коренів молярів
	35.0

±1.9
	62.9

±1.4 *
	39.1

±1.8 **
	44.5

±2.7 */**


Таким чином, 

1) введення білим щурам L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію обмежує дезорганізацію сполучної тканини пародонта, що виявляється у зменшенні колагенолізу та деполімеризації протеогліканів у його м’яких і кістковій тканинах, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп;

2) введення білим щурам сечової кислоти за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію обмежує колагеноліз у м’яких тканинах пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.
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РОЗДІЛ 6

РОЛЬ NF-κB У МЕХАНІЗМАХ ПОРУШЕНЬ ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ І ДЕЗОРГАНІЗАЦІЇ СПОЛУЧНОЇ ТКАНИНИ ПАРОДОНТА БІЛИХ ЩУРІВ ЗА УМОВ ПОЄДНАНОГО НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ НІТРАТУ ТА ФТОРИДУ НАТРІЮ

6.1. Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на стан системи оксиду азоту та аргіназного шляху метаболізму L-аргініну в тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

NF-κB – універсальний фактор транскрипції, який контролює експресію генів імунної відповіді, апоптозу і клітинного циклу. У сімействі NF-κB знаходяться п'ять видів білків: NF-κB1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (p65), RelB і c-Rel [179, 185, 236, 291].  Активна форма NF-κB проявляється тільки в формі димеру, найбільш поширеною формою є димер субодиниць p50 або p52 з субодиницею p65 [176, 298].

У цитоплазмі субодиниці NF-κB знаходяться в неактивному стані в комплексі з інгібіторним білком IκB. Активація NF-κB обумовлена різними стимулами, що включають сигнальні молекули (гормони, B- і T-клітинні мітогени, цитокіни, цАМФ та ін.), продукти бактеріальної і вірусної природи (ліганди рецепторів сімейства TLR, наприклад дволанцюжкова РНК вірусу або ліпополісахарид) та чинники стресу (активні форми кисню, іонізуюча радіація, ультрафіолетове опромінення, підвищений тиск, присутність форболових ефірів та ін.), 

Стимулюючий фактор запускає фосфорилювання IκB при дії кінази IKK (IκB-кіназа), що призводить до деградації IκB під дією протеасоми 26S. Внаслідок цього NF-κB звільняється з інгібуючого комплексу, переміщається в ядро і активує транскрипцію контрольованих генів.

NF-κB – це важлива складова більшості сигнальних шляхів, активація яких викликає швидку індукцію цитокінів, які є основними учасниками регуляції запального процесу, неспецифічних і специфічних механізмів захисту [147, 199].

Оскільки стандартний метод визначення активності NF-κB до цього часу все ще не розроблено, для оцінки ефектів активації NF-κB в експерименті застосовуються його інгібітори  [199]. Так, інгібітор активації NF-κB ІІ – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діаміну) порушує процес транслокації NF-κB у ядро без впливу на деградацію IκB [208]. Ця сполука широко використовується у дослідженнях як  закордонними [136, 137, 263], так вітчизняними науковцями [37, 60, 69, 106, 118].

Введення щурам JSH-23 за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво позначається на показниках системи NO у м’яких тканинах пародонта. Так, сумарна активність NOS знижується – відповідно до 4,50±0,16 мкмоль NО
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/г·хв., тобто  на  38,4% (p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії.

Таблиця 6.1

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на показники системи NO у м’яких тканинах пародонта умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	1
	2
	3
	4

	Продовження табл. 6.1

	1
	2
	3
	4

	NOS, 

мкмоль NО
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/г·хв. 
	4.59 

±0.09 
	7.31

±0.28 *
	4.50

±0.16 **

	Вміст NО
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,

мкмоль/г
	0.08

±0.01 
	0.13

±0.01 *
	0.10

±0.01

	Пероксинітрит, мкмоль/г
	0.95

±0.04 
	1.31

±0.10 * 
	1.01

±0.11


Примітки (у табл. 6.1-6.8):

1) * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів; 

2) ** – р<0,05 у порівнянні з даними четвертої серії.

Отримані результати узгоджуються з тим фактом, що за участю NF-κB  відбувається експресія гену iNOS [173, 262]. Промотор iNOS містить сайти для зв'язування NF-κB [134].

Концентрація нітрит-йонів і пероксинітриту за умов поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію суттєво не відрізняється від даних першої та четвертої серій.

Застосування JSH-23 за умов відтворення поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію збільшує активність орнітиндекарбоксилази – до 241,9±14,1 нмоль/г·хв. (на  82,6%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії, проте суттєво не впливає на активність аргінази (таблиця 6.2).
Таким чином, введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує сумарну активність NOS та збільшує активність орнітиндекарбоксилази в м’яких тканинах пародонта.
Таблиця 6.2

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на показники активності ферментів аргіназного шляху метаболізму L-аргініну у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

(M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	Аргіназа, 
мкмоль/ хв. · г білка
	1.70

±0.23 
	0.62

±0.17 *
	1.54

±0.40

	Орнітиндекарбоксилаза, нмоль/г·хв.
	225.4

±14.4 
	132.5

±23.7 *
	241.9

±14.1 **


6.2. Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення щурам JSH-23 за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) – до 27,13±1,12 нмоль/г·с (на 29,0%, p<0,001), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  – до 24.75±0.78 нмоль/г·с (на 36,5%, p<0,001), НАДФН-оксидазою лейкоцитів – до 1.44±0.12 нмоль/г·с (на 27,3%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 6.3).

Таблиця 6.3

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на утворення супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, нмоль/г·с (M+m, n=15)

	Джерела продукції
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS) 
	20.11

±1.02 
	38.22

±1.21 *
	27.13

±1.12 */**

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	22.52

±1.01 
	38.99

±1.01 *
	24.75

±0.78 **

	НАДФН-оксидаза лейкоцитів
	1.08

±0.16 
	1.98

±0.07 *
	1.44

±0.12 **


Таким чином, введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ та НАДФН-оксидазою лейкоцитів.

6.3. Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на процеси пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у тканинах пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення JSH-23 за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта концентрацію ТБК-активних сполук до та після 1,5-годинної інкубації гомогенату у залізоаскорбатному буферному розчині (таблиця 6.4) – відповідно до 21,73±3,30 мкмоль/кг (на 52,6%, p<0,001) та 37,93±1,82 (на 50,2%, p<0,001)  у порівнянні з даними четвертої серії. 

Таблиця 6.4

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на концентрацію ТБК-реактантів у гомогенаті м’яких тканин пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, мкмоль/кг (M+m, n=15)

	Концентрація ТБК-реактантів
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	до інкубації
	18.89

±3.49 
	45.87

±2.10 * 
	21.73

±3.30 **

	після інкубації
	36.35

±2.75 
	76.15

±1.06 *
	37.93

±1.82 **

	приріст
	17.45

±1.74 
	30.29

±2.74 *
	16.20

±4.94 **


Застосування JSH-23 за наведених умов супроводжується зниженням приросту концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації – до 16,20±4,94 мкмоль/кг (на 46,5%, p<0,05) у порівнянні з даними четвертої серії, що вказує на суттєве підвищення антиоксидантного потенціалу в м’яких тканинах пародонта.

Введення JSH-23 за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію істотно не впливає на активність каталази у м’яких тканинах пародонта у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 6.5). 

Таблиця 6.5

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на активність каталази у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=15)

	Назва ферменту
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	Каталаза, мкат/г
	0.28

±0.02
	0.15

±0.02 *
	0.20

±0.05


Таким чином, введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта активність пероксидного окиснення ліпідів і підвищує антиоксидантний потенціал, що підтверджується зменшенням концентрації ТБК-активних сполук та їх приросту за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині, але істотно не впливає на активність каталази.

6.4. Вплив інгібітора NF-κB на стан біополімерів сполучнотканинних структур пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію

Введення щурам JSH-23 за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну – до 3,67±0,18 мкмоль/г (на 44,6%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 29,2±3,37 мкмоль/г (на 38,4%, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 6.6).

Таблиця 6.6

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на показники колагенових і неколагенових біополімерів у м’яких тканинах пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.98

±0.34
	6.62

±0.22 *
	3.67

±0.18 **

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	20.21

±4.35
	47.44

±2.13 *
	29.2

±3.37 **


Застосування JSH-23 за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у кістковій тканині пародонта вміст вільного оксипроліну – до 3,67±0,18 мкмоль/г (на 41,0%, p<0,001), та гексуронових кислот – до 25.38±2.69 мкмоль/г (на 38,7 %, p<0,01) у порівнянні з даними четвертої серії (таблиця 6.7).

Таблиця 6.7

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на показники колагенових і неколагенових біополімерів у кістковій тканині пародонта за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	Вільний оксипролін, мкмоль/г 
	3.34

±0.29
	6.24

±0.33 *
	3.68

±0.29 **

	Гексуронові кислоти, мкмоль/г 
	18.41

±2.37
	43.96

±2.72 *
	26.93

±3.30 **


Застосування JSH-23 за умов поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує величину коефіцієнту оголення  коренів 3-х молярів нижньої щелепи – до 33,9±1,6% (на 46,1%, p<0,001) у порівнянні з даними четвертої серії  (таблиця 6.8).

Таблиця 6.8

Вплив інгібітора NF-κB JSH-23 на коефіцієнт оголення коренів 3-х молярів нижньої щелепи (К) у щурів за умов надлишкового надходження нітрату та фториду натрію (M+m, n=15)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Поєднане введення нітрату та фториду натрію

	
	
	Контроль
	+ JSH-23

	1
	2
	3
	4

	Продовження табл. 6.8

	1
	2
	3
	4

	Коефіцієнт оголення коренів молярів, %
	35.0

±1.9
	62.9

±1.4 *
	33.9

±1.6 **


Таким чином, введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію обмежує дезорганізацію сполучної тканини пародонта, що виявляється у зменшенні колагенолізу та деполімеризації протеогліканів у його м’яких і кістковій тканинах, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Матеріали цього розділу оприлюдненні в статтях і тезах:

1. Богданов О.В. Вплив інгібітора ядерної транслокації транскрипційного фактора κB на окисний метаболізм у тканинах пародонта щурів за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію / О.В. Богданов, В.О. Костенко //  Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2017. – Т.17, (1. – C. 217-219.
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. 
РОЗДІЛ 7

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Згідно з одержаними нами результатами, введення нітрату натрію в дозі 200 мг/кг протягом 30 діб  супроводжується реципрокними змінами активності ферментів NO-синтазного й аргіназного шляхів метаболізму L-аргініну в м’яких тканинах пародонта: зменшенням сумарної активності NOS і збільшенням активності аргінази й орнітиндекарбоксилази.

Ці дані узгоджується з уявленням про антагоністичний характер взаємодії між окисним (NO-синтазним) і неокисним (аргіназним) шляхами метаболізму L-аргініну (див. рис. 7.1). 
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Рис. 7.1. Шляхи метаболізму L-аргініну [302].

Афінність NOS для L-аргініну майже у 1000 разів більше, ніж для аргіназ, але vmax останніх у 1000 разів більше, ніж NOS. Тобто аргінази можуть ефективно конкурувати з NOS за субстрат, зменшуючи генерацію  NO [233, 302]. 

Закономірним з цієї точки зору є  також виявлена нами здатність фториду натрію (в дозі 10 мг/кг протягом 30 діб) збільшувати у м’яких тканинах пародонта сумарної активності NOS при зменшенні активності ферментів неокисного (аргіназного) шляхами метаболізму L-аргініну. Відомо, що фторид-йони зворотно та неконкурентно інгібують аргіназу  [18, 255, 290]. Про збільшення активності NOS при введенні фторидів раніше вже повідомлялося в літературі [164, 184, 215, 278].
Наслідком зменшення при введенні фториду натрію активності орнітиндекарбоксилази – ключового ферменту у синтезі поліамінів (див. рис. 7.1) [231] – може бути пригнічення процесів реплікації та транскрипції,  що призводить до порушення проліферації клітин та синтезу білка.

За нашими даними, характерне для ізольованого введення нітрату натрію пригнічення сумарної активності NOS змінюється за умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію гіперактивацією NOS. Активності аргінази й орнітиндекарбоксилази суттєво зменшуються.

Надмірна активація NOS за умов надходження до організму екзогенних донаторів NO (нітрат-йонів), які у ході нітрат- та нітрит-редуктазних реакцій ефективно біотрансформуються до NO, суперечить фізіологічному механізму авторегуляції безпечного рівня цієї сполуки в тканинах, що має циклічний характер («цикл оксиду азоту»). Порушення циклічної організації механізму регуляції є потенційною детермінантою утворення патологічної системи [52], оскільки легко при гіперактивації окремого елементу циклу перетворює регуляторний контур у ланцюг причинно-наслідкових зв’язків за типом «хибного кола» («circulus vitiosus»). Таким чином, гіперактивація NOS (за нашими даними, переважно за рахунок iNOS – головного постачальника NO з цитотоксичними властивостями) створює передумови для розвитку дизрегуляторної патології, пов’язаної з надлишковим утворенням АФА та АФК.

Така точка зору підтверджуються виявленим нами збільшенням продукції в м’яких тканинах пародонта за умов поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію супероксидного аніон-радикала та пероксинітриту.

Саме поєднане введення нітрату та фториду натрію потенціює продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS),  НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  та збільшує його генерацію НАДФН-оксидазою лейкоцитів.
Найпотужнішим джерелом генерації супероксидного аніон-радикала вважається внутрішня мембрана мітохондрій [235].

Порушення роботи мітохондріального ЕТЛ підвищує одноелектроне відновлення O2 на рівні ферментних комплексів I (НАДН – убіхіноноксидоредуктаза), ІІІ (убіхінонол – цитохром c оксидоредуктаза) та ділянці цитохром b-c1 [22, 163, 167, 235].  Іншим потужним джерелом генерації супероксидного аніон-радикала є НАДФН-залежні системи:

1) цитохром Р-450-асоційована, розташована у мікросомах [193]; 

2) власне NOS, що містить у своєму складі НАДФН-залежну ЕТЛ, за умов т.зв. роз'єднання в її роботі при дефіциті субстрату (L-аргініну) або певних кофакторів (найчастіше – тетрагідробіоптерину) [135, 222];

3) НАДФH-оксидаза фагоцитів, пов’язана з функцією мембранний гетеродімерний флавогемопротеїну – цитохрому b558 [145].

Так, продукт метаболізму нітрит-йонів – NO – здатний взаємодіяти з ферментами на рівні убіхінонол–цитохром c оксидоредуктаза та цитохром c oксидази) [75, 148, 155], пригнічувати Fe- і Cu-вмісні ферменти [75]. 

Фторид-йони також ушкоджують внутрішню мембрану мітохондрій [132]. Окрім того, легко займають лігандне місце субстрату в цитохромі Р-450, а також через G-білки, активують кальцієву месенджерну систему, яка стимулює дихальний вибух лейкоцитів [122].

Підвищення продукції супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта за умов поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію створює передумови для утворення пероксинітриту, що підтверджується результатами нашого дослідження. Вміст пероксинітриту у м’яких тканинах пародонта, за нашими даними, достовірно перевищує дані як інтактної групи, так і другої серії.
Супероксидний аніон-радикал і пероксинітрит здатні породжувати та продовжувати ланцюги реакцій ПОЛ [65, 190].

Дійсно, за нашими даними,  підвищення концентрації вторинних продуктів ПОЛ – ТБК активних сполук – у гомогенаті м’яких тканин пародонта спостерігається при ізольованому введенні нітрату та фториду натрію. Проте поєднана дія цих сполук потенціює у тканинах пародонта ПОЛ, знижує активність каталази.

Такі зміни можуть відбуватися через здатність як продуктів метаболізму нітрат-йонів (NO та пероксинітриту), так і фторид-йонів пригнічувати АОС. Наприклад, у реакції NO з каталазою утворюється її пригнічена форма – ферікаталаза-NO [204], нітрит-йони інгібують каталазу за умов зниження рН середовища за  конкурентним механізмом [110]. Сам фторид-йон здатний займати лігандная місце субстрату у Fe3+ активного центру каталази, блокуючи цей фермент [122].

Окрім того, порушення АОС за умов надлишкового надходження нітрат- і фторид-йонів може бути обумовлене пригніченням СОД [102] та зменшенням низькомолекулярних АО (глутатіону, аскорбату, токоферолу) [122, 140 308].

Важливу роль у забезпеченні функціонального стану пародонта відіграє сполучна тканина, зокрема, такі її компоненти, як колагенові волокна та основна речовина – протеоглікани і глікопротеїди [105, 107].

За нашими даними, ізольоване застосування нітрату та фториду натрію призводить до дезорганізації сполучної тканини пародонта, що супроводжується колагенолізом і деполімеризацією ГАГ, резорбцією альвеолярних відростків щелеп.
Поєднана дія нітрату та фториду натрію протягом 30 діб  посилює у тканинах пародонта колагеноліз у м’яких тканинах пародонта,  а також резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

У літературі наводиться суперечлива інформація щодо наслідків впливу значних концентрацій NO на обмін колагену, відмічається здатність NO як пригнічувати [216, 250, 274], так і стимулювати його синтез [303]. 

Дезорганізація колагенових волокон, наслідком чого є збільшення концентрації вільного оксипроліну, може бути пов’язана з посиленням генерації АФК і АФА та дисбалансом між синтезом колагенази та її інгібітора [188]. 

Сполуки фтору також знижують вміст колагену, змінюють структуру і регулярність колагенових волокон, а також викликають мінералізацію цієї макромолекули [223]. 

У забезпеченні структурної цілісності пародонта важлива роль належить глікопротеїнам і протеогліканам, які взаємодіють з колагеном [11]. Проте істотних відмінностей концентрації мономерів ГАГ – гексуронових кислот – при поєднаній дії нітрату та фториду натрію у порівнянні з даними ізольованої дії цих сполук не виявлено.

Раніше наші співавтори спостерігали, що за умов хронічної інтоксикації нітратом натрію вірогідно підвищуються рівні фукози, незв’язаної з білками, N-ацетилнейрамінової кислоти та гексуронових кислот у кістковій тканині нижньої щелепи, що свідчить про деполімеризацію фуко- та сиалоглікопротеїнів та ГАГ. При цьому продукти дезорганізації ГАГ із кісткової тканини вивільняються у кров, що призводить до збільшення рівня сироваткових хондроїтинсульфатів при сталих показниках глікопротеїнів, викликає системні порушення сполучної тканини щурів (підвищується рівень загальних ГАГ, їхньої 3-ї фракції та зменшується рівень 2-ї фракції ГАГ у крові). Ці зміни супроводжуються уповільненням процесу репаративної регенерації нижньої щелепи, затримкою динаміки диференціювання остеобластів і клітинних елементів мікроциркуляторного русла у ділянці кісткового мозоля, порушенням формування первинних кісткових балок [31].

Підтверджена нами дизрегуляція процесу авторегуляції рівня NO у тканинах пародонта за умов поєднаної дії нітрату та фториду натрію  потребує з’ясування ролі різних ізоформ NOS у пов’язаних з цим явищем розладах окиснювального метаболізму.

Виявлене за умов призначення аміногуанідину суттєве зменшення активності NOS свідчить про значний питомий внесок саме iNOS у сумарну активність NOS, незважаючи на той факт, що додаткові індуктори цієї ізоформи (ендотоксини, цитокіни тощо [160]) не вводилися. Серед механізмів активації iNOS за умов експерименту можна припустити реалізацію АФК-, АФН- та фторид-опосередковані NF-κB-залежні шляхи [181, 232, 277, 307], фторид-опосередковану продукцію цитокінів (ІЛ-8 тощо) [234, 269].

NO-залежне підвищення вироблення супероксидного аніон-радикала може бути наслідком надлишкової експресії nNOS, індукції та транслокації iNOS, а також активації і / або підвищеного вмісту нещодавно виявленої mtNOS [155].

Нами з’ясовано, що функціональна активність nNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію суттєво не впливає на генерацію супероксидного аніон-радикала у м’яких тканинах пародонта, ПОЛ та АО потенціал у них. Проте саме iNOS за цих умов обумовлює надлишкову продукцію у м’яких тканинах пародонта супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ  і НАДФН-оксидазою лейкоцитів, активацію декомпенсованого ПОЛ та зниження АО потенціалу.

В останні роки NO був ідентифікований як фізіологічний регулятор перенесення електронів та синтезу АТФ шляхом пригнічення цитохромів. Зміни мітохондріальних ферментних комплексів обмежують вихід енергії та додатково збільшують генерацію супероксидного аніон-радикала та пероксиду водню в залежності від концентрації NO [148, 155]. Високу чутливість до дії NO виявляє мітохондріальний ферментний комплекс І. Окрім того, NO утворює нітрозильні комплекси з гемом цитохрому а3 і йонами міді в активному центрі цитохром с оксидази – термінального акцептора електронів мітохондріального транспортного ланцюга [75].

Раніше також було виявлено збільшення генерації АФК НАДФН-оксидазою лейкоцитів при індукції iNOS [311]. Проте виявлене нами підвищення вироблення супероксидного аніон-радикала за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію відбувається з ознаками дизрегуляції механізмів авторегуляції активності iNOS в тканинах пародонта: надходження екзогенного джерела NO згідно із закономірностями негативного зворотного зв’язку повинно було б обмежити активність NOS, проте через блокування конкурентного аргіназного шляху метаболізму L-аргініну та за підтвердженої нами участі NF-κB-залежних механізмів відбувається гіперактивація iNOS з включенням залежної від цієї ізоформи генерації супероксиду.
Проте введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію, за нашими даними, знижує у м’яких тканинах пародонта вироблення супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ  та НАДФН-оксидазою лейкоцитів.

Це підтверджує здатність L-аргініну попереджати роз'єднання переносу електронів в оксигеназних реакціях, оскільки різні ізоформи NOS (eNOS, nNOS, iNOS) окрім оксиду азоту генерують супероксид (особливо при дефіциті L-аргініну та тетрагідробіоптеріну) [135, 217, 222, 253, 258].

Ми також виявили, що призначення аміногуанідину під час відтворення поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує концентрацію вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-реактантів до та після 1,5-годинної інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта у залізоаскорбатному буферному розчині. Приріст концентрації ТБК-активних речовин за час інкубації також зменшується, що вказує на здатність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію сприяти активації ПОЛ та зниженню АО потенціалу в м’яких тканинах пародонта з умов поєднаної дії нітрату та фториду. 

Примітно, що пригнічення як iNOS, так і nNOS, за умов експерименту супроводжується збільшенням активності каталази у м’яких тканинах пародонта. Тобто, робота обох цих ізоформ  супроводжуватися зменшенням активності каталази. Відомо, що NO здатний взаємодіяти із залізом активного центру ферменту з утворенням менш активної ферікаталази-NO [204].

Введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію, згідно з отриманими нами результатами, обмежує у м’яких тканинах пародонта ПОЛ, підвищує у них активність каталази.

Можна припустити, що екзогенно внесений L-аргінін здатний оптимізувати NO / цГМФ-сигналізацію через продукцію NO за участю сNOS. Раніше у тканинах пародонта вже була показана роль nNOS у генерації NO з сигнальними властивостями, спрямованими на обмеження ПОЛ та підсилення АО потенціалу за умов токсичних і метаболічних розладів [61, 115]. L-аргінін виявляє АО властивості також in vitro [67]. 

Зміни активності різних ізоформ NOS неоднозначно впливають на стан біополімерів сполучної тканини пародонта щурів поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію.

За нашими даними, введення селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує вміст вільного оксипроліну в м’яких тканинах пародонта та гексуронових кислот у кістковій тканині альвеолярного відростка. Тобто, функціональна активність nNOS за умов поєднаної інтоксикації зменшує колагеноліз у м’яких тканинах пародонта та деполімеризації протеогліканів у кістковій тканині.

У той же час, внесення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує у м’яких і кістковій тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну та гексуронових кислот, зменшує значення коефіцієнту оголення  коренів 3-х молярів нижньої щелепи. Тобто, функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації сприяє активації колагенолізу та деполімеризації протеогліканів пародонта, підвищує резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

Виявлена нами неоднозначна дія селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу та селективного інгібітора iNOS аміногуанідину, вочевидь, пов’язана з різнаспрямованими ефектами цих ізоферментів.

Очевидно, nNOS обмежує деструктивні катаболічні процеси завдяки продукції NO, який має сигнальні, а не цитотоксичні властивості [46, 48, 116]. Цей механізм, очевидно, також реалізується при введенні екзогенного L-аргініну, що, за нашими даними, супроводжується обмеженням деполімеризації протеогліканів у кістковій тканині пародонта, зменшенням резорбції альвеолярних відростків щелеп. До того ж, нещодавно була показана участь nNOS як стимулятора оновлення скелета [300]. 

В останні роки як провідний шлях, пов’язаний з up-регуляцією процесів колагенолізу та деполімерізації протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах пародонта за умов метаболічних розладів, називають NF-κB / iNOS – залежний механізм [59], що знайшло підтвердження в ході нашого дослідження.

Виявлене нами підвищення продукції супероксидного аніон-радикала мітохондріальним, мікросомальним ЕТЛ та НАДФН-оксидазою лейкоцитів, а також збільшення сумарної активності NOS за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію створюють передумови для утворення пероксинітриту [154, 200, 248, 286], концентрація якого у м’яких тканинах пародонта, згідно з одержаними нами результатами, дійсно суттєво зростає.

За нашими даними, введення білим щурам скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіоніну та сечової кислоти) при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує сумарну активність NOS та концентрацію пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта. Причому застосування L-селенометіоніну збільшує в останніх активність орнітиндекарбоксилази.

У літературі немає однозначної думки щодо впливу пероксинітриту на активність NOS. З одного боку, продукти індукованого пероксинітритом окисного та нітрозильного стресу можуть підвищувати синтез iNOS через NF-κB-залежний механізм [277]. З іншого боку, пероксинітрит та інші АФН здатні пригнічувати NOS (шляхом її окисної модифікації) [248], а також NF-κB-сигналізацію [212], необхідну для експресії iNOS [63, 185].

Дійсно, за нашими даними, введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує сумарну активність NOS та збільшує в м’яких тканинах пародонта активність ферменту конкуруючого аргіназного шляху метаболізму L-аргініну – орнітиндекарбоксилази.

Введення білим щурам L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у м’яких тканинах пародонта продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ та НАДФН-оксидазою лейкоцитів. Внесення щурам іншого скевенджеру пероксинітриту – сечової кислоти – знижує у м’яких тканинах пародонта генерацію супероксидного аніон-радикала мітохондріальним ЕТЛ, проте не впливає на його вироблення НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) та НАДФН-оксидазою лейкоцитів.

Такі зміни, на наш погляд, відображають здатність пероксинітриту порушувати у клітинах функціонування, перш за все, дихального ланцюга мітохондрій. Пероксинітрит нітрозилює та нітрує компоненти дихального ланцюга [148, 155], окиснює цістеїнові та метіонінові залишки білків, пригнічує мітохондріальні ферментні комплекси I та II, аконітазу, АТФ-азу, СОД, креатинкіназу та глутатіонпероксидазу, порушує FeS-білки, знижує рівень відновленого глутатіону [28, 286]. Наслідком цього є збільшує одноелектронне відновлення кисню з утворенням супероксиду, АО недостатність, що зумовлює розвиток окисного стресу.

Нещодавно виявлено закономірності і механізми процесів синтезу АФК / АФА клітинами крові, модифікованими пероксинітритом. Показано, що пероксинітрит активує багатостадійний синтез АФК / АФА лейкоцитами протягом тривалого часу всередині і зовні клітин. Короткочасне (до 2-3 хв) збільшення концентрації АФК / АФА обумовлено активацією NADPH-оксидази, NOS, циклооксигенази і ліпоксигенази; тривале (до 20-40 хв) збільшення концентрації АФК / АФА пов'язано з активацією мієлопероксидази нейтрофілів. Якісний і кількісний склад синтезованих останніми АФК / АФА у відповідь на дію пероксинітриту залежить від концентрації цієї сполуки (0,5 мкМ – 1,2 мМ), складу середовища (рН середовища; концентрації катіонів металів, таких як Mn2+, Zn2+, Fe2+, Са2+, Mg2+; інгібіторів систем транспорту йонів) і присутності сполук, що вибірково пригнічують ферменти синтезу АФК / АФА або перехоплюють ці активні сполуки. Існує також ефект взаємного посилення синтезу АФК / АФА нейтрофілами при їхній взаємодії з пероксинітритом і лігандами до їх поверхневих рецепторів (FPR1 і FCGR) [99, 100, 169].

За нашими даними, введення щурам L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію знижує у гомогенаті м’яких тканин пародонта концентрацію ТБК-активних сполук та її приріст за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині, збільшує активність каталази, що свідчить про обмеження ПОЛ і підвищення АО потенціалу. Введення щурам сечової кислоти за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію також знижує у м’яких тканинах пародонта активність ПОЛ, збільшує активність каталази.

Розвиток окисного та нітрозативного стресу, пов'язаного з утворенням АФА, закономірно призводить до дезорганізації сполучної тканини пародонта [47, 116]. 

За нашими даними, введення щурам L-селенометіоніну за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію обмежує дезорганізацію сполучної тканини пародонта, що виявляється у зменшенні колагенолізу та деполімеризації протеогліканів у його м’яких і кістковій тканинах, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп. Введення білим щурам сечової кислоти за умов експерименту обмежує колагеноліз у м’яких тканинах пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

Отримані нами результати вказують на роль пероксинітриту як чинника, що викликає за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію дезорганізацію сполучної тканини ясен через деполімеризацію колагену та протеогліканів.

Відомо, що вплив L-селенометіоніну на стан процесів ремоделювання кісток підтверджується змінами активності ферментів – маркерів функції остеобластів та остеокластів. При цьому у сироватці крові підвищується активність біохімічного маркеру  формування кістки – лужної фосфатази, активність ферментів-маркерів резорбції кістки (кислої фосфатази та її кісткової ізоформи) знижується [98].

Активація протеїназ вважається необхідною ланкою патогенезу запально-дистрофічних захворювань пародонта [42, 55, 80, 108, 161, 245, 246, 275]: 

Примітно, що введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію запобігає достовірному підвищенню концентрації пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта. Нами також виявлено обмеження механізмів, що постачають пероксинітрит, а сама: зменшення сумарної активності NOS та зниження продукції супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ та НАДФН-оксидазою лейкоцитів.

NF-κB-опосередковане вироблення у тканинах пародонта АФК / АФА за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію дає підстави для активації ПОЛ.

Дійсно, за нашими даними, введення щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за цих умов  знижує у гомогенаті м’яких тканин пародонта концентрацію ТБК-активних сполук та їх приріст за час 1,5-годинної інкубації у залізоаскорбатному буферному розчині, тобто обмежує активність ПОЛ і підвищує АО потенціал.

JSH-23, як відомо, порушує транслокацію NF-κB у ядро [208], де останній впливає на транскрипцію багатьох генів,  експресія яких викликає швидку індукцію прозапальних чинників – цитокінів (ІЛ-1β, ФНП-α, ІЛ-2, ІЛ-6, ІЛ-12, ІЛ-8) та інших молекул: iNOS, циклооксигенази-2, ICAM-1, VCAM-1, Е-селектину, білків комплементу, білків-контролерів клітинного циклу і апоптозу (р53, циклін D1, с-IAP1, c-IAP2, FasL, Bcl-2, TRAF-1, TRAF-2 тощо) [147, 199].

Введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію, за нашими даними, обмежує дезорганізацію сполучної тканини пародонта, що виявляється у зменшенні колагенолізу та деполімеризації протеогліканів у його м’яких і кістковій тканинах, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

На нашу думку, дезорганізація сполучної тканини є наслідком гіперпродукції АФК / АФА, пов’язаної як з утворенням надлишкової кількості NO з екзогенного джерела (нітратів та продуктів їхньої біотрансформації) та активації його ендогенного синтезу (особливо за участю iNOS) за умов пригнічення фторид-йонами конкурентного аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, так і шляхом активації NF-κB-сигналізації з наступною активацією ММП та пов’язаних з цим протеолітичних процесів. Наслідком надмірної продукції супероксидного аніон-радикала, оксиду азоту та продукту їхньої взаємодії – пероксинітриту – є деполімеризація колагену та головних складових основної речовини – протеогліканів і глікопротеїнів [59, 116]. Усі ці макромолекули забезпечують механічні властивості тканин пародонта, зв'язують йони кальцію, затримують воду і забезпечують селективну проникність [71, 107, 108]. 

Таким чином, підбиваючи підсумки дослідження впливу на тканини пародонта 30-денної поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію нами виявлена провідна роль порушень вільнорадикальних процесів, що виявляється у дизрегуляторних розладах активності NO-синтази, гіперпродукції супероксидного аніон-радикала мітохондріальним, мікросомальним ЕТЛ та НАДФН-оксидазою лейкоцитів, активацією ПОЛ, зменшенням антиоксидантного потенціалу, дезорганізацією сполучної тканини пародонта, що супроводжується резорбцією альвеолярних відростків щелеп. 

У ході дослідження підтверджено роль нейрональної та індуцибельної ізоформ NOS у патогенезі вільнорадикальних розладів та дезорганізації сполучної тканини у пародонті. З’ясовано характер дії L-аргініну на вільнорадикальне окиснення, антиоксидантний потенціал, деполімеризацію протеогліканів у тканинах пародонта, резорбцією альвеолярних відростків щелеп за умов поєднаної інтоксикації нітратом і фторидом натрію. З’ясовано, що продукція супероксидного аніон-радикала, стан ПОЛ та АОС, процес дезорганізації сполучної тканини пародонта за  цих умов залежать від утворення пероксинітриту та активації NF-κB. Виявлена ефективність застосування скевенджерів пероксинітриту та інгібітора активації NF-κB для попередження та корекції метаболічних розладів пародонта за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію.

ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання наукової задачі, що полягає у з’ясуванні ролі нейрональної та індуцибельної NO-синтаз, пероксинітриту та NF-κB у механізмах пошкодження пародонта щурів за умов поєднаної токсичної дії нітрату та фториду натрію.
1. Поєднана дія нітрату та фториду натрію протягом 30 діб  призводить до дизрегуляторних змін активності ферментів окисного (NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L-аргініну в м’яких тканинах пародонта: характерне для ізольованого введення нітрату натрію пригнічення сумарної активності NOS змінюється їхньою гіперактивацією, що супроводжується підвищенням концентрації пероксинітриту (на 28,4%, p<0,05); активність аргінази (на 80,4%, p<0,001) та орнітиндекарбоксилази (на 55,1%, p<0,001) суттєво зменшується.

2. Поєднане введення нітрату та фториду натрію потенціює продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (мікросомальним і NOS), НАДН-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій, збільшує його генерацію НАДФН-оксидазою лейкоцитів, посилює пероксидне окиснення ліпідів і колагеноліз у м’яких тканинах пародонта, збільшує резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

3. Функціональна активність iNOS за умов поєднаної інтоксикації нітратом та фторидом натрію пригнічує у м’яких тканинах пародонта ферменти аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, сприяє продукції у супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (відповідно, на 29,4%, p<0,001, та 34,9%, p<0,001) і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 31,8%, p<0,01) активації декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів та зниженню антиоксидантного потенціалу. 
4. Виявлено відмінності впливу nNOS та iNOS на дезорганізацію сполучної тканини пародонта при поєднаній інтоксикації нітратом та фторидом натрію. Функціональна активність nNOS за цих умов обмежує колагеноліз у м’яких тканинах пародонта та деполімеризацію протеогліканів у тканині альвеолярного відростка щелеп. Функціональна активність iNOS посилює колагеноліз та деполімеризації протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах пародонта, підвищує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

5. Введення L-аргініну за умов відтворення поєднаної 30-денної інтоксикації нітратом і фторидом натрію підвищує у м’яких тканинах пародонта активність аргінази (в 2,6 рази, p<0,02), знижує вироблення супероксидного аніон-радикала дихальним ланцюгом мітохондрій (на 17,7%, p<0,01) та НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 28,3%, p<0,05), обмежує пероксидне окиснення ліпідів, підвищує активність каталази (на 73,3%, p<0,05), а також зменшує деполімеризацію протеогліканів у кістковій тканині пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

6. L-селенометіонін та сечова кислота є ефективними скевенджерами пероксинітриту в м’яких тканинах пародонта при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію, зменшують у них сумарну активність NOS (відповідно на 36,0%, p<0,001, та 15,2%, p<0,05) та концентрацію пероксинітриту (на 32,8%, p<0,01, та 29,8%, p<0,05). Застосування L-селенометіоніну за цих умов збільшує в них активність орнітин декарбоксилази (на  56,8%, p<0,05), знижує продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (на 34,1%, p<0,001, та 30,1%, p<0,001), і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 30,8%, p<0,01), обмежує пероксидне окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал, зменшує колагеноліз та деполімеризацію протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп. Введення сечової кислоти знижує у м’яких тканинах пародонта генерацію супероксидного аніон-радикала дихальним ланцюгом мітохондрій (на 24,9%, p<0,001), обмежує пероксидне окиснення ліпідів, збільшує активність каталази, зменшує колагеноліз,  а також знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

7. Введення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує в м’яких тканинах пародонта сумарну активність NOS (на 38,4%, p<0,001), збільшує активність орнітиндекарбоксилази (на  82,6%, p<0,01), знижує у них продукцію супероксидного аніон-радикала НАДФН- і НАДН-залежними електронно-транспортними ланцюгами (на 29,0%, p<0,001, та 36,5%, p<0,001), і НАДФН-оксидазою лейкоцитів (на 27,3%, p<0,01), обмежує активність пероксидного окиснення ліпідів, підвищує антиоксидантний потенціал,  а також зменшує колагеноліз та деполімеризації протеогліканів як у м’яких, так і кістковій тканинах пародонта, знижує резорбцією альвеолярних відростків щелеп.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Одержані результати обґрунтовують доцільність подальшого вивчення  ефективності впливу інгібіторів індуцибельної NO-синтази, NF-κB, скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіонін та сечова кислота) та L-аргініну в лікарських формах для місцевого та системного застосування, з метою попередження та корекції пошкодження м’яких і кісткової тканин пародонта за умов поєднаної дії надмірних концентрацій нітрату та фториду натрію.

2. Одержані результати обґрунтовують доцільність подальшого дослідження ефективності застосування інгібіторів індуцибельної NO-синтази, NF-κB та L-селенометіоніну як засобів попередження розвитку дизрегуляторної патології у тканинах пародонта при спільному надходженні нітрат- та фторид-йонів, пов’язаному з порушенням механізмів авторегуляції рівня NO та зменшенням активності ферментів аргіназного  шляху метаболізму L-аргініну (аргінази, орнітиндекарбоксилази).
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11. 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. 
12. Хмиль Д.А. Механизмы нарушения окислительного метаболизма и дезорганизации соединительной ткани кожи и пародонта при сочетанном введении в организм нитрата и фторида натрия / Д.А. Хмиль, А.В. Богданов // Фундаментальная наука и клиническая медицина — Человек и его здоровье : тезисы XVIII международной медико-биологической конференции молодых исследователей, посвященной двадцатилетию медицинского факультета СПбГУ. — СПб. : Изд-во СПбГУ, 2015. - С. 569-570. 
13. L-селенометіонін – ефективний засіб корекції  пероксинітрит-залежних порушень окиснювального метаболізму при надмірному утворенні оксиду азоту / В.О. Костенко, О.В. Богданов, І.В. Нагорняк, Н.В. Соловйова, В.В. Талаш, Д.О. Хміль // Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології :  всеукраїнська науково-практична конференція з міжнародною участю, присвячена 50-річчю кафедри патологічної анатомії та кафедри патофізіології Запорізького державного медичного університету (Запоріжжя, 28-29 травня 2015 р.). – Запоріжжя, 2015. – С. 56.
14. Механізми патологічного системогенезу за умов надлишкового утворення оксиду азоту в організмі : Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм : VIII наук.-практ. конф. : (Тернопіль, 1-2 жовтня 2015 р.) : мат. / В.О. Костенко,  О.В. Богданов, О.М. Бойченко, І.О. Ковальова, І.В. Нагорняк, Д.О. Хміль. – Тернопіль, 2015. – С. 39-40.
15. Ковалёва И.А. Роль пероксинитрита в процессах деполимеризации коллагена и протеогликанов в костях и коже крыс при сочетанном введении в организм нитрата и фторида натрия / И.А. Ковалёва, А.В. Богданов, Д.А. Хмиль // Фундаментальная наука и клиническая медицина — Человек и его здоровье : тезисы XIX  международной медико-биологической конференции молодых исследователей. – СПб. : Изд-во СПбГУ, 2016. – С. 273-274.

16. Механізми ауторегуляції утворення оксиду азоту в організмі ссавців та їх порушення при розвитку патологічних процесів / В.О. Костенко,  Н.В. Соловйова, О.В. Коваленко,  О.А. Левченко,  Б.В. Сорокін,  О.А. Стасюк, А.М. Фартушна, О.В. Богданов // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2011. – Т.11, (3. – C. 150-154.
ВІДОМОСТІ ПРО АПРОБАЦІЮ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ 

Основні наукові положення і результати дисертації доповідалися та обговорювалися на таких наукових форумах:
1) всеукраїнська науково-практична конференція «Медична наука – 2010» (Полтава, 16-17 грудня 2010 р., усна доповідь);

2) X читання ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 26-27 травня 2011 р., публікація матеріалів);

3) науково-практична конференція «Інноваційні технології у стоматології та клінічній медицині» (Полтава, 6-7 жовтня 2011 р., публікація матеріалів);

4) XVIII міжміська конференція молодих учених «Актуальные проблемы патофизиологии» (Санкт-Петербург, 25-26 квітня 2012 р.);

5) VI науково-практична конференція «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 31 жовтня – 1 листопада 2013 р., публікація матеріалів);

6) всеукраїнська науково-практична конференція «Медична наука в практику охорони здоров’я» (Полтава, 28 листопада 2014 р., стендова доповідь);

7) всеукраїнська науково-практична конференція з міжнародною участю, присвячена 50-річчю кафедри патологічної анатомії та кафедри патофізіології Запорізького державного медичного університету «Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології» (Запоріжжя, 28-29 травня 2015 р., публікація матеріалів);

8) VIІІ науково-практична конференція «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 1-2 жовтня 2015 р. ,публікація матеріалів), 
9) XVIIІ міжнародна медико-біологічна конференція молодих дослідників «Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье» (Санкт-Петербург, 18 квітня 2015 р., публікація матеріалів);

9) XIX міжнародна медико-біологічна конференція молодих дослідників «Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье» (Санкт-Петербург, 23 квітня 2016 р., публікація матеріалів);

10) засідання апробаційної ради №1 ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (Полтава, 11 жовтня 2017 р., усна доповідь).
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AKT BITPOBAJDKEHHA

1. Ilponosuyis ona enpoeadcenHsa: 3aKOHOMIPHOCTI MO€AHAHOT li
HiTpaT- 1 GhTOpUn-HOHIB Ha MAPOJIOHT.

2. Yemanosa-pospoonux:  BJAH3Y  «VYkpaiHcbka — MeaudHa
CTOMAToJIoriyHa akajemis», kadeapa mnarodizionorii, 3a04HUN acmipaHT
bornanos Onekciii BonoauMuposud

3. Hocepena inghopmayii:

Crarrsi:

borganos O.B. BinbHopaaukayibHi MNpoUEcH B TKaHWHAX [apoOJOHTa
IIypiB 33 YMOB I0€IHAHOTO HAJUTMIIKOBOTO HaJXO/KEHHS HiTpaTy Ta (ropuiy
natpito / O.B. Boraanos, B.O. Kocrenko // AkTyanbHi npobiemMu Cy4acHOl
MeIUIUHU: BicH. YKpaiHCbKOl Me. ctomarod. akagemii. — 2016, — T.16, Ne2. —
C.210-213.

4. baszoea ycmanosa, ska nposodums enposaoddcenns: BJIH3Y
«YKpaiHCbKa MeJMYHa CTOMATOJIOTiYHA AaKaJeMisi», kadeapa narodizionorii.
O6rosopeHo Ha 3aciganHi kadeapu 12.12.2016 p., nporokoa Ne 8.

5. Tepmin enposadoicenns: BepeceHb-nucronan 2016 p.

6. dopma  enpoeaddcenHa:  MaTepiald  BUKOPUCTOBYIOTBCS B
HaBYaJIbHOMY Npoueci kadeapy - JIeKIikHOMY Kypci Ta IPaKTHYHUX 3aHATTAX 32
Temoto «ITopylUeHHs TpaBieHHs Y POTOBIH NOPOKHKHI, ITYHKY 1 KHILIKaxX».

7. 3aysaocenns i nponozuyii: He BHOCHIHCS.

BinnosiganbHM# 32 BIPOBaIXKEHHS:

3asigyBau kadeapu natodizionorii
BJIH3Y «YkpaiHchbKa Med4YHa CTOMATONOrIYHA aKaaemis»,

A.MeJ.H.,ITpodecop /(/ Koctenko B.O.
z
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Vaesuos B.O.
2016 p.

1. HasBa BnpoBamkeHHs:: MeXaHi3MH YIIKOMKCHHS IapOJOHYa HypiB 3a YMOB [O€IHAHOTO
HAJUIMIIKOBOTO HAJIXOMKEHHS HITpaty Ta (ropuiy HaTpiio.

2. Ycranopa-po3poduuxk, asrop: BJJH3Y «Ykpaincbka MeaudHa CTOMATOJIOTiYHA aKaJeMisn»,
kabespa narodiziosorii, boraanos Onekciit BonoumMupoBuy.

3. I:xepeno indopmaunii: 1) bornanos O.B. BinpHopa/iMKaibHi NPOLECH B TKAHMHAX NApOJOHTA
IIypiB 32 YMOB [0€HAHOIO HAUTLIKOBOTO HAIXOUKCHHS HiTpary Ta ¢ropuiy Harpito / O.B.
Bormauos, B.O. Koctenko / AKTyanbHi npofieMu cy4acHoi MeIMIuuu: BicH. YKpaiHCBKOI MEJI.
croMatoll. akajemii. — 2016. — T.16, Ne2. — C. 210-213; 2) boraanos O.B. Bruus inriditopis Ta
cy6cTpary NO-cuHTa3 Ha BUILHOPAaIMKalbHI NPOLECH B TKaHMHAX [ApOJOHTA IypiB 3a yMOB
[O€IHAHOTO HA/JIMIIKOBOTO HAJXO/DKEHHS HITpaTy Ta (TOpuy HATpiio / O.B. bornanos, B.O.
KocTenko // AKTyaibHi TIpoGieMH Cy4acHOi Meauuuuu: Bich. VKpaiHCbKOi MeJ. CTOMATol.
akagemii. — 2016. — T.16, Ne3. — C. 143-146; 3) borganos A.B. Mexanu3mbl JU3peryisiiy
HUTPOKCHIEPTMYECKOH CHCTEMBI B TKaHAX I[APOJIOHTA KpBIC B YCIOBHAX COUCTAHHOTO
M30BITOYHOTO TIOCTYIUICHUS HUTpaToB U (ropuaa Hatpus / A.B. bornanos, [OM. I'puuiko, B.A.
Koctenko // Wiadomosci Lekarskie. - 2016. — T. LXIX, Ne3 (cz. IT). — S. 457-461; 4) bornaHos
O.B. BIUIMB CKeBEH/UKEPIiB MEPOKCHHITPUTY HA OKMCHHMHM MeTaboNi3M y TKaHMHAX MapoloHTa
IypiB 3@ YMOB MOEJHAHOTO HAUTMHIKOBOIO HAAXODKECHHS niTpary Tta ¢ropugy Harpiro / O.B.
Bornanos, B.O. Koctenko / Cit Memuuuny Ta Gionorii. —2016. — Ne3. — C. 95-98.

4. Jle snpoBamkeno: Ha xadeapi 3aranbpHoi Ta KIiHiYHOi matojoriuHol  ¢isionorii
im. B.B. TTixBucoliskoro OechKoro HalliOHAIHHOrO MEIMYHOIO YHIBEPCHTETY NpU [POBE/ICHHI
JEKLIAHOro Kypey Ta MPaKTUYHUX 3aHATH 338 TEMOIO «ITatodizionoris CUCTEMHU TPABJICHHA.

5. Tepminu BnpoBajKkeHHst: BepeceHb-ucromnal 2016 p.

6. PesyabTaTH BOpoBafiKeHHA: BUKOPHCTaHHS De3ylbTaTiB HAyKOBUX JocitipkeHs bornanosa
O.B. B HABYAILHOMY JI03BOJISIC PO3LIMPHUTH 3HAHHS CTYJCHTIB IO natoizionoriydi MexXaHi3Mu
YIIKOUKEHHs NapoJOHTa NP INOEIHAHIN Iii Ha OprasisM XiMiYHUX YMHHHKiB HaBKOJMIIHBEOTO
cepeaoBULIA.

7. 3ayBaxkenHsi Ta npono3uuii: Hemae.

8. OGroBopeno Ha 3acinanti kapeapu 11.10.2016 p., npoToKON Ne 3.

BiamoBinajibHUMA 3a BIPOBADKEHHS:

3aBinyBau Kadeapu 3arajabHoOi Ta KIHIYHOT
maronorignoi gisionorii im. B.B. Tliasucoupkoro
OJ1eCHKOr0 HALlIOHATBEHOTO MENYHOTO YHIBEPCHUTETY,

npogecop
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AKT ITPO DBAJIVKEHHSI
pesy/bTaTiB HayKoBUX Joctimkens borianosa O.B.
B HABYAJILHUH Npolec

1. HajimenyBanHs npono3uuii 1uisi BIPOBAKEHHS: Mexaui3mMu po3najiB NapoJOHTa 33 YMOB
[10€IHAHOTO HAJUTHIIKOBOTO HAIXODKEHHS HITpaTy Ta GTOpHIY HATPilO.

2. Yeranosa, aBTop: aci. bormasos Onekcidt BonoanuMuposnd, 36011, m. ITonrasa, Byn. lles-
ueHka, 23, Kapenpa natodisiosorii BAH3Y «YkpaiHcbka MENYHA cTOMATOJOTIuHa akaaeMisy, kadeapa
narodizioJorii.

3. dxepena ingopmauii:

1. Mexani3Mu ayToperyJsiii yTBOPEHHs OKCHY 430Ty B opraui3mi ccaBLiB Ta ix MOPYLICHHS PN
po3BUTKY marojoriyaux mpouecis /B.O. Kocterko, H.B. Cosnogiiosa, O.B.Kosanenko, O.A. JleBueHko,
B.B. Copokin, O.A. Cractox, AM. ®aprymna, O.B. boraanos // AxTyanbHi mpoOJeMH Cy4acHOT
mequiman: BicH. Ykpaincekoi Men. ctomarosn. akafemii. — 2011 - T.11, Ne3. - C. 150-154.

2. Bormganoe O.B. BineHopaaukanbHI NMpOLECH B TKAHWHAX I11apOJIOHTA IypiB 33 YMOB TMO€I-
HAHOTO HAJUTHIIKOBOTO HAIXO/DKEHHS HIiTpaTy Ta ¢ropuay Harpito / O.B. Bormanos, B.O. Kocrerko I
AKTyalbHi npo6iemMu cydacHoi MeauuuHu: BicH. YKpaiHCBKOT MEJI. CTOMATOJ. akagemil. — 2016. — T.16,
N2, - C. 210-213.

3. Bormanos O.B. Brius inri6itopis Ta cybcrpaty NO-cuHTa3 Ha BITBHOpaIMKaTbHI POLIECH B
TKaHMHAX NapOJOHTA IYPiB 32 YMOB TO€AHAHOTO HAUTHIIKOBOTO HAXOKCHHS HiTparty Ta GTOpUIY Ha-
tpito / O.B. Bornanos, B.O. Kocrenko / AxTyanbHi npobnemu cydacHOi MexuiuEN: BicH. YKpalHChKOl
MejL. cTomartodt. akanemit. — 2016. — T.16, Ne3. — C. 143-146.

®yHkuionansHa akTHBHICTS INOS 3a yMOB GiHapHOT iHTOKCHKALT HITpaTOM Ta GTOPHIOM HATPIlO
NPUTHIYYE Y M’ SKHX TKAHMHAX [TapoIOHTa GEPMEHTH apriHa3HOTo WITAXY metaboni3My L-apriHiny, cripu-
si€ TIPOAYKLIT y cynepoKchaHoro arion-panukana HAJJOH- i HAJTH-3anexxHIMH e(QeKTpOHHO-TPaHCIo-
priumu manmroramn 1 HAJIOH-okcr1a3010 TeHKOUHTIB, aKTHBALll JAEKOMITEHCOBAHOTO MEPOKCHIHOTO
OKHMCHEHHS JIMIAIB T2 3HKEHHIO aHTHOKCHIAHTHOTO TOTEHIaTy. BUsSBIEHO BIAMIHHOCTI BILIMBY nNOS
ta iINOS Ha fe3opraHizaililo croJy4HO! TKAHHHU MapoIOHTa. ®ynkuioHaibHa akTuBHICTE NNOS 32 X
YMOB 0OMEXY€ KOJNAareHoi3 y M’ KX TKaHWHAaX TMapo/loHTa Ta JerosiMepU3allito MPOTEOTTiKaHIB y TKa-
HWHI aIBBEONIPHOTO BigpocTka menen. PyHKIIOHABHA aKTHBHICTD iNOS nocuoe KoJaresosis Ta ze-
noNiMepu3alli MpoTeorTikaHiB y M KHX i KICTKOBIH TKaHHHAX MapoJIOHTa, T ABHIIYE pe30pOLiero allb-
BEOJISIPHUX BIIPOCTKIB ILEJIETI.

4. Jle i koam BmpoBakeHo: XapKiBChKWH HaliOHAIBHAH MEIMTHUH yHiBepcuTeT, Kadenpa
narosioriuaol ¢izionorii im. J[.O. AnbnepHa.

5. ®opMa BNPOBAKEHHS: HABUAIBHHUIL IPOLIEC, Y KYPCi JIEKIIH Ta MPAKTUYHUX 3aHATH 3a TEMOKO
«ITatodisionoris knituam», «IlaTodizionoris CHCTEMH TPaBICHHS.

6. EgexTuBHicTh BNPOBAMKEHHS: BUKITAa€ThCA J0NATKOBA iHdopMmallis, UI0 CIPHSIE Kparomy
3aCBOEHHIO MaTepiany.

7. CTpoKH BNpOBaIKeHHsI: BepeceHb - TpyaeHs 2016 p.

BinnmosiganeHui 3a BIPOBA/DKCHHS:

3aB. Kaenpu naroyoriunoi disionorii im. J[.O. Anbriepra
XapKiBCBKOTO HALIOHAIBHOTO MENYHOTO YHIBEPCHTETY
JL.MEJLH., npodecop

// / 7&./ Hikomaesa O.B.
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1. IIpono3uuin oaa enpoeadicennsa: NO—3a1exKHI MEXaHI3MHU MOMIKOMIKEHHA TKAHUH [apoOIOHTa
3a YMOB NOEIHAHOTO HAIUTMIIIKOBOTO HAJXOKEHHS HiTpaTy Ta GTOPALY HATPIO.

2. Ycmanosa-pospobnux: BIJH3Y «Ykpainchka MeqHdYHa CTOMATOIOTIYHA aKaeMisy», kadeapa
naroisiosorii, 3aouynHuii acnipant bornanos O.B. ‘

3. dicepeno ingpopmayii:

Crarri:

Bormanos O.B. BinpHopamvKanbHi IpoLecH B TKAHAHAX NAPOJOHTA IIypPiB 338 YMOB [OEIHAHOTG
HALTMIIKOBOT'O HAIXO0KEHHS HiTpaTy Ta ¢ropumy HaTpito / O.B. Bormanos, B.O. Koctenko // AKTyanbHi
npobiieMn cydacHoi Menuumuu: Bich. YKpaiHCBKOI MeA. cToMartoll. akamemii. — 2016 - T.16, No2. -
C.210-213. . , ,
Boraanos A.B. MexdaHu3MBI IU3pery;SILHH HATPOKCHAEPIAYECKOH CUCTEMbi B TKAaHAX NapoJOHTa
KpEIC B YCIOBMSX COUETAHHOTO HM30OBITOYHOTO MOCTYIUIEHHS HHTPAaTOB M ¢TOpHIa HaipHsi / AB.
Boraenor. K).M. I'pumxo, B.A. Kocrenko / Wiadomoscei Lekarskie. - 2016. — T. LXIX, N3 (cz. ily. - S.
457-461

tlocanana mis HiTpary Ta ¢ropuay Harpito 1poTsroM 30 116 NPU3BOAXTH A0 IH3PEryNISTOPHU:.
Mg axTuBIOCTl BepMmeHTiB okucHOro (NO-CHH123HOr0) Ta HEOKHCHOIO (@pPriHasHOro) IfLiixis
Me1abosiisMy L-apmHiHY B MSKHX TKaHWHEX MapoOJOHTA: XApaKTepHe ns I30JIROBRHOIC BREIENN:
ITPATV Harpilo MPUrHIYeHH CyMapHOi akTHBHOCTI NOS 3MIHIOETBCS IXHBUK rinmepakTgranicy, no
CYLiPOBOKYETbCS  NIABMINEHHSAM  KOHLEHTpAii  NEPOKCHHITPHTY; aKTMBHICTE  ap1a3d  #
ODHITHHACKAPOOKCHIIA3K CYTTEBO 3MEHLIYETHCA.

(o€ 1HaKe BBEJICHHS HiTpaTy Ta PTOPHIY HATPIIO MOTEHIHIOE MPOAYKIIIIO CYIIEPOKCHAHOTO aHIVk-
patikars HAJIQH 3anexHAMH €IeKTPOHHO-TPAHCNOPTHMMY JIaHIoraMu (Mikpocomanbaam 1 NOS),
HAJTH-3aiexHum JIMXaIbHMM JIAHIIOTOM MiTOXOHZPiH, 3611bIye #Horo venepaniro HA/IOH-okcHraso0
JCHKOUK1IB. TIOTEHMIIOE IIEPOKCHAHE OKHMCHEHHS JHMAIB, 3HHXKYE aKTHBHICTH Karajash. [OCTHITIOC
KO:areHoNI3 y M SIKHX TKaHHHAX MapoIOHTa, 301IBIIyE pe30pOLIio albBEOIAPHUX Bi/IPOCTKIB MIETIeT.

4. Baszosa ycmanoea, AKa npoeooums &npoeaddceHHA: 3alNOPI3bKUHA HepKaBHHH MEIAYHU I
yHiBepcuTeT, Kadepa narosioriunoi diziosorii (mpotokon Ned ix 12.12.2616 p.).

5. Tepmin enposadxcenna: sepeceHb-rpyneHs 2016 p.

6. (Dopma 6npPoAOICEHHA: MATEPIATH BHKOPHCTOBYIOTBCS B HABUAIBHOMY npoueci kadpeapy -
JeKiifHOMY Kypcl Ta NpakTHYHHX 3aHATTAX 3 MaTodisionorii (3a TeMolo "Tlatogizionoris CUCTEMU
TraBieHHS. 14€0CTaTHICTh TPaBIEHHS ).

7. 3ayeadicenna i nponosuyii: He BHOCHIIUCS.

3innoBigaTbHKY 3@ BITPOBAIKECHHS:

Npodecop xadeapu natonoriuxoi Ppizionorii,
3a10pi36KOTe AEPKABHOIO MEAMYHOIO YHIBEPCHTETY,
J.MELIL, Iipogecop "

AR 0.C L‘/,/zA.B. AbGpaMoB
s
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1. HaiiMmeHyBaHHSI MPONO3HILIl AJisi BOPOBaIxKeHHs: Poib akTUBHUX (OpPM HITpOreHy Y
po3iazax MapoJOHTa 32 YMOB MOEAHAHOTO HAITMIIKOBOTO HAIXO/DKEHHS HITpaTy Ta (Qpropuiy
HATPIIO.

2. Ycranosa, aBrop: 36011, M. ITontaBa, Bya. llleBuenka, 23, kadenpa narodisionorii
BJIH3Y «YkpaiHchbka MeauuHa CTOMATOJIOTiYHA aKaaeMisy», kadeapa narodizionorii, 3a04H. aci.
boraanos Ouekciit BosiogumupoBud.

3. Axepena indopmanii:

borganos O.B. BIUIMB CKeBEeH/DKEPiB TMEPOKCHHITPUTY Ha OKHCHHHA MeTabomisM y
TKaHMHAX IMapOJOHTAa WIypiB 3a YMOB TOEAHAHOrO HAJTMIIKOBOTO HAAXOIUKEHHA HITpary Ta
¢ropuny Harpito / O.B. Bornauos, B.O. Kocrenko // Csit Meaununu Ta 6ionorii. — 2016, — Ne3.
- C. 95-98.

L-celeHOMETIOHIH Ta ce4oBa KMCIOTa € e(eKTUBHIUMH CKEBEHIKEPAMH NIEPOKCUHITPUTY B
M’KHX TKaHHHAaX MapoJOHTa IMpH MOJEIOBaHHI OiHapHO! XpOHIYHOi iHTOKCHKalii HITPaTOM i
GTOpHIOM HATpilO, 3MEHINYIOTh Yy HUX cyMmapHy aktuBHICTB NOS Ta KOHLEHTpaLiKo
TIEPOKCHHITPUTY. 3aCTOCYBaHHA L-CeleHOMETIOHIHy 3a IUX yMOB 30ibUIy€ B HHX aKTHBHICTH
OpHITHHIEKapOOKCHIIa3H, 3HWXKYE MNPOAYKIiIO CcymepokcuaHoro anion-paaukaia HAJIOH- i
HAJIH-3ae)XKHUMH ~ €JIEKTPOHHO-TpaHCIOpTHUMH  JaHmoramu  Ta  HAJIOH-okcunasoro
NEHKOUTIB, OOMEKYE NEPOKCHAHES OKMCHEHHS JIMiAiB, MiJBUINYE aHTHOKCHAAHTHAH [MOTEHLIa,
3MEHIIye KOJAreHoNdi3 Ta JerojliMepu3alii MPOTEOrNMiKaHiB y M’ AKHX i KiCTKOBiH TKaHHHAX,
3HIDKYE pe3opOLi€io albBEOAPHUX BiJPOCTKIB mienen. BBeJeHHS Ce€40BOi KUCIOTH 3HMXKYE Y
M’SIKMX TKaHMHAX IIaPOJOHTA TEHEpallilo CYINEPOKCHAHOTO aHiOH-paguKaga AUXajJbHUM
JIAHIIOTOM MiTOXOHpiH, OOMeXye NEepOKCHAHE OKHUCHEHHS JiMifiB, 30iNbIIyE aKTUBHICTH
Karanasy, 3MeHIIye KONATEHONi3, @ TAaKOX 3HIKYE pe3opOILiclo albBEONSAPHUX BiIPOCTKIB
Hesen.

4. le i konm BmpoBaaxkeno: HauionansHui (apMmaneBTHYHUH yHiBepcUTeT, Kadenpa
aTojIoriYHol (i3iosorii.

5. ®opma BOPOBaIKeHHs: HABYAIBHUI NpoIiec, y Kypcei JIEKIIH Ta IPAaKTHYHUX 3aHATH 32
temamu "IlaTodizionoria xkaituru", “IlatoreHHa ais GakTopiB 30BHIIIHEOTO CEPEAOBUILIA”.

6. EdexTHBHicTb BOpPOBa/UKEHHs: BHUKIANAEThCA AONATKOBA iH(GOpMalis, IO CIpUseE
KpaIlloMy 3aCBOEHHIO MaTepialny.

7. CTpOKHM BIPOBAMKEHHA: BepeceHb-TpyacHb 2016 p.

BignosizanbHU# 32 BIPOBaJLKECHHA:
3aBigyBay KageapH maTonorigsoi gisiosorii

HanjionansHoro ¢apMalieBTUMHOIO YHIBEPCHUTETY,
A.MeI.H., npodecop ‘ H.M. Kononenko
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