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АНОТАЦІЯ
Єлінська А.М. Роль редоксчутливих факторів транскрипції у розвитку дизрегуляторної патології пародонта та шляхи її експериментальної терапії. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.03.04 «Патологічна фізіологія». – Українська медична стоматологічна академія МОЗ України, Полтава, 2020; Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2021.

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання наукової проблеми, що полягає у обґрунтуванні нових підходів до патогенетичної терапії запальних захворювань пародонта на підставі з’ясування ролі редоксчутливих факторів транскрипції (NF-κB, AP-1, STAT-3, Nrf2) у механізмах дизрегуляторних функціонально-метаболічних і структурних розладів пародонта щурів за умов дії місцевих і системних патогенних чинників. 

Експерименти виконані на 230 білих щурах-самцях лінії «Вістар» масою 195-239 г. 

Використовували експериментальні, біохімічні, імуноферментні, остеометричні та математико-статистичні методи дослідження.

Виявлено, що внутрішньочеревинне введення ліпополісахариду (ЛПС) Salmonella typhi (препарат «Пірогенал» у дозі 0.4 мкг/кг маси 3 рази протягом 1-го тижня та одноразово щотижнево протягом наступних 7-ми тижнів) супроводжується розвитком системної запальної відповіді (підвищенням у сироватці крові концентрації інтерлейкіну-6 і фактора некрозу пухлини-α у 1.9 та 1.7 раза, р<0.001,  церулоплазміну - на 65.2%, р<0.001,  зменшення інтерлейкіну-10 на 49.7%, р<0.001) з ознаками декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові та розладами вуглеводного та ліпідного метаболізму з ознаками інсулінорезистентності, гіперінсулінемії, дисліпопротеїнемії, гіпо-α-ліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії. В той же час локальне застосування ліпополісахариду S. typhi (у разовій дозі 1 мкг/кг, рівномірно розподіленій на 4 ін'єкції в ясна на рівні 2-х молярів) викликає лише помірну системну відповідь, що виявляється у підвищенні на час забою тварин (через 7 діб після застосування ліпополісахариду) концентрації інтерлейкіну-10 та розвитку компенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів без істотних змін показників вуглеводного та ліпідного метаболізму в крові.

Відтворення ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді супроводжується розвитком окисно-нітрозативного стресу у тканинах пародонта щурів (збільшення продукування супероксидного аніон-радикала мітохондріями на 40.5%, p<0.01, NADPH–залежними електронно-транспортними ланцюгами мікросом і NO-синтази – на 38.3%, p<0.01) та NADPH-оксидазою лейкоцитів – на 32.9%, p<0.01, підвищення активності індуцибельної ізоформи NO-синтази – втричі, p<0.001, концентрації пероксинітрит-іонів – на 30.1%, p<0.01). Моделювання системної запальної відповіді викликає порушення механізму авторегуляції фізіологічної концентрації активних форм нітрогену в тканинах, що виявляється у одночасному збільшенні утворення NO через NO-синтазний та нітрат- / нітритредуктазний механізм.

Показано, що локальне ушкодження пародонта на тлі ЛПС-індукованої системної запальної відповіді супроводжується більш вираженими загальними та місцевими метаболічними розладами, зокрема, супроводжується збільшенням концентрації у крові церулоплазміну (на 16.6%, p<0.02, та 47.7%, p<0.001) і вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів – сполук, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (на 16.8%, p<0.01, та 50.8%, p<0.001),  а також зменшенням антиоксидантного потенціалу порівняно з окремим внутрішньоочеревинним та внутрішноясенним застосуванням ліпополісахариду. Місцевий вплив патогенних агентів (ліпополісахарид S. typhi, 5% розчину гідроксиду натрію) на тлі системної запальної відповіді активує розвиток окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта, збільшує в них продукування супероксидного аніон-радикала NADH- і NADPH-залежними джерелами (мікросомами, мітохондріями, фагоцитами), підвищує концентрацію пероксинітриту та утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів у гомогенаті м’яких тканин пародонта, зменшуючи у них активність супероксиддисмутази порівняно з окремим відтворенням системної запальної відповіді та гострого гінгівіту.
Вперше при дослідженні м’яких тканин пародонта за умов ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді показано, що деструкція екстрацелюлярного матриксу пов’язана зі збільшенням концентрації матриксних металопротеїназ 1 і 8 (на 47.9 та 53.3%, p<0.001), деполімеризацією колагену, протеогліканів і сіалоглікопротеїнів (підвищення вмісту вільного оксипроліну на 66.2%, p<0.01,  глікозаміногліканів – на 66.8%, p<0.05, N-ацетилнейрамінової кислоти – на 62.9%, p<0.001). Вплив на ясна місцевих пародонтопатогенних агентів (ліпополісахариду S. typhi, лугу) у кількості, яка за звичайних умов не виявляє суттєвої гістолітичної дії, на тлі ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді значно посилює в м’яких і кістковій тканинах пародонта реакції колагенолізу, деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнов, істотно збільшує резорбцію  альвеолярних відростків щелеп.

Показано, що експериментальне моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді у щурів виявляє морфологічні ознаки пародонтиту, які проявляються, в першу чергу, запаленням і деструкцією періодонта, формуванням патологічної періодонтальної кишені, деструктивними змінами в кістковій тканині альвеолярного відростка і в цементі кореня зуба.
Згідно з отриманими результатами, активація транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 може розглядатися як детермінанта  патологічної системи, що призводить до дизрегуляції окисного метаболізму та дезорганізації сполучної тканини пародонта. 

Вперше виявлено, що застосування інгібіторів активації цих факторів (амонію піролідиндитіокарбамату, водорозчинної форми кверцетину, SR 11302, іматинібу мезилату) за умов системної запальної відповіді обмежує у тканинах пародонта щурів утворення активних форм оксигену та нітрогену: знижує швидкість продукування супероксидного аніон-радикала мітохондріальним і мікросомальним електронно-транспортними ланцюгами, NADPH-оксидазою лейкоцитів, зменшує NO-синтазну активність (загальну та її індуцибельної ізоформи), концентрацію пероксинітрит-іонів. Результатом цього є зменшення утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів та збільшення антиоксидантного потенціалу тканин пародонта (при застосуванні амонію піролідиндитіокарбамату, водорозчинної форми кверцетину та SR 11302), активності в них антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази), обмеження у м’яких і кістковій тканинах пародонта деполімеризації колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів, зменшення ступеню резорбції альвеолярного відростка щелеп.

Вперше виявлено, що використання водорозчинної форми кверцетину на тлі моделювання ЛПС-індукованої системної запальної відповіді помітно змінює морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті: перешкоджає утворенню гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню  кісткових дефектів сполучною тканиною,  сприяє регенерації цементу.

Показано, що патогенетична корекція дизрегуляторної патології пародонта, пов’язаної з утворенням  патологічної системи  через надмірну  активацію транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3, може досягатися шляхом індукції функціонально антагоністичної редокчутливої системи Keap1 / Nrf2 / антиоксидант-респонсивний елемент. Вперше виявлено, що введення її індуктора епігалокатехін-3-галату при відтворенні системної запальної відповіді зменшує в м’яких тканинах пародонта генерування супероксидного аніон-радикала електронно-транспортними ланцюгами мітохондрій (на 22.9%, p<0.02), мікросом і NO-синтази (на 22.9%, p<0.02), NADPH-оксидазою лейкоцитів (на 23.3%, p<0.02), а також знижує NO-синтазну активність (сумарну – на 44.2%, p<0.001, індуцибельної ізоформи – на  48.9%, p<0.001) та концентрацію пероксинітриту (на 21.3%, p<0.02). Результатом пригнічення продукування активних форм оксигену та нітрогену є обмеження активації пероксидного окиснення ліпідів та збільшення антиоксидантного потенціалу тканин пародонта, підвищення активності антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази). 

Вперше виявлено, що використання індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галату на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді ефективно обмежує у м’яких і кістковій тканинах пародонта колагеноліз, деполімеризацію протеогліканів і сіалоглікопротеїнів, покращує морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті (перешкоджає утворенню  гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу), впливає на загальні ознаки системної запальної відповіді (зменшує концентрацію в сироватці крові інтерлейкіну-6 на 42.0%, p<0.001, фактора некрозу пухлини-α  на 28.6%, p<0.02, збільшує вміст інтерлейкіну-10 у 2.8 раза, p<0.001, обмежує утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів), обмежує гіперінсулінемію, інсулінорезистентність, дисліпідемію.

Вперше виявлено, що ефективність корекції метаболічних та структурних порушень пародонта за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi збільшується при одночасному застосуванні декількох засобів, що пригнічують транскриційні чинники NF-κB і AP-1  (кверцетин + SR 11302), або при комбінуванні інгібітора NF-κB з індуктором функціонально антагоністичного чинника Nrf2 (кверцетин + епігалокатехін-3-галат). За наведених умов застосування комбінації водорозчинної форми кверцетину з SR 11302, або епігалокатехін-3-галатом, у більшій мірі обмежує в м’яких тканинах  пародонта  продукування  супероксидного  аніон-радикала NADPH– і NADH–залежними електронно-транспортними ланцюгами, покращує індекс спряження конститутивних ізоформ NO-синтази, зменшує активність її індуцибельнго ізоферменту, концентрацію пероксинітрит-іонів і вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

Показано, що поєднане призначення водорозчинної форми кверцетину з інгібітором активації AP-1 SR 11302, або індуктором системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi є більш ефективним засобом корекції деполімеризації колагенових і неколагенових компонентів органічного матриксу пародонта, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

Застосування водорозчинної форми кверцетину разом з SR 11302, або епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi більш ефективно усуває загальні метаболічні розлади порівняно з окремим застосуванням препаратів: попереджає утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів, підвищує її антиоксидантний потенціал, коригує порушення вуглеводного обміну (гіперінсулінемію, інсулінорезистентність).

Авторкою розроблено нові підходи до патогенетичної терапії запальних захворювань пародонта на підставі з’ясування ролі редоксчутливих факторів транскрипції (NF-κB, AP-1, STAT-3, Nrf2) у механізмах дизрегуляторних  функціонально-метаболічних і структурних розладів пародонта щурів за умов дії місцевих і системних патогенних чинників.
Результати дослідження обґрунтовують доцільність клінічної оцінки ефективності застосування модуляторів сигнальних шляхів, пов’язаних з транскрипційними чинниками NF-κB, AP-1, STAT-3 та системою Keap1 / Nrf2 / антиоксидант-респонсивний елемент, як засобів попередження та терапії ураження пародонта (у лікарських формах для місцевого та системного застосування). 

Дисертація є експериментальним підтвердженням ефективності комбінування водорозчинної форми кверцетину з інгібіторами активації транскрипційного чинника AP-1 та індукторами системи Keap1 / Nrf2 / ARE при  патогенетичній терапії метаболічних та структурних порушень пародонта за умов дії системних і місцевих пародонтопатогенних чинників.
Авторкою запропоновано «Спосіб експериментального моделювання системної запальної відповіді» (пат. 128236), «Спосіб експериментальної терапії хронічного пародонтиту за умов системної запальної відповіді» (пат. 130542), «Спосіб моделювання хронічного пародонтиту» (пат. 131145).

Запропоновано практичні рекомендації щодо доцільності дослідження маркерів системної запальної відповіді у сироватці крові (концентрації інтерлейкінів 6 і 10, фактора некрозу пухлини-α, церулоплазміну, показників пероксидного окиснення ліпідів) як засобу прогнозування розвитку хронічного пародонтиту, доцільності поєднання патогенної дії місцевих чинників (5% розчину гідроксиду натрію, бактеріального ліпополісахариду) та індуктора системної системної запальної відповіді для створення адекватної експериментальної моделі хронічного пародонтиту. Водорозчинна форма кверцетину та епігалокатехін-3-галат рекомендуються для подальшого дослідження як потенційні засоби корекції метаболічних і структурних порушень у тканинах пародонта (вільнорадикальних ушкоджень, дезорганізації сполучної тканини, запалення).

Ключові слова: пародонт, пародонтит, системна запальна відповідь, патологічна система, редоксчутливі факторів транскрипції, ядерний чинник κB, активаторний білок 1, STAT-3, сигнальний шлях Keap1 / Nrf2 / ARE, епігалокатехін-3-галат, кверцетин, окисно-нітрозативний стрес, сполучна тканини, колагеноліз, протеоглікани, глікопротеїни.
SUMMARY

Yelinska A.M. The role of redox-sensitive transcription factors in the development of  dysregulatory pathology of periodontal tissues and the approaches to its experimental therapy. - Qualified research work (manuscript). 

Dissertation for the Degree of Doctor of Medical Sciences in specialty 14.03.04 "Pathological Physiology". – Ukrainian Medical Stomatological Academy, the Ministry of Health of Ukraine, Poltava, 2020; Kharkiv National Medical University, Ministry of Public Health of Ukraine. – Kharkiv, 2021.

This dissertation presents a theoretical generalization and provides the solution of the scientific problem that consists in corroborating new approaches to the pathogenetic therapy of inflammatory periodontal diseases based on clarifying the role of redox transcription factors  (NF-κB, AP-1, STAT-3, Nrf2) in the mechanisms of dysregulatory functional, metabolic and structural disorders in periodontal tissues of rats exposed to the influence of topical and systemic pathogenic factors.

The series of experiments were performed on 230 white Wistar rats weighing 195-239 g. The methodology included experimental, biochemical, immunoenzyme, osteometric and mathematical-statistical methods and techniques.

It has been found out that intraperitoneal administration of Salmonella typhi lipopolysaccharide (preparation Pyrogenalum in a dose of 0.4 µg/kg body weight, 3 times during the 1st week and once weekly for the next 7 weeks) is accompanied by the development of a systemic inflammatory response manifested by an increase in serum concentrations of interleukin-6 and tumour necrosis factor-α in 1.9 and 1.7 times, p<0.001, growth of ceruloplasmin by 65.2%,       p<0.001, decrease in interleukin-10 by 49.7%, p<0.001, with signs of decompensated lipid peroxidation and disorders of carbohydrate and lipid metabolism, which includes insulin resistance, hyperinsulinemia, dyslipoproteinemia, hypo-α-lipoproteinemia, and hypertriacylglycerolemia. At the same time, topical administration of S. typhi lipopolysaccharide (in a single dose of 1 μg / kg, evenly divided into 4 injections given into the gums at the level of the 2nd molars) causes only a moderate systemic response manifested by an increased concentrations of interleukin-10 and the development of compensated lipid peroxidation in the animal’s blood without any serious changes in carbohydrate and lipid metabolism at the time of  killing animals (7 days following the administration of lipopolysaccharide).

Simulation of the LPS-induced systemic inflammatory response is accompanied by the development of oxidative-nitrosative stress in the periodontal tissues of the rats (increase in the production of superoxide anion radical by mitochondria by 40.5%, p<0.01, by NADPH-dependent electron-transport chains of microsomes and NO-synthase by 38.3%, p<0.01) and by leukocyte NADPH oxidase by 32.9%, p<0.01; the growth of the activity of inducible isoform of NO synthase in three times, p<0.001, and peroxynitrite-ion concentrations by 30.1%, p<0.01). Simulation of the systemic inflammatory response leads to the disruption of the autoregulatory mechanism of the physiological concentration of reactive nitrogen species in the tissues that manifests by the simultaneous increase in NO formation through the NO synthase and nitrate / nitrite reductase mechanism.

The study has demonstrated that topical damage to periodontium against the background of LPS-induced systemic inflammatory response is accompanied by more pronounced general and local metabolic disorders, and, in particular, by an increase in the blood concentration of ceruloplasmin (by 16.6%, p<0.02, and 47.7%, p<0.001) and secondary products of lipid peroxidation, compounds, which  react with thiobarbituric acid (by 16.8%, p<0.01, and 50.8%, p<0.001), as well as by a decrease in antioxidant potential compared to separate  intraperitoneal and intragingival administration of Pyrogenalum. Topical effect caused by pathogenic agents (S. typhi lipopolysaccharide, 5% sodium hydroxide solution) during  systemic inflammatory response enhances the development of oxidative-nitrosative stress in periodontal tissues, increases the production of superoxide anion radical by NADH- and NADPH-dependent sources (microsomes, mitochondria, phagocytes), raises the concentration of peroxynitrite and the production of secondary products of lipid peroxidation in the homogenate of  soft periodontal tissue, reducing the activity of superoxide dismutase compared to the separate simulation of systemic inflammatory response and acute gingivitis.

It has been demonstrated for the first time during the study of soft periodontal tissues under lipopolysaccharide-induced systemic inflammatory response that the destruction of the extracellular matrix is associated with the growth in the concentration of matrix metalloproteinases 1 and 8 (by 47.9% and 53.3%, p<0.001), depolymerization of collagen, proteoglycans and  sialoglycoproteins (an increase in free oxyproline content by 66.2%, p<0.01, in glycosaminoglycans by 66.8%, p<0.05, N-acetylneuraminic acid – by 62.9%, p<0.001). The effect of topical periodontopathogenic agents (S. typhi lipolysaccharide, alkali) in an amount that does not normally have any substantial histolytic action on the gums, does significantly enhance the reactions of collagenolysis, depolimerisation of proteoglycans and sialoglycoproteins, significantly increases the resorption of the alveolar processes of the jaws against the background of the lipopolysaccharide-induced systemic inflammatory response.

The research has shown that experimental modelling of lipopolysaccharide-induced systemic inflammatory response in the rats enables to reveal morphological signs of periodontitis, which, first of all, are manifested by inflammation and destruction of the periodontium, by the formation of pathological periodontal pocket, destructive changes in bone tissue of the alveolar process and in the tooth root cementum.

According to the results obtained, activation of the transcription factors NF-κB, AP-1 and STAT-3 can be considered as a determinant of the pathological system, which results in dysregulation of oxidative metabolism and disorganization of periodontal connective tissue. 

It has been found out for the first time that the application of inhibitors of activation of above mentioned factors (ammonium pyrrolidinedithiocarbamate, water-soluble form of quercetin, SR 11302, imatinib mesylate) under systemic inflammatory response restrains the production of reactive oxygen and nitrogen species in the periodontal tissues of the rats: the inhibitors reduce the rate of superoxide anion-radical production by mitochondrial and microsomal electron transport chains, by leukocyte NADPH oxidase, reduce NO synthase activity (total and its inducible isoforms), lower the concentration of peroxynitrite-ions. As a result, the production of secondary products of lipid peroxidation decreases, while the antioxidant potential of periodontal tissues (when using ammonium pyrrolidinedithiocarbamate, water-soluble form of quercetin and SR 11302) increases as well as the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalaze). Applying of the inhibitors also limits   depolymerization of collagen, proteoglycans and sialoglycoproteins in the soft and bone periodontal tissues, decreases the intensity of the alveolar process resorption.

This research is the first that demonstrates the use of water-soluble form of quercetin during the modelled LPS-induced systemic inflammatory response results in considerable changes in the morphological picture of inflammatory-destructive processes in the periodontal tissues: it prevents the development of purulent exudate, reduces the intensity of the resorption of tooth cementum and bone tissue of the alveolar processes, promotes the formation and maturation of granulation tissue in the walls of periodontal pockets, enhances the replacement of bone defects by connective tissue, and stimulates the regeneration of tooth cementum.

It has been found out the pathogenetic correction of periodontal dysregulatory pathology, which is  associated with the development of pathological system resulted from overexpression of NF-κB, AP-1, and STAT-3 transcription factors, can be achieved via the induction of the functionally antagonistic redox-sensitive system Keap1 / Nrf2 / ARE. It has been proven for the  first time that the introduction of its epigallocatechin-3-gallate inducer in the simulation of the  systemic inflammatory response restrains the generation of superoxide anion radical in the soft periodontal tissues by the mitochondrial electron transport chains (by 22.9%, p<0.02), by microsomes and NO-synthase (by 22.9%, p<0.02), and by leukocyte NADPH oxidase (by 23.3%, p<0.02), and also reduces NO-synthase activity (total by 44.2%, p<0.001; its inducible isoforms by 48.9%, p<0.001) and peroxynitrite concentration (by 21.3%, p<0.02). The inhibition of the production of reactive oxygen and nitrogen species results in restraining the activation of lipid peroxidation, enhancing the antioxidant potential of periodontal tissues, and increasing the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase).

This research is the first to reveal that the use of epigallocatechin-3-gallate Keap1 / Nrf2 / ARE inducer during the simulation of lipopolysaccharide-induced systemic inflammatory response has been found as effective means to restrain collagenolysis, depolymerization of proteoglycans and sialologlycoproteins in soft and bone periodontal tissues, improves morphological picture of inflammatory destructive processes (prevents the formation of purulent exudate, reduces the intensity of the resorption of tooth cementum and bone tissue of the alveolar process, enhances the formation and maturation of granulation tissues in the walls of the periodontal pocket, promotes the replacement of bone defects by connective tissue, contributes to the cementum regeneration), influences the general signs of systemic inflammatory response (reduces the serum concentration of interleukin-6 by 42.0%, p<0.001, tumor necrosis factor – by 28.6%, p<0.02, increases the content of interleukin-10 in 2.8 times, p<0.001, limits the generation of secondary products of lipid peroxidation), restrains hyperinsulinemia, insulin resistance, dyslipidemia.

It has been found out for the first time the effectiveness of the correction of metabolic and structural periodontal disorders under the systemic and topical introduction of S. typhi lipopolysaccharide rises with the simultaneous application of several agents, which inhibit the transcriptional factors NF-κB and AP-1 (quercetin + SR 11302), or when combining an inhibitor NF-κB and an inducer of functionally antagonistic factor Nrf2 (quercetin + epigallocatechin-3-gallate). In the above conditions, the combination of water-soluble form of quercetin with SR 11302, or epigallocatechin-3-gallate to the larger extent limits the production of superoxide anion radical by NADPH- and NADH-dependent electron-transport chains, improves the coupling index of constitutive isoforms of NO-synthase, reduces the activity of its inducible isoenzyme, the concentration of peroxynitrite ions and byproducts of lipid peroxidation compared with the separate use of these agents.

The study has shown that the combined use of a water-soluble form of quercetin and an inhibitor of activation of AP-1 SR 11302 or an inducer of the Keap1 / Nrf2 / ARE system epigallocatechin-3-gallate under the systemic and topical administration of S. typhi lipopolysaccharide is a more effective means to correct the depolymerisation of collagen and non-collagen components of the periodontium organic matrix than is the case with the separate use of these agents.

The use of a water-soluble form of quercetin and SR 11302 or  epigallocatechin-3-gallate under the systemic and topical administration of S. typhi lipopolysaccharide has been found out to more effectively eliminate general metabolic disorders compared with the separate use of the drugs: it prevents the production of lipid peroxidation by-products in the blood of rats, boosts its antioxidant potential, corrects disorders of carbohydrate metabolism (hyperinsulinemia, insulin resistance).

The author has developed new approaches to the pathogenetic therapy of inflammatory periodontal diseases based on elucidating the role of redox-sensitive transcription factors (NF-κB, AP-1, STAT-3, Nrf2) in the mechanisms of dysregulatory functional, metabolic and structural disorders of  periodontium in the rats under the influence of local and systemic pathogenic factors.

The results of the research substantiate the feasibility  of the  clinical  evaluation of the effectiveness of  applying modulators of signaling pathways  associated with transcription factors NF-κB, AP-1, STAT-3 and the system Keap1 / Nrf2 / ARE as a means of the prevention and treatment of  periodontal diseases (in dosage forms for topical or systemic administration). 

The dissertation experimentally corroborates the efficacy of combining water-soluble form of quercetin, inhibitors of activation of AP-1 transcription factor, and inducers of the Keap1 / Nrf2 / ARE system in the pathogenetic therapy of metabolic and structural disorders of periodontium under systemic and local exposure to pathogenic factors. 

The author has proposed "Method for experimental systemic inflammatory response modelling" (Patent 128236), "Method for experimental therapy of chronic periodontitis under the   conditions of systemic inflammatory response" (Patent 130542), "Method for chronic periodontitis modelling" (Patent 131145).

There have been suggested practical recommendations towards the further study of markers of systemic inflammatory response in the blood serum (concentrations of interleukins 6 and 10, tumor necrosis factor-α, ceruloplasmin, indicators of lipid peroxidation) as a means to predict  the  development  of chronic periodontitis, appropriateness to combine pathogenic action of local factors (5% sodium hydroxide solution, bacterial lipopolysaccharide) and an inducer of systemic systemic inflammatory response in order to create an adequate experimental model of chronic periodontitis. Water-soluble form of quercetin and epigallocatechin-3-gallate are recommended for further investigation as potential means of correcting metabolic and structural disorders in periodontal tissues (free radical damage, connective tissue disintegration, inflammation).

Key words: periodontal disease, periodontitis, systemic  inflammatory  response, pathological system, redox-sensitive transcription factors, nuclear factor κB, activator protein 1, STAT-3, Keap1 / Nrf2 / ARE signaling pathway, epigallocatechin-3-gallate, quercetin, oxidative-nitrosative stress, connective tissues, collagenolysis, proteoglycans, glycoproteins.
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16. Елинская А.Н. Показатели окислительно-нитрозативного стресса в тканях пародонта крыс при местном повреждении десны на фоне липополисахарид-индуцированного системного воспалительного ответа / А.Н Елинская, В.А. Костенко // Світ медицини та біології.  – 2019. – (3. –         С. 184-187. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних  даних,  організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання статті).
17. Єлінська А.М. Вплив модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників на патоморфологічні зміни пародонта щурів за умов системної запальної відповіді / А.М. Єлінська, І.І. Старченко,  В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2019. – Т. 19, (3. – C. 127-132. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних, організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання статті).
18. Єлінська А.М. Кверцетин обмежує розвиток окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов відтворення різних моделей системної запальної відповіді / А.М. Єлінська, С.М. Назаренко, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2019. – Т. 19, (4. – C. 83-87. (Безпосередньо дисертанткою одержано та проаналізовано результати щодо впливу кверцетину на показники окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов відтворення ліпополісахарид-індукованої моделі системної запальної відповіді).

19. Yelins’ka A.M. Synergistic effect of quercetin and epigallocatechin-3-gallate as a agents for correction  of connective tissue disruption in rats’ periodontium under systemic and local administration of lipopolisaccharide of Salmonella typhi / A.M. Yelins’ka, V.O. Kostenko // Проблеми екології та медицини. – 2019. – Т. 23, №5-6. – С. 42-44. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних,  організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання статті).
20. Yelins’ka A.M. Quercetin potentiates antiradical properties of epigallocatechin-3-gallate in periodontium of rats under systemic and local administration of lipopolisaccharide of Salmonella typhi / A.M. Yelins’ka, L.I. Liashenko, V.O. Kostenko // Wiadomości Lekarskie. – 2019. – T. LXXII, №8. – S. 1499-1503. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних,  організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання статті).
21. Yelins’ka A.M. Influence of inhibitors of transcription factor kappa B on depolimerization of biopolymers in periodontal connective tissue under      systemic inflammatory response in rats / A.M. Yelins’ka, S.V. Denisenko, L.I. Liashenko, V.O. Kostenko // Світ медицини та біології.  – 2020. – (1. - С.180-183. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних,  організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання статті).
22. Єлінська А.М. Поєднана дія кверцетину та модуляторів редокс-чутливих чинників на показники системної запальної відповіді, вуглеводного та ліпідного метаболізму в крові щурів за умов внутрішньоочеревинного та внутрішньоясенного введення ліпополісахариду Salmonella typhi / А.М. Єлінська, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2020. – Т. 20, (1. – C. 13-18. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних,  організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання статті).
2) які засвідчують апробацію матеріалів дисертації:

23. Роль редокс-чутливих транскрипційних чинників у механізмах окисно-нітрозативного стресу / А.М. Єлінська, Ю.Д. Френкель, М.С.       Коваль, І.О. Ковальова, О.О. Швайковська, І.В. Явтушенко, В.О. Костенко // Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм : X наук.-практ. конф. з міжнарод. участю (Тернопіль, 5–6 жовтня 2017 р.) : мат. – Тернопіль, 2017. – С. 16. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо ролі редоксчутливих транскрипційних чинників у механізмах окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов введення ліпополісахариду).

24. Вплив інгібіторів транскрипційних чинників  NF-κB і AP-1 на продукцію активних форм нітрогену в тканинах пародонта та слинних залоз щурів за умов інтоксикацій та системної запальної відповіді /             Р.С. Козаєва, І.Ю. Багмут, А.М. Єлінська, М.С. Коваль // Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм : X наук.-практ. конф. з міжнарод. участю (Тернопіль, 5–6 жовтня 2017 р.) : мат. – Тернопіль, 2017. – С. 19. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо впливу інгібіторів NF-κB і AP-1 на продукування активних форм нітрогену в тканинах пародонта за умов системної запальної відповіді).

25. Роль інгібіторів та індукторів редокс-чутливих транскрипційних чинників у фармакологічній регуляції окисно-нітративного стресу /        А.М. Єлінська, Ю.Д. Френкель, О.І. Бєлікова, М.С. Коваль, І.О. Ковальова, В.О. Костенко // V нац. з’їзд  фармакологів України  (Запоріжжя,              18–20 жовтня 2017 р.)  : тези доп. – Запоріжжя, 2017. – C. 42. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо впливу модуляторів транскрипційних чинників  на показники окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов системної запальної відповіді).

26. Вплив інгібіторів транскрипційного чинника κB на  нітроксидергічну систему в тканинах пародонта та слинних залоз щурів в умовах інтоксикацій та системних метаболічних розладів / Р.С. Козаєва, А.М. Єлінська, М.С. Коваль, І.Ю. Багмут, В.О. Костенко // V нац. з’їзд  фармакологів України  (Запоріжжя, 18–20 жовтня 2017 р.) : тези доп.  – Запоріжжя, 2017. – C. 63-64. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо впливу інгібіторів NF-κB на систему NO в тканинах пародонта за умов системної запальної відповіді).

27. Єлінська А.М. Роль редокс-чутливих транскрипційних чинників у патогенезі дизрегуляторної запально-дистрофічної патології пародонта / А.М. Єлінська // Медична наука в практику охорони здоров’я : всеукр.      наук.-практ. конф. : мат. доп. (Полтава, 17 листопада 2017 р.). – Полтава, 2017. – С. 63-64.
28. Єлінська А.М. Вплив індукторів системи Keap1 / Nrf2 / ARE на продукцію активних форм кисню і азоту за умов системної запальної відповіді / А.М. Єлінська, Ю.Д. Френкель, О.О. Швайковська, В.С. Черно, В.О. Костенко // Multilevel Prevention and Diagnosis in Oncology : Ukraine Pathophysiology and Biobank Conference (Харків, 1-2 лютого 2018 р.). –    Харків, 2018. – С. 29. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо впливу індукторів системи Keap1 / Nrf2 / ARE на генерування активних форм оксигену та нітрогену в тканинах пародонта за умов системної запальної відповіді).
29. Елинская А.Н. Влияние эпигаллокатехин-3-галлата на маркеры окислительно-нитрозативного стресса в организме белых крыс / А.Н. Елинская, Ю.Д. Френкель, Е.О. Швайковская // Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье: XXI Международная медико-биологическая конференция молодых исследователей (Санкт-Петербург,  14 апреля 2018 г.) : тезисы. – СПб. : Изд-во СПбГУ, 2018. - С. 125. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо впливу епігалокатехін-3-галату на показники окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов введення ліпополісахариду).

30. Інгібітори активації транскрипційних чинників  NF-κB та AP-1 як засоби профілактики та патогенетичної терапії окисно-нітрозативного стресу / В.О. Костенко, А.М. Єлінська, І.О. Ковальова, С.М. Назаренко, Н.В. Соловйова, Ю.Д. Френкель, О.О. Швайковська, І.В. Явтушенко // Бюлл. XVII чтений им. В.В. Подвысоцкого (г. Одесса, 24–25 мая 2018 г.). – Одесса, 2018. – С. 110-111. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо впливу інгібіторів NF-κB та AP-1 на показники окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов введення ліпополісахариду).

31. Роль редоксчутливих чинників транскрипції в механізмах деструкції сполучної тканини / А.М. Єлінська, І.О. Ковальова, С.М. Назаренко, Ю.Д. Френкель, О.О. Швайковська, І.В. Явтушенко, В.О. Костенко // Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм :     XІ наук.-практ. конф. з міжнарод. участю (Тернопіль, 4–5 жовтня 2018 р.) : мат. – Тернопіль, 2018. – С. 43- 44. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо ролі редоксчутливих чинників транскрипції в механізмах          деструкції сполучної тканини пародонта за умов системної запальної відповіді).
32. Протективна роль сигнальної системи Nrf2/ARE за умов інтоксикацій та системної запальної відповіді / Р.С. Козаєва, І.Ю. Багмут, А.М. Єлінська, О.О. Швайковська, Ю.Д. Френкель // Інтегративні механізми патологічних процесів: від експериментальних досліджень до клінічної практики : VII пленум Укр. наук. тов. патофізіологів та наук.-практ. конф.,    присвячені 110-річчю з дня народження чл.-кор. АМН СРСР, проф.        М.Н. Зайка : мат. доп. (Полтава, 11-12 жовтня 2018 р.). – Полтава, 2018. – С. 35. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо пародонтопротективної ролі сигнальної системи Nrf2/ARE).
33. Роль редоксчутливих чинників транскрипції в порушенні авторегуляції оксиду азоту в організмі ссавців / В.О. Костенко, Ю.М. Гришко, С.В. Денисенко, А.М. Єлінська, І.О. Ковальова, Н.В. Соловйова,              О.О. Швайковська // Інтегративні механізми патологічних процесів: від експериментальних досліджень до клінічної практики : VII пленум Укр. наук. тов. патофізіологів та наук.-практ. конф., присвячені 110-річчю з дня народження чл.-кор. АМН СРСР, проф. М.Н. Зайка : мат. доп. (Полтава,           11-12 жовтня 2018 р.). – Полтава, 2018. – С. 35-36. (Безпосередньо  дисертантці належать результати дослідження NO-залежних процесів у тканинах пародонта),

34. Костенко В.О. Роль редоксчутливих факторів транскрипції у механізмах ушкодження тканин пародонта / В.О. Костенко, А.М. Єлінська, С.М. Назаренко // Інтегративні механізми патологічних процесів: від експериментальних досліджень до клінічної практики : VII пленум Укр. наук. тов. патофізіологів та наук.-практ. конф., присвячені 110-річчю з дня народження чл.-кор. АМН СРСР, проф. М.Н. Зайка : мат. доп. (Полтава,           11-12 жовтня 2018 р.). – Полтава, 2018. – С. 112. (Безпосередньо дисертанткою проаналізовано результати щодо ролі редоксчутливих факторів транскрипції у механізмах ушкодження тканин пародонта за умов відтворення ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді).

35. Єлінська А.М. Вплив індукторів системи Keap1 / Nrf2 / ARE на розвиток окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов прозапальної гіперцитокінемії / А.М. Єлінська, В.О. Костенко // Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їхня фармакологічна корекція : I наук.-практ. Інтернет-конф. з міжнарод. участю (Харків, 18 жовтня 2018 р.). – Харків, 2018. – С. 88. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних,  організація та проведення досліджень, інтерпретація результатів, написання тез доповіді).

36. Модулятори редоксчутливих транскрипційних чинників  як засоби контролю формування патологічної системи на молекулярному рівні / В.О. Костенко, А.М. Єлінська, С.М. Назаренко, Н.В. Соловйова,            Ю.Д. Френкель, О.О. Швайковська, І.В. Явтушенко // Бюл. XVIІI читань ім. В.В. Підвисоцького (м. Одеса, 21–22 травня 2019 р.). – Одеса, 2019. –        С. 100-101. (Безпосередньо дисертантці належать результати щодо механізмів пародонтопротективної дії модуляторів транскрипційних чинників).
37. Роль редоксчутливих чинників транскрипції в патогенезі дизрегуляторної патології / В.О. Костенко, А.М. Єлінська, С.М. Назаренко,       Ю.Д. Френкель, В.С. Черно, О.О. Швайковська, І.В. Явтушенко // Галицькі читання «Сучасні уявлення щодо патогенезу запалення: місцеві та системні механізми» : науково-практична конференція з міжнародною участю        (м. Івано-Франківськ, 19-20 вересня 2019 р.). - Івано-Франківськ, 2019. –    С. 28-29. (Безпосередньо дисертантці належать результати щодо ролі редоксчутливих факторів транскрипції у формуванні дизрегуляторної патології пародонта).

38. Редоксчутливі транскрипційні фактори  як детермінанти патологічного системогенезу / В.О. Костенко, А.М. Єлінська, Р.С. Козаєва, С.М. Назаренко, О.В. Таран, Ю.Д. Френкель, В.С. Черно, О.О. Швайковська // Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їхня фармакологічна корекція : тези доповідей ІІ Науково-практичної Інтернет-конференції з міжнародною участю (Харків, 21 листопада 2019 р.). – Харків : Вид-во НФаУ, 2019. – С. 200–201 (Безпосередньо дисертантці належать результати щодо ролі редоксчутливих факторів транскрипції у формуванні патологічної системи при запальних захворюваннях пародонта).

39. Єлінська А.М. Поєднаний вплив кверцетину та модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників на механізми ураження пародонта за умов локального та системного введення ліпополісахариду S. typhi  / А.М. Єлінська // Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб  та  їхня фармакологічна корекція : тези доповідей ІІ Науково-практичної Інтернет-конференції з міжнародною участю (Харків, 21 листопада 2019 р.). – Харків : Вид-во НФаУ, 2019. – С. 149-150.

40. Дизрегуляторні механізми окисно-нітрозативного стресу в          організмі ссавців / В.О. Костенко, А.М. Єлінська, І.О. Ковальова, С.М. Назаренко, Н.В. Соловйова, О.В. Таран, Ю.Д. Френкель, О.О. Швайковська, І.В. Явтушенко // Патологічна фізіологія – охороні здоров’я України: тези доп.     VIІІ Національного конгресу патофізіологів України з міжнародною участю (13-15 травня 2020 р.). – Одеса, 2020. – Т.1. – С. 255-256. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо дизрегуляторних механізмів окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов відтворення ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді).
41. Елинская А.Н. Кверцетин потенцирует антиокислительные и     антинитрозативные свойства индуктора транскрипционного фактора Nrf2 в пародонте и слюнных железах крыс при их липополисахарид-индуцированном повреждении / А.Н. Елинская, Е.О. Швайковская // Від експериментальної та клінічної патофізіології до досягнень сучасної медицини і фармації : тези доповідей ІІ Науково-практичної конференції молодих вчених з міжнародною участю (Харків, 15 травня 2020 р.). – Харків  : Вид-во НФаУ, 2020. – С. 80. (Безпосередньо дисертантці належать результати дослідження тканин пародонта за умов відтворення ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді).
3) які додатково відображають наукові результати дисертації:

42. Єлінська А.М. Метаболічний синдром як приклад дизрегуляторної патології / А.М. Єлінська, К.О. Удальцова, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2016. – Т.16, (4 (ч. 3). - С. 274-276.  (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних джерел та власних досліджень щодо ролі системної запальної відповіді у розвитку   метаболічного синдрому, написання статті).
43. Пат. 128236 Україна, МПК G09B23/24. Спосіб експериментального моделювання системної запальної відповіді / Акімов О.Є.,                     Костенко В.О., Єлінська А.М., Швайковська О.О. ; № u 2018 02762 ; заявл. 19.03.2018 ; опубл. 10.09.2018, Бюл. № 17. (Безпосередньо дисертантці належать дані щодо опрацювання експериментальної моделі на гризунах).

44. Пат. 130542 Україна, МПК G09B 23/28, A61K 6/00, A61K 31/353, A61P 1/02. Спосіб експериментальної терапії хронічного пародонтиту за умов системної запальної відповіді / Костенко В.О., Єлінська А.М.,         Акімов О.Є. ; № u 2018 07141 ; заявл 25.06.2018 ; опубл. 10.12.2018, Бюл. № 23. (Безпосередньо дисертанткою експериментально обґрунтовано позитивний ефект способу при корекції пошкодження пародонта за умов системної запальної відповіді).
45. Пат. 131145 Україна, МПК A61K 39/112б G09B 23/28. Спосіб    моделювання хронічного пародонтиту / Костенко В.О., Єлінська А.М., Акімов О.Є. ; № u 2018 06529 ; заявл. 11.06.2018 ; опубл. 10.01.19, Бюл.    № 1. (Особиста участь дисертантки – аналіз літературних даних,  організація та проведення досліджень, формулювання формули корисної моделі, підготовка заявки).
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Перелік умовних скорочень

АФО – активні форми оксигену

АФН – активні форми нітрогену

ВЖК – вільні жирні кислоти

ГАГ – глікозаміноглікани

ЕТЛ – електронно-транспортний ланцюг

ЕЦМ – екстрацелюлярний матрикс

ЖК – жирні кислоти

ІР – інсулінорезистентність

ІХС – ішемічна хвороба серця

ЛП – ліпопротеїн (и) 

ЛПВЩ – ліпопротеїни високої щільності

ЛПДНЩ – ліпопротеїни дуже низької щільності

ЛПНЩ – ліпопротеїни низької щільності

ЛПС – ліпополісахарид (и)

МФК – мітохондріальний ферментний комплекс

мРНК – матрична рибонуклеїнова кислота 

НЕЖК – неестерифіковані жирні кислоти

ПОЛ – пероксидне окиснення ліпідів

ПС – патологічна система

СЗВ – системна запальна відповідь

СОД – супероксиддисмутаза

ССЗ – серцево-судинні захворювання

СТ – сполучна тканина

ТАГ – триацилгліцерол

ТБК – тіобарбітурова кислота

ХГП – хронічний генералізований пародонтит

ХП – хронічний пародонтит

ХС – холестерол

ЦД – цукровий діабет

ADP – аденозиндифосфат

Akt – протеїнкіназа В (protein kinase B, PKB), серин-треонінова кіназа 

АР-1 – білок-активатор 1 (англ. Activator Protein 1)  – транскрипційний комплекс

ARE – антиоксидант-респонсивний елемент (англ. Antioxidant Response Element)

ATF – компонент транскрипційного чинника АР-1 (англ. Activating Transcription Factor)
АТР – аденозинтрифосфат

cAMP – циклічний аденозинмонофосфат 

CARS – синдром компенсаторної протизапальної відповіді (англ. Compensatory Anti-Inflammatory Response Syndrome)
cGMP – циклічний гуанозинмонофосфат

DAMPs – молекулярні патерни, що асоційовані з ушкодженням (англ. Danger-Associated Molecular Patterns)

EGCG – епігалокатехін-3-галат (англ. Epigallocatechin-3-gallate)
ERK1/2 – позаклітинні сигнал-регульовані протеїнкінази 1 і 2 (англ. Extracellular Signal-Regulated Kinase)
Fos – компонент транскрипційного чинника АР-1 

Fra-2 – компонент транскрипційного чинника АР-1 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальний колонієстимулювальний фактор (англ. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)
GSH – глутатіон відновлений
HOMA-IR – індекс інсулінорезистентності (англ. Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance)

ICAM – молекула клітинної адгезії (англ. Inter-Cellular Adhesion Molecule)

IFN – інтерферон (и)

IκB – білок-інгібітор κB

IKK – IκB-кіназний комплекс

IL – інтерлейкін (и)

IRS – субстрат інсулінового рецептору

JAK – протеїнкіназа родини Janus kinase 

JNK – с-Jun N-кінцева кіназа

Jun – компонент транскрипційного чинника АР-1
Keap1 – репресорний білок (англ. Kelch like ECH Associated Protein 1) 

MAF – компонент транскрипційного чинника АР-1 (англ. Musculo-Aponeurotic Fibrosarcoma oncogene)

МАРК – мітоген-активована протеїнкіназа (англ. Mitogen-Activated Protein Kinase)
MMP – матриксна металопротеїназа

NADH – нікотинамідаденіндинуклеотид відновлений

NADPH – нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат відновлений

NANA – N-ацетилнейрамінова кислота

NF-κB – ядерний фактор κB (англ. Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) – транскрипційний чинник

NFE2L2 – білок, який кодується однойменним геном (англ. Nuclear factor, erythroid 2 like 2) – транскрипційний чинник

NLRP3, або кріопірин (англ. cryopyrin), – цитозольний білок, NOD-подібний рецептор, головний компонент однойменного типу інфламамосом

NOS (cNOS, nNOS, eNOS, iNOS) – синтази моноксиду нітрогену (конститутивні, нейрональна, ендотеліальна, індуцибельна ізоформи)

Nrf2 – транскрипційний чинник (англ. Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2)
.О
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 – супероксидний аніон-радикал

ONOO- – пероксинітрит-іон

p38 – кіназа сімейства МАР-кіназ 

PAMPs – патоген-асоційовані молекулярні шаблони (патерни) (англ. Pathogen-Associated Molecular Patterns)

PDTC –піролідиндитіокарбамат амонію (англ. Pyrrolidine dithiocarbamate)

PI3K  –  фосфатидилінозитол-3-кіназа (англ. Phosphatidylinositol 3-Kinase)

PKC – протеїнкіназа С (англ. Protein Kinase C)

PRR – патерн-розпізнавальний рецептор (англ. Pattern-Recognition Receptor)
RANKL – мембранний білок, цитокін сімейства факторів некрозу пухлин (англ. Receptor Activator of NF-κB Ligand)

SIRS – синдром системної запальної відповіді (англ. Systemic Inflammatory Response Syndrome)
STAT – сигнальний трансдуктор й активатор транскрипції (англ. Signal Transducer and Activator of Transcription) – транскрипційний чинник

TAK – TGF-β-активована кіназа (англ. TGF-β-Activated Kinase)

Th – Т-лімфоцити-хелпери

TLR – Toll-подібний рецептор

TGF – трансформуючий фактор росту (англ. Transforming Growth Factor)

TNF – фактор некрозу пухлини (англ. Tumor Necrosis Factor)

TNFR – рецептор фактора некрозу пухлин (англ. Tumor Necrosis Factor Receptor)

TRAF – цитозольний адаптерний білок (англ. TNF receptor-associated factor)

TRE – TPA-респонсивний елемент (англ. 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate Responsive Element)

VCAM – васкулярна молекула клітинної адгезії (англ. Vascular Cell Adhesion Molecule)

ВСТУП

Актуальність теми. За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я, приблизно 95% дорослого населення планети має ті чи інші ознаки патології пародонта. Високий рівень цих захворювань припадає на людей самого працездатного віку (осіб від 20 до 44 років - 65-95%) [269, 569]. З 2016 року важкі захворювання пародонту, які можуть призводити до випадання зубів, зайняли за значимістю 11-ту позицію серед найпоширеніших у світі хвороб [312].
Доведено зв'язок захворювань пародонта з системними захворюваннями, такими як серцево-судинні захворювання (ССЗ), цукровий діабет (ЦД), ожиріння, метаболічний синдром, запальні хвороби кишечнику та нирок, травматична хвороба, сепсис [250, 293, 356, 383, 396, 449, 452]. За умов ССЗ на розвиток хронічного пародонтиту значно впливають розлади реґіонарної гемодинаміки, мікроциркуляції, розвиток окисного стресу,    ендотеліальна дисфункція, порушення у системі гемостазу [2, 5, 18, 56, 100, 162, 167, 205, 208]. Наслідком цього є збільшення глибини пародонтальних кишень, резорбція кісткової тканини альвеолярних відростків щелеп, що корелює з тяжкістю гіперліпідемії та артеріальної гіпертензії.
Хоча дія місцевих чинників (біологічних, механічних, фізичних та хімічних) у розвитку патології пародонта не викликає сумнівів, важливими умовами її реалізації є порушення трофіки і резистентності тканин, які виникають при наявності загальних порушень у організмі: нейрогенних, кардіоваскулярних, ендокринних, метаболічних (ожиріння, метаболічний синдром). Особливо важко переоцінити значення останніх у патогенезі генералізованого пародонтиту [91, 451, 517].
Таким чином, розвиток тяжких запальних захворювань пародонта пов’язаний не тільки з безпосереднім пошкодженням тканин пародонта патогенним агентом, але і з дизрегуляторним впливом з боку інших змінених інтегративних систем. 
Центральні дизрегуляторні впливи на орган можуть полягати або в недостатності механізмів контролю, або в посиленій патогенній стимуляції, у тому числі пов’язаній з порушеннями експресії певних генів, наприклад, через розлади активації транскрипційних чинників.

Важливим механізмом виникнення і підтримки дизрегуляторної патології є утворення своєрідних «порочних кіл», що виникають завдяки неконтрольованим зворотним позитивним зв'язкам. Такі порочні кола можуть складатися не тільки з структурно-функціональних утворень, а й з метаболічних процесів. При внутрішньоклітинній патології можуть утворюватися патологічні системи, які складаються з процесів, що  забезпечують  внутрішньоклітинну сигналізацію, але вийшли з-під контролю [111].  На  системному рівні дизрегуляторна патологія виражається у вигляді утворення патологічної системи, що є патофізіологічним механізмом різних форм соматичної патології.
Нині доведено, що патологічні системи, пов’язані з перманентною активацією певних факторів транскрипції (наприклад, ядерного фактора κB – NF-κB), відіграють важливу роль у патогенезі різних загальних захворювань – метаболічного синдрому, цукрового діабету 2-го типу, серцево-судинної патології, остеопорозу та синдрому системної запальної відповіді [85-89, 410, 463]. Показана роль NF-κB за умов експериментального метаболічного синдрому в гіперпродукції активних форм оксигену та нітрогену (АФО/АФН) у тканинах пародонта, розвитку декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів, резорбції альвеолярного відростка щелеп та дезорганізації сполучної тканини [121]. Проте літературні джерела містять суперечливу інформацію щодо ролі NF-κB у механізмах запалення та дезорганізації сполучної тканини у пародонті ссавців [218].
Важливе місце серед редоксчутливих систем клітини займає сигнальний шлях Keap1 / Nrf2, що активує експресію генів за рахунок взаємодії транскрипційного фактора Nrf2 з цис-регуляторним антиоксидант-респонсивним елементом (ARE) [79, 80, 177, 228, 421, 541]. Нещодавно доведена важливість ARE у механізмах запалення, канцерогенезу, фіброзу, а також у захисті від дії стресорів різної природи [80, 125, 127, 411, 461]. Особлива роль ARE визначається тим, що від його активності залежить функціонування багатьох інших редоксчутливих елементів, в тому числі транскрипційних факторів NF-κB і АР-1, що регулюють розвиток запального процесу [336, 566]. Тому сигнальна система Keap1 / Nrf2 / ARE може мати особливе значення у механізмах розвитку дизрегуляторної патології пародонта та бути перспективною мішенню при розробці нових засобів патогенетичної терапії.

Проте роль таких редоксчутливих транскрипційних факторів, як    AP-1, STAT-3 і Nrf2, у патогенезі пародонтиту залишається все ще невирішеною. Ці чинники неоднозначно впливають на низку процесів, що беруть участь у патогенезі запальних захворювань пародонта, наприклад, на баланс між прозапальними та протизапальними медіаторами, утворення матриксних металопротеїназ та активацію гістолітичних ферментів, утворення АФО/АФН, баланс між активністю остеобластів та остеокластів [210, 218, 219, 382, 403, 518]. 
Недостатньо з’ясованою залишається роль редоксчутливих транскрипційних факторів (NF-κB, AP-1, Nrf2) у механізмах патологічного системогенезу, що забезпечують перехід гострого запалення тканин пародонта у хронічний процес з агресивним перебігом. Саме такий перебіг патології пародонта є характерним при наявності системних запальних і метаболічних розладів в організмі людини та тварин (метаболічному синдромі,      атеросклерозі, ЦД 2-го типу тощо) [213, 356, 449, 451].
З’ясування ролі редоксчутливих елементів у розвитку дизрегуляторної патології дозволить оцінити їхнє значення у резистентності тканин пародонта до ендогенних і фармакологічних регулювальних впливів, що сприятиме дестабілізації патологічної системи, що утворилася. За цих умов можлива реалізація головного завдання патогенетичної терапії дизрегуляторних захворювань, що полягає в тому, щоб сприяти ліквідації базисних патогенетичних процесів, які індукують виникнення наступних патологічних механізмів. Така терапія повинна відповідати особливостям цих процесів і механізмів на кожній стадії їх розвитку.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.  Дисертація виконана як самостійний  фрагмент планової  наукової роботи  Української медичної стоматологічної академії МОЗ України «Роль активних форм кисню, системи оксиду азоту та транскрипційних факторів у механізмах патологічного системогенезу» (№ держреєстрації №0114U004941). Здобувачка була відповідальним виконавцем теми.

Мета дослідження: метою роботи є обґрунтування нових підходів до патогенетичної терапії запальних захворювань пародонта на підставі з’ясування ролі редоксчутливих факторів транскрипції (NF-κB, AP-1, STAT-3, Nrf2) у механізмах дизрегуляторних функціонально-метаболічних і структурних розладів пародонта щурів за умов дії місцевих і системних патогенних чинників. 
Завдання дослідження:

1. Порівняти зміни показників системної запальної відповіді, вуглеводного та ліпідного метаболізму при окремому та поєднаному внутрішньоочеревинному та внутрішньоясенному введенні ЛПС Salmonella typhi.
2. Дослідити зміни продукції АФО/АФН, стан ПОЛ та антиоксидантної системи у м’яких тканинах пародонта за умов окремого та поєднаного відтворення ЛПС-індукованої СЗВ та дії місцевих патогенних чинників (ЛПС S. typhi, 5% розчину гідроксиду натрію).
3. Вивчити показники деполімеризації екстрацелюлярного матриксу м’яких і кісткової тканин пародонта за умов окремого та поєднаного відтворення ЛПС-індукованої СЗВ та дії місцевих патогенних чинників (ЛПС S. typhi, 5% розчину гідроксиду натрію).
4. Дослідити патоморфологічну картину тканин пародонта за умов відтворення ЛПС-індукованої СЗВ.

5. З’ясувати вплив інгібіторів активації NF-κB (амонію піролідиндитіокарбамат, водорозчинної форми кверцетину), AP-1 (SR 11302) та STAT-3 (іматинібу мезилату) на утворення АФО/АФН, стан ПОЛ, антиоксидантної системи, процеси деполімеризації колагену, протеогліканів та глікопротеїнів у тканинах пародонта, характер резорбції альвеолярних відростків щелеп за умов відтворення СЗВ.

6. Дослідити вплив водорозчинної форми кверцетину на патоморфологічну картину тканин пародонта за умов моделювання СЗВ.

7. З’ясувати вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / антиоксидант-респонсивний елемент епігалокатехін-3-галату на утворення АФО/АФН, стан ПОЛ, антиоксидантної системи, процеси деполімеризації колагену, протеогліканів та глікопротеїнів у тканинах пародонта, характер резорбції альвеолярних відростків щелеп за умов відтворення СЗВ.

8. Дослідити вплив епігалокатехін-3-галату на патоморфологічну картину тканин пародонта та системні прозапальні та метаболічні розлади за умов моделювання СЗВ.

9. З’ясувати ефективність корекції метаболічних та структурних порушень пародонта за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi при одночасному застосуванні декількох засобів, що пригнічують транскрипційні чинники NF-κB і AP-1  (кверцетин + SR 11302).

10. Дослідити ефективність корекції метаболічних та структурних порушень пародонта за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi при комбінуванні інгібітора NF-κB з індуктором функціонально антагоністичного чинника Nrf2 (кверцетин + епігалокатехін-3-галат).
11. Вивчити вплив комбінації кверцетин + SR 11302 та кверцетин + епігалокатехін-3-галат за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi на показники СЗВ, вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів.
Об’єкт дослідження: механізми дизрегуляторних функціонально-метаболічних і структурних розладів пародонта.

Предмет дослідження: роль редоксчутливих факторів транскрипції у розвитку дизрегуляторної патології пародонта.

Методи дослідження: експериментальні (відтворення моделей ЛПС-індукованої СЗВ, гострого запалення тканин пародонта, оцінка впливу модуляторів факторів транскрипції NF-κB, AP-1, STAT-3, системи Keap1 / Nrf2 / ARE та їх комбінацій на метаболічні та функціональні показники тканин пародонта та крові за умов експерименту), біохімічних та імуноферментних (для оцінки за умов експерименту стану системи оксиду азоту – активність NO-синтази та її ізоформ, нітрат- і нітритредуктаз, вміст пероксинітрит-іонів, продукції супероксидного аніон-радикала, стану ПОЛ, антиоксидантної системи, показників деструкції сполучної тканини пародонта – колагенолізу та деполімеризації протеогліканів, маркерів інтенсивності системної запальної відповіді – цитокінів, реактантів гострої фази запалення, показників вуглеводного та ліпідного метаболізму в сироватці крові; патоморфологічних та математико-статистичних.
Наукова новизна одержаних результатів. Виявлено, що локальне ушкодження пародонта на тлі ЛПС-індукованої системної запальної відповіді супроводжується більш вираженими метаболічними розладами, як загальними (збільшення концентрації у крові церулоплазміну і вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів, зменшення антиоксидантного потенціалу), так і місцевими (підвищення продукування супероксидного аніон-радикала NADH- і NADPH-залежними джерелами, збільшення концентрації пероксинітриту та утворення вторинних продуктів ПОЛ у гомогенаті м’яких тканин пародонта, зменшення у них активності супероксиддисмутази) порівняно з окремим відтворенням СЗВ та гострого гінгівіту.
Вперше при дослідженні м’яких тканин пародонта за умов ЛПС-індукованої СЗВ показано, що деструкція екстрацелюлярного матриксу пов’язана зі збільшенням концентрації матриксних металопротеїназ 1 і 8, деполімеризацією колагену, протеогліканів і сіалоглікопротеїнів. Вплив на ясна місцевих пародонтопатогенних агентів (ліпополісахариду S. typhi,    лугу) у кількості, яка за звичайних умов не виявляє суттєвої  гістолітичної дії, на тлі СЗВ значно посилює в м’яких і кістковій тканинах  пародонта  реакції колагенолізу, деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнов, істотно збільшує резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

Показано, що активація транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 може розглядатися як детермінанта патологічної системи, що призводить до дизрегуляції окисного метаболізму та дезорганізації сполучної тканини пародонта. Вперше виявлено, що застосування інгібіторів активації цих факторів (амонію піролідиндитіокарбамату, водорозчинної форми кверцетину, SR 11302, іматинібу мезилату) за умов СЗВ обмежує у тканинах пародонта щурів утворення АФО/АФН: знижує швидкість продукування супероксидного аніон-радикала мітохондріальним і мікросомальним електронно-транспортними ланцюгами, NADPH-оксидазою лейкоцитів, зменшує NO-синтазну активність (загальну та її індуцибельної ізоформи), концентрацію пероксинітрит-іонів з подальшим зменшенням утворення вторинних продуктів ПОЛ та збільшенням антиоксидантного потенціалу тканин пародонта (при застосуванні амонію піролідиндитіокарбамату, водорозчинної форми кверцетину та SR 11302), активності в них  антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази), обмеженням у м’яких і кістковій тканинах пародонта деполімеризації колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів, зменшенням  ступеню  резорбції  альвеолярного  відростка щелеп.

Вперше виявлено, що використання водорозчинної форми кверцетину на тлі моделювання ЛПС-індукованої СЗВ помітно змінює морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті: перешкоджає утворенню гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу.
Вперше показано, що індукція системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом при відтворенні СЗВ зменшує в м’яких тканинах пародонта генерування супероксидного аніон-радикала, знижує NO-синтазну активність  та концентрацію пероксинітриту, що супроводжується обмеженням активації ПОЛ та збільшенням антиоксидантного потенціалу тканин пародонта, зменшенням у м’яких і кістковій тканинах пародонта колагенолізу та деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнів, покращенням морфологічної картини запально-деструктивних процесів у пародонті та загальних ознак СЗВ, вуглеводного та ліпідного метаболізму.

Вперше виявлено, що ефективність корекції метаболічних та структурних порушень пародонта за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi збільшується при одночасному застосуванні декількох засобів, що пригнічують транскриційні чинники NF-κB і AP-1  (кверцетин + SR 11302), або при комбінуванні інгібітора NF-κB з індуктором функціонально антагоністичного чинника Nrf2 (кверцетин + епігалокатехін-3-галат). 
Практичне значення одержаних результатів. Авторкою розроблено нові підходи до патогенетичної терапії запальних захворювань пародонта на підставі з’ясування ролі редоксчутливих факторів транскрипції (NF-κB, AP-1, STAT-3, Nrf2) у механізмах дизрегуляторних   функціонально-метаболічних і структурних розладів пародонта щурів за умов дії місцевих і системних патогенних чинників. Результати дослідження обґрунтовують доцільність клінічної оцінки ефективності застосування модуляторів сигнальних шляхів, пов’язаних з транскрипційними чинниками NF-κB, AP-1, STAT-3 та системою Keap1 / Nrf2 / антиоксидант-респонсивний елемент, як засобів попередження та терапії ураження пародонта (у лікарських формах для місцевого та системного застосування). 

Дисертація є експериментальним підтвердженням ефективності комбінування водорозчинної форми кверцетину з інгібіторами активації транскрипційного чинника AP-1 та індукторами системи Keap1 / Nrf2 / ARE при  патогенетичній терапії метаболічних та структурних порушень пародонта за умов  дії системних і місцевих пародонтопатогенних чинників.
Авторкою запропоновано «Спосіб експериментального моделювання системної запальної відповіді» (пат. 128236), «Спосіб експериментальної терапії хронічного пародонтиту за умов системної запальної відповіді» (пат. 130542), «Спосіб моделювання хронічного пародонтиту» (пат. 131145).
Результати роботи впроваджено у науково-педагогічний процес на кафедрі патофізіології Української медичної стоматологічної академії;      кафедрах патологічної фізіології Запорізького державного медичного університету, Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, Національного фармацевтичного університету, Тернопільського національного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського,    Харківського національного медичного університету; на кафедрі загальної та клінічної патологічної фізіології Одеського національного медичного університету; на кафедрі клінічної патологічної фізіології, топографічної анатомії та оперативної хірургії Харківської медичної академії післядипломної освіти (цикл «Загальна патофізіологія в клінічній медицині для лікарів усіх спеціальностей, наукових співробітників та викладачів»).

Особистий внесок здобувача. Здобувачці належить ідея застосування модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників як засобів корекції патологічного системогенезу при формуванні патології пародонта при СЗВ. Вона самостійно розробила основні теоретичні і практичні положення роботи, виконала патентно-інформаційний пошук вітчизняних та зарубіжних джерел, оволоділа компетентностями з методики досліджень і виконання дослідів, здійснила статистичну обробку отриманих результатів, підготувала текст наукових статей, дисертаційної роботи та автореферату. Разом із науковим консультантом узгодила основні наукові положення та висновки. За безпосередньої участі авторки виконано всі втручання на лабораторних тваринах, здійснено забір біологічного матеріалу для біохімічних, імуноферментних і морфологічних досліджень. Частину дослідів проведено разом із співавторами статей або тез доповідей (канд. мед. наук Л.І. Ляшенко, аспірантами О.Є. Акімовим, О.О. Швайковською, С.М. Назаренко), які досліджували інші органи. Проведення морфологічних досліджень виконано при консультативній допомозі д-ра мед. наук, професора І.І. Старченка. 

Апробація результатів дослідження. Основні наукові положення і результати дисертації доповідалися та обговорювалися на X науково-практичній конференції «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 5–6 жовтня 2017 р.), V Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 18–20 жовтня 2017 р.), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука в практику охорони     здоров’я» (Полтава, 17 листопада 2017 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Багаторівнева профілактика та діагностика в онкології»,  присвяченій 95-річчю з дня заснування Харківської медичної академії післядипломної освіти  (Харків, 1-2 лютого 2018 р.), XXI міжнародній медико-біологічній конференції молодих дослідників «Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье» (Санкт-Петербург, 14 квітня 2018 р.), XVII читаннях ім. В.В. Підвисоцького     (Одеса, 24–25 травня 2018 р.), XІ науково-практичній конференції          «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль,  4–5 жовтня 2018 р.), VII Пленумі Українського наукового товариства патофізіологів та науково-практичній конференції «Інтегративні механізми патологічних процесів: від експериментальних досліджень до клінічної практики», присвячених 110-річчю з дня народження члена-кореспондента АМН СРСР, професора  М.Н. Зайка (Полтава, 10–12 жовтня 2018 р.), І науково-практичній Інтернет-конференції з міжнародною участю «Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їхня фармакологічна корекція» (Харків, 18 жовтня 2018 р.),  Всеукраїнській науково-практичній конфе-ренції «Медична наука–2018» (Полтава, 16 листопада 2018 р.),  LXVI річній наукова-практичній конференції з міжнародною участю «Роль и место инновационных технологий в современной медицине» (Душанбе, 23 листопада 2018 р.), XVIII читаннях ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 21–22 травня 2019 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю          Галицькі читання «Сучасні уявлення щодо патогенезу запалення: місцеві та системні механізми» (Івано-Франківськ, 19–20 вересня 2019 р.), ІІ науково-практичній Інтернет-конференції з міжнародною участю «Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їхня фармакологічна корекція» (Харків, 21 листопада 2019 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні аспекти вільнорадикальної патології в експериментальній та клінічній медицині», присвяченій 70-річчю з дня народження професора В.М. Бобирьова (Полтава, 7–8 травня 2020 р.), VIІІ Національному конгресі патофізіологів України з міжнародною участю «Патологічна фізіологія – охороні здоров’я України» (Одеса, 13–15 травня 2020 р.),          ІІ науково-практичній конференції молодих вчених з міжнародною участю «Від експериментальної та клінічної патофізіології до досягнень сучасної медицини і фармації» (Харків, 15 травня 2020 р.).

Публікації. Результати дисертаційного дослідження викладено в     45-х наукових працях, серед яких 23 статті (із них 18 статей у фахових виданнях України, 5 – в іноземних періодичних виданнях (Польща, Республіка Білорусь, Республіка Таджикистан), у тому числі 5 статей у журналах, включених у міжнародні науково-метричні бази Scopus та / або Web of Science), 19 публікацій – у матеріалах і тезах наукових конгресів, з’їздів і конференцій, 3 патенти України на корисну модель.

Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 372 сторінках комп’ютерного набору, містить 41 таблицю та 34 рисунки. Складається з з анотації, вступу, огляду літератури, характеристики матеріалів і методів дослідження, 4-х розділів результатів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, який містить 601 джерело – 209 кирилицею та 392 латиницею, додатків.
РОЗДІЛ 1

МОЛЕКУЛЯРНІ МЕХАНІЗМИ РОЗВИТКУ ДИЗРЕГУЛЯТОРНОЇ ПАТОЛОГІЇ ПАРОДОНТА ССАВЦІВ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
1.1. Патологічний системогенез і сучасні уявлення про розвиток запально-дистрофічних захворювань пародонта

Нині доведено, що утворення нових патологічних інтеграцій з  ушкоджених біологічних структур є універсальним механізмом розвитку не тільки нервово-психічних розладів, але й низки захворювань різних органів і систем, відомих як дизрегуляторні [27-29, 48, 112, 191, 510].     Підкреслюється, що розуміння біологічного значення цієї патології є необхідним для правильного підходу до вивчення патологічних процесів і розробки нових медичних технологій їхньої профілактики та патогенетичної терапії.

Дизрегуляторні порушення діяльності органів та їхніх функцій є причиною і ендогенним патогенетичним механізмом, що впливає на  подальшу негативну динаміку патологічного процесу, наприклад, на виникнення його ускладнень. Дизрегуляторні розлади можуть бути первинними, якщо вони виникають унаслідок первинних патологічних змін в апараті регуляції, або вторинними, якщо обумовлені первинним патологічним процесом у структурі-мішені, але набувають за певних умов значення провідного патогенетичного механізму [48, 111].
Згідно з концепцією розвитку дизрегуляторної патології, запропонованою Г.М. Крижановським [48, 111, 112], роль ключового патогенного чинника, що виникає ендогенно та викликає подальший розвиток патологічного процесу або його ускладнень, відіграє патологічна система (ПС). Вона визначається як нова патодинамічна організація, що виникає у біологічних структурах за умов їхнього пошкодження, діяльність якої має біологічно негативне значення [48, 111]. Головною ознакою ПС є дезадаптивне або безпосередньо патогенне значення для організму, що відрізняє її від  фізіологічної системи, діяльність якої має адаптивну спрямованість, важливу для досягнення корисного для організму результату. Обов'язковою умовою утворення ПС є порушення резистентності й авторегуляції структур, що її утворюють, та їхній відхід з-під дії механізмів контролю [111].

Патологічний системогенез є несприятливим етапом розвитку патологічного процесу та складається з таких ланок як утворення патологічної детермінанти, виникнення ПС, формування клінічних ознак, що  відповідають новій структурно-функціональній організації [48, 111]. Діяльність ПС належить до розряду типових патологічних процесів, що реалізуються на рівні системних взаємозв’язків.

Численні аргументи дозволяють стверджувати, що агресивний перебіг та/або хронізація запально-дистрофічних захворювань пародонта залежить не тільки від безпосереднього ушкодження його тканин певними патогенними агентами, але і від негативного впливу з боку інших змінених інтегративних систем на різних рівнях організації біологічних структур [254, 356]. 

Як відомо, запальні захворювання пародонта (гінгівіт, пародонтит) виникають унаслідок дії місцевих і загальних факторів [76, 144, 145, 178, 185, 458, 522]. До місцевих належать біологічні (мікроорганізми та продукти обміну в складі зубних відкладень), механічні, фізичні та хімічні чинники. Патогенний вплив мікробіоти може проявлятися через надмірне накопичення зубного нальоту, а також бути пов'язаним зі зміною складу  біоплівки. 

Серед бактерій найбільше шкідливу дію на пародонт мають Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Actinobacillus actinomycetem-comitans), Porphyromonas gingivalis і Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus) [3, 170, 190, 207, 384, 477]. До числа інших пародонтопатогенних мікроорганізмів належать Prevotella intermedia, Prevotella denticola, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Bacteroides intermediums, Actinomyces naeslundii та ін. Фактори вірулентності забезпечують бактеріям здатність до швидкого розмноження в міжклітинних просторах, а також до внутрішньоклітинної інвазії шляхом ендоцитозу [180, 381]. 

Для відтворення гінгівіту та пародонтиту в експерименті на щурах найчастіше використовують внутрішньогінгівальне введення або аплікацію ЛПС Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium [118, 186, 294, 491, 540].
Патогенний  потенціал  мікроорганізмів  і продуктів обміну  посилюється під впливом інших чинників ушкодження тканин пародонта: механічних (тверді зубні відкладеннями, гострі краї каріозних порожнин, навислі краї неповноцінних пломб, при аномаліях та деформаціях зубів і прикусу); фізичних (високі та низькі температури, електричний струм, іонізуюча радіація); хімічних (кислоти, луги, ліки, компоненти стоматологічних  матеріалів тощо). Результатом таких впливів є порушення нормального  функціонування пародонта, перевантаження його окремих ділянок [42, 44, 144].
Патогенні наслідки дії місцевих чинників у розвитку патології пародонта значно посилюються за умов порушення трофіки і резистентності тканин, що залежить від загальних розладів організму: нейрогенних (психоемоційний стрес, нейродистрофії), кардіоваскулярних (атеросклероз,    артеріальна гіпертензія), ендокринних і метаболічних (ожиріння, ІР, ЦД, дисфункція щитоподібної та статевих залоз) та ін. [76, 91, 144, 171, 185]. Показана залежність розвитку запально-дистрофічних захворювань пародонта від віку хворого [206]. Особливо важко переоцінити значення системних порушень у патогенезі ХГП [30. 91, 110, 101, 175, 213, 517].
Дизрегуляторні впливи можуть охоплювати найважливіші ланки патогенезу запально-дистрофічних захворювань пародонта. Нині механізм запальних захворювань пародонта розглядається як етапний процес взаємодії між мікробіотою зубного нальоту і тканинами організму, судинною та імунною системами, клітинами СТ [91, 113, 139, 145, 165, 171, 251, 458, 522, 517]. Розвиток запальних захворювань пародонта складається з наступних етапів [144]: 1) включення пародонтопатогенних бактерій до складу біоплівки та формування зубного каменю; 2) інвазії; 3) руйнування тканин пародонта; 4) загоєння.

У першу стадію ясенна рідина та продукти життєдіяльності мікроорганізмів сприяють міграції пародонтопатогенних бактерій у ясенну борозну, де вони прикріплюються до поверхні зуба, епітелію кишені, формуючи м'які зубні відкладення (зубний наліт, зубні бляшки), що порушує переміщення ротової рідини та створює умови для життєдіяльності біоплівки [42]. Згодом у зубній бляшці підвищується концентрація неорганічних речовин, і вона стає матрицею для утворення зубного каменю – над’ясенного та під’ясенного, що мають різні джерела мінералізації (відповідно, ротову рідину та сироватку крові). Зубний камінь (особливо під’ясенний) виявляє виражену механічну шкідливу дію, викликає порушення мікроциркуляції, що сприяє атрофії тканин пародонта.

У стадію інвазії цілісні мікроорганізми або їхні фрагменти проникають в ясна через епітелій борозни на різну глибину та досягають альвеолярної кістки. Проте цей процес обмежується механізмами вродженого імунітету. Фагоцити утворюють першу лінію захисту проти мікроорганізмів. У ясенній борозні нейтрофіли формують бар'єр між епітелієм і зубним нальотом, здійснюють фагоцитоз і запобігають ушкодженню епітелію та СТ, що підлягає.

У пацієнтів з нейтропенією і функціональними порушеннями активності нейтрофілів (циклічна нейтропенія, хронічна гранулематозна хвороба, синдром Чедіака-Хігасі, синдром дефіциту адгезії лейкоцитів при генетичному дефекті β2 інтегринів) розвивається виражена деструкція тканин пародонта [161, 270]. В експерименті на тваринах нейтропенія також       супроводжується швидким розвитком ушкодження пародонта [270]. 
При тяжких формах захворювання пародонта (локалізований і генералізований ювенільний пародонтит, швидкопрогресуючий пародонтит) відмічаються порушення в функціональному стані лейкоцитів. За даними A.Ye. Demkovych [279, 284, 285], кількість нежиттєздатних лейкоцитів з ознаками раннього апоптозу та пізнього некрозу / апоптозу збільшується у динаміці експериментального бактеріально-імунного пародонтиту. Зростає також відсоток моноцитів крові зі зниженим мітохондріальним трансмембранним потенціалом, що свідчить про дестабілізацію електронно-транспортної системи лейкоцитів, їх енергетичну недостатність і розвиток деструктивних явищ. 

Упродовж еволюційного розвитку пародонтопатогенні бактерії набули здатності обходити механізми вродженого імунітету [232, 477].               Наприклад, P. gingivalis не стимулює експресію молекул Е-селектину на ендотеліальних клітинах, що зв’язуються з нейтрофілами, внаслідок чого порушується міграція останніх у тканини. A. actinomycetemcomitans пригнічує хемотаксис нейтрофілів. У той же час ці бактерії активують моноцити та макрофаги, стимулюють секрецію прозапальних цитокінів і медіаторів, наслідком чого є деструкція тканин.

На етапі руйнування тканин пародонта спостерігається дезорганізація ЕЦМ, резорбція альвеолярної кістки, імунні ураження клітин. Ушкодження тканин ясен, окістя та кістки альвеолярного відростка щелеп у значній мірі пов’язано з ураженням ЕЦМ продуктами життєдіяльності мікробіоти ротової порожнини (первинна альтерація) та власне медіаторами запалення (вторинна альтерація). Так, пародонтопатогенні мікроорганізми виробляють низку гістолітичних ферментів (гіалуронідазу, хондроїтинсульфатазу, протеази, глюкуронідазу, колагеназу) та екзотоксини, що викликають деполімеризацію колагену, протеогліканів і глікопротеїнів [81, 180, 232]. Медіаторні системи тканин пародонта, що забезпечують таку дію, представлені прозапальними цитокінами та ефекторними сполуками – матриксними металопротеїназами (MMP), плазміном, сериновими протеїназами поліморфоядерних лейкоцитів, АФО/АФН [135, 473, 517]. Саме вони викликають деструкцію СТ пародонта при дії місцевих неінфекційних чинників та при загальних метаболічних порушеннях в організмі [251, 517]. 

Важливим механізмом руйнування ЕЦМ є активація колагеназ (MMP-1, MMP-8 та MMP-13) нейтрофілами та макрофагами, епітелоцитами ясен, фібробластами, ендотеліоцитами, плазматичними клітинами, що відбувається за участю низки прозапальних цитокінів (TNF-α, ІL-1, ІL-6) [82, 180, 473]. Показано, що TNF-α та ІL-1β стимулюють секрецію MMP-3, MMP-8 та MMP-9 фібробластами ясен [517].

Велика кількість публікацій висвітлює участь АФО/АФН, у механізмі руйнації пародонта, особливо за умов антиоксидантної недостатності [13, 15-16, 76, 122, 133, 181-182, 282, 564]. Показано, що розвиток окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта при запаленні, системних метаболічних розладах та інтоксикаціях опосередкується активацією редоксчутливих транскрипційних чинників NF-κB і AP-1 [14, 120, 344, 376].

Запальний процес починається в ділянці ясенної борозни та епітеліального прикріплення. Деструкція зубоясенного з'єднання з формуванням пародонтальної кишені свідчить про трансформацію гінгівіту в пародонтит.

Нещодавно продемонстровано, що збільшення RANKL (від англ. Receptor Activator of NF-κB Ligand) стимулює диференціювання клітин-попередників моноцитів / макрофагів до остеокластів, а також дозрівання та виживання останніх, що призводить до втрати кісткової тканини пародонта [172, 180, 473]. Примітно, що за умов пародонтиту прозапальні цитокіни (IL-1β, IL-6, IL-17 та TNF-α) викликають експресію остеобластами мембрано-зв'язаного RANKL [473]. Окрім остеобластів, RANKL  експресуют також інші клітини, переважно CD4+ T-лімфоцити. 
Слід зазначити, що вогнище запалення при пародонтиті є постійним джерелом прозапальних цитокінів, бактерій і ЛПС, здатних провокувати СЗВ та дисемінацію інфекції [77, 147, 251, 346, 517, 546].

У разі відсутності дизрегуляторних впливів у тканинах пародонта зменшуються ознаки ексудації (під дією протизапальних медіаторів), відбувається епітелізація, відновлюється ЕЦМ.

Таким чином, утворення ПС у динаміці розвитку запального процесу в тканинах пародонта може бути чинником порушення еволюційно закріпленої адаптивної програми гострого запалення, внаслідок чого змінюється його перебіг з подальшим неадекватно великим обсягом ушкодження тканин та / або хронізацією процесу. 

1.2. Системна запальна відповідь – це синдром або типовий        патологічний процес?

Запалення належить до найпоширеніших типових патологічних процесів. Важливою його властивістю є біологічна доцільність, яка полягає у локалізації, розведенні, ізоляції та усуненні агента, що викликав ушкодження, а також у відновленні ушкоджених тканин [137]. Тобто, «класичне» нормергічне запалення (нормофлогоз) – це адекватна реакція організму на ненормальну ситуацію (дію флогогенних чинників) [198].

При перевищенні сили генералізованої дії патогенних агентів над компенсаторними можливостями системи протизапальної резистентності створюються умови для розвитку СЗВ.

З цих позицій, СЗВ – це дисфункціональна система, оскільки ні вона у цілому, ні її складові, не виявляють протективної для організму основи. Більш того, розвиток СЗВ може посилювати ефект поліорганної альтерації за рахунок вторинної тканинної деструкції, критичного порушення багатьох параметрів гомеостазу (ацидоз, гіпоксія, гіповолемія тощо), а також проникнення у системну гемоциркуляцію мікробних антигенів при неспроможності бар'єрної функції кишкового епітелію. Внаслідок ефекту вторинного поліорганного пошкодження, СЗВ має  здатність до  саморозвитку, що у тяжких випадках навіть за умов інтенсивної терапії визначає високу летальність [35, 198].

Деякі дослідники розглядають СЗВ як окремий типовий патологічний процес, який є проявом дизрегуляторної патології [35, 69, 198]. Є.Ю. Гусєв та В.О. Черешнєв [36, 40] вказують, що можливість розвитку цього виду патології як цілісного процесу пов'язана з наявністю у ссавців умов для надзвичайно високого рівня реагування ексудативно-судинного комплексу на дію патогенних чинників та високою  чутливістю  життєво важливих  органів до мікроциркуляторних розладів. 

І.П. Кайдашев [86] обґрунтовує погляд, що низькоінтенсивне хронічне запалення є прикладом патологічного процесу, пов’язаного з дією        архаїчних адаптивних генетичних програм, що реалізується у відповідь на нові подразники, до яких у процесі еволюції не було сформовано адекватних механізмів пристосування. Цими стимулами можуть бути чинники, що мають пріоритетне значення у розвитку хвороб цивілізації, наприклад, надмірне надходження енергетичних субстратів, зниження фізичної активності, зміна спектру інфекційних агентів, особливості світлового режиму тощо. На думку дослідників, велике значення у розвитку СЗВ має активація певних траскрипційних факторів (зокрема, NF-κB і AP-1) з подальшою прозапальною гіперцитокінемією [87, 152].

Є.Ю. Гусєв та В.О. Черешнєв [38, 198] повідомляють про існування 2-х шляхів розвитку СЗВ («продавлювання» та «прорив»), що принципово відрізняються один від одного. У варіанті «продавлювання» СЗВ формується поступово. Вочевидь, така динаміка є характерною для  «низькоступеневого», «низькорівневого», «безмовного» запалення, або «запалення низької градації», яке, наприклад, є компонентом метаболічного синдрому та має патогенетичне значення у розвитку атеросклерозу, ЦД 2-го типу, ожиріннія хвороби Альцгеймера та деяких інших нейродегенеративних розладів, остеопорозу, канцерогенезі тощо [92-94]. 

Поступовий розвиток СЗВ притаманний також деяким септичним станам, хірургічній травмі та травматичній хворобі [34, 163, 239, 577]. 

Ланками патогенезу СЗВ за цих умов можуть бути такі процеси: генералізоване індуцибельне продукування цитокінів та інших біорегуляторів, окисний стрес, дисеміноване внутрішньосудинне згортання крові (ДВЗ), системна дегрануляція мастоцитів, системні мікроциркуляторні розлади з поліорганною дисфункцією [198]. В свою чергу, ці процеси здатні призводити до вторинної системної альтерації, причинами якої можуть бути гіпоксія, ацидоз, вторинний ендотоксикоз (накопичення в крові ендотоксину грамнегативних бактерій та інших PAMPs при порушенні біологічних бар'єрів), гіповолемія, накопичення в крові продуктів тканинної деструкції.

При варіанті «прориву» відбувається швидке подолання системи протизапальної резистентності потужним впливом патогенних чинників. У цьому випадку етап «передсистемної» запальної відповіді становить кілька годин, що є часом, потрібним для залучення в процес продуктів експресії індуцибельних генів [198]. При деяких критичних станах вогнище «класичного» запалення може бути відсутнім або його значення для розвитку СЗВ є вкрай несуттєвим, наприклад, при блискавичному сепсисі у людини або експериментальному генералізованому феномені Шварцмана у тварин, гемотрансфузійному та анафілактичному шоці, краш-синдромі тощо.

У наш час СЗВ нерідко ототожнюється з так званим «синдромом системної запальної відповіді» (англ. Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS), критерії діагностики якого були запропоновані у 1992 році Погоджувальною конференцією Американської колегії грудних хірургів (American College of Chest Physicians, ACCP)  і Товариства медицини критичних станів (Society of Critical Care Medicine, SCCM). Згідно з цим консенсусом SIRS діагностується при наявності більше ніж одного з перерахованих симптомів: температура тіла <36.0 °С або >38.0 °С; частота дихання >20 за хвилину або РаСО2 <32 мм рт. ст.; частота серцевих скорочень >90 уд./хв.; кількість лейкоцитів <4000/мл або >12000/ мл, або більше 10%      незрілих форм [179, 237. 553]. 

Інші дослідники як ознаки СЗВ розглядають також гіперглікемію (глюкоза в сироватці крові >6.66 ммоль/л при відсутності цукрового діабету) [528], підвищення в крові білків гострої фази [115, 429, 600], цитокінів, прокальцитоніну та ЛПС-зв'язувального білка [34, 37, 340, 600], продуктів ПОЛ [169, 420] та ін.

У динаміці СЗВ виділяють 3 стадії: 1) локального продукування цитокінів у відповідь на травму або інфекцію; 2) вивільнення малої кількості цитокінів у системний кровотік; 3) «генералізації» запальної реакції [6]. Останню стадію СЗВ автори підрозділяють на 2 періоди з урахуванням  взаємодії про- та протизапальних медіаторів: 1) початковий, який характеризується утворенням надвисоких концентрацій прозапальних цитокінів, АФО/АФН; 2) компенсаторна протизапальна відповідь, пов’язана з продукуванням протизапальних цитокінів. Швидкість їхньої секреції та концентрація у крові та тканинах поступово наростають з одночасним зниженням вмісту медіаторів запалення. 

Частина дослідників не поділяє точку зору, що компенсаторна протизапальна відповідь являє собою реакцію на СЗВ, оскільки у деяких хворих унаслідок генетичної детермінації або зміненої під дією чинників зовнішнього середовища реактивності відразу виявляється різкий дисбаланс цитокінів. Це явище отримало назву «синдром компенсаторної протизапальної відповіді» (англ. Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome, CARS) [316, 513]. Він характеризується низьким рівнем прозапальних цитокінів – TNF-α, ІL-1β, ІL-12 та IFN-γ при помітному підвищенні рівня протизапальних чинників – ІL-10 та ІL-1Ra [316]. Імунна недостатність за цих умов сприяє порушенню активації моноцитів, що характеризується помітним зниженням експресії рецепторів HLA-DR антигену, втратою властивості презентації антигенів, зниженням здатності цих клітин продукувати прозапальні цитокіни у відповідь на введення ЛПС [290]. Наслідком цього може бути імунологічна недостатність, приєднання вторинної інфекції,    сепсис [513].

Нещодавно описано явище своєрідного імунологічного дисонансу, коли одночасно спостерігається як прозапальна гіперактивність (SIRS), так й імуносупресія (CARS), які мають більший деструктивний потенціал, що отримало назву «синдром змішаної антагоністичної відповіді» (Mixed Antagonist Response Syndrome, MARS) [454, 459].

Визначення критеріїв SIRS та пов’язаних з ним «квазісиндромів» (CARS, MARS та ін.), що маркують певні стадії першого, на думку деяких дослідників [37], базувалося на спробі вирішення проблеми прогнозування та ранньої діагностики насамперед септичних ускладнень. Так, основою для визначення маркерів SIRS були шкали оцінки загального стану, зокрема, АРАСНЕ II (“Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II”), що містить 4 показника цього синдрому. В межах цієї концепції сепсис визначали як SIRS + вогнище інфекції. До цього часу діагностування SIRS розцінюється як прогностично несприятливий чинник [302, 348, 554], але в  окремих випадках критерії SIRS виявилися недостатньо ефективними для прогнозування летальності, наприклад, при політравмі [39].

Зрозуміло, що критерії SIRS є недостатньо специфічними та не характеризують усі стани, що супроводжуються СЗВ, починаючи з «реанімаційних» синдромів (септичний шок, поліорганна недостатність, ДВЗ-синдром) до «низькоінтенсивних» її проявів (при метаболічному синдромі, атеросклерозі, ЦД 2-го типу тощо). На підставі цього супротивники синдромального підходу підкреслюють доцільність опису СЗВ як загальнопатологічного процесу [37]. З цих позицій головними його критеріями повинні бути показники, що чітко диференціюють характер дії медіаторів – чи є вона місцевою або загальною. Найбільш інформативними маркерами СЗВ дослідники вважають вміст у сироватці крові певних прозапальних і протизапальних цитокінів (IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α), а також білків гострої фази (C-реактивний білок, церулоплазмін) [37, 115, 600]. У той же час автори не виключають діагностичної цінності інших цитокінів, білків теплового шоку, розчинних рецепторів цитокінів та адгезії ендотеліоцитів, маркерів  внутрішньосудинної активації гранулоцитів тощо. 

Таким чином, у літературі наводяться вагомі аргументу на користь визначення СЗВ як типового патологічного процесу та дизрегуляторної патології, що супроводжується втратою характерної для гострого запалення протективної основи, генералізованим залученням запальних механізмів, філогенетично сформованих лише для місцевого використання. В працях останніх років розроблено критерії розпізнавання СЗВ, що відрізняються від симптомів SIRS у версії ACCP /  SCCM 1992 року. Підкреслюється, що створення моделі СЗВ потребує інтегрування експериментальних і клінічних, молекулярних і популяційних досліджень. Зазвичай у експерименті на тваринах моделюються, лише певні ланки патогенезу, що складають основу синдрому, у тому числі SIRS, але не всі синдромальні атрибути. Створення моделі СЗВ, як типового патологічного процесу, може бути теоретичною та методологічною основою вирішення завдань клінічної медицини.

1.3. Захворювання пародонта і загальна соматична патологія: патогенетична роль системної запальної відповіді

У наш час патогенетичний зв'язок запально-дистрофічних захворювань пародонта та соматичної патології не викликає сумніву. Цьому питанню присвячена велика кількість лише оглядових публікацій [19, 149, 175, 213, 229, 230, 249, 250, 350, 412, 452, 549]. Проте об’єктом дискусії  залишається питання – чи є хвороби пародонта вторинними по відношенню до системних процесів в організмі, чи вони самі здатні запускати захворювання внутрішніх органів, ендокринної системи або метаболізму в цілому.

Звертає на себе увагу зв'язок патології пародонта саме із захворюваннями, що містять СЗВ як провідну ланку патогенезу – атеросклерозом, ЦД, ожирінням, метаболічним синдромом, запальними  захворюваннями  кишечнику, травматичної хворобою, сепсисом [19, 175, 205, 250, 356, 396, 452, 469]. 

Докази асоціації між пародонтитом та ССЗ  атеросклеротичного характеру, включаючи інсульт, інфаркт міокарда, хвороби периферичних судин, аневризму черевної аорти, ІХС та раптову серцеву смерть, наводяться у більш ніж 50-ти проспективних когортних та контрольованих дослідженнях, проведених протягом останніх 25 років [350, 398, 412, 529]. Показано тісний зв’язок між втратою зубів та інсультом, смертністю від ССЗ та   смертністю від усіх причин у  пацієнтів зі стабільною стенокардією [555]. 

В Україні у пацієнтів з ІХС і артеріальною гіпертензією захворювання пародонта виявляються у 93.5% обстежених, що в 1.8 раза частіше, ніж у осіб із відсутністю ССЗ. При цьому у 79% хворих спостерігається ХГП, розповсюдженість і ступінь тяжкості якого залежить від тривалості основного захворювання [209]. Обстеження хворих на ІХС та пацієнтів, які перенесли інфаркт міокарда, показує, що близько 75% осіб мають захворювання ротової порожнини, а частота виявлення захворювань пародонта у всіх вікових групах складає 55-99% [41].

Підкреслюється, що ХГП у пацієнтів з ІХС характеризується тривалим хронічним перебігом і тяжким  ступенем  виразності [57]. Автором  виявлений взаємозв'язок між запальними захворюваннями пародонта й  атеросклеротичними ураженнями коронарних артерій, доведений зв'язок ступеня тяжкості ХГП з перенесеним інфарктом міокарда.

Встановлено тісний взаємозв’язок між ступенем тяжкості ХГП та показниками дисліпідемії [146, 164], дисбалансу медіаторів запалення (IL-6, TNF-α, ендотеліну-1, простагландинів, тромбоксану B2) [146], порушенням толерантності до глюкози, рівнем високочутливого С-реактивного білка, наявністю атеросклеротичного ураження судин шиї [164].

А.І. Грудянов та співавт. [32] дослідили пов'язаний ризик прогресування запального ураження пародонта,  розвитку СЗВ і ССЗ. За  даними  авторів, високий ризик виникнення серцево-судинних подій у пацієнтів із середнім і тяжким ступенями ХГП зустрічався відповідно у 8.8 і 13.3%. Патогенетичною ланкою, що посилює зв'язок між виразністю запальних змін пародонта і розвитком ССЗ, на думку дослідників, є СЗВ з підвищенням вмісту в крові високочутливого С-реактивного білка та IL-6.

Епідеміологічні дані вказують на зв’язок між ХГП та підвищеним  рівнем артеріального тиску. Відомо, що артеріальна гіпертензія сприяє розвитку   лімфостазу   та  збільшенню   проникності   капілярів,  що   супроводжуються вираженим набряковим синдромом і кровоточивістю ясен [267, 557]. З іншого боку, наявність ХГП асоціюється з більшим ризиком і ступенем ураження органів-мішеней [399, 551]. У проспективному пілотному дослідженні когорти пацієнтів з діагнозом рефрактерної артеріальної гіпертензії та ХП [557] показано, що стоматологічне лікування зменшує зниження медіани значення систолічного та діастолічного артеріального тиску відповідно на 12.5 і 10.0 мм рт. ст., при зменшенні показника маси міокарду лівого шлуночка – на 12.9 г та при зниженні швидкості пульсової хвилі – на 0.9 м/с.

Примітно, що захворювання пародонта мають фактори ризику, що є складовими метаболічного синдрому (гіперглікемія, ожиріння, дисліпідемія та артеріальна гіпертензія). Проте причинно-наслідкові зв’язки між пародонтитом і більшістю з цих чинників ще у повній мірі не є доведеними, але їхня модифікація зменшує ймовірність  розвиток цієї патології [328]. Автори підкреслюють, що зв'язок між захворюваннями пародонта і метаболічним синдромом є обопільним: прозапальні цитокіни за умов останнього сприяють місцевому запаленню в тканинах пародонта, а воно, в свою чергу, підвищує СЗВ при метаболічному синдромі.

В.Ф. Черемісіна [196] дослідила роль адипонектину та вісфатину при експериментальному пародонтиті. Встановлено, що при порушенні кісткового метаболізму в щурів з дентальним альвеолітом знижується рівень адипонектину в сироватці, а рівень вісфатину залишається незмінним. При порушенні кісткового метаболізму в щурів із пародонтитом підвищуються  рівні обох адипокінів. Динаміка цих біорегуляторів при альвеоліті та пародонтиті свідчить про значну участь адипокінів у процесах ремоделювання кісткової тканини. В інших працях авторка наводить дані щодо можливості взаємоінтеграції загальної патології та запального процесу в пародонті через розвиток гіперцитокінемії (зниження рівнів RANKL і TGF-β1, підвищення IL-1Ra і IL-17) [192, 233, 258], системну біоенергетичну недостатність [193], зміни у обміні мікроелементів (міді та цинку) [194], розлади судинно-тромбоцитарного гемостазу [195, 200].

Позитивний зв'язок між ІР і пародонтитом відмічається багатьма дослідниками [221, 231, 249, 323, 327, 440, 450].

Тісні взаємозв'язки між ЦД і захворюваннями пародонта дають підставу розглядати ХГП як одне з головних ускладнень ЦД [229, 373]. Виявлено пряму залежність між виразністю запальних змін у слизовій оболонці порожнини рота та тривалістю перебігу ЦД, наявністю ускладнень і віком хворого [175].

У 2-х перехресних дослідженнях, спрямованих на вивчення зв'язку між хворобами пародонта та серцево-судинної системи у пацієнтів з ЦД 2-го типу, було виявлено збільшення у хворих з гінгівітом і пародонтитом маси міокарда лівого шлуночка, діастолічного та систолічного тиску [303], товщини комплексу інтима-медіа сонних артерій [304]. При дослідженні хворих на ЦД літнього віку з ХП були виявлені більш істотні порушення мікроциркуляції (у судинах сітківки) з використанням багатопараметричних лінійних регресійних моделей [236].

У довгострокових дослідженнях продемонстровано поліпшення клінічних та імунологічних показників стану пародонта та глікемічного контролю після лікування ХГП [229, 230].

В останні роки з’являються публікації щодо провідної ролі СЗВ як механізму, через який запальний процес у пародонті може провокувати або ускладнювати патологію внутрішніх органів, зокрема, серцево-судинної системи. Для пояснення взаємозв'язку між пародонтитом і захворюваннями, що супроводжуються СЗВ, запропоновано декілька гіпотез. Одна з них обґрунтовує наявність між ними причинно-наслідкових відносин. Інша гіпотеза припускає наявність у їхній етіології спільних факторів ризику, наприклад, таких як надмірна калорійність харчування, гіподинамія, погана гігієна порожнини рота тощо [402]. 

Численні дослідження свідчать про підвищений рівень С-реактивного білка при ХГП [32, 164, 557]. Через попадання в кров бактерій і прозапальних цитокінів пародонтит розглядається як фактор ризику розвитку СЗВ, яка, в свою чергу, може впливати на інші органи і системи організму [175, 201, 250, 452, 506]. 

Клінічні спостереження щодо ролі патології пародонта у розвитку СЗВ підтверджуються дослідами на лабораторних тваринах. Так,             M.I. Kouki et al. [388] дослідили, чи може пародонтит зумовити СЗВ у соматично здорових собак. Автори виявили статистично значущий зв'язок між індексом ясенної кровотечі та концентрацією С-реактивного білка, а також кількістю лейкоцитів і поліморфноядерних клітин протягом активного терміну руйнування тканин пародонта. Проте дослідники відмічають відсутність кореляції між показниками деструкції пародонта та названими показниками крові. Зроблено висновок, що активні періоди запалення пародонта можуть супроводжуватися СЗВ. 

A. Ionel et al. [353]  відмічають на 7-му добу експерименту на білих щурах-самцях з відтвореним пародонтитом (шляхом імплантації шовкової нитки навколо нижніх різців) кореляцію клінічних і гістологічних змін пародонта з помітною системною запальної реакцією (суттєве підвищення концентрації у сироватці крові IL-6). Автори рекомендують впровадження контролю на пародонтит у програму профілактики системних розладів у клінічній практиці.

За даними Н.О. Юдіної [205], наявність у лабораторних тварин, що знаходилися на гіперхолестериновій дієті, декількох інфекційно-запальних вогнищ у маргінальному періодонті супроводжується більшими змінами показників СЗВ і ліпідного спектру крові. Спостерігається кореляція між кількістю інфекційно-запальних вогнищ та концентрацією у сироватці крові C-реактивного білка, загального ХС та фібриногену. 

В останні роки повідомляється про участь макрофагів у взаємозв’язках між реакціями місцевого запалення  та СЗВ [295, 325]. Дослідження показали роль таких зв’язків у взаємообтяженні пародонтиту та такої системної патології як ЦД, ССЗ та, навіть, передчасні пологи [431, 447, 455]. Епідеміологічні та недавні клінічні дослідження відмічають пародонтит як фактор ризику ССЗ [395, 537].

Нещодавно деякі пародонтопатогенні бактерії (зокрема, P. gingivalis та A. actinomycetemcomitans) були виявлені в атеромах людини [291, 424, 597]. Ці мікроорганізми можуть викликати або посилювати СЗВ через вивільнення токсинів (тобто бактеріальних ЛПС) або витоку медіаторів запалення у системний кровотік [481].

Незважаючи на те, що численні перехресне дослідження підтверджують таку точку зору, демонструючи більш високу частоту атеросклеротичних ускладнень у пацієнтів із захворюваннями пародонта та свідчать про тісний зв'язок між запаленням пародонта та розвитком атеросклерозу, ці спостережні дослідження все ще далекі від встановлення безперечних причинно-наслідкових відносин [331].

У  експерименті  на  мишах  з дефіцитом аполіпопротеїну Е  продемонстровано, що експериментальна індукція пародонтиту шляхом внесення P. gingivalis загострює ранні атеросклеротичні ураження (жирові смуги)    впродовж 4 місяців [396]. Окрім того, у мишей, інфікованих P. gingivalis підвищуються рівні IL-6 у сироватці крові, VCAM-1 та тканинного фактора в  аорті.

 Примітно, що відтворення P. gingivalis-індукованої моделі пародонтиту значно збільшує осадження ліпідів в аорті кролів, які знаходилися на збагаченій холестерином дієті протягом 13 тижнів [355]. В іншому дослідженні була виявлена позитивна кореляція між тяжкістю захворювання пародонта та рівнем осадження ліпідів. При цьому рибосомальні 16S РНК     P. gingivalis в атероматозних бляшках були відсутні. На підставі цього     автори зазначають, що бактеріальні клітини P. gingivalis, які надходять із пародонтальних уражень, постачають  фактори вірулентності, такі як ЛПС, до артеріальної стінки, тим самим ініціюючи або сприяючи атерогенезу, зокрема, перетворенню макрофагів у пінисті клітини [481]. 
Повідомляється, мононуклеарні макрофаги з клітин периферичної крові експресують мРНК NLRP3 [391] для вивільнення прозапального IL-1β, що ефективно індукується бактеріальними ЛПС [476]. При цьому NLRP3-дефіцитні макрофаги не виробляють активного IL-1β у відповідь на бактеріальну інфекцію [366, 428]. Примітно, що концентрація білків NLRP3 значно підвищується не тільки у тканинах ясен у пацієнтів з пародонтитом [466], але і в аорті хворих на коронарний атеросклероз [593]. Оральне внесення культури P. gingivalis аполіпопротеїн Е-дефіцитним мишах викликає значне підвищення ясенного і аортального NLRP3; рівня мРНК про-IL-1β, про-IL-18 та прокаспаз-1, а також перитонеальної концентрації IL-1β, IL-18 і TNF-α порівняно з гінгіпаїн- або фімбрії-дефіцитними мутантами, що свідчить про те, що гінгіпаїни та фімбрії є важливими факторами вірулентності при активації NLRP3-інфламамосоми з утворенням прозапальних цитокінів [574]. Індукуючий вплив фімбрій P. gingivalis на продукування прозапальних цитокінів доведний також при дослідженні мишачих макрофагів і моноцитів [326]. Окрім того, гінгіпаїни P. gingivalis індукують вироблення прозапальних цитокінів у макрофагах людини [301]. З іншого боку, зазначається, що білки, пов'язані з NLRP3, не секретуються у культуральному середовищі через значну протеазну активність P. gingivalis, навіть при збільшенні їхньої експресії [349]. Проте достатні  рівні IL-1β і TNF-α продукуються в культивованих мишачих макрофагах при повторному внесенні             P. gingivalis in vivo [574].  При пародонтиті підвищений рівень IL-1β виявляється у тканинах пародонта та рідині ясенної борозни, а також у слині [371, 385, 466].

Інші механізми гіперпродукування прозапальних цитокінів  з ризиком СЗВ пов’язані з активацією інфламасоми внаслідок окисного стресу та Th17-опосередковану відповідь. 

Тривале вироблення АФО викликає індукцію окисного стресу і може спричинити затримку клітинної загибелі, СЗВ та порушення гомеостазу тканин [478]. АФО активують запалення за допомогою мітоген-активованих протеїнкіназ (MAPK) та позаклітинних сигнал-регульованих протеїнкіназ 1 і 2 (ERK1/2). Дизрегуляція інфламасоми відіграє значну роль при різних патологічних процесах. Недавні дослідження на тваринах показують, що АФО виступають у ролі вторинного месенджеру, чия сигналізація запускає активацію NLRP3 [306, 339]. Тому, можливою є опосередкована активація інфламасоми NLRP3 через АФО та окисні ЛПНЩ, а також безпосередня при впливі пародонтопатогенних бактерій.

Недавні дослідження також показали, що IL-1 або IL-18 можуть сприяти продукуванню IL-17 Th17 та γδT-лімфоцитами. Повідомляється, що стійке вироблення IL-17 Th17 та γδT-клітинами, активованими прозапальними цитокінами IL-1 або IL-18 має суттєве патогенетичне значення у розвитку СЗВ та атерогенезі [308, 433, 521]. Примітно, що у мишей, інфікованих P. gingivalis, у клітинах міокарда та селезінки підвищується експресія Th17-пов'язаних генів, таких як IL-6, IL-23, TGF-β, RORγt та STAT-3. На думку авторів, АФО або окисні ЛПНЩ, які утворюються при дії P. gingivalis, активують клітини Th17 через інфламасому NLRP3 [395].

Показано, що P. gingivalis запускає Th17-залежні механізми розвитку ХП [212, 441]. Популяція Th17 сприяє хронізації запального процесу в пародонті та безпосередньо опосередковує деструкцію тканин через активацію клітин ЕЦМ, таких як фібробласти та остеокласти in vitro [504, 542]. Тому виявлення механізмів, за допомогою яких пародонтопатогенні  мікроорганізми сприяють формуванню хронічних запальних тканинних        деструктивних механізмів може бути актуальним не тільки для з’ясування патогенезу пародонтиту, але також для низки системних запальних захворювань, у тому числі таких як атеросклероз.

У літературі наводиться ще один аспект взаємозв'язків системних захворювань і пародонтиту, наприклад, ефективне лікування хвороб   пародонта зменшує ризик розвитку нових серцево-судинних подій [90, 175]. Лікування пародонтиту у соматично здорових осіб супроводжується зниженням рівнів C-реактивного білка, загального ХС, ТАГ і підвищенням ХС-ЛПВЩ у сироватці крові [175].

Проте причино-наслідкові відносини між запальним процесом у пародонті та ССЗ атеросклеротичної природи все ще не  вважаються остаточно доведеними. Так, консенсусна заява робочої групи Європейської Федерації пародонтології (European Federation of Periodontology, EFP) і Американської Академії пародонтології (American Academy of Periodontology, AAP) вказує на наявність лише помірних доказів того, що лікування захворювань пародонта знижує рівень C-реактивного білка і покращує функцію ендотелію [549]. Ніяких даних щодо впливу на ліпідний профіль, за висновком експертів, не знайдено, але біомаркери коагулянтної активності й   ендотеліальної функції, а також артеріальний тиск і перебіг субклінічного атеросклерозу поліпшуються при проведенні пародонтальної терапії. Робоча група прийшла до висновку, що: «1) є вагомі епідеміологічні дані, що пародонтит становить підвищений ризик для розвитку ССЗ; 2) в той час як випробування in vitro на тваринах і клінічні дослідження підтверджують взаємодію та біологічний механізм, наявні на сьогоднішній день інвазивні випробування не є достовірними, щоб робити остаточні висновки. Необхідною є наявність добре продуманих інвазивних випробувань щодо впливу лікування пародонта на запобігання ССЗ атеросклеротичної природи з чіткими клінічними результатами» [549].

Епідеміологічні дослідження ролі захворювань пародонта як незалежного фактора ризику для ССЗ атеросклеротичного ґенезу були розглянуті авторитетними організаціями, такими як Американська Серцева Асоціація (AHA) і Європейська Федерація Пародонтології (EFP) / Американська Академія Пародонтології (AAP), а також іншими експертами [19, 350, 412]. Було узгоджено висновок, що існують очевидні докази взаємозв'язку цих двох захворювань, але це твердження є справедливим не для всіх груп населення. Хоча наявні результати досліджень показують тенденцію впливу пародонтальних втручань на СЗВ, деякі маркери стану серцево-судинної системи та функції ендотелію, це не узгоджується з проаналізованими дослідженнями. Крім того, розвиток СЗВ і ендотеліальної дисфункції спостерігалися після загострення захворювань пародонта. Це вказує на суттєві прогалини в уявленні про взаємозв'язок між захворюваннями пародонта і системної патології, що обґрунтовує необхідність нових фундаментальних, епідеміологічних та інвазивних досліджень.

Таким чином, значні зусилля дослідників упродовж останніх десятиріч призвели до численних досягнень у виявленні патогенетичних зв'язків між станом внутрішніх органів та метаболізму в цілому та розвитком запальних стоматологічних захворювань. Зокрема показано, що тканини пародонта є чутливим індикатором функціональних і морфологічних змін та   тісно взаємопов'язані з реактивністю всього організму, його органами і системами. Проте не зважаючи на те, що вплив захворювань внутрішніх     органів на тканини пародонта вважається незаперечним, молекулярні механізми цієї дії все ще залишаються відомими у меншій мірі, ніж системні ефекти пародонтопатогенної мікробіоти. Все ще недостатньо з’ясованими є закономірності патогенного впливу СЗВ на тканини пародонта, відсутнє обґрунтоване визначення детермінант, що утворюють ПС, як елементу патогенезу агресивних і хронічних форм пародонтиту, на молекулярному, клітинному, тканинному та системному рівнях. Вирішення цього питання є важливим для розробки нових підходів для патогенетичної терапії запально-дистрофічних захворювань пародонта, необхідних не тільки для  підтримки здорового стану порожнини рота, але і для пом'якшення патологічних змін, обумовлених системною патологією.

1.4. Роль редоксчутливих факторів транскрипції у механізмах   системної запальної відповіді та запальних захворювань пародонта

1.4.1. Ядерний чинник κB (NF-κB). NF-κB являє  собою  сімейство   індукованих факторів транскрипції, що регулюють велику кількість генів, залучених до різних процесів імунної та запальної відповіді. Це сімейство включає в себе 5 структурно пов'язаних компонентів: NF-κB1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (p65), RelB і c-Rel [313, 335, 446, 550]. Вони зв'язуються між собою, утворюючи гомо- і гетеродимери. Найчастіше зустрічається димер субодиниць p50 або p52 з субодиницею p65 [307, 570].

Rel-вмісні білки мають на своєму С-кінці трансактивуючий домен, що надає їм відповідні властивості. Навпаки, С-термінальний кінець білків-попередників р100 і р105 мають анкіринові повтори, що характеризуються трансрепресуючою активністю. Активні елементи р52 і р50 утворюються з білків-попередників р100 і р105 шляхом обмеженого протеолізу їхнього С-термінального кінця. У такому вигляді р52 і р50 є не активаторами, а репресорами транскрипції, проте якщо вони утворюють гетеродимери з членами підсімейства Rel, то виступають як активатори. Важливою ознакою сімейства NF-κB є Rel-гомологічний домен, що складається приблизно з 300 амінокислотних залишків. Rel-гомологічний домен необхідний для транспорту NF-κB у ядро та зв'язування останнього з певним елементом ДНК, відомим як κB енхансер. Останній складається з 9-10 пар нуклеотидів і має досить високу варіабельність (5'-GGGRNWYYCC-3'; де R – А чи G, N – будь-який нуклеотид, W – А чи Т, Y – С або Т).

Активність NF-κB регулюється взаємодією з інгібіторними білками ВсВ, які маскують сигнал транслокації NF-κB у ядро клітини і, таким чином, утримують NF-κB у цитоплазмі в неактивній формі. До сімейства ВсВ відносяться IκBα, IκBβ, IκBε, Bcl-3, а також попередники р100 и р105. Але не тільки ці білки пригнічують транскрипцію. На цей процес може впливати видалення активних NF-κВ-димерів зі зв’язку з ДНК [562, 601].

Усі члени сімейства ВсВ містять консервативний домен з анкіриновими повторами, відповідальний за взаємодію з NF-κB.  Необхідною умовою активації транскрипційного шляху NF-κB є дисоціація димеру з інгібітором і вивільнення сигналу ядерної локалізації. Дисоціація відбувається внаслідок фосфорилювання і подальшої убіквітин-залежної деградації інгібітора NF-κB [368].

Каскад NF-κВ активується за участю низки позаклітинних лігандів і мембранозв’язаних рецепторів, найчастіше представлених членами суперсімейств TNFR, TLR, IL-1R і рецепторів антигенів. Нещодавно виявлено нові сигнальні шляхи, що регулюють активність NF-κВ у відповідь на внутрішньоклітинні стреси, що супроводжуються пошкодженнями ДНК, генеруванням АФО/АФН, стресом ендоплазматичного ретикулума, дією внутрішньоклітинних патогенних чинників та опосередковуються сімействами білків NOD і RIG-1-подібних рецепторів [313, 520]. 

Відомо декілька варіантів активації NF-κB. Для канонічного, або класичного, шляху (рис. 1.1) характерними умовами є фосфорилювання та деградація IκBα під дією кінази IκB (IKK). IKK є комплексом, що складається з каталітичних субодиниць IKKα і IKKβ, декількох копій регулюючої субодиниці NEMO (від англ. – NF-κB essential modulator, IKKγ) [335, 556], а також білків Hsp90 і Cdc37 [261]. Саме цей шлях активується у відповідь на дію таких прозапальних цитокінів, як TNF та IL-1β. При активації через TNFR1 основним передавачем сигналу є TRAF-2, який фосфорилює IKKα і IKKβ [290], в передачі сигналу беруть участь RIP1, MEKK3 і TAK1 [235]. 
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Рис. 1.1. Схема канонічного та альтернативного (неканонічного) шляхів активації NF-κB [558]
Кінази IKKα і IKKβ, незважаючи на подібну структуру, виконують різні функції: IKKβ і IKKγ регулюють швидку відповідь на прозапальний сигнал від TNF, в той час як IKKα регулює так званий неканонічний шлях активації NF-κB [324]. Основну роль в передачі сигналу при канонічному шляхи активації NFκB грає саме IKKβ [235]. Роль кінази NEMO все ще залишається до кінця нез’ясованою. Вочевидь, вона полягає у підтримці структури IKK-комплексу та регуляції функцій IKKα і IKKβ [291, 525].  Активована кіназа IKKβ, у свою чергу, фосфорилює IκBα у положеннях Ser32 і Ser36, що призводить до розпізнавання та ліквідації IκBα убіквітин-лігазним комплексом SCF (βTrCP) [335]. Після деградації IκBα NFκB-димер транслокується в ядро та здійснює транскрипційну активність.

Альтернативний, або неканонічний, шлях залучає рецептори сімейства TNFR, які не належать до рецепторів смерті, такі як LTβR, BAFFR, CD40 та RANK [530, 533]. Цей шлях залежить від IKK1 і не залежить від NEMO. Активація IKKα цитокінами приводить до фосфорилювання p100 й утворення комплексів p52/RelB. Основним провідником сигналу є кіназа NIK (NF-κB-inducing kinase), яка, в свою чергу, активує димер IKK, який фосфорилює попередник p100 з подальшим його протеолітичним процесингом до p52. Після убіквітин-залежного розщеплення С-термінального кінця p100, який найчастіше асоційований з RelB, утворюється димер p52 / RelB, який транслокується в ядро [531]. На відміну від канонічного шляху активації, що регулює швидку запальну відповідь, неканонічний шлях регулює, головним чином, диференціювання клітин.

Існують також атипові шляхи активації NF-кВ, які реалізуються за  різними механізмами. Так, у індукованій короткохвильовим ультрафіолетовим опроміненням активації NF-кВ бере участь казеїнова кіназа ІІ, а не IKK [370]. До деградації IкB залучаються калпаїн-залежні механізми, а не протеасоми. Можливим є також запуск фосфорилювання IκBα за положенням Tyr42 за умов гіпоксії, при дії H2O2 [507], а у культурі макрофагів – TNF-α [211].

В останні роки було продемонстровано неоднозначний вплив окисного стресу на процес активації NF-κB. З одного боку, цей чинник активується АФО, наприклад, H2O2 [508]. Показано, що для активації NF-κB цитокінами TNF і IL-1β потрібне NADPH-залежне продукування АФО [467, 495] та зниження рівня відновленого глутатіону [486]. 

З іншого боку, продемонстровано, що АФО можуть пригнічувати  сигнальний шлях NF-κB, наприклад, через ушкодження білків, що беруть участь у передачі сигналу. Так, окиснення p50 у ділянці Cys 62 порушує зв'язування NF-κB з ДНК [436]. При цьому відновлення окисненого залишку повертає можливість зв'язування. Відновлений глутатіон пригнічує стимульовану H2O2 активність p50 [472]. Повідомляється про здатність H2O2 інгібувати IKK [387, 474] Тобто, за різних умов АФО можуть як стимулювати, так і пригнічувати сигнальний шлях NF-κB.

Беззаперечною функцією NF-κB вважається регуляція запалення. NF-κB впливає на різні гени, задіяні в запальній відповіді, зокрема, гени IL-1β, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-12, IL-8, хемокінів (у т.ч. і найпотужнішого хемоатрактанту моноцитів МСР-1); індуцибельних ферментів (iNOS, циклооксигенази-2); молекул адгезії (ICAM-1, VCAM-1, Е-селектину); білків комплементу (В, С3, С4); факторів контролю клітинного циклу (р53, цикліну D1 та ін.); інгібіторів і активаторів апоптозу (с-IAP1, c-IAP2, FasL, Bcl-2, TRAF-1, TRAF-2 тощо) [245, 446, 550]. 

Виявлено, що активація NF-кB в експерименті на щурах посилює   активність циклооксиганази-2 та iNOS із подальшим виробленням простагландину E2 і NO. Проте, якщо раннє застосування інгібіторів активації NF-кB на моделі плевриту пригнічує запалення, пізнє застосування цих сполук сприяє формуванню стійкого запального процесу [313]. На думку автора, простагландини E2 і лейкотрієни стимулюють активність NF-кB, але не через канонічний шлях.

Завдяки активації NF-кB у сигнальному каскаді PI3K/Akt/IKK/NF-кB забезпечується продукування MMП в активованих моноцитах і деструкція СТ [417]. 

Певна роль NF-кB у індукції гіперфлогозу може бути пов’язана з  обмеженням апоптозу клітин-учасників запалення. За даними дослідників, активація NF-кB у нейтрофілах вогнища запалення зворотно корелює з   активацією каспази-3. Інгібітори активації NF-кB посилюють TNF-індукований апоптоз у нейтрофілах та еозинофілах [565].

Спільною сигнальною подією активації різних патерн-розпізнавальних рецепторів (pattern-recognition receptors, PRR), включаючи Toll-подібні рецептори (Toll-like receptors, TLR), RIG-I-подібні рецептори (RIG-I-like receptors), NOD-подібні рецептори (NOD-like receptors, NLR), рецептори, подібні до C-типу лектинів (C-type lectin-like receptors), цитозольні сенсори ДНК, є активація канонічного шляху NF-κB [410]. Вважається, що саме він відповідає за транскрипційну індукцію прозапальних цитокінів і хемокінів у різних типах клітин [334, 532]. Сигнальний компонент, який об'єднує різні PRR-залежні шляхи активації NF-κB – є TGF-β-активована кіназа 1 (TAK1) [343, 416, 502]. Цей фермент має два регуляторні субодиниці – TAB1 та TAB2, остання з яких здатна зв'язувати поліубіквітинові ланцюги, необхідні для активації TAK1. Після активації, TAK1 активує, в свою чергу, кіназу IKK, тим самим опосередковуючи фосфорилювання IκBα та активацію NF-κB [505].

Прозапальна функція NF-κB широко вивчалася у макрофагах. Відомо, що важливу роль у регуляції поляризації макрофагів відіграють TLR [563]. Зокрема, ЛПС, який є лігандом TLR4, викликає диференціювання макрофагів до фенотипу M1, що характеризуються виробленням прозапальних цитокінів (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α та хемокінів) [516, 563], через 2 різні TLR адаптери – MyD88 і TRIF [416]. MyD88-залежна сигналізація TLR включає в себе активацію сімейства IRAK кіназ, що, у свою чергу, стимулює активність убіквітинлігази E3 у цитозольному адаптерному білку TRAF6, через що TRAF6 зазнає автоубіквітинування та кон'югує убіквітинові ланцюги на інших сигнальних молекулах, які беруть участь у активації убіквітин-залежної кінази – TAK1 [416]. Остання, в свою чергу, активує кіназу IKK, яка далі фосфорилює IκBα, що призводить до убіквітин-залежної деградації IκBα та активації NF-κB [505]. NF-κB є ключовим чинником транскрипції, необхідним для індукції у M1 макрофагах великої кількості запальних генів, включаючи ті, що кодують TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12p40 та циклооксигеназу-2 [563].

В останні роки з’ясовано, що NF-κB-сигналізація бере участь у регуляції інфламасоми, що сприяє ініціюванню та розвитку запальних процесів (рис. 1.2) [410]. 
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Рис. 1.2. Роль NF-κB у функціонуванні інфламасоми NLRP3 [410]. Пояснення в тексті.
Відомо, що активація інфламасоми NLRP3 зазвичай потребує, по-перше, праймінг-сигналу (сигналу 1), по-друге, сигналу активації (сигналу 2). Основна роль праймінг-сигналу полягає в тому, щоб викликати експресію транскрипції NLRP3 і про-IL, оскільки більшість типів клітин мають недостатній рівень NLRP3 для активації інфламасоми та конститутивно не експресують про-IL-1β [425, 338]. Окрім того, існує думка, що сигнал 1 також може забезпечувати праймінг NLRP3 через посттрансляційні механізми, такі як деубіквітинування NLRP3 [359, 480]. 

Типові індуктори сигналу 1 включають мікробні компоненти, такі як TLR-ліганди та цитокіни, зокрема, TNF-α та IL-1β, здатні активувати NF-κB, що є транскрипційним активатором генів NLRP3 та про-IL-1β. Тригерами сигналу 2 можуть бути різні PAMPs і DAMPs, такі як пороутворювальні токсини, вірусні РНК, ATP та кристалічні речовини [425, 552]. Ці стимули здатні активізувати NLRP3 шляхом індукування різних клітинних подій, включаючи  витік  іонів  калію,  кальцій-залежну   сигналізацію,  пошкодження  мітохондрій та лізосом з вивільненням АФО, окиснених  мітохондріальних ДНК та лізосомальних протеаз [338].

На думку дослідників, NF-κB є головним посередником у механізмі активації інфламасоми NLRP3 і діє шляхом індукування транскрипційної експресії NLRP3 і про-IL-1β у відповідь на різні PRR-ліганди та цитокіни [531, 536]. Гени про-IL-1β і NLRP3 є безпосередніми мішенями NF-κB і   містять NF-κB-зв'язуючі ділянки в їхній промоторній області [482].

Вважають, що негативна роль IKKβ в активації інфламасоми може бути пов’язаною з індукцією автофагії, внутрішньоклітинної системи деградації, яка підтримує клітинний гомеостаз через руйнування зайвих білків та пошкоджених органел, у т.ч. мітохондрій. Така дія IKKβ запобігає вивільненню мітохондріальної ДНК, АФО та, можливо, сприяє деградації білків інфламасоми [445, 514, 596]. 

На думку дослідників, індукція експресії p62 та NF-κB-залежна мітофагія NF-κB можуть слугувати авторегуляторним механізмом, що стримує прозапальну дію цього транскрипційного чинника [410].

В останні десятиріччя численні публікації доводять залучення NF-κB у патогенез низки захворювань, що супроводжуються розвитком  запалення або СЗВ, таких як метаболічний синдром, атеросклероз, ЦД, остеопороз, сепсис, ревматоїдний артрит, системний червоний вовчак, неспецифічний виразковий коліт, розсіяний склероз, хронічне обструктивне захворювання легень, бронхіальна астма, паранеопластичний синдром тощо [87, 124, 151, 152, 300, 357, 362, 410, 485, 558]. Розвиток NF-κB-залежних розладів спостерігається при знаходженні на висококалорійній дієті, порушенні світлового режиму, дії іонізуючої радіації та токсичних чинників [8, 14, 132, 184, 200]. Виявлено низку генетичних порушень системи IKK-IKB-NF-κB, що викликають істотні зміни органогенезу та регенерації, злоякісні пухлини, автоімунні та запальні захворювання [362].

Численні клінічні та експериментальні дослідження [20, 116, 168, 203] підтвердили головні положення концепції перманентної активації   NF-κB, запропонованої І.П. Кайдашевим [85, 89], як інтегративного  механізму, що призводить до розвитку всіх складових метаболічного синдрому (ІР, СЗВ, артеріальної гіпертензії, ендотеліальної  дисфункції  та ліпотоксичності).

Показано, що введення білим щурам інгібіторів активації NF-κB (JSH-23, піролідиндитіокарбамату, метформіну гідрохлориду) за умов відтворення метаболічного синдрому значно обмежує гіперглікемію, підвищує чутливість тканин до інсуліну, знижує прояви дисліпопротеїнемії, зменшує у крові концентрацію вторинних ПОЛ, підвищує антиоксидантний  потенціал, зменшує в клітинах аорти та інсуліночутливих органів щурів (печінки, скелетних м’язів) загальний фон продукування .О
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 та його генерацію NADPH- і NADH-залежними ЕТЛ [9, 168]. Введення метформіну гідрохлориду, який пригнічує активацію NF-κB, мишам, що знаходилися на збагаченій фруктозою дієті, спричиняло протизапальну дію шляхом зниження концентрації сироваткового церулоплазміну та експресії мРНК TNF-α в тканинах печінки [203]. 

У літературі останніх років обговорюється роль NF-κB у патогенезі запально-дистрофічних захворювань пародонта. Показано, що значна кількість активаторів NF-κB є медіаторами, що  беруть участь у патогенезі запальних захворювань пародонта, зокрема, бактеріальні ЛПС, простагландин E2, IL-1β, TNF-α, віруси, психоемоційний стрес тощо [224, 460]. В багатьох експериментах in vitro з метою активації NF-κB використовується культура P. gingivalis [315, 567]. Активація NF-κB за допомогою                  P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Treponema denticola, F. nucleatum, та P. intermedia призводить до апоптозу моноцитів і нейтрофілів [434]. 

За даними M.R. Milward et al. [434], 91 ген, пов’язаний з виробленням білків, що беруть участь у патогенезі пародонтиту, регулюється за участю NF-κB, індукованого P. gingivalis та F. nucleatum у клітинах лінії орального епітелію H400.

Активація NF-κB за участю IL-1β і TNF-α у культивованих клітинах пародонта призводить до збільшення продукування простагландинів та MMP [344, 376]. Доведено, що підконтрольні NF-κB гени цитокінів, MMP, циклооксигенази 2, iNOS і RANKL сприяють прогресуванню пародонтиту [460]. NF-κB-залежне вироблення ендотеліального фактора росту судин у фібробластах сприяє утворенню нових кровоносних судин у вогнищі запалення у тканинах пародонта [589].

NF-κB відіграє важливу роль у деструкції альвеолярної кістки, оскільки він здатний активувати остеокласти [296, 547]. Такі NF-κB-залежні цитокіни, як IL-1α, IL-1β, TNF-α, IL-6 і IL-17, індукують диференціювання та активацію остеокластів, опосередковану RANK [547]. 

Примітно, що процес утворення остеокластів контролюється як NF-κB, так і c-Fos та білком NFATC1 (від англ. Nuclear Factor of Activated T-Cells 1) [296]. Активація NF-κB послаблює Fos-пов'язаний антиген-1, який є фактором транскрипції, що бере участь у формуванні кісткової матриці, тим самим погіршуючи формування кісток [253]. 

О.В. Богданов і В.О. Костенко [14] виявили пародонтопротективну дію інгібітора активації NF-κB JSH-23 при моделюванні поєднаної хронічної інтоксикації нітратом і фторидом натрію. Так, введення щурам цієї сполуки супроводжувалося зменшенням в м’яких тканинах пародонта сумарної активності NOS, збільшенням активності ключового ферменту синтезу поліамінів орнітиндекарбоксилази, зниженням показників окисного стресу.

Зв’язок активації NF-κB з клінічними випадками захворювань пародонта наведено у декількох дослідженнях [218, 220]. Так, T. Arabaci et al. [218] на підставі імуногістохімічних досліджень виявили активацію NF-κB у пацієнтів із ХП у порівнянні зі здоровими. 

R. Jotwani et al. [358]  показали  збільшення активації p50 та p65 субодиниць NF-κB та зниження експресії IκB в уражених тканинах  пародонта. Підвищення формування гомодимерів ядер p50 спостерігалося в   яснах хворих на ХП. При активації дендритних клітин при застосуванні ЛПС P. gingivalis збільшувалося співвідношення p50 / p65.

L. Gölz et al. [315] виявили збільшення цитоплазматичної експресії NF-κB в усіх типах клітин-учасниць запалення у періодонтальній зв'язці, а також ядерної експресії цього транскрипційного фактора в імунних та     ендотеліальних клітинах.

В останні роки з’явилися дослідження, присвячені ролі поліморфізмів різних генів у патогенезі захворювань пародонта, у т.ч. генів NF-κB [25, 202, 332, 362, 515]. Так, S. Schulz et al. [515] виявили, що поліморфізм NF-κВ із однонуклеотидною заміною Del/Del найчастіше зустрічається у       пацієнтів з ХП із агресивним перебігом.
В Україні розподіл поліморфних варіантів гена NF-κB1 у хворих з пародонтитом нещодавно було проаналізовано Н.В. Гасюк та співавт. [25, 332]. У пацієнтів з ХГП генотип Del/Del виявляється у 16% випадків, Del/Ins – у 55%, Ins/Ins – у 29% (у осіб з інтактним пародонтом генотип Del/Del зустрічається у 11%, Del/Ins –  у 51%, Ins/Ins – у 38%). Автори вказують, що патогенетичні механізми виникнення ХГП у пацієнтів з генотипом Del/Ins корелюють з наявністю супутньої соматичної патології та шкідливих звичок, а також зі значеннями папілярно-маргінально-альвеолярного індексу. На думку дослідників, генотип Del/Del є визначальним чинником, що обумовлює розвиток швидкопрогресуючого пародонтиту, особливо в молоді. Розвиток ХГП у осіб із поліморфним варіантом Ins/Ins має генетичну передумову, але особливості його клінічних проявів є більш доброякісними та характеризуються хронічним тривалим перебігом, порівняно з поліморфним варіантом Del/Del.
Незначна кількість публікацій стосується ролі NF-κB у механізмах уражень пародонта, пов’язаних із СЗВ.

Так, за даними K. Mizutani et al. [438], у пародонті опасистих щурів лінії Zucker з ІР значно збільшується експресія мРНК p65 субодиниці NF-κB порівняно зі значеннями контрольної м'язової лінії. Це супроводжується зменшенням експресії eNOS у тканинах ясен та підвищенням активності PKC (α, ß2, δ і ε ізоформ). На думку дослідників, активація останньої та окисний стрес селективно пригнічують інсулін-індуковану активацію Akt і eNOS, що супроводжується ендотеліальною дисфункцією та розвитком запального процесу.

За даними Л.І. Ляшенко та співавт. [120, 121, 123], активація NF-κB за умов експериментального метаболічного синдрому, що супроводжується СЗВ, призводить у тканинах пародонта до метаболічних і функціональних змін, характерних для гіперекспресії iNOS: збільшення утворення АФО, розвиток декомпенсованого ПОЛ, зменшенням активності антиоксидантних ферментів у м’яких тканинах пародонта, резорбція альвеолярного відростка щелеп, дезорганізація СТ пародонта. Примітно, що NF-κB, згідно з одержаними дослідниками результатами, впливає на функціональну активність різних ізоформ NOS. Так, наприклад, здатність nNOS забезпечувати негативну регуляцію продукування АФО, ПОЛ, колагенолізу та деполімерізації протеогліканів у тканинах пародонта щурів за умов експерименту є NF-κB-опосередкованим. Збільшення при введенні селективного інгібітора nNOS 7-нітроіндазолу генерування .О
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, утворення ТБК-активних сполук, концентрації  вільного   оксипроліну та ГАГ  у  тканинах  пародонта  усувається призначенням інгібітора активації NF-κB – JSH-23.

Таким чином, дані літератури переконливо свідчать про те, що активація NF-κB є важливою ланкою патогенезу місцевого запалення та СЗВ, тривала підтримка якої з залученням механізмів «порочних» кіл може бути патологічною детермінантою в утворенні ПС,  що може  призводити  до  агресивного або хронічного перебігу захворювань. Численні джерела підкреслюють участь  NF-κB у розвитку запальної патології пародонта, при цьому саме цей транскрипційний чинник розглядається як ланка, що поєднує локальні ушкодження пародонта та стани, що асоціюються з СЗВ. При цьому можливим є розвиток патології в напрямку від первинно загальних розладів до місцевої патології пародонта, так і vice versa. Проте механізми впливу NF-κB на розвиток ураження пародонта при ЛПС-індукованій СЗВ залишаються нез’ясованими, також як NF-κB-опосередковані шляхи розвитку системних метаболічних розладів за умов дії локальних пародонтопатогенних чинників.

1.4.2. Активаційний протеїн-1 (AP-1). AP-1 (англ. Activator Protein 1) – це транскрипційний чинник, який регулює експресію великого числа генів, що контролюють різні процеси, такі як клітинний цикл, проліферація та диференціювання клітин, репарація ДНК, апоптоз, клітинна відповідь на низку позаклітинних чинників і сигнальних молекул тощо [7, 244, 310, 464, 502, 591]. На рівні організму AP-1 є необхідним для функціонування імунної системи, забезпечення клітинної адгезії та процесу запалення.

Крім цього, при дизрегуляції активація АР-1 є важливою ланкою патогенезу ССЗ, артритів та іншої патології [427, 502]. Показано, що AP-1 впливає на експресію певних генів, продукти яких беруть участь у пухлинному рості [310, 464]. Згідно з даними експериментальних досліджень,   AP-1 регулює окисно-відновний стан клітини, зокрема, через взаємодію з каскадом NFE2L2 [598, 599].

AP-1 являє собою димерний комплекс, що складається з білків «лейцинової застібки» – bZIP (від англ. Basic Region Leucine Zipper).                  C-термінальний домен bZIP відповідає за димеризацію, потрібну для здійснення регуляторної функції, а також за специфічність і стабільність димерів, а N-термінальний домен – за зв'язування транскрипційного фактора з ДНК [7, 579].

Сімейство AP-1 складається з гомо- та гетеродимерів, що належать до підсімейств Jun (v-Jun, c-Jun, JunB, and JunD), Fos (v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2), ATF (від англ. Activating Transcription Factor, а саме ATF2, ATF3/LRF1, B-ATF, JDP1, JDP2) та MAF (від англ. MusculoAponeurotic Fibrosarcoma oncogene, а саме c-Maf, MafB, MafA, MafG/F/K, and Nrl) [365, 579].

На відміну від білків Fos (Fos, FosB, Fra-1 та Fra-2), які можуть  утворювати гетеродимери лише з членами сімейства Jun, білки сімейства Jun (Jun, JunB і JunD) здатні утворювати  гомо- та гетеродимери з членами      сімейства Fos і ATF [7, 579]. Наведені білки мають різний потенціал трансактивації: Jun, Fos і FosB вважаються сильними активаторами, а JunB, JunD, Fra-1 і Fra-2 – слабкими. Останні утворюють малоактивні димери з Jun, Fos і FosB, що дозволяє їм забезпечувати негативну регуляцію активності АР-1 [7].
Білки сімейства АР-1 регулюють базальний рівень експресії багатьох генів завдяки зв'язування димерів Jun-Jun і Jun-Fos з 7-нуклеотидною консенсусною послідовністю 5′-TGA(C/G)TCA-3′, відомою як TPA-респонсивний елемент (англ. 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate Responsive Element, TRE). У той же час димери Jun-ATF або гомодимери ATF переважно зв'язуються з іншою восьминуклеотидною послідовністю 5'-TGACGTCA-3' (CRE, cAMP Responsive Element) [7, 226, 365, 413, 519, 579]. Окрім того, білки AP-1 також можуть взаємодіяти з білками, що не належать сімейству bZIP, зокрема, із субодиницею  p65 NF-κB, CBP / p300 та Rb [262]. Це дозволяє розширити експресію різних генів у відповідь на різноманітні фізіологічні та патологічні впливи, у тому числі цитокіни,   фактори росту, стресові сигнали, бактеріальні та вірусні інфекції, онкогенний вплив [7].
Склад димерів істотно впливає на регуляторні функції АР-1. Так, утворення димерів Fos-Jun підвищує трансформувальну активність Jun, тоді як утворення димерів Jun-JunB її пригнічує, що, вочевидь, пов’язано з більш високою ДНК-зв'язуючою активністю гетеродимерів [7, 579]. 

Різні AP-1-асоційовані біологічні функції під час морфогенезу та розвитку патології було виявлено внаслідок досліджень на мишах або клітинних культурах, що містять генетичні модифікації генів Fos і Jun. Найчастішими наслідками генетичних дефектів цих білків при використанні трансгенної технології та ембріональних стовбурових клітин (методи посилення та втрати функції – gain-of-function та loss-of-function) є порушення остеобластів [579].

АР-1 індукується значною кількістю позаклітинних подразників, таких як фактори росту, поліпептидні гормони, цитокіни (TNF-α, IL-1β та ін.), нейротрансмітери, білки теплового шоку, гіпоксія, ультрафіолетова та іонізуюча радіація, ксенобіотики, бактеріальні та вірусні інфекції, онкобілки [7, 244, 310, 464, 502, 519, 591, 594].

Дія екзогенних подразників запускає певні клітинні каскади,  що передають сигнал відповідним білкам AP-1. Наприклад, активація останнього ангіотензином II опосередкується ERK (англ. – Extracellular Signal-Regulated Kinase) і протеїнкіназою C (PKC) [264, 519]. Потужними індукторами PKC є також форболові ефіри [404]. AP-1 регулюється, як правило, на рівні транскрипції генів Jun і Fos із залученням мітоген-активованих протеїнкіназ (англ. Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK) і шляхом посттрансляційної модифікації через фосфорилювання та дефосфорилювання [403]. Цей механізм реалізується, зокрема, при дії прозапальних цитокінів, наприклад, IL-1β [471]. Декілька каскадів регуляції активності AP-1 залежать від однієї з підгруп MAPK, що має назву p38 [456, 488]. Залежність активації AP-1 від р38 встановлена при дії агоністів NMDA-рецепторів [488].

На рис. 1.3 показаний MAP-кіназний шлях активації компонентів AP-1 за участю багаторівневих сигнальних модулів, у яких MAPK активується за допомогою MAPK-кінази (MAPKK), яка у свою чергу активується за допомогою MAPK-кіназної кінази (MAPKKK). Сама MAPKKK активується G-білком, зокрема, Ras безпосередньо або через іншу кіназу [443, 579].
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Рис. 1.3. MAP-кіназний шлях активації компонентів AP-1 [579]. Пояснення в тексті.

Серед них, JNK та ERK, разом з пізніше відкритим білком p38, складають 3 окремі групи MAPK. JNK активуються MAPKK (MKK4 та MKK7). ERK активуються за допомогою MAPKK, що мають найменування MEK1 і MEK2 (від англ. MAPK/ERK kinase), а p38 активується за допомогою MKK3 та MKK6 [297]. Після активації MAPK діють на транскрипційні чинники, що викликають транскрипцію генів Fos і Jun. Експресію Fos індукують представники підсімейства TCF (від англ. Ternary Complex Factor), які активуються через фосфорилювання p38, JNK та ERK. Експресія Jun пов’язана з дією MEF2C (від англ. Myocyte Enhancer Factor 2C), ATF2 і JUN, які активуються шляхом фосфорилювання за допомогою p38 та JNK [297]. Після активації AP-1 регулює експресію генів, що контролюють клітинну проліферацію, апоптоз, диференціювання та міграцію клітин у відповідь на дію цитокінів і факторів росту тощо.

Крім того, деякі інші кінази (казеїнкіназа ІІ, кіназа 3β глікогенсинтази та кіназа 2 рибосомального білка S6) через посттрансляційне фосфорилювання також можуть впливати на активність АР-1, включаючи  його  трансактиваційний потенціал, здатність до зв'язування з ДНК та стабільність компонентів АР-1. 

Останнім часом було також показано, що AP-1 можна регулювати та активувати за рахунок декількох інших механізмів, включаючи генетичну взаємодію з іншими онкобілками або допоміжними білками, обмін мРНК та стабільність білка [579].

До цього часу накопичено велику кількість даних про роль AP-1 у регуляції запалення і окисного обміну. AP-1 може зв'язуватися з антиоксидант-респонсивним елементом (ARE), а компоненти AP-1 нині відомі як модулятори активності транскрипційного фактора NFE2L2 (від англ. Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 2) [598, 599]. Компоненти АР-1 здатні утворювати гетеродимери з NFE2L, тим самим створюючи додаткові способи регуляції реалізації окисних процесів.

AP-1 вважається чинником, який безпосередньо регулює експресію прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-1, IL-2, IFN-γ, GM-CSF) [7, 226, 413, 365, 519, 579]. Окрім того, AP-1 також індукує низку генів, які опосередковано регулюються NFAT [423]. Слід зазначити, що багато генів цитокінів є підконтрольними AP-1 і NFAT. Примітно, що сигналізація Toll-подібних рецепторів, що викликає продукування цитокінів, інтегрується адаптерними молекулами MyD88 і TRAF6, які у кінцевому підсумку активують як AP-1, так і NF-κB [591].

Нещодавно виявлено участь  p38 у регуляції IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-3, IL-8, макрофагального інгібувального білка 1-α (MIP), GM-CSF, VEGF,   активатора плазміногену типу урокінази та iNOS [217, 271, 403, 489, 498].

Регуляторна ділянка деяких MMP містить TRE, тому їхня активність регулюється АР-1 та іншими TRE-залежними чинниками. Так АР-1 контролює експресію MMP-9 [264, 437, 502]. Показано, що нуклеолін при взаємодії з TRE у межах промоторної послідовності гена MMP-13 пригнічує AP-1-залежну трансактивацію [502].

Дані літератури свідчать про те, що AP-1 відіграє важливу роль у розвитку тяжких системних захворювань, таких як гіперпроліферативні процеси (злоякісні пухлини, псоріаз), фіброз, запальні та автоімунні захворювання (артрити, розсіяний склероз, бронхіальна астма, неспецифічний виразковий коліт, пародонтит та ін.) [244, 310, 464, 502, 591].

Лише незначна кількість наукових праць присвячена участі AP-1 у функціонуванні тканин пародонта та механізмах його ураження. 

N. Keklikoglu та S. Akinci [374] за допомогою імуногістохімічного методу дослідили локалізацію в здорових яснах людей компонентів   AP-1. Метою роботи було порівняння імунореактивності таких членів сімейства білків AP-1, як c-Fos, c-Jun та Fra-2. Автори зробили висновок, що c-Fos у яснах більшою мірою забезпечує фізіологічні процеси, ніж інші білки. Встановлені статистично вірогідні відмінності між імунореактивністю c-Fos і Fra-2 у епітеліоцитах і клітинах lamina propria свідчать, що кожен з цих білків має значення для реалізації різних клітинних процесів.

Показано, що при запальних захворюваннях пародонта бактеріальні ЛПС здатні викликати активацію MAPK p38 та наступну експресію прозапальних цитокінів, що активують остеокластогенез та резорбцію кісткової тканини пародонта [403]. Виявлено, що MAPK / AP-1 та NF-κB-залежне продукування прозапальних цитокінів та MMP є провідним механізмом ушкодження періодонтальної зв'язки [378, 386, 403].

MAPK підвищують основні остеокласт-специфічні фактори, такі як катепсин K, NFATC1 та тартратрезистентна кисла фосфатаза шляхом стимуляції комплексу AP-1 [216, 240].

K.L. Kirkwood et al. [382] у експерименті на щурах показали здатність інгібітора MAPK p38α SD-282 істотно знижувати ЛПС-індуковану деструкцію кісткової тканини пародонта. Гістохімічні дослідження виявляють зменшення кількості остеокластів, позитивних до тартратрезистентної кислої фосфатази, які прилягають до локусу активної резорбції кісток, включаючи ділянку періодонтальної зв'язки, а також значне зниження експресії IL-6, IL-1β та TNF-α при введенні інгібітора р38 порівняно з контролем. Результати дослідження також свідчать про те, що у розвитку ЛПС-індукованій патології пародонта бере участь, головним чином,  α-ізоформа p38.

S. Kim et al. [380] виявили здатність екстракту куркуми яванської (Curcuma xanthorrhiza) та ксанторизолу (xanthorrhizol) пригнічувати в тканинах пародонта сигнальний шлях MAPK/AP-1 та пов’язане з ним ЛПС-індуковане запалення та RANKL-залежний остеокластогенез.

Таким чином, літературні джерела вказують на певну роль чинника AP-1 у розвитку запальних захворювань пародонта та, особливо, деструкції його кісткової тканини. Спостерігається недолік інформації щодо участі цього транскрипційного чинника у розвитку СЗВ та її впливу на ураження тканин пародонта. Певні перспективи відкриваються при дослідженні інгібіторів AP-1 як можливий пародонтопротективних засобів.

1.4.3. Сигнальний трансдуктор й активатор транскрипції 3      (STAT-3). Білки сімейства STAT (від англ. Signal Transducer and Activator of Transcription) виконують функцію транскрипційних факторів і передавачів сигналів. У ссавців ідентифіковано 7 представників цього сімейства:  STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b та STAT-6. Вони мають схожість у молекулярній структурі, але відіграють різну фізіологічну роль [215, 218]. Серед них STAT-3 (раніше відомий як APRF – Acute-Phase Response Factor) може претендувати на ключову роль у регуляції проліферації та диференціювання клітин, в той час як STAT-1 бере участь у регуляції імунної відповіді і, можливо, апоптозу. 

Характерною ознакою представників сімейства STAT є наявність SH2-доменів і здатність до фосфорилюванню тирозину, що входить до їхнього складу. STAT-білки знаходяться в цитоплазмі в неактивному стані. Після зв'язування цитокінів з рецепторами, рецептор-асоційовані тирозинові кінази JAK1, JAK2, JAK3 і Tyk2 трансактивуються й індукують активність STAT, створюючи ділянку зв'язування для STAT-білків, які  при  цьому димеризуються. Ці гомо- або гетеродимери переносяться до ядра, де активують транскрипцію [88, 129, 215, 571]. 

Виявлено, що здатність опосередковувати передачу сигналу STAT-3 виявляють такі сполуки як Gp130-залежні цитокіни (наприклад, IL-6),     онкостатин M, інгібувальний фактор лейкемії та циліарний нейротрофічний фактор [595]. Гальмівний вплив на активність STAT-3 чинять SH2-вмісні фосфатази, білкові інгібітори активованого STAT-3  та супресори сигналізації цитокінів [347].

Необхідне для активації STAT-3 його фосфорилювання відбувається за тирозином (Tyr)-705, але максимальна транскрипційна активація вимагає додаткового фосфорилювання за серином (Ser)-727 [568]. 

Нині доведеною є  роль STAT-3  у  механізмах  окисного стресу. З одного боку, сигнальний шлях JAK2 / STAT-3 активується АФО внаслідок пригнічення тирозинфосфатази [397, 526]. Цей процес індукується прозапальними цитокінами, зокрема IL-6 [588]. З іншого боку, показана можливість STAT-3, особливо білку «неканонічної» (мітохондріальної) локалізації, збільшувати вироблення АФО [389].
Примітно, що STAT-3 і NF-κB синергічно регулюють гени, що кодують цитокіни та хемокіни [218, 319]. Члени сімейства NF-κB можуть взаємодіяти зі STAT-3, наслідком чого є транскрипційна синергія або репресія підконтрольних генів NF-κB / STAT-3 [319]. 

STAT-3 є фактором позитивної регуляції NF-κB [252]. Ядерна транслокація останнього призводить до продукування IL-6, який, у свою чергу, активує STAT-3 [318]. 

Нещодавно з’явилися публікації, що обговорюють можливу роль STAT-3 у патогенезі запальних захворювань пародонта. Так, підкреслюється, що такі активатори STAT-3-сигналізації, як IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,  IL-22, TNF-α, INF-γ та ЛПС, беруть участь у механізмах розвитку пародонтиту [218]. За даними дослідників, мішенями впливу сигнального шляху STAT-3 є TNF-α, IL-1, IL-4, IL-6, IL-10 та INF-γ, MMP-2 та MMP-9, iNOS, VEGF, циклооксигеназа-2, що також мають значення для розвитку цієї патології.

Слід зазначити, що в літературі відсутні відомості про активацію STAT-3 у пародонті людини. Проте була показана активація цього чинника в культурі пародонтальних клітин людини при їхній стимуляції IL-1β та   IL-6 [341].  Дослідники  виявили, що  активація  STAT-3 призводить до експресії хемокінового ліганда CCL20 (CC chemokine ligand 20), який рекрутує Th17, які відіграють центральну роль у деструкції кісткової тканини пародонта.

Активація STAT-3 спостерігалась при відтворенні різних моделей пародонтиту на лабораторних тваринах: лігатурного [311] та ЛПС-індукованого [256]. При моделюванні лігатурного пародонтиту автори також відмітили швидку та транзиторну активацію ERK та MAPK p38, а також NF-κB, що вказує на одночасне залучення декількох сигнальних шляхів у механізмах ураження пародонта [311].

Примітно, що синергічна активація STAT-3 і NF-κB є характерною при розвитку захворювань, що супроводжуються СЗВ (ожиріння, ЦД та ін.) [268, 418, 422, 493, 494, 512]. Окрім того, білки сімейства  STAT  беруть  активну участь у процесах ліпогенезу [389].

Таким чином, у літературі наводиться дані щодо участі транскрипційного чинника STAT-3 у розвитку прозапальної гіперцитокінемії при запальних захворювань пародонта  та  СЗВ. Підкреслюються  можливість  одночасного впливу STAT-3 та інших сигнальних шляхів (NF-κB, AP-1) у розвитку тих чи інших розладів у тканинах пародонта. Залишається недостатньо з’ясованою роль STAT-3 як інтегруючої ланки між СЗВ і місцевим ураженням тканин пародонта.
1.4.4. Система Keap1/Nrf2/ARE. Nrf2 (від англ. Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2) є регулятором клітинної стійкості до прооксидантів. Цей чинник регулює базальну та індуковану експресію >500 генів, що містять у своїх промоторах цис-регуляторний енхансер з послідовністю нуклеотидів 5'-A/GTGAC/TnnnGCA/G-3', відомий як антиоксидант-респонсивний елемент – ARE (від англ. Antioxidant Response Element) [79, 80, 228, 421, 541, 548]. Нині відомо 6 характерних для ссавців представників цього сімейства Nrf2: Р45, Nrf1, Nrf2, Nrf3, Bach1 і Bach2. Усі вони можуть утворювати активні гетеродимери, проте вплив на експресію ARE-залежних генів (її посилення або пригнічення) залежить від їхньої здатності зв'язувати кофактор транскрипції, тому виключення або гіперпродукування кожного з них призводять до різних ефектів на рівні клітини або організму [538].
За відсутності стимулювального впливу Nrf2 знаходиться переважно в цитоплазмі у вигляді комплексу з регуляторною субодиницею  –  репресорним білком Keap1 (від англ. Kelch like ECH Associated Protein 1) [79, 80, 174, 421]. Лише незначна частина Nrf2 постійно знаходиться в клітинному ядрі, де підтримує базальний рівень експресії ARE-залежних генів. Білки Keap1 миші та людини складаються з 624 і 625 амінокислотних залишків, з яких 25 і 27 – це окисно модифіковані залишки цистеїну, які є сенсорами для активаторів Nrf2 [561].

За даними, отриманим з використанням лабораторних  тварин  з нокаутом за Nrf2, подвійними нокаутами за Nrf2 і Keap1 [266, 393] і різних індукторів системи Keap1 / Nrf2 / ARE [345, 401], ця система контролює від 1 до 10% усіх генів. 

Згідно з даними літератури, система Keap1 / Nrf2 / ARE впливає на певні групи білків, що відрізняються за функціональним призначенням [79, 80, 119, 177, 375, 592]: 1) ферменти, що контролюють окисно-відновний стан клітин, які мають безпосередню антиоксидантну активність або синтезують відновники, наприклад, GSH; 2) ферменти детоксикації та експорту з клітин ксенобіотиків і токсичних продуктів метаболізму; 3) ферменти репарації / утилізації пошкоджених макромолекул; 4) регулятори апоптозу, клітинного циклу та диференціювання; 5) білки теплового шоку; 6) білки міжклітинної адгезії, цитоскелету та внутрішнього транспорту; 7) регулятори синтезу білка (трансляції); 8) регулятори імунної відповіді та запалення; 9) ферменти, що забезпечують клітинний метаболізм.

У таблиці 1.1 наводиться перелік ARE-залежних ферментів у залежності від функціональних властивостей.

Таблиця 1.1

Білки, експресія яких відбувається через активацію сигнального шляху Keap1 / Nrf2 / ARE [78]
	Ферменти II фази детоксикації ксенобиотиків
	Антиоксиданти

	Глутатіон-S-трансфераза (GST) A1, A2, A4, A5, M1, M2, M3, M4, P1
	Каталітична та регуляторна субодиниці глутаматцистеїнлігази (GCLC, GCLM)

	NADPH:хіноноксидоредуктаза 1 (NQO1)
	Гемоксигеназа-1 (HO-1)

	
	Глутатіонпероксидаза 2

	NRH:хіноноксидоредуктаза 2
	Глутатіонредуктаза

	УДФ-глюкуронозілтрансфераза 1А1, 1А6, 1А7, 2B1, 2B3, 2B12
	Синтаза тромбоксану А2

	
	H- і L-субодиниці феритину

	Альдокеторедуктаза 1C2 людини (AKR1c2)
	Металотіонеїн 1, 2

	
	iNOS

	
	Тіоредоксин

	Ферменти I фази детоксикації ксенобиотиків
	Тіоредоксинредуктаза (TrxR)

	
	Пероксиредоксин 1

	Цитохром P450 2A5
	Сульфіредоксин

	Карбоксилестераза 1A1
	СОД 1, 3

	
	Каталаза


На думку авторів, головним завданням системи Keap1 / Nrf2 / ARE є підтримка внутрішньоклітинного редокс-гомеостазу, захист клітини від небезпечних хімічних і фізичних впливів, розпізнавання пошкоджених макромолекул, їхня репарація чи утилізація, ініціювання апоптозу. За рахунок цього цей шлях запобігає канцерогенезу [79, 80, 177, 330, 375].

Важлива роль системи Keap1 / Nrf2 / ARE визначається тим, що від її активності залежить стан NF-κB- і АР-1-асоційованих сигнальних шляхів. Так, індуктори Nrf2 (фенетілізотіоціанат, сульфорафан і куркумін) пригнічують активацію NF-κB [405]. Призначення сульфорафану та дибензоїлметану окремо або в комбінації суттєво гальмує розвиток аденом кишечнику в мишей ApcMin разом зі зниженням активності простагландину E2, лейкотрієну B4 та циклооксигенази-2, синтез яких пов’язаний з NF-κB-сигналізацією. Крім того, виявилося, що введення фенетілізотіоціанату та сульфорафану пригнічує фосфорилювання на ділянці IKK/IκB з подальшою ядерною транслокацією субодиниці p65, отже порушує NF-κB-залежний сигнальний шлях [572]. Повідомляється також про можливість зменшення при застосуванні індукторів Nrf2 активності IKKβ [575] та каспаза-опосередкованого протеолізу NF-κB/p65 [322].

Відомо, що частина ARE містить сайт зв'язування AP-1 – TRE. Тому в індукції транскрипції ARE-контрольованих генів можуть брати участь Jun- і Fos-білки, що обумовлює можливість перехресної регуляції генів-мішеней цими білками [176]. 

Активність системи Keap1 / Nrf2 / ARE регулюється на стадіях транскрипції, трансляції, посттрансляційної модифікації білків, переміщення Nrf2 в ядро, а також його зв'язування з промоторами підконтрольних генів [79, 80, 174, 263, 421].

Індукування експресії гена Nrf2 на стадії транскрипції забезпечують так звані AHR-XRE-залежний і K-Ras-ERK-залежний шляхи. Перший реалізується через активацію AHR (від англ. Aryl Hydrocarbon Receptor) або XRE (від англ. Xenobiotic Response Element) [432], а другий – завдяки up-регуляції TRE-енхансеру, розташованого на Nrf2, за участю онкогенного  K-Ras, що призводить до посилення експресії мРНК Nrf2 [544]. Це дає змогу пояснити, чому онкогенні мутації K-Ras призводять до хіміорезистентних пухлин [330].

Примітно, що Nrf2  може активувати синтез власної мРНК, що доводить можливість авторегуляторного посилення Nrf2-залежного сигналінгу [174]. Наявність сайтів ARE в промоторах генів сімейства білків Maf, які є коактиваторами Nrf2, також сприяє самопосиленню процесу активації. Присутність ARE у промоторах генів білка Keap1 та компонентів убіквітинлігазного комплексу Cul3-E3-лігази сприяє негативній зворотній регуляції цього сигнального шляху. 

На рівні трансляції експресія Nrf2 регулюється незалежним від Keap1 механізмом, залежним від рівня мікроРНК. Останні зв'язуються з відповідними мРНК у 3'-нетрансльованій ділянці Nrf2, пригнічуючи процес трансляції [503]. Виявлено зворотну кореляцію між експресією мРНК Nrf2 та miR-28, причому експресія мікроРНК зменшує рівень мРНК Nrf2 та  концентрацію цього транскрипційного чинника [577]. Інші мікроРНК, які можуть регулювати шлях Nrf2, включають miR-34, 144 і 200. 

Існує ще один механізм регуляції експресії Nrf2 на рівні трансляції, що здійснюється на кодувальних ділянках мРНК. При цьому регуляторні елементи, знайдені на нуклеотидних послідовностях мРНК, що містяться на 3' відкритій рамці зчитування, здатні пригнічувати процес трансляції Nrf2 [470].

Посттрансляційна регуляція Nrf2 пов’язана з участю білків-кіназ (PKC, PI3K / Akt, Gsk-3b, JNK та ін.) [241]. Ці ферменти фосфорилюють залишки серину, треоніну та тирозину в структурі Nrf2, що викликає його ядерну транслокацію або деградацію.

Ключовим моментом вважається активація Nrf2 на посттрансляційному рівні за рахунок зміни його стабільності. За відсутності активаторів стабільність Nrf2 в клітинах визначається Keap1-залежним убіквітинуванням його лізинових залишків з подальшою деградацією у 26S протеасомі [298]. На ядерну транслокацію, активацію транскрипції та деградацію Nrf2 у відповідь на індукційні сигнали також впливає ковалентна модифікація Nrf2 шляхом фосфорилювання / дефосфорилювання та ацетилювання / деацетилювання [223, 354, 372].

За умов окисного стресу (рис. 1.4) цитоплазматичний Nrf2 вивільняється від Keap1 та транслокується у ядро, де він  активує  транскрипцію  завдяки здатності зв'язуватися з ARE шляхом гетеродимеризації з білками Maf, які розпізнають ARE у промоторній ділянці генів-мішеней [367]. 

Нещодавно з’ясовано механізми активації Nrf2, пов’язані з участю білків p62 та p21, які порушують взаємодію Nrf2-Keap1 [367, 527].

Дослідження, проведені на нокаутованих за Nrf2 тварин, виявляють протективну роль ARE у процесах запалення, канцерогенезу, фіброзу, а також захисту від різних стресових впливів [421, 420, 600]. Виявлено зв’язок розвитку запалення, індукованого хімічними агентами, з дефіцитом Nrf2 [421].

Індукування системи Nrf2 / ARE сприяє завершенню гострих запальних процесів, що запобігає їхній хронізації [490]. Більшість з індукторів Nrf2 / ARE є сильними протизапальними засобами, а їхня властивість індукувати гени ARE добре корелює зі здатністю гальмувати запалення [125-127, 183, 257, 289, 421, 541, 543]. 
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Рис. 1.4. Етапи активації Nrf2 при окисному стресі: 1 – зв'язування з інгібіторним білком Keap1; 2 – убіквітинування та протеасомна деградація; 3 – фосфорилювання та ядерна транслокація; 4 – зв'язування з ARE; 5 –   експорт з ядра [80].

Нещодавно було показано, що низка фармакологічних ефектів зеленого чаю (антиоксидантних, протиалергічних, антиканцерогенних, антибактеріальних), пов’язана з наявністю у його складі епігалокатехін-3-галату [379]. Експериментально доведено, що механізм дії цього поліфенолу реалізується через активацію Nrf2 внаслідок протеолізу Keap1 [364, 534]. 
Проте, слід зазначити, що призначення модуляторів системи Keap1 / Nrf2 / ARE виявляє феномен, який автори розцінюють як приклад ефекту гормезису, коли один і той же індуктор у низьких концентраціях підвищує експресію підконтрольних ARE генів, а у високих – знижує її, що дозволяє уникати негативних наслідків гіперактивації Nrf2 [80, 97, 351]. Відомо, що миші з нокаутом за геном Keap1 гинуть у перші 20 діб життя внаслідок гіперкератозу стравоходу та шлунка [80]. 

На думку багатьох науковців, Nrf2-залежне пригнічення запалення асоціюється з інгібуванням NF-κB-сигналізації та гальмуванням прозапальних цитокінів [405, 421]. Проте дослідники зазначають, що молекулярні події, що лежать в основі взаємодії між Nrf2 та запальними регуляторами, залишаються в основному незрозумілими [421].

Неоднозначний вплив має системи Keap1 / Nrf2 / ARE на атерогенез. Виявлено як антиатерогенні ефекти цього сигнального шляху (зниження окиснених ЛПНЩ, посилення синтезу антиоксидантних ферментів – гемоксигенази-1 та глутатіонпероксидази, підвищення експорту з клітин ХС через транспортер АВСА1), так і проатерогенні (зростання вмісту загального ХС у крові, підвищення експресії скевенджер-рецепторів CD36 і міграції моноцитів у інтиму, а також перехід макрофагів у стан Mox) [80, 225, 342, 361, 415, 457]. Показано, що кристали ХС можуть активувати Nrf2 та індукувати підконтрольні йому гени Nqo1, Hmox1 та Prdx1, що розцінюється як засіб захисту від окисного стресу під час запалення. Окрім того, Nrf2 виявився потрібним для індукції цими кристалами інфламасоми [305].

У літературі наводяться дані щодо впливу Nrf2 на інфламасому, який може реалізуватися кількома способами: 1) через збільшення експресії генів антиоксидантних сполук для протидії збільшенню АФО; 2) через індукцію цистинового транспортера (xCT) та тіоредоксину для регулювання редокс стану моноцитів; 3) через пригнічення транскрипції білка TXNIP (від англ. Thioredoxin Interacting Protein) для зменшення його кількості; 3) шляхом збільшення продукування IL-1β [421].

Досить незначна кількість публікацій стосується ролі системи Keap1 / Nrf2 / ARE у патогенезі запальних захворювань пародонта.

Повідомляється, що Nrf2-сигналізація є важливим засобом контролю окисного стресу в здоровому пародонті, що сприяє збереженню його цілісності за умов постійної взаємодії з агресивними чинниками – бактеріями, нейтрофілами та макрофагами [333].

G.M. Aboodi [210] та C. Sima et al. [518] виявили зменшення активності Nrf2 шляху в нейтрофілах пацієнтів з тяжким перебігом ХП. Ці клітини виявляли меншу антиоксидантну відповідь за умов їхнього високого рекрутування у оральну порожнину, що забезпечувало підвищення окисного ураження тканин. Отримані результати можуть бути пояснені здатністю окисного стресу гальмувати Nrf2-сигналізацію при пародонтиті. Дослідники ідентифікували 24 гена в Nrf2-опосередкованій системі реагування на окисний стрес, які забезпечують негативні регуляторні зміни у нейтрофілах хворих на ХП. Зокрема порушуються рівні СОД і каталази. Нокаутовані за Nrf2 миші, за даними дослідників, мали більші ураження пародонта при відтворенні лігатурної моделі пародонтиту порівняно з дикими типом. Так, у мишей Nrf2(-/-) рівень 8-гідроксидезоксигуанозину в тканинах пародонта був значно збільшений, що свідчить про високий окисний ефект. Окрім того, миші Nrf2(-/-) демонстрували суттєву деструкцію альвеолярних кісток. Автори акцентували увагу на вирішальній ролі Nrf2 у резорбції кісткової тканини пародонта, опосередкованої остеокластами.
За результатами імунофлюоресцентного аналізу було виявлено, що ядерна транслокація Nrf2 найчастіше спостерігається у мишей з пародонтитом, ніж у інтактних [369].

Індуктори Nrf2 можуть бути перспективними засобами лікування пародонтиту, оскільки призначення традиційних антиоксидантів у багатьох випадках не має високого рівня доказовості [442]. Активація Nrf2 впливає на експресію сотень антиоксидантних генних продуктів, які беруть участь у захисті пародонта від прооксидантів [263]. 

Однак досліджень, що оцінюють ефективність застосування модуляторів системи Keap1 / Nrf2 / ARE майже немає. Показано лише, що ресвератрол, який поряд з іншими ефектами є активатором Nrf2, запобігає деструкції альвеолярної кістки на моделі пародонтиту  щурів  за  рахунок  обмеження запальної реакції та зменшення остеокластогенезу [234]. Індукція Nrf2 α-ізoкубебенолом, виділеним з сухих плодів лимоннику китайського (Schizandra chinensis), супроводжується пригніченням продукування прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-1β, IL-6 та IL-12) у стимульованих ЛПС        P. gingivalis макрофагах [468].

Таким чином, літературні джерела вказують на значення системи Keap1 / Nrf2 / ARE у розвитку окисного стресу та запальних захворювань, у т.ч. пародонтиту. Проте індукція цієї системи може мати важкопрогнозований результат. Підкреслюється перспективність цього сигнального шляху як фармакологічної мішені для розробки нових лікарських препаратів, причому спрямованих як на її активацію, так і на інгібування. Проте ефективність модуляторів Keap1 / Nrf2 / ARE як засобів лікування запальних захворювань пародонта все ще залишається недостатньо з’ясованою.

У цілому, підсумовуючи результати аналізу сучасної наукової літератури, звертає на себе увагу той факт, що роль редоксчутливих транскрипційних факторів у патогенезі пародонтиту залишається все ще невирішеною. Недостатньо з’ясованою залишається роль NF-κB, AP-1,  STAT-3, Nrf2 як можливих детермінант у механізмах формування ПС, що забезпечує перехід гострого запалення тканин пародонта у хронічний процес  з  агресивним перебігом. Саме такий характер патології пародонта притаманний  за умов її розвитку на тлі системних запальних і метаболічних розладах в організмі людини та тварин, зокрема, при ЦД 2-го типу, атеросклерозі, метаболічному синдромі, автоімунних захворюваннях, травматичній хворобі тощо). З’ясування ролі різних сигнальних шляхів у інтеграції загальних і місцевих процесів у патогенезі запально-дистрофічних захворювань пародонта дозволить визначити нові перспективні фармакологічної підходи до лікування та попередження уражень органів ротової порожнини. Все це обґрунтовує доцільність і своєчасність проведення цього дисертаційного дослідження.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Загальна характеристика матеріалів та методів дослідження

Експерименти виконані на 230 білих щурах-самцях лінії «Вістар» масою 195-239 г. 

Тварин утримували в умовах 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, 18 березня 1986 р.), Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (Київ, 2006 p.), Етичного кодексу лікаря України та Етичного кодексу науковця України. Комісією з питань біоетики Української медичної стоматологічної академії (протокол №184 від 25 червня 2020 р.) порушень морально-етичних норм при проведенні науково-дослідної роботи не виявлено.
Тварини були розподілені на 16 груп (таблиця 2.1).

Таблиця 2.1.

Розподіл експериментальних тварин
	№ групи
	Умови експерименту
	Кількість тварин

	1
	2
	3

	1-ша
	Інтактні тварини
	15

	2-га
	Відтворення ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді
	15

	Продовження табл. 2.1

	1
	2
	3

	3-тя
	Моделювання ліпополісахарид-індукованого гострого гінгівіту
	15

	4-та
	Відтворення ліпополісахарид-індукованого гострого гінгівіту на тлі системної запальної відповіді
	15

	5-та
	Моделювання гострого гінгівіту (аплікація на ясна 5% розчину гідроксиду натрію)


	10

	6-та
	Відтворення гострого гінгівіту, індукованого 5% розчином гідроксиду натрію, на тлі системної запальної відповіді
	10

	7-ма
	Застосування інгібітора активації NF-κB 

амонію піролідиндитіокарбамату PDTC на тлі системної запальної відповіді
	15

	8-ма
	Призначення водорозчинного комплексу кверцетину з полівінілпіролідоном (корвітину) на тлі системної запальної відповіді
	15

	9-та
	Застосування інгібітора активації AP-1 SR 11302 на тлі системної запальної відповіді
	15

	10-та
	Введення інгібітора STAT-3 іматинібу мезилату на тлі системної запальної відповіді
	15

	11-та
	Застосування індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галату на тлі системної запальної відповіді


	15

	Закінчення табл. 2.1

	1
	2
	3

	12-та
	Введення воднорозчинної форми кверцетину за умов системного та локального введення ліпополісахариду Salmonella typhi
	15

	13-та
	Застосування інгібітора активації AP-1 SR 11302 за умов системного та локального введення ліпополісахариду Salmonella typhi 
	15

	14-та
	Призначення індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галату за умов системного та локального введення ліпополісахариду Salmonella typhi 
	15

	15-та
	Поєднане введення воднорозчинної форми кверцетину і SR 11302 за умов системного та локального введення ліпополісахариду Salmonella typhi
	15

	16-та
	Поєднане введення воднорозчинної форми кверцетину і епігалокатехін-3-галату за умов системного та локального введення ліпополісахариду Salmonella typhi
	15


Евтаназію тварин проводили методом декапітації під ефірним наркозом. 

2.2. Методика експериментального моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді
Системну запальну відповідь  відтворювали шляхом внутрішньоочеревинного введення ліпополісахариду (ЛПС) Salmonella typhi (препарат «Пірогенал», фірма «Медгамал», Росія) у дозі, яка сприяла у щурів підвищенню температури на 1.5 °С, за схемою згідно з описом патенту України на корисну модель № 128236 «Спосіб експериментального моделювання системної запальної відповіді», запропонованим з нашою участю: протягом першого тижня вводили по 4 мінімальні пірогенні дози (МПД), що складають 0.4 мкг, на 1 кг маси щура 3 рази на тиждень. Протягом наступних семи тижнів експерименту тваринам вводили по 4 МПД/кг маси щура 1 раз на тиждень. Контроль за розвитком системної запальної відповіді здійснювали за вмістом прозапальних (IL-6, TNF-α) і протизапального (IL-10) цитокінів, церулоплазміну, концентрації вторинних продуктів ПОЛ та активності антиоксидантних ензимів в крові. Позитивний ефект полягає в тому, що даний спосіб дозволяє моделювати СЗВ та використовувати в експерименті щурів. 

2.3. Методика експериментального моделювання гострого          запалення тканин пародонта

Для відтворення дії місцевого хімічного чинника на ясна використовували модель гострого гінгівіту [118]. Щурам на ясна наносили 5% розчин гідроксиду натрію (NaOH, Альтеред Карбон, Україна) шляхом зрошення протягом 10 с щоденно, починаючи за 7 діб до забою.

Для відтворення ЛПС-індукованого ураження пародонта щурам  за 7 днів до забою одноразово вводили ЛПС Salmonella typhi (пірогенал)  у дозі 1 мкг/кг, рівномірно розподіленої на 4 ін'єкції в ясна на рівні 2-х молярів [491].

2.4. Методика застосування модуляторів факторів транскрипції

Інгібітор активації NF-κB амонію піролідиндітіокарбамат (PDTC – ammonium pyrrolidinedithiocarbamate) (“Sigma-Aldrich, Inc.”, США) вводили внутрішньоочеревинно у дозі 76 мг/кг 3 рази на тиждень, починаючи з 30 доби відтворення СЗВ [483].

Інгібітор активації NF-κB (інгібітор протеасоми) водорозчинний комплекс кверцетину з полівінілпіролідоном (препарат «Корвітин» виробництва ЗАТ НВЦ «Борщагівський ХФЗ» (Україна) призначали внутрішньоочеревинно у дозі 100 мг/кг (10 мг/кг у перерахунку на кверцетин)  3 рази на тиждень, починаючи з 30 доби експерименту з застосуванням ЛПС [188].
Інгібітор активації AP-1 (activator protein-1) SR 11302 ((E,E,Z,E)-3-Methyl-7-(4-methylphenyl)-9-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl)-2,4,6,8-nonatetraenoic acid, “Tocris Bioscience”) застосовували внутрішньоочеревинно в дозі 1 мг/кг 3 рази на тиждень, починаючи з 30 доби експерименту з застосуванням ЛПС [535]
Інгібітор активації STAT-3 іматиніб мезилат (“Sigma-Aldrich, Inc.”, США) призначали внутрішньоочеревинно у дозі 15 мг/кг 3 рази в тиждень, починаючи з 30-го дня моделювання СЗВ [590].

Індуктор системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галат (epigallocatechin-3-gallate – EGCG) (“Sigma-Aldrich, Inc.”, США) вводили внутрішньоочеревинно в дозі 20 мг/кг 3 рази на тиждень, починаючи з 30 доби експерименту з застосуванням ЛПС [487].

2.5. Біохімічні та імуноферментні методи дослідження 

Перелік біохімічних та імуноферментних методів дослідження наведено в таблиці 2.2.

Таблиця 2.2

Біохімічні та імуноферментні методи дослідження
	№
	Параметр, що вивчається
	Досліджувані

матеріали
	Літературні джерела

	1
	2
	3
	4

	1. 
	Швидкість утворення 
супероксидного аніон-радикала
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Костенко В.О., Цебржинський О.І. (2000) [107]

	2. 
	Активність NO-синтаз

(сумарна, cNOS, iNOS)
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Akimov O.Ye., 

Kostenko V.O. (2016) [214]

	3. 
	Активність нітратредуктази
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Храмов В.А. (1992)

[189]

	4. 
	Активність нітритредуктази
	Гомогенат м’яких тканин пародонта


	Храмов В.А. (1992)

[189]

	5. 
	Концентрація

пероксинітриту

	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Шрайбман Г.Н. та 
співавт. (2011) [204]

	6. 
	Концентрація вторинних продуктів ПОЛ (ТБК-активних сполук)
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Кайдашев І.П. 
та співавт. (2003) [128]

	Продовження таблиці 2.2

	1
	2
	3
	4

	7. 
	Супероксиддисмутазна активність
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003) [128]

	2. 
	Каталазна активність
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Королюк М.А. (1988)

[102]

	8. 
	Концентрація матриксної металопротеїнази 1
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Набір реактивів

Rat MMP-1 ELISA Kit  фірми “MyBіoSource” (США)

	9. 
	Концентрація матриксної металопротеїнази 8
	Гомогенат м’яких тканин пародонта
	Набір реактивів
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	Сироватка крові
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2.5.1. Оцінка показників окисно-нітрозативного стресу, пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у гомогенаті м’яких тканин пародонта та крові. Швидкість продукування супероксидного  аніон-радикала (.О
[image: image7.wmf]2

) в гомогенаті м’яких тканин пародонта визначали за реакцією з нітросинім тетразолієм (НСТ) [107]. Відповідно до цього методу жовтий НСТ перетворюється в синій диформазан. .О
[image: image8.wmf]2

 може відновлюватися (приєднуючи електрон) у H2O2, окиснюватися (віддаючи електрон) в молекулярний кисень. Іони гідрогену (протони) доставляються дегідрогеназами:

НСТ + 2 .О
[image: image9.wmf]2

  + 4H+ → Диформазан + 2HCl + 2O2        (2.1)

Як індуктори цієї реакції застосовували NADPH (“Sіgma-Aldrіch, Іnc.”, США), NADH (“Sіgma-Aldrіch, Іnc.”, США) та ліпополісахарид Salmonella typhі, що дозволяє оцінювати генерування .О
[image: image10.wmf]2

 відповідно NADPH-залежними електронно-транспортними ланцюгами (мікросомальними монооксигеназами і синтазою моноксиду нітрогену), NADH-залежним дихальним ланцюгом мітохондрій та NADPH-оксидазою лейкоцитів. Цей метод дозволяє оцінювати джерела вироблення .О
[image: image11.wmf]2

  без виділення субклітинних структур. Оптичну густину визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 540 нм. 

Для оцінки показників нітрозативного стрессу визначали у м’яких тканинах пародонта сумарну активність NO-синтази, нітрат- та нітритредуктазну активність, а також концентрацію пероксинітрит-іонів (ONOO-), що утворюються в реакції NO з супероксидним аніон-радикалом за формулою [246, 539]: 

NO + .О
[image: image12.wmf]2

 → →.ONOO–              

 (2.2)
Сумарну активність NO-синтази (КФ 1.14.13.39) визначали за різницею концентрації нітрит-йонів до та після інкубації гомогенату тканин у середовищі, що містить L-аргінін і NADPH [214]. 

Для оцінки активності конститутивних ізоформ ферменту (cNOS) додавали 1% розчин аміногуанідину гідрохлориду ("Sigma-Aldrich, Inc.", США). Активність iNOS визначали за формулою: 

Активність iNOS = Сумарна активність NOS –

- Активність cNOS 


(2.3)
Розраховували індекс спряження (coupling) cNOS  як  відношення  активності cNOS до швидкості вироблення .О
[image: image13.wmf]2

. Цей індекс характеризує наявність субстратів (L-аргінін, О2) і кофактора тетрагідробіоптерину (ВН4) для утворення NO, а не .О
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 при окисному метаболізмі L-аргініну [435]. Вважається, що будь-яке підвищення продукування .О
[image: image15.wmf]2

 (мітохондріями, ксантиноксидазою чи NADPH-оксидазою) спричиняє неспряження (uncoupling) cNOS. Така сNOS не лише сама стає потужним генератором .О
[image: image16.wmf]2

, але одночасно активує інші джерела його утворення.

Нітратредуктазну (КФ 1.7.99.43) та нітритредуктазну (КФ 1.7.1.4)  активність оцінювали за різницею концентрації нітритів та нітратів до та після інкубації гомогенату тканин в умовах присутності донора електронів у вигляді водного розчину NADH [189]. Концентрацію нітрит-іонів (NО
[image: image17.wmf]-

2

) визначали шляхом визначення діазосполук, що утворилися у реакції з сульфаніловою кислотою, а потім проводили  реакцію  з α-нафтиламіном  (реактив Грісса-Ілосвая). У результаті цієї реакції утворюються похідні   червоного кольору (азобарвники). Інтенсивність забарвлення пропорційна концентрації нітритів. Концентрацію нітратів визначали після їх попереднього відновлення до нітритів сірчанокислим гідразином.

Методика визначення концентрації пероксинітритів лужних та лужно-земельних металів в гомогенаті базується на їхній здатності відновлювати атомарний йод із солей калію [204]. Розраховували кількість пероксинітритів за формулою: С=20·А (мкмоль/г), яка виходить із розрахунку С=А/(ε·L), де ε – коефіцієнт молярної екстинції комплексонів йоду (2.5·104 М-1·см-1); L – довжина обраного оптичного шляху (1 см); А – поглинання (абсорбція проби на довжині хвилі 355 нм).

Вторинні продукти вільнорадикального пероксидного окиснення ліпідів – альдегіди та кетони реагують з 2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК) і мають назву ТБК-активні сполуки, або ТБК-реактанти. Серед них найбільшу частку (до 40%) становить малоновий діальдегід (МДА), який легко утворює гідрат. Максимум поглинання продукту конденсації ТБК і двох молекул МДА (триметиновий комплекс) при довжині хвилі 532 нм. Для виключення реакцій ТБК з іншими окисними сполуками, не пов'язаними з пероксидацією, кров або гомогенат тканин інкубували в прооксидантному буферном розчині (залізо-аскорбатна система) [128]. За час 1.5-годинної інкубації у ньому АФО,  що  генеруються  цим  буферним  розчином  ініціюють і  продовжують  пероксидну  деструкцію  біополімерів,  що  гальмується антиоксидантами. Тому, величина приросту концентрації ТБК-реактантів за час інкубації є зворотно пропорційною рівню антиоксидантного потенціалу.

Супероксиддисмутазну (СОД, КФ 1.15.1.1) активність визначали фотометрично за швидкістю пригнічення ферментом проби автоокиснення адреналіну. За одиницю активності (од. акт. – у таблицях) взято інгібування на 50% швидкості автоокиснения адреналіну [128]. Так як синтез ферменту активується субстратом, то збільшення активності вказує на зростання продукування супероксидного аніон-радикала; зниження активності послаблює антиоксидантий захист.

Каталазну (КФ 1.11.1.6) активність оцінювали за кількістю H2O2, що розпався в присутності проби, в якій міститься каталаза [102]. 

2.5.2. Оцінка показників, що характеризують деполімеризацію компонентів екстрацелюлярного матриксу пародонта. Процес колагенолізу оцінювали за концентрацією у м’яких тканинах пародонта матриксних металопротеїназ MMP-1 (інтерстиціальна колагеназа та колагеназа фібробластів, КФ 3.4.24.7) та MMP-8 (колагеназа нейтрофілів, КФ 3.4.24.34), які визначали імуноферментним методом з використанням наборів Rat MMP-1 ELISA Kit  та Rat MMP-8 ELISA Kit (MyBioSource.com, США).  Для імуноферментних методів дослідження використовували систему Opsys MR Dynex Technologies Inc., Opsys MR™ Microplate Reader.

Крім того, досліджували вміст у м’яких і кістковій  тканинах  пародонта мономеру колагену – вільного  оксипроліну – за методом,  який  базується на реакції пірол-2 карбонової кислоти, що утворюється при окисненні оксипроліну з парадіметіламінобензальдегідом [173]. 

Про деполімеризацію протеогліканів у м’яких і кістковій тканинах пародонта судили на підставі оцінки глікозаміногліканів шляхом визначення концентрації гексуронових кислот [199]. Для депротеїнізації останніх застосовували трихлороцтову кислоту. Вільні ГАГ при взаємодії з четвертинними амонійними солями та карбазолом утворюють комплексні сполуки фіолетово-рожевого забарвлення.

Вміст ацетилнейрамінової кислоти в тканинах визначали за методом Гесса [128], принцип якого ґрунтується на утворенні хромогену сіаловими кислотами, які виділяються із складу глікопротеїдів у результаті гідролізу безбілкового фільтрату сироватки крові та гомогенату тканин, з розчином оцтової та сірчаної кислот у киплячій водяній бані.

2.5.3. Оцінка показників інтенсивності системної запальної відповіді. Концентрацію прозапальних цитокінів – інтерлейкіну-6 (IL-6) та фактора некрозу пухлини-α (TNF-α) у сироватці крові визначали імуноферментним методом з використанням наборів Rat IL-6 ELISA Kit  та Rat TNFα ELISA Kit (MyBioSource.com, США). 

Вміст протизапального цитокіну – інтерлейкіну-10 (IL-10) у сироватці крові визначали імуноферментним методом з використанням набору Rat IL-10 ELISA Kit (MyBioSource.com, США). 

Для імуноферментних методів дослідження використовували систему Opsys MR Dynex Technologies Inc., Opsys MR™ Microplate Reader.

Концентрацію церулоплазміну у сироватці крові досліджували методом, який оснований на окисненні п-фенілендіаміну, що відбувається за  участю церулоплазміну [128]. Рівень ПОЛ у крові оцінювали за концентрацією ТБК-реактантів [128]. Стан антиоксидантної системи оцінювали шляхом визначення приросту концентрації ТБК-реактантів за час 1.5-годинної інкубації тканин у прооксидантному залізоаскорбатному буферному розчині.
2.5.4. Визначення показників вуглеводного та ліпідного метаболізму в сироватці крові. Концентрацію глюкози, загального холестеролу, триацилгліцеролів та холестеролу ліпопротеїнів високої щільності у сироватці крові визначали за допомогою набору реактивів фірми «Філісіт-Діагностика» (м. Дніпро, Україна). Концентрацію інсуліну у сироватці крові визначали імуноферментним методом з використанням набору Rat Іnsulіn ELІSA Kіt (“MyBіoSource”, США).

Вміст глюкози вимірювали глюкозооксидазним методом. Глюкоза в присутності глюкозооксидази окиснюється O2 до глюконової кислоти та H2O2, який у присутності пероксидази реагує з фенолом та 4-амінофеназоном з утворенням хіноніміну, інтенсивність червоно-фіолетового забарвлення якого визначається фотометрично та є пропорційною вмісту глюкози.

Концентрацію загального холестеролу досліджували ензиматичним методом. Етери холестеролу під впливом холестеролестерази розкладаються до вільного холестеролу та ВЖК. Далі холестерол під дією холестеролоксидази в присутності О2 окиснюється у холестен-3-он з утворенням H2O2, який взаємодіє з 4-амінофеназоном та хромогеном з утворенням хіноніміну:
Етери холестеролу → ХС + ВЖК


(2.4)
ХС + О2 → Холестен-3-он + H2O2


(2.5)
2H2O2 +  4-амінофеназон + Хромоген → Хінонімін +

+ 4H2O






(2.6)
Інтенсивність рожево-червоного або бузкового забарвлення реакційного розчину пропорційна концентрації холестеролу.
Вміст триацилгліцеролів (ТАГ) визначали ензиматичним колориметричним методом за концентрацією хіноніміну при довжині хвилі 505 нм, інтенсивність забарвлення якого пропорційна концентрації ТАГ у дослідному зрачку:
ТАГ → Гліцерол + ВЖК                     (2.7)
Гліцерол + ATP → Гліцерил-3-фосфат + ADP


(2.8)
Гліцерол-З-фосфат + O2 → Діоксиацетонфосфат + 2H2O2

(2.9)
2H2O2 + 4-амінофеназон + 4-хлорфенол →  Хінонімін + 4H2O
(2.10)
Визначення холестеролу ліпопротеїнів високої щільності (ХС-ЛПВЩ) в сироватці крові виконували прямим методом. Сумісна дія полімерів і детергентів розчиняє холестерол з ліпопротеїнів високої щільності, а холестерол з ліпопротеїнів низької щільності (ХС-ЛПНЩ), ліпопротеїнів дуже низької щільності (ХС-ЛПДНЩ) та хіломікронів залишаються нерозчинними. ХС-ЛПВЩ за допомогою реакцій, описаних нижче, утворює забарвлений комплекс:

Етери ХС → ХС + ВЖК



(2.11)
ХС + О2 → Холестен-3-он + H2O2


(2.12)
2H2O2 +  4-амінофеназон + Хромоген → Хінонімін +

+ 4H2O






(2.13)
Абсорбцію, що є пропорційною концентрації HDL холестеролу, вимірювали при довжині хвилі 600 нм.
Вміст холестеролу ліпопротеїнів низької та дуже низької щільності (ХС-ЛПНЩ і ХС-ЛПДНЩ) розраховували за формулою Фридвальда [4]: 

ХС-ЛПНЩ = Загальний ХС – (ХС-ЛПВЩ + ТАГ/2.2)  
(2.14)
ХС-ЛПДНЩ = ТАГ/2.2






 (2.15)
Індекс інсулінорезистентності HOMA-ІR (Homeostasіs Model Assessment of Іnsulіn Resіstance) розраховували за формулою [222]:

HOMA-ІR = глюкоза натще (ммоль/л) х

х інсулін натще (мкОд/мл) / 22.5 


(2.16)
2.6. Патоморфологічні методи дослідження 

Для розрахунку коефіцієнту оголення коренів молярів (К) при проведенні світлової мікроскопії зразків нижніх щелеп за допомогою 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). Коефіцієнт оголення коренів молярів розраховували за формулою [128]: 

К = L0  / L1


(2.17)
Перед виготовленням мікропрепаратів проводили фіксацію фрагментів щелеп на рівні молярів у 10% розчині нейтрального формаліну протягом 48 годин. Декальцинацію проводили у 4% розчині трилону Б (етилендіамінтетраацетату). Після цього матеріал проводили через батарею спиртів зростаючої концентрації, через хлороформ та заливали у парафін. З парафінових блоків виготовляли зрізи 4-6 мкм завтовшки, які забарвлювали гематоксиліном та еозином. 

2.7. Статистична обробка результатів експерименту

Статистичні розрахунки проводили з використанням програми “StatіstіcSoft 6.0”. Для перевірки розподілу на нормальність було застосовано розрахунок критерію Шапіро-Вілка. Якщо дані відповідали нормальному розподілу, то для їх порівняння використовували t-критерій Стьюдента для незалежних вибірок. У випадку, коли ряди результатів не підлягали нормальному розподілу, статистичну обробку здійснювали, використовуючи непараметричний метод – U-критерій Манна-Уітні. Для множинного порівняння застосовували поправку Бонфероні, а при розподілі, який відрізняється від нормального, –  критерій Краскела-Уоліса [26, 153].

РОЗДІЛ 3

МЕХАНІЗМИ МІСЦЕВИХ І ЗАГАЛЬНИХ ПОРУШЕНЬ ЗА УМОВ ЛОКАЛЬНОГО УШКОДЖЕННЯ ПАРОДОНТА НА ТЛІ      МОДЕЛЮВАННЯ ЛІПОПОЛІСАХАРИД-ІНДУКОВАНОЇ 
СИСТЕМНОЇ ЗАПАЛЬНОЇ ВІДПОВІДІ

3.1. Джерела продукування активних форм оксигену і нітрогену та показники вільнорадикального окиснення в тканинах пародонта

Розвиток тяжких запальних захворювань пародонта може бути пов’язаним не тільки з безпосереднім пошкодженням тканин пародонта патогенним агентом, але і в результаті дисрегуляторного впливу з боку інших змінених інтегративних систем, що реалізується через механізм СЗВ. Припускається, що однією з найважливіших ланок патогенезу цього процесу  є перманентна активація певних факторів транскрипції (зокрема, NF-κB) [87, 152]. Наслідком цього є експресія генів запальних цитокінів, індуцибельної NO-синтази (NOS), металопротеїназ, молекул клітинної адгезії, циклооксигенази-2 та ін., здатних індукувати  окисно-нітрозативний стрес [550]. З  одного боку, останній пов’язаний зі збільшенням гіперпродукування .О
[image: image18.wmf]-
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 різними  джерелами.  Такими  можуть  бути  мітохондрії [292],  цитохром Р-450-асоційована NADPH-залежна система мікросом [352], власне NOS, що містить у своєму складі NADPH-залежний ЕТЛ, за умов так званого роз'єднання (uncoupling) у роботі ферменту при дефіциті його субстрату (L-аргініну) або певних кофакторів (тетрагідробіоптерину) [419], а також NADPH-оксидаза фагоцитів, пов’язана з функцією цитохрому b558 [243]. З іншого боку окисно-нітративний стрес реалізується при надлишковому ферментативному утворенні цитотоксичних концентрацій NO (за участю iNOS та нітритредуктаз), генеруванні АФН (наприклад, пероксинітриту) [105, 453]. Показано, що мітохондріальні АФО можуть відігравати неоднозначу роль в гострому і хронічному запаленні при субклінічних дозах ЛПС, які викликають TLR-опосередковане генерування АФО та дозволяють легко індукувати прозапальні медіатори [286].

Таким чином, для з’ясування механізмів місцевих і загальних порушень за умов ЛПС-індукованої СЗВ важливим є визначення джерел продукування АФО/АФН у тканинах.

Моделювання СЗВ призводило до достовірних змін продукування .О
[image: image19.wmf]2

 у тканинах пародонта (таблиця 3.1). Так, загальний фон вироблення .О
[image: image20.wmf]2

 (його нестимульоване генерування) підвищувався на 40.8% (p<0.01). 

Таблиця 3.1

Вплив індукторів на продукування супероксидного аніон-радикала у тканинах пародонта за умов відтворення системної

запальної відповіді, нмоль/г·с (M+m, n=10)

	Схема 
досліду
	Введення індукторів генерування супероксидного аніон-радикала

	
	Нестимульоване продукування
	NADPH 
	NADH
	ЛПС

	Контроль (інтактні тварини)
	1.20

±0.09  
	12.47

±0.87
	15.41

±1.08
	1.58

±0.12

	Відтворення СЗВ
	1.69

±0.07 *   
	17.25

±0.66 *
	21.65

±1.01 *
	2.10

±0.09 *


Примітка. Тут і у таблицях розділу 3: * – р<0.05 порівняно з контролем (інтактні тварини).
Вироблення .О
[image: image21.wmf]2

 NADPH–залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) зростало – на 38.3% (p<0.01), а дихальним ланцюгом мітохондрій – на 40.5% (p<0.01). Генерування .О
[image: image22.wmf]2

 NADPH-оксидазою лейкоцитів також підвищувалося на 32.9% (p<0.01).

За даними літератури, найбільша кількість .О
[image: image23.wmf]2

 продукується мітохондріальним ЕТЛ внаслідок 1-електронного відновлення кисню на рівні МФК: NADH – убіхіноноксидоредуктаза, убіхінонол – цитохром c-оксидоредуктаза та цитохром b-c1 [292]. Окрім цього у мітохондріях відбувається 2-електронне відновлення O2 з утворенням Н2О2. Іншими мітохондріальними джерелами .О
[image: image24.wmf]2

 можуть бути моноаміноксидаза та цитохром-b5-редуктаза, гліцерин-3-фосфат-дегідрогеназа та цитохром P450, аконітаза, піруватдегідрогеназа, α-кетоглутаратдегідрогеназа [99]. Убіхінон-оксидоредуктаза здатна вивільняти АФО у матрикс під час β-окиснення жирних кислот.

У той же час, потужний рівень вироблення  .О
[image: image25.wmf]-
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, за умов СЗВ забезпечується NADPH-залежними ЕТЛ: у реакціях мікросомального окиснення (за участю цитохрому Р-450) [352] та власне NOS, здатною за несприятливих умов переключатися з продукування NO на .О
[image: image26.wmf]-
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 [419]. При введенні  бактеріального ЛПС у організм ссавців закономірно збільшується генерування .О
[image: image27.wmf]-
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів [243]. Окрім ЛПС, ефективними стимуляторами синтезу .О
[image: image28.wmf]-
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 є прозапальні цитокіни, синтез яких залежить від активації NF-κB [550]. 

Локальне внутрішньогінгівальне введення ЛПС підвищувало генерування  .О
[image: image29.wmf]2

  NADPH-залежними і NADH-залежними ЕТЛ (рис. 3.1) – до 16.57±0.75  та 22.37±1.19 нмоль/г·с, тобто на 32.9% (p<0.01) і 45.2% (p<0.01) відповідно. Продукування .О
[image: image30.wmf]-
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів зростало до 2.2±0.11  нмоль/г·с (на 39.2%, p<0.01).
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Рис. 3.1. Індукція NADPH (A), NADH (Б) і ЛПС (В) генерування  .О
[image: image34.wmf]-
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 у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

За умов місцевого застосування ЛПС на тлі моделювання СЗВ генерування .О
[image: image35.wmf]-
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 у тканинах пародонта NADPH-залежними ЕТЛ  підвищувалася до 21.32±0.41 нмоль/г·с  та перевищувала результати груп з відтворенням СЗВ та окремим введенням ЛПС на ясна на 23.6 та 28.7% (p<0.001), відповідно. Продукування .О
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 дихальним ланцюгом мітохондрій становило 28.59±1.41 нмоль/г·с, тобто було більше, ніж показники груп порівняння на 32.1 та 27.8% (p<0.01). Вироблення .О
[image: image37.wmf]-
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  NADPH-оксидазою лейкоцитів також підвищувалося до 2.93±0.12 нмоль/г·с,  що перевищувало значення груп з відтворенням СЗВ та окремим внутрішньогінгівальним введенням ЛПС на 39.5% (p<0.001) та 33.2% (p<0.01).
Аплікація на ясна 5%-го розчину NaOH також збільшувала (на 7-му добу експозиції) вироблення .О
[image: image38.wmf]-
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 NADPH-залежними і NADH-залежними ЕТЛ (рис. 3.2) до 15.93±0.74 та 21.32±1.49 нмоль/г·с, тобто - на 27.7% (p<0.02) і 38.4% (p<0.02), відповідно. Вироблення .О
[image: image39.wmf]-
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів зростало до 2.05±0.08 нмоль/г·с (на 29.7%, p<0.02).

[image: image40.png]



Рис. 3.2. Індукція NADPH (A), NADH (Б) і ЛПС (В) генерування  .О
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 у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); нанесення NaOH на ясна (3) та аплікації NaOH на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевою аплікацією NaOH.

Через 7 днів після нанесення лугу на ясна на тлі моделювання СЗВ генерування .О
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 у тканинах пародонта всіма досліджуваними джерелами значно підвищувалася. Так, його продукування NADPH-залежними ЕТЛ зростало до 20.53±0.37 нмоль/г·с, що перевищувало результати груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH на 19.0% (p<0.01) та 28.9% (p<0.001) відповідно. Вироблення .О
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 дихальним ланцюгом мітохондрій становило 27.33±1.39 нмоль/г·с, тобто було більше, ніж значення наведених груп на 26.2% та 28.2% (p<0.02). NADPH-оксидазою лейкоцитів підвищувалося до 2.77±0.09 нмоль/г·с, що перевищувало результати груп порівняння на 31.9% та 35.1% (p<0.001).

Істотних відмінностей у змінах показників продукування .О
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 у тканинах пародонта при місцевому застосуванні ЛПС та 5%-го розчину NaOH, у тому числі на тлі відтворення СЗВ, не виявлено.

Моделювання ЛПС-індукованої СЗВ супроводжувалося істотними змінами активності NOS у м’яких тканинах пародонта (таблиця 3.2). Так, сумарна активність NOS за цих умов збільшувалася – у 2.5 раза (p<0.001). 

Таблиця 3.2

Активність NO-синтази в м’яких тканинах пародонта

за умов відтворення системної запальної відповіді, 

мкмоль(NО
[image: image45.wmf]-
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) / хв·г·білка (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Активність NOS

	
	Сумарна
	cNOS
	iNOS

	1
	2
	3
	4

	Продовження табл. 3.2

	1
	2
	3
	4

	Контроль (інтактні тварини)
	4.20

±0.22   
	0.82

±0.13   
	3.38

±0.32

	Відтворення СЗВ
	10.32 *

±0.50
	0.29

±0.04  *
	10.03

±0.49 *


Активність cNOS зменшувалася на 64.6%, а iNOS – підвищувалася втричі. 

Локальне внутрішньогінгівальне введення ЛПС (рис. 3.3) збільшувало на 7-у добу сумарну активність NOS у тканинах пародонта до 6.83±0.43 мкмоль(NО
[image: image46.wmf]-
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)/хв·г·білка, тобто на 62.6% (р<0.001). 
Активність cNOS істотно не змінювалася та становила 0.56±0.14 мкмоль(NО
[image: image47.wmf]-
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)/хв·г·білка, а iNOS – підвищувалася до 6.27±0.44 мкмоль(NО
[image: image48.wmf]-

2

)/хв·г·білка (р<0.001).

Місцеве введення ЛПС у ясна на тлі моделювання СЗВ підвищувало у тканинах пародонта сумарну активність NOS до 12.53±0.61 мкмоль(NО
[image: image49.wmf]-

2

)/хв·г·білка, що перевищувало результати груп з відтворенням СЗВ та локальною дією ЛПС на 21.4% (p<0.05) та 83.5% (p<0.001) відповідно. Активність cNOS становила 0.26±0.04 мкмоль(NО
[image: image50.wmf]-
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)/хв·г·білка та достовірно не відрізнялася від даних наведених груп порівняння. Активність iNOS збільшувалася до 12.27±0.61 мкмоль(NО
[image: image51.wmf]-
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)/хв·г·білка, що було вищим за результати груп порівняння на 22.3% (p<0.05) та 95.7 % (p<0.001) відповідно.
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Рис. 3.3 Показники сумарної активності NOS (А) та її ізоформ – конститутивної (Б) та індуцибельної (В) у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

Моделювання ЛПС-індукованої СЗВ супроводжувалося змінами    інших показників розвитку нітрозативного стресу в м’яких тканинах пародонта (таблиця 3.3). Зокрема, у них підвищувалася активність нітрат- і нітритредуктаз - на 36.3% (p<0.01) та 34.4% (p<0.05), відповідно. 

Ці ферментативні системи утворення нітрит-іонів і NO активуються у тканинах, головним чином, за умов гіпоксії. Активація цих ферментів на тлі збільшення утворення NO NOS свідчить про порушення механізму    авторегуляції фізіологічної концентрації NO у тканинах [105]. Закономірним наслідком цього є виявлене нами збільшення утворення АФН: вміст ONOO- збільшився у тканинах пародонта – на 30.1% (p<0.01).

Таблиця 3.3

Показники нітрозативного стресу в тканинах пародонта

за умов відтворення системної запальної відповіді (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Активність 
нітратредуктази,

мкмоль / хв·г білка
	Активність 
нітритредуктази,

мкмоль / хв·г 
білка
	Концентрація 
пероксинітрит-іонів,

мкмоль/г

гомогенату

	Контроль (інтактні тварини)
	11.98

±0.88
	3.43

±0.25
	0.83

±0.04

	Відтворення СЗВ
	16.33

±0.74 *
	4.61

±0.39 *
	1.08

±0.05 *


Локальне застосування ЛПС на ясна  істотно не впливало на активності нітрат- і нітритредуктаз та концентрацію ONOO- (рис. 3.4).

При місцевому внутрішньогінгівальному введенні ЛПС на тлі моделювання СЗВ нітратредуктазна та нітритредуктазна активності підвищувалися до 20.28±1.91 та 5.33±0.31 мкмоль/хв·г білка відповідно, що було на 56.7% (p<0.02) та 51.9% (p<0.01) більше порівняно зі значеннями групи з місцевим нанесенням ЛПС на ясна. Концентрація ONOO- становила 1.54±0.06 мкмоль/г, що на 42.6% (р<0.001) і 52.5% (р<0.01) перевищувало дані груп з відтворенням СЗВ та локальною дією ЛПС.
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Рис. 3.4. Показники нітратредуктази (А), нітритредуктази (Б) та концентрації пероксинітрит-іонів (В) у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

Моделювання СЗВ супроводжувалося зменшенням індексу спряження (coupling) cNOS з 0.067±0.012 до 0.017±0.003 (рис. 3.5),  тобто на 74.6% (p<0.01). Цей індекс характеризує наявність субстратів (L-аргінін, О2) і кофактора тетрагідробіоптерину (ВН4) для утворення NO, а не .О
[image: image58.wmf]-
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 – при окисному метаболізмі L-аргініну. Тобто, за умов СЗВ створюються умови для генерування cNOS .О
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Рис. 3.5. Індекс спряження cNOS при дослідженні м’яких тканин пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

Більше того, неспряжена cNOS не лише сама стає потужним генератором .О
[image: image61.wmf]-
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, але одночасно активує інші джерела його утворення, тим самим утворюючи свого роду замкнуте коло взаємопідсилення окисного стресу і роз’єднаного стану  cNOS.

При місцевому внутрішньогінгівальному застосуванні ЛПС індекс спряження cNOS становив 0.034±0.008, тобто суттєво не змінювався. Проте такий вплив за умов відтворення СЗВ супроводжувався зменшенням цього показника до 0.013±0.002, що було на рівні групи з відтворенням СЗВ та на 61.8% (p<0.05) поступалося значенням групи з локальним введенням ліпополісахариду.

Моделювання гострого гінгівіту шляхом застосування на 5%-го розчину NaOH (рис. 3.6) збільшувало на 7-у добу сумарну активність NOS у тканинах пародонта до 6.45±0.33 мкмоль(NО
[image: image62.wmf]-
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)/хв·г·білка, тобто на 53.6% (р<0.001). У той же час істотно не впливало на активності нітрат- і нітритредуктаз та концентрацію ONOO-.

	
[image: image63.png]e
wx
%

*
I H
*
2 3

M EEEEERE

gAY AL mn





А
	
[image: image64.png]s
wx
%
B
I “ I

B R R e 2 © °

exng JeaxauomIn





Б

	
[image: image65.png]P
*
*
-
I “

~ © w % o o~ o~ o
ey s-axAwomin





В
	
[image: image66.png]ukuons/r

18

16

14

12

08

06

04

02

P
%
B
I “
1 2 3 4





Г


Рис. 3.6. Показники активності NOS (А), нітратредуктази (Б), нітритредуктази (В) та концентрації пероксинітрит-іонів у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); нанесення NaOH на ясна (3) та аплікації NaOH на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ, ** групи з місцевою аплікацією NaOH, *** групи з аплікацією NaOH на тлі СЗВ.

На 7-му добу після дії лугу на ясна на тлі моделювання СЗВ активність NOS у тканинах пародонта становила 12.24±0.45 мкмоль(NО
[image: image67.wmf]-

2

)/хв·г·білка, що перевищувало результати груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH на 18.6% (p<0.05) та 89.8% (p<0.001) відповідно. Активність нітратредуктази підвищувалася до 22.56±0.54 мкмоль/хв·г білка, що було більше, ніж значення цих груп, на 38.2% (p<0.001) та 73.1% (p<0.001). Активність нітритредуктази підвищувалася до 5.15±0.32 мкмоль/хв·г білка, що на 45.5% (p<0.01) перевищувало результат групи з окремим місцевим впливом розчину NaOH. Концентрація ONOO- становила 1.42±0.07 мкмоль/г, що на 31.5% (р<0.01) і 63.2% (р<0.01) відповідно було більше, ніж значення груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією лугу.

Згідно з отриманими результатами, моделювання СЗВ створює умови для більш інтенсивної продукування АФО/АФН (.О
[image: image68.wmf]2

, цитотоксичних концентрацій NO, ONOO-) у тканинах пародонта при їх локальному ушкодженні ЛПС і хімічним агентом. 

Моделювання СЗВ призводило до значного збільшення концентрації сполук, що реагують з ТБК, до та після інкубації гомогенату в прооксидантному залізо-аскорбатному буферному розчині – на 93.8% (р<0.01) та 97.4% (р<0.001) відповідно (таблиця 3.4). 

Приріст концентрації цих сполук за час інкубації збільшувався в 2.04 раза (р<0.01), що свідчить про значне зниження у м’яких тканинах пародонта антиоксидантного потенціалу та розвиток у них декомпенсованого ПОЛ. Це підтверджується також зниженням активності СОД і каталази – на 34.8% (p<0.01) та 46.4% (p<0.001) відповідно.

Таблиця 3.4

Показники ПОЛ та антиоксидантної системи у тканинах пародонта щурів за умов відтворення системної запальної відповіді

 (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг
	Активність антиоксидантних ферментів

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст за час інкубації
	СОД,

од. акт.


	Каталаза, мккат/г

	Контроль (інтактні тварини)
	20.9±3.8
	34.3±2.5
	13.4±1.8
	0.23±0.02   
	0.28±0.02

	Відтворення СЗВ
	40.5±3.0 *
	67.7±4.4 *
	27.3±2.8 *
	0.15±0.01 *
	0.15±0.01 *


Локальне внутрішньогінгівальне застосування ЛПС збільшувало концентрацію ТБК-активних сполук (рис. 3.7) – до 35.3±2.8 мкмоль/кг (до інкубації), або на 68.9% (р<0.02). 

Приріст цих сполук за час інкубації становив 17.3±3.2 мкмоль/кг, тобто суттєво не змінювався, що свідчить про розвиток у м'яких тканинах пародонта компенсованого ПОЛ. При цьому активності СОД і каталази зростали відповідно до 0.34±0.03 од. акт. і  0.35±0.01 мккат/г, тобто на 47.8 та 25.0% (р<0.02).
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Рис. 3.7. Показники концентрації ТБК-активних сполук (до інкубації) (А), приросту концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації гомогенату в прооксидантному буферному розчині (Б), активності СОД (В) та активності каталази (Г) у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

Місцеве введення ЛПС за умов ЛПС-індукованої СЗВ значно збільшувало концентрацію ТБК-активних сполук у прооксидантному залізо-аскорбатному буферному розчині – до 57.1±3.4 мкмоль/кг, що на 41.0 та 61.8% (p<0.01) перевищувало значення груп з відтворенням СЗВ та внутрішньогінгівальним призначенням ЛПС. Приріст цих продуктів за час     інкубації становив 37.2±4.1 мкмоль/кг, що в 2.2 раза (p<0.01) перевищувало показник щурів, що зазнавали ін’єкції ЛПС у ясна.

Зменшення антиоксидантного потенціалу в тканинах пародонта також підтверджується вірогідним зниженням активності антиоксидантних ферментів. Так, активність СОД зменшувалася до 0.09±0.01 од. акт., тобто  на 40.0 та 73.5%  порівняно з результатами груп з відтворенням СЗВ та локальним введенням ЛПС. Активність каталази знижувалася до 0.14±0.03 мккат/г, що на 60.0% менше, ніж значення у тварин, яким у ясна вводили ЛПС. 

Аплікація 5%-го розчину NaOH на ясна також супроводжувалася  вірогідним збільшенням концентрації ТБК-активних сполук – до 34.2±3.0 мкмоль/кг, або на 63.6% (рис. 3.8). Приріст цих сполук за час інкубації становив 17.5±3.4 мкмоль/кг, тобто суттєво не змінювався. Це свідчить про розвиток у м'яких тканинах пародонта компенсованого ПОЛ. При цьому активності СОД і каталази зростали відповідно до 0.32±0.02 од. акт. і 0.36±0.01 мккат/г, тобто на 39.1% (р<0.02) та 28.6% (р<0.01).

Нанесення 5%-го розчину NaOH на ясна за умов ЛПС-індукованої СЗВ значно збільшувало концентрацію ТБК-активних сполук – до 54.6±3.2 (до інкубації), що вірогідно перевищувало значення груп з відтворенням СЗВ (на 34.8 %) та локальною аплікацією розчину NaOH (на 59.6%).  Приріст цих сполук за час інкубації становив 31.5±4.1 мкмоль/кг, що на 80.0% (p<0.05) перевищувало відповідний показник тварин, на ясна яких наносили розчин NaOH.
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Рис. 3.8. Показники концентрації ТБК-активних сполук (до інкубації) (А), приросту концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації гомогенату в прооксидантному буферному розчині (Б), активності СОД (В) та активності каталази (Г) у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); нанесення NaOH на ясна (3) та аплікації NaOH на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ, ** групи з місцевою аплікацією NaOH, *** групи з аплікацією NaOH на тлі СЗВ.

Це вказує на значне зменшення антиоксидантного потенціалу в тканинах пародонта, що підтверджується суттєвим зниженням активності антиоксидантних ферментів. Так, активність СОД зменшувалася до 0.08±0.01 од. акт., тобто  на 46.7 та 75.0%  порівняно з результатами груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH. Активність каталази знижувалася до 0.12±0.02 мккат/г, що на 66.7% менше, ніж значення у тварин, яким місцево наносили луг.

Отримані результати свідчать, що індукція ЛПС СЗВ створює умови для значного виснаження антиоксидантної системи в тканинах пародонта при дії локальних патогенних чинників, як ЛПС, так і хімічних агентів. Це викликає ще більшу активацію вільнорадикальних процесів з утворенням значної концентрації вторинних продуктів ПОЛ. У цих умовах антиоксидантна система перестає адекватно реагувати, що може приводити до вільно радикального пошкодження пародонта.

Таким чином,

1) відтворення ЛПС-індукованої СЗВ супроводжується збільшенням продукування супероксидного аніон-радикала у тканинах пародонта щурів мітохондріальним і NADPH–залежними електронно-транспортними ланцюгами мікросом і NO-синтази, а також NADPH-оксидазою лейкоцитів, розвитком декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів;
2) моделювання СЗВ викликає порушення механізму авторегуляції фізіологічної концентрації NO у тканинах, що виявляється у одночасному збільшенні утворення АФН через NO-синтазний та нітрат- / нітритредуктазний механізм, наслідком чого розвиток окисно-нітрозативного стресу зі збільшенням концентрації пероксинітриту;

3) за умов експериментальної СЗВ виявляється порушення спряження (uncoupling) cNOS у тканинах пародонта щурів, що є додатковим джерелом супероксидного аніон-радикала як провідного чинника окисно-нітрозативного стресу.

4) місцевий вплив патогенних агентів (ліпополісахарид Salmonella typhi, 5% розчину NaOH) на тлі ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді потенціює продукування супероксидного аніон-радикала NADH- і NADPH-залежними джерелами (мікросомами, мітохондріями, фагоцитами), збільшує концентрацію пероксинітриту та утворення вторинних продуктів ПОЛ у гомогенаті м’яких тканин пародонта, зменшуючи у них активність супероксиддисмутази порівняно з окремим відтворенням СЗВ та гострого гінгівіту.
3.2. Показники деструкції сполучної тканини м’яких структур пародонта

Відомо, що основу сполучної тканини (СТ) становить міжклітинний матрикс, основними компонентами якого є білки і полісахариди, що утворюють комплекси (протеоглікани, глікопротеїни та ін.). Протеоглікани зрілої СТ пародонта містять, головним чином, сульфатовані глікозаміноглікани (ГАГ) - хондроїтин-4-сульфат, хондроїтин-6-сульфат, дерматансульфат, гепарансульфат і кератансульфат [117]. Вони забезпечують стабілізацію та цементування волокнистих структур, оберігають клітини від проникнення мікроорганізмів та їхніх токсинів, регулюють водно-сольовий обмін у тканинах, беруть участь у міжклітинній сигналізації та регуляції активності факторів росту, зокрема, фактора росту фібробластів [12, 117, 473]. Серед волокнистих структур переважають колагенові волокна.  
Важливою ланкою патогенезу запально-дистрофічних захворювань пародонта є деполімеризація біополімерів СТ і порушення їхнього ресинтезу [251, 473, 517]. З одного боку, цьому сприяє вироблення патогенними мікроорганізмами екзотоксинів і гістолітичних ферментів (гіалуронідази, хондроїтинсульфатази, протеаз, глюкуронідази, колагенази), що викликає деполімеризацію колагену, протеогліканів і глікопротеїнів [517]. З іншого боку, деструкція СТ пов'язана з ендогенною активацією MMP, плазміну, реакції серинових протеїназ поліморфоядерних лейкоцитів та їхньої фагоцитарної активності у відповідь на вироблення прозапальних цитокінів [473, 517]. Ці механізми забезпечують руйнування тканин пародонта також при загальних порушеннях в організмі (нейрогенних кардіоваскулярних, імунних, ендокринних і метаболічних). Так, до порушень структури і функції пародонта призводить ряд соматичних захворювань, патогенез яких включає СВЗ [121, 213]. 
Моделювання СЗВ призводило до змін компонентів СТ: колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів у м’яких тканинах пародонта (табл. 3.5). Так, вміст вільного оксипроліну підвищувався на 66.2% (p<0.01), ГАГ – на 66.8% (p<0.05), N-ацетилнейрамінової кислоти – на 62.9% (p<0.001).

Таблиця 3.5

Показники деполімеризації  біополімерів сполучної тканини м’яких структур пародонта за умов відтворення системної

запальної відповіді (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Вільний 
оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	Контроль (інтактні тварини)
	4.08

±0.48   
	1.93

±0.34
	4.56

±0.17

	Відтворення СЗВ
	6.78

±0.35 *
	3.22

±0.34 *
	7.44
±0.33 *


Ці результати свідчать про активацію за умов відтворення СЗВ процесів колагенолізу та деполімеризації протеогліканів та сіалоглікопротеїнів у м’яких тканинах пародонта.
Дезорганізація СТ вважається важливим механізмом ушкодження пародонта при дії загальних (емоційний і больовий стрес) [545] та місцевих  [475] чинників пародонтиту, ускладнює заходи регенеративної терапії     пародонта [260].

Процес колагенолізу за умов ЛПС-індукованої СЗВ підтверджується збільшенням у м’яких тканинах пародонта концентрації MMP-1 (інтерстиційна колагеназа та колагеназа фібробластів) на 47.9% та MMP-8 (колагеназа нейтрофілів) на 53.3% (p<0.001) (таблиця 3.6).

Таблиця 3.6

Концентрація матриксних металопротеїназ 1 та 8 у гомогенаті  м’яких тканин пародонта за умов відтворення системної

запальної відповіді (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Концентрація матриксних металопротеїназ, нг/мл

	
	MMP-1
	MMP-8

	Контроль (інтактні тварини)
	1.19±0.06
	9.58±0.42

	Відтворення СЗВ
	1.76±0.03 *
	14.69±0.32 *


Внутрішньогінгівальне введення ЛПС збільшувало у м’яких тканинах пародонта концентрацію вільного оксипроліну та N-ацетилнейрамінової кислоти (рис. 3.9) – до 5.77±0.25 та  5.58±0.29 мкмоль/г, відповідно, або на 41.4 та 22.4% (р<0.02). Вміст ГАГ становив 2.14±0.36 мкмоль/г та істотно не змінювався порівняно з даними інтактних тварин.
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Рис. 3.9. Концентрація вільного оксипроліну (A), глікозаміногліканів (Б) і N-ацетилнейрамінової кислоти (В) у м’яких тканинах пародонта у    інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

Локальне введення ЛПС у ясна на тлі моделювання СЗВ збільшувало  у м’яких тканинах пародонта  концентрацію вільного оксипроліну до 9.20±0.23 мкмоль/г, що вірогідно перевищувало значення груп з відтворенням СЗВ та внутрішньогінгівальним застосуванням ЛПС - на 35.7  та 59.4%. Вміст ГАГ збільшувався до 4.36±0.17 мкмоль/г, тобто був більше на 35.4%  (p<0.02) та 103.0%  (p<0.001) порівняно з відповідними даними груп порівняння. Концентрація N-ацетилнейрамінової кислоти становила 10.40±0.81 мкмоль/г, що також перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та локальним застосуванням ЛПС - на 39.8% (p<0.01)  та 86.4% (p<0.001), відповідно.

Внутрішньогінгівальне введення ЛПС підвищувало у м’яких тканинах пародонта концентрацію MMP-1 (рис. 3.10) до 1.54±0.04   нг/мл,  тобто на 29.4% (р<0.01).  Вміст MMP-8 становив 10.25±0.52 нг/мл та істотно не відрізнявся від даних інтактної групи.
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Рис. 3.10. Концентрація MMP-1 (A) і MMP-8 (Б) у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС

При місцевому застосуванні ЛПС на тлі моделювання СЗВ концентрація MMP-1 у м’яких тканинах пародонта збільшувалася до 1.88±0.05 нг/мл, що на 22.1% (p<0.001) перевищувало значення групи  локальним впливом ЛПС. Вміст MMP-8 збільшувався до 16.49±0.34 нг/мл, тобто на 12.3% (p<0.01) та 60.9%  (p<0.001) був більше порівняно з відповідними даними груп з відтворенням СЗВ та внутрішньогінгівальним введенням ЛПС.

На 7-й день після нанесення на ясна 5%-го розчину NaOH у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну становив 4.58±0.45 мкмоль/г, ГАГ 2.13±0.34 мкмоль/г та N-ацетилнейрамінової кислоти 5.34±0.38 мкмоль/г (рис. 3.11). Проте суттєвих змін цих показників порівняно з даними інтактних тварин виявлено не було.
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Рис. 3.11. Концентрація вільного оксипроліну (A), глікозаміногліканів (Б) і N-ацетилнейрамінової кислоти (В) у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); нанесення NaOH на ясна (3) та аплікації NaOH на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ, ** групи з місцевою аплікацією NaOH, *** групи з аплікацією NaOH на тлі СЗВ.

На 7-у добу після аплікації лугу на ясна на тлі моделювання СЗВ концентрація у м’яких тканинах пародонта  вільного оксипроліну підвищувалася до 9.02±0.43 мкмоль/г і вірогідно перевищувала результати груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH - на 33.0 та 96.9%, відповідно. Вміст ГАГ збільшувався до 4.14±0.25 мкмоль/г, тобто був на 94.4% (p<0.01) вищим за значення групи з окремим лужним ушкодженням ясен. Концентрація N-ацетилнейрамінової кислоти становила 10.87±0.35 мкмоль/г, що істотно перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH - на 46.3 та 103.0%.

Таким чином, 

1) деструкція сполучної тканини м’яких структур пародонта при  експериментальній СЗВ пов’язана зі збільшенням концентрації MMP-1 і MMP-8 та деполімеризацією таких  компонентів  ЕЦМ,  як  колаген,  протеоглікани та сіалоглікопротеїни;

2) поєднаний місцевий та системний вплив ліпополісахариду Salmonella typhi підвищує концентрацію MMP-8 (колагенази нейтрофілів) у більшій мірі, ніж це відбувається при окремому внутрішньоочеревинному та внутрішньоясенному застосуванні ліпополісахариду, проте істотно не позначається на вмісті MMP-1 (інтерстиційної колагенази та колагенази фібробластів); 

3) вплив на ясна місцевих пародонтопатогенних агентів (ЛПС, лугу) у кількості, яка за звичайних умов не виявляє суттєвої гістолітичної дії, на тлі ліпополісахарид-індукованої СЗВ значно посилює в м’яких тканинах пародонта реакції колагенолізу, деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнів.

3.3. Показники деструкції кісткової тканини пародонта

ЕЦМ альвеолярної кістки складається на 90% з колагену I типу. Інші біополімери, головним чином, протеоглікани становлять 5% від загальної маси. Протеоглікани декорін і біглікан та сульфатовані ГАГ (хондроїтинсульфат, дерматансульфат), що входять до їхнього складу, відіграють важливу роль у формуванні кісткової тканини альвеолярного відростка [117].
Відтворення СЗВ призводило також до змін компонентів СТ у кістковій тканині альвеолярного відростку шелеп (таблиця 3.7)  Збільшувалася концентрація вільного оксипроліну – на 69.9% (p<0.001), глікозаміногліканів – на 72.4% (p<0.02), N-ацетилнейрамінової кислоти – у 2.2 рази (p<0.01).

Таблиця 3.7

Показники деполімеризації  біополімерів кісткової тканини пародонта за умов відтворення системної запальної відповіді 

(M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Вільний 
оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	Контроль (інтактні тварини)
	3.06±0.28
	1.70±0.30
	2.01±0.35

	Відтворення СЗВ
	5.20±0.19 *
	2.93±0.22 *
	4.33±0.37 *


За умов локального впливу ЛПС на ясна  концентрація вільного  оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти у кістковій тканині пародонта (рис. 3.12) становила 3.83±0.29, 1.97±0.12 та  2.78±0.27 мкмоль/г відповідно та істотно не змінювався порівняно з даними 1-ї групи.

Внутрішньогінгівальне введення ЛПС на тлі моделювання СЗВ збільшувало у тканині альвеолярного відростку концентрацію вільного оксипроліну до 7.51±0.24 мкмоль/г, що вірогідно перевищувало значення груп з відтворенням СЗВ та локальною дією ЛПС - на 44.4  та 96.1%. Вміст ГАГ збільшувався до 3.84±0.21 мкмоль/г, тобто був більше на 31.1%  (p<0.02) та 94.9%  (p<0.001) порівняно з відповідними даними груп порівняння. Концентрація N-ацетилнейрамінової кислоти становила 7.10±0.24  мкмоль/г, що також перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та місцевим впливом ЛПС - на  64.4% та в 2.6 раза (p<0.001) відповідно.
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Рис. 3.12. Концентрація вільного оксипроліну (A), глікозаміногліканів (Б) і N-ацетилнейрамінової кислоти (В) у кістковій тканині пародонта у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

На 7-й день після нанесення на ясна 5%-го розчину NaOH у кістковій тканин пародонта концентрація вільного оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти у кістковій тканині пародонта (рис. 3.13) становила 3.53±0.28, 1.88±0.20  та  2.63±0.37  мкмоль/г, відповідно. Тобто ці показники не виявили суттєвих змін порівняно з даними 1-ї групи.
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Рис. 3.13. Концентрація вільного оксипроліну (A), глікозаміногліканів (Б) і N-ацетилнейрамінової кислоти (В) у кістковій тканині пародонта у інтактних тварин (1); . за умов моделювання СЗВ (2); нанесення NaOH на ясна (3) та аплікації NaOH на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ, ** групи  з  місцевою  аплікацією NaOH, *** групи з аплікацією NaOH на тлі СЗВ.

На 7-у добу після аплікації розчину NaOH на ясна на тлі моделювання СЗВ уміст у тканині альвеолярної кістки вільного оксипроліну підвищувався до 7.12±0.10 мкмоль/г, тобто вірогідно перевищував значення груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH на 36.9 і 101.0%. Концентрація ГАГ збільшувалася до 3.74±0.19 мкмоль/г, тобто була на 27.6 і 98.9% вищою за значення груп порівняння. Вміст N-ацетилнейрамінової кислоти становив 6.62±0.23 мкмоль/г, що у 1.5 і 2.5 раза  перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH.

Розвиток  деструктивних змін в кістковій тканині пародонта підтверджується зміною коефіцієнту оголення коренів на рівні третього моляру (рис. 3.14), який характеризує ступінь резорбції альвеолярного відростка. У щурів за умов СЗВ цей коефіцієнт підвищується з 25.0±1.4 до 37.5±2.2, тобто у 1.5 раза (p<0.01).
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Рис. 3.14. Коефіцієнти оголення коренів молярів інтактних щурів (1) та за умов СЗВ (2). * – Р<0.05 порівняно з інтактними тваринами.
При внутрішньогінгівальному введенні ЛПС коефіцієнт оголення коренів молярів становив 25.3±2.7 (рис. 3.15), що суттєво не відрізнялося від значення інтактної групи. 

При місцевому впливі ЛПС на ясна на тлі моделювання СЗВ  коефіцієнт оголення коренів молярів збільшувався до  46.2±1.9, що вірогідно (на   23.2 і 82.6%) перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та внутрішньогінгівальним застосуванням ЛПС.
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Рис. 3.15. Порівняльна характеристика значень коефіцієнту оголення коренів молярів у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); введення ЛПС у ясна (3) та місцеве застосування ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * контролю, ** групи з відтворенням СЗВ, *** групи з місцевим застосуванням ЛПС.

При аплікації на ясна 5%-го розчину NaOH коефіцієнт оголення коренів молярів становив 26.2±3.0 (рис. 3.16), що суттєво не відрізнялося від значення інтактної групи.

На 7-у добу після аплікації розчину NaOH на ясна на тлі моделювання СЗВ коефіцієнти оголення коренів молярів збільшувався до  44.7±1.3, що вірогідно (на  19.2 і 76.7%)  перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та локальною аплікацією розчину NaOH.

[image: image93.png]R

B

wx

*
B
I : '
' 2 B s





Рис. 3.16. Порівняльна характеристика значень коефіцієнту оголення коренів молярів у інтактних тварин (1); . за умов моделювання СЗВ (2); нанесення NaOH на ясна (3) та аплікації NaOH на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ, ** групи з місцевою аплікацією NaOH, *** групи з аплікацією NaOH на тлі СЗВ.

Таким чином,

1) деструкція сполучної тканини альвеолярних відростків щелеп при експериментальній СЗВ також пов’язана з процесами колагенолізу та деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнів; 
2) локальний вплив на ясна ЛПС і розчину NaOH у кількості, яка за звичайних умов не має остеолітичної дії, на тлі ліпополісахарид-індукованої СЗВ значно посилює в кістковій тканині пародонта реакції колагенолізу, деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнов, істотно збільшує резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

3.4. Патоморфологічні зміни тканин пародонта 
3.4.1. Структурна організація інтактного пародонта білих щурів. Фіксацію молярів білих щурів до зубної альвеоли забезпечує пародонт, до складу якого входить цемент кореня зуба, періодонт - періодонтальна сполучнотканинна зв'язка, стінка зубної альвеоли й ясна.

Цемент досліджуваних молярів у інтактних тварин покривав поверхні коренів у вигляді порівняно тонкого гомогенного базофільного шару, який потовщувався у апікальному напрямку. За своєю структурою цемент нагадував кісткову тканину, але відрізнявся від останньої відсутністю кровоносних судин. В цементі виявлялася помірно виражена посмугованість, орієнтована переважно перпендикулярно до поверхні кореня. Клітинні елементи в цій тканині виявлено не було (безклітинний цемент) (рис. 3.17).
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	Рис. 3.17. Будова інтактного пародонта 3-го моляра. Мікропрепарат. Забарвлення гематоксилін-еозином. Об. 25х. Ок. 10х. 1 - дентин;      2 - цемент; 3 - періодонт; 4 - кісткова тканина альвеолярного відростка.


В ділянці апікальної третини поверхні коренів, поверх описаного вище безклітинного цементу спостерігалися групові скупчення розташованих в своєрідних лакунах сплощених клітин з відносно великим ядром, за морфологічними властивостями подібних до остеоцитів. Ці клітинні елементи (цементоцити) поряд з цементобластами, клітинами з активною синтетичною функцією, складають основу так званого клітинного цементу.

Останній був найбільш чітко виражений в ділянці верхівок і в зоні біфуркації коренів. Між покритими цементом коренями молярів і альвеолярним відростком було виявлено вузьку щілину (періодонтальний простір), утворену сполучною тканиною – періодонтом, у складі  якого візуалізувалися як клітинні елементи, так і фібрилярні структури. Серед клітинних елементів в кількісному відношенні помітно переважали зрілі клітини фібробластичного ряду (рис. 3.18).

Описані клітинні елементи утворювали досить щільні скупчення переважно уздовж колагенових волокон і мали витягнуту, веретеноподібну форму, базофільну цитоплазму зі світлим, овальної форми ядром з 1-2 ядерцями. Малоспеціалізовані (юні) фібробласти виявлялися значно рідше, мали округлу форму і велике ядро, що займало більшу частину цитоплазми.

У значно меншій кількості, переважно в безпосередній близькості від кровоносних мікросудин, зустрічалися клітини макрофагально-моноцитарного ряду, еозинофільні гранулоцити, лімфоцити та мастоцити. Крім описаних клітинних елементів, у періодонті, в безпосередній близькості від альвеолярного відростка, траплялися остеобласти, як правило, в неактивному стані, та поодинокі остеокласти.

У складі періодонта було також виявлено пучки колагенових волокон, що з'єднують корінь зуба з альвеолярним відростком, помірна кількість кровоносних мікросудин, в просвіті яких знаходилися нечисленні формені елементи крові (рис. 3.18).
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	Рис. 3.18. Будова інтактного пародонта 3-го моляра. Мікропрепарат. Забарвлення гематоксилін-еозином. Об. 40х. Ок. 10х. 1 - дентин; 2 - зрілі фібробласти періодонта; 3 - кровоносні мікросудини періодонта; 4 - лімфоцити; 5 - остеоцити; 6 - кісткова тканина альвеолярного відростка.


Ясна, що також входять до складу пародонта, були представлені власною пластинкою, покритою багатошаровим плоским епітелієм. У власній пластинці вирізняються сосочковий і сітчастий шари. Сосочковий шар утворений пухкою волокнистою сполучною тканиною з багатьма кровоносними мікросудинами. Сітчастий шар утворений щільною сполучною тканиною із значною кількістю колагенових волокон

3.4.2. Морфологічні зміни в пародонті при експериментальній ліпополісахарид-індукованій системній запальній відповіді. При малих збільшеннях світлового мікроскопа в ділянці зубоясенних з'єднань експериментальних тварин спостерігали значне збільшення глибини зубоясенної борозни, внаслідок чого відбувалося формування патологічного утворення - пародонтальної кишені.

Зовнішня стінка та дно пародонтальної кишені були утворені грануляційною тканиною, у окремих ділянках вистелені багатошаровим плоским епітелієм. Внутрішня стінка кишені представлена покритим цементом коренем зуба (рис. 3.19).
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	Рис. 3.19. Будова пародонта 3-го моляра при ліпополісахарид-індукованій системній запальній відповіді. Мікропрепарат. Забарвлення гематоксилін-еозином. Об. 10х. Ок. 10х. 1 - порожнина пародонтальної кишені, заповнена нейтрофільними лейкоцитами; 2 - корінь зуба;            3 - грануляційна тканина.


Пародонтальні кишені в переважній більшості випадків були заповнені пухкими базофільними безструктурними масами, що являють собою гомогенат з некротичної тканини, залишків їжі, з наявністю колоній мікроорганізмів, нейтрофільних лейкоцитів. У більшості спостережень глибина пародонтальної кишені становила 1/4 - 1/3 довжини кореня зуба, в окремих спостереженнях досягала половини його довжини.

Досить часто (у 80% спостережень) пародонтальні кишені були практично повністю заповнені нейтрофільними поліморфноядерними лейкоцитами, багато з яких були частково зруйновані (рис. 3.19).

Така морфологічна картина свідчила про розвиток гострої стадії запального процесу, яка, як відомо, клінічно проявляється виділенням гною з пародонтальних кишень – альвеолярною піореєю [131].

В 20% випадків пародонтальні кишені мали мінімальну кількість описаного вище патологічного вмісту, в якому практично не були виявлені нейтрофільні лейкоцити. У складі зовнішньої і нижньої стінок подібних утворень спостерігали товстий шар зрілої грануляційної тканини, для якої було характерним переважання малоспеціалізованих форм клітинних елементів фібробластичного ряду і помірна кількість кровоносних мікросудин, що типово при ремісії та хронізації запального процесу.

Навколо коренів молярів, в типових випадках, мало місце розширення періодонтальної щілини, в тканинах періодонта виявляли мукоїдне та фібриноїдне набухання колагенових волокон, явища набряку, виражене повнокров'я кровоносних мікросудин, появу клітинних інфільтратів, що складалися переважно з лейкоцитів і макрофагів (рис. 3.20).

У кістковій тканині альвеолярного відростка мали місце деструктивні зміни кісткової тканини, які проявлялися явищами вертикального і лакунарного розсмоктування. Для вертикальної резорбції була характерною поява вогнищ розсмоктування кісткової тканини уздовж зубного кореня, по периферії періодонта. Лакунарна резорбція характеризувалася появою в кістковій тканині своєрідних порожнин – лакун, у яких розташовувалися остеокласти. Зміни, подібні до описаних вище, доводилося, в окремих випадках, спостерігати і в цементі коренів молярів. Унаслідок резорбції цементу відмічалося оголення в коренях молярів дентину з формуванням «цементних ніш».
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	Рис. 3.20. Будова пародонта 3-го моляра при ліпополісахарид-індукованій системній запальній відповіді. Мікропрепарат. Забарвлення гематоксилін-еозином. Об. 10х. Ок. 10х. 1 - корінь зуба; 2 - запальна інфільтрація в періодонті; 3 - кровоносні судини періодонта з явищами повнокров'я; 4 - кісткова тканина альвеолярного відростка з деструктивними змінами.


В епітелії ясен спостерігали явища балонної дистрофії та некрозу епітеліоцитів. В окремих випадках зменшувалася кількість шарів епітелію. У власній пластинці мали місце дифузна лімфоцитарна інфільтрація, явища набряку, повнокров'я судин.

Таким чином, при експериментальному моделюванні ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді у щурів мають місце класичні морфологічні ознаки пародонтиту, які проявляються, в першу чергу, запаленням і деструкцією періодонта, формуванням патологічної періодонтальної кишені, деструктивними змінами в кістковій тканині альвеолярного відростка і в цементі кореня зуба.

3.5. Показники системної запальної відповіді за умов експерименту
ЛПС-індукована модель СЗВ досить широко використовується в  експериментальній медицині [1, 360, 408, 247]. 

Численні дослідники підтверджують точку зору, що найбільш інформативними маркерами СЗВ є вміст у сироватці крові певних прозапальних і протизапальних цитокінів, білків гострої фази запалення та показники ПОЛ у крові лабораторних тварин [1, 37, 169, 203, 420, 515, 600].
За нашими даними, системне введення ЛПС S. typhi призводило до суттєвого підвищення в сироватці крові концентрації таких прозапальних цитокінів, як IL-6 і TNF-α (рис. 3.8), – у 1.9 та 1.7 раза (р<0.001) порівняно зі значеннями 1-ї групи. Вміст протизапального цитокіну IL-10 за цих умов, навпаки, зменшувався – на 49.7% (р<0.001), що підтверджує адекватність вибраної експериментальної моделі СЗВ.

Локальне введення ЛПС у ясна суттєво не впливало на концентрацію IL-6 і TNF-α у сироватці крові, але на 24.0% (р<0.05) збільшувало вміст IL-10 порівняно зі значенням інтактної групи.

За умов локального застосування ЛПС на тлі СЗВ концентрація наведених цитокінів у сироватці крові вірогідно не відрізнялася від результатів групи з відтворенням СЗВ.
Таблиця 3.8

Вміст прозапальних і протизапальних цитокінів у сироватці крові за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi  

(M+m, n=10)

	Схема досліду
	Концентрація цитокінів, пг/мл

	
	IL-6
	TNF-α
	IL-10

	Контроль (інтактні тварини)
	16.2

±1.4
	33.3

±2.8
	17.1

±1.3

	Системне введення ЛПС 

S. typhi  
	31.2

±1.6 *
	56.7

±3.3 *
	8.6

±0.8 *

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  
	21.0

±1.7 **
	38.7

±6.2 **
	21.2

±0.7 */**

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  на тлі СЗВ
	39.7

±4.3 */*** 
	62.7

±4.5 */***
	6.8

±1.2 */***


Системне введення ЛПС S. typhi призводило до істотного збільшення концентрації білка гострої фази запалення церулоплазміну в сироватці крові (рис. 3.21) – до 359.3±10.7 мг/л (у інтактних тварин 217.5±8.0 мг/л), тобто на 65.2%.
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Рис. 3.21. Концентрація церулоплазміну в сироватці крові (мг/л) у  інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2); локального введення ЛПС у ясна (3) та місцевого введення ЛПС на тлі СЗВ (4). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ, ** групи з локальним введенням ЛПС, *** групи з місцевим введенням ЛПС на тлі СЗВ.

Локальне введення ЛПС у ясна підвищувало концентрацію церулоплазміну в сироватці крові до 283.7±12.6 мг/л, тобто на 30.4% (p<0.01) порівняно зі значенням інтактної групи.

За умов місцевого застосування ЛПС на тлі моделювання СЗВ вміст церулоплазміну в сироватці крові збільшувався до 419.1±14.9 мг/л, що перевищувало результати груп з відтворенням СЗВ та окремим введенням ЛПС у ясна на 16.6% (p<0.02) і 47.7% (p<0.001) відповідно. 

Одним із найважливіших показників СЗВ вважається активація ПОЛ [169, 420]. Так, за нашими даними, моделювання СЗВ призводило до значного збільшення у крові концентрації сполук, що реагують з ТБК, до та після інкубації крові в прооксидантному залізо-аскорбатному буферному   розчині – на 54.7% (р<0.001) та 55.3% (р<0.01) відповідно (таблиця 3.9).

Таблиця 3.9

Зміни концентрації вторинних продуктів ПОЛ у крові за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi  (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/л

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст

	Контроль (інтактні тварини)
	12.55

±0.84
	31.83

±1.77
	19.28

±1.20

	Системне введення ЛПС 

S. typhi  
	19.42

±0.72 *
	49.42

±3.04 *
	30.00

±2.71 *

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  
	15.05

±0.61 */**
	35.77

±1.84 **
	20.72

±1.33 **

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  на тлі СЗВ
	22.69

±0.45

*/**/***
	61.15

±2.04

*/**/***
	38.46

±2.33

*/**/***


Приріст концентрації цих сполук за час інкубації збільшувався на 55.6% (р<0.01), що свідчить про значне зниження у крові антиоксидантного потенціалу та розвиток декомпенсованого ПОЛ. 

Локальне введення ЛПС у ясна підвищувало концентрацію ТБК-реактантів до інкубації крові – на 19.9% (Р<0.05). Приріст концентрації цих сполук за час інкубації вірогідно не змінювався, що підтверджує компенсований характер ПОЛ.
За умов місцевого застосування ЛПС на тлі моделювання СЗВ концентрації сполук, що реагують з ТБК, вірогідно перевищували дані груп з відтворенням СЗВ та окремим введенням ЛПС у ясна відповідно на 16.8 та 50.8% до інкубації  та 23.7 та 71.0% після інкубації. Приріст концентрації цих сполук за час інкубації також був більше, ніж відповідні значення груп порівняння – на 28.2 та 85.6%.

Таким чином,

1) внутрішньочеревинне введення ліпополісахариду Salmonella typhi (в дозі 0.4 мкг/кг маси 3 рази протягом 1-го тижня та одноразово щотижнево протягом наступних 7-ми тижнів) супроводжується суттєвим підвищенням у сироватці крові концентрації прозапальних цитокінів (IL-6 і TNF-α) та білка гострої фази запалення церулоплазміну, при зменшенні вмісту протизапального цитокіну - IL-10, ознаками декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові, що підтверджує адекватність вибраної   експериментальної моделі системної запальної відповіді;

2) локальне введення ліпополісахариду Salmonella typhi (в разовій дозі 1 мкг/кг, рівномірно розподіленій на 4 ін'єкції в ясна на рівні 2-х молярів) викликає помірну системну відповідь, що виявляється у підвищенні на час забою тварин (через 7 діб після застосування ЛПС) концентрації  IL-10 та розвитку компенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів;

3) локальне введення ліпополісахариду Salmonella typhi на тлі системної запальної відповіді супроводжується збільшенням концентрації у крові церулоплазміну та вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-реактантів), а також зменшенням антиоксидантного потенціалу порівняно з окремим внутрішньоочеревинним та внутрішногінгівальним застосуванням ЛПС.

3.6. Показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів
Системне введення ЛПС S. typhi не супроводжувалося змінами вмісту глюкози в сироватці крові (таблиця 3.10). Проте концентрація інсуліну була втричі підвищеною порівняно з даними інтактних тварин. Індекс HOMA-IR при цьому підвищувався в 3.1 раза, що свідчить про розвиток ІР.

Таблиця 3.10

Показники вуглеводного обміну в сироватці крові за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Концентрація глюкози, ммоль/л
	Концентрація 
інсуліну, мкОд/мл
	Індекс

HOMA-IR

	Контроль (інтактні тварини)
	5.35

±0.22
	1.55

±0.40
	0.37

±0.09

	Системне введення ЛПС 

S. typhi  
	5.65

±0.10
	4.61

±0.31 *
	1.16

±0.08 *

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  
	5.39

±0.16
	2.02 **
±0.31
	0.49

±0.08 **

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  на тлі СЗВ
	5.64

±0.09
	5.15

±0.30

*/***
	1.29

±0.06

*/***


Відомо, що механізми формування СЗВ можуть сприяти розвитку порушень вуглеводного обміну, зокрема ІР. Це пов’язано з дією певних прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-6) та ферментів (протеїнкіназа C, IKK), які сприяють фосфорилюванню субстрату інсулінового рецептору 1 (IRS-1) за залишками серину. Наслідком цього є гальмування інсулінового сигналу та розвиток ІР [273, 309].

Локальне введення ЛПС у ясна істотно не позначалося на показниках вуглеводного обміну в крові.
За умов місцевого застосування ЛПС на тлі моделювання СЗВ вміст глюкози в сироватці крові також істотно не змінювався (див. табл. 3.10). Концентрація інсуліну та індекс HOMA-IR суттєво не відрізнялися від значення 2-ї групи, проте в 2.6 раза перевищували результат групи з локальним введенням ЛПС.

За нашими даними, системне введення ЛПС S. typhi не супроводжувалося змінами концентрації  загального ХС та ХС-ЛПНЩ у сироватці крові (таблиця 3.11). Проте вміст ХС-ЛПВЩ був достовірно зниженим (на 44.8%), а ХС-ЛПДНЩ та ТАГ підвищеним (в 2.15 та 2.18 раза відповідно).

Таблиця 3.11

Показники ліпідного спектру крові за умов системного введення 

ЛПС Salmonella typhi  (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Холестерол, ммоль/л
	ТАГ, ммоль/л

	
	Загальний
	ЛПВЩ
	ЛПНЩ
	ЛПДНЩ
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль (інтактні тварини)
	1.93

±0.27
	0.58

±0.06
	1.02

±0.28
	0.33

±0.03
	0.72

±0.07

	Продовження табл. 3.11

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Системне введення ЛПС 

S. typhi  
	2.40

 ±0.23
	0.32

±0.08 *
	1.37

±0.17
	0.71

±0.07 *
	1.57

±0.15 *

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  
	2.14

±0.26
	0.57

±0.07 **  
	1.17

±0.23
	0.40

±0.06 **
	0.87

±0.14

	Локальне 

введення ЛПС 

S. typhi  на тлі СЗВ
	2.45

±0.26
	0.35

±0.04

*/***
	1.37

±0.24
	0.73

±0.05

*/***
	1.60

±0.10

*/***


Локальне введення ЛПС у ясна істотно не позначалося на показниках ліпідного обміну в крові.

За умов місцевого застосування ЛПС на тлі моделювання СЗВ концентрації ліпопротеїдів і ТАГ суттєво не відрізнялися від значення 2-ї групи. Проте вміст ХС-ЛПВЩ поступався (на 38.6%, p<0.05), а ХС-ЛПДНЩ та ТАГ перевищував (на 82.5 та 83.9%, p<0.01) відповідні значення групи з локальним введенням ЛПС.

Таким чином,

1) ліпополісахарид-індукована системна запальна відповідь супроводжується розладами вуглеводного та ліпідного метаболізму з ознаками    інсулінорезистентності, гіперінсулінемії, дисліпопротеїнемії, гіпо-α-ліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії;

2) внутрішньогінгівальне введення ліпополісахариду Salmonella typhi інтактним тваринам та за умов внутрішньоочеревинного призначення ЛПС суттєво не впливає на показники вуглеводного та ліпідного метаболізму в крові.

Результати розділу відображено у статтях [50, 53, 55, 70, 72, 582, 585], тезах [47] та патентах на корисну модель [140, 142].

РОЗДІЛ 4

РОЛЬ ТРАНСКРИПЦІЙНИХ ЧИННИКІВ У МЕХАНІЗМАХ 
УРАЖЕННЯ ПАРОДОНТА НА ТЛІ МОДЕЛЮВАННЯ 
ЛІПОПОЛІСАХАРИД-ІНДУКОВАНОЇ СИСТЕМНОЇ ЗАПАЛЬНОЇ ВІДПОВІДІ

4.1. Вплив інгібіторів активації транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники вільнорадикального окиснення в тканинах пародонта 
Центральні дизрегуляторні впливи на пародонт можуть полягати або в недостатності гальмівних механізмів, або в посиленій патогенній стимуляції, у тому числі пов’язаній з експресією певних генів, які контролюють окисний стан. Нині доведено, що мікропатологічні системи, пов’язані з перманентною активацією редоксчутливих факторів транскрипції (NF-κB, AP-1, STAT-3 та ін.), відіграють провідну роль у патогенезі низки загальних захворювань – метаболічного синдрому, цукрового діабету 2-го типу, серцево-судинної патології, злоякісних пухлин, остеопорозу та SIRS [7, 89, 410, 494, 591]. Підтверджено участь NF-κB у ініціації вільнорадикальних уражень пародонта за умов експериментального метаболічного синдрому [74, 123]. 

Активність NF-κB регулюється взаємодією з інгібіторними білками IκB. При реалізації класичного шляху активації цього транскрипційного чинника його димери переміщуються в ядро клітини і за наявності інших коактиваторів зв'язуються зі специфічними ділянками ДНК, індукуючи експресію цільових генів – прозапальних цитокінів, iNOS, циклооксигенази 2, MMP, СОД, низки про- та антиапоптотичних білків, адгезивних молекул тощо [218, 410]. Ефективними інгібіторами активації NF-κB є засоби, здатні порушувати механізм деградації IκB-α та транслокації димерів NF-κB у ядро, зокрема, амонію піролідиндитіокарбамат (PDTC) [272]. Кверцетин також гальмує активацію NF-κB на етапі протеасомної деградації IκB та подальшої транслокації вільних компонентів NF-κB у ядро клітини [363].
Проте літературні джерела містять суперечливу інформацію щодо ролі редоксчутливих чинників у механізмах запалення в тканинах пародонта ссавців. Вплив інгібіторів активації NF-κB на розвиток окисно-нітрозативного стресу в них за умов СЗВ залишається нез’ясованим. 

За нашими даними, введення PDTC достовірно зменшувало швидкість продукування .О
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 NADPH-залежними ЕТЛ на 18.1% , а дихальним ланцюгом мітохондрій – на 19.3%, відповідно, порівняно з даними групи з відтворенням СЗВ (таблиця 4.1). Вироблення .О
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів було менше на 19.0% (p<0.02).

Таблиця 4.1

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на продукцію супероксидного аніон-радикала в м’яких тканинах пародонта при введенні різних індукторів за умов відтворення СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Введення індукторів генерування супероксидного аніон-радикала, нмоль/с·г гомогенату

	
	NADPH
	NADH
	ЛПС

	1
	2
	3
	4

	Контроль (інтактні тварини)
	12.47

±0.87
	15.41

±1.08
	1.58

±0.12

	Продовження табл. 4.1

	1
	2
	3
	4

	Відтворення СЗВ
	17.25

±0.66 *
	21.65

±1.01 *
	2.10

±0.09 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	14.13

±0.73 **
	17.48

±0.91 **
	1.70

±0.09 **

	Застосування 
кверцетину на тлі СЗВ
	14.12

±0.70 **
	18.19

±1.25
	1.75

±0.08 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	14.67

±0.45 **
	18.13

±0.56 **
	1.76

±0.07 **

	Застосування іматинібу мезилату на тлі СЗВ
	15.84

±0.57 *  
	18.75

±0.51 */**
	1.85

±0.07


Примітка: тут і в таблицях розділу 4 * р<0.05 порівняно з контролем; 

** р<0.05 порівняно зі значенням тварин 2-ї групи (з відтворенням СЗВ).
Застосування кверцетину також знижувало генерацію .О
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 NADPH-залежними ЕТЛ на 18.1% (p<0.02) порівняно з результатом 2-ї групи, але не виявляло суттєвої дії на мітохондріальний ЕТЛ. Продукування .О
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів поступалося на 16.7% (p<0.02).

Введення інгібітора активації AP-1 SR 11302 за умов відтворення СЗВ також супроводжувалося достовірним зменшенням швидкості продукування .О
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 NADPH-залежними ЕТЛ на 15%, а дихальним ланцюгом мітохондрій на 16.3% порівняно з даними групи з відтворенням СЗВ. Вироблення .О
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів знижувалося на 16.2% (p<0.02).

Відомо, що ефективними модуляторами синтезу АФО у вогнищі запалення є цитокіни. Експресія деяких з них (TNF-α, IL-1, IL-2, IFNγ, GM-CSF та ін.) регулюється не тільки NF-κB, але й AP-1 [7, 226, 365, 413, 519, 579]. Усі з наведених прозапальних цитокінів посилюють продукування радикалів .О
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  і NO., у той час як протизапальні цитокіни (TGF-β, IL-4, IL-10, IL-13) знижують її [138].

Не настільки виразним був вплив інгібітора STAT-3 іматинібу мезилату на генерування .О
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 на тлі моделювання СЗВ. За цих умов вірогідно зменшувалося вироблення .О
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 мітохондріальним ЕТЛ на 13.4%. Швидкість продукування цього радикала NADPH-залежними ЕТЛ та фагоцитами суттєво не відрізнялася від даних 2-ї групи тварин.

Тобто, пригнічення STAT-3-залежної сигналізації у меншій мірі впливає на продукування АФО, ніж інгібування NF-κB і AP-1, незважаючи на здатність сигнального шляху STAT-3 впливати на експресію прозапальних цитокінів TNF-α, IL-1, IL-6, INF-γ, які відомі як ініціатори окисного стресу [218].  

Введення PDTC істотно знижувало сумарну активність NOS у тканинах пародонта на 38.5% порівняно з відповідними значеннями 2-ї групи (таблиця 4.2). При цьому показники стану нітрат- і нітритредуктазної ланки циклу NO змінювалися меншою мірою: тільки активність нітратредуктази у тканинах пародонта була на 14.3 % (p<0.05) менше. Проте вірогідно зменшувався вміст ONOO- - на 13.9% відповідно порівняно з результатом 2-ї групи, що, вочевидь, було наслідком зниження вироблення .О
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 і NO, потрібних для утворення ONOO-. 

Введення SR 11302 за умов відтворення СЗВ також зменшувало сумарну активність NOS у тканинах пародонта (на 32.1%, p<0.01) порівняно з даними групи з відтворенням СЗВ. Активність нітратредуктази у тканинах пародонта була на 17.6% (p<0.05) менше, ніж відповідний показник 2-ї групи. Активність нітритредуктази суттєво не змінювалася. Вміст ONOO- поступався на 14.8% (p<0.05) відповідному значенню 2-ї групи.

Таблиця 4.2

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники 
нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов відтворення СЗВ (M+m, n=30)

	Схема 
досліду
	Сумарна 
активність 

NO-синтази,

мкмоль(NО
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)/хв·г·білка
	Активність 
нітратредуктази,

мкмоль/хв·г 
білка
	Активність 
нітритредуктази,

мкмоль /хв·г 
білка
	Концентрація пероксинітрит-іонів,

мкмоль/г

гомогенату

	1
	2
	3
	4
	5

	Контроль (інтактні тварини)
	4.20

±0.22
	11.98

±0.88
	3.43

±0.24
	0.83

±0.04

	Відтворення СЗВ
	10.32

±0.50 *
	16.33

±0.74 *
	4.61

±0.39 *
	1.08

±0.05 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	6.35

±0.57 */**
	13.99

±0.65 **
	3.83

±0.24
	0.93

±0.03 **

	Застосування кверцетину на тлі СЗВ
	6.13

±0.58 */**
	11.43

±1.37 **
	3.80

±0.23
	0.93

±0.04 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	7.01

±0.50 */**
	13.45

±0.67 **
	3.71

±0.32
	0.92

±0.04 **

	Продовження табл. 4.2

	1
	2
	3
	4
	5

	Застосування іматинібу мезилату на тлі СЗВ
	7.49

±0.67 */** 
	11.58

±1.34 **
	3.53

±0.33
	0.97

±0.04 *


Застосування іматинібу мезилату за умов СЗВ знижувало сумарну активність NOS у тканинах пародонта на 27.4% (p<0.01) порівняно з даними 2-ї групи. Активність нітратредуктази у тканинах пародонта була на 29.1% (p<0.02) менше, ніж результат групи з відтворенням СЗВ. Активність нітритредуктази та вміст ONOO- суттєво не змінювалися.

При призначенні за умов експерименту PDTC виявлялося збільшення активності cNOS (рис. 4.1). у тканинах пародонта з 0.29±0.04 (за умов СЗВ) до 0.67±0.17 мкмоль(NО
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)/хв·г·білка (у 2.3 раза, p<0.05), а при введенні іматинібу мезилату - до 0.65±0.09 мкмоль(NО
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)/хв·г·білка (у 2.24 раза, p<0.01). При застосуванні кверцетину і SR 11302 істотних змін активності cNOS у тканинах пародонта не спостерігалися.
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Рис. 4.1. Показники активності cNOS (А), iNOS (Б), індекс спряження cNOS (В)  у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); за умов моделювання СЗВ (2); та при  введенні на тлі відтворення СЗВ таких сполук: PDTC (3); кверцетину (4); SR 11302 (5); іматинібу мезилату (6). * – р<0.05 порівняно з даними 1-ї групи, ** – р<0.05 порівняно з результатами 2-ї групи.

Наші дослідження підтверджують точку зору щодо зв’язку активації транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 саме з експресією iNOS. Так, застосування PDTC та  кверцетину супроводжувалося вірогідним зменшенням активності iNOS у тканинах пародонта до 5.68±0.73 та 5.62±0.60 мкмоль(NО
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)/хв·г·білка, яка поступалася на 43.4% (p<0.01) та 44.0% (p<0.001) відповідним значенням 2-ї групи (рис. 4.1). Введення  SR 11302 та іматинібу мезилату знижувало активність iNOS до 6.49±0.49 та 6.84±0.72 мкмоль(NО
[image: image116.wmf]-
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)/хв·г·білка, тобто на 35.3% (p<0.001) та 31.8% (p<0.01) порівняно з результатами наведеної групи порівняння.

Вірогідне збільшення  індексу спряження cNOS було виявлене при застосування на тлі моделювання СЗВ PDTC (до 0.049±0.015, у 2.9 раза), кверцетину (до 0.035±0.006, у 2.1 раза) та іматинібу мезилату (до 0.041±0.004, у 2.4 раза), що вказує на зменшення генерування cNOS .О
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Отримані результати свідчать, що застосування інгібіторів активації транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 зменшувало у тканинах пародонта при відтворенні ЛПС-індукованої СЗВ прояви окисно-нітрозативного стресу: генерацію .О
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 різними джерелами, продукцію АФН – цитотоксичних концентрацій NO, пероксинітриту (за винятком інгібітора STAT-3).

Наслідком цього є суттєве обмеження ПОЛ у м’яких тканинах пародонта (таблиця 4.3). Введення PDTC та кверцетину на тлі відтворення СЗВ достовірно зменшувало вміст сполук, що реагують з ТБК, до та після інкубації гомогенату в прооксидантному залізо-аскорбатному буферному розчині. 

Концентрація ТБК-реактантів до інкубації достовірно поступалася відповідним значенням 2-ї групи на 44.7 і 38.8%, відповідно. Їхній вміст після інкубації був меншим на 42.8% та 37.2%.

За умов застосування PDTC на тлі відтворення СЗВ приріст концентрації цих сполук за час інкубації був вірогідно меншим на 40.3% порівняно з результатами 2-ї групи. Це свідчить про суттеве підвищення антиоксиданого потенціалу в м’яких тканинах пародонта. Введення та кверцетину приріст концентрації ТБК-активних сполук істотно не змінювало.
Застосування як PDTC, так і кверцетину вірогідно збільшувала активності антиоксиданих ферментів СОД і каталази. Так, активність СОД перевищувала відповідні результати 2-ї групи на 46.7% (p<0.02) та 33.3% (p<0.01), активність каталази – на 93.3% (p<0.001) та 86.7% (p<0.001).

Таблиця 4.3

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники ПОЛ та антиоксидантної системи у тканинах пародонта щурів за умов відтворення СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг
	Активність антиоксидантних ферментів

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст за час інкубації
	СОД,

од. акт.
	Каталаза, мккат/г

	Контроль (інтактні тварини)
	20.9

±3.8
	34.3

±2.5
	13.4

±1.8
	0.23

±0.02 
	0.28

±0.02

	Відтворення СЗВ
	40.5

±3.0 *
	67.7

±4.4 *
	27.3

±2.8 *
	0.15

±0.01 *
	0.15

±0.01 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	22.4

±2.7 ** 
	38.7

±4.1 **
	16.3

±2.7
	0.22

±0.02 ** 
	0.29

±0.02 **

	Застосування кверцетину на тлі СЗВ
	24.8

±3.2 **
	42.5

±3.5 **
	17.6

±3.6
	0.20

±0.01 **
	0.28

±0.02 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	24.6

±4.4 **
	41.9

±5.7 **
	17.3

±3.2
	0.20

±0.01 **
	0.23

±0.03 **

	Застосування іматинібу мезилату

на тлі СЗВ
	25.3

±4.0 **
	44.8

±5.3 **
	19.5

±3.0
	0.21

±0.02 **
	0.24

±0.03 **


Разом з інгібіторами ядерної транслокації NF-κB перспективними засобами корекції стоматологічних ускладнень ЛПС-індукованої СЗВ можуть бути речовини, що впливають на інші ланцюги NF-κB-сигналізації: блокатори фосфорилювання та деградації IκB, інгібітори зв'язування ДНК з Rel / NF-κB [218, 421], що потребує додаткових досліджень. Нещодавно були розроблені генно-інженерні білки, що блокують певні етапи активації NF-κB, наприклад, I-TRAF, мутантні IκB-кіназні комплекси та суперрепресор IκBα [218].

Введення інгібітора активації AP-1 SR 11302 за умов відтворення СЗВ також супроводжувалося більш низькими значеннями концентрації ТБК-реактантів до та після інкубації, які на 39.3% (р<0.02) та 38.1% (р<0.01) поступалися відповідним значенням 2-ї групи. За умов застосування цього інгібітора AP-1 приріст концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації був меншим на 36.6% (р<0.05) порівняно з даними групи з відтворенням СЗВ. Тобто за цих умов істотно підвищувався антиоксиданий потенціал у м’яких тканинах пародонта, що підтверджувалося також збільшенням активності антиоксиданих ферментів СОД і каталази. Так, активність СОД перевищувала дані 2-ї групи на 33.3% (p<0.01), активність каталази – на 53.3% (p<0.05).

Зменшення вторинних продуктів ПОЛ також спостерігалося при введенні інгібітора STAT-3-сигналізації іматинібу мезилату на тлі відтворення СЗВ. Так, концентрації ТБК-реактантів до та після інкубації на 37.5 та 33.8% (р<0.02), відповідно, поступалися результатам 2-ї групи. Проте приріст концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації істотно не змінювався. Активність СОД і каталази перевищувала дані 2-ї групи на 40.0 та 60.0% (p<0.05), відповідно.

Обмеження окисно-нітрозативного стресу є важливим механізмом превенції інших ланок патогенезу запально-дистрофічних захворювань пародонта та асоційованої з ними патології внутрішніх органів – деструкції ЕЦМ, стресорних, токсичних, інфекційних, імунних і нейродистрофічних уражень, дисфункції ентеросаліварної циркуляції неорганічних нітросполук [74, 105, 123, 517].

Таким чином, застосування інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 за умов СЗВ обмежує у тканинах пародонта щурів утворення АФО / АФН: знижує швидкість продукування супероксидного аніон-радикала мітохондріальним і мікросомальним електронно-транспортними ланцюгами, NADPH-оксидазою лейкоцитів, зменшує сумарну активність NO-синтази та концентрацію пероксинітрит-іонів. Наслідком цього є зниження утворення вторинних продуктів ПОЛ та збільшення антиоксидантного потенціалу тканин пародонта (при застосуванні PDTC, кверцетину та SR 11302) та активності в них антиоксидантних ферментів (СОД, каталази).

4.2. Вплив інгібіторів активації транскрипційних чинників       NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники деструкції сполучної тканини м’яких структур пародонта

До транскрипційних факторів, які регулюють синтез матриксної РНК гістолітичних ферментів, відносять білки сімейств AP-1, NF-κB, STAT та деяких інших (C / EBP-β, Sp-1, HIF, PEA3, ER). Вони являють собою кінцеві ланки шляхів сигнальної трансдукції IKK / NF-κB, Ras-MAPK / ERK, JAK-STAT, Wnt / β-катенін, естроген-естрогеновий рецептор, TGF-β / Smad, що передають сигнал від стимулу-індуктора до ефекторів транскрипції. Різний набір респонсивних елементів у складі промоторів генів MMP обумовлює відмінності у їхній відповіді на ті чи інші стимули [511].

Нещодавно показано, що деякі транскрипційні фактори (наприклад, NF-κB і STAT-3) залучають тканини пародонта у патологічний процес при системній прозапальній гіперцитокінемії [120, 121, 218].

Проте літературні джерела містять суперечливу інформацію щодо впливу NF-κB, AP-1 і, особливо, STAT-3 на стан сполучної тканини при запаленні [87, 410]. Розв’язання цього завдання важливо для пошуку нових підходів до патогенетичної терапії запально-дистрофічних захворювань пародонта.

Введення PDTC і кверцетину за умов СЗВ вірогідно зменшувало у м’яких тканинах пародонта концентрацію вільного оксипроліну на 27.9 та 27.3%, ГАГ – на 37.0 та 36.3%, N-ацетилнейрамінової кислоти – на 23.7 та 17.6% порівняно з відповідними значеннями 2-ї групи (таблиця 4.4). 

Таблиця 4.4

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники       деполімеризації біополімерів сполучної тканини м’яких структур      пародонта за умов відтворення СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Вільний
оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	Контроль (інтактні тварини)
	4.08

±0.48 
	1.93

±0.34
	4.56

±0.17

	Відтворення СЗВ
	6.78

±0.35 *
	3.22

±0.34 *
	7.43

±0.33 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	4.89

±0.30 **
	2.03

±0.26 **
	5.66
±0.18 */**

	Застосування кверцетину на тлі СЗВ
	4.93

±0.29 **
	2.05

±0.20 **
	6.13

±0.35 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	4.75

±0.54**
	2.19

±0.26 **
	5.26
±0.50 **

	Застосування іматинібу мезилату

на тлі СЗВ
	4.78

±0.51 **
	2.19

±0.23 **
	5.14

±0.53 **


Раніше було показано, що активація NF-κB збільшує експресію генів колагенази 3 (MMP-13) [329]. Виявлено, що активація NF-κB є важливою ланкою в патогенезі вільнорадикальних уражень пародонта, колагенолізу та деполімеризації протеогліканів його сполучної тканини при експериментальному метаболічному синдромі, компонентом якого є СЗВ. Так, введення інгібітора ядерної транслокації NF-κB 4-метил-N-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діаміну за цих умовах зменшує концентрацію вільного оксипроліну та ГАГ у тканинах пародонта [121]. 

Застосування SR 11302 (див. табл. 4.4). за умов відтворення СЗВ знижувало у м’яких тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну на 29.9% (p<0.02), ГАГ – на 32.0% (p<0.05), N-ацетилнейрамінової кислоти – на 29.1% (p<0.01) порівняно з результатами 2-ї групи. 
Транскрипційний чинник AP-1 має неоднозначну дію на обмін білків сполучної тканини. З одного боку, він впливає на індукований прозапальними цитокінами (наприклад, TNF-β1) синтез колагену I типу. Спільно зі Smad білками рецептори TNF-β регулюють діяльність системи AP-1 за допомогою MAP кіназ. Через активацію AP-1 опосередковуються реакції сигнального шляху TGF [492]. Мутації в ділянці AP-1 призводять до значного зниження активності та втрати відповіді на дію TGF-β. Окрім того, AP-1 стимулює прогресію клітинного циклу за рахунок модуляції його активаторів – цикліну D1 і цикліну Е. Проте участь AP-1 у проліферації фібробластів у тканинах пародонта залишається невідомою.

У той же час, повідомляється, що продукти транскрипції генів c-jun і jun-B здатні антагоністично впливати на експресію гена COL1A2 (collagen type I alpha 2 chain) через AP-1-залежну трансактивацію промоторів. TNF-α-стимульована експресія c-jun може зменшувати активність промоторів COL1A2 та значно пригнічувати відповідь на дію TGF-β [255].

З іншого боку, AP-1 може впливати на ферменти, що викликають деполімеризацію колагенових і неколагенових білків ЕЦМ, експресія яких відбувається за умов первинної та вторинної альтерації (колагеназа 1 і 3, стромелізин 1, 2 і 3, желатиназа В). Так, сайти NF-κB і AP-1 наявні у промоторній області низки MMP (MMP 1, 7, 9, 13), що синтезуються моноцитами, макрофагами і фібробластами [511, 559]. Сайт AP-1 (5'-TGAG/CTCA-3') зв'язує димери Fos і Jun [7].

На показники деструкції сполучної тканини м’яких структур пародонта має вплив також інгібітор STAT-3-сигналізації іматинібу мезилат. При його застосуванні (див. табл. 4.4) за умов моделювання СЗВ у тканинах ясен і періодонтальної зв’язки вірогідно зменшувався вміст вільного оксипроліну на 29.5% (p<0.02), ГАГ – на 32.0% (p<0.05), N-ацетилнейрамінової кислоти – на 30.9% (p<0.01) порівняно з результатами 2-ї групи. 

Таким чином, введення інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 за умов ЛПС-індукованої системної запальної відповіді суттєво зменшує у м’яких тканинах пародонта деполімеризацію колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів.

4.3. Вплив інгібіторів активації транскрипційних чинників      NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники деструкції кісткової тканини     пародонта
Застосування PDTC і кверцетину за умов відтворення СЗВ вірогідно знижувало у кістковій тканині пародонта концентрацію вільного оксипроліну на 29.2 та 26.7%, ГАГ – на 42.3 та 39.9%, N-ацетилнейрамінової кислоти – на 50.2 та 46.8% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 4.5). 

Таблиця 4.5

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники 
деполімеризації біополімерів кісткової тканини пародонта 

за умов відтворення СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Вільний 
оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	Контроль (інтактні тварини)
	3.06

±0.28
	1.70

±0.30
	2.01

±0.35

	Відтворення СЗВ
	5.20

±0.19 *
	2.93

±0.22 *
	4.33

±0.37 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	3.68

±0.22 **
	1.69

±0.16 **
	2.15

±0.32 **

	Застосування 
кверцетину на тлі СЗВ
	3.81

±0.20 **
	1.76

±0.18 **
	2.30

±0.27 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	3.38

±0.36 **
	1.86

±0.19 **
	2.48

±0.41 **

	Застосування 
іматинібу мезилату

на тлі СЗВ
	3.60

±0.48 **
	1.89

±0.19 **
	2.42

±0.49 **


На показники деструкції кісткової тканини пародонта за умов СЗВ впливають також інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та STAT-3.

Так, введення SR 11302 вірогідно зменшувало у кістковій тканині пародонта концентрацію вільного оксипроліну на 35.0%, ГАГ – на 36.5%,    N-ацетилнейрамінової кислоти – на 42.7% порівняно з результатами групи з моделюванням СЗВ.
Застосування іматинібу мезилату на тлі СЗВ також призводило до достовірного зменшення вмісту у альвеолярній кістці вільного оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти – відповідно на 30.8, 35.5 та 44.0% порівняно з результатами 2-ї групи.
Застосування інгібіторів активації транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 за умов відтворення СЗВ істотно впливало на значення  коефіцієнту оголення коренів зубів К (рис. 4.2). Примітно, що PDTC і кверцетин за цих умов істотно зменшували коефіцієнт оголення коренів зубів – до 27.8±1.6 та 27.4±1.3, відповідно, що на 25.9 та 26.9% (p<0.01) поступалося значенню групи з моделюванням СЗВ (37.5±2.2) та суттєво не відрізняється від даних інтактних тварин (25.0±1.4). 
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Рис. 4.2. Порівняльна характеристика значень коефіцієнту оголення коренів молярів у інтактних тварин (1); .за умов моделювання СЗВ (2) та при  введенні на тлі СЗВ таких сполук: PDTC (3); кверцетину (4); SR 11302 (5); іматинібу мезилату (6). * – р<0.05 порівняно з даними 1-ї групи, ** – р<0.05 порівняно з результатами 2-ї групи.

Введення SR 11302 також нормалізує коефіцієнт оголення коренів зубів – до 26.9±1.8, що на 28.3% (p<0.01) є меншим, ніж результат 2-ї групи. 

Застосування іматинібу мезилату на тлі СЗВ знижує величину цього показника до 29.6±2.2, що на 21.1% (p<0.05) поступається значенню групи з моделюванням СЗВ.

Все це свідчить про здатність цих сполук обмежувати резорбцію  альвеолярного відростка.

Установлено, що у кістковій тканині пародонта NF-κB-залежні процеси, пов’язані з активатором рецептора NF-κB (RANK), його лігандом (RANKL) і хибним рецептором остеопротегерином, є важливими регуляторами резорбтивної активності остеокластів [259]. Це може вважатися додатковим механізмом деструктивних змін в кістковій тканині пародонта.

Таким чином, застосування інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi є ефективним засобом корекції дезорганізації кісткової тканини пародонта щурів, зменшує у ній деполімеризацію колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів, обмежує ступінь резорбції альвеолярного відростка щелеп.

4.4. Вплив водорозчинної форми кверцетину на патоморфологічні зміни тканин пародонта 
При застосуванні кверцетину на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді у 60% спостережень відбувалося формування пародонтальної кишені. В середньому її глибина складала ¼ довжини кореня. В 40% спостережень утворення пародонтальної кишені не спостерігалося. 

У типових випадках в пародонтальних кишенях визначали незначну кількість патологічного вмісту з домішками нейтрофільних лейкоцитів.  Зовнішня стінка і дно пародонтальної кишені були утворені грануляційною тканиною різного ступеня зрілості. У більшості спостережень переважала зріла сполучна тканина, в деяких випадках по  периферії  останньої  виявляли відносно тонкий шар зрілої волокнистої сполучної тканини з добре сформованим фібрилярним компонентом і помірною кількістю клітинних елементів, переважно фібробластів.

У періодонті спостерігали явища вираженого набряку, в окремих випадках деструктивні зміни колагенових волокон, повнокров'я судин.       Досить часто в безпосередній близькості від кровоносних судин виявляли вогнищеві клітинні інфільтрати, що здебільшого складалися з клітинних елементів макрофагально-моноцитарного ряду, лімфоцитів і плазматичних клітин (рис. 4.3).

У періодонті виявляли значну кількість малодиференційованих клітинних елементів фібробластичного ряду на різних стадіях дозрівання. У прикореневій ділянці мала місце проліферація цементоцитів і цементобластів, при цьому резорбція цементу була виражена вкрай слабо. Деструктивні зміни в кістковій тканині альвеолярного відростка також були виражені незначно і проявлялися переважно лакунарною резорбцією, про що свідчило відносне збільшення кількості остеокластів.

У епітелії ясен мали місце дистрофічні зміни, досить часто траплялися інтраепітеліальні лейкоцити, збільшення кількості яких вважається достовірною ознакою запального процесу. В той же час відмічали підвищену мітотичну активність базальних епітеліоцитів, що свідчить про активацію репаративних процесів. У власній пластинці практично постійно візуалізувалися явища помірного повнокров'я судин, набряку, наявність дрібновогнищевих клітинних лімфоцитарно-плазмоцитарних інфільтратів.
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	Рис. 4.3. Будова пародонта 3-го моляра при застосуванні кверцетину на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді. Мікропрепарат. Забарвлення гематоксилін-еозином. Об. 40х. Ок. 10х. 1 - корінь зуба; 2 - клітинні елементи макрофагально-моноцитарного ряду; 3 - клітинні елементи фібробластичного ряду; 4 - явища набряку в тканини періодонта. 


Таким чином, використання водорозчинної форми кверцетину на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді помітно змінює морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті. Так, проведена корекція  перешкоджає  утворенню  гнійного  ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу.

4.5. Вплив інгібіторів активації транскрипційних чинників       NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники системної запальної відповіді 
Застосування PDTC і кверцетину за умов відтворення СЗВ вірогідно знижувало у сироватці крові концентрацію прозапальних цитокінів: IL-6 на 34.6 та 33.7%, TNF-α – на 31.7 та 28.2% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 4.6). 
Таблиця 4.6

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на вміст 
прозапальних і протизапальних цитокінів у сироватці крові 

за умов СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Концентрація цитокінів, пг/мл

	
	IL-6
	TNF-α
	IL-10

	1
	2
	3
	4

	Контроль (інтактні тварини)
	16.2

±1.4
	33.3

±2.8
	17.1

±1.3

	Відтворення СЗВ
	31.2

±1.6 *
	56.7

±3.3 *
	8.6

±0.8 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	20.4

±1.8 **
	38.7

±4.0 **
	20.3

±2.3 **

	Застосування 
кверцетину на тлі СЗВ
	20.7

±1.5 **
	40.7

±3.8 **
	19.2

±1.5 **

	Продовження табл. 4.6

	1
	2
	3
	4

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	20.9

±2.1 **
	46.7

±4.1 *
	20.4

±2.8 **

	Застосування 
іматинібу мезилату

на тлі СЗВ
	22.3

±2.0 */**
	46.6

±2.5 */**
	16.5

±2.2 **


Концентрація протизапального цитокіну IL-10 за цих умов, навпаки, була більше, ніж відповідні результати 2-ї групи в 2.4 та 2.2 раза. 

На спектр цитокінів у крові щурів за умов  СЗВ  впливають  також  інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та STAT-3.

Так, введення SR 11302 вірогідно зменшувало вміст IL-6 на 33.0% порівняно зі значеннями 2-ї групи, але без істотних зрушень концентрації TNF-α. Концентрація IL-10 за цих умов збільшувалася та в 2.4 раза перевищувала результат 2-ї групи.

Застосування іматинібу мезилату на тлі СЗВ призводило до достовірного зменшення концентрації IL-6 - на 28.5%, а також TNF-α – на 17.8% порівняно зі значеннями 2-ї групи. Концентрація IL-10 у 1.9 раза перевищувала результат 2-ї групи.

Застосування PDTC і кверцетину за умов відтворення СЗВ вірогідно знижувало концентрацію вторинних продуктів ПОЛ, що реагують з ТБК, до інкубації крові в прооксидантному буферному розчині – на 28.0 та 24.0%, після інкубації – на 31.1 та 29.0% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 4.7). Приріст концентрації ТБК-реактантів упродовж інкубації на 33.2 та 32.2% поступався відповідним даним 2-ї групи.

Таблиця 4.7

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на концентрацію вторинних продуктів ПОЛ у крові за умов СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/л

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст

	Контроль (інтактні тварини)
	12.55

±0.84
	31.83

±1.77
	19.28

±1.20

	Відтворення СЗВ
	19.42

±0.72 *
	49.42

±3.04 *
	30.00

±2.71 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	13.99

±1.35 **
	34.04

±2.89 **
	20.05

±1.56 **

	Застосування 
кверцетину на тлі СЗВ
	14.76

±1.19 **
	35.10

±1.84 **
	20.34

±0.95 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	14.57

±0.86 **
	35.00

±1.77 **
	20.43

±1.08 **

	Застосування 
іматинібу мезилату

на тлі СЗВ
	15.14

±0.79 **
	36.01

±1.34 **
	20.87

±0.76 **


Введення SR 11302 також зменшувало концентрацію ТБК-реактантів до та після інкубації – на 25.0 та 29.2% відповідно порівняно зі значеннями 2-ї групи. Приріст концентрації цих сполук за час інкубації на 31.9% був нижчим за результат 2-ї групи.

Застосування іматинібу мезилату на тлі СЗВ призводило до достовірного зниження концентрації ТБК-реактантів до та після інкубації – на 22.0 та 27.1% відповідно порівняно зі значеннями 2-ї групи  Приріст концентрації цих сполук за час інкубації на 30.4% поступався даним 2-ї групи.

Таким чином, застосування інгібіторів активації NF-κB та STAT-3 за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi суттєво зменшує концентрацію в сироватці крові обох прозапальних цитокінів, що досліджувалися (IL-6 та TNF-α), а введення інгібітора AP-1 – одного (IL-6). Призначення усіх названих агентів збільшує вміст у сироватці крові протизапального цитокіну IL-10, обмежує утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів.

4.6. Вплив інгібіторів активації транскрипційних чинників       NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники вуглеводного та ліпідного обміну 
Призначення PDTC і кверцетину за умов відтворення СЗВ істотно не впливало на вміст глюкози у сироватці крові, проте вірогідно зменшувало концентрацію інсуліну – на 46.6 та 41.0% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 4.8). Індекс HOMA-IR за цих умов поступався на 47.4 та 42.2% відповідним результатам 2-ї групи.

Таблиця 4.8

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники вуглеводного обміну в сироватці крові за умов СЗВ (M+m, n=30)

	Схема досліду
	Показники

	
	Концентрація глюкози, ммоль/л
	Концентрація
інсуліну, мкОд/мл
	Індекс

HOMA-IR

	1
	2
	3
	4

	Продовження табл. 4.8

	1
	2
	3
	4

	Контроль (інтактні тварини)
	5.35

±0.22
	1.55

±0.40
	0.37

±0.09

	Відтворення СЗВ
	5.65

±0.10
	4.61

±0.31 *
	1.16

±0.08 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	5.55

±0.10
	2.46

±0.27 **
	0.61

±0.07 **

	Застосування 
кверцетину на тлі СЗВ
	5.55

±0.13
	2.72

±0.35 **
	0.67

±0.08 */**

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	6.06

±0.42
	2.97

±0.27 */**
	0.82

±0.14 *

	Застосування 
іматинібу мезилату

на тлі СЗВ
	6.01

±0.43
	2.83

±0.29 */**
	0.74

±0.06 */**


Введення SR 11302 також істотно не впливало на вміст глюкози у сироватці крові. Концентрація інсуліну зменшувалася на 35.6% порівняно з результатом 2-ї групи. Індекс HOMA-IR поступався на 29.3% значенню 2-ї групи.

Застосування іматинібу мезилату за умов експерименту не змінювало вміст глюкози. Концентрація інсуліну знижувалася на 38.6% порівняно з даними  2-ї групи, індекс HOMA-IR – на 36.2%.

Інгібітори транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 у той чи іншій мірі виявили за умов відтворення СЗВ вплив на показники ліпідного спектру крові (таблиця 4.9), але достовірних відмінностей концентрації загального ХС та ХС-ЛПНЩ між різними групами тварин не спостерігалося.
Застосування PDTC і кверцетину за умов експерименту вірогідно збільшувало вміст ХС-ЛПВЩ – на 93.8 та 81.3% відповідно порівняно зі значенням 2-ї групи. Крім того, призначення кверцетину суттєво зменшувало концентрацію ХС-ЛПДНЩ і ТАГ – на 47.9 та 48.4% відповідно порівняно з даними  2-ї групи

Таблиця 4.9

Вплив інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 на показники ліпідного спектру крові за умов системного введення 

ЛПС Salmonella typhi (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Холестерол, ммоль/л
	ТАГ, ммоль/л

	
	Загальний
	ЛПВЩ
	ЛПНЩ
	ЛПДНЩ
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль (інтактні тварини)
	1.93

±0.27
	0.58

±0.06
	1.02

±0.28
	0.33

±0.03
	0.72

±0.07

	Системне 
введення ЛПС 

S. typhi 
	2.40

±0.23
	0.32

±0.08 *
	1.37

±0.17
	0.71

±0.07 *
	1.57

±0.15 *

	Застосування PDTC на тлі СЗВ
	2.09

±0.26
	0.62

±0.04 **
	0.87

±0.23
	0.60

±0.07 *
	1.32

±0.16 *

	Продовження табл. 4.9

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Застосування кверцетину на тлі СЗВ
	2.05

±0.19
	0.58

±0.03 **
	1.10

±0.20
	0.37

±0.04 **
	0.81

±0.09 **

	Застосування SR 11302 на тлі СЗВ
	2.03

±0.18
	0.53

±0.04 **
	0.88

±0.21
	0.62

±0.07 *
	1.37

±0.16 *

	Застосування іматинібу 
мезилату

на тлі СЗВ
	2.08

±0.14
	0.56

±0.05 **
	1.12

±0.19
	0.40

±0.06
	0.88

±0.13 **


Введення SR 11302 та іматинібу мезилату за цих умов також вірогідно збільшувало вміст ХС-ЛПВЩ – на 65.6 та 75.0% відповідно порівняно зі значенням 2-ї групи. Іматинібу мезилат, окрім того, достовірно зменшував концентрацію ТАГ – на 43.9% порівняно з даними  2-ї групи.
Таким чином, застосування інгібіторів активації NF-κB, AP-1 та STAT-3 за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi покращує показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів: зменшують гіперінсулінемію та дисліпідемію.

Результати розділу відображено у статтях [54, 59, 61, 62, 63, 66, 67, 72, 581, 584] і тезах [21, 22, 73, 84, 108, 130, 154, 156, 157, 158, 159, 160].

РОЗДІЛ 5

УЧАСТЬ СИСТЕМИ Keap1 / Nrf2 / ARE У МЕХАНІЗМАХ УРАЖЕННЯ ПАРОДОНТА НА ТЛІ МОДЕЛЮВАННЯ ЛІПОПОЛІСАХАРИД-ІНДУКОВАНОЇ СИСТЕМНОЇ ЗАПАЛЬНОЇ ВІДПОВІДІ

5.1. Вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE на показники вільнорадикального окиснення в тканинах пародонта
Важливе місце серед редоксчутливих систем клітини займає сигнальний шлях Keap1 / Nrf2, що активує експресію генів за рахунок взаємодії транскрипційного фактора Nrf2 з цис-регуляторним  енхансером, відомим як антиоксидант-респонсивний елемент (ARE). Нині доведена регуляторна дія останнього на механізми запалення, канцерогенезу, фіброзу, а також у захисті від дії стресорів різної природи  [421, 560]. Особлива роль ARE визначається тим, що від його активності залежить стан NF-κB- і АР-1-асоційованих  сигнальних шляхів [405, 566]. Тому система Keap1 / Nrf2 / ARE може мати особливе значення у механізмах розвитку запально-дистрофічних захворювань пародонта і бути перспективною мішенню при розробці нових лікарських засобів.

Нещодавно було показано, що низка фармакологічних ефектів зеленого чаю (антиоксидантних, протиалергічних, антиканцерогенних, антибактеріальних), пов’язана з наявністю у його складі епігалокатехін-3-галату (epigallocatechin-3-gallate – EGCG) [379]. Експериментально доведено, що механізм дії цього поліфенолу реалізується через активацію Nrf2 внаслідок протеолізу інгібіторного  білка Keap1 [364, 534]. Цей шлях посилює антиоксидантну активність низки ферментів, зокрема, глутатіон-S-трансферази і NADPH-хіноноксидоредуктази, що пригнічують вільнорадикальні процеси і зменшують ознаки запалення. Проте вплив EGCG на розвиток окисно-нітрозативного стрессу в тканинах пародонта залишається нез’ясованим. 
Введення EGCG зменшувало генерування .О
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  NADPH–залежними електронно-транспортними ланцюгами за умов СЗВ на 22.9% (p<0.02), а дихальним ланцюгом мітохондрій – на 22.9% (p<0.02) порівняно з відповідними результатами 2-ї групи (таблиця 5.1). Вироблення .О
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  NADPH–оксидазою лейкоцитів також поступалося на 23.3% (p<0.02) даним 2-ї групи.

Таблиця 5.1

Вплив EGCG на продукцію супероксидного аніон-радикала в м’яких тканинах пародонта при введенні різних індукторів за умов СЗВ 
(M+m, n=15)

	Схема досліду
	Введення індукторів генерування супероксидного аніон-радикала, нмоль/с·г гомогенату

	
	NADPH
	NADH
	ЛПС

	Контроль (інтактні тварини)
	12.47

±0.87
	15.41

±1.08
	1.58

±0.12

	Відтворення СЗВ
	17.25

±0.66 *
	21.65

±1.01 *
	2.10

±0.09 *

	Застосування EGCG  на тлі СЗВ
	13.51

±0.89 **
	16.69

±1.09 **
	1.61

±0.12 **


Примітка: тут і в таблицях розділу 5 * р<0.05 порівняно з контролем; 

** р<0.05 порівняно зі значенням тварин, на яких відворювали СЗВ.
Введення EGCG зменшувало активність NOS у тканинах пародонта (таблиця 5.2) на 44.2% (p<0.001) порівняно з результатом 2-ї групи. Показники стану нітрат- / нітритредуктазної ланки циклу NO, що є резервним механізмом утворення останнього за умов гіпоксії, змінювалися у меншій мірі. Так, активність нітратредуктази у тканинах пародонта поступалася даним 2-ї групи – на 20.6% (p<0.02). Активність нітритредуктази у тканинах пародонта вірогідно не відрізнялася від результатів інших груп. 

Таблиця 5.2

Вплив EGCG на показники нітрозативного стресу в тканинах пародонта за умов СЗВ (M+m, n=15)

	Схема досліду
	Сумарна активність 

NO-синтази,

мкмоль(NО
[image: image123.wmf]-

2

)/хв·г·білка
	Активність нітратредуктази,

мкмоль/хв·г білка
	Активність нітритредуктази,

мкмоль /хв·г білка
	Концентрація пероксинітрит-іонів,

мкмоль/г

гомогенату

	Контроль (інтактні тварини)
	4.20

±0.22
	11.98

±0.88
	3.43

±0.25
	0.83

±0.04

	Відтворення СЗВ
	10.32

±0.50 *
	16.33

±0.74 *
	4.61

±0.39 *
	1.08

±0.05 *

	Застосування EGCG  на тлі СЗВ
	5.76

±0.46 */**
	12.96

±0.75 **
	3.71

±0.25
	0.85

±0.06 **


У той же час, вміст ONOO-  зменшувався у тканинах пародонта на 21.3% (p<0.02) порівняно з результатом 2-ї групи. Це, вочевидь, було наслідком зменшення генерування .О
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  і NO, необхідних для утворення пероксинітриту.

Застосування EGCG за умов експерименті суттєво впливало на активність конститутивних та індуцибельної ізоформ NOS (рис. 5.1). При цьому активність cNOS у тканинах пародонта збільшувалася з 0.29±0.04 (за умов СЗВ) до 0.64±0.14 мкмоль(NО
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)/хв·г·білка, тобто у 2.2 раза (p<0.05). Активність iNOS у тканинах пародонта, навпаки, зменшувалася до 5.13±0.42 мкмоль(NО
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)/хв·г·білка, тобто на 48.9% (p<0.001) порівняно з результатом 2-ї групи. 
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Рис. 5.1. Показники активності cNOS (А), iNOS (Б), індекс спряження NOS (В)  у м’яких тканинах пародонта у інтактних тварин (1); за умов ЛПС-індукованої СЗВ (2), при застосуванні EGCG на тлі СЗВ (3). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ.

За цих умов вірогідно збільшується індекс спряження cNOS до 0.050±0.013 - у 2.94 раза порівняно з величиною 2-ї групи, що вказує на суттеве обмеження можливості продукування.О
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 конститутивними NOS.

Отримані результати вказують, що застосування EGCG знижує генерацію .О
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 електронно-транспортними ланцюгами мітохондрій, ендоплазматичного ретикулума (мікросом) та NOS, NADPH-оксидазою лейкоцитів, що вказує на обмеження у тканинах пародонта при відтворенні СЗВ проявів окисного стресу. За цих умов зменшується генерування цитотоксичних концентрацій NO,  що  забезпечується  iNOS. Все  це  закономірно  позначається на зниженні у тканинах пародонта концентрації пероксинітриту. 

Наслідком цього є обмеження ПОЛ у м’яких тканинах пародонта (таблиця 5.3). Введення EGCG на тлі відтворення СЗВ достовірно зменшувало вміст сполук, що реагують з ТБК, до та після інкубації гомогенату в прооксидантному залізо-аскорбатному буферному розчині. 

Таблиця 5.3

Вплив EGCG на показники ПОЛ та антиоксидантної системи у тканинах пародонта щурів за умов СЗВ (M+m, n=15)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг
	Активність антиоксидантних ферментів

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст за час інкубації
	СОД,

од. акт.


	Каталаза, мккат/г

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль (інтактні тварини)
	20.9

±3.8
	34.3

±2.5
	13.4

±1.8
	0.23

±0.02   
	0.28

±0.02

	Продовження табл. 5.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Відтворення СЗВ
	40.5

±3.0 *
	67.7

±4.4 *
	27.3

±2.8 *
	0.15

±0.01 *
	0.15

±0.01 *

	Застосування EGCG  на тлі СЗВ
	21.6

±4.4 **
	37.4

±5.9 **
	15.8

±2.9 **
	0.22

±0.01 **
	0.27

±0.04 **


При цьому концентрація ТБК-реактантів до інкубації поступалася відповідним значенням 2-ї групи на 46.7% (р<0.01). Їхній вміст після інкубації був меншим на 44.8% (р<0.01).

За умов застосування EGCG на тлі відтворення СЗВ приріст концентрації цих сполук за час інкубації був вірогідно меншим на 42.1% (р<0.05) порівняно з результатом 2-ї групи. Це свідчить про суттеве  підвищення  антиоксиданого потенціалу в м’яких тканинах пародонта,  що  підтверджується також збільшенням активності антиоксиданих ферментів СОД і каталази. При введенні EGCG  активність СОД перевищує відповідні результати 2-ї групи на 46.7% (p<0.01), активність каталази – на 80.0% (p<0.02).

Враховуючи, що усі наведені вище показники окисно-нітрозативного стресу залежать від активації транскрипційного чинника NF-κB, можливо припустити, що результат позитивного впливу EGCG як індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE пов’язаний із обмеженням NF-κB-сигналізації. 

Таким чином, введення епігалокатехін-3-галату при відтворенні СЗВ є ефективним засобом корекції окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта: зменшує у них генерування супероксидного аніон-радикала, зокрема, його вироблення електронно-транспортними ланцюгами мітохондрій, мікросом і NO-синтази, NADPH-оксидазою лейкоцитів, а також знижує активність NO-синтази (сумарну та iNOS) та концентрацію пероксинітриту. Результатом пригнічення продукування АФО/АФН є обмеження активації ПОЛ та збільшення антиоксидантного потенціалу тканин пародонта, підвищення активності антиоксидантних ферментів (СОД, каталази).

5.2. Вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE на показники деструкції сполучної тканини м’яких структур пародонта
Застосування EGCG зменшувало вміст вільного оксипроліну на 33.3% (p<0.01), ГАГ на 39.4% (p<0.02) та вміст N-ацетилнейрамінової кислоти на 34.3% (p<0.001) у тканинах  ясен порівняно з відповідними результатами  2-ї групи тварин (таблиця 5.4).

Таблиця 5.4

Вплив EGCG на показники деполімеризації  біополімерів сполучної тканини м’яких структур пародонта за умов відтворення СЗВ 

(M+m, n=15)

	Схема досліду
	Вільний 
оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	Контроль (інтактні тварини)
	4.08

±0.48 
	1.93

±0.34
	4.56

±0.17

	Відтворення СЗВ
	6.78

±0.35 *
	3.22

±0.34 *
	7.43

±0.33 *

	Застосування EGCG  на тлі СЗВ
	4.52

±0.31 **
	1.95

±0.19 **
	4.88

±0.36 **


Таким чином, введення епігалокатехін-3-галату за умов СЗВ є ефективним засобом запобігання та корекції порушень сполучної тканини ясен у щурів: зменшує колагеноліз, деполімеризацію протеогліканів і глікопротеїнів.

5.3. Вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE на характеристики кісткової тканини пародонта та ступінь її резорбції 
Застосування EGCG за умов СЗВ знижувало у кістковій тканині пародонта концентрацію вільного оксипроліну на 69.9% (p<0.001), ГАГ – на 72.4% (p<0.02), N-ацетилнейрамінової кислоти – в 2.2 раза (p<0.01) порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 5.5).  

Таблиця 5.5

Вплив EGCG на показники деполімеризації  біополімерів кісткової тканини пародонта за умов відтворення СЗВ  (M+m, n=15)

	Схема досліду
	Вільний
 оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміно-глікани, мкмоль/г
	N-ацетил-нейрамінова 
кислота, мкмоль/г

	Контроль 
(інтактні 
тварини)
	3.06

±0.28
	1.70

±0.30
	2.01

±0.35

	Відтворення СЗВ
	5.20

±0.19 *
	2.93

±0.22 *
	4.33

±0.37 *

	Застосування EGCG  на тлі СЗВ
	3.02

±0.24 **
	1.73

±0.04 **
	2.02

±0.23 **


Введення EGCG за цих умов  істотно зменшує коефіцієнт оголення коренів зубів (рис. 5.2) – до 27.1±1.6, що на 27.7% (p<0.01) поступається значенню 2-ї групи (37.5±2.2) та суттєво не відрізняється від даних інтактних тварин (25.0±1.4).  Це свідчить про здатність EGCG обмежувати резорбцію альвеолярного відростка.
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Рис. 5.2. Коефіцієнт оголення коренів молярів інтактних щурів (1), за умов ЛПС-індукованої СЗВ (2), при застосуванні EGCG на тлі СЗВ (3). Р<0.05 порівняно зі значеннями: * інтактних тварин, ** групи з відтворенням СЗВ.

Таким чином, введення епігалокатехін-3-галату при відтворенні СЗВ ефективно обмежує у кістковій тканині пародонта колагеноліз, деполімеризацію протеогліканів і сіалоглікопротеїнів, обмежує ступінь резорбції альвеолярного відростка щелеп.

5.4. Вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE на  патоморфологічні зміни тканин пародонта 
При застосуванні EGCG на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді також мало місце формування патологічної пародонтальної кишені, будова якої, при детальному вивченні, мала деякі відмінності в порівнянні з групою з відтворенням СЗВ. Так, її глибина була меншою, і корені зубів оголювалися у значно меншій мірі. В середньому глибина оголення кореня становила 1/4 його довжини і лише у одиничних зразках досягала 1/3.

У більшості спостережень зовнішня стінка і дно пародонтальної кишені були утворені зрілою грануляційною та грубоволокнистою сполучною тканиною з деякою перевагою в кількісному відношенні останньої. У переважній більшості випадків в порожнині пародонтальної кишені патологічного вмісту не було.

У 60% спостережень пародонтальні кишені відсутні і зубоясенні з'єднання мали будову, характерну для тварин інтактної групи.

У тканинах періодонта виявляли повнокров'я судин, місцями періодонт був дещо потовщений порівняно з інтактним. Очевидно, ця обставина може бути пов'язаною з процесом репаративної регенерації, при якому зруйновані елементи заміщується волокнистою сполучною тканиною.

Серед клітинних форм у періодонті порівняно з даними інтактних тварин спостерігали збільшення кількості розташованих у безпосередній близькості до кореня зуба цементоцитів і цементобластів. Цей факт може свідчити про активацію процесу утворення цементу з розвитком гіперцементозу, внаслідок чого відбувається відновлення зруйнованого цементу.

Значно частіше у порівнянні з інтактною групою зустрічалися малодиференційовані форми фібробластів. Останні були представлені досить поліморфною клітинної популяцією, що, вочевидь, відображає різні етапи розвитку і диференціювання цих клітинних елементів. Так, досить часто зустрічалися відносно невеликі клітини округлої форми, ядро яких займало більшу частину цитоплазми. У той же час, були виявлені клітинні елементи великих розмірів, переважно овальної форми, в цитоплазмі яких також розташовувалися округлі ядра, що займали набагато менший обсяг внутрішньоклітинного простору.

Зрідка, навколо кровоносних мікросудин періодонта, мали місце дрібновогнищеві крововиливи та інфільтрати клітинними елементами лімфоцитарно-плазмоцитарного ряду. Кровоносні судини характеризувалися явищами повнокров'я, плазморагій, зрідка спостерігалася маргінація формених елементів. У тканинах періодонта практично скрізь відмічали явища набряку, дистрофічні зміни колагенових волокон, які проявлялися зміною їх тинкторіальних властивостей (рис. 5.3).
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	Рис. 5.3. Будова парадонта 3-го моляра при застосуванні EGCG на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді. Мікропрепарат. Забарвлення гематоксилін-еозином. Об. 25х. Ок. 10х. 1 - корінь зуба; 2 - цементоцити та цементобласти; 3 - клітинні елементи фібробластичного ряду; 4 - явища набряку в тканинах періодонта; 5 - вогнищева запальна інфільтрація; 6 - кровоносні судини з крайовим стоянням формених елементів.


У кістковій тканині альвеолярного відростка періодично виявляли осередки гіпермінералізації, які характеризувалися інтенсивною базофілією. У безпосередній близькості від періодонта траплялися лакуни, окремі з яких були дещо розширені. В їхніх межах розташовувалися клітини кісткової тканини - остеобласти і остеокласти. У порівнянні з експериментальною групою з відтворенням СЗВ кількість остеокластів була незначною, що свідчить про меншу інтенсивність резорбтивних процесів у кістковій тканині. Морфологічні ознаки руйнування цементу (цементолізу) нами виявлено не було.

Таким чином, використання EGCG на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді покращує морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті: перешкоджає утворенню гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу.

5.5. Вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE на показники системної запальної відповіді 
Застосування EGCG за умов відтворення СЗВ вірогідно знижувало у сироватці крові концентрацію прозапальних цитокінів: IL-6 на 42.0 %, TNF-α – на 28.6% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 5.6). 

Концентрація протизапального цитокіну IL-10 за цих умов, навпаки, була більше, ніж відповідні результати 2-ї групи  в 2.8 раза. 

Таблиця 5.6

Вплив EGCG на вміст прозапальних і протизапальних цитокінів 
у сироватці крові за умов СЗВ (M+m, n=15)

	Схема досліду
	Концентрація цитокінів, пг/мл

	
	IL-6
	TNF-α
	IL-10

	Контроль (інтактні тварини)
	16.2

±1.4
	33.3

±2.8
	17.1

±1.3

	Системне введення ЛПС S. typhi  
	31.2

±1.6 *
	56.7

±3.3 *
	8.6

±0.8 *

	Застосування EGCG  на тлі СЗВ
	18.1

±1.1 **
	40.5

±3.8 **
	24.3

±1.5 */**


Застосування EGCG за умов відтворення СЗВ вірогідно знижувало концентрацію вторинних продуктів ПОЛ, що реагують з ТБК, до інкубації крові в прооксидантному буферному розчині – на 26.5%, після інкубації – на 30.4% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 5.7). Приріст концентрації ТБК-реактантів упродовж інкубації на 32.9% поступався відповідним даним 2-ї групи.

Таким чином, застосування індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE EGCG за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi суттєво зменшує концентрацію в сироватці крові прозапальних цитокінів (IL-6 та TNF-α) та збільшує вміст протизапального цитокіну IL-10, обмежує утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів.

Таблиця 5.7

Вплив EGCG на концентрацію вторинних продуктів ПОЛ у крові за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi  (M+m, n=15)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/л

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст

	Контроль (інтактні тварини)
	12.55

±0.84
	31.83

±1.77
	19.28

±1.20

	Системне введення ЛПС S. typhi  
	19.42

±0.72 *
	49.42

±3.04 *
	30.00

±2.71 *

	Застосування EGCG на тлі СЗВ
	14.28

±0.55 **
	34.42

±1.11 **
	20.14

±0.64 **


5.6. Вплив індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE на показники вуглеводного та ліпідного обміну за умов експерименту
Призначення EGCG за умов відтворення СЗВ істотно не впливало на вміст глюкози у сироватці крові, проте вірогідно зменшувало концентрацію інсуліну – на 34.3% порівняно зі значеннями 2-ї групи (таблиця 5.8). 
Таблиця 5.8

Вплив EGCG на показники вуглеводного обміну в сироватці крові за умов СЗВ (M+m, n=15)

	Схема досліду
	Показники

	
	Концентрація глюкози, ммоль/л
	Концентрація інсуліну, мкОд/мл
	Індекс

HOMA-IR

	1
	2
	3
	4

	Продовження табл. 5.8

	1
	2
	3
	4

	Контроль (інтактні тварини)
	5.35

±0.22
	1.55

±0.40
	0.37

±0.09

	Системне введення ЛПС S. typhi  
	5.65

±0.10
	4.61

±0.31 *
	1.16

±0.08 *

	Застосування EGCG на тлі СЗВ
	5.50

±0.18
	3.03

±0.21 */**
	0.74

±0.07 */**


Індекс HOMA-IR за цих умов поступався на 36.2% відповідним результатам 2-ї групи.

Індуктор системи Keap1 / Nrf2 / ARE EGCG за умов відтворення СЗВ мав істотний вплив на деякі показники ліпідного спектру крові (таблиця 5.9): збільшував вміст ХС-ЛПВЩ – у 2.1 раза, зменшував концентрацію ХС-ЛПДНЩ – на 54.9%, ТАГ – на 55.4% порівняно з даними  2-ї групи. Достовірних відмінностей концентрації загального ХС та ХС-ЛПНЩ між різними групами тварин не спостерігалося.
Таблиця 5.9

Вплив EGCG на показники ліпідного спектру крові за умов системного введення  ЛПС Salmonella typhi  (M+m, n=10)

	Схема досліду
	Показники

	
	Холестерол, ммоль/л
	ТАГ, ммоль/л

	
	Загальний
	ЛПВЩ
	ЛПНЩ
	ЛПДНЩ
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль (інтактні тварини)
	1.93

±0.27
	0.58

±0.06
	1.02

±0.28
	0.33

±0.03
	0.33 ±0.03

	Продовження табл. 5.9

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Системне введення ЛПС

S. typhi  
	2.40

±0.23
	0.32

±0.08 *
	1.37

±0.17
	0.71

±0.07 *
	0.71 ±0.07 *

	Застосування EGCG на тлі СЗВ
	2.11

±0.26
	0.67

±0.04 **
	1.12

±0.27
	0.32

±0.04 **
	0.70

±0.09 **


Таким чином, застосування індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE EGCG за умов системного введення ЛПС Salmonella typhi позитивно впливає на показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів: обмежує гіперінсулінемію, індекс інсулінорезистентності, дисліпідемію.

Результати розділу відображено у статтях [60, 66, 72, 580], тезах доповідей [51, 64, 65, 150, 156] та патенті на корисну модель [141].

РОЗДІЛ 6

ПОЄДНАНИЙ ВПЛИВ МОДУЛЯТОРІВ РЕДОКСЧУТЛИВИХ       ТРАНСКРИПЦІЙНИХ ЧИННИКІВ НА МЕХАНІЗМИ МІСЦЕВИХ І ЗАГАЛЬНИХ ПОРУШЕНЬ ЗА УМОВ ЛОКАЛЬНОГО 

УШКОДЖЕННЯ ПАРОДОНТА НА ТЛІ МОДЕЛЮВАННЯ ЛІПОПОЛІСАХАРИД-ІНДУКОВАНОЇ СИСТЕМНОЇ ЗАПАЛЬНОЇ 

ВІДПОВІДІ

6.1. Поєднаний вплив модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників на показники окисно-нітрозативного стресу в          тканинах пародонта 

Як це було показано в розділі 3, поєднане системне і місцеве введення ЛПС S. typhi суттєво впливало на продукування .О
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 у тканинах пародонта, збільшувало вироблення .О
[image: image135.wmf]2

 NADPH- і NADH-залежними ЕТЛ.

Окреме введення за умов  місцевого та системного застосування ЛПС S. typhi кверцетину, SR 11302 та EGCG вірогідно знижувало  у м'яких тканинах пародонта генерування .О
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 NADPH–залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) на 27.0; 28.8 та 31.0%, дихальним ланцюгом мітохондрій – на 31.2; 30.9 та 34.6%, NADPH-оксидазою лейкоцитів – на 34.5; 34.5 та 37.9% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ (таблиця 6.1).

Поєднана дія кверцетину разом з SR 11302 при системному і місцевому введенні ЛПС достовірно не позначалася на генеруванні .О
[image: image137.wmf]2

 NADPH-оксидазою лейкоцитів порівняно з даними окремого введення препаратів. Однак за цих умов вироблення .О
[image: image138.wmf]2

 іншими ЕТЛ значно збільшувалося, зокрема, NADPH–залежними – на 21.4 і 19.3%, а NADH–залежним – на 22.0 і 22.3% порівняно зі значеннями відповідних груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. 

Таблиця 6.1

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на вироблення супероксидного аніон-радикала в м’яких тканинах пародонта при місцевому та системному введенні ліпополісахариду S. typhi (M+m, n=35)

	Схема досліду
	Введення індукторів генерування супероксидного аніон-радикала, нмоль/с·г гомогенату

	
	NADPH
	NADH
	ЛПС

	1
	2
	3
	4

	Контроль І 

(інтактні тварини)
	12.47

±0.87
	15.41

±1.08
	1.58

±0.12

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве 

введення ЛПС)
	21.32

±0.41 *
	28.59

±1.41 *
	2.93

±0.12 *

	+ кверцетин
	15.57

±0.85

*/**
	19.68

±1.32

*/**
	1.92

±0.13 **

	+ SR 11302
	15.17

±0.55

*/**
	19.75

±1.23

*/**
	1.92

±0.14 **

	+ EGCG
	14.72

±0.81 **
	18.69

±1.31  **
	1.82

±0.14 **

	Продовження табл. 6.1

	1
	2
	3
	4

	+ кверцетин + SR 11302 
	12.24

±0.74

**/***/****
	15.35

±0.82

**/***/****
	1.70

±0.04 **

	+ кверцетин + EGCG 
	12.45

±0.83

**/***
	14.24

±0.90

**/***/****
	1.72

±0.10 **


Примітка: тут і в таблицях розділу 6 * р<0.05 порівняно з контролем І (інтактні тварини); 

** р<0.05 порівняно з контролем ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС S. typhi);
*** р<0.05 порівняно зі значенням тварин з окремим застосуванням кверцетину за умов системного та місцевого введення ЛПС S. typhi;
**** р<0.05 порівняно зі значенням тварин з окремим застосуванням SR 11302 (або EGCG) за умов системного та місцевого введення ЛПС         S. typhi.
При одночасній дії кверцетину та EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС також підтверджувалася нульова статистична гіпотеза при порівнянні величини продукування .О
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 NADPH-оксидазою лейкоцитів з результатами, одержаними при окремому призначенні наведених засобів. Вироблення .О
[image: image140.wmf]2

 NADPH–залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) на 20.0% (p<0.05) перевищувало відповідне значення групи з окремим введенням кверцетину, але істотно не відрізнялося від даних тварин, які отримували один лише EGCG.
Як наведено у п.3.1., поєднане системне і місцеве введення ЛПС S. typhi супроводжувалося збільшенням сумарної активності NOS у м’яких тканинах пародонта, її індуцибельної ізоформи, зменшенням cNOS  порівняно з даними інтактної групи. Зменшення індексу спряження NOS підтверджувало участь cNOS у генеруванні .О
[image: image141.wmf]2

, що створювало передумови для суттєвого збільшення концентрації пероксинітрит-іонів.
Окреме введення за умов  місцевого та системного застосування ЛПС S. typhi кверцетину, SR 11302 та EGCG достовірно обмежувало  у м'яких тканинах пародонта сумарну активність NOS на 32.8; 85.0 та 61.4%, iNOS – в 2.3; 2.2 та 1.9 раза порівняно з відповідними результатами контролю ІІ  (таблиця 6.2).

Таблиця 6.2

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на показники нітрозативного стресу в м’яких тканинах пародонта при місцевому та системному введенні ліпополісахариду S. typhi 

(M+m, n=35)

	Схема досліду
	Активність NO-синтази,

мкмоль/хв·г· білка
	Індекс спряження NOS
	Концентрація

пероксинітрит-іонів,

мкмоль/г

гомогенату

	
	Сумарна
	cNOS
	iNOS
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль І 
(інтактні 
тварини)
	4.20

±0.22
	0.82

±0.13


	3.38

±0.32


	0.067

±0.012
	0.83

±0.04

	Продовження табл. 6.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	12.53

±0.61 *
	0.26

±0.04 *
	12.27

±0.61 *
	0.013

±0.002 *
	1.54

±0.06 *

	+ кверцетин
	8.42

±0.64 */**
	0.53

±0.12
	7.89

±0.68*/**
	0.034

±0.009
	1.00

±0.08 **

	+ SR 11302
	7.77

±0.49 */**
	0.50

±0.14
	7.28

±0.41

*/**
	0.032

±0.008 *
	0.86

±0.09 **

	+ EGCG
	6.78

±0.54 */**
	0.50

±0.13
	6.28

±0.65

*/**
	0.035

±0.009 **
	0.94

±0.05 **

	+ кверцетин + 

SR 11302 
	3.87

±0.62

**/***/****
	0.77

±0.10

**
	3.11

±0.64

**/***/****
	0.063

±0.007

**/***/****
	0.72

±0.05

**/***

	+ кверцетин + EGCG 
	3.93

±0.48

**/***/****
	0.85

±0.08

**
	3.08

±0.49

**/***/****
	0.069

±0.006

**/***/****
	0.73

±0.03

**/***/****


Активність cNOS істотно не змінювалася. Проте при застосуванні EGCG в 2.7 раза (p<0.05) зменшувався індекс спряження NOS порівняно з наведеною групою порівняння.

При введенні за умов експерименту кверцетину та EGCG у м'яких тканинах пародонта знижувалася концентрація пероксинітрит-іонів – на 35.1 та 39.0% (p<0.001) відповідно порівняно з даними контролю ІІ.
Одночасна дія кверцетину разом з SR 11302 при системному і місцевому введенні ЛПС зменшувала у м'яких  тканинах  пародонта  сумарну  активність NOS на 54.0%  (p<0.001) та 50.2% (p<0.01), а активність iNOS – на 60.6 та 57.3% (p<0.001) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. 

Активність cNOS за цих умов утричі (p<0.01) перевищувала результат контролю ІІ, чого не спостерігалася при окремому застосуванні названих сполук. При цьому значно покращувався індекс спряження NOS, який на 85.3% (p<0.05) та 96.9% (p<0.02) перевищував відповідні дані груп  з  окремим введенням кверцетину та SR 11302. 

Внаслідок зменшення продукування великої кількості NO та .О
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 закономірно знижувалася концентрація пероксинітрит-іонів у м'яких тканинах пародонта – на 28.0% (p<0.02) порівняно з окремим введенням кверцетину.

При одночасній дії кверцетину та EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС також зменшувалася у м'яких тканинах пародонта сумарна активність NOS – на 53.3%  (p<0.001) та 42.0% (p<0.01), а активність iNOS – на 61.0%  (p<0.001) та 51.0 (p<0.01) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та EGCG. 

Активність cNOS за цих умов у 3.3 раза (p<0.001) перевищувала результат контролю ІІ, чого не спостерігалася при окремому застосуванні кверцетину та EGCG. При цьому значно також покращувався індекс спряження NOS, який удвічі (p<0.02) перевищував відповідні дані груп з окремим введенням кверцетину та EGCG.

Концентрація пероксинітрит-іонів у м'яких тканинах пародонта за цих умов зменшувалася на 27.0%  (p<0.02) та 22.3% (p<0.01) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та EGCG. 

Нами було виявлено (див. п. 3.1), що поєднане системне і місцеве введення ЛПС S. typhi призводило до значного зниження у м’яких тканинах пародонта антиоксидантного потенціалу та розвитку в них декомпенсованого ПОЛ. 

Окреме введення за умов  місцевого та системного застосування ЛПС S. typhi кверцетину, SR 11302 та EGCG вірогідно обмежувало  у гомогенаті м'яких тканин пародонта концентрацію ТБК-активних сполук: до інкубації – на 35.7, 30.3 та 44.5% відповідно, після інкубації – на 37.2, 36.5 та 46.3% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ  (таблиця 6.3). Приріст концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації гомогенату в прооксидантному буферному розчині за цих умов достовірно (на 39.5, 46.2 та 49.2% відповідно) перевищував значення контролю ІІ.

Введення кверцетину разом з SR 11302 при системному і місцевому введенні ЛПС зменшувало концентрацію ТБК-активних сполук – до інкубації на 44.1 (p<0.001) та 48.5% (p<0.01), після інкубації на 42.6 (p<0.01) та 43.1% (p<0.06) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302 відповідно. Проте істотних відмінностей між цими групами при порівнянні величин приросту концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації гомогенату в прооксидантному буферному розчині, активностей СОД і каталази не виявлено.

При дослідженні одночасної дії кверцетину та EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС також було виявлено падіння концентрації ТБК-активних сполук – до інкубації на 45.5 (p<0.001)  та 36.9 (p<0.05),  після  інкубації на 43.4 та 33.8% (p<0.01) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та EGCG відповідно.

Таблиця 6.3

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на 
показники ПОЛ та антиоксидантної системи у м’яких тканинах 
пародонта при місцевому та системному введенні ліпополісахариду 
S. typhi (M+m, n=35)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/кг
	Активність антиоксидантних ферментів

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст за час інкубації
	СОД,

од. акт.
	Каталаза, мккат/г

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль І 
(інтактні тварини)
	20.9

±3.8
	34.3

±2.5
	13.4

±1.8
	0.23

±0.02 
	0.28

±0.02

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	57.1

±3.4 *
	94.2

±4.7 *
	37.2

±4.1 *
	0.09

±0.01 *
	0.14

±0.03 *

	+ кверцетин
	36.7

±1.7 */**
	59.2

±5.1 */**
	22.5

±4.5 **
	0.19

±0.02 **
	0.22

±0.01

*/**

	+ SR 11302
	39.8

±4.7 */**
	59.8

±9.0 */**
	20.0

±4.8 **
	0.18

±0.03 **
	0.22

±0.04

	Продовження табл. 6.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	+ EGCG
	31.7

±3.8

**
	50.6

±4.2 */**
	18.9

±4.1 **
	0.2

±0.04 **
	0.23

±0.02 ** 

	+ кверцетин + 

SR 11302 
	20.5

±2.5

**/***/****
	34.0

±2.4

**/***/****
	13.5

±0.4 **
	0.23

±0.03 **
	0.29

±0.02

**/***

	+ кверцетин + EGCG 
	20.0

±2.1

**/***/****
	33.5

±2.2

**/***/****
	13.5

±3.3 **
	0.23

±0.02 **
	0.29

±0.01

**/***/****


Каталазна активність за цих умов перевищувала на 31.8 (p<0.01) та 26.1% (p<0.05) результати наведених груп порівняння. Суттєвих відмінностей між цими групами при порівнянні величин приросту концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації гомогенату в прооксидантному буферному розчині та активностями СОД не виявлено.
Таким чином, за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi комбінація водорозчинної форми кверцетину з такими модуляторами активації транскрипційних чинників, як SR 11302 та епігалокатехін-3-галат, виявляє синергічну дію щодо корекції проявів окисно-нітрозативного стресу в м’яких тканинах пародонта, що виявляється в більш вираженому обмеженні в них продукування супероксидного аніон-радикала NADPH– і NADH–залежними електронно-транспортними ланцюгами, у тому числі cNOS у роз’єднаному стані, зменшенні активності індуцибельної ізоформи цього ферменту, концентрації пероксинітрит-іонів і вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

6.2. Поєднаний вплив модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників на показники деструкції сполучної тканини              пародонта

Нами встановлено, що поєднане системне і місцеве введення ЛПС призводило до значних змін у біохімічних показниках деструкції сполучної тканини пародонта (див. п. 3.2). 

Окреме введення за умов  місцевого та системного застосування ЛПС S. typhi кверцетину, SR 11302 та EGCG (таблиця 6.4). знижувало концентрацію вільного оксипроліну на 42.3; 38.4 та 43.9%, вміст ГАГ на 40.6; 38.8 та 47.9%, а вміст NANA на 40.2; 26.3 та 39.3% у м'яких тканинах пародонту порівняно з відповідними результатами контролю ІІ.

Таблиця 6.4

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на     показники деполімеризації біополімерів сполучної тканини м’яких структур пародонта при місцевому та системному введенні 
ліпополісахариду S. typhi (M+m, n=35)

	Схема досліду
	Вільний 

оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	1
	2
	3
	4

	Контроль І 
(інтактні тварини)
	4.08

±0.48
	1.93

±0.34
	4.56

±0.17

	Продовження табл. 6.4

	1
	2
	3
	4

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	9.20

±0.23 *
	4.36

±0.17 *
	10.4

±0.81 *

	+ кверцетин
	5.31

±0.42 **
	2.59

±0.40 **
	6.22

±0.19 */**

	+ SR 11302
	5.67

±0.39 */**
	2.67

±0.32 **
	7.66

±0.44 */**

	+ EGCG
	5.16

±0.44 **
	2.27

±0.30 **
	6.31

±0.26 */**

	+ кверцетин + 

SR 11302 
	3.84

±0.34

**/***/****
	2.07

±0.35 **
	4.30

±0.14

**/***/****

	+ кверцетин + 
EGCG 
	4.04

±0.42 **
	1.93

±0.27 **
	4.24

±0.29

**/***/****


При поєднаній дії кверцетину та SR 11302 при системному і місцевому введенні ЛПС вірогідно знижувалася концентрація у м'яких тканинах пародонта вільного оксипроліну (на 27.7 та 32.3%) і NANA (на 30.9 та 43.9%) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. Однак не було виявлено будь-яких відмінностей між цими групами при оцінці вмісту ГАГ.

При поєднаній дії кверцетину та EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС вірогідно зменшувалася концентрація у м'яких тканинах пародонта NANA (на 31.8 та 32.8%) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та EGCG. Проте були відсутні достовірні відмінності між цими групами при оцінці вмісту вільного оксипроліну та ГАГ у м'яких тканинах пародонта.

Вміст маркерних сполук - продуктів деполімеризації біополімерів у кістковій тканині пародонта при місцевому та системному введенні ЛПС також зростав (див. п. 3.3).

Окреме введення за цих умов кверцетину, SR 11302 та EGCG знижує  у кістковій тканині пародонта (таблиця 6.5) концентрацію вільного оксипроліну на 47.8; 45.3 та 50.6%, ГАГ - на 42.2; 42.2 та 48.2%, NANA - на 54.5; 43.4 та 49.6% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ.

Таблиця 6.5

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на 
показники деполімеризації біополімерів кісткової тканини пародонта при місцевому та системному введенні ліпополісахариду S. typhi 
(M+m, n=35)

	Схема досліду
	Вільний 
оксипролін,

мкмоль/г
	Глікозаміноглікани, мкмоль/г
	N-ацетилнейрамінова кислота, мкмоль/г

	1
	2
	3
	4

	Контроль І 
(інтактні тварини)
	3.06

±0.28
	1.70

±0.30
	2.01

±0.35

	Продовження табл. 6.5

	1
	2
	3
	4

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	7.51

±0.24 *
	3.84

±0.21 *
	7.10

±0.24 *

	+ кверцетин
	3.92

±0.12 */**
	2.22

±0.18 **
	3.23

±0.42 **

	+ SR 11302
	4.11

±0.21 */**
	2.22

±0.19 **
	4.02

±0.49 */**

	+ EGCG
	3.71

±0.24 **
	1.99

±0.13 **
	3.58

±0.40 */**

	+ кверцетин + 

SR 11302 
	3.09

±0.29

**/***/****
	1.72

±0.26 **
	2.00

±0.27

**/***/****

	+ кверцетин +
EGCG 
	2.96

±0.13

**/***/****
	1.70

±0.28 **
	2.10

±0.19

**/***/****


Сукупна дія кверцетину та SR 11302 за умов експерименту також супроводжувалася суттєвим зменшенням концентрацій вільного оксипроліну та NANA у кістковій тканині пародонта, що на 21.2 і 24.8% та 38.1 і 50.2% поступалися відповідним значенням груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. Вміст ГАГ за цих умов також вірогідно не змінювався.

При поєднаній дії кверцетину разом з EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС вірогідно зменшувалася концентрація у  кістковій тканині пародонта вільного оксипроліну (на 24.5 та 20.2%) і NANA (на 35 та 41.3%) порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та EGCG. Однак не було виявлено відмінностей між цими групами при оцінці вмісту ГАГ.

Окреме застосування за умов системного і місцевого застосування ЛПС кверцетину, SR 11302 та EGCG знижує  величину цього коефіцієнту до 31.6±1.9 (на 31.6%, p<0.001),  33.9±3.3 (на 26.6%, p<0.02),  30.2±2.2 (на 34.6%, p<0.001) порівняно з відповідними результатами контролю ІІ  (рис. 6.1).
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Рис. 6.1. Порівняльна характеристика значень коефіцієнту оголення коренів молярів у інтактних тварин (1); за умов системного та місцевого введення ЛПС S. typhi (2) та при  введенні на тлі цього таких сполук: кверцетину (3); SR 11302 (4); EGCG (6); кверцетину разом з SR 11302 (7); кверцетину разом з EGCG (7). * – р<0.05 порівняно з контролем І (інтактні тварини);  ** – р<0.05 порівняно з контролем ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС); *** р<0.05  – порівняно зі значенням тварин з окремим застосуванням кверцетину за умов системного та місцевого введення ЛПС; **** – р<0.05 порівняно зі значенням тварин з окремим застосуванням SR 11302 (або EGCG) за умов системного та місцевого введення ЛПС.
Сукупна дія кверцетину та SR 11302 за умов експерименту супроводжувалася суттєвим зменшенням коефіцієнту оголення коренів до 24.8±1.4, що на 21.5 та 26.8% поступалося відповідним значенням груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. 

При поєднаній дії кверцетину та EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС коефіцієнт оголення коренів також достовірно зменшувався до 24.3±1.3, що на 23.1 та 19.5% було менше, ніж відповідні результати груп з окремим введенням кверцетину та EGCG.

Отримані результати доводять наявність синергічних ефектів водорозчинної форми кверцетину та інгібітора активації AP-1 SR 11302,  а також форми кверцетину та індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE EGCG, пов’язанмх з корекцією дезінтеграції органічного матриксу в м’яких і твердих тканинах пародонта. Спільне застосування кверцетину з SR 11302, або EGCG, дозволяє більш ефективно обмежувати механізми ураження пародонта, пов’язані з активацією редоксчутливих транскрипційних чинників (NF-κB, AP-1, Nrf2).

Таким чином, поєднане призначення водорозчинної форми кверцетину з інгібітором активації AP-1 SR 11302, або індуктором системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi є більш ефективним засобом корекції порушень сполучної тканини пародонта, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

6.3. Поєднаний вплив модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників на показники системної запальної відповіді
Поєднане системне і місцеве введення ЛПС S. typhi призводило, як нами було показано раніше (п 3.5), до значного підвищення в сироватці крові концентрації TNF-α, білка гострої фази запалення церулоплазміну  та супроводжувалося суттєвим збільшенням в крові концентрації вторинних продуктів ПОЛ - ТБК-реактантів до та після її інкубації в прооксидантному залізо-аскорбатному буферному розчині порівняно зі значеннями 1-ї групи. 

Окреме введення кверцетину, SR 11302 та EGCG за умов  місцевого та системного введення ЛПС (таблиця 6.6) вірогідно знижує концентрацію у сироватці крові TNF-α на 32.5; 20.6 та 28.7%, а церулоплазміну - на 21.9; 24.8 та 29.1% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ.

Таблиця 6.6

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на
маркери системної запальної відповіді при місцевому та системному введенні ліпополісахариду S. typhi (M+m, n=35)
	Схема досліду
	TNF-α, пг/мл
	Церулоплазмін, мг/л

	1
	2
	3

	Контроль І (інтактні тварини)
	33.3

±2.8
	217.5

±8.0  

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	62.7

±4.5 *
	419.1

±14.9  *

	+ кверцетин
	42.3

±2.9 **
	327.3

±4.9 */**  

	+ SR 11302
	49.8

±2.8  */**
	315.0

±8.3 */**

	Продовження табл. 6.6

	1
	2
	3

	+ EGCG
	44.7

±2.9 */**  
	297.0

±10.9 */**

	+ кверцетин + SR 11302 
	35.3

±3.9 **/****
	213.3

±3.2  **/***/**** 

	+ кверцетин + EGCG 
	37.8

±4.4 **
	215.1

±6.5 **/***/****


Сукупна дія кверцетину та SR 11302 за умов експерименту також супроводжувалася суттєвим зменшенням концентрації у сироватці крові TNF-α, яка на 29.1%  поступалася значенню групи з окремим введенням SR 11302. Вміст церулоплазміну в сироватці крові був вірогідно нижчим на  34.8 та 32.3% порівняно з відповідними результатами груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302.  

При поєднаній дії кверцетину разом з EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС концентрація TNF-α суттєво не відрізнялася від даних груп з окремим застосуванням препаратів. Вміст церулоплазміну в сироватці крові був вірогідно нижчим на  34.3 та 27.6% порівняно з відповідними значеннями груп з окремим введенням кверцетину та EGCG.

Окреме введення кверцетину, SR 11302 та EGCG за цих умов  (таблиця 6.7) вірогідно знижувало концентрацію ТБК-активних сполук у крові до її інкубації: на 20.1; 18.4 та 19.0% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ. Концентрація ТБК-активних сполук після інкубації крові при застосуванні названих препаратів також вірогідно зменшувалася: на 29.9; 28.8 та 29.5%, а приріст - на 35.8; 35.0 та 35.6% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ. Це підтверджує антиоксидантні властивості модуляторів редоксчутливих транскрипційних чинників, що вивчалися.

Таблиця 6.7

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на 
концентрацію вторинних продуктів ПОЛ у крові при місцевому та 
системному введенні ліпополісахариду S. typhi (M+m, n=35)

	Схема досліду
	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/л

	
	До інкубації
	Після інкубації
	Приріст

	Контроль І (інтактні тварини)
	12.55

±0.84
	31.83

±1.77
	19.28

±1.20

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	22.69

±0.45 * 
	61.15

±2.04 *
	38.46

±2.33 * 

	+ кверцетин
	18.13

±0.65 */**    
	42.84

±1.30 */**
	24.71

±0.80 */**

	+ SR 11302
	18.51

±0.4 */**  
	43.51

±0.69 */**
	25.00

±0.33 */**

	+ EGCG
	18.37

±0.43 */**  
	43.13

±0.25 */**
	24.76

±0.25 */**

	+ кверцетин + 

SR 11302 
	11.87

±0.41 **/***/**** 
	27.36

±1.25 

**/***/****
	15.48

±1.01 

**/***/***

	+ кверцетин + EGCG 
	11.92

±1.13 **/***/****
	27.88

±1.98

 **/***/****
	15.96

±0.98

 **/***/***


Комбінування кверцетину з SR 11302 за умов експерименту також супроводжувалася суттєвим зменшенням концентрацій ТБК-реактантів до та після інкубації крові, що на 34.5 і 35.9% та на 36.1 та 37.1%  поступалися відповідним значенням груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302.  При цьому приріст концентрації цих сполук за час інкубації також вірогідно зменшувався – на 37.4 та 38.1% щодо значень груп порівняння.  
При поєднаній дії кверцетину разом з EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС також вірогідно зменшувалася концентрація ТБК-активних сполук у крові до та після  її інкубації, яка на 34.3 і 35.1% та на 34.9 і 35.4%  поступалася відповідним значенням груп з окремим введенням кверцетину та EGCG. Приріст концентрації цих сполук за час інкубації також вірогідно поступався (на 35.4 та 35.5%) відповідним результатам груп порівняння.  
Таким чином, застосування водорозчинної форми кверцетину разом з інгібітором активації AP-1 SR 11302, або індуктором системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi більш ефективно попереджає утворення маркеру СЗВ – церулоплазміну, вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів та підвищує її антиоксидантний потенціал, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

6.4. Поєднаний вплив модуляторів редоксчутливих транскрипційних на показники вуглеводного та ліпідного обміну 
Окреме введення кверцетину, SR 11302 та EGCG за умов  місцевого та системного введення ЛПС (таблиця 6.8) вірогідно знижувало концентрацію інсуліну в сироватці крові на 41.2; 41.0 та 39.4% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ. Індекс HOMA-IR достовірно зменшувався на 48.1; 41.9 та 38.8% щодо результатів групи порівняння. 
Таблиця 6.8

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на 
показники вуглеводного обміну в сироватці крові при місцевому та 
системному введенні ліпополісахариду S. typhi (M+m, n=35)

	Схема досліду
	Показники

	
	Концентрація глюкози, ммоль/л
	Концентрація інсуліну, мкОд/мл
	Індекс

HOMA-IR

	1
	2
	3
	4

	Контроль І (інтактні тварини)
	5.35

±0.22
	1.55

±0.40
	0.37

±0.09

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	5.64

±0.09
	5.15

±0.30 *
	1.29

±0.06 *

	+ кверцетин
	5.65

±0.15
	3.03

±0.29 */**
	0.76

±0.08 */**

	+ SR 11302
	5.56

±0.07
	3.04

±0.27 */**
	0.75

±0.06 */**

	+ EGCG
	5.68

±0.14
	3.12

±0.18 */**
	0.79

±0.05 */**

	+ кверцетин + 

SR 11302 
	5.28

±0.15
	2.08

±0.22

**/***/****
	0.49

±0.06

**/***/****

	Продовження табл. 6.8

	1
	2
	3
	4

	+ кверцетин + EGCG 
	5.36

±0.18
	2.35

±0.24

**/****
	0.56

±0.06

**/****


Комбінована дія кверцетину з SR 11302 за умов експерименту також супроводжувалася суттєвим зменшенням концентрації інсуліну в сироватці крові та індексу HOMA-IR, які на 31.4 і 31.6 % та на 35.5 і 34.7%  поступалися відповідним значенням груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302
При поєднаній дії кверцетину разом з EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС концентрація інсуліну в сироватці крові та індекс HOMA-IR істотно не відрізнялися від результатів групи з окремим застосуванням водорозчинної форми кверцетину, але на 24.7% (р<0.05) та 29.1% (р<0.02)  поступалися відповідним значенням групи з окремим введенням EGCG. 
Окреме введення кверцетину, SR 11302 та EGCG за умов  місцевого та системного введення ЛПС (таблиця 6.9) вірогідно підвищувало концентрацію ХС-ЛПВЩ в сироватці крові на 85.7; 62.9% та вдвічі порівняно з відповідними результатами контролю ІІ. 

При застосуванні SR 11302 не виявлено суттєвих змін вмісту ХС-ЛПДНЩ і ТАГ у сироватці крові за умов експерименту, проте призначення кверцетину та EGCG достовірно зменшувало концентрацію ХС-ЛПДНЩ – на 46.6 та 53.4% відповідно, а ТАГ – на 45.6 та 53.1% порівняно з відповідними результатами контролю ІІ. 

Таблиця 6.9

Поєднана дія кверцетину з SR 11302 та епігалокатехін-3-галатом на 
показники ліпідного спектру крові при місцевому та системному 
введенні ліпополісахариду S. typhi (M+m, n=35)

	Схема досліду
	Показники

	
	Холестерол, ммоль/л
	ТАГ, ммоль/л

	
	Загальний
	ЛПВЩ
	ЛПНЩ
	ЛПДНЩ
	

	Контроль І (інтактні тварини)
	1.93

±0.27
	0.58

±0.06
	1.02

±0.28
	0.33

±0.03
	0.72

±0.07

	Контроль ІІ (поєднане системне та місцеве введення ЛПС)
	2.45

±0.26
	0.35

±0.04 *
	1.37

±0.24
	0.73

±0.05 *
	1.60

±0.10 *

	+ кверцетин
	1.87

±0.17
	0.65
±0.05 **
	0.82

±0.23
	0.39

±0.04 **
	0.87

±0.08 **   

	+ SR 11302
	2.07

±0.31
	0.57

±0.05 ** 
	0.86

±0.30
	0.64

±0.06 * 
	1.41

±0.14 *

	+ EGCG
	2.00

±0.24
	0.71

±0.07 **
	0.95

±0.23
	0.34

±0.05 **  
	0.75

±0.11 **

	+ кверцетин +

SR 11302 
	1.61

±0.15
	0.62

±0.04 **
	0.65

±0.15
	0.34

±0.03 **/****  
	0.74

±0.07 **/****

	+ кверцетин + EGCG 
	1.71

±0.20
	0.50

±0.05 **/**** 
	0.86

±0.24
	0.35

±0.04 **
	0.78

±0.09 **


Сукупна дія кверцетину та SR 11302 за умов експерименту також супроводжувалася суттєвим підвищенням вмісту ХС-ЛПВЩ та зменшенням  ХС-ЛПДНЩ і ТАГ. Однак вірогідних відмінностей цих показників з даними групи з окремим введенням кверцетину не виявлено, проте спостерігалося зменшення концентрацій ХС-ЛПДНЩ і ТАГ на 46.8 і 47.5% відповідно  порівняно зі значеннями групи з окремим застосуванням SR 11302.
При поєднаній дії кверцетину разом з EGCG при системному і місцевому введенні ЛПС вміст ХС-ЛПВЩ перевищував на 29.6% (р<0.05) показник групи з окремим застосуванням EGCG. Концентрації ХС-ЛПДНЩ і ТАГ істотно не відрізнялися від результатів груп з окремим введенням кверцетину та EGCG.

Таким чином, застосування водорозчинної форми кверцетину разом з інгібітором активації AP-1 SR 11302, або індуктором системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi більш ефективно  коригує порушення вуглеводного обміну (гіперінсулінемію, інсулінорезистентність), ніж це відбувається при окремому застосуванні препаратів. 

Призначення водорозчинної форми кверцетину разом з інгібітором активації AP-1 SR 11302, або індуктором системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi не виявляє суттєвого синергізму при корекції дисліпопротеїнемії.

Результати розділу відображено у статтях [68, 71, 72, 583, 586] і тезах доповідей [52, 130, 154, 159].
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
Сучасні підручники та керівництва з  патології  пародонта  стверджують, що розвиток пародонтиту пов'язаний з дією місцевих (біологічних, механічних, фізичних та хімічних) і загальних факторів. Однак нерідко в літературних джерелах переоцінюється етіологічна роль саме місцевих чинників [458].  Такій точці зору сприяють і новітні досягнення щодо з’ясування патогенетичних зв’язків між певними пародонтопатогенними мікроорганізмами та розвитком соматичної патології. Так, беззаперечно показано, що пародонтит становить підвищений ризик для розвитку ССЗ, ендотеліальної дисфункції та СЗВ [549]. Проте, за оцінкою експертів, не завжди пародонтальні втручання виявляють доведений вплив на розвиток ССЗ [19, 350, 412]. 
З іншого боку, загальні чинники мають також важливе значення у виникненні пародонтиту. Це, зокрема, пов’язано з порушеннями трофіки і резистентності тканин, які виникають при наявності системних порушень у організмі: нейрогенних, кардіоваскулярних, ендокринних, метаболічних (ожиріння, метаболічний синдром). Показано, що розвитку порушень структури та функції пародонта сприяє низка соматичних захворювань, патогенез яких включає СЗВ [451, 517].

Тобто,  на прикладі розвитку пародонтиту можливо прослідити дві ключові патофізіологічні закономірності - перехід місцевого  патологічного процесу в загальний і навпаки.
Досягнення у дослідженні патогенетичних зв’язків між пародонтопатогенною мікробіотою та розвитком системної кардіоваскулярною патологією призвели до лавиноподібного збільшення публікацій у цьому напрямку. Проте успіхи молекулярної біології щодо з’ясування ролі транскрипційних факторів у забезпеченні пакетної експресії численних генів, що беруть участь у регуляції запалення, окисно-нітрозативного стресу, проліферації та диференціювання клітин, їх апоптозу, дозволяють розглядати ці чинники як елементи, що здатні утворювати патологічну систему, наслідком якої може бути патологія пародонта, зокрема, хронічний пародонтит.

Для дослідження механізмів розвитку структурно-метаболічних порушень у тканинах пародонта за умов СЗВ ми відтворювали ЛПС-індуковану модель останньої (пат. України на корисну модель № 128236).

В основі корисної моделі була поставлена задача по вдосконаленню найближчого аналога [143] шляхом адаптування способу для відтворення СЗВ у білих щурів за умов внутрішньоочеревинного введення ЛПС Salmonella typhi, індукції прозапальної гіперцитокінемії, продукування білків гострої фази, розвитку окисно-нітрозативного стресу у дослідних тварин, що відповідає сучасним уявленням про маркери СЗВ [1, 37, 169, 203, 420, 515, 600].
Результатом застосування цього способу моделювання СЗВ було суттєве зростання в сироватці крові концентрації прозапальних цитокінів (IL-6 і TNF-α), зменшення вмісту протизапального IL-10, збільшення концентрації білка гострої фази запалення церулоплазміну, значне підвищення у крові концентрації вторинних продуктів ПОЛ – сполук, що реагують з ТБК, до та після інкубації крові в прооксидантному буферному розчині,  що  підтверджує адекватність вибраної експериментальної моделі СЗВ.
Відомо, що церулоплазмін є Cu-вмісною фероксидазою, що синтезується, головним чином, гепатоцитами. Концентрація цієї сполуки в крові підвищується під час запалення, інфекції та тривалих травматичних станів завдяки активації транскрипції гена церулоплазміну, індукованої IFN-γ та іншими прозапальними цитокінами [115, 501]. Показано, що церулоплазмін може розглядатися як маркер СЗВ [115, 377, 497]. Інколи він демонструє прооксидантні властивості, наприклад, здатність окиснювати ЛПНЩ, що пов'язують з наявністю в складі молекули міді. У той же час церулоплазмін виявляє активність СОД, завдяки чому інактивує АФО та запобігає окисненню поліненасичених ЖК.

Реалізація моделі  ЛПС-індукованої СЗВ супроводжується також системними порушеннями вуглеводного та ліпідного метаболізму.

Так, незважаючи на відсутність змін вмісту глюкози в сироватці крові, при внутрішньоочеревинному застосуванні ЛПС S. typhi втричі збільшувалася концентрація інсуліну та підвищувався індекс HOMA-IR, що свідчить про розвиток ІР.

Раніше було показано, що ЛПС-індукована СЗВ призводить до розвитку метаболічного синдрому у вигляді гіперглікемії, гіперхолестеролемії та гіпертриацилгліцеролемії з проатерогеними та імуногенними порушеннями обміну ліпопротеїнів крові [1].

Дійсно, за нашими даними, системне введення ЛПС S. typhi   супроводжувалося дисліпопротеїнемією за рахунок збільшення у сироватці крові концентрації ХС-ЛПДНЩ та ТАГ при зменшенні вмісту ХС-ЛПВЩ. У той же час концентрації загального ХС та ХС-ЛПНЩ не зазнавали суттєвих змін.

Загальні порушення метаболізму закономірно позначаються на місцевих метаболічних змінах, що підтверджується результатами нашого дослідження. 

Так, за цих умов виявляються суттєві порушення окисного обміну. Відтворення ЛПС-індукованої СЗВ, за нашими даними, супроводжується збільшенням продукування супероксидного аніон-радикала (.О
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) у тканинах пародонта щурів мітохондріальним і NADPH–залежними електронно-транспортними ланцюгами мікросом і NO-синтази, а також NADPH-оксидазою лейкоцитів.
Раніше було показано, що навіть субклінічні дози ЛПС здатні викликати TLR-опосередковане генерування АФО та дозволяють легко індукувати інші прозапальні медіатори [286]. Така дія ЛПС, зокрема, може опосередковуватися NF-κB- та AP-1-асоційованими сигнальними шляхами [321, 523] (рис. 7.1).
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Рис. 7.1. NF-κB- та AP-1-асоційовані сигнальні шляхи, пов’язані з впливом ЛПС на Толл-подібні рецептори (адаптовано за [523]).

Вважають, що АФО можуть бути провідними мітохондріальними DAMPs, необхідними для активації інфламасом [99]. Метаболічні зміни в постачанні субстрату в мітохондрії та можливі подальші посттрансляційні модифікації мітохондріальних білків здатні діяти як модулятори продукування АФО. Мітохондріальний ЕТЛ є головним генератором АФО, пов'язаних з інфламасомою. .О
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 може привести до пошкодження мітохондріальної ДНК і білків, у тому числі самих же МФК з високим вмістом заліза та сірки.

Примітно, що внутрішньомітохондріальне генерування АФО прискорюється при активації NF-κB [550] та утворенні у тканинах ONOO- [104, 539].
Нещодавно було виявлено запрограмований механізм генерування АФО на зовнішній мембрані мітохондрій, пов’язаний з Toll-опосередкованою відповіддю на дію ЛПС. .О
[image: image147.wmf]-

2

 може «контролювати» власне продукування завдяки активізації роз'єднувальних білків (UCP), які дозволяють іонам H+ перетікати назад через внутрішню мембрану і скорочувати вироблення .О
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 у ЕТЛ. Видалення гена UCP2 збільшує генерування мітохондріальних АФО, прозапальне продукування цитокінів,  антибактеріальну активність. TRAF6-убіквітинування такого компонента  Toll  сигнальних шляхів, як ECSIT (від англ. Evolutionarily Conserved Signaling Intermediate in Toll pathway) у мітохондріях сприяє збірці МФК I та підвищує вироблення АФО. ECSIT-дефіцитні або TRAF6-дефіцитні макрофаги продукують менше АФО при стимуляції TLR і мають знижену здатність знищувати сальмонели [242]. 

Вироблення .О
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 мітохондріями є дуже небезпечним у плані індукції прозапальної гіперцитокінемії, оскільки мітохондріальні АФО беруть уча-сть у TNF-залежній активації NF-κB і запальній відповіді клітин ендотелію, а також передачі TNF-опосередкованого апоптотичного сигналу [24].

Іншими потужним джерелами генерування .О
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 за умов СЗВ є NADPH-залежні ЕТЛ: мікросомальний (за участю оксидоредуктаз ендоплазматичної сітки та через автоокиснення цитохрому Р450) [352], NO-синтазний [419] та лейкоцитарний [243].
Збільшення швидкості утворення .О
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 NADPH-залежними ЕТЛ у м’яких тканинах пародонта за умов ЛПС-індукованої СЗВ підтверджується при додаванні під час інкубації гомогенату з індукторами – NADPH та      ЛПС.

Про участь NOS, яка також містить відповідний ЕТЛ, свідчить також зменшення у тканинах пародонта щурів з відтвореною СЗВ індексу спряження (coupling index) cNOS. За цих умов остання продукує .О
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 замість NO, що найчастіше пов’язано з нестачею певних субстратів (L-аргініну, О2), та / або кофактора тетрагідробіоптерину (ВН4) [419]. 

При дії бактеріальних ЛПС та прозапальних цитокінів генерування АФО NADPH-оксидазою та мієлопероксидазою лейкоцитів («дихальний вибух») збільшується у 10-70 разів [23, 465]. За цих умов лейкоцитарна NADPH-оксидаза здійснює перенос електронів від розташованого у цитозолі NADPH через мембрану на О2, який через 1-електронне відновлення перетворюється на .О
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 з подальшою дисмутацією з утворенням Н2О2 та процесингом цих АФО до таких високоактивних метаболітів, як .ОН і HOCl. Тобто дихальний вибух фагоцитів є важливим елементом природного імунітету, але при перевищенні вироблення певної кількості АФО може стати ланкою патологічного системогенезу з втратою характерної для гострого запалення протективної основи.

Окисний стрес у тканинах пародонта, як правило, нерозривно пов’язаний з явищами нітрозативного стресу [238]. За нашими даними, за умов СЗВ у м’яких тканинах пародонта підвищується сумарна активність NOS, активність її індуцибельної ізоформи, порушуються взаємозв’язки між NO-синтазною та нітрат-/нітритредуктазною складовими циклу NO. Останній є провідним механізмом авторегуляції фізіологічної концентрації NO у тканинах [103, 105, 106, 109]. Проте за умов СЗВ у тканинах пародонта активність нітрат- і нітритредуктаз не тільки не знижувалася, як це мало відбуватися згідно з принципом негативного зворотного зв’язку, але і підвищувалася, що мало сприяти зростанню рівня NO та його активних метаболітів. Останнє припущення підтверджувалося збільшенням вмісту ONOO- у тканинах пародонта.

Зі свого боку, пероксинітрит може підвищувати продукцію  .О
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та інших АФО та підтримувати розвиток окисно-нітрозативного стресу механізмом «порочного» кола [104], що пов’язують з його здатністю інактивувати NADH- та NADPH-залежні оксидоредуктази, руйнувати FeS-кластери,  пригнічувати мітохондріальні ферментні комплекси [539]. 

У зв’язку з виявленим нами зменшенням продукування cNOS звертає на себе увагу роль конститутивної ізоформи синтази оксиду нітрогену у регуляції вироблення АФО. Нещодавно була доведена здатність nNOS обмежувати у тканинах пародонта загальний фон генерування .О
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та його продукування мікросомальним і мітохондріальним ЕТЛ [122]. Показано, що цей процес опосередковується NF-κB і призначення його інгібітора JSH-23 усуває збільшення генерування .О
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, пов’язане з введенням інгібітора nNOS     7-нітроіндазолу [123]. 

АФО/АФН, як відомо, є ініціаторами ПОЛ наслідком чого є  дезорганізація у тканинах пародонта сполучної тканини, пригнічення у ній синтезу колагену [171]. Тобто, вільнорадикальні процеси можуть бути ланкою патогенезу, що забезпечує взаємозв'язок між системними метаболічними розладами та станом органів порожнини рота. Більшість проявів комплексу метаболічних порушень, обумовлених СЗВ, тісно переплітається з провідними патогенетичними ланками розвитку та прогресування ХП [20, 49, 149, 323].

За нашими даними, моделювання СЗВ призводило до значного збільшення концентрації сполук, що реагують з ТБК, до та після інкубації гомогенату м’яких тканин пародонта в прооксидантному буферному розчині, збільшувався приріст концентрації цих сполук за час інкубації, що вказує на значне зниження у тканинах антиоксидантного потенціалу та розвиток у них декомпенсованого ПОЛ. Це підтверджується також зниженням активності СОД і каталази.

За цих умов нами було відмічено деполімеризацію у м’яких  і кістковій тканинах пародонта біополімерів сполучної тканини: колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів, на що вказувало збільшення концентрації їхніх компонентів – вільного оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти відповідно.
Функції біополімерів СТ не обмежуються лише формуванням структури пародонта, стабілізацією та цементуванням волокнистих структур. Протеоглікани та глікопротеїни, наприклад, беруть участь у регуляції водно-сольового обміну в тканинах, міжклітинній сигналізації та регуляції активності факторів росту, зокрема, фактора росту фібробластів [12, 117, 166, 473]. Виявлено біорегуляторні властивості деяких пептидних фрагментів, що вивільняються при біодеградації колагену, зокрема, пептидів Gly-Pro-Gly-Gly, Pro-Gly-Pro, Arg-Pro-Gly-Pro та Pro-Gly-Pro-Leu, які здатні покращувати гемодинаміку в ушкоджених органах, мають антитромботичну дію, прискорюють регенерацію тканин [31, 75, 83, 155, 444].

У численних експериментах на тваринах було доведено зв’язок між рівнем деполімеризації колагену, протеогліканів, сіало-  та  фукоглікопротеїнів та морфологічними ознаками хронічного пародонтиту [10, 58, 120, 134, 136, 320].

Дійсно, за умов відтворення СЗВ підвищувався коефіцієнт оголення коренів молярів, виявлялися класичні морфологічні ознаки пародонтиту - запалення і деструкція періодонта, формування патологічної періодонтальної кишені, деструктивні зміни в кістковій тканині альвеолярного відростка і в цементі кореня зуба.

Виявлені нами зміни структури пародонта за умов СЗВ у значній мірі подібні таким при моделюванні на щурах бактеріально-імунної моделі експериментального пародонтиту (тваринам у тканини періодонтального комплексу вводили 0.01 мл суміші із культурами гемолітичного стрептокока і золотистого стафілокока у дозі 4 КУО, розведеної яєчним білком як флогогенного чинника з одночасним введенням у лапку задньої кінцівки повного ад’юванта Фрейнда [43]). За цих умов у ранній період розвитку експериментального пародонтиту виявлялася прогресуюча дезорганізація і деструкція СТ та стінок зубних альвеол, структурна перебудова епітелію ясен та його власної пластинки, лейкоцитарна інфільтрація та мікроциркуляторні розлади [278]. Далі спостерігалися явища прогресуючої дезорганізації та деструкції стінок зубних альвеол, структурної перебудови власної пластинки. переважання дистрофічно-дегенеративних і проліферативних явищ з формуванням грануляційної тканини та гранулем, посилення склеротичних процесів та резорбція кістки, що автори пов’язують з хронізацією запального процессу [281].
Відомо, що деполімеризація біополімерів СТ і порушення їхнього ресинтезу [251, 473, 517] може бути пов’зані з виробленням патогенними мікроорганізмами екзотоксинів і гістолітичних ферментів  (гіалуронідази,  хондроїтинсульфатази, протеаз, глюкуронідази, колагенази) [517]. З іншого боку, рівень деструкції СТ залежить від ендогенної активації MMP, плазміну, реакції серинових протеїназ лейкоцитів та їхньої фагоцитарної  активності у відповідь на вироблення прозапальних цитокінів [473, 517]. Цей механізм підтверджується одержаними нами результатами.

Так, за нашими даними, за умов ЛПС-індукованої СЗВ у м’яких тканинах пародонта збільшується концентрація інтерстиційної колагенази та колагенази фібробластів (MMP-1), а також колагенази нейтрофілів (MMP-8). На зростання активності фагоцитів вказує виявлене нами підвищення вироблення .О  NADPH-оксидазою лейкоцитів.

Раніше було показано зв’язок окисно-нітрозативного стресу та деструкції ЕЦМ. Виявлено, що утворення АФО / АФН у фібробластах опроміненої ультрафіолетом шкіри супроводжується збільшенням активності інтерстиційних колагеназ (MMP 1 і 3) [114]. Цей процес відбувається за  участю іонів заліза, а також IL-6, протеїнкінази (FRAP) і рибосомальної S6 кінази (p70S6k), які є важливими ланками в регуляції синтезу цих MMP.

Таким чином, СЗВ супроводжується локальними структурно-метаболічними змінами у тканинах пародонта, що супроводжуються розвитком окисно-нітрозативного стресу, дизрегуляторними порушеннями функціонування локальних регуляторних механізмів підтримки фізіологічного рівня АФО/АФН, деполімеризацією колагену та неколагенових білків СТ (протеогліканів, глікопротеїнів), виникненням морфологічних ознак хронічного пародонтиту.

Іншим питанням є дослідження закономірностей виникнення загальних порушень при поєднаній дії локальних і системних пародонтопатогенних чинників. 

За нашими даними, безпосередньо відтворення гострого гінгівіту шляхом місцевого введення ліпополісахариду Salmonella typhi (в разовій дозі 1 мкг/кг, рівномірно розподілений на 4 ін'єкції в ясна на рівні 2-х молярів) викликало лише помірну системну відповідь, що виявлялася у підвищенні на час забою тварин (через 7 діб після застосування ЛПС) концентрації  IL-10 та розвитку компенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів.

Ці зміни є характерними для завершення гострого запального процесу, відображають нормалізацію концентрації в крові прозапальних цитокінів (IL-6 і TNF-α) та гострофазного білка – церулоплазміну, що свідчить про загасання ексудативних змін з превалюванням реакцій, спрямованих на відновлення ушкоджених тканин, що регулюються протизапальним IL-10 [137].

Через 7 діб після місцевого введення ЛПС спостерігалися певні ознаки окисно-нітрозативного стресу, зокрема збільшення  у м’яких тканинах пародонта генерування  .О
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  NADPH-залежними і NADH-залежними ЕТЛ, підвищення активності NOS (сумарної та її індуцибельної ізоформи), але без змін активності ферментів нітрат- / нітритредуктазного шляху утворення NO та концентрації пероксинітриту. Підвищення рівня АФО супроводжувалося збільшенням активності СОД і каталази, з чим, очевидно, був пов’язаний компенсований характер ПОЛ.

Використання іншої моделі гострого гінгівіту (з аплікацією на ясна 5%-го розчину NaOH) також викликало на 7-му добу експозиції збільшення  у м’яких тканинах пародонта генерування  .О
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  NADPH-залежними і NADH-залежними ЕТЛ, підвищення сумарної  активності NOS без змін  активності ферментів нітрат- / нітритредуктазного шляху утворення NO та концентрації пероксинітриту. Компенсація ПОЛ також була пов’язана зі збільшенням активності СОД і каталази.

Такий перебіг окисно-нітрозативного стресу не перевищує можливості антиоксидантного захисту тканин пародонта та не може сприяти агресивному перебігу запалення ясен з можливістю його хронізації. Це підтверджується також тим фактом, що внутрішньогінгівальне введення ЛПС збільшувало колагеноліз та деполімеризацію сіалоглікопротеїнів (концентрацію вільного оксипроліну та N-ацетилнейрамінової кислоти) лише у м’яких тканинах пародонта без залучення альвеолярної кістки та без ознак надмірного оголення коренів молярів. За цих умов у м’яких тканинах пародонта дещо підвищувалася концентрація інтерстиційної колагенази та колагенази фібробластів (MMP-1) без істотних змін колагенази нейтрофілів (MMP-8), що також відповідає фазі завершення гострого запалення  без  ознак його переходу в хронічний процес.
При нанесенні на ясна 5%-го розчину NaOH взагалі були відсутніми суттєві зміни цих показників у м’яких і твердих тканинах пародонта порівняно з даними інтактних тварин. Коефіцієнт оголення коренів молярів також не змінювався.

Інші наслідки впливу локальних чинників на пародонт та системні процеси спостерігаються при їхній дії за умов попереднього відтворення СЗВ.

Так, за умов місцевого застосування ЛПС та 5%-го розчину NaOH на тлі моделювання СЗВ генерування .О
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 у м’яких тканинах пародонта NADPH- і NADH-залежними ЕТЛ істотно перевищувала результати груп з відтворенням СЗВ та окремим місцевим впливом названих агентів. За цих умов значно збільшувалося генерування АФН, про що свідчить підвищення сумарної активності NOS та концентрація пероксинітрит-іонів, які також були вірогідно більшими порівняно з даними груп порівняння.

При оцінці активності ізоформ NOS при внутрішньогінгівальному введенні ЛПС на тлі СЗВ ми виявили суттєве збільшення активності iNOS. У той же час, активність cNOS та індекс її спряження достовірно не відрізнялися від значень груп порівняння.

Місцеве застосування ЛПС та 5%-го розчину NaOH за умов ЛПС-індукованої СЗВ значно збільшувало концентрацію ТБК-активних сполук у прооксидантному буферному розчині, що перевищувало значення груп з відтворенням СЗВ та локальним призначенням подразників. Активність СОД вірогідно зменшувалася порівняно з результатами груп порівняння. 

Таким чином, прекондиціювання організму внутрішньо-очеревинним введенням ЛПС, що супроводжується розвитком СЗВ, створює умови для більшого виснаження антиоксидантної системи у тканинах пародонта при дії місцевих пародонтопатогенних чинників. Це викликає ще більшу активацію вільнорадикальних процесів з утворенням значної концентрації вторинних продуктів ПОЛ. За цих умов антиоксидантна система перестає реагувати адекватно, наслідком чого є розвиток інволюції пародонта, створенням умов для практично безперешкодного поширення запального процесу, деструкція ЕЦМ та резорбція альвеолярного відростка щелеп, що підтверджується результатами оцінки продуктів деполімеризації біополімерів СТ.

Локальне застосування ЛПС та 5%-го розчину NaOH на тлі моделювання СЗВ збільшувало  у м’яких і кістковій тканинах пародонта  концентрацію вільного оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти, що перевищувало показники груп з відтворенням СЗВ та місцевим застосуванням названих агентів. Закономірно при локальній дії ЛПС та 5%-го розчину NaOH на ясна за умов СЗВ коефіцієнт оголення коренів молярів був вірогідно вищий, ніж його значення в групах порівняння.

При місцевому застосуванні ЛПС за умов СЗВ значно збільшувалася концентрація MMP-8 у м’яких тканинах пародонта та вірогідно перевищувала відповідні значення груп з відтворенням СЗВ та локальним введенням ЛПС.

Вочевидь, на етапі гострого процесу (гінгівіту) активація гістолітичних ферментів обмежується дією відповідних ендогенних інгібіторів.  Так, з MMP зв'язуються тканинні інгібітори металопротеїназ (TIMP). Вони блокують активацію латентних форм MMP і пригнічують дію вже активованих ферментів. У захисті від дії пародонтопатогенних чинників переважна роль відводиться TIMP-1 і TIMP-2 [148, 227, 448].

Згідно з отриманими результатами, моделювання СЗВ створює умови для більш інтенсивної дезорганізації СТ пародонта при їхньому місцевому пошкодженні різними агентами (ЛПС і розчином NaOH).  Це супроводжується виявленою нами активацією процесів деполімеризації колагену, протеогліканів і глікопротеїнів, що можуть істотно посилюватися за умов окисно-нітрозативного стресу, пов'язаного з активацією NF-κB [121].  Наслідком цього є хронізація та більш агресивний перебіг патології пародонта з безперешкодною генералізацією запального процесу та резорбцією альвеолярного відростка щелеп.

Агресивний  перебіг  запального  процесу  та  його  хронізація вважаються наслідком патологічного системогенезу, що призводить до утворення нових патологічних інтеграцій з  ушкоджених біологічних структур, позбавлених протективної для організму основи [48].

Одним із проявів функціонування патологічної системи можуть бути більш інтенсивні загальні ознаки запалення, пов’язані з прозапальною гіперцитокінемією, продукуванням білків гострої фази, системні метаболічні розлади. 

Згідно з отриманими нами результатами, локальне введення ЛПС S. typhi на тлі системної запальної відповіді  супроводжується збільшенням концентрації у крові церулоплазміну та вторинних продуктів ПОЛ (ТБК-реактантів), а також зменшенням антиоксидантного потенціалу порівняно з окремим внутрішньоочеревинним та внутрішногінгівальним застосуванням ліпополісахариду. Суттєвих відмінностей у сироватці крові вмісті цитокінів (IL-6, TNF-α, IL-10) при порівнянні даних наведених експериментальних груп не виявлено.

Раніше повідомлялося, що підвищення концентрації церулоплазміну в сироватці крові може бути більш чутливим показником СЗВ, ніж вміст у ній цитокінів [115].

СЗВ, як відомо, може посилювати ефект поліорганної альтерації за рахунок вторинної тканинної деструкції та порушення багатьох параметрів гомеостазу (ацидоз, гіпоксія, гіповолемія тощо). Тому СЗВ унаслідок ефекту вторинного поліорганного пошкодження має здатність до саморозвитку та збільшення тяжкості системних і місцевих ускладнень [35, 198].

Таким чином, розвиток тяжких запальних захворювань пародонта пов’язаний не тільки з безпосереднім пошкодженням тканин пародонта патогенним агентом, але і в результаті формування ендогенних патогенетичних механізмів, які забезпечують дизрегуляторний вплив і набувають за певних умов значення провідних ланок патогенезу.
Раніше нами було показано, що властивості патологічної детермінанти як ініціальної ланки утворення ПС може набувати тривала активація певних факторів транскрипції, зокрема, ядерного фактора κB – NF-κB як патогенетичного чинника розвитку різних компонентів метаболічного синдрому [69].

На кафедрі патофізіології Української медичної стоматологічної академії була показана роль NF-κB за умов експериментального метаболічного синдрому та інтоксикацій ініціювати метаболічні та структурні порушення у тканинах пародонта [14, 121, 123]. 

Більшість з відомих активаторів NF-κB беруть участь у патогенезі захворювань органів ротової порожнини, наприклад, бактеріальні ліпополісахариди, простагландини E2, інтерлейкін 1β, фактор некрозу пухлин α, стрес, віруси тощо [218]. Властивості активаторів NF-κB виявляє низка пародонтопатогених бактерій – Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia [218, 434].

Для дослідження ролі NF-κB як детермінанти патологічної системи, що викликає агресивний або хронічний перебіг запальних захворювань пародонта за умов СЗВ ми використовували інгібітори активації цього транскрипційного чинника  амонію піролідиндитіокарбамат (PDTC) та водорозчинну форму флавоноїду кверцетину. Так, PDTC порушує механізм деградації IκB-α та транслокації димерів NF-κB у ядро [272]. Ця сполука широко використовується у експериментальних дослідженнях ролі NF-κB-сигналізацію [187, 337, 576]. 

Здатність пригнічувати активацію NF-κB на етапі протеасомної деградації IκB виявляє кверцетин, при цьому порушується подальша транслокація вільних компонентів NF-κB у ядро клітини [363]. Цей флавоноїд також знижує біосинтез білків сімейства NF-κB, зокрема, p65 [395].  Все це зменшує NF-κB-залежну експресію підконтрольних генів, значна кількість з яких кодує прооксидантні та прозапальні білки (gp91 phox, ксантиноксидоредуктазу, iNOS, циклооксигеназу 2, ліпоксигеназу 5 та 12, монооксигенази Cyp7b, Cyp2E1, Cyp2C11), гістолітичні ферменти (колагеназу 1 і 3, стромелізин 1, 2 і 3, желатиназу В) та ін. [439].

За нашими даними, введення PDTC достовірно зменшувало швидкість продукування .О
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 різними ЕТЛ (NADPH- і NADH-залежними, NADPH-оксидазою лейкоцитів), ніж це відбувається при введенні кверцетину (NADPH-залежними ЕТЛ та NADPH-оксидазою фагоцитів).

Раніше за умов експериментального метаболічного синдрому було показано, що зміни вільнорадикальних процесів у тканинах пародонта при активації NF-κB реалізуються значною мірою через біосинтез iNOS. Конститутивні  ізоформи  цього  ферменту  (наприклад, nNOS)  навпаки,   сприяють пригніченню продукування .О
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 NADPH- і NADH-залежними ЕТЛ [123].

Введення PDTC і кверцетину істотно знижувало у тканинах пародонта активність NOS (сумарну та її індуцибельної ізоформи) та концентрацію пероксинітрит-іонів при збільшенні індексу спряження cNOS, що підтверджує менший ризик вироблення .О
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 NADPH-залежним ЕТЛ у складі цього ферменту.

Відомо, що утворення ONOO-, у свою чергу, може як збільшувати, так і знижувати NF-κB-залежну експресію генів, що забезпечують розвиток окисно-нітрозативного стресу [314, 400]. У тканинах пародонта виявлена здатність ONOO- підвищувати швидкість продукування .О
[image: image163.wmf]-

2

 [104], що, на думку дослідників, реалізується внаслідок порушення мітохондріальних ферментних комплексів на рівні NADH-коензим Q-редуктази, сукцинат-коензим Q-редуктази та коензим QН2-цитохром с-редуктази через окиснення цистеїнових і метіонінових залишків білків, нітрування тирозину, ушкодження залізосіркових кластерів [539]. Нітрування СОД запобігає дисмутації .О
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 з його подальшою участю в утворенні ONOO- за механізмом «порочного» кола [430].
Наслідком суттєвого обмеження генерування АФО/АФН є суттєве обмеження ПОЛ у м’яких тканинах пародонта. Введення PDTC та кверцетину на тлі відтворення СЗВ достовірно зменшувало вміст вторинних продуктів ПОЛ - сполук, що реагують з ТБК, а також підвищувало активність СОД і каталази.

Антирадикальній дії кверцетину сприяє його здатність виконувати функції скевенджера АФО/АФН, інгібітора низки ферментів, що забезпечують катаболізм фосфоліпідів (фосфоліпази, ліпоксигенази, циклооксигенази) [11, 406]. 

Покращення активності прооксидантно-антиоксидантної системи було показано при дії кверцетину на організм гризунів при відтворенні моделі бактеріально-імунного пародонтиту, наслідком чого було зниження у сироватці крові вмісту продуктів пероксидації ліпідів і білків, метаболітів NO, відновлення функціонування ферментативної і неферментативної ланок  антиоксидантної системи [275, 283].

Раніше було показано здатність кверцетину стабілізувати активність клітин вродженого імунітету в процесі перебігу бактеріально-імунного пародонтиту, зменшувати кількість фагоцитів крові, які загинули шляхом некрозу / апоптозу [45, 47, 279]. Цьому сприяє нормалізація в лейкоцитах мітохондріального трансмембранного потенціалу [276]. Усувалася також дис-функція адаптивного імунітету, зменшувалася у сироватці крові концентрація імуноглобулінів А, М, G та циркулюючих імунних комплексів [277]. 

Введення інгібіторів активації NF-κB за умов СЗВ вірогідно зменшувало у м’яких і кістковій тканинах пародонта концентрацію вільного оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти порівняно з відповідними значеннями 2-ї групи, що вказує на зменшення у СТ структурах пародонта деполімеризації колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів.

Примітно, що введення PDTC і кверцетину на тлі СЗВ істотно зменшувало коефіцієнт оголення коренів зубів, який за цих умов суттєво не відрізнявся від даних інтактних тварин.

Раніше було показано, що деполімеризація колагенових і неколагенових білків СТ пов’язана з NF-κB-залежною активацією MMP: колагенази-1 і -3, стромелізину 1, 2 і 3, желатинази В.  Сайти цього транскрипційного чинника наявні у промоторній області MMP 1, 7, 9, 13, що синтезуються моноцитами, макрофагами і фібробластами [511, 559]. Тобто, активація NF-κB завдяки підвищенню синтезу колагеназ 1 і 3 та желатинази В забезпечує колагеноліз, а через збільшення експресії матрилізину може регулювати структуру протеогліканів. Раніше повідомлялося про неоднозначну дію кверцетину на MMP. З одного боку, спостерігалася здатність кверцетину індукувати MMP-1 in vitro and in vivo [265]. З іншого боку, цей поліфенол зменшував активність MMP-2 та MMP-9 (зокрема через Akt та ERK-залежні сигнальні шляхи [414, 462]), а також MMP-13 (колагенази 3) [426], що підтверджує колагенолітичну дію кверцетину.

Антиоксидантні властивості кверцетину дозволяють зменшити ознаки окисно-нітрозативного стресу [188], що усуває подальший його вплив на дезорганізацію СТ.
Крім того, нещодавно було доведено остеопротективні властивості похідних кверцетину, що має значення для регенерації пародонта [317]. Ми припускаємо, що така дія цього флавоноїду може бути пов’язана з його впливом на NF-κB-залежні процеси, наслідком чого є активація остеобластів та пригнічення резорбтивної активності остеобластів, підконтрольне  системі, що включає активатор рецептора NF-κB (RANK), його ліганд (RANKL) та остеопротегерин [573]. 

Нещодавно було показано, що остеопротективна дія PDTC і кверцетину (за умов поєднаної токсичної дії фториду та нітрату натрію) може бути пов’язана зі зменшенням активності ферментів-маркерів резорбції кістки - кислої фосфатази та її кісткової ізоформи. При цьому також обмежується деполімеризація колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів СТ стегнових кісток і хребців зі збільшенням щільності та міцності останніх  [96].

Пародонтопротективна дія кверцетину підтверджуються також даними проведеного нами гістологічного дослідження. Так, використання кверцетину на тлі моделювання ЛПС-індукованої СЗВ помітно змінювало морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті. Показано,  що проведена корекція перешкоджає утворенню гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу.

Отримані нами результати узгоджуються з результатами дії кверцетину на організм щурів при відтворенні моделі бактеріально-імунного пародонтиту, що виявили зменшення проявів деструктивних змін СТ, обмеження макро- та мікрофагальної інфільтрації, покращення структури епітеліальної пластинки слизової ясен, фібрилярної структури колагенових волокон, зменшення кількості дистрофічно змінених клітин.  За цих умов зменшується набряк аморфного компонента міжклітинної речовини, покращується структура альвеолярної кістки, що дозволяє авторам зробити висновок про обмеження подальшого розвитку запального процесу [280].
Позитивна дія кверцетину також підтверджується експериментальними даними щодо його ефективності при локальній аплікації ЛПС S. typhi при застосуванні препарату в складі оральних гелів. При цьому знижується активність уреази, підвищується активність лізоциму, збільшується вміст гіалуронової кислоти в яснах (через пригнічення гіалуронідази) [186]. Ефективність кверцетину при запальних хворобах пародонта доведена у клінічній стоматології, що підтверджується зниженням активності еластази, уреази, вторинних продуктів ПОЛ, ступеня дисбіозу, збільшенням активності лізоциму, каталази в ротовій рідині пацієнтів, покращенням пародонтальних індексів [524]. 

За нашими даними, застосування інгібіторів активації NF-κB  за умов внутрішньоочеревинного введення ЛПС Salmonella typhi суттєво зменшує ознаки СЗВ, зокрема прозапальну гіперцитокінемію (знижується концентрація в сироватці крові IL-6 та TNF-α), ПОЛ (зменшується утворення ТБК-активних сполук у крові). При цьому збільшується вміст у сироватці крові протизапального цитокіну IL-10, покращуються показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів: зменшується гіперінсулінемія, індекс HOMA-IR, дисліпідемія.

Нещодавно виявлено роль у розвитку запальних захворювань пародонта (особливо у  деструкції його кісткової тканини) іншого редоксчутливого транскрипційного фактора - AP-1 [378, 386].

Проте, незважаючи на велику кількість даних щодо участі AP-1 у молекулярних механізмах регуляції запалення і окисного обміну, його вплив на ці процеси вважається неоднозначним і таким, що залежить від дії низки супутніх чинників. З одного боку, AP-1 здатний безпосередньо регулювати експресію прозапальних цитокінів TNF-α, IL-1, IL-2, IFN-γ, GM-CSF та ін. [7, 226, 365, 413, 519, 579], що робить його важливим учасником патогенезу запальних та серцево-судинних захворювань. З іншого боку, він може зв'язуватися з ARE, а компоненти AP-1 нині відомі як модулятори активності NFE2L2 [598]. 

За нашими даними, введення інгібітора активації AP-1 SR 11302 за умов відтворення СЗВ супроводжувалося достовірним зменшенням у м’яких тканинах пародонта швидкості продукування .О
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 NADPH- і NADH-залежними ЕТЛ, активності NOS (сумарної та iNOS), вмісту ONOO-. Проте суттєвих змін  індексу спряження cNOS за цих умов виявлено не було.
Відомо, що ефективними модуляторами синтезу АФО/АФН у вогнищі запалення є цитокіни. Причому експресія деяких з них (TNF-α, IL-1, IL-2, IFNγ, GM-CSF та ін.) регулюється не тільки NF-κB, але й    AP-1 [7, 226, 365, 413, 519, 579]. Усі з названих прозапальних цитокінів здатні посилювати продукування радикалів .О
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  і NO. [138]. Нещодавно виявлено участь таких компонентів системи AP-1-сигналізації, як Fra-1, Fra-2, JunB, JunD, FosB та MAPK p38, у регуляції iNOS [488, 489].

Введення SR 11302 за умов відтворення СЗВ також супроводжувалося більш низькими значеннями концентрації ТБК-реактантів. При цьому приріст вмісту останніх за час інкубації був меншим порівняно з даними групи з відтворенням СЗВ. Тобто за цих умов істотно підвищувався антиоксиданий потенціал у м’яких тканинах пародонта, що підтверджувалося також збільшенням активності СОД і каталази.

Незважаючи на те, що AP-1  може зв'язуватися з ARE, спорідненим з TRE, AP-1 не є облігатним активатором ARE-залежних генів, тому що,   зв'язуючись з ARE, цей чинник не обов'язково запускає експресію генів-мішеней [7]. Ця думка підтверджується результатами наших досліджень, які заперечують антиоксидантну спрямованість у дії AP-1, а його інгібітор значно збільшує антиоксиданий потенціал у тканинах пародонта за умов СЗВ.

За нашими даними, застосування SR 11302 за умов відтворення СЗВ знижувало у м’яких і кістковій тканинах пародонта вміст вільного оксипроліну, ГАГ та N-ацетилнейрамінової кислоти, що робить його ефективним засобом корекції деполімеризацію колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів, наслідком чого є обмеження ступеню резорбції альвеолярного відростка щелеп.

Такі зміни відповідають здатності AP-1 впливати за умов первинної та вторинної альтерації на гістолітичні ферменти (колагеназу 1 і 3, стромелізин 1, 2 і 3, желатиназу В) [511, 559]. 

Остеопротективну дію SR 11302 (за умов поєднаної токсичної дії фториду та нітрату натрію) пов’язують також зі зменшенням активності ферментів-маркерів резорбції кістки - кислої фосфатази та її кісткової ізоформи, що супроводжується обмеженням деполімеризації колагену,  протеогліканів і глікопротеїнів зі збільшенням щільності, мінеральної насиченості, міцності і пружності стегнових кісток і хребців [95].

 Хоча початкові дослідження продемонстрували провідну роль сайтів AP-1 у транскрипції MMP у багатьох клітинах, у подальшому була продемонстрована їхня кооперативна взаємодія з певними цис-діючими послідовностями. Наприклад, індукція ММР-1 за участю IL-1 у фібробластах кроля вимагає взаємодії між сайтом AP-1 та NF-κB-подібним елементом [559].

Таким чином, AP-1 і NF-κB можуть впливати на синтез желатиназ А і В, які активно беруть участь у колагенолізі, матрилізину, що регулює структуру протеогліканів, колагеназ, що забезпечують деструкцію фібрилярного колагену. Проте, за нашими даними, ефективна корекція надмірної деполімеризації біополімерів СТ може відбуватися і при окремому пригніченні AP-1.

Примітно, що застосування інгібітора AP-1 SR 11302  за умов внутрішньоочеревинного введення ЛПС Salmonella typhi також зменшує ознаки СЗВ, зокрема концентрацію в сироватці крові IL-6 (але не TNF-α), утворення вторинних продуктів ПОЛ. При цьому збільшується вміст у сироватці крові протизапального цитокіну IL-10, покращуються показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові тварин: зменшується гіперінсулінемія, підвищується вміст ХС-ЛПВЩ.

Нещодавно з’явилися публікації, що обговорюють роль STAT-3 у патогенезі запальних захворювань пародонта через індукцію вироблення цитокінів (TNF-α, IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, INF-γ), MMP 2 і 9, iNOS, циклооксигенази-2 та ін. [218]. Активація STAT-3 спостерігається при відтворенні лігатурної та ЛПС-індукованої моделей експериментального пародонтиту [256, 311].

За нашими даними, застосування інгібітора STAT-3 іматинібу мезилату на тлі СЗВ зменшувало вироблення .О
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 лише мітохондріальним ЕТЛ, у той час як інгібітори NF-κB та AP-1 обмежували також генерування .О
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 NADPH-залежними ЕТЛ та фагоцитами.

У той же час призначення іматинібу мезилату за умов експерименту знижувало у тканинах пародонта активність NOS (загальну та iNOS) при збільшенні активності cNOS та індексу її спряження, що вказує на зменшення ризику продукції цим ферментом АФО. Проте вміст ONOO- суттєво не змінювався.

Раніше повідомлялося про неоднозначний вплив STAT-3 на продукування NO. З одного боку, цей транскрипційний чинник виявляв здатність стимулювати транскрипцію iNOS [479, 590], з іншого – він пригнічував  синтез NO у макрофагах людини у відповідь на інфікування Mycobacterium tuberculosis [484].

Виявлене нами обмеження утворення .О
[image: image169.wmf]-

2

 та цитотоксичних кількостей NO (за участю iNOS) при дії іматинібу мезилату на тлі відтворення СЗВ супроводжується зменшенням концентрації вторинних продуктів ПОЛ - ТБК-реактантів та підвищенням активності СОД і каталази.

При застосуванні іматинібу мезилату за умов моделювання СЗВ у м’яких і кістковій тканинах пародонта вірогідно зменшувався вміст вільного оксипроліну, ГАГ і N-ацетилнейрамінової кислоти, знижувалося значення коефіцієнту оголення коренів зубів.

Нині відомо, що мішенями впливу сигнального шляху STAT-3 у тканинах пародонта можуть бути гістолітичні ферменти (MMP 2 і 9) [218]. Окрім того, така дія білків сімейства STAT може опосередкуватися через інші транскрипційні чинники, оскільки STAT-3 є фактором up-регуляції NF-κB [252]. Показано, що STAT-3 і NF-κB синергічно регулюють гени, що кодують цитокіни та хемокіни [218, 319]. Члени сімейства NF-κB здатні до фізичної взаємодії зі STAT-3, що призводить до транскрипційної синергії або репресії підконтрольних генів NF-κB / STAT-3 [319]. Автори припускають, що нефосфорильований STAT-3 зв'язується з комплексом NF-κB/IκB, що полегшує активацію NF-κB. STAT-3 також може взаємодіяти з p65 та збільшувати час його перебування у ядрі через ацетилювання. Підкреслюється, що комплекс NF-κB / STAT-3 може активувати гени, які окремо ці чинники індуковати не здатні.

За нашими даними, дія інгібітора STAT-3 послаблює ознаки ЛПС-індукованої СЗВ, що виявляється у зменшенні концентрації в сироватці крові прозапальних цитокінів IL-6 та TNF-α, збільшенні вмісту IL-10,     обмеженні утворення в крові вторинних продуктів ПОЛ – ТБК активних сполук.

На відміну від дії розглянутих вище сигнальних шляхів, асоційованих з транскрипційними чинниками, система Keap1 / Nrf2 / ARE протидіє механізмам вільнорадикального ушкодження, запалення та фіброзу [421, 560]. У той же час нею контролюється експресія генів цитохрому P-450 та iNOS [78], важливих для розвитку окисно-нітрозативного стресу.

Як індуктор Nrf2 ми використовували епігалокатехін-3-галат (EGCG), дія якого реалізується через протеоліз інгібіторного  білка Keap1 [364, 534].

За нашими даними, введення EGCG зменшує у м’яких тканинах пародонта на тлі ЛПС-індукованої СЗВ генерування .О
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 мітохондріями, мікросомами і NOS, NADPH-оксидазою лейкоцитів, а також знижує активність NOS (сумарну та iNOS), а також концентрацію пероксинітриту. 

При застосуванні EGCG за умов експерименту в м’яких тканинах пародонта збільшується активність cNOS, з якою пов’язана протирадикальна пародонтопротективна дія [17, 122]. Підвищується спряження cNOS, що підтверджує суттеве обмеження можливості продукування.О
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 конститутивними ізоформами NOS.

Результатом пригнічення продукування АФО/АФН є обмеження    активації ПОЛ та збільшення антиоксидантного потенціалу тканин пародонта, підвищення активності антиоксидантних ферментів (СОД, каталази).

До таких змін може призводити як безпосередня індукція Nrf2 та ARE зі збільшенням експресії генів антиоксидантних білків, включаючи СОД і каталазу, але і функціональний антагонізм щодо інших редоксчутливих чинників, наприклад, NF-κB і АР-1 [405, 566]. Ефективними стимуляторами продукування .О
[image: image172.wmf]-

2

  NADPH-оксидазою лейкоцитів є прозапальні цитокіни, синтез яких залежить від активації NF-κB [550]. 

Раніше було показано, ЛПС-опосередкована активація NF-κB може зменшуватися при введенні в організм індукторів Nrf2 (фенетілізотіоціанату, сульфорафану та куркуміну) [405]. Повідомляється також про можливість зменшення активності IKKβ [575] та каспаза-опосередкованого протеолізу NF-κB/p65 [322] при застосуванні EGCG.

Проте останнім часом було повідомлено, що NF-κB здатний безпосередньо пригнічувати Nrf2-сигналізацію на рівні транскрипції. Він конкурує з Nrf2 на рівні транскрипційного коактиватора CREB-зв'язувального білка (CBP) [409]. Крім того, NF-κB може залучати деацетилазу гістонів 3 (HDAC3), що забезпечує гіпоацетилювання з порушенням  Nrf2-сигналізації.
Таким чином, здатність EGCG пригнічувати активацію NF-κB  є важливою особливістю цього поліфенолу, що створює передумови для успішної реалізації гістопротекторних властивостей сигнального шляху Keap1 / Nrf2 / ARE.

Нетоксичність EGCG є перевагою, яка відрізняє його від більшості інгібіторів активації NF-κB, використання яких супроводжується низкою побічних ефектів [407].

Дійсно, за нашими даними, EGCG виявляє за умов СЗВ гістопротекторні властивості, зменшуючи у м’яких і кістковій тканинах пародонта колагеноліз (зменшується концентрація вільного оксипроліну) і деполімеризацію протеогліканів і глікопротеїнів (зменшується вміст ГАГ і NANA).

За цих умов закономірно обмежується ступінь резорбції альвеолярного відростка щелеп, що також підтверджується результатами гістологічного дослідження тканин пародонта.

При застосуванні EGCG на тлі СЗВ змінюється морфологічна картина запально-деструктивних процесів у пародонті, з чим пов’язано  зменшення ступеню резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорення утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, заміщення кісткових дефектів сполучною тканиною та регенерація цементу.

Примітно, що внутрішньоочеревинне введення EGCG за умов системного введення ЛПС S. typhi супроводжується суттєвим обмеженням проявів СЗВ, що виявляється у зменшенні концентрації в сироватці крові прозапальних цитокінів (IL-6 та TNF-α) та збільшенні вмісту протизапального  IL-10, обмеженні у крові щурів утворення вторинних продуктів ПОЛ – ТБК активних сполук. При цьому застосування цього індуктора системи Nrf2 / ARE позитивно впливає на показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів: обмежує гіперінсулінемію, індекс HOMA-IR, дисліпідемію.

Оскільки серед підконтрольних NF-κB та AP-1 генів більшість кодує білки, що мають прозапальну активність, можна припустити, що інгібітори цих транскрипційних чинників можуть мати синергічну дію щодо обмеження розвитку окисно-нітрозативного стресу  та  дезінтеграції  сполучнотканинних структур пародонта, що потребує експериментального з’ясування.

Згідно з нашими даними, за умов системного та місцевого введення ЛПС S. typhi комбінація водорозчинної форми кверцетину та SR 11302 у       більшій мірі обмежує в м’яких тканинах пародонта продукування .О
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  NADPH– і NADH–залежними ЕТЛ, у тому числі cNOS у роз’єднаному стані, зменшує активність iNOS, концентрацію пероксинітрит-іонів, утворення вторинних продуктів ПОЛ, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

При поєднаній дії кверцетину та SR 11302 при системному і місцевому введенні ЛПС вірогідно знижувалася концентрація у м'яких і кістковій тканинах пародонта вільного оксипроліну і NANA  порівняно зі значеннями груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. Однак не було виявлено будь-яких відмінностей між цими групами при оцінці вмісту ГАГ.

Сукупна дія кверцетину та SR 11302 за умов експерименту супроводжувалася суттєвим зменшенням коефіцієнту оголення коренів, який вірогідно поступався відповідним значенням груп з окремим введенням кверцетину та SR 11302. 

Отримані результати доводять наявність синергічних ефектів кверцетину та інгібітора активації AP-1 SR 11302,  пов’язаних з корекцією окисно-нітрозативного стресу та дезінтеграції сполучної тканини пародонта. Спільне застосування кверцетину з SR 11302 дозволяє більш ефективно обмежувати механізми ураження пародонта, пов’язані з активацією редоксчутливих транскрипційних чинників (NF-κB, AP-1, Nrf2).

Таким чином, поєднане призначення водорозчинної форми кверцетину з інгібітором активації AP-1 SR 11302 при системному та місцевому введенні ЛПС S. typhi є більш ефективним засобом корекції порушень сполучної тканини пародонта, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

Звертає на себе увагу той факт, що за цих умов у більшій мірі обмежується утворення вторинних продуктів ПОЛ у крові щурів, підвищується її антиоксидантний потенціал, коригуються порушення вуглеводного обміну (гіперінсулінемію, інсулінорезистентність), ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів. Тобто поєднане застосування кверцетину та SR 11302 має позитивний синергічний вплив не тільки на локальний метаболізм у тканинах пародонта, але і системний обмін речовин.
Не менш цікавим є дослідження закономірностей сукупної дії водорозчинної форми кверцетину та індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галату. 

Примітно, що кверцетин, окрім здатності пригнічувати NF-κB, може, у певній мірі, активувати сигнальний шлях Nrf2 - ARE та залежну від нього гемоксигеназу 1 [363].

За нашими даними, за умов системного та місцевого введення ЛПС  S. typhi комбінація водорозчинної форми кверцетину з EGCG, також виявляє синергічну дію щодо корекції проявів окисно-нітрозативного стресу в м’яких тканинах пародонта, що виявляється в обмеженні в них вироблення .О
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 NADPH– і NADH–залежними ЕТЛ, включаючи cNOS у роз’єднаному стані, зменшенні активності iNOS, концентрації пероксинітрит-іонів, утворення вторинних продуктів ПОЛ, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

За цих умов вірогідно зменшувалися значення концентрації NANA (у м’яких тканинах пародонта) та вільного оксипроліну і NANA (у  кістковій тканині), а також коефіцієнту оголення коренів порівняно з відповідними результатами груп з окремим введенням кверцетину та EGCG.

Окрім того, застосування кверцетину разом з EGCG  при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi більш ефективно попереджає утворення вторинних продуктів ПОЛ у крові щурів, підвищує її антиоксидантний потенціал, коригує порушення вуглеводного обміну (гіперінсулінемію, інсулінорезистентність), ніж це відбувається при окремому застосуванні препаратів. 

Отримані нами результати свідчать про можливість двох підходів до підвищення ефективності корекції модуляторами редоксчутливих транскрипційних факторів окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта, порушень його сполучної тканини, системного вуглеводного та ліпідного метаболізму при дії загальних і місцевих патогенних чинників. По-перше, з цією метою може застосовуватися поєднана дія інгібіторів транскрипційних факторів NF-κB і  AP-1, що розглядаються нами як детермінанти формування патологічної системи через експресію прооксидантних та прозапальних білків (gp91 phox, ксантиноксидоредуктазу, iNOS, циклооксигеназу 2, ліпоксигеназу 5 та 12, монооксигенази Cyp7b, Cyp2E1, Cyp2C11), гістолітичні ферменти (колагенази, стромелізин, желатинази) тощо.

По-друге, іншим підходом може бути фармакологічний вплив на   функціонально антагоністичні сигнальні системи, зокрема, пригнічення  активації транскрипційних факторів NF-κB і  AP-1 разом з індукцією шляху Nrf2 /ARE.
На рис. 7.2. наводиться концептуальна схема причино-наслідкових зв’язків у патогенезі ураження пародонта за умов ЛПС-індукованої СЗВ за результатами нашого дослідження та даними літератури. 

На підставі цієї схеми, підбиваючи підсумки дослідження, можна констатувати наявність таких важливих ланок патогенезу, що можуть розглядатися як наслідки функціонування патологічної системи, як провідного механізму пошкодження тканин пародонта за умов ЛПС-індукованої СЗВ, за участю редоксчутливих транскрипційних чинників:
1) розвиток за цих умов окисно-нітрозативного стресу, деструкції  органічного матриксу пародонта, резорбція альвеолярного відростка щелеп пов’язана с функціонуванням транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 та коригується їхніми інгібіторами (PDTC, SR 11302, іматинібу   мезилатом);
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Рис. 7.2. Концептуальна схема причино-наслідкових зв’язків у патогенезі ураження пародонта за умов ЛПС-індукованої системної запальної відповіді (на підставі власних досліджень та даних літератури).

2) індукція сигнального шляху Nrf2 / ARE обмежує реалізацію механізмів пошкодження пародонта, пов’язаних з  функціонуванням  патологіч-

ної системи, що попереджує розвиток морфологічних  ознак пародонтиту;

3) ефективність корекції метаболічних та структурних порушень пародонта збільшується при одночасному застосуванні декількох засобів, що пригнічують транскриційні чинники, що активують окисно-нітрозативних стрес, запалення та деструкцію сполучної тканини пародонта (водорозчинна форма кверцетину + SR 11302), або комбінуванні інгібітора таких факторів з індуктором функціонально антагоністичного чинника (водорозчинна форма кверцетину + індуктор системи Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галат).

Взагалі, сигнальні шляхи, асоційовані з NF-κB, AP-1 та Nrf2, є перспективними фармакологічними мішенями для розробки нових  пародонтопротективних лікарських засобів з системною та місцевою дією.

ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання наукової проблеми, що полягає у обґрунтуванні нових підходів до патогенетичної терапії запальних захворювань пародонта на підставі з’ясування ролі редоксчутливих факторів транскрипції (NF-κB, AP-1,  STAT-3, Nrf2) у механізмах дизрегуляторних функціонально-метаболічних і структурних розладів пародонта щурів за умов дії місцевих і системних патогенних чинників. 

1. Внутрішньочеревинне введення ліпополісахариду Salmonella typhi (в дозі 0.4 мкг/кг маси 3 рази протягом 1-го тижня та одноразово щотижнево протягом наступних 7-ми тижнів) супроводжується розвитком системної запальної відповіді (підвищенням у сироватці крові концентрації інтерлейкіну-6 і фактора некрозу пухлини-α у 1.9 та 1.7 раза, р<0.001,  церулоплазміну - на 65.2%, р<0.001,  зменшення інтерлейкіну-10 на 49.7%, р<0.001) з ознаками декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові та розладами вуглеводного та ліпідного метаболізму з ознаками інсулінорезистентності, гіперінсулінемії, дисліпопротеїнемії, гіпо-α-ліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії. В той же час локальне застосування ліпополісахариду S. typhi (в разовій дозі 1 мкг/кг, рівномірно розподіленій на 4 ін'єкції в ясна на рівні 2-х молярів) викликає лише помірну системну відповідь, що виявляється у підвищенні на час забою тварин (через 7 діб після застосування ліпополісахариду) концентрації  інтерлейкіну-10 та розвитку компенсованого пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів без істотних змін показників вуглеводного та ліпідного метаболізму в крові.

2. Локальне введення ліпополісахариду S. typhi на тлі системної запальної відповіді супроводжується збільшенням концентрації у крові церулоплазміну (на 16.6%, p<0.02, та 47.7%, p<0.001) і вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів – сполук, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (на 16.8%, p<0.01, та 50.8%, p<0.001), а також зменшенням антиоксидантного потенціалу порівняно з окремим внутрішньоочеревинним та внутрішноясенним застосуванням ліпополісахариду.

3. Відтворення ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді супроводжується розвитком окисно-нітрозативного стресу у тканинах пародонта щурів (збільшення продукування супероксидного аніон-радикала мітохондріями на 40.5%, p<0.01, NADPH–залежними електронно-транспортними ланцюгами мікросом і NO-синтази – на  38.3%, p<0.01) та NADPH-оксидазою лейкоцитів – на 32.9%, p<0.01,       підвищення активності індуцибельної ізоформи NO-синтази – втричі, p<0.001, концентрації пероксинітрит-іонів – на 30.1%, p<0.01). Моделювання системної запальної відповіді викликає порушення механізму    авторегуляції фізіологічної концентрації активних форм нітрогену в тканинах, що виявляється у одночасному збільшенні утворення NO через NO-синтазний та нітрат- / нітритредуктазний механізм.

4. Місцевий вплив патогенних агентів (ліпополісахарид S. typhi, 5% розчину гідроксиду натрію) на тлі системної запальної відповіді    активує розвиток окисно-нітрозативного стресу в тканинах пародонта, збільшує в них продукування супероксидного аніон-радикала NADH- і NADPH-залежними джерелами (мікросомами, мітохондріями, фагоцитами), підвищує концентрацію пероксинітриту та утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів у гомогенаті м’яких тканин пародонта, зменшуючи у них активність супероксиддисмутази порівняно з окремим відтворенням системної запальної відповіді та гострого гінгівіту.
5. При дослідженні м’яких тканин пародонта за умов ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді показано, що деструкція екстрацелюлярного матриксу пов’язана зі збільшенням концентрації матриксних металопротеїназ 1 і 8 (на 47.9 та 53.3%, p<0.001), деполімеризацією колагену, протеогліканів і сіалоглікопротеїнів (підвищення вмісту вільного оксипроліну на 66.2%, p<0.01,  глікозаміногліканів – на 66.8%, p<0.05, N-ацетилнейрамінової кислоти – на 62.9%, p<0.001). Вплив на ясна місцевих пародонтопатогенних агентів (ліпополісахариду S. typhi, лугу) у кількості, яка за звичайних умов не виявляє суттєвої гістолітичної дії, на тлі ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді значно посилює в м’яких і кістковій тканинах пародонта реакції колагенолізу, деполімеризації протеогліканів і сіалоглікопротеїнів, істотно збільшує резорбцію альвеолярних відростків щелеп.

6. Експериментальне моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді у щурів виявляє морфологічні ознаки пародонтиту, які проявляються запаленням і деструкцією періодонта, формуванням патологічної періодонтальної кишені, деструктивними змінами в кістковій тканині альвеолярного відростка і в цементі кореня зуба. 

7. Активація транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3 може розглядатися як детермінанта патологічної системи, що призводить до дизрегуляції окисного метаболізму та дезорганізації сполучної тканини пародонта. Застосування інгібіторів активації цих факторів (амонію піролідиндитіокарбамату, водорозчинної форми кверцетину, SR 11302, іматинібу мезилату) за умов системної запальної відповіді обмежує у тканинах пародонта щурів утворення активних форм оксигену та нітрогену: знижує швидкість продукування супероксидного аніон-радикала мітохондріальним і мікросомальним електронно-транспортними ланцюгами, NADPH-оксидазою лейкоцитів, зменшує NO-синтазну активність (загальну та її індуцибельної ізоформи), концентрацію пероксинітрит-іонів. Результатом цього є зменшення утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів та збільшення   антиоксидантного потенціалу тканин пародонта (при застосуванні амонію піролідиндитіокарбамату, водорозчинної форми кверцетину та             SR 11302), активності в них антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази), обмеження у м’яких і кістковій тканинах пародонта деполімеризації колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів, зменшення ступеню резорбції альвеолярного відростка щелеп.

8. Використання водорозчинної форми кверцетину на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді помітно змінює морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті: перешкоджає утворенню гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу.

9. Патогенетична корекція дизрегуляторної патології пародонта, пов’язаної з утворенням патологічної системи через надмірну активацію транскрипційних чинників NF-κB, AP-1 та STAT-3, досягається шляхом індукції функціонально антагоністичної редокчутливої системи Keap1 / Nrf2 / антиоксидант-респонсивний елемент. Введення її індуктора епігалокатехін-3-галату при відтворенні системної запальної відповіді зменшує в м’яких тканинах пародонта генерування супероксидного аніон-радикала електронно-транспортними ланцюгами мітохондрій (на 22.9%, p<0.02), мікросом і NO-синтази (на 22.9%, p<0.02), NADPH-оксидазою лейкоцитів (на 23.3%, p<0.02), а також знижує NO-синтазну активність (сумарну – на 44.2%, p<0.001, індуцибельної ізоформи – на  48.9%, p<0.001) та концентрацію пероксинітриту (на 21.3%, p<0.02). Результатом пригнічення продукування активних форм оксигену та нітрогену є обмеження активації пероксидного окиснення ліпідів та збільшення    антиоксидантного потенціалу тканин пародонта, підвищення активності антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази).

10. Використання індуктора системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галату на тлі моделювання ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді ефективно обмежує у м’яких і кістковій тканинах пародонта колагеноліз, деполімеризацію протеогліканів і сіалоглікопротеїнів, покращує морфологічну картину запально-деструктивних процесів у пародонті (перешкоджає утворенню гнійного ексудату, зменшує ступінь резорбції цементу і кісткової тканини альвеолярного відростка, прискорює утворення і дозрівання грануляційної тканини в стінках пародонтальної кишені, сприяє заміщенню кісткових дефектів сполучною тканиною, сприяє регенерації цементу), впливає на загальні ознаки системної запальної відповіді (зменшує концентрацію в сироватці крові    інтерлейкіну-6 на 42.0%, p<0.001, фактора некрозу пухлини-α  на 28.6%, p<0.02, збільшує вміст інтерлейкіну-10 у 2.8 раза, p<0.001, обмежує утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів), обмежує гіперінсулінемію, інсулінорезистентність, дисліпідемію.

11. Ефективність корекції метаболічних та структурних порушень пародонта за умов системного та місцевого введення ліпополісахариду S. typhi збільшується при одночасному застосуванні декількох засобів, що пригнічують транскриційні чинники NF-κB і AP-1  (кверцетин + SR 11302), або при комбінуванні інгібітора NF-κB з індуктором функціонально антагоністичного чинника Nrf2 (кверцетин + епігалокатехін-3-галат). За наведених умов застосування комбінації водорозчинної форми кверцетину з SR 11302, або епігалокатехін-3-галатом, у більшій мірі   обмежує в м’яких тканинах пародонта продукування супероксидного аніон-радикала NADPH– і NADH–залежними електронно-транспортними ланцюгами, покращує індекс спряження конститутивних ізоформ NO-синтази, зменшує активність її індуцибельного ізоферменту, концентрацію пероксинітрит-іонів і вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

12. Поєднане призначення водорозчинної форми кверцетину з    інгібітором активації AP-1 SR 11302, або індуктором системи Keap1 / Nrf2 / ARE епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi є більш ефективним засобом корекції деполімеризації колагенових і неколагенових компонентів органічного матриксу пародонта, ніж це відбувається при окремому застосуванні цих препаратів.

13. Застосування водорозчинної форми кверцетину разом з SR 11302, або епігалокатехін-3-галатом, при системному та місцевому введенні ліпополісахариду S. typhi більш ефективно усуває загальні метаболічні розлади порівняно з окремим застосуванням препаратів: попереджає утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів у крові щурів, підвищує її антиоксидантний потенціал, коригує порушення вуглеводного обміну (гіперінсулінемію, інсулінорезистентність).

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Дослідження маркерів системної запальної відповіді у сироватці крові (концентрації інтерлейкінів 6 і 10, фактора некрозу пухлини-α, церулоплазміну, показників пероксидного окиснення ліпідів) може бути рекомендовано як засіб прогнозування розвитку хронічного пародонтиту.

2. При експериментальному моделюванні хронічного пародонтиту доцільно поєднувати патогенну дію місцевих чинників (5% розчину гідроксиду натрію, бактеріального ліпополісахариду) та індуктора системної запальної відповіді, що відображає причино-наслідкові закономірності виникнення хронічного пародонтиту у людей.

3. Результати дослідження обґрунтовують доцільність клінічної оцінки ефективності застосування модуляторів сигнальних шляхів, пов’язаних з транскрипційними чинниками NF-κB, AP-1, STAT-3 та системою Keap1 / Nrf2 / антиоксидант-респонсивний елемент, як засобів попередження та терапії ураження пародонта (у лікарських формах для місцевого та системного застосування).

4. Водорозчинна форма кверцетину та епігалокатехін-3-галат рекомендуються для подальшого дослідження як потенційні засоби корекції метаболічних і структурних порушень у тканинах пародонта (вільнорадикальних ушкоджень, дезорганізації сполучної тканини, запалення).

5. Результати дослідження обґрунтовують доцільність клінічної оцінки комбінування водорозчинної форми кверцетину з інгібіторами активації транскрипційного чинника AP-1 та індукторами системи Keap1 / Nrf2 / ARE, що виявляє більшу ефективність при корекції метаболічних та структурних порушень пародонта за умов  дії системних і місцевих пародонтопатогенних чинників.
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1. HajimenyBanHsi nponos3uuii AJsi BIpPOBA/UKeHHs: [HIYKTOpM CHIHAJILHOIO
mnsixy Keapl / Nrf2 / aHTHOKCHIaHT-PECHIOHCHBHMII eleMeHT 5K 3aco0u oOMexmeHHs
HPOAYKIi aKTHBHHX (OPM KHCHIO i a30Ty B TKaHMHAX NApPOMOHTA Ta CIMHHHUX 3a/03
IIypiB 38 YMOB CKCIICPHMEHTAIBHOI CHCTCMHOI 3amalbHOI BiIIOBIMI.

2. VYcranoBa, aBtop: 36011, m. Tlomrasa, Bym. IlleByenxa, 23, kadenpa
natodizionorii YkpaiHchka MeIUYHA CTOMATONOTIYHA akaaemis, kadeapa matodisiomnorii,
noueHt €nincbka Anina MukonaiBHa, ounnii acnipant [1BaiikoBcbka Onena OneriBHa.

3. Naxepesao iHpopmauii:

CraTTs:

€ninceka A.M. BrumB eniranokarexiny-3-rajgaTy Ha IPOIYKIIO aKTHBHHX (OpM
KHCHIO 1 a30Ty B TKaHMHAX [APOJOHTA Ta CIMHHUX 3aJ03 IIypiB 38 YMOB CHCTEMHOI
3ananeHol  Biamosimi / AM. €ninceka, O.0. IlIsaiikosceka, B.O. Koctenko //
®apmakonoris Ta nikapcska Tokcukonorisa. —2018. - Nel. — C. 32-38.

BBenenns imgykropa curHampHOro mwsixy Keapl / Nrf2 / aHTHOKCHAaHT-
PECTIOHCUBHUI elIEMEHT eliraloKaTexiny-3-rajary IpHy BiITBOPEHHI CHCTEMHO] 3alaabHOT
BiNOBII € eheKTUBHUM 3acO00M KOPEKLil OKUCHO-HITPO3aTUBHOTO CTPeCy B TKaHHHAX
[apoJOHTA I IiHIKHBOILISICIIHHK CIHHHUX 3a703 IIypiB: 3MEHIIye Yy HHX IeHepariio
CYHNEPOKCHIHOTO  aHiOH-pajMKana,  30KpeMa, HOro  IPOIYKUIF0  eIeKTPOHHO-
TPAHCIOPTHUMH JIAHIIOTAMH MITOXOH/Pii, Mikpocom i NO-curTaszn, HAJIOH-okcHIa3o0
JeHKOLMTIB, a TAKOX 3HIKYE CyMapHy akTuBHicTh NO-CHHTa3M Ta KOHIEHTPAI[iio
NePOKCHHITPHTY.

4. Jle i xoum BunpoBaxkeHo: HauioHansHuil (QapMaleBTHIHHI YHIBEpPCHTET,
kadepa narosorivHol ¢isiosorii.

5. ®opma BNPOBAJKeHHsI: HABYAIBLHUI ITpollec, y Kypci JICKIIH Ta IPaKTHIHHX
3aHSITh 38 TEMOIO «3aTaleHHsD.

6. EdexTHBHiCTH BNPOBAUKEHHS: BHUKIAJAETCS A0AATKOBa iHMOpMAIis, MO
CIIPHSA€ KPAIIOMY 3aCBOEHHIO MaTepialy.

7. Crpokn BrpoBamkennsi: 2019-2020 HapuanbHil pik.

BinmosinansHuiA 3a BIpoBaKEHHS:
3aBimyBad kadeapu maTonoriuroi diziomorii
HarionansHoro apMarieBTHYHOTO YHIBEPCUTETY,

JLMeJLH., Ipodecop H.M. Kononenko
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IlpopekTop 3 HaykoBoi po6oru TepHOIUIECEKOTO
HaliOHAILHOIO MEJUYHOTO yHiBepcUTeTy

1. Haiimenysanna  nponosuuii  ona enpoeadycenna: BIimB  MomynsTopis
PCHOKCUYTIHBMX (axkTOpiB TPAHCKPHINIi Ha MeTaBONi3M y TKAHHHAX IAPOJOHTA Ta CIMHHHX
3aJ103 IMYPiB 32 YMOB JIIIONOTiCaXapHI-IHIyKOBAHOT CHCTEMHOT 3alTaTbHOT BiMOBI.

2. 3axnad, de mposedena pospobka, adpeca, IIE aemopie: 36011, m. ITontasa, Byi.
IleBuenxa, 23, xapenpa matodisionorii, VkpaiHchka MeIMYHAa CTOMATONOTIYHA aKajeMis,
Kadeznpa marodisionorii. Kmenn., nouentka €ninceka AusiHa Mukolnaisza, acripaHTKa
IlIBatikoBcrka Onena OneripHa.

3. Moucepeno inghopmauii:

Yelins'’ka AM, Shvaykovska OO, Kostenko VO. Epigallocatechin-3-gallate prevents
disruption of connective tissue in periodontium and salivary glands of rats during systemic
inflammation. Wiad Lek. 2018;71(4):869-873.

€nincexka AM, IllBaiikoBchka 00, Kocrenko BO. BB mipomigusamTiokap6amaty
aMOHIl0 Ha NPOYKII0 aKTHBHHX (OPM KHCHIO i a30Ty B TKAHHHAX TIapOJIOHTA Ta CIIMHHHX 3aJ103
WYpiB 32 YMOB CHCTEMHOTO BBELEHHS ninononicaxapuny Salmonella typhi. @izion. aicypr.
2018;64(5):63-69.

€ninceka AM, Illeaiikorcska OO, Kocrenko BO. Bruims emiraToKaTexiny-3-rajiary Ha
TPOAYKIIEO aKTHBHUX (OPM KHCHIO i a30Ty B TKAHWHAX NAPOJOHTA Ta CAMHHHX 32703 1LypiB 3a
YMOB CHCTEMHOI 3aaibHol BiAnoBini. @apmaxonczis ma nikapcoka mokcukonozis. 2018;( 1):32-
38.

4. Bnposadaiceno: na xapenpi naronoriunoi ¢isionorii TepHOILIECEKOrO HALIOHATBHOTO
MEUTIHOTO yHiBepeuTety imeni L51. Top6agescrkoro MO3 Vipaiu.

5. Brnioueno: B nexiifHui Kype i npaKkTHYHI 3aHATTA 32 TEMOIO «3aMaIeHHT.

6. Pesynomamu enpoeudsicenns: BUKOPHCTAHHS pCE3yJIBTATIB HAYKOBHX JOCHi/KEHD
HaBYAJILHOMY MPOLEC J03BOJIAE NOTIMOMTA 3HAHHS PO GiOXIMiuHI MeXaHi3MH PO3BHTKY
TIOpYIIEHk BYTJICBOAHOTO Ta JIlli THOro MeTaGomizmy.

7. Tepmin enposadswcenns: sepecens-rpyaens 2018 p.

8. 3aysasncenns i nponosuyii: ve BHOCHIHCA.

BianosizaasHui 32 BIIpOBaKeHHS:
3asinyBauxa kadenpu naronoriuroi disionorii
TepHOMIMECHKOrO HAIIOHATIBHOTO MeMYHOTO YHIBEpCHTETY
imeni L.51. TopGauerchkoro MO3Y kpainm,
JOKTOp MEIMYHHX HAYK, Ipodecop O.B. Jlenedine
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AKT BIIPOBAUKEHHSI

1. HaiiMenyBaHHS NpONO3Huil Ast BnpoBazkenns: Brums iHIi0iTopa TpaHCKpH-
nuifinoro unnayka NF-kB Ha 0pojyKiito akTHBHEX GOPM KMCHIO | @30Ty B TKAHHHAX T1a-
POJIOKTA Ta CMHHHX 327103 IIYPIB 32 yMOB eKCIIEpPHMEHTANBHOI CHCTEMHOT 3arlallbHOi Bil-
MOBIA.

2. YcranoBa, aBTOP: K. Mell. H., JoLeHT €linckka Aslina MukosaisHa, O4H#ii acri-
pant Ulsaiikonceka Onena Omerisna, 36011, m. IMonrasa, By Ulepuenka, 23, kadeapa
natodizionorii YkpaiHcskoi MeaudHoi cToMaTooriunoi akazemii, kadenpa niarodizioso-
rii.

3. ixepeao indopmanii:

CrarTa:

€rinceka A.M. Brms niponiansauTtiokapbamary amMoHiio Ha POy KO aKTHBHMX
(hOpM KHCHIO | a30Ty B TKAHUHAX [APOOHTA Ta CIIMHHUX 37103 LIYPiB 38 YMOB CHCTEMHO-
ro BBeJHHs ninomnonicaxapuny Salmonella typhi / AM. €ninceka, 0.0. [llBaiikoschbKa,
B.O. Kocrenko // ®@izion. xypH. —2018. - T. 64, No 5. - C. 63-69.

[uriGitop Tpanckpurifinoro unHHMka NF-kB (amonito niponiaunauTiokapdanmaT)
06MexKye y TKAHHHAX 1apOJOHTA | CIMHHIX 347103 LLYPIB MPOSABH OKHCHO-HITPO3ATHBHOTO
CTpecy: 3HWKYBA€E eHepaLlito CYNepOKCHIHOIO aHIOH-paiKaIa MiKpOCOMaMM, MITOXOH/L-
pismu T2 HAJIOH-okcrpmasoto nelikounTis, 3MeHiuye akTuBHicTh NO-CHHTa3M Ta BMICT
MEePOKCHHITPHT-HOHIB.

4. Jle i konu BpoBamKeno: XapKiBChKKii HALIOHATBHUH MEIMUHUHA YHiBEpCHTeT,
kadenpa narosoriutol ¢isionorii iM. J1.O. Ansnepha.

5. ®opma BNPOBAMKEHHA: HABYAIBHUI MPOLEC, Y Kypci Mexuiil Ta mpakTHIHUX
3aHsTh 38 TeMaMu «3anajieHHs», «IlaTodizionoria cucTemu TpapieHH».

6. EdexTuBHiCTb BIPOBAUKCHHS: BHKIAZAacThes J0JaTkoBa iHdopwmalis, 110
CIIpHsie KpallloMy 3aCBOEHHIO CTYICHTaMU MaTepiany.

7. Crpoxu BrnpoBamkenns: 2019-2020 HaBuansHii pik.

8. 3ayBaeHHs Ta NPONoO3u

HeMae.

BianosizansHKit 3a BITPOBAKEHHSL:

3aBinysau kadeapu narosoriunol Gizionorii im. J1.O. Aypnepra
XapkiBChbKOro HaliOHANBHOTO MEAMYHOrO YHIBEPCHT,

1. Mell. H., Tpodecop O.B. Hikonaepa
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AKT BIIPOBA/IKEHHS

1. Hasea nponosmuii: YHacTs pefoKc-4yTiMBAX (aKTopis TpaHCKpumiii y naToreHesi
YPaKEHHS TApOJOHTA 3@ YMOB INIONONiCAXapHI-iH/lyKOBAHO! CHCTEMHOI 3amaibHOT
BiANOBII.

2. 3akaaj, mo po3poGHB MpPONO3MLiI, NOWTOBA axpeca: YKpaiHChKA MCIMIHA
cromatosoriuna axanemis, 36011, m. ITonrasa, Byn. IlleBuenka, 23. Kamj. men. Hayk,
JoreHT €ninchbka AyliHa MHUKOTaiBHA.

3. Jlzkepesio indopmanii:

1. Yelins’ka AM. Influence of inhibitors of transcription factor kappa B on
depolimerization of biopolymers in periodontal connective tissue under systemic
inflammatory response in rats / AM. Yelins’ka, S.V. Denisenko, L.I Liashenko, V.O.
Kostenko // Cit Meauima Ta 6iosorii. —2020. — Nel. - C.180-183.

2. €nincska A.M. BIUIMB MOJIYJISTOPIB PEIOKCUYTIMBAX TPAHCKPHUIIIIHHIX THHHAKIB Ha
11aT0MOpOIIOTiH] 3MiHH TAPOIOHTA IIypPiB 32 YMOB CHCTEMHO 3anaiTbHoi BimoBiai / A.M.
€nincria, 11, Crapuenxo, B.O. Koctenko / Axryanbhi npo6ieMu cydacHOi MeMIAHK:
Bich. Ykpainchkoi Men1. cromaron. akaaemii. —2019. — T. 19, Ne3. — C.127-132.

3. €ninchka A.M. BB imri6iTopa Tpanckpuniiiinoro gakropa STAT-3 Ha NOKa3HHKH
OKMCHO-HITPO3aTUBHOTO CTpecy B TKAHMHAX IapOJIOHTA INypiB 3a YMOB CHCTEMHOTO
BBejcHHs Jinonomicaxapuny / A.M. €nincbka, B.O. Kocrenxo // Axryansni npoOremi
cydacHoi MeauiuHA: BicH. YKpaiHCEKOT MeJI. CTOMATOII. akagemii. — 2018. — T. 18, Ne4. —
C. 102-106.

4. €nincska AM. Brms miposiaunmriokapbaMaTy aMOHIO Ha TPOMYKILiH0 aKTHBHUX
(hOPM KHCHIO i 230Ty B TKAHHHAX [IAPOJOHTA TA CIIMHHMX 327103 IMyPiB 38 yMOB CHCTEMHOr0
BBeICHHA JTiMonoicaxapuity Salmonella typhi / A M. €ninceka, 0.0.

4, BrpoBajkeHo y HapualbHAN mpomec Kapexapn matomoriunoi disiosnorii JIbBiBecsKOro
HallioHAJTBHOTO MeIUYHOTO yHiBepcuTeTy iMeHi Jlanuia ['anuupKoro.

5. EQexTHBHICTL BIPOBAJKEHHS: BUKOPHCTAHHS Pe3y/IbTaTiB HAYKOBHX NOCIIKEHD Y
HABYAIBHMI IIPOLIEC JI03BOJIE POIMMPHTH T2 NOMIMOHTH 3HAHHS CTYJIEHTiB B 0Gmacti
narodizionorii TpaBHOI CHCTGMH Ta y THMTAaHHSX [ATOICHE3y MAPONOHTHTY 32 YMOB
JTirnonosicaxapHi-iHyKoBaHOI CHCTEMHO] 3aTlalbHOT BiOBIJI.

BinosinansHuUiA 32 BIPOBAPKEHHS:
3asigysau kadenpu naronoriunoi disioorii
JIpBiBCHKOTO HAIiOHAIBHOIO MEAUIHOTO

/

|
/,
Vsl

yuiBepcutery iM. Jlanmna ['anunskoro,

JIOKTOP Me/IMYHHX HAYK, Ipodecop M.C. Perena
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1. Hassa BripoBa/pkenHsi: MeXaHi3MU [aToNOrl Napo/IOHTA LIYPiB 38 YMOB CHCTEMHOL
3ananbHoi Bi/mOBizi.

2. YcraHoBa-po3poOHHK, aBTOp: YKpalHChbKa MeJM4HA CTOMATOJIONiYHa aKajemis,
kadenpa narodisiosorii, fouenT kadenpu, k.Me1.H. €nincbka Anina MukonaisHa.

3. Jlkepeno indopmauii: 1) €nincbka A.M. Mexanismu ae3oprasizauil cnoxydHol
TKAHHHH TapOJOHTA IIyPiB 32 YMOB CHCTEMHOI 3amaibHOi Bigmosini / A.M. €niHcbka,
B.O. Kocrenxo // AxtyanpHi mpobieMu cydacHoi MequuuHH: BicH. VkpaiHCBKOI Men.
cromaron. akajgemil. — 2018. — T. 18, Nel. — C. 175-177; 2) €ninceka A.M. Bruus
[ipoITi IMHANTIOKapOaMaTy amMoHII0 Ha MPOIAYKL{I0 aKTHBHUX (POPM KHCHIO i a30Ty B
TKaHHHAX [ApOfOHTa Ta CIMHHMX 37103 ILIYPIB 328 YMOB CHCTEMHOTO BBEICHHS
ninononicaxapuny Salmonella typhi / AM. €minceka, O.0. IlIBaiikoBcbka, B.O.
Kocrenko // ®@izion. xypH. — 2018. - T. 64, Ne 5. — C. 63-69: 3) Erunckas A.H.
TToka3aTelM OKHCIHTENEHO-HUTPO3ATHBHOTO CTpecca B TKAHSIX NapOJOHTa KPhIC IIPH
MECTHOM MOBPSXKICHHHM JECHBI Ha (GOHE JIMIONOIHCAXapHA-HHIYLIHPOBAHHOTO
cucTeMHOro BocmanutensHoro orteera / AH Enumnckas, B.A. Koctenko // Csir
mvemuimun ta Giomorii. — 2019. — Ne3. - C. 184-187; 4) €ninceka A.M. Bruus
MOZYIATOPIB PENOKCUYTIMBAX TPAHCKPUNIINHUX UYHHHHKIB Ha M[aToMOpQonorivui
2MiHH MapOJOHTa LIypiB 32 yMOB CHCTEMHOI 3amajpHOI Binnosimi / A.M. €ninceka, L1
Crapuenko, B.O. Kocrenko // AxrtyanbHi HpoOieMH Cy4acHOI MeIMIMHA: BicH.
VkpaiHcbkol Men. cToMaTon. akaxemil. — 2019. — T. 19, Ne3. — C. 127-132; 5) Yelins’ka
AM. Influence of inhibitors of transcrintion factor kappa B on depolimerization of
biopolymers in periodontal connective tissue under systemic inflammatory response in
rats / AM. Yelins’ka, S.V. Denisenko, L.I. Liashenko, V.O. Kostenko // Cgit mexuiumnu
Ta Giomorii. —2020. — Nel. - C.180-183.

4. Jle BnpoBaxxkeno: Ha xadenpi saransHoi Ta KimiHiuHOi maTonoriuxoi ¢isiomorii
iM. B.B. IligBucoupkoro OfechKoro HaIiOHAIPHOTO MEIHYHOIO YHIBEPCHUTETY IpH
poBeieHHI JeKIifHOro Kypcy Ta IpakTHYHHX 3aHATh 3a Temoro «Ilarodisiomoris
CHCTEMH TPaBICHHS.

5. Tepminn Bnposakennsi: 2019-2020 HaBuanbHHUH piK.

6. PesynbTaTd BHpPOBajiKeHHs:: BYKOPHCTAaHHS pe3yJbTaTiB HAyKOBHX JOCII/DKEHb
€nincekol Aninu MukonaiBHM B HABYAEHOMY J03BOJISE POIIUPUTH 3HAHHS CTY/ICHTIB
PO MeXaHi3MHM YIIKO/DKEHHS IIapoJIOHTa IPU PO3BHTKY CHCTEMHOI 3amajibHOL
BijmoBii.

7. 3ayBazkenHs Ta npono3unii: Hemae.

8. O6roBopeHo Ha 3acinanui kadenpu 28 ceprmas 2020., mpoTokon Ne 1.

BianosiansHuii 3a BIPOBaKEHHS:

JloneHT Kadepy 3aranbHOT Ta KIIiHIYHOT

narosoriunoi disiosnorii im. B.B. IligBuconpkoro

OJiechkoro HalllOHATBHOTO MEHYHOTO YHIBEPCHTETY,

JIOLIEHT ¢ Tocmenos O.M.
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AKT BIIPOBATKEHHS

1. IIponozuyis Ons 6npogaddicenHs.: POIb PEIOKCUY TITHBHX (haKTOPIB TPAHCKPHIIIT y
TaToreHe3i XPOHIYHOTO NapOJOHTHTY.

2. Vemanosa-pospobrux: YKpaiHChKa M/ITHA CTOMATONOTIYHA akazeMmis, kadespa
natodizionorii, 1OUEHT xadenpu, K.Me/.H. CiliHChKa Anina MukonaiBHa.

3. dowcepena ingpopmayii:

Crarri:

1. Crinceka A.M. Brums inri6itopa Tpanckpunmiiizoro daxtopa STAT-3 Ha moKasHHKH
OKHCHO-HITPO3ATHBHOIO CTPECY B TKAHMHAX [APOJOHTA TIYPiB 32 YMOB CHCTEMHOTO BBECHHI
ninonomicaxapuay / A.M. €ninceka, B.O. Koctenko // AxTyanbHi poGJIeMH CYJacHOi MEJHLIHHA:
BicH. YkpaiHCBKOT MeJI. CTOMATOIT. akazemii. — 2018. — T. 18, Ne4. — C. 102-106.

2. Yelins’ka AM. Role of AP-1 transcriptional factor in development of oxidative and
nitrosative stress in periodontal tissues during systemic inflammatory response / AM. Yelins’ka,
0.Ye. Akimov, V.0. Kostenko // Ukr Biochim J. —2019. - V. 91, Nel.. - P. 80-85.

3. Ermincoka A.M. BITTHB MOJIyJINTODIB PEIOKCHYTTHBAX TPAHCKPHILHHAX YAHHHKIB Ha
MaToMOp(ONOriuKi 3MiHM TMApOJIOHTA WIYDiB 3a YMOB CHCTEMHOI 3alaibHOL Bigmosixi / A.M.
€ninceka, L1 Crapueako, B.O. Koctenko / Axryansmi mpofiemn cydacHOT MeTHIIMHE Bicu.
Vipainchkoi Mea. cTomaton. akazemii. —2019. —T. 19, Ne3.—C. 127-132..

4. Yelins’ka A.M. Influence of inhibitors of transcription factor kappa B on depolimerization
of biopolymers in periodontal connective tissue under systemic inflammatory response in rats /
AM. Yelins’ka, S.V. Denisenko, L.I. Liashenko, V.O. Kostenko // Cit Meauiusy Ta Giomorii. —
2020. — Nel. - C.180-183.

4. Basoea ycmanosa, Aka nposodumv 6nposadoicents. YKPAiHCPKa MEIMuHa
cToMaTonoriuna akazeMis, xadenpa natodisionorii. OBroBopero Ha 3acinaHHi Kapeapu
22.09.2020 p., npotokon Ne 3.

5. Tepmin enposadsicens.: 2019-2020 HapuaIbHMH Pik.

6. ®opma enposadicenns. MaTEPiald BUKOPHCTOBYIOThCS B HABYATLHOMY npoueci
Kadepu - TeKIifHOMY Kypci Ta HPaKTHIHHUX 3aHATTAX 32 TCMOIO «[TopyIICHHS TPABICHHS Y
POTOBH MIOPOXHAHI, IUTYHKY i KHIIKAX».

7. 3ayeasicenns i npono3suyii: He BHOCHITHCH.

BiamnosianpHuii 3a BIpOBaUKCHHS:

BiamnosigansHuit 32 BIPOBAIKEHHS !
3animysau kadeapy matodizionorii
VKpaiHCHKOI METMUHOT
CTOMATOJNOTIUHOT aKaIeMil,
JI.MeZLH.,ipodecop

Kocrenko B.O.




[image: image183.jpg]«3ATBEPDKYIO»
B.o. pextopa,
Tepummti npopexrop XapkiBchkol MemmaHOT

>

Mapuenxko B.I'.

2020 p.

AKT BITPOBADKEHHSI

1. Ilponosuuis anst BnpoBamxenus: CrinbHi TaHKH TIaTOreHe3y 3amanbHo-
ZVMCTPODIYHAX 32XBOPIOBAHB IAPOJOHTA i 3araibHAX MeTaboNiuHHX po3namiB rta ix
KOPEKList MOZY/SITOPAMH PEOKCIy TIIUBAX TPAHCKPHITIHHIX takropis.

2. Vcranosa-po3polnuK: YkpaiHCbka MEIMYHA CTOMATONOridHA akajiemis,
kadenpa narodisionorii, Byn. Illesuenka, 23, M. Ionrasa, 36000. K.menn. €nincska
Anina MuxoaisHa.

3. Txepeno inpopmauii:

Yelins’ka A.M. Quercetin potentiates antiradical properties of epigallocatechin-3-
gallate in periodontium of rats under systemic and local administration of
lipopolisaccharide of Salmonella typhi /| AM. Yelins’ka, L.L. Liashenko, V.O. Kostenko //
Wiadomosei Lekarskie. — 2019. — T. LXXII, Ne8. — S. 1499-1503.

€nincbka A.M. Tloenmana s KksepueTuny Ta MOJlyJIATOPiB  PEIOKCUYTIUBMX
UMHHMKIB Ha IIOKASHUKH CHCTEMHOI 3amaibHOi BiANOBiji, BYINEBONHOrO Ta MMifHOTO
MeTabomi3My B KPOBi LIypiB 33 YMOB BHYTPIlIHLOOYEPEBUHHOTO Ta BHYTPILIHbOACCHHOTO
BBeICHHS Jlinononicaxapuny Salmonella typhi /| AM. E€mincoka, B.O. Kocrenko //
AKTyanbHi IpoGieMu cydacHoi MeMinHK: BicH. VKpaiHCHKOT Mel. cTOMATO. akazemi. —
2020. - T. 20, Nel. - C. 13-18.

4. Basosa ycranoBa, sIka NpPOBOAHTL BIPOBAIKEHHSI: XapkiBchka MemuvHa
aKazieMis NC/IS/MIVIOMHOI OCBiTH, Kadenpa KiiHigHOI marodisionorii, Tomorpadidtot
anaroMmii Ta orepaTHBHOI Xipyprii.

S. Tepmin Bnposazkenns: n0THi-Tpaens 2020 p.

6. @opma BNPOBA/GKEHHS: MATEPiall BUKOPUCTOBYIOTECS B HaBYaIFHOMY IpoLeci
Katbez[pn NIeKUiIHHOMY Kypel Ta MpakTHHHUX 3aHATTAX LUKy «3arankHa narodizionoris B
KITiHiuHid MCL[I/ILLPIHI ([[J'lf[ IIlKaplB yClX cneulaanocTen HayKOBHX CHIBpOGlTHI/IKlB Ta
BHKJIA[a4iB).

7. 3aysaskenns: i nponosuuii: He BHocHmcs.

BinnosinansHuit 3a BIpOBapKEHH:

3aBinyBay KadeApr KIiHITHOT l‘IaTOd)BlOJIOI‘ll, { \
TornorpadiyHoi aHaTomii Ta \ r\u‘
orepaTuBHOI Xipyprii Xapkiscskoi x(\lQ d
MejiMuHol akageMil micnsaunnomMuoi ocBiTH, j

JL.MEJLH., mpodecop LIO. Barmyr
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