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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність проблеми. Ураження пародонта є одними із найпоширеніших захворювань людини. Це складне й актуальне питання має медичне та соціальне значення, що обумовлено широкою розповсюдженістю та інтенсивністю ураження всіх вікових груп населення [Tsai C. C., 2011; Дмитриева Л. А., 2013]. Так, серед підлітків окремі ознаки захворювання пародонту виявлені майже у 90 % обстежених. У пацієнтів середнього віку запально-деструктивні зміни пародонтального комплексу є найчастішими причинами передчасного видалення зубів [Грудянов А. И., 2010;  Крайнов С. В., 2014].

За даними ВООЗ, близько 95 % дорослого населення планети страждає пародонтитом. Серед захворювань пародонта перше місце займає саме хронічний генералізований пародонтит (ХГП), особливістю якого є схильність до хронізації, персистируючого перебігу і прогресування з утворенням цілого комплексу патологічних ознак [Ким М. И., 2012; Mdala I., Haffajee A. D., 2012]. 

Сучасна концепція лікування ХГП передбачає, насамперед, використання консервативних методів, що досягається шляхом застосування високоефективних лікарських засобів різних фармакологічних груп. Фармакотерапія пародонтиту ґрунтується на всебічному підході, який спрямований на усунення етіологічних чинників, корекцію патогенетичних механізмів розвитку захворювання, а також  -  нормалізацію захисно-компенсаторних функцій організму хворої людини [Mestrik M. J., 2010; Лукиных Л. М., 2011; Бабай О. Н., 2014; Wang TF., 2014; Фомичев И. В., 2014]. 

Наразі є загальновизнаним, що ключовими ланками патогенезу ХГП є порушення мікроциркуляції, дисбаланс у складі імунокомпетентних та бар’єрних систем організму, а також інтенсифікація вільно-радикального окислення (ВРО) на фоні пригнічення антиоксидантної системи (АОС) захисту організму [Балахонцева Е. В., 2011; Пинелис Ю. И., 2011; Goodson J. M., 2012; Старикова И. В., 2014].

Відомо, що надмірна та неконтрольована генерація вільних радикалів в епітеліальній ніші та більш глибоких структурах пародонту є одним із чинників, що пригнічує резистентність останнього до несприятливих зовнішніх впливів та створює умови для майже безперешкодного розвитку і поширення запально-деструктивного процесу. У зв’язку з цим, сучасні схеми комплексного лікування хронічних захворювань пародонта включають лікарські засоби, що мають антиоксидантні властивості [Auito F. D., 2010; Wei D., 2010; Ummar F., 2014; Yuva P., 2014; Черепинская Ю. А., 2014]. 

З огляду на вищезазначене, доцільним є пошук  високоефективних і безпечних пародонтопротекторів як серед оригінальних хімічних сполук, так і вже існуючих лікарських препаратів, яким притаманні антиоксидантний, в т.ч. антирадикальний, мембраностабілізуючий та детоксикуючий ефекти. Одним із таких лікарських засобів, як видається, є ацетилцистеїн, фармакодинамічні ефекти якого обумовлені, головним чином, наявністю у структурі його молекули сульфгідрильної групи, що відіграє вельми важливу роль в реалізації, насамперед, антиоксидантної, антирадикальної та детоксикуючої активностей [Tse H. N., 2013; Shahripour  R. B., 2014; Kasperczyk S., 2014]. 

Унікальність ацетилцистеїну полягає в особливостях його біотрансформації, в процесі якої препарат деацетилюється з утворенням L-цистеїну, що є необхідним компонентом для синтезу глутатіону, котрий відіграє найважливішу роль у внутрішньоклітинному захисті організму від екзо- та ендогенних агентів [Гембицкая Т., 2011; Ивашев М. Н., 2013; Park E., 2014; Min-Ling T., 2014; Senol N., 2014]. 

Таким чином, аналіз фармакологічних властивостей ацетилцистеїну  переконливо свідчить про багатовекторність його фармакодинамічних ефектів, які співпадають з головними ланками патогенезу ХГП. Наведені факти є теоретичним обґрунтуванням доцільності всебічного дослідження механізмів пародонтопротекторної активності та фармакотерапевтичної ефективності ацетилцистеїну як потенційного лікувально-профілактичного засобу при ХГП.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана в рамках планової науково-дослідної роботи кафедри фармакології Державного закладу «Луганський державний медичний університет» (ЛугДМУ) МОЗ України на тему: «Експериментальне обґрунтування застосування засобів лікарської профілактики та фармакотерапії патологічних станів, в основі патогенезу яких лежить гіпоксичний синдром» (№ держреєстрації 0113U003529). Дисертант була співвиконавцем зазначеної НДР.
Мета і завдання дослідження. Мета роботи - експериментально обґрунтувати на моделі хронічного генералізованого пародонтиту доцільність застосування ацетилцистеїну як пародонтопротектор та вивчити основні сторони його фармакодинаміки.
Для досягнення поставленої мети вирішувалися такі завдання:
1. Провести порівняння фармакотерапевтичної ефективності ацетилцистеїну і референтного препарату  на моделі хронічного генералізованого пародонтиту. 

2. Вивчити динаміку радикалоутворення та стану прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу за умов застосування ацетилцистеїну при хронічному генералізованому пародонтиті. 

3. Дослідити вплив ацетилцистеїну на стан енергетичного та вуглеводного обмінів на моделі хронічного генералізованого пародонтиту.

4. Оцінити стан знешкоджуючої системи організму при ендотоксикозі на тлі пародонтиту та застосуванні ацетилцистеїну. 

5. Провести морфологічний, в т.ч. морфометричний, аналіз пародонтопротекторної активності ацетилцистеїну при експериментальному хронічному пародонтиті. 

Об'єкт дослідження - фармакотерапія хронічного запально-дистрофічного захворювання пародонту.

Предмет дослідження - пародонтопротекторні властивості ацетилцистеїну за умов хронічного генералізованого пародонтита.

Методи дослідження – фармакологічні, біохімічні, біофізичні, морфологічні, статистичні. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше надано теоретичне обґрунтування та експериментальне підтвердження доцільності застосування ацетилцистеїну як високоефективного пародонтопротектора при запально-дистрофічному захворюванні пародонта.

Вперше проведено біохемілюмінесцентний аналіз пародонтопротекторної дії ацетилцистеїну та встановлена його виражена антирадикальна активність у щурів з хронічним генералізованим пародонтитом. Вивчені нові сторони фармакодинаміки ацетилцистеїну на моделі хронічного генералізованого пародонтиту, зокрема, його здатність коригувати енергетичний гомеостаз шляхом усунення дисбалансу в системі аденілових нуклеотидів та нормалізації показників вуглеводного обміну. 

Вперше з’ясовані особливості впливу ацетилцистеїну на перебіг ендотоксикозу, що розвивається на моделі хронічного генералізованого пародонтиту, шляхом попередження негативних змін низки гематологічних індексів та біохімічних показників, що призводить до підсилення функціонування системи природної детоксикації за умов ендогенної інтоксикації на тлі запально-дистрофічного захворювання в пародонті.

Отримано нові дані щодо протекторної активності ацетилцистеїну на 
візуально-клінічні симптоми та структурні компоненти пародонтального комплексу при експериментальному хронічному генералізованому пародонтиті.
Новизна отриманих даних підтверджена патентом України на корисну модель № 74544 від 12.11.2012 р. «Лікувально-профілактичний засіб при хронічному генералізованому пародонтиті».

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати доклінічних досліджень фармакотерапевтичної ефективності та фармакодинаміки ацетилцистеїну за умов хронічного генералізованого пародонтиту можуть слугувати основою створення пакету матеріалів для представлення у ДП «Державний експертний Центр МОЗ України» з метою отримання дозволу на внесення змін до інструкції для застосування препарату в розділ «Показання до застосування» з метою їх розширення.

За матеріалами дисертації підготовлено та видано інформаційний листок про нововведення в системі охорони здоров’я «Фармакотерапія хронічного генералізованого пародонтита з використанням препарату «Ацетилцистеїн»». 

Результати дослідження впроваджені у педагогічний процес на кафедрах: фармакології Буковинського державного медичного університету; експериментальної та клінічної фармакології з клінічною імунологією та алергологією Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія»; загальної та клінічної фармакології Одеського національного медичного університету; фармакології Національного фармацевтичного університету; фармакології з клінічною фармакологією Державного вищого навчального закладу «Тернопільський державний медичний університет імені І.Я. Горбачевського МОЗ України»; біофізики, біохімії, фармакології та біомолекулярної інженерії Сумського державного університету, а також у клінічну практику комунального закладу «Луганська міська стоматологічна поліклініка № 3».
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно сформульовані мета та задачі, визначені напрямки, об’єм і методичні підходи дослідження, проведено патентно-інформаційний пошук. Всі етапи дослідження, включаючи відтворення експериментальної моделі, аналіз та узагальнення отриманих результатів, статистичну обробку отриманих результатів, розробку основних положень роботи, її висновків, а також огляду літератури проведено особисто. 
Апробація матеріалів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідались та отримали позитивну оцінку на: ІХ міжнародній медико-фармацевтичній конференції студентів і молодих вчених (Чернівці, 2012); міжнародній науково-практичній конференції «Забезпечення здоров’я нації та здоров’я особистості як пріоритетна функція держави» (Одеса, 2012); міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні питання сучасної медицини: наукові дискусії» (Київ, 2012); Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання експериментальної, клінічної медицини та фармації» (Луганськ, 2012); VІІІ міжнародній науково-практичній конференції «Розвиток наукових досліджень 2012» (Полтава, 2012); науково-практичній конференції молодих вчених «Медицина ХХІ століття» (Харків, 2012); міжнародній науково-практичній конференції: «Медична наука та практика в умовах сучасних трансформаційних процесів» (Львів, 2013); XVII міжнародній медико-фармацевтичній конференції студентів і молодих вчених «Актуальні питання медицини і фармації» (Тернопіль, 2013); ІХ конгресі асоціації патологів України «Актуальні проблеми патології» (Луганськ, 2013); підсумковій науково-практичній конференції «Здобутки клінічної і експериментальної медицини» (англійською мовою) (Тернопіль, 2013); Всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні аспекти профілактики, діагностики та лікування стоматологічних захворювань» (Одеса, 2014).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 18 наукових робіт, з них 4 статті в наукових фахових журналах, затверджених МОН України, 1 стаття в іноземному періодичному фаховому журналі, 1 патент України на корисну модель, 1 інформаційний лист, 11 тез доповідей на наукових конференціях.

Обсяг та структура дисертації. Дисертація складається із вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», 4 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, списку використаної літератури, який включає 253 джерела кирилицею та 117 латиницею. Робота викладена на 185 сторінках комп’ютерного тексту, ілюстрована 24 рисунками і 21 таблицями.  
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Експерименти проведені в лабораторії кафедри фармакології ДЗ ЛугДМУ, сертифікованій ДП «Державний експертний центр МОЗ України» (№ 3 від 25 грудня 2008 р.) відповідно вимогам комісії з біоетики ЛугДМУ (протокол № 4 від 19.05.2014 р.), а також згідно з методичними рекомендаціями Державного експертного центру МОЗ України (Київ, 2001).

Досліди виконані на 850 білих статевозрілих безпородних нелінійних щурах обох статей масою 170-230 г. Тварини знаходилися в умовах віварію ЛугДМУ і отримували стандартну дієту у вигляді гранульованого корму за встановленими нормами. Доступ до води був вільним. 
Експериментальною моделлю слугував ХГП, який відтворювали протягом 8 тижнів за допомогою перекисної кальцій-дефіцитної дієти зі зниженою жувальною функцією [Воскресенский О. Н., 2002, Лукьянчук В. Д. и соавт., 2004]. Замість питної води в поїлках містився 2 % розчин етилендиамінтетраацетату. Щодня тваринам натще перорально вводили прооксидант делагіл (хлорохіну фосфат) (виробництво «ICN Угорщіна АТ») дозою 30 мг/кг у вигляді 0,59 % водного розчину [Шпулина О. А., 2005].

Тварини були поділені на 4 групи: 1 – інтактна, 2 – контрольна (ХГП без лікування), 3 – дослідна (ХГП + ацетилцистеїн) та 4 – референтна (ХГП + метилурацил). Ацетилцистеїн (кристалічний порошок, виробництво ПАО Луганський «Хімфармзавод», Україна) застосовували з лікувально-профілактичною метою протягом всього терміну дослідження перорально одноразово дозою 100 мг/кг у вигляді 2 % водного розчину [Uwe M. Fischer, 2003]. Метилурацил (таблетки, ЗАТ Фармацевтична фірма «Дарниця», Україна)   вводили референтній групі тварин у такому ж режимі дозування. Контрольна серія щурів отримувала аналогічний об’єм 0,9 % розчину натрію хлориду. Інтактну групу складали практично здорові тварини.

Дослідження проводили в динаміці: через 2, 4, 6 і 8 тижнів від початку моделювання ХГП. Як біосубстрати використовували цільну кров, сироватку крові й еритроцити, а також гомогенат ясен. Клінічну оцінку перебігу ХГП проводили відповідно методичних рекомендацій [Воскресенский О. Н., 2002]. Стан тканин пародонту оцінювали в балах у кожного щура за шкалою [Шпулина О. А., 2006]. Ступінь дистрофічного процесу в пародонті оцінювали кількісно за методом цифрової рентгенографії на радіовізіографі Sopix 2 “Sopro” (Satelec Acteon Group, Германія). Інтегральним показником інтенсивності ПОЛ та активності компонентів АОС обрано біохемілюмінісценцію (БХЛ), яку реєстрували на люмінометрі "Emillite-1105" в сироватці крові і в гомогенаті ясен щурів за методом [Лукьянчук В. Д. и соавт., 2010]. Кінетику БХЛ оцінювали за такими параметрами: амплітуда швидкого спалаху (І1), амплітуда повільного спалаху (І2), час індукції повільного спалаху (τ), амплітуда кінцевого значення БХЛ (Ік), а також загальна світлосума реакції (S). 
Стан процесів ПОЛ у тварин оцінювали за вмістом в сироватці крові первинних (дієнові кон'югати) та кінцевих продуктів (ТБК-реактанти) [Стальная И. Д., 1977; Гаршвили Г. Г., 1977]. Активність СОД вивчали за методом [Костюк В. А. и соавт., 1990], а каталази – за методом [Королюк М. А. и соавт.,1988].  Визначення рівня сульфгідрильних груп в крові та гомогенаті ясен щурів проводили за методом G. L. Ellman (1959), а вміст відновленого глутатіону визначали за реакцією J. Sedluck (1969). Забезпеченість організму тварин у досліджуваних умовах експерименту ендогенними антиоксидантами оцінювали за показником перекисної резистентності еритроцитів [Архипова О. Г., 1988]. Про ефективність ацетилцистеїну протистояти окислювальному стресу при ХГП використовували фактор антиоксидантного стану (ФАОС) [Купраш Л. П., 2000].

Стан енергетичного гомеостазу в умовах експерименту, що проводився, оцінювали шляхом визначення динаміки концентрацій компонентів системи аденілових нуклеотидів (АТФ, АДФ і АМФ) методом тонкошарової хроматографії на пластинах фірми «Merk» [Захарова Н. Б., 1966]. Концентрацію фосфору неорганічного (Фн) визначали у сироватці крові спектрофотометрично за допомогою біохімічного набору «Філісіт Діагностика», Україна.

На підставі отриманих даних розраховували показники, що характеризують стан енергетичного обміну при застосуванні ацетилцистеїну в умовах модельованої форми ХГП: енергетичний заряд (ЕЗ), енергетичний потенціал (ЕП), порівняльний коефіцієнт (Кпор), індекс фосфорилювання (ІФ), термодинамічний контроль дихання (ТКД) та ступінь фосфорилювання (СФ) [Лук’янчук            В. Д. та співавт., 2009].

Рівень глюкози визначали за допомогою біохімічних наборів «Філіст-діагностика», а концентрацію лактату і пірувату ідентифікували за допомогою неферментативної методики [Герасимов И. Г. и соавт., 2010]. З метою більш коректної оцінки стану вуглеводного обміну в організмі щурів з ХГП розраховували окислювально-відновлювальний потенціал (ОВП) системи молочна –піровиноградна кислоти [Райскина М. Е. и соавт., 1974].
Як критерій ефективності ацетилцистеїну в умовах синдрому ендогенної інтоксикації при ХГП обрано молекули середньої маси (МСМ), концентрацію яких визначали за методом [Николайчик В.В. и соавт., 1991].

Динаміка змін індексів ендогенної інтоксикації визначали на основі загального клінічного аналізу крові. Були визначені: індекс співвідношення нейтрофіли/лімфоцити (ІСНЛ) [Черний В. И. и соавт., 2007], лімфоцитарний індекс (ЛІ) [Казинец Г. И. и соавт., 1997], індекс імунореактивності (ІІР) [Шабалов Н. П. и соавт., 2001] та ядерний індекс інтоксикації (ЯІІ) [Висмонт Ф. И. и соавт., 2008].

Вміст циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) у сироватці крові оцінювали на спектрофотометрі СФ-46 при довжині хвилі λ=280 нм [Передерий В. Г. и соавт., 1995]. Визначення вмісту білок- і олігомерзв’язаної фукози (БЗФ і ОЗФ) у сироватці крові проводили за методом [Dische Z., 1948; Федянин Ю. П., 1994]. Патоморфологічні дослідження проводили за технологією [Кудряшов А. А., 2011; Прудников В. С. и соавт., 2011], морфометричні показники визначали за допомогою тринокулярного мікроскопу "Micros" (Австрія) 1×100 та мікрофотокамери «DIGIEYE MICROScope camerа» (Австрія).

Отримані дані обробляли на персональному комп’ютері загальноприйнятими методами, оцінюючи вірогідність на рівні не менш 95 % (Р≤0,05) із використанням t-критерію Ст’юдента [Кобзарь А. И., 2006].
Результати досліджень та їх обговорення. Експериментальну оцінку стану прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу в умовах ХГП та застосуванні ацетилцистеїну проводили шляхом порівняльного аналізу кінетики вільнорадикальних реакцій в різних тканинах щурів. Пародонтопротекторна активність ацетилцистеїну в умовах ХГП реалізується «гасінням» ланцюгових вільнорадикальних реакцій як в сироватці крові, так і в тканинах ясен. При застосуванні ацетилцистеїну величина І1 впродовж дослідження достовірно (P<0,05) знижується порівняно з контрольною групою тварин у відповідний термін. Більш того, даний показник  впродовж експерименту не має достовірної різниці навіть з величинами, що реєструються в інтактній групі щурів, та, починаючи з 6 тижня, є нижчим, ніж у референтній групі (табл. 1). 

При вивченні впливу ацетилцистеїну на перебіг процесів ПОЛ в крові щурів з ХГП встановлено, що препарат значною мірою попереджає накопичення як первинних, так і кінцевих продуктів ПОЛ. При цьому, у всі терміни дослідження (2, 4, 6 і 8 тижнів) рівень ДК наближається до показників, що реєструються в інтактних тварин (Р>0,05), а ТБК-реактантів зменшується на 9-62 % в крові порівняно з контролем.

Активність СОД в умовах ХГП достовірно (P<0,001–0,05) знижується впродовж дослідження в середньому в 1,26–2,17 рази порівняно з рівнем, що реєструється в інтактній серії. Застосування ацетилцистеїну вельми ефективно попереджає зниження активності СОД у тварин з ХГП, вже починаючи з 2 тижня захворювання, коли її рівень не має достовірної різниці з аналогічним показником інтактної групи. У всі терміни визначення активність СОД при застосуванні ацетилцистеїну не має істотних відмінностей з відповідними за термінами показниками, що реєструються в інтактній та референтній (метилурацил) серіях. 

Застосування ацетилцистеїну, починаючи з 4 тижня, реалізується достовірним підвищенням активності каталази в 1,40-1,70 рази, порівняно з контрольними тваринами. При цьому, потенційний пародонтопротектор у цьому відношенні не поступається референтному засобу лікування - метилурацилу та, навіть більш того, на 4 і 6 тижнях перевершує його показники.

Таблиця 1

Оцінка вільно-радикальних реакцій у сироватці крові щурів за амплітудою швидкого спалаху (I1) БХЛ (імп/с) в умовах ХГП 
на тлі застосування ацетилцистеїну (n=7)
	Група тварин
	Статистичний показник
	Терміни дослідження (тижні)

	
	
	2
	4
	6
	8

	Інтактна 
	M

±m
	713,57

  35,60

	Контрольна


	M

±m

P1
	853,42

  31,84

<0,05
	929,71

  44,22

<0,05
	1031,00

   31,23

<0,001
	896,00

  53,79

<0,05

	Дослідна


	M

±m

P1

P2

P3
	696,00

  38,39

>0,05

<0,05

>0,05
	765,86

  40,62

>0,05

<0,05

>0,05
	806,14

  50,86

>0,05

<0,01

<0,05
	610,00

  62,80

>0,05

<0,05

<0,05

	Референтна


	M

±m

P1

P2
	742,43

  47,19

>0,05

>0,05
	807,28

  39,37

>0,05

>0,05
	979,57

  31,36

<0,001

>0,05
	873,00

  50,26

<0,05

>0,05


  Примітки у табл. 1-3:  1. Р1 – порівняно з інтактними тваринами;

                                                2. Р2 – порівняно з контрольними тваринами;

                                        3. Р3 – порівняно з референтними тваринами
Застосування ацетилцистеїну реалізується не тільки нормалізацією активності ферментів АОС, але й рівня глутатіону відновленого в крові та гомогенаті ясен щурів з ХГП у всі терміни дослідження, що ще раз підтверджує наявність суттєвих антиоксидантних властивостей у препарата. 

На підставі даних про активність СОД і каталази та рівень ТБК-реактантів був розрахований такий показник функціонування АОС захисту організму, як фактор антиоксидантного стану (F), значення якого представлені на рис. 1, з якого видно, що величина F в умовах модельованої форми пародонтиту (контроль) за 2 тижні знижується у 2,1 рази, а через 4 і 6 тижнів відзначається ще більш вагоме (у 4,2 і 5,6 рази, відповідно) зниження цього показника відносно «норми». 

Застосування ацетилцистеїну за умов ХГП сприяє нормалізації F. Вже через 2 тижні у дослідній групі тварин реєструється достовірне (Р<0,05) збільшення величини F в 1,30 рази порівняно з групою контролю. 

Вже через 4 тижні в дослідній групі тварин величина «F» у 3,9 рази перевершує контрольний рівень і не має достовірних відмінностей з показниками, котрі визначаються у інтактних тварин. При цьому, ацетилцистеїн не тільки не поступається препарату порівняння, але в більшості термінів дослідження (4, 6 і 8 тижнів) достовірно (Р<0,001-0,05) його перевищує за показником F. 
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Рис. 1. Вплив ацетилцистеїну на динаміку фактора антиоксидантного стану
 у щурів на моделі ХГП (n=8)
             У рис. 1, 3:  *     - P<0,05 порівняно з інтактною групою;

                                 **    - P<0,05 порівняно з контролем;

                                 ***  - P<0,05 порівняно з референтною групою

Отже, порівняльна оцінка антиоксидантного стану ще раз в узагальнюючому вигляді доводить фармакотерапевтичну ефективність ацетилцистеїну в умовах ХГП.
Дослідження динаміки змін ПРЕ показало, що впродовж всього експерименту гемоліз еритроцитів в контрольній групі тварин є більш виразним (в 1,4-1,7 рази), ніж в інтактній серії, а вже через 6 і 8 тижнів  відсоток гемолізу еритроцитів в дослідній групі тварин не має відмінностей (P>0,05) з показниками, що визначаються в інтактній групі.
Таким чином, застосування ацетилцистеїну з лікувальною-профілактичною метою за умов ХГП суттєвим чином попереджає розгалуження вільнорадикальних ланцюгових реакцій, попереджає надлишкове накопичення у біосередовищах організму первинних і кінцевих продуктів ПОЛ, а також сприяє збереженню активності та вмісту компонентів ферментативної і неферментативної ланок АОС організму, а, отже, і зменшенню інтенсивності клінічних проявів пародонтиту.
Дослідження енергетичного та вуглеводного обмінів у тварин з моделюємою формою патології пародонту та лікувально-профілактичним введенням ацетилцистеїну показали, що цей засіб значною мірою попереджає дисбаланс компонентів в системі АТФ-АДФ-АМФ та Фн за умов ХГП та, як наслідок, розвиток запально-дистрофічного процесу в пародонті. Цей факт, як видається, пов’язаний з двома ланками механізму пародонтопротекторної дії ацетилцистеїну. По-перше, з мембраностабілізуючою активністю, а, по-друге, з попередженням роз’єднання процесів окиснення та фосфорилювання. 
Комплексна характеристика параметрів, що характеризують стан енергетичного гомеостазу в умовах експерименту, дозволила констатувати здатність ацетилцистеїну нормалізувати ЕЗ, ЕП, Кпор, ІФ, ТКД та СФ (табл. 2).
Таблиця 2

Вплив ацетилцистеїну на параметри енергетичного гомеостазу в умовах 
експерименту, що проводився (n=7)
	Група 
тварин
	Статистичний показник
	Енергетичний 
заряд 
(ЕЗ)
	Енергетичний потенціал
 (ЕП)
	Коефіцієнт 
порівняння

(Кпор)
	Індекс
фосфрилювання

(ІФ)
	Термодинамічний контроль дихання

(ТКД)
	Ступінь 
фосфорилювання

(СФ)

	Інтактна
	М

±m
	0,62

  0,003
	1,19

  0,054
	1488,86    89,980
	0,76

  0,025
	1,85

  0,086
	0,47
   0,022

	Термін дослідження 4 тижня

	Контрольна
	М

±m
P1
	0,51

  0,005
<0,001
	0,94

  0,028

<0,01
	1667,95

  53,560
>0,05
	0,51

  0,015

<0,001
	1,17

  0,012

<0,001
	0,48
0,042
>0,05

	Дослідна
	М
±m

P1

P2

Р3
	0,63

  0,002

>0,05

<0,001

<0,05
	1,49

 0,041

<0,01

<0,001

>0,05
	2141,82

  87,240
<0,01

<0,01

>0,05
	0,89

  0,015

<0,01

<0,001

<0,05
	1,49

  0,041

<0,01

<0,001

>0,05
	0,44
   0,016
>0,05

>0,05

>0,05

	Референтна
	М
±m

P1

P2
	0,60

  0,009

>0,05

<0,001
	1,36

  0,047

<0,05

<0,001
	2063,30    72,310
<0,01

<0,01
	0,79

  0,028
>0,05

<0,001
	1,41

0,090
<0,01

>0,05
	0,46
  0,024
>0,05

>0,05

	Термін дослідження 8 тижнів

	Контрольна
	М
±m
P1
	0,57

 0,005
<0,001
	1,07

  0,051
>0,05
	1588,55    76,450
>0,05
	0,63

  0,025
<0,01
	1,43

  0,046
<0,01
	0,52
  0,038
>0,05

	Дослідна
	М
±m

P1

P2

Р3
	0,64

  0,006

>0,05

<0,001

<0,01
	1,35

0,030
<0,05

<0,01

>0,05
	1595,28    66,810
>0,05

>0,05

>0,05
	0,89

  0,023

<0,001

<0,001

<0,05
	1,94

  0,087

>0,05

<0,01

<0,01
	0,42
  0,029

>0,05

<0,01
>0,05

	Референтна
	М
±m

P1

P2
	0,61

  0,006

>0,05

<0,01
	1,28

  0,044

>0,05

<0,05
	1733,59

  65,020
>0,05

>0,05
	0,78

  0,027

>0,05

<0,01
	1,59

0,040
<0,05

<0,05
	0,45
   0,036

>0,05

>0,05


Результати дослідження вмісту основних показників вуглеводного обміну у щурів з ХГП під впливом ацетилцистеїну вказують на те, що вже через 2 тижні від початку відтворення пародонтиту у сироватці крові щурів дослідної групи відмічається зниження вмісту глюкози в крові на 22,0 %, а в подальшому (4-8 тижнів) – у середньому на 23,3 % порівняно з контролем та впродовж всього терміну спостереження не має достовірної (P>0,05) різниці з інтактною серією. 

Результати дослідження концентрації глюкози безпосередньо в яснах свідчать про здатність потенційного пародонтопротектора знижувати її рівень у середньому в 1,35 рази відносно контролю та не має достовірної різниці з «нормою».

Для отримання більш повної інформації про стан вуглеводного обміну було досліджено в динаміці вміст молочної кислоти (лактату) в крові та гомогенаті ясен щурів з індукованим ХГП при застосуванні ацетилцистеїну. Препарат через 8 тижнів експерименту попереджає накопичення лактату в крові до значень, що є у інтактній групі. Застосування потенційного пародонтопротектора реалізується достовірним (P<0,01-0,001) зменшенням рівня лактату в яснах щурів у всі терміни дослідження (на 27,8-52,3 %) порівняно з контрольною групою і вірогідним зменшенням величини цього показника щодо референтної серії. 

При застосуванні з лікувально-профілактичною метою ацетилцистеїну за умов ХГП в перші тижні дослідження відбувається підвищення рівня пірувату в 1,39- 1,49 рази, а  через 6 і 8 тижнів -  на 50,4 % і 33,3 %, відповідно, порівняно з контролем, що є вищим за рівень у референтних щурів і не має різниці з тим, що визначається у «здорових» тварин. Схожа картина спостерігається при дослідженні показників пірувату в гомогенаті ясен щурів з ХГП при використанні ацетилцистеїну, а саме: у всі терміни дослідження спостерігається підвищення рівня пірувату у середньому в 1,65 рази, порівняно з групою контролю, та в 1,30 рази – з референтною серією. 

Дослідження рівня ОВП при застосуванні ацетилцистеїну показали, що цей показник порівняно з групою контролю (P<0,01-0,001) знижується у 2,02; 2,06; 3,28 і 3,04 рази через  2, 4, 6 і 8 тижнів, відповідно.

Така динаміка ще раз доводить здатність потенційного пародонтопротектора оптимізувати метаболізм глюкози в умовах ХГП за енергетично більш вигідним аеробним шляхом.

Застосування ацетилцистеїну реалізується зниженням рівня ОВП (рис. 2) в тканинах ясен щурів з ХГП на 43,6-75,4 % впродовж дослідження, порівняно з контролем, що вказує на зсув співвідношення лактат-піруват в бік пірувату. Це, як видається, відбувається за рахунок посилення перетворення лактату в піруват, а також зниженням відносної кількості анаеробного окислення глюкози під впливом ацетилцистеїну.
На заключному етапі вивчення стану вуглеводного обміну було визначено концентрацію фукози, що є маркером глікопротеїдного обміну (рис. 3). Встановлено, що при фармакокорекції ХГП ацетилцистеїном, концентрація фукози в крові щурів через 2, 4 і 6 тижнів експерименту зменшується у середньому в 1,5 рази щодо «контрольного» рівня і через 8 тижнів не має достовірної різниці (P>0,05) з аналогічним показником інтактної серії. 
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Рис. 2. Вплив ацетилцистеїну на рівень окисно-відновного потенціалу (відн.од.) в крові (А) та гомогенаті ясен (В) щурів з ХГП (n=7)
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Рис. 3. Динаміка концентрації фукози в крові щурів з ХГП при застосуванні ацетилцистеїну (n=7)
Отже, використання ацетилцистеїну в умовах індукованого ХГП сприяє нормалізації низки показників енергетичного та вуглеводного обмінів.
Біохімічний аналіз стану знешкоджуючої функції організму при ендотоксикозі на тлі пародонтиту при застосуванні ацетилцистеїну вказує, що отримані результати визначення низки індексів лейкоцитарної формули крові ІСНЛ, ЛІ, ІІР та ЯІІ свідчать про ступінь розвитку СЕІ при ХГП. Ефективність застосування ацетилцистеїну з лікувально-профілактичною метою вже з перших термінів дослідження реалізується тенденцією до нормалізації всіх показників порівняно з тими, що реєструються у контрольній серії. Всі розраховані інтегральні індекси односпрямовано характеризуються збільшенням кількості гранулоцитів та зменшенням лімфоцитів за умов ХГП, а застосування ацетилцистеїну вигідно стабілізує всі показники до рівня «здорових» тварин.

Детоксикуюча активність ацетилцистеїну в умовах ХГП реалізується в його здатності знижувати концентрації ЦІК (табл. 3) та МСМ  у крові щурів і, таким чином, попереджати формування СЕІ. Це відбувається завдяки спроможності потенційного пародонтопротектора сприяти зменьшенню кількості і збільшенню швидкості елімінації ендотоксинів з організму, які утворюються при запально-дистрофічному процесі в пародонті.
Таблиця 3

Вплив ацетилцистеїну на вміст ЦІК (од. опт. густ.) при ХГП у динаміці (n=7)

	Група тварин
	Статистичний

показник
	Терміни дослідження (тижні)

	
	
	2 
	4 
	6 
	8 

	Інтактна
	М
±m
	0,19

0,006

	Контрольна

	М
±m

P1
	1,34

  0,084

<0,001
	0,95

  0,052

<0,001
	0,81

  0,068

<0,001
	0,63

  0,095

<0,01

	Дослідна


	М

±m
P1

P2

Р3
	1,17

  0,051

<0,001

>0,05

>0,05
	0,61

  0,105

<0,01

<0,05

>0,05
	0,53

  0,093

<0,01

<0,05

>0,05
	0,33

  0,058

<0,05

<0,05

>0,05

	Референтна

	М
±m

P1

P2
	1,24

 0,058

<0,001

>0,05
	0,87

0,08

<0,001

>0,05
	0,57

  0,094

<0,01

>0,05
	0,41

  0,048

<0,01

>0,05


Морфологічний, в т.ч. морфометричний, аналіз пародонтопротекторної активності ацетилцистеїну при експериментальному хронічному пародонтиті  вказує, що у контрольних тварин вже через 2 тижні моделювання ХГП відмічається суттєве погіршення стану тканин пародонта, порівняно із «здоровими» щурами (1,38 балів), що характеризується гіперемією в області фронтальних зубів та незначною набряклістю. Через 8 тижнів стан пародонта контрольних тварин погіршується - до 2,13 балів за шкалою.

Під впливом ацетилцистеїну стан ясен впродовж  експерименту є значно ліпшим (1-1,13 балів) порівняно з контрольною серією та не має достовірної різниці за кількістю балів з референтною серією. Отже, пародонтопротекторні властивості ацетилцистеїну реалізуються зменшенням інтенсивності плину та раннім регресом клінічних симптомів експериментального ХГП, а також відновленням функціонального стану пародонта.

На етапі морфологічного дослідження доведено, що в дослідній серії (рис. 4), тобто при застосуванні ацетилцистеїну, величина просвіту капілярів, котрі кровопостачають власну пластинку слизової оболонки ясен тварин, суттєво не змінюється впродовж дослідження і є більшою, аніж у щурів контрольної та референтної груп. Це характеризує ацетилцистеїн як засіб, що здатний запобігати порушенням мікроциркуляторного русла при запаленні в пародонті. Відсутність процесів ерозіювання, абсцедування та резорбції еластичних волокон також свідчить на користь пародонтопротекторної активності ацетилцистеїну, що візуально підтверджується зменшенням гіперемії і набряку ясен щурів.
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Рис. 4. Морфологічна картина ясен щурів через 8 тижнів після початку моделювання ХГП та застосування ацетилцистеїну

             (фарбування гематоксилін-еозином, збільшення 1×100)
Пародонтопротекторна дія ацетилцистеїну підтверджується шляхом збереження структури та просвіту капілярів, що васкуляризують тканини ясен, а також здатністю чинити протизапальний ефект, що обумовлений зниженням кількості осередків лімфоплазмоцитарної інфільтрації. Доведена здатність ацетилцистеїну попереджати явища резорбції альвеолярного відростку щурів з ХГП, що реалізується попередженням зменьшення висоти альвеолярного відростку на 3-32 % впродовж дослідження, відносно відповідних значень у контрольній серії. Також, ацетилцистеїн за показником резорбції через 8 тижнів чинить достовірно (P<0,05)  вищу протекторну активність, порівняно з референтними тваринами. 

Таким чином, у підсумку експериментального обґрунтування доцільності лікувально-профілактичного застосування ацетилцистеїну при ХГП є підстави дійти висновку, що даний препарат проявляє свою пародонтопротекторну ефективність за рахунок попередження формування поширеної мембранопатіі шляхом регуляції прооксидантно-антиоксидантної рівноваги та реалізації вираженої антиоксидантної дії з антирадикальними властивостями. Поряд з тим, ацетилцистеїн здатен коригувати вміст основних компонентів енергетичного та вуглеводного обмінів. Важливою стороною фармакодинаміки даного тіолвмістного препарату є його здатність попереджати розвиток синдрому ендогенної інтоксикації, що розвивається на тлі ХГП, шляхом підсилення процесів природної детоксикації, прискорення виведення ендотоксинів із організму. У підсумку все це сприяє стимуляції функціонування захисно-компенсаторних механізмів організму на тлі ХГП.
ВИСНОВКИ
У дисертації наведено теоретичне узагальнення і нове вирішення актуального наукового завдання фармакології, яке полягало в експериментальному обґрунтуванні доцільності й ефективності застосування ацетилцистеїну з лікувально-профілактичною метою як пародонтопротекторного засобу, здатного попереджати структурно-функціональні порушення, що розвиваються за умов хронічного генералізованого пародонтиту.

1. Експериментальний комплексний аналіз стану прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу на моделі хронічного генералізованого пародонтиту в умовах лікувально-профілактичного застосування ацетилцистеїну показав, що за низкою параметрів біохемілюмінісценції (І1, І2, τ, Ік та S) в сироватці крові і в тканинах ясен цей препарат за здатністю реалізувати антирадикальну активність не тільки не поступається референтному засобу – метилурацилу, але й перевершує (P<0,05) його. Це підтверджується пригніченням продукції надлишкових продуктів ПОЛ в усі терміни визначення під впливом ацетилцистеїну.

2.     В механізмі реалізації пародонтопротекторної активності ацетилцистеїну на моделі хронічного генералізованого пародонтиту ключову роль відіграє його спроможність коригувати в динаміці стан АОС шляхом збереження активності СОД і каталази в 1,80 та 1,40 рази, відповідно, порівняно з контролем, а також вмісту компонентів неферментативної ланки цієї системи – глутатіону відновленого та вільних SH-груп. Застосування ацетилцистеїну при хронічному генералізованому пародонтиті сприяє нормалізації концентрації глутатіону відновленого до рівня інтактної серії (P>0,05), а також підвищення кількості SH-груп в біосередовищах, що вивчаються, в 1,20-1,50 рази у порівнянні з контролем впродовж дослідження. Крім того, ацетилцистеїн через 6-8 тижнів введення щурам з пародонтитом відновлює перекисну резистентність еритроцитів до рівня інтактних тварин, а за величиною фактора антиоксидантного захисту не тільки не поступається ефективності референтного засобу, але й перевершує його.

3. Центральною ланкою механізму пародонтопротекторної активності ацетилцистеїну є його здатність ефективно, не поступаючись метилурацилу, усувати дисбаланс, що виникає за умов хронічного генералізованого пародонтиту, в системі АТФ-АДФ-АМФ та фосфору неорганічного впродовж всіх термінів дослідження. Ця властивість ацетилцистеїну є фармакодинамічним підґрунтям для регуляції енергетичного гомеостазу шляхом збільшення порівняно з контролем низки наступних параметрів енергообміну: енергетичний заряд на 15, енергетичний потенціал - 29, індекс фосфорилювання - 36, коефіцієнт порівняння - 11 та термодинамічний контроль дихання - 24 %.

4. Ефективність застосування ацетилцистеїну за умов хронічного генералізованого пародонтиту проявляється в нормалізації вмісту глюкози в крові та тканинах пародонту щурів, а також в зниженні рівня лактата на 8 тижні дослідження в крові до величин, що реєструються у тварин інтактної серії, а в пародонті у середньому на 40 % відносно контролю. При цьому виявлена здатність ацетилцистеїна суттєво (в середньому в 1,6 рази) підвищувати концентрацію пірувату як в крові, так і в яснах тварин з ураженим пародонтом. Важливим ефектом ацетилцистеїну є нормалізація окисно-відновлюваного потенціалу та зниження (в середньому в 1,5 рази) впродовж експерименту концентрації маркеру глікопротеїдного обміну – фукози в крові щурів з індукованим пародонтитом.

5. На тлі застосування ацетилцистеїну при ендотоксикозі за умов хронічного генералізованого пародонтиту відбувається суттєве підсилення природних шляхів детоксикації, на що вказує нормалізація низки наступних індексів ендогенної інтоксикації: індекс співвідношення нейтрофіли/лімфоцити, лімфоцитарний індекс, індекс імунореактивності та ядерний індекс інтоксикації, а також зниження вмісту маркеру ендотоксикозу – молекул середньої маси та рівня циркулюючих імунних комплексів в крові на 65 та 26 %, відповідно, порівняно з контролем у всі терміни вивчення.

6. Морфологічний, в т.ч. морфометричний, аналіз пародонтопротекторної активності ацетилцистеїну за умов експерименту, що проводився, показав, що препарат зменшує гіперемію, кількість утворення зубних відкладень, кровоточивість та набряклість ясен щурів з пародонтитом, попереджає зменшення товщини епітелію (на 30-67 %), а також висоти акантотичних тяжів власної пластинки епітелію (на 4-42 %). Відсутність процесів ерозіювання, абсцедування та резорбції еластичних волокон на 8 тижні моделювання хронічного генералізованого пародонтиту також свідчить на його користь. Радіовізіографічне дослідження щелеп щурів показало, що застосування ацетилцистеїну значною мірою попереджає руйнування кісткової тканини альвеолярних лунок, що реалізується зменшенням резорбції альвеолярного відростку на 3-32 % (iндекс Ніколаєвої-Розовської) впродовж експерименту. За показником резорбції альвеолярного відростку ацетилцистеїн чинить достовірно (P<0,05) вищу протекторну активність, порівняно з референтним препаратом. 
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Гордійчук Д.О.  Пародонтопротекторна активність ацетилцистеїну на моделі хронічного генералізованого пародонтиту. – На правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – Одеський національний медичний університет МОЗ України, Одеса, 2015.
Дисертація присвячена експериментальному обґрунтуванню доцільності лікувально-профілактичного застосування ацетилцистеїну при хронічному генералізованому пародонтиті. 

В основі пародонтопротекторного ефекту ацетилцистеїна знаходиться його здатність попереджати мембранодеструкцію за рахунок істотного зниження інтенсивності генерації та накопичення вільних радикалів, а також ефективної регуляції прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу у сироватці крові та тканині ясен щурів з запально-дистрофічним захворюванням пародонта. Окрім того, пародонтопротекторна активність ацетилцистеїну реалізується стабілізацією показників енергетичного та вуглеводного обмінів, попередженням процесів роз’єднання окиснення з фосфорилюванням та збереженням функціонування системи детоксикації за умов хронічного генералізованого пародонтиту. Фармакотерапевтична ефективність ацетилцистеїну, також, полягає у його здатності попереджати та/або зменшувати прояви агресивної симптоматики хронічного генералізованого пародонтиту (кровоточивість, деструкція, резорбція). 
Ключові слова: ацетилцистеїн, хронічний генералізований пародонтит, пародонтопротектор. 

АННОТАЦИЯ

Гордийчук Д.А. Пародонтопротекторная активность ацетилцистеина на модели хронического генерализованного пародонтита. – На правах рукописи.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – Одесский национальный медицинский университет МЗ Украины, Одесса, 2015.

Диссертация посвящена экспериментальному обоснованию целесообразности лечебно-профилактического использования ацетилцистеина при хроническом генерализованном пародонтите. 

Экспериментально доказано, что при воздействии на пародонт различных мембраноповреждающих факторов ацетилцистеин оказывает выраженное антиокси-дантное действие, реализуемое предупреждением образования и накопления первичных и конечных продуктов липидпереокисления на различных этапах инициации этого процесса и соответствующим сохранением активности ферментативного и неферментативного звеньев антиоксидантной системы защиты организма в крови и ткани десен животных с индуцированным хроническим генерализованным пародонтитом. 
Детальный анализ влияния ацетилцистеина на характер сверхслабого биохемилюминисцентного свечения в сыворотке крови указывает на способность средства предупреждать гиперактивацию свободнорадикальних реакций, о чем свидетельствует модификация всех параметров сверхслабого свечения в исследуемых биосубстратах крыс с хроническим генерализованным пародонтитом. 

Пародонтопротекторное действие ацетилцистеина проявляется сохранением уровня высокоэнергетических фосфатных связей и устранением дисбаланса в системе адениловых нуклеотидов в эритроцитах крыс с индуцированным пародонтитом. Установлено, также, что введение ацетилцистеина устраняет дисбаланс в системе АТФ-АДФ-АМФ. Это реализуется коррекцией в динамике таких параметров энергообмена как энергетический заряд, энергетический потенциал, индекс фосфорилирования, коэффициент сравнения, термодинамический контроль дыхания и степень фосфорилирования. 

Исследования фармакотерапевтической эффективности ацетилцистеина показали, что введение данного препарата характеризуется нормализацией ряда основных показателей углеводного и гликопротеидного обменов, а именно: глюкозы, лактата, пирувата, фукозы в исследуемых биосубстратах животных с хроническим генерализованным пародонтитом. 

Доказана способность ацетилцистеина противостоять формированию эндотоксикоза, на что указывают лейкоцитарные изменения крови, а также значительное и стабильное снижение уровня маркеров эндотоксикоза – молекул средних масс и циркулирующих иммунных комплексов, что, безусловно, отражается и на течении клинической картины хронического воспалительно-деструктивного процесса пародонта, которая при применении ацетилцистеина протекает более благоприятно, чем в контроле. 
В серии патоморфологических, в том числе морфометрических исследований, установлено, что лечебно-профилактическое применение ацетилцистеина у крыс с хроническим генерализованным пародонтитом предотвращает уменьшение толщины эпителия и атрофию акантотических тяжей. Ацетилцистеин эффективно снижает отек, расслаивание и эрозирование эпителия, уменьшает общее число клеток лимфоплазмоцитарного инфильтрата, способствует устранению очагов повышенного синтеза кератина и коллагеноза, а также увеличивает просвет капилляров, питающих ткани десен. Это свидетельствует о способности ацетилцистеина существенным образом предупреждать повреждения поверхности десен, которая осуществляет обмен веществ между эпителиальным слоем и собственной пластинкой слизистой оболочки десны при моделируемой форме пародонтита. Под влиянием ацетил-цистеина при хроническом генерализованном пародонтите снижается развитие и течение резорбции альвеолярного отростка челюстей крыс относительно показателей контрольной и референтной групп животных. В итоге ацетилцистеин эффективно предупреждает и уменьшает интенсивность воспаления и деструкции в тканях дёсен на модели хронического генерализованного пародонтита.

Ключевые слова: ацетилцистеин, хронический генерализованный пародонтит, пародонтопротектор. 
SUMMARY
Gordiychuk D.A. Periodontoprotective activity of acetylcysteine in experimental model of chronic generalized periodontitis. – As a manuscript. 
The thesis for obtaining of scientific degree of Candidate of medical sciences in speciality 14.03.05 – pharmacology. – Odessa National Medical University, Ministry of Public Health of Ukraine, Odessa, 2015.

The thesis devoted to experimental substantiation of prophylactic treatment expediency by acetylcysteine in chronic generalized periodontitis.
In the basis of the acetylcysteine periodontoprotective effect lies it ability to prevent membrane destruction by the significant reduction of generation and accumulation of free radicals and by the effective regulation of prooxidant-antioxidant homeostasis in serum and rats gums tissues with inflammatory-dystrophic periodontal disease. In addition, the efficiency of acetylcysteine periodontoprotective ability implemented by the stabilization performance of energy and carbohydrate metabolisms, prevention of separation processes of oxidation and phosphorylation, preservation of functional detoxication system under chronic generalized periodontitis condition.
 Acetylcysteine pharmacotherapeutic efficacy also consists of it’s ability to prevent and/or reduce the expression of aggressive chronic generalized periodontitis symptoms (bleeding, destruction and resorption).

Key words: acetylcysteine, chronic generalized periodontitis, periodontoprotector.
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		Референтна		28656.43		29613.57		30990.57		26947.71

				інтактна		контрольна		дослідна		референтна

		2 тижні		37.38		32.42		36.71		35.85

		4 тижні		37.38		30.85		37.85		32				3.5

		6 тижнів		37.38		26.42		35.85		30.14

		8 тижнів		37.38		25.28		35.42		29.71

				інтактна		контрольна		дослідна		референтна

		2 тижні		128.3		62		83.4		67.78				3.6

		4 тижні		128.3		30.8		120.8		89.08

		6 тижнів		128.3		23.04		141.4		84.6

		8 тижнів		128.3		29.74		145.52		98.15






