
# 4 (126) 2011 7

Таким чином, потужні сано-
генетичні властивості препара-
ту GA-40 сприяли покращанню
головного енергозалежного
процесу нирок — реабсорбції
іонів натрію в проксимальних і
дистальних канальцях за полі-
уричної стадії сулемової не-
фропатії.

Висновки

Препарат GA-40 в умовах
розвитку гепаторенального
синдрому за поліуричної стадії
сулемової нефропатії виявляв
захисну дію на збалансова-
ність регуляторних процесів у
кірковій речовині нирок і печін-
ці, що проявляється у віднов-
ленні активності лужної фос-
фатази в кірковій речовині ни-
рок і сукцинатдегідрогенази у
третій функціональній ділянці
печінкової часточки та супро-
воджується покращанням го-
ловного енергозалежного про-
цесу нирок — реабсорбції іонів
натрію в проксимальних і дис-
тальних канальцях.

Перспективи. З’ясування
протекторного впливу препа-
рату GA-40 на запобігання дис-
функції печінки і нирок за умов

розщеплення окиснення та
фосфорилування.
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Запальні захворювання сли-
зової оболонки порожнини ро-
та в даний час є однією з най-
важливіших проблем стомато-
логії. Ефективну протизапаль-
ну, імунокоригувальну, бакте-
ріолітичну й адаптаційно-тро-
фічну дію має лізоцим, фер-
мент класу гідролаз, що широ-
ко застосовується при ліку-
ванні хронічних септичних і

гнійних процесів, афтозних
стоматитів та інших інфекцій-
них захворювань. Лізоцим не-
токсичний, не спричинює по-
дразнювальної дії та може
використовуватися при поганій
переносимості інших антибак-
теріальних препаратів [1].

Пероральний шлях застосу-
вання білків, пептидів або нук-
леотидів не завжди ефектив-

ний, що пояснюється їх неста-
більністю і низькою проникніс-
тю слизових оболонок для ви-
сокомолекулярних речовин [2].
Використання мукоадгезивних
лікувальних плівок (МАЛП) доз-
воляє підвищити біодоступність
включеного препарату внаслі-
док створення локальної кон-
центрації та збільшення три-
валості контакту з патологічно
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зміненою слизовою оболонкою
порожнини рота [3–5].

Метою роботи стало дослі-
дження протизапальної дії роз-
роблених мукоадгезивних плі-
вок із лізоцимом на слизову
оболонку щоки щурів. Матри-
цею для іммобілізації лізоциму
був обраний мукоадгезивний
модифікований природний по-
лімер — желатин — через
гідрофільність, велику кількість
груп, здатних утворювати вод-
неві зв’язки, рухливість ланцю-
гів, достатню для дифузії як
через слиз, так і епітеліальну
тканину. Для посилення муко-
адгезії полімерних плівок під
час іммобілізації використову-
вали натрієву сіль карбоксиме-
тилцелюлози (Na-КМЦ), що ха-
рактеризується великим вміс-
том полярних груп (таких як
СООН і ОН) [5].

Матеріали та методи
дослідження

У дослідженнях використо-
вували комерційний препарат
лізоциму (КФ 3.2.1.17) яєчного
білка (“Applichem”, Бельгія),
харчового желатину (ДСТУ
11253-89), Na-КМЦ (Akucell AF
3265 харч., Росія), гліцерин
(фарм.), хлоргексидину біглю-
конат (КП «Луганська обласна
“Фармація”», Україна).

Гідролітичну активність лі-
зоциму визначали бактеріолі-
тичним методом, використову-
ючи як субстрат ацетоновий
порошок Micrococcus lysodeik-
ticus (штам 2665) [1]. Вміст біл-
ка в препараті контролювали
методом Bradford [6].

Іммобілізацію лізоциму про-
водили таким чином: до 9 см3

15%-го водного розчину жела-
тину додавали 1 см3 водного
розчину лізоциму в концент-
рації 0,1 / 0,5 / 1 % від жела-
тину, перемішували протягом
20 хв при температурі 30 °С,
потім додавали 1 см3 гліцери-
ну та 1 см3 водного розчину
Na-КМЦ у концентрації 0,5 %
від желатину, з подальшим ре-
тельним перемішуванням. От-
риману суміш виливали на
підкладку, сушили при кімнат-

ній температурі. Після висушу-
вання висікали плівки діамет-
ром 6 мм, обробляли 0,05%-м
розчином хлоргексидину бі-
глюконату, герметично запако-
вували та зберігали при темпе-
ратурі +4 °С.

У дослідах in vitro були ви-
вчені фізико-хімічні особли-
вості функціонування іммобілі-
зованого препарату порівняно
з вільним (збереження актив-
ності лізоциму після іммобілі-
зації, рН, термооптимуми ак-
тивності, час зберігання), вплив
0,05%-го розчину хлоргексиди-
ну біглюконату на активність
лізоциму.

У дослідах in vivo викорис-
товували 42 щури лінії Вістар
(самки віком 15 міс.). У І серії
біологічних експериментів на
18 інтактних тваринах перевіря-
ли здатність лізоциму дифун-
дувати з МАЛП у слизову обо-
лонку щоки щурів, яким накла-
дали плівку з лізоцимом. Че-
рез 10 і 30 хв після накладан-
ня МАЛП відсікали відповідну
ділянку слизової оболонки
порожнини рота (СОПР) під
плівкою (після її видалення) та
в гомогенаті тканини визнача-
ли активність лізоциму. У ІІ се-
рії біологічних дослідів на
24 щурах вивчали вплив МАЛП
з лізоцимом на розвиток запаль-
них процесів у СОПР після мо-
делювання стоматиту за допо-
могою бджолиної отрути [7].
Тварини були розподілені на 3
групи по 8 особин: 1-ша — кон-
троль, 2-га і 3-тя — експеримен-
тальний стоматит. У 3-й групі на
місце введення бджолиної отру-
ти накладали на 20 хв МАЛП.
Через 2 доби тварин забивали
під тіопенталовим наркозом
(20 мг/кг) і в гомогенаті СОПР
визначали рівень маркерів запа-
лення [8]: активність еластази,
концентрацію малонового ді-
альдегіду (МДА), показник мік-
робного обсіменіння тканин —
активність уреази [9], рівень не-
специфічного імунітету — актив-
ність лізоциму [9].

Отримані дані оброблялися
після формування бази даних
у Microsoft Excel. Статистичну

обробку проводили за допомо-
гою Microsoft Excel (для пара-
метричних даних — середнє
значення М, стандартне відхи-
лення sd). Для визначення ста-
тистичних відмінностей кіль-
кісних показників у виділених
групах і підгрупах тварин за-
стосовувалися непараметрич-
ні критерії (критерій знаків і
U-критерій Манна — Уїтні).
Вірогідними дані вважалися
при рівнях значущості P<0,05
і P<0,01. Розрахунок показни-
ків виконували за допомогою
SРSS 15.0.

Результати дослідження
та їх обговорення

У дослідах in vitro дослідже-
но збереження гідролітичної
активності лізоциму після ім-
мобілізації при різних масових
відношеннях фермент : носій
(рис. 1), доведена доцільність
використання 0,5–1%-ї концен-
трації лізоциму в плівці.

У результаті іммобілізації
ферменту в желатині з дода-
ванням Na-КМЦ отримані одно-
рідні прозорі полімерні плівки
блідо-жовтого кольору, товщи-
ною 0,4 мм, характеристики
яких наведені в табл. 1.

Нами показано 100 % збе-
реження активності іммобілізо-
ваного лізоциму після антисеп-
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Рис. 1. Залежність гідролітич-
ної активності лізоциму від його
вмісту у мукоадгезивних лікуваль-
них плівках
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тичної обробки плівок хлоргек-
сидину біглюконатом, препа-
ратом бактерицидної дії від-
носно грампозитивних і грам-
негативних бактерій.

Досліджено здатність іммо-
білізованого лізоциму (вміст у

плівці 0,5–1 %) дифундувати з
МАЛП у водний розчин. Згідно
з проведеними експеримента-
ми, 75 % літичної активності
іммобілізованого ферменту спо-
стерігається вже через 30 хв
інкубації.

Результати експериментів у
І біологічній серії досліджень по-
дані на рис. 2. Найбільша кон-
центрація лізоциму у тканині
спостерігається після викорис-
тання МАЛП з 1,0%-м вмістом
ферменту. Тривалість аплікації
повинна бути не менше 15 хв.

Результати експериментів ІІ
біологічної серії наведені в
табл. 2, з якої видно, що моде-
лювання стоматиту спричинює
вірогідне збільшення рівня
маркерів запалення (еластази
та МДА), значне (у 2,6 разу)
збільшення активності уреази

Таблиця 1
Характеристики вільного

й іммобілізованого лізоциму

Властивість
           Лізоцим

 ферменту Вільний Іммобілі-
зований

Активність, 2500± 2500±
од/см3 ±125 ±125
рН-оптимум 6,2 6,7
Термо- 50–55 45–60
оптимум, °С
Час збері- 0,25 6
гання, міс.

та явну тенденцію до збіль-
шення активності лізоциму.
Однак через великий розкид
показників зміна активності
лізоциму невірогідна.

Таким чином, використання
лізоцимних МАЛП на основі
желатину забезпечує надхо-
дження ензиму до ураженої
ділянки, з подальшою фер-
ментативною протизапальною
й антимікробною дією при екс-
периментальному стоматиті.

Ці дані свідчать про доціль-
ність клінічного дослідження
МАЛП з лізоцимом у хворих на
стоматит.
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концентрація лізоциму 1,0 % (10 хв); 7 — концентрація лізоциму 1,0 %
(5 хв)
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Примітка. р — показник вірогідності різниці з 1-ю групою; р1 — показник
вірогідності різниці з 2-ю групою.

Таблиця 2
Вплив мукоадгезивних лікувальних плівок

з лізоцимом на біохімічні показники
слизової оболонки порожнини рота щурів

при експериментальному стоматиті

       Показник 1-ша група, 2-га група, 3-тя група, сто-
контроль стоматит матит + МАЛП

Еластаза, мкат/кг 0,030±0,002 0,049±0,003 0,037±0,003
р<0,001 р>0,05; р1<0,05

МДА, ммоль/кг 15,1±1,1 19,8±0,8 16,0±1,0
р<0,05 р>0,1; р1<0,05

Уреаза, мк-кат/кг 1,02±0,24 2,63±0,44 1,06±0,43
р<0,05 р>0,05; р1>0,3

Лізоцим, од/кг 138±32 87±34 210±70
р>0,1 р>0,1; р1>0,05




