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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. В настоящее время заболеваниями пародонта страдают от 80 до 95% населения в возрасте от 35 лет (Дмитриева Л. А., Беспалова И. Н., Золоева З. Э. с соавт. 2001). Существует большое число теорий и гипотез, объясняющих возникновение и развитие пародонтита. Одной из наиболее признанных и логичных является микробно-иммунологическая концепция, согласно которой воспалительно-деструктивные изменения околозубных тканей считаются следствием выз​ванной микробными агентами выработки провоспа​литель​ных веществ макрофагами, фибробластами, нейтрофилами и некоторыми другими клет​ками на фоне дефектов основных звеньев анти​бактериального иммунного ответа (Шмагель К.В., Беляева О.В., Черешнев В.А., 2003). Установлена взаимосвязь колонизации пародонтальных тканей некоторыми бактериями (главным образом, грамотрицательными) с воз​ник​но​вением и прогрес​сирующим развитием пародонтита (Sockansky S.S., Haffajee A.D., 1992). При этом высокий уровень медиаторов воспаления в пораженных тканях и десневой жидкости наблюдается одновременно с мест​ными и системными расстройствами неспецифической защиты и специ​фичес​ких иммунных реакций (Модина Т.Н., Варакина Н.И., Круглова И.С., 2001; Романов А.Е., Николаева Е.Н., Фомичева Е.М. с соавт., 2003).  

Вышесказанное свидетельствует  об актуальности разработки мето​дов лечения пародонтита, основанных на регуляции иммунных реакций орга​низ​ма. Такие методы в сочетании с рациональной антибактериальной тера​пией, профессиональными гигиеническими процедурами и физиотерапией поз​волят добиться стойкой ремиссии у пациентов и подготовить базу для восстановительного хирургического и ортопедического лечения. Уже дока​зана эффективность местного и системного применения иммунотропных лекар​ствен​ных средств в стоматологической практике (Безрукова И.В., 2000; Цымбалов О.В., Неделько Н.А., Кузнецов В.П., Беляев Д.Л., 2003).

Среди современных иммунокорригирующих лекарственных средств, при​​ме​нение которых выглядит рациональным при пародонтите, наше вни​ма​ние привлек препарат тамерит. Он является модулятором функции иммуно​компе​тентных клеток, способным при воспалительных заболеваниях избира​тель​но ингибировать избыточную активность макрофагов и синтез ими про​вос​па​лительных цитокинов и реакционно-способных радикалов (Абидов М.Т., Хохлов А.П., Нелюбов М.В., 2000). При этом фагоцитарная и микробицидная активность как макрофагов, так и нейтрофилов существенно усиливается. Такой механизм действия представляется адекватным для купирования патологического процесса при хроническом пародонтите.

Цель работы – исследовать целесообразность применения лекарствен​ного препарата тамерит в комплексном лечении заболеваний пародонта. 

Задачи исследования:

1. Провести сравнительное изучение способности тамерита, ликопида и поли​оксидония регулировать спонтанную и стимулированную липо​поли​сахаридами продукцию провоспалительных цитокинов (интерлейкина-1β /ИЛ-1β/ и фактора некроза опухоли /ФНО/) мышиными макрофагами in vitro для выбора наиболее эффективного модулятора функции макро​фагов, потенциально пригодного для иммунотерапии пародонтита.

2. Изучить пародонтальный статус и показатели клеточного и гумораль​ного иммунитета периферической крови больных, а также содержание ключевых про- (ИЛ-1β и ФНО-α ) и противовоспалительных (ИЛ-10) цитокинов в сыворотке крови и десневой ткани при хронических заболеваниях пародонта.

3. Оценить влияние тамерита на клиническую эффективность комплексной те​ра​пии хронических заболеваний пародонта по основным клиническим по​ка​​зателям, включая пародонтальные индексы и  рентгенологическим критериям.

4. Изучить действие тамерита на показатели клеточного и гуморального им​му​нитета периферической крови больных с хроническими заболева​ниями паро​донта, а также на концентрацию ключевых про- и противо​вос​палительных цитокинов в десневой ткани и сыворотке крови.

Научная новизна работы.

Впервые проведена сравнительная оценка способности препаратов ликопид, полиоксидоний и тамерит регулировать индуцированную бактериальным эндотоксином продукцию ИЛ-1β  и ФНО-α  макрофагами.

Установлено, что тамерит является более эффективным ингибитором выз​ван​ной бактериальным эндотоксином продукции ИЛ-1β и ФНО-α  мыши​ными макрофагами в сравнении с другими модуляторами функции клеток моноцитарно-макрофагального ряда: ликопидом и полиоксидонием. При этом, воздействуя на неактивированные макрофаги, тамерит обладает сопоста​ви​мой с указанными препаратами стимулирующей активностью.

Выявлено, что тамерит потенцирует эффективность традиционного комплексного лечения воспалительных заболеваний пародонта по основным клиническим критериям, нормализует измененные показатели клеточного и гуморального иммунитета периферической крови больных, снижает концентрацию ИЛ-1β  и ФНО-α  и повышает уровень ИЛ-10 в сыворотке крови и десневой ткани пациентов с хроническим пародонтитом.

Впервые на основании результатов экспериментальных и кли​ни​чес​ких исследований определены показания к использованию препа​рата тамерит в широкой клинической практике при лечении заболеваний пародонта.

Теоретическая и практическая значимость работы.

Продемонстрирована эффективность применения нового иммуно​троп​ного лекарственного средства тамерит в терапии пародонтита, проведено экспериментальное обоснование выбора именно этого модулятора функции макрофагов и нейтрофилов среди других современных иммунокорректоров.

Изучены механизмы терапевтического действия тамерита при паро​дон​тите, в частности его способность регулировать продукцию про- и противо​воспалительных цитокинов в воспаленной десневой ткани и корригировать системные иммунные расстройства.

Уточнены особенности состояния клеточного и гуморального иммунитета при заболеваниях пародонта.

Впервые разработана методика лечения пациентов с воспалитель​ными заболеваниями пародонта с применением тамерита. Включение таме​рита в комплексную терапию пародонтита позволяет существенно повы​сить эффективность лечения за счет воздействия на ключевое звено патогенеза этого заболевания.

Сформулированы рекомендации по использованию показателей содержания ИЛ-1β  и ФНО-α и ИЛ-10 в сыворотке крови и тканях десны как дополнительных критериев определения степени тяжести хронического пародонтита и эффективности проводимого лечения.

Основные положения, выносимые на защиту:

· Тамерит эффективнее снижает вызванную бактериальным липо​поли​са​ха​ридом продукцию ИЛ-1β  и ФНО-α  мышиными макрофагами в сравне​нии с другими модуляторами функции клеток моноцитарно-макрофагального ряда: ликопидом и полиоксидонием.

· Тамерит повышает терапевтическую эффективность комплексной терапии заболеваний пародонта по основным клиническим показателям.

· Тамерит корригирует местные и системные иммунные расстройства при хроническом пародонтите, при этом снижает концентрации ИЛ-1β  и ФНО-α и повышает уровень ИЛ-10 в десневой ткани и сыворотке крови.

Практическое внедрение полученных результатов.

Полученные экспериментальные и клинические результаты позволили внедрить тамерит в широкую клиническую практику ГУЗ Московская областная стоматологическая поликлиника, а также стоматоло​гических поликлиник городов Королева и Красногорска Московской области. Материалы диссертации используются в учебном процессе на кафедрах терапевтической стоматологии, челюстно-лицевой хирургии и хирургической стоматологии ФУВ МОНИКИ им. М.Ф.Владимирского.

Апробация работы

Апробация диссертации состоялась 25.12.2003 г. на совместной научно-практической конференции сотрудников отделений челюстно-лицевой хирургии, физиотерапии и реабилитации, кафедры челюстно-лицевой хирургии и хирургической стоматологии ФУВ МОНИКИ им. М.Ф.Владимирского, сектора клинико-экспериментальных исследований в отоларингологии НИЦ ММА им. И.М.Сеченова.

Основные положения диссертации были представлены на научно-практической конференции Московской областной коллегии стоматологов и челюстно-лицевых хирургов 30.03.2004 г.

По теме диссертации опубликовано 4 научные работы.

Объем и структура диссертации.

Диссертация состоит из следующих разделов: введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты собственных исследований, заключение, выводы, практические рекомендации, библиографический указатель литературы, содержащий 74 отечественных и 152 иностранных источников. Диссертация изложена на 117 страницах, иллюстрирована 3     рисунками и содержит 17 таблиц.     

Материалы и методы исследования.

Экспериментальные исследования проводились в НИИ Морфологии человека РАМН (директор – доктор медицинских наук, профессор Л.В.Кактурский). Всего было проведено 6 серий экспериментов in vitro. Каждая серия включала по 3 независимых эксперимента. В опытах исполь​зо​вали мышей инбредной линии С57ВL/6 (всего 210 животных). В тест-систе​мах  in vitro использовалась клеточная линия трансформированных фибро​бластов L929 и суспензия мышиных тимоцитов. Продукцию ИЛ-1β и ФНО-α индуцировали по методу, описанному Lovett et al. (1989). Клетками-про​дуцен​тами ИЛ-1β и ФНО-α являлись активированные пептоном перитонеаль​ные макрофаги мышей. Активность ИЛ-1 определяли по методу Uede et al. (1989), активность ФНО – по методу, описанному Fish & Gifford (1987).

Клинические исследования были проведены на базе ГУЗ Московская областная стоматологическая поликлиника. Общее количество больных хроническими воспалительными заболеваниями пародонта различной степени тяжести, участвовавших в клинических исследованиях – 92 человека. Кроме того, для сравнения изучаемых показателей с их значениями в норме, было обследовано 30 здоровых лиц, тщательное изучение состояния здоровья которых позволило исключить  заболевания, способные повлиять на морфо-функциональное состояние тканей пародонта, внутренних органов и иммунной системы. Здоровые лица были сопоставимы по полу и возрасту с группой обследованных больных. Больные были рандомизированы на две группы: опытную (47 человек) и контрольную (45 человек), сопоставимые по возрасту, полу и степени тяжести заболевания.

Клиническое обследование больных проводилось по единой схеме. При опросе отмечали анамнез жизни и заболевания, жалобы, причины обраще​ния к стоматологу, гигиенические навыки. При осмотре определяли сохран​ность зубных рядов, особенности прикуса, состояние твердых тканей зубов. Для оценки состояния тканей пародонта использовали такие парамет​ры, как глубина пародонтального кармана, степень резорбции костной ткани, под​вижность зубов, а также определяли гигиенический индекс по методу Silness-Loe (Silness J., Loe H., 1964) и пародонтологический индекс CPITN (Ainamo J., Barmes D., BeargrieG. et al., 1982). Панорамные рент​геновские снимки выполняли на ортопантомографе «Cranex-3» (Финляндия). Прицель​ные снимки выполняли на стационарном рентгенов​ском дентальном аппарате 5Д2 («Актюбрентген», Россия) и радиовизиографе «Visuаlux» (Gendex Dental System, Италия). При анализе рентгенограмм особое внима​ние уделялось активности костных деструктивных изменений по характеру контура зон резорбции, их четкости, наличию очагов остео​пороза.  Убыль аль​веолярной ткани вычисляли как отноше​ние величины костной ткани аль​веолы к общей длине зуба, выраженное в процентах (Bjorn H., Holmberg K., 1989). Оценку плотности костной ткани проводили на радиовизиографе «Visuаlux» при помощи программы обработки цифрового изображения «Sеdexis».

Иммунологические показатели определяли и оценивали в соот​ветствии с методами, описанными А.М.Земсковым с соавт. (Земсков А. М., Земсков В. М., Караулов А. В., 1999) и Р.М.Хаитовым с соавт. (Хаитов Р. М., Гущин И. С., Пинегин Б. Ф., Зебрев А. И., 2000). Количественный состав популяций и суб​по​пу​ля​ций лимфоцитов изучали с помощью иммуно​флуоресцен​тного анализа на лазер​ном проточном цитометре EPICS-C  (Coultronics, Франция) с использованием моноклональ​ных антител производства НПЦ «Медбиоспектор». Кислородозависимый метаболизм нейтрофильных лейкоцитов оценивали в спонтанном и стимулированном тестах восстановления нитросинего тетразолия (НСТ-тест). Количество ЦИК определяли методом преципитации 3-4% раствором полиэтиленгликоля. Фагоцитарную активность нейтрофилов определяли по поглощению частиц латекса  и учитывали по проценту фагоцитирующих нейтро​филов (фагоцитарное число) и среднему количеству поглощенных клеток одним нейтрофилом (фагоцитарный индекс).

Иммуноглобулины А, G и М определяли методом радиальной иммунодиффузии. Концентрации цитокинов (ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-10) в сыворотке крови и образцах десневой ткани проводили с помощью иммуноферментного анализа. Образцы десневой ткани (примерно 1 мм3) брали во время проведения закрытого кюретажа из десневого сосочка в области 17/16 или 26/27 зубов.

Всем пациентам была проведена полная санация полости рта, назначена противовоспалительная терапия (метронидазол /по 0,5 г 3 раза в сутки в течение 10 дней/ и полскания полости рта 0,05% раствором хлоргексидина /3 раза в сутки в течение 3 дней/), проведены гигиенические процедуры: удаление зубных отложений, профессиональная чистка зубов, по показаниям – избирательное пришлифовывание зубов.

Закрытый кюретаж патологических зубо-десневых карманов проводился по традиционной методике (Иванов В.С., 1998., Крекшина В.Е., 1983), во время проведения процедуры зубо-десневые карманы обрабатывали 0,05% раствором хлоргексидина. Всем больным назначали аскорутин по 1 г 3 раза в сутки в течение 2 недель и физиотерапевтические процедуры (вакуум- и гидромассаж и орошения растворами лекарственных трав /шалфей, ромашка, эвкалипт/).

Больные опытной группы получали, кроме вышеперечисленного, курс патогенетической иммунотерапии тамеритом. Тамерит был представлен ООО «Абидофарма» (Россия, Москва) во флаконах по 0,1 г лиофилизирован​ного порошка. Препарат вводили по 0,1 г внутримышечно, растворяя содержимое флакона в 2 мл воды для инъекций непосредственно перед использованием. Тамерит применяли ежедневно в течение 5 суток перед прове​дением закрытого кюретажа, затем ежедневно в течение первых 5 суток после кюретажа и далее 1 раз в 2 дня в течение 5 суток. Общая курсовая доза составляла 1,5 г препарата.

Общий анализ крови, биохимические и иммунологические исследо​ва​ния проводили до лечения, через 1 и 6 месяцев после его окончания. Рентгенографические исследования и определение плотности костной ткани проводили до лечения и через 6 месяцев после лечения.

Статистическая обработка полученных данных проводилась при помощи программы STATISTICA for Windows 5.0 (StatSoft, Ink., 1995) (Безрукова И.В., 2000). Анализ результатов проводили в соответствии с мето​дическими рекомендациями по статистической обработке фармако​логичес​ких экспериментов, утвержденными Министерством здравоохранения РФ.

Результаты собственных исследований.

Задачей экспериментальной части исследования являлось опреде​ление в модельных тест-системах in vitro наиболее биологически эффектив​ных регуляторов функции макрофагов, которые способны подавлять продукцию провоспалительных цитокинов клетками, активированными липо​​поли​сахаридами (ЛПС) грамотрицательных бактерий, колонизирующих под​​десневую область (Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum и некото​рых других). В качестве объектов исследования были выбраны 3 синте​тических иммунотропных препарата из различных химических групп,  обладающие, по литературным данным, способностью регулировать функцию моноцитов-макрофагов: ликопид (Иванов В.Т., Хаитов Р.М., Андронова Т.М., Пинегин Б.В., 1996), полиоксидоний (Петров Р.В., 1987 ) и тамерит (Абидов М.Т., 2001). Для уточнения характера регуляторных воздействий препаратов на функцию макрофагов, перед исследованием их способности подавлять ЛПС-индуцированную продукцию цитокинов, было проведено сравнительное изучение действия этих иммуномодуляторов на неактивированные макрофаги. При этом в качестве критерия функциональной активности этих клеток использовали продукцию ключевых плейотропных цитокинов – ИЛ-1β и ФНО-α. Препараты тестировались в 3 серийных 10-кратных разведениях в концентрациях 1, 10 и 100 мкг/мл, так как по литературным данным именно в этом диапазоне концентраций все препараты оказывают биологическое действие на иммунокомпетентные клетки, включая моноциты/макрофаги (Калюжин О.В., Абидов М.Т., 1999).

Результаты экспериментального исследования показали, что все препараты оказывали стимулирующее действие на выработку указанных цитокинов неактивированными макрофагами. Максимальным акти​ви​рующим действием обладал тамерит в концентрации 1мкг/мл. Ликопид в большинстве экспериментов был более мощным индуктором ИЛ-1β в сравнении с полиоксидонием, однако несколько уступал последнему в способности стимулировать продукцию ФНО-α. В высоких концентрациях (100 мкг/мл) для всех препаратов было характерно снижение активирующего действия, а для тамерита – даже тенденция к подавлению фоновой продукции цитокинов.

Далее мы исследовали действие ликопида, полиоксидония и тамерита на продукцию ИЛ-1β и ФНО-α макрофагами, предварительно активирован​ными бактериальными ЛПС. Модельная тест-система воспроизводила in vitro активацию макрофагальных клеток в тканях пародонта, взаимодействующих с микроорганизмами, колонизирующими поддесневую область, и их структурными компонентами. Предварительная инкубация макрофагов с ЛПС в концентрации 1 мкг/мл (субоптимальная концентрация) обеспечивала существенную стимуляцию продукции ИЛ-1β и ФНО-α, составляющую 30-50% от показателей выработки цитокинов, вызванной оптимальной дозой бактериального эндотоксина. Экспериментальные исследования показали, что ликопид в концентрациях 1 и10 мкг/мл оказывал костимулирующее действие на продукцию провоспалительных цитокинов и лишь в концентрации 100 мкг/мл проявлял тенденцию к угнетению их выработки. Полиоксидоний в низких концентрациях (1мкг/мл) проявлял тенденцию к стимуляции ЛПС-индуцированной продукции ИЛ-1β и ФНО-α. С увеличением концентрации до 10 мкг/мл это действие сменялось тенденцией к угнетению функции активированных макрофагов, а в высоких дозах (100 мкг/мл) – достоверным угнетением выработки провоспалительных цитокинов. Тамерит, в отличие от двух вышеуказанных иммуномодуляторов, в широком диапазоне концентраций в большинстве экспериментов статистически значимо подавлял продукцию как ИЛ-1β и ФНО-α. При этом в концентрациях 10 и 100 мкг/мл тамерит снижал выработку цитокинов практически до фоновых значений. Полученные результаты предопределили выбор для клинического исследования тамерита как средства патогенетической терапии воспалительных заболеваний пародонта. Позитивным моментом, подтверждающим рациональность выбора тамерита  для применения в комплексном лечении заболеваний пародонта, следует считать также то, что этот препарат при действии на неактивированные или подавленные в результате каких-либо иммуносупрессорных влияний макрофаги способен, наоборот, усиливать их функциональную активность, что было показано в первой серии экспериментов. То есть в случае применения тамерита можно говорить о восстановлении эффективного иммунного ответа и подавлении избыточной провоспалительной активности моноцитов/макрофагов.

При выполнения клинических исследований был проведён сбор анамнеза и осмотр 92 лиц с хроническими воспалительными заболеваниями пародонта, составивших опытную и контрольную группы. Анализ результатов показал, что большинство больных предъявляли жалобы на болезненность и кровоточивость десен, подвижность зубов, косметические недостатки в виде оголения шеек зубов, неполноценности зубных рядов, наличия твердых зубных отложений, плохой запах изо рта. Кроме того, больные предъявляли общесоматические жалобы, характерные для астеновегетативного синдрома и вторичной иммунной недостаточности: слабость, утомляемость, склонность к частым простудным заболеваниям и аллергическим реакциям, раздражительность, чувство напряженности. Осмотр полости рта показал присутствие основных симптомов хронического пародонтита: отечности и гиперемии десневого края, наличия мягкого зубного налета, твердых над- и поддесневых зубных отложений, подвижности зубов, кровоточивости десен при зондировании, патологических зубо-десневых карманов. 

Рентгенологическое обследование выявило характерные для хронических заболеваний пародонта изменения альвеолярной кости. У больных с легкой степенью хронического пародонтита выявляли остеопороз и деструкцию кортикальной пластинки вершин межальвеолярных перегородок, при средней степени тяжести – истинные костные карманы и фестончатый вид альвеолярной кости, при тяжелой степени – резорбцию альвеолярного края более, чем на 2/3 длины корня зуба и глубокие костные карманы.

Со стороны показателей крови у большинства обследованных больных грубых изменений обнаружено не было. У 6 (12,8%) больных опыт​ной и 7 (15,6%) контрольной группы наблюдался умеренный нейтро​филь​ный лейкоцитоз, у 17 (36,2%) больных опытной и 15 (33,3%) контроль​ной группы – умеренная лимфопения, у 5 (10,6%)  и 4 (8,9%) соответственно – тенденция к повышению числа эозинофилов. Биохимические показатели крови сильно варьировали, но были в основном в пределах нормальных значений. Тем не менее, сопоставление этих показателей с таковыми у обсле​дован​ных нами здоровых лиц выявило статистически значимое увеличение в сыворотке крови АСТ на 26% (р<0,05) и тенденцию к повышению концентрации ЛДГ.

Изучение показателей клеточного и гуморального иммунитета периферической крови было проведено у 50 больных хроническим пародонтитом средней степени тяжести (по 25 человек из опытной и контрольной групп соответственно). Были обнаружены изменения показателей как клеточного, так и гуморального иммунитета. В частности, в сравнении со здоровыми донорами, было выявлено относительное снижение общего числа лимфоцитов, в основном, за счет CD3+ и   CD4+ клеток и выраженную тенденцию к увеличению числа CD8+ лимфоцитов, что выражалось в снижении иммунорегуляторного индекса (CD4/CD8). Кроме того, наблюдались достоверное снижение концентрации в сыворотке крови всех классов иммуноглобулинов, тенденция к увеличению числа CD20+ клеток и повышение показателей НСТ-теста.

Нами также было проведено исследование концентраций ключевых про- и противовоспалительных цитокинов в сыворотке крови и воспаленной десневой ткани. Было установлено, что больные хроническим пародонтитом имеют в сыворотке крови повышенный уровень ИЛ-1β и ФНО-α и ИЛ-10 в сравнении со здоровыми донорами. Причем концентрации провоспалитель​ных цитокинов коррелировали с тяжестью заболевания (таблица 1).

Таблица 1.
Концентрация цитокинов (пг/мл) в сыворотке больных

хроническим пародонтитом
	Цитокины
	Здоровые доноры (n=10)
	Степень тяжести хронического пародонтита

	
	
	Легкая
	Средняя
	Тяжелая

	
	
	Конт​роль (n=7)
	Опыт (n=7)
	Конт​роль (n=10)
	Опыт (n=10)
	Конт​роль (n=10)
	Опыт (n=10)

	ФНО-α
	28,4±11,5
	45,5± 13,7
	47,3± 12,6
	58,5± 18,7*
	54,3± 17,6*
	69,5±12,5*
	67,3± 13,8*

	ИЛ-1β
	18,9±7,9
	25,5± 6,7
	24,3±8,2
	39,7±11,1*
	44,2± 10,6*
	55,1± 13,9*
	52,8± 12,0

	ИЛ-10
	14,2±3,7
	27,5± 6,0*
	25,6± 3,8*
	29,9± 8,3*
	28,5± 7,0*
	25,4± 12,5
	30,1± 5,9*


Примечание: * - достоверность различия со здоровыми донорами (р<0,05)

Также было отмечено существенное повышение концентраций всех 3-х цитокинов в образцах десневой ткани больных (таблица 2). Следует отметить, что у здоровых доноров тканевые концентрации ИЛ-1β и ИЛ-10 были ниже уровня детекции. У больных содержание ИЛ-1β и ФНО-α в тканях воспаленной десны коррелировало со степенью тяжести пародонтита, тогда как уровень ИЛ-10 был повышен примерно в равной степени у всех обследованных. Как видно из приведенных данных, практически по всем изученным показателям не выявлено статистических различий между опытной и контрольной группами.

Таблица 2.
Концентрация цитокинов (пг/г) в образцах ткани десны межзубных сосочков 16/17 или 26/27 больных с хроническим пародонтитом
	Цитокины
	Здоровые доноры (n=5)
	Степень тяжести хронического пародонтита

	
	
	Легкая
	Средняя
	Тяжелая

	
	
	Конт​роль (п=7)
	Опыт
(n=7)
	Конт​роль (n=10)
	Опыт (n=10)
	Конт​роль (n=10)
	Опыт (n=10)

	ФНО-α
	15,4±5,9
	55,5± 12,6*
	53,7±10,3*
	79,0± 16,8*
	74,3± 13,0*
	96,5±20,4*
	103,0±26,7*

	ИЛ-1β
	следы
	36,7± 10,1*
	34,8±8,5*
	49,5± 12,1*
	53,0± 13,5*
	57,1± 10,8*
	62,3± 14,2*

	ИЛ-10
	следы
	32,6± 8,3*
	24,6±7,7*
	35,4± 7,0*
	28,2± 5,9*
	29,3± 10,2
	27,3±6,8*


Примечание: * - достоверность различия со здоровыми донорами (р<0,05)
Включение в комплекс лечебных процедур тамерита привело к существенному улучшению результатов лечения по основным клиническим и рентгенологическим показателям. Уже на 2-4 сутки от начала лечения умень​шилась спонтанная и вызываемая механическим раздражением (чисткой зубов) кровоточивость десен, снизились или исчезли субъективные боле​вые ощущения в деснах. При осмотре отмечалось значительное умень​ше​ние отечности и гиперемии десневого края. Изучение индексов через 1, 3 и 6 месяцев от начала лечения показало достоверное улучшение этих показа​те​лей в обеих группах по сравнению с результатами первичного осмотра, через 3 и 6 месяцев достоверность различия с показателями до лечения сохраня​лась только в опытной группе (по всем показателям). Представленные дан​ные коррелировали с результатами повторных рентгенологических исследо​ва​н​ий, проведенных через 6 месяцев от начала лечения. При радиовизио​графическом изучении плотности костной ткани альвеолярных отростков достоверных различий между группами по этому показателю не было выявлено, однако значения плотности костной ткани в опытной группе были, в большинстве случаев, выше, чем в контрольной.

Для уточнения механизмов терапевтической активности тамерита при хронических заболеваниях пародонта нами было изучено влияние этого препарата на динамику изменений показателей клеточного и гуморального иммуните​та больных, а также на концентрации ключевых про- и противо​воспалительных цитокинов в сыворотке крови и десневой ткани. Для иммуно​логических исследований было отобрано по 25 больных из каждой группы с хроническим пародонтитом средней тяжести. Результаты этих исследований суммированы в таблице 3. Из представленных данных видно, что традиционная комплексная терапия (контрольная группа) по результатам исследования через 3  и 6 месяцев от начала лечения практически не влияла на измененные иммунологические показатели, за исключением тенденции к нормализации концентрации IgA в сыворотке крови. В пртивоположность этому, в опытной группе включение тамерита в комплексное лечение корригировало большинство исходно существовавших иммунологических сдвигов. В первую очередь следует отметить нормализацию абсолютного числа лимфоцитов, в том числе CD3+, CD4+ и CD20+ клеток, а также показателей НСТ-теста и сывороточного уровня иммуноглобулинов. Причем восстановление измененных показателей до нормальных значений имело стойкий характер и наблюдалось, по крайней мере, в течение 6 месяцев.

Нами также были исследованы в динамике концентрации цитокинов в сыворотке крови и десневой ткани у 10 больных в каждой из групп со средней степенью тяжести заболевания. Через 1 месяц от начала лечения у больных контрольной группы, получавших традиционную комплексную терапию, в сыворотке крови наблюдалась тенденция к снижению повышен​ных уровней ФНО-α и ИЛ-10 и статистически достоверное снижение концентрации ИЛ-1β (таблица 4). Однако, через 6 месяцев содержание указанных цитокинов не отличалось от такового до начала лечения.

  Таблица 3.
Влияние тамерита на показатели иммунитета больных хроническим пародонтитом

	Показатели
	Здоровые лица, n=ЗО
	Традиционная терапия, n=25 (контроль)
	Традиционная терапия ± тамерит, n=25

	
	
	До лечения
	Через 1 месяц
	Через 6 месяцев
	До лечения
	Через 1 месяц
	Через 6 месяцев

	Лейкоциты             (109 клеток/л)
	5,97±0,54
	6,12±1,53
	6,07±0,92
	6,45±1,03
	6,20±1,38
	5,81±0,96
	5,89±0,78

	Лимфоциты           (109 клеток/л)
	2,45±0,26
	1,77±0,43*
	1,84±0,31*
	1,68±0,19*
	1,70±0,38*
	2,37±0,23**†
	2,29±0,28**†

	CD3± лимфоциты (109 клеток/л)
	1,59±0,16
	1,12±0,32*
	1,24±0,09*
	1,16±0,14*
	1,11±0,09*
	1,32±O,13**†
	l,47±0,24**†

	CD4± лимфоциты (109 клеток/л)
	0,77±0,08
	0,67±0,06*
	0,62±0,08*
	0,65±0,09*
	0,66±0,10*
	0,79±0,08**†
	0,78±0,09**†

	CD8± лимфоциты (109 клеток/л)
	О,38±О,О5
	0,47±0,19
	0,42±0,05
	0,43±0,07
	0,45±0,05*
	0,40±0,20
	0,36±0,05**†

	CD4±/CD8±
	2,02±0,15
	1,51±0,22*
	1,48±0,20*
	1,52±0,19*
	1,52±0,13*
	l,98±0,21**†
	2,17±0,34**†

	CD16±лимфоциты (109 клеток/л)
	0,34±0,07
	0,30±0,15
	0,35±0,08
	0,38±0,11
	0,29±0,11
	0,17±0,08**†
	0,30±0,14

	СО20±лимфоциты (109 клеток/л)
	0,30±0,08
	О,35±О,О5
	0,34±0,07
	0,38±0,05*
	0,35±0,07
	0,27±0,05**†
	0,29±0,04**†

	IgА(г/л)
	1,38±0,26
	1,06±0,10*
	1,21±0,15**
	1,10±0,20*
	1,08±0,11*
	1,64±0,23 **†
	l,30±0,18tJ

	Ig M (г/л)
	1,20±0,19
	0,80±0,04*
	0,83±0,09*
	0,84±0,08*
	0,82±0,07*
	0,93±0,09**†
	1,14±0,14**†

	Ig G (г/л)
	13,04±1,53
	10,76±1,42*
	11,06±1,56*
	10,98±1,41*
	10,87±1,40*
	14,45±l,63**†
	12,92±1,17**†

	ЦИК 3%(усл. ед.)
	0,039±0,004
	0,041±0,019
	0,037±0,014
	0,045±0,011
	0,040±0,021
	0,051±0,037
	0,042±0,007

	ЦИК 4% (усл. ед.)
	0,072±0,008
	0,090±0,049
	0,082±0,038
	0,083±0,041
	0,091±0,050
	0,105±0,070
	0,075±0,023

	Латекс-тест (%)
	55,32±11,98
	49,92±3,87
	51,13±7,87
	50,71±6,99
	50,50±5,34
	49,83±7,86
	52,05±8,26

	НСТ-тест (%)
	9,23±2,51
	14,50±3,84*
	13,24±2,90*
	15,05±3,37*
	14,38±2,97*
	ll,33±3,03**†
	10,32±2,50**†


Примечание: * - достоверность различия со здоровыми донорами (р<0,05), ** - достоверность различия показателей в группах до и после лечения (р<0,05), 

                        † - достоверность различия показателей основной (тамерит) и контрольной групп (р<0,05)

Таблица 4.
Влияние тамерита на концентрацию (пг/мл) 

про- и противовоспалительных цитокинов 

в сыворотке крови больных хроническим пародонтитом
	Цитокины
	Здоровые лица, n=10
	Варианты лечения
	Больные с хроническим пародонтитом средней тяжести (n=10)

	
	
	
	До лечения
	Через 1 месяц
	Через 6 месяцев

	ФНО-α
	28,4±11,5
	контроль
	58,5±18,7*
	41,1±13,9
	62,1±15,5*

	
	
	тамерит
	54,3±17,6*
	27,2±7,8†‡
	36,7±9,8‡

	ИЛ-1β
	18,9±7,9
	контроль
	39,7±11,1*
	23,5±7,1†
	37,9±10,5*

	
	
	тамерит
	44,2±10,6*
	19,7±6,9†
	20,2±4,l†‡

	ИЛ-10
	14,2±3,7
	контроль
	29,9±8,3*
	24,7±7,5*
	26,6±6,2*

	
	
	тамерит
	28,5±7,0*
	45,4±8,4*†
	32,1±6,3*


Примечание: 

* - достоверность различия со здоровыми донорами (р<0,05);
†- достоверность различия показателей в группах до и после лечения (р<0,05);
‡ - достоверность различия показателей основной (тамерит) и контрольной групп (р<0,05).
В опытной группе больных, в комплексное лечение которых был включен тамерит, через 1 месяц после проведенного лечения концентрация ИЛ-1β снизилась примерно до тех же значений, что и в контроле. Что касается уровня ФНО-α, то было отмечено его снижение до уровня здоровых доноров, при этом отмечались достоверные различия по сравнению с по​ка​за​те​лями контрольной группы. Сывороточная концентрация ключевого противо​​​​воспалительного цитокина ИЛ-10, наоборот, возрастала. Выражен​ность вызванных тамеритом изменений несколько снижалась через 6 меся​цев, но достоверные отличия содержания провоспалительных цитокинов в сыво​ротке крови от аналогичных показателей в контрольной группе сохранялись.

Сходные тенденции в изменении концентраций цитокинов были об​на​руже​ны в образцах десневой ткани (таблица 5). Было отмечено доста​точно стойкое снижение под влиянием тамерита уровня провоспалитель​ных цито​кинов (ИЛ-1β и ФНО-α) и кратковременный подъем концентрации ИЛ-10.

Таблица 5.
Влияние тамерита на концентрацию (пг/мл) 
про- и противовоспалительных цитокинов в образцах ткани десны межзубных сосочков 16/17 или 26/27 больных хроническим пародонтитом
	Цитокины
	Здоровые лица, n=10
	Варианты лечения
	Больные с хроническим пародонтитом средней тяжести (n= 10)


	
	
	
	До лечения
	Через 1 месяц
	Через 6 месяцев

	ФНО-α
	15,4±5,9
	контроль
	79,0±16,8*
	45,4±8,4*†
	69,5±14,8*

	
	
	тамерит
	74,3±13,0*
	22,6±7,3†‡
	43,6±9, l*†‡

	ИЛ-1β
	следы
	контроль
	49,5±12,1*
	19,3±4,8*†
	40,2±11,7*

	
	
	тамерит
	53,0±13,5*
	17,4±3,9*†
	23,0±6,4*†‡


	ИЛ-10
	следы
	контроль
	35,4±7,0*
	33,1±6,8*
	36,8±10,3*

	
	
	тамерит
	28,2±5,9*
	48,2±5,6*†‡
	29,3±8,4*


Примечание: 

* - достоверность различия со здоровыми донорами (р<0,05);
†- достоверность различия показателей в группах до и после лечения (р<0,05);
‡ - достоверность различия показателей основной (тамерит) и контрольной групп (р<0,05).
Таким образом, системная иммуномодулирующая активность тамерита коррелировала с его способностью корригировать измененный уровень циркулирующих и тканевых про- и противовоспалительных цитокинов. Высокая терапевтическая активность тамерита связана, по нашему мнению, с его способностью восстанавливать нормальное морфо-функциональное состояние различных компонентов иммунной системы, в первую очередь – клеток моноцитарно-макрофагального ряда.

ВЫВОДЫ

1. Тамерит, полиоксидоний и ликопид обладают сопоставимым стимулирующим действием на спонтанную выработку ИЛ-1β и ФНО-α мышиными макрофагами. При действии на макрофаги, предварительно активированные липополисахаридом, ликопид оказывает преимущественно костимулирующее действие на продукцию этих цитокинов; полиоксидоний в низких концентрациях (1 мкг/мл) проявляет тенденцию к усилению выработки ИЛ-1β и ФНО-α, в высоких дозах (100 мкг/мл) угнетает выработку провоспалительных цитокинов; тамерит в широком диапазоне концентраций (от 1 до 100 мкг/мл) подавляет их продукцию.
2. Для больных хроническими  заболеваниями пародонта характер​но снижение общего числа лимфоцитов в периферической крови в основном за счет CD3+ и CD4+ клеток и выраженная тенденция к увеличению числа CD8+ лимфоцитов, что отражается в снижении иммунорегуляторного индекса(CD4+/CD8+). Кроме того, наблюдаются  повышенные  показатели  НСТ-теста и тенденция к снижению концентрации в сыворотке крови иммуноглобулинов и увеличению числа CD20+ клеток.
3. Больные хроническими  заболеваниями пародонта имеют в сыво​рот​ке крови и десневой ткани повышенные концентрации ИЛ-1β,  ФНО-α и  ИЛ-10 в сравнении со здоровыми донорами. Сывороточ​ные и тканевые концентрации ИЛ-1β и ФНО-α коррелируют с тяжестью заболевания.
4. Включение в комплекс лечебно-реабилитационных мероприя​тий при хронических  заболеваниях пародонта лекарственного препарата тамерит приводит к существенному улучшению результатов лечения по основным клиническим критериям и пролонгирует ремиссию.
5. Комплексное лечение хронических заболеваний пародонта с использованием тамерита приводит к стойкой (до 6 месяцев) нормализации абсолютного числа лимфоцитов, в том числе CD3+, CD4+ и CD20+ клеток, а также показателей НСТ-теста и сывороточного уровня иммуноглобулинов.
6. У больных хроническими заболеваниями пародонта, получавших тамерит в комплексе с другими лечебно-реабилитационными мероприятиями, определяется стойкое снижение в сыворотке крови и десневой ткани уровня провоспалительных цитокинов (ИЛ-1β и ФНО-α) и кратковременный подъем концентрации ИЛ-10.
Практические рекомендации

1. Целесообразно включить тамерит в комплекс лечебно-реабилитационных мероприятий для лечения хронических заболеваний пародонта. Рекомендуется назначение тамерита в комплексе с местными противо​воспалительными средствами после проведения полной санации полости рта и курса профессиональных гигиенических процедур. Препарат следует вводить по 0,1 г внутримышечно, растворяя содержимое флакона в 2 мл воды для инъекций непосредственно перед использованием, ежедневно в течение 10 суток и далее 1 раз в 2 дня в течение 5 суток.

2. Представляется рациональным использовать показатели уровня провоспалительных цитокинов (ИЛ-1β и ФНО-α) в сыворотке крови как дополнительный критерий определения степени тяжести хронического пародонтита и оценки эффективности проводимого лечения.

3. Изучение динамики уровней концентрации противовоспалитель​ных цитокинов, включая ИЛ-10, в сыворотке крови и десневой ткани на раз​лич​ных этапах лечения может служить тактическим критерием, под​твержда​ющим правильность выбранного метода патогенетической терапии хро​ничес​кого пародонтита. При этом увеличение уровня ИЛ-10 на фоне про​во​димого лечения следует трактовать как прогностически благоприятный фактор.
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