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пацієнтів шляхом вивчення механізмів 

їх цитопатичної та цитопротекторної дії в 
культивованих клітинах людини та миші
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Вступ. Триває активний пошук ефективних засобів, які 
беруть участь у зменшенні шкідливого навантаження бре-
кет-систем, зокрема місцевого стресу на тканини пародон-
тального комплексу, в усуненні запального процесу до і в 
процесі активного періоду ортодонтичного лікування. На ос-
нові флавоноїдного комплексу «Протефлазід®» та препара-
ту з бензидаміну гідрохлоридом (БГ) «Т-Септ®», розроблено 
і запатентовано гелеву композицію (ГК) «Бензидафлазівер-
дин» для місцевого лікування тканин пародонта у вигляді 
пародонтальної пов’язки в ортодонтичних пацієнтів.

Мета дослідження – оцінити цитосумісність різних комбіна-
цій складників гелевої композиції на основі флавоноїдного 
комплексу та бензидаміну гідрохлориду («Бензидафлазі-
вердин») для лікування захворювань тканин пародонта в 
ортодонтичних пацієнтів. Для цього механізми їх цитопа-
тичної та цитопротекторної дії досліджено на культивованих 
клітинах людини та миші. 

Методи дослідження. Вивчали вплив різних варіантів ГК 
на життєздатність псевдонормальних людських кератиноци-
тів лінії НаСаТ, а також мишачих фібробластів лінії BALB-3T3 
і мишачих макрофагів лінії J774.2. Було застосовано різні ме-
тоди оцінки виживання клітин: МТТ-тест, забарвлення клі-
тин флуоресцентними барвниками Hoechst 33342 і Пропідію 
йодидом, а також тест на генотоксичний вплив на клітини 
(тест-аналіз ДНК-комет). Антиоксидантні властивості розро-
блених варіантів ГК оцінювали із застосуванням реактивів 

DPPH (1,1-дифеніл-2-пікрилгідразил), Merck (Dam-stadt, Germany) і DCFDA-H2 (2’,7’- дихлор-
флюоресцеїн діацетат). 

Результати. Підсумовуючи отримані результати, можна стверджувати, що зразок ГК, який 
містив гелеву основу та БГ у вигляді розчину («Тантум Верде®») демонстрував слабкі про-
оксидантні властивості. Водночас як зразок – гелева основа, БГ у формі порошку («Т-Септ®») 
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cytopathic and cytoprotective eff ects in cultured 
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Introduction. A search continues for eff ective means which 
may reduce the overload of harmful factors, eliminate the 
infl ammatory process, and reduce stress on the periodontal 
tissues during the active period of orthodontic treatment. 
We developed and patented the gel composition (GC) 
Benzidafl aziverdine prepared based on Protefl azid® (fl avonoids) 
and benzydamine hydrochloride (BH) T-Sept® for the local 
treatment of the periodontal tissues in the form of a periodontal 
dressing in the orthodontic patients. 

The aim of this study was to evaluate the cytocompatibility 
of diff erent combinations of components in gel composition 
based on fl avonoid complex and benzydamine hydrochloride 
(Benzidafl aziverdine) used for the treatment of periodontal 
diseases in orthodontic patients. For this, mechanisms of their 
cytopathic and cytoprotective eff ects will be explored using 
cultured human and mouse cells. 

Methods. We studied the eff ect of diff erent supplements used 
in GC Benzidafl aziverdine on the viability of pseudonormal 
human keratinocytes of the HaCaT line and mouse fi broblasts of 
the BALB-3T3 line, and mouse macrophages of the J774.2 line. 
Various methods of cell survival assessment were used: MTT-
assay, staining of cells with fl uorescent dyes Hoechst 33342 
and Propidium iodide (PI), as well as a test for the genotoxic 
eff ects on cells (DNA comet assay). The antioxidant properties of the developed GC variants 
were evaluated using DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), Merck (Dam-stadt, Germany), and 
DCFDA-H2 (2’,7’-dichlorodihydrofl uorescein diacetate). 

Results. We demonstrated that the Sample containing gel base and BH in the form of a solution 
(Tantum Verde®) possessed weak prooxidant properties. While the Sample contained gel 
base, powdered BH (T-Sept®) and Sample containing gel base and powdered BH (T-Sept® and 
Protefl azid®) possessed pronounced antioxidant properties. 

Conclusions. Tests with DPPH and DCFDA dyes were used to confi rm the hypothesis regarding 
the cytoprotective eff ect of the patented gel composition Benzidafl aziverdine for local application 
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Вступ
Захворювання тканин пародонта в людей 
дорослого віку у 65-98% випадків супрово-
джуються втратою кісткової тканини альве-
олярних відростків щелеп з формуванням 
зубощелепних деформацій внаслідок мі-
грації зубів та поглибленням зубощелеп-
них аномалій. В активному періоді ортодон-
тичного лікування такі фактори як розвиток 
запального процесу, ортодонтичні сили та 
оклюзійна травма можуть негативно впли-
вати на тканинні бар’єри пародонтального 
комплексу. У свою чергу, в ортодонтичних 
пацієнтів, що мають схильність до розвитку 
гінгівіту і пародонтиту, дані процеси прово-
кують виникнення рецидивуючих абсцесів 
та стрімкої деструкції пародонтальних тка-
нин, що погіршує перебіг і прогноз патоло-
гічного процесу [1-4].

В патогенезі захворювань тканин пародонта 
важливою є роль окислювального і механічно-
го стресу [5-8]. У процесі ортодонтичного ліку-
вання застосовані ортодонтичні сили переда-
ються через напружений тканинний матрикс 
до місцевих клітин періодонтальної зв’язки та 
альвеолярної кістки, стимулюючи клітини, де 
відбувається вивільнення прозапальних, ан-
гіогенних та остеогенних агентів [9, 10]. Не-
гативний вплив брекет-систем проявляється, 
у першу чергу, на м’яких тканинах ясен – у 
вигляді гіперплазії сосочків і набряку. Тому 
продовжується пошук ефективних засобів, що 
беруть участь у зменшенні шкідливого наван-
таження, усуненні запального процесу та зни-
женні стресу на тканини пародонта у процесі 
активного періоду ортодонтичного лікування 
[4,11,12].

З огляду на те, що основні пародонтопатоге-
ни індукують стрімкий розвиток штамів, що 
є резистентними до класичних антибіотиків, 
дослідження скеровані на пошук альтерна-
тивних варіантів боротьби з агресивною мі-
кробіотою із використанням рослинних пре-
паратів, які володіють протизапальними та 
протимікробними властивостями щодо періо-
донтальної зв’язки та альвеолярних щелеп-
них кісток [13-16]. Встановлено, що деякі 
рослинні компоненти, зокрема флавоноїди, 
є активно використовуваними речовинами 
у пародонтальній терапії поряд з хлоргек-
сидином. Флавоноїдам також притаманна 
антиоксидантна дія, оскільки їхня фенольна 
структура дає можливість взаємодіяти з віль-
ними радикалами, зменшуючи інтенсивність 
перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), галь-
муючи утворення такого негативного факто-
ра, як малоновий діальдегід [16-18].

З огляду на загострену ситуацію стосов-
но COVID-19 та актуальність цієї проблеми 
для стоматології, ми обрали для досліджен-
ня противірусний препарат – флавоноїд-
ний комплекс «Протефлазід®». Він володіє 
імунотропною дією, інгібує перебіг вільно-
радикальних процесів, чим запобігає нако-
пиченню продуктів перекисного окиснення 
ліпідів, зменшує інтоксикацію, сприяє від-
новленню організму після перенесеної ін-
фекції та адаптації до несприятливих навко-
лишніх умов [19,20].

Додатково, з метою посилення властивостей 
препарату «Протефлазід®» та забезпечення 
виразної знеболювальної, протиексудативної 
та протимікробної дії, було обрано протиза-

і зразок – гелева основа, БГ у формі порошку («Т-Септ®») і «Протефлазід®» виявляли вираз-
ні антиоксидантні властивості. 

Висновки. Використано тести з барвниками DPPH і DCFDA для підтвердження гіпотези щодо 
забезпечення цитопротекторної дії запатентованої гелевої композиції «Бензидафлазівердин» 
для місцевого застосування у вигляді пародонтальної пов’язки за рахунок антиоксидантної 
активності флавоноїдного комплексу, що досягає максимального рівня на 2-гу годину екс-
позиції. Таку гелеву композиц ію можна рекомендувати для використання у клінічній паро-
донтології для медикаментозного супроводу ортодонтичних пацієнтів до та під час активної 
фази ортодонтичного лікування.

Ключові слова: флавоноїдний комплекс, «Протефлазід»®, бензидаміну гідрохлорид, ге-
лева композиція, антиоксидантна активність, клітинна культура, захворювання пародонта, 
ортодонтичні пацієнти.
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in the form of a periodontal bandage due to the antioxidant activity of the fl avonoid complex, 
which reaches the maximum level at the 2nd hour of exposure. This gel composition can be 
recommended for use in clinical periodontology for medical support of orthodontic patients before 
and during the active phase of orthodontic treatment.

Keywords: Flavonoid complex, Protefl azid®, benzydamine hydrochloride, gel composition, 
antioxidant activity, cell culture, periodontal diseases, orthodontic patients.

Introduction
In 65–98% of cases, diseases manifesting in 
the periodontal tissues in adults are accompa-
nied by a loss of bone tissue of the alveolar pro-
cesses of the jaws with the formation of den-
tal-jaw deformations due to tooth migration and 
worsening of dental-jaw defects. In the active 
period of orthodontic treatment, such factors as 
the infl ammatory process development, ortho-
dontic forces, and occlusive trauma may neg-
atively aff ect tissue barriers of the periodontal 
complex. In orthodontic patients with a tenden-
cy to develop gingivitis and periodontitis, these 
processes provoke recurrent abscesses and rap-
id destruction of the periodontal tissues, which 
worsens the course and prognosis of the patho-
logical process [1-4].

The role of oxidative and mechanical stress is 
essential in the pathogenesis of periodontal 
tissue diseases [5-8]. During the orthodontic 
treatment, the applied orthodontic forces are 
transmitted through the tense tissue matrix to 
local cells of the periodontal ligament and al-
veolar bone. This stimulates them to release 
pro-infl ammatory, angiogenic, and osteogenic 
agents [9,10]. The negative impact of bracket 
systems is manifested, fi rst of all, in soft tissues 
of gums as the development of hyperplasia of 
the papillae and swelling. Therefore, a search 
continues for eff ective means which may re-
duce the overload of harmful factors, eliminate 
the infl ammatory process, and reduce stress 
on the periodontal tissues during the active pe-
riod of the orthodontic treatment [4,11,12].

It is known that the main periodontopatho-
gens induce a rapid development of microbial 
strains resistant to classical antibiotics. That 
is why our research was directed towards a 
search for alternative options for combating 
aggressive microbiota using herbal prepara-
tions that have anti-infl ammatory and antimi-
crobial eff ects for the periodontal ligament and 
alveolar jaw bones [13-16]. Plant compounds, 

particularly fl avonoids, are widely used along 
with chlorhexidine in periodontal therapy. Fla-
vonoids also demonstrated an antioxidant ef-
fect, as their phenolic structure makes it pos-
sible to interact with free radicals, reducing 
the intensity of lipid peroxidation (LPO), mea-
sured as malondialdehyde [16-18].

In view of the aggravated situation with Covid-19 
and the relevance of this problem for dentistry, 
we addressed an antiviral drug  – the fl avonoid 
complex Protefl azid®. It has an immunotropic 
eff ect, inhibits free radical processes, prevents 
the accumulation of lipid peroxidation products, 
reduces intoxication, and promotes body recov-
ery after infection and adaptation to adverse 
environmental conditions [19,20].

To strengthen Protefl azid® properties and ensure 
pronounced analgesic, anti-exudative and anti-
microbial eff ects, an anti-infl ammatory non-ste-
roidal agent for local use, which belongs to a 
group of indazoles – benzydamine hydrochlo-
ride (BH) – was chosen. Eff ective drugs based 
on benzydamine hydrochloride are produced as 
Tantum Verde® oral cavity rinsing solution and 
T-Sept® tablets for absorption [21,22].

BH is consumed in the form of T-Sept® tab-
lets (1 tablet contains 3 mg of BH) and be-
longs to the non-steroidal anti-infl ammatory 
drugs (NSAIDs) for local application in the 
oral cavity. In terms of intensity of the ac-
tion, they are inferior to steroids but possess 
very low toxicity and have several advantag-
es. Non-steroidal anti-infl ammatory drugs 
act mainly during phases of exudation and 
proliferation, as they function as inhibitors of 
the cyclooxygenase (COX) enzyme, which af-
fects the arachidonic acid with the formation 
of important mediators of infl ammation and 
pain – prostaglandins and thromboxanes, 
whose concentration increases based on the 
disease severity. The lipoxygenase metabo-
lism pathway of the arachidonic acid leads to 
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пальний нестероїдний засіб місцевого спряму-
вання з групи індозолів – бензидаміну гідро-
хлорид. Ефективними препаратами на основі 
бензидаміну гідрохлориду є розчин для полоc-
кання порожнини рота «Тантум Верде®» і та-
блетки для розсмоктування «Т-Септ®» [21,22].

Препарат «Т-Септ®» (1 таблетка містить 3 
мг бензидаміну гідрохлориду) відносить-
ся до нестероїдних протизапальних препа-
ратів (НПЗП) для місцевого застосування 
в порожнині рота, які за інтенсивністю дії 
поступаються стероїдам, проте володіють 
дуже низькою токсичністю і мають численні 
переваги. Нестероїдні протизапальні препа-
рати діють в основному на фази ексудації та 
проліферації, оскільки виступають інгібіто-
рами ферменту циклооксигенази (ЦОГ), що 
впливає на арахідонову кислоту з утворен-
ням важливих медіаторів запалення та болю 
– простагландинів і тромбоксанів, концен-
трація яких наростає відповідно до тяжкості 
захворювання. Ліпооксигеназний шлях ме-
таболізму арахідонової кислоти призводить 
до утворення ліпооксигенази – 5-ЛОГ (ліпо-
оксигенази). Більшість НПЗП здатні селек-
тивно інгібувати дві форми даного ферменту 
– ЦОГ-1 і ЦОГ-2, що, відповідно, ослаблює 
гіперемію, набряк і біль. НПЗП сприяють 
нормалізації процесу мікроциркуляції. По-
давляючи синтез тромбоксанів, знижуючи 
активність гіалуронідази, блокуючи серо-
тонінові рецептори судин, вони запобіга-
ють утворенню мікротромбів. НПЗП можуть 
роз’єднувати окисне фосфорилювання, спо-
вільнюючи утворення макроергічних зв’яз-
ків за рахунок впливу на аденозинтрифос-
фат у тканинах вогнища запалення. НПЗП 
мають незначний вплив на процес альтера-
ції, хоча деякою мірою здатні ослаблювати 
утворення токсичних радикалів, які сприя-
ють розвитку запального процесу [23,24].

На основі препаратів «Протефлазід®» та 
«Т-Септ®» нами розроблено і запатентовано 
гелеву композицію (ГК) «Бензидафлазівер-
дин» для місцево-го лікування тканин паро-
донта у вигляді пародонтальної пов’язки в ор-
тодонтичних пацієнтів. Дана композиція також 
включала гелеву основу – альгінат натрію, ні-
пагін та воду для ін’єкцій [25].

Мета даного досліження – оцінити цитосу-
місність різних комбінацій складників ге-

левої композиції на основі флавоноїдного 
комплексу та бензидаміну гідрохлориду 
(«Бензидафлазівердин») для лікування за-
хворювань тканин пародонта в ортодонтич-
них пацієнтів. Для цього механізми їх цито-
патичної та цитопротекторної дії досліджено 
на культивованих клітинах людини та миші.

Матеріали та методи
Вивчали вплив різних варіантів гелевої ком-
позиції (ГК) «Бензидафлазівердин» на жит-
тєздатність псевдонормальних людських ке-
ратиноцитів лінії НаСаpТ, а також мишачих 
фібробластів лінії BALB-3T3 і мишачих макро-
фагів лінії J774.2. Було застосовано різні 
методи оцінки виживаності: МТТ-тест [26-
28], забарвлення клітин флуоресцентними 
барвниками Hoechst 33342 і Пропідію йодидом 
[29,30], а також тест на генотоксичний вплив 
на клітини (тест-аналіз ДНК-комет) [30,31]. 
Антиоксидантні властивості розроблених варі-
антів ГК оцінювалися із застосуванням реакти-
вів DPPH (1,1-дифеніл-2-пікрилгідразил), Mer-
ck (Dam-stadt, Germany) [32-34] і DCFDA-H2 
(2’,7’- дихлорфлюоресцеїн діацетат), Molecular 
Probes™ продукція для Thermo Fisher [29,32].

Досліджено зразки ГК, які відрізняли-
ся співвідношенням і формою компонен-
тів (Таблиця 1). У склад зразків входили 
альгінат натрію, ніпагін і вода для ін’єкцій 
– гелева основа, бензидаміну гірохлорид 
(БГ) у формі розчину («Тантум Верде®», 
«Аngelini Francesco A.C.R.A.F» S.p.A, Італія) 
і таблетована його форма («Т-Sept®», ICN, 
Polfa, Poland), краплі «Протефлазід®» (ТОВ 
«НКВ «ЕКОФАРМ», Україна). Для нульового 
контролю було використано культуру на-
тивних клітин. Як препарат порівняння ви-
користовували гель для місцевого лікування 
слизової оболонки порожнини рота «Холі-
сал» (Jelfa S.A. Poland), діючими речовина-
ми якого є холіну саліцилат та цеталконію 
хлорид. Додатково препаратами порівняння 
слугували Доксорубіцин (Київмедпрепарат, 
Україна) як прооксидант і альфа-Токоферол 
(Технолог ЗАО, Україна)  – як антиоксидант.

Нарощування біомаси клітин проводили у 
середовищі Ігла, модифіковане Дульбекко 
(DMEM, Sigma Chem Co., США) за присутності 
декомплементованої сироватки крові ембріо-
нів великої рогатої худоби (Sigma Chem Co., 
США) і 50 мкг/мл гентаміцину (Sigma, Chem 
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the lipoxygenase formation – 5-LOG (lipoxy-
genase). Most NSAIDs can selectively inhibit 
two forms of this enzyme – COX-1 and COX-
2, which weakens hyperemia, swelling, and 
pain. NSAIDs contribute to the normalization 
of the microcirculation process. Via the sup-
pression of thromboxane synthesis, reducing 
the hyaluronidase activity, and blocking se-
rotonin receptors in blood vessels, they pre-
vent the formation of microthrombi. NSAIDs 
uncouple oxidative phosphorylation, slowing 
down the formation of macroergic connec-
tions due to their eff ect on the adenosine tri-
phosphate in the tissues of the infl ammation 
focus. NSAIDs have little eff ect on the alter-
ation process, although, to some extent, they 
can weaken the generation of toxic radicals 
that contribute to the development of the in-
fl ammatory process [23,24].

We developed and patented the gel composition 
(GC) Benzidafl aziverdine prepared based on 
Protefl azid® and T-Sept® for the local treatment 
of periodontal tissues in the form of a periodon-
tal dressing in orthodontic patients. This com-
position also included a gel base – sodium algi-
nate, nipagin, and injection water [25].

The aim of this study was to evaluate the cy-
tocompatibility of diff erent combinations of 
components in gel composition based on fl a-
vonoid complex and benzydamine hydrochlo-
ride (Benzidafl aziverdine) used for the treat-
ment of periodontal diseases in orthodontic 
patients. For that, mechanisms of their cyto-
pathic and cytoprotective eff ects will be ex-
plored using cultured human and mouse cells.

Materials and Methods
We studied the effect of different variants 
of gel composition (GC) Benzidaflaziverdine 
on the viability of pseudonormal human 
keratinocytes of the HaCaT line, as well 
as mouse fibroblasts of BALB-3T3 line and 
mouse macrophages of J774.2 line. Var-
ious methods of cell survival assessment 
were used: MTT-assay [26-28], staining of 
cells with fluorescent dyes Hoechst 33342 
and Propidium iodide (PI) [29,30], as well 
as a test for the genotoxic effects on cells 
(DNA comet assay) [30,31]. The antioxi-
dant properties of the developed GC vari-
ants were evaluated using DPPH (1,1-di-
phenyl-2-picrylhydrazyl) reagent, Merck 
(Dam-stadt, Germany) [32-34] and DCF-
DA-H2 (2’,7’-dichlorodihydrofluorescein di-
acetate), Molecular Probes™ produced for 
the Thermo Fisher [29,32].

We studied GC samples that diff ered in the 
ratio and shape of the components (Table 
1). The samples included sodium alginate, 
nipagin, and water for injections – base 
gel, benzydamine hydrochloride (BH) in 
the form of the solution (Tantum Verde®, 
Angelini Francesco A.C.R.A.F S.p.A., Italy) 
and tablet (T-Sept®, ICN, Polfa, Poland), 
Protefl azid® drops (LLC NKV ECOPHARM, 
Ukraine). Un-treated cell culture was used 
as a zero control. The gel used for the local 
treatment of the oral cavity’s mucous mem-
brane, Cholisal (Jelfa S.A. Poland), whose 
active substances are choline salicylate and 
cetalkonium chloride, was applied as a com-
parison drug. Doxorubicin (Kyivmedprepa-

Table 1

Chemical components of gel compositions under study and preparations for 
comparison

Samples Varieties of the gel composition Benzidafl aziverdine and other tested substances
Control zero control – native cell culture

Components of the gel composition (composition was added in the fi nal concentration = 1%)

Sample 1 gel base (sodium alginate 5% (0.5 ml), nipagin (0.01 ml), water for injections (7.5 ml)), Tantum 
Verde® solution 0.15% – BH solution (2 ml)

Sample 2 gel base (sodium alginate 5% (0.5 ml), nipagin (0.01 ml), water for injections (8.7 ml)), T-Sept® 
tablet  – powdered BH (0.73 g)

Sample 3
(patented gel composition Benzidafl aziverdine) – gel base (sodium alginate 5% (0.5 ml), nipagin (0.01 
ml, water for injections (8 ml)), T-Sept® tablet – powdered BH 0.73 g), Protefl azid® drops – fl avonoid 
complex (1.5 ml)

Cholisal comparison drug – gel was added in a fi nal concentration of 1%
Doxorubicin toxicological control – used in a fi nal concentration of 1 μg/ml
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Co., США) у термостаті з 5%-им вмістом СО2 
при 37°С. Клітини пересівали через кож-
ні два-три дні з розрахунку 500 тис.-1 млн. 
клітин на 1 мл культурального середовища 
[26,27]. Кількість живих клітин визначали за 
допомогою реактива МТТ-тест, використовую-
чи рекомендації виробника (Sigma, Chem Co., 
США) [28]. Принцип визначення полягав у 
тому, що мітохондріальні дегідрогенази живих 
клітин здатні відновлювати незабарвлені фор-
ми МТТ-реагенту (3-(4,5-диметилтіазол-2-іл) - 
2,5-дифенілбромід тетразолію, Sigma-Aldrich, 
США) до кристалічного блакитного формаза-
ну, розчинного у диметилсульфоксиді.

Цитоморфологічне дослідження клітин ссав-
ців. Для якісного визначення життєздатності 
клітин у піддослідних культурах використо-
вували подвійне забарвлювання культиво-
ваних клітин за допомогою флуоресцентно-
го барвника Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 
США, Екстинкція/Емісія: ∼350-354/460-470 
нм), який діє в живих клітинах, та Пропідію 
йодид (Sigma-Aldrich, США, Екстинкція/Емі-
сія: ∼520-538 /617-618 нм), який слугував 
індикатором проникливості та пошкодження 
плазматичної мембрани зовнішніх клітин. 
Барвник Hoechst 33342 додавали до клітин 
у кінцевій концентрації 20-50 мкг/мл за 
30 хв перед додаванням розчину Пропідію 
йодиду (кінцева концентрація 2 мкг/мл).

DCFDA-H2 (2’,7’-дихлорфлюоресцеїн діаце-
тат, Екстинкція/Емісія: ∼470-510/525-575 нм) 
є флуоресцентним барвником, чутливим до 
перекису водню (H2O2). Його використову-
вали для вимірювання вмісту активних форм 

кисню (АФК) у клітинах, на які подіяли до-
сліджуваними зразками. Для визначення ге-
нерації H2O2 додавали досліджувані зразки та 
речовини, після чого (через 30 хв) додавали 
DCFDA-H2 (10 мкМ), 30 хв) та Hoechst 33342 
(кінцева концентрація 30 мкг/мл). Після інку-
бації клітин із нанесеними препаратами люмі-
несценцію клітин досліджували на мікроскопі 
Zeiss AxioImager A1 (Carl Zeiss, Німеччина) та 
фотографували цифровою камерою в комп-
лекті мікроскопа при збільшенні ~400 разів 
у відповідних полях збудження та випромі-
нювання. Обробку зображень проводили за 
допомогою програмного забезпечення Axio-
Vision (налаштованого Carl Zeiss Microscopy 
GmbH, Königsallee 9-21, 37081 Göttingen, Ні-
меччина; фотографія) та Image Pro Plus 7.0 
(Media Cybernetics, США; композиція зобра-
ження та кольору) [29].

Тест на генотоксичність. Використовували 
метод тест-аналізу ДНК-комет у лужних умо-
вах [26,32]. Клітини (1 млн/мл) інкубували 
впродовж 72 год з досліджуваними зразка-
ми. Клітинну суспензію (3 × 104) змішували 
при 37°C з 250 мкл 0,5% розчину легкоплав-
кої агарози (Sigma, США) і наносили тонким 
шаром на предметні скла, які попередньо 
покривали 1% розчином агарози (Sigma, 
США) і підсушували. Проводили лізис клітин 
та електрофорез [30,31]. Принцип визна-
чення заснований на тому, що під час луж-
ного електрофорезу одноланцюгові розриви 
ДНК перетворюються на дволанцюгові, що 
дозволяє оцінити генералізовані генотоксич-
ні ефекти. ДНК-комети забарвлювали етидію 
бромідом (Sigma-Aldrich, США, Екстинкція/

Таблиця 1

Складники досліджуваних гелевих композицій та препаратів порівняння
Зразки Різновиди композиції гелю «Бензидафлазівердин» та інші тестовані речовини
Контроль Нульовий контроль – культура нативних клітин

Компоненти гелевої композиції 
(композиція додавалась до тестованих культур клітин у кінцевій концентрації = 1%)

Зразок 1 Гелева основа (альгінат натрію 5% (0,5 мл), ніпагін (0,01 мл), вода для ін’єкцій (7,5 мл)), 
«Тантум Верде®» розчин 0,15% – бензидаміну гідрохлорид (БГ) у формі розчину (2 мл)

Зразок 2 Гелева основа (альгінат натрію 5% (0,5 мл), ніпагін (0,01 мл), вода для ін’єкцій (8,7 мл)), 
таблетки «Т-Септ®» – БГ у формі порошку (0,73 г)

Зразок 3
Запатентована гелева композиція «Бензидафлазівердин» – гелева основа (альгінат натрію 
5% (0,5 мл), ніпагін (0,01 мл), вода для ін’єкцій (8 мл)), таблетки «Т-Септ®» – БГ у формі 
порошку (0,73 г), краплі «Протефлазід®» – флавоноїдний комплекс (1,5 мл)

Холісал Препарат порівняння – гель додавали у кінцевій концентрації 1%
Доксорубіцин Токсикологічний контроль – використаний у кінцевій концентрації 1 мкг/мл
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rat, Ukraine) was used as a prooxidant, 
while the alpha-Tocopherol (Tehnologi ZAO, 
Ukraine) and the Ascorbic acid (Darnytsia, 
Kyiv, Ukraine ) as an antioxidant, were used 
as comparison drugs.

Cell culturing was carried out in the Dulbec-
co-modifi ed Eagle’s medium (DMEM) (Sig-
ma Chem Co., USA) in the presence of the 
decomplemented fetal bovine serum (Sigma 
Chem Co., USA) and 50 μg/ml gentamicin 
(Sigma, Chem Co., USA) in a thermostat with 
5% CO2 content at 37°C and 100% humidi-
ty. Cells were subcultured every 2–3 days at 
0.5–1 million cells per 1 ml of culture me-
dium [26, 27]. The number of living cells 
was determined with the MTT assay, using 
the manufacturer’s recommendations (Sig-
ma, Chem Co., USA) [28]. The measurement 
principles are based on the ability of the mi-
tochondrial dehydrogenases of living cells to 
reduce colorless forms of the MTT-reagent 
[3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl) - 2,5 – di-
methyl bromide tetrazolium, Sigma-Aldrich, 
USA)] to blue crystalline formazan which is 
soluble in the dimethyl sulfoxide.

Cytomorphological study of mammalian 
cells. To qualitatively determine the viability 
of cells in vitro, double staining of cultured 
cells with the fl uorescent dye Hoechst 33342 
(Sigma-Aldrich, USA, Ex/Em: 350-354/460-
470 nm) and Propidium iodide (Sigma-Al-
drich, USA, Ex/Em: 520-538/617-618 nm) 
was used. The fi rst dye stains the cell nucle-
us, while the second one serves as an indi-
cator of the permeability and damage of the 
cell plasma membrane. Hoechst 33342 dye 
was added for 30 min to cells at a fi nal con-
centration of 20 μg/ml before the addition of 
Propidium iodide solution used in a fi nal con-
centration of 2 μg/ml.

DCFDA-H2 (2,7-dichlorofl uorescein diace-
tate, Ex/Em: ∼470-510/525-575 nm) is a 
fl uorescent dye sensitive to hydrogen perox-
ide (H2O2). It was used to measure the re-
active oxygen species (ROS) content in cells 
treated with studied samples. To determine 
the generation of H2O2, tested samples and 
substances were added, after which (in 30 
min) DCFDA-H2 (10 μM, 30 min) and Hoechst 
33342 (fi nal concentration 30 μg/ml) were 
added. After cell incubation with the applied 

drugs, cell luminescence was examined on a 
Zeiss AxioImager A1 microscope (Carl Zeiss, 
Germany) and photographed with a digital 
camera in the microscope kit at a magnifi ca-
tion of ~400 times in the corresponding ex-
citation and emission fi elds. Image process-
ing was performed using AxioVision software 
(customized by Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Königsallee 9-21, 37081 Göttingen, Germa-
ny; photography) and Image Pro Plus 7.0 
(Media Cybernetics, USA; image and color 
composition) [29].

Genotoxicity testing. The method of DNA 
comets under alkaline conditions was used 
[26, 32]. Cells (1 million / ml) were incu-
bated for 72 h with test samples. The cell 
suspension (3 × 104) was mixed at 37 °C 
with 250 μl of 0.5% fusible agarose solu-
tion (Sigma, USA) and applied in a thin layer 
on slides, which were pre-coated with 1% 
agarose solution (Sigma, USA) and dried. 
Cell lysis and electrophoresis were per-
formed [30, 31]. The determination princi-
ple is based on the fact that during alkaline 
electrophoresis, single-strand breaks in DNA 
turn into double-strand breaks, which allows 
for the assessment of generalized genotoxic 
eff ects. DNA comets were stained with the 
Ethidium bromide ((Sigma-Aldrich, USA, Ex/
Em: ∼520-538/617-618 nm, 10 μg/ml) and 
examined under a Carl Zeiss fl uorescence 
microscope (Germany) [30]. DNA damage 
was assessed using CASP 1.2.2 software 
(CASPlab, Wroclaw, Poland), comparing the 
average values (%) of DNA in the tail of 250 
comets for each sample.

The total pro-/anti-oxidant activity was 
measured in solutions of tested GC samples 
and comparison drugs (Table 1) in the pres-
ence of the DMSO introduced into the wells 
of a 96-well plastic dish in the amount of 10 
μl per well. The DPPH substrate (2,2-Diphe-
nyl-1-picrylhydrazylradical) was prepared 
as a 0.01% solution in the DMSO. The sub-
strate was introduced into wells with tested 
substances immediately before the solution’s 
optical density measurement began using a 
multichannel microphotometer Plate Reader 
BioTek 76883 (BioTek, USA) at 490 nm. Op-
tical density was measured in 20 min, 1, 2, 
and 3 h. The percentage of change in the solu-
tion’s optical density was determined based 
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Емісія: ∼520-538 /617-618 нм, 10 мкг/мл) і 
досліджували під флуоресцентним мікроско-
пом Carl Zeiss (Німеччина) [30]. Пошкоджен-
ня ДНК оцінювали за допомогою програмного 
забезпечення CASP 1.2.2 (CASPlab, Вроцлав, 
Польща), порівнюючи середні значення (%) 
ДНК у хвості 250 комет для кожного зразка.

Для визначення загальної про-/антиоксидант-
ної активності розчини тестованих зразків ГК 
і препаратів порівняння (Таблиця 1) в DMSO 
вносили в лунки 96-лункового планшета в 
кількості 10 мкл на лунку. Субстрат DPPH го-
тували як 0,01% розчин у DMSO. Субстрат 
вносили в лунки з тестованими субстанціями 
безпосередньо перед початком визначень, 
оптичну густину розчину (екстинкцію) вимі-
рювали на багатоканальному мікрофотометрі 
«Plate Reader ВіоТек» 76883 (ВіоТек, США) 
при 490 нм. Виміри оптичної густини прово-
дили через 20 хв, 1, 2 і 3 год. Відсоток зміни 
оптичної густини розчину визначали за фор-
мулою: (%) = [(А0-А1)]/(А0)]×100. Як нульо-
вий контроль використовували розчинник 
DMSO [33,34].

Біоетичні правила дотримувались згідно з 
вимогами основних біоетичних положень 
Європейської конвенції з прав людини та бі-
омедицини (від 04.04.1997) та Гельсінської 

декларації Всесвітньої медичної асоціації про 
етичні принципи медичних досліджень із за-
лученням людей (1964-2008). Протоколи № 
9 від 21.12.2020 р. та № 8 від 18.10.2021 р. 
схвалені Комітетом з біоетики наукових до-
сліджень, експериментальних розробок і на-
укових робіт ЛНМУ імені Данила Галицького.

Статистична обробка результатів. Дослі-
ди проводили в трьох паралелях у кожному 
варіанті. Кожен показник, наведений на ма-
люнках (ордината стовпчиків діаграми), від-
повідає середньому значенню «М», розрахо-
ваному за результатами трьох вимірювань в 
одному з кількох однотипних дослідів. Похиб-
ку m отриманих результатів розраховували 
як корінь квадратної похибки значення «σ». 
Комп’ютерний аналіз проводився на основі 
Phenom II X4 975 на 64-розрядній операцій-
ній системі Windows 7 (Microsoft, США). Ста-
тистичну обробку отриманих даних проводи-
ли в програмі MS Excel 2010 (Microsoft, США).

Результати
На Рис. 1 (А) представлені результати оці-
нювання рівня виживаності культур клітин 
різного гістологічного походження за впли-
ву досліджуваних субстанцій та зразків ГК. 
Виявлено цитотоксичний вплив Зразка 1 
(Таблиця 1) із вмістом БГ у формі розчину 

Рисунок 1. Порівняння рівнів життєздатності, виміряних за допомогою MTT-аналізу в різних лініях псевдонормаль-
них клітин ссавців: мишачих фібробластів лінії BALB-3T3, людських кератиноцитів лінії HaCaT і мишачих макрофа-

гів лінії J774.2. А – МТТ-тест, Б – тест-аналіз ДНК-комет

Прим і тки :  Контроль 0 – інтактні нативні клітини (Таблиця 1); Препарат порівняння гель «Холісал» додавали у 
кінцевій концентрації 1 % (Таблиця 1); Токсикологічний (позитивний) контроль – Доксорубіцин, 1 мкг/мл (Таблиця 
1) Достовірність різниці з необробленими (інтактними) контрольними клітинами: * P<0,05; *** P<0,001



131

Праці НТШ Медичні науки
2023, Том 71, № 1   ISSN 2708-8634 (print)

Proc Shevchenko Sci Soc Med Sci   www.mspsss.org.ua
ISSN 2708-8642 (online)    2023, Vol. 71, 1

Оригінальні дослідження: фундаментальні науки Original research: Basic sciences

on the formula: (%) = [(А0-А1)]/(А0)]×100. 
A solvent (DMSO) was used as a zero control 
[33, 34].

Bioethical rules were observed following the 
requirements of basic bioethical provisions 
of the European Convention on Human 
Rights and Biomedicine (from 04.04.1997) 
and the Helsinki Declaration of the World 
Medical Association on the ethical princi-
ples for medical research involving human 
subjects (1964-2008). Protocol No. 9, dat-
ed December 21, 2020, and Protocol No. 
8, dated October 18, 2021, were approved 
by the Committee on Bioethics of scientific 
research, experimental development, and 
scientific works at Danylo Halytsky Lviv Na-
tional Medical University.

Statistical processing of results. Experiments 
were performed in three parallels in each vari-
ant. Each indicator shown in the fi gures (the 
ordinate of the diagram columns) corresponds 
to the average value of “M” calculated based 
on the results of three measurements in one 
of several experiments of the same type. The 
M error of the obtained results was calculated 
as the root square error of the “σ” value. The 
computer analysis was based on Phenom II 
X4 975 on Windows 7 64-bit operating system 

(Microsoft, USA). Statistical processing of the 
obtained data was performed in MS Excel 2010 
(Microsoft, USA).

Results
Fig. 1 (A) presents the results of assessing the 
survival level of cells of diff erent histological or-
igins under the infl uence of studied substances 
and GC samples. The cytotoxic eff ect of Sample 
1 (Table 1) containing the liquid form of the BH 
Tantum Verde® and the comparison drug Cho-
lisal towards the macrophage culture was re-
vealed. It was comparable to the eff ect of the 
anticancer drug Doxorubicin used in a therapeu-
tic dose. At the same time, no cytopathic eff ect 
was observed on fi broblasts and keratinocytes.

The results of the genotoxicity assessment 
(see Fig. 1, B) showed the presence of a 
DNA-damaging eff ect of GC acting with the 
liquid form of Tantum Verde® in the absence 
of a pronounced suppressive eff ect in the case 
of Cholisal comparison drug and the antitumor 
antibiotic Doxorubicin used in a therapeutic 
dose. Medians of the Olive tail moment (OTL) 
(tail DNA% versus nucleus of comet DNA%) 
were used for assessing the DNA damage.

Fig. 2 presents diff erential interference con-
trast images (DIC) of cells treated with Sam-

Figure 1. Comparison of viability rates measured with the MTT-assay in various lines of pseudonormal mammalian cells: 
murine fi broblasts of BALB-3T3 line, human keratinocytes of HaCaT line, and murine macrophages of J774.2 line. 

А – МТТ-assay, В – DNA-comet assay

Notes :  Control 0 – intact native cells (Table 1); Comparison drug Cholisal gel was added in the fi nal concentration of 
1% (Table 1); Toxicological (positive) control – Doxorubicin, 1 μg/ml (Table 1) The signifi cance of diff erence with the non-
treated control cells: * P<0.05; *** P<0.001



132

Праці НТШ Медичні науки
2023, Том 71, № 1   ISSN 2708-8634 (print)

Proc Shevchenko Sci Soc Med Sci   www.mspsss.org.ua
ISSN 2708-8642 (online)    2023, Vol. 71, 1

Оригінальні дослідження: фундаментальні науки Original research: Basic sciences

«Тантум Верде®» та препарату порівняння 
«Холісал» щодо культури макрофагів, що 
був співмірний з дією протипухлинного ан-
тибіотика Доксорубіцину в терапевтичній 
дозі. При цьому не спостерігали цитопатич-
ного впливу на фібробласти і кератиноцити.

Результати оцінки генотоксичності (див. 
Рис. 1, Б) засвідчили наявність ДНК-по-
шкоджувальної дії ГК з БГ у формі розчину 
(«Тантум Верде®») за відсутності вираже-

ного супресивного ефекту у випадку пре-
парату порівняння «Холісал» та протипух-
линного антибіотика Доксорубіцину, що 
застосовувалися у терапевтичній дозі. Для 
оцінки пошкодження ДНК використовува-
ли медіану критерію Оліва: «хвостовий мо-
мент», що є показником міграції ДНК (спів-
відношення між відстатнню, яку проходять 
фрагменти здеградованої ДНК та їх кількі-
стю (хвіст комети) до розміру і вмісту ядра 
(ядро клітини як ядро комети), що отримало 

Рисунок 2. Флуоресцентні зображення клітин за присутності тестованого зразка, що демонструють ефект біотоле-
рантності. Фарбування Hoechst 33342 та Пропідію йодидом клітин, оброблених Зразком 3 впродовж трьох днів. Бла-
китна флуоресценція (Hoechst 33342) – живі клітини та червона флуоресценція (Пропідію йодид) – мертві клітини

ДІК і люмінесцентна мікроскопія Люмінесцентна мікроскопія
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ple 3 (Table 1) and stained with fl uorescent 
DNA-specifi c dye Hoechst-33342 (visualized 
in blue – alive cells) in combination with the 
fl uorescent DNA/RNA-specifi c dye Propidium 
iodide (dead cells are visualized in red).

Presented images visualize GC eff ects – 
Sample 3 (patented gel composition) on 
three types of cells – human keratinocytes 
of the HaCaT line, mouse fi broblasts of the 
BALB3T3 line, and mouse macrophages of 

the J774.2 line. The absence of red staining 
in treating J774.2 macrophage cells and Ha-
CaT keratinocytes means the lack of a toxic 
eff ect. A certain amount of red staining in 
the BALB-3T3 fi broblast cell line may indi-
cate the stimulation of proliferation simulta-
neously with increased cell death. This may 
be due to the phenomenon of contact inhi-
bition of growth resident in pseudonormal 
cells in culture.

Figure 2. Fluorescence images of treated cells demonstrating the bio-tolerance eff ect. Hoechst 33342 & PI staining 
of cells treated for three days with Sample 3. Blue fl uorescence (Hoechst 33342) – living cells 

and red fl uorescence (PI) – dead cells

DIC & Luminescent microscopy Luminescent microscopy
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назву моменту Олівового хвоста (OTL) (% 
ДНК у хвості проти ядра ДНК комети).

На Рис. 2 представлене диференційне інтер-
ференційне контрастне зображення (ДІК) 
клітин, оброблених Зразком 3 (Таблиця 1) 
та забарвлених флуоресцентним ДНК-спе-
цифічним барвником Hoechst-33342 (візу-
лізо-вані блакитним кольором – живі клі-
тини) в поєднанні з флуоресцентним ДНК/
РНК-специфічним барвником Пропідію йоди-
дом (візуалізовані червоним кольором – мер-
тві клітини).

Представлені зображення візуалізують вплив 
ГК – Зразок 3 (запатентована гелева компо-
зиція) на три типи клітин – кератиноцити 
людини лінії HaCaT, фібробласти миші лінії 
BALB3T3 та макрофаги миші лінії J774.2. Від-
сутність червоного забарвлення у випадку 
клітин макрофагів J774.2 та кератиноцитів 
HaCaT означає відсутність токсичного ефек-
ту. Деяка кількість червоного забарвлення в 
клітинній лінії фібробластів BALB-3T3 може 
вказувати на стимуляцію проліферації од-
ночасно з підвищеною загибеллю клітин. 
Це може бути наслідком явища контактного 
гальмування росту резидентних псевдонор-
мальних клітин у культурі.

На підставі результатів цитоморфологічних 
досліджень, МТТ-тесту та ДНК-кометного 
аналізу, постає питання про визначення по-
тенційних механізмів спостережуваних явищ 
у дії досліджуваних зразків. Визначення про- 
та антиоксидантних властивостей досліджу-
ваних варіантів ГК та інших речовин, зазна-
чених у Таблиці 1, свідчить про здатність 
досліджуваних Зразків 1, 2, 3 та речовин по-
рівняння захоплювати вільні радикали або 
виступати донорами Гідрогену (Рис. 3).

Згідно отриманих результатів, Зразок 1 про-
явив слабкі прооксидантні властивості від 
-1.6 УО (умовних одиниць) на 20-ту хв до 
0.5 УО на 3-тю год. З огляду на даний факт, 
БГ у формі розчину на противагу таблето-
ваному препарату не рекомендований для 
включення у пролонговані форми ГК.

Зразки 2 і 3 – є антиоксидантами і їх власти-
вості в часі збільшуються (для 2-го зразка – 
від 0,98 УО до 3,9 УО на 2-гу годину і 7,6 УО 
на 3-тю годину). Антиоксидантні властиво-

сті Зразка 3 досягають максимального рівня 
на 2-гу год. (13,3% УО), а вже на третю го-
дину починають знижуватися (7,2 УО).

Рисунок 3. Оцінка про- та антиоксидантної дії 
досліджуваних Зразків 1, 2, 3 та речовин порівняння 
(«Холісал», альфа-Токоферол, Аскорбінова кислота, 

Доксорубіцин)

Зразки 1, 2, 3, «Холісал» та альфа-Токоферол 
діяли як антиоксиданти, а Доксорубіцин  – як 
прооксидант. Для перевірки здатності дослі-
джуваних сполук діяти як акцептори вільних 
радикалів або донори водню, застосовано ме-
тод експрес-вимірювання антиоксидантної 
ємності зразків за допомогою реагенту Дифе-
ніл-пікрил-гідразил. На діаграмі на рис. 3 пред-
ставлені результати кількісної оцінки анти- та 
прооксидантних властивостей розроблених 
нами варіантів ГК та препаратів порівняння. Ви-
ходячи з цих даних, можна побачити, що Зра-
зок 3 виявився найбільш вираженим антиокси-
дантом. Максимум його ефекту спостерігається 
на 2-гу годину дії. Зразок 2 є слабшим анти-
оксидантом, який реагує повільніше. Зразок 1 
виявився прооксидантом, тоді як Доксорубіцин 
був сильним окислювачем. «Холісал» проде-
монстрував слабку антиоксидантну активність, 
яку можна порівняти з альфа-Токоферолом.

Як антиоксидантний контроль використано 
альфа-Токоферол, оскільки часова динамі-
ка його дії є співставимою із біологічними 
ефектами тестованих нами зразків. Аскор-
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Based on the results of cytomorphological 
studies and MTT and DNA comet assay, the 
question arises about defi ning the potential 
mechanisms of observed phenomena in the 
studied samples’ actions. Determining the 
pro- and antioxidant properties of the stud-
ied variants of GC and other substances not-
ed in Table 1 suggests the ability of studied 
Samples 1, 2, 3 and comparison substances 
to capture free radicals or serve as Hydrogen 
donors (Fig. 3).

Figure 3. Evaluation of the pro- and antioxidant 
action of studied Samples 1, 2, 3 and the comparison 
substances (Cholisal, alpha-Tocopherol, Ascorbic acid, 

and Doxorubicin)

According to obtained results, Sample 1 
showed weak prooxidant properties (-1.6 CU 
of the Conventional Units (CU)) to 0.5 CU). 
Thus, the BH in a liquid form, as opposed to 
the tablet preparation, should not be recom-
mended for inclusion in case of prolonged 
forms of GC.

Samples 2 and 3 demonstrate antioxidant 
properties that increase over time (for the 
2nd sample – from 0.98 CU to 3.9 CU at the 
2nd hour and 7.6 CU at the 3rd hour). The 
antioxidant properties of Sample 3 reach 
their maximum level at the 2nd hour (13.3 
CU), and by the 3rd hour, they start decreas-
ing (7.2 CU).

Samples 1, 2, 3, Cholisal, and alpha-tocoph-
erol were used as antioxidants, and Doxoru-
bicin was used as a prooxidant. The meth-
od of rapid measurement of the antioxidant 
capacity of samples using the Diphenyl-pic-
ryl-hydrazyl reagent was applied to test the 
ability of studied compounds to act as free 
radical scávengers or hydrogen donors. The 
diagram in Fig. 3 presents the results of the 
quantitative evaluation of anti- and prooxi-
dant properties of our developed variants of 
GC and the comparison substance. Based on 
these data, one can see that Sample 3 proved 
to be the most pronounced antioxidant. The 
maximum of its eff ect occurs at the 2nd hour 
of action. Sample 2 is a weaker antioxidant 
that reacts slower. Sample 1 proved to be a 
prooxidant, while Doxorubicin was a strong 
oxidant. Cholisal has shown a weak antioxi-
dant activity comparable to that of alpha-To-
copherol.

Alpha-Tocopherol was used as an antioxidant 
control because the temporal dynamics of its 
eff ect were comparable to the biological ef-
fects of tested samples. The Ascorbic acid 
reacts at high speed with dynamics within 
a few seconds to a minute, and quercetin 
and rutin, respectively, react within several 
hours. Their maximum eff ect develops with-
in a day.

To visualize the studied phenomena, the pres-
ence of peroxide radicals in target cells was 
detected under the infl uence of the studied 
samples. For this, the fl uorescent dye dihy-
drochlorofl uorescein diacetate (DCFDA-H2), 
specifi c for the hydrogen peroxide, was used 
(Fig. 4).

The images in these fi gures demonstrate the 
biological eff ect of three samples of our best 
design – Sample 1, 2, and 3 (Table 1) on 
macrophages treated for three days. The nu-
cleus of living cells is visualized in blue fl uo-
rescence, while green fl uorescence indicates 
the free radical concentration. It should be 
noted that in our experiments, Samples 2 
and Sample 3 acted as antioxidants. The 
appearance of more intensive green fl uores-
cence may suggest the activation of mac-
rophages which observed in the case of the 
action of Sample 1.
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бінова кислота реагує з великою швидкістю 
з динамікою від кількох секунд до хвилини, 
а, відповідно, кверцитин і рутин реагують 
впродовж декількох годин. Їх максимальний 
ефект розвивається впродовж доби, що є не 
співвідносним з тестованими нами зразками.

Для візуалізації досліджуваних явищ 
здійснювали детекцію наявності пере-

кисних радикалів у клітинах-мішенях за 
дії досліджуваних зразків з використан-
ням специфічного щодо перекису водню 
флуоресцентного барвника 2’,7’-дихлор-
флюоресцеїндіацетату (DCFDA-Н2) (Рис. 4).

Зображення на цих малюнках демонструють 
біологічну дію трьох зразків нашого найкра-
щого дизайну – Зразків 1, 2 і 3 (Таблиця  1) 
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Рис. 4. Результати цитоморфологічного дослідження утворення пероксиду водню з використанням 
флуоресцентних барвників Hoechst 33342 і DCFDA-H2 у культивованих макрофагах J774.2, при дії Зразка 1, 
Зразка 2 і Зразка 3 на 3-й день тестування. Синя флуоресценція (Hoechst 33342) – ядро живих клітин, зелена 

флуоресценція (DCFDA-H2) – генерований H2O2



137

Праці НТШ Медичні науки
2023, Том 71, № 1   ISSN 2708-8634 (print)

Proc Shevchenko Sci Soc Med Sci   www.mspsss.org.ua
ISSN 2708-8642 (online)    2023, Vol. 71, 1

Оригінальні дослідження: фундаментальні науки Original research: Basic sciences

Discussion
Summarizing the results obtained regarding 
samples developed by us, as well as the com-
parison drug Holisal, it was found that they 
do not aff ect dense tissues represented by 
keratinocyte and fi broblast lines. In contrast, 
macrophages were sensitive to the suppres-
sive eff ect of Cholisal and Samples 1 and 2. 
It can be assumed that Protefl azid® stops the 
suppressive eff ect of other sample compo-

nents on cells of the macrophage line. Sum-
marizing the obtained results, it can be stat-
ed that Sample 1 (gel base, BH in the form 
of a solution (Tantum Verde®)) demonstrated 
weak prooxidant properties. While Samples 
2 (gel base, powdered BH (T-Sept®)) and 3 
(gel base, powdered BH (T-Sept®) and Prote-
fl azid®)) demonstrated pronounced antiox-
idant properties. The evaluation of pro- and 
antioxidant properties of various modifi cations 
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Figure 4. The cytomorphological testing results of hydrogen peroxide formation using Hoechst 33342 and DCFDA-H2 
fl uorescent dyes in cultured J774.2 macrophages treated with Sample 1, Sample 2 and Sample 3 on the 3rd day of treat-
ment. Blue fl uorescence (Hoechst 33342) – the nucleus of living cells, green fl uorescence (DCFDA-H2) – generated H2O2
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на макрофаги, за умов впливу впродовж 
трьох діб. Ядра живих клітин візуалізуються 
в блакитній флуоресценції, тоді як зелена 
флуоресценція вказує на концентрацію пе-
роксидних радикалів. Слід зазначити, що в 
наших експериментах Зразок 2 і Зразок 3 
діяли як антиоксиданти. Поява більш інтен-
сивної зеленої флуоресценції може свідчити 
про активацію макрофагів, що спостеріга-
ється у випадку дії Зразка 1.

Обговорення
Підсумовуючи отримані результати щодо 
розроблених нами зразків, а також препа-
рату порівняння «Холісал», встановлено, 
що вони не впливають на щільні тканини, 
представлені лініями кератиноцитів і фібро-
бластів. Навпаки, макрофаги були чутливі 
до супресивної дії «Холісалу» та Зразків 1 
і 2. Можна припустити, що «Протефлазід®» 
припиняє супресивну дію інших компонентів 
зразка на клітини лінії макрофагів. Підсумо-
вуючи отримані результати, можна конста-
тувати, що Зразок 1 (гелева основа, БГ у 
формі розчину («Тантум Верде®»)) проде-
монстрував слабкі прооксидантні властиво-
сті. У той час як Зразки 2 (гелева основа, 
БГ у формі порошку («T-Sept®»)) і 3 (гелева 
основа, БГ у формі порошку («T-Sept®») і 
«Protefl azid®») продемонстрували виражені 
антиоксидантні властивості. Оцінка про- та 
антиоксидантних властивостей різних моди-
фікацій гелевої композиції (Зразки 1, 2, 3) з 
часовою розгорткою за допомогою реактиву 
DPPH дозволила встановити, що пролонга-
ція ефекту пародонтальної пов’язки у рото-
вій порожнині на 2 години є оптимальною.

Таким чином, лікарський засіб «Т-Септ®» 
володіє вираженими знеболювальними та 
протиексудативними властивостями, чинить 
активну протизапальну дію. При місцево-
му застосуванні у вигляді пародонтальної 
пов’язки з пролонгованою дією відбуваєть-
ся кумуляція бензидаміну в запалених тка-
нинах, де якраз і досягаються ефективні 
концентрації завдяки його здатності прони-
кати крізь слизову оболонку [35,36].

Включення у розпрацьовану нами ГК «Бен-
зидафлазівердин» флавоноїдного противі-
русного препарату прямої дії «Протефла-
зід®», що має місцеву та загальну дію, 
підвищує неспецифічну резистентність ор-

ганізму до вірусної та бактерійної інфекцій, 
і відповідно до отриманих нами результатів, 
дозволяє забезпечити підвищену антиокси-
дантну активність пародонтальної пов’язки, 
зокрема інгібувати перебіг вільнорадикаль-
них процесів, запобігаючи накопиченню 
продуктів перекисного окиснення ліпідів, 
посилюючи антиоксидантний статус клітин, 
зменшуючи інтоксикацію.

Згідно з літературними джерелами [19,20,37-
41], «Протефлазід®» має імунотропні вла-
стивості, захищає слизові оболонки, нор-
малізує показники місцевого імунітету 
(лактоферин, секреторний імуноглобулін А, 
лізоцим і С3 компонент комплементу). Даний 
лікарський засіб індукує синтез ендогенних 
α- та γ-інтерферонів до фізіологічно функці-
онального рівня, що підвищує неспецифіч-
ну резистентність організму до вірусних та 
бактерійних інфекцій.

Проведені різними авторами клінічні дослі-
дження показали, що за умов добового при-
йому з урахуванням вікових доз і схем, засто-
сування препарату «Протефлазід®» не чинить 
імуносупресивної дії [37-41]. Він також не 
викликає рефрактерності (гіпореактивності) 
імунної системи. Не спостерігалося пригнічен-
ня синтезу α- і γ-інтерферонів, що дає можли-
вість при необхідності застосовувати препарат 
тривалий час. «Протефлазід®» є модулятором 
апоптозу, який підсилює дію апоптозіндуку-
ючих речовин та активує каспазу 9 [38-41]. 
Це може сприяти елімінації пошкоджених ві-
русом клітин і первинній профілактиці хроніч-
них захворювань на тлі прихованих вірусних 
інфекцій, запобігати рецидивам захворювань 
та пролонгувати період ремісії.

У висновках: дослідження з використанням 
тестів з барвниками DPPH і DCFDA дозволи-
ли підтвердити гіпотезу щодо забезпечення 
цитопротекторної дії запатентованої геле-
вої композиції «Бензидафлазівердин» для 
місцевого застосування у вигляді пародон-
тальної пов’язки за рахунок антиоксидантної 
активності флавоноїдного комплексу, яка 
досягає максимального рівня на 2-гу годину 
експозиції. Дану гелеву композицію можна 
рекомендувати для застосування у клінічній 
пародонтології для медикаментозного супро-
воду ортодонтичних пацієнтів до та під час 
активної фази ортодонтичного лікування.
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of the gel composition (samples 1, 2, 3) with 
a time sweep using the DPPH reagent allowed 
for establishing that the prolongation of the 
periodontal dressing eff ect in the oral cavity 
for 2 hours is optimal.

Thus, T-Sept® has pronounced analgesic and 
anti-exudative properties, as well as an active 
anti-infl ammatory eff ect. With local applica-
tion in the form of periodontal dressing with 
a prolonged eff ect, benzydamine accumulates 
in infl amed tissues, where eff ective concentra-
tions are precisely achieved due to its ability 
to penetrate through the mucous membrane 
[35,36].

Including the direct-acting fl avonoid antiviral 
drug Protefl azid® in the GC Benzidafl aziver-
dine we developed has a local and general 
eff ect, increasing the non-specifi c body resis-
tance to viral and bacterial infections, which 
allows ensuring an increased antioxidant ac-
tivity of the periodontal application. This com-
position, in particular, inhibits a course of free 
radical-dependent processes, preventing the 
accumulation of lipid peroxidation products, 
strengthening the antioxidant status of cells, 
and, thus, reducing intoxication.

According to literary sources [19,20,37-41], 
Protefl azid® has immunotropic properties, 
protects mucous membranes, normalizes indi-
cators of local immunity (lactoferrin, secretory 
immunoglobulin A, lysozyme and C3 compo-
nent of the complement). This drug induces 

synthesis of the endogenous α- and γ-interfer-
ons to a physiologically functional level, which 
increases the body’s non-specifi c resistance to 
viral and bacterial infections.

Conducted clinical studies showed that under 
the conditions of daily intake based on age-re-
lated doses and application schemes, Prote-
fl azid® does not have an immunosuppressive 
eff ect [37-41]. It also does not cause the im-
mune system’s refractoriness (hyporeactivi-
ty). There was no suppression of synthesis of 
α- and γ-interferons, which makes it possible 
to use the drug for a long time if necessary. 
Protefl azid® is a modulator of apoptosis that 
enhances the eff ect of apoptosis-inducing sub-
stances and activates caspase 9 [38-41]. This 
may contribute to eliminating virus-damaged 
cells and the primary prevention of chronic 
diseases, latent viral infections, disease re-
lapses, and prolonging remission.

In conclusions: Tests with DPPH and DCFDA 
dyes were used to confi rm the hypothesis re-
garding the cytoprotective eff ect of the pat-
ented gel composition Benzidafl aziverdine for 
local application in the form of a periodontal 
bandage due to the antioxidant activity of the 
fl avonoid complex, which reaches the maxi-
mum level at the 2nd hour of exposure. This 
gel composition can be recommended for use 
in clinical periodontology for medical support 
of orthodontic patients before and during the 
active phase of orthodontic treatment.
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