
74

ОРИГІНАЛЬНІ  ДОСЛІДЖЕННЯ: ФУНДАМЕНТАЛЬНІ  НАУКИ
ORIGINAL RESE ARCH: BASIC SCIENCES

Праці НТШ Медичні науки
2024, Том 76, № 2
ISSN 2708-8634 (print)    www.mspsss.org.ua

Proc Shevchenko Sci Soc Med Sci
2024, Vol. 76, 2

www.mspsss.org.ua   ISSN 2708-8642 (online) 

Експериментальна модель дослідження 
відповіді клітин на вплив пародонтальних 

гелевих композицій та брекетів, 
потенційованих електрофорезом

Олег Годований1, Наталія Чухрай1, Олеся Мартовлос1, 
Ольга Ключівська2, Ростислав Горбай3, 
Марина Старикович2, Ростислав Стойка2

1Львівський національний медичний університет 
імені Данила Галицького, Львів, Україна

2Інститут біології клітини 
Національної Академії Наук України, Львів Україна 

3Науково-дослідний центр апоптозу, 
Дитяча лікарня Науково-дослідного інституту 
Східного Онтаріо, Оттава, Онтаріо, Канада

Метою цього дослідження було вивчення ефективнос-
ті проникнення гелевої композиції на основі флавоноїдно-
го комплексу та бензидаміну гідрохлориду (запатентована 
пародонтальна гелева композиція «Бензидафлазівердин» 
(ГКБ)) в імітаційне середовище, наближене до тканин па-
родонту, що містило у своєму складі три типи клітин ссавців 
і людини в напіврідкому агарі з використанням процедури 
електрофорезу. 

Методи дослідження. Досліджували ефективність проник-
нення ГКБ і препаратів порівняння («Холісал», «Генгігель») 
в імітаційне середовище тканин пародонту на експеримен-
тальній моделі in vitro, що містила три типи тест-клітин, 
вирощених у середовищі з напіврідким агаром: мишачі фі-
бробласти лінії BALB-3T3, мишачі макрофаги лінії J774.2 
та псевдонормальні людські кератиноцити лінії НаСаТ. Для 
електрофорезу використано прилад «Потік-1» (СЗМО). Для 
оцінки впливу металічних елементів в мікрооточенні тесто-
ваних клітин використано невживані та відпрацьовані в по-
рожнині рота ортодонтичні брекети. Метод МТТ-тестування 
полягав у еквівалентному оцінюванні кількості живих клі-
тин. Для визначення рівня продукування активних форм 
кисню (АФК) застосовували фарбування клітин пероксид-
специфічним люмінесцентним зондом дигідроетидієм (DHE).

Результати. ГКБ виявляла кращу за препарати порівняння 
(«Холісал» та «Генгігель») спроможність сприяти проліфера-
ції усіх типів досліджуваних клітин. Процедура електрофоре-

зу потенціювала цитостимулювальну і захисну дію ГКБ при нанесенні засобу на «+» електрод. 
Дослідження з використанням експериментальної моделі клітинних культур в імітаційному се-
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 An experimental model for studying 
the response of cells to the eff ects 
of periodontal gel compositions 
and braces potentiated by electrophoresis
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Aim: investigation of the eff ectiveness of penetration of a den-
tal gel composition based on a fl avonoid complex and benzy-
damine hydrochloride (patented periodontal gel composition 
Benzidafl aziverdin (GCB)) into the simulated environment of 
periodontal tissues consisting of three types of mammalian 
and human cells in semi-solid agar using an electrophoresis 
procedure. Research methods. The penetration of GCB and 
comparison drugs (Сholisal, Gengigel®) into the microenviron-
ment of periodontal tissues was explored in vitro, consisting of 
three types of cells grown in semi-solid agar. These are murine 
BALB-3T3 fi broblasts, murine J774.2 macrophages, and pseu-
do-normal human HaCaT keratinocytes. Electrophoresis was 
conducted using the Potik-1 device (SMEP). Unused and used 
orthodontic braces were applied in the oral cavity to assess the 
infl uence of metal elements in the cellular microenvironment. 
Cell viability was quantifi ed using an MTT test. The reactive 
oxygen species (ROS) level was determined after cell staining 
with fl uorescent dye dihydroethidium (DHE). 

Results. GCB showed a higher ability to promote the prolifer-
ation of all studied cells compared with Cholisal and Gengigel® 
drugs. Electrophoresis potentiated cytostimulatory and protec-
tive eff ects of GCB when applied to + electrode. This evidences 
that the duration of electrophoresis conducted in clinics can be 
reduced from 15–20 min per jaw to 15–50 sec. In comparison, 
the prolongation of GCB action and local delivery of fl avonoid 
complex and benzydamine hydrochloride into the microenvi-
ronment were maintained. Unused braces were shown to lose 
metal cations more intensively in the culture microenvironment, thus increasing oxidative stress. 
It is suggested that GCB modulates the ability of cells to withstand oxidative stress.

Conclusions. GCB may be recommended as a new product for periodontal dressing in clinical 
periodontics and orthodontics.

Keywords: antioxidant activity, periodontal gel composition, braces, electrophoresis, cytopro-
tection, biotesting, fi broblasts, macrophages, keratinocytes, biological tissue simulation medium, 
periodontium.
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редовищі продемонструвало значний потенціал електрофоретичної процедури для посилення 
проникнення компонентів ГКБ углиб моделі тканин пародонту. Це є доказом того, що трива-
лість процедури електрофорезу в клініці може бути скорочена зі стандартних 15 – 20 хв на 
одну щелепу до 15-50 сек. При цьому зберігалася пролонгація дії ГКБ і спрямоване локальне 
доставляння її активних компонентів (флавоноїдного комплексу та бензидаміну гідрохлориду) 
вглиб середовища. Також встановлено, що невживані брекети більш інтенсивно втрачали ка-
тіони металів в культуральному середовищі, посилюючи оксидативний стрес. Зроблено при-
пущення, що за таких умов ГКБ модулює здатність клітин протистояти оксидативному стресу. 

Висновки. ГКБ можна рекомендувати як новий стоматологічний засіб у клінічній пародон-
тології та ортодонтії для пародонтальних пов’язок. 

Ключові слова: антиоксидантна активність, пародонтальна гелева композиція, брекети, 
електрофорез, цитопротекторність, біотестування, фібробласти, макрофаги, кератиноцити, 
імітаційне середовище біологічних тканин, пародонт.

Вступ
Захворювання тканин пародонту в пацієн-
тів молодого та дорослого віку на тлі зубо-
щелепних аномалій (ЗЩА) призводять до 
критичної втрати кісткової тканини альвео-
лярного відростка щелеп, що часто стає під-
ґрунтям для виникнення зубощелепних де-
формацій внаслідок зміщення розташування 
зубів [1; 2; 3]. Тому своєчасна діагностика 
та ортодонтична корекція ЗЩА є вкрай важ-
ливою. Проте вплив незнімної ортодонтичної 
апаратури на тканини пародонту на тлі на-
віть незначної втрати ремісії запального або 
дистрофічно-запального патологічного про-
цесу, може бути непередбачуваним [4; 5; 
6]. Незнімна ортодонтична апаратура, яку 
застосовують в активному періоді ортодон-
тичного лікування патології прикусу, здатна 
провокувати запальну реакцію навколо зу-
бів, які зміщуються. Вивільнення різнома-
нітних медіаторів запального процесу (зо-
крема, і цитокінів) ініціює каскад реакцій у 
періодонтальній зв’язці, яка бере участь у 
ремоделюванні тканин і переміщенні зубів 
[7; 8]. Отже, порушення окислювально-ан-
тиоксидантного балансу, що супроводжує ці 
процеси, може призводити до розвитку окси-
дативного стресу, для якого характерне зна-
чне посилення перекисного окиснення ліпі-
дів (ПОЛ), накопичення вільних радикалів і 
зниження активності системи антиоксидант-
ного захисту [9; 10; 11; 12].

Однією з ключових ланок біологічної відпо-
віді на ортодонтичне лікування незнімною 
ортодонтичною апаратурою є оксидативний 
стрес, який у пацієнтів із захворюваннями 
пародонта пов’язаний із різними чинниками, 

зокрема, прозапальними факторами. Тому 
актуальним є розроблення патогенетично 
спрямованих засобів і методів для усунення 
запального процесу та зниження рівня міс-
цевих стрес-модульованих порушень мета-
болізму в тканинах пародонту до і під час ак-
тивного періоду ортодонтичного лікування.

Флавоноїди є поліфенольними сполуками 
рослинного походження, що привертають 
значну увагу дослідників завдяки їхній різ-
номанітній біологічній активності. Сприятли-
вим може бути вплив флавоноїдів на клітини 
пародонту, включно з епітелійними клітина-
ми ясен, фібробластами ясен і фібробласта-
ми періодонтальних зв’язок, а також остеоб-
ластами, що підтримують альвеолярну кістку 
[13]. Флавоноїди є також перспективними лі-
карськими засобами для профілактики і змен-
шення ознак запальних і дистрофічно-за-
пальних захворювань пародонту, зокрема на 
тлі місцевого оксидативного стресу.

Електрофорез із використанням постійного 
електричного струму вважають ефективним 
методом введення лікарських речовин у тка-
нини організму, зокрема під час лікування 
захворювань тканин пародонту. За допо-
могою електрофорезу в тканини пародонту 
можна вводити лише розчинні у воді пато-
генетично спрямовані лікарські речовини. 
Після їх потрапляння в тканини утворюється 
іонне депо, яке поступово розсмоктується і 
забезпечує тривале надходження лікарської 
речовини у кров. Під час електрофорезу 
може наставати гіперемія тривалістю до 1.5 
– 2 год, яка стимулює процеси обміну біоло-
гічно активних речовин і є джерелом трива-
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 Introduction
Periodontal diseases are observed in young 
and adult patients with dentoalveolar anom-
alies (DA) that lead to the loss of bone tissue 
in the alveolar ridge of the jaws. Often, this 
leads to dentoalveolar deformities caused 
by a shift in teeth position [1; 2; 3]. Thus, 
it is essential to diagnose orthodontic de-
fects promptly and correct them. However, 
the eff ect of fi xed orthodontic appliances on 
periodontal tissues with even slight loss of 
remission of infl ammatory or dystrophic-in-
fl ammatory pathologies may be unpredict-
able [4; 5; 6]. Fixed orthodontic applianc-
es used in an active period of orthodontic 
treatment of malocclusion may provoke an 
infl ammatory response around the displaced 
teeth. A release of specifi c mediators of the 
infl ammatory process (e.g., cytokines) initi-
ates a cascade of reactions in the periodontal 
ligament involved in tissue remodeling and 
tooth movement [7; 8]. Accordingly, the dis-
turbance of the oxidative-antioxidant balance 
accompanying these processes can lead to 
the development of oxidative stress charac-
terized by a signifi cant increase in lipid per-
oxidation (LPO), accumulation of free radicals 
and a decrease in the activity of the antioxi-
dant defense system [9; 10; 11; 12].

Various factors may cause oxidative stress 
observed in patients with periodontal dis-
ease, and proinfl ammatory factors belong 
to key links in the biological response to the 
orthodontic treatment with fi xed orthodontic 
appliances. Thus, pathogenetically targeted 
agents and methods should be used to elim-
inate the infl ammatory processes and reduce 
the level of local stress-modulated metabol-
ic disorders in the periodontal tissues before 
and during the active period of orthodontic 
treatment.

Flavonoids are of great interest to research-
ers due to their diverse biological activities. 
They may benefi t the periodontal cells, such 
as gingival epithelial cells, gingival fi broblasts, 
periodontal ligament fi broblasts, and osteo-
blasts that support the remodeling and regen-
eration of the alveolar bone [13]. Flavonoids 
may be used as promising drugs to prevent 
and reduce infl ammation and dystrophic-in-
fl ammatory periodontal diseases, in particular, 
accompanied by local oxidative stress.

The use of direct electric current in electropho-
resis is considered an eff ective method of drug 
administration into body tissues, particularly 
during the treatment of periodontal diseases. 
Only water-soluble drugs with pathogenetic 
eff ects can be introduced into periodontal tis-
sues with electrophoresis. After their entry, an 
ionic depot is formed, which can be gradual-
ly dissolved to ensure long-term drug supply 
into the bloodstream. During electrophoresis, 
hyperemia may occur for 1.5-2 h, stimulat-
ing the metabolism of biologically active sub-
stances and prolonging nerve-refl ex irritation. 
All this enhances tissue regeneration and the 
resorption of decay products [14]. Gum elec-
trophoresis minimizes the adverse eff ects of 
drugs since only their biologically active com-
ponents are injected.

In this work, a preclinical study was conduct-
ed using electrophoresis with an inclusion of 
the authors’ developed and patented gel com-
position Benzidafl aziverdin (GCB), consisting 
of two active components – a fl avonoid com-
plex (Protefl azid® drops) and benzydamine 
hydrochloride (T-Sept® tablet form, which is 
a non-steroidal anti-infl ammatory drug for 
topical use in the oral cavity) on a gel base 
(sodium alginate, nipagin and water for injec-
tions) [15]. Investigating the morphological 
and functional characteristics of mammalian 
cells, particularly the level of cellular stress 
in response to electric current, along with as-
sessing the intensity of reactive oxygen spe-
cies (ROS) production, is relevant. This makes 
it possible to observe the reactions of living 
cells to stressful infl uences in real-time.

The aim: To investigate the eff ectiveness of 
penetration of a dental gel composition based 
on a fl avonoid complex and benzydamine hy-
drochloride (patented periodontal gel com-
position Benzidafl aziverdin (GCB)) into the 
simulated environment of periodontal tissues 
consisting of three types of mammalian and 
human cells in semi-solid agar using an elec-
trophoresis procedure.

Methods
The eff ectiveness of GCB penetration and 
comparison drugs (positive control – Cholisal 
gel (Elfa, Poland) and Gengigel® (hyaluronic 
acid (HA), (RICERFARMA s.r.l., Italy); nega-
tive control – Doxorubicin (Kyivmedpreparat, 
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лого нервово-рефлекторного подразнення. 
Усе це посилює процеси регенерації тканин і 
розсмоктування продуктів розпаду [14]. На-
ясенний електрофорез зводить до мінімуму 
побічну для організму дію лікарських препа-
ратів (системні реакції організму), оскільки у 
тканини вводиться лише їхня біологічно ак-
тивна складова.

У цій роботі виконано доклінічне дослі-
дження із застосуванням електрофорезу 
з долученням розробленої авторами і за-
патентованої гелевої композиції «Бензи-
дафлазівердин» (ГКБ), що містить у своєму 
складі два активних компоненти – флаво-
ноїдний комплекс (краплі «Протефлазід» 
та бензидаміну гідрохлориду – таблетована 
форма «Т-Септ», що є нестероїдним проти-
запальним препаратом для місцевого засто-
сування у порожнині рота) на гелевій основі 
(альгінат натрію, ніпагін та вода для ін’єк-
цій) [15]. Актуальними є дослідження мор-
фофункціональних характеристик клітин 
ссавців, зокрема рівня клітинного стресу у 
відповідь на вплив електричного струму з 
оцінкою інтенсивності продукування актив-
них форм кисню (АФК) (ROS). Це дає змогу 
спостерігати за реакціями живих клітин на 
стресові впливи у режимі реального часу.

Метою цієї роботи було вивчення ефектив-
ності проникнення гелевої композиції на 
основі флавоноїдного комплексу та бензи-
даміну гідрохлориду (ГКБ) в імітаційне се-
редовище, наближене до тканин пародонту, 
що містить три типи клітин ссавців і людини 
в напіврідкому агарі з використанням про-
цедури електрофорезу.

Матеріали і методи.
Досліджували ефективність проникнення 
ГКБ і препаратів порівняння (позитивний 
контроль – «Холісал» (Ельфа, Польща) і 
«Генгігель» (гіалуронова кислота (ГК, HA), 
RICERFARMA s.r.l., Italy); негативний кон-
троль – Доксорубіцин (Київмедпрепарат, 
Україна)) в імітаційне середовище біологіч-
них тканин на експериментальній моделі in 
vitro, що містила три типи тест-клітин, виро-
щених у середовищі з напіврідким агаром. 
Об’єктом дослідження були мишачі фіброб-
ласти лінії BALB-3T3, мишачі макрофаги лі-
нії J774.2 та псевдонормальні людські кера-
тиноцити лінії НаСаТ.

Для оцінки впливу певних металічних еле-
ментів в мікрооточенні тестованих клітин 
використано невживані брекети (G&H® 
miniPrevail® TWIN Bracket System; на один 
дослід використовували 36 брекетів) та бре-
кети, що були забрані з порожнин рота ор-
тодонтичних пацієнтів після 18 – 20 місяців 
завершеного активного ортодонтичного лі-
кування (на один дослід використовували 36 
брекетів). Для імітації щільності міжклітинно-
го середовища біологічних тканин до куль-
тури клітин було додано 0,66 % агару (Agar-
Agar, Low Melting Agar, SERVA Feinbiochemica, 
Heidelberg, Germany). Для електрофорезу 
використано прилад «Потік-1» (СЗМО).

У 12-ти лункових пластикових мультичашках 
нарощували клітини певної лінії та застосо-
вували електроди з алюмінієвої фольги (Mini 
Bin™ aluminum foil Z691569 Heathrow Scientifi c 
HS23534A для MERK). Тестовані зразки в од-
ній лунці наносили на електрод (+), а в іншій 
– на (-). Третя лунка була контролем (відсут-
ній препарат) для дослідження проходження 
електричного струму. Тривалість процедури 
(експозиція) – від 5 до 20 сек при силі струму 
0.2 – 0.4 mA. Вплив ГКБ, препаратів порівнян-
ня та різних режимів електрофорезу на життє-
здатність мишачих фібробластів лінії NIH-3T3, 
мишачих макрофагів лінії J774.2 та псевдо-
нормальних кератиноцитів людини лінії НаСаТ 
оцінювали за допомогою методу МТТ-тесту-
вання (Sigma, США) [16; 17; 18]. Суть методу 
полягала в кількісному оцінюванні перетво-
рення МТТ-реагенту за участі мітохондріаль-
них дегідрогеназ живих клітин. Продукування 
формазану вимірювали на багатоканальному 
мікрофотометрі BioTek 76883 (BioTek, США). 
Для визначення рівня продукування активних 
форм кисню (АФК) застосовували фарбування 
клітин пероксидспецифічним люмінесцентним 
зондом дигідроетидієм (DHE). Для візуалізації 
функціональної активності макрофагів лінії 
J774.2 перед фотографуванням зразків клі-
тинних культур макрофагів проводили пре-ін-
кубацію з клітинами дріжджів Saccharomyces 
pastorianus (SafLager™ S-23, Fermentis Німеч-
чина).

Перегляд піддослідних клітинних культур 
та попередню / проміжну оцінку вижива-
ності клітин виконували на інвертованому 
світловому мікроскопі DELTA (DELTA Optical, 
China). Фотографування проводили на лю-
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Ukraine)) into imitation environment of bio-
logical tissues was studied in an in vitro mod-
el consisting of three types of cells grown in 
semi-solid agar medium. Murine BALB-3T3 
fi broblasts, murine J774.2 macrophages and 
pseudo-normal human НаСаТ keratinocytes 
were treated.

To evaluate the eff ect of certain metal ele-
ments in the microenvironment of tested cells, 
non-used braces (G&H® miniPrevail® TWIN 
Bracket System) were applied (36 braces per 
experiment) and braces that were removed 
from the mouths of orthodontic patients after 
18–20 months of completed active orthodon-
tic treatment (36 braces per experiment). To 
mimic the density of the intercellular medi-
um of the biological tissues, 0.66% agar was 
added to the cell culture medium (Agar-Agar, 
Low Melting Agar, SERVA Feinbiochemica, Hei-
delberg, Germany). Electrophoresis was con-
ducted with a Potik-1 device (SMEP).

Cells of a specifi c lineage were grown in a 
12-well plastic multiwell, and aluminum foil 
electrodes were used (Mini Bin™ aluminum 
foil Z691569 Heathrow Scientifi c HS23534A 
for MERK) for electrophoresis. Test samples 
were applied onto the (+) electrode in one 
well and onto the (-) electrode in the other. 
The third well was used as a control (no drug) 
to study the passage of electric currents. The 
exposure was from 5 to 20 sec at a 0.2–0.4 
mA current. The GCB was used as a compari-
son drug, and diff erent electrophoresis modes 
on the viability of mouse NIH-3T3 fi broblasts, 
mouse J774.2 macrophages and pseudo-nor-
mal human HaCaT keratinocytes were evalu-
ated using the MTT-test (Sigma, USA) [16, 17, 
18]. This method quantifi es the conversion of 
the MTT reagent with the mitochondrial de-
hydrogenases of living cells. Formazan pro-
duction was measured with a BioTek 76883 
multichannel microphotometer (BioTek, USA). 
The reactive oxygen species (ROS) level was 
estimated with a peroxide-specifi c fl uorescent 
dye dihydroethidium (DHE). Functional activ-
ity of J774.2 macrophages towards Saccha-
romyces pastorianus yeast (SafLager™ S-23, 
Fermentis Germany) was monitored.

Cell cultures were viewed, and preliminary/
intermediate cell survival was assessed un-
der a DELTA inverted light microscope (DEL-

TA Optical, China). Photographs were tak-
en using the Zeiss fl uorescence microscope 
(Carl Zeiss, Germany) with the AxioImager 
A1 camera included in the microscope pack-
age at ~400x magnifi cation in the corre-
sponding excitation and emission regions. 
The cell nucleus was stained with DNA-spe-
cifi c fl uorescent dye Hoechst 33342, and the 
accumulation of peroxide radicals was visu-
alized with the DHE dye.

Statistical processing of results
Experiments were conducted in triplicate in 
each variant. Each indicator shown in the fi g-
ures (the ordinate of the columns in the di-
agrams) corresponds to the average value 
“M” calculated based on the results of three 
measurements in one of several similar exper-
iments. The average error “m” of the obtained 
result was calculated using the root average 
square error “σ” value. In fi gures, it is repre-
sented near each indicator by a vertical line, 
the length of which corresponds to the value 
of m. A computer based on Phenom II X4 975 
with Windows 7 64-bit operating system (Mic-
rosoft, USA) was used for the task. Statistical 
processing of the data was performed in MS 
Excel 2010 (Microsoft, USA).

Results
Our patented GСB was the best to promote 
the proliferative activity of three types of 
cells- (keratinocytes, fi broblasts and macro-
phages – and signifi cantly outperformed the 
eff ect of the comparison drugs Cholisal and 
Gengigel® (HA). Electrophoresis of cellular 
systems potentiated the cytostimulatory and 
protective eff ects of GCB when applied to the 
+ electrode.

The results of studying the tested drugs in-
dividually and after electrophoretic expo-
sure to target cells are shown in Fig. 1. At 
using HaCaT keratinocytes, electrophoresis, 
regardless of which drug was used, both in 
brace presence and absence, did not signifi -
cantly aff ect cell number. At later stages (7 
days of the experiment), adding GCB did not 
infl uence the intact cells (zero control) and 
comparison drug eff ect. However, when elec-
trophoresis was combined with the eff ect of 
comparison drugs, direct electric current low-
ered the suppressive eff ect of Cholisal and 
Gengigel®. Additional studies are needed to 
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мінесцентному мікроскопі Zeiss (Carl Zeiss, 
Німеччина) за допомогою камери AxioImager 
A1, яка входить у комплектацію мікроскопа, 
за збільшення ~400 разів у відповідних ді-
лянках збудження та емісії. Вміст ядра клітин 
фарбували ДНК-специфічним флуоресцент-
ним барвником Hoechst 33342, візуалізацію 
накопичення пероксидних радикалів вико-
нували після додавання дигідроетидію.

Правил біоетики дотримувалися відповідно 
до вимог основних біоетичних положень Єв-
ропейської конвенції про захист прав люди-
ни (від 04.04.1997) та Гельсінської деклара-
ції Всесвітньої медичної асоціації про етичні 
принципи проведення медичних досліджень 
за участю людей (1964 – 2008 рр.). Прото-
коли N9 від 21.12.2020 та N8 від 18.10.2021 
були затверджені Комісією з біоетики нау-
кових досліджень, експериментальних роз-
робок та наукових робіт у Львівському на-
ціональному медичному університеті імені 
Данила Галицького.

Статистичне опрацювання результатів. До-
сліди проводили у трьох паралелях у кожно-
му варіанті. Кожний показник, наведений на 
рисунках (ордината стовпчиків на діаграмах) 
відповідає середньому значенню «М», розра-
хованому за результатами трьох вимірювань в 
одному з декількох однотипних експериментів. 
Середню похибку «m» отриманого результату 
вираховували за величиною середньої ква-
дратичної похибки «σ». На рисунках вона на-
ведена біля кожного показника вертикальною 
лінією, довжина якої відповідає величині m. 
Для роботи використовували комп’ютер на ос-
нові Phenom II X4 975 з операційною системою 
Windows 7 64-bit (Microsoft, США). Cтатистич-
не опрацювання отриманих даних виконували 
в програмі MS Excel 2010 (Microsoft, США).

Результати. Встановлено, що запатентована 
нами ГКБ найкраще сприяла проліфератив-
ній активності всіх трьох типів піддослідних 
клітин (кератиноцити, фібробласти і макро-
фаги) і достовірно переважала дію препара-
тів порівняння «Холісал» і «Генгігель» (ГК). 
Електрофорез клітинних систем потенціював 
цитостимулювальні і протекторні ефекти ГКБ 
за нанесення цього засобу на «+» електрод.

На рис. 1 наведені результати дослідження 
тестованих засобів осібно та після електро-

форетичного впливу на клітини-мішені. Для 
кератиноцитів лінії HaCat процедура елек-
трофорезу, незалежно від того, які лікарські 
препарати були застосовані, за присутності 
брекета, так само як і за його відсутності, ві-
рогідно не впливала на кількість клітин в тес-
тованій популяції. На пізніх термінах досліду 

Рисунок 1. Результати дослідження біосумісності ГКБ, 
препаратів порівняння і зразків брекетів щодо люд-

ських кератиноцитів лінії HaCaT (тест МТТ)

А – наведений нульовий контроль (інтактні клітини) та 
результати дії ГКБ і препаратів порівняння, Б – зраз-
ки невживаних брекетів і брекетів, відпрацьованих у 
порожнині рота впродовж 18 – 20 місяців, для оцін-
ки впливу присутності цих елементів у мікрооточенні 
тестованих клітин: 1 – препарат порівняння «Холісал»; 
2 – Контроль «0» – інтактна культура клітин; 3 – пре-
парат порівняння «Gengigel»; 4 – дослідний препарат 
ГКБ; 5 – нанесення ГКБ на катод («-»); 6 – нанесення 
ГКБ на анод («+»); 7 – брекет без нанесення ГКБ під 
впливом електричного струму; 8 – брекет без нанесен-
ня ГКБ і без впливу електричного струму. 

Примітка: зразки тестованих препаратів вносили в 
культуральне середовище в кількості 0.5 % в об’ємних 
одиницях. * P≤0,05; щодо контролю «0».
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explain possible mechanisms of such cyto-
protective eff ects. 

The results of the eff ect of the tested agents 
and unused and used braces in combination 
with electrophoresis on NIH 3T3 fi broblasts 
are presented in Fig. 2. In these cells, as 
well as in HaCat keratinocytes, the lowering 
of the suppressive eff ect of the comparison 
Cholisal under a direct electric current from 
77.3±3.6% to 97.2±0.2% was observed. For 
NIH 3T3 fi broblasts, the electrophoresis de-
pended on how the GCB was applied (appli-
cation to the + or - electrodes) on day 3 of 
the experiment in the presence of new brac-
es, negatively aff ected the number of cells 
in the population: 79.6±1.4% when applying 
GCB “-“ versus 106.8±1.7% when applying 
to the “+” electrode, and 58.7±0.5% P≤0.01 
when applying GCB “-“ versus 85.8±3.2% 
when applying to the “+” electrode on day 5. 
However, on day 7, there was no signifi cant 
decrease in the cell number in the wells with 
unused braces. A reduction in cell number in 
the presence of the comparison Cholisal was 
noticeable on the 3rd (77.3±1.2%) and the 
7th (61.9±2.8%) days. This phenomenon 
was especially pronounced on the 5th day 
(decrease to 51.2±1.46%, P≤0.01). Elec-
trophoresis partially eliminated the adverse 
eff ect as a decrease in the cell under the in-
fl uence of Cholisal regarding the comparing 
drug on the 3rd day (99.2±5.7%). Howev-
er, that eff ect was increased on the 5th day 
(38.1±0.3%, P≤0.005). It is of interest that 
on the 7th day, the adverse eff ect of Cholisal 
was completely compensated (101.8±3.8%). 
For unknown reasons, on the 5th day, the ad-
verse eff ect was even more pronounced than 
without electrophoresis. Most likely, such dy-
namics in the cell number were due to the 
leaching of metal cations from the unused 
braces.

The study results of the eff ect of the investi-
gated substances in combination with electro-
phoresis on macrophages are presented in Fig. 
3. For these cells, electrophoresis may play a 
regulatory role. On the 3rd day, the stressing 
eff ect of electrophoresis remained pronounced 
(63.8±0.1%), and it was eff ectively eliminat-
ed in the presence of GСB (85.5±5.5%) and 
Gengigel® (107.2±0.9%). On the 5th day, 
these patterns persisted, but the deviations 

were no longer signifi cant. On the 7th day, a 
decrease in the cell number under the infl u-
ence of electrophoresis was detected, and it 
was eff ectively lowered in the presence of GCB 
(120.4±1.0±% vs. 88.5±0.9% for the Gengi-
gel®, or 95.2±0.1% in the control group). In 
this case, the eff ect of electrophoresis without 
using the studied drugs was monitored as a 
control.

Figure 1. Results of the biocompatibility study of GСB, 
comparison of the products and braces samples against 

human keratinocytes of the HaCaT line (MTT test)

A – intact cell (zero control) and the results of the eff ect of 
GСB and comparison drugs (positive control), B – samples 
of unused braces and braces used in the oral cavity for 18–
20 months to assess the eff ect of the presence of these ele-
ments in the microenvironment of the tested cells: 1. Com-
parison drug Cholisal; 2. Control “0” – intact cell culture; 3. 
Comparison drug – Gengigel®; 4. Experimental drug GCB; 
5. Application of GCB to the cathode (“+”); 6. Application 
of GCB to the “+” electrode; 7. Brace without applying GCB 
under the infl uence of electric current; 8. Brace without ap-
plying GCB and exposure to electric current. Note: Samples 
of test drugs were added to the culture medium in 0.5% 
volume units. * - P≤0.05; for the control – intact cells.
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(7 діб) додавання ГКБ також не мало віро-
гідного впливу, порівняно з дією нульового 
контролю і препаратів порівняння. Водночас, 
за поєднання електрофорезу з дією препара-
тів порівняння постійний електричний струм 
нівелював пригнічувальну дію препаратів «Хо-
лісал» і «Генгігель». Для пояснення можливих 
механізмів таких цитопротекторних ефектів 
необхідне проведення додаткових досліджень.

На рис. 2 наведені результати дії тестованих 
засобів і невживаних та використаних бреке-
тів у поєднанні з електрофорезом на фіброб-
ласти лінії NIH 3T3. При використанні цих клі-
тин, як і при при використанні кератиноцитів 
лінії HaCat, ми спостерігали ефект нівелюван-
ня постійним електричним струмом пригнічу-
вальної дії препарату порівняння «Холісал» 
від 77.3±3.6 % до 97.2±0.2 %. Для фіброб-
ластів лінії NIH 3T3 процедура електрофоре-
зу залежно від того, як була застосована ГКБ 
(нанесення на  «+» чи «-» електроди) на тре-
тю добу досліду за присутності нових бреке-
тів негативно впливала на кількість клітин в 
популяції: 79.6±1.4% при нанесенні ГКБ «-» 
проти 106,8±1,7% за нанесення на «+» елек-
трод, та 58.7±0.5%, P ≤ 0.01, при застосуван-
ні ГКБ – «-» проти 85.8±3.2% нанесення на 
«+» електрод на п’яту добу. Водночас на сьо-
му добу у лунках з невживаними брекетами не 
було виявлено вірогідного зниження кількості 
клітин. Зниження кількості клітин виявлено за 
присутності препарату порівняння «Холісал» 
– ефект був помітним на третю (77.3±1.2%) 
і сьому (61.9±2.8%) добу. Особливо це яви-
ще було помітне на п’яту добу (зниження до 
51.2±1.46%, P ≤ 0.01). Електрофорез частко-
во усував негативний ефект зменшенням кіль-
кості клітин у популяції за дії препарату порів-
няння «Холісал» на третю добу (99.2±5.7%), 
причому цей ефект посилювався на п’яту 
добу (38.1±0.3%, P ≤ 0.005). Викликав заці-
кавлення той факт, що на сьому добу досліду 
відбувалася повна компенсація негативного 
впливу препарату «Холісал» (101.8±3.8%). З 
невідомих причин, на п’яту добу досліду не-
гативний ефект був ще більш очевидний, ніж 
без застосування електрофорезу. Найбільш 
імовірною причиною такої динаміки в культурі 
клітин може бути вимивання катіонів металів 
з невживаних брекетів.

На рис. 3 наведено результати вивчення впли-
ву досліджуваних речовин у поєднанні з елек-

трофорезом на макрофаги. Для цих клітин 
процедура електрофорезу має регуляторне 
значення. На третю добу досліду залишався 
очевидним стресорний ефект від процедури 
електрофорезу (63.8±0.1%), який ефектив-
но усувався за присутності ГКБ (85.5±5.5%) 

Рисунок 2. Результати дослідження біосумісності дослі-
джуваного ГКБ, препаратів порівняння і зразків бреке-
тів щодо фібробластів лінії NIH 3T3 in vitro (тест МТТ)

А – наведений нульовий контроль (інтактні клітини) та 
результати дії ГКБ і препаратів порівняння, Б – зраз-
ки невживаних брекетів і брекетів, відпрацьованих в 
порожнині рота впродовж 18 – 20 місяців, для оцін-
ки впливу присутності цих елементів у мікрооточенні 
тестованих клітин: 1 – препарат порівняння «Холісал»; 
2 – Контроль «0», інтактна культура клітин; 3 – пре-
парат порівняння «Gengigel»; 4 – дослідний препарат 
ГКБ; 5 – нанесення ГКБ на катод «-»; 6 – нанесення 
ГКБ на анод «+»; 7 – брекет без нанесення ГКБ під 
впливом електричного струму; 8 – брекет без нанесен-
ня ГКБ і без впливу електричного струму. 

Примітка: зразки тестованих препаратів вносили в 
культуральне середовище у кількості 0.5 % в об’ємних 
одиницях. * – P≤0.05; ** – P≤0.01; *** – P≤0.001, 
відносно контролю «0»
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When macrophages were studied, a diff er-
ent combination of electrophoresis and the 
eff ects of comparison drugs was used, and 
the constant electric current did not com-
pensate for the suppressive eff ect of Cho-
lisal. Explanation of the mechanisms of such 
cytomodulatory eff ects requires further in-
vestigation.

It is worth noting that under the infl uence 
of direct electric current, cells reacted more 
strongly to the presence of negatively charged 
molecules. In the presence of both unused and 
used braces, as well as in their absence, there 
was no eff ect on cell number at the test point 
in the plate well and during the fi rst 3 days of 
the experiment. On the 5th day, a suppressive 
eff ect of used braces was manifested when 
applied to the “-“ electrode during electropho-
resis. On the 7th day, this eff ect intensifi ed, 
and a negative eff ect with the “-“ electrode 
began to appear in the presence of unused 
braces in the wells.

This eff ect could have occurred due to the in-
tensifi cation of metabolic processes due to the 
activation of macrophages, which was accom-
panied by the depletion of nutrient resources 
of the culture medium, particularly glucose. 
This assumption can be supported by insig-
nifi cant (unreliable) fl uctuations in the num-
ber of cells in the population (less than 20%) 
both in the presence of the studied drugs, the 
eff ect of electrophoresis in combination with 
the drugs and separately, and in the controls. 
It should be noted that replacing the agarized 
culture medium during the experiment is im-
possible without disturbing the cell biomass. 
The results presented in Fig. 3 may indicate 
that macrophages react more tolerantly to the 
unused braces.

Thus, the patented GСB showed a better abil-
ity to promote all cell types’ proliferation than 
Cholisal and Gengigel®. Electrophoresis po-
tentiated the cytostimulatory and protective 
eff ect of GCB when the drug was applied to 
the “+” electrode. The study using an exper-
imental model of cell cultures in a simulated 
microenvironment demonstrated a signifi -
cant potential of electrophoresis to enhance 
the penetration of GCB components into the 
periodontal tissue model. This evidences that 
the duration of the electrophoresis in clinics 
can be reduced from 15–20 min per jaw to 
15–50 sec. At the same time, the prolonga-
tion of GCB action and targeted local delivery 
of its active components (fl avonoid complex 
and benzydamine hydrochloride) to simulated 
biological tissues were maintained.

The analysis of the results of the second stage 
of work allowed us to obtain a detailed pic-

Figure 2. The results of the biocompatibility study of the 
investigated GCB, comparison drugs and braces samples 

against NIH 3T3 fi broblasts in vitro (MTT-test)

A – intact cell (zero control) and the results of the ac-
tion of GСB and comparison drugs (positive control), 
B – samples of unused braces and braces used in the 
oral cavity for 18–20 months to assess the eff ect of the 
presence of these elements in the microenvironment of 
the tested cells: 1. Comparison drug Cholisal; 2. Con-
trol “0” – intact cell culture; 3. Comparison drug Gengi-
gel®; 4. Experimental drug GCB; 5. Application of GCB 
to the cathode (“-”); 6. Application of GCB to the (“+”); 
7. Brace without applying GCB under the infl uence of 
electric current; 8. Brace without applying GKB and 
exposure to electric current. Note: Tested drugs were 
added to the culture medium in 0.5% volume units. * 
- P ≤ 0.05; ** - P ≤ 0.01; *** - P ≤ 0.001, relative to 
control – intact cells.
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та препарату «Генгігель» (107.2±0.9%). На 
п’яту добу ці закономірності зберігались, але 
відхилення вже не були вірогідними. На сьо-
му добу виявлено зниження показників при-
росту кількості клітин в популяції за дії елек-

трофорезу, що ефективно нівелювалося за 
присутності ГКБ (120.4±1.0 % проти 88.5±0.9 
% – показник дії препарату «Генгігель», чи 
95.2±0.1 % – у контролі). У цьому випадку 
контролем слугував вплив електрофорезу без 
дії досліджуваних препаратів.

Коли досліджували макрофаги, використо-
вували інше поєднання електрофорезу та дії 
препаратів порівняння і при цьому постійний 
електричний струм не компенсував пригні-
чувальну дію препарату «Холісал». Пояснен-
ня механізмів таких цитомодулюючих впли-
вів потребує додаткового дослідження.

Варто відзначити, що під впливом постій-
ного електричного струму клітини сильніше 
реагували на присутність негативно заря-
джених молекул. Як за наявності невжи-
ваних і використаних брекетів, так і за їх 
відсутності, не виявлено вірогідного впливу 
на кількість клітин у популяції як у тесто-
вій точці в лунці планшета, так і протягом 
перших трьох діб досліду. На п’ятудобу 
проявлялася супресивна дія використаних 
брекетів при нанесенні ГКБ на електрод «-» 
під час електрофорезу. А на сьому добу цей 
ефект посилювався і починав проявлятися 
негативний ефект з електродом «-» за наяв-
ності в лунках невживаних брекетів.

Такий ефект міг виникнути внаслідок інтен-
сифікації метаболічних процесів завдяки 
активації макрофагів, що супроводжувало-
ся виснаженням поживних ресурсів культу-
рального середовища, зокрема глюкози. На 
користь такого припущення можуть свідчити 
незначні (недостовірні) коливання кількості 
клітин в популяції (менше 20%) як за при-
сутності досліджуваних препаратів, впливу 
електрофорезу в поєднанні з препаратами і 
окремо, так і в контролях. Варто відзначити, 
що під час експерименту немає змоги замі-
нити агаризоване культуральне середовище, 
не порушуючи клітинної біомаси. Загалом 
результати, наведені на рис. 3, можуть свід-
чити про те, що макрофаги більш толерантно 
реагують на дію невживаних брекетів.

Отже, запатентована ГКБ виявляла кращу, 
ніж препарати порівняння «Холісал» та «Ген-
гігель», спроможність сприяти проліферації 
усіх типів досліджуваних клітин. Процеду-
ра електрофорезу потенціювала цитости-

Рисунок 3. Результати дослідження біосумісності дослід-
ної ГКБ, препаратів порівняння та зразків брекетів щодо 
кількості макрофагів лінії J774.2 in vitro (тест МТТ)

А – наведений нульовий контроль (інтактні клітини) та 
результати дії ГКБ і препаратів порівняння, Б – зраз-
ки невживаних брекетів і брекетів, відпрацьованих в 
порожнині рота впродовж 18 – 20 місяців, для оцінки 
впливу присутності даних елементів у мікрооточенні 
тестованих клітин: 1 – препарат порівняння «Холісал»; 
2 – Контроль «0», інтактна культура клітин; 3 – пре-
парат порівняння «Gengigel»; 4 – дослідний препарат 
ГКБ; 5 – нанесення ГКБ на катод «-»; 6 – нанесення 
ГКБ на анод «+»; 7 – брекет без нанесення ГКБ під 
впливом електричного струму; 8 – брекет без нанесен-
ня ГКБ і без впливу електричного струму. 

Примітка: зразки тестованих препаратів вносили в 
культуральне середовище в кількості 0.5 % в об’ємних 
одиницях. * – P≤0.05; ** – P≤0.01; *** – P≤0.001, 
щодо контролю «0»
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ture of changes in the level of cellular stress 
in response to the electrophoresis procedure. 
For this purpose, the reactive oxygen species 
(ROS) production level was determined us-
ing light and fl uorescence microscopy and the 
fl uorescent dye dihydroethidium (DHE). Fig-
ures 4 and 5 show the results of studying the 
eff ect of GCB, Cholisal, and Gengigel® gels, 
as well as unused and used braces on J774.2 
macrophages compared to the control group. 
The content of live cell nuclei was visualized in 
blue (cell DNA staining was performed using 
the fl uorescent dye Hoechst 33342, which is 
accumulated by live cell nuclei). The orange 
fl uorescence indicates the concentration of 
free radicals, which were detected with dihy-
droethidium.

As one can see from the results presented in 
Fig. 5, in the case of macrophages, the ap-
plication of unused braces in culture wells for 
3 days did not aff ect the cells. At the same 
time, the application of braces used for 18–20 
months in oral cavities of orthodontic patients 
caused a slight increase in the level of meta-
bolic activation on the 3rd day of the experi-
ment. On the 5th day, both in the case of un-
used braces and used braces, after applying 
the GCB onto the “-“ electrode, more intense 

dihydroethidium luminescence (DHE) was ob-
served than after applying GCB to the “+” 
electrode or in the control group. On the 7th 
day of the experiment, this eff ect was further 
enhanced. In the presence of braces, the in-
tensity of DHE luminescence was higher than 
in the case of unused braces in all experimen-
tal groups.

Phagocytosis is an important indicator of the 
functional activity of macrophages. Yeast cells 
can be used as an object of phagocytosis. Here, 
we studied the uptake of Saccharomyces pas-
torianus yeast by J774.2 macrophages in the 
presence of tested GCB, comparing Сholisal 
and Gengigel®, unused and used braces with 
and without electrophoresis. The results of 
this experiment are shown in Fig. 6. The lev-
el of ROS during phagocytosis of yeast cells 
by macrophages was assessed after staining 
macrophages with DHE fl uorescent dye. As 
one can see, the highest level of macrophage 
activation, accompanied by ROS elevation, oc-
curred on the 2nd day of the experiment.

In the presence of braces applied for 18–
20 months in the oral cavities of orthodon-
tic patients, the phagocytosis intensity was 
comparable to that observed when applying 

    

Figure. 3. The results of the biocompatibility study of the investigated GCB, comparison drugs and brace samples in 
terms of the number of J774.2 macrophages in vitro (MTT-test).

A – intact cell (zero control) and the results of the eff ect of GСB and comparison products (positive control), B – samples 
of unused braces and braces used in the oral cavity for 18–20 months to assess the impact of the presence of these 
elements in the microenvironment of the tested cells: 1. Comparison drug Cholisal; 2. Control “0” – intact cell culture; 3. 
Comparison drug Gengigel®; 4. Experimental drug GCB; 5. Application of GCB to the “-” electrode; 6. Application of GCB 
to the “+” electrode; 7. Brace without applying GCB under the infl uence of electric current; 8. Brace without applying GCB 
and exposure to electric current. Note: Samples of the tested drugs were added to the culture medium in 0.5% volume 
units. * - P ≤ 0.05; ** - P ≤ 0.01; *** - P ≤ 0.001, relative to control – intact cells.
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мулювальну і захисну дію ГКБ при нанесен-
ні препарату на «+» електрод. Дослідження 
з використанням експериментальної моделі 
клітинних культур в імітаційному середовищі 
засвідчило значний потенціал електрофоре-
тичної процедури для посилення проник-
нення компонентів ГКБ вглиб моделі тканин 
пародонту. Це є доказом того, що тривалість 
процедури електрофорезу в клініці може бути 
скорочена зі стандартних 15 – 20 хв на одну 
щелепу до 15 – 50 сек. При цьому зберігала-
ся пролонгація дії ГКБ і спрямоване локальне 
доставляння її активних компонентів (флаво-
ноїдного комплексу та бензидаміну гідрохло-
риду) до імітованих біологічних тканин.

Аналіз результатів другого етапу роботи дав 
змогу отримати розгорнуту картину щодо 
змін рівня клітинного стресу у відповідь на 
процедуру електрофорезу. Для цього визна-
чено рівень продукування активних форм 
кисню (АФК) з використанням світлової та 
люмінесцентної мікроскопії і флуоресцент-
ного барвника дигідроетидію (ДГЕ). На рис. 
4 і 5 наведені результати вивчення впливу 
ГКБ і гелів «Холісал» та «Генгігель», а та-
кож невживаних і використаних брекетів на 

макрофаги лінії J774.2 порівняно з контр-
олем. Синім кольором візуалізований вміст 
ядер живих клітин (забарвлення ДНК-клітин 
виконували за допомогою люмінесцентного 
барвника Hoechst 33342, який акумулю-
ється ядрами живих клітин). Помаранчева 
флуоресценія свідчить про концентрування 
вільних радикалів, які детектували за допо-
могою дигідроетидію.

Як свідчать результати, наведені на рис. 5, 
при дослідженні макрофагів наявність у куль-
туральних лунках невживаних брекетів впро-
довж трьох діб принципово не впливала на 
стан клітин. Водночас присутність у лунках 
відпрацьованих впродовж 18 – 20 місяців у 
порожнинах рота ортодонтичних пацієнтів 
брекетів, сприяла незначному зростанню рів-
ня метаболічної активації на третю добу екс-
перименту. На п’яту добу досліду, як у випад-
ку невживаних брекетів, так і використаних 
брекетів, після нанесення ГКБ на «-» елек-
трод спостерігали інтенсивнішу люмінесцен-
цію дигідроетидію (ДГЕ), ніж після нанесення 
ГКБ на «+» електрод, чи в контролі. На сьому 
добу експерименту цей ефект ще більше по-
силювався. За присутності використаних бре-

Рисунок 4. Репрезентативне зображення інтенсивності стресу в макрофагах лінії J774.2 після їх фарбування 
флуоресцентними барвниками Hoechst 33342 і DHE за присутності ГКБ, нових і відпрацьованих брекетів, порівня-
но з дією препарату «Cholisal». Синя флуоресценція за фарбування клітин барвником Hoechst 33342 – візуалізує 
ядра живих клітин; помаранчева флуоресценція за фарбування клітин дигідроетидієм (DHE) – візуалізує вміст 

вільних радикалів в клітинах: 1 – Контроль «0», інтактна культура клітин; 2 – дослідний препарат ГКБ; 3 – препа-
рат порівняння «Холісал»; 4 – препарат порівняння «Gengigel»; 5 – невживаний брекет; 6 – використаний брекет
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Figure. 5. Representative image of stress intensity in J774.2 macrophages after staining with fl uorescent dyes Hoechst 
33342 and DHE in the presence of GCB, unused and used braces. GCB is applied to the “+” or “-” electrophoretic 
electrode in the presence of unused and used braces in the oral cavity. Blue fl uorescence after staining cells with 

Hoechst 33342 dye – visualizes the nuclei of living cells; orange fl uorescence after staining cells with dihydroethidium 
(DHE) – visualizes the content of free radicals in cells: 1. An unused brace and GCB applied to the “+” electrode under 
the infl uence of electric current; 2. An unused brace and GCB applied to the “-” electrode under the infl uence of electric 
current; 3. Unused brace under the infl uence of electric current (without GCB); 4. A used brace and GCB applied to the 

“+” electrode under the infl uence of electric current; 5. A used brace and GCB applied to the “-” electrode under the 
infl uence of electric current; 6. The brace was used under the infl uence of an electric current (without GCB).

Figure 4. Representative image of stress intensity in J774.2 macrophages after staining with fl uorescent dyes Hoechst 33342 
and DHE in the presence of GCB, Gengigel®, new and used braces, compared to the eff ect of Cholisal. Blue fl uorescence 
after staining cells with Hoechst 33342 dye – visualizes the nuclei of living cells; orange fl uorescence after staining 
cells with dihydroethidium (DHE) – visualizes the content of free radicals in cells: 1. Control “0” – intact cell culture; 2. 
Experimental drug GCB; 3. Comparison drug Cholisal; 4. Comparison drug Gengigel®; 5. Unused bracket; 6. Used bracket.
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кетів, інтенсивність люмінесценції ДГЕ була 
більшою, ніж за присутності невживаних бре-
кетів в усіх дослідних групах.

Важливим показником оцінки функціональ-
ної активності макрофагів є здійснення ними 
фагоцитозу. Одним із об’єктів фагоцитозу мо-
жуть бути клітини дріжджів. У роботі досліджу-
вали поглинання дріжджів Saccharomyces 
pastorianus макрофагами лінії J774.2 за при-
сутності тестованої ГКБ, препаратів порівнян-
ня «Холісал» та «Генгігель», невживаних та 
використаних брекетів як з процедурою елек-
трофорезу, так і без неї. Результати цього до-
сліду наведені на рис. 6. Генерацією АФК під 
час фагоцитозу дріжджових клітин макрофа-
гами оцінювали після фарбування макрофагів 
флуоресцентним барвником дигідроетидієм. 
Як видно, найвищий рівень активації макро-
фагів, що супроводжується найбільш інтен-
сивною продукцією ними АФК, був виявлений 
на другу добу досліду.

За присутності брекетів, відпрацьованих 
впродовж 18 – 20 місяців у порожнинах 

рота ортодонтичних пацієнтів, процес фа-
гоцитозу був співмірним з фагоцитозом 
за присутності невживаних брекетів, при 
тому, що вони зумовлювали вищий рівень 
метаболічної активації (на третю добу екс-
перименту). Відповідно, в усіх випадках, 
інтенсивність люмінесценції ДГЕ була біль-
шою, ніж за присутності невживаних бре-
кетів. За присутності в лунках як невжива-
них брекетів, так і використаних брекетів, 
при нанесенні ГКБ на «-» електрод спосте-
рігали інтенсивнішу люмінесценцію ДГЕ, 
ніж при нанесенні ГКБ на «+» електрод, 
чи в контролі. Найвищі рівні фагоцитарної 
активності та метаболічної активації були 
виявлені нами за присутності препарату 
«Холісал» та використаних брекетів після 
нанесення ГКБ на «-» електрод. По завер-
шенню трьох діб, у зазначених дослідних 
групах детектували прогресивну деграда-
цію (відмирання) макрофагів. В інших до-
слідних групах перебіг цього явища реа-
лізовувався повільніше і завершувався на 
п’яту-шосту добу.

Рисунок 5. Репрезентативне зображення інтенсивності стресу в макрофагах лінії J774.2 після їх фарбування 
флуоресцентними барвниками Hoechst 33342 і DHE за присутності ГКБ, невживаних і відпрацьованих брекетів. 

ГКБ нанесена на «+» або «-» електрофоретичний електрод за наявності невживаних та використаних в порожнині 
рота брекетів. Синя флуоресценція за фарбування клітин барвником Hoechst 33342 – візуалізує ядра живих клі-
тин; помаранчева флуоресценція за фарбування клітин дигідроетидієм (DHE) – візуалізує вміст вільних радикалів 
у клітинах: 1 – невживаний брекет і ГКБ, що нанесена на анод («+») під впливом електричного струму; 2  – не-
вживаний брекет і ГКБ, що нанесена на катод («-») під впливом електричного струму; 3 – невживаний брекет під 
впливом електричного струму (без ГКБ); 4 – використаний брекет і ГКБ, що нанесена на анод («+») під впливом 
електричного струму; 5 – використаний брекет і ГКБ, що нанесена на катод («-») під впливом електричного стру-

му; 6 – використаний брекет під впливом електричного струму (без ГКБ)
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unused braces, even though they caused a 
higher level of metabolic activation (on the 
3rd day). Accordingly, in all cases, the inten-
sity of DHE luminescence was higher than in 
the presence of unused braces. In the pres-
ence of both new braces and used braces in 
the wells, when GCB was applied to the “-“ 
electrode, more intense luminescence of DHE 
was observed than when GCB was applied to 
the “+” electrode or in the control group. The 
highest levels of phagocytic activity and met-
abolic activation were found using Сholisal 

and braces after applying the GCB to the 
“-” electrode. In 3 days, macrophages’ pro-
gressive degradation (death) was detected 
in these experimental groups. While in other 
groups, this phenomenon was less expressed 
and ended on days 5–6.

Discussion
Here, we found that electrophoresis applied to 
certain cell types improved the viability (MTT-
test) of fi broblasts and keratinocytes in the 
long term (5–7 days), but it reduced the in-

Figure 6. Representative image of the stress intensity of J774.2 macrophages after staining with fl uorescent dyes 
Hoechst 33342 and DHE. The study was carried out after applying GCB, comparison and control preparations to the “+” 
or “-” electrode and incubation with yeast cells Saccharomyces pastorianus. Blue fl uorescence after staining cells with 
Hoechst 33342 dye – visualizes the nuclei of living cells; orange fl uorescence after staining cells with dihydroethidium 
(DHE) – visualizes the content of free radicals in cells: 1. An unused brace and GCB applied to the “-” electrode under 
the infl uence of electric current (with the addition of yeast); 2. An unused brace and GCB applied to the “+” electrode 
under the infl uence of electric current (with the addition of yeast); 3. An unused brace under the infl uence of electric 

current without GCB (with the addition of yeast); 4. A used brace and GCB applied to the “+” electrode under the 
infl uence of electric current (with the addition of yeast); 5. A used brace and GCB applied to the “-” electrode under 
the infl uence of electric current (with the addition of yeast); 6. A used bracket under the infl uence of electric current 
without GCB (with the addition of yeast); 7. Comparison product Cholisal with the addition of yeast; 8. Control “0” – 

intact cell culture with the addition of yeast; 9. Comparison drug Gengigel® with the addition of yeast.
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Обговорення
В результаті проведених досліджень встанов-
лено, що електрофорез, застосований до ок-
ремих типів клітин, стимулював життєздатність 
(МТТ-тест) фібробластів і кератиноцитів у від-
даленому періоді (п’ять – сім діб), але знижу-
вав інтенсивність функціонування макрофагів. 
Це може бути пов’язане з тим, що макрофаги 
активніше реагують впродовж перших годин 
впливу на них і це призводить до зниження 
їхньої метаболічної та проліферативної здат-
ності. ГКБ на основі комплексу флавоноїдів 

збільшувала кількість проліферативно актив-
них клітин й одночасно діяла як цитопротектор 
завдяки антиоксидантним своїм властивостям. 
Доречним було поєднання ГКБ з електрофо-
резом, що дало змогу безпосередньо впливати 
на клітини експериментального імітаційного 
середовища, наближеного до тканин пародон-
тального комплексу.

Впливаючи на слизову оболонку тканин ясен, 
електрофорез чинить рефлекторну дію та 
сприяє гемодинаміці. Унаслідок цього, в па-

Рисунок 6. Репрезентативне зображення інтенсивності стресу макрофагів лінії J774.2 після їх фарбування 
флуоресцентними барвниками Hoechst 33342 і DHE. Дослідження виконували після нанесення на «+» або «-» 

електрод ГКБ препаратів порівняння і контролю та інкубації з дріжджовими клітинами Saccharomyces pastorianus. 
Синя флуоресценція за фарбування клітин барвником Hoechst 33342 – візуалізує ядра живих клітин; помаранче-
ва флуоресценція за фарбування клітин дигідроетидієм (DHE) – візуалізує вміст вільних радикалів у клітинах: 1 
– невживаний брекет і ГКБ, що нанесена на катод («-») під впливом електричного струму (з додаванням дріж-
джів); 2 – невживаний брекет і ГКБ, що нанесена на анод («+») під впливом електричного струму (з додаванням 
дріжджів); 3 – невживаний брекет під впливом електричного струму без ГКБ (з додаванням дріжджів); 4 – вико-
ристаний брекет і ГКБ, що нанесена на анод («+») під впливом електричного струму (з додаванням дріжджів); 
5 – використаний брекет і ГКБ , що нанесена на катод («-») під впливом електричного струму (з додаванням 

дріжджів); 6 – використаний брекет під впливом електричного струму без ГКБ (з додаванням дріжджів); 7 – пре-
парат порівняння – «Холісал» з додаванням дріжджів; 8 – Контроль «0», інтактна культура клітин з додаванням 

дріжджів; 9 – препарат порівняння «Gengigel» з додаванням дріжджів
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tensity of macrophage functioning. This may 
be due to the more active reaction of macro-
phages during the fi rst hours of exposure that 
decreased their metabolic and proliferative 
capacity. GCB, which contained a fl avonoid 
complex, increased many proliferating cells 
and acted as a cytoprotector due to their an-
tioxidant properties. Thus, it was appropriate 
to combine GCB with electrophoresis, which 
directly aff ected the cells of the experimental 
simulation environment close to the tissues of 
the periodontal complex.

By aff ecting the mucous membrane of gum 
tissue, electrophoresis has a refl ex eff ect and 
promotes hemodynamics. As a result, blood 
and lymph circulation, trophism and metab-
olism are improved in the periodontium, the 
growth of granulations in periodontal pockets 
is suppressed, and infl ammatory and conges-
tive phenomena are reduced. Besides, there 
is an increase in the activity of connective tis-
sue, phagocytic activity of leukocytes, retic-
uloendothelial system, and the regeneration 
process is accelerated [19]. An essential role 
of electrophoretic physiotherapy might be 
the stimulation of nonspecifi c tissue reactiv-
ity [20].

In orthodontic patients, electrophoresis 
should be used to treat periodontal tissue 
diseases in the case of their chronic course 
and after the elimination of acute infl amma-
tion or exacerbated generalized periodontitis. 
These can be chronic catarrhal gingivitis, hy-
pertrophic gingivitis, or chronic generalized 
periodontitis both before the active period of 
orthodontic treatment and in the absence of 
stabilization after installing fi xed orthodontic 
appliances.

Antioxidants and non-steroidal drugs are 
justifi ed in the complex treatment of peri-
odontal pathology in orthodontic patients. 
Medicines in these groups work well un-
der oxidative stress conditions, neutralize 
peroxides and lipid-free radical oxidation 
products, and have anti-infl ammatory, de-
congestant and analgesic eff ects, acceler-
ating reparative processes [21]. In the lit-
erature, numerous confi rmations revealed 
that herbal components are widely used in 
periodontal therapy [22]. Since strains of 
microorganisms resistant to classical antibi-

otics rapidly develop under the infl uence of 
the main periodontal pathogens, alternative 
ways to combat such pathogens must be in-
troduced involving herbal preparations with 
anti-infl ammatory, antibacterial, antioxidant 
and other therapeutic properties.

Another important aspect in solving the prob-
lem of treating periodontal pathology in or-
thodontic patients is the forced long-term 
presence of metal structures in the oral cav-
ity. This causes a constant supply of metal 
cations that are washed out of the braces. It 
is known that fi broblasts and cells of other 
types of mammalian tissues and organs are 
sensitive to various metal cations [23; 24; 
25; 26]. The positive eff ects of metal cations 
on fi broblasts include: 1) stimulation of pro-
liferation by some cations (copper, zinc, and 
selenium), which promotes healing of wound 
surfaces; 2) cations of metals such as copper, 
zinc, and iron are necessary for collagen syn-
thesis; 3) cations of some elements (zinc, se-
lenium) prevent apoptosis. The negative ef-
fects of metal cations on fi broblasts include: 
1). acidifi cation of the microenvironment 
of fi broblasts under the infl uence of certain 
ions, which can damage cells and cause their 
death; 2) cations of certain metals can cause 
oxidative stress, which damages cellular 
structures; 3) excessive amounts of cations 
of certain metals, such as lead, cadmium and 
mercury, can lead to intoxication, which can 
be fatal.

In this study, we propose using an original 
methodological approach for investigating the 
accumulation of biologically active agents in 
the cellular microenvironment in vitro sup-
plemented with agar gel. Such an approach 
is based on electrophoresis to facilitate pen-
etration of those agents and might be used in 
periodontic patients [27].

The sensitivity of fi broblasts to metal cations 
depends on the type of metal, its concentra-
tion, and the duration of exposure. In gen-
eral, fi broblasts are more sensitive to low 
metal concentrations than high ones. Mam-
malian fi broblasts are sensitive to chromi-
um, nickel, cobalt, molybdenum, tungsten, 
manganese, and titanium cations used in 
iron alloys for medical and dental purpos-
es. This sensitivity can be both positive and 
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родонті покращуються крово- та лімфообіг, 
трофіка та обмін речовин, пригнічується ріст 
грануляцій у пародонтальних кишенях, змен-
шуються запальні та застійні явища. Крім 
того, відбувається підвищення активності 
елементів сполучної тканини, фагоцитарної 
активності лейкоцитів і елементів ретику-
лоендотеліальної системи, а також приско-
рюється процес регенерації [19]. Важливою 
властивістю електрофоретичної фізіотерапії є 
стимуляція неспецифічної реактивності тка-
нин і захисних сил організму [20].

Для лікування ортодонтичних пацієнтів тре-
ба застосовувати електрофорез при захво-
рюванях тканин пародонта в разі хронічного 
їх перебігу та після усунення явищ гострого 
запалення або загостреного перебігу гене-
ралізованого пародонтиту. Це можуть бути 
хронічний катаральний гінгівіт, гіпертро-
фічний гінгівіт, хронічний перебіг генералі-
зованого пародонтиту як до активного пе-
ріоду ортодонтичного лікування, так і у разі 
відсутності стабілізації після встановлення 
незнімної ортодонтичної апаратури.

Застосування антиоксидантів та нестероїд-
них препаратів у комплексному лікуванні 
патології пародонту ортодонтичних пацієнтів 
є обґрунтованим. Лікарські засоби, що нале-
жать до цих груп, добре діють за умов окси-
дативного стресу, знешкоджують пероксиди 
та продукти вільнорадикального окиснення 
ліпідів, а також виконують протизапальну, 
протинабрякову та знеболювальну дію, при-
скорюють репаративні процеси [21]. Ана-
ліз літературних джерел дав змогу виявити 
численні підтвердження того, що саме рос-
линні компоненти широко використовувані у 
пародонтальній терапії [22]. Оскільки за дії 
основних пародонтопатогенів стрімко розви-
ваються штами мікроорганізмів, що є резис-
тентними до класичних антибіотиків, необ-
хідно запроваджувати альтернативні методи 
боротьби з такими патогенами, залучаючи 
рослинні препарати з протизапальними, ан-
тибактерійними, антиоксидантними та інши-
ми лікувальними властивостями.

Ще одним важливим аспектом у вирішенні 
проблеми лікування патології пародонту в 
ортодонтичних пацієнтів є вимушена тривала 
наявність металевих конструкцій у порожнині 
рота. Це зумовлює постійне надходження ка-

тіонів металів, що вимиваються з брекет-сис-
тем. Як відомо, фібробласти та клітини інших 
типів тканин і органів ссавців чутливі до різ-
них катіонів металів [23; 24; 25; 26]. До по-
зитивних ефектів катіонів металів на фібро-
бласти належать: 1) стимуляції проліферації 
деякими катіонами (мідь, цинк і селен), що 
сприяє загоєнню ранових поверхонь; 2) каті-
они таких металів як мідь, цинк і залізо необ-
хідні для синтезу колагену; 3) катіони деяких 
елементів (цинк, селен) запобігають апопто-
зу. До негативних ефектів катіонів металів 
на фібробласти належать: 1) закислення мі-
кросередовища фібробластів за дії деяких іо-
нів, що може пошкоджувати клітини і спричи-
няти їхню загибель; 2) катіони деяких металів 
можуть спричиняти оксидативний стрес, який 
пошкоджує клітинні структури; 3) надмірна 
кількість катіонів деяких металів, таких як 
свинець, кадмій і ртуть може призвести до ін-
токсикації, і навіть смертельної.

У нашому дослідженні запропоновано вико-
ристовувати оригінальний методичний підхід 
до дослідження in vitro накопичення біологіч-
но активних речовин у клітинному мікроото-
ченні, доповненому агаровим гелем. Такий 
підхід заснований на використанні електро-
форезу для полегшення проникнення цих 
агентів і може бути використаний для ліку-
вання пародонтологічних пацієнтів [27].

Чутливість фібробластів до катіонів металів 
залежить від типу металу, його концентрації 
та тривалості впливу. Загалом фібробласти 
більш чутливі до низьких концентрацій ме-
талів, ніж до високих. Фібробласти ссавців 
чутливі до катіонів хрому, нікелю, кобальту, 
молібдену, вольфраму, марганцю та титану, 
які застосовують у залізних сплавах для по-
треб медицини і стоматології. Ця чутливість 
може бути як позитивною, так і негативною. 
Наприклад, катіони нікелю можуть як сти-
мулювати проліферацію фібробластів, так і 
спричиняти оксидативний стрес, призводячи 
до загибелі клітин при високих концентра-
ціях. Катіони хрому і кобальту стимулюють 
проліферацію фібробластів і синтез колаге-
ну, захищаючи клітини від оксидативного 
стресу. Катіони молібдену, вольфраму і мар-
ганцю необхідні для синтезу деяких ензимів, 
важливих у метаболізмі клітин. Вони також 
можуть захищати клітини від оксидативно-
го стресу. Треба наголосити, що катіони ти-
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negative. For example, nickel cations can 
both stimulate fi broblast proliferation and 
cause oxidative stress, leading to cell death 
at high concentrations. Chromium and co-
balt cations stimulate fi broblast prolifera-
tion and collagen synthesis, protecting cells 
from oxidative stress. Molybdenum, tung-
sten, and manganese cations are necessary 
for synthesizing certain enzymes important 
in cell metabolism. These enzymes can also 
protect cells from oxidative stress. It should 
be emphasized that titanium cations are 
non-toxic in low concentrations. That is why 
this metal is used to make implants that are 
not rejected by the body. However, in high 
concentrations, titanium corrosion products 
in peri-implant tissues are a risk factor for 
peri-implantitis [28; 29]. Studies of the ef-
fect of metal cations on fi broblasts are on-
going.

Summarizing the results of our studies, we 
can assume that unused braces lose metal 
cations more intensively in the culture me-
dium and, accordingly, in the oral cavity, 
thereby increasing oxidative stress. Our pro-
posed GCB most likely modulates the ability 
of cells to withstand oxidative stress caused 
by the above factors. Accordingly, the elec-
trophoresis procedure in clinical conditions 
can intensify the penetration of GCB compo-
nents through periodontal tissues, thereby 
reducing the level of oxidative stress in the 
cells of the periodontal complex tissues after 
installing fi xed orthodontic appliances. Our 
experimental treatment model of periodon-
tal tissue disease allowed us to establish that 
the electrophoresis procedure can have a re-
duced exposure time (15–50 sec) instead of 
the standard duration of 15–20 min per jaw. 
This ensures a high prolongation of the GCB 
agent’s eff ect and targeted drug delivery to 
the tissues.

Thus, we have revealed cytostimulatory and 
cytoprotective properties of GCB in the stress 
response of experimental cells under the in-
fl uence of electrophoresis and phagocytic 
processes accompanied by excessive met-
abolic activation. These properties may be 
due to one of the active components of the 

gel composition, namely, a fl avonoid complex 
(Protefl azid®), which provides antioxidant ac-
tion. This preparation is obtained from a nat-
ural source – soddy pike (Herba Deschampsia 
caespitosa L.) and ground cinquefoil (Herba 
Calamagrostis epigeios L.) herbs.

Conclusions
The cytoprotective eff ect of GCB in treating 
periodontal diseases in orthodontic patients 
was evaluated. We established that apply-
ing GCB to the “+” electrode was optimal. 
The eff ectiveness of exposure of this gel 
composition in the oral cavity during gingi-
val electrophoresis for 15–50 sec (current 
strength – 0.2–0.4 mA) was experimentally 
proved, compared to the standard duration 
of the classical clinical procedure of 15–20 
min. The patented GCB was shown to best 
promote the proliferation of all three types 
of test cells (fi broblasts, keratinocytes, mac-
rophages) and had a signifi cant advantage 
over Cholisal and Gengigel®. It was found 
that unused braces lost metal cations more 
intensively in the culture environment, thus 
increasing oxidative stress. Due to its anti-
oxidant properties, the developed GCB mod-
ulates the ability of cells to withstand stress.

The GCB can be recommended as a new me-
dicinal product in clinical periodontics and 
orthodontics for periodontal dressing that is 
used together with individually made mouth-
guards in orthodontic patients during the ac-
tive period of the orthodontic treatment as 
local therapy after the SRP (Scaling and Root 
Planning) protocol. Besides, they can be used 
for other surgical interventions and electro-
phoresis-based physiotherapy at active peri-
ods of orthodontic treatment with fi xed ortho-
dontic appliances.
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тану нетоксичні в низьких концентраціях. 
Саме тому цей метал використовують для 
виготовлення імплантів, які не спричиня-
ють відчуження організмом. Проте у високих 
концентраціях корозійні продукти титану в 
периімплантних тканинах є фактором ризику 
периімплантиту [28; 29]. Дослідження впли-
ву катіонів металів на фібробласти тривають.

Підсумовуючи результати проведених нами 
досліджень, можна припустити, що невжива-
ні брекети більш інтенсивно втрачають ка-
тіони металів в культуральному середовищі, 
а, відповідно, і в порожнині рота, посилюю-
чи оксидативний стрес. Запропонована нами 
ГКБ, імовірніше за все, модулює здатність 
клітин протистояти оксидативному стресу, 
зумовленому переліченими нами чинника-
ми. Відповідно процедура електрофорезу 
в клінічних умовах здатна інтенсифікувати 
проникнення компонентів ГКБ крізь тканини 
пародонту, знижуючи рівень оксидативного 
стресу в клітинах тканин пародонтально-
го комплексу після встановлення незнімної 
ортодонтичної апаратури. Запропонована 
нами експериментальна модель лікування 
захворювань тканин пародонту дала змогу 
встановити, що процедура електрофорезу 
може мати скорочену тривалість експозиції 
(15 – 50 сек) замість стандартної тривалості 
15 – 20 хв на одну щелепу. При цьому забез-
печується висока пролонгованість дії засобу 
ГКБ та спрямована доставка ліків у тканини.

Отже, нами виявлені цитостимуляційні та 
цитопротекторні властивості ГКБ за стре-
сової реакції експериментальних клітин під 
впливом електрофорезу та фагоцитарного 
процесу, що супроводжується надмірною 
метаболічною активацією. Ці властивості 
можуть бути зумовлені одним із активних 
компонентів використаної гелевої компо-
зиції, а саме флавоноїдним комплексом 
(Протефлазід), що забезпечує антиокси-
дантну дію. Цей препарат взятий з природ-
ніх джерел - трави щучки дернистої (Herba 
Deschampsia caespitosa L.) і трави війника 
наземного (Herba Calamagrostis epigeios L.).

У висновках: проведено оцінку цитопро-
текторної дії ГКБ для лікування захворювань 
пародонту в ортодонтичних пацієнтів. У дослі-
дженнях in vitro встановлено, що оптималь-
ною є аплікація ГКБ на аноді («+» електрод) 
та експериментально доведено ефективність 
експозиції цієї гелевої композиції в порожнині 
рота під час наясенного електрофорезу впро-
довж 15 – 50 сек (сила струму 0.2- 0.4 mА), 
на противагу стандартній тривалості класич-
ної клінічної процедури впродовж 15 – 20 хв. 
Показано, що запатентована ГКБ найкраще 
сприяє проліферації всіх трьох типів піддо-
слідних клітин (фібробласти, кератиноцити, 
макрофаги) і має вірогідну перевагу над пре-
паратами порівняння («Холісал», «Генгігель»). 
Також встановлено, що невживані брекети 
більш інтенсивно втрачають катіони металів у 
культуральному середовищі, посилюючи цим 
оксидативний стрес. Розроблена ГКБ модулює 
здатність клітин протистояти стресові завдяки 
антиоксидантним властивостям.

Отже, ГКБ можна рекомендувати як новий 
стоматологічний засіб у клінічній пародон-
тології та ортодонтії для пародонтальних 
пов’язок і застосовувати разом із індивіду-
ально виготовленими капами в ортодонтич-
них пацієнтів при підготовці їх до активно-
го періоду ортодонтичного лікування – як 
для місцевої терапії після протоколу SRP 
або інших хірургічних втручань, так і для 
«інтенсивної» фізіотерапії з використанням 
електрофорезу до та в активному періоді 
ортодонтичного лікування з використанням 
незнімної ортодонтичної апаратури.
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