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Анотація. Актуальність. Нейродегенерація при розсіяному склерозі (РС) зумовлена атакою 
аутореактивних лімфоцитів на мієлінову оболонку нервових волокон та ендогенною недостат-
ністю ремієлінізації, що зрештою призводить до наростання неврологічної недостатності. Хро-
нічний перебіг РС може призвести до значних психічних і фізичних симптомів та незворотних 
неврологічних розладів, включаючи м’язову слабкість, атаксію, тремор, спастичність, параліч, 
порушення рівноваги, когнітивні порушення, втрату зору, запаморочення, порушення ковтання та 
мови, сенсорний дефіцит, дисфункцію сечового міхура та кишківника, біль, утому та депресію. 
Існуючі імуномодулюючі препарати, незважаючи на те що вони дуже ефективні в зниженні часто-
ти рецидивів РС, не запобігають прогресуючим нейродегенеративним процесам і не мають регене-
ративної дії, але можуть викликати значні побічні ефекти.

Мета. Охарактеризувати виразність неврологічного дефіциту за показниками м’язового тону-
су та поведінкових реакцій на моделі розсіяного склерозу при алергічному енцефаломієліті (АЕМ) 
у щурів на тлі застосування кріоекстрактів плаценти (КЕП) та селезінки (КЕС), а також конди-
ціонованого середовища мезенхімальних стовбурових клітин (КС-МСК).

Методи. Експериментальні дослідження проведено на 42 нелінійних лабораторних щурах-сам-
цях масою 200–220 г. АЕМ моделювали шляхом уведення щурам підшкірно в основу хвоста енце-
фалітогенної емульсії у дозі 1,0 мл/кг маси тіла. Емульсія складалася з повного ад’юванта Фрейн-
да та гомогенату алогенного головного мозку у співвідношенні 1:1. Лікування АЕМ проводилося 
з 12-го по 20-й день експерименту. КЕП, КЕС та КС-МСК вводили через день (усього 5 ін’єкцій), 
відповідно на 12, 14, 16, 18 та 20 дні. Вивчення неврологічного дефіциту проводили шляхом оцінки 
м’язового тонусу та поведінкових реакцій тварин (а саме – емоційну активність) у динаміці, від-
повідно до моделювання АЕМ («0» день), на 12 та 21 дні експерименту.

Результати. У щурів зі змодельованим АЕМ на 12-й день експерименту відзначалося статистич-
но вірогідне (р=0,009) зниження м’язового тонусу на 73,8% та статистично вірогідне (р=0,02) зни-
ження емоційної активності на 70,4% відносно вихідних показників. Установлено, що на 21-й день 
експерименту на тлі введення КЕП м’язова сила щурів з АЕМ статистично вірогідно (р˂0,03) змен-
шилася на 53,3%, а на тлі застосування КЕС аналогічний показник зменшився (р˂0,01) на 61,3% від-
носно показників у відповідних групах на 12-й день експерименту, що відповідно у 1,8 та 2,1 поступа-
лося за ефективністю референс-препарату метилпреднізолону. Дослідження показало, що введення 
КС-МСК призвело до зупинки втрати м’язової сили у щурів з АЕМ, оскільки вказаний показник на 21-й 
день експерименту практично співставлявся з аналогічним показником на 12-й день експерименту 
та становив відповідно 4,7±0,5 с та 4,6±0,4 с, що на 26,9% (р=0,16) перевищувало за здатністю упо-
вільнювати втрату м’язової маси ефективність референс-препарат метилпреднізолон.

Висновки. За виразністю збереження м’язового тонусу у щурів з АЕМ на 21-й день відносно показни-
ків 14-го дня досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби доцільно розташувати у такій 
послідовності: КС-МСК (+3,1%; р=0,37) ˃  КЕП (-53,3%; р˂0,03) ˃  КЕС (-61,3%; р˂0,01). За величиною 
зростання емоційної активності у щурів з АЕМ на 21-й день експерименту відносно показників на 14-й 
день досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби доцільно розташувати у такій послі-
довності: КС-МСК (+288,9%; р˂0,01) ˃ КЕП (+162,5%; р=0,09) ˃ КЕС (+150,0%; р=0,09).

Ключові слова: аутоімунні захворювання, розсіяний склероз, алергічний енцефаломієліт, невро-
логічний дефіцит, м’язовий тонус, емоційна активність, безклітинні кріоконсервовані біологічні 
засоби, кондиціоноване середовище мезенхімальних стовбурових клітин.
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Вступ. Розсіяний склероз (РС) – це аутоімунне демієлінізуюче та нейродегенеративне захво-
рювання центральної нервової системи (ЦНС), яке є головною причиною нетравматичної 
неврологічної інвалідизації молодих людей [15]. Нейродегенерація при РС зумовлена атакою 
аутореактивних лімфоцитів на мієлінову оболонку та ендогенною недостатністю ремієлініза-
ції, що зрештою призводить до наростання неврологічної недостатності. Як відомо, РС харак-
теризується двома патологічними ознаками: запаленням із демієлінізацією та астрогліальною 
проліферацією (гліозом) і нейродегенерацією. Пошкодження тканин при РС обмежується ЦНС, 
зберігаючи периферичну нервову систему. Клінічно РС може мати два варіанти перебігу: реци-
дивний або прогресуючий. Найчастіше діагностується рецидивуюча форма РС, яка проявляється 
як окремі епізоди неврологічної дисфункції з подальшою частковою чи повною ремісією або її 
відсутністю. Із часом частота рецидивів зазвичай зменшується, але часто настає поступове погір-
шення, що призводить до безперервного прогресування (вторинний прогресуючий РС) [15].

Хронічний перебіг РС може призвести до значних психічних та фізичних симптомів і незво-
ротних неврологічних розладів, включаючи м’язову слабкість, атаксію, тремор, спастичність, 
параліч, порушення рівноваги, когнітивні порушення, втрату зору, двоїння в очах, запаморо-
чення, порушення ковтання та мови, сенсорний дефіцит, дисфункцію сечового міхура та киш-
ківника, біль, утому та депресію [3; 4]. Моторні дисфункції у пацієнтів із РС часто виникають 
через м’язову слабкість, аномальну механіку ходьби, проблеми з рівновагою, спастичність 
і втому. Повідомляється, що майже 50% хворих на розсіяний склероз використовують допо-
міжний пристрій для пересування через 15 років від початку захворювання [9; 14].

Окрім м’язово-рухової недостатності, зростаюча кількість доказів виникнення нейропсихі-
атричних симптомів при РС надала нові цінні відомості про патофізіологію захворювання [1; 
17]. Незважаючи на те що структура когнітивного дефіциту дуже різноманітна серед пацієнтів 
із РС, швидкість обробки інформації, увага, навчання та пам’ять є найбільш часто задіяними 
сферами, тоді як дефіцит виконавчих функцій і візуально-просторової обробки виявляють 
рідше [1]. Когнітивні порушення описані у 30–45% пацієнтів із рецидивно-ремітуючим РС та 
у 50–75% пацієнтів із вторинно прогресуючим РС [16].

За даними Margoni M. та співав. [17], структурні та функціональні аномалії головного 
мозку, особливо за участю лобно-скроневої та лімбічної кори, пов’язані з наявністю та про-
гресуванням депресії у пацієнтів із РС. Примітно, що аномалії структур ЦНС, залучених до 
модуляції настрою (мигдалеподібне тіло та вентролатеральна префронтальна кора), спостері-
галися у пацієнтів із РС навіть за відсутності депресії. Це може пояснити, принаймні частково, 
високу частку пацієнтів із РС із симптомами депресії, оскільки відключення ключового шляху 
регуляції настрою може поставити під загрозу емоційну адаптивність людини [17].

Існуючі імуномодулюючі препарати, незважаючи на те що вони дуже ефективні в зниженні 
частоти рецидивів РС, не запобігають прогресуючим нейродегенеративним процесам і не 
мають регенеративного ефекту, але можуть викликати значні побічні ефекти. Підхід до заміс-
ної терапії стовбуровими клітинами, спрямований на подолання втрати клітин ЦНС і недостат-
ності ремієлінізації, вважається перспективним альтернативним лікуванням [10].

Терапія з використанням мезенхімальних стовбурових клітин (МСК), за даними літератури 
[12], виявилася багатообіцяючою при різних нейродегенеративних станах завдяки їхнім корис-
ним властивостям, включаючи імуномодулюючу активність. Результати низки досліджень 
показали безпеку та доцільність застосування МСК при РС. 

Нашу увагу як нова стратегія біологічної терапії РС привернуло застосування похідних 
МСК, які не містять клітин (секретом, екзосоми, кондиціоновані середовища та ін.), а також 
кріоекстракти біологічних тканин [3; 4].

Мета дослідження – охарактеризувати виразність неврологічного дефіциту за показниками 
м’язового тонусу та поведінкових реакцій на моделі розсіяного склерозу при алергічному енце-
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фаломієліті (АЕМ) у щурів на тлі застосування кріоекстрактів плаценти (КЕП) та селезінки 
(КЕС), а також кондиціонованого середовища мезенхімальних стовбурових клітин (КС-МСК).

Матеріали та методи. Експериментальні дослідження проведено на 42 нелінійних лабо-
раторних щурах-самцях масою 200–220 г відповідно до основних біоетичних норм «Загальні 
етичні принципи експериментів на тваринах», схвалених Першим національним конгресом 
з біоетики (20 вересня 2001 р., м. Київ). Піддослідних тварин було розділено на шість груп: 

І (негативний контроль) – інтактні щури (n=7), яким на 12, 14, 16, 18 та 20 дні експерименту 
в/м вводили 0,9% розчин NaCl в дозі 1,0 мл/кг маси тіла щура;

ІІ – щури зі змодельованим АЕМ (n=7) без лікування (контрольна група), яким на 12, 14, 16, 
18 та 20 дні експерименту в/м вводили 0,9% розчин NaCl в дозі 1,0 мл/кг;

ІІІ – щури зі змодельованим АЕМ (n=7), яким на 12, 14, 16, 18 та 20 дні експерименту в/в 
вводили референс-препарат МП в дозі 3,4 мг/кг [19];

ІV – щури зі змодельованим АЕМ (n=7), яким на 12, 14, 16, 18 та 20 дні експерименту в/м 
вводили КЕП у дозі 2,5 мл/кг [8];

V – щури зі змодельованим АЕМ (n=7), яким на 12, 14, 16, 18 та 20 дні експерименту в/м 
вводили КЕС у дозі 5,0 мл/кг [1];

VІ – щури зі змодельованим АЕМ (n=7), яким на 12, 14, 16, 18 та 20 дні експерименту в/м 
вводили КС-МСК у дозі 0,6 мл/кг [5; 11].

АЕМ моделювали шляхом уведення щурам підшкірно в основу хвоста енцефалітогенної емуль-
сії у дозі 1,0 мл/кг маси тіла. Емульсія складалася з повного ад’юванта Фрейнда – ПАФ (Thermo 
Fisher Scientific, США) та гомогенат алогенного головного мозку у співвідношенні 1:1 [7]. 

Енцефалітогенну емульсію для щурів готували за методикою Нефьодова О.О. та співав. 
(2017 р.) [7]. Алогенний головний мозок механічно диспергували при кімнатній температурі 
у гомогенізаторі впродовж 3 хв у холодному буферному розчині (0,175 М KCl + 0,125трис-HCl, 
рН=7,4) з розрахунку 33,5 мг тканини мозку + 0,05 мл буфера/100 г маси тіла щура

Лікування АЕМ проводилося з 12-го по 20-й день експерименту. КЕП, КЕС та КС-МСК вво-
дили через день в/м (усього 5 ін’єкцій), відповідно на 12, 14, 16, 18 та 20 дні. Як референс-пре-
парат використано глюкокортикоїд із мінімальним мінералокортикоїдним ефектом – метилп-
реднізолон (МП), який уводили внутрішньовенно (в/в) в дозі 3,4 мг/кг.

Вивчення неврологічного дефіциту на моделі АЕМ у щурів проводили шляхом оцінки 
м’язового тонусу та поведінкових реакцій тварин (а саме – емоційну активність) у динаміці, 
відповідно до моделювання АЕМ («0» день), на 12-й та 21-й дні експерименту.

Оцінку м’язового тонусу шурів проводили шляхом підвішування їх передніми лапами на 
дріт, натягнутий на висоті 25 см від поверхні стола, та фіксували час утримування у секун-
дах. Інтактні щури швидко підтягуються та утримуються чотирма лапами, що характерно для 
тварин із нормальним м’язовим тонусом. Зменшення часу утримування тварин свідчило про 
порушення м’язового тонусу та розвиток у них неврологічного дефіциту [2]. 

Поведінкові реакції тварин (емоційну активність) досліджували у тесті «відкрите поле». 
Устаткування тесту «відкрите поле» для щурів являє собою освітлену білу квадратну плат-
форму на ніжках розміром 80 × 80 см, обмежену вертикальними стінками висотою 40 см. Під-
лога платформи розкреслена на 16 однакових квадратів розміром 20 × 20 см з отворами («нір-
ками») діаметром 3,5 см у центрі кожного квадрата. Для дослідження поведінкових реакцій 
щурів по черзі поміщали у центр квадратної платформи та впродовж 3 хв реєстрували сумарну 
кількість епізодів короткочасного грумінгу (умивань), кількість фекальних болюсів та актів 
уринації [6].

Статистичну обробку одержаних результатів проведено з використанням прикладної про-
грами для роботи з електронними таблицями Microsoft Office Excel 2010. Оцінку характеру роз-
поділу величин у кожній групі вибіркової сукупності проводили з використанням W-критерію 
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Шапіро – Вілка (Shapiro – Wilk test). Однорідність дисперсій визначали за критерієм Левена 
(Levene's test). Для оцінки значущості виявлених відмінностей досліджуваних показників за різ-
них умов експерименту проводили статистичний аналіз із використанням параметричних крите-
ріїв. За нормального розподілу незалежних величин відмінності між групами визначали попарно 
за t-критерієм Стьюдента. Співставлення показників однієї групи під час повторюваних вимі-
рювань за різних умов експерименту проводили за непараметричним Т-критерієм Вілкоксона 
(Wilcoxon T test). Цифрові дані у разі нормального розподілу величин наведені у вигляді M±m 
(M±SE), де M – середнє арифметичне значення, m (SE) – стандартна похибка середнього ариф-
метичного або М (95% ДІ: 5% – 95%), де 95% ДІ: – 95% довірчий інтервал [18].

Результати дослідження. Оцінка розвитку неврологічного дефіциту у щурів зі змодельо-
ваним АЕМ у динаміці показала, що на 12-й день експерименту у тварин контрольної групи 
(АЕМ без лікування) відзначалося статистично вірогідне (р=0,009) зниження м’язового тонусу 
на 73,8% (табл. 1) та статистично вірогідне (р=0,02) зниження емоційної активності – на 70,4% 
(табл. 2) відносно вихідних показників. Установлені зміни узгоджувалися з даними літератур-
них джерел [7; 17].

На 21-й день експерименту у щурів з АЕМ без лікування відзначено частковий регрес 
показників емоційної активності на тлі подальшого зниження м’язового тонусу. Так, емоційна 
активність у щурів контрольної групи статистично вірогідно (р=0,01) зросла у 2,5 рази від-
носно показників на 12-й день експерименту, тоді як м’язовий тонус зменшився у 4,3 рази 
(р˂0,01) відносно показників на 12-й день (табл. 1).

Досліджувані кріоекстракти значно поступалися за здатністю впливати на збереження 
м’язової сили у щурів на тлі АЕМ референс-препарату МП. Дослідження показало, що на 21-й 
день експерименту на тлі введення КЕП м’язова сила щурів з АЕМ статистично вірогідно 
(р˂0,03) зменшилася на 53,3%, а на тлі застосування КЕС аналогічний показник зменшився 
(р˂0,01) на 61,3% відносно показників у відповідних групах на 12-й день експерименту, що 
відповідно у 1,8 та 2,1 поступалося за ефективністю референс-препарату МП (табл. 1).

Дискусія. Отримані результати щодо зменшення м’язової сили у щурів з АЕМ узгоджу-
ються з даними Haan A. та співав. [13], які експериментально встановили, що через 2,5 дня 
після розвитку максимальних клінічних ознак АЕМ маса медіального литкового м’яз щурів 
була нижчою на 33% (р<0,05) порівняно з показниками інтактних тварин. Площа поперечного 
перерізу волокон литкового м’язу була меншою на 40–50% у всіх типах волокон, а макси-
мальна сила і потужність були значно нижчими відповідно на 58% та 73% у щурів з АЕМ [13].

Застосування референс-препарату МП призвело до меншого у 2,5 рази (відповідно 29,7% 
проти 75,8%) зменшення м’язової сили на 21-й день відносно показників на 12-й день експе-
рименту (табл. 1), що, ймовірно, вказує на уповільнення прогресування АЕМ.

Особливу увагу привертають результати дослідження м’язової сили у щурів з АЕМ, яким 
уводили КС-МСК. Дослідження показало, що введення досліджуваного безклітинного похід-
ного від МСК привело до зупинки втрати м’язової сили у щурів з АЕМ, оскільки вказаний 
показник на 21-й день експерименту практично співставлявся з аналогічним показником на 
12-й день експерименту та становив відповідно 4,7±0,5 с та 4,6±0,4 с, що на 26,9% (р=0,16) 
перевищувало за здатністю уповільнювати втрату м’язової маси ефективність референс-пре-
парату МП (табл. 1).

Оцінка емоційної активності показала, що на тлі застосування МП відзначалося співставне 
з показниками щурів контрольної групи зростання зазначеного виду активності, що становило 
відповідно 137,5% та 140,0% (табл. 2). Серед досліджуваних безклітинних кріоконсервова-
них біологічних засобів найвиразніше зростання емоційної активності на 21-й день експери-
менту у щурів АЕМ відносно показників на 14-й день відзначено на тлі застосування КМ-МСК 
(288,9%; р˂0,01), а найменше – на тлі застосування КЕС (150,0%; р=0,09). 
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Висновки. 
1. У щурів зі змодельованим АЕМ на 12-й день експерименту відзначалося статистично 

вірогідне (р=0,009) зниження м’язового тонусу на 73,8% та статистично вірогідне (р=0,02) 
зниження емоційної активності на 70,4% відносно вихідних показників.

2. За виразністю збереження м’язового тонусу у щурів з АЕМ на 21-й день відносно показни-
ків 14-го дня досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби доцільно розташувати 
у такій послідовності: КС-МСК (+3,1%; р=0,37) ˃ КЕП (-53,3%; р˂0,03) ˃ КЕС (-61,3%; р˂0,01).

3. За величиною зростання емоційної активності у щурів з АЕМ на 21-й день експерименту 
відносно показників на 14-й день досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби 
доцільно розташувати у такій послідовності: КС-МСК (+288,9%; р˂0,01) ˃ КЕП (+162,5%; 
р=0,09) ˃ КЕС (+150,0%; р=0,09).

Прикінцеві твердження
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами і темами. Стаття є фрагментом пла-

нової науково-дослідної роботи кафедри інфекційних хвороб та клінічної імунології Харків-
ського національного університету імені В.Н. Каразіна МОН України «Вивчення ролі імунних, 
автоімунних та метаболічних розладів у патогенезі та наслідках інфекційного процесу, що 
викликаний бактеріями, вірусами, вірусно-бактеріальними асоціаціями при гострому, затяж-
ному та хронічному перебігу хвороби та вдосконалення тактики лікування» (номер держав-
ної реєстрації 0123U105022, термін виконання – 2023–2028 рр., керівник – завідуюча кафедри 
інфекційних хвороб та клінічної імунології, канд. мед. н., доцент Волобуєва О.В.).

Перспективи подальших досліджень. Результати проведеної розвідки вказують на обґрун-
тованість подальших поглиблених досліджень нейропротективної активності досліджуваних 
безклітинних кріоконсервованих біологічних засобів при нейродегенеративних захворюваннях.
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DYNAMICS OF NEUROLOGICAL DEFICITS IN RATS WITH THE SIMULATED 
EQUIVALENT OF MULTIPLE SCLEROSIS UNDER THE INFLUENCE 

OF CRYOEXTRACTS OF THE PLACENTA AND SPLEEN, AS WELL 
AS THE CONDITIONED MEDIUM OF MESENCHYMAL STEM CELLS

Hladkykh F.V.

Abstract . Background. Neurodegeneration in multiple sclerosis (MS) is caused by the attack of auto-
reactive lymphocytes on the myelin sheath and the endogenous failure of remyelination, which ultimately 
leads to the accumulation of neurological disability. The chronic course of MS can lead to significant 
mental and physical symptoms and irreversible neurological disorders, including muscle weakness, atax-
ia, tremors, spasticity, paralysis, balance disorders, cognitive impairment, vision loss, diplopia, dizziness, 
swallowing and speech disorders, sensory deficits, bladder and bowel dysfunction, pain, fatigue, and 
depression. Existing immunomodulatory drugs, despite the fact that they are very effective in reducing 
the frequency of MS relapses, do not prevent progressive neurodegenerative processes and do not have a 
regenerative effect, but can cause significant side effects.

Objective: to characterize the expressiveness of the neurological deficit according to the indicators of 
muscle tone and behavioral reactions in the model of multiple sclerosis – in allergic encephalomyelitis 
(AEM) in rats against the background of the use of cryoextracts of the placenta (СEP) and spleen (СES), 
and conditioned medium of mesenchymal stem cells (MSC-CM).

Methods. Experimental studies were conducted on 42 non-linear laboratory male rats weighing 
200–220 g. AEM was modeled by injecting encephalitogenic emulsion subcutaneously into the base of the 
tail at the dose of 1.0 ml/kg of body weight. The emulsion consisted of Freund's complete adjuvant and 
allogeneic brain homogenate in a 1:1 ratio. AEM treatment was carried out from the 12th to the 20th day 
of the experiment. CEP, CES and MSC-CM were administered every other day (a total of 5 injections), on 
days 12, 14, 16, 18 and 20, respectively. The study of neurological deficits in the model of AEM in rats was 
carried out by evaluating the muscle tone and behavioral reactions of animals (namely, emotional activity) 
in dynamics, according to the simulation of AEM ("0" day), on the 12th and 21st days of the experiment.

Results. A statistically significant (p=0.009) decrease in muscle tone by 73.8% and a statistically sig-
nificant (p=0.02) decrease in emotional activity by 70.4% relative to baseline values   were noted in rats 
with simulated AEM on the 12th day of the experiment. It was found that on the 21st day of the experi-
ment, against the background of the introduction of CES, the muscle strength of rats with AEM decreased 
statistically significantly (р˂0.03) by 53.3%, and against the background of the use of CES, the simi-
lar indicator decreased (р˂0.01) by 61.3% relative to the indicators in the corresponding groups on the  
12th day of the experiment, which was 1.8 and 2.1, respectively, inferior to the effectiveness of the reference 
drug methylprednisolone. The study showed that the introduction of MSC-CM led to an almost complete 
stop of the loss of muscle strength in rats with AEM, since the indicated indicator on the 21st day of the 
experiment was practically comparable to the similar indicator on the 12th day of the experiment and 
was 4.7±0.5 s, respectively and 4.6±0.4 s, which by 26.9% (р=0.16) exceeded the effectiveness of both the 
studied cryoextracts and the reference drug methylprednisolone in terms of their ability to slow down the 
loss of muscle mass.

Conclusions. According to the expressiveness of preservation of muscle tone in rats with AEM on day 
21 relative to the indicator on day 14, it is advisable to place the investigated cell-free cryopreserved bio-
logical agents in the following sequence: MSC-CM (+3.1%; p=0.37) ˃ CEP (-53 .3%; p˂0.03) ˃ CES 
(-61.3%; p˂0.01). According to the magnitude of the increase in emotional activity in rats with AEM on the 
21st day of the experiment relative to the indicators on the 14th day, it is advisable to place the investigated 
cell-free cryopreserved biological agents in the following sequence: MSC-CM (+288.9%; p˂0.01) ˃ CEP 
(+162 .5%; p=0.09) ˃ CES (+150.0%; p=0.09).

Key words: autoimmune diseases, multiple sclerosis, allergic encephalomyelitis, neurological deficit, 
muscle tone, emotional activity, cell-free cryopreserved biological agents, conditioned medium of mesen-
chymal stem cells.
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