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аутоімунні захворювання, розсіяний  
склероз, алергічний енцефаломієліт,  
орієнтовно-дослідницька активність,  
відкрите поле, кріоекстракт плаценти,  
кріоекстракт селезінки, кондиціо- 
новане середовище мезенхімальних  
стовбурових клітин.

Актуальність. На сьогодні в Україні проживає 20924 людини зі встановленим  
діагнозом розсіяний склероз (РС). Класичною моделлю РС у лабораторних  
тварин виступає експериментальний алергічний енцефаломієліт (АЕМ). У якості  
нової стратегії лікування РС нашу увагу привернуло застосування сучасних  
біотехнологічних засобів, які не містять клітин – кріоекстракту плаценти (КЕП),  
кріоекстракту селезінки (КЕС) та кондиціонованого середовища мезенхімальних  
стовбурових клітин (КС-МСК).
Мета роботи – охарактеризувати орієнтовно-дослідницьку активність щурів  
з експериментальним алергічним енцефаломієлітом на тлі введення безклітин- 
них кріоконсервованих біологічних засобів (КЕП, КЕС та КС-МСК). 
Матеріали та методи. Дослідження проведено на 42 нелінійних лабораторних  
щурах-самцях масою 200–220 г. АЕМ моделювали шляхом введення щурам  
підшкірно в основу хвоста енцефалітогенної емульсії у дозі 1,0 мл/кг маси тіла.  
Енцефалітогенну емульсію для щурів готували за методикою Нефьодова О.О.  
та співавт. (2017 р.). Емульсія складалась з повного ад’юванта Фрейнда (ПАФ)  
та гомогенату алогенного головного мозку у співвідношенні 1:1. Лікування  
АЕМ проводилось з 12 по 20 день експерименту. КЕП, КЕС та КС-МСК вводили  
через день в/м (усього 5 ін’єкцій), відповідно на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні.  
У якості референс-препарату використано глюкокортикоїд метилпреднізолон (МП).  
Поведінкові реакції тварин досліджували у тесті «відкрите поле». Для дослідження  
поведінкових реакцій щурів по черзі поміщали в центр квадратної платформи  
та впродовж 3 хвилин реєстрували поведінкові реакції, які обраховували як суму  
епізодів за типом активності: рухова активність (кількість квадратів, у які зайшла  
тварина); дослідницька активність (сумарна кількість підйомів на задні кінцівки  
та кількість зазирань та/або обнюхувань «нірок»).
Результати та їх обговорення. Встановлено, що введення енцефалітогенної  
емульсії призвело до виразних розладів орієнтовно-дослідницької активності  
у щурів. На 12-ту добу експерименту відмічалось статистично вірогідне (р = 0,009)  
зниження на 78,8% рухової активності та статистично вірогідне (р ˂ 0,01) знижен- 
ня дослідницької активності щурів з АЕМ на 78,0% відносно вихідних показників.  
Зниження рухової активності тварин з АЕМ вочевидь обумовлене руховими  
розладами, які як відомо характерні для хворих на РС. На 21-й день експерименту  
у щурів контрольної групи з АЕМ без лікування відмічено відносний регрес  
порушень орієнтовно-дослідницької активності, проте досліджувані показники  
залишались значно нижчими за їх вихідні значення. Аналіз відновлення рухової  
активності на 21-й день експерименту у щурів з АЕМ показав, що найвиразніше  
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ABSTRACTKey words: 

autoimmune diseases, multiple sclerosis,  
allergic encephalomyelitis, tentative re- 
search activity, open field, placenta cryo- 
extract, spleen cryoextract, conditioned  
medium of mesenchymal stem cells.

Background. Today, 20,924 people with a diagnosis of multiple sclerosis (MS) live  
in Ukraine. Experimental allergic encephalomyelitis (AEM) is a classical model of MS  
in laboratory animals. As a new strategy for the treatment of MS, our attention was  
drawn to the use of modern biotechnological means that do not contain cells – pla- 
centa cryoextract (CEP), spleen cryoextract (CES) and conditioned medium of  
mesenchymal stem cells (MSC-CM).
Purpose – to characterize the tentative research activity of rats with experimental  
allergic encephalomyelitis against the background of the introduction of cell-free  
cryopreserved biological agents (CEP, CES and MSK-CM).
Materials and Methods. The study was conducted on 42 non-linear laboratory  
male rats weighing 200–220 g. AEM was modeled by injecting rats with an ence- 
phalitogenic emulsion subcutaneously at the base of the tail at a dose of 1.0 ml/kg  
of body weight. Encephalitogenic emulsion for rats was prepared according to the  
method by O.O. Nefiodov and al. (2017). The emulsion consisted of Сomplete Freund’s  
Аdjuvant (CFA) and allogeneic brain homogenate in a 1:1 ratio. AEM treatment was  
carried out from the 12th to the 20th day of the experiment. CcEP, CES and MSC-CM  
were administered every other day intramuscularly (a total of 5 injections), on days  
12, 14, 16, 18 and 20, respectively. The glucocorticoid methylprednisolone (MP)  
was used as a reference drug. Behavioral responses of animals were studied in the  
«open field» test. To study behavioral reactions, rats were placed in the center of  
a square platform one by one, and behavioral reactions were recorded for 3 minutes,  
which were calculated as the sum of episodes by activity type: motor activity  
(number of squares entered by the animal); exploratory activity (total number  
of rear-limb climbs and number of peeks and/or sniffs at «burrows»).
Results. It was established that the introduction of an encephalitogenic emulsion  
from an allogeneic brain homogenate and CFA in a ratio of 1:1 led to pronounced  
disorders of orientation-research activity in rats on the 12th day of the experiment.  
The development of AEM in rats was accompanied by pronounced disorders of  
orientation and research activity. On the 12th day of the experiment, a statistically  
significant (p = 0.009) decrease in motor activity by 78.8% and a statistically significant  
(p ˂ 0.01) decrease in exploratory activity of rats with AEM by 78.0% relative to  
baseline values were observed. On the 21st day of the experiment, the rats of the  
control group with AEM without treatment showed a relative regression of disorders  
of orientational research activity, however, the studied indicators remained significantly  
lower than their initial values. The analysis of the recovery of motor activity on the  
21st day of the experiment in rats with AEM showed that the most clearly indicated  
indicator increased against the background of five-time introduction of MSC-CM  
(р ˂ 0.01), and the least (p ˂ 0.01) motor activity was restored in rats, which was  
administered CES. A study of the research activity of rats with AEM showed  
that the introduction of the studied biological drugs led to the restoration of the  
indicated spectrum of activity in rats on the 21st day of the experiment. It was found  
that MSC-CM and CES exceeded the effectiveness of MP in terms of the ability  
to restore the research activity of rats with AEM, which may indicate not only their  
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Для цитування:

зазначений показник зростав на тлі п’ятиразового введення КС-МСК (р ˂ 0,01),  
а найменше (р ˂ 0,01) рухова активність відновилась у щурів, яким вво- 
дили КЕС. Дослідження дослідницької активності щурів з АЕМ показало, що  
введення досліджуваних біологічних препаратів приводило до відновлення за- 
значеного спектра активності у щурів на 21-й день експерименту. Встановлено,  
КС-МСК та КЕС перевищували ефективність МП за здатністю відновлювати  
дослідницьку активність щурів з АЕМ, що може вказувати на їх не лише  
протизапальну активність, а і можливу нейропротективну дію на моделі  
досліджуваного аутоімунного нейродегенеративного захворювання.
Висновки. За здатністю відновлювати рухову активність (відсоток змін показ- 
ника на 21-шу добу відносно показника на 12-ту добу) при АЕМ у щурів  
досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби можна розташувати  
у такій послідовності: КС-МСК (368,6%) ˃ КЕП (286,1%) ˃ КЕС (102,0%).
За здатністю відновлювати дослідницьку активність у щурів з АЕМ на 21-й день  
експерименту досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби  
можна розташувати у такій послідовності (відсоток змін показника на 21-шу добу  
відносно показника на 12-ту добу): КС-МСК (347,1%; р ˂ 0,01) ˃ КЕС (186,2;  
р ˂ 0,01) ˃ КЕП (131,8%; р ˂ 0,01).
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anti-inflammatory activity, but also a possible neuroprotective effect on the model  
of the studied autoimmune neurodegenerative disease.
Conclusions. According to the ability to restore locomotor activity (% of changes  
in the indicator at 21 days compared to the indicator at 12 days) in AEM in rats,  
the investigated cell-free cryopreserved biological agents can be arranged in the  
following sequence: MSC-CM (368.6%) ˃ CEP (286.1%) ˃ CES (102.0%). According  
to the ability to restore research activity in rats with AEM on the 21st day of the expe- 
riment, the investigated cell-free cryopreserved biological agents can be placed  
in the following sequence (% changes in the indicator on the 21st day relative to  
the indicator on the 12th day): MSC-CM (347.1%; p ˂ 0, 01) ˃ CES (186.2; p ˂ 0.01) ˃ 
CEP (131.8%; p ˂ 0.01).

ВСТУП INTRODUCTION

For citation:
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Запалення, демієлінізація, гліоз і втрата нейронів  
є компонентами розсіяного склерозу (РС) – хронічного  
аутоімунного захворювання, яке уражує центральну  
нервову систему (ЦНС) [1]. РС часто називають  
хворобою «1000 облич», що пов’язано зі значною  
кількістю симптомів, які можуть виникати – розлади  
зору, рухові порушення, дисфункція сечового  
міхура та сексуальна дисфункція, когнітивні симп- 
томи, втома та ін. [2]. 

Дані нейроімунологічного реєстру MSBase  
(https://www.msbase.org/) показують, що кількість  
людей із РС у всьому світі зросла з 2,3 мільйони  
у 2013 році до 2,8 мільйони у 2020 році та 2,9 у  
2023 році. На сьогоднішній день в Україні проживає  
20924 людини зі встановленим діагнозом РС,  
у Польщі – 51000, у Німеччині – 280000, у Велико- 
британії – 133780 (https://www.atlasofms.org/) [3].

Етіологія РС є багатогранною, та включає екологіч- 
ні, інфекційні (наприклад, вірус Епштейна–Барра та ін.),  
генетичні, харчові (наприклад, дефіцит вітаміну D)  
та епігенетичні компоненти. Прогресування РС тісно  
пов’язане із запальною демієлінізацією, однак про- 
гресуюча нейродегенерація може відбуватися й  
окремо від гострого запалення і характеризується  
втратою аксонів і атрофією білої та сірої речовини [4].

Класичною моделлю РС у лабораторних тварин  
виступає експериментальний алергічний енцефало- 
мієліт (АЕМ), який базується на імунізації аутоанти- 
генами, отриманими з ЦНС, емульгованими в сильних  
імунних ад’ювантах, сприяючи тим самим активації  
Т-клітин CD4 та індукції аутоантитіл. Показано, що  
інтерферон-γ-секретуючі Th1 та інтерлейкін-17-секре- 
туючі Th17 клітини, а також гранулоцитарно-макро- 
фагальний колонієстимулюючий фактор, що про- 
дукують підгрупи Т-клітин CD4, відіграють ключову  
патогенну роль у запуску АЕМ [2].

У міру розвитку клінічного розуміння перебігу РС  
розширювалася й різноманітність доступних методів  
лікування. У центрі уваги всіх існуючих методів  
лікування РС – боротьба із запальним процесом [1].  
На сьогодні існують різні терапевтичні стратегії для  
лікування людей з рецидивуючим ремітуючим РС,  
включаючи імуномодулятори, імунодепресанти та  
біологічні препарати [5].

Останніми роками імуносупресивні властивості  
мезенхімальних стовбурових клітин (МСК) були про- 

Inflammation, demyelination, gliosis, and neuronal  
loss constitute the hallmark features of multiple sclero- 
sis (MS), a chronic autoimmune disease affecting the  
central nervous system (CNS) [1]. MS is often referred to  
as the disease of «1000 faces» due to its diverse array  
of symptoms, including visual disturbances, movement  
disorders, bladder and sexual dysfunction, cognitive i 
mpairments, and fatigue, among others [2].

According to data from the MSBase Neuroimmuno- 
logy Registry (https://www.msbase.org/), the global  
prevalence of MS has risen from 2.3 million in 2013  
to 2.8 million in 2020 and reached 2.9 million in 2023.  
As of current statistics, there are 20,924 individuals  
diagnosed with MS in Ukraine, 51,000 in Poland,  
280,000 in Germany, and 133,780 in Great Britain  
(https://www.atlasofms.org/) [3].

The etiology of MS is multifaceted, involving  
environmental factors, infectious agents (such as  
Epstein–Barr virus), genetic predisposition, nutritional  
influences (such as vitamin D deficiency), and epigenetic  
mechanisms. Disease progression in MS is primarily  
associated with inflammatory demyelination, although  
progressive neurodegeneration can manifest indepen- 
dently of acute inflammation, characterized by axonal  
loss and the atrophy of both white and gray matter [4].

A classic model used to study multiple sclerosis (MS)  
in laboratory animals is experimental allergic ence- 
phalomyelitis (EAE). This model involves immunization  
with CNS-derived autoantigens combined with strong  
immune adjuvants, which promotes activation of  
CD4 T-cells and induction of autoantibodies. Key patho- 
genic roles in EAE initiation have been attributed to  
interferon-γ-secreting Th1 cells, interleukin-17-secre- 
ting Th17 cells, and granulocyte-macrophage colony- 
stimulating factor-producing CD4 T-cell subsets [2].

As clinical understanding of MS has advanced,  
so too have treatment options. Currently, the primary  
focus of MS treatments is on combating the inflamma- 
tory processes [1]. Various therapeutic strategies exist  
for treating relapsing-remitting MS, including immuno- 
modulators, immunosuppressants, and biologics [5].

In recent years, mesenchymal stem cells (MSCs)  
have garnered attention for their immunosuppressive  
properties demonstrated in preclinical studies and trials  
involving inflammatory and autoimmune diseases.  
New findings suggest that the immunomodulatory effects  
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ MATERIALS AND METHODS

of MSCs primarily occur through paracrine mecha- 
nisms [6–8]. A novel approach for MS treatment involves  
cell-free biotechnological products such as cryoextract  
of placenta (CEP), cryoextract of spleen (CES), and con- 
ditioned medium from MSCs (MSC-CMs), which have  
been reported to possess anti-inflammatory activity [9].

Objective – of this study is to characterize prelimi- 
nary research involving rats with experimental allergic  
encephalomyelitis treated with cell-free cryopreserved  
biological agents (CEP, CES, and MSC-CMs).

демонстровані в доклінічних дослідженнях і випробу- 
ваннях запальних і аутоімунних захворювань. Нові  
дані свідчать про те, що імуномодулюючий ефект  
МСК пов’язаний насамперед з паракринним шля- 
хом [6–8]. У якості нової стратегії лікування РС нашу  
увагу привернуло застосування сучасних біотехноло- 
гічних засобів, які не містять клітин – кріоекстракту  
плаценти (КЕП), кріоекстракту селезінки (КЕС) та кон- 
диціонованого середовища МСК (КС-МСК), які за да- 
ними літератури мають протизапальну активність [9].

Мета роботи – охарактеризувати орієнтовно- 
дослідницьку активність щурів з експерименталь- 
ним алергічним енцефаломієлітом на тлі введення  
безклітинних кріоконсервованих біологічних засобів  
(КЕП, КЕС та КС-МСК).

Дослідження проведено на 42 нелінійних лабо- 
раторних щурах-самцях масою 200–220 г. До початку  
експерименту щури впродовж 14-ти діб перебували  
в умовах карантину, після чого проводилась рандо- 
мізація на групи по 7 особин в кожній із подальшим  
утриманням в умовах стандартного водно-харчового  
раціону з вільним доступом до води та їжі [10].  
Всі експериментальні дослідження над лаборатор- 
ними тваринами виконано з урахуванням вимог  
«Good Laboratory Practice», відображених в настанові  
«Лікарські засоби. Належна лабораторна практика»,  
затвердженої Законом України наказом Міністерства 
охорони здоров’я України № 95 від 16 лютого 2009 р.  
і з дотриманням основних положень Конвенції Ради  
Європи про охорону хребетних тварин, що використо- 
вуються в експериментах та в інших наукових цілях  
від 18 березня 1986 р., Директиви Європейського  
парламенту та Ради ЄС 2010/63/ЄС від 22 вересня  
2010 р. про захист тварин, які використовуються для  
наукових цілей, наказу Міністерства охорони здоров’я  
України від 14 грудня 2009 р. № 944 «Про затвердження  
Порядку проведення доклінічного вивчення лікар- 
ських засобів та експертизи матеріалів доклінічного 
вивчення лікарських засобів», Закону України від  
21 лютого 2006 р. № 3447-IV «Про захист тварин від  
жорстокого поводження».

У якості безклітинних кріоконсервованих біологіч- 
них засобів у роботі використано КЕП, КЕС та КС-МСК,  
які зберігалися у низькотемпературному середовищі.  
КЕП, КЕС та КС-МСК використано у дозах, які за  
даними літератури проявляли терапевтичний ефект  
при експериментальному (клінічному) застосуванні.  
Узагальнення відомостей про досліджування безклі- 
тинних кріоконсервованих біологічних засобів (БКБЗ) 
наведено у табл. 1.

Експериментальний АЕМ є аутоімунною моделлю  
поствакцинальних і параінфекційних енцефаломіє- 
літів та РС, яка дозволяє вивчити не тільки хронічну  
форму демієлінізуючих захворювань, але й гострі  
реактивні форми енцефаломієлітів [16]. Біохімічні, 
імунологічні та морфологічні зміни при АЕМ мають  
принципову схожість з аналогічними змінами, що  
супроводжують аутоімунні демієлінізуючі ураження  
нервової системи в клініці, що дає підставу вважати  
експериментальний алергічний енцефаломієліт аде- 
кватною та оптимальною моделлю [17, 18].

The study involved 42 non-linear laboratory male  
rats weighing between 200–220 g. Prior to commen- 
cement of the experiment, the rats underwent a 14-day  
quarantine period. Subsequently, randomization placed  
them into groups of 7 individuals each, housed under  
standard conditions with ad libitum access to food  
and water [10].

All experimental procedures on laboratory animals  
adhered to «Good Laboratory Practice» guidelines as  
outlined in the instruction «Medicinal products. Proper  
laboratory practice,» approved by the Law of Ukraine  
under Ministry of Health Order No. 95, dated Februa- 
ry 16, 2009. The study also complied with the funda- 
mental principles of the Council of Europe Convention  
on the Protection of Vertebrate Animals Used for Expe- 
rimental and Other Scientific Purposes, March 18, 1986,  
Directive 2010/63/EU of the European Parliament and  
Council of the EU dated September 22, 2010, concer- 
ning the protection of animals used for scientific pur- 
poses, and Ministry of Health of Ukraine Order No. 944,  
dated December 14, 2009, «On approval of the  
Procedure for conducting preclinical study of medicinal  
products and examination of materials of preclinical  
study of medicinal products» as well as the Law of  
Ukraine No. 3447-IV, dated February 21, 2006, «On the pro- 
tection of animals from cruel treatment.»

The cell-free cryopreserved biological agents  
(CEP, CES, and MSC-CM) utilized in the study were  
stored at low temperatures. These agents were  
administered at doses previously demonstrated to  
have therapeutic efficacy in experimental (clinical)  
applications, as per literature findings. Table 1 provides  
a summary of information regarding the cell-free  
cryopreserved biological agents studied (CEP, CES,  
and MSC-CM).

Experimental AEM is an autoimmune model of  
post-vaccinal and parainfectious encephalomyelitis  
and MS, which allows studying not only the chronic form  
of demyelinating diseases, but also acute reactive  
forms of encephalomyelitis [16]. Biochemical, immuno- 
logical, and morphological changes in AEM are funda- 
mentally similar to similar changes accompanying  
autoimmune demyelinating lesions of the nervous  
system in the clinic, which gives reason to consider  
experimental allergic encephalomyelitis as an adequate  
and optimal model [17, 18].
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According to [17, 18], AEM, like MS, is accompanied  
by a violation of the permeability of the blood-brain  
barrier (BBB) and its functional weakening, perivascular  
inflammatory infiltration in the CNS, the development of  
the demyelination process, damage to oligodendrocytes  
and axons, and local activation of glial cells [19].  
Activated T-cells (CD4+), other lymphocytes and macro- 
phages migrate into the CNS through the damaged BBB.  
The production of inflammatory factors by lymphocytes  
and glial cells leads to the formation of foci of inflam- 
mation, demyelination and phagocytosis of myelin  
remnants [20]. In the early stages of the acute form of  
experimental AEM, inflammatory cytokines [21] and  
chemokines [22] can initiate a toxic effect on oligo- 
dendrocytes, which is probably mediated by the action  
of TNF-α or free radicals; an increase in the level of the  
latter is caused by excessive activity of NO synthase [23].  
Macrophages that penetrate CNS tissues can phago- 
cytose myelin and synthesize factors that are potentially  
dangerous for myelin sheaths [24].

AEM was modeled by injecting encephalitogenic  
emulsion at the dose of 1.0 ml/kg of body weight into  
rats subcutaneously at the base of the tail. The emulsion  
consisted of Complete Freund’s Аdjuvant – СFA (Thermo  
Fisher Scientific, USA) and allogeneic brain homogenate  
in a ratio of 1:1 [10, 18].

СFA contains BCG vaccine (BCG – Bacillus  
Calmette–Guerin) or polysaccharides obtained from  
Mycobacterium tuberculosis, complex fatty acids  
(lanolin derivatives), oils and emulsifier in the ratio:  
10 ml of СFA = 5 ml of anhydrous lanolin + 15 ml petro- 
leum jelly + 50 mg of heat-killed BCG vaccine. СFA is  
considered the «gold standard» of adjuvants, and  
no adjuvant surpasses the general immunostimulatory  
properties of СFA [25–28].

СFA is a water-in-oil emulsion that does not separate  
into oil and water phases during long-term storage.  
The petroleum jelly used in СFA provides the following  
three specific mechanisms of action: (1) creation of  
a slow-release antigen depot, (2) transport of the  
antigen through the lymphatic system to the draining  
lymph nodes and spleen, where localized small  
antigen depots are created, and (3) interaction with  
antigen-presenting cells, including phagocytes, macro- 
phages, and DC [28].

За даними [17, 18] АЕМ, як і РС, супроводжуєть- 
ся порушенням проникності гематоенцефалічного  
бар’єру (ГЕБ) і його функціональним ослабленням,  
периваскулярною запальною інфільтрацією в ЦНС,  
розвитком процесу демієлінізації, пошкодженням  
олігодендроцитів і аксонів, локальною активацією  
гліальних клітин [19]. Активовані Т-клітини (CD4+),  
інші лімфоцити і макрофаги мігрують в ЦНС через  
пошкоджений ГЕБ. Продукція лімфоцитами і гліаль- 
ними клітинами запальних факторів зумовлює фор- 
мування вогнищ запалення, демієлінізацію і фаго- 
цитоз залишків мієліну [20]. На ранніх стадіях гострої  
форми експериментального АЕМ запальні цито- 
кіни [21] і хемокіни [22] можуть ініціювати токсичний  
ефект щодо олігодендроцитів, який, імовірно, опосе- 
редковується дією ФНП-α або вільних радикалів; 
підвищення рівня останніх зумовлено надмірною  
активністю NO-синтази [23]. Макрофаги, які проника- 
ють в тканини ЦНС, можуть фагоцитувати мієлін  
і синтезувати фактори, потенційні небезпечних для  
мієлінових оболонок [24].

АЕМ моделювали шляхом введення щурам під- 
шкірно в основу хвоста енцефалітогенної емульсії  
у дозі 1,0 мл/кг маси тіла. Емульсія складалась  
з повного ад’юванта Фрейнда – ПАФ (Thermo Fisher  
Scientific, США) та гомогенату алогенного головного  
мозку у співвідношенні 1:1 [10, 18]. 

ПАФ вміщує вакцину БЦЖ (від BCG – Bacillus  
Calmette–Guеrin) або полісахариди, отримані з міко- 
бактерій туберкульозу (Mycobacterium tuberculosis),  
складні жирні кислоти (деривати ланоліну), олії та  
емульгатор у співвідношенні: 10 мл ПАФ = 5 мл без- 
водного ланоліну + 15 мл вазелінової олії + 50 мг  
вбитої нагріванням вакцини БЦЖ. ПАФ вважають  
«золотим стандартом» ад’ювантів і жоден ад’ювант  
не перевершує загальні імуностимулюючі власти- 
вості ПАФ [25–28]. 

ПАФ являє собою емульсію типу «вода в маслі»,  
яка не розділяється на масляну та водну фази  
під час тривалого зберігання. Вазелінова олія, яка  
використовується в ПАФ, забезпечує такі три специ- 
фічні механізми дії: (1) створення депо антигену  
з повільним вивільненням, (2) забезпечення транс- 
порту антигену через лімфатичну систему до  
дренуючих лімфатичних вузлів та селезінки, де  

Таблиця 1. Дозовий режим та стандартизація використаних безклітинних кріоконсервованих біологічних засобів
Table 1. Dose regimen and standardization of used cell-free cryopreserved biological agents
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Кріоекстракт плаценти
Placenta cryoextract 2,5 

загальний білок
general protein

1,5 3,75 0,75 [11]

Кріоекстракт селезінки 
Spleen cryoextract 5,0 0,1 0,50 0,10 [12, 13]

Кондиціоноване середовище 
мезенхімальних стовбурових 
клітин
Conditioned medium of  
mesenchymal stem cells

0,6 галектин-1
galectin-1 6,0×10–9 3,60×10–9 0,72×10–9 [14, 15]
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створюються локалізовані невеликі антигенні депо  
та (3) взаємодія з антигенпрезентуючими кліти- 
нами, включаючи фагоцити, макрофаги та ДК [28].

Енцефалітогенну емульсію для щурів готували  
за методикою Нефьодова О.О. та співавт. (2017 р.)  
[29, 30]. Алогенний головний мозок механічно диспер- 
гували 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. Розчин антигену, отриманий з гомогенату  
алогенного головного мозку та ПАФ у співвідно- 
шенні 1:1 «переганяли» з шприца в шприц через  
перехідник до загуснення емульсії, якість якої контро- 
лювали нанесенням краплі на поверхню крижаної  
дистильованої води. Крапля стабільної водно- 
масляної емульсії короткочасно занурювалась, після  
чого, не розтікаючись, плавала на поверхні води [18].  
Перебіг АЕМ відбувається у три стадії [27]:

1 – відтворення клонів антигенспецифічних  
Т- і В-лімфоцитів;

2 – міграція антигенспецифічних Т-лімфоцитів  
у тканини ЦНС із загального кровотоку, пряма  
цитотоксична дія, продукція цитокінів;

3 – перерозподіл клітинних популяцій, загибель  
і міграція антигенспецифічних Т-лімфоцитів з ЦНС.  
Період клінічного одужання тварин, що вижили.

Лікування АЕМ проводилось з 12-го по 20-й день  
експерименту. КЕП, КЕС та КС-МСК вводили через  
день в/м (усього 5 ін’єкцій), відповідно на 12-й,  
14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні. У якості референс- 
препарату використано глюкокортикоїд з мінімаль- 
ним мінералокортикоїдним ефектом – метилпредні- 
золон (МП), який вводили в/в в дозі 3,4 мг/кг [31].  
МП є базовим препаратом у лікуванні загострень РС,  
оскільки пригнічує утворення нових вогнищ демієлі- 
нізації шяхом уповільнення активації та проліферації  
Т-лімфоцитів, індукції їх апоптозу у периферичній  
крові та паренхімі мозку, зменшення утворення анти- 
тіл, а також зниження проникності гематоенцефаліч- 
ного бар’єру [32].

Дослідження ефективності безклітинних кріокон- 
сервованих біологічних засобів при АЕМ проведені  
на шурах-самцях, розподілених на 6 груп:

І (негативний контроль) – інтактні щури (n = 7),  
яким на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні експери- 
менту 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-й, 14-й, 16-й,  
18-й та 20-й дні експерименту в/м вводили 0,9% роз- 
чин NaCl в дозі 1,0 мл/кг;

ІІІ – щури зі змодельованим АЕМ (n=7), яким  
на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні експерименту в/в  
вводили референс-препарат МП в дозі 3,4 мг/кг [31];

ІV – щури зі змодельованим АЕМ (n = 7), яким  
на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні експерименту  
в/м вводили КЕП у дозі 2,5 мл/кг [11];

V – щури зі змодельованим АЕМ (n = 7), яким  
на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні експерименту  
в/м вводили КЕС у дозі 5,0 мл/кг [13];

VІ – щури зі змодельованим АЕМ (n = 7), яким  
на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні експерименту  
в/м вводили КС-МСК у дозі 0,6 мл/кг [14, 15].

Поведінкові реакції тварин (рухову, дослідницьку та  
емоційну активність) досліджували у тесті «відкрите  

Encephalitogenic emulsion for rats was prepared  
according to the method of O.O. Nefiodova et al. (2017)  
[29, 30]. The allogeneic brain was mechanically disper- 
sed at room temperature in a homogenizer for 3 min in  
a cold buffer solution (0.175 M KCl + 0.125 Tris-HCl,  
pH=7.4) at the rate of 33.5 mg of brain tissue + 0.05 ml  
of buffer/100 g body weight of the rat. The antigen solution  
obtained from the homogenate of the allogeneic brain  
and СFA in a ratio of 1:1 was «distilled» from syringe  
to syringe through the adapter to thicken the emulsion,  
the quality of which was controlled by placing a drop on  
the surface of ice-cold distilled water. A drop of a stable  
water-oil emulsion was immersed for a short time, after  
which, without spreading, it floated on the surface of the  
water [18]. The course of AEM occurs in three stages [27]:

1 – reproduction of clones of antigen-specific T-  
and B-lymphocytes;

2 – migration of antigen-specific T-lymphocytes  
into the tissues of the central nervous system from  
the general bloodstream, direct cytotoxic effect, pro- 
duction of cytokines;

3 – redistribution of cell populations, death and  
migration of antigen-specific T-lymphocytes from the  
CNS. Period of clinical recovery of surviving animals.

AEM treatment was carried out from the 12th to  
the 20th day of the experiment. CEP, CES and KS-MSC  
were administered every other day by intramuscular  
injection (total of 5 injections), on the 12th, 14th, 16th, 18th  
and 20th days, respectively. As a reference drug,  
a glucocorticoid with minimal mineralocorticoid effect  
was used – methylprednisolone (MP), which was  
administered intravenously at a dose of 3.4 mg/kg [31].  
MP is a basic drug in the treatment of MS exacerbations,  
as it inhibits the formation of new foci of demyelination  
by slowing down the activation and proliferation of  
T-lymphocytes, inducing their apoptosis in the peri- 
pheral blood and brain parenchyma, reducing the  
formation of antibodies, as well as reducing the per- 
meability of the blood-brain barrier [32].

Studies of the effectiveness of cell-free cryopreserved  
biological agents in AEM were conducted on male  
sheep, divided into 6 groups:

І (negative control) – intact rats (n = 7), which on the  
12th, 14th, 16th, 18th, and 20th days of the experiment  
were injected intramuscularly with a 0.9% NaCl solution  
at a dose of 1.0 ml/kg of rat body weight;

II – rats with simulated AEM (n = 7) without treatment  
(control group), which were injected with a 0.9% solution  
intramuscularly on the 12th, 14th, 16th, 18th and 20th days  
of the experiment NaCl in a dose of 1.0 ml/kg;

III – rats with simulated AEM (n=7), which on the  
12th, 14th, 16th, 18th, and 20th days of the experiment  
were injected intravenously with the reference drug MP  
in a dose of 3.4 mg/kg [31];

IV – rats with simulated AEM (n = 7), which on the  
12th, 14th, 16th, 18th and 20th days of the experiment  
were injected intramuscularly with CEP at a dose  
of 2.5 ml/kg [11];

V – rats with simulated AEM (n = 7), which on the  
12th, 14th, 16th, 18th and 20th days of the experiment  
were injected intramuscularly with CES at a dose of  
5.0 ml/kg [13];

VI – rats with simulated AEM (n = 7), which on the  
12th, 14th, 16th, 18th and 20th days of the experiment  
were injected intramuscularly with KS-MSC at a dose  
of 0.6 ml/kg [14, 15].
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поле», який базується на конфлікті інстинктивної  
мотивації до дослідження нового оточення і тенден- 
ції до мінімізації можливої небезпеки з його боку. 

Устаткування тесту «відкрите поле» для щурів  
являє собою освітлену білу квадратну платформу  
на ніжках розміром 80×80 см, обмежену вертикаль- 
ними стінками висотою 40 см. Підлога платформи  
розкреслена на 16 однакових квадратів розміром  
20×20 см з отворами («нірками») діаметром 3,5 см  
у центрі кожного квадрата. Для дослідження поведін- 
кових реакцій щурів по черзі поміщали в центр  
квадратної платформи та впродовж 3 хвилин реєстру- 
вали поведінкові реакції, які обраховували як суму  
епізодів за типом активності [10, 18, 33]: рухова  
активність (кількість квадратів, у які зайшла тварина);  
дослідницька активність (сумарна кількість підйо- 
мів на задні кінцівки та кількість зазирань та/або  
обнюхувань «нірок»).

Поведінкові реакції щурів оцінювали на «0»  
(вихідний стан), 12-й та 21-й дні експерименту.

Статистичну обробку одержаних результатів про- 
ведено з використанням прикладної програми для  
роботи з електронними таблицями «Microsoft Office  
Excel 2010. Оцінку характеру розподілу величин в кож- 
ній групі вибіркової сукупності проводили з викорис- 
танням W-критерію Шапіро–Вілка (Shapiro–Wilk test,  
n < 50). Однорідність дисперсій визначали за крите- 
рієм Левена (Levene’s test). Для оцінки значущості  
виявлених відмінностей досліджуваних показників за  
різних умов експерименту проводили статистичний  
аналіз з використанням параметричних критеріїв.

При нормальному розподілі незалежних величин  
відмінності між групами визначали попарно за  
t-критерієм Стьюдента. Співставлення показників  
однієї групи при повторюваних вимірюваннях за  
різних умов експерименту проводили за непарамет- 
ричним Т-критерієм Вілкоксона (Wilcoxon T test).  
Отримані значення порівнювали з критичними при  
рівні вірогідності вище 95,0% (p < 0,05), вище 99,0%  
(p < 0,01), вище 99,5% (p < 0,005) та вище 99,9%  
(p < 0,001) та робили висновок про ймовірність похибки. 

Цифрові дані у разі нормального розподілу вели- 
чин наведені у вигляді «M ± m» (M ± SE), де M –  
середнє арифметичне значення, m (SE) – стан- 
дартна похибка середнього арифметичного або  
М (95% ДІ: 5–95%), де 95% ДІ: – 95% довірчий інтер- 
вал (Confidence interval – СІ) [34–36].

Behavioral reactions of animals (motor, exploratory  
and emotional activity) were studied in the «open field»  
test, which is based on the conflict of instinctive  
motivation to explore a new environment and the  
tendency to minimize possible danger from it.

The apparatus of the open field test for rats is  
an illuminated white square platform on legs measuring  
80×80 cm, bounded by vertical walls 40 cm high.  
The floor of the platform is laid out into 16 identical  
squares of size 20×20 cm with holes («burrows») of  
diameter 3.5 cm in the center of each square. To study  
behavioral reactions, rats were placed in the center of  
a square platform one by one, and behavioral reactions  
were recorded for 3 minutes, which were calculated as  
the sum of episodes by activity type [10, 18, 33]: motor  
activity (the number of squares the animal entered);  
exploratory activity (total number of rear-limb climbs  
and number of peeks and/or sniffs of «burrows»).

Behavioral responses of rats were evaluated at «0»  
(initial state), 12th and 21st days of the experiment.

The statistical processing of the obtained results  
was carried out using the Microsoft Office Excel 2010  
application program for working with electronic spread- 
sheets. The nature of the distribution of values in each  
group of the sample population was assessed using  
the Shapiro–Wilk W-criterion (Shapiro–Wilk test, n < 50).  
Homogeneity of variances was determined by Levene’s  
test. Statistical analysis was performed using para- 
metric criteria to assess the significance of the identified  
differences in the studied indicators under different  
conditions of the experiment.

With a normal distribution of independent values,  
differences between groups were determined in pairs  
using the Student’s t-test. Comparison of indicators  
of one group during repeated measurements under  
different experimental conditions was performed using  
the non-parametric Wilcoxon T-test. The obtained  
values were compared with the critical ones at a proba- 
bility level higher than 95.0% (p < 0.05), higher than  
99.0% (p < 0.01), higher than 99.5% (p < 0.005) and  
higher than 99.9% (p < 0.001) and concluded about  
the probability of error.

Digital data in the case of a normal distribution of  
values are given in the form «M ± m» (M ± SE), where  
M is the arithmetic mean, m (SE) is the standard error  
of the arithmetic mean or M (95% CI: 5–95%), where  
95% CI – 95% confidence interval [34–36].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ RESULTS AND DISCUSSION

Встановлено, що введення енцефалітогенної  
емульсії з гомогенату алогенного головного мозку  
та ПАФ у співвідношенні 1:1 призвело до виразних  
розладів орієнтовно-дослідницької активності у  
щурів на 12-ту добу експерименту, що узгоджува- 
лось з даними літературних джерел щодо клінічних  
проявів експериментального АЕМ [37].

Так, встановлено, що у щурів з АЕМ без лікування  
(контрольна група) на 12-й день експерименту від- 
мічалось статистично вірогідне (р=0,009) зниження на  
78,8% рухової активності відносно вихідних показників  
у тесті «відкрите поле» (табл. 2). Зниження рухової ак- 
тивності тварин з АЕМ вочевидь зумовлене руховими  
розладами, які як відомо характерні для хворих на РС.  
Найбільш поширені рухові розлади, описані при РС,  

It was established that the introduction of an ence- 
phalitogenic emulsion, consisting of an allogeneic brain  
homogenate and СFA in a 1:1 ratio, led to significant  
impairments in exploratory activity in rats by the 12th day  
of the experiment. This finding aligns with data from  
the literature regarding the clinical manifestations of  
experimental AEM [37].

Specifically, in rats with AEM that received no treat- 
ment (control group), a statistically significant decrease  
(p=0.009) in motor activity by 78.8% relative to baseline  
levels was observed on the 12th day of the experiment  
in the «open field» test (Table 2). The reduction in motor  
activity in AEM rats is likely due to motor disorders, which  
are known to be characteristic of patients with MS.  
The most common motor disorders described in MS  
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Таблиця 2. Вплив КС-МСК, КЕС та МП на рухову активність щурів з АЕМ у тесті «відкрите поле», абс. (M ± m, 95% ДІ, n=42)
Table 2. The effect of KS-MSK, CES and MP on motor activity of rats with AEM in the «open field» test, abs. (M ± m, 95% CI, n=42)

Строк  /  Term «0» день  /  «0» day 12-й день  /  12th day 21-й день  /  21st day

І група 
Group 1

Інтактні щури
tact rats

28,3±1,1 
(95% CI: 26,2–30,4)

27,9±1,2 
(95% CI: 25,5–30,3)
рd0 = 0,4 [1,5%]d0

29,0±1,7 
(95% CI: 25,7–32,3)
рd0 = 0,3 [2,5%]d0

рд14 = 0,2 [4,1%]d12

ІІ група 
Group 2

Контроль 
(алергічний ефенцефаломієліт  
без лікування) 
CONTROL 
(allergic encephalomyelitis  
without treatment)

28,9±0,8 
(95% CI: 27,2–30,5)

6,1±0,8 
(95% CI: 4,6–7,7) 
рd0 = 0,009 [78,7%]d0

14,3±1,1 
(95% CI: 12,2–16,4)
рd0 < 0,01 [50,5%]d0 
рд14 < 0,01 [132,6%]d12

ІІІ група 
Group 3

Алергічний ефенцефаломієліт + 
метилпреднізолон/ 
Allergic encephalomyelitis +  
methylprednisolone

29,6±1,5 
(95% CI: 26,7–32,4)

7,9±0,6 
(95% CI: 6,8–8,9)
рd0 = 0,009 [73,4%]d0

27,0±1,8 
(95% CI: 23,5–30,5)
рd0 = 0,18 [8,7%]d0

рд14 < 0,01 [243,6%]d12

ІV група 
Group 4

Алергічний ефенцефаломієліт + 
кріоекстракт плаценти 
Allergic encephalomyelitis +  
placenta cryoextract

28,7±1,3 
(95% CІ: 26,2–31,2)

25,6±1,5 
(95% CI: 22,7–28,5)

28,1±1,5 
(95% CI: 25,1–31,1)

V група 
Group 5

Алергічний ефенцефаломієліт + 
кріоекстракт селезінки 
Allergic encephalomyelitis +  
spleen cryoextract

5,1±0,6 
(95% CI: 4,0–6,3)
рd0 = 0,009 [82,1%]d0

7,3±0,3 
(95% CI: 6,7–7,8)
рd0 = 0,009 [71,5%]d0

5,0±0,3 
(95% CI: 4,4–5,6)
рd0 = 0,009 [82,2%]d0

VІ група 
Group 6

Алергічний ефенцефаломієліт +  
кондиціоноване середовище 
мезенхімальних стовбцрових клітин 
Allergic encephalomyelitis +  
conditioned environment of  
mesenchymal stem cells

19,9±1,6 
(95% CI: 16,8–22,9)
рd0 < 0,01 [30,8%]d0

рд14 < 0,01 [286,1%]d12

14,7±1,3 
(95% CI: 12,2–17,3)
рd0 < 0,01 [42,5%]d0

рд14 < 0,01 [102,0%]d12

23,4±2,4 
(95% CI: 18,7–28,1)
рd0 < 0,01 [16,8%]d0

рд14 < 0,01 [368,6%]d12
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р2-1
0,7

[2,0%]
< 0,001 
[77,9%]

< 0,001 
[50,7%]

р3-2
0,7

[2,5%]
0,1 

[27,9%]
< 0,001 
[89,0%]

р4-2
0,9

[0,5%]
0,3 

[16,3%]
< 0,001 
[39,0%]

р5-2
0,1

[11,4%]
0,2 

[18,6%]
0,8 

[3,0%]

р6-2
0,7 

[2,5%]
0,2 

[18,6%]
< 0,01 

[64,0%]

р4-3
0,7 

[2,9%]
< 0,01 

[34,5%]
0,01 

[26,5%]

р5-3
0,1 

[15,1%]
0,4 

[7,3%]
< 0,001 
[45,5%]

р6-3
0,5 

[4,8%]
< 0,01 

[36,4%]
0,26 

[13,2%]

Примітки: р2-1 – рівень статистичної вірогідності розбіжності показників; 
[%] – значення розбіжностей показників у відсотках;
Індексами 1, 2, 3, 4, 5, 6 вказано номер групи, між показниками яких проведено порівняння;
Індексами d0, d12 вказано строки дослідження, з показниками яких проведено порівняння в динаміці.

Notes: p2-1 – level of statistical probability of discrepancy of indicators;
[%] – value of indicator discrepancies in percentage;
Indices 1, 2, 3, 4, 5, 6 indicate the number of the group whose indicators were compared;
Indices d0, d12 indicate the terms of the study, the indicators of which were compared in terms of dynamics.

включають синдром неспокійних ніг, тремор, атаксію,  
паркінсонізм, пароксизмальні дискінезії, хорею та 
балізм, міокімію обличчя, включаючи геміфаціальний  
спазм і спастичну паретичну геміфаціальну контрак- 
туру, тики та туретизм. Анатомічна основа деяких  
із цих розладів недостатньо вивчена, однак зв’язок  
між ними та РС підтверджується клінічними та  
нейровізуалізаційними даними [38].

include restless legs syndrome, tremor, ataxia, parkin- 
sonism, paroxysmal dyskinesias, chorea and balismus,  
facial myokymia (including hemifacial spasm and spastic  
paretic hemifacial contracture), tics, and Tourettism.  
The anatomical basis of some of these disorders is  
not well understood, but their association with MS is  
supported by clinical and neuroimaging data [38].
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Таблиця 3. Вплив КС-МСК, КЕС та МП на дослідницьку активність щурів з АЕМ  
у тесті «відкрите поле», абс. (M ± m, 95% ДІ, n = 42)

Table 3. The effect of KS-MSK, CES and MP on the exploratory activity of rats with AEM  
in the «open field» test, abs. (M ± m, 95% CI, n = 42)

Строк  /  Term «0» день  /  «0» day 12-й день  /  12th day 21-й день  /  21st day

І група 
Group 1

Інтактні щури
tact rats

18,0±1,4 
(95% CI: 15,2–20,8)

19,1±1,4 
(95% CI:16,4–21,9) 
рd0 = 0,37 [6,3%]d0

20,3±1,9 
(95% CI: 16,6–24,0) 
рd0 = 0,1 [12,7%]d0 
рд14 = 0,2 [6,0%]d12

ІІ група 
Group 2

Контроль 
(алергічний ефенцефаломієліт  
без лікування) 
CONTROL 
(allergic encephalomyelitis  
without treatment)

18,9±1,5 
(95% CI: 15,9–21,8)

4,1±0,9 
(95% CI: 2,4–5,9) 
рd0 < 0,01 [78,0%]d0

5,3±0,9 
(95% CI: 3,6–7,0) 
рd0 < 0,01 [72,0%]d0 
рд14 = 0,18 [27,6%]d12

ІІІ група 
Group 3

Алергічний ефенцефаломієліт + 
метилпреднізолон/ 
Allergic encephalomyelitis +  
methylprednisolone

20,1±1,8 
(95% CI: 16,6–23,7)

5,1±1,1 
(95% CI: 2,9–7,4) 
рd0 < 0,01 [74,5%]d0

14,3±1,3 
(95% CI: 11,7–16,9) 
рd0 = 0,03 [29,1%]d0

рд14 < 0,01 [177,8%]d12

ІV група 
Group 4

Алергічний ефенцефаломієліт + 
кріоекстракт плаценти 
Allergic encephalomyelitis +  
placenta cryoextract

16,6±1,8 
(95% CI: 13,0–20,2)

6,3±0,6 
(95% CI: 5,2–7,4) 
рd0 < 0,01 [62,1%]d0

14,6±1,5 
(95% CI:11,6–17,5) 
рd0 = 0,12 [12,1%]d0 
рд14 < 0,01 [131,8%]d12

V група 
Group 5

Алергічний ефенцефаломієліт + 
кріоекстракт селезінки 
Allergic encephalomyelitis +  
spleen cryoextract

19,7±1,6 
(95% CI: 16,6–22,8)

4,1±0,8 
(95% CI: 2,6–5,7) 
рd0 < 0,01 [79,0%]d0

11,9±1,4 
(95% CI: 9,1–14,6) 
рd0 < 0,01 [39,9%]d0 
рд14 < 0,01 [186,2%]d12

VІ група 
Group 6

Алергічний ефенцефаломієліт +  
кондиціоноване середовище 
мезенхімальних стовбцрових клітин 
Allergic encephalomyelitis +  
conditioned environment of  
mesenchymal stem cells

18,1±1,3 
(95% CI: 15,5–20,8)

4,9±0,4 
(95% CI: 4,1–5,6) 
рd0 < 0,01 [73,2%]d0

21,7±1,1 
(95% CI: 19,6–23,8) 
рd0 < 0,01 [19,7%]d0

рд14 < 0,01[347,1%]d12
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р2-1
0,7 

[4,8%]
< 0,001 
[78,4%]

< 0,001 
[73,9%]

р3-2
0,6 

[6,8%]
0,5 

[24,1%]
< 0,001 

[170,3%]

р4-2
0,4 

[12,1%]
0,1 

[51,7%]
< 0,001 

[175,5%]

р5-2
0,7 

[4,5%]
1,0 

[0%]
0,002 

[124,3%]

р6-2
0,7 

[3,8%]
0,5 

[17,2%]
< 0,001 

[310,8%]

р4-3
0,2 

[17,7%]
0,4 

[22,2%]
0,8 

[2,0%]

р5-3
0,9 

[0%]
0,5 

[19,4%]
0,2 

[17,0%]

р6-3
0,4 

[9,5%]
0,8 

[5,6%]
< 0,001 
[52,0%]

Примітки: р2-1 – рівень статистичної вірогідності розбіжності показників; 
[%] – значення розбіжностей показників у відсотках;
Індексами 1, 2, 3, 4, 5, 6 вказано номер групи, між показниками яких проведено порівняння;
Індексами d0, d12 вказано строки дослідження, з показниками яких проведено порівняння в динаміці.

Notes: p2-1 – level of statistical probability of discrepancy of indicators;
[%] – value of indicator discrepancies in percentage;
Indices 1, 2, 3, 4, 5, 6 indicate the number of the group whose indicators were compared;
Indices d0, d12 indicate the terms of the study, the indicators of which were compared in terms of dynamics.

Motor disorders in the rats were accompanied by  
a statistically significant decrease (p ˂ 0.01) in explo- 
ratory activity by 78.0% relative to baseline levels.  
The total number of rear-limb lifts and the number of  
peeks and/or sniffs of the «kidneys» in rats with AEM  
averaged 4.1 ± 0.9 episodes on the 12th day of the  
study (Table 3).

Рухові розлади у щурів супроводжувались статис- 
тично вірогідним (р ˂ 0,01) зниженням дослідницької  
активності на 78,0% відносно вихідних показників –  
сумарні кількість підйомів на задні кінцівки та кількість  
зазирань та/або обнюхувань «нірок» у щурів з АЕМ  
на 12-й день дослідження в середньому становила  
4,1 ± 0,9 епізодів (табл. 3).
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На 21-й день експерименту у щурів контрольної  
групи з АЕМ без лікування відмічено відносний  
регрес порушень орієнтовно-дослідницької активності,  
проте досліджувані показники залишались значно  
нижчими за їх вихідні значення. Так, рухова активність  
щурів з АЕМ на 21-й день експерименту статистично  
вірогідно (р ˂ 0,01) вдвічі поступалась вихідним показ- 
никам у тварин відповідної групи, але в той же час  
на 132,6% статистично вірогідно (р ˂ 0,01) перевищу- 
вала показники на 12-й день експерименту та стано- 
вила відповідно в середньому 14,3 ± 1,1 квадратів,  
у які зайшла тварина (див. табл. 2).

Дослідницька активність у тварин контрольної  
групи в динаміці розвитку АЕМ відновлювалась  
значно меншою мірою. Встановлено, що на 21-й день  
експерименту сумарна дослідницька активність  
щурів зросла (р = 0,18) лише на 27,6% відносно  
показників на 12-й день (див. табл. 3).

У якості референс-препарату у дослідженні вико- 
ристано сильнодіючий глюкокортикостероїд із широ- 
кою терапевтичною дією, який є «золотим стан- 
дартом» при лікуванні цілої низки запальних та  
аутоімунних захворювань. Відомо, що у пацієнтів  
з РС внутрішньовенне лікування метилпреднізолоном  
модулює профілі експресії генів CD4+ T-лімфоцитів,  
воно також може індукувати розширення Treg-клітин  
і зменшувати секрецію прозапальних цитокінів, таким  
чином полегшуючи перебіг захворювання [39].  
Метилпреднізолон у п’ять разів сильніший за своїми  
протизапальними властивостями, порівняно з гідро- 
кортизоном, з мінімальною мінералокортикоїдною  
активністю, порівняно з останнім [40].

Встановлено, що п’ятиразове введення МП  
(на 12-й, 14-й, 16-й, 18-й та 20-й дні експерименту)  
у щурів з АЕМ привело до відновлення рухової  
активності у щурів на 21-й день експерименту –  
вказаний показник статистично вірогідного (р ˂ 0,01)  
зріс у 3,4 рази відносно показників на 12-й день,  
та становив відповідно 27,0 ± 1,8 квадратів, у які  
зайшла тварина, що лише на 8,7% було нижче  
(р = 0,18) за вихідні показники (див. табл. 2). 

Дослідницька активність щурів з АЕМ відновлю- 
валась меншою мірою, ніж рухова активність –  
сумарна кількість епізодів дослідницької активності 
на тлі введення МП на 21-й день експерименту ста- 
тистично вірогідно (р ˂  0,01) зросла у 2,8 рази відносно  
показників на 12-й день експерименту та становила  
14,3 ± 1,3 епізодів в середньому (див. табл. 3).

На тлі застосування всіх досліджуваних безклі- 
тинних кріоконсервованих біологічних засобів у щурів  
з АЕМ відмічалась тенденція до відновлення як  
рухової, так і дослідницької активності тварин у тесті  
«відкрите поле». 

Аналіз відновлення рухової активності на  
21-й день експерименту у щурів з АЕМ показав, що  
найвиразніше зазначений показник зростав на тлі  
п’ятиразового введення КС-МСК (р ˂ 0,01), а наймен- 
ше (р ˂ 0,01) рухова активність відновилась у щурів, 
яким вводили КЕС. За здатністю відновлювати рухову  
активність (відсоток змін показника на 21-шу добу  
відносно показника на 12-ту добу) при АЕМ у щурів  
досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні  
засоби можна розташувати у такій послідовності:  
КС-МСК (368,6%) ˃ КЕП (286,1%) ˃ КЕС (102,0%).  
Варто зазначити, що на тлі застосування КС-МСК  
рухова активність щурів з АЕМ найвиразніше від- 

On the 21st day of the experiment, the rats in the  
control group with AEM (without treatment) showed  
a partial regression of impairments in exploratory activity,  
but the observed indicators remained significantly lower  
than their initial values. Motor activity in these rats was  
statistically significantly (p < 0.01) lower by half compared  
to their initial levels. However, it was significantly higher  
by 132.6% (p < 0.01) compared to the 12th day of the  
experiment, with an average of 14.3 ± 1.1 squares  
entered (Table 2).

Exploratory activity in the control group animals  
showed a much lesser degree of recovery. By the  
21st day, total exploratory activity increased by only 27.6%  
(p = 0.18) compared to the 12th day indicators (Table 3).

As a reference drug in the study, a potent gluco- 
corticosteroid, known as the «gold standard» in treating  
various inflammatory and autoimmune diseases, was  
used. Intravenous methylprednisolone (MP) treatment  
in MS patients is known to modulate gene expression  
profiles of CD4+ T-lymphocytes, induce the expansion  
of Treg cells, and reduce pro-inflammatory cytokine  
secretion, thus ameliorating the disease course [39]. 

Methylprednisolone is five times stronger than  
hydrocortisone in its anti-inflammatory properties, with  
minimal mineralocorticoid activity [40].

It was established that five administrations of MP  
(on the 12th, 14th, 16th, 18th, and 20th days of the experiment)  
in rats with AEM led to the recovery of motor activity  
by the 21st day. The motor activity significantly increased  
(p < 0.01) by 3.4 times compared to the 12th day,  
averaging 27.0 ± 1.8 squares entered, which was only  
8.7% lower (p = 0.18) than the initial indicators (Table 2).

The exploratory activity of rats with AEM was restored  
to a lesser extent than the motor activity – the total  
number of episodes of exploratory activity against the  
background of the introduction of MP on the 21st day of  
the experiment statistically significantly (p ˂ 0.01)  
increased by 2.8 times compared to the indicators  
on the 12th day experiment and was 14.3 ± 1.3 episodes  
on average (see Table 3).

Against the background of the use of all investigated  
cell-free cryopreserved biological agents in rats with  
AEM, a tendency to restore both motor and exploratory  
activity of animals in the «open field» test was noted.

The analysis of the recovery of motor activity on the  
21st day of the experiment in rats with AEM showed that  
the most clearly indicated indicator increased against  
the background of the five-time introduction of MSC-CM  
(p ˂ 0.01), and the least (p ˂ 0.01) motor activity was  
restored in rats injected with CES. According to the  
ability to restore motor activity (percentage of changes  
in the indicator on the 21st day relative to the indicator  
on the 12th day) with AEM in rats, the investigated  
cell-free cryopreserved biological agents can be  
arranged in the following sequence: KS-MSC (368.6%) ˃  
CEP (286.1%) ˃ CES (102.0%). It is worth noting that  
against the background of the use of MSC-CM, the  
motor activity of rats with AEM was most clearly restored  
to the level of initial indicators and was smaller (р ˂ 0.01)  
by only 16.8%, respectively 28.1 ± 1.5 squares per  
«0» day and 23.4 ± 2.4 squares on the 21st day of the  
experiment (see Table 2). At the same time, all studied  
biological agents were inferior in their ability to restore  
the motor activity of rats with AEM on the 21st day of the  
experiment to the reference drug methylprednisolone.  
Thus, CES was inferior by 45.5% (р ˂ 0.001) in the  
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новлювалась до рівня вихідних показників та була  
меншої (р ˂ 0,01) лише на 16,8%, відповідно  
28,1 ± 1,5 квадратів на «0» день та 23,4 ± 2,4 квадра- 
тів на 21-й день експерименту (див. табл. 2). В той же  
час, усі досліджувані біологічні засоби поступались  
за здатністю відновлювати рухову активність щурів  
з АЕМ на 21-й день експерименту референс- 
препарату метилпреднізологу. Так, КЕС на 45,5%  
(р ˂ 0,001) поступалось за здатністю відновлювати  
рухову активність МП, а КС-МСК поступалось  
найменше – лише на 13,2 (р = 0,26) показникам  
щурів, яким вводили МП (див. табл. 2).

Дослідження дослідницької активності щурів з АЕМ  
показало, що введення досліджуваних біологічних  
препаратів приводило до відновлення зазначеного  
спектра активності у щурів на 21-й день експеримен- 
ту. Встановлено, КС-МСК та КЕС перевищували ефек- 
тивність МП за здатністю відновлювати дослідниць- 
ку активність щурів з АЕМ, що може вказувати на  
їх не лише протизапальну активність, а й можливу  
нейропротективну дію на моделі досліджуваного  
аутоімунного нейродегенеративного захворювання.

За здатністю відновлювати дослідницьку актив- 
ність у щурів з АЕМ на 21-й день експерименту  
досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні  
засоби можна розташувати у такій послідовності  
(відсоток змін показника на 21-шу добу відносно  
показника на 12-ту добу): КС-МСК (347,1%; р ˂ 0,01) ˃  
КЕС (186,2; р ˂ 0,01) ˃ КЕП (131,8%; р ˂ 0,01).

ability to restore the motor activity of MP, and MSC-CM  
was the least inferior – only by 13.2 (р = 0.26) to the  
indicators of rats injected with MP (see table. 2).

A study of the research activity of rats with AEM  
showed that the introduction of the studied biological  
drugs led to the restoration of the specified spectrum  
of activity in rats on the 21st day of the experiment.  
It was found that KS-MSC and CES exceeded the  
effectiveness of MP in terms of the ability to restore  
the research activity of rats with AEM, which may indicate  
not only their anti-inflammatory activity, but also  
a possible neuroprotective effect on the model of the  
studied autoimmune neurodegenerative disease.

According to the ability to restore research activity  
in rats with AEM on the 21st day of the experiment,  
the investigated cell-free cryopreserved biological  
agents can be arranged in the following sequence  
(percentage of changes in the indicator on the 21st day  
relative to the indicator on the 12th day): MSC-CM 
(347.1%; p ˂ 0.01) ˃ CES (186.2; p ˂ 0.01) ˃ CEP 
(131.8%; p ˂ 0.01).

ВИСНОВКИ CONCLUSIONS

Розвиток АЕМ у щурів супроводжувався вираз- 
ними розладами орієнтовно-дослідницької активності.  
На 12-ту добу експерименту вимічалось статистично  
вірогідне (р = 0,009) зниження на 78,8% рухової  
активності, та статистично вірогідне (р ˂ 0,01)  
зниженням дослідницької активності щурів з АЕМ  
на 78,0%, відносно вихідних показників.

За здатністю відновлювати рухову активність  
(відсоток змін показника на 21-шу добу відносно  
показника на 12-ту добу) при АЕМ у щурів досліджу- 
вані безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби  
можна розташувати у такій послідовності: КС-МСК 
(368,6%) ˃ КЕП (286,1%) ˃ КЕС (102,0%).

За здатністю відновлювати дослідницьку актив- 
ність у щурів з АЕМ на 21-й день експерименту  
досліджувані безклітинні кріоконсервовані біологічні  
засоби можна розташувати у такій послідовності  
(відсоток змін показника на 21-шу добу відносно  
показника на 12-ту добу): КС-МСК (347,1%; р ˂ 0,01) ˃  
КЕС (186,2; р ˂ 0,01) ˃ КЕП (131,8%; р ˂ 0,01).

The development of AEM in rats was accompanied  
by pronounced disorders of orientation and research  
activity. On the 12th day of the experiment, a statistically  
significant (p = 0.009) decrease in motor activity by  
78.8% was observed, and a statistically significant  
(p ˂ 0.01) decrease in exploratory activity of rats with  
AEM by 78.0%, relative to the initial indicators.

According to the ability to restore motor activity  
(percentage of changes in the indicator on the 21st day  
relative to the indicator on the 12th day) in AEM in rats,  
the investigated cell-free cryopreserved biological  
agents can be arranged in the following sequence:  
MSC-CM (368.6%) ˃ CEP (286.1%) ˃ CES (102.0%).

According to the ability to restore research activity  
in rats with AEM on the 21st day of the experiment, the  
investigated cell-free cryopreserved biological agents  
can be arranged in the following sequence (percentage  
of changes in the indicator on the 21st day relative to the  
indicator on the 12th day): MSC-CM (347 ,1%; p ˂ 0.01) ˃  
CES (186.2; p ˂ 0.01) ˃ CEP (131.8; p ˂ 0.01).
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Перспективи подальших досліджень Prospects for further research

Результати дослідження вказують на доцільність подальших  
поглиблених досліджень нейропротективних властивостей  
досліджуваних безклітинних кріоконсервованих біологічних  
засобів при аутоімунних нейродерегенативних захворюваннях.

The results of this study indicate the need for further in-depth  
investigation into the neuroprotective properties of the cell-free  
cryopreserved biological agents under examination in auto- 
immune neurodegenerative diseases.
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