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Актуальність. Аутоімунний гепатит (АІГ) є тяжким прогресуючим та рецидивую- 
чим імуноопосередкованим запальним захворюванням печінки з динамічними  
та досить неоднорідними проявами, яке може призвести до цирозу та печінкової  
недостатності. Щорічна світова захворюваність та поширеність АІГ становлять  
1,4 та 17,4 на 100 тис. осіб відповідно. Хоча використання кортикостероїдів  
є загальновизнаним підходом до лікування хворих на АІГ, окремі пацієнти погано  
реагують на таке лікування, а деякі хворі можуть зіткнутися з серйозними побіч- 
ними ефектами або рецидивом після припинення використання стероїдів.  
З цих причин є актуальним пошук нових підходів до лікування хворих на АІГ. 
Мета роботи – охарактеризувати гепатотропну активність безклітинних кріокон- 
сервованих біологічних засобів (БКБЗ) – кондиціонованого середовища мезен- 
хімальних стовбурових клітин (КС-МСК), кріоекстракту плаценти (КЕП) та кріо- 
екстракту селезінки (КЕС)) за показниками пігментного обміну та антиоксидантно-
прооксидантного гомеостазу на моделі аутоімунного гепатиту у щурів.
Матеріали та методи. Дослідження ефективності БКБЗ при АІГ проведені  
на 42 шурах-самцях масою 200–220 г. АІГ у щурів моделювали шляхом введення  
гепатотропної антигенної суміші, яка складалась з повного ад’юванту Фрейнда  
та антигену, отриманого з гомогенату алогенної печінки. Вміст реактантів  
з 2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК-РП) визначали спектрофотометрично за мето- 
дом Asakawa Т. et al. Активність каталази визначали спектрофотометрично  
за методом Королюк М.А. та співавт. Активність супероксиддисмутази (СОД) визна- 
чали спектрофотометрично за методом Чевари С. та співавт. Концентрацію  
білірубіну визначали спектрофотометрично за реакцією діазофенілсульфоно- 
вої кислоти з прямим білірубіном. 
Результати та їх обговорення. Оцінка стану пігментного обміну показала, що  
зростання загального білірубіну у тварин групи контролю відбувалось переважно  
за рахунок пулу прямого білірубіну – його концентрація статистично вірогідно  
(р ˂  0,001) зросла на 240,0% та становила 17,0 ммоль/л, в той час як вміст непрямого  
білірубіну зріс (р ˂ 0,001) лише на 98,3% відносно показників інтактних щурів.  
Серед досліджуваних БКБЗ введення КЕС супроводжувалось зіставлюваною  
з силібором здатністю нормалізувати рівень загального білірубіну у щурів з АІГ.  
Рівень вказаного показника статистично вірогідно (р ˂ 0,001) знизився на 40,2%  
та становив 20,0 ммоль/л. Активація процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ)  
та виснаження антиоксидантної системи (АОС) призвели до статистично вірогід- 
ного зниження (р = 0,002) інтегрального показника ПОЛ-АОС – антиоксидантно- 
прооксидантного індексу (АПІ) на 71,0% відносно показників інтактних щурів.  
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ABSTRACTKey words: 

Background. Autoimmune hepatitis (AIH) is a severe acute or chronic progressive  
and relapsing immune-mediated inflammatory liver disease with dynamic and hetero- 
geneous manifestations, potentially leading to cirrhosis and liver failure. The annual  
global incidence and prevalence of AIH are 1.4 and 17.4 per 100,000 individuals,  
respectively. Although corticosteroids are a common treatment for AIH, some patients  
poorly respond to this therapy, and others may experience serious side effects or  
relapse after discontinuing steroids. Therefore, new treatment methods are needed.
Purpose – to characterize the hepatotropic activity of cell-free cryopreserved biological  
agents – ACBAs (MSC conditioned medium (MSC-MSC), placenta cryoextract (СEP)  
and spleen cryoextract (СES)) according to indicators of pigment metabolism and  
antioxidant-prooxidant homeostasis in the model of autoimmune hepatitis in rats.
Materials and Methods. The effectiveness of acellular cryopreserved biological  
agents (ACBAs) in AIH was investigated in 42 male rats weighing 200–220 g. AIH was  
modeled by administering a hepatotropic antigenic mixture consisting of Freund’s  
complete adjuvant and an antigen solution derived from allogeneic liver homogenate.  
The content of reactants with thiobarbituric acid (TBA-RP) was determined spectro- 
photometrically using the method by Asakawa T. et al. Catalase activity was measured  
spectrophotometrically according to the method by Korolyuk M.A. et al. Superoxide  
dismutase (SOD) activity was assessed spectrophotometrically using the method  
by Chevari S. et al. Bilirubin concentrations (total, direct, and indirect) were deter- 
mined spectrophotometrically through the diazophenylsulfonic acid reaction with  
direct bilirubin.
Results. Assessment of pigment metabolism indicated that the increase in total bili- 
rubin in the control group animals was primarily due to the direct bilirubin pool, with its  
concentration increasing statistically significantly (p < 0.001) by 240.0% to 17.0 mmol/L,  
while indirect bilirubin levels increased (p < 0.001) by only 98.3% compared to intact  
rats. Among the studied ACBAs, the administration of CES demonstrated a comparable  
ability to normalize total bilirubin levels in rats with AIH, showing a statistically signifi- 
cant decrease (p < 0.001) of 40.2% to 20.0 mmol/L. Activation of the processes of  
lipid peroxidation (LPO) and depletion of the antioxidant system (AOS) led to a statis- 
tically significant decrease (p = 0.002) of the integral indicator of LPO-AOS – the anti- 
oxidant-prooxidant index (API) by 71.0% compared to the indicators of intact rats.  
In terms of the ability to restore catalase activity in liver tissues against the background  
of AIH in rats, all studied BKBZ were inferior to the reference drug sylibor.
Conclusions. During the development of AIH in rats, there was an increase (p < 0.001)  
in total bilirubin levels by 148.9%, an increase in TBA-RP content (p < 0.001) by 172.5%,  
a decrease (p = 0.004) in SOD activity by 40.0%, and a decrease of 20.0% (p = 0.4)  
in catalase activity. Based on the ability to normalize pigment metabolism in AIH, the  
studied ACBAs can be arranged in the following order: MSC-CM (52.6%; p < 0.001) >  
CEP (49.6%; p < 0.001) > CES (40.2%; p < 0.001). In terms of restoring balance  
in the LPO-AOS system, the studied ACBAs can be arranged as follows: MSC-CM  
(201.4%; p = 0.005) > CEP (85.3%; p = 0.002) > CES (57.5%; p = 0.1).

autoimmune hepatitis, lipid peroxidation,  
antioxidant system, pigment metabolism,  
mesenchymal stem cells, conditioned  
medium, cryoextract of placenta.
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у щурів всі досліджувані БКБЗ поступались референс-препарату силібору.
Висновки. На тлі розвитку АІГ у щурів відмічалось зростання (р ˂ 0,001) рівня  
загального білірубіну на 148,9%, зростання вмісту ТБК-РП (р ˂ 0,001) на 172,5%,  
зниження (р = 0,004) активності СОД на 40,0% та зниження на 20,0% (р = 0,4)  
активності каталази. За здатністю нормалізувати пігментний обмін на тлі АІГ  
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ВСТУП INTRODUCTION

Аутоімунний гепатит (АІГ) є тяжким переважно  
хронічним прогресуючим та рецидивуючим імуно- 
опосередкованим запальним захворюванням печінки  
з динамічними та досить неоднорідними проявами,  
яке може призвести до цирозу та печінкової недостат- 
ності [1, 2]. Щорічна світова захворюваність та поши- 
реність АІГ становлять 1,4 та 17,4 на 100 тис. осіб відпо- 
відно [3]. Клінічно АІГ характеризується: біохімічно –  
високим рівнем трансаміназ у сироватці крові, серо- 
логічно – підвищеним рівнем імуноглобуліну G (IgG)  
та наявністю циркулюючих аутоантитіл, а гістологічно –  
ступінчастим некрозом [4]. Діагноз АІГ встановлю- 
ється клінічно із застосуванням діагностичних балів,  
однак гетеротопний фенотип захворювання часто  
ускладнює швидке визначення захворювання [6].  
Циркулюючі аутоантитіла вважаються ознакою АІГ  
і використовуються для класифікації АІГ як тип 1,  
або класичний аутоімунний гепатит, і тип 2. АІГ типу 1  
визначається наявністю антинуклеарних антитіл (ANA)  
та/або антитіл проти гладких м’язів (ASMA). Титри  
антитіл понад 1:40 вважаються значущими у дорослих. 
Тип 2 AIГ менш поширений і уражує переважно дітей [5].

Точні механізми порушення імунної толерантності  
при АІГ ще не до кінця з’ясовані, але з’являється все  
більше доказів того, що генетична схильність, молеку- 
лярна мімікрія та дисбаланс між ефекторним і регу- 
ляторним імунітетом є ключовими патологічними ком- 
понентами розвитку захворювання [6]. Як ключові  
механізми було запропоновано як В-клітинний, так  
і Т-клітинний аутоімунітет та імунну дисрегуляцію [7].  
Печінка є важливим імунологічним органом з унікаль- 
ною здатністю створювати ефективні імунні відповіді  
проти гепатотропних патогенів, з одного боку, і під- 
тримувати місцеву та системну імунну толерантність  
до власних і чужорідних антигенів, з іншого [8].

Аутоантигенний пептид (Ag) презентується Т-клі- 
тинному рецептору (TCR) некомітованих Т-хелперних  
(Th0) лімфоцитів у межах молекули HLA класу II (HLA II)  
антигенпрезентуючої клітини (APC) або в регіонарних  
лімфатичних вузлах, або в самій печінці (рис. 1) [4, 9].

Активовані клітини Th0 диференціюються в клітини  
Th1 або Th2 у присутності інтерлейкіну IL-12 або IL-4  
відповідно до природи антигену. Це запускає каскад  
імунних реакцій, що визначаються цитокінами, які вони  
виробляють. Клітини Th1 секретують IL-2 та інтерферон  
(IFN)-γ, цитокіни, які стимулюють цитотоксичні Т-лім- 
фоцити (CTL), посилюють експресію молекул HLA  
класу I (HLA I), індукують експресію молекул HLA кла- 
су II на клітинах печінки та активують макрофаги (MΦ).  
MΦ вивільняють IL-1 і фактор некрозу пухлини (TNF).  
Клітини Th2 секретують переважно IL-4, IL-13 та IL-21  
і стимулюють вироблення аутоантитіл В-лімфоци- 
тами, які дозрівають у плазматичні клітини. Регулятор- 
ні Т-клітини (T-reg) походять від Th0 у присутності  
трансформуючого фактора росту (TGF)-β. Якщо T-reg  
є дефектними за кількістю та/або функціями, руйну- 
вання гепатоцитів є результатом залучення пошкод- 
жуючих ефекторних механізмів, включаючи CTL,  
цитокіни, що вивільняються Th1 та активованим MΦ,  
активація комплементу або адгезія природних клітин- 
кілерів (NK) до вкритих аутоантитілами гепатоцитів  
через їх Fc-рецептори. Клітини Th17 продукують  
запальні цитокіни IL-17, IL-22 і TNF і походять від клі- 

Autoimmune hepatitis (AIH) is a severe, predominantly  
chronic, progressive, and relapsing immune-mediated  
inflammatory liver disease characterized by dynamic  
and quite heterogeneous manifestations, which can lead  
to cirrhosis and liver failure [1, 2]. The annual global  
incidence and prevalence of AIH are 1.4 and 17.4 per  
100,000 individuals, respectively [3]. Clinically, AIH is  
characterized by: biochemically – elevated transaminase  
levels in serum, serologically – increased immuno- 
globulin G (IgG) levels and the presence of circulating  
autoantibodies, and histologically – stepwise necrosis [4].  
The diagnosis of AIH is established clinically using  
diagnostic scores; however, the heterotopic phenotype  
of the disease often complicates rapid diagnosis [6].  
Circulating autoantibodies are considered a hallmark of  
AIH and are used to classify AIH as type 1, or classical  
autoimmune hepatitis, and type 2. Type 1 AIH is charac- 
terized by the presence of antinuclear antibodies (ANA)  
and/or antibodies against smooth muscle (ASMA).  
Antibody titers greater than 1:40 are considered signi- 
ficant in adults. Type 2 AIH is less common and pre- 
dominantly affects children [5].

The precise mechanisms of immune tolerance  
disruption in AIH are not yet fully understood, but there  
is increasing evidence that genetic predisposition,  
molecular mimicry, and an imbalance between effector  
and regulatory immunity are key pathological com- 
ponents in the development of the disease [6]. Both B-cell  
and T-cell autoimmunity, as well as immune dysregu- 
lation, have been proposed as key mechanisms [7].  
The liver is an important immunological organ with  
a unique ability to generate effective immune responses  
against hepatotropic pathogens while maintaining local  
and systemic immune tolerance to self and foreign  
antigens [8]. Autoantigenic peptides (Ag) are presented  
to the T-cell receptor (TCR) of naïve T-helper (Th0)  
lymphocytes within the class II HLA molecule (HLA II)  
of antigen-presenting cells (APC) either in regional  
lymph nodes or in the liver itself (Fig. 1) [4, 9].

Activated Th0 cells differentiate into Th1 or Th2 cells  
in the presence of interleukin (IL)-12 or IL-4, res- 
pectively, depending on the nature of the antigen.  
This initiates a cascade of immune reactions charac- 
terized by the cytokines they produce. Th1 cells se- 
crete IL-2 and interferon (IFN)-γ, cytokines that stimu- 
late cytotoxic T lymphocytes (CTLs), enhance the  
expression of class I HLA molecules (HLA I), induce  
the expression of class II HLA molecules on liver cells,  
and activate macrophages (MF). MΦ releases IL-1  
and tumor necrosis factor (TNF). Th2 cells primarily  
secrete IL-4, IL-13, and IL-21, stimulating B lympho- 
cytes to produce autoantibodies that mature into  
plasma cells. Regulatory T cells (T-reg) arise from Th0  
in the presence of transforming growth factor (TGF)-β.  
If T-reg are defective in number and/or function, the  
destruction of hepatocytes results from the recruit- 
ment of damaging effector mechanisms, inclu- 
ding CTLs, cytokines released by Th1 and activated MΦ,  
complement activation, or the adhesion of natural  
killer (NK) cells to autoantibody-coated hepatocytes  
via their Fc receptors. Th17 cells produce inflamma- 
tory cytokines IL-17, IL-22, and TNF and arise from  
Th0 cells in the presence of TGF-β and IL-6. Hepato- 
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cytes release IL-6, which further stimulates Th17. Positive  
signal: negative signal [4].

тин Th0 у присутності TGF-β та IL-6. Гепатоцит  
вивільняє IL-6, який додатково стимулює Th17 [4].

Рис. 1. Схема патогенезу АІГ (адаптовано за [4])
Fig. 1. Pathogenesis of AIH (adapted from [4])

Стандартне лікування хворих на АІГ включає  
преднізолон і азатіоприн та є ефективним у 80–90%  
пацієнтів [10]. Згідно з рекомендаціями EASL для  
дорослих початкова доза преднізолону має бути  
в діапазоні від 0,5 до 1 мг/кг/добу. Рекомендації  
AASLD пропонують розпочинати лікування преднізо- 
ном із 60 мг/день у гострих тяжких випадках та  
з 20–40 мг/день у всіх інших випадках [9]. Хоча вико- 
ристання кортикостероїдів є загальновизнаним мето- 
дом лікування АІГ, окремі пацієнти погано реагують  
на таке лікування, а деякі хворі можуть зіткнутися  
з серйозними побічними ефектами або рецидивом  
після припинення використання стероїдів [11].  
З цих причин є актуальним пошук нових підходів  
до лікування хворих на АІГ [12].

Терапія мезенхімальними стовбуровими клітина- 
ми (МСК) має численні переваги, такі як мультипо- 
тенціал для диференціювання, антифіброзні власти- 
вості та імуномодулюючі ефекти [12, 13]. МСК також  
здатні взаємодіяти з імунними клітинами, такими  
як макрофаги, NK-клітини, дендритні клітини, нейтро- 
філи та ін. Усі разом ці взаємодії можуть сприяти  
толерогенній активності імунної системи, таким чином  
сприяючи сприятливому ефекту при різних аутоімун- 
них розладах [12, 14, 15].

Незважаючи на багатообіцяючі результати, питан- 
ня безпеки терапії на основі МСК все ще є предметом  
дискусій, особливо в довгостроковому періоді спосте- 
реження. Основне занепокоєння викликає небажана  
диференціація трансплантованих МСК та їх потен- 

Standard treatment for patients with autoimmune  
hepatitis (AIH) includes prednisone and azathioprine  
and is effective in 80–90% of patients [10]. According  
to EASL recommendations for adults, the initial dose of  
prednisone should be in the range of 0.5 to 1 mg/kg/day.  
AASLD recommendations suggest starting treatment  
with prednisone at 60 mg/day in acute severe cases and  
20–40 mg/day in all other cases [9]. Although the use of  
corticosteroids is a widely recognized treatment method  
for AIH, some patients respond poorly to this treatment,  
and others may experience serious side effects or  
relapse after stopping steroid use [11]. For these reasons,  
there is an urgent need to explore new approaches  
to treating patients with AIH [12].

Mesenchymal stem cell (MSC) therapy has numerous  
advantages, such as multipotential for differentiation,  
anti-fibrotic properties, and immunomodulatory effects  
[12, 13]. MSCs are also capable of interacting with  
immune cells, such as macrophages, NK cells, dendritic  
cells, neutrophils, and others. Together, these interac- 
tions can promote tolerogenic activity in the immune  
system, thereby contributing to favorable effects in  
various autoimmune disorders [12, 14, 15].

Despite promising results, the safety of MSC-based  
therapies remains a subject of discussion, particularly  
in the long-term follow-up. The main concern is the  
unwanted differentiation of transplanted MSCs and their  
potential to suppress anti-tumor immune responses  
and create new blood vessels that may facilitate tumor  
growth and metastasis [16].
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MSCs are known to produce a variety of biologically  
active substances (secretome), including cytokines,  
chemokines, cell adhesion molecules, lipid mediators,  
interleukins, growth factors, hormones, exosomes,  
microvesicles, and others [17, 18]. Recent studies have  
shown that stem cells are effective in tissues primarily  
through their paracrine effects [17].

For this reason, our attention was drawn to the  
derivatives of MSCs as potential immunomodulatory  
agents with comparable biological activity, namely  
conditioned medium from MSCs (CM-MSC), which  
contains a wide range of biologically active molecules.  
Since CM-MSC does not contain cells, an important  
advantage of using it is its immunological compatibility  
for recipients. Consequently, matching between donor  
and recipient, which is a mandatory condition for  
cell-based treatments, is not necessary [17].

In addition to CM-MSC, examples of acellular biolo- 
gical agents include extracts from cells of various  
origins (splenocytes, hepatocytes, cardiomyocytes, etc.).  
Currently, there are several technologies for obtaining  
extracts from cells. For instance, the study [19] des- 
cribes the following technology for obtaining acellular  
extracts: сells were washed with phosphate-buffered  
saline and lysis buffer (100 mM HEPES, pH 8.2;  
50 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol and pro- 
tease inhibitors), centrifuged at 10,000 rpm, and resus- 
pended in one volume of cold lysis buffer. They were  
incubated for 30–45 minutes on ice. Cells were treated  
with ultrasound on ice in 200 µL aliquots using a 3 mm  
diameter probe until all cells and nuclei were lysed,  
as confirmed by microscopy. The lysate was centrifuged  
at 12,000 rpm for 15 minutes at 4°C to form pellets.  
The supernatant was aliquoted, frozen in liquid nitrogen,  
and stored at –80°C. The concentration of protein in the  
cell extracts was standardized using the Bradford method.

In studies [20, 21, 22], a technology for obtaining  
acellular extracts through low-temperature action was  
proposed: cells were resuspended in 0.9% saline to  
a concentration of 107 cells/100 µL. Then, three cycles  
of freezing (–80°C) and thawing (+37°C) were performed  
to lyse the cells. After centrifugation at 17,000 g for  
30 minutes at 4°C, the supernatant (defined as the  
cell extract) was stored at –80°C until use.

Thus, in addition to CM-MSC, we chose cryoextracts  
of biological tissues obtained through domestic techno- 
logies as the subject of our study among acellular  
cryopreserved biological agents (ACBAs). These include  
cryoextracts of placenta (CEP) and spleen (CES), which,  
according to previous studies, possess immunomodula- 
tory properties in autoimmune diseases [24, 25].

Objective – to characterize the hepatotropic activity  
of acellular cryopreserved biological agents (conditioned  
medium of mesenchymal stem cells, cryoextract of  
placenta, and cryoextract of spleen) based on indicators  
of pigment metabolism and antioxidant-prooxidant  
homeostasis in a model of autoimmune hepatitis in rats.

ціал для пригнічення протипухлинної імунної відповіді  
та створення нових кровоносних судин, які можуть  
сприяти росту пухлини та метастазуванню [16].

Відомо, що МСК виробляють різноманітні біоло- 
гічно-активні речовини (секретом), які включають цито- 
кіни, хемокіни, молекули клітинної адгезії, ліпідні  
медіатори, інтерлейкіни, фактори росту, гормони, екзо- 
соми, мікровезикули та ін. [17, 18]. Останні дослід- 
ження показали, що стовбурові клітини ефективні в  
тканинах переважно через їх паракринний вплив [17].

Саме тому нашу увагу в якості потенційних імуно- 
моделюючих засобів з зіставлюваною з МСК біоло- 
гічною активністю привернули їх похідні, а саме –  
кондиціоноване середовище МСК (КС-МСК), яке міс- 
тить широкий спектр біологічно-активних молекул.  
Оскільки КС-МСК не містить клітин, важливою пере- 
вагою використання КС є його імунологічна сумісність  
для реципієнтів, та як наслідок, збіг донора та реци- 
пієнта, що є обов’язковою умовою лікування на основі  
клітин, не є необхідним при застосуванні КС [17].

Окрім КС-МСК прикладом безклітинних біологіч- 
них агентів вважають екстракти з клітин різного поход- 
ження (спленоцити, гепатоцити, міокардіоцити та ін.).  
На сьогодні існує ціла низка технологій отримання  
екстрактів з клітин. Так, у роботі [19] описана така  
технологія отримання безклітинних екстрактів: клітини  
промивали фосфатно-сольовим буфером та буфером  
для лізису клітин (100 мМ HEPES, pH 8,2; 50 мМ NaCl; 
5 мМ MgCl2; 1 мМ дитіотреїтол та інгібітори протеази),  
осадили при 10 тис. об/хв., повторно суспендували  
в одному об’ємі холодного буфера для лізису клітин  
та інкубували протягом 30–45 хв. на льоду. Клітини  
обробляли ультразвуком на льоду в 200-мкл алікво- 
тах за допомогою ультразвуку, обладнаного зондом  
діаметром 3 мм, доки всі клітини та ядра не були  
лізовані, як було визначено за допомогою мікроскопії.  
Лізат осаджували при 12 тис. об/хв протягом 15 хвилин  
при 4°C для утворення гранул. Супернатант ділили  
на аліквоти, заморожували в рідкому азоті та зберігали  
при –80°C. Стандартизували за концентрацією білка в  
екстрактах клітин, яку визначали методом Бредфорда.

У роботах [20–22] запропоновано технологію отри- 
мання безклітинного екстракту за допомогою дії низьки- 
ми температурами: клітини ресуспендували в 0,9% фі- 
зіологічному розчині до концентрації 107 клітин/100 мкл.  
Потім було проведено 3 цикли заморожування (–80°C)  
та відтавання (+37°C) для лізису клітин. Після центри- 
фугування при 17000 g протягом 30 хвилин при 4°C  
супернатант (визначений як клітинний екстракт)  
зберігали при –80°C до використання.

Крім КС-МСК об’єктом нашого дослідження із без- 
клітинних кріоконсервованих біологічних засобів (БКБЗ)  
нами було обрано кріоекстракти біологічних тканин,  
отримані за вітчизняними технологіями, які вичерпно  
викладено в огляді [23], це кріоекстракт плаценти (КЕП)  
та кріоекстракт селезінки (КЕС), які за результатами  
попередніх досліджень мають імуномоделюючі влас- 
тивості при аутоімунних захворюваннях [24, 25].

Мета роботи – охарактеризувати гепатотропну  
активність безклітинних кріоконсервованих біологіч- 
них засобів (кондиціонованого середовища МСК,  
кріоекстракту плаценти та кріоекстракту селезінки)  
за показниками пігментного обміну та антиоксидантно- 
прооксидантного гомеостазу на моделі аутоімунного  
гепатиту у щурів.
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ MATERIALS AND METHODS

Експериментальні дослідження проведені на ла- 
бораторних щурах у відповідності до Закону України  
«Про захист тварин від жорстокого поводження»  
№ 3477-IV від 21.02.2006 р., Загальних етичних прин- 
ципів експериментів на тваринах, ухвалених Першим  
національним конгресом України з біоетики (м. Київ,  
2001 р.) та ін. чинних вітчизняних та міжнародних  
нормативних актів [26, 27]

АІГ у щурів моделювали шляхом введення гепато- 
тропної антигенної суміші, яка складалась з повного  
ад’юванту Фрейнда (ПАФ) (Thermo Fisher Scientific,  
США) та розчину антигену, отриманого з гомогенату  
алогенної печінки [28]. 

Гомогенат тканини печінки готували з дотриман- 
ням правил асептики за стандартною методикою під- 
готовки тканинних антигенів [29]. Фрагменти печінки 
подрібнювали ножицями та відмивали від крові у  
холодному 0,9% розчині NaCl, після чого розтирали  
у ступці з кварцевим піском. Гомогенну масу перено- 
сили у колбу, розчиняли ізотонічним розчином у спів- 
відношенні 1:2, перемішували пропусканням триразо- 
во через шприц та відстоювали при –4°С близько  
20 годин. Надосадну рідину центрифугували протягом  
30 хвилин при 3000 об./хв при –4°С. В надосадній ріди- 
ні визначали вміст білка та доводили його концентра- 
цію до 80 мг на 1 мл гомогенату. Стандартизований  
за вмістом білка гомогенат печінки змішували з ПАФ у  
співвідношенні 1:1 та «переганяли» з шприца в шприц  
через перехідник до загуснення, щоб крапля отриманої  
емульсії не руйнувалась у воді протягом 30 хв. [30].

Гепатотропну антигенну суміш вводили щурам  
внтурішньом’язово (в/м) по 2,0 мл 1 раз на тиждень  
упродовж 6 тижнів (на 1, 7, 14, 21, 28 та 35 дні  
експерименту) [28].

Досліджувані препарати починали вводити через  
7 днів після останньої ін’єкції гепатотропної антигенної  
суміші [28]. БКБЗ вводили в/м, з інтервалом 2 дні  
(усього 5 ін’єкцій), відповідно на 42, 44, 46, 48 та 50 дні  
експерименту. Як референс-препарат обрано гепато- 
протектор силібор – рослинний екстракт з насіння  
розторопші плямистої (Silybum marianum) [31, 32].  
Силібор вводили внутрішньошлунково (в/шл) на 42, 44,  
46, 48 та 50 дні експерименту в дозі 50 мг/кг [33, 34].

Дослідження ефективності БКБЗ при АІГ прове- 
дені на 42 шурах-самцях масою 200–220 г, рандо- 
мізованих на 6 груп:

І (негативний контроль) – інтактні щури (n = 7),  
яким на 42, 44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вво- 
дили 0,9% розчин NaCl в дозі 1,0 мл/кг маси тіла щура;

ІІ – щури зі змодельованим АІГ (n = 7) без лікування  
(контрольна група), яким на 42, 44, 46, 48 та 50 дні  
експерименту в/м вводили 0,9% розчин NaCl в дозі  
1,0 мл/кг;

ІІІ – щури зі змодельованим АІГ (n = 7), яким  
на 42, 44, 46, 48 та 50 дні експерименту внутрішньо- 
шлунково (в/шл) вводили референс-препарат силібор  
в дозі 50 мг/кг [33];

ІV – щури зі змодельованим АІГ (n = 7), яким  
на 42, 44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вводили  
КЕП у дозі 2,5 мл/кг [35];

Experimental studies were conducted on laborato-
ry rats in accordance with the Law of Ukraine «On the 
Protection of Animals from Cruel Treatment№ № 3477-IV 
dated February 21, 2006, the General Ethical Principles 
of Animal Experiments adopted by the First National Con-
gress of Ukraine on Bioethics (Kyiv, 2001), and other cur-
rent domestic and international regulations [26, 27].

Autoimmune hepatitis (AIH) in rats was modeled by 
administering a hepatotropic antigenic mixture composed 
of Freund’s complete adjuvant (FCA) (Thermo Fisher Sci-
entific, USA) and a solution of antigen obtained from the 
homogenate of allogeneic liver [28].

The liver tissue homogenate was prepared following 
aseptic rules according to standard methods for prepar-
ing tissue antigens [29]. Fragments of the liver were cut 
into small pieces and washed of blood in cold 0.9% NaCl 
solution, after which they were ground in a mortar with 
quartz sand. The homogenate was transferred to a flask, 
dissolved in isotonic solution at a ratio of 1:2, mixed by 
passing through a syringe three times, and left to stand at 
–4°C for about 20 hours. The supernatant was centrifuged 
for 30 minutes at 3000 rpm at –4°C. The protein content 
in the supernatant was determined, and its concentration 
was adjusted to 80 mg per 1 ml of homogenate. The pro-
tein-standardized liver homogenate was mixed with FCA 
in a 1:1 ratio and «shuttled» between syringes using an 
adapter until thickened, ensuring that a drop of the result-
ing emulsion did not break in water for 30 minutes [30].

The hepatotropic antigenic mixture was administered 
to the rats intramuscularly (i.m.) at a dose of 2.0 ml once 
a week for 6 weeks (on days 1, 7, 14, 21, 28, and 35 of 
the experiment) [28].

The studied preparations were started to be adminis-
tered 7 days after the last injection of the hepatotropic an-
tigenic mixture [28]. The acellular cryopreserved biolog-
ical agents (ACBAs) were administered intramuscularly, 
with an interval of 2 days (a total of 5 injections), on days 
42, 44, 46, 48, and 50 of the experiment. The reference 
preparation chosen was the hepatoprotector Silybor – a 
plant extract from the seeds of milk thistle (Silybum mar-
ianum) [31, 32]. Silybor was administered intragastrically 
(i.g.) on days 42, 44, 46, 48, and 50 of the experiment at 
a dose of 50 mg/kg [33, 34].

The effectiveness of acellular cryopreserved biologi-
cal agents (ACBAs) in autoimmune hepatitis (AIH) was 
studied in 42 male rats weighing 200–220 g, randomized 
into 6 groups:

I (negative control) – intact rats (n = 7) that received 
0.9% NaCl solution at a dose of 1.0 ml/kg body weight 
intramuscularly (IM) on days 42, 44, 46, 48, and 50 of the 
experiment;

II – rats with induced AIH (n = 7) without treatment 
(control group), which received 0.9% NaCl solution IM at 
a dose of 1.0 ml/kg on days 42, 44, 46, 48, and 50;

III – rats with induced AIH (n = 7) that were adminis-
tered the reference drug Silybor at a dose of 50 mg/kg 
intragastrically (IG) on days 42, 44, 46, 48, and 50;

IV – rats with induced AIH (n = 7) that received cryoex-
tract of placenta (CEP) at a dose of 2.5 ml/kg IM on days 
42, 44, 46, 48, and 50;

V – rats with induced AIH (n = 7) that received cryo-
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extract of spleen (CES) at a dose of 5.0 ml/kg IM on days 
42, 44, 46, 48, and 50;

VI – rats with induced AIH (n = 7) that were admin-
istered conditioned medium of mesenchymal stem cells 
(MSC-CM) at a dose of 0.6 ml/kg IM on days 42, 44, 46, 
48, and 50.

On day 52 of the experiment, the animals were euth-
anized, and their livers were excised for further studies. 
The materials for the study included blood and liver ho-
mogenates. Blood samples were collected in centrifuge 
tubes after decapitating the animals. Serum was separat-
ed by centrifugation for 15 minutes at 3000 rpm. The liver 
tissues were washed with cold (+4°C) isotonic 1.15% KCl 
solution and homogenized at 3000 rpm (Teflon-glass) in a 
buffer solution at a ratio of 1:10 (weight/volume: 250 mg 
sample + 2.25 ml of 1.15% KCl solution), yielding a 10% 
homogenate. The post-nuclear supernatant was obtained 
by centrifuging the homogenate for 30 minutes at 600 g, 
followed by aliquot collection into Eppendorf microtubes.

The content of reactants with 2-thiobarbituric acid  
(TBA-RP) was determined spectrophotometrically using  
the method of Asakawa T. et al. based on the reaction  
with thiobarbituric acid, calculated from the optical den- 
sity measured at a wavelength of λ = 535 nm, taking into  
account the molar extinction coefficient of the red-colored  
complex, which is equal to 1.56 ×105 mol–1/cm–1 [40].

Catalase activity was determined spectrophoto- 
metrically using the method of Korolyuk M.A. et al. by  
measuring light absorption at a wavelength of  
λ = 410 nm. This method is based on the ability of  
catalase to decompose H2O2 and form a stable yellow  
complex with ammonium molybdate (4.0% – 1.0 ml),  
which is added to stop the reaction between H2O2  
and catalase [41, 42]. The antioxidant-prooxidant  
index (API) was calculated using the formula:

API = (Catalase Activity × 100) / TBA-RP Content.
The activity of superoxide dismutase (SOD) was  

determined spectrophotometrically using the method  
of Chevari S. et al., based on SOD’s ability to inhibit  
the reduction of nitroblue tetrazolium in the presence  
of NADH2, with optical density measurements taken  
at a wavelength of λ = 540 nm [43, 44].

The concentration of bilirubin (total, direct, and  
conjugated) was measured spectrophotometrically  
through the reaction of diazophenylsulfonic acid with  
direct bilirubin. When caffeine reagent is added, indirect  
bilirubin becomes soluble and reacts with the diazo  
reagents to produce a pink-violet color. The intensity  
of the color was used to determine the concentrations  
of direct and total bilirubin, measured at wavelengths  
of λ = 500–560 nm. The concentration of indirect  
bilirubin was calculated as the difference between total  
and direct bilirubin [44, 45, 46].

Statistical data analysis. Statistical processing of  
the obtained results was performed using the «Microsoft  
Office Excel» spreadsheet program. The distribution  
of values in each group of the sample population was  
assessed using the Shapiro-Wilk W-test. Homogeneity  
of variances was determined using Levene’s test.  
Numeric data with normal distribution are presented  
as «M ± m» (M ± SE), where M is the arithmetic mean,  
m (SE) is the standard error of the mean, and includes  
95% confidence intervals (CI): 5% – 95%, where 95% CI  

V – щури зі змодельованим АІГ (n = 7), яким на 42,  
44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вводили КЕС  
у дозі 5,0 мл/кг [36, 37];

VІ – щури зі змодельованим АІГ (n = 7), яким  
на 42, 44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вводили  
КС-МСК у дозі 0,6 мл/кг [38].

На 52 день експерименту тварин виводили з екс- 
перименту та екстирпували печінку для подальших  
досліджень. Матеріалом дослідження виступали кров  
та гомогенати печінки [39]. Зразки змішаної крові після  
декапітації тварин відбирали у центрифужні пробірки.  
Сироватку відділяли центрифугуванням впродовж  
15 хв при 3000 об/хв. Тканини печінки промивали  
холодним (+4°С) ізотонічним 1,15% розчином КCl  
та гомогенізували при 3000 об/хв (тефлон-скло) у се- 
редовищі буферного розчину при співвідношенні 1:10  
(маса/об’єм: наважка 250 мг + 2,25 мл 1,15% роз- 
чину КCl), отримуючи 10% гомогенат. Постядерний  
супернатант отримували шляхом центрифугування  
гомогенату впродовж 30 хв при 600 g з подальшим  
відбором аліквот у мікропробірки «Ерpendorf». 

Вміст реактантів з 2-тіобарбітуровою кислотою  
(ТБК-РП) визначали спектрофотометрично за мето- 
дом Asakawa Т. et al. за реакцією з тіобарбітуровою  
кислотою та розраховували за показниками оптичної  
щільності, визначеної за світлопоглинанням при  
довжині хвилі λ = 535 нм, враховуючи коефіцієнт  
молярної екстинції забарвленого у червоний колір  
комплексу, який дорівнює 1,56 × 105 моль–1/см–1 [40].

Активність каталази визначали спектрофотомет- 
рично за методом Королюк М.А. та співавт. за світло- 
поглинанням при довжини хвилі λ = 410 нм. Метод  
ґрунтується на здатності каталази розкладати Н2О2  
та утворювати стійкий комплекс жовтого кольору з  
амоній молібдатом (4,0% – 1,0 мл), який додають для  
зупинки реакції Н2О2 з каталазою [41, 42]. Анти- 
оксидантно-прооксидантний індекс (АПІ) визначали  
за формулою: 

АПІ = (Активність каталази × 100) / Вміст ТБК-РП.
Активність супероксиддисмутази (СОД) визна- 

чали спектрофотометрично за методом Чевари С.  
та співавт., за здатністю СОД інгібувати відновлення  
нітротетразолію синього при наявності НАДН2  
за показниками оптичної щільності, визначеними  
при довжини хвилі λ = 540 нм [43, 44].

Концентрацію білірубіну (загального, прямого  
та зв’язаного) визначали спектрофотометрично за  
реакцією діазофенілсульфонової кислоти з прямим  
білірубіном. При внесенні кофеїнового реактиву  
непрямий білірубін переходить в розчинний стан та  
з сумішшю діазореактивів дає рожево-фіолетове за- 
барвлення. За інтенсивністю забарвлення визна- 
чали концентрацію прямого і загального білірубіну.  
Інтенсивність забарвлення визначали за світлопогли- 
нанням при довжині хвилі λ = 500–560 нм. За різницею  
між загальним і прямим білірубіном розраховували  
концентрацію непрямого білірубіну [44–46].

Статистична обробка даних. Статистичну обробку  
отриманих результатів проведено з використанням  
прикладної програми для роботи з електронними  
таблицями «Microsoft Office Excel». Оцінку харак- 
теру розподілу величин в кожній групі вибіркової  
сукупності проводили з використанням W-критерію  
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ RESULTS AND DISCUSSION

represents the confidence interval. For non-normally  
distributed data, results are presented as Me [LQ; UQ],  
where Me is the median, [LQ; UQ] indicates the lower  
and upper quartiles. Box-and-whisker diagrams were  
chosen for the graphical representation of data [47].

Шапіро–Вілка. Однорідність дисперсій визначали за  
критерієм Левена. Цифрові дані у разі нормального роз- 
поділу величин наведені у вигляді «M ± m» (M ± SE),  
де M – середнє арифметичне значення, m (SE) –  
стандартна похибка середнього арифметичного та  
наводили 95% ДІ: 5% – 95%, де 95% ДІ: – 95% довір- 
чий інтервал (Confidence interval – СІ). При ненор- 
мальному розподілі отриманих величин дані подано  
у вигляді Ме [LQ; UQ], де Ме – медіана, [LQ; UQ] –  
верхня межа нижнього квартиля (lower quartile – LQ) та  
нижня межа верхнього квартиля (upper quartile – UQ).  
Для графічного представлення даних обрано діаграми  
розмаху (box-and-whiskers diagram – «шухлядові»  
діаграми з «вусами») [47].

Оцінка стану пігментного обміну показала, що 
на тлі розвитку АІГ у щурів відмічалось статистично  
вірогідне (р ˂ 0,001) зростання рівня загального білі- 
рубіну у крові на 148,9% відносно показників інтактних 
щурів, що становило 33,4 ммоль/л (табл. 1). Зростання  
загального білірубіну у тварин групи контролю відбу- 
валось переважно за рахунок пулу прямого білірубіну –  
його концентрація статистично вірогідно (р ˂ 0,001)  
зросла на 240,0% та становила 17,0 ммоль/л, в той час  
як вміст непрямого білірубіну зріс (р ˂ 0,001) лише на 
98,3% відносно показників інтактних щурів (табл. 1).

The assessment of pigment metabolism revealed  
a statistically significant increase (p < 0.001) in total bili- 
rubin levels in the blood of rats with autoimmune hepatitis  
(AIH), rising by 148.9% compared to intact rats, with  
a value of 33.4 mmol/L (Table 1). The increase in total  
bilirubin in the control group was primarily due to the rise  
in direct bilirubin, which significantly (p < 0.001) increased  
by 240.0%, reaching 17.0 mmol/L, while indirect bilirubin  
levels rose (p < 0.001) by only 98.3% compared to those  
of intact rats (Table 1).

Таблиця 1. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на концентрацію білірубіну в сироватці крові щурів з АІГ  
на 52 день експерименту, ммоль/л (M ± m (95% ДІ) або Ме [LQ; UQ], n = 42)

Table 1. Effect of cryoextract of placenta, cryoextract of spleen, conditioned medium of mesenchymal stem cells,  
and silybor on bilirubin concentration in serum of rats with autoimmune hepatitis  

on day 52 of the experiment, mmol/L (M ± m (95% CI) or Me [LQ; UQ], n=42)

Досліджуваний 
показник, одиниці 

вимірювання  
Studied indicator, 

units of measurement

Умови експерименту / Experimental conditions
Група I
Group І 
(1, n=7)

Група II
Group ІІ 
(2, n=7)

Група III 
Group ІІІ 
(3, n=7)

Група IV
Group ІV 
(4, n=7)

Група V
Group V 
(5, n=7)

Група VI
Group VІ 
(6, n=7)

Інтактні щури 
Intact rats

Контроль (АІГ  
без лікування) 

Control (AIH  
without treatment)

АІГ + силібор 
AIH + silibor

АІГ + КЕП 
AIH + CEP

АІГ + КЕС 
AIH + CES

АІГ + КС-МСК  
AIH + CM-MSC

Загальний білірубін,  
ммоль/л
Total bilirubin,  
mmol/L

13,4±0,69 
(95% ДІ/CI: 
12,1–14,8)

33,4±1,67 
(95% ДІ/CI: 
30,1–36,7) 
р1<0,001 [148,9%]

19,7±0,84 
(95% ДІ/CI: 
18,1–21,4) 
р2<0,001 [41,0%]

16,9±0,86 
(95% ДІ/CI: 
15,2–18,5) 
р2<0,001 [49,6%] 
р3<0,05 [14,5%]

20,0±1,23 
(95% ДІ/CI: 1
7,6–22,4) 
р2<0,001 [40,2%]  
р3=0,9 [2,7%]

15,9±0,96 
(95% ДІ/CI: 
14,0–17,7) 
р2<0,001 [52,6%]  
р3<0,05 [19,6%]

Прямий білірубін, 
ммоль/л
Direct bilirubin,  
mmol/L

5,0 [4,0; 6,0] 17,0 [14,5; 19,5] 
р1<0,001 [240,0%]

9,0 [8,0; 9,0] 
р2<0,001 [47,1%]

8,0 [7,5; 9,5] 
р2<0,01 [52,9%]  
р3=0,37 [11,1%]

10,0 [9,0; 11,5] 
р2<0,01 [41,2%]  
р3=0,03 [11,1%]

7,0 [5,5; 8,5] 
р2<0,001 [58,8%]  
р3<0,05 [22,2%]

Непрямий білірубін, 
ммоль/л
Indirect bilirubin,  
mmol/L

8,3±0,57 
(95% ДІ/CI: 
7,2–9,4)

16,4±1,13 
(95% ДІ/CI: 
14,2–18,6) 
р1<0,001 [98,3%]

11,1±0,88 
(95% ДІ/CI: 
9,4–12,9) 
р2<0,01 [32,2%]

8,3±0,97 
(95% ДІ/CI: 
6,4–10,2) 
р2<0,001 [49,6%]  
р3=0,1 [25,6%]

9,9±1,28 
(95% ДІ/CI: 
7,3–12,4) 
р2<0,01 [40,0%]  
р3=0,4 [21,9%]

8,9±1,06 
(95% ДІ/CI: 
6,8–10,9) 
р2<0,001 [46,1%]  
р3=0,1 [20,5%]

Примітки:
р1 – рівень статистичної вірогідності розбіжності показників; 
[%] – значення розбіжностей показників у відсотках;
Індексами 1, 2, 3 вказано номер групи, з показниками якої проведено порівняння.

Notes:
p1 – level of statistical significance of the difference in indicators;
[%] – values of the differences in indicators as a percentage;
Indices 1, 2, 3 indicate the number of the group with which the comparison was made.
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This elevation in bilirubin levels is classified as direct  
(conjugated) hyperbilirubinemia and indirect (unconju- 
gated) hyperbilirubinemia [48, 49]. The increase in bili- 
rubin and its fractions observed in our study of rats  
with AIH corresponds to direct hyperbilirubinemia, as it  
primarily involved direct bilirubin. Hemolysis is known  
to be the most common cause of indirect hyperbilirubi- 
nemia, followed by Gilbert’s syndrome. Conversely, direct  
hyperbilirubinemia indicates liver pathology, including  
cholestatic reactions to drugs, autoimmune cholestatic  
diseases, and obstruction of the bile ducts [48, 49].

The use of the reference preparation silibor neutrali- 
zed the disturbances in pigment metabolism induced  
by the development of autoimmune hepatitis (AIH) in rats.  
It was established that the level of total bilirubin in rats  
with AIH, which were administered silibor, was statisti- 
cally significantly (p < 0.001) 41.0% lower than the  
levels in animals with AIH that did not receive treatment  
(see Table 1).

Among the studied ACBAs, the administration of CES  
was accompanied by a comparable ability to normalize  
the total bilirubin level in rats with AIH. The level of this  
indicator statistically significantly (p < 0.001) decreased  
by 40.2% and amounted to 20.0 mmol/L. At the same  
time, the administration of CES was inferior in its ability  
to normalize the pigment metabolism compared to  
other ACBAs (see Table 1).

Other ACBAs (CEP and MSC-CM) exceeded both  
CES and the reference drug Silibor in their ability to  
normalize the pigment metabolism in rats with AIH.  
Thus, after the administration of CEP, the total bilirubin  
level in rats with AIH statistically significantly decreased  
(p < 0.001) by 49.6%, while the administration of KS-MSK  
led to a statistically significant decrease (p < 0.001)  
of 52.6% compared to the control group, resulting in levels  
of 16.9 mmol/L and 15.9 mmol/L, respectively (Table 1).

It is worth noting that the use of MSC-CM showed  
a trend towards restoring the proportional relationship  
between direct and indirect bilirubin. Thus, after the  
administration of MSC-CM, the ratio of direct to indirect  
bilirubin was 1:1.3; after the administration of Silibor,  
it was 1:1.2; while in the case of the investigated cryo- 
extracts, similar ratios remained unchanged at 1:1, as in  
the control group animals (1:1), whereas in intact animals,  
the corresponding ratio was 1:1.7.

Thus, in terms of the ability to normalize pigment  
metabolism in the context of AIH, the studied BCKZ  
can be ranked in the following order (by % decrease  
in total bilirubin compared to the control group):  
MSC-CM (52.6%; p < 0.001) > CEP (49.6%; p < 0.001) >  
CES (40.2%; p < 0.001).

The study of the antioxidant-prooxidant homeostasis  
in the liver tissues during the development of AIH showed  
that in the course of autoimmune liver damage in rats,  
a statistically significant increase in the content of  
TBA-RP (p < 0.001) by 172.5% was noted, occurring  
against the background of a statistically significant  
decrease (p = 0.004) in SOD activity by 40.0% and  
a 20.0% decrease (p = 0.4) in catalase activity (Table 2).

These signs of activation of lipid peroxidation (LPO)  
processes and exhaustion of the antioxidant system  
(AOS) led to a statistically significant decrease (p = 0.002)  
in the integral indicator of LPO-AOS – API – by 71.0%  
compared to the indicators of intact rats (see Fig. 2).  
The demonstrated activation of LPO aligns with litera- 
ture data on the development of oxidative stress in  
patients with AIH [50].

Підвищення рівня білірубіну класифікують як  
пряму (кон’юговану) гіпербілірубінемію та непряму  
(некон’юговану) гіпербілірубінемію [48, 49]. Виявлене  
нами підвищення рівня білірубіну та його фракцій на  
тлі АІГ у щурів належить до прямої гіпербілірубінемії,  
оскільки відбувалось переважно за рахунок прямого  
білірубіну. Як відомо, гемоліз є найчастішою причи- 
ною непрямої гіпербілірубінемії, за якою слідує синд- 
ром Жильбера. З іншого боку, пряма гіпербілірубінемія  
вказує на патологію печінки, включаючи холестатичну  
реакцію на ліки, аутоімунне холестатичне захворю- 
вання та обструкцію жовчних шляхів [48, 49].

Застосування референс-препарату силібору ніве- 
лювало порушення пігментного обміну, індукованого  
розвитком АІГ у щурів. Встановлено, що рівень загаль- 
ного білірубіну у щурів з АІГ, яким вводили силі бор,  
статистично вірогідно (р ˂ 0,001) на 41,0% був нижчим  
за показники тварин з АІГ без лікування (див. табл. 1).

Серед досліджуваних БКБЗ введення КЕС супро- 
воджувалось зіставлюваною з силібором здатністю  
нормалізувати рівень загального білірубіну у щурів  
з АІГ. Рівень вказаного показника статистично віро- 
гідно (р˂0,001) знизився на 40,2% та становив  
20,0 ммоль/л. В той же час введення КЕС поступалось  
за здатністю нормалізувати пігментний обмін іншим  
БКБЗ (див. табл. 1).

Інші БКБЗ (КЕП та КС-МСК) перевищували  
за здатністю нормалізувати пігментний обмін у щурів  
з АІГ як КЕС, так і референс-препарат силібор.  
Так, на тлі введення КЕП рівень загального білірубіну  
у щурів з АІГ статистично вірогідно знизився (р ˂  0,001)  
на 49,6%, а на тлі введення КС-МСК – статистично  
вірогідно знизився (р ˂  0,001) на 52,6% відносно показ- 
ників щурів контрольної групи та становив відпо- 
відно 16,9 ммоль/л та 15,9 ммоль/л (див. табл. 1).

Варто зазначити, що на тлі застосування КС-МСК від- 
мічено тенденцію до відновлення пропорційного спів- 
відношення прямого та непрямого білірубіну. Так, на тлі  
введення КС-МСК співвідношення прямий: непрямий  
білірубін становило 1:1,3; на тлі введення силібору –  
1:1,2; в той час як на тлі введення досліджуваних 
кріоекстрактів аналогічні співвідношення залишались  
незмінними та становили 1:1, як і у тварин контрольної  
групи (1:1), в той час як у інтактних тварин аналогічне  
співвідношення дорівнювалось 1:1,7.

Таким чином, за здатністю нормалізувати пігмент- 
ний обмін на тлі АІГ досліджувані БКБЗ можна розта- 
шувати у такій послідовності (за % зниження загаль- 
ного білірубіну відносно показників тварин групи  
контролю): КС-МСК (52,6%; р ˂ 0,001) ˃ КЕП (49,6%;  
р ˂ 0,001) ˃ КЕС (40,2%; р ˂ 0,001).

Дослідження стану антиоксидантно-прооксидант- 
ного гомеостазу у тканинах печінки на тлі розвитку  
АІГ показало, що при розвитку аутоімунного ураження  
печінки у щурів відмічено статистично вірогідне  
зростання вмісту ТБК-РП (р ˂ 0,001) на 172,5%, що  
відбувалось на тлі статистично вірогідного зниження  
(р = 0,004) активності СОД на 40,0% та зниження  
на 20,0% (р = 0,4) активності каталази (табл. 2).

Вказані ознаки активації процесів перекисного  
окиснення ліпідів (ПОЛ) та виснаження антиоксидант- 
ної системи (АОС) призвели до статистично віро- 
гідного зниження (р = 0,002) інтегрального показника  
ПОЛ-АОС – АПІ на 71,0% відносно показників інтакт- 
них щурів (рис. 2). Показана активація ПОЛ узгоджу- 
ється з даними літератури про розвиток оксидантного  
стресу у хворих на АІГ [50].
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Таблиця 2. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на біохімічні показники 
перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи в гомогенатах печінки щурів з АІГ  

на 52 день експерименту (M ± m (95% ДІ) або Ме [LQ; UQ], n = 42)
Table 2. Effect of cryoextract of placenta, cryoextract of spleen, conditioned medium of mesenchymal stem cells,  
and silybor on biochemical indicators of lipid peroxidation and the antioxidant system in liver homogenates of rats  

with autoimmune hepatitis on day 52 of the experiment (M ± m (95% CI) or Me [LQ; UQ], n = 42)

Досліджуваний 
показник, одиниці 

вимірювання 
Studied indicator, 

units of  
measurement

Умови експерименту / Experimental conditions
Група I
Group І 
(1, n=7)

Група II
Group ІІ
(2, n=7)

Група III
Group ІІІ
(3, n=7)

Група IV
Group ІV 
(4, n=7)

Група V
Group V 
(5, n=7)

Група VI
Group VІ
(6, n=7)

Інтактні щури
Intact rats

Контроль (АІГ  
без лікування)

Control (AIH  
without treatment)

АІГ + силібор
AIH + silibor

АІГ + КЕП 
AIH + CEP

АІГ + КЕС 
AIH + CES

АІГ + КС-МСК 
AIH + CM-MSC

ТБК-РП,  
мкмоль/кг тканини 
TBA-RP,  
μmol/kg of tissue

5,7±0,57
(95% ДІ/CI:
4,6–6,8)

15,6±1,09
(95% ДІ/CI:
13,4–17,7)
р1<0,001 [172,5%]

8,9±0,86
(95% ДІ/CI:
7,2–10,5)
р2<0,001 [43,1%]

11,1±0,63 
(95% ДІ/CI:
9,9–12,4)
р2<0,01 [28,4%]
р3<0,1 [25,8%]

11,9±1,24 
(95% ДІ/CI:
9,4–14,3)
р2<0,05 [23,9%]
р3<0,1 [31,3%]

6,4±0,53  
(95% ДІ/CI: 
5,4–7,5)  
р2<0,001 [58,7%]
р3<0,05 [27,4%]

Каталаза,  
мкат/кг тканини 
Catalase,  
μkat/kg of tissue

2,1±0,46 
(95% ДІ/CI:
1,2–3,0)

1,7±0,29
(95% ДІ/CI: 
1,2–2,3)
р1=0,4 [20,0%]

2,3±0,42 
(95% ДІ/CI:
1,5–3,1)
р2=0,3 [33,3%]

2,1±0,34 
(95% ДІ/CI: 
1,5–2,8)
р2=0,4 [25,0%]
р3=0,8 [6,3%]

1,9±0,34 
(95% ДІ/CI: 
1,2–2,5)
р2=0,8 [8,3%]
р3=0,4 [18,8%]

2,0±0,31  
(95% ДІ/CI:
1,4–2,6)  
р2=0,5 [16,7%]
р3=0,6 [12,5%]

СОД, ум. од. / кг 
SOD,  
conditional units/kg

5,0 [3,5; 7,5] 3,0 [2,0; 3,0]
р1=0,004 [40,0%]

5,0 [4,5; 7,5]
р2=0,006 [66,7%]

4,0 [2,5; 5,5] 
р2=0,08 [33,3%]
р3=0,1 [20,0%]

4,0 [2,5; 6,0]  
р2=0,3 [20,0%]
р3=0,3 [20,0%]

5,0 [4,5; 9,0]
р2=0,006 [66,7%]
р3=0,3 [0%]

Рис. 2. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на значення антиоксидантно-прооксидантного індексу  
в гомогенатах печінки щурів з АІГ

Fig. 2. Effect of cryoextract of placenta, cryoextract of spleen, conditioned medium of mesenchymal stem cells,  
and silybor on the values of the antioxidant-prooxidant index in liver homogenates of rats with AIH

Примітки:
Розподіл величин кожної групи вибіркової сукупності нормальний. 
Бокси включають значення стандартної похибки середнього 
арифметичного, вертикальні лінії за межами боксів –  
95% довірчий інтервал. 
Горизонтальна лінія всередині боксу – середнє 
арифметичне значення.
● – p < 0,05 відносно показників інтактних щурів.

Notes:
The distribution of values in each group of the sample  
population is normal.
The boxes include the values of the standard error of the mean, 
and the vertical lines outside the boxes represent  
the 95% confidence interval.
The horizontal line inside the box indicates the mean value.
● – p < 0.05 relative to the indicators of intact rats.

Примітки:
р1 – рівень статистичної вірогідності розбіжності показників; 
[%] – значення розбіжностей показників у відсотках;
Індексами 1, 2, 3 вказано номер групи, з показниками якої 
проведено порівняння.

Notes:
p1 – level of statistical significance of the difference in indicators;
[%] – values of the differences in indicators as a percentage;
Indices 1, 2, 3 indicate the number of the group with which the 
comparison was made.
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Досліджувані кріоекстракти поступались за здат- 
ністю нівелювати ПОЛ референс-препарату силібору.  
Так, рівень ТБК-РП у щурів з АІГ на тлі введення  
силібору становив 8,9 мкмоль/кг тканини, в той час  
як на тлі введення КЕП цей показник становив  
11,1 мкмоль/кг тканини, а на тлі введення КЕС –  
11,9 мкмоль/кг тканини, що відповідно на 28,4%  
(р ˂ 0,01) та на 23,9% (р ˂ 0,05) було нижче за показ- 
ники щурів контрольної групи (табл. 2).

Найвиразніше пригнічення процесів ПОЛ відмі- 
чено на тлі застосування КС-МСК у щурів з АІГ –  
рівень ТБК-РП статистично вірогідно (р ˂ 0,001) 
знизився на 58,7% відносно тварин контрольної групи  
та становив 6,4 мкмоль/кг тканини (див. табл. 2).

За здатністю відновлювати активність каталази  
у тканинах печінки на тлі АІГ у щурів всі досліджувані  
БКБЗ поступались референс-препарату силібору.  
Так, за здатністю відновлювати активність каталази  
досліджувані засоби можна розташувати у такій по- 
слідовності (за % зростання щодо показників щурів  
контрольної групи): силібор (33,3%; р = 0,3) ˃  
КЕП (25,0%; р = 0,4) ˃ КС-МСК (16,7%; р = 0,5) ˃  
КЕС (8,3%; р = 0,8).

За здатністю відновлювати активність СОД у щурів  
на тлі АІГ досліджувані кріоекстракти поступались  
за ефективністю рефренс-препарату силібору. В той  
же час, встановлено, що введення КС-МСК чинило  
зіставлюваний з силібором вплив на активність СОД, –  
її активність статистично вірогідно (р = 0,006) зросла  
на 66,7% відносно показників щурів контрольної  
групи (див. табл. 2).

За здатністю відновлювати баланс в системі  
ПОЛ-АОС досліджувані БКБЗ можна розташувати  
у такій послідовності (% зростанні АПІ відносно показ- 
ників тварин контрольної групи): КС-МСК (201,4%;  
р=0,005) ˃ КЕП (85,3%; р=0,002) ˃ КЕС (57,5%; р=0,1).

Встановлені антиоксидантні властивості у КС-МСК  
узгоджувались з даними літератури про наявність за- 
значеної активності у похідних МСК [51]. Встановле- 
ний нами модулюючий вплив КЕП на ПОЛ-АОС узгод- 
жується з попередніми дослідженнями аналогічної  
активності БКБЗ, у тому числі КЕП та КС-МСК [52, 53].

The studied cryo-extracts were inferior in their ability  
to mitigate LPO compared to the reference drug Silibor.  
Thus, the level of TBA-RP in rats with AIH after Silibor  
administration was 8.9 μmol/kg of tissue, while after KEP  
administration, this indicator was 11.1 μmol/kg of tissue,  
and after KES administration, it was 11.9 μmol/kg of  
tissue, which was 28.4% (p < 0.01) and 23.9% (p < 0.05)  
lower than the indicators of the control group (Table 2).

The most pronounced suppression of LPO pro- 
cesses was noted after the administration of MSC-CM  
in rats with AIH – the level of TBA-RP statistically signi- 
ficantly (p < 0.001) decreased by 58.7% compared  
to the control group animals, amounting to 6.4 μmol/kg  
of tissue (see Table 2).

In terms of the ability to restore catalase activity  
in the liver tissues against the background of AIH in rats,  
all studied ACBAs were inferior to the reference drug  
Silibor. Thus, the studied agents can be ranked in the  
following order (by % increase relative to the indicators  
of the control group): silibor (33.3%; p = 0.3) >  
CEP (25.0%; p = 0.4) > KS- MSC-CM (16.7%; p = 0.5) >  
CES (8.3%; p = 0.8).

In terms of the ability to restore SOD activity in rats  
with AIH, the studied cryo-extracts were less effective  
than the reference drug Silibor. At the same time, it was  
found that the administration of MSC-CM had an effect  
on SOD activity comparable to that of silibor – its activity  
statistically significantly (p = 0.006) increased by 66.7%  
relative to the indicators of the control group (see Table 2).

In terms of restoring balance in the LPO-AOS system,  
the studied ACBAs can be ranked in the following  
order (by % increase in API relative to the indicators of  
the control group animals): MSC-CM (201.4%; p = 0.005) >  
CEP (85.3%; p = 0.002) > CES (57.5%; p = 0.1).

The established antioxidant properties of MSC-CM  
were consistent with literature data regarding the  
presence of such activity in derivatives of MSC [51].  
The modulatory effect of CEP on LPO-AOS that we  
established aligns with previous studies on the similar  
activity of ACBAs, including CEP and MSC-CM [52, 53].

ВИСНОВКИ CONCLUSIONS

На тлі розвитку АІГ у щурів відмічалось зростання  
(р ˂ 0,001) рівня загального білірубіну на 148,9%,  
зростання вмісту ТБК-РП (р ˂0,001) на 172,5%, зни- 
ження (р = 0,004) активності СОД на 40,0% та знижен- 
ня на 20,0% (р = 0,4) активності каталази.

За здатністю нормалізувати пігментний обмін на  
тлі АІГ досліджувані БКБЗ можна розташувати у такій  
послідовності (за % зниження загального білірубіну  
відносно показників тварин групи контролю): КС-МСК  
(52,6%; р ˂ 0,001) ˃ КЕП (49,6%; р ˂ 0,001) ˃ КЕС  
(40,2%; р ˂ 0,001).

За здатністю відновлювати баланс в системі  
ПОЛ-АОС досліджувані БКБЗ можна розташувати  
у такій послідовності (% зростанні АПІ відносно показ- 
ників тварин контрольної групи): КС-МСК (201,4%;  
р=0,005) ˃ КЕП (85,3%; р=0,002) ˃ КЕС (57,5%; р=0,1).

Against the background of AIH development in rats,  
there was an increase (p < 0.001) in the total bilirubin  
level by 148.9%, an increase in the TBA-RP content  
(p < 0.001) by 172.5%, a decrease (p = 0.004) in SOD  
activity by 40.0%, and a decrease in catalase activity  
by 20.0% (p = 0.4).

In terms of the ability to normalize pigment meta- 
bolism against the background of AIH, the studied  
ACBAs can be ranked in the following order (by % decre- 
ase in total bilirubin relative to the indicators of the  
control group animals): MSC-CM (52.6%; p < 0.001) >  
CEP (49.6%; p < 0.001) > CES (40.2%; p < 0.001).

In terms of the ability to restore balance in the  
LPO-AOS system, the studied ACBAs can be ranked  
in the following order (by % increase in API relative  
to the indicators of the control group animals): MSC-CM  
(201.4%; p = 0.005) > CEP (85.3%; p = 0.002) > CES  
(57.5%; p = 0.1).
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Перспективи подальших досліджень Prospects for further research

Встановлені антиоксиданті властивості досліджуваних  
БКБЗ, на тлі їх здатності нормалізувати пігментний обмін  
у тварин з експериментальним аутоімунним ураженням  
печінки, вказує на доцільність подальших досліджень  
гепатопротекторної активності вказаних біотехнологічних  
засобів, у тому числі на тлі аутоімунних захворювань.

The established antioxidant properties of the studied ACBAs,  
alongside their ability to normalize pigment metabolism in  
animals with experimental autoimmune liver damage, indicate  
the need for further research into the hepatoprotective activity  
of these biotechnological agents, including in the context  
of autoimmune diseases.
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