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КЛІНІЧНА ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА МЕДИЦИНА

we determined the presence of phenotypic signs of the connective tissue dysplasia syndrome and the degree of its 
severity. To construct a mathematical model of the individual prognosis of the probability of development of myopia 
in children we used the equation of binary logistic regression. The statistical significance of the model was calculated 
by the Omnibus Test. To assess the relative quality of the model, ROC analysis, as well as 95% CI, was used.

Results and discussion. To select the most significant signs associated with the risk of myopia, a method of step-
by-step exclusion was used, which selected 7 factorial signs with certain regression coefficients. The model of the 
prognosis of the probability of development of acquired myopia in children included refractive corneal force, axial 
length of the eye, radius of curvature of the cornea, cornea diameter, reserve of relative accommodation, degree of 
connective tissue dysplasia, heredity of the disease. Classification ability of the model was determined according to 
the data of the training sample and amounted to 84.6%. At the same time, the probability of a positive result when 
using this model was 80.8%, and the probability of a true negative result – 88.5%. The sensitivity of the model was 
equal to 87.5%, and the specificity was 82.1%. The statistical significance of this model was confirmed by the Omni-
bus Test (χ2 = 24,479; df = 7; p <0.001). The evaluation of the quality of the model using the ROC analysis showed a 
good quality of the classification of characteristics: AUC was 0.897, p <0.0001 (95% CI 0.81-0.98).

Conclusion. The risk of acquired myopia was determined by a set of factors: individual anatomical-optical param-
eters of the eye, state of accommodation, heredity, which were closely related to the manifestations of connective 
tissue dysplasia.

Prospects for further research are to develop measures aimed at the prevention and timely detection of children 
prone to the development of acquired myopia.
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Стаття надійшла 25.02.2018 року

Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами. Стаття містить результати дослі-
джень, проведених в рамках НДР: «Дослідити вплив 
ксеногенної трансплантації нативних та трансфікова-
них мезенхімальних стовбурових клітин на перебіг 
експериментального алергічного енцефаломієліту», 
№ державної реєстрації 0113U000285 та «Дослідити 
біологічні властивості та визначити відновлюваль-
ний потенціал кріоконсервованих мезенхімальних 
стовбурових клітин пуповини людини при лікуванні 
рухових порушень в експерименті», № державної 
реєстрації: 0116U001030.

Вступ. На різних етапах патогенезу розсіяного 
склерозу (РС) і його моделі – експериментального 
алергічного енцефаломієліту (ЕАЕ) суттєву роль віді-
грає поєднання запалення, демієлінізації, дегенера-
ції нейроцитів і аксонів. Нейродегенеративні зміни 
при РС виникають в умовах дефіциту трофічних фак-

торів та мієлінутворюючих клітин [1] і розвиваються 
під впливом різних субстанцій (цитокінів, протеаз, 
оксиду азоту (NO-), продуктів перекисного окислення 
ліпідів тощо), які виділяють імунокомпетентні кліти-
ни, мікроглія, макрофаги та інші активовані клітини 
[2,3]. Безпосередній патогенний вплив вірусу або ін-
шого, поки що невизначеного зовнішнього цитоток-
сичного чинника, стимуляція апоптозу олігодендро-
цитів і нейронів також спричиняють демієлінізацію 
і некроз. Тобто, патогенетичні зміни при цих захво-
рюваннях складаються з одного боку з наявності 
агресивного деструктивного аутоімунитету, запальні 
прояви та інтенсивність якого прогресують, а з дру-
гого боку – з дегенеративно-дистрофічних явищ у 
вогнищах запалення у паренхимі ЦНС, процесів ре-
генерації, які неадекватні ступеню дегенерації [4]. 
Тому розробка лікувальних стратегій повинна бути 
спрямована на забезпечення протизапальної дії, 
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супресії деструктивного аутоімунитету та створення 
сприятливих умов для поновлення мієліноутворення 
у ЦНС хворих.

Виходячи з цього, з урахуванням не високої 
ефективності існуючих методів лікування, протягом 
останніх років в експериментальних дослідженнях 
при запально-дегенеративних процесах ЦНС широко 
вивчається можливість використання стовбурових 
клітин (СК) [5].

Дані літератури засвідчують більш виражені іму-
носупресивні властивості мезенхімальних стовбуро-
вих клітин (МСК) пупкового канатика в порівнянні з 
аналогічними клітинами з інших джерел, що, поряд 
з іншими перевагами, свідчить про перспективність 
використання їх в регенеративній медицині [6].

МСК з Вартонових драглів добре проліферують in 
vitro, мають унікальні властивості (здатність до мігра-
ції, трансдиференціювання в клітини ектодермаль-
ного походження, справляють системний і локаль-
ний імуномодулюючий вплив за рахунок швидкого 
збільшення регуляторних лімфоцитів і зменшення 
кількості активованих антигенпрезентуючих клітин). 
Наряду з цим МСК здатні стимулювати синтез і само-
стійно синтезувати цілий ряд протизапальних цитокі-
нів. Ці властивості можуть бути надзвичайно важли-
вими для корекції аутоімунних станів.

При цьому існує кілька суттєвих обмежень. СК не-
обхідно вводити в лікворні простори ЦНС, оскільки 
при системному введенні вони не здатні проникати 
через гемато-енцефалічний бар’єр [7]. СК здатні про-
дукувати протизапальні цитокіни і стимулювати гліо-
генез. Збільшенню концентрації цих факторів може 
сприяти перенос відповідних генів у складі вірусних 
векторів, якими трансфікуються СК (ex vivo перене-
сення гена) [8].

Це своєрідний альянс клітинної та генної терапії, 
який дозволяє уникнути недоліків і посилити пере-
ваги обох методів. МСК мають значний відновний 
потенціал, який реалізується за рахунок секреції 
ними широкого спектра цитокінів та ростових фак-
торів, модифікація клітин за допомогою генетичних 
конструкцій, кодуючих гени цих білків, дозволяє по-
силити паракринні ефекти трансплантованих клітин 
і підвищити їх терапевтичні властивості. Можливість 
використання СК та їхніх похідних у якості перенос-
ників терапевтичних генів із тривалістю їхньої екс-
пресії, що відносно регулюється, представляє вели-
чезний інтерес для лікування різних захворювань 
людини. Ушкоджуючі фактори вогнища запалення 
негативно впливають на життєдільність введених 
МСК [9], імовірно створюючи обмеження для по-
вноцінної реалізації їх терапевтичного потенціалу. 
Тому перспективною видається ідея одночасного за-
стування МСК і зниження рівня запалення. Одним із 
ключових протизапальних цитокінів вважають інтер-
лейкін 10 (IЛ-10). В окремих роботах показано клю-
чову роль IЛ-10 у попередженні розвитку та лікуванні 
аутоімунних станів та аутоімунних захворювань ЦНС 
[10]. Він безпосередньо інгібує експресію прозапаль-
них цитокінів IЛ-1, IЛ-2, IЛ-3, IЛ-6, IЛ-8, IЛ-12, INF-γ, 
TNF-α, а також пригнічує презентацію антигенів анти-

ген-презентуючими клітинами, зменшує активність 
цитотоксичних клітин кілерів, нормальних кілерів, 
моноцитів та макрофагів [11,12]. IЛ-10 бере участь в 
усуненні запалення динамічним чином, впливає на 
залучення у область ушкодження власних мульти-
потентних клітин, а також клітин-попередників, що 
забезпечують первинну репарацію тканини. Завдяки 
цьому він оптимізує зону терапевтичної реалізації 
власних і трансплантованих СК [13]. Нами було зро-
блено припущення, що одночасне застосування МСК 
та IЛ-10 зможе взаємно посилити їх терапевтичний 
ефект. Беручи до уваги особливості і унікальні влас-
тивості МСК Вартонових драглів пуповини, нами 
проведено експериментальне комплексне вивчення 
ефективності застосування МСК при вогнищевих ура-
женнях ЦНС щурів з модельованим експерименталь-
ним алергічним енцефаломієлітом (ЕАЕ) у комбінації 
з введенням ІЛ-10, з метою можливого створення 
нового імуногенетичного стану та корекції рухових 
порушень експериментальних тварин. МСК здатні 
тривало зберігати життєздатність у ЦНС тварин [14] 
і мають тропність до вогнищ ураження, що, на нашу 
думку, може бути корисним у випадку трансфекції у 
МСК генів, кодуючих синтез IЛ-10.

Застосування генетично модифікованих стовбу-
рових клітин, які забезпечують локальну доставку 
терапевтичного трансгена безпосередньо в орган-
мішень, здатне забезпечити високий терапевтичний 
ефект при одночасному зниженні кількості та сили 
прояву побічних ефектів лікування.

Мета роботи: дослідити вплив нативних мезен-
хімальних стовбурових клітин Вартонових драглів 
пуповини людини та трансфікованих геном IЛ-10 на 
клінічний перебіг ЕАЕ.

Об’єкт і методи дослідження. Дослідження про-
ведені в лабораторії експериментальної нейрохірур-
гії відділу експериментальної нейрохірургії та клініч-
ної фармакології ДУ «Інститут нейрохірургії ім. акад. 
А.П. Ромоданова НАМН України» на 46 білих безпо-
родних статевозрілих щурах-самицях вагою 200-230 
г. Тварини розводки віварію ДУ «Інститут нейрохірур-
гії ім. акад. А.П. Ромоданова НАМН України» утриму-
вали в стандартних умовах віварію із забезпеченням 
вільного доступу до води та їжі.

Всі процедури з дослідними щурами виконували 
у відповідності з міжнародними правилами і нор-
мами European Communities Council Directives of 24 
November1986, 86/609/EEC та згідно принципів «Єв-
ропейської Конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються для експериментальних та на-
укових цілей» (Страсбург, 1986) [15] і Закону України 
№3447-IV«Про захист тварин від жорстокого пово-
дження» от 21.20.2006 [16].

АЕ індукували гомогенатом спинного мозку щурів 
з повним ад’ювантом Фрейнда (фірма «SIGMA», 
USA) згідно методики Г.С Давидової із співвідношен-
ням ад’юванту Фрейнда до мозкової тканини 1,6:1, 
що дозволило отримати хронічний рецидивуючий 
перебіг ЕАЕ середнього ступеня важкості. Енцефалі-
тогенну суміш вводили у подушечки кінцівок щурів із 
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розрахунку 50 мг енцефалітогенної суміші на кожну 
тварину.

Розподіл на експериментальні групи представле-
но в табл. 1. Щурів з ЕАЕ лікували внутрішньовенним 
чи субокципітальним введенням у різних поєднан-
нях МСК та IL-10 і МСК, трансфікованих геном ІЛ – 10 
(МСКТ). В наших попередніх роботах виявлено, що 
максимум клінічних проявів у тварин з ЕАЕ спосте-
рігається на 17 добу після індукції ЕАЕ [17], тому ми 
виділили групу тварин, яким на 10-у добу внутріш-
ньовенно вводили IL-10 з метою протизапального 
впливу. На піку клінічних проявів на 16-у добу твари-
нам вводили МСК або МСКТ, розраховуючи оцінити 
протизапальний вплив і здатність МСК та МСКТ по-
переджувати процеси демієлінізації і пришвидшу-
вати ремієлінізацію ЦНС на морфологічному рівні. 
Рекомбінантний IL-10 людини був отриманий в Ін-
ституті молекулярної біології і генетики НАН України 
і люб’язно наданий для проведення експерименту.  

Отримання, ідентифікація, культивування, визна-
чення життєздатності МСК проводили співробітники 
ДУ «ІГРМ НАМН» та Інституту молекулярної біології 
та генетики НАН України у відповідності до описа-
ного раніше протоколу [18]. Для оцінки стану куль-
тур використовували інвертований мікроскоп «Leica 
DMIL» (Німеччина). FACS-аналіз експресії поверхне-
вих маркерів МСК (CD105, CD90, CD73 – «BD», США) 
виконано на сортері «BD FACSAria» із застосуванням 
програмного забезпечення «BD FACSDiva» у відділі 
клітинних та тканинних технологій ДУ «Інститут гене-
тичної та регенеративної медицини НАМН України». 
Більш ніж 95% клітин 2-го пасажу були позитивними 
за вказаними маркерами.

МСК 2-го пасажу трансфікували плазмідою, що 
містить кДНК-овий варіант гена IL-10 [19] і маркер-
ний ген зеленого флуоресцентного білка (GFP) під 
регуляцією конститутивного промотора ранніх генів 
цитомегаловірусу (CMV). Трансфекцію проводили 
за допомогою трансфекційного реагенту TurboFect 
(Termo Scientific) за протоколом фірми-виробника. 
Через 24 години після початку трансфекційної про-
цедури МСКТ відкріплювали від субстрату за допо-
могою розчину трипсину і ЕДТА, ресуспендували у 
фосфатному буфері в об’ємі 100 мкл і вводили екс-
периментальним щурам субокципітально у кількості 
1 млн клітин на тварину. Паралельну пробу аналізу-
вали методом проточної цитофлуориметрії на FACS 
Aria і визначали відсоток трансфікованих клітин за 
маркерним білком GFP. Ця величина становила 20%.

Для внутрішньовенного введення IL-10 на 11 
добу після індукції ЕАЕ тварину розташовували у фік-
саторі, тильну поверхню основи хвоста обробляли 
толуолом, що дозволяло отримати набряк поверх-
невих вен, який суттєво полегшує внутрішньовенне 
введення суспензії.

Для субокципітального введення суспензії на 17 
добу після індукції ЕАЕ щурів наркотизували (почат-
кова доза 2% розчину тіопенталу складала 0,5 мл 
внутрішньочеревно, з поступовим титруванням по 
0,1 мл). Задню поверхню шиї та потилицю тварин ви-
стригали ножицями та тричі обробляли спиртовим 

розчином йоду. В положенні максимального зги-
нання шиї пунктували велику потиличну цистерну і 
за допомогою інсулінового шприца вводили 0,1 мл 
суспензії МСК (1 х10 6  нативних клітин).

Клінічні спостереження за тваринами проводи-
ли щоденно протягом 35 діб. Для кожної тварини 
окремо визначали ступінь тяжкості з урахуванням 
зовнішніх ознак та клінічного стану за такими озна-
ками: м’язовий тонус кінцівок, тонус хвоста, стан 
сфінктерів, наявність парезів та паралічів, артрити, 
трофічні зміни на кінцівках. Ступінь тяжкості оціню-
вали в балах, як описано [20]. У подальшому тварин 
обстежували 2 рази на тиждень до 65 доби.

Для статистичної обробки отриманих даних за-
стосовували методи варіаційної статистики. Нор-
мальність розподілу даних перевіряли за критерієм 
Шапіро-Уїлкі. Для міжгрупового порівняння середніх 
значень використовували непараметричний крите-
рій U-Манна-Уїтні. Для співставлення значень одного 
і того ж показника в різні проміжки часу застосовува-
ли непараметричний критерій Вілкоксона. З метою 
деталізації відновного процесу проводили аналіз 
динамічних рядів, де щоденний абсолютний приріст 
(спад) стану піддослідних тварин в балах визначали 
за формулою:

Абс. приріст = xn-xn-1, де n – доба спостереження;
а прискорення приросту (спаду) обчислювали за 

формулою:
Прискорення приросту(спаду) = (абс.прирістn / 

xn-1) *100%
Усереднені величини представляли у вигляді 

М±m, де М – середнє значення величини, а m – стан-
дартна похибка середнього значення величини.

Для більшої наочності динаміки клінічного стану 
експериментальних тварин на графіках за допомо-
гою стандартного програмного пакету MS Excel 2003 
додатково будували тренди апроксимації часових 
послідовностей. Використовували поліноміальний 
алгоритм з мірою полінома – 6.

Статистичний аналіз і графічне представлення 
результатів виконували з використанням пакета про-
грам MS Excel 2007 і STATISTICA 6.1 (StatSoft Inc., http: 
//www.statsoft.ru).

Результати дослідження та їх обговорення. До-
слідження перебігу ЕАЕ засвідчило, що інкубаційний 
період до перших проявів ЕАЕ склав 10 діб. Вважа-

Таблиця 1.
Розподіл тварин в експерименті

Група, 
№

Кількість 
тварин Лікування

1 8 Група порівняння, 
ЕАЕ без лікування

2 14 Введення МСК (в кількості 1 млн) 
субокципітально на 17 добу

3 10 Введення МСКТ (в кількості 1 млн) 
субокципітально на 17 добу

4 14

Введення IL-10 (в кількості 1 мкг/мл) 
внутрішньовенно на 10 добу, 

(1 мкг IL-10 + 1 млн МСК) с
убокципітально на 17 добу
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ється, що при ЕАЕ спостерігається спон-
танне видужання тварин. Така особливість 
є характерною для легкого перебігу ЕАЕ, 
при хронічному ремітуючому перебігу ЕАЕ 
у групі спостереження спонтанного оду-
жання не наступає. Дослідження перебігу 
ЕАЕ у контрольній групі тварин засвідчило 
розвиток середнього ступеня тяжкості за-
хворювання (1,3 – 1,8 бали) з хронічним 
ремітуючим перебігом.

Ми вивчили вплив на ЕАЕ субокципі-
тального введення трансфікованих МСК 
(група дослідження №3). На рис. 1 при-
ведено динаміку клінічного стану щурів, 
яким у ліквор великої потиличної цистер-
ни трансплантували трансфіковані МСК, 
та щурів групи порівняння. Після субок-
ципітального введення трансфікованих 
МСК щурам з ЕАЕ на 17 добу від початку 

експерименту, спостерігається статистич-
но незначуще погіршення стану відразу 
після лікування (критерій U-Манна-Уїтні; 
р=0,8) з 1,1±0,13 балів у групі порівняння 
до 1,6±0,14 балів у групі після введення 
МСКТ. Таке погіршення стану триває лише 
декілька діб і на 22 добу експерименту 
тяжкість перебігу у цій групі тварин, вже 
нижча (1,4±0,14 бали) за тяжкість у групі 
спостереження, в якій настає пік клінічних 
проявів ЕАЕ (1,8±0,25 бали) при статистич-
но незначущій різниці (критерій U-Манна-
Уїтні; р=0,2). Далі спостерігається швидкий 
регрес клініки ЕАЕ у групі № 4 до повного 
клінічного одужання на 32 добу (критерій 
Вілкоксона; р=0,008 на 26 добу, і р=0,005 
на 32 добу відносно 22 доби досліджен-
ня). При цьому тварини у цій групі реа-
гували на лікування різноманітно – були 
тварини, які одужали швидше, були також 
такі тварини, у яких за відсутності клініч-
них проявів ЕАЕ спостерігалися трофічні 
розлади у кінцівках. 

Загалом, з 22 доби від індукції ЕАЕ, у 
всіх експериментальних групах спостері-
гається позитивна динаміка перебігу за-
хворювання з повним клінічним одужан-
ням тварин. У тварин групи порівняння 
при цьому розвивається хронічний ремі-
туючий перебіг ЕАЕ.

У групі тварин №4, яким в дебюті за-
хворювання (10 доба) внутрішньовенно 
введено ІЛ-10, після субокципітального 
введення МСК на піку захворювання (17 
доба) тяжкість перебігу ЕАЕ статистично 
значуще збільшується у першу добу після 
трансплантації (рис. 2) – до 2,07±0,17 
балів відносно 1,1±0,13 балів у групі порів-
няння (критерій U-Манна-Уїтні; р=0,04). 
Це, очевидно, можна пояснити великою 
кількістю клітин, які потрапляють у ліквор 
потиличної цистерни щурів, та впливом 

Рис. 2. Динаміка клінічного стану щурів групи №4 (лікування інтерлейкіном 
(внутрішньовенно) та інтерлейкіном і мезенхімальними клітинами 

(субокципітально)).

Рис. 3. Порівняння динаміки клінічного стану щурів груп №2 і №3.

Рис. 1. Динаміка клінічного стану щурів групи №3 (лікування трансфікованими 
мезенхімальними клітинами (субокципітально)).
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наркотичних засобів. Зниження показника ступеню 
тяжкості стану експериментальних тварин групи №4 
відбувалося швидше, у порівнянні з щурами групи 
№2, які отримали лише ксеногенні МСК. При цьому в 
групі №4 на в 26 добу показник знижувався відносно 
групи №2 – від 0,7±0,13 до 0,4±0,14 балів – (крите-
рій U-Манна-Уїтні; р=0,2), проте різниця виявилася 
статистично незначущою. У нашому дослідженні 
простежується сучасна тенденція у клітинній терапії 
– більша ефективність комбінованого застосування 
засобів із різним механізмом дії, наприклад, стовбу-
рових клітин у комбінації з цитокінами.

При міжгруповому порівнянні перебіг ЕАЕ у екс-
периментальних групах відрізняється. Регрес тяжко-
сті стану ЕАЕ у щурів групи №3, починаючи з 22 доби 
дослідження, швидший ніж у групі №2, яким тран-
сплантовано тільки МСК (рис. 3), та майже не від-
різняється від групи №4, з двохетапним введенням 
IL-10 і МСК. Суттєва різниця між експерименталь-
ними групами відмічена на 32 добу спостереження, 
де в групі №3 наступило клінічне одужання всіх тва-
рин, на відміну від груп №2 і №4, в яких по 1 твари-
ні мали залишкові прояви патологічного процесу. В 
цей термін дослідження спостерігалася статистично 
значуща різниця між експериментальними групами 
і групою порівняння – з 0,6±0,18 балів у групі порів-
няння до 0 балів у групі після введення МСКТ та по 
0,07±0,07 у групах дослідження №2 і №4 (критерій 
U-Манна-Уїтні; р=0,04), проте між самими експери-
ментальними групами статистично значущих відмін-
ностей відмічено не було.

Таким чином, перебіг ЕАЕ у експериментальних 
групах тварин клінічно відрізняється. Величина віро-
гідності апроксимації розподілу R2, що в групі порів-
няння становить 0,84, а в експериментальних групах 

варіює від 0,95 до 0,96, вказує на те, що математична 
модель явища, що досліджується, підібрана з висо-
кою точністю.

Для унаочнення особливостей перебігу ЕАЕ був 
проведений міжгруповий аналіз динамічних рядів 
експериментальних груп тварин. При порівнянні 
динамічних рядів групи №3, яким вводили МСКТ, 
і групи №4, яка отримала МСК і IL-10, слід відміти-
ти, що в цілому, обидві лінії на рисунках 1 і 2 відо-
бражають позитивну динаміку відновного процесу 
з повним клінічним одужанням експериментальних 
тварин у цих групах до 32 доби. Так, групи №3 і №4 
(табл. 2) майже не відрізнялися числовими даними в 
балах в терміни 24-28 діб і їх динамічні ряди характе-
ризувалися зниженням показника ступеню тяжкості 
стану у ці терміни відповідно від -0,4 до -0,2 балів та 
від -0,5 до – 0,2 балів, а прискорення спаду показ-
ника ступеню тяжкості клінічного стану на 28 добу 
становило для обох вищевказаних груп дослідження 
-50 %. При цьому група №2 у порівнянні з групою №3 
за числовими даними в балах в терміни 24-28 діб ви-
глядала дещо гірше зі зниженням показника ступеню 
тяжкості відповідно від -0,3 до -0,1 балів, а приско-
рення спаду показника ступеню тяжкості клінічного 
стану для тварин групи дослідження №2 на 28 добу 
склало всього -14,3 % (табл. 2).

Отже, при любих схемах введення МСК сприяють 
повному одужанню тварин з ЕАЕ до 32 доби експе-
рименту. Ці показники статистично значуще відріз-
няються від групи порівняння. Перебіг захворювання 
після введення нативних ксеногенних МСКТ легший, 
ніж у групі тварин після введення нетрансфікова-
них нативних МСК. Проте показники є статистично  
незначущими.

Таблиця 2.
Аналіз динамічних рядів клінічного стану щурів з ЕАЕ та під впливом уведення МСК  

у різних комбінаціях

Доба ЕАЕ 
бали

Абсолют-
ний 

приріст 
(спад)

Приско-
рення 

(зниження) 
приросту %

ЕАЕ+ 
МСК 
бали

Абсолют-
ний 

приріст 
(спад)

Приско-
рення 

(зниження) 
приросту %

ЕАЕ+ 
МСКТ
бали

Абсолют-
ний 

приріст 
(спад)

Приско-
рення 

(зниження) 
приросту %

ЕАЕ+ 
IL-10+
МСК 
бали

Абсолют-
ний 

приріст 
(спад)

Приско-
рення 

(зниження) 
приросту %

2 0 немає немає 0 немає немає 0 немає немає 0 немає немає
0,15 0 немає 0,2 0,2 немає 0 0 немає 0,2 0,2 немає

6 0,2 0,15 33,3 0,25 0,05 25,0 0 0 немає 0,25 0,05 25
8 0,4 0,05 100 0,45 0,2 80 0,1 0,1 немає 0,4 0,15 60

10 0,5 0,2 25 0,45 0 0 0,25 0,15 150 0,55 0,15 37,5
12 0,75 0,1 50 0,8 0,35 77,8 0,7 0,45 180 0,9 0,35 63,6
14 0,9 0,25 20 0,9 0,1 12,5 1 0,3 43 1,1 0,2 22,2
16 1 0,15 11,1 1 0,1 11,1 1,2 0,2 20 1,3 0,2 18,2
18 1,1 0,1 10 1,5 0,5 50 1,6 0,4 33,3 2,07 0,8 59,2
20 1,3 0,1 18,2 1,5 0 0,0 2 0,4 25 1,9 -0,2 -8,2
22 1,8 0,2 38,5 1,4 -0,1 -6,7 1,4 -0,6 -30 1,3 -0,6 -31,6
24 1 0,5 -44,4 1,1 -0,3 -21,4 1 -0,4 -29 0,8 -0,5 -38,5
26 0,8 -0,8 -20 0,7 -0,4 -36,4 0,4 -0,6 -60 0,4 -0,4 -50
28 1 -0,2 25,0 0,6 -0,1 -14,3 0,2 -0,2 -50 0,2 -0,2 -50
30 0,2 0,2 -80 0,3 -0,3 -50 0,1 -0,1 -50 0,1 -0,1 -50
32 0,6 -0,8 200 0,07 -0,23 -76,7 0 -0,1 -100 0,07 -0,03 -30
34 1 0,4 67 0 -0,07 -100 0 0 немає 0 -0,07 -100

Примітка: Показники прискорення спаду і абсолютний спад стану піддослідних тварин позначені знаком «-».
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Europe. 2017 [cited 24 May 2017]. Available from: https://rm.coe.int/168007a67b. 

16. Zakon Ukrayiny «Pro zakhyst tvaryn vid zhorstokoho povodzhennya» vid 21.02.2006 No 3447-IV [Internet]. Verkhovna Rada of Ukraine. 2017 
[cited 24 May 2017]. Dostupno: http://zakon2.rada.gov.ua/laws/show/3447-15 [in Ukrainian].

17. Tsymbalyuk VI, Velychko OM, Verbovska SA, Pichkur LD, Shuvalova NS. Vplyv mezenkhimalnykh stovburovykh klityn z Vartonovoho studnya 
pupovyny lyudyny ta interleykinu-10 na povedinkovi reaktsiyi shchuriv z eksperymentalnym alerhichnym entsefalomiyelitom. Cell and organ 
transplantology. 2015;3(1):40-5. DOI: 10.25305/unj.45290 [in Ukrainian].

18. Tsymbalyuk VI, Deryabina JG, Shuvalova NS, Maslova OO, Pokholenko YO, Toporova OK, ta in. Fenotypovi zminy i proliferatyvnyy potentsial 
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2015;2:17-24. DOI: 10.25305/unj.45290 [in Ukrainian].

Таким чином, аналіз сучасних уявлень про патоге-
нез запально-дегенеративних захворювань ЦНС і ме-
ханізми відновлення ушкодженої нервової тканини, 
результати експериментальних досліджень і клінічні 
спостереження дозволяють вважати нейрохірургічні 
методи одним з перспективних способів лікування, 
що сприяє забезпеченню тканини мозку достатньою 
кількістю НТФ, відновленню кількості попередників 
олігодендроцитів, забезпечує доставку алогенних 
стовбурових нейрональних і прогеніторних клітин, 
зумовлює зменшення вираженості запалення у ЦНС 
у гострому періоді захворювання, пригнічення клі-
тинної аутоімунної відповіді на мієлінасоційовані 
білки. 

Висновки
1. Отримана нами модель відповідає хронічній 

рецидивуючій формі ЕАЕ, що дозволяє  детально ви-
вчити вплив різних факторів на клінічний перебіг за-
хворювання і уникнути летальності експерименталь-
них тварин.

2. Застосування МСКТ, протизапального IL-10 і 
МСК у різних комбінаціях сприяє повному клінічно-
му одужанню тварин до 32 доби експерименту від-
носно групи порівняння, де спонтанного клінічного 
одужання не наступає.

3. Аналіз динамічних рядів засвідчує більшу ефек-
тивність лікування у групі тварин №3 та групи №4, 
яким на 10 добу внутрішньовенно вводили IL-10, а на 
17 добу – МСК та IL-10, навіть не зважаючи на статис-
тично значуще тимчасове погіршення стану тварин 
після субокципітального введення МСК та інтерлей-
кіну. Прискорення спаду показника ступеню тяжкості 
клінічного стану в цих групах дослідження на 28 добу 
становило -50 %.

Перспективи подальших досліджень. Подальші 
найближчі дослідження будуть направлені на ви-
вчення здатності трансфікованих мезенхімальних 
стовбурових клітин синтезувати інтерлейкін-10 in 
vitro та in vivo. В залежності від отриманих результа-
тів, можлива клінічна апробація методу при запаль-
но-дегенеративних ураженнях ЦНС.
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ВПЛИВ КСЕНОГЕННОЇ ТРАНСПЛАНТАЦІЇ НАТИВНИХ І ТРАНСФІКОВАНИХ ГЕНОМ ІНТЕРЛЕЙКІНА-10 МЕЗЕН-
ХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН НА ПЕРЕБІГ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО АЛЕРГІЧНОГО ЕНЦЕФАЛОМІЄЛІТУ

Цимбалюк В. І., Пічкур Л. Д., Вербовська С. А., Акінола С. Т., Васлович В. В., Дерябіна О. Г.,  
Похоленко Я. О., Топорова О. К., Шувалова Н. С., Кордюм В. А.

Резюме. Мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) здатні стимулювати олігодендрогенез, секрецію проти-
запальних цитокінів, впливати на процеси де- і ре мієлінізації у ЦНС при експериментальному алергічному ен-
цефаломієліті (ЕАЕ). Мета роботи: дослідити вплив нативних МСК Вартонових драглів пуповини людини та 
трансфікованих (МСКТ) геном інтерлейкіна 10 (IЛ-10) на клінічний перебіг ЕАЕ. Об’єкт і методи. Досліджен-
ня проведено на 46 білих щурах-самицях вагою 200-230 г. Рецидивуючий перебіг ЕАЕ індукували введенням 
у подушечки задніх лапок гомогенату спинного мозку щурів з повним ад’ювантом Фрейнда (фірма «SIGMA», 
USA). Тварин розподілили на 4 групи з різною схемою внутрішньовенного або субокципітального введення 
ІЛ-10, МСК та МСКТ. Синтез рекомбінантного IЛ-10 та трансфекцію плазмідою, що містить кДНК-овий варіант 
гена ІЛ-10, в МСК Вартонових драглів пуповини людини 2-го пасажу проведено в Інституті молекулярної біо-
логії і генетики НАН України. Ступінь тяжкості клінічного стану оцінювали в балах. Статистичну обробку даних 
проводили за допомогою MS Excel 2007 і STATISTICA 6.1. Результати. У тварин всіх експериментальних груп 
виявлено середню важкість стану (1,3 – 1,8 бали) на піку захворюваності (20 – 22 доба) і хронічний ремітую-
чий перебіг захворювання. 

Застосування МСКТ (гр.3), протизапального IL-10 і МСК (гр.4) у різних комбінаціях сприяє повному клініч-
ному одужанню тварин до 32 доби експерименту. Порівняння динамічних рядів засвідчує більшу ефектив-
ність застосування на 10 добу внутрішньовенно IL-10 і на 17 добу – МСК з IL-10 та субокципітально МСКТ.

Прискорення спаду показника ступеню тяжкості клінічного стану в гр. 3 і 4 на 28 добу становило для обох 
вищевказаних груп дослідження – 50%.

Ключові слова: експериментальний алергічний енцефаломієліт, мезенхімальні стовбурові клітини, інтер-
лейкін-10, трансфекція гена, ксенотрансплантація.

ВЛИЯНИЕ КСЕНОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ НАТИВНЫХ И ТРАНСФЕЦИРОВАННЫХ ГЕНОМ ИНТЕРЛЕЙ-
КИНА-10 МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК НА ТЕЧЕНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО АЛЛЕРГИЧЕСКОГО 
ЭНЦЕФАЛОМИЕЛИТА

Цымбалюк В. И., Пичкур Л. Д., Вербовская С. А., Акинола С. Т., Васлович В. В., Дерябина О. Г.,  
Похоленко Я. О., Топорова О. К., Шувалова Н. С., Кордюм В. А.

Резюме. Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) способны стимулировать олигодендрогенез, секрецию 
противовоспалительных цитокинов, влиять на процессы де- и ремиелинизации в ЦНС при экспериментальном 
аллергическом энцефаломиелите (ЭАЭ). Цель работы: изучить влияние нативных МСК Вартониевого студня 
пуповины человека и трансфецированных (МСКТ) геном интерлейкина 10 (ИЛ-10) на клиническое течение 
ЭАЭ. Объект и методы. Исследования проведены на 46 белых крысах-самках весом 200-230 г. Рецидиви-
рующее течение ЭАЭ индуцировали введением в подушечки задних лапок гомогената спинного мозга крыс 
с полным адъювантом Фрейнда (фирма «SIGMA», USA). Животных разделили на 4 группы с разными схема-
ми внутривенного или субокципитального введения ИЛ-10, МСК и МСКТ. Синтез рекомбинантного ИЛ-10 и 
трансфекцию плазмидой, содержащей кДНК-овый вариант гена ИЛ-10, в МСК Вартонового студня пуповины 
человека 2-го пассажа проведено в Институте молекулярной биологии и генетики НАН Украины. Степень тя-
жести клинического состояния оценивали в баллах. Статистическую обработку данных проводили с исполь-
зованием MS Excel 2007 и STATISTICA 6.1. Результаты. У животных всех экспериментальных групп выявлено 
среднюю тяжесть состояния (1,3 – 1,8 балла) на пике заболевания (20 – 22 сутки) и хроническое реммитирую-
щее течение заболевания. Введение МСКТ (гр.3), противовоспалительного ИЛ-10 и МСК (гр.4) в разных ком-
бинациях способствует полному клиническому выздоровлению животных до 32 суток эксперимента. Сравне-
ние динамических рядов свидетельствует о большей эффективности использования на 10 сутки внутривенно 
ИЛ-10 и на 17 сутки – МСК с ИЛ-10 и субокципитально МСКТ. 

Ускорение снижения показателя степени тяжести клинического состояния животных в гр. 3 и 4 на 28 сутки 
составляло – 50%. 

Ключевые слова: экспериментальный аллергический энцефаломиелит, мезенхимальные стволовые 
клетки, интерлейкин-10, трансфекция гена, ксенотрансплантация.

EFFECT OF XENOGENEIC TRANSPLANTATION OF NATIVE GENE TRANSFECTED INTERLEUKIN 10 MESENCHYMAL 
STEM CELLS ON THE COURSE OF EXPERIMENTAL ALLERGIC ENCEPHALOMYELITIS

Tsymbaliuk V. I., Pichkur L. D., Verbovska S. А., Akinola S. Т., Vaslovich V. V., Deriabina E. G., Pokholenko I. O., 
Toporova O. K., Shuvalova N. S., Коrdium V. А.
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Abstract. The mesenchymal stem cells (MSC) of the Warton’s jelly of the human umbilical cord give 
immunomodulatory effects, stimulate oligodendrogenesis, secretion of anti-inflammatory cytokines, and decrease 
demyelinization in the central nervous system in experimental allergic encephalomyelitis (EAE). These properties 
can be extremely important for the correction of autoimmune states.

Aim of the study. To study the influence of the umbilical cord –derived MSC and anti-inflammatory IL-10 on EAE’s 
course. Object and methods. The study was conducted on 46 white, non-breeding, sexually mature female rats 
weighing 200-230 g. The recurrent course of the EAE was induced via injection of homogenate of the rat’s spinal 
cord with Freund’s adjuvant (produced by “SIGMA”, USA) into the hind limb on the plantar surface. Animals were 
divided into 4 groups with different intravenous or subccipital injection scheme IL-10, MSC and MSCT. All animals 
were divided into 4 groups depending on the MSC and IL-10 treatment scheme. Synthesis of recombinant IL-10 
and transfection with plasmid containing the cDNA variant of the IL-10 gene in MSC of Warton’s jelly of the human 
umbilical cord dangers of the 2nd passage were conducted at the Institute of Molecular Biology and Genetics of 
the National Academy of Sciences of Ukraine. The degree of gravity of the clinical condition was evaluated in balls. 
Statistical processing of the data was performed using MS Excel 2007 and STATISTICA 6.1. Results. In animals of all 
experimental groups, the average severity of the condition (1.3 – 1.8 points) was found at the peak of the illness 
(20-22 days) and the chronic remitting course of the disease. In the comparison group (No. 1), the peak of clinical 
manifestations was observed at 22 days. In rats of group 2 after transplantation of xenogeneous MSCs for 17 days 
from the induction of EAE, the state deteriorated statistically insignificantly. The peak of clinical manifestations EAE 
was displaced for 20 days. Next, there was a gradual regress of the EAE clinic with a complete clinical recovery for 32 
days. The course of EAE up to the peak of clinical manifestations in group № 4, which received two-stage treatment 
with interleukin and MSC, similar to the course of EAE in group № 2. However, after subocipital administration of 
interleukin and MSC at day 17th, the severity of the EAE course increases significantly in the first two days followed 
by a statistically insignificant faster improvement compared to group № 2. A similar dynamics of recovery is observed 
in-group № 3, which was introduced with subocipital administration of MSCT. Acceleration of the decline of the 
indicator of the severity of the clinical condition in groups 3 and 4 was for both of the above-mentioned study groups 
– 50% on the 28-th day. Conclusions. The use of MSCT, anti-inflammatory IL-10 and MSC in various combinations 
promotes complete clinical healing of animals up to 32th days of experiment. Comparison of dynamic rows shows 
a greater efficacy of intravenous use of IL-10 for 10th day and 17th day – of MSC with IL-10 and suboccipital MSCT.

Key words: experimental allergic encephalomyelitis, mesenchymal stem cells, interleukin-10, transfection of the 
gene, xenotransplantation.
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Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами. Роботу виконували у рамках держ-
бюджетної теми 0116U001533 «Енергетичні процеси 
у мітохондріях ракових клітин та гепатоцитів за дії 
азолів і похідних фурану з протипухлинною активніс-
тю».

Вступ. Онкологічні захворювання займають друге 
місце серед причин смертності населення після сер-
цево-судинних захворювань. Однією з найбільш по-
ширених форм неоплазії є лімфома, яка становить 
55,6% усіх випадків раку крові [1]. Лімфома – це 
група гематологічних захворювань лімфатичної тка-
нини, для якої характерне збільшення лімфатичних 
вузлів і неконтрольоване нагромадження у внутріш-
ніх органах ракових лімфоцитів. Лімфому Немет-Кел-
нера (NK/Ly) широко використовують як модель раку 

за дослідження ефектів різних протипухлинних хімі-
отерапевтичних препаратів [2].

Відомо, що неоплазматична трансформація тка-
нин супроводжується зміною окисно-відновної рів-
новаги внаслідок зростання рівня активних форм 
Оксигену (АФО). Це призводить до активації проце-
су перокcидного окиснення ліпідів (ПОЛ) [3,4]. ПОЛ 
проходить у всіх мембранних структурах, у т.ч. міто-
хондріях, мікросомах, оболонках еритроцитів, лізо-
сомах і мембранах ендоплазматичного ретикулуму. 

Триває інтенсивний пошук нових ефективних 
протипухлинних препаратів [5]. Особливою групою 
речовин, яким притаманний широкий спектр дії, є 
похідні тіазолів, які проявляють окрім антипухлинної 
[6-10,11,12] також антибактерійну, протигрибкову, 
противірусну, протизапальну, протисудомну та ан-
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