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Реферат: У роботі представлено дані експериментальних досліджень про вплив ліофілізації на збереження структурно-
функціональних характеристик клітин лейкоконцентрату кордової крові людини (ЛККЛ). Показано, що ліофілізація ЛККЛ (лЛ-
ККЛ) забезпечувала збереження в гетерогенній популяції ЛККЛ клітин з імуномодулювальним потенціалом. У системі in vivo 
на експериментальній моделі ішемічного інсульту (ІІ) було встановлено рівнозначну імунокоригувальну дію лЛККЛ і кріокон-
сервованого ЛККЛ (кЛККЛ) внаслідок ішемічного пошкодження головного мозку. Показано, що включення лЛККЛ у схему ліку-
вання ішемії головного мозку сприяло покращенню показників вмісту ІФН-ү+ і ІЛ-10+-клітин селезінки, а також показників 
адгезивної і фагоцитарної активності клітин перитоніальної порожнини щурів з ІІ. Ефективність застосування лЛККЛ 
і кЛККЛ під час ІІ можна пов’язати з реалізацією терапевтичного ефекту присутніми серед них клітинами і медіаторами, що 
включають багатовекторні регуляторні системи, які забезпечують підтримку гомеостатичної сталості організму (імунної, 
ендокринної, нервової). 

Ключові слова: ліофілізація, кріоконсервування, лейкоконцентрат кордової крові людини, ішемічний інсульт, імунна система, 
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Abstract: The paper outlines the experimental data on the impact of lyophilization on preservation of structural and functional 
characteristics of cells from human cord blood leukoconcentrate (HCBL). Lyophilization of HCBL was shown to ensure the preser-
vation of cells with immune modulating potential in a heterogeneous population of HCBL. Lyophilized HCBL (lHCBL), to the same 
extent as cryopreserved one (cHCBL), revealed an equal immune correcting eff ect during ischemic brain injury in vivo in the expe-
rimental model of ischemic stroke (IS). The inclusion of lHCBL in therapy of brain ischemia demonstrated the improved indices 
of IFN-ү+ and IL-10+ spleen cells, adhesive and phagocytic activity of peritoneal cavity cells in rats with IS. The effi  ciency of using 
both lHCBL and cHCBL during IS may be associated with the implementation of therapeutic eff ect by presented among them cells 
and mediators, including multi-vector regulatory systems that maintain homeostatic stability of the body (immune, endocrine, nervous ones). 

Key words: lyophilization, cryopreservation, human cord blood leukoconcentrate, ischemic stroke, immune system, interferon-γ, 
interleukin-10, adhesive activity, phagocytic activity.
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Останнім часом використання кріоконсерво-
ваної кордової крові набуває поширення як ме-
тод лікування важких патологій [27], зокрема й 
ішемічного інсульту (ІІ) [13, 26]. Перспектива 
успішного використання кордової крові люди-
ни (ККЛ) визначається присутністю в ній різних 
клітинно-гуморальних субстанцій із широким 
спектром біологічної дії. Необхідність трива-
лого зберігання ККЛ зумовлює важливість 

Recently, the use of cryopreserved cord blood 
becomes more common way to treat severe patho-
logies [24], including the ischemic stroke (IS) [15, 
21]. The prospect of successful use of human 
cord blood (HCB) is determined by the presence 
in it of various cellular and humoral substances 
with a wide range of biological activities. The 
need for HCB long-term storage determines 
the importance of designing the technologies for 
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розроблення технологій довгострокового її 
зберігання в низькотемпературних банках [4, 10, 
19]. На сьогодні питання про можливість і 
необхідність використання в медичній практиці 
ліофілізованих системних біопрепаратів є ак-
туальним [6, 8]. У попередніх роботах було 
вивчено структурно-функціональні характерис-
тики клітинних елементів ККЛ у вигляді лей-
коконцентрату кордової крові людини (ЛККЛ) 
після ліофілізації за розробленою раніше тех-
нологією [1–3]. На нашу думку, ліофілізова-
ний ЛККЛ (лЛККЛ) може зайняти гідне місце 
в ряду лікувальних препаратів ІІ. Важливим 
фактором обґрунтування можливого клінічного 
застосування лЛККЛ є всебічне вивчення ме-
ханізму його дії під час лікування ІІ. 

Відомо, що ІІ супроводжується порушен-
ням нейроімунного гомеостазу мозку, цент-
ральної регуляції функцій імунної системи, 
що призводить до ініціації та агравації запаль-
них процесів як в тканинах головного мозку, 
так і в організмі в цілому [16]. Цитокіни 
відіграють ключову роль у розвитку запаль-
ної реакції. Запуск цієї реакції значною мірою 
пов’язаний з виробленням певних цитокінів ма-
крофагами та іншими локально розташованими 
або мігруючими клітинними елементами [9, 25]. 
Макрофаги є ланкою вродженого імунітету. 
На сьогодні активно вивчається їх вплив на 
розвиток різних захворювань (інсульт, інфаркт 
міокарда тощо). 

У даному дослідженні було проведено порів-
няльну оцінку імунокоригувальної та цереб-
ропротекторної дії лЛККЛ із кріоконсервова-
ним і нативним ЛККЛ, а також з введенням 
церебролізину. 

Мета роботи – оцінка структурних і функ-
ціональних характеристик лейкоконцентрату кор-
дової крові людини після ліофілізації та кріо-
консервування порівняно з контролем, а також 
обґрунтування можливості застосування ліо-
філізованого лейкоконцентрату кордової крові 
людини як імунокоректора під час лікування 
ішемічного інсульту. 

Матеріали та методи
Експерименти були проведені на 6-місяч-

них щурах-самцях лінії Вістар, масою 180–
200 г (n = 62). Дизайн експерименту відповідає 
Закону України «Про захист тварин від жорс-
токого поводження» (№3447-IV від 21. 02. 2006) 
та «Європейській конвенції про захист хребет-
них тварин, які використовуються для експери-
ментальних та інших наукових цілей» (Страс-
бург, 1986) і дозволений комітетом з біо-

its long-term storage at low-temperature banks 
[7, 11, 26]. To date, of topicality is the question 
about a potential and necessary use of the 
lyophilized systemic biological preparations in 
medical practice [6, 8]. In our previous work, 
we have studied the structural and functional cha-
racteristics of HCB cell elements as the human 
cord blood leukoconcentrate (HCBL) after lyo-
philization by our technology [2–4]. We believe 
that the lyophilized HCBL (lHCBL) may occupy 
a worthy place among numerous therapeutic 
drugs for IS. An important factor to substantiate a 
feasible clinical application of lHCBL is a comp-
rehensive study of its mechanism of action du-
ring IS therapy. 

The ischemic stroke is known to be accompa-
nied by disorder in neuro-immune homeostasis of 
brain, central regulation of immune system func-
tions, resulting in initiation and aggravation of 
infl ammatory processes both in brain tissues and 
the whole body as well [18]. Cytokines play a key 
role in development of infl ammatory response, 
the trigger of which is mostly associated with 
production of certain cytokines by macrophages 
and other cell elements placed locally or mig-
rating [10, 20]. Macrophages are the innate 
immunity component, and their impact on prog-
ression of diff erent diseases (stroke, myocar-
dial infarction, etc.) is being actively studied 
today.

In this study, the immune-correcting and ce-
rebral protective eff ects of lHCBL, cryopreserved 
and native HCBLs, as well as Cerebrolysin ad-
ministration, were comparatively evaluated. 

The research aim was to access the structural 
and functional characteristics of human cord 
blood leukoconcentrate after lyophilization and 
cryopreservation vs. the control, as well as to 
substantiate a possible application of lyophilized 
human cord blood leukoconcentrate as an im-
mune correcting agent in ischemic stroke the-
rapy.

Materials and methods
Experiments were carried out in Wistar male 

rats aged 6 months and weighing 180–200 g 
(n = 62). The design of the experiment complied 
with the Law of Ukraine ‘On Protection of 
Animals Against Cruelty’ (No. 3447-IV of February
21, 2006) and the ‘European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Ex-
perimental and Other Scientifi c Purposes’ (Stras-
bourg, 1986), and approved by the Bioethics 
Committee at the Institute for Problems of 
Cryobiology and Cryomedicine of the NAS of 
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етики ІПКіК НАН України (протокол № 7 від 
26.02.2019).

Кордову кров отримували за інформова-
ної згоди породіллі безпосередньо після народ-
ження дитини. Після цього флакони з кордо-
вою кров’ю транспортували і зберігали при 
температурі 4ºС. Лейкоконцентрат отримували 
з кордової крові шляхом пасивної седиментації 
еритроцитів в аутоплазмі у градієнті щільності 
з додаванням поліглюкіну («Біохімік», Росія). 
Ліофілізацію проводили на сублімаційній уста-
новці «УЗВ-2» (СКТБ з ДВ ІПКіК НАН України) 
за методом А.М. Гольцева і співавт. [3]. Зразки 
лЛККЛ зберігали за температури 4°С. У день 
експерименту зразки лЛККЛ регідратували до-
даванням у флакони 1 мл фізіологічного роз-
чину. Кріоконсервували ЛККЛ у пластико-
вих пробірках (Nunc, США) об’ємом 1,8 мл на 
програмному заморожувачі «УОП-06» (СКТБ з 
ДВ ІПКіК НАН України) за методом А.О. Цу-
цаєвої та співавт. [19]. Зразки кЛККЛ зберігали 
у рідкому азоті (при –196°С) в низькотемпе-
ратурному банку ІПКіК НАН України. В день 
експерименту їх відігрівали на водяній бані 
за температури 40–41°С. У зразках ЛККЛ до і 
після консервування визначали кількість ядер-
них клітин у геманалізаторі «Abacus» (Diatron, 
Австрія). Життєздатність оцінювали методом
суправітального фарбування 0,2%-м розчи-
ном трипанового синього (ТС) [14, 17] і мето-
дом проточної цитофлуориметрії «FACS Сali-
bur» (BD Bioscience, США) з використанням 
пропідій йодиду. Під час оцінювання жит-
тєздатності клітин методом проточної ци-
тофлуориметрії частину клітин залишали в 
якості негативного контролю (незабарвлені 
клітини). Цитологічне дослідження проводили 
на мазках-відбитках, забарвлених Азур-II ео-
зином за Романовським-Гімзою в світловому 
мікроскопі «Primo Star» (Carl Zeiss, Німеч-
чина); ×900 (масляна імерсія) [15]. Популяцію 
стовбурових кровотвірних клітин у складі 
ЛККЛ оцінювали з використанням FITC-мі-
чених моноклональних анитіл до СD34-моле-
кули (BD Pharmingen, США). У якості ізотипо-
вого контролю до антитіл використовували
FITC-мічені IgG відповідного класу. Вміст кро-
вотвірних попередників визначали на 8-у добу 
після культивування за кількістю колоніє-
утворювальних одиниць (КУОк) в інвер-
тованому мікроскопі «Axiovert 40C» (Carl Zeiss, 
Німеччина) ×70. Клітини культивували в кон-
центрації 1 × 105 кл/мл за температури 37°С в 
атмосфері повітря з 5% СО

2
 при 95% вологості 

[20]. 

Ukraine (IPCC of the NAS of Ukraine) (protocol 
No. 7 of February 26, 2019).

Cord blood was taken with the informed 
consent of woman in labor immediately after 
child birth. Then the vials with cord blood were 
transported and stored at 4°C. The leukocon-
centrate was procured from cord blood in auto-
plasma by passive erythrocyte sedimentation in a 
density gradient supplemented with Polyglucinum 
(Biokhimik, Russia). Lyophilization was carried 
out with a sublimation unit ‘UZV-2’ (Special 
Designing and Technical Bureau with Experi-
mental Unit at the IPCC of the NAS of Ukraine) 
according to the method, designed by A.M. Goltsev 
et al. [4]. The lHCBL specimens were stored at 4°C. 
The day of the experiment performance, the lHCBL 
specimens were rehydrated by supplementing 1 ml 
of saline to the vials. The HCBL was cryopreserved 
in 1.8 ml plastic tubes (Nunc, USA) with prog-
rammable freezer UOP-06 (Special Designing 
and Technical Bureau with Experimental Unit 
of the IPCC of the NAS of Ukraine) accor-
ding to the method designed by A.A. Tsutsaieva 
et al. [26]. The cHCBL specimens were stored 
in liquid nitrogen (at –196°C) at low-tempera-
ture bank at the IPCC of the NAS of Ukraine. The 
day of the experiment performance, they were 
warmed in a water bath at 40–41°C. The number 
of nucleated cells was determined in HCBL 
specimens with Abacus hematology analyzer 
(Diatron, Austria) prior to and after preservation. 
Viability was assessed by supravital staining 
with 0.2% trypan blue (TB) solution [16, 19] 
and with FACS Сalibur fl ow cytometer (BD 
Bioscience, USA) using propidium iodide (PI). 
When evaluating cell viability by fl ow cyto-
metry, some cells were taken as a negative 
control (unstained cells). Cytology was done
in touch smears stained with azur-II eosin by 
Romanowsky-Giemsa using Primo Star light 
microscope (Carl Zeiss, Germany); ×900 (oil 
immersion) [17]. The population of hemato-
poietic stem cells (HSCs) within HCBL was as-
sessed using FITC-labeled monoclonal antibodies 
to CD34 molecule (BD Pharmingen, USA). The 
FITC-labeled IgGs of the corresponding class 
were used as isotype control to antibodies. The 
content of hematopoietic precursors was deter-
mined by the number of colony-forming units 
(CFUs) to day 8 after culture using inverted micros-
cope Axiovert 40C (Carl Zeiss, Germany) ×70. Cells 
were cultured at a concentration of 1 × 105 cells/ml at 
37°C, 5% CO

2
 at 95% air humidity [23].

The IS was simulated by the middle cerebral 
artery occlusion [27]. To anaesthetize, the Ke-
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Моделювали ІІ шляхом оклюзії середньої 
мозкової артерії [11]. Для знеболювання ви-
користовували кетонал (LEK d.d., Словенія) 
5 мл/кг маси підшкірно, місцеве знеболювання 
проводили за допомогою 2%-го розчину ново-
каїну («Дарниця», Україна) 50 мл/кг маси під-
шкірно. Через 6 годин після оклюзії середньої 
мозкової артерії щурам у черевну порожнину 
вводили 5 × 106 клітин ЛККЛ в об’ємі 0,5 мл. 
Під час вибору дози ЛККЛ і місця його введен-
ня враховували дані експериментальних робіт, 
у яких використовували цей біоматеріал [7, 
12]. У якості контролю застосовували церебро-
лізин (EVER Neuro Pharma, Австрія) з концент-
рацією 215,2 мг/мл, який розчиняли у фізіоло-
гічному розчині ex tempore і вводили протягом 
3-х діб також у черевну порожнину в дозі 0,1 мл 
на 100 г маси тварини. 

Щурів було розподілено на 6 груп: 1 – інтактні 
(контроль; n = 7); 2 – щури з ІІ (n = 11); 3 – щури 
з ІІ, яким вводили лЛККЛ (ІІ + лЛККЛ; n = 11); 
4 – щури з ІІ, яким вводили кЛККЛ (ІІ + кЛККЛ; 
n = 11); 5 – щури з ІІ, яким вводили нативний 
ЛККЛ (ІІ + нативний ЛККЛ; n = 11); 6 – щури 
з ІІ, яким вводили церебролізин (ІІ + церебролі-
зин; n = 11). 

У тварин контрольної та дослідних груп оці-
нювали вміст цитокінів (ІФН-γ, ІЛ-10) у кліти-
нах селезінки методом проточної цитофлуори-
метрії та фагоцитарну й адгезивну активність 
клітин (макрофагів) перитоніальної порожни-
ни (ПП) [14]. Усі дослідження проводили в ди-
наміці розвитку ІІ і після лікування на 1-, 3-, 7- і 
28-у доби. 

Статистичне оброблення результатів дослід-
ження проводили за допомогою програми 
«Statistica 6.0» (StatSoft, США). Значущість від-
мінностей для непараметричних кількісних 
змінних двох вибірок оцінювали за ранго-
вим U-критерієм Манна-Вітні, відмінності вва-
жали значущими при p < 0,05. Під час мно-
жинних порівнянь, представлених у таблицях, 
використовували ранговий аналіз варіацій за 
Краскелом-Воллісом, в разі отримання значу-
щої різниці проводилося парне порівняння 
груп із використанням тесту Манна-Вітні з по-
правкою Бонферроні при оцінці значень р. 

Результати та обговорення
Під час обґрунтування можливості засто-

сування будь-яких препаратів клітинної і тка-
нинної терапії необхідно оцінити їхні струк-
турні та функціональні характеристики після 
впливу консервування [5]. Так, у зразках ЛККЛ 
(до і після ліофілізації або кріоконсервуван-

tonal (LEK d.d., Slovenia) 5 ml/kg body weight 
was used subcutaneously. Local anesthesia was 
done with 2% Novocaine solution (Darnitsa, 
Ukraine) 50 ml/kg body weight subcutaneo-
usly. In 6 hrs after middle cerebral artery occlu-
sion, the rats were injected with 5 × 106 cells 
of HCBL in 0.5 ml volume into abdominal cavity. 
The data of experimental research, where this 
biomaterial was applied, were taken into consi-
deration when selecting the HCBL dose and 
injection site [9, 14]. Cerebrolysin (EVER Neuro
Pharma, Austria) at a concentration of 215.2 mg/ml, 
dissolved in saline ex tempore and injected into 
abdominal cavity at a dose of 0.1 ml per 100 g 
of animal weight for 3 days, was used as a cont-
rol. 

Rats were divided into 6 groups: the Group 1 
comprised the intact animals (control; n = 7); in 
the Group 2 were rats with IS (n = 11); the Group 
3 consisted of rats with IS injected with lHCBL 
(IS + lHCBL; n = 11); the animals with IS re-
ceived cHCBL (IS + cHCBL; n = 11) made the 
Group 4; the rats with IS, administered with na-
tive HCBL (IS + native HCBL; n = 11) 
represented the Group 5; the rats with IS treated
with Cerebrolysin (IS + Cerebrolysin; n = 11) 
were in the Group 6.

In animals of the control and experimental 
groups, the content of cytokines (IFN-γ, IL-10) 
in spleen cells, and phagocytic and adhesive 
activity of cells (macrophages) of peritoneal 
cavity (PC) were assessed by fl ow cytometry 
[16]. 

All the studies were carried out in dynamics 
of IS development and to days 1, 3, 7 and 28 after 
treatment.

The experimental results were statistically 
processed using Statistica 6.0 software (StatSoft, 
USA). The signifi cance of diff erences for nonpa-
rametric quantitative variables of two samples 
was assessed by the Mann-Whitney U-rank test, 
the diff erences were considered signifi cant at 
p < 0.05. During the multiple comparisons presen-
ted in the Tables, the Kruskal-Wallis rank 
analysis of variation was used, in case of a 
signifi cant diff erence, the groups were pair-
wise compared using the Mann-Whitney U test 
with a Bonferroni correction for p values asses-
sment.

Results and discussion 
When substantiating the possibility of using 

any preparations of cell and tissue therapy, their 
structural and functional characteristics should 
be evaluated after exposure to preservation 
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ня) проводили дослідження схоронності мор-
фофункціональних характеристик клітин. По-
казано, що кількість ядерних клітин у зразках 
лЛККЛ знижувалася в середньому на 17%; 
у зразках кЛККЛ – на 11% порівняно з контро-
лем. Життєздатність клітин, оцінена методом 
забарвлювання ТС, у зразках лЛККЛ знижува-
лася в середньому на 43%; у зразках кЛККЛ – 
на 35% порівняно з контролем. Після забарв-
лення пропідій йодидом (PI), цей показник 
був дещо нижчим: у зразках лЛККЛ – 47%, 
а у кЛККЛ – 49% від контролю (табл. 1). 

Під час оцінювання збереженості гемопое-
тичних стовбурових клітин (ГСК) за фенотипо-
вими ознаками (CD34+-клітин) і проліферативною 
активністю in vitro (кількість колонієутворю-
вальних одиниць в культурі) було показано, що 
значущих відмінностей порівняно з контролем 
у зразках лЛККЛ і кЛККЛ не було виявлено 
(табл. 1). 

Особливо суттєвим є забезпечення схорон-
ності в лЛККЧ або кЛККЧ Т

рег
-клітин (CD4+

CD25+-клітини), які мають важливе значення 
для роботи імунної системи, оскільки підт-
римують периферійну аутотолерантність і суп-
ресують активацію та експансію потенційно 
патогенних аутореактивних Т-клітин, присутніх 

[5]. For example, the integrity of morpholo-
gical and functional characteristics of cells (prior 
to and after lyophilization or cryopreservation) 
was studied in HCBL specimens. The lHCBL 
and cHCBL specimens showed a decrease in nuc-
leated cell number by 17 and 11% on ave-
rage, respectively, vs. the control. Cell viability, 
measured by TB staining in lHCBL and cHCBL 
specimens reduced on average by 43 and 35%, 
respectively, as compared with the control. When 
used the PI staining, this index was somewhat 
lower: 47 and 49% in lHCBL and cHCBL speci-
mens, respectively, vs. the control (Table 1). 

When evaluating the integrity of HSCs 
by phenotypic characteristics (CD34+ cells) and 
proliferative activity in vitro (the number of 
colony-forming units in culture), no signifi cant 
diff erences in lHCBL and cHCBL vs. the control 
were revealed (Table 1).

Of especial importance is to ensure the sur-
vival of T

reg
 cells (CD4+ CD25+ cells) within 

lHCBL or cHCBL, which are essential for immune 
system functioning as they provide peripheral 
autotolerance and suppress the activation 
and expansion of potentially pathogenic autoreac-
tive T cells, which are normally presented in 
the immune system. According to our data, the 

Примітка: виділені жирним шрифтом зміни при p < 0,01 вважали значущими. 

Note: considered signifi cant changes at p < 0.01 are presented in bold.

Таблиця 1. Показники структурно-функціональних характеристик ЛККЛ до і після ліофілізації 
та кріоконсервування, Ме [25; 75%]

Table 1. Indices of structural and functional characteristics of HCBL prior to and after lyophilization 
and cryopreservation, Me [25; 75%]

Показники 
Indices

Нативний ЛККЛ 
Native HCBL

Ліофілізований 
ЛККЛ 

Lyophilized HCBL

Кріоконсервований ЛККЛ
Cryopreserved HCBL

р за критерієм Манна-Вітні 
р by Mann-Whitney test

ЯВК 
NCs 1,8 [1,8; 1,8] 1,5 [1,5; 1,5] 1,6 [1,6; 1,7]

р1–2=0,016 
р1–3=0,095 
р2–3=0,222

ТС 
TB 97,0 [94,0; 98,0] 55,0 [53,0; 57,0] 63,0 [62,0; 64,0]

р1–2=0,008 
р1–3=0,008 
р2–3=0,016

PI 93,0 [92,0; 95,0] 44,0 [43,0; 47,0] 46,0 [45,0; 48,0]
р1–2=0,008 
р1–3=0,008 
р2–3=0,548

Трег 
Treg

0,3 [0,3; 0,3] 0,4 [0,4; 0,4] 0,4 [0,4; 0,4]
р1–2=0,008 
р1–3=0,008 
р2–3=1,000

ГСК 
HSCs 3,9 [3,9; 3,9] 3,4 [3,3; 3,4] 3,1 [3,1; 3,2]

р1–2=0,016 
р1–3=0,016 
р2–3=0,095

КУОк 
CFUs 2,1 [1,8; 2,2] 2,0 [1,5; 2,4] 2,1 [1,5; 2,3]

р1–2=1,000 
р1–3=1,000 
р2–3=1,000
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у нормі в імунній системі. За нашими даними 
кількість Т

рег
-клітин у контрольному ЛККЧ 

становила 0,3%, після ліофілізації або кріокон-
сервування показник збільшився в 1,3 рази. Ми 
вважаємо, що кількість цих клітин після ліофі-
лізації або кріоконсервування може збільшу-
ватися як внаслідок загибелі інших популяцій 
клітин, так і в результаті вивільнення внутрішньо-
клітинного рецептора CD25 на поверхню мемб-
рани. Таким чином, збагачення Т

рег
 ЛККЛ після 

ліофілізації або кріоконсервування може обу-
мовлювати більш високий терапевтичний по-
тенціал введеного лейкоконцентрату. 

Цитологічне дослідження клітинного складу 
зразків ЛККЛ виявило значуще зниження кіль-
кості мієлобластів у зразках лЛККЛ порівняно 
з контролем. При цьому в зразках лЛККЛ і 
кЛККЛ морфологічно збереженими були неди-
ференційовані бласти, еритро- та нормобласти 
і лімфоцити (табл. 2). 

З огляду на той факт, що лЛККЛ буде вико-
ристовуватися як імунокоректор у щурів із ІІ, 
було проведено дослідження його коригувально-
го впливу на зміну рівня цитокінів ІФН-γ і ІЛ-10 
у клітинах селезінки, а також на фагоцитарну 

number of T
reg

 cells in the control HCBL made 
0.3%, but after lyophilization or cryopreservation 
this index increased by 1.3 times. We believe 
that the number of these cells after either lyo-
philization or cryopreservation may augment 
both due to the death of other cell populations 
and a release of CD25 intracellular receptor on 
membrane surface as well. Thus, the HCBL en-
richment with T

reg
 after lyophilization or cryo-

preservation may stipulate a higher therapeutic 
potential of administered leukoconcentrate. 

Cytology of cell composition of HCBL speci-
mens revealed a signifi cant decrease in the mye-
loblast number in lHCBL specimens as compared 
with the control. Herewith the undiff erentiated 
blasts, erythro- and normoblasts, and lymphocy-
tes were morphologically preserved in lHCBL 
and cHCBL specimens (Table 2).

Bearing in mind the fact of using lHCBL 
as an immune correcting agent in rats with IS, 
its correcting eff ect on a change in IFN-γ and 
IL-10 cytokine level in spleen cells, as well as on 
phagocytic and adhesive activity when com-
pared to cHCBL and control HCBL, was stu-
died. 

Примітка: виділені жирним шрифтом зміни при p < 0,01 вважали значущими. 

Note: considered signifi cant changes at p < 0.01 are presented in bold.

Таблиця 2. Клітинний склад ЛККЛ до і після ліофілізації та кріоконсервування, Ме [25; 75%]

Table 2. HCBL сell composition prior to and after lyophilization and cryopreservation, Me [25; 75%]

Клітинні елементи 
Cell elements

Нативний ЛККЛ 
Native HCBL

Ліофілізований ЛККЛ 
Lyophilized HCBL

Кріоконсервований ЛККЛ 
Cryopreserved HCBL

р за критерієм Манна-Вітні 
р by Mann-Whitney test

Недиференційовані бласти, % 
Undifferentiated blasts, % 10,0 [9,0; 11,0] 19,0 [19,0; 19,0] 16,0 [16,0; 17,0]

р1–2=0,008 
р1–3=0,008 
р2–3=0,016

Еритробласт, % 
Erythroblast, % 14,0 [14,0; 16,0] 14,0 [12,0; 14,0] 14,0 [13,0; 15,0]

р1–2=0,222 
р1–3=0,421 
р2–3=0,548

Нормобласт, % 
Normoblast, % 25,0 [23,0; 26,0] 28,0 [27,0; 29,0] 25,0 [24,0; 26,0]

р1–2=0,056 
р1–3=0,690 
р2–3=0,151

Мієлобласт, % 
Myeloblast, % 10,0 [9,0; 10,0] 1,0 [1,0; 2,0] 4,0 [4,0; 4,0]

р1–2=0,008 
р1–3=0,008 
р2–3=0,008

Лімфоцит, % 
Lymphocyte, % 30,0 [34,0; 35,0] 30,0 [30,0; 31,0] 33,0 [33,0; 33,0]

р1–2=0,095 
р1–3=0,310 
р2–3=0,095

Апоптоз, % 
Apoptosis, % – – – –

Зруйновані клітини, % 
Destroyed cells, % 6,0 [6,0; 7,0] 8,0 [8,0; 8,0] 7,0 [7,0; 7,0]

р1–2=0,016 
р1–3=0,095 
р2–3=0,095



50 проблеми  і 
problems of  and 

ного і кріоконсервованого ЛККЛ (групи 3–5) 
спостерігали зниження клітин ІФН-γ+ до рівня 
контролю вже на 7-у добу. Цей факт свідчить 
про участь ЛККЛ як протизапального агента 
в зниженні запальної реакції, індукованої роз-
витком ІІ. Істотно, що стандартне лікування 

even to day 7. This fact testifi es to the involvement 
of HCBL as an anti-infl ammatory agent in reduc-
tion of infl ammatory response, induced by IS 
development. Notably, that the standard IS therapy 
with Cerebrolysin provided no such a decrease 
in IFN-γ+ cell level to day 7, and it remained in-

Рис. 1. Показники вмісту ІФН-γ у щурів з ІІ і після лікування на 1-у (А), 3-ю (B), 7-у (C) і 28-у (D) доби спостере-
ження; * — р < 0,05 порівняно з контролем. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75- і 25-у процентилям від-
повідно; довжина стовпчика — межквартільний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки 
похибки — мінімальні й максимальні значення. 

Fig. 1. Indices of IFN-γ content in rats with IS and post therapy to days 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation; 
* – p < 0.05 as compared with the control. The upper and lower limits of columns correspond to the 75th and 25th per-
centiles, respectively; column length is an interquartile range; horizontal line of column is the median; error bars are 
the minimum and maximum values. 
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і адгезивну активність порівняно з кЛККЛ і кон-
трольним ЛККЛ. 

Робота імунної системи у фізіологічному 
стані забезпечується балансом про- і протиза-
пальних цитокінів [21]. Відомо, що ІФН-γ є про-
запальним цитокіном і найпотужнішим акти-
ватором функції макрофагів [24]. Концен-
трація клітин ІФН-γ+ в селезінці щурів при ІІ 
(група 2) значуще (р < 0,001) підвищувалася 
вже  на 1-у добу після індукції патології. У той 
самий час у тварин після введення свіжовиділе-

The function of immune system in physio-
logical state is ensured by the balance of pro- and 
anti-infl ammatory cytokines [25]. The IFN-γ is 
known to be a pro-infl ammatory cytokine and 
a powerful activator of macrophage function [13]. 
The IFN-γ+ cell concentration in rat spleen during 
IS (Group 2) increased signifi cantly (p < 0.001) 
even to day 1 after pathology induction. At the 
same time, the animals after receiving fresh and 
cryopreserved HCBL (Groups 3–5) showed a dec-
rease in IFN-γ+ cells down to the control level 
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лЛККЛ і кЛККЛ концентрація клітин ІЛ-10+ 
вже на 7-у добу наближалася до контрольних зна-
чень, а на 28-у добу відповідала цим значенням 
(рис. 2). 

Thus, the revealed changes in cell content, in-
cluding pro-infl ammatory IFN-γ and anti-infl am-
matory IL-10, may suggest the presence of 
the mechanisms through which the HCBL im-

Рис. 2. Показники вмісту ІЛ-10 у щурів з ІІ і після лікування на 1-у (А), 3-ю (B), 7-у (C) і 28-у (D) доби спостере-
ження; * — р < 0,05 порівнянно з контролем. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75- і 25-у проценти-
лям відповідно; довжина стовпчика — межквартільний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; 
планки похибки — мінімальні й максимальні значення. 

Fig. 2. Indices of IL-10 content in rats with IS and after therapy to days 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation; 
* – p < 0.05 as compared with the control. The upper and lower limits of columns correspond to the 75th and 25th per-
centiles, respectively; column length is an interquartile range; horizontal line of column is the median; error bars are 
the minimum and maximum values. 
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ІІ церебролізином не забезпечувало такого 
зниження рівня клітин ІФН-γ+ на 7-у добу, 
і він залишався під-вищеним і на 28-у добу, 
але був нижчим, ніж у нелікованих щурів із ІІ 
(рис. 1). 

Аналіз результатів оцінювання показника 
ІЛ-10, який належить до цитокінів із вира-
женим протизапальним ефектом [18, 23] по-
казав, що у щурів із ІІ, концентрація ІЛ-10+-
клітин у селезінці була знижена на усіх термі-
нах спостереження порівняно з групою інтакт-
них тварин. Після лікування щурів введенням 

creased to day 28, but lower vs. the untreated 
rats with IS (Fig. 1).

Analysis of the assessment results of IL-10 
index, referred to cytokines with a pronounced 
anti-infl ammatory eff ect [22, 12] showed a dec-
reased concentration of IL-10+ spleen cells in 
rats with IS throughout the observation period 
as compared with the intact animals. After 
treating rats with lHCBL and cHCBL, the con-
centration indices of IL-10+ cells were approaching 
the control values even to day 7, and matched these 
values to day 28 (Fig. 2).
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mune correcting eff ect is implemented during IS 
treatment. 

Of interest is the fact that the local infl am-
mation, developing in brain tissue during IS af-
fects the state of ‘distant’ sites of immune 
system, which include PC [1]. For example, 
in rats with IS the cell number in PC decreased
from day 1 to day 3, that was likely due 
to the enhancement of their adhesion under 
developing infl ammation. To day 7, these in-

Таким чином, виявлені зміни вмісту клі-
тин, які включають в себе прозапальний 
ІФН-γ і протизапальний ІЛ-10, можуть свід-
чити про наявність механізмів, через які 
реалізується імунокоригувальна дія ЛККЛ у ліку-
ванні ІІ. 

Цікавим є той факт, що локальне запа-
лення, яке розвивається в тканині мозку при ІІ, 
впливає на стан «віддалених» ділянок імунної 
системи, до якої належить і ПП [22]. Так, у 

Рис. 3. Показники кількості клітин ПП у щурів з ІІ і після лікування на 1-у (А), 3-ю (B), 7- (C) і 28-у (D) доби спос-
тереження; * — р < 0,05 порівняно з контролем. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75- і 25-у 
процентилям відповідно; довжина стовпчика — межквартільний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіа-
на; планки похибки – мінімальні й максимальні значення. 

Fig. 3. Indices of PC cell number in rats with IS and post therapy to days 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of obser-
vation; * – p < 0.05 as compared with the control. The upper and lower limits of columns correspond to the 75th and 
25th percentiles, respectively; column length is an interquartile range; horizontal line of column is the median; error bars 
are the minimum and maximum values.
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щурів з ІІ з 1-ї по 3-ю добу зменшувалася кіль-
кість клітин у ПП, що можливо пов’язано з 
посиленням їх адгезії в умовах запалення, яке 
розвивається. На 7-у добу ці показники зали-
шалися нижче від контрольних. Не виключена 
ймовірність міграції клітин у зону запалення, 

dices remained below the control. The possi-
bility of cell migration into the infl amma-
tion area, i. e. to the brain, was not excluded. 
This process was dynamic, as evidenced by an 
increased cell number in PC and an elevated 
degree of their adhesion to day 28 (Fig. 3, 4). 
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The HCBL administration in all its forms enhan-
ced the quantitative and qualitative characteris-
tics of PC cells even to day 7 after intro-
duction. However, after HCBL administration 
these indices were changed unidirectionally, in 
particular, they exceeded the control values 
within this period and corresponded to the 
control ones to day 28 (Fig. 3, 4). We assumed 
that an increase in these cells number to day 7 
after biomaterial introduction was likely due 

тобто в мозок. Даний процес мав динамічний 
характер, про що свідчило збільшення кіль-
кості клітин у ПП і підвищення ступеня їх ад-
гезії на 28-у добу (рис. 3, 4). Введення ЛККЛ 
у всіх його формах сприяло підвищенню кіль-
кісних і якісних характеристик клітин ПП вже 
на 7-у добу після введення. Тим не менш, ці 
показники після введення ЛККЛ мали од-
носпрямовані зміни, зокрема перевищення конт-
рольних значень у цей період, і відповід-

Рис. 4. Показники кількості адгезивних клітин у щурів з ІІ і після лікування на 1-у (А), 3-ю (B), 7- (C) і 28-у (D)
добу спостереження; * — р < 0,05 порівняно з контролем. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75-
і 25-у процентилям відповідно; довжина стовпчика — межквартільний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — 
медіана; планки похибки — мінімальні й максимальні значення. 

Fig. 4. Indices of adhesive cell number in rats with IS and post treatment to days 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) 
of observation; * – p < 0.05 as compared with the control. The upper and lower limits of columns correspond to 
the 75th and 25tth percentiles, respectively; column length is an interquartile range; horizontal line of column is the median; 
error bars are the minimum and maximum values.
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ність контрольним показникам на 28-у добу 
(рис. 3, 4). Ми припускаємо, що збільшення 
кількості цих клітин на 7-у добу після вве-
дення біоматеріалу може бути пов’язано з
виробленням клітинами ЛККЛ цитокінів, які 
здатні стимулювати проліферативну активність 

to the cytokines’ production by HCBL cells, 
which were able to stimulate a proliferative ac-
tivity of PC cells, and because of their survival after 
lyophilization and cryopreservation. 

Changes in functional potential of PC cells were 
revealed when studying their phagocytic activity 
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клітин перитоніальної порожнини, і їх збе-
реженням після ліофілізації і кріоконсерву-
вання. 

Зміни функціонального потенціалу клітин 
ПП були отримані і під час дослідження їхньої 
фагоцитарної активності. Так, було встанов-
лено, що індекс фагоцитозу і фагоцитарне чис-
ло знижувалися вже на 1-у добу після ініціації 

Рис. 5. Показники фагоцитарного індексу клітин ПП у щурів з ІІ і після лікування на 1-у (А), 3-ю (B), 7- (C) 
і 28-у (D)доби спостереження; * — р < 0,05 при порівнянні з контролем. Верхня і нижня межі стовпчиків 
відповідають 75- і 25-у процентилям відповідно; довжина стовпчика — межквартільний інтервал; горизонтальна 
лінія стовпчика — медіана; планки похибки — мінімальні й максимальні значення. 

Fig. 5. Phagocytic index of PC cells in rats with IS and post therapy to days 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of obser-
vation; * – p < 0.05 as compared with the control. The upper and lower limits of columns correspond to the 75th 
and 25th percentiles, respectively; column length is an interquartile range; horizontal line of column is the median; 
error bars are the minimum and maximum values. 
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ІІ, а до 7-ї доби ці показники були майже 
вдвічі нижчими від контролю. Вказані зміни 
можуть бути викликані міграцією клітин з фа-
гоцитарною активністю до джерела запа-
лення (тканин головного мозку). Фагоцитарна 
активність клітин ПП після введення ЛККЛ 
(групи 3–5) істотно не змінювалася на 1-у й 
3-ю доби, проте значно перевищувала таку 

as swell. Thus, a decrease in phagocytic index 
and phagocytic number was observed even to day 1 
after IS initiation, and these indices were almost 
twice lower than the control to day 7. These 
changes may result from the migration of cells 
with phagocytic activity to the infl ammation source 
(brain tissues). Although there were no signifi cant 
changes in phagocytic activity of PC cells after 

HCBL administration (Groups 3–5) to days 1 and 3, 
it considerably exceeded that in animals of 
Groups 2 and 6. The administered HCBL showed 
a signifi cant therapeutic eff ect to days 7 and 28 
(Fig. 5, 6). This may proceed due to a stimulating 
impact of the complex of biologically active subs-
tances produced by HCBL on cell elements with 
functional activity of macrophages. 
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у тварин груп 2 і 6. Суттєвий лікувальний 
ефект від введених ЛККЛ спостерігали 
на 7- і 28-у доби (рис. 5, 6). Це може бути 
пов’язано зі стимулювальним впливом комп-
лексу біологічно активних речовин, які про-
дукуються ЛККЛ, на клітинні елементи з 
функціональною активністю макрофагів. 

Рис. 6. Показники фагоцитарного числа клітин ПП у щурів з ІІ і після лікування на 1-у (А), 3-ю (B), 7-у (C) 
і 28-у (D) доби спостереження; * — р < 0,05 порівняно з контролем. Верхня і нижня межі стовпчиків відпо-
відають 75- і 25-у процентилям відповідно; довжина стовпчика — межквартільний інтервал; горизонтальна лінія 
стовпчика — медіана; планки похибки — мінімальні й максимальні значення. 

Fig. 6. Indices of phagocytic number of PC cells in rats with IS and post therapy to days 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) 
of observation; * – p < 0.05 as compared with the control. The upper and lower limits of columns correspond 
to the 75th and 25th percentiles, respectively; column length is an interquartile range; horizontal line of column is the 
median; error bars are the minimum and maximum values.
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Висновки
1. Представлений спосіб ліофілізації ЛККЛ 

забезпечує збереження в гетерогенній популяції 
ЛККЛ клітин з імуномодулювальним потенціа-
лом (Т

рег
, CD34+). 

2. Встановлено рівнозначну імунокоригу-
вальну дію лЛККЛ і кЛККЛ під час ішемічного 
пошкодження головного мозку у експеримен-
тальних тварин, що пов’язано з виробленням 

Conclusions
1. The presented here way for HCBL lyophili-

zation ensured the survival of cells with immune 
modulating potential (T

reg
, CD34+) in heterogeneous 

population of HCBL. 
2. An equal immune correcting action of lHCBL 

and cHCBL was revealed in experimental ani-

mals during ischemic brain injury, that was as-
sociated with the HCBL cell production of cyto-
kines, able to stimulate a proliferative activity of 
peritoneal cavity cells.

3. The HCBL inclusion to treat cerebral ischemia 
in experimental animals improved the indices of 
IFN-γ+ and IL-10+spleen cell content, and those 
of adhesive and phagocytic activity of the perito-
neal cavity cells.
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