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Lyophilized Human Cord Blood Leukoconcentrate Aff ects Immune 
System of Rats with Ischemic Stroke 

Реферат: Цереброваскулярна патологія, особливо гострі порушення мозкового кровообігу, є однією з найскладніших
проблем медицини. У зв’язку з цим актуальним залишається пошук ефективних методів лікування нейродегенеративних захворю-
вань. На експериментальній моделі ішемічного інсульту (ІІ) у порівняльному аспекті досліджували вплив ліофілізованого (лЛККЛ) 
та кріоконсервованого (кЛККЛ) лейкоконцентратів кордової крові людини на гуморальну і клітинну ланки імунітету. Ішемічний
інсульт моделювали у 6-місячних щурів лінії Вістар шляхом оклюзії середньої мозкової артерії. Тваринам внутрішньочеревинно
вводили кЛККЛ і лЛККЛ по 0,5 мл у дозі 5 × 106 клітин через 6 годин після закінчення операції. Визначали склад популяції та
субпопуляції лімфоцитів (CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD4+CD25+), вміст загальних імуноглобулінів і циркулюючих імунних
комлексів у сироватці крові. На експериментальній моделі ІІ показано, що як ліофілізація, так і кріоконсервування ЛККЛ
забезпечували збереження імуномодулюючого потенціалу клітин, що було підтверджено в системі in vivo. Встановлено рівно-
значну коригувальну дію лЛККЛ і кЛККЛ на показники клітинної та гуморальної ланок імунітету за розвитку ІІ. Включення до
базової терапії ІІ лЛККЛ і кЛККЛ сприяло більш швидкому відновленню показників імунної системи тварин, яке співставне з вико-
ристанням нативного ЛККЛ.
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циркулюючі імунні комплекси. 

Abstract: Cerebrovascular pathology, especially acute cerebrovascular accident is among the most complicated issues 
in medicine. Therefore, the search for effi  cient ways to treat neurodegenerative diseases has still remained topical. In experimental model 
of ischemic stroke (IS), the impact of lyophilized and cryopreserved human cord blood leukoconcentrate (lHCBL and cHCBL, respectively) 
on immune system humoral and cell components has been comparatively studied. The ischemic stroke was simulated in 6-month-
old Wistar rats by occlusion of the middle cerebral artery. The lHCBL and cHCBL were administered intraperitoneally at a dose 
of 0.5 ml of 5 × 106 cells in 6 hrs after surgery (occlusion). In blood serum, the populations and subpopulations of lymphocytes (CD3+, 
CD4+, CD8+, CD16+, CD4+CD25+), the content of total immunoglobulins and circulating immune complexes were determined. The expe-
rimental model of IS showed both lyophilization and cryopreservation of HCBL to ensure the preservation of immunomodulatory potential 
of cells, that was confi rmed in vivo. An equivalent corrective eff ect of lHCBL and cHCBL on indices of immune system cell and humoral 
components during IS development has been established. The inclusion of lHCBL, as well as cHCBL and native HCBL in basic therapy 
of IS promoted a more rapid recovery of the immune system indices in animals. 

Key words: lyophilization, cryopreservation, human cord blood leukoconcentrate, ischemic stroke, immune system, circulating 
immune complexes. 
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Гостре порушення мозкового кровообігу — 
актуальна медико-соціальна проблема. Частота
інсультів у різних країнах світу коливається від
150 до 740 випадків на 100 000 населення [14]. 
Наразі у зв’язку зі старінням населення, тобто
збільшенням у популяції осіб похилого віку, кіль-

Cerebrovascular accident is an urgent medical 
and social problem. The stroke frequency in dif-
ferent countries varies from 150 to 740 cases per 
100,000 population [10]. Currently, the number 
of stroke patients is augmenting annually with 
the people aging, i. e. an increase in older persons 
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кість хворих на інсульт підвищується з кожним
роком. Серед пацієнтів з цією патологією спо-
стерігається висока летальність та інвалідизація
[12, 16]. 

Доведено, що у патогенезі ішемічного інсуль-
ту (ІІ) значуще місце займають імунні механізми, 
які надалі призводять до дисрегуляції імунної си-
стеми (ІС), що проявляється в розбалансуванні
взаємодії клітінної та гуморальної ланок імуні-
тету [10, 13]. При цьому встановлено, що «кла-
сична» медикаментозна терапія не завжди
сприяє репарації пошкодженої нервової тка-
нини та відновленню ІС хворого на ІІ [18].

Враховуючи вищевикладене, очевидною є
необхідність застосування для лікування ІІ пре-
паратів з потенціалом надсистемної регулятор-
ної активності [2]. Сироватка та плазма кордової
крові містять репродуктивні імуномодулятори, 
цитокіни, адгезивні компоненти, увесь спектр
гормонів, що притаманний організму новонарод-
женого, ростові та антипроліферативні фактори, 
гемопоетичні та адаптогенні, опіоїдні (ендорфіни, 
енкефаліни) пептиди, мікроелементи, вітаміни. 
Варто зазначити, всі вказані речовини кордової
крові знаходяться в збалансованих співвідно-
шеннях і є біологічно активним комплексом, не-
обхідним для організму, який розвивається. Крім
того, після введення в дорослий організм з патоло-
гією він сприяє нормалізації обміну речовин [17, 
23]. Наявність у кордовій крові мезенхімальних і
«подібних до ембріональних» плюрипотентних
стовбурових клітин, а також гемангіобластів від-
криває перспективи щодо її ефективного застосу-
вання у відновленні ушкодженої тканини нервової
системи хворих на ІІ [25]. Таким чином, лейкокон-
центрат кордової крові людини (ЛККЛ) може бути
універсальним матеріалом для регенеративних і
репаративних процесів в організмі [19, 24]. Він
має високий проліферативно-диференціювальний
потенціал, застосовується для корекції імунодефі-
цитних станів, лікування онкологічної патології
та вважається перспективним засобом для збіль-
шення тривалості життя людини. 

Для довгострокового зберігання ЛККЛ вико-
ристовують кріоконсервування з подальшим його
перенесенням в низькотемпературні банки, що
забезпечують схоронність структурно-функціо-
нальних характеристик клітин на близькому до
початкового рівні [1]. Однак більш економічним
вважається метод ліофілізації, який не потребує
застосування хімічних консервантів [6, 7].

У даному дослідженні для лікування II ви-
користовували кріоконсервований (кЛККЛ) та
ліофілізований (лЛККЛ) лейкоконцентрати кор-
дової крові людини як потенційні коректори

within population. High mortality and disability 
rates are observed among the patients with this 
pathology [1, 18]. 

The immune mechanisms were proven to 
play a signifi cant role in ischemic stroke (IS) 
pathogenesis, which further resulted in the immune 
system dysregulation, manifested in the imbalan-
ced interaction between cell and humoral links of 
the immunity [16, 19]. Herewith, the ‘standard’ 
drug therapy was established as not always ensuring 
the repair of damaged nerve tissue and immune 
system restoration in IS patients [3]. 

Bearing in mind the mentioned above, the 
need to apply the drugs with potential of suprasys-
temic regulatory activity for IS therapy is ob-
vious [5]. Cord blood serum and plasma contain 
reproductive immune modulators, cytokines, adhesive 
components, the entire range of hormones inherent 
in newborn body, growth and antiproliferative 
factors, hematopoietic and adaptogenic, opioid 
(endorphins, enkephalins) peptides, microelements, 
vitamins. Notably, that all the specifi ed substances 
of cord blood are in balanced proportions, being 
a biologically active complex necessary for deve-
loping organism. Moreover, it ensures the metabo-
lism normalization when introduced into an adult 
organism with pathology [2, 22]. The presence of 
mesenchymal and ‘embryonic-like’ pluripotent 
stem cells in cord blood, as well as hemangioblasts, 
opens up new opportunities for its effi  cient use 
in restoring the injured tissue of nervous system 
in patients with IS [25]. Thus, the HCBL may 
be a universal material for regenerative and repa-
rative processes in a body [8, 23]. It possesses a 
high proliferative and diff erentiating potentials, 
being applied for correction of immunodefi ciency 
states, in therapy of oncology pathology, and may 
be considered as a promising mean to increase the 
human life expectancy.

The cryopreservation is generally used for the 
HCBL long-term storage, followed by its transfer 
into low temperature banks, where the preservation 
of structure and functions of cells at a level close 
to the initial one is provided [4]. However, the 
lyophilization, not requiring the chemical preser-
vative use, is considered to be more cost-effi  cient [11, 
12]. 

In this study, the cryopreserved and lyophi-
lized human cord blood leukoconcentrates (cHCBL 
and lHCBL, respectively) were used for IS the-
rapy, as potential correctors of the state of immune 
system cell and humoral components in experi-
mental animals.

The research aim was a comparative study of 
the impact of lyophilized and cryopreserved human 
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стану клітинної та гуморальної ланок ІС екс-
периментальних тварин.

Мета роботи — дослідження у порівняльному
аспекті впливу ліофілізованого лейкоконцентра-
ту кордової крові людини та кріоконсервованого
лейкоконцентрату кордової крові людини на гу-
моральну та клітинну ланки імунітету щурів
з експериментальною моделлю ішемічного ін-
сульту. 

Матеріали і методи
Експерименти проводили на 6-місячних щу-

рах-самцях масою 180–200 гр (n = 62) відповід-
но до Закону України «Про захист тварин від
жорсткогоповодження» (№3447-IV від 21.02.2006) 
та положень «Європейської конвенції про за-
хист хребетних тварин, які використовуються
в експериментальних та інших наукових цілях» 
(Страсбург, 1986). Експериментальну частину
роботи виконували відповідно до висновку комі-
тету з біоетики (Протокол № 7 від 26.02. 2019) 
Інституту проблем кріобіології і кріомедицини
НАН України (ІПКіК НАН України, м. Харків).

Кордову кров отримували за інформованої
згоди породіллі безпосередньо після народження
дитини. Після цього флакони з кордовою кров’ю
транспортували і зберігали при температурі 4°С. 
Лейкоконцентрат кордової крові людини отри-
мували за методом В.В. Лебединця та співавт. [8]. 
Лейкоконцентрат отримували з кордової кро-
ві шляхом пасивної седиментації еритроцитів
в аутоплазмі у градієнті щільності з додаванням
поліглюкіну. Розливали нативний ЛККЛ (нЛККЛ) 
по 1 мл у стерильні пеніцилінові флакони і про-
водили ліофілізацію за методом А.М. Гольцева
та співавт. [3] з використанням сублімаційної
установки «УЗВ-2» (СКТБ з ДВ при ІПКіК НАН
України). Зразки лЛККЛ зберігали при 4°С. Ре-
гідратирували лЛККЛ з поступовим додаванням
фізіологічного розчину у флакони 1 мл протягом
10 хв, обережно перемішували для виключення
спінювання. Кріоконсервували ЛККЛ (кЛККЛ) 
в одноразових пластикових пробірках (Nunc, 
США) на програмному заморожувачі «УОП-06» 
(СКТБ з ДВ ІПКіК НАН України) за методом
А.О. Цуцаєвої та співавт. [15]. Зразки кЛККЛ
зберігали при −196°С у низькотемпературному
банку ІПКіК НАН України. Відтавали кЛККЛ
на водяній бані за температури 40–41°С. Визнача-
ли кількість ядерних клітин у 1 мл суспензії ЛККЛ
за допомогою геманалізатора «Abacus» (Abacus, 
Австрія). Життєздатність клітин оцінювали ме-
тодом суправітального забарвлення 0,2%-м роз-
чином трипанового синього [9] та методом про-
точної цитофлуориметрії на установці «FACS 

cord blood leukoconcentrates on humoral and 
cell components of immune system in rats with 
experimental model of ischemic stroke.

Materials and methods 
Experiments were carried out in 6-month-old 

male rats weighing 180–200 g (n = 62) in accor-
dance with the Law of Ukraine ‘On Protection of 
Animals Against Cruelty’ (No. 3447-IV of Feb-
ruary 21, 2006) and the ‘European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and Other Scientifi c Purposes’ 
(Strasbourg, 1986). Experimental part of research 
was agreed with the Bioethics Committee of the 
Institute for Problems of Cryobiology and Cryo-
medicine of the NAS of Ukraine (IPCC of the 
NAS of Ukraine) (protocol No. 7 of February 26, 
2019).

The cord blood was procured with an informed 
consent of women in labour immediately after 
child birth. Then the vials with cord blood were 
transported and stored at 4°C. Leukoconcentrate 
from human cord blood was obtained by the 
method of V.V. Lebedynets et al. [13] via passive 
erythrocyte sedimentation in a density gradient 
supplemented with Polyglucinum. Native HCBL 
(nHCBL) was poured into sterile penicillin vials 
(by 1 ml) and lyophilized according to the method 
of A.M. Goltsev et al. using the sublimation unit 
‘UZV-2’ (Special Designing and Technical Bureau 
with Experimental Unit at the IPCC of the NAS 
of Ukraine) [6]. The lHCBL specimens were 
stored at 4°C. They were rehydrated by gradual 
supplement of 1 ml of saline into the vials for 
10 min, then carefully mixed to exclude foaming. 
The HCBL was cryopreserved (cHCBL) in dis-
posable plastic tubes (Nunc, USA) with program-
mable freezer ‘UOP-06’ (Special Designing and 
Technical Bureau with Experimental Unit at the 
IPCC of the NAS of Ukraine) by the method of 
A.O. Tsutsaieva et al. [21]. The cHCBL specimens 
were stored at −196°C at the low-temperature 
bank of the IPCC of the NAS of Ukraine. The 
cHCBL was warmed in a water bath at 40–41°C. 
The amount of nucleated cells in 1 ml of HCBL 
suspension was determined with ‘Abacus’ hema-
tology analyzer (Diatron, Austria). Cell viability 
was assessed by supravital staining with 0.2% 
trypan blue solution [14] and with FACS Сalibur 
fl ow cytometer (BD Bioscience, USA) using propi-
dium iodide.

Ischemic stroke was simulated in animals by the 
middle cerebral artery (MCA) occlusion [24, 10]. 
To anaesthetize, the Ketonal (LEK d.d., Slovenia) 
5 ml/kg body weight was used subcutaneously, 
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Сalibur» (ВD Bioscience, США) з використанням
пропідій йодиду. 

Ішемічний інсульт у тварин моделювали
шляхом оклюзії середньої мозкової артерії
(СМАо) [5, 14]. Для знеболювання використову-
вали кетонал (LEK d.d., Словенія) 5 мл/кг маси
підшкірно, для місцевого знеболювання — 2%-й
розчин новокаїну («Дарниця», Україна) 50 мл/кг
маси підшкірно. Через 6 годин після СМАо щу-
рам внутрішньочеревинно вводили ЛККЛ у дозі
0,5 мл 5 × 106 клітин. Під час вибору дози ЛККЛ
та місця його введення враховували дані екс-
периментів, у яких використовували ці клі-
тини [4, 7]. Контрольним препаратом був цереб-
ролізин (215,2 мг/мл, EVER Neuro Pharma GmbH, 
Австрія), який розводили фізіологічним роз-
чином ex tempore і вводили внутрішньочере-
винно в дозі 0,1 мл на 100 г маси тварини протягом
3-х діб.

Тварин розподілили на групи: 1 — інтактну
(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 нЛККЛ
(ІІ + нЛККЛ, n = 11); 6 — щури з ІІ, яким вво-
дили церебролізин (ІІ + церебролізин, n = 11).

У тварин контрольної та всіх дослідних груп
оцінювали показники функціонального стану ІС. 
У клітинній ланці імунітету (КЛІ) визначали суб-
популяційний склад клітин селезінки методом
прямої імунофлуоресценції на проточному ци-
тофлуориметрі «FACS Сalibur» (ВD Bioscience) 
з використанням антищурячих флуоресцеїн-ізо-
тіоціанат мічених моноклональних антитіл (ФІТЦ
МАТ) (ВD Pharmingen, США) до CD3 (загальні
Т-лімфоцити), CD4 (Т-хелпери), CD8 (Т-супресо-
ри), CD16 (натуральні кілери (НК)).

Для кількісної оцінки Т-регуляторних клітин
(Трег) використовували МАТ до CD4 і CD25 (rIL-2) 
(BD Pharmingen, США). У всіх випадках оціню-
вання застосовували відповідний ізотиповий кон-
троль. Дані аналізували за допомогою програмно-
го забезпечення «WinMDI 2.8» (J. Trotter, Scripps 
Research Institute, США). Для оцінки гуморальної
ланки імунітету (ГЛІ) у сироватці крові визнача-
ли циркулюючі імунні комплекси (ЦІК) спектро-
метричним методом та імуноглобуліни (IgG, IgA, 
IgM) за методом Манчіні [11]. Усі дослідження
проводили в динаміці розвитку ІІ та після ліку-
вання на 1, 3, 7 і 28-у доби.

Статистичну обробку результатів досліджен-
ня проводили за допомогою програми «Statistica» 
(StatSoft, США). Значушість відмінностей для
непараметричних кількісних змінних двох вибі-
рок оцінювали за ранговим U-критерієм Манна-

and 2% Novocaine solution (Darnitsa, Ukraine) 
50 ml/kg body weight was administered sub-
cutaneously for local anesthesia. When selecting 
the HCBL dose and the injection site, we bore in 
mind the fi ndings, where these cells were applied [7, 
12]. The control drug was Cerebrolysin (215.2 mg/
ml, EVER NeuroPharma, Austria) dissolved in 
saline ex tempore and injected intraperitoneally 
at a dose of 0.1 ml per 100 g of animal weight for 
3 days. 

Rats were divided into the following groups: 
group 1 was the intact animals (control, n = 7); 
groups 2 consisted of rats with IS (n = 11); in 
groups 3 were rats with IS, injected with lHCBL 
(IS + lHCBL, n = 11); group 4 comprised the rats 
with IS, received cHCBL (IS + cHCBL, n = 11); 
group 5 was the rats with IS, administered with 
nHCBL (IS + nHCBL, n = 11); the animals with 
IS, injected with Cerebrolysin (IS + Cerebrolysin, 
n = 11) made group 6.

Indices of functional state of the immune 
system were evaluated in the animals of control 
and all the experimental groups. In cell component 
of the immune system (CCIS), the subpopulation 
composition of spleen cells was determined 
by direct immunofl uorescence with FACS Сalibur 
fl ow cytometer (BD Bioscience, USA) using 
anti-rat fl uorescein isothiocyanate labeled monoc-
lonal antibodies (FITC MAT) (ВD Pharmingen, 
USA) to CD3 ( total T-lymphocytes), CD4 (T-hel-
pers), CD8 (T-suppressors), CD16 (natural killers 
(NK)). 

Monoclonal antibodies to CD4 and CD25 (rIL-2) 
(BD Pharmingen, USA) were used to quantify the 
T-regulatory cells (Treg). An appropriate isotype 
control was used in all the evaluation cases. Data 
were analyzed using WinMDI 2.8 software (J. Trot-
ter, Scripps Research Institute, USA). To assess 
the humoral component of the immune system
(HCIS) in blood serum, the circulating immune 
complexes (CICs) were detected by spectropho-
tometry and the immunoglobulins (IgG, IgA, IgM) 
were done by the Mancini method [17]. All the 
experiments were conducted in dynamics of IS 
development and after therapy to days 1, 3, 7 and 28.

The research results were statistically processed 
using Statistica software (StatSoft, USA). The 
signifi cance of diff erences for non-parametric quan-
titative variables of two samples was evaluated by 
the Mann-Whitney U-rank test, diff erences were 
considered signifi cant at p < 0.05.

Results and discussion
The study of CCIS status in the IS rats showed 

the total number of T-lymphocytes (CD3+), T-helper 
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Вітні, відмінності вважали статистично значу-
щими при p < 0,05.

Результати та обговорення
Дослідження стану КЛІ щурів з ІІ показало, 

що протягом усіх термінів спостереження зна-
чуще зменшувалася загальна кількість Т-лімфо-
цитів (CD3+), Т-хелперів (CD4+), T-супресорів
та/або цитотоксичних (CD8+). Аналогічна тенден-
ція спостерігалася відносно НК (СD16+) та Трег
клітин (CD4+CD25+) з 3-ї доби спостереження
і не відновлювалася до 28-ї доби (рис. 1–5).

Виявлені зміни показників КЛІ свідчать про
виражений розвиток дисрегуляторного стану ІС
щурів з ІІ. Показано, що за умов ІІ виникають
деякі ознаки аутоімунних захворювань (АІЗ) 
[20, 23], що узгоджується з нашими даними про

(CD4+), T-suppressor and/or cytotoxic (CD8+) to 
signifi cantly decrease throughout the all observation 
periods. A similar tendency was observed for 
NK (CD16+) and Treg cells (CD4+CD25+) from 
the day 3 of observation and it did not restore until 
day 28 (Figs. 1–5).

The revealed changes in CCIS indices tesitifi ed 
to a pronounced development of dysregulatory 
state of the immune system in IS rats. Certain 
signs of autoimmune diseases (AID) were shown 
to appear under IS conditions [9, 22], which 
was consistent with our data on a decreased con-
tent of Treg cells. This indicated the body’s inabi-
lity to resist the autoimmune response develop-
ment. Among the mechanisms underlying the 
immune defi ciency development, one cannot 
exclude severe stress and the associated redistri-

Рис. 1. Кількість CD3+-клітин у щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спостереження: * — 
порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям відповідно; 
довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки похибки — міні-
мальні та максимальні значення.
Fig. 1. CD3+ cell number in rats with IS and after therapy to days 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as 
compared with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 
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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зниження вмісту Трег клітин. Це вказує на не-
здатність організму протистояти розвитку аутоі-
мунних реакцій. Серед механізмів, які лежать
в основі розвитку імунодефіциту, не можна
виключати важкий стрес та пов’язані з ним пе-
рерозподіл і фіксацію лімфоцитів у лімфоїдних
органах, затримку виходу їх клітин-поперед-

bution and fi xation of lymphocytes in lymphoid 
organs, delay in the release of their progenitor 
cells from the bone marrow, glucocorticoid-
induced apoptosis of T lymphocytes [20]. Inclu-
sion into the IS therapy of both lHCBL and cHCBL, 
as well as nHCBL was accompanied by improve-
ment of CCIS indices. For example, starting from 

Рис. 2. Кількість CD4+-клітин у щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спостереження: * — 
порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям відповідно; 
довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки похибки — міні-
мальні та максимальні значення.
Fig. 2. CD4+ cell number in rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: 
* – as compared with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quar-
tiles, 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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ників із кісткового мозку, глюкокортикоїд-ін-
дукований апоптоз Т-лімфоцитів [22]. Вклю-
чення до терапії ІІ лЛККЛ, також як і кЛККЛ
та нЛККЛ, супроводжувалося поліпшенням по-
казників КЛІ. Так, з 3-ї доби у тварин груп 3–5 
відносна й абсолютна кількість Т-лімфоцитів
була значуще більшою (р < 0,05), ніж у щурів з ІІ
(група 2) та після лікування церебролізином (гру-

day 3, the relative and absolute number of 
T-lymphocytes was signifi cantly higher (p < 0.05) 
in the animals of groups 3–5 than in IS rats (group 
2) and after therapy with Cerebrolysin (group 6) 
(see Fig. 1). Between the regulatory subpopulations 
of T-lymphocytes, the T-helpers showed the 
highest sensitivity to immune correcting eff ect 
of the administered HCBL, which number was
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па 6) (див. рис. 1). З регуляторних субпопуляцій
Т-лімфоцитів найбільшу чутливість до імуноко-
ригуючої дії введених ЛККЛ проявляли Т-хелпе-
ри, кількість яких на 3 та 7-у доби була значуще
більшою, ніж у щурів з ІІ та після лікування це-
ребролізином (р < 0,001) (див. рис. 2). Початко-
во зменшена кількість T-супресорів та/або цито-

signifi cantly higher to days 3 and 7 than in IS 
rats and after Cerebrolysin therapy (p < 0.001) (see 
Fig. 2). The initially reduced number of T-sup-
pressor and/or cytotoxic cells had a tendency to 
increase to day 7 of observation after administering 
all the HCBL types to rats (groups 3–5) and, 
conversely, it tended to decrease after therapy 

Рис. 3. Кількість CD8+-клітин у щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спостереження: * — 
порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям відповідно; 
довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки похибки — міні-
мальні та максимальні значення.
Fig. 3. CD8+ cell number in rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as 
compared with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 
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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токсичних клітин мала тенденцію до збільшення
на 7-у добу дослідження після введення щурам
усіх видів ЛККЛ (групи 3–5) і, навпаки, до зни-
ження після лікування церебролізином (група 6) 
(див. рис. 3). Нормалізацію кількості НК (СD16+) 
і Tрег клітин (CD4+CD25+) спостерігали у щурів
груп 3–5 з 3-ї доби з досягненням контрольних
значень на 28-у добу (див. рис. 4, 5).

with Cerebrolysin (group 6) (Fig. 3). The norma-
lization of NK (CD16+) and Treg cell (CD4+CD25+) 
number was observed in rats of groups 3–5 starting 
from day 3 by reaching control values to day 28 (see 
Figs. 4, 5).

These fi ndings on normalizing the number of 
the studied populations of the immune system 
cells in animals after IS therapy showed the use 
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Отримані дані щодо нормалізації кількості
досліджуваних популяцій клітин ІС у тварин піс-
ля лікування ІІ вказують на те, що застосування
лЛККЛ або кЛККЛ, як й нЛККЛ, перешкоджає
виникненню у них імунодефіциту та підвищує
протизапальний потенціал організму.

of either lHCBL or cHCBL as well as nHCBL 
to prevent the immunodefi ciency occurrence in 
them and improve the anti-infl ammatory potential 
of the body.

The analysis of humoral immunity indices in 
rats with IS and after therapy with Cerebrolysin 

Рис. 4. Кількість CD16+-клітин у щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спостереження: 
* — порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям відповід-
но; довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки похибки — 
мінімальні та максимальні значення.
Fig. 4. CD16+ cell number in rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as 
compared with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 
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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Аналіз показників гуморальної ланки імуні-
тету щурів з ІІ та після лікування церебролізином
виявив значуще зниження рівня імуноглобулінів
IgA, IgM, IgG з 1-ї по 7-у доби і незначуще його
підвищення на 28-у добу дослідження порівня-
но з контролем (рис. 6–8). У тварин, яких ліку-
вали ЛККЛ (групи 3–5), вказані імуноглобуліни
до 3-ї доби були зниженими, але на 7-у добу на-
ближалися до контрольних значень. На 28-у до-

revealed a signifi cant decrease in immunoglobulins 
IgA, IgM, IgG indices from day 1 to 7 and 
their insignifi cant rise to day 28 of observation 
as compared with the control (Figs. 6–8). In 
the animals treated with HCBL (groups 3–5), the 
specifi ed immunoglobulins were reduced until 
day 3, but they approached the control values to 
day 7. To day 28, the IgA and IgG concentra-
tions did not diff er from the control, but 
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бу концентрація IgA і IgG значуще не відрізняла-
ся від контролю, а IgМ була значуще вище конт-
ролю (р < 0,001). 

Результати дослідження рівня ЦІК у сиро-
ватці крові щурів з ІІ показали, що в усі терміни
спостереження цей показник перевищував зна-
чення в контрольній групі (рис. 9). Застосування

IgM was signifi cantly higher vs. the control 
(p < 0.001).

The results of study of CICs level in blood 
serum of IS rats showed this index as exceeding 
the value in the control group during the entire 
period of observation (Fig. 9). The use of Cereb-
rolysin for IS therapy caused a signifi cant 

Рис. 5. Кількість CD4+CD25+-клітин у щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спостереження: 
* — порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям відпо-
відно; довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки по-
хибки — мінімальні та максимальні значення.
Fig. 5. CD4+CD25+ cell number in rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as 
compared with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 
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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церебролізину для лікування ІІ викликало зна-
чуще зниження вмісту ЦІК на 7-у добу, але на
28-у добу він перевищував значення контролю. 
Ущурів, яких лікували введеням нЛККЛ, кЛККЛ, 
лЛККЛ (групи 3–5), на 7-у добу істотно зни-
жувалися показники ЦІК у крові, а на 28-у добу
вони наближалися до контролю (рис. 9). Факт
зниження рівня ЦІК після лікування ЛККЛ може
вказувати про стимуляцію виведення ЦІК із

decrease in CICs content to day 7, but it exceeded 
the control value to day 20. In the rats treated 
with the nHCBL, cHCBL, lHCBL (groups 3–5), 
the CICs indices in blood were signifi cantly re-
duced to day 7 and approached the control to 
day 28 (Fig. 9). The fact of a decrease in CICs 
level after HCBL therapy may suggest the stimu-
lation of CICs release from the body of IS animals 
by macrophage-phagocytic system.
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організму тварини з ІІ макрофагально-фаго-
цитарною системою.

Ми припускаємо, що зниження концент-
рації імуноглобулінів у крові при ІІ може бути
пов’язано з їхньою участю в формуванні ЦІК, 
рівень яких у крові за цих умов підвищується. 
Вірогідно, це є наслідком порушення функції ге-
матоенцефалічного бар’єра, що призводить до

Рис. 6. Показники рівня IgA в сироватці крові у щурів з ІІ і після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спосте-
реження: * — порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям
відповідно; довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки по-
хибки — мінімальні тамаксимальні значення.
Fig. 6. IgA level in blood cerum of rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as com-
pared with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, res-
pectively; 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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появи аутоантигенів, завдяки яким формують-
ся ЦІК [21]. Зниження рівня ЦІК у крові лікова-
них тварин, окрім стимуляції функції макрофа-
гально-фагоцитарної системи, може бути по-
в’язано з відновленням гематоенцефалічного
бар’єра, що сприяє зменшенню рівня аутоан-

We assume that a decrease in immuno-
globulins’ concentration in blood during IS may be 
explained by their participation in CICs formation, 
the level of which in the blood increases under 
these conditions. This is likely due to the blood-
brain barrier dysfunction, leading to appearance 
of autoantigens, through which the CICs are 
formed [15]. A decrease in CICs level in blood 

of treated animals, in addition to macrophage-
phagocytic function stimulation, may be associated 
with the blood-brain barrier restoration, thereby 
contributing to the autoantigen level lowering and, 
in turn, increasing the immunoglobulin concent-
ration in blood plasma.
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тигенів та, в свою чергу, збільшує концентрацію
імуноглобулінів у плазмі крові.

Таким чином, у роботі продемонстровано ре-
зультати лікування тварин з ІІ введенням лЛККЛ
або кЛККЛ, які свідчать про активацію резидент-

Рис. 7. Показники рівня IgM у сироватці крові щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спосте-
реження: * — порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му квартилям
відповідно; довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки по-
хибки — мінімальні та максимальні значення.
Fig. 7. IgM level in rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as compared 
with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 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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них і залучених із периферії прозапальних клітин
(мікроглія та Т-лімфоцити). Проведена терапія
зменшувала ступінь імуносупресії, сприяла від-
новленню показників клітинної та гуморальної
ланок імунітету. 

Встановлено, що при ІІ у відповідь на пошкод-
ження нервової тканини в крові підвищується
рівень ЦІК, що викликає аутоімунні ускладнення

Thus, in this study, we have shown the treatment 
outcome in animals with IS, administered either 
with lHCBL or cHCBL, testifying to the activation 
of resident and pro-infl ammatory cells, involved 
from the periphery (microglia and T-lymphocytes). 

The implemented therapy mitigated the degree 
of immune suppression, contributed to restoration 
of cell and humoral immunity indices. 

The CICs level was established to in-
crease in blood during IS in response to nerve 
tissue damage, thereby inducing the autoim-
mune complications [22]. Administration of either 
lHCBL or cHCBL, as well as nHCBL to ani-
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[23]. Введення тваринам лЛККЛ або кЛККЛ, як
і нЛККЛ, сприяло зниженню активації гумораль-
ної ланки імунітету.

Таким чином, на підставі отриманих експе-
риментальних результатів можна рекомендувати
використання як ліофілізованого, так і кріокон-
сервованого лейкоконцетрату кордової крові для

Рис. 8. Показники рівня IgG у сироватці крові щурів з ІІ та після лікування на 1 (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спо-
стереження: * — порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75 та 25-му кварти-
лям відповідно; довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — медіана; планки
похибки — мінімальні та максимальні значення.
Fig. 8. IgG level in rats with IS and after therapy to day 1 (А), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * – as compared with 
the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 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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лікування ішемічного інсульту в клінічній прак-
тиці.

Висновки
1. Встановлено рівнозначну імунокоригую-

чу дію ліофілізованого та кріоконсервованого
лейкоконцетратів кордової крові у лікуван-
ні ішемічного пошкодження головного мозку, 

mals ensured a decrease in humoral immunity 
activation.

Thus, proceeding from our fi ndings, both 
lyophilized and cryopreserved cord blood 
leukoconcentrates may be recommended to 
apply in clinical practice for ischemic stroke the-
rapy.

Conclusions
1. An equivalent immune correcting eff ect 

of lyophilized and cryopreserved cord blood 
leukoconcentrates in ischemic stroke therapy, 
comparable with the eff ect of administered native 
HCBL, has been established.

2. Introduction of lyophilized and cryopreserved 
cord blood leukoconcentrates was proven to 

B

C D
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Рис. 9. Вміст ЦІК у сироватці крові щурів з ІІ та після лікування на 1-у (А), 3 (B), 7 (C) і 28-у (D) доби спосте-
реження: * — порівняно з контролем; р < 0,05. Верхня і нижня межі стовпчиків відповідають 75- та 25-му
квартилям відповідно; довжина стовпчика — міжквартильний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика — ме-
діана; планки похибки — мінімальні та максимальні значення.
Fig. 9. CIC level in rats with IS and after therapy to day 1 (A), 3 (B), 7 (C) and 28 (D) of observation: * — as compared 
with the control; p < 0.05. The upper and lower limits of the columns correspond to the 75th and 25th quartiles, 
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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яка співставна з впливом уведення нативного
ЛККЛ.

2. Доведено, що введення ліофілізованого і
кріоконсервованого лейкоконцентратів кордової
крові прискорюють одужання тварин з експери-
ментальним ішемічним інсультом шляхом віднов-
лення показників гуморальної та клітинної ланок
імунітету.

accelerate the recovery of animals with experi-
mental ischemic stroke via restoring the indices 
of immune system humoral and cell compo-
nents.
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