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На тлі розвитку аутоімунного гепатиту (АІГ) у щурів відзначено формування цитолітичного синдрому, на що вказувало зростан-

ня активності АлАт на 66,7% (р=0,015) та зростання активності АсАт на 85,0% (р<0,001) стосовно показників інтактних тварин, що 
супроводжувався зростанням на 52,3% (р=0,002) активності γ-ГТП та зростанням (р=0,01) на 36,5% активності ЛФ. Застосування дослі-
джуваних біологічних засобів призвело до виразного ослаблення ознак цитолітичнго синдрому у щурів з АІГ. Найвиразніше рівень 
АлАт знизився на тлі застосування кріоекстракту плаценти (КЕП) та кондиціонованого середовища мезенхімальних стовбурових клітин 
(КС-МСК), а активність АсАт найвиразніше знизилась на тлі застосування КС-МСК. Найвиразніше зниження активності γ-ГТП від-
значено на тлі введення КЕП та КС-МСК. Найвиразніше зниження активності ЛФ у щурів з АІГ відзначено на тлі введення КС-МСК.

Ключові слова: безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби, гепатит, цитоліз, імунітет, кондиціоноване середовище мезен-
хімальних стовбурових клітин.
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Background. Autoimmune hepatitis (AIH) is a chronic immune-mediated liver disease characterized by relapsing and remitting courses, 

which progresses to cirrhosis if left untreated. Our attention as an innovative approach to treating AIH patients was drawn to the use of 
domestic acellular cryopreserved biological agents (CBA) – cryoextracts of placenta (CEP), cryoextracts of spleen (CES), and conditioned 
medium of mesenchymal stem cells (МSC-СМ).

Objective – to assess the impact of conditioned medium from mesenchymal stem cells and cryoextracts of biological tissues on the 
manifestations of cytolytic syndrome in experimental AIH in rats.

Methods. Experimental studies were conducted on 42 male rats weighing 200–220 g in compliance with the main bioethical principles 
of European Union Directive 2010/10/63 EU. AIH in rats was modeled by administering a hepatotropic antigenic mixture consisting of 
Freund’s complete adjuvant and an antigen solution. On the 52nd day of the experiment, the animals were euthanized. The activity of alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), and gamma-glutamyltransferase (γ-GGT) was 
determined spectrophotometrically.

Results. The study showed that the development of AIH in rats was accompanied by the formation of a cytolytic syndrome, as evidenced 
by a statistically significant increase in ALT activity by 66.7% (p=0.015) and AST activity by 85.0% (p<0.001) in the peripheral blood serum 
compared to similar indicators in intact animals. It was also found that the development of AIH in rats was accompanied by a statistically 
significant (p=0.002) increase in γ-GGT activity by 52.3% and an increase (p=0.01) in ALP activity by 36.5%.

Conclusions. The use of the studied CBAs led to a significant reduction in the signs of cytolytic syndrome in rats with AIH. The most 
pronounced reduction in ALT levels was observed with the application of CEP and МSC-СМ. AST activity was most significantly and 
statistically reliably (p<0.001) reduced with the application of МSC-СМ. The most pronounced decrease in γ-GGT activity was noted with 
the administration of CEP and МSC-СМ. 

Key words: cell-free cryopreserved biologicals, hepatitis, cytolysis, immunity, mesenchymal stem cell conditioned medium.
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Вступ. Аутоімунний гепатит (АІГ) – це хронічне 
імуноопосередковане захворювання печінки, що реци-
дивує та ремітує, яке прогресує до цирозу, якщо його 
не лікувати. У значної кількості пацієнтів може бути 
гострий гепатит або гостра печінкова недостатність, які 
часто помилково діагностуються як токсичне ураження 
печінки [1]. 

Глобальна щорічна захворюваність на АІГ становить 
1,37 на 100 тис., а поширеність – 17,44 на 100 тис. [1]. 
АІГ трапляється в усіх вікових та етнічних групах, а його 
клінічні прояви різняться залежно від раси та етнічної 
приналежності. АІГ більш переважає серед дорослих 
жінок (71–95%) та дівчат (60–76%). Вікові піки зазвичай 
описані в 10–30 та 40–60 років, проте останніми роками 
майже повсюдно повідомлялося про пізніший пік мані-
фестації АІГ, в основному в Західній Європі та Північній 
Америці, у осіб старше 60 років [2].

Діагноз АІГ можна встановити за наявності харак-
терних гістологічних змін, клінічних і лабораторних 
даних (підвищення активності аланінамінотрансфе-
рази (АлАт) та аспартатамінотрансферази (АсАТ) та 
сироваткових IgG), а також одного або кількох цирку-
люючих антитіл. Підвищення активності гамма-глу-
тамілтрансферази (γ-ГТП) також можна спостерігати 
у разі AIГ. Високі рівні IgG дуже характерні для АІГ, 
тоді як підвищені рівні IgA та IgM вказують на інший 
діагноз. Повна біохімічна ремісія полягає в нормаліза-
ції активності трансаміназ і IgG [2; 3]. 

Через складність патогенезу АІГ лікування спрямо-
ване на кілька шляхів запалення. Однак, на відміну від 
інших аутоімунних захворювань, для яких було схва-
лено таргетне лікування, у розвитку парадигми ліку-
вання АІГ досягнуто незначного прогресу. Для покра-
щення прогнозу АІГ та мінімізації несприятливих 
ефектів, пов’язаних із прийомом стероїдів, необхідно 
зосередитися на індивідуальних підходах до лікування 
без стероїдів [4].

В останнє десятиліття все більша увага дослідників 
прикута до розробки персоніфікованих стратегій ліку-
вання хворих з використанням біотехнологічних препа-
ратів. Особливого розвитку біотехнологічні препарати 
здобули у лікуванні хворих на аутоімунні захворю-
вання. Тому нашу увагу у якості інноваційного підходу 
до лікування хворих на АІГ привернуло застосування 
вітчизняних безклітинних кріоконсервованих біологіч-
них засобів (БКБЗ) – кріоекстракту плаценти (КЕП), 
кріоекстракту селезінки (КЕС) та кондиціонованого 
середовища мезенхімальних клітин (КС-МСК) [5; 6; 7].

Мета – оцінити вплив кондиціонованого серед-
овища мезенхімальних стовбурових клітин та кріоек-
страктів біологічних тканин на прояви цитолітичного 
синдрому при експериментальному АІГ у щурів.

Матеріали та методи. Експериментальні дослі-
дження проведені на 42 шурах-самцях масою 200–220 г 
у відповідності до основних біоетичних принципів 
Директиви Європейського Союзу 2010/10/63 EU щодо 
експериментів на тваринах та інших чинних вітчиз-
няних та міжнародних нормативних актів. Комплек-
сну програму досліджень розглянуто та погоджено 
Комісією з питань етики та біоетики медичного 
факультету Харківського національного університету 

імені В.Н. Каразіна МОН України (протокол № 4/3 від 
11.12.2024 р.).

АІГ у щурів моделювали шляхом введення гепато-
тропної антигенної суміші, яка складалась з повного 
ад’юванта Фрейнда (ПАФ) (Thermo Fisher Scientific, 
США) та розчину антигену, отриманого з гомогенату 
алогенної печінки [6]. Гепатотропну антигенну суміш 
вводили щурам внутрішньом’язово (в/м) по 2,0 мл 1 раз 
на тиждень впродовж 6 тижнів (на 1, 7, 14, 21, 28 та 
35 дні експерименту) [6].

Досліджувані препарати починали вводити через 
7 днів після останньої ін’єкції гепатотропної антигенної 
суміші [6]. БКБЗ вводили в/м з інтервалом 2 дні (усього 
5 ін’єкцій) відповідно на 42, 44, 46, 48 та 50 дні екс-
перименту. В якості референс-препарату вибрано гепа-
топротектор силібор (ТОВ «Фармацевтична компанія 
“Здоров’я”», Україна) – рослинний екстракт з насіння 
розторопші плямистої (Silybum marianum) [8]. Силібор 
вводили внутрішньошлунково (в/шл) на 42, 44, 46, 48 
та 50 дні експерименту в дозі 50 мг/кг [9].

Дослідження ефективності БКБЗ у разі АІГ прове-
дені на 42 шурах-самцях масою 200–220 г, рандомізо-
ваних на 6 груп:

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

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

ІІІ – щури зі змодельованим АІГ (n=7), яким на 42, 
44, 46, 48 та 50 дні експерименту внутрішньошлун-
ково (в/шл) вводили референс-препарат силібор у дозі  
50 мг/кг [9];

ІV – щури зі змодельованим АІГ (n=7), яким на 42, 
44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вводили КЕП 
у дозі 2,5 мл/кг [10];

V – щури зі змодельованим АІГ (n=7), яким на 42, 
44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вводили КЕС 
у дозі 5,0 мл/кг [5; 10];

VІ – щури зі змодельованим АІГ (n=7), яким на 42, 
44, 46, 48 та 50 дні експерименту в/м вводили КС-МСК 
у дозі 0,6 мл/кг [10].

На 52-й день експерименту тварин виводили з екс-
перименту. Зразки змішаної крові після декапітації тва-
рин відбирали у центрифужні пробірки. 

Активність аланінамінотрансферази (АлАт) 
визначали спектрофотометрично за методом S. Reitman 
та S. Frankel, який ґрунтується на тому, що внаслідок 
амінування 2-оксоглутарової кислоти L-аланіном, 
яке відбувається під дією АлАТ, утворюються 
L-глутамінова та піровиноградна кислоти. Визначення 
базується на вимірюванні оптичної щільності 2,4-дині-
трофенілгідразонів 2-оксоглутарової та піровиноград-
ної кислот у лужному середовищі за довжини хвилі  
λ = 530 (500–560) нм [11]. 

Активність аспартатамінотрансферази (АсАт) 
визначали спектрофотометрично за методом S. Reitman 
та S. Frankel, який ґрунтується на тому, що внаслідок 
амінування 2-оксоглутарової кислоти L-аспарагіновою 
кислотою, яке відбувається під дією АсАТ, утворю-
ються L-глутамінова та щавелевооцтова кислоти, що 
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декарбоксилюються до піровиноградної кислоти. Роз-
раховували коефіцієнт де Рітіса = АсАТ / АлАТ [11].

Активність γ-ГТП визначали спектрофотометрич-
ним методом, який ґрунтується на тому, що під дією 
γ-ГТП глутаміновий залишок з гамма-L-(+)-глутаміл-
4-нітроаналіда переходить на дипептидний акцеп-
тор – гліцилгліцин. При цьому вилучається хромоген-
п-нітроанілін. Оптичну щільність реакційного розчину 
вимірюють за довжини хвилі λ = 405 (400–430) нм 
після гальмування ензиматичної реакції ацетатною 
кислотою [12].

Активність лужної фосфатази (ЛФ) визначали 
спектрофотометричним методом, який ґрунтується 
на властивості ЛФ гідролізувати ефірний зв’язок 
у β-гліцерофосфаті з відщепленням фосфатної кислоти. 
Вміст фосфору, що утворився, визначають за реакцією 
з молібденовим реактивом у присутності аскорбіно-
вої кислоти. Інтенсивність забарвлення молібденового 
синього пропорційна кількості фосфору [13].

Статистична обробка даних. Статистичну обробку 
результатів проведено з використанням приклад-
ної програми для роботи з електронними таблицями 
«Microsoft Office Excel». Оцінку характеру розподілу 
величин у кожній групі вибіркової сукупності прово-
дили з використанням критерію Шапіро-Вілка. У разі 
нормального розподілу незалежних величин відмін-
ності між групами визначали попарно за t-критерієм 
Ст’юдента. У разі ненормального розподілу принай-
мні однієї з груп незалежних величин відмінності між 

ними визначали попарно за непараметричним ранго-
вим U-критерієм Манна-Уітні (Mann-Whitney) [14].

Результати дослідження та їх обговорення. Дослі-
дження показало, що розвиток АІГ у щурів супрово-
джувався формуванням цитолітичного синдрому, на що 
вказувало статистично вірогідне зростання рівня АлАт 
на 66,7% (р=0,015) та зростання рівня АсАт на 85,0% 
(р<0,001) у сироватці периферичної крові стосовно 
аналогічних показників інтактних тварин (табл. 1). 
Вказане диспропорційне зростання рівня амінотранс-
фераз у щурів з АІГ призвело до зниження значення 
коефіцієнта де Рітіса на 20,0% стосовно значень у здо-
рових щурів (рис. 1).

Також встановлено, що розвиток АІГ у щурів супро-
воджувався статистично вірогідним (р=0,002) зростан-
ням на 52,3% активності γ-ГТП (рис. 2) та зростанням 
(р=0,01) на 36,5% активності ЛФ (рис. 3). Як відомо, 
γ-ГТП є ферментом, зв’язаним із плазматичною мемб-
раною, який бере участь у γ-глутаміловому циклі, поді-
бно до метаболізму глутатіону (GSH). Цей фермент 
відіграє важливу роль у захисті клітин від окислю-
вального стресу, тому його перевіряють як ключовий 
біомаркер для кількох захворювань, зокрема у разі 
пошкоджень печінки [15]. Вказані зміни з боку аміно-
трансфераз, γ-ГТП та ЛФ вірогідно вказують на фор-
мування виразного цитолітичного синдрому у щурів на 
тлі розвитку АІГ.

Застосування референс-препарату силібору при-
звело до нівелювання ознак цитолітичного синдрому, 

Таблиця 1
Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на активність амінотрансфераз у сироватці крові щурів з АІГ  

на 52-й день експерименту, мкмоль / (мл × год), n=42

№ групи Умови експерименту n

Досліджуваний показник, 
статистичне представлення

АлАт, 
M ± m (95 % ДІ)

АсАт, 
Ме [LQ; UQ]

І Інтактні щури 7 1,2 [0,8; 1,8] 1,6±0,13
(95 % ДІ: 1,4–1,9)

ІІ Контроль
(АІГ без лікування) 7 2,0 [1,7; 2,2]

р1=0,015 [66,7%]

3,0±0,21
(95 % ДІ: 2,6–3,4)
р1<0,001 [85,0%]

ІІІ АІГ + силібор 7 1,4 [1,2; 1,5]
р2=0,002 [30,0%]

2,0±0,18
(95 % ДІ: 1,6–2,3)
р2=0,003 [34,0%]

ІV АІГ + КЕП 7
1,3 [0,8; 1,8]

р2=0,015 [35,0%]
р3=0,5 [7,1%]

2,1±0,09
(95 % ДІ: 1,9–2,2)
р2=0,002 [31,3%]

р3=0,7 [4,3%]

V АІГ + КЕС 7
1,5 [1,3; 1,7]

р2=0,015 [25,0%]
р3=0,3 [7,1%]

2,0±0,23
(95 % ДІ: 1,6–2,5)

р2=0,01 [31,6%]
р3=0,8 [3,6%]

VІ АІГ + КС-МСК 7
1,3 [1,2; 1,5]

р2=0,003 [35,0%]
р3=0,4 [7,1%]

1,5±0,13
(95 % ДІ: 1,3–1,8)
р2<0,001 [49,3%]
р3=0,6 [23,2%]

Примітки.
1. р1 – рівень статистичної вірогідності розбіжності показників; 
2. [%] – значення розбіжностей показників у відсотках;
3. Індексами 1, 2, 3 вказано номер групи, з показниками якої проведено зрівняння. 
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Рис. 1. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на значення коефіцієнта де Рітіса  
(АсАт / АлАт) у сироватці крові щурів з АІГ

Примітки.
1. Розподіл величин ненормальний.
2. Бокси включають результати від 25-го до 75-го перцентилю, вертикальні лінії за межами боксів – мінімальне та макси-

мальне значення.
3. Горизонтальна лінія всередині боксу – медіана.

Рис. 2. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на активність γ-ГТП у сироватці крові щурів з АІГ
Примітки.
1. Розподіл величин кожної групи вибіркової сукупності нормальний. 
2. Бокси включають значення стандартної похибки середнього арифметичного, вертикальні лінії за межами боксів – 95% 

довірчий інтервал. 
3. Горизонтальна лінія всередині боксу – середнє арифметичне значення.
4. ● – p < 0,05 стосовно показників інтактних щурів;
5. ■ – p < 0,05 стосовно показників щурів з АІГ.
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на що вказувало статистично вірогідне зниження рівня 
амінотранфераз (табл. 1) – рівень АлАт статистично 
вірогідно (р=0,002) знизився на 30,0% стосовно показ-
ників у щурів контрольної групи та становив 1,4 [1,2; 
1,5] мкмоль / (мл × год), а рівень АсАТ – статистично 
вірогідно (р=0,003) знизився на 34,0% стосовно показ-
ників у нелікованих щурів з АІГ та становив відповідно 
2,0±0,18 (92% ДІ: 1,6–2,3) мкмоль / (мл × год).

Встановлене зниження активності амінотрансфераз 
на тлі застосування силібору у щурів з АІГ призвело 
до зростання значення коефіцієнта де Рітіса на 10,0% 
(рис. 1). Також встановлене статистично вірогідне 
(р=0,02) зниження активності ЛФ на 22,1% стосовно 
показників щурів контрольної групи на тлі застосу-
вання силібору у щурів з АІГ (рис. 3). Як відомо, тка-
нинно-неспецифічна ЛФ є ключовим ферментом, що 
бере участь у дефосфорилюванні різних фізіологіч-
них субстратів і виконує життєво важливі фізіологічні 
функції, включаючи позаскелетні функції, такі як роз-
виток нейронів, детоксикація ліпополісахариду, проти-
запальна роль, регуляція рН жовчі та підтримка гемато-
енцефалічного бар’єру [16; 17].

Застосування досліджуваних БКБЗ призвело до 
виразного ослаблення ознак цитолітичного син-
дрому у щурів з АІГ. Встановлено, що найвиразніше 
рівень АлАт знизився на тлі застосування КЕП та 
КС-МСК – активність вказаного ензиму знизилась від-
повідно на 35,0% (р<0,05) в обох випадках (табл. 1) 
стосовно показників щурів з АІГ без лікування. 

Тоді як активність АсАт найвиразніше статистично 
вірогідно (р<0,001) знизилась на тлі застосування 
КС-МСК та становила відповідно 1,5±0,13 (95% ДІ:  
1,3–1,8) мкмоль/(мл × год), що на 23,2% (р=0,6) переви-
щувало здатність референс-препарату силібору знижу-
вати аналогічний показник у щурів з АІГ.

Оцінка значення коефіцієнта де Рітіса показала, що 
найвиразнішу тенденцію до зростання цього показ-
ника відзначено на тлі застосування КЕП та КС-МСК 
(рис. 1).

Оцінка рівня γ-ГТП та ЛФ показала, що на тлі засто-
сування БКБЗ у щурів з АІГ найвиразніше статистично 
вірогідне зниження активності γ-ГТП відзначено на тлі 
введення КЕП та КС-МСК – активність γ-ГТП знизи-
лась відповідно на 27,1% (р=0,024) та на 27,4% (р=0,012) 
стосовно показників щурів контрольної групи (рис. 3). 
Найвиразніше зниження активності ЛФ у щурів з АІГ 
відзначено на тлі введення КС-МСК – вказаний показ-
ник статистично вірогідно (р=0,009) знизився на 27,9% 
стосовно показників нелікованих щурів з АІГ та стано-
вив 2,7±,0,20 (95% ДІ: 2,3–3,1) мкмоль/л (рис. 3).

Висновки. На тлі розвитку АІГ у шурів відзначено 
формування цитолітичного синдрому, на що вказувало 
статистично вірогідне зростання рівня АлАт на 66,7% 
(р=0,015) та зростання рівня АсАт на 85,0% (р<0,001) 
стосовно аналогічних показників інтактних тварин, 
що супроводжувався статистично вірогідним (р=0,002) 
зростанням на 52,3% активності γ-ГТП та зростанням 
(р=0,01) на 36,5% активності ЛФ.

Рис. 3. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та силібору на активність ЛФ у сироватці крові щурів з АІГ
Примітки.
1. Розподіл величин кожної групи вибіркової сукупності нормальний. 
2. Бокси включають значення стандартної похибки середнього арифметичного, вертикальні лінії за межами боксів – 95% 

довірчий інтервал. 
3. Горизонтальна лінія всередині боксу – середнє арифметичне значення.
4. ● – p < 0,05 стосовно показників інтактних щурів;
5. ■ – p < 0,05 стосовно показників щурів з АІГ (контрольна група).
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Застосування досліджуваних БКБЗ призвело до 
виразного ослаблення ознак цитолітичнго синдрому 
у щурів з АІГ. Найвиразніше рівень АлАт знизився на 
тлі застосування КЕП та КС-МСК – активність вказа-
ного ензиму знизилась відповідно на 35,0% (р<0,05) 
в обох випадках, активність АсАт найвиразніше статис-
тично вірогідно (р<0,001) знизилась на тлі застосування 

КС-МСК. Найвиразніше зниження активності γ-ГТП 
відзначено на тлі введення КЕП та КС-МСК – активність 
знизилась відповідно на 27,1% (р=0,024) та на 27,4% 
(р=0,012) стосовно показників щурів контрольної групи. 
Найвиразніше зниження активності ЛФ у щурів з АІГ 
відзначено на тлі введення КС-МСК – на 27,9% (р=0,009) 
стосовно показників у нелікованих щурів з АІГ.
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