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ДОСЛІДЖЕННЯ НА РІЗНИХ МОДЕЛЯХ БІОЛОГІЧНИХ  
ЕФЕКТІВ КОМПОНЕНТІВ  КОМПЛЕКСНОГО 
ВПЛИВУ (ФОТООПРОМІНЮВАННЯ; ЕКЗОСОМИ 
МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН  
ТА НАНОЧАСТИНКИ) ДЛЯ КОРЕКЦІЇ ЗАПАЛЬНОГО 
ПРОЦЕСУ

Пошук нових оптимальних методів для лікування хронічних запаль-
них процесів є актуальним. В  роботі на 3-х експериментальних моделях 
досліджували біологічні ефекти різних довжин хвиль фотоопромінювання; 
екзосом з метаболітами стовбурових клітин; ступень цитотоксичністі різних 
концентрацій і розмірів наночастинок діоксиду церію для їх практичного засто-
сування на різних етапах запалення. Виявлена активація вродженого імунітету 
після дії червоного світла (l  = 660 нм); зелене світло (l  = 530 нм) сприяло 
нормалізації показників імунітету, синє світло (l  = 470 нм) призводило до 
завершального етапу запалення. У культурі клітин виявили виражену стиму-
лювальну дію після впливу екзосом стовбурових клітин на проліферативну 
активність. Виявили оптимальну концентрацію та розміри наночастинок церію 
(2 нм, 0,01 М), які не надають цитотоксичної дії.

Ключові слова: імунітет; фотоопромінювання; етапи запалення; культура 
клітин; екзосоми; стовбурові клітини; проліферативна активність; наночастин-
ки діоксиду церію; біоіндикатор D.viridis; цитотоксичність

Вступ. Світло істотно впливає на численні біологічні процеси. Дія фото-
опромінювання на біооб’єкти різноманітна та пов’язана з відповідними моле-
кулами, зміною їхньої конформації та фізіологічною активністю. Відомо, що 
найважливішою для всіх живих об’єктів є фотохімічна реакція утворення ор-
ганічних речовин у процесі фотосинтезу, коли відбувається перетворення со-
нячного світла на енергію хімічних зв’язків. При зміні довжини хвилі відбува-
ється вибіркова зміна та модифікація біомолекул. Феномен дії світла на живі 
біооб’єкти застосовують в медичній практиці. Запускаючи фотохімічні реакції 
у клітині, світло може сприяти активації мікроциркуляції і впливати на різні 
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метаболічні шляхи. Сьогодні є проблема корекції імунометаболічних показ-
ників в лікуванні хронічних запальних процесів. Для вирішення цієї проблеми 
використовують багато різних підходів [25, 26, 27]. Є практика застосування 
лікувальних фізичних, біологічних та хімічних методів [1, 6]. Як фізичні мето-
ди лікування хронічних запальних процесів застосовують фотоопромінювання 
різного діапазону спектру, стовбурові гемопоетичні клітини і  фактори росту 
застосовують як біологічні методи корекції гомеостазу, для активації мікро-
циркуляції, клітинної міграції застосовують наночастинки, які мають антиок-
сидантні властивості [12, 22].

У багатьох клінічних роботах виявлено позитивний ефект впливу фотоопро-
мінювання на метаболічні порушення при запальних процесах [24, 6], проте 
немає єдиної думки про механізми і рівень ефективності фотоопромінювання 
при лікуванні локальних та системних запальних процесів різними довжинами 
хвиль видимого діапазону, оскільки ефекти світлового випромінювання багато 
в  чому можуть залежати від довжини хвилі, частоти впливу, експозиції, по-
тужності та щільності енергії [16, 20, 19, 21, 20]. Практичні лікарі та вчені ве-
дуть багаторічні дискусії про ефекти та механізми фотодії на організми. Немає 
єдиної думки у фахівців щодо механізмів дії цього фізичного фактора. Тому є 
необхідність вивчення і уточнення механізмів впливу різних довжин хвиль ви-
димого діапазону спектру на запальні процеси.

У  Харківському національному університеті ім. В. Н.  Каразіна в  лабора-
торії квантової біології та квантової медицини було розроблено ряд приладів 
для фотоопромінювання, у тому числі «Барва-Флекс/24ФМ» (випромінювання 
у червоній (λ = 660 нм), зеленій області спектру (λ = 530 нм)) та синій областях 
спектру (λ = 470 нм)), який успішно застосовують для лікування уповільнених 
запальних процесів у хірургічних клініках України.

Поряд із фотоопромінюванням ефективним підходом для корекції метабо-
лічних порушень та нестачі грануляційних процесів при хронічних запальних 
реакціях є біологічні методи, а саме застосування стовбурових клітин (СК) різ-
ного походження. Відомо, що СК беруть участь у репарації, підтримують тка-
нинний гомеостаз, здійснюють регуляцію диференціювання тканеспецифічних 
прогенераторних СК, стимулюють утворення судин [17, 2].

Багато років успішно застосовують стовбурові клітини та їх метаболіти як 
біологічні фактори, які є ефективним засобом для корекції імунометаболічних 
порушень та стимуляції регенеративних процесів. Екзометаболіти стовбуро-
вих клітин у  вигляді екзосом застосовують для транспортування активних 
компонентів цих клітин в інші організми, і тому привертають увагу науковців 
для розробки технологій їх застосування в біології та медицині. Цінність екзо-
сом залежить від вмісту білків, ліпідів і  метаболітів, а  також набору нукле-
їнових кислот, що складається з мікроРНК, фрагментів тРНК, мРНК, мікро-
РНК‑транскриптів і РНК‑білкових комплексів. Екзосоми також можуть містити 
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ядерну та мітохондріальну ДНК, які необхідні для передачі клітинних сигналів 
і регуляції біологічних функцій. У культурі лейкоцитів у пацієнтів з хронічним 
запаленням виявили, що властивість екзосом мезенхімальних стовбурових клі-
тин впливає на проліферативну активність in vitro.

Щодо дії хімічних факторів, які застосовують як активатори міграції адап-
терних пептидів, то відомі біологічні ефекти наночастинок, які мають цілий 
ряд позитивних впливів на метаболізм систем організму. Відомо, що наночас-
тинки можуть виконувати транспортну функцію для різних фармацевтичних 
препаратів, вони також здатні проникати через біомембрани та змінювати 
функції біомолекул.

Як хімічний засіб використовують різні наночастинки (графіт, мідь та інші), 
в тому числі наночастинки діоксиду церію. При переході в нанокристалічний 
стан діоксид церію змінює свої фізико-хімічні властивості так, що стає здат-
ним виявляти антиоксидантні та інші властивості. Характеристики наночасток 
діоксиду церію залишаються недостатньо вивченими. Оскільки відомо, що, по-
трапляючи в організм, наночастинки іноді здатні пошкоджувати біомембрани, 
то дуже важливою є оцінка ступеня цитотоксичності наночастинок діоксиду 
церію різних розмірів та різної концентрації [23].

Відомо, що багатоетапний запальний процес в осередку ураження склада-
ється з тісно пов’язаних між собою етапів, які послідовно розвиваються: ін-
фільтрації, альтерації та ексудації, регенерації та завершення запального про-
цесу, які характеризуються різним типом імунної відповіді.

У клініці ДУ «Інститут загальної та невідкладної хірургії ім. В. Т. Зайцева 
НАМН України» накопичений багаторічний досвід застосування комбіновано-
го лікування у вигляді фотоопромінювання та використання стовбурових клі-
тин (СК) та їх метаболітів для лікування гнійних трофічних виразок нижніх 
кінцівок у хворих з хронічною патологією судин [7, 8, 9]. Комбіноване ліку-
вання містило фотоопромінювання різними довжинами хвиль на різних етапах 
запального процесу, а також аплікації екзосом СК на ранову поверхню гомілки.

Внесення аплікацій екзосом на ранову поверхню та застосування аплікацій 
наночастинок на ранове покриття на завершальних етапах запалення забезпе-
чувало необхідну регуляцію імунорезистентності та прискорення загоєння ран.

Дослідження механізмів впливу фізичних та біологічних факторів на імуно-
резистентність в умовах індукції експериментального запалення і оцінка сту-
пеня цитотоксичності наночастинок діоксиду церію для комплексного лікуван-
ня етапів запального процесу раніше не проводилось.

Метою нашої роботи було вивчення біологічних ефектів різних довжин 
хвиль фотоопромінювання, екзосом з метаболітами стовбурових клітин, сту-
пень цитотоксичністі різних концентрацій і  розмірів наночастинок діоксиду 
церію на експериментальних моделях для їх практичного застосування на ета-
пах запалення.
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Матеріали та методи досліджень

У роботі використовували 3 моделі:
модель I – моделювання тривалого запального процесу на тваринах з інду-

кованим ліпополісахаридом (ЛПС) перитонітом. Дану модель використовували 
для оцінки ефектів фотоопромінювання тварин різними довжинами хвиль (660 
нм, 530 нм, 470 нм) на різних етапах запального процесу (інфільтрації, альте-
рації, ексудації та регенерації, проліферації).

Було проведено багатоетапний експеримент на великому масиві лаборатор-
них тварин (щури-самці породи Вістар), які були розподілені на 5 груп. Група 
1 (контроль) – інтактні тварини (n = 32). У тварин груп 2–5 було індуковано 
експериментальний перитоніт з метою моделювання чотирьох етапів запальної 
реакції. Індукцію запального процесу у тварин груп 2–5 здійснювали шляхом 
внутрішньоочеревинного введення ЛПС з розрахунку 1 мкг/100 г маси тіла на 
1 мл ізотонічного розчину (0,9% NaCl). Тварин групи 2 з індукованим запален-
ням використовували як групу порівняння (n = 32). Тварин груп 3, 4, 5 (з ана-
логічною чисельністю, як в першій групі) піддавали щоденному фотоопромі-
нюванню шляхом впливу фотонними (світлодіодними) матрицями Коробова 
А. – Коробова В. «Барва-Флекс/24ФМ» на черевну стінку в один і той же час 
доби – вранці, до годування; час експозиції становив 10 хв. Тварин групи 3 
щодня піддавали фотовпливу червоною областю видимого спектру (λ  = 660 
нм); тварини групи 4 піддавалися щоденному фотоопромінюванню зеленою 
областю видимого спектру (λ = 530 нм), тварин групи 5 опромінювали синім 
світлом (λ = 470 нм).

У роботі було проведено попередню оцінку змін імунних маркерів до і після 
фотоопромінювання різними довжинами хвиль кожного етапу запального про-
цесу: 1-й етап – інфільтрація та альтерація; 2-й етап – ексудація; 3-й – регене-
рація та проліферація.

Вивчали активність нейтрофілів в кисень-незалежному фагоцитозі методом 
світлової мікроскопії. Хемотаксис і адгезію оцінювали за показниками фаго-
цитарного індексу (ФІ), фагоцитарного числа (ФЧ) і індексу завершеності фа-
гоцитозу (ІЗФ). Фагоцитарний індекс характеризував кількість нейтрофілів, 
що беруть участь в процесі фагоцитозу, виражених у відсотках від загальної 
кількості нейтрофілів крові. Фагоцитарне число (ФЧ) відображало середню 
кількість клітин Saccharomyces cerevisiae, поглинених одним нейтрофілом, яке 
виражали в умовних одиницях. Ендоцитоз оцінювали за показником індексу 
завершеності фагоцитозу, який відображав перетравлюючу здатність нейтро-
філів, і розраховували за співвідношенням фагоцитарного числа через 30 хви-
лин до фагоцитарного числа через 120 хвилин [14].

Ступінь лімфоцитотоксичності визначали методом Терасакі за цитотоксич-
ним ефектом компонентів аутосироватки на аутолімфоцити у присутності екзо-
генного комплементу. Про сироваткову лімфоцитоксичність судили за ступенем 
деструкції клітинних мембран лімфоцитів після їх інкубації з аутосироваткою 
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у присутності білків комплементу. Реакцію здійснювали з використанням ви-
ділених в градієнті щільності 1,077 г/см3 лімфоцитів із додаванням до інкубо-
ваної суспензії 50 мкл комплементу морської свинки. Підрахунок зруйнованих 
клітин проводили за методом світлової мікроскопії (Olympus BX53) при збіль-
шенні х400 [29].

Вміст циркулюючих імунних комплексів (ЦІК), які являють собою пов’язані 
між собою антиген і антитіла, оцінювали спектрофотометрично (СФ‑46) після 
інкубації зразків сироватки в боратному буфері і поліетиленгліколі за кімнатної 
температури. Оптичну щільність утвореного преципітату вимірювали за до-
вжини хвилі l = 450 нм проти боратного буфера [4].

II модель – культура лейкоцитів периферичної крові in vitro. Модель ви-
користовували для оцінки проліферативного потенціалу клітинного матеріалу 
пацієнтів із хронічними запальними процесами для обґрунтування адресного 
застосування екзосом з метаболітами прогенераторних стовбурових клітин.

Проліферативну активність лейкоцитів визначали у культурі in vitro з піс-
ля дії екзотом СК. У культуру А додавали 100 мкл стерильного 0,9% розчи-
ну NaCl, в культуру В вносили 100 мкл мітогену фітогемагглютиніну (ФГА), 
в культуру С вносили 100 мкл культурального середовища, що містили екзосо-
ми з екзометаболітами мезенхімальних стовбурових клітин. Після 72-годинної 
інкубації при температурі 370С вміст флаконів центрифугували при 700 g. Фік-
сували клітинний препарат розчином – 3 частини та 960 етанолового спирту та 
1 частини крижаної оцтової кислоти. Після 10-хвилинної експозиції пробірки 
багаторазово відмивали від клітинного дебрису, з осаду готували препарат, до-
зуючи осад на скло. Препарати фарбували за Романовським-Гімзою протягом 
30 хв. Підраховували кількість малих та великих лімфоцитів з використанням 
світлової мікроскопії (збільшення 10 х 100) (мікроскоп Olympus ВХ53) [11].

III модель – досліджували можливу цитотоксичну активність наночасти-
нок діоксиду церію різної концентрації та різних розмірів з використанням клі-
тинного біоіндикатора D. viridis. При дії негативних факторів різного ступеня 
цитотоксичності оцінювали морфо-функціональні порушення біоіндикаторної 
тест-системи щодо зміни форми клітин, накопичення включень, втрати джгу-
тика, зміни характеру та напрямки руху, утворення агрегатів, виділення екзо-
метаболітів [15].

Оцінку можливої цитотоксичності наночастинок діоксиду церію різних роз-
мірів та різної концентрації (2 нм – 0,1 М, 3–4 нм – 0,2 М, 6 нм – 0,1 М) визна-
чали у 20-добовій синхронізованій культурі D. viridis у концентрації 15 млн 
клітин на 1 мл. Мікроводорості культивували [12] за температури 25–27 оС 
у стандартних умовах [3]. Для оцінки можливої цитотоксичності досліджува-
ної речовини в лунки планшета вносили в рівних об’ємах (по 50 мкл) завись 
одноклітинної водорості D. viridis і зразки. Підрахунок змінених клітин про-
водили на склі під мікроскопом OlympusBX53 при збільшенні х 400.
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Інтегральні показники цитотоксичності визначали як коефіцієнт спонтанної 
цитотоксичності КСП (для контрольної культури) та коефіцієнт індукованої 
цитотоксичності Кц (у досліджуваних зразках).

Коефіцієнт інтегральної цитотоксичності розраховували за формулою (I):

(I)

Коефіцієнт цитотоксичності, індукованої впливом наночастинок церію та 
сироватки, визначали за формулою (II):

(II)

Результати дослідження та їх обговорення

1. Оцінка змін факторів уродженого імунітету в  експериментальних 
тварин після опромінювання різними довжинами хвиль.

У  інтактних тварин контрольної групи досліджувані показники імуноре-
зистентності були в межах референтних значень на всіх етапах експерименту. 
Бар’єрна функція фагоцитів у 1-й групі відповідала фізіологічній нормі, яку 
оцінювали за показниками хемотаксису, адгезії, поглинальної здатності: ФІ – 
(83,0 ± 2,1)%; ФЧ – (3,71 ± 0,2), ІЗФ – (1,27 ± 0,2). Гуморальні фактори в цій 
групі не перевищували референтних значень, і рівень лімфоцитотоксичності 
в сироватці тварин становив (27,5 ± 3,5)%, а вміст ЦІК був на рівні норми і ста-
новив (39,2 ± 6,8) Од. Е.

У тварин 2-ї групи в порівнянні з  індукованим перитонітом після введен-
ня ЛПС на першому етапі запального процесу виявили достовірні порушення 
хемотаксису та адгезії фагоцитуючих нейтрофілів: ФІ був знижений – (63,0 ± 
3,3)% порівняно з  інтактними тваринами – (83,0 ± 2,1)%. Поглинальна здат-
ність нейтрофілів (ФІ (2,3 ± 0,1)) у цій групі знизилася при (3,7 ± 0,2) у групі 
інтактних тварин, і ІЗФ був дуже низьким – (0,83 ± 0,01) при (1,27 ± 0,2) у 1-й 
групі, що вказує на нестачу перетравлювальної функції фагоцитів – ендоцито-
зу. У цій же групі на другому етапі запалення (альтерації та ексудації) значення 
фагоцитарного індексу залишалося низьким (62,0 ± 1,3)%. Поглинальна здат-
ність фагоцитів (ФЧ) на цьому етапі запальної реакції залишалася зниженою 
(2,35 ± 0,32). Перетравлювальна здатність фагоцитів також не змінювалася 
і  залишалася низькою до кінця фази регенерації. Тільки на стадії завершен-
ня запального процесу ІЗФ наближався до норми (3,56 ± 0,24), але залишався 
нижчим, ніж у інтактних тварин 1-ї групи – (3,71 ± 0,2). Ступінь лімфоцитоток-
сичності на стадії альтерації та ексудації запального процесу був максималь-
ним – (73,5 ± 4,5)%, а вміст ЦІК був дещо вищим (77,5 ± 3,7) Од.Е, ніж в інтакт
ній групі – (69, 2 ± 6,8) Од. Е. У цих тварин з ЛПС‑індукованим перитонітом 
на стадії регенерації відзначали незначне підвищення хемотаксису, адгезивних 
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властивостей та ендоцитозу нейтрофілів, що виявлялося підвищенням значен-
ня ФІ (69,5 ± 2,4)%, ФЧ (3,01 ± 0,12) та ІЗФ (0,93 ± 0,04).

Таким чином, у тварин з ЛПС‑індукованим запальним процесом на всіх його 
етапах виявили стійке зниження ендоцитозу антигенів за рахунок нестачі гран-
зимних ферментів лізосом нейтрофілів у кисненезалежному фагоцитозі. Що-
денне фотоопромінювання експериментальних тварин червоним світлом (λ = 
660 нм) активувало всі етапи запального процесу, починаючи з першої доби.

У групі 3 після багаторазового опромінювання червоним світлом спостері-
гали закономірну активацію фагоцитозу, що виражалося у підвищенні ФІ (89,0 
± 3,4)%, ФЧ (3,9 ± 0,13) та ІЗФ (1,0 ± 0,5) (рис.2). Спостерігали підвищення 
вмісту ЦІК (166,8 ± 22,8) ум. од. та ступеня лімфоцитотоксичності (ЛЦТ), що 
залишався на високому рівні та становив (70,2 ± 5,1)% (рис.1). 

Рис. 1. Гуморальні фактори – ступінь лімфоцитотоксичності (ЛЦТ,%) та концентрація 
циркулюючих імунних комплексів (ЦІК, Од.Є) у групах 1, 2, 3, 4, 5: група 1 – інтактні тварини; 

група 2 – тварини з ЛПС‑індукованим перитонітом; група 3 – тварини з ЛПС‑індукованим 
перитонітом після дії червоного світла λ = 660 нм; 4 – тварини з ЛПС‑індукованим 
перитонітом після дії зеленого світла λ = 530 нм; 5 – тварини з ЛПС‑індукованим 

перитонітом після дії синього світла λ = 470 нм.

Таким чином, у тварин групи 3 вже на першому етапі запалення виявили ви-
ражену індукцію фагоцитозу, збільшення антитілоутворення, що призводило 
до підвищення вмісту ЦІК та підтримання високого рівня лімфоцитотоксич-
ності. Отже, опромінювання червоним світлом видимого діапазону (λ  = 660 
нм) викликало достатній ступень взаємодії антитіл з антигенами та утворення 
ЦІК, стимулювало киснезалежний фагоцитоз, що виявлялося у значній актива-
ції хемотаксису, адгезивних властивостей, поглинальної здатності нейтрофілів 
та сприяло високому ступеню лімфоцитотоксичності. Активація вродженого 
імунітету після дії червоного опромінювання сприяла скороченню запального 
процесу на 9 діб.

У 4-й групі тварин виявили позитивну дію після багаторазового фотоопро-
мінювання зеленим світлом (λ  = 530 нм) на досліджувані показники імуно-
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реактивності тільки на 14 добу на етапі (альтерації та ексудації) запалення: 
спостерігали підвищення поглинальної здатності фагоцитів ФЧ (3,8 ± 0,2) при 
(3,01 ± 0,12) (рис.1) у  другий групі порівняння. Спостерігали тенденцію до 
зниження ЛЦТ (31,0 ± 4,2) та концентрації ЦІК (66,8 ± 7,3), що сприяло розви-
тку регенеративних процесів та скорочення термінів другого етапу запалення 
на 6 діб (рис.1).

Пролонговане фотоопромінювання тварин 5-ї групи синім світлом (λ = 470 
нм) мало менший ефект на досліджувані імунологічні параметри на ранніх ета-
пах запалення. А на завершальному етапі запального процесу на 18 добу ви-
явили зниження хемотаксису, адгезії фагоцитів (ФІ – 72,0 ± 4,6), ніж цей показ-
ник в інших групах, а ендоцитоз нейтрофілів – навпаки, був на такому рівні, як 
в групі інтактних тварин (ІЗФ –1,2 ± 0,11) (рис.2). Показники ЛЦТ (20,3±3,1) та 
ЦІК (70,5±9,9) знижувалися. Строк запального процесу скоротився на 5 днів.

Рис. 2. Значні зміни фагоцитарної активності нейтрофілів на різних етапах запалення  
у групах тварин після фотоопромінення різними довжинами хвиль (λ=660 нм, λ =530 нм,  

λ =470 нм). А) – зміни фагоцитарного індексу; В) – зміни фагоцитарного числа;  
С) – зміни індексу завершеності фагоцитозу 

Таким чином, введення експериментальним тваринам групи 2 ліпополіса-
хариду супроводжувалося розвитком вираженого запального процесу. У групі 
порівняння 2 виявили зміни гуморальної та клітинної ланки імунітету порів-
няно з групою інтактних тварин. Після фотоопромінювання червоним світлом 
(λ = 660 нм) у  групі 3 спостерігається підвищення маркерів фагоцитозу, по-
силення гуморальних реакцій, що супроводжується скороченням першої ста-
дії запального процесу. Опромінювання зеленим світлом (λ = 530 нм) у групі 
4 сприяє збільшенню поглинальної здатності нейтрофілів, зниженню цирку-
люючих імунних комплексів (ЦІК) та рівня лімфоцитотоксичності (ЛЦТ), що 
характеризує завершення альтерації та стимуляцію регенеративних процесів. 
Застосування синього світла (λ = 470 нм) у групі 5 інгібує залишкові запальні 
процеси та знижує ступінь ЛЦТ та концентрацію ЦІК.
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2. Оцінка дії екзосом СК на проліферативну активність лімфоцитів  
in vitro

Індукцію проліферативного потенціалу лімфоцитів пацієнтів з  хронічним 
запаленням (трофічні виразки гомілки) здійснювали при культивуванні їх клі-
тин in vitro з  використанням: мітогену – фітогемагглютиніна та екзосом, що 
містять екзометаболіти стовбурових клітин. Виявили достовірні відмінності 
у  реакції культивованих клітин на ФГА і  екзосоми. При культивуванні лім-
фоцитів периферичної крові пацієнтів з  хронічним запальним процесом без 
застосування індукторів мітозу виявили низьку спонтанну проліферативну 
активність клітин в умовах in vitro, що виражалося значним зниженням чис-
ла великих лімфоцитів (у середньому 7,6 ± 0,8%). Присутність міогену (ФГА) 
у культурі лейкоцитів пацієнтів із запальним процесом посилювала проліфера-
тивну відповідь у середньому до (15,0 ± 2,0)% (рис. 3).

Рис. 3. Проліферативна активність лімфоцитів периферичної крові у культурі in vitro: 
контроль – середа 199; культура клітин + ФГА; культура клітин + екзосоми, що містять 

мезенхімальні стовбурові клітини пацієнтів; 

*– відмінності достовірні порівняно з контролем; ** – відмінності достовірні між культурами 
з ФДА та з екзосомами (р ≤ 0,05)

Індукована екзосомами з  екзометаболітами СК проліферативна відповідь 
лімфоцитів пацієнтів із запальним процесом була достовірно вищою і стано-
вила (25,6±3,5)% (рис. 3). Виявили, що кількість великих лімфоцитів, що про-
йшли S‑період клітинного циклу, була достовірно вищою, ніж у культурі без 
мітогену.

Отже, виявили знижену спонтанну функціональну активність лімфоцитів 
пацієнтів із запальними процесами. Фактори мікрооточення, що перебувають 
в  екзосомах, значно стимулювали синтетичну активність лімфоцитів у куль-
турі, що визначає їхню підготовку до мітозу. У зв’язку з цим, виявлений сти-
мулювальний ефект екзосом СК, які індукують проліферативну активність in 
vitro у культурі клітин пацієнтів із хронічним запаленням, можна застосовува-
ти для активації проліферації та репарації. Напевно, фактори росту, які містять 
екзосоми, проявляють антагоністичну дію проти інгібіторів проліферативного 
потенціалу лімфоцитів пацієнтів, які мали довготривалий запальний процес.
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3. Дослідження потенціального ступеня цитотоксичності наночастинок 
діоксиду церію різного розміру та концентрації з використанням клітин-
ної тест-системи D. viridis

Оцінка ступеня цитотоксичності наночастинок діоксиду церію з  різними 
характеристиками розмірів та концентрації є обов’язковим для розробки по-
дальших рекомендацій їх застосування у  медичній практиці при хронічних 
запальних процесах як цитопротекторів. Тест-система, що включає інтактні 
одноклітинні водорості D.viridis, при інкубації з наночастинками діоксиду це-
рію різних розмірів та концентрацій змінювала свої структурно-функціональні 
характеристики залежно від природи та кількості токсичних факторів у мікро-
оточенні [11]. У всіх контрольних зразках клітини біоіндикатора D. viridis мали 
нативну овальну форму та джгутик; їх рухливість становила (95,0±1,1)%, і клі-
тини зберігали звичайний прямолінійний рух; не утворювались екзометабо-
літи; патологічних агрегатів у  культурі не було. Тому коефіцієнт спонтанної 
цитотоксичності у контрольної культури становив – Ксп = 2,0±0,02 ум. од.

Інкубація нативної контрольної культури D. viridis з додаванням наночас-
тинок діоксиду церію різного розміру і  різної концентрації призводила до 
структурно-функціональних змін клітин водорості в культурі.

Після внесення до тест-системи D. viridis наночастинок діоксиду церію ма-
лого розміру – 2 нм у концентрації 0,1 М, відзначали незначні зміни швидкості 
руху деяких клітин у бік уповільнення. Достовірної зміни кількості клітин із 
зміненою морфологією не виявлено. Культура D. viridis не утворювала агрега-
тів. Коефіцієнт цитотоксичності (Кц) у даному зразку становив лише (2,8±0,09) 
ум. од., тобто не відрізнявся від контрольного варіанта.

Після інкубації культури D. viridis та діоксиду церію (концентрації 0,2 
М) клітини набули неправильної овальної та грушоподібної форми. Розмір на-
ночастинок діоксиду церію становив 3–4 нм і вони проникали в клітини. Вплив 
діоксиду церію в цій концентрації (0,2 М) призводив до того, що клітини част-
ково втрачали джгутики. Коефіцієнт цитотоксичності (Кц) для цього зразка був 
підвищеним і становив (3,6±0,29) ум. од.

Після інкубації тест-системи D. viridis з діоксидом церію в концентрації 0,1 
М розміром 6 нм всі клітини тест-системи через 30 хвилин набували дефор-
мовану округлу форму. У клітинах було багато наночасток церію, при цьому 
вони втрачали джгутики і утворювали великі агрегати навколо наночастинок. 
А коефіцієнт цитотоксичності був дуже підвищеним і становив (8,5±0,06) ум. 
од. Таким чином, після інкубації тест-системи D. viridis з діоксидом церію мак-
симального розміру 6 нм у концентрації 0,1 М спостерігали виражені цитоток-
сичні ефекти з боку біоіндикатору.

Таким чином, різні довжини хвиль вибірково діють на модифікацію біо-
молекул, на чому можуть бути засновані їх різні ефекти на стадії запального 
процесу. Дослідження змін механізмів імунорезистентності після дії різних 
довжин хвиль видимого діапазону на етапи запального процесу може сприяти 
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розробці показань для їх застосування. Виявлена активація проліферації клітин 
у культурі після впливу екзосом СК може бути вивчена та використана як ін-
дуктор репарації при запаленні. Наночастинки діоксиду церію малих розмірів 
у низькій концентрації, які не мають цитотоксичності, можуть бути викорис-
тані у вигляді цитопротекторів, антиоксидантів та активаторів мікроциркуляції 
на стадії альтерації запального процесу. Таким чином, проведені дослідження 
дозволяють обґрунтувати деякі механізми після дії фотоопромінювання різних 
довжин хвиль на етапи запалення; оцінити дію екзосом стовбурових клітин як 
активаторів проліферативного потенціалу в культурі клітин і з’ясувати ступінь 
цитотоксичності наночастинок діоксиду церію з  різними характеристиками 
для розробки показань до їх спільного застосування.

Що стосується практичного використання досліджуваних методів лікування 
хронічних локальних та системних запальних реакцій, то у клініці ДУ «Інсти-
тут загальної та невідкладної хірургії ім. В. Т. Зайцева НАМН України» отри-
мають позитивні результати в лікуванні хронічних трофічних виразок нижніх 
кінцівок після застосування комбінованої терапії з використанням опроміню-
вання різних довжин хвиль, екзосом стовбурових клітин, а також наночастинок 
у вигляді аплікацій на ранові покриття трофічних виразок.

Розробка нових лікувально-діагностичних протоколів комплексних підходів 
з використанням фізичних, біологічних та хімічних факторів є альтернативою 
для застосування в медичній практиці за наявної антибіотикорезистентності.

Висновки

1.	 Фотовплив різних довжин хвиль може мати різні ефекти на етапи за-
палення: від активації до інгібування показників вродженого імунітету на пев-
них етапах запалення, що призводить, у  свою чергу, до скорочення термінів 
лікування. Після опромінювання червоним світлом (λ = 660 нм) спостерігали 
підвищення маркерів фагоцитозу, посилення гуморальних реакцій і скорочен-
ня першої стадії запального процесу. Зелене світло (λ = 530 нм) сприяло норма-
лізації поглинальної здатності нейтрофілів, зниженню циркулюючих імунних 
комплексів (ЦІК) та рівня лімфоцитотоксичності (ЛЦТ), стимуляції регенерації 
на другому етапі запальної реакції і скороченню етапу запалення. Застосування 
синього світла (λ = 470 нм) сприяло скороченню терміну запальної реакції.

2.	 Виявили стимулювальний ефект екзосом, які містять екзометаболіти 
мезенхімальних СК, завдяки чому вони індукували проліферативну активність 
in vitro у культурі клітин пацієнтів із хронічним запаленням.

3.	 Наночастинки діоксиду церію, малого розміру (2 нм) в  концентрації 
0,1 М не проявляли цитотоксичности, а після інкубації біоіндикатора D. viridis 
з діоксидом церію максимального розміру (6 нм) у той же концентрації 0,1 М 
спостерігали виражені цитотоксичні ефекти з боку біоіндикатору.

Стаття надійшла до редакції 3.05.2023
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ДОСЛІДЖЕННЯ НА РІЗНИХ МОДЕЛЯХ БІОЛОГІЧНИХ 
ЕФЕКТІВ КОМПОНЕНТІВ КОМПЛЕКСНОГО 
ВПЛИВУ (ФОТООПРОМІНЮВАННЯ; ЕКЗОСОМИ 
МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН ТА 
НАНОЧАСТИНКИ) ДЛЯ КОРЕКЦІЇ ЗАПАЛЬНОГО 
ПРОЦЕСУ

Резюме
Вступ. Ведеться пошук нових оптимальних методів для лікування хронічних 
запальних процесів через зростаючу антибіотикорезистентність. Використову-
ють фізичні, біологічні та хімічні фактори, що на корекцію запального проце-
су. Як фізичні чинники широко використовують різні джерела фотовпливу. Але 
лікувальні ефекти застосування фотодії суперечливі та не вивчені механізми 
впливу різних довжин хвиль на імунну відповідь. Іншим засобом для корекції 
метаболічних порушень та стимуляції регенеративних процесів  е успішне 
застосування стовбурових клітин різного походження, але не розроблені 
локальні протоколи для лікування запальних процесів за допомогою стовбуро-
вих клітин. Для лікування запальних процесів, стимуляції мікроциркуляції та 
регенерації і як антиоксидант застосовують різні наночастинки. Але існують 
суперечливі відомості про біологічну дію цих факторів. І  застосування всіх 
цих факторів супроводжується постійною дискусією про можливі механізми 
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їх впливу на динаміку локальних та системних запальних процесів і біологічну 
безпеку наночастинок, у  котрих не визначені допустимі дози та оптимальні 
розміри, які не мають високого ступеня цитотоксичності.
Актуальним є дослідження механізмів зміни імунорезистентності за впливу 
різних довжин хвиль діапазону видимого світла протягом основних етапів за-
пального процесу та оцінки з’ясування потенційної можливості екзосом, що 
містять екзометаболіти стовбурових клітин стимулювати проліферативний 
потенціал імунокомпетентних клітин пацієнтів з хронічним запаленням.
У роботі виконано експериментальні дослідження на 3-х моделях. На моделях 
індукованого запалення вивчали імунорезистентність на стадіях запального 
процесу після дії різних довжин хвиль (l = 660 нм, 530 нм, 470 нм).
У роботі на першому етапі запалення (інфільтрації) виявили активацію врод-
женого імунітету після дії червоного світла (l = 660 нм) в експериментальних 
тварин з індукованої запальної реакції показники були вищими, ніж з групою 
порівняння у тварин із запаленням без фотовпливу. Зелене світло (l = 530 нм) 
призводило до нормалізації показників клітинного та зниження гуморально-
го імунітету на другому етапі запалення (ексудації). Синє світло (l = 470 нм) 
сприяло зниженню досліджуваних показників імунітету на третьому етапі за-
палення (проліферації). У кожній групі тварин після впливу певної довжини 
хвилі терміни етапів запалення скоротилися відносно групи порівняння (тва-
рини з індукованим перитонітом без впливу).
У  культурі клітин пацієнтів з  хронічними запальними процесами вияви-
ли виражену стимулювальну дію після дії екзосом стовбурових клітин на 
проліферативну активність в  порівнянні з  мітогеном ФГА. Дослідження 
цитотоксичності з застосуванням клітинного біоіндикатора D. viridis наноча-
стинок діоксиду церію з різними характеристиками дозволило виявити опти-
мальну концентрацію та розміри наночастинок (2 нм, 0,01М), які не виявляють 
цитотоксичної дії.
Комплексне застосування фотовпливу екзосом СК та наночастинок дозволять 
розробити нові лікувальні протоколи для корекції різних порушень гомеостазу 
на етапах запального процесу.
Мета роботи – вивчити біологічні ефекти різних довжин хвиль фото
опромінювання; екзосом з метаболітами стовбурових клітин та цитотоксичність 
різних концентрацій наночастинок діоксиду церію на експериментальних мо-
делях для їх практичного поетапного застосування на стадіях запалення
Матеріал і  методи. В  роботі досліджували показники імунорезистентності 
після фотоопромінювання та впливу екзосом стовбурових клітин на експе-
риментальних моделях та об’єктах. Досліджували можливу цитотоксичну 
активність наночастинок діоксиду церію різної концентрації та різних розмірів 
з використанням клітинного біоіндикатора D. viridis.
Результати. Після впливу червоного світла (λ = 660 нм) виявили на 1-му етапі 
запальної реакції активацію фагоцитозу, стимуляцію утворення циркулюючих 
імунних комплексів (ЦІК) і  посилення лімфоцитотоксичності (ЛЦТ). Після 
спільного застосування зеленого світла (λ = 530 нм) та аплікації екзосом на 
2-й фазі запальної реакції виявили максимальний позитивний ефект і імунної 
відповіді, що проявлялось збільшенням поглинальної здатності нейтрофілів, 
зниженням ЦІК та ЛЦТ. Застосування синього світла (λ = 470 нм) на ІІІ етапі 
запальної реакції сприяло завершенню запального процесу.
Встановлено, що екзометаболіти стовбурових клітин виявляють вираже-
ну активацію проліферації в  культурі лейкоцитів in vitro. Екзосоми мають 
здатність активувати ангіогенез, проліферацію, міграцію та диференціацію ос-
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новних типів клітин, що беруть участь у регенерації запальних процесів. При 
культивуванні лімфоцитів периферичної крові in vitro у пацієнтів із хронічним 
запальним процесом виявили низьку спонтанну проліферативну активність 
клітин, тоді як з  використанням екзосом СК проліферативний ефект був 
достовірно вищим. Отже, фактори мікрооточення, що знаходяться в  екзосо-
мах, стимулювали синтетичну активність лімфоцитів, що культивуються.
Наночастинки діоксиду церію розміром 2 нм і в концентрації 0,01 М не мають 
цитотоксичності (Кц =2,8 ± 0,09) ум. од., а наночастинки збільшених розмірів 
від 4 до 6 нм у концентрації 0,1 М мають високий рівень цитотоксичності (Кц = 
7,2 ± 0,31) ум. од.
Висновок.
Проведені нами дослідження на моделях: І – експериментальних тварин із 
ЛПС‑індукованим перитонітом. Виявили кореляцію зі зміною ефектів різних 
довжин хвиль на показники імунорезистентності; ІІ – культурі лейкоцитів 
периферичної крові in vitro. Застосування екзосом з  екзометаболітами 
мезенхімальних стовбурових клітин індукує проліферативну активність in vitro 
у культурі клітин пацієнтів із хронічним запаленням; III модель – досліджували 
можливу цитотоксичну активність наночастинок діоксиду церію різної 
концентрації та різних розмірів з  використанням клітинного біоіндикатора 
D. Viridis.

Ключові слова: імунітет; фотоопромінювання; етапи запалення; культура 
клітин; екзосоми; стовбурові клітини; проліферативна активність; наночастин-
ки діоксиду церію; біоіндикатор D.viridis; цитотоксичність
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RESEARCH ON VARIOUS MODELS OF THE BIOLOGICAL 
EFFECTS OF COMPONENTS OF A COMPLEX EFFECT 
(PHOTOIRRADIATION; EXOSOMES OF MESENCHYMAL 
STEM CELLS AND NANOPARTICLES) FOR THE 
CORRECTION OF THE INFLAMMATORY PROCESS

Abstract
Introduction. The search for new optimal methods for the treatment of chronic 
inflammatory processes is underway due to the growing antibiotic resistance. 
Physical, biological and chemical factors are used to correct the inflammatory 
process. Various sources of photoinfluence are widely used as physical factors. But 
the therapeutic effects of phototherapy are controversial, and the mechanisms of 
influence of different wavelengths on the immune response have not been studied. 
Another means for correcting metabolic disorders and stimulating regenerative 
processes is the successful use of stem cells of various origins, but local protocols for 
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the treatment of inflammatory processes using stem cells have not been developed. 
Various nanoparticles are used for the treatment of inflammatory processes, 
stimulation of microcirculation and regeneration, and as an antioxidant. But there 
is conflicting information about the biological effects of these factors. And the use 
of all these factors is accompanied by a constant discussion about the possible 
mechanisms of their influence on the dynamics of local and systemic inflammatory 
processes and the biological safety of nanoparticles, in which the permissible doses 
and optimal sizes, which do not have a high degree of cytotoxicity, have not been 
determined.
It is relevant to study the mechanisms of changes in immunoresistance under the 
influence of different wavelengths of the visible light range during the main stages 
of the inflammatory process and to assess the potential for elucidating the potential 
of exosomes containing exometabolites of stem cells to stimulate the proliferative 
potential of immunocompetent cells of patients with chronic inflammation.
In the work, experimental studies were performed on 3 models. In models of induced 
inflammation, immunoresistance was studied at the stages of the inflammatory 
process after exposure to different wavelengths (λ = 660 nm, 530 nm, 470 nm).
In the work, the first stage of inflammation (infiltration) revealed the activation of 
innate immunity after exposure to red light (λ = 660 nm) in experimental animals 
with an induced inflammatory reaction. The indicators were higher than with the 
comparison group in animals with inflammation without photo exposure. Green 
light (λ = 530 nm) led to the normalization of cellular indicators and a decrease in 
humoral immunity in the second stage of inflammation (infiltration). Blue light (λ = 
470 nm) contributed to the reduction of the studied indicators of immunity at the 
third stage of inflammation (proliferation). In each group of animals, after exposure 
to a certain wavelength, the duration of the stages of inflammation decreased relative 
to the comparison group (animals with induced peritonitis without exposure).
In the culture of cells of patients with chronic inflammatory processes, a pronounced 
stimulating effect was found after the action of exosomes of stem cells on 
proliferative activity in comparison with the mitogen FGA. The study of cytotoxicity 
using the cell bioindicator D. viridis of cerium dioxide nanoparticles with different 
characteristics made it possible to identify the optimal concentration and size of 
nanoparticles (2nm, 0.01M), which do not show a cytotoxic effect.
The complex application of the photoinfluence of SC exosomes and nanoparticles 
will allow the development of new treatment protocols for the correction of various 
homeostasis disturbances at the stages of the inflammatory process.
Material and Methods. In the work, indicators of immunoresistance after 
photoirradiation and exposure to exosomes of stem cells were studied on experimental 
models and objects. The possible cytotoxic activity of cerium dioxide nanoparticles 
of different concentrations and sizes was studied using the cellular bioindicator D. 
viridis.
Results. After exposure to red light (λ  = 660 nm), activation of phagocytosis, 
stimulation of the formation of circulating immune complexes (CIC) and increased 
lymphocytotoxicity (LCT) were detected at the 1st stage of the inflammatory 
reaction. After the joint application of green light (λ = 530 nm) and the application 
of exosomes in the 2nd phase of the inflammatory reaction, the maximum positive 
effect and immune response was revealed, which was manifested by an increase in 
the absorptive capacity of neutrophils, a decrease in CIC and LCT. The use of blue 
light (λ = 470 nm) at the III stage of the inflammatory reaction contributed to the 
completion of the inflammatory process.
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It was established that exometabolites of stem cells reveal a pronounced activation 
of proliferation in leukocyte culture in vitro. Exosomes have the ability to activate 
angiogenesis, proliferation, migration and differentiation of the main types of cells 
involved in the regeneration of inflammatory processes. When cultivating peripheral 
blood lymphocytes in vitro in patients with a chronic inflammatory process, a low 
spontaneous proliferative activity of cells was found, while with the use of MSC 
exosomes, the proliferative effect was significantly higher. Therefore, factors of 
microenvironment found in exosomes stimulated the synthetic activity of cultured 
lymphocytes.
Nanoparticles of cerium dioxide with a size of 2 nm and a concentration of 0.01M 
have no cytotoxicity (Is = 2.8 ± 0.09), and an increase in size to 4 to 6 nm in a 
concentration of 0.1 M has a high level of cytotoxicity (Is = 7.2 ± 0.31).
Conclusion. We conducted the research on the following models: I – experimental 
animals with LPS‑induced peritonitis. They found a correlation with the change in 
the effects of different wavelengths on indicators of immunoresistance; II – culture of 
peripheral blood leukocytes in vitro. Application of exosomes with exometabolites 
of mesenchymal stem cells induces proliferative activity in vitro in cell culture of 
patients with chronic inflammation; III model – investigated the possible cytotoxic 
activity of cerium dioxide nanoparticles of different concentrations and different 
sizes using the cellular bioindicator D. viridis.

Key words: immunity; photoirradiation; stages of inflammation; cell culture; exo
somes; stem cells; proliferative activity; cerium dioxide nanoparticles; bioindicator 
D. viridis; cytotoxicity
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