
Probl Cryobiol Cryomed 2020; 30(2):188–198
https://doi.org/10.15407/cryo30.02.188
оригінальне дослідження                                                                                        research article

УДК 616.62 - 008.22: 577.112

В.Ю. Глоба1*, Т.П. Бондаренко1, Г.А. Божок1, Я.Ю. Самбург2, Є.I. Легач1

Біологічно активні композиції, які містять нейротрофічні фактори, 
змінюють скоротливу активність детрузора щурів 
iз iнфравезiкальною обструкцією

UDC 616.62 - 008.22: 577.112

V.Yu. Globa1*, T.P. Bondarenko1, G.A. Bozhok1, Y.Yu. Samburg2, E.I. Legach1
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Factors Change the Contractile Activity of Detrusor 

of Rats with Infravesical Obstruction 
 

Реферат: Досліджували скоротливу активність сечового міхура (СМ) після введення біологічно активних композицій 
(БАК), що містять нейротрофічні фактори, у самок щурів iз інфравезікальною обструкцією, яку моделювали шляхом накла-
дення лігатури на дистальний відділ сечового тракту. У якості БАК використовували кріоекстракт спiнальних гангліїв (СГ), 
кондиційовані середовища від культур нативних і кріоконсервованих мантійних гліоцитів (МГ), базове середовище культиву-
вання, препарат «Кортексін». Тваринам протягом 10 діб уводили БАК і визначали скоротливу активність (СА) ізольованих 
смужок СМ вимірюванням КСl-індукованої та агоніст-залежної відповідей. Застосування БАК, крім «Кортексіну», сприяло від-
новленню СА. Кондиційоване середовище від культури кріоконсервованих МГ і кріоекстракт СГ підвищували агоніст-залежну 
відповідь у 4,6 і 2,5 раза відповідно порівняно з СА контрольних тварин. У щурів цих груп виявлено найвищі показники макси-
мальної амплітуди скорочення, подібні до контрольних.

Ключові слова: скоротлива активність, сечовий міхур, інфравезікальна обструкція, спiнальний ганглій, мантійні гліоцити, 
кріоекстракт, кріоконсервування.

Abstract: The contractile activity of urinary bladder (UB) after introduction of biologically active compositions (BAC) containing 
neurotrophic factors in female rats with infravesical obstruction, which was modeled by a ligature to the urinary tract distal part, 
was investigated. Cryo-extract of the spinal ganglia (SG), conditioned culture media of native and cryopreserved mantle glio-
cytes (MG), the bulk medium, the drug ‘Cortexin’ were used as BAC. Animals were injected with BAC for 10 days and the contrac-
tile activity (CA) of isolated UB strips was determined by measuring KCl-induced and agonist-dependent responses. The use 
of BAC, in addition to ‘Cortexin’, contributed to the CA restoration. The conditioned culture medium of cryopreserved MG and 
cryoextract of SG increased the agonist-dependent response by 4.6 and 2.5 times, respectively, compared to the CA of the control 
animals. The rats in these groups showed the highest indices of maximal amplitude of contraction, similar to the control ones.

Key words: contractile activity, urinary bladder, infravesical obstruction, spinal ganglion, mantle gliocytes, cryoextract, cryo-
preservation.
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За даними ВООЗ обструкція сечового міху-
ра (CМ) діагностується у 80% чоловіків старшої 
вікової групи, 8% жінок і у дітей із вродженими 
аномаліями нижніх сечових шляхів [19, 20, 24, 
26].

Інфравезікальна обструкція (ІВO) може вик-
ликати дисфункцію СМ внаслідок зменшення 
скоротливої активності детрузора (САД), дегене-
рації нейронів і часткової денервації у гладких 
мʼязах, порушення нейронної мережі в централь-
ній нервовій системі (ЦНС) [16, 18, 25, 40].

Одним із перспективних методів відновлення 
скоротливої здатності CМ є застосування препа-

According to the WHO, the obstruction of uri-
nary bladder (UB) is diagnosed in 80% of aged 
men, 8% of women and children with congenital 
abnormalities of the lower urinary tract [14, 17, 
22, 24].

Infravesical obstruction (IVO) can cause the 
UB dysfunction as a result of a decrease in de-
trusor contractility (DC), neuronal degeneration 
and partial denervation in smooth muscles, disrup-
tion of the neural network in the central nervous 
system (CNS) [11, 13, , 23, 40].

One of the promising methods to restore the 
UB contractility is the use of drugs with neuro-



ратів із нейрорегенераторною і нейропротектор-
ною дією. У клінічній практиці використовують 
препарат «Кортексін» («Герофарм», Росія), який 
отримують із тканини головного мозку великої 
рогатої худоби та свиней. Результати лікуван-
ня «Кортексіном» продемонстрували переважний 
вплив на ЦНС, якого недостатньо для відновлен-
ня функцій СМ, оскільки на тлі ІВО відбувають-
ся часткова або повна втрата рецепторного апа-
рату і денервація стінки СМ, які спостерігаються 
більш ніж у 50% пацієнтів [14].

На даний час результати проведених дослід-
жень довели терапевтичну перспективність біо-
логічно активних композицій (БАК) – екстрактів, 
кондиційованих середовищ, які містять нейротро-
фічні фактори (НФ). Вони є низькомолекулярними
білками, які епігенетично забезпечують вижи-
вання нейронів у ембріогенезі та підтримують 
їх морфофункціональні властивості в дорос-
лому організмі. Крім того, НФ беруть участь 
у розвитку СМ і ремоделюванні його стінки вна-
слідок розвитку ІВО [8, 11, 39]. Доведено, що 
системне введення НФ підсилює мʼязову реін-
нервацію та інтрамускулярне розгалуження мʼя-
зового нерва [3, 34].

Високий вміст НФ виявлено в периферич-
ній глії та гліальних клітинах ЦНС, особливо в 
астроцитах [2, 4, 31, 33]. Спінальні ганглії (СГ) 
і культури клітин із них є потенційним джерелом 
одержання НФ [36]. Однак дослідження щодо 
можливості застосування НФ, отриманих із СГ, 
для корекції наслідків ІВО, на даний час не про-
водилися.

Мета роботи – вивчення скоротливої актив-
ності детрузора щурів із інфравезікальною об-
струкцією після внутрішньочеревного введення 
біологічно активних композицій (кріоекстракт 
спінальних гангліїв, базове середовище куль-
тивування, кондиційовані середовища, отримані 
від культур нативних і кріоконсервованих ман-
тійних глiоцитів) та препарату «Кортексін».

Матеріали та методи
Дослідження виконували на 6-місячних бі-

лих безпородних щурах-самках масою 250–
320 г. Маніпуляції з тваринами проводили від-
повідно до Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (№ 3447-IV від 
21.02.2006 р.) із дотриманням вимог Комітету з 
біоетики Інституту проблем кріобіології і кріо-
медицини НАН України (м. Харків), узгоджених 
із положенням «Європейської конвенції з за-
хисту хребетних тварин, які використовуються 
в експериментальних або інших наукових цілях» 
(Страсбург, 1986).

regenerative and neuroprotective eff ects. In cli-
nical practice, the drug Cortexin (Geropharm, 
Russia), derived from the brain tissue of cattle 
and pigs, is used. The results of treatment with 
Cortexin have shown a predominant eff ect on 
the CNS, which is insuffi  cient to restore UB func-
tion, since there is partial or complete loss of 
the receptor apparatus and denervation of the 
UB wall, observed in more than 50% of patients [9].

Now the research fi ndings have proven the 
therapeutic potential of biologically active compo-
sitions (BAC), i. e. the extracts, conditioned me-
dia containing neurotrophic factors (NFs). They 
are low molecular weight proteins that epigeneti-
cally ensure the survival of neurons in embryo-
genesis and maintain their morphofunctional pro-
perties in adult body. In addition, NFs are invol-
ved into the development of UB and its wall 
remodeling due to the IVO appearance [3, 6, 39]. 
Systemic administration of NFs has been shown 
to enhance the muscle re-innervation and intra-
muscular branching of the muscle nerve [15, 34].

A high content of NFs has been found in 
peripheral glia and glial cells of the CNS, especially 
in astrocytes [16, 20, 30, 32]. Spinal ganglia (SG) 
and cell cultures derived from them are potential 
sources of NFs production [36]. However, a fea-
sible use of the NFs derived from SG to correct 
the eff ects of IVO has not yet been studied.

The research aim was to study the contractility 
of detrusor of the rats with infravesical obstruc-
tion after intraperitoneal administration of biolo-
gically active compositions (cryoextract of spinal 
ganglia, bulk medium, conditioned media obtained 
from cultures of native and cryopreserved mantle 
gangliocytes and Cortexin drug.

Materials and methods
Investigations were performed in 6-month-old 

white outbred rats weighing 250–320 g. Mani-
pulations in animals were performed in accordance 
with the Law of Ukraine ‘On Protection of 
Animals Against Cruelty’ (No. 3447-IV dated of 
21.02.2006) in compliance with the requirements 
of the Committee in Bioethics of the Institute 
for Problems of Cryobiology and Cryomedicine 
of the National Academy of Sciences of Ukraine 
(Kharkiv), in accordance with the provisions of 
the European Convention for the Protection of Ver-
tebrate Animals Used for Experimental and Other 
Scientifi c Purposes (Strasbourg, 1986).

Cryoextract was derived from SG of mature 
rats after 3-fold freezing in liquid nitrogen, follo-
wed by homogenization and centrifugation at 1300g 
[33]. The cryoextract was passed through a fi lter 
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Кріоекстракт отримували з СГ статевозрілих 
щурів після 3-кратного заморожування в рідкому 
азоті з подальшою гомогенізацією і центрифу-
гуванням при 1300g [5]. Кріоекстракт пропус-
кали через фільтр із діаметром пор 0,22 мкм 
(«TPP», Швейцарія) з метою стерилізації, фа-
сували по 1,5 мл у мікропробірки «Еппендорф» 
(«Greiner Bio-One GmbH», Німеччина) і замо-
рожували в холодильнику при –18°С. Концент-
рацію білка в кріоекстракті СГ визначали за 
методом Бредфорда і доводили фізіологічним 
розчином до 0,1 мг/мл [12]. Перед використан-
ням кріоекстракт відігрівали на водяній бані 
(42°С) при безперервному струшуванні впродовж 
1–2 хв і осаджували на мініцентрифузі (2000g) 
протягом 10 хв.

Клітини СГ, отримані ферментативним спо-
собом, культивували 20 діб у базовому середо-
вищі культивування (БСК), яке містить α-МЕМ, 
із додаванням 10% фетальної телячої сироватки 
(ФТС, «BioSera», Франція); 100 мкг/мл гентамі-
цину («ПанЕко», Росія); 100 мкг/мл цефотаксиму 
(«Біосинтез», Росія); 2,5 мкг/мл амфотерицину В
(«Biowest», Франція). Клітини культивували в 
пластикових чашках Петрі з площею 9 см2, які 
було оброблено полі-D-лізином («Orange Scien-
tifi c», Бельгія) при 37°С в атмосфері з 5% СО2 
[1]. Заміну середовища проводили кожні 3 доби. 
На 10–15 добу в культурі клітин СГ формувався 
конфлуентний моношар. На 21-шу добу з усіх 
чашок Петрі збирали середовище і змішували, 
брали аліквоту і використовували в подальших 
експериментах.

Частину культури клітин СГ після культи-
вування протягом 6 діб відділяли від підклад-
ки 0,25%-м розчином трипсину-ЕДТА з солями 
Хенкса («ПанЕко», Росія) і кріоконсервували у 
вигляді суспензії в кріозахисному середовищі 
з 10% диметилсульфоксиду (ДМСО) зі швидкіс-
тю охолодження 1 град/хв до –40°С та подаль-
шим зануренням у рідкий азот. Клітини збе-
рігали при –196°С протягом місяця, далі їх розмо-
рожували, відмивали від ДМСО і культивували 
20 діб. На 21-шу добу збирали культуральне 
середовище з усіх зразків, змішували, брали 
аліквоту і використовували у подальших експе-
риментах. Початкова посівна концентрація в обох 
культурах клітин СГ становила 6 × 104 кл/см2.

Інфравезікальну обструкцію відтворювали хі-
рургічним методом. Щурів наркотизували вну-
трішньочеревним уведенням комбінації «Золеті-
лу» («Virbac», Франція) і «Седазіну» («Biowet», 
Польща) з розрахунку 1,86 і 1,92 мг відповідно 
на 100 г маси тіла. Судинний катетер («BD», 
Іспанія) з зовнішнім діаметром 1,0 мм вводили 

with a diameter of 0.22 μm (TPP, Switzerland) 
for sterilization, packed by 1.5 ml in microtubes 
Eppendorf (Greiner Bio-One GmbH, Germany) 
and frozen in the freezing chamber at –18°C. The 
protein concentration in the cryoextract of SG 
was determined by the Bradford method and 
brought with saline to 0.1 mg / ml [7]. Before 
use, the cryoextract was warmed in a water bath 
(42°C) with continuous shaking for 1–2 min and 
precipitated using a mini-centrifuge (2000g) for 
10 min.

Enzyme-derived SG cells were cultured for 
20 days in bulk medium (BM) containing α-MEM 
with the addition of 10% fetal bovine serum (FBTS, 
BioSera, France); 100 μg / ml gentamicin (PanEco, 
Russia); 100 μg / ml cefotaxime (Biosintez, Russia); 
2.5 μg / ml amphotericin B (Biowest, France). Cells 
were cultured in plastic Petri dishes with an area 
of 9 cm2, which was treated with poly-D-lysine 
(Orange Scientifi c, Belgium) at 37°C in an atmosphere 
with 5% CO2 [2]. The medium was changed every 
3 days. On days 10–15, a confl uent monolayer for-
med in the cell culture of SG. On the 21st day, 
the medium was collected from all the Petri dishes 
and mixed, aliquoted and used in further experi-
ments.

Part of the SG cells after culturing for 6 days 
was separated from the substrate with 0.25% try-
psin-EDTA solution with Hanks salts (PanEco, 
Russia) and cryopreserved as a suspension in cryo-
protective medium with 10% dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 1 deg / min to –40°C and then immersed 
into liquid nitrogen. The cells were stored at –196°C 
for a month, then thawed, washed with DMSO and 
cultured for 20 days. On the 21st day, the culture 
medium was collected from all samples, mixed, 
aliquoted and used in further experiments with 
Hanks’ salts. The initial plating concentration in 
both cultures of SG cells was 6 × 104 cells / cm2.

Infravesical obstruction was surgically repro-
duced. The rats were anesthetized by intraperi-
toneal administration of the combination of Zoletil 
(Virbac, France) and Sedazin (Biowet, Poland)
at a rate of 1.86 and 1.92 mg, respectively, per 100g 
of a body weight. A vascular catheter (BD, Spain) 
with an external diameter of 1.0 mm was intro-
duced into UB. Permanent partial obstruction was 
initiated by stitching and tying the ligature around 
the distal urethra without squeezing the tissues. 
The vascular catheter was removed at the end 
of the procedure [27]. After 6 weeks in animals 
the ligature was removed and the next day the 
BAC were intraperitoneally injected for 10 days. 
Cryoextract of SG, BAC, conditioned media (CM) 
obtained from cultures of native and cryopre-



в СМ. Постійну часткову обструкцію створю-
вали шляхом прошивання та завʼязування лі-
гатури навколо дистального відділу сечівника 
без здавлювання тканин. Судинний катетер ви-
лучали наприкінці процедури [29]. Через 1,5 мі-
сяці у тварин видаляли лігатуру і на наступний 
день внутрішньочеревно вводили БАК протя-
гом 10 діб. Кріоекстракт СГ, БСК, кондиційовані 
середовища (КС), отримані від культур нативних 
і кріоконсервованих мантійних гліоцитів (МГ), 
уводили по 0,6 мл/кг маси тіла, «Кортексін» – 
по 1,0 мл/кг маси тіла [6]. На 56-ту добу від 
початку моделювання ІВО щурів декапітували 
під наркозом.

Експериментальних тварин було розподілено 
на групи: 1 – введення кріоекстракту СГ; 2 – БСК; 
3 – КС від культури нативних МГ; 4 – КС від куль-
тури кріоконсервованих МГ; 5 – «Кортексіну»; 
6 – без лікування; 7 – контроль.

Масу детрузора внаслiдок розвитку IВО виз-
начали зважуванням ізольованих смужок (ІС) СМ. 

Масовий коефіцієнт за формулою:

МК = mсм / mт × 100%, 

де mсм – маса сечового мiхура, г; mт – маса тіла 
тварини, г.

Скоротливу активнiсть детрузора щурів до-
сліджували на ІС СМ [22]. Для цього вилучали 
СМ і поміщали в охолоджений розчин Кребса; 
рH 7,4 підтримували газовою сумішшю 5% СО2 
та 95% О2, потім розрізали на чотири поздовж-
ні смужки шириною 2–3 мм та довжиною 8 мм. 
У експериментi використовували одну ІС СМ.

Для визначення скоротливої активності ІС 
використовували ізометричний режим: розміщу-
вали в проточній камері (7 мл) у розчині Кребса 
(37°С) і розтягували на металевих гачках із по-
переднім навантаженням 1 г (10 мН) протягом 
години. Силу мʼязового скорочення (F, Н) і час 
досягнення максимальної відповіді (t, с) на сти-
муляцію реєстрували на установці з тензомет-
ричним датчиком «Grass FT03C» («Grass Instru-
ments», США) та адаптер-мультиметром «OWON 
B41T+» («Fujian Lilliput Optoelectronics Techno-
logy Co., Ltd.», Китай) з програмним забезпе-
ченням, яке інсталювали на нетбук «ASUS» 
(«AsusTek Computer Inc., Тайвань) [15].

Скоротливу активність детрузора – вимірюва-
ли КСl-індуковану та агоніст-залежну відповіді. 
З цією метою застосовували розчин KCl у кін-
цевій концентрації 80 мМ [22]. Агоністом був 
препарат «Пілокарпін» («Дослідний завод Дер-
жавного наукового центру лікарських засобів», 
Україна) в кінцевій концентрації 0,03 мг/мл [13]. 

served mantle gliocytes (MG) were injected with 
0.6 ml / kg body weight, Cortexin – 1.0 ml / kg 
body weight [29]. On day 56 from the beginning 
of the IVO simulation the rats were decapitated 
under anesthesia. Experimental animals were di-
vided into groups: 1 – introduction of cryoextract 
of SG; 2 – BAC; 3 – CM from the culture of 
native MG; 4 – CM from the culture of cryopreser-
ved MG; 5 – ‘Cortexin’; 6 – without treatment; 7 – 
control.

The detrusor mass due to the IVO development 
was determined by weighing the isolated strips (IS) 
of the UB.

Mass ratio by the formula:

MR = mUB / mb × 100%,

where mUB is the mass of the urinary bladder, g; 
mb is the mass of animal body, g.

The contractility of the rat detrusor was inves-
tigated by IS [19]. For this purpose, the UB was 
removed and placed in a cooled Krebs solution; 
pH 7.4 was maintained by a gas mixture of 5% 
CO2 and 95% O2, then it was cut into 4 longitu-
dinal strips of 2–3 mm wide and 8 mm long. One 
UB IS was used in the experiment.

An isometric mode was used to determine the 
contractile activity of the IS: it was placed in a 
fl ow chamber (7 ml) in a Krebs solution (37°C) 
and stretched on metal hooks with 1 g preload 
(10 mN) for one hour. Muscle contraction force 
(F, N) and maximum response time (t, s) for 
stimulation were recorded with a Grass FT03C 
strain gauge (Grass Instruments, USA) and OWON 
B41T+ multimeter (Fujian Lilliput Optoelectronics 
Technology Co., Ltd., China) with software installed 
to the ASUS netbook (AsusTek Computer Inc., 
Taiwan) [10].

The contractile activity of detrusor was measu-
red by KCl-induced and agonist-dependent res-
ponses. With this aim, a solution of KCl at a fi nal 
concentration of 80 mm was used [19]. The agonist 
was the drug pilocarpine (State Enterprise State 
Scientifi c Center on Medicines and Medical Pro-
ducts, Ukraine) at a fi nal concentration of 0.03 mg / ml
[8]. This index was evaluated as follows.

The relative maximum amplitude of IS contraction 
after Pilocarpine stimulation was calculated by the 
formula:

MAC = (F2 / F1) × 100%,

where F2 is the muscle contraction force after 
Pilocarpine stimulation, N; F1 is the force of muscle 
contraction after stimulation with KCl solution, N.
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Даний показник оцінювали за наступними по-
казниками.

Відносну максимальну амплітуду скорочен-
ня ІС після стимуляції «Пілокарпіном» розрахо-
вували за формулою:

MAC = (F2 / F1) × 100%,

де F2 – сила мʼязового скорочення після стиму-
ляції «Пілокарпіном», Н; F1 – сила мʼязового 
скорочення після стимуляції розчином КСl, Н.

Площу поперечного перерізу IС (мм2) визна-
чали за формулою:

СА = m / / l,

де m – маса ІС, г;  – щільність гладкомʼязової 
тканини (= 1,0 г/см3); l – довжина ІС, мм [35].

Активну напругу ІС СМ tension визначали 
за формулою [38]:

T = (F × 0,0098) / CA,

де F – сила мʼязового скорочення після стиму-
ляції розчином KCl або «Пілокарпіном», мН; 
0,0098 – коефіцієнт перерахунку; СА – площа 
поперечного перерізу IC, мм2.

Для статистичної обробки результатів ви-
користовували програми «Excel» («Microsoft», 
США) і «Statistica 10» («StatSoft», США) і непара-
метричні методи. Дані представляли у вигляді 
медіани (Ме) та квартилей (Q1; Q3) і оціню-
вали з використанням U-тесту за методом Ман-
на-Уїтні. Відмінності вважали значущими при 
р ≤ 0,05.

Результати та обговорення
Типові криві КСl-індукованого і пілокарпін-

залежного скорочення ІС інтактного СМ пред-
ставлені на рисунку. Помітно збільшення сили 
мʼязового скорочення у відповідь на стимуля-
цію «Пілокарпіном» в 3,36 раза (таблиця). Про-
тягом наступних 2-х хвилин відбувається спон-
танне зниження амплітуди скорочення ІС СМ, 
що свідчить про розслаблення СМ.

Встановлено збільшення маси ІС СМ у щурів 
груп 2, 3, 5, 6 на 35, 175, 120, 70% відповідно 
(таблиця, p = 0,007, p = 0,003, p = 0,001, p = 0,001 
відповідно) порівняно з контролем. При цьому 
даний показник у групах 1 та 4 статистично 
значуще не відрізнявся від контрольної. Масові 
коефіцієнти були пропорційні масі IС СМ у всіх 
досліджуваних групах тварин (таблиця).

Відомо, що у відповідь на ІВО розвивається 
гіпертрофія CМ, яка стає більш вираженою за 

The cross-sectional area IS (mm2) was determined 
by the formula:

СА = m / / l,

where m is the IS mass, g; is the density of smooth 
muscle tissue ( = 1.0 g / cm3); l is the IS length, mm 
[35].

The active tension of UB IS was determined by 
the formula [38]:

T = (F × 0.0098) / CA,

where F is the force of muscle contraction after 
stimulation with KCl or pilocarpine solution, mN; 
0.0098 – conversion factor; CA is the cross-sectional 
area of IS, mm2.

For statistical processing of the results used 
Excel (Microsoft, USA) and Statistica 10 (StatSoft, 
USA) and non-parametric methods were used. Data 
were presented as median (Me) and quartiles (Q1; 
Q3) and evaluated using the Mann-Whitney U-test. 
The diff erences were considered signifi cant at 
p ≤ 0.05.

Results and discussion
Typical curves of KCl-induced and pilocar-

pine-dependent reduction of IS of intact UB are 
presented in Figure. Considerable increase in 
muscle contraction force in response to Pilocarpine 
stimulation by 3.36 times (Table) has been noted. 
During the next 2 minutes, there is a spontaneous 

Типові криві КСl-індукованого і пілокарпін-залежного 
скорочення ІС інтактного СМ. Стрілкою зазначений мо-
мент додавання «Пілокарпіну».
Typical curves of KCl-induced and pilocarpine-dependent 
contraction of IS of intact UB. The arrow indicates the 
moment when Pilocarpine added.
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Примітки: відмінності значущі порівняно з контролем (*); групою 6 (#); між групами 1 і 4 (^), p < 0,05. У дужках 
вказано квартилі.
Notes: diff erences are signifi cant if compared with group 1 (*); group 6 (#); between groups 1 and 4 (^), p < 0.05. 
The quartiles are indicated in parentheses.

Показники КСl-індукованого і пілокарпін-залежного скорочення ІС СМ інтактних щурів та щурів із ІВО 
після введення різних видів БАК і «Кортексіну» (Ме (Q1; Q3); n = 57).

Indices of KCl-induced and pilocarpine-dependent reduction of UB IS of intact rats and rats with IVO after administration 
of diff erent types of BAC and Cortexin (Me (Q1; Q3); n = 57).

Показник 
Index

Група 
Group

1 (n=5) 2 (n=7) 3 (n=6) 4 (n=4) 5 (n=5) 6 (n=15) 7 (n=15)

Маса IС СМ, мг 
IS UB weight, mg

23,0# 
(23,0; 25,0)

27,0* 
(26,0; 42,0)

35,0* 
(35,0; 51,0)

25,5 
(24,0; 28,0)

44,0* 
(40,0; 47,0)

34,0* 
(27,0; 44,0)

20,0# 
(17,0; 25,0)

Масовий 
коефіцієнт, % 
Mass ratio,%

0,035# 
(0,033; 0,037)

0,052* 
(0,048; 0,071)

0,059* 
(0,051; 0,062)

0,04 
(0,033; 0,046)

0,057* 
(0,05; 0,073)

0,06* 
(0,046; 0,072)

0,04# 
(0,035; 0,044)

F1, Н 
F1, N

1,33^ 
(1,16; 1,6)

5,0*#

(0,5; 11,2)
4,25*# 

(3,0; 6,25)
2,62*#^ 

(2,12; 8,37)
2,0* 

(1,75; 2,25)
1,14 

(0,66; 1,77)
0,66

(0,36; 1,8)

F2, Н 
F2, N

5,66*^ 
(4,33; 6,0)

4,0 
(2,0; 6,8)

4,56 
(3,5; 6,75)

10,12*#^ 
(7,87; 29,25)

1,5 
(1,25; 1,66)

1,83 
(0,14; 6,66)

2,22 
(1,54; 4,66)

t KCl, с 
t KCl, s

39,0 
(15,0; 84,0)

36,0 
(16,0; 84,0)

59,0 
(40,0; 71,0)

48,0 
(10,0; 96,0)

21,0 
(19,0; 44,0)

57,0 
(13,0; 97,0)

64,0 
(36,0; 123,0)

t пiлокарпiн, с 
t pilocarpine, s

25,0* 
(23,0; 38,0)

94,0 
(49,0; 169,0)

95,5 
(66,0; 137,0)

44,0 
(40,5; 49,0)

124,0 
(76,0; 133,0)

46,0 
(18,0; 129,0)

78,0 
(51,0; 133,0)

T KCl, мH/мм2 
T KCl, mN/mm2

6,5^ 
(5,6; 7,8)

24,5*# 
(2,4; 54,8)

20,8*# 
(14,7; 30,6)

12,8*#^ 
(10,3; 41,0)

9,8* 
(8,5; 11,0)

5,5 
(3,2; 8,6)

3,2 (
1,7; 8,8)

T пiлокарпiн, мH/
мм2 

T pilocarpine, mN/
mm2

27,7*^ 
(21,2; 29,4)

19,6 (9,8; 
33,3)

22,3 
(17,1; 33,0)

49,6*#^ 
(38,5; 142,9)

7,3 
(6,1; 8,1)

8,9 
(0,6; 32,6)

10,8 
(7,5; 22,8)

МАС % 
MAC %

373,2 
(366,0; 451,1)

84,3
(60,7; 580,0)

146,3* 
(56,0; 200,0)

355,3 
(337,8; 405,7)

66,6* 
(62,5; 71,4)

220,5 
(12,28; 402,27)

332,0 
(213,88; 706,0)

тривалої обструкції [18, 24]. У дослідженні ми 
вивчали початковий (компенсаторний) – період 
обструкції 1,5 місяці, якому властиве початкове
збільшення маси СМ і більш низькі показ-
ники САД у відповідь на стимуляцію агоніста-
ми порівняно з контрольними тваринами [23]. 
При цьому збільшення маси IС СМ було статис-
тично значущим у тварин усіх груп з ІВО, крім 
груп 1 та 4.

Сила мʼязового скорочення, стимульована 
розчином КСl у щурів групи 2, збільшувалася 
у 7,6 раза; групі 3 – 6,4 раза; у групі 4 – 3,9 раза; 
у групі 5 – у 3 рази (таблиця, p = 0,037; p = 0,0006; 
p = 0,016; p = 0,04 відповідно) порівняно з конт-
ролем. У тварин групи 3 САД збільшилася у 
3,7 раза, групи 4 – 2,3 раза порівняно з щурами 
групи 6 (таблиця, p = 0,002; p = 0,04 відповідно).

За даними деяких авторів [9, 37], скоротлива 
реакція ІС СМ щурів у відповідь на різні под-

decrease in the amplitude of the reduction of the 
UB IS, which indicates the relaxation of the CM.

An increase in the mass of UB IS in the rats 
of groups 2, 3, 5, 6 was found by 35, 175, 120, 
70%, respectively (Table, p = 0.007, p = 0.003, 
p = 0.001, p = 0.001, respectively) compared to 
the control. However, this index in groups 1 and 4 
was not signifi cantly diff erent from the control 
one. The mass coeffi  cients were proportional to the 
mass of the IS UB in all the studied groups of ani-
mals (Table).

It is known that, in response to IVO, the UB 
hypertrophy develops, which becomes more pro-
nounced with a prolonged obstruction [13, 22]. 
In this research we studied an initial (compensa-
tory), 1.5-month obstruction period characterized 
by an initial increase in UB mass and lower DCs 
in response to agonist stimulation compared with 
control animals [21]. In this case, the increase in 
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разники буває значно зниженою, особливо з 
обструкцією СМ важкого ступеня. Однак було 
встановлено випадки вираженого посилення 
САД у відповідь на КСl-стимуляцію за умов 
ІВО, що може бути ознакою денерваційної над-
чутливості [27, 32]. Результати нашого дослід-
ження показали збільшення КСl-індукованої 
САД у тварин всіх груп, які отримували БАК, 
крім групи 1 (введення кріоекстракту) порів-
няно з контролем. При цьому САД у тварин 
груп 3 (введення КС від культур нативних 
МГ) і 4 (введення кріоконсервованих МГ) була 
статистично вищою, ніж у групі 6 (без ліку-
вання).

Різниця в часі досягнення максимальної ам-
плітуди скорочення ІС у відповідь на індукцію 
розчином КСl у тварин всіх груп була статистично 
незначущою (таблиця).

Встановлено, що значення активної напруги 
ІС на тлі КСl-індукованої САД співпадало із си-
лою мʼязових скорочень. Даний показник збіль-
шувався у щурів групи 2 у 7,6 раза, групи 3 – 
6,5 раза, групи 4 – 4 рази, групи 5 – 3 рази (та-
блиця, p = 0,037; p = 0,0006; p = 0,016; p = 0,04 
відповідно) порівняно з контролем. Активна нап-
руга ІС в групах 3 і 4 збільшувалася в 3,8 і 
2,3 раза відповідно порівняно з групою 6 (табли-
ця, p = 0,002; p = 0,04 відповідно).

Одержані результати вказують на можливий 
вплив БАК на процеси КСl-індукованої САД, 
повʼязаною з деполяризацією мембран гладких 
клітин детрузора, і збереження механізму скоро-
чувальної здатності гладких мʼязів СМ. Встанов-
лений нами факт підтверджується даними інших 
авторів [27, 28, 32].

Відомо, що стимуляція М-холінорецепторів 
є основним рецепторним механізмом скорочен-
ня СМ у ссавців [10, 21], який реалізується холі-
нергічними нейротрансмітерами, зокрема аце-
тилхоліном. Індукція «Пілокарпіном», який є 
агоністом М-холінорецепторів, дозволяє вивчити 
рецепторний шлях скорочення СМ.

У наших експериментах збільшувалася сила 
пілокарпін-індукованого мʼязового скорочення
СМ тільки у тварин групи 1 (введення кріо-
екстракту СГ) і групи 4 (застосування КС від 
культури кріоконсервованих МГ) у 2,5 і 4,5 раза 
відповідно (таблиця, p = 0,036; p = 0,008 від-
повідно) порівняно з контролем. Збільшення 
САД також було виявлено у тварин групи 4 у 
5,5 раза порівняно з групою 6 (таблиця, p = 0,018).

Відомо, що чутливість ІС СМ щурів із ІВО 
до дії агоністів М-холінорецепторів значно ниж-
ча, ніж у здорових. Існує пряма кореляція між 
вираженістю порушеної функції СМ і цим про-

UB IS mass was statistically signifi cant in animals 
of all groups with IVO except groups 1 and 4.

The muscle contraction force stimulated by 
KCl solution in group 2 rats increased in 7.6 times; 
in group 3 it did in 6.4 times; in group 4 this was 
in 3.9 times; in group 5 it enhanced in 3 times (Table, 
p = 0.037; p = 0.0006; p = 0.016; p = 0.04, respecti-
vely) compared to the control. In animals of group 
3, the DC increased in 3.7 times, in group 4 this 
was a 2.3-fold rise compared with the rats of 
group 6 (Table, p = 0.002; p = 0.04, respectively).

As some authors reported [4, 37], the cont-
ractile response of UB IS rats in response to various 
stimuli is signifi cantly reduced, especially with 
severe obstruction of UB. However, there have 
been cases of marked increase in DC in response to 
KCl-stimulation as the IVO consequence, that may
be a sign of denervation hypersensitivity [25, 31]. 
The results of our study showed an increase in 
KCl-induced DC in animals of all BAC-treated 
groups except group 1 (cryoextract administ-
ration) compared to the controls. In this case, the 
DC in animals of groups 3 (introduction of CM 
from native MG cultures) and 4 (introduction of 
cryopreserved MG) was statistically higher than 
in group 6 (without treatment).

The time diff erence between the maximum 
amplitude of the IS reduction in response to the 
induction of the KCl solution in animals of all 
groups was insignifi cant (Table).

It was found that the value of the active IS ten-
sion on the background of KCl-induced DCA 
coincided with the strength of muscle contractions. 
This index increased in rats of group 2 in 7.6 times, 
groups 3 – 6.5 times, groups 4 – 4 times, groups 5 – 
3 times (Table, p = 0.037; p = 0.0006; p = 0.016; 
p = 0.04, respectively) compared to the control. 
The active IS is tension in groups 3 and 4 increased 
3.8 and 2.3 times, respectively, compared with 
group 6 (Table, p = 0.002; p = 0.04, respective-
ly).

The obtained results indicate a possible in-
fl uence of the BAC on the processes of KCl-in-
duced DC associated with the depolarization of 
detrusor mast cells and preservation of the mecha-
nism of UB smooth muscle contractility. The 
established fact is confi rmed by the data of other 
authors [25, 26, 31].

It is known that stimulation of M-cholinorecep-
tors is the main receptor mechanism for reducing 
UB in mammals [5, 18], which is implemented by 
cholinergic neurotransmitters, in particular acetyl-
choline. Induction with pilocarpine, which is an 
agonist of M-cholinoreceptors, allows to investigate 
the receptor pathway of UB contraction.



цесом [9, 17, 30]. Досліджена нами пілокарпін-
індукована САД розподілялася в групах тварин 
у порядку збільшення: група 5 (введення «Кор-
тексіну») – 1,5 H; група 6 (тварини без лікування) –
1,83 H; група 7 (контроль) – 2,22 H; група 2
(застосування БСК) – 4,0 H; група 3 (застосу-
вання КС від культури нативних МГ) – 4,56 H;
група 1 (введення кріоекстракту СГ) – 5,66 H 
і група 4 (введення КС від культури кріокон-
сервованих МГ) – 10,12 H. Одержані резуль-
тати свідчать про позитивний вплив БАК, от-
риманих із СГ, на САД, яка опосередкована 
стимуляцією М-холінорецепторів.

Аналогічну тенденцію було встановлено під 
час оцінювання активності напруги скорочен-
ня ІС СМ. Після введення «Пілокарпіну» да-
ний показник у тварин групи 1 збільшувався 
в 2,5 раза, групи 4–4,6 раза (таблиця, p = 0,036; 
p = 0,008 відповідно) порівняно з контролем. 
При цьому у щурів групи 4 вона збільшува-
лася в 5,6 раза порівняно з групою 6 (таблиця, 
p = 0,018). Показники МАС ІС СМ в групах 1 
і 4 були вище, ніж в інших експериментальних 
групах.

Час досягнення максимального скорочення 
у групі 1 був найменшим i становив 32% від 
контролю (таблиця, p = 0,005), що свідчило про 
виражений вплив кріоекстракту СГ на піло-
карпін-залежне скорочення ІС СМ.

Враховуючи високі показники САД у тва-
рин груп 1 та 4 порівняно з контролем, доціль-
но було провести їх порівняльний аналіз. Показ-
ники сили мʼязових скорочень, активної напруги
ІС СМ були вищіми у тварин після індукції 
КС від культури кріоконсервованих МГ порів-
няно з введенням кріоекстракту СГ (таблиця, 
p = 0,02; p = 0,037).

Таким чином, значення скорочувальної ак-
тивності СМ, яке співпадало з контрольним, 
було отримано після застосування БСК і КС 
від культури нативних МГ. У тварин із введен-
ням кріоекстракту СГ і КС від культури кріо-
консервованих МГ воно було вище контрольного.
Крім того, у тварин даних груп встановлено 
виражену відповідь ІС СМ на різні стимули 
і зафіксовано найвищі показники МАС. Ві-
рогідно, ці ефекти обумовлені дією НФ, які 
надходять із СГ та від культури МГ після за-
морожування-відігріву. Доведено, що після кріо-
консервування змінюється співвідношення мор-
фологічних типів клітин, тобто й виробка ними 
НФ [7]. Одержані результати вказують на по-
зитивний вплив БАК на перебіг ІВО у щурів, 
який, можливо, реалізується нервово-мʼязовим 
апаратом СМ.

In our experiments, the power of pilocar-
pine-induced muscle contraction of UB was 
increased only in the animals of group 1 (introduction 
of cryoextract of SG) and group 4 (use of CM 
from cryopreserved MG culture) 2.5 and 4.5 times, 
respectively (Table, p = 0.036; p = 0.008, respecti-
vely) compared to the control. An increase in 
DC was also found in the animals of group 4 in 
5.5 times compared with group 6 (Table, p = 0.018).

It is known that the sensitivity of IS UB rats 
with IVO to the action of M-cholinoreceptor ago-
nists is much lower than in healthy subjects. There 
is a direct correlation between the severity of im-
paired UB function and this process [4, 12, 28]. 
The studied pilocarpine-induced DC was distributed 
in groups of animals in ascending order: group 5
(administration of Cortexin) made 1.5 N; group 6
(animals without treatment) did 1.83 N; group 7
(control) was 2.22 N; group 2 (application of 
BAC) was 4.0 N; group 3 (application of CM from 
native MG culture) did 4.56 N; group 1 (introduc-
tion of CM cryoextract) made 5.66 N and group 4 
(introduction of CM from the culture of cryopre-
served MG) did 10.12 N. The obtained results 
indicate a positive eff ect of BAC obtained from 
SG on DC, which is mediated by stimulation of 
M-cholinoreceptors.

A similar trend was found during the evalua-
tion of the activity of the tension of the UB IS 
contractility. After the introduction of Pilocarpine, 
this index in the animals of group 1 increased 
2.5 times, in group 4 it did in 4.6 times (Table, 
p = 0.036; p = 0.008, respectively) compared with 
the control. In rats of group 4, it increased 5.6 ti-
mes compared with group 6 (Table, p = 0.018). 
The indices of MC of UB IS in the groups 1 and 4 
were higher than in other experimental groups.

The time to reach the maximum contracti-
lity in group 1 was the shortest and amounted to 
32% of the control (Table, p = 0.005), which 
indicated a pronounced eff ect of cryoextract of 
SG on pilocarpine-dependent UB IS contractility. 

Assuming the high rates of DC in the animals 
of groups 1 and 4 compared with the controls, 
it was advisable to perform their comparative 
analysis. The power of muscle contractions, the
active tension of UB IS were higher in the animals 
after the induction of CM by the culture of cryo-
preserved MG compared with the introduction 
of cryoextract of SG (Table, p = 0.02; p = 0.037).

 Thus, the value of the UB contractile activity, 
which coincided with the control, was obtained after 
the application of bulk medium and CM from the 
culture of native MG. In animals with the cryoextract 
of SG and CM from the culture of cryopreserved 
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Висновки
1. У щурів на тлі експериментальної ІВО 

маса ІС СМ i масовий коефіцієнт були наймен-
шими в групі з введенням кріоекстракту СГ.

2. Дія БАК, крім кріоекстракту СГ, стиму-
лювала КСl-індуковану САД, яка підвищуєть-
ся на тлі ІВО внаслідок розвитку денерваційної 
надчутливості (гіперактивності детрузора), що 
свідчить про збереження на ранніх стадіях ІВО 
механізму скорочення, який повʼязаний з де-
поляризацією клітинних мембран гладких мʼя-
зів.

3. Застосування кріоекстракту СГ і КС від 
культури кріоконсервованих МГ підвищувало 
пілокарпін-індуковану САД і МАС, що підтвер-
джує позитивний вплив на основні рецеп-
торні механізми роботи СМ на тлі ІВО, а 
також можливість їх захисту і відновлення після 
пошкодження.

MG, it was above the control. In addition, the ani-
mals of these groups showed a pronounced res-
ponse of the UB IS to diff erent stimuli and recor-
ded the highest MC scores. These eff ects are likely 
due to the action of NF coming from the SG and 
from the MG culture after freezing and warming. 
It has been proven that after cryopreservation the 
ratio of morphological types of cells changes, na-
mely, their production of NFs as well [1]. The fi n-
dings indicate a positive eff ect of BACs on the 
course of IVO in rats, which may be implemented 
by the UB neuromuscular apparatus.

Conclusions
1. In rats, on the background of experimental 

IVO, the mass of UB IS and the mass ratio were 
the lowest in the group with the cryoextract of SG.

2. BAC action, except the cryoextract of SG, 
stimulated KCl-induced DC, which increases against 
the background of IVO due to the develop-ment of 
denervation hypersensitivity (detrusor hyperac-
tivity), which indicates the preservation of the 
contractility mechanism at the early stages of IVO, 
which is associated with depolarization of cell 
membranes of smooth muscles.

3. The use of cryoextract of SG and CS from 
the culture of cryopreserved MG increased 
pilocarpine-induced DC and MAC, which con-
fi rms the positive eff ect on the main receptor 
mechanisms of UB on the background of IVO, 
as well as the possibility of their protection and 
recovery after damage.
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