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БІОХІМІЧНА ОЦІНКА АКТИВНОСТІ ЗАПАЛЬНОГО ПРОЦЕСУ ПІД ВПЛИВОМ БЕЗКЛІТИННИХ 
КРІОКОНСЕРВОВАНИХ БІОЛОГІЧНИХ ЗАСОБІВ НА МОДЕЛІ АУТОІМУННОГО АРТРИТУ У ЩУРІВ

Актуальність теми дослідження. Добре відомо, що запалення при ревматоїдному артриті (РА) ініціюється 
та підтримується складною взаємодією між різними підтипами дендритних клітин, Т-клітинами, макрофагами,  
В-клітинами, нейтрофілами, фібробластами та остеокластами. У лікуванні РА в даний час найчастіше використо-
вують глюкокортикоїди, синтетичні та біологічні протиревматичні препарати, що модифікують захворювання та 
нестероїдні протизапальні препарати. Перспективним підходом до лікування хворих на РА виступає терапія на основі 
мезенхімальних стовбурових клітин (МСК). Іншим напрямком лікування хворих на РА виступає застосування безклі-
тинних біотехнологічних засобів – кріоекстракту плвценти (КЕП), кріоекстракту селезінки (КЕС).

Мета роботи – охарактеризувати вплив кріоекстрактів плаценти та серезінки, а також кондиціонованого сере-
довища МСК (КС-МСК) на активність запального процесу при ад’ювантному артриті (АА) у щурів.

Матеріали та методи дослідження. Експериментальні дослідження проведені на 42 шурах-самцях масою 200–
220 г у відповідності до основних біоетичних норм Гельсінської декларації Всесвітньої медичної асоціації. Лікування АА 
проводилось з 14 по 28 день. КЕП, КЕС та КС-МСК вводили в/м з інтервалом 2 дні. На 28 добу експерименту тварин ви-
водили з експерименту, відбирали зразки змішаної (венозної та артеріальної) крові та визначали вміст С-реактивного 
білка (С-РБ), активність лужної фосфатази (ЛФ) та вміст серомукоїду.

Результати та їх обговорення. Проведене дослідження показала, що на 28 день експерименту у щурів з АА від-
мічається статистично вірогідне (р˂0,001) зростання вмісту С-РБ  у 4,4 рази відносно показників інтактних щурів. 
Крім того у щурів з АА відмічалось підвищення активності ЛФ (р˂0,001) на 76,5% та зростання вмісту серомукоїду 
(р˂0,035) на 97,1% відносно показників інтактних щурів. Серед досліджуваних безклітинних кріоконсервованих біологіч-
них засобів найвиразніше пригнічення запального процесу на 28 добу експерименту на моделі АА у щурів відмічалось на 
тлі застосування КС-МСК – рівень С-РБ знизився (р˂0,001) на 54,5% відносно нелікованих щурів з АА, що на 16,7% (р˂0,1) 
було нижче за аналогічний показник щурів з АА, яким вводили диклофенак натрію. Досліджувані кріоекстракти посту-
пались КС-МСК за здатністю пригнічувати інтенсивність запального процесу у щурів з АА за даними досліджуваних 
біохімічних показників. За здатністю зменшувати вміст С-РБ КЕС (18,2%, р˂0,01) поступався КЕП (27,3%, р˂0,01), що 
вказувало на більш виразні протизапальні властивості КЕП. 

Висновки. Встановлено здатність досліджуваних безклітинних біологічних засобів пригнічувати активність за-
пального процесу на моделі АА у щурів за даними біохімічних досліджень. За виразністю протизапальної активності (за 
зниженням рівня С-РБ), досліджувані засоби вірогідно (р˂0,01) можна розташувати в наступній послідовності: КС-МСК 
(54,5%) ˃ КЕП (27,3%) ˃ КЕС (18,2%).

Ключові слова: аутоімунні захворювання, біологічна терапія, мезенхімальні стовбурові клітини, кріоекстракція, 
біохімічні дослідження.

Fedir Hladkykh. BIOCHEMICAL EVALUATION OF THE ACTIVITY OF THE INFLAMMATORY PROCESS UNDER 
THE INFLUENCE OF CELL-FREE CRYOPRESERVED BIOLOGICAL AGENTS IN MODELS OF AUTOIMMUNE 
ARTHRITIS IN RATS

Introduction. It is well known that inflammation in rheumatoid arthritis (RA) is initiated and maintained by a complex interplay 
between different subtypes of dendritic cells, T cells, macrophages, B cells, neutrophils, fibroblasts and osteoclasts. Glucocorticoids, 
synthetic and biological disease-modifying antirheumatic drugs, and nonsteroidal anti-inflammatory drugs are currently most 
commonly used in the treatment of RA. Mesenchymal stem cell (MSC) therapy is a promising approach to the treatment of RA 
patients. Another direction in the treatment of patients with RA is the use of cell-free biotechnological means – cryoextract of blood 
cells (CEP), cryoextract of the spleen (CES).
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The aim of the study was to characterize the effect of cryoextracts of the placenta and seryenium, as well as the conditioned 
medium of MSCs (CM-MSC) on the activity of the inflammatory process in adjuvant arthritis (АА) in rats.

Materials and methods. Experimental studies were conducted on 42 male shuras weighing 200–220 g in accordance with the 
basic bioethical norms of the Helsinki Declaration of the World Medical Association. AA treatment was carried out from 14 to 28 
days. CEP, CES and CM-MSC were administered intramuscularly with an interval of 2 days. On the 28th day of the experiment, the 
animals were removed from the experiment, samples of mixed (venous and arterial) blood were taken and the content of C-reactive 
protein (C-RP), alkaline phosphatase (AP) activity and seromucoid content were determined.

Research results and their discussion. The conducted research showed that on the 28th day of the experiment, a statistically 
significant (р˂0.001) increase in the content of C-RP by 4.4 times was observed in rats with AA compared to the indicators of 
intact rats. In addition, rats with AA showed an increase in AP activity (p˂0.001) by 76.5% and an increase in seromucoid content 
(p˂0.035) by 97.1% compared to the parameters of intact rats. Among the investigated cell-free cryopreserved biological agents, 
the most pronounced inhibition of the inflammatory process on the 28th day of the experiment on the AA model in rats was noted 
against the background of the use of CM-MSC – the level of C-RP decreased (р˂0.001) by 54.5% compared to untreated rats with 
AA, which on 16.7% (р˂0.1) was lower than the similar indicator of rats with AA, which were injected with diclofenac sodium. The 
studied cryo-extracts were inferior to CM-MSC in their ability to suppress the intensity of the inflammatory process in rats with AA 
according to the data of the studied biochemical indicators. CES (18.2%, p˂0.01) was inferior to CEP (27.3%, p˂0.01) in its ability 
to reduce the content of C-RP, which indicated more pronounced anti-inflammatory properties of CEP.

Conclusions. The ability of the investigated cell-free biological agents to inhibit the activity of the inflammatory process on 
the AA model in rats was established according to the data of biochemical studies. According to the expressiveness of the anti-
inflammatory activity (according to the decrease in the level of C-RP), the investigated means can probably (р˂0.01) be placed in 
the following sequence: CM-MSC (54.5%) ˃ CEP (27.3%) ˃ CES (18.2%).

Key words: autoimmune diseases, biological therapy, mesenchymal stem cells, cryoextraction, biochemical studies.

Вступ. Добре відомо, що запалення при ревма-
тоїдному артриті (РА) ініціюється та підтримуєть-
ся складною взаємодією між різними підтипами 
дендритних клітин, Т-клітинами, макрофагами, 
В-клітинами, нейтрофілами, фібробластами та ос-
теокластами. Так, запалення при РА індукують ау-
тореактивні Th1 або Th17 Т-клітини або локаль-
но активовані антигенпрезентуючі клітини, які 
презентують пептиди, отримані з аутоантигену. В 
ураженому суглобі активовані аутореактивні Т-клі-
тини згодом активують макрофаги та фібробласти 
через секрецію прозапальних медіаторів фактор 
некрозу пухлин (ФНП)-α, інтерлейкін (ІЛ)-17, ін-
терферон-γ та активатора рецептора ліганду ядер-
ного фактора кB (receptor activator of nuclear factor 
kappa-B ligand – RANK-L). Активовані макрофаги, у 
свою чергу, виділяють велику кількість сильних 
прозапальних цитокінів ФНП-α, ІЛ-1β та ІЛ-6, які 
сприяють створенню та підтримці запального се-
редовища. Активовані Т-клітини також допомага-
ють аутореактивним В-клітинам, що призводить 
до вироблення антитіл проти цитрулінового білка 
та аутоантитіл до ревматоїдного фактора. Ці ауто-
антитіла додатково викликають запалення шляхом 
прямої активації макрофагів або запуску каскаду 
комплементу. Крім того, RANK-L, що виробляється 
активованими фібробластами, сприяє диференцію-
ванню остеокластів від макрофагів. Разом із ма-
триксними металопротеазами, остеокластами та 
антитілами, отриманими з фібробластів, активова-
ні нейтрофіли опосередковують залежне від запа-
лення руйнування хряща та ерозію кісток [12, 1, 16].

У лікуванні РА в даний час найчастіше використо-
вують глюкокортикоїди, синтетичні та біологічні 
протиревматичні препарати, що модифікують за-
хворювання (disease-modifying antirheumatic drugs – 

DMARD) та нестероїдні протизапальні препарати 
(НПЗЗ). Перспективним підходом до лікування хво-
рих на РА виступає терапія на основі мезенхімаль-
них стовбурових клітин (МСК) [14, 8]. Варто зазна-
чити, що механізм імуномодуляції МСК регулюється 
як міжклітинними взаємодіями, так і паракринним 
ефектом через секрецію розчинних факторів. Саме 
тому у якості потенційного терапевтичного аген-
та доцільно розглядати не тільки МСК, а і їх по-
хідні, зокрема кондиціоноване середовище (КС).

Іншим напрямком лікування хворих на РА ви-
ступає застосування безклітинних біотехноло-
гічних засобів – кріоекстракту плвценти (КЕП), 
кріоекстракту селезінки (КЕС), які за даними літе-
ратури чинять протизапальну дію [7, 10].

Мета дослідження – охарактеризувати вплив 
кріоекстрактів плаценти та серезінки, а також ко-
ндиціонованого середовища МСК на активність за-
пального процесу при ад’ювантному артриті у щурів.

Матеріали та методи дослідження. Експери-
ментальні дослідження проведені на 42 шурах-сам-
цях масою 200–220 г у відповідності до основних 
біоетичних норм Гельсінської декларації Всесвіт-
ньої медичної асоціації. Для моделювання експе-
риментального РА – ад’ювантного артриту (АА) у 
щурів використовували повний ад’ювант Фрейнда 
(ПАФ) [4, 6]. Як відомо, АА у щурів має всі морфо-
функціональні ознаки РА у людини та супроводжу-
ється типовою реакцією, основною ланкою якої є 
Т-клітинний імунітет. АА моделювали субплантар-
ним ведення щурам («0» день експерименту) ПАФ 
(Thermo Fisher Scientific, США) в задню праву кінців-
ку з розрахунку 0,1 мл на щура [17]. 

Лікування АА проводилось з 14 по 28 день. КЕП, 
КЕС та КС-МСК вводили в/м з інтервалом 2 дні 
(усього 5 ін’єкцій), відповідно на 14, 17, 20, 23 та 
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26 дні. У якості референс-препарату використано 
НПЗЗ – диклофенак натрію (ДН), який вводили вр-
нутрішньом’язово (в/м) в дозі 8,0 мг/кг [9]. Щурів 
розподіляли на 6 груп:

І (негативний контроль) – інтактні щури (n=7), 
яким на 14, 17, 20, 23 та 26 дні експерименту в/м 
вводили 0,9 % розчин NaCl в дозі 1,0 мл/кг маси 
тіла щура;

ІІ – щури зі змодельованим АА (n=7) без ліку-
вання (контрольна група), яким на 14, 17, 20, 23 та 
26 дні експерименту в/м вводили 0,9 % розчин NaCl 
в дозі 1,0 мл/кг;

ІІІ – щури зі змодельованим АА (n=7), яким на 
14, 17, 20, 23 та 26 дні експерименту в/м вводили 
референс-препарат ДН в дозі 8,0 мг/кг [9];

ІV – щури зі змодельованим АА (n=7), яким на 14, 
17, 20, 23 та 26 дні експерименту в/м вводили КЕП 
у дозі 2,5 мл/кг [15];

V – щури зі змодельованим АА (n=7), яким на 14, 
17, 20, 23 та 26 дні експерименту в/м вводили КЕС 
у дозі 5,0 мл/кг [2];

VІ – щури зі змодельованим АА (n=7), яким на 14, 
17, 20, 23 та 26 дні експерименту в/м вводили КС-
МСК у дозі 0,6 мл/кг [5].

На 28 добу експерименту тварин виводили 
з експерименту, відбирали зразки змішаної (веноз-
ної та артеріальної) крові та визначали вміст С-ре-
активного білка (С-РБ), активність лужної фосфа-
тази (ЛФ) та вміст серомукоїду.

Вміст С-РБ визначали за ступенем аглютинації 
за допомогою латексного діагностичного тесту для 
виявлення С-реактивного білка в сироватці крові 
та виражали у мг/л [11]. Активність ЛФ визначали 
спектрофотометричним методом, який ґрунтуєть-
ся на властивості ЛФ гідролізувати ефірний зв’я-
зок у β-гліцерофосфаті з відщепленням фосфатної 
кислоти. Вміст фосфору, що утворився, визначають 
за реакцією з молібденовим реактивом у присутно-
сті аскорбінової кислоти. Активність ЛФ виражали 
у мкмоль / (год× л) [3]. Вміст серомукоїду в си-
роватці крові визначали спектрофотометрично за 
методом Weimer H.E. та Moshin R.J., який полягає у 
осадженні білків сироватки крові 1,8 М розчином 
перхлорної кислоти (HCIO4), виділенні серомукоїду 
з фільтрату за допомогою фосфорно-вольфрамової 
кислоти та подальшому кількісному визначенні 
за різницею світлопоглинання при довжині хвилі 
λ = 260 нм і λ = 280 нм. Вміст серомукоїду виражали 
у ммоль/л [11].

Статистичну обробку одержаних результатів 
проведено з використанням прикладної програми 
для роботи з електронними таблицями «Microsoft 
Office Excel». Оцінку характеру розподілу величин 
в кожній групі вибіркової сукупності проводили 
з використанням W-критерію Шапіро-Вілка. Одно-
рідність дисперсій визначали за критерієм Левена. 

При нормальному розподілі незалежних величин 
відмінності між групами визначали попарно за 
t-критерієм Ст’юдента. Цифрові дані у разі нор-
мального розподілу величин наведені у вигляді 
“M±m” (M±SE), де M – середнє арифметичне зна-
чення, m (SE) – стандартна похибка середнього 
арифметичного або М (95 % ДІ:), де 95 % ДІ: – 95 % 
довірчий інтервал. При ненормальному розподілі 
отриманих величин дані представлено у вигляді 
Ме [LQ; UQ], де Ме – медіана, [LQ; UQ] – верхня межа 
нижнього квартиля (lower quartile – LQ) та нижня 
межа верхнього квартиля (upper quartile – UQ). Для 
графічного представлення даних обрано діаграми 
розмаху (box-and-whiskers diagram – «шухлядові» ді-
аграми з «вусами») [20, 18, 19].

Результати дослідження та їх обговорення. 
Проведене дослідження показала, що на 28 день 

експерименту у щурів з АА відмічається статис-
тично вірогідне (р˂0,001) зростання вмісту С-РБ  
у 4,4 рази відносно показників інтактних щурів 
(табл. 1). За даними Pope J.E. та співав. (2021 р.) [13] 
С-РБ є не тільки маркером системного запалення 
при РА, а є також імунним регулятором, який віді-
грає важливу роль у запальних шляхах, пов’язаних 
з РА, і сприяє атерогенним ефектам. Супутні за-
хворювання, пов’язані із системним запаленням, є 
поширеними при РА, а С-РБ асоціюється з ризиком 
серцево-судинних захворювань, діабету, метаболіч-
ного синдрому, легеневих захворювань і депресії. 
Крім того у щурів з АА відмічалось підвищення ак-
тивності ЛФ (р˂0,001) на 76,5% та зростання вміс-
ту серомукоїду (р˂0,035) на 97,1% відносно показ-
ників інтактних щурів (рис. 1).

На тлі застосування референс-препарату ДН у 
щурів з АА на 28 день експерименту відмічено ста-
тистично вірогідне зниження вмісту С-РБ (р˂0,01) 
на 45,5%, зниження активності ЛФ (р˂0,001) на 
26,2% та зниження вмісту серомукоїду на 21,7% 
(р˂0,3) відносно показників щурів контрольної 
групи (АА без лікування). 

Серед досліджуваних безклітинних кріокон-
сервованих біологічних засобів найвиразніше 
пригнічення запального процесу на 28 добу екс-
перименту на моделі АА у щурів відмічалось на 
тлі застосування КС-МСК – рівень С-РБ знизився 
(р˂0,001) на 54,5% відносно нелікованих щурів з АА, 
що на 16,7% (р˂0,1) було нижче за аналогічний по-
казник щурів з АА, яким вводили ДН (див. табл. 1).

Оцінка інтенсивності запального процесу у щу-
рів з АА на 28 день експерименту у щурів, яким 
вводили КС-МСК також показала, що у тварин цієї 
групи відмічено статистично вірогідне знижен-
ня на 38,5% активності ЛФ та зниження (р˂0,035) 
вмісту серомукоїду на 47,8% відносно показників 
нелікованих щурів з АА. Варто зазначити, що зни-
ження вказаних показників перевищувала анало-
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гічні зміни на тлі застосування референс-препара-
ту ДН, відповідно активність ЛФ була нижчою на 
16,6% (р˂0,02), а рівень серомукоїду був нижчим 
на 33,3% (р˂0,09) відносно показників тварин з АА, 
яким вводили ДН (див. табл. 1, рис. 1).

Досліджувані кріоекстракти поступались КС-
МСК за здатністю пригнічувати інтенсивність 
запального процесу у щурів з АА за даними дослі-
джуваних біохімічних показників. За здатністю 
зменшувати вміст С-РБ КЕС (18,2%, р˂0,01) посту-
пався КЕП (27,3%, р˂0,01), що вказувало на більш 
виразні протизапальні властивості КЕП. За здатні-
стю пригнічувати активність ЛФ у щурів з АА на 
28 день експерименту досліджувані кріоектракти 
проявляли співставну активність – на рівні 30,8%–
32,9% (р˂0,001), що незначно (на 6,2%–9,0%) пере-
вищувало активність ДН (див. табл. 1).

Висновки. Встановлено здатність досліджува-
них безклітинних біологічних засобів пригнічувати 
активність запального процесу на моделі АА у щу-
рів за даними біохімічних досліджень. За вираз-
ністю протизапальної активності (за зниженням 
рівня С-РБ), досліджувані засоби вірогідно (р˂0,01) 
можна розташувати в наступній послідовності:  
КС-МСК (54,5%) ˃ КЕП (27,3%) ˃ КЕС (18,2%).

Перспективи подальших досліджень. Вста-
новлена здатність досліджуваних безклітинних 
кріоконсервованих біологічних засобів знижувати 
інтенсивність запального процесу у щурів з екс-
периментальним артритом за даними біохімічних 
досліджень слугує підґрунтям для подальших до-
сліджень механізмів протизапальної активності 
вказаних засобів.

Таблиця 1
Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та ДН на біохімічні показники щурів  

з АА на 28 день експерименту (M ± m, 95 % ДІ, n=42)

Досліджуваний 
показник, 

одиниці 
вимірювання

Умови експерименту
І (1) група ІІ (2) група ІІІ (3) група ІV (4) група V (5) група VІ (6) група

Інтактні 
щури

Контроль
(АА без 
лікув.)

АА
+ ДН

АА
+ КЕП

АА
+ КЕС

АА
+ КС-МСК

n 7 7 7 7 7 7

С-реактивний 
білок, мг/л

5,0 [5,0; 7,0] 22,0 [22,0; 25,5]
р1<0,001 
[340,0%]

12,0 [10,5; 15,5]
р2<0,01 [45,5%]

16,0 [14,0; 17,5]
р2<0,01 [27,3%]
р3<0,1 [33,3%]

18,0 [16,5; 20,5]
р2<0,01 [18,2%]
р3<0,05 [50,5%]

10,0 [8,5; 13,5]
р2<0,001 
[54,5%]

р3<0,1 [16,7%]

Активність 
лужної 

фосфатази, 
мкмоль / (год×л)

231,4±6,3
(95 % ДІ:

219,0–243,8)

408,6±10,8
(95 % ДІ:

387,4–429,7)
р1<0,001 
[76,5%]

301,4±8,3
(95 % ДІ:

285,2–317,7)
р2<0,001 
[26,2%]

282,9±9,9
(95 % ДІ:

263,4–302,3)
р2<0,001 
[30,8%]

р3<0,18 [6,2%]

274,3±12,9
(95 % ДІ:

249,0–299,5)
р2<0,001 
[32,9%]

р3<0,11 [9,0%]

251,4±16,1
(95 % ДІ:

219,9–283,0)
р2<0,001 
[38,5%]

р3<0,02 [16,6%]
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. 

Рис. 1. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та ДН  
на вміст серомукоїду в сироватці крові щурів  

з АА на 28 день експерименту
Примітка. Розподіл величин кожної групи вибіркової 

сукупності нормальний. Бокси включають значення 
стандартної похибки середнього арифметичного, верти- 
кальні лінії за межами боксів – 95% довірчий інтервал. 
Горизонтальна лінія всередині боксу – середнє арифметичне 
значення; ● – p ≤ 0,05 відносно показників інтактних щурів.
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