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Лікування больового синдрому залишається в центрі уваги клініцистів, а розробка нових методів лікування є актуальним завданням 

сучасної медицини. Експериментальні дослідження проведені на 42 шурах-самцях масою 200–220 г на моделі ревматоїдного артриту. 
Встановлено, що безклітинні кріоконсервовані біологічні засоби володіють власною аналгетичною активністю як на спінальному, так і на 
супраспінальному рівнях ноцицепції. На спінальному рівні ноцицепції кріоекстракт плаценти та кондиціоноване середовище мезенхі-
мальних стовбурових клітин проявляли співставну аналгетичну активність, яка становила 43,1% та 42,7% відповідно. На супраспіналь-
ному рівні ноцицепції найвиразнішу аналгетичну активність виявлено у кондиціонованого середовища мезенхімальних стовбурових 
клітин, яка становила 54,8%, що лише на 18,8% було нижче (р=0,049) за показники щурів, яким вводили диклофенак натрію.
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Background. Treating pain syndrome remains the focus of clinicians’ attention, and developing new treatment methods is an urgent task 

of modern medicine. Particular attention is drawn to the results of recent studies on the use of cell-free cryopreserved biological agents to 
optimize anti-inflammatory and analgesic therapy for a number of autoimmune diseases.

Objective – to characterize the analgesic activity of cryoextract of placenta (CEP), cryoextract of spleen, and conditioned medium of 
mesenchymal stem cells in the model of autoimmune arthritis (АА) in rats.

Methods. Experimental studies were conducted on 42 male rats weighing 200–220 g. AA was modeled by sub-plantar administration of 
complete Freund’s adjuvant. AA treatment was carried out from 14 to 28 days. On “0” (initial indicators), 14 and 28 days of the experiment, 
pain sensitivity was assessed (electrical impulse irritation and mechanical irritation according to Randall-Selitto). 

Results. The conducted study showed that on the 14th day of the experiment in rats with simulated AA, a statistically significant (p<0.009) 
decrease by 2 times in the threshold of pain sensitivity with mechanical irritation according to Randall-Selitto was observed relative to the 
initial indicators. Evaluation of the effect of administration of biological agents to rats with AA demonstrated the ability of the studied drugs to 
reduce the threshold of pain sensitivity from the action of a mechanical stimulus, which indicates the modulation of the peripheral component 
of nociception. Against the background of the introduction of СEP to rats with AA, a statistically significant (p=0.01) increase in threshold of 
pain sensitivity from an electrical impulse stimulus was noted by 44.7%.

Conclusions. At the spinal level of nociception, cryoextract of placenta and conditioned medium of mesenchymal stem cells showed 
comparable analgesic activity, which was 43.1% and 42.7%, respectively. At the supraspinal level of nociception, the most pronounced 
analgesic activity was found in the conditioned medium of mesenchymal stem cells, which was 54.8%, that is only 18.8% lower (p=0.049) 
than the indicators of rats administered diclofenac sodium.

Key words: cell-free cryopreserved biological agents, autoimmune diseases, spleen cryoextract, placenta cryoextract, mesenchymal stem 
cell conditioned medium.
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Вступ. Ревматоїдний артрит (РА) визначається як 
системне аутоімунне захворювання (АІЗ), зумовлене 
хронічним запальним процесом, який вражає суглоби, 
а також інші органи та системи – серце, нирки, легені, 
травну систему, очі, шкіру та нервову систему [1; 2]. 
РА є однією з найпоширеніших форм артриту з поши-
реністю 0,3–4,2%, залежно від досліджуваної популя-
ції [2]. Патогенез РА є складним та багатофакторним 
і ґрунтується на нерегульованій цитрулінізації, яка при-
зводить до вироблення антитіл проти цитрулінованого 
білка [1].

Запальні цитокіни та медіатори запалення, зокрема 
фактор некрозу пухлини-α, інтерлейкін-1β, інтерлей-
кін-6 та інтерлейкін-17, активуючи внутрішньоклітинні 
сигнальні шляхи призводять до каскаду фосфорилю-
вання, що знижує поріг для ноцицепторних нейронів 
для генерування потенціалів дії, що зрештою призво-
дить до підвищеної чутливості до болю. Біль у разі 
РА формується поєднанням больових сигналів, які 
надходять периферичними, спінальними та супраспі-
нальними шляхами, а інтенсивність та характер болю 
в підсумку залежить від комбінації прямої активації 
периферичних ноцицепторів та модуляції чутливості 
нейронів по всьому ноцицептивному шляху. Добре 
відомо, що для РА є характерними підвищення больової 
чутливості – аллодінія та гіпералгезія, які добре відтво-
рюються у разі розвитку експериментального артриту. 
Крім запального болю, пацієнти з РА також відчувають 
незапальний біль, який включає механічний біль (у разі 
деформації суглобів), нейропатичний біль, фіброміал-
гію, а також психосоціальні наслідки захворювання, 
такі як депресія, тривога, порушення сну, сексуальна 
дисфункція та інвалідність.

Лікування болю залишається в центрі уваги біль-
шості клініцистів, а розробка інноваційних методів 
лікування запального та незапального компонентів 
больового синдрому у разі РА є актуальним завдан-
ням сучасної медицини. Особливу увагу приверта-
ють результати нещодавніх досліджень щодо засто-
сування безклітинних біологічних засобів (БКБЗ) 
з метою оптимізації протизапальної та знеболюю-
чої терапії цілої низки АІЗ [3; 4]. Так, у роботі [5] 
продемонстровано, що застосування кріоекстракту 
плаценти (КЕП) підвищує фармакотерапевтичну 
ефективність одного з найуживаніших нестероїд-
них протизапальних засобів диклофенаку натрію 
(ДН). L. He та співав. (2020  р.) продемонстрували, 
що везикули з мезенхімальних стовбурових клітин 
(МСК) кісткового мозку полегшують біль у разі екс-
периментального остеоартриту у щурів [6].

Мета – охарактеризувати аналгетичну активність 
КЕП, кріоекстракту селезінки (КЕС) та кондиціонова-
ного середовища МСК (КС-МСК) на моделі аутоімун-
ного артриту у щурів.

Методи. Експериментальні дослідження проведені 
на 42 шурах-самцях масою 200–220  г у відповідності 
до основних біоетичних принципів Директиви Євро-
пейського Союзу 2010/10/63 EU щодо експериментів 
на тваринах. Дослідження знеболюючої активності 
БКБЗ – КЕП, КЕС та КС-МСК проведені на моделі 
експериментального РА – ад’ювантного артриту (АА) 

у щурів. Для моделювання АА використовували повний 
ад’ювант Фрейнда (ПАФ), який вміщує вакцину БЦЖ 
(від BCG – Bacillus Calmette-Guеrin) або полісахариди, 
отримані з мікобактерій туберкульозу (Mycobacterium 
tuberculosis), складні жирні кислоти (деривати лано-
ліну), олії та емульгатор у співвідношенні: 10 мл ПАФ 
= 5 мл безводного ланоліну + 15 мл вазелінової олії + 
50  мг вбитої нагріванням вакцини БЦЖ. ПАФ являє 
собою емульсію типу «вода в маслі», яка не розділяється 
на масляну та водну фази під час тривалого зберігання. 
Вазелінова олія, яка використовується в ПАФ, забезпе-
чує наступні три специфічні механізми дії: 1) створення 
депо антигену з повільним вивільненням, 2) забезпе-
чення транспорту антигену через лімфатичну систему 
до дренуючих лімфатичних вузлів та селезінки, де ство-
рюються локалізовані невеликі антигенні депо та 3) вза-
ємодія з антигенпрезентуючими клітинами, включаючи 
фагоцити, макрофаги та дендритні клітини. Модель екс-
периментального РА – АА у щурів, яка має всі морфо-
функціональні ознаки РА та супроводжується типовою 
реакцією, основною ланкою якої є Т-клітинний імунітет. 
АА моделювали субплантарним веденням щурам ПАФ 
(Thermo Fisher Scientific, США) у задню праву кінцівку 
з розрахунку 0,1 мл на щура [7].

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 26 дні. Як 
референс-препарат використано ДН, який вводили в/м 
у дозі, яка дорівнювала ЕД50 за протизапальною актив-
ністю – 8,0 мг/кг [7; 8]. Зазначена доза відповідає разо-
вій дозі для людини 88  мг (1,25 мг/кг), що узгоджу-
ється з клінічними рекомендаціями про використання 
ДН у хворих по 75–100 мг/добу у разі його тривалого 
застосування [8].

Перед розподілом тварин на групи проводили їх 
рандомізацію за індивідуальною больовою чутли-
вістю, яку визначали в тесті відсмикування хвоста 
за дії термічного подразника (тест теплової імерсії 
хвоста) та відбирали для подальших досліджень тва-
рин, латентний період больової реакції у яких відпо-
відав діапазону від 7 до 12 с включно [7]. Щурів роз-
поділяли 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 у дозі 1,0 мл/кг маси тіла щура;

ІІ – щури зі змодельованим АА (n=7) без лікування 
(контрольна група), яким на 14, 17, 20, 23 та 26 дні 
експерименту в/м вводили 0,9% розчин NaCl у 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 рефе-
ренс-препарат ДН у дозі 8,0 мг/кг [7];

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 [9];

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 [10];

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 [11].
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На «0» (вихідні показники), 14 та 28 дні експери-
менту проводили оцінку больової чутливості – елек-
троімпульсне подразнення та механічне подразнення 
за Рендаллом-Селітто. Аналгетичну активність оці-
нювали за величиною порогу больової чутливості 
(ПБЧ).

Термічне подразнення (для рандомізації тварин) 
викликали шляхом занурення хвоста (tail immersion 
test) лабораторних тварин на 3  см у воду зі сталою 
t = 52,0 ± 0,2оС у лабораторний стакан (400 мл), довкола 
якого циркулювала вода для підтримання заданої тем-
ператури води всередині ємкості за допомогою водяної 
бані [7; 12]. Величину больового відчуття реєстрували 
за тривалістю (с) латентного періоду відсмикування 
хвоста у відповідь на термічне подразнення.

Механічне подразнення за Рендаллом-Селітто 
проводили за допомогою механічного тензоалгози-
метра «Paw Pressure Analgesia Meter DAQ 37215» 
(Ugo Basile, Італія). ПБЧ визначали за максималь-
ним механічним тиском (у грамах) на дорзальну 
поверхню задньої кінцівки у разі наростаючої силі 
компресії зі швидкістю 39,2 г/с, який викликає реф-
лекторне висмикування кінцівки. Максимально мож-
ливі величини тиску від приладу – 375  г (25  см). 
Визначення ПБЧ проводили тричі з наступним роз-
рахунком середнього арифметичного показника для 
кожної тварини [13].

Електроімпульсне подразнення у щурів викли-
кали шляхом електроімпульсного подразнення слизо-
вої оболонки прямої кишки від електростимулятора 
лабораторного «ЕСЛ-2», який генерував прямокутні 
П-подібні електричні імпульси з параметрами: час-
тота – 100  Гц, тривалість – 5  мс та затримка – 5  мс 
[8; 14]. Шура фіксували в модифікованому індивіду-
альному плексигласовому пеналі  О.Х. Когана таким 
чином, щоб задні кінцівки тварини спирались на мета-
леву пластину, розміщену на дні внутрішньої поверхні 
пеналу, яка виконувала функцію електроду. Другий 
електрод електричного ланцюга мав вигляд металевого 
стрижня діаметром 0,5 см та довжиною 4 см вводили 
у пряму кишку шура. За ПБЧ приймали таку напругу 
(Вольт) електричного струму, яка викликала ноцицеп-
тивну реакцію у щурів, яку визначали за вокалізацією 
[7; 8; 14].

Технологія отримання КЕП. Етап 1 (підготовка 
матеріалу). Плаценту після операції кесарів розтин 
відмивали від крові у 0,9% розчину NaCl, відділяли 
амніотичну оболонку, розділяли на фрагменти масою 
5–10  г, промивали 5–6 разів 0,9% розчином NaCl та 
занурювали на 15  хв. у флакони із трикомпонентним 
розчином натрію хлориду (NaCl), антибіотика та диме-
тилсульфоксиду (ДМСО):

1) NaCl.……..…....... 9,0 мг/мл (0,9%)
2) Канаміцин……… 1,25 мг/мл (0,125%)
3) ДМСО…………... 20,0 мг/мл (2,0%)

Етап 2 (дія ультранизькими (-80ºС, -196ºС) 
температурами). Фрагменти плаценти помі-
щали у флакон з 0,9% розчину NaCl у  співвідно-
шенні 1:1, додавали кріопротектор ДМСО (5,0%) 

та заморожували зі швидкістю охолодження  
1°C/хв до -80°C. Через 30 хв. зразки розморожували 
на водяній бані з температурою 37–40°C до повного 
відтавання. Після розморожування фраґменти пла-
центарної тканини піддавали ще двом послідовним 
циклам заморожування до -196°C, витримці 30  хв. 
у парах рідкого азоту та розморожували на водяній 
бані [9].

Етап 3 (водно-сольова екстракція). Для видалення 
кріопротектора ДМСО розморожені після триразового 
заморожування (-80°С,  -196°C,  -196°C) фраґменти 
плацентарної тканини занурювали у розчин сахарози, 
після чого переносили у  флакон із 0,9% розчином 
NaCl та збовтували впродовж 1–2 хв., після чого зли-
вали надосад та доливали нову порцію фізіологічного 
розчину. Цю процедуру повторювали 5–6 разів після 
чого тканину механічно диспергували у гомогенізаторі 
та додавали 0,9% розчин NaCl у співвідношенні 1:2, 
витримували 24 год. за температури 4°С та центрифу-
гували 15–20 хв. при 4000 об/хв. Одержаний надосад 
фільтрували через міліпорові фільтри (діаметр пор 
0,22  мкм), отримуючи водно-сольовий екстракт пла-
центи – КЕП, який стандартизували за вмістом білка 
(1,5 мг/мл), який визначали спектрофотометрично [9]. 
Стандартизований КЕП фасували в ампули по 1,8 мл та 
зберігали у рідкому азоті за -196°С. 

Препарат КЕП вводили щурам внутрішньом’язово 
(в/м) у дозі 2,5 мл/кг, що відповідає 0,5 мл/200 г маси 
тіла щура (з урахуванням, що середня маса щура стано-
вить 200–240 г). Перед застосуванням КЕП разову дозу 
екстемпорально (ex tempore – за потребою) розводили 
у фізіологічному розчині з розрахунку 0,1 мл 0,9% роз-
чину NaCl /100 г маси тіла щура [8].

Технологія одержання КЕС. Етап 1 (підготовка 
матеріалу). Селезінку свиней розділяли на дрібні 
фрагменти масою 5–10 г та тричі відмивали 0,9% роз-
чином NaCl у співвідношенні 1:10. 

Етап 2 (дія низькими (-70ºС) та ультранизькими 
(-196ºС) температурами). До фрагментів селезінки 
додавали у співвідношенні 1:1 розчин кріопротектора 
поліетиленоксиду з молекулярною масою 1500  Да 
у концентрації 10%. Після еквілібрації у розчині крі-
опротектора фрагменти селезінки заморожували зі 
швидкістю охолодження 1°C/хв до -70°С з наступним 
зануренням у рідкий азот (-196°C) [15].

Етап 3 (водно-сольова екстракція). Матеріал віді-
грівали на водяній бані з температурою 37–40°C та 
відмивали від кріопротектора фізіологічним розчином. 
Для одержання водно-сольових екстрактів фрагменти 
селезінки інкубували у 0,9% розчині NaCl упродовж 
90 хв. за температури 22–24°C. Для видалення термо-
лабільних протеїнів супернатант прогрівали на водяній 
бані з температурою 37–40°C 15 хв. та очищали, про-
пускаючи через фільтрувальний папір. КЕС стандар-
тизували за вмістом білка (0,1 мг/мл), який визначали 
спектрофотометрично.

Препарат КЕС з вмістом білків 0,1  мг/мл вводили 
щурам в/м у дозі 5,0 мл/кг маси тіла щура, що відпо-
відає 1 мл/200 г [10].

Технологія одержання КС-МСК. КС отримували 
під час культивування нативних культур МСК в умо-
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вах газового інкубатора (37°С, 5% СО2). КС збирали 
після 3  пасажу, коли клітинний ріст переходив до 
стаціонарної фази. Стадію стаціонарного росту ста-
більної лінії МСК, коли настає дозрівання КС, оці-
нювали за формуванням конфлюентного шару клітин 
за допомогою інвертованого мікроскопа. КС-МСК 
порційно заморожували та зберігали за -20°С. Пре-
парат КС-МСК вводили щурам в/м у дозі 0,6  мл/кг 
маси тіла щура [11].

Статистичну обробку одержаних результатів 
проведено з використанням прикладної програми 
для роботи з електронними таблицями «Microsoft 
Office Excel». Оцінку характеру розподілу величин 
у кожній групі вибіркової сукупності проводили 
з використанням W-критерію Шапіро-Вілка. Одно-
рідність дисперсій визначали за критерієм Левена. 
У разі нормального розподілу незалежних вели-
чин відмінності між групами визначали попарно за 
t-критерієм Ст’юдента. Співставлення показників 
однієї групи у разі повторюваних вимірювань за різ-
них умов експерименту проводили за непараметрич-
ним Т-критерієм Вілкоксона. Цифрові дані у разі 
нормального 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: 5% – 95%), де 95% 
ДІ: – 95% довірчий інтервал [7].

Результати дослідження та їх обговорення. Про-
ведене дослідження показало, що на 14 день експе-
рименту у щурів зі змодельованим АА відзначається 
статистично вірогідне (р<0,009) зниження ПБЧ у разі 
механічного подразнення за Рендаллом-Селітто у 2 рази 
стосовно вихідних показників (табл.  1). Так, у щурів 
контрольної групи на 14 день експерименту ПБЧ ста-
новив 149±7  г, що на 51,9% було нижче за вихідні 
показники (309±10  г). Зниження ПБЧ від дії механіч-
ного подразника у щурів з АА узгоджується з даними 
літератури про запальний компонент болю у разі роз-
витку експериментального артриту [16]. Низка дослі-
джень показала, що запальні цитокіни (особливо інтер-
лейкін-6) безпосередньо стимулюють ноцицептори, 
а тривала активація периферичних ноцицепторів своєю 
чергою може активувати больові шляхи центральної 
нервової системи та індукувати адаптаційні зміни, що 
призводять до гіпералгезії [17].

Оцінка впливу п’ятиразового введення БКБЗ 
щурам з АА показала здатність досліджуваних препа-
ратів знижувати ПБЧ від дії механічного подразника, 
що вказує на модуляцію периферичного компонента 
ноцицепції. Найнижчий аналгетичний потенціал на 
спінальному рівні виявлено у КЕС (див. табл. 1). Так, 
у щурів з АА, яким вводили КЕС, на 28 добу експери-
менту ПБЧ статистично вірогідно (р=0,01) підвищився 
на 38,0% від показника на 14 день експерименту та 
становив відповідно 197±11 г, що на 14,8% (р=0,047) 
було нижче за показники тварин, яким вводили ДН 
(див. табл. 1).

Співставною аналгетичною активністю на пери-
феричному рівні ноцицепції володіли КЕП та 
КС-МСК. Встановлено, що на тлі введення КЕП на 

28 добу експерименту у щурів з АА ПБЧ від дії меха-
нічного подразника зріс (р<0,01) на 43,1% відносно 
значень на 14 день експерименту, а у щурів, яким 
вводили КС-МСК, ПБЧ зріс (р<0,01) відповідно на 
42,7% (див. табл. 2). Варто зазначити, що введення 
референс-препарату ДН призвело до зростання 
(р<0,01) на 28 добу ПБЧ у разі механічного подраз-
нення кінцівки у щурів з АА на 60,4% стосовно 
показників щурів до введення ДН.

Варто відзначити, що больова сенсибілізація може 
також виникати через підвищення рівня цитокінів 
у самій центральній нервовій системі через активацію 
нейроімунних шляхів. Місцеві прозапальні цитокіни 
у спинному мозку можуть безпосередньо збуджувати 
нейрони – явище, відоме як центральна сенсибіліза-
ція [17].

Центральний механізм знеболюючої активності 
досліджуваних БКБЗ вивчали шляхом електроім-
пульсного подразнення та оцінювали за вокалізацією 
тварин. Дослідження показали, що у щурів з АА на 
14  день експерименту відзначалось статистично віро-
гідне (р<0,009) зниження ПБЧ на 54,4% стосовно вихід-
них показників, що становило відповідно 2,9±0,25  В 
(табл.  2). На тлі введення ДН досліджуваний показ-
ник зріс (р<0,01) на 86,0% та становив відповідно 
5,7±0,39 В, що на 35,8% було нижче (р<0,001) за показ-
ники інтактних щурів (див. табл. 2).

За аналогією до впливу на спінальний рівень ноци-
цепції у разі механічного подразнення введення КЕП 
призвело до найменш виразної аналгетичної дії на 
супраспінальному рівні. Так, ПБЧ у разі електроім-
пульсного подразнення у щурів з АА на тлі введення 
КЕС зріс (р=0,1) лише на 28,9% на 28 день експери-
менту стосовно показників на 14 день, що на 33,3% 
залишалось нижчим за вихідні значення та становив 
відповідно 4,1±0,26 В (див. табл. 2).

Встановлено, що на тлі введення КЕП щурам з АА 
відзначено статистично вірогідне (р=0,01) зростання 
ПБЧ від електроімпульсного подразника на 44,7%, що 
становило 3,9±0,3 В та 2,7±0,29 В відповідно на 28 та 
14 дні експерименту. 

Особливу увагу привертає зміна ПБЧ на супраспі-
нальному рівні у разі введення КС-МСК. Дослідження 
показало, що зазначений показник зріс (р=0,01) на 
54,8% на 28 день стосовно показників на 14 день екс-
перименту, що лише на 18,8% було нижче (р=0,049) за 
показники щурів, яким вводили ДН в аналогічних умо-
вах експерименту (див. табл. 2).

Висновки. Встановлено, що всі досліджувані 
БКБЗ володіють власною аналгетичною активністю 
як на спінальному, так і на супраспінальному рів-
нях ноцицепції, проте жоден з них не перевищував 
за виразністю вказаної активності референс-пре-
парат ДН. На спінальному рівні ноцицепції КЕП та 
КС-МСК проявляли співставну аналгетичну актив-
ність, яка становила 43,1% та 42,7% відповідно. На 
супраспінальному рівні ноцицепції найвиразнішу 
аналгетичну активність виявлено у КС-МСК, яка 
становила 54,8%, що лише на 18,8% було нижче 
(р=0,049) за показники щурів, яким вводили ДН.
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