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МОЗ УКРАїНи

МОРфОЛОГІЧНІ зМІНИ ЕКВІВАЛЕНТА СТРОМИ РОГІВКИ,  
ОТРИМАНОЇ МЕТОДОМ ДЕЦЕЛюЛЯРИзАЦІЇ

Вступ. Використання ксеногенного трансплантаційного матеріалу за сучасних умов широко визна-
но в різних сферах медицини. На фоні різкого збільшення людського травматизму, порушення екологічно-
го балансу біосфери зростає частка патологій рогівки, тому постала проблема дефіциту донорського 
матеріалу в офтальмології. У зв’язку з дефіцитом донорської людської рогівки та низькою ефективністю 
її пересадки при деяких видах рогівкової патології, актуальним є пошук альтернативних матеріалів для 
кератопластики, що й стало стимулом до пошуку різних методик виготовлення і застосування ксено-
генних трансплантатів.

Мета дослідження – вивчити морфофункціональні зміни еквівалента строми рогівки, видаленої з 
очей свиней та отриманої методом децелюляризації, з метою подальшої можливості її застосування як 
матеріалу для кератопластики.

Методи дослідження. Рогівку, отриману з видалених очей свиней, розміщують у середовищі для 
культивування тканини, після чого проводять її децелюляризацію. Обробляють 0,5 % розчином додецил-
сульфату натрію при постійному струшуванні; обробляють ультразвуком (тричі), здійснюють інкубацію 
за присутності ферментного розчину папаїну; промивають буферним розчином (pH 6,5), центрифугують. 
Поміщають у розчин полівінілпіролідону для зберігання.

Результати й обговорення. Досліджено морфофункціональний стан еквівалента строми рогівки, 
отриманої методом децелюляризації. Мікроскопічно в гістологічних препаратах еквівалента строми 
рогівки, одержаної методом децелюляризації, виявляють деструкцію переднього та заднього епітеліїв 
рогівки. Поверхня власної речовини обмежена щільною передньою пограничною пластинкою (мембраною 
Боумена), наявні залишки багатошарового плоского незроговілого епітелію, але епітеліоцити в його 
складі значно змінені, погано контуруються їх плазмолеми, в набряклій цитоплазмі розташовані пікнотич-
ні, інтенсивно базофільні ядра. Гістологічні дослідження показали, що у власній речовині рогівки втрача-
ється гомогенність її структури, сполучнотканинні пластинки розшаровані, власна речовина рогівки 
набуває сітчастого вигляду. На окремих ділянках гістологічного зрізу децелюляризованої рогівки в про-
сторах між пучками колагенових фібрил власної речовини мікроскопічно спостерігають деструктивно 
змінені подовгастої форми фібробласти, ядра їх інтенсивно базофільні, цитоплазма не контурується.

Висновки. Гістологічно встановлено, що децелюляризація рогівки призводить до значних змін її мор-
фологічного стану, пов’язаних із деструкцією клітинного компонента як епітеліальних тканин, так і 
власної речовини, розволокненням пучків колагену з утворенням сітки.  Дані мікроскопічні зміни вказують 
на ефективність застосування розробленої методики децелюляризації з метою отримання еквівалента 
строми ксенорогівки для трансплантації. Подальші розробка та вдосконалення цих методів, ширше 
впровадження в клінічну практику є одним із найбільш актуальних і перспективних напрямків офталь-
мотрансплантології.

КЛючОВІ СЛОВа: рогівка свиней; морфологічний стан;  децелюляризація; кератопластика.

© М. Б. данилюк, І. М. Кліщ, І. П. Кузьмак, С. Б. Крамар, 
2020.

ВСТУП. За результатами аналізу фахової 
літератури, патологія рогівки посідає одне з 
провідних місць серед причин сліпоти і слабкого 
зору [1].

За даними Всесвітньої організації охорони 
здоров’я, 23 мільйони людей у всьому світі 
страждають від захворювань рогівки, які призво-

дять до часткової, а в 10 мільйонів – до повної 
втрати зору на одному чи обох очах [2]. 

Проблеми боротьби зі слабкозорістю та 
сліпотою актуальні й для України, де захворю-
вання рогівки посідають третє місце, і з кожним 
роком ситуація з поширеністю кератектазій не-
змінно погіршується [3, 4]. 

деякі хвороби, такі, як трахома, травми та 
опіки рогівки, кір, бактеріальні інфекції тощо, є 
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провідними причинами сліпоти, яку можна вилі-
кувати шляхом пересадки рогівки. Щорічно у 
світі проводять лише від 100 до 200 тисяч пере-
садок рогівки, що вказує на значний дефіцит 
донорських рогівок для пересадки. У західних 
країнах існує відносний дефіцит донорських 
рогівок, але у країнах, що розвиваються, спосте-
рігають майже повну їх відсутність. Проблема 
нестачі донорського рогівкового матеріалу є 
нагальною для всіх країн, особливо для України. 
В Україні щорічно потрібно приблизно 4000 ро-
гівок для пересадки, тоді як на рік виконують 
лише близько 500 пересадок рогівки [5, 6]. 

Одним з основних шляхів лікування хворих 
із патологією рогівки є кератопластика. В остан-
ні роки проведено експериментальні досліджен-
ня потенційних можливостей використання для 
кератопластики свинячої рогівки як такої, що за 
своїми морфологічними й імунологічними влас-
ти востями достатньо наближена до рогівки 
людини [7]. 

На даний час пересадка рогівки є найпоши-
ренішою трансплантаційною технологією, але 
труднощі її реалізації в клініці становлять сут-
ність наукової і практичної проблеми сучасної 
офтальмології. Це оперативне втручання із са-
мого початку стикалось з такими проблемами, 
як забезпечення повноцінного якісного донор-
ського матеріалу, вдосконалення техніки пере-
садки, боротьба з так званою хворобою транс-
плантата, викликаною несумісністю між донором 
і реципієнтом [7, 8].

Удосконалення методів децелюляризації 
рогівки тварин з метою отримання біоінженер-
них зразків для їх подальшої кератопластики 
дозволяє вирішити актуальну проблему транс-
плантології – отримання донорського матеріа лу 
[8–13]. 

Оскільки на даний час не існує надійного, 
стандартизованого протоколу децелюляризації 
рогівки людини, наявність зазначених проблем 
зумовила актуальність проведеного досліджен-
ня та визначила мету цієї роботи. 

Мета дослідження – вивчити морфофункціо-
нальні зміни еквівалента строми рогівки, вида-
леної з очей свиней та отриманої методом деце-
люляризації, з метою подальшої можливості її 
застосування як матеріалу для кератопластики.

МеТОди дОСЛІдЖеННЯ. Технологія отри-
мання донорського матеріалу була стандартною. 
Забір рогівок проводили в цеху забою тварин з 
дотриманням  принципів біоетики відповідно до 
Загальних етичних принципів експериментів на 
тваринах (Київ, 2001), узгоджених з положення-
ми Європейської конвенції про захист хребетних 
тварин, що використовуються для дослідних та 

інших наукових цілей (Страсбург, 1986), і дирек-
тиви Європейського Союзу 2010/10/63 EU щодо 
експериментів на тваринах, а також згідно з 
Науково-практичними рекомендаціями з утри-
мання лабораторних тварин та роботи з ними 
[14]. 

Рогівку, отриману з видалених очей свиней, 
розміщують у середовищі для культивування 
тканини, після чого проводять її децелюляриза-
цію таким чином: обробляють 0,5 % розчином 
додецилсульфату натрію за умов постійного 
струшування при температурі, не вищій 4 °C, 
потім обробляють ультразвуком (використовують 
ультразвуковий диспергатор УЗдН-М 750) про-
тягом 5 хв, здійснюють інкубацію за присутності 
ферментного 0,1 % розчину папаїну (рН 6,5) 
впродовж 2,5 год при 30 °C, промивають у ка-
лій-фосфатному 0,1 м буфері (рН 6,5) трикратно 
по 5 хв. Знову обробляють ультразвуком протя-
гом 5 хв, обробляють 0,5 % розчином додецил-
сульфату натрію двічі впродовж 3 год, промива-
ють у калій-фосфатному 0,1 м буфері (рН 6,5) 
трикратно по 5 хв, ще раз обробляють ультразву-
ком протягом 5 хв, промивають у калій-фосфат-
ному буфері (рН 6,5) п’ятикратно по 5 хв. Цент-
рифугують (ROTOFIX 32-A) при 3000 g 15 хв з 
декантацією трикратно і переносять у середо-
вище для зберігання – у 2 % розчин полівінілпі-
ролідону при температурі 0 °C (Пат. 101707 U, 
2015) [10].

для проведення гістологічних досліджень 
забирали шматочки рогівки, фіксували їх у 10 % 
нейтральному формаліні. Подальшу обробку 
матеріалу з наступною заливкою у парафінові 
блоки здійснювали відповідно до загально-
прийнятих методик [15]. Отримані за допомогою 
санного мікротома зрізи товщиною 5–6 мкм за-
барвлювали гематоксилін-еозином [15, 16].

Гістологічні препарати вивчали за допомогою 
світлового мікроскопа SEO SСAN та фотодоку-
ментували з використанням відеокамери Vision 
CCD Camera із системою виводу зображення з 
гістологічних препаратів.

РеЗУЛьТаТи Й ОБГОВОРеННЯ. Проведені 
гістологічні дослідження рогівки свиней у нормі 
підтверджують загальні закономірності структур-
ної організації її компонентів та подібність до 
рогівки людини. Мікроскопічно інтактна рогівка 
вкрита багатошаровим плоским незроговілим 
епітелієм, що розташовується на гомогенній 
базальній мембрані. У власній речовині інтактної 
ксенорогівки наявні кератоцити, які відрізняють-
ся за розмірами та формою. Крім типових дефі-
нітивних фіброцитів, спостерігали молоді камбі-
альні клітини-фібробласти та зрілі фібробласти 
з добре розвиненими органелами, що активно 
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синтезують компоненти міжклітинної речовини. 
Ці клітини розміщені між паралельними пучками 
оксифільних колагенових волокон. Задній епіте-
лій добре структурований, складається з плоских 
епітеліоцитів. Гістологічні дані, отримані при 
вивченні структурної організації ксенорогівки в 
нормі, були необхідними для проведення порів-
няльного аналізу з результатами наступних до-
сліджень.

Після здійснення децелюляризації макроско-
пічно спостерігають помітне потовщення рогівки 
та її помутніння, що супроводжується повною 
втратою прозорості й набуттям нею фарфоро-
во-білого кольору.

Мікроскопічно в гістологічних препаратах, 
забарвлених гематоксилін-еозином, виявляють 
деструкцію переднього та заднього епітеліїв 
рогівки. Поверхня власної речовини обмежена 
щільною передньою пограничною пластинкою 
(мембраною Боумена) (рис. 1).

У незначних за площею ділянках наявні за-
лишки багатошарового плоского незроговілого 
епітелію, але епітеліоцити в його складі значно 
змінені, погано контуруються їх плазмолеми, в 
набряклій цитоплазмі розташовані пікнотичні, 
інтенсивно базофільні ядра (рис. 2).

Гістологічні дослідження показали, що у 
власній речовині рогівки втрачається гомоген-
ність її структури, сполучнотканинні пластинки 
розшаровані. Завдяки наявності широких про-
сторів між пучками колагенових фібрил власна 
речовина рогівки набуває сітчастого вигляду 
(рис. 3). 

На окремих ділянках гістологічного зрізу 
децелюляризованої рогівки в просторах між 
пучками колагенових фібрил власної речовини 
мікроскопічно спостерігають деструктивно змі-
нені подовгастої форми фібробласти. Ядра цих 
клітин інтенсивно базофільні, цитоплазма не 
контурується (рис. 4).

Рис. 1. Гістологічний стан рогівки після процесу 
децелюляризації: 1 – передня погранична пластинка; 2 – 
власна речовина. Гематоксилін-еозин. ×100.

Рис. 2. Мікроскопічні зміни рогівки після процесу 
децелюляризації: 1 – залишки переднього епітелію; 2 – 
власна речовина. Гематоксилін-еозин. ×400.

Рис. 3. Гістологічний стан власної речовини рогівки 
після процесу децелюляризації: 1 – оптично-світлі порож-
нини між пучками колагенових фібрил; 2 – колагенові 
фібрили. Гематоксилін-еозин. ×200. 

Рис. 4. Мікроскопічні зміни власної речовини рогівки 
після процесу децелюляризації: 1 – пучки колагенових 
фібрил; 2 – деструктивно змінені фібробласти; 3 – оптично-
світлі простори. Гематоксилін-еозин. ×400.
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ВиСНОВКи. Гістологічно встановлено, що 
децелюляризація рогівки призводить до значних 
змін її морфологічного стану, пов’язаних із де-
струкцією клітинного компонента як епітеліаль-
них тканин, так і власної речовини, розволокнен-
ням пучків колагену з утворенням сітки. дані 
мікроскопічні зміни вказують на ефективність 

застосування розробленої методики децелюля-
ризації з метою отримання еквівалента строми 
ксенорогівки для трансплантації. Подальші 
розробка та вдосконалення цих методів, ширше 
впровадження в клінічну практику є одним із 
найбільш актуальних і перспективних напрямків 
офтальмотрансплантології.
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М. Б. Данилюк, И. Н. Клищ, И. П. Кузьмак, С. Б. Крамар
ТЕРНОПОЛьСКий НАциОНАЛьНЫй МЕДициНСКий УНиВЕРСиТЕТ иМЕНи и. Я. ГОРБАЧЕВСКОГО 

МОЗ УКРАиНЫ 

МОРфОЛОГИЧЕСКИЕ ИзМЕНЕНИЯ ЭКВИВАЛЕНТА СТРОМЫ РОГОВИЦЫ, 
пОЛуЧЕННЫЕ МЕТОДОМ ДЕЦЕЛюЛЯРИзАЦИИ

Резюме
Вступление. использование ксеногенного трансплантационного материала в современных ус ловиях 

широко признано в различных сферах медицины. На фоне резкого увеличения человеческого травма тиз-
ма, нарушения экологического баланса биосферы растет доля патологий роговицы, поэтому возникла 
проблема дефицита донорского материала в офтальмологии. В связи с дефицитом донорской чело-
веческой роговицы и низкой эффективностью ее пересадки при некоторых видах роговичной патологии, 
актуальным является поиск альтернативных материалов для кератопластики, что и стало стимулом 
к   поиску различных методик изготовления и применения ксеногенных трансплантатов.

Цель исследования – изучить морфофункциональные изменения эквивалента стромы роговицы, 
удаленной с глаз свиней и полученной методом децелюляризации, с целью дальнейшей возможности ее 
применения в качестве материала для кератопластики.

Методы исследования. Роговицу, полученную из удаленных глаз свиней, размещают в среде для 
культивирования ткани, после чего проводят ее децелюляризацию. Обрабатывают 0,5 % раствором 
додецилсульфата натрия при постоянном встряхивании; обрабатывают ультразвуком (трижды), осу-
ществляют инкубацию в присутствии ферментного раствора папаина; промывают буферным раство-
ром (pH 6,5), центрифугируют. Помещают в раствор поливинилпирролидона для хранения.

Результаты и обсуждение. исследовано морфофункциональное состояние эквивалента стромы 
роговицы, полученной методом децелюляризации. Микроскопически в гистологических препаратах эк-
вивалента стромы роговицы, полученной методом децелюляризации, выявляют деструкцию переднего 
и заднего эпителиев роговицы. Поверхность собственного вещества ограничена плотной передней 
пограничной пластинкой (мембраной Боумена), есть остатки многослойного плоского неороговевающе-
го эпителия, но эпителиоциты в его составе значительно изменены, плохо контурируются их плазмо-
лемы, в отечной цитоплазме расположены пикнотичные, интенсивно базофильные ядра. Гистологические 
исследования показали, что в собственном веществе роговицы теряется гомогенность ее структуры, 
соединительнотканные пластинки расслоенные, собственное вещество роговицы приобретает сет-
чатый вид. На отдельных участках гистологического среза децелюляризованной роговицы в простран-
ствах между пучками коллагеновых фибрилл собственного вещества микроскопически наблюдают де-
структивно измененные продолговатой формы фибробласты, ядра их интенсивно базофильные, цито-
плазма не контурируется.

Выводы. Гистологически установлено, что децелюляризация роговицы приводит к значительным из-
менениям ее морфологического состояния, связанным с деструкцией клеточного компонента как эпи-
телиальных тканей, так и собственного вещества, разволокнением пучков коллагена с образованием 
сетки. Данные микроскопические изменения указывают на эффективность применения разработанной 
методики децелюляризации с целью получения эквивалента стромы ксенороговицы для трансплантации. 
Дальнейшие разработка и совершенствование этих методов, более широкое внедрение в клиническую 
практику являются одним из наиболее актуальных и перспективных направлений офтальмотрансплан-
тологии.

КЛючеВЫе СЛОВа: роговица свиней; морфологическое состояние; децелюляризация; кера-
топластика.
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MORPHOLOGICAL CHANGES IN THE EQUIVALENT OF THE CORNEA STROMA 
OBTAINED BY THE DECELULARIZATION METHOD 

Summary 
Introduction. Diseases and injuries of the cornea are a major cause of vision impairment and blindness. 

Currently, the best treatment for restoring vision in patients with corneal blindness is transplantation with donor-



О
Р

И
ГІ

Н
А

Л
Ь

Н
І 

Д
О

С
Л

ІД
Ж

Е
Н

Н
Я

3838 ISSN 2410-681X. Медична та клінічна хімія. 2020. Т. 22. № 4

derived corneal tissue.  Decellularized corneas are among the most promising materials for engineering corneal 
tissue since they replicate the complex structure and composition of real corneas. Decellularization is a process that 
aims to remove cells from organs or tissues resulting in a cell-free scaffold consisting of the tissues extracellular 
matrix. Due to the deficiency of the donor human cornea and the low efficiency of its transplantation in some types 
of corneal pathology, the search for alternative materials for keratoplasty is relevant, which has stimulated the search 
for different methods of manufacturing and using xeogenic grafts.

The aim of the study – to learn the morphofunctional changes of the equivalent of the stroma of the cornea, 
removed from the eyes of pigs and obtained by the method of decelularization in order to further its use as a material 
for keratoplasty.

Research Methods. The corneal membrane obtained from the removed eyes of pigs is placed in a tissue 
culture medium, after which it is decelerized. Treated with 0.5 % solution of sodium dodecyl sulfate with constant 
shaking; treated with ultrasound (three times), incubate in the presence of an enzyme solution of papain; washed 
with buffer solution (pH 6.5), centrifuged. Place in a solution of polyvinylpyrrolidone for storage.

Results and Discussion. The morphofunctional state of the equivalent of the corneal stroma obtained by the 
method of decelularization was studied. Microscopically in histological preparations of the equivalent of the corneal 
stroma obtained by the method of decelularization, the destruction of the anterior and posterior epithelium of the 
cornea is detected. The surface of its own substance is limited by a dense anterior border plate (Bowman's membrane), 
there are remnants of multilayered squamous non-keratinized epithelium. Histological examinations showed that 
the homogeneity of its structure is lost in the corneal's own substance, the connective tissue plates are stratified, 
and the corneal's own substance acquires a reticular appearance. In some areas of the histological section of the 
decelularized cornea in the spaces between the bundles of collagen fibrils of its own substance, destructively altered 
oblong fibroblasts are microscopically observed, their nuclei are intensely basophilic, the cytoplasm is not contoured. 

Conclusions. Thus, it is histologically established that the decelularization of the cornea leads to significant 
changes in its morphological state, associated with the destruction of the cellular component of epithelial tissues 
and the defibering of collagen bundles of substantia propria with the formation of a network. These microscopic 
changes indicate that the use of developed technique of decelularization is effective to obtain the equivalent of the 
xenocorneal stroma for transplantation. Further development and improvement of these methods, wider introduction 
into clinical practice is one of the most relevant and promising areas of ophthalmotransplantology.

KEY WORDS: pig cornea; morphological condition; decelularization; keratoplasty.
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