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ЕЛЕМЕНТНИЙ СКЛАД ЕКВІВАЛЕНТА СТРОМИ РОГІВКИ, ОТРИМАНОЇ 
МЕТОДОМ ДЕЦЕЛЮЛЯРИЗАЦІЇ

Вступ. У результаті збільшення військового, дорожньо-транспортного і побутового травматизму 
проблема дефіциту донорського матеріалу особливо актуальна. Величезний дефіцит донорського мате-
ріалу для кератопластики змушує шукати додаткові джерела трансплантаційного матеріалу, методики 
виготовлення та використання ксеногенних трансплантатів. Одним з таких матеріалів є рогівка свині, 
яка за своєю структурою і біомеханічними параметрами має схожість з рогівкою людини.

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

Методи дослідження. Рогівкову оболонку, одержану з видалених очей свиней, розміщують у середо-
вищі для культивування тканини, після чого проводять її децелюляризацію. Обробляють 0,5 % розчином 
додецилсульфату натрію при постійному струшуванні; обробляють ультразвуком (тричі), проводять 
інкубацію за наявності ензимного розчину папаїну; промивають буферним розчином (pH 6,5), центрифу-
гують. Поміщають у розчин полівінілпіролідону для зберігання. З метою визначення елементного складу 
біологічних зразків у роботі використали фотоколориметричний та атомно-абсорбційний методи  аналізу.

Результати й обговорення. Досліджено елементний склад еквівалента строми рогівки, отриманої 
методом децелюляризації. За результатами атомно-абсорбційного аналізу, в децелюляризованій рогівці 
свиней ідентифіковано 14 макро- та мікроелементів. Серед макроелементів найбільшою була кількість 
натрію – 8323 мг/кг повітряно-сухої проби, калію – 1163 мг/кг, магнію – 618 мг/кг, кальцію – 224 мг/кг. 
Масова частка мікроелементів у досліджуваному об’єкті перебувала в такій послідовності: залізо –  
755 мг/кг, кобальт – 296 мг/кг, нікель – 103 мг/кг, титан – 13,2 мг/кг, цинк – 7,9 мг/кг, манган – 4,5 мг/кг, 
силіцій – 6,2 мг/кг, купрум – 5,7 мг/кг, лантан – 0,4 мг/кг. Найменшою була кількість срібла – 0,03 мг/кг. 

Висновок. Перспективними для подальших досліджень є всебічне вивчення та вдосконалення вико-
ристаного методу децелюляризації рогівки тварин з метою отримання біоінженерних зразків для їх по-
дальшої кератопластики, що дозволить вирішити актуальну проблему трансплантології – отримання 
донорського матеріалу.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: рогівка свиней; децелюляризація; макро- та мікроелементи; атомно-абсорбцій-
ний метод аналізу; кератопластика.

ВСТУП. Захворювання рогівки є другою при-
чиною сліпоти в більшості країн світу, що розви-
ваються. На сьогодні, незважаючи на прогрес у 
наших знаннях про етіопатогенез різних захво-
рювань передньої частини ока, захворювання 
рогівки вважають основною причиною втрати 
зору [1, 2].

Рогівка – це прозора передня поверхня ока, 
яка забезпечує приблизно дві третини його фо-
кусної сили. Будь-яка постійна втрата прозорості 
внаслідок травмування або захворювання може 
призвести до сліпоти. Всесвітня організація охо-

рони здоров’я виявила 23 мільйони людей по 
всьому світу, які страждають від захворювань 
рогівки, що призводять до часткової, а в 10 мі-
льйо нів – до повної втрати зору на одному чи 
обох очах. При цьому на рік у світі проводять 
лише від 100 до 200 тисяч пересадок рогівки. 
Таким чином, у світі існує значний дефіцит до-
норських рогівок для пересадки. У західних 
країнах існує відносний дефіцит донорських 
рогівок, але у країнах, що розвиваються, спосте-
рігають майже повну їх відсутність. Такі хвороби, 
як трахома, травми й опіки рогівки, кір та бакте-
ріальні інфекції, є провідними причинами сліпо-
ти, яку можна вилікувати шляхом пересадки 
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рогівки. В Україні щорічно потрібно приблизно 
4000 рогівок для пересадки, тоді як на рік викону-
ють лише близько 500 пересадок рогівки [3, 4]. 

Трансплантація донорської рогівки людини, 
а саме кератопластика, є основою для лікуван-
ня рогівкової сліпоти. Проте глобальний дефіцит 
донорської рогівки залишає близько 12,7 міль-
йона осіб у списках очікування, при цьому лише 
1 із 70 пацієнтів лікується [2, 5].

Однак застосування такого радикального 
лікування, як кератопластика, ускладнюється 
ризиком відторгнення при антигенній несуміснос-
ті між трансплантатом і господарем та через 
низьку доступність адекватного донорського 
матеріалу, тому розробка альтернатив донор-
ській рогівці людини має велике значення [2, 6].

У зв’язку з цим, важливо розглянути можли-
вість використання рогівки свині як ксенотранс-
плантата для людини, оскільки вона найбільше 
нагадує рогівку людини щодо антигенного скла-
ду тканин [6–8].

В останні роки проведено експериментальні 
дослідження потенційних можливостей застосу-
вання для кератопластики рогівки свині як такої, 
що за своїми морфологічними й імунологічними 
властивостями достатньо наближена до рогівки 
людини [9, 10]. 

Важливим є те, що після децелюляризації 
ксенотрансплантат повинен бути подібним до 
нативної рогівки людини щодо імунологічної 
характеристики, біосумісності, механічної міц-
ності та прозорості, створюючи таким чином 
оптимальне мікроекспериментальне досліджу-
ване середовище для подальшої міграції стро-
мальних і епітеліальних клітин.

Тому розробка та вдосконалення методів 
для децелюляризації донорської рогівки з метою 
розвитку біоінженерних моделей рогівки з на-
ступною кератопластикою є завданням, що 
дозволить вирішити актуальну проблему транс-
плантології – отримання донорського матеріалу 
[2, 6–13].

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 елементний 
склад еквівалента строми рогівки, видаленої з 
очей свиней та отриманої методом децелюля-
ризації з метою подальшої можливості її засто-
сування 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 Науко-
во-практичних рекомендацій з утримання лабо-
раторних тварин та роботи з ними [14]. 

Рогівкову оболонку, отриману з видалених 
очей свиней, розміщують у середовищі для 
культивування тканини, після чого проводять її 
децелюляризацію таким чином: обробляють 
0,5 % розчином додецилсульфату натрію за 
умов постійного струшування при температурі, 
не вищій 4 °C, потім – ультразвуком (використо-
вують ультразвуковий диспергатор УЗДН-М 750) 
протягом 5 хв, здійснюють інкубацію за наявнос-
ті ензимного 0,1 % розчину папаїну (рН 6,5) 
упродовж 2,5 год при 30 °C, промивають у ка-
лій-фосфатному 0,1 м буфері (рН 6,5) трикрат-
но по 5 хв. Знову обробляють ультразвуком 
протягом 5 хв, потім – 0,5 % розчином додецил-
сульфату натрію двічі впродовж 3 год, проми-
вають у калій-фосфатному 0,1 м буфері (рН 6,5) 
трикратно по 5 хв. Ще раз обробляють ульт ра-
звуком протягом 5 хв, промивають у калій-
фосфат ному буфері (рН 6,5) п’ятикратно по 
5 хв. Центрифугують (ROTOFIx 32-A) при 
3000 g 15 хв з декантацією трикратно і перено-
сять у середовище для зберігання – у 2 % 
розчин полівінілпіролідону при температурі 0 °C 
(пат. 101707 U, 2015) [15].

З метою проведення хімічного аналізу проби 
рогівки ока забирали шматочки рогівки. Для 
подальших досліджень використано фізичні, 
хімічні й фізико-хімічні методи аналізу.

Для визначення елементного складу біоло-
гічних зразків у роботі застосовано фотоколори-
метричний та атомно-абсорбційний методи 
аналізу [16–18].

З метою визначення хімічного складу біоло-
гічних зразків проведено підготовку проб. Про-
бопідготовку зразків сировини здійснювали ме-
тодом сухого та мокрого (для визначення кадмію 
і плюмбуму) озолення [19]. Сухе озолення дослі-
джуваної проби проводили шляхом спалювання 
у муфельній печі за температури 450–500 °С 
упродовж 5–8 год. Мокре озолення полягає в 
обробці певної наважки сировини концентрова-
ною сірчаною кислотою і біхроматом калію. У 
наважку повітряно-сухої проби 0,1 г додавали 
10 % розчин біхромату калію та обробляли під 
тягою 5–10 мл концентрованої сірчаної кислоти, 
кип’ятили доти, поки розчин не стане прозорим. 
Це буде свідчити про те, що вся органіка окис-
нилась (згоріла). Одержаний розчин висушували 
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в сушильній шафі, розчиняли у невеликій кіль-
кості води, використовували для подальшого 
аналізу і, згідно з методиками атомно-абсорб-
ційного або фотоколориметричного аналізу, 
вимірювали елементи. Атомно-абсорбційний 
аналіз проводили на атомно-абсорбційному 
спектрофотометрі АА-7050 (EwAI з автоматич-
ним перемиканням режимів атомізації). 

Атомізацію хімічних елементів здійснювали 
у повітряно-ацетиленовому полум’ї, аналітичний 
сигнал вимірювали при таких довжинах хвиль: 
λ=766,0 нм (калій), λ=422,0 нм (кальцій), 
λ=589,0 нм (натрій), λ=372,0 нм (залізо), 
λ=324,7 нм (мідь), λ=285,2 нм (магній), λ=279,5 нм 
(марганець), λ=213,9 нм (цинк), λ=283,3 нм (сви-
нець), λ=232,0 нм (нікель), λ=228,8 нм (кобальт, 
кадмій), λ=193,1 нм (миш’як, хром, срібло).

Вміст ртуті у пробах рогівки визначали атом-
но-абсорбційним методом безполуменевої ато-
мізації за допомогою ртутної приставки ПР-115. 
Метод полягає у розкладанні ртуті в суміші 
кислот з подальшим відновленням хлоридом 
олова й аналізом безполуменевим методом 
холодної пари на атомно-абсорбційному спек-
трофотометрі. Використовували аналітичну лі-
нію ртуті 257,7 нм, що відповідала резонансному 
поглинанню парів. Аналітичний сигнал ртуті 
ви  мірювали при довжині хвилі λ=253,7 нм [20].

Концентрацію титану, лантану, кремнію ви-
значали фотоколориметричним методом [21, 
22].

Оптичну щільність розчину титану вимірю-
вали на спектрофотометрі СФ-46 при довжині 
хвилі λ=385,0 нм. 

Оптичну густину кремнію вимірювали на 
спектрофотометрі ФЕК-2. Максимум оптичної 
густині в спектрі поглинання утвореної сполуки 
спостерігають при 410 нм [22].

Калібрувальну криву будували в залежності 
середніх значень поглинання розчинів порівнян-
ня солей металів від їх концентрації. Для кожно-
го елемента було досягнуто строгої лінійності з 
використанням п’яти калібрувальних розчинів в 
інтервалі вимірюваних концентрацій. Макси-
мальна відносна похибка вимірювання при до-
вірчій імовірності 0,95 і п’яти паралельних вимі-
рюваннях становила ±5 % [19].

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Отриманий 
розчин рогівки було досліджено на вміст макро- 
та мікроелементів Nа, K, Са, Mg, Fe, Cu, Hg, Pb, 
Mn, Cd, Ni, Co, As, Cr, Zn, Si, Ag, Ti, La методом 
атомно-абсорбційної спектроскопії.

Як відомо, значна кількість порушень гомео-
стазу пов’язана з дефіцитом або надлишком того 
чи іншого елемента. Недостатня кількість макро- 
та мікроелементів в організмі зумовлює різно-

манітні перетворення у тканинах очного яблука 
[23, 24].

За результатами атомно-абсорбційного ана-
лізу, в децелюляризованій рогівці свині іденти-
фіковано 14 макро- та мікроелементів (табл.).

Серед макроелементів найбільшою була 
кількість натрію – 8323 мг/кг повітряно-сухої 
проби, калію – 1163 мг/кг, магнію – 618 мг/кг, 
кальцію – 224 мг/кг.

Масова частка мікроелементів у досліджу-
ваному об’єкті перебувала в такій послідовності: 
залізо – 755 мг/кг, кобальт – 296 мг/кг, нікель – 
103 мг/кг, титан – 13,2 мг/кг, цинк – 7,9 мг/кг, ман-
ган – 4,5 мг/кг, силіцій – 6,2 мг/кг, купрум – 5,7 мг/кг, 
лантан – 0,4 мг/кг.

Найменшою була кількість ультрамікроеле-
мента срібла – 0,03 мг/кг. 

Не визначено таких мікроелементів: ртуті, 
свинцю, кадмію, миш’яку, хрому.

Усі біохімічні процеси в організмі регулюють-
ся ензимами, а ті, у свою чергу, функціонують 
при наявності активаторів, роль яких частково 
відіграють такі елементи, як калій, натрій, магній, 
цинк, алюміній та інші, які у вигляді іонів входять 
до складу активного центру ензимів, збільшую-
чи швидкість біохімічних процесів, що регулюють 
метаболізм. 

Так, іони калію входять до активного центру 
ензимів, що беруть участь у метаболічних про-
цесах, – АТФ-ази, піруватфосфокінази, карбо-
ангідрази тощо [23–25].

Калій, кальцій і хлор є важливими елемен-
тами, які беруть участь у регуляції та балансі 

Таблиця – Хімічний аналіз проби рогівки ока  
на вміст макро- і мікроелементів

№ з/п Назва показника Вміст, мг/кг
1 Натрій (Nа) 8323
2 Калій (K+) 1163
3 Кальцій (Ca) 224
4 Магній (Мg) 618
5 Залізо (Fe) 755
6 Мідь (Cu) 5,7
7 Ртуть (Hg) н/в
8 Свинець (Pb) н/в
9 Марганець (Мn) 4,5
10 Кадмій (Cd) н/в
11 Нікель (Ni) 103
12 Кобальт (Со) 296
13 Миш’як (As) н/в
14 Хром (заг.(Cr)) н/в
15 Цинк (Zn) 7,9
16 Кремній (Si) 6,2
17 Срібло (Ag) 0,03
18 Титан (Ti) 13,2
19 Лантан (La) 0,4

 
Примітка. н/в – не визначено.
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негативного або позитивного заряду рогівки і 
можуть впливати на взаємодії молекул рогівко-
вого матриксу. Можливі зміни розвитку в іонному 
середовищі Cl, K і Ca лежать в основі змін у 
фізико-хімічній архітектурі рогівки, а також до-
помагають зробити тканину рогівки прозорою. 
Встановлено, що з віком та при катаракті в тка-
нинах кришталика зменшується концентрація 
іонів калію [25].

Мікроелементи алюміній, титан і силіцій 
беруть участь в утворенні епітеліальних тканин 
та мембран клітин, надають їм щільності. Куп-
рум, цинк і залізо проявляють синергічну дію 
один щодо одного, беруть активну участь в 
окисно-відновних процесах організму та мають 
антирадикальну активність. Встановлено інгібу-
ючу дію срібла відносно біологічної активності 
мікроорганізмів [24].

Кератоцити – основні клітинні компоненти 
строми рогівки – відіграють значну роль у під-
триманні прозорості рогівки, відновленні її при 

ушкодженні, синтезі її компонентів. У неушко-
дженій рогівці вони перебувають у неактивному 
стані й активуються при ушкодженні чи запален-
ні різного генезу. Значна роль у цьому процесі 
належить матриксним металопротеїназам, які, 
власне, сприяють ремоделюванню тканини 
рогів ки після ушкодження. Матриксні метало-
протеїнази – це кальцієзалежні та цинковмісні 
поза клітинні протеїнази, які також допомагають 
підтримувати нормальну структуру рогівки. 
Будь-який збій у високоорганізованому процесі 
за го єння може призвести до помутніння рогівки, 
тому теж важливу роль відіграть кальцій та цинк 
[26].

ВИСНОВОК. Таким чином, результати дослі-
дження розширять і поглиблять існуючі уявлен-
ня про елементний склад проби рогівки, вида-
леної з очей свиней та отриманої методом де-
целюляризації на вміст макро- і мікроелементів 
з метою подальшої можливості її застосування 
як матеріалу для кератопластики.
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CHEMICAL COMPOSITION OF THE EQUIVALENT OF THE CORNEA STROMA 
ObTAINED bY THE DECELULARIZATION METHOD

Summary
Introduction. As a result of increasing military, traffic and domestic injuries, the problem of shortage of donor 

material is particularly relevant. The huge shortage of donor material for keratoplasty forces us to look for additional 
sources of transplant material, methods of making and using xenogeneic grafts. One such material is the pig's 
cornea, which is similar in structure and biomechanical parameters to the human cornea. 

The aim of the study – to research the chemical composition of the equivalent of the corneal stroma, 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 medium 
for tissue culture, followed by its decellularization. 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. Photocolorimetric 
and atomic absorption methods of analysis were used to determine the elemental composition of biological samples.

Results and Discussion. The chemical composition of the equivalent of the corneal stroma obtained by the 
method of decelularization was studied. According to the results of atomic absorption analysis in the decellularized 
cornea of pig, 14 macro- and microelements were identified. Among macroelements, the largest amount is sodium – 
8323 mg/kg of air-dry sample, potassium – 1163 mg/kg, magnesium – 618 mg/kg and calcium – 224 mg/kg. The 
mass fraction of microelements in the study object is in the following sequence: iron – 755 mg/kg, cobalt – 296 mg/kg, 
nickel – 103 mg/kg, titanium – 13.2 mg/kg, zinc – 7 .9 mg/kg, manganese – 4.5 mg/kg, silicon – 6.2 mg/kg, copper – 
5.7 mg/kg, lanthanum – 0.4 mg/kg. The smallest amount is argentum – 0.03 mg/kg.

Conclusion. Promising for further research is a comprehensive study and improvement of the method used to 
deceleralize the cornea of animals in order to obtain bioengineered samples for their subsequent keratoplasty, which 
solves the problem of transplantation – obtaining donor material.

KEY wORDS: pig cornea; decellularization; macro- and microelements; atomic absorption method of 
analysis; keratoplasty.
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