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РЕЗЮМЕ. У роботах ряду науковців вказується на важливу роль імунної системи у патогенезі запального про-
цесу травмованого ока, зокрема доведено, що виникнення і динаміка реакцій клітинного імунітету тісно пов’язані 
з характером перебігу захворювання.

Мета дослідження – вивчити динаміку показників гуморального та клітинного імунітету в крові кролів за 
умови механічної непроникаючої травми рогівки та за її корекції з використанням строми рогівки, отриманої ме-
тодом децелюляризації. 

Матеріал і методи. Ушкодження рогівки відтворювали на кролях породи шиншила. На обох очах під місце-
вою епібульбарною анестезією 0,5 % розчином алкаїну та ретробульбарною анестезією 2 % розчином лідокаїну 
трепаном у верхній половині рогівки наносили концентричну епітеліальну насічку, в межах якої одноразовим 
офтальмологічним скальпелем видаляли епітелій разом з переднім шаром строми рогівки. Трансплантаційний 
матеріал – строма ксенорогівки свині, отримана методом децелюляризації, яку проводили шляхом її обробки 
0,5 % розчином додецилсульфату натрію та, в подальшому, ультразвуком з подальшою інкубацією за наявності 
0,1 % розчину папаїну. Концентрацію фактора імуноглобулінів у крові тварин визначали імуноферментним мето-
дом, стан клітинного імунітету оцінювали за вмістом CD4+, CD8+. Проби аналізували на проточному цитофлуори-
метрі.

Результати. Результати проведеного дослідження вказують на відмінності динаміки рівня факторів імунного 
захисту у крові кролів, яким моделювали механічну непроникну травму рогівки, і тих тварин, яким проводили хі-
рургічну корекцію. Зокрема, моделювання механічної травми рогівки призводить до активування факторів гумо-
рального імунітету у ранній посттравматичний період з подальшою нормалізацією до 28-ї доби та виразного по-
рушення клітинного імунітету у вигляді дисбалансу субпопуляційного складу Т-лімфоцитів з переважним зростан-
ням Т-хелперів і прогресивним збільшенням імунорегуляторного індексу. 

Проведення хірургічної корекції з використанням еквівалента строми ксенорогівки, отриманої методом де-
целюляризації, на початкових етапах патологічного процесу спричиняє більш виразні порушення з боку імунної 
системи, спричинені, з одного боку, травмою рогівки, а з іншого – наявністю стороннього субстрату, хоча й із мен-
шим ступенем імуногенності, ніж при використанні свіжої чи кріоконсервованої рогівки. Однак, вже через 14 днів 
спостерігається нормалізація імунної відповіді, що свідчить про нормальне приживлення ксенотрансплантата. 

Висновок. Нанесення механічної травми рогівки супроводжується активізацією факторів гуморальної та клі-
тинної ланок імунної відповіді, особливо на початковому етапі патологічного процесу. Проведення хірургічної ко-
рекції з використанням строми рогівки свині, отриманої методом децелюляризації, зумовлює ще більшу активацію 
неспецифічної резистентності організму у перші 7 діб експерименту з подальшою їх нормалізацією до 28-ї доби. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: травма рогівки; корекція; ксеноімплантат; імунна система; клітинний імунітет; гумораль-
ний імунітет.

Вступ. Серед причин, що призводять до по-
рушення чи навіть повної втрати зору травми ока 
посідають чільне місце, поступаючись лише ката-
ракті [1, 2]. Аналіз світової літератури, проведе-
ний Negrel & Thylefors, виявив глобальну епідемію 
очної травми з приблизно 55 мільйонами випад-
ків травм очей, які відбуваються щорічно, з яких 
750 000 випадків вимагали госпіталізації [3]. Крім 
того, вони підрахували, що у світі на сьогодні є 
більше 1,6 мільйона сліпих людей через отримані 
травми, 2,3 мільйона мають двосторонній слаб-
кий зір, а 19 мільйонів мають односторонню слі-
поту або слабкий зір. Незважаючи на те, що очна 
травма є глобальною проблемою, тягар сліпоти 
внаслідок травм ока найбільше лягає на країни, 
що розвиваються, особливо ті, де ведуться воєнні 

дії, значна кількість травм у яких спричинена мі-
нами [2, 3]. В Україні серед причин первинної інва-
лідності внаслідок патології органа зору наслідки 
травм ока посідають чільне місце і складають 
25,5 % [4]. У цій статистиці не враховані випадки 
травм очей, спричинені російською агресією, які є 
значними. 

У роботах ряду науковців вказується на важ-
ливу роль імунної системи у патогенезі запального 
процесу травмованого ока, зокрема доведено, що 
виникнення і динаміка реакцій клітинного імуніте-
ту тісно пов’язані з характером перебігу захворю-
вання [5, 6]. Імунна привілейованість органа зору і 
його стійкість до шкідливої дії різних чинників ви-
значається особливостями його місцевої організа-
ції і системних механізмів відповіді на антиген [7].
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Одним із перспективних методів, що може 

бути використаний для закриття дефектів при 
травмах і виразках рогівки, є ксенотрансплантація 
[8]. Дослідники, що працюють у галузі експери-
ментальної та клінічної офтальмології, вказують на 
ефективність методики ксенотрансплантації з ви-
користанням рогівки свині, зважаючи на генетич-
ну спорідненість, а також так звану «імунну приві-
лейованість ока», що зменшує ймовірність відторг-
нення. Однак пересадка цілісної рогівки має ризик 
відторгенння, враховуючи, що як αGal, так і не-αGal 
(наприклад, N-гліколілнейрамінова кислота) екс-
пресуються в клітинах рогівки свиней [9–11]. Звід-
си випливає необхідність пошуку методів змен-
шення імуногенного навантаження та ймовірності 
відторгнення ксенотрансплантата. Оскільки клі-
тинні компоненти рогівки свиней є основним дже-
релом ксеноантигенів [12], децелюляризована ро-
гівка має перевагу у зниженні імунної відповіді 
після трансплантації [13].

Метою нашої роботи є дослідження динаміки 
показників гуморального та клітинного імунітету в 
крові кролів за умови механічної непроникаючої 
травми рогівки та за її корекції з використанням 
строми рогівки, отриманої методом децелюляри-
зації. 

Матеріал і методи дослідження. Пошко-
дження рогівки відтворювали на кролях виду 
Шиншила із дотриманням правил Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, що вико-
ристовуються для експериментів та з іншою науко-
вою метою [13], а також згідно з Науково-практич-
ними рекомендаціями з утримання лабораторних 
тварин та роботи з ними [14]. Кролі отримували 
повноцінне збалансоване харчування і перебували 
в належних санітарно-гігієнічних умо вах віварію 
Тернопільського національного медичного універ-
ситету імені І. Я. Горбачевського МОЗ України. 

На обох очах під місцевою епібульбарною 
анестезією 0,5 % розчином алкаїну та ретробуль-
барною анестезією 2 % розчином лідокаїну трепа-
ном у верхній половині рогівки наносили концен-
тричну епітеліальну насічку, в межах якої однора-
зовим офтальмологічним скальпелем видаляли 
епітелій разом з переднім шаром строми рогівки 
(рис. 1). 

Трансплантаційний матріал – строма ксеноро-
гівки свині, отримана методом децелюляризації, 
яку проводили шляхом її обробки 0,5 % розчином 
додецилсульфату натрію та, у подальшому, уль-
тразвуком з наступною інкубацією за присутності 
0,1 % розчину папаїну. 

Корекцію травми здійснювали закриттям де-
фекту рогівки з використанням еквівалента стро-
ми рогівки, отриманої методом децелюляризації 
(рис. 2), пришиванням її в 4 місцях (на 3, 6, 9 та 

12 години) до склери через кон’юнктиву за допо-
мого атравматичної голки 8/0 нейлон. Впродовж 
восьми діб після операції тваринам проводилась 
інстиляція розчину антибіотика фторхінолоново-
го ряду – Вігамокс (1 крапля 3 рази на день).

Рис. 1. Моделювання механічної непроникаючої 
травми рогівки.

Рис. 2. Закривання дефекту рогівки з використан-
ням строми, отриманої методом децелюляризації.

Забір крові у різні терміни спостереження 
проводили з вушної вени зовнішнього краю вуха 
кролів. 

Концентрацію імуноглобулінів класів A (IgA), 
M (IgM), G (IgG) визначали за допомогою імуно-
ферментного методу на аналізаторі Multiskan FС 
357 з використанням наборів реагентів «GeneTex» 
(США) згідно з інструкціями фірми-виробника.

Стан клітинного імунітету оцінювали за вміс-
том CD4+, CD8+ і імунорегуляторного індексу (ІРІ) 
CD4+/CD8+. Проби аналізували на проточному 
цитофлуориметрі BD Accuri C6 [15].

Статистичну обробку цифрових даних здійсню-
вали за допомогою програмного забезпечення 
Excel (Microsoft, США) та STATISTICA 7.0 (Statsoft, 
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США) з використанням непараметричних методів 
оцінки одержаних даних. Для всіх показників роз-
раховували значення середньої арифметичної ви-
бірки (M), її дисперсії і помилки середньої (m). До-
стовірність різниці значень між незалежними кіль-
кісними величинами визначали за допомогою 
критерію Манна – Уїтні. Зміни вважали статистич-
но достовірними при р<0,05.

Результати й обговорення. Аналіз динаміки 
концентрації основних класів імуноглобулінів си-
роватки крові у посттравматичному періоді після 
моделювання непроникаючої механічної травми 
рогівки дозволив установити суттєві зміни у всі 
терміни спостереження (табл. 1). Уже на 3-ю добу 
спостереження ми зафіксували статистично значи-
ме підвищення рівнів IgА у 1,6 раза, IgМ – у 2,1 раза, 
IgG – у 1,3 раза стосовно контролю. У подальші тер-
міни спостереження ми зафіксували менш вираз-
не зростання концентрації імуноглобулінів  IgА та 

IgМ та більш інтенсивне зростання   концентрації 
IgG. Зокрема, на 7-му добу після змодельованої 
травми концентрація IgА перевищувала показник 
тварин без змодельованої патології у 1,4 раза, 
IgМ – у 1,9 раза. У подальшому ці показники знижу-
вались ще більше і до 28-мої доби достовірно не 
відрізнялись від аналогічних показників тварин 
без змодельованої патології. Концентрація IgG на 
7-му добу суттєво зростала і склала 186,51 % від 
норми, а на 14-ту добу – 244,9 від рівня тварин без 
змодельованої патології. До 28-ї доби показник 
зменшувався, однак усе ж на 93,1 % перевищував 
рівень норми. Зростання концентрації основних 
класів імуноглобулінів свідчить про активізацію гу-
морального та місцевого імунітету, спричинену 
змодельованою травмою рогівки. Збільшення 
кількості впродовж перебігу травматичного періо-
ду Ig G указує на виразну активацію імунних реак-
цій в організмі в процесі захворювання [11].

Таблиця 1. Показники гуморальної ланки імунного захисту у сироватці крові кролів з механічною травмою 
рогівки та корекцією з використанням строми ксенорогівки, отриманої методом децелюляризації (M±m)

Примітки: * – відмінності достовірні між групою тварин без моделювання патологічного процесу і тварин, яким моделювали 
механічну травму рогівки (р<0,05); # – відмінності достовірні між дослідними групами тварин без хірургічної корекції і з 
хірургічною корекцією у відповідні терміни спостереження (р<0,05).

Хірургічна корекція експериментальної не-
проникаючої механічної травми рогівки з викорис-
танням строми ксенорогівки свині, отриманої ме-
тодом децелюляризації, супроводжувалася дещо 
іншою динамікою вмісту сироваткових імуногло-
булінів. Вона зумовлювала активацію неспецифіч-
ної резистентності організму вже через 3 доби, яка 
проявлялась достовірно вищою концентрацією 
імуноглобулінів основних класів проти даних 3-ої 
доби у тварин без корекції. Зокрема, рівень IgА пе-
ревищував у 2,9 раза показник тварин без змоде-
льованої патології і був на 75,1 % вищим, ніж у тва-
рин без корекції, IgM перевищував показник нор-
ми у 2,5 раза, а IgG – у 2,8 раза, що було також 
вищим від показників тварин із механічною трав-
мою без корекції відповідно на 12,3 та 116,0 %. У 
подальші терміни спостереження рівень факторів 
гуморального імунітету зазнавав неоднотипних 

змін. Так, починаючи з 7-ої доби рівні IgА та IgM 
суттєво знижувались і до 28-ої доби не перевищу-
вали норми. Концентрація IgG на 7-му добу й нада-
лі зростала і склала 330,7 % стосовно тварин без 
патології і була на 77,7 % вищою, ніж у тварин без 
корекції. У подальшому показник IgG у цій групі та-
кож знижувався, однак і на 28-му добу на 57,8 % 
перевищував рівень групи тварин без патології, 
але був на 22,5 % нижчим, ніж у тварин з травмою 
рогівки без корекції (р<0,05).

Результати дослідження основних показників 
клітинного імунітету у крові кролів за умови меха-
нічної непроникаючої травми рогівки представле-
ні у таблиці 2. Рівень Т-хелперів на 3-тю добу екс-
перименту зріс на 46,4 %, що достовірно вище, ніж 
у тварин без патології. На 7-му добу спостережен-
ня цей показник залишався майже на тому ж рівні 
(зростання на 41,1 % (р<0,05)). З 14-ої доби рівень 

Група тварин
Показник

Ig A, пг/мл Ig М, пг/мл Ig G, пг/мл
Без змодельованої патології (n=10) 1,12±0,04 2,27±0,06 2,96±0,05
Механічна травма 
рогівки

3-тя доба, (n=10) 1,84±0,07* 4,62±0,11* 3,85±0,06*
7-ма доба. (n=10) 1,56±0,08* 4,48±0,09* 5,51±0,07*
14-та доба. (n=10) 1,35±0,05 3,57±0,08* 7,25±0,11*
28-ма доба, n=10) 1,23±0,06 2,34±0,09* 5,72±0,09*

Механічна травма 
рогівки+ хірургічна 
корекція

3-тя доба, (n=10) 3,22±0,09*# 5,70±0,12*# 8,35±0,11*#

7-ма доба, (n=10) 2,88±0,07*# 2,98±0,07*# 9,79±0,12*#

14-та доба, (n=10) 1,53±0,05*# 2,57±0,05*# 7,26±0,10*
28-ма доба, n=10) 1,12±0,03* 2,26±0,04 4,67±0,09*#
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Т-хелперів почав знижуватись, однак залишався 
на 29,8 % вищим за показник тварин без патології 
(р<0,05). На 28-му добу спостереження досліджу-
ваний показник залишався достовірно вищим від 
рівня норми на 21,5 %.

Динаміка змін Т-супресорів – клітин, що при-
гнічують активацію клітинного і гуморального 
імунітету, впливаючи на механізми міжклітинної 
взаємодії, а також регулюють якісний склад попу-
ляцій лімфоцитів [11], була аналогічною за спря-
мованістю, проте менш виразною. Так, досліджу-
ваний показник на 3-тю добу спостереження до-
стовірно зріс на 31,7 %, на 7-му добу – на 35,8 %, 
14-ту – 35,1 % відносно тварин без змодельованої 
патології (р<0,05)). На 28-му добу спостереження 
рівень Т-супресорів знижувався ще більше і склав 
127,5 % від норми (р<0,05).

Імунорегуляторний індекс на 3-тю добу експе-
рименту достовірно зріс на 21,0 %. У подальші тер-
міни спостереження показник знижувався, порів-
няно з 3-ю добою, і до завершення терміну експе-
рименту достовірно не відрізнявся від норми.

Проведення хірургічної корекції супроводжу-
валось більш виразними змінами досліджуваних 
показників на початкових етапах експерименту. 
Зокрема, на 3-тю добу від моменту проведення хі-
рургічної корекції рівень Т-хелперів зріс на 79,9 % 
стосовно тварин без змодельованої патології, що 
також склало 122,7 % відносно тварин без прове-
деної корекції. На 7-му добу показник суттєво не 
змінився, а з 14-ої доби почалось його зниження: 
на 14-ту добу він на 37,5 % перевищував показник 
норми, а на 28-му – на 12,5 %, що було навіть на 
8,1 % менше, ніж у тварин без корекції. Стосовно 
Т-супресорів ми зафіксували значно менш виразні 
зміни, ніж у випадку з Т-хелперами. На 3-тю добу 
зафіксовано зростання рівня Т-супресорів на 
19,8 % стосовно тварин без патології, що було на 

9,1 % менше, ніж у тварин без корекції. До 7-мої 
доби суттєвих змін не відбулося, а на 14-ту добу рі-
вень Т-супресорів зріс більш суттєво – на 33,2 %. До 
28-ї доби показник знизився і склав 120,2 % від 
норми і суттєво не відрізнявся від аналогічного по-
казника тварин без корекції. 

Більш значні зміни ми отримали при розра-
хунку імунорегуляторного індексу. На 3-тю добу 
він зріс на 62,9 % від рівня тварин без патології, що 
на 34,7 % більше, ніж у тварин без корекції. На 7-му 
добу відбулось незначне зниження ІРІ, порівняно з 
попереднім терміном спостереження, однак він на 
38,2 % перевищував показник тварин без корекції. 
Більш суттєве зниження ІРІ відбулось на 14-ту 
добу, коли він склав 112,3 % від норми, а до 28-ої 
доби показник досяг рівня тварин без змодельо-
ваної патології. У ці терміни достовірної різниці з 
показниками тварин без корекції не було. 

Незважаючи на те, що при ушкодженнях пе-
реднього відділу очного яблука об’єм ушкоджен-
ня відносно малий, для цього виду ураження ха-
рактерні такі особливості: зміни в імунній системі, 
властиві механічній травмі загалом, незалежно 
від її локалізації; специфічні зміни, пов’язані з ана-
томо-фізіологічними особливостями органа зору, 
зокрема з імунною привілейованістю органа 
зору; порушення з боку клітинної ланки імунної 
системи з активацією поглинальних функцій та 
супресією мікробіоцидного потенціалу фагоциту-
ючих клітин. Пошкодження переднього відділу 
очного яблука супроводжуються порушеннями в 
імунній системі як на рівні самого пошкодженого 
органа, так і системного імунітету у відповідь на 
травму та перенесений стрес [7]. Ці порушення, в 
свою чергу, впливають на перебіг травматичного 
періоду і формування ускладнень.

За даними Н. Я. Козарійчук, корнеосклераль-
ні пошкодження викликають поєднані, місцеві та 

Таблиця 2. Динаміка показників клітинної ланки імунного захисту у сироватці крові кролів за умови механічної 
непроникаючої травми рогівки (M±m)

Примітки: * – відмінності достовірні між групою тварин без моделювання патологічного процесу і тварин, яким моделювали 
механічну травму рогівки (р<0,05); # – відмінності достовірні між дослідними групами тварин без хірургічної корекції і з хірургіч-
ною корекцією у відповідні терміни спостереження (р<0,05).

Група тварин
Показник

CD4+, % CD8+, % CD4+/CD8+
Без змодельованої патології (n=10) 22,16±0,46 12,57±0,19 1,62±0,08
Механічна травма 
рогівки

3-тя доба, (n=10) 32,44±0,63* 16,55±0,26* 1,96±0,08*
7-ма доба. (n=10) 31,25±0,48* 17,07±0,21* 1,83±0,08*
14-та доба. (n=10) 28,77±0,44* 16,53±0,25* 1,74±0,06*
28-ма доба, n=10) 26,93±0,46* 16,02±0,22* 1,68±0,07

Механічна травма 
рогівки+ хірургічна 
корекція

3-тя доба, (n=10) 39,82±0,76*# 15,06±0,34* 2,64±0,09*#

7-ма доба, (n=10) 38,33±0,58*# 15,17±0,41* 2,53±0,07*#

14-та доба, (n=10) 30,47±0,52*# 16,74±0,25* 1,82±0,06*#

28-ма доба, n=10) 24,93±0,42 15,11±0,26* 1,65±0,05
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системні дисфункції в імунній системі: гіперпро-
дукцію прозапальних цитокінів, порушення фаго-
цитозу, зрушення в рівнях Т- і В-лімфоцитів, авто-
імунні реакції [17].

Проведення хірургічної корекції з викорис-
танням еквівалента строми ксенорогівки, отри-
маної методом децелюляризації, на початкових 
етапах патологічного процесу призводить до 
більш виразних порушень з боку імунної систе-
ми, спричинених, з одного боку, травмою рогів-
ки, а з іншого – наявністю стороннього субстра-
ту, хоча і з меншим ступенем імуногенності, ніж 
при використанні свіжої чи кріоконсервованої 
рогівки. Однак, вже через 14 днів спостерігаєть-
ся нормалізація імунної відповіді, що свідчить 
про нормальне приживлення ксенотрансплан-
тата. 

Висновки. Моделювання механічної травми 
рогівки призводить до активування факторів гу-
морального імунітету в ранній посттравматичний 
період у крові кролів з подальшою нормалізаці-
єю до 28-ої доби та виразне порушення клітинно-
го імунітету у вигляді дисбалансу субпопуляцій-
ного складу Т-лімфоцитів з переважним зростан-
ням Т-хелперів і прогресивним збільшенням 
імунорегуляторного індексу. 

Проведення хірургічної корекції травми ро-
гівки з використанням строми рогівки свині, отри-
маної методом децелюляризації, зумовлює акти-
вацію неспецифічної резистентності організму у 
перші 7 діб експерименту, яка проявляється до-
стовірно вищою концентрацією IgА, IgM, IgG та 
факторів клітинного імунітету з подальшою їх 
нормалізацією до 28-ї доби. 
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STATUS OF THE CELLULAR AND HUMORAL LINKS OF THE IMMUNE SYSTEM IN RABBITS 
WITH A MECHANICAL NON-PENETRATING CORNEA INJURY AND ITS CORRECTION USING 

XENORNEAL STROMA OBTAINED BY THE DECELLULARIZATION METHOD
©S. M. Shmyr, I. M. Klishch

I. Horbachevsky Ternopil National Medical University

SUMMARY. In the works of a number of scientists, the important role of the immune system in the pathogenesis of 
the inflammatory process of the injured eye is indicated, in particular, it has been proven that the occurrence and dyna-
mics of cellular immune reactions are closely related to the course of the disease.

The aim – to investigate the dynamics of humoral and cellular immunity indicators in the blood of rabbits under the 
condition of mechanical non-penetrating corneal injury and its correction using the corneal stroma obtained by the de-
cellularization method.

Material and Methods. Corneal damage was reproduced on chinchilla rabbits. In both eyes, under local epibulbar 
anesthesia with a 0.5 % alkaine solution and retrobulbar anesthesia with a 2 % lidocaine solution, a concentric epithelial 
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incision was made in the upper half of the cornea with a trephine, within which the epithelium was removed together 
with the anterior layer of the corneal stroma with a disposable ophthalmic scalpel. The transplant material is the stroma 
of the pig xenocornea, obtained by the decellularization method, which was carried out by treating it with a 0.5 % solu-
tion of sodium dodecyl sulfate and, subsequently, with ultrasound followed by incubation in the presence of a 0.1 % 
papain solution. The concentration of the factor immunoglobulins in the blood of animals was determined by the immu-
noenzymatic method, the content and state of cellular immunity was assessed by the content of CD4+, CD8+. Samples 
were analyzed on a flow cytofluorimeter.

Results. The results of the conducted research indicate differences in the dynamics of the level of immune protec-
tion factors in the skin of rabbits that were simulated mechanical non-permeable corneal trauma and those animals that 
underwent surgical correction. In particular, simulation of mechanical trauma to the cornea leads to the activation of 
humoral immunity factors in the early post-traumatic period with further normalization by the 28th day and a clear viola-
tion of cellular immunity in the form of an imbalance of the subpopulation composition of T-lymphocytes with a pre-
dominant increase in T-helpers and a progressive increase in the immunoregulatory index.

Carrying out surgical correction using the equivalent of the xenocorneal stroma obtained by the decellularization 
method in the initial stages of the pathological process causes more pronounced disorders on the part of the immune 
system, caused, on the one hand, by corneal trauma, and on the other hand by the presence of a foreign substrate, al-
beit to a lesser degree immunogenicity than when using fresh or cryopreserved cornea. However, after 14 days, the 
normalization of the immune response is observed, which indicates normal engraftment of the xenograft.

Conclusion. The infliction of mechanical trauma to the cornea is accompanied by the activation of humoral and cel-
lular factors of the immune response, especially at the initial stage of the pathological process. Surgical correction using 
pig corneal stroma obtained by the decellularization method leads to even greater activation of nonspecific resistance 
of the organism in the first 7 days of the experiment, followed by their normalization by the 28th day.

KEY WORDS: corneal injury; correction; xenoimplant; immune system; cellular immunity; humoral immunity.
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