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РЕЗЮМЕ

Пластика твердої мозкової оболони (ТМО) є стандартною процедурою під час нейрохірургічних операцій з приводу травм та захво-
рювань головного мозку. Герметичне закриття ТМО не завжди можливе з використанням аутологічних тканин, а синтетичні, алогенні  
та ксеногенні матеріали, якими користуються зараз, мають недоліки, тому пошук матеріалу, який найкраще відповідав би вимогам 
для замінника ТМО, триває.

МЕТА. Дослідити в лабораторних умовах фізичні і фізико-хімічні властивості композитної хітозан/поліетиленоксидної плівки; дослі-
дити можливість застосування біополімерних плівок на основі хітозану для пластики ТМО в умовах експерименту; проаналізувати  
її здатність до біодеградації; оцінити вплив даної біополімерної плівки на регенерацію ТМО.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ. В експерименті було використано 10 білих щурів віком 12 міс. з пенетраційною моделлю черепно-мозкової 
травми. Післяопераційний матеріал досліджували методами макроскопії, оптичної мікроскопії та інфрачервоної спектроскопії. 

РЕЗУЛЬТАТИ. За даними аналізу інфрачервоних спектрів поглинання визначено спектральні маркери рубцевої тканини, регенеруючої 
ТМО та інтактної ТМО. Показано, що рубцева тканина за спектроскопічними ознаками суттєво відрізняється від тканин регенеруючої 
ТМО. Дані коливальної спектроскопії свідчать про деградацію хітозанової плівки та відновлення тканин нормальної ТМО. Дані гісто-
логічного дослідження також свідчать про біологічну деградацію хітозанової плівки і заміщення її новоствореною нормальною спо-
лучною тканиною.

ВИСНОВКИ. Дані морфологічних і спектроскопічних досліджень показують здатність хітозан/поліетиленоксидної плівки до біодеграда-
ції in vivo з поступовим заміщенням її не рубцевою, а нормальною сполучною тканиною. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: хітозан; поліетиленоксид; пенетруюча модель черепно-мозкової травми; інфрачервона спектроскопія; морфологічні 
дослідження
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У нейрохірургічній практиці проблема пластики твердої мозкової 
оболони (ТМО) є надзвичайно актуальною, оскільки однією з умов 
успішності при нейрохірургічному втручанні є відновлення її ціліснос-
ті та герметичності субдурального простору, щоб запобігти пошкод-
женню тканин кори мозку і витіканню цереброспінальної рідини [1]. 
Герметичне закриття твердої мозкової оболони корелює із знижен-
ням частоти витікання ліквору і зі зменшенням кількості інфекційних 
ускладнень [2, 3]. Особливо гостро дана проблема постає після де-
компресійної трепанації черепа з приводу тяжкої черепно-мозкової 
травми або гострого порушення мозкового кровообігу [4, 5]; під час 
операцій на основі черепа та задній черепній ямці, коли створюєть-
ся дефект ТМО в результаті застосування біполярної коагуляції; при 
хірургічному лікуванні менінгіом з резекцією частини ТМО [6]; в спі-
нальній нейрохірургії [7]. У такій ситуації виникає необхідність ви-
користання замінника ТМО.

Вивчення замінників ТМО триває понад століття. Ще у 1924 році 
W. Penfield була висунута концепція «ідеального замінника» ТМО  
[8, 9], яка здобула подальший розвиток, наприклад, у роботі Ару-
тюнова О. І., Месхія Н. Ш. [10] Замінник повинен бути нетоксичним, 
має піддаватися біодеградації, бути придатним для накладення швів, 
не призводити до утворення спайок або інфікування, мати можли-
вість створювати водонепроникний бар’єр, бути економічно доступ-
ним [11, 12] і, в особливих випадках при проникаючій травмі, мати 
антибактеріальні властивості. Розвиток сучасних нових полімерних 
матеріалів дає поштовх до пошуку нових можливостей у створенні 
ефективного замінника ТМО [11].

Для покращення закриття ТМО були протестовані різні матеріали 
аутологічного, алогенного, ксеногенного і синтетичного походжен-
ня [12-14]. Аутологічні трансплантати нетоксичні, швидко вбудову-
ються в нативні тканини, гнучкі, міцні і легко зшиваються [15-17].  
Однак, недостатність доступного аутотрансплантата, додаткові роз-
різи для його отримання ускладнюють їх використання [14]. Доціль-
ність використання тканини алотрансплантата була переглянута піс-
ля публікації повідомлень, що пов’язують пересадку тканини твердої 
мозкової оболони з хворобою Крейтцфельда-Якоба (трансмісивною 
губчастою енцефалопатією) [10]. Таким чином, ксеногенні і синте-
тичні матеріали стають альтернативою для нейрохірургії.

Одним з перспективних матеріалів для розробки ксеногенного 
замінника ТМО може бути хітозан. Він є біодеградуючим, не токсич-
ним, має антибактеріальні та протигрибкові властивості [18] і тому 
розглядається як перспективний для створення ефективного замін-
ника ТМО [13].

Були запропоновані кілька методик для розробки замінника ТМО 
на основі хітозану. Хітозан як біополімер дозволяє створювати дво-
шарові мембрани з пористою і непористою частинами. Така модель 
з хітозану за товщиною, структурними та функціональними характе-
ристиками нагадує ТМО і має більшу міцність на розрив, ніж колаге-
нова матриця. Доцільність створення двошарової хітозанової матриці 
полягає в наступному: (a) в пористій частині через взаємопов’язані 
структури пор діють фактори росту, відбувається міграція клітин  
і неоваскуляризація, проте цей шар нестійкий до механічних наванта-
жень; (б) непориста частина забезпечує більшу стійкість до наванта-
жень, на неї можна накладати шви [13]. 

Для покращення структурно-механічних властивостей хітоза-
нових матеріалів перспективним є дослідження, які спрямовані на 
розробку різноманітних композитних систем на основі хітозану та 
інших полімерів [19]. Був розроблений замінник ТМО у вигляді сітки 
з полімолочної кислоти і хітозану [20]. Широке і більш ефективне 
використання хітозану можна очікувати з впровадженням електро-
спінінгу для отримання нановолоконних матеріалів. Тонкі нановолок-
на можуть бути отримані в сумішах хітозану з полівініловим спиртом, 
желатином або колагеном, фіброїном шовку, полікапролактоном, 
поліетиленоксидом (ПЕО) [21]. ПЕО має гарну прядильність, низьку 
токсичність і його взаємодія з хітозаном покращує технічну обробку 
останнього при виготовленні полімерних плівок [21], є біодеграду-

ючим полімером [22]. Він схвалений для використання в системах 
доставки ліків Управлінням з контролю за продуктами і ліками (FDA) 
США [23]. Враховуючи перспективність композитного матеріалу хі-
тозану з ПЕО [24] із можливістю регулювання в широкому діапазоні 
гідрофільних властивостей, фізико-механічних характеристик [21], 
нами була відібрана для дослідження модель замінника ТМО ксено-
генного (хітозан) і синтетичного (поліетиленоксид) походження.

МЕТА РОБОТИ – дослідити в лабораторних умовах фізичні і фі-
зико-хімічні властивості композитної хітозан/поліетиленоксидної 
плівки та можливість застосування біополімерних плівок на основі 
хітозану для пластики твердої мозкової оболони в умовах експери-
менту; проаналізувати її здатність до біодеградації; оцінити вплив 
даної біополімерної плівки на регенерацію твердої мозкової оболони.

Для проведення дослідження були обрані білі щури. Тварини 
утримувалися у стандартних умовах віварію за природної змінності 
циркадного світлового циклу та харчування збалансованим комбі-
нованим кормом ad libitum. Хірургічна частина експерименту і ви-
ведення тварин з експерименту були проведені згідно правил біо-
етики, регламентованих Директивою 2010/63/ЄС «Про захист тварин, 
які використовуються в наукових цілях» (2010) та Законом України 
№3447- IV «Про захист тварин від жорстокого поводження» (2006). 
Проведення дослідження схвалене Комітетом з біоетики ДУ «Інститут 
нейрохірургії ім. акад. А. П. Ромоданова НАМН України» (протокол  
№ 18 від 10.06.2016.). 

Методика хірургічної частини експерименту. Для проведення 
хірургічної процедури було відібрано 15 щурів-самців віком 12 міс.  
і масою 250-300 г, яким після краніотомії та нанесення пенетраційної 
травми мозку [25] проведена пластика ТМО композитною плівкою 
на основі хітозан/ПЕО. Піддослідні тварини розподілені на групи по 
5 тварин в кожній: перша – для гістологічного дослідження, друга –  
для макроскопічного і інфрачервоного (ІЧ) спектроскопічного дослі-
дження, третя – група інтактних тварин (у тварин даної групи були взя-
ті зразки нативної ТМО для аналізу методом ІЧ спектроскопії). Опе-
рацію проводили під загальним знеболенням – внутрішньом’язово 
вводили розчин ксилазину – Sedazin (Biowet, Польща), 15 мг/кг  
та кетаміну – Calipsol (Gedeon Richter, Угорщина), 70 мг/кг маси тіла. 
Після видалення шерстистого покриву голови і дезінфекції 10 % роз-
чином Betadine (Egis, Угорщина) проводили розріз по середній лінії  
і оголювали кістки склепіння черепа. Формували трепанаційний отвір 
розміром 4 на 7 мм в правій тім’яній ділянці за допомогою високо-
швидкісного дрилю. Кістковий клапоть відсепаровували від підлеглої 
твердої мозкової оболони і видаляли. ТМО обережно розсікали хрес-
топодібно від середини отвору до його кутів. Оголювали поверхню 
мозку і проводили пенетрацію кори головного мозку голкою G18  
на глибину 2 мм. 

Клапті ТМО укладали на місце без ушивання з діастазом між 
краями, покривали їх хітозан/поліетиленоксидною плівкою без кіст-
кового клаптя. Таким чином було змодельовано декомпресивну тре-
панацію черепа. Після забезпечення гемостазу рану ушивали шовним 
матеріалом вікрил № 5 і обробляли розчином бетадину. Проводили 
антибіотикопрофілактику (цефтріаксон внутрішньом’язово 20 мг/кг). 
Тварин виводили з експерименту на 21 день шляхом декапітації під 
наркозом із застосуванням кетаміну 0,1 % 2 мл. 

Синтез і відбір полімерних композитних плівок. Для пласти-
ки ТМО було запропоновано кілька варіантів біополімерних плівок 
на основі хітозану: нативні (плівка складається зі 100 % хітозану); 
композитна хітозан/поліетиленоксидна плівка з рівними масовими 
частками складників (хітозан/ПEO 1/1 мас. %) і композитна хітозан/
поліетиленоксидна плівка з масовою часткою хітозану 70 % (хітозан/
ПEO 7/3 мас. %). Синтез і нижчезазначені лабораторні дослідження 
були проведені в Інституті хімії поверхні ім. О. О. Чуйка.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

ЗРАЗОК СТУПІНЬ НАБУХАННЯ, % МАСИ

Хітозан 230,34

Хітозан/ПЕО 1/1 мас. % 140,30*

Хітозан/ПЕО 7/3 мас. % 150,92

Нативні та композитні плівки готували методом випаровування 
розчинника після нанесення відповідного формуючого полімерного 
розчину на скляне покриття. Формувальні розчини готували розчи-
ненням хітозану, ПЕО в 2 мас. % розчині оцтової кислоти при пере-
мішуванні в магнітній мішалці протягом 12 годин. Після формування 
плівки висушували при кімнатній температурі протягом 12 год. Після 
завершення процесу сушіння плівки легко відшаровували і поміщали 
в 1,0 М розчин гідроксиду натрію протягом кількох годин для нейтра-
лізації надлишкової оцтової кислоти з подальшим інтенсивним про-
миванням дистильованою водою. По завершенню процедури, плівки 
висушували при кімнатній температурі протягом 24 год. В подаль-
шому було проведено ґрунтовне дослідження структури отриманих 
плівок, їх водопоглинальної здатності та проведено спектральний 
аналіз. Структуру поверхні синтезованих композитних полімерних 
плівок досліджували за допомогою скануючого електронного мікро-
скопа QuantaTM 3D FEG (FEI, США) (рис. 1). 

Також запропонованим замінникам ТМО було проведено ла-
бораторне дослідження їх водопоглинальної здатності (табл.1). Це 
дуже важливий параметр, оскільки за умови високого ступеня гід-
рофільності імпланта ТМО може виникнути ризик стиснення моз-
кової тканини [13]. 

Таблиця 1. Здатність до водопоглинання полімерних композитів 
Примітка: * – p < 0,05 в порівнянні з хітозаном.

Рис. 2. Спектри плівок із хітозану (чорна крива), хітозан/ПEO 7/3 
мас. % (червона крива).

Рис. 1. Скануюча електронна 
мікроскопія плівок  
із хітозану (А, мітка 20 мкм), 
хітозан/ПEO 1/1 мас. %  
(Б, мітка 1 мкм)  
та хітозан/ПEO 7/3 мас. %  
(В, мітка 3 мкм).
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Були проаналізовані ІЧ-спектри (рис. 2) досліджуваних зразків  
із хітозану, хітозан/ПEO 1/1 мас. %, хітозан/ПEO 7/3 мас. %. Дані отри-
мані за допомогою інфрачервоного Фур’є спектрометра Nicolet Nexus 
450 (Thermo Scientific, США) в середньому інфрачервоному діапазоні 
400-4000 см-1.

 Хітозан відноситься до класу полісахаридів з мономерною лан-
кою N-ацетил-1,4-b-D-глюкопіранозамин. Інфрачервоний спектр чис-
того (нативного) хітозану має характерні смуги поглинання в області 
3400 см-1, що відносяться до ОН водневопов’язаних молекулярних 
груп, а також валентні коливання СН в області 2900-2800 см-1. Погли-
нання в області 1660 відноситься до С=О валентних коливань разом  
з незначним вкладом деформаційних коливань NH2, а смугу в облас-
ті 1588 відносимо власне до NH2 деформаційних коливань. Область 
1400-1300 є характерною для деформаційних коливань молекуляр-
них груп СН [27-29]. У плівці з ПЕО спостерігаємо зростання вкладу 
валентних коливань СН в області 2800-2900 см-1 та деформаційних 
СН в області 1400-1300 см-1, однак жодних частотних зсувів при утво-
ренні комплексу хітозан-ПЕО не спостерігається, що свідчить про від-
сутність міжмолекулярних взаємодій між компонентами полімерної 
плівки [29-31]. 

Таким чином із запропонованих зразків біополімерних плівок  
на основі хітозану була обрана композитна плівка хітозан/ПEO  
7/3 мас. %, оскільки шорсткість даного зразка порівняно з іншими 
є максимальною (за даними електронної мікроскопії). Також він мав 
менший ступінь набухання, порівняно з нативною хітозановою плів-
кою, і при цьому майже не відрізнявся за ступенем набухання від 
плівки хітозан/ПEO 1/1 мас. %.  Шорсткість поверхні плівок є визна-
чальною властивістю для відбору матеріалу, оскільки в такому ви-
падку ефективніше відбувається колонізація і проліферація клітин  
в біополімерному матеріалі [33, 34].

Післяопераційний матеріал тварин досліджуваної групи і зразки 
нативної ТМО контрольної групи були проаналізовані методом ІЧ 
спектроскопії. Для аналізу ІЧ спектрів поглинання відбирали зраз-
ки тканин з області проведеної операції імплантації замінника ТМО  
з 5 місць від кожної тварини об’ємом до 0,5 мм3. Для контролю та по-
рівняння експериментальних зразків були відібрані аналогічні зразки 
тканин з твердої мозкової оболони над протилежною півкулею у цих 
же тварин, де травма не моделювалася і оболони мозку залишали-
ся інтактними. Були зроблені тонкі зрізи тканин післяопераційного 
матеріалу, після чого вони висушувались при кімнатній темпера-
турі між двома пластинками флюоритового скла (CaF2), прозорого  
в інфрачервоній області. Далі отримані плівки на підкладках CaF2 

були поміщені в кюветну камеру спектрометра IFS 66 (Bruker, США) 
для реєстрації спектрів поглинання. 

Методом інфрачервоної спектроскопії проаналізовано спектри по-
глинання нативної ТМО, рубцевої тканини, та використаної плівки з ре-
генеруючої ТМО в широкому спектральному діапазоні (3400-800 см-1) 
і визначено набір спектроскопічних маркерів для аналізу. Найбільш ін-
формативною для аналізу є область поглинання амідних зв’язків Амід 
І та Амід ІІ в діапазоні 1750-1480 см-1. Формування адгезії макроскопіч-
но оцінювали відповідно до системи «Stryker» (табл. 2) [35].

Після виведення тварини з експерименту з зони операції єдиним 
блоком були взяті тканини та імпланти для гістологічного досліджен-
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ня. Отриманий матеріал фіксували у розчині нейтрального формалі-
ну зростаючої концентрації 5-7-10 % не більше 24 годин і проводили 
стандартну заливку в парафінові блоки. З отриманих блоків на мі-
кротомі HM430 (Microm, Німеччина) готували серійні зрізи завтовш-
ки 5-7 мкм, які забарвлювали гематоксилін-еозином. Гістологічні 
препарати досліджували на бінокулярному мікроскопі з наступною 
мікрофотофіксацією на світлооптичному фотомікроскопі Axiophot 
(Carl Zeiss, Німеччина) при збільшеннях об’єктива х100 і х200, окуля-
ра х10 з перехідником х2. Зрізи тканини оцінювали щодо локальної 
реакції тканини, крововиливу, клітинних змін в корі, наявності імп-
лантату, новоутвореної ТМО або рубцевої тканини.

Статистичну обробку цифрових даних здійснювали за допомогою 
програмного пакету STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., США). Статистичну 
значущість відмінності показників між групами визначали за допомо-
гою U-тесту Манна-Уітні. У всіх випадках припущення щодо статис-
тичної значущості отриманого результату вважали правильним, якщо 
ймовірність нульової гіпотези була меншою ніж 0,05 (р < 0,05).

У тварин групи хітозан/ПЕО візуально залишки плівки не вияв-
ляли, поверхня твердої мозкової оболони в зоні і поза зоною трепа-
нації не відрізнялися, відзначали зрощення по периферії кісткового 
вікна, але зрощень в просвіті трепанаційного вікна виявлено не було  
(рис. 3). Утворення спайок між дефектом ТМО та залишками біополі-
мерної плівки по оцінці виразності адгезії склала 0-1 бали. 

У випадку застосування плівки на основі хітозану через три 
тижні після операції за спектральними характеристиками спостері-
гається присутність залишків цієї плівки у зразках, які бралися з ді-
лянок ТМО в проекції кутів трепанаційного вікна і його центру (тобто  
в місцях її розрізів). У зразку регенеруючої ТМО (зелена крива) чітко 
видно плече в області 1587 см-1, що безумовно належить плівці. Од-
нак, разом з тим, у цьому зразку є явно виражена смуга Амід ІІ на 
1550 см-1, характерна для білкової тканини (рис. 4). Це може свід-
чити про деградацію плівки на основі хітозану та відновлення тканин 
нормальної ТМО. 

Показано, що методика ІЧ спектроскопії дозволяє проконтролю-
вати динаміку процесу регенерації тканин ТМО. За даними аналізу ІЧ 
спектрів поглинання визначено спектральні маркери рубцевої ткани-
ни, регенеруючої ТМО та інтактної ТМО. Рубцева тканина суттєво від-
різняється від тканин регенеруючої ТМО, зокрема присутністю смуги 
в області 1739 см-1 (С=О), яка повністю відсутня в спектрах інтактної 
та регенеруючої ТМО, а також співвідношенням між смугами Амід І 
та Амід ІІ в бік зменшення інтенсивності Амід ІІ та звуження смуги 
Амід І у порівнянні зі зразком інтактної ТМО. У зразку регенеруючої 
ТМО виявлено присутність смуги деформаційних коливань NH2 на 
1589 см-1, яка відноситься до поглинання плівки на основі хітозану, 
а у зразках інтактної ТМО та рубцевої тканини вона відсутня. Однак 
присутність смуги в області 1548 см-1 (Амід ІІ) свідчить про те, що на 
плівці є клітини, та дозволяє стверджувати, що відбуваються процеси 
регенерації.

Отримані дані підтверджуються гістологічними методами до-
сліджень. Заміщення імпланта на 21-й день після пластики біополі-
мерною плівкою на основі хітозану відбувалося шляхом формування 
молодої фіброзної сполучної тканини з великою кількістю гіперхром-
них фібробластів і волокон колагену. Фібробласти мали як витягнуту, 
так і овальну форму. У деяких клітинах були відмічені паличкоподіб-
ні блідозабарвлені ядра (молоді форми фібробластів) (рис. 5). При 
цьому вираженість пучків колагенових волокон і шарів оточуючої 
новоутвореної сполучної тканини була неоднаковою. Пучки волокон, 
обернених до мозкової поверхні знизу, були тоншими від пучків во-
локон, що розміщувалися на зовнішній поверхні. Краї дефекту твер-
дої мозкової оболони і новоутвореної фіброзної тканини чіткої межі 
не мали. Крім того, не спостерігалось реакцій запального характеру. 

ОЦІНКА ОПИС

0 Немає адгезії до прилеглої кори

1 Зрощений з корою, але відокремлюється,  
не викликаючи макроскопічних пошкоджень

2 Прилягає до кори, викликаючи відрив коркових судин 
при відділенні

3 Пошкодження кори мозку при піднятті кісткового 
клаптя

Таблиця 2. Оцінка адгезії матеріалу.

Рис. 4. Спектри поглинання зразків тканин ТМО після застосування 
плівки на основі хітозану. 

Рис 3. Макроскопічна картина черепа щура через 3 тижні після  
пластики ТМО біополімерною плівкою на основі хітозану.  
Незначно виражена спайкова тканина по периферії кісткового 
вікна (зелена стрілка), в місці укладання плівки спайки відсутні. 
Чорні стрілки – поверхня ТМО в ділянці операції, жовта стрілка – 
кістковий фрагмент склепіння черепа з зоною трепанаційного  
вікна (внутрішня поверхня), інші кістки склепіння черепа видалені.
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Відмічено формування ніжних оболоново-мозкових зрощень. Підля-
гаюча тканина мозку виглядала типовою.

Отримані результати дослідження дозволяють позитивно оцінити 
ефективність застосування замінника твердої мозкової оболони хіто-
зан/ПEO 7/3 мас. % в експерименті на щурах. Можна припустити, що 
композитний замінник ТМО хітозан/ПЕО виконує спочатку функцію 
як міцний матричний матеріал, а в подальшому ПЕО деградує або ви-
мивається з пор хітозану, куди проникають клітини, і надалі пористий 
матеріал служить для регенерації ТМО. Введення ПЕО в склад по-
лімерної композиції викликало зменшення поглинання води. Збіль-
шення вмісту ПЕО не суттєво знижувало набухання матеріалів.
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

ВИСНОВКИ

1.	 Хітозан/поліетиленоксидна біополімерна плівка (хітозан/ПEO 7/3 мас. %) придатна до застосування для пластики твердої мозкової 
оболони в умовах експерименту. 

2.	 За допомогою морфологічних (макроскопічний і гістологічний) та спектроскопічних (ІЧ-поглинання) методів показана здатність хітозан/
поліетиленоксидної плівки до біодеградації.

3.	 Результати інфрачервоної спектроскопії і гістологічні дані свідчать про те, що в зоні укладання біополімерної плівки відбуваються про-
цеси нормальної регенерації тканин ТМО, а не утворення рубцевої тканини.

4.	 Дані дослідження дозволяють зробити висновок про ефективність застосування досліджуваного матеріалу і його позитивний вплив  
на регенерацію ТМО у тварин.
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Клітини округлої форми – молоді фібробласти (червона стрілка), 
видовжені клітини – зрілі фібробласти (прозора стрілка).  
Забарвлення гематоксилін-еозином, світлова мікроскопія,  
об’єктив х200, окуляр х10, перехідник х2.
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