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РЕЗЮМЕ

Потенційне використання децелюляризованого перикарда великої рогатої худоби як природного каркаса для імплантатів є багатообі-
цяючим підходом в галузі тканинної інженерії та регенеративної медицини. Реакція «трансплантат проти хазяїна» на децелюляризовані 
імплантати залежить від їх біосумісності, яка повинна бути перевірена в експерименті in vivo перед застосуванням у клінічній практиці.

МЕТА: оцінити біосумісність імплантатів з бичачого перикарда, які були децелюляризовані ферментом трипсином та аніонним детер-
гентом додецилсульфатом натрію (sodium dodecyl sulfate, SDS). 

МАТЕРІАЛ І МЕТОДИ. Перикард було отримано від биків віком 12-18 місяців. Децелюляризацію тканини проводили з використанням 
0,25 % розчину трипсину та 1 % SDS для групи I та 0,1 % SDS для зразків групи II. Імплантацію проводили щурам лінії Wistar підшкірно. 
Зразки тканини фарбували для гістологічного аналізу гематоксиліном і еозином, конго червоним та трихромом по Массону. 

РЕЗУЛЬТАТИ. В групі 1 через 3 місяці після підшкірної імплантації щурам децелюляризованого бичачого перикарду було відмічено 
його деградацію та запалення в оточуючій тканині. За таких самих умов у тварин групи 2 було відмічено заміщення імплантатів ново-
утвореною незрілою сполучною тканиною. Крім того, біоімплантат цієї групи не деградував, а інтегрувався у тканини щурів.

ВИСНОВКИ. Наші результати показали, що децелюляризований бичачий перикард з використанням 0,1 % SDS може стати альтернатив-
ним матеріалом для тканинної інженерії та має потенціал для подальшого використання в кардіохірургії у людини.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: бичачий перикард; децелюляризація; імплантація; регенеративна медицина

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Потенційне використання децелюляризованого перикарда ве-
ликої рогатої худоби як природного каркаса для імплантатів є пер-
спективним підходом у галузі тканинної інженерії та регенеративної 
медицини. Бичачий перикард може бути використаний в тканинній 
інженерії як біоматеріал для реконструкції вроджених вад серця та 
виготовлення серцевих клапанів, судинних протезів та природніх 
латок [1, 2]. У всьому світі щороку виконується понад 300 000 за-
мін серцевих клапанів та понад 570 000 аортокоронарних шунтувань, 
тому існує велика потреба у розробці нових каркасних біопроте-
зів [3]. Більше того, вроджені вади серця трапляються з частотою 
близько 9 % [4]. На сьогоднішній день бичачий перикард, обробле-
ний глутаральдегідом, широко застосовується в серцево-судинній 
хірургії для оперативного лікування набутих та вроджених вад серця 
(закриття дефектів міжпередсердної та міжшлуночкової перегород-
ки); виготовлення тристулкових, мітральних та аортальних клапанів; 
протезування та пластики судин, стулок клапанів, тканин перикарда; 
профілактики спайок середостіння; біопротезування та пластики ма-
гістральних судин (висхідної аорти, кореня аорти) [5-10]. Незважаю-

чи на низку переваг цього біоматеріалу, проблема його кальцифікації 
та дегенерації in vivo досі не вирішена [11]. Тому триває активний 
пошук нових протоколів децелюляризації перикарда.

Отже, МЕТОЮ ДОСЛІДЖЕННЯ було оцінити біосумісність імплан-
татів з бичачого перикарда, який було децелюляризовано за допо-
могою фермента трипсину та аніонного детергента додецилсульфата 
натрію (sodium dodecyl sulfate – SDS) в різних концентраціях.

Виділення та обробка тканин. Дослідження проводили відпо-
відно до Загальних етичних принципів експериментів на тваринах 
(Страсбург, Франція, 1985 р.) та Закону України № 3447-IV «Про 
захист тварин від жорстокого поводження» (у поточній редакції від 
2009 р.). Перикард отримували від 12-18-місячних биків на бійні ТОВ 
«Антонівський м’ясокомбінат». Перикардіальні сумки розтинали,  
а неволокнисті компоненти видаляли. Зразки тканини розрізали  

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
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Рис. 1. Мікрофотографії гістологічних зрізів децелюляризованого бичачого перикарда перед імплантацією; забарвлення гематоксиліном/еозином, 
світлова мікроскопія, х200. А – нативний перикард; Б – група 1 (трипсин + 1 % SDS); В – група 2 (0,1 % SDS).

Рис. 2. Мікрофотографії гістологічних зрізів децелюляризованого бичачого перикарду перед імплантацією; забарвлення конго червоним, 
люмінесцентна мікроскопія х200. А – нативний перикард; Б – група 1 (трипсин + 1 % SDS); В – група 2 (0,1 % SDS).
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на шматочки розміром 40 × 40 мм. В дослідженні були протестовані 
три групи зразків перикарда (n = 5 у кожній), які включали два спосо-
би децелюляризації та нативну тканину.

Децелюляризація. Перший етап обробки вилученої тканини був 
загальним для обох груп: зразки піддавали осмотичному шоку, по-
міщаючи в стерильну дистильовану воду (5 штук на 500 мл розчину) 
при 4 ºC та перемішували на шейкері при 200 об/хв протягом 72 го-
дин. Воду міняли кожні 6-8 годин.

Зразки групи 1 обробляли 0,25 % розчином трипсину при 24 ºC, 
постійно струшуючи протягом 3 годин при 50 об/хв. Потім зразки цієї 
групи поміщали в 1 % розчин детергента додецилсульфата натрію. 
Зразки групи 2 готували з використанням SDS з низькою концентра-
цією 0,1 %. Розчин детергенту замінювали кожні 24 години. Загалом 
процес децелюляризації тривав 30 днів. Детоксикацію зразків прово-
дили промиванням у стерильній дистильованій H2O протягом 7 днів 
при температурі +4 ºC, постійно перемішуючи при 200 об/хв. Заміна 
H2O проводилась кожні 12 годин. Наступним кроком була стабіліза-
ція та фіксація отриманих зразків. Ми забезпечили стабілізацію та 
фіксацію всіх отриманих зразків у 70 % етанолі протягом 24 год при 
+4 ºC при постійному перемішуванні при 200 об/хв. Потім усі фраг-
менти децелюляризованого перикарду промивали стерильним 0,9 % 
розчином NaCl протягом 24 год при +4 ºC при постійному перемішу-
ванні при 200 об/хв. Додаткова стадія хімічної децелюляризації була 
досягнута за допомогою методу зшивання з використанням розчину 
EDC/NHS: 10 ммоль 1-етил-3-(3-диметиламінопропіл)карбодіїміду 
гідрохлориду (EDC), 10 ммоль N-гідроксисукциніміду (NHS) та 0,05 
моль 2-морфоліноетансульфонової кислоти (MES) при рН 5,6 [12]. 
Недецелюляризовані тканини перикарда слугували контролем.

Хірургічна процедура. П’ятнадцять самців щурів Wistar віком 4-5 
місяців вагою 190-230 г утримували в середовищі, вільному від па-
тогенів. Децелюляризований і стерилізований бичачий перикард імп-
лантували підшкірно у спину щура та експлантували через 3 місяці. 
Тварин поділили на 3 групи: контрольна група – нативний бичачий 

перикард (n = 5), група 1 – обробка трипсином + 1 % SDS (n = 5), 
група 2 – бичачий перикард, оброблений 0,1 % SDS (n = 5).

Хірургічне поле було поголено та очищено 70 % етиловим спир-
том. Операція проводилася в стерильних умовах. Внутрішньом’язову 
анестезію виконували із застосуванням ксилазина (Alfasan, Нідерлан-
ди) у дозі 1 мг/кг маси тіла у поєднанні з кетаміном (Біолік, Україна) 
у дозі 10 мг/кг. На спині тварини робили розріз довжиною 2 см, під-
шкірні кишені формували гострим шпателем, відокремлюючи жиро-
ву клітковину від м’язового шару. Підготовлені імплантати розміром 
1 × 1 см поміщали в кишеню та фіксували в кутах до м’язової ткани-
ни за допомогою шовного матеріалу «Кетгут Хром» (Голніт, Україна). 
Шкіру зашивали та обробляли антисептичним 1 % розчином  діаман-
тового зеленого (Галичфарм, Україна). Імплантати були виділені для 
гістологічного аналізу через 3 місяці після операції. Евтаназію про-
водили шляхом передозування диетилового ефіру.

Гістологічний аналіз. Фрагменти вилученої нативної (n = 5) та де-
целюляризованої (n = 10) тканини перикарда фіксували в 10 % ней-
тральному забуференому формаліні (Sigma-Aldrich, США) протягом 
1 години і занурювали в парафін. З отриманих блоків на мікротомі 
виготовляли зрізи товщиною 5 мкм, які фарбували гематоксиліном 
та еозином (Sigma-Aldrich, США), конго-червоним (Sigma-Aldrich, 
США) та трихромним барвником по Массону (Sigma-Aldrich, США). 
Забарвлені зразки досліджували за допомогою світлового мікро-
скопу BX 51 (Olympus, Японія) та люмінесцентного мікроскопу BX 40 
(Olympus, Японія).

Морфологічний аналіз децелюляризованої тканини перикарда. 
Гістологічний аналіз показав, що децелюляризовані тканини пери-
карда зберегли компоненти екстрацелюлярного матриксу без клітин 
та ядер (рис. 1). Забарвлення гематоксиліном та еозином свідчить 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
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про присутність видимих ядер клітин у нативному перикарді. Не було 
очевидної різниці в структурі екстрацелюлярного матриксу, у тому 
числі розподілі колагенових та еластинових волокон, між нативним 
та децелюляризованим бичачим перикардом в обох групах.

Фарбування тканин перикарда конго червоним показало, що ко-
лагеновий та еластичний компоненти екстрацелюлярного матриксу 
добре збереглися (рис. 2). На зрізах децелюляризованого бичачого 
перикарда групи 1 розподіл колагенових волокон виявився менш 
щільним, ніж в групі 2.

Стійкість децелюляризованої тканини перикарда in vivo. Ефек-
тивність заміщення та біосумісність децелюляризованого бичачого 
перикарда оцінювали шляхом підшкірної імплантації в міжлопаткову 
область щурів Wistar. Всі щури, яким імплантували нативні та децелю-
ляризовані трансплантати, вижили та успішно відновилися після опе-
рації. Трансплантати залишались в щурах Wistar протягом 3 місяців.

Як показало забарвлення гематоксилін/еозином та трихромом по 
Массону, через 12 тижнів після операції нативні імплантати конт-
рольних груп резорбувались, а тканина, здебільшого, була інфільтро-
вана макрофагами. На рис. 3 представлені результати гістологічного 
дослідження вилученого імплантата у щурів контрольної групи, яким 
імплантували необроблений нативний бичачий перикард. Як і слід 
було очікувати, перикард повністю деградував і елімінувався, зали-
шилась лише сполучна і м’язова тканина тварини-реципієнта. Тка-
нина інфільтрована лейкоцитами, що свідчить про запальні процеси  
в цій області. 

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

В групі 1 візуальна оцінка показала нижчий рівень інфільтрації 
лейкоцитами в децелюляризованих тканинах перикарда порівняно 
з нативними тканинами контрольної групи (рис. 4). Наявність нових 
судин та незрілої тканини на всій поверхні трансплантата групи 2 
свідчить про потенціал ремоделювання трансплантата при тривалій 
імплантації. У тварин 1 групи, де імплантований перикард обробляли 
трипсином та 1 % розчином SDS, в поперечно-смугастих м’язах, що 
оточували імплантат, спостерігали набряк м’язових волокон та незна-
чну інфільтрацію лімфоцитами, що свідчить про розвиток запалення. 
Область руйнування імплантату добре видно. У поперечно-смугастій 
м’язовій тканині спостерігався набряк м’язових волокон і застій, що 
свідчить про зупинку або уповільнення кровотоку в мікроциркулятор-
них судинах (головним чином в капілярах). Також в деяких ділянках 
зафіксовано явища сладж-феномену, який характеризується адгезі-
єю еритроцитів і лейкоцитів, що призводить до ускладнень перфузії 
крові по судинах мікроциркуляторного русла і утворення тромбів.

У тканинах групи 2 відзначали заміщення імплантатів зростаю-
чою незрілою сполучною тканиною по всій поверхні трансплантата. 
Також в області імплантату спостерігалася посилена васкуляризація 
сполучної тканини, а також новоутворені капіляри, заповнені еритро-
цитами (рис. 5). В частині капілярів спостерігався застій еритроцитів. 
Біоімплантати групи 2 не деградували, більше того, вони інтегрува-
лись в навколишні тканини експериментальних щурів.

Головною метою цього дослідження було використання сучасних 
підходів тканинної інженерії для отримання ксеногенних тканинних 

Рис. 3. Мікрофотографії гістологічних 
зрізів імплантатів нативного бичачого 
перикарда контрольної групи через 
3 місяці після підшкірної імплантації 
щурам; забарвлення гематоксиліном/
еозином та трихромом по Массону, 
світлова мікроскопія, х200. A – відсутність 
імплантованого нативного перикарда, 
інфільтрація тканини лейкоцитами (сині 
стрілки); Б – відсутність імплантованого 
нативного перикарда, набряк м’язової  
тканини (синя стрілка).

Рис. 4. Мікрофотографії гістологічних 
зрізів децелюляризованих імплантатів 
бичачого перикарду групи 1 через 3 
місяці після підшкірної імплантації щурам; 
світлова мікроскопія, х200. A – поперечно-
смугаста м’язова тканина щура навколо 
імплантату з утворенням згустків крові 
та набряком (синя стрілка); забарвлення 
гематоксиліном/еозином; Б – деградована 
частина імплантату (синя стрілка); трих-
ромне забарвлення по Массону.

Рис. 5. Мікрофотографії гістологічних 
зрізів децелюляризованих імплантатів  
бичачого перикарда групи 2 через  
3 місяці після підшкірної імплантації  
щурам; світлова мікроскопія, х200.  
А – утворення незрілої сполучної тканини 
по всій поверхні імплантата; забарвлення 
гематоксиліном/еозином; Б – утворен-
ня незрілої тканини по всій поверхні 
імплантата та капілярів з еритроцитами 
(синя стрілка); трихромне забарвлення по 
Массону.
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трансплантатів, придатних для трансплантації. Оскільки децелюля-
ризація забезпечує біоматеріал механічною стабільністю, функціо-
нальною надійністю, неімуногенністю та здатністю підтримувати ріст 
клітин, наступним етапом дослідження було тестування ксеногенної 
тканини на біосумісність in vivo. Отже, два зразки тканини бичачого 
перикарда, децелюляризованих за двома різними протоколами по-
рівнювали з нативною тканиною перикарда, з подальшою оцінкою 
здатності до біодеградації. В ідеальному імплантаті не повинно бути 
жодних клітин, оскільки вони містять потенційні антигени, які мо-
жуть провокувати імунну відповідь з розвитком реакції «трансплан-
тат проти хазяїна». При цьому такі каркаси мають мати достатню 
стабільність і здатність витримувати механічні навантаження про-
тягом тривалого часу, зберігаючи структуру екстрацелюлярного ма-
триксу [13, 14]. Однією з найважливіших вимог до безпеки скафолдів  
є біосумісність, яка є комплексною властивістю біоматеріалу та реак-
ції оточуючих тканин in vivo [15, 16]. Модель підшкірної імплантації 
щурів була використана для оцінки локальних реакцій тканини після 
імплантації двох типів децелюляризованих мембран бичачого пери-
карда, призначених для використання в кардіохірургії. Через 3 місяці 
після імплантації ознак відторгнення не спостерігалось для 2 типів 
децелюляризованих імплантатів. Тим не менше, різні реакції тканини 
щурів на два типи носіїв, оброблених в різний спосіб, відображені  
в гістологічних зрізах на рис. 4 і 5.

Таким чином, тестування матеріалу групи 1 не дало очікуваних по-
зитивних результатів in vivo. Імплантат деградував і викликав запальні 
реакції в навколишній тканині реципієнта. Такі результати виключають 
можливість подальшого використання його в кардіохірургії [17-21].

Добре відомо, що SDS є іонним детергентом, здатним 
зв’язуватися з колагеновими волокнами, тим самим руйнуючи їх 
та сприяючи набряку тканини, спричиненому потенційним розри-
вом водневих зв’язків колагенових волокон [14, 16]. Як відомо, SDS 
дуже сильно взаємодіє з білками екстрацелюлярного матриксу, що 
ускладнює його повне видалення [22]. Виходячи з цього факту, 
Courtman та ін. припустили, що використання SDS як реагенту для 
децелюляризації може, ймовірно, змінити термостабільність вмісту 
колагену та глікозаміногліканів [17]. Ning Lia та ін. також зазначили, 
що залишковий SDS у децелюляризованих тканинах може призвести 
до недостатньої їх репопуляції клітинами реципієнта після імпланта-
ції, що зменшує строк служби імплантату та пригнічує ріст тканин. 
Ці показники чітко корелювали у дослідженнях на щурах, де некроз 
навколо підсадженого носія був виявлений приблизно у 1 % імплан-
татів, оброблених SDS [23].

У той же час гістологічні дані свідчать про успішну інтеграцію імп-
лантату у щурів групи 2. У цьому випадку ми використовували 0,1 % 
розчин SDS, що в десять разів менше, ніж в попередньому варіанті 
для групи 1. Наші результати співпали з попередніми даними інших 
авторів, демонструючи, що 0,1 % SDS є кращим для децелюляризації 
перикарда, ніж 3 % або 0,5 % SDS, оскільки біологічні властивості 
зберігаються краще [24]. На основі цих спостережень можна при-
пустити, що безклітинний перикардіальний каркас, виготовлений із 
застосуванням 0,1 % SDS, може бути потенційно придатним для клі-
нічної імплантації людям.

ВИСНОВКИ

Таким чином, бичачий перикард був успішно децелюляризований 0,1 % розчином SDS з використанням зшиваючого агента NHS/EDC 
та зберіг свої первинні біологічні властивості після підшкірної імплантації щурам. Загалом, децелюляризована тканина бичачого пери-
карда є багатообіцяючою для її застосування у виробництві біоінженерних замінників тканин для кардіохірургії.
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