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Експериментальне обгрунтування перспективностi

застосування мiкроiнкапсульованої тканини

прищитоподiбної залози людини для терапiї сталого

пiсляоперацiйного гiпопаратиреозу

(Представлено членом-кореспондентом НАН України М.Д. Троньком)

Показано, що мiкроiнкапсульована тканина прищитоподiбної залози людини зберiгає ви-
соку гормональну активнiсть при тривалому культивуваннi та пiсля ксенотрансплан-
тацiї щурам з експериментальним гiпопаратиреозом, що свiдчить про перспектив-
нiсть її застосування для компенсацiї гiпофункцiонального стану паратиреоїдної сис-
теми в клiнiчнiй практицi.

Однiєю з найбiльш актуальних проблем трансплантацiї ендокринних тканин залишається
пошук способiв запобiгання реакцiї вiдторгнення трансплантата без необхiдностi призначен-
ня iмуносупресивної терапiї, застосування якої протягом тривалого часу може призводити
до зростання частоти випадкiв iнфекцiйних захворювань та злоякiсних новоутворень. Запо-
бiгти можливим негативним наслiдкам пересадки донорського матерiалу можна за допомо-
гою методу мiкроiнкапсуляцiї тканини або клiтин у капсули з бiосумiсними напiвпроникни-
ми мембранами, якi при збереженнi можливостi вiльної дифузiї малих поживних речовин,
гормонiв, месенджерiв i метаболiтiв створюють фiзичний бар’єр для iмунної системи реци-
пiєнта та виключають можливiсть проникнення лiмфоцитiв, лейкоцитiв, iмуноглобулiну та
комплементу [1]. Для виготовлення мiкрокапсул найчастiше застосовують бiополiмер альгi-
нат, який отримують з морських водоростей або вирощують у бiореакторi з використанням
бактерiй [2].

Уперше нова технологiя була застосована для трансплантацiї iмуноiзольованих острiвцiв
Лангерганса пiдшлункової залози щурам зi стрептозотоцинiндукованим цукровим дiабетом,
що забезпечувало життєздатнiсть i функцiонування ендокринної тканини, а також дозво-
ляло досягти зворотного розвитку дiабетичного стану у тварин протягом 2–3 тижнiв [3].

Позитивнi результати експериментальних дослiджень знайшли пiдтвердження в клiнi-
чнiй практицi. Так, внутрiшньочеревнi ксенотрансплантати мiкроiнкапсульованих неона-
тальних острiвцiв пiдшлункової залози поросят показали високу функцiональну активнiсть
(зменшення дози iнсулiну для iн’єкцiй на 34%, яке супроводжувалося зростанням рiвня
свинячого сироваткового С-пептиду) до двох рокiв спостереження у двох дорослих пацiєн-
тiв iз цукровим дiабетом першого типу, один з яких додатково отримував iмуносупресивну
терапiю [4].

Через 9,5 рокiв пiсля ксенотрансплантацiї проведення перорального тесту толерантностi
до глюкози у пацiєнта призводило до невеликого збiльшення в сироватцi кровi рiвня свиня-
чого iмунореактивного iнсулiну (за даними високоефективної рiдинної хроматографiї) [5].
При лапароскопiї були виявленi численнi мiкрокапсули, якi мiстили групи живих клiтин (за
даними флюоресцентної мiкроскопiї) з дифузно розсiяним iнсулiном i помiрною кiлькiстю
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глюкагону (за даними iмуногiстологiчного дослiдження), а при iнкубацiї видалених мiкро-
капсул з живими клiтинами в середовищi з високою концентрацiєю глюкози зафiксована
продукцiя невеликої кiлькостi iнсулiну.

У 1997 р. були опублiкованi результати першого клiнiчного застосування методу ало-
трансплантацiї мiкроiнкапсульованої тканини прищитоподiбної залози людини у пацiєнтiв
з пiсляоперацiйним гiпопаратиреозом [6]. Для компенсацiї симптомiв гiпокальцiємiї пацi-
єнтам внутрiшньовенно вводили кальцiй у дозах 4–8 г щодобово, а також давали високi
дози вiтамiну D. Починаючи з першої доби пiсля iмплантацiї паратиреоїдної тканини без
призначення iмуносупресивної терапiї щодобовi дози кальцiю та вiтамiну D були зменшенi
наполовину, а в момент виписування зi стацiонару вони становили 0,6 г i 0,25 мкг вiдповiд-
но. При цьому рiвень паратгормону людини, який до iмплантацiї не визначався в сироватцi
кровi жодного пацiєнта, зрiс до величини понад 20 пг/мл, а рiвень загального кальцiю пере-
вищував значення в 2,0 ммоль/л, що супроводжувалося вiдсутнiстю будь-яких симптомiв
гiпокальцiємiї.

Незважаючи на позитивнi результати компенсацiї гiпофункцiонального стану парати-
реоїдної системи за допомогою трансплантацiї мiкроiнкапсульованої тканини прищитопо-
дiбної залози, цi дослiдження не мали подальшого продовження. Причинами цього могли
бути багатоступiнчата процедура мiкроiнкапсуляцiї, яка пiдвищувала ризик мiкробної кон-
тамiнацiї, а також використання як гелеутворюючого катiона вiльних iонiв барiю, якi здатнi
пригнiчувати калiєвi канали в iнкапсульованих клiтинах i, як наслiдок, приводити до за-
гибелi останнiх [2].

Мета проведеного дослiдження полягала у вивченнi гормональної активностi мiкроiнка-
псульованої (з використанням як гелеутворюючого катiона вiльних iонiв кальцiю) тканини
прищитоподiбної залози людини за умови тривалого культивування i ксенотрансплантацiї
щурам з експериментальним гiпопаратиреозом.

Отриману в хiрургiчному вiддiлi клiнiки ДУ “Iнститут ендокринологiї та обмiну речовин
iм. В.П. Комiсаренка АМН України” тканину прищитоподiбної залози людини промивали
декiлька разiв стерильним 0,9%-м розчином хлориду натрiю з антибiотиками (з розрахун-
ку 100 Од бензилпенiцилiну натрiєвої солi та 100 мкг стрептомiцину сульфату на 1 мл
розчину), очищали вiд жирової та сполучної тканин, пiсля чого сiкли на шматочки роз-
мiром до 1 мм3 та знову промивали декiлька разiв стерильним 0,9%-м розчином хлориду
натрiю з антибiотиками.

Мiкроiнкапсуляцiю паратиреоїдної тканини проводили за стандартним методом [7], для
чого через перший канал генератора мiкрокапсул пропускали стерильний 1%-й розчин аль-
гiнату (“Fluka”, Норвегiя) з рiвномiрно розподiленими шматочками тканини, через дру-
гий канал — повiтря зi швидкiстю 8–10 л/хв. З вихiдного отвору генератора мiкрокапсули
з тканиною потрапляли в гелеутворюючий розчин хлориду кальцiю (100 ммоль/л, “Sigma”,
США), в якому їх iнкубували протягом 30 хв i промивали кiлька разiв 0,9%-м розчином
хлориду натрiю.

Мiкроiнкапсульовану паратиреоїдну тканину культивували по 5 мiкрокапсул у флакон-
чиках з 2 мл середовища RPMI-1640 (“Sigma”, США), яке мiстило 10% сироватки ново-
народженого теляти (“INC Biomedicals GmbH”, Нiмеччина) i антибiотики, при постiйному
обертаннi з частотою 10–12 об/год та температурi 37 ◦С. Змiну середовища культивування
проводили через день. На 4-ту, 7-му, 11-ту, 13-ту, 15-ту i 18-ту добу культивування вiдби-
рали алiквоти середовища та заморожували при −20

◦С для наступного визначення рiвня
паратгормону людини.
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Рис. 1. Рiвень паратиреоїдного гормону в середовищi культивування мiкроiнкапсульованої тканини прищи-
топодiбної залози людини

Для створення моделi експериментального гiпопаратиреозу у щурiв-самцiв масою тiла
100–150 г, якi утримувалися на стандартному рацiонi харчування, в асептичних умовах пiд
ефiрним наркозом видаляли прищитоподiбнi залози разом з прилеглою частиною щитопо-
дiбної залози.

Ксенотрансплантацiю мiкроiнкапсульованої паратиреоїдної тканини людини в 2,0 мл
стерильного 0,9%-го розчину хлориду натрiю проводили тваринам у пiдшкiрну жирову
основу черевної стiнки або внутрiшньочеревно пiд ефiрним наркозом. На 7-му, 14-ту, 26-ту,
36-ту, 43-тю i 69-ту добу пiсля iмплантацiї у щурiв вiдбирали алiквоти сироватки кровi та
заморожували при −20

◦С для наступного визначення рiвня паратгормону людини.
Кiлькiсне визначення рiвня паратгормону людини в алiквотах середовища культивуван-

ня та сироватки кровi тварин проводили iмунорадiометричним методом з використанням
набору реактивiв “hPTH-120 min IRMA” (“BioSource Europe S.A.”, Бельгiя).

До початку дослiдження було отримано позитивне рiшення Комiсiї з етики Iнституту,
а також iнформована згода вiд кожного пацiєнта. Усi манiпуляцiї з тваринами проводи-
лися вiдповiдно до положень “Європейської конвенцiї про захист хребетних тварин, якi
використовуються для експериментальних та iнших наукових цiлей” (Страсбург, 1985 р.)
i нацiональних норм з бiоетики (I Нацiональний конгрес з бiоетики, Київ, 2001 р.).

Обробку даних здiйснювали стандартними методами варiацiйної статистики iз застосу-
ванням критерiю t Стьюдента.

За результатами проведених дослiджень встановлено наявнiсть високої гормональної
активностi мiкроiнкапсульованої тканини прищитоподiбної залози людини в динамiцi три-
валого культивування (рис. 1). Так, базальний рiвень паратгормону в культуральному се-
редовищi зазнавав певних коливань i становив на 4-ту, 7-му, 11-ту, 13-ту, 15-ту i 18-ту до-
бу культивування вiдповiдно (30,11 ± 3,81) пг/мл (n = 3), (25,34 ± 13,66) пг/мл (n = 3),
(31,94 ± 24,65) пг/мл (n = 3), (20,93 ± 11,09) пг/мл (n = 3), (16,34 ± 7,25) пг/мл (n = 3)
i (27,25 ± 21,76) пг/мл (n = 2).

Ксенотрансплантацiя мiкроiнкапсульованої паратиреоїдної тканини людини супрово-
джувалася появою паратгормону людини в кровi щурiв, рiвень якого на 7-му добу ста-
новив (49,08 ± 8,38) пг/мл (n = 3), на 14-ту — (29,40 ± 8,08) пг/мл (n = 2), на 26-ту —
(20,49±3,61) пг/мл (n = 3), на 36-ту — (24,23±8,68) пг/мл (n = 3), на 43-тю — (32,93±10,15)
пг/мл (n = 3) i на 69-ту — (32,01 ± 4,98) пг/мл (n = 5) (рис. 2).

В останнi роки експериментальнi та клiнiчнi дослiдження з використанням мiкроiнка-
псульованих ендокринних тканин значно активiзувалися. Так, Мiнiстерство охорони здо-
ров’я Iталiї офiцiйно схвалило технiчнi протоколи на процедуру очищення альгiнату для
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Рис. 2. Рiвень паратиреоїдного гормону в сироватцi кровi щурiв пiсля ксенотрансплантацiї мiкроiнкапсу-
льованої тканини прищитоподiбної залози людини

клiнiчного застосування, спосiб iммобiлiзацiї острiвцiв пiдшлункової залози людини в аль-
гiнатних мiкрокапсулах та мiнiмально iнвазивну технiку iмплантацiї мiкроiнкапсульованих
острiвцiв Лангерганса людини в черевну порожнину реципiєнта, а також дало дозвiл на
проведення першої фази клiнiчного дослiдження ефективностi трансплантацiї мiкроiнка-
псульованих острiвцiв пiдшлункової залози людини 10 пацiєнтам з цукровим дiабетом пер-
шого типу без застосування iмуносупресiї [8].

Попереднi результати першої фази пiлотного клiнiчного дослiдження алотранспланта-
цiї мiкроiнкапсульованих острiвцiв пiдшлункової залози людини пацiєнтам з довготривалим
(20–25 рокiв) цукровим дiабетом першого типу, якi отримували iнтенсивну iнсулiнотерапiю
i у яких не визначався сироватковий С-пептид, без застосування iмуносупресивних препа-
ратiв показали, що через декiлька тижнiв пiсля iмплантацiї у всiх реципiєнтiв вiдбувається
поступове зниження споживання екзогенного iнсулiну, покращення показникiв середнього
щоденного рiвня глюкози кровi, поява та пiдвищення рiвня сироваткового С-пептиду, зни-
ження рiвня глiкованого гемоглобiну, що супроводжується зникненням випадкiв тяжких
гiпоглiкемiй [9]. Саму процедуру трансплантацiї проводили внутрiшньочеревно пункцiєю
пiд мiсцевою анестезiєю та ехографiчним контролем, що робить її простою, неiнвазивною,
безболiсною та виключає побiчнi мiсцевi ефекти.

Таким чином, використання як гелеутворюючого катiона iонiв кальцiю при проведен-
нi процедури мiкроiнкапсуляцiї дозволяє iмуноiзольованiй тканинi прищитоподiбної залози
людини зберiгати високу гормональну активнiсть при тривалому культивуваннi та пiсля
ксенотрансплантацiї щурам з експериментальним гiпопаратиреозом, що свiдчить про пер-
спективнiсть її застосування для компенсацiї гiпофункцiонального стану паратиреоїдної
системи в клiнiчнiй практицi.
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I. P. Pasteur

Experimental justification of the prospects of using a microencapsulated

human parathyroid tissue for treatment of persistent postoperative

hypoparathyroidism

Microencapsulated human parathyroid tissue preserves the high ability to secrete parathormone in
long-term culture and after transplantation to rats with experimental hypoparathyroidism, which
suggests good prospects of using this tissue in the presence of the compensated hypofunctional state
of the parathyroid system in clinical practice.
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