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Национальный 
трансплантационный 
регистр: 
от рекомендаций ВОЗ 
к госу дарственной 
системе учета  
донорских органов,  
доноров   
и реципиентов
Закон Российской Федера-

ции от 22  декабря 1992  года 
№ 4180‑1 «О трансплантации 
органов и(или) тканей челове-
ка» определил условия и порядок 
трансплантации органов и(или) 
тканей, опираясь на современ-
ные достижения науки и меди-
цинской практики, а также учи-
тывая руководящие принципы 
Всемирной организации здраво-
охранения по трансплантации 
человеческих клеток, тканей и 
органов.
Сложившаяся к настоящему времени госу-

дарственная система учета донорских орга-
нов и тканей человека, доноров и реципиентов 
осуществляется согласно Федеральному зако-
ну от 13.07.2015 года № 271-ФЗ «О внесении 
изменений в Федеральный закон «Об основах 
охраны здоровья граждан в Российской Фе-
дерации». Порядок учета сформулирован в 
приказе Минздрава России от 8 июня 2016 г. 
№ 355н «Об утверждении порядка учета до-
норских органов и тканей человека, доноров 
органов и тканей, пациентов (реципиентов), 
форм медицинской документации и формы 
статистической отчетности…».
В нашем журнале ежегодно публикуются 

сообщения трансплантационного Регист
ра Российского трансплантологического 
общества (РТО). Трансплантационный ре-

National  
transplantation  

register:  
From WHO recommendations  

to t he state  
accounting system  
of donor organs,  

donors  
and recipients

The law of the Russian Fe-
deration of December 22, 1992 
No. 4180‑1 “About transplantati-
on of organs and (or) human tis-
sues” defined the conditions and 
procedure for transplantation of 
organs and (or) tissues, based on 
modern achievements of science 
and medical practice, and also 
taking into account the guidelines 
of the World Health Organization 
transplantation of human cells, 
tissues and organs.

The current state system of registration of do-
nor organs and human tissues, donors and reci-
pients is implemented in accordance with Federal 
Law of July 13, 2015 No. 271 “On Amending the 
Federal Law “On the basics of protecting the 
health of citizens in the Russian Federation”. The 
accounting procedure is formulated in the order 
of the Ministry of Health of Russia dated June 8, 
2016 No. 355n “On approval of the accounting 
procedure for donor organs and human tissues, 
organ and tissue donors, patients (recipients), 
medical documentation forms and statistical re-
porting forms…”

Our journal annually publishes messages from 
the transplant registry of the Russian Transplant 
Society (RTS). The RTS transplant registry has 
existed for more than 10 years. The need for it 
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гистр РТО существует более 10  лет. По
требность в нем возникла давно, и год от года 
она возрастала по мере развития донорства 
и трансплантации органов в стране, с рас-
ширением географии трансплантационных 
программ и увеличением числа центров транс-
плантации. Созданию регистра способство-
вали консолидация медицинского сообщества 
трансплантологов в Российское трансплан-
тологическое общество (октябрь 2008 г.), а 
также объединение ведущих трансплантоло-
гов страны под эгидой профильной комиссии 
по трансплантологии Минздрава России (май 
2009 г.).
Данные Регистра РТО предоставляются в 

международные регистры: International Re-
gistry of Organ Donation and Transplantation 
(IRODaT); Registry of the European Renal As-
sociation – European Dialysis and Transplant 
Association, ERA – EDTA Registry; Registries 
of the International Society for Heart and Lung 
Transplantation – ISHLT Registries.
С 2016 г. Регистр РТО используется в ка-

честве инструмента контроля качества и 
полноты сбора данных в информационной 
системе учета донорских органов и тканей 
человека, доноров и реципиентов.
Таким образом, формирование существую-

щего современного Национального трансплан-
тационного регистра явилось результатом 
поступательного движения от рекомендаций 
ВОЗ к государственной системе учета донор-
ских органов, доноров и реципиентов.

С уважением
академик РАН С.В. Готье

arose long ago, and from year to year it increa-
sed with the development of organ donation and 
organ transplantation, with the expansion of the 
geography of transplantation programs and an 
increase in the number of transplantation cen-
ters. The creation of the register was facilitated 
by the consolidation of the medical community of 
transplantologists into the Russian Transplanto-
logy Society (October 2008), as well as the union 
of the country’s leading transplantologists under 
the auspices of the relevant transplantology com-
mission of the Russian Ministry of Health (May 
2009).

The RTS Register data is provided to the in-
ternational registries: International Registry of 
Organ Donation and Transplantation (IRODaT); 
Registry of the European Renal Association – 
European Dialysis and Transplant Association, 
ERA – EDTA Registry; Registries of the Interna-
tional Society for Heart and Lung Transplantati-
on – ISHLT Registries.
Since 2016, the RTS Register has been used 

as a tool for quality control and completeness of 
data collection in the information system for re-
cording donor organs and human tissues, donors 
and recipients.
Thus, the formation of the existing modern Na-

tional Transplantation Register was the result of 
a progressive movement from WHO recommenda-
tions to the state system of registration of donor 
organs, donors and recipients.

Sincerely
Academician of the RAS, S.V. Gautier
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DOI: 10.15825/1995-1191-2019-4-7-13

Трансплантация сердца у реципиентов  
с исходной легочной гипертензией:  
9-летний опыт НМИЦ имени В.А. Алмазова
М.А. Симоненко, Г.В. Николаев, К.Н. Маликов, П.А. Федотов, Ю.В. Сазонова, 
М.А. Борцова, В.Е. Рубинчик, А.О. Маричев, А.Е. Баутин, М.Ю. Ситникова, 
М.Л. Гордеев, М.А. Карпенко
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» 
Минздрава России, Санкт-Петербург, Российская Федерация

Цель. Оценить влияние исходной легочной гипертензии (ЛГ) на ранние и отдаленные результаты после 
трансплантации сердца (ТС). Материалы и методы. С января 2010-го по декабрь 2018 г. было выполнено 
112 ТС. По результатам катетеризации правых отделов сердца все реципиенты были разделены на 2 груп-
пы: 1-я группа – с ЛГ (n = 76; среднее давление в легочной артерии (ДЛА) ≥25 мм рт. ст.), 2-я группа – 
без ЛГ (n = 36; ср. ДЛА <25 мм рт. ст.). Средний возраст пациентов 1-й группы составил 46,4 ± 14,9 года, 
исходное легочное сосудистое сопротивление (ЛСС) – 3,5 ± 1,5 ед. Вуда, ЛСС после теста на реверсию 
(оксид азота – 80 ppm, илопрост 20 мкг) – 2,8 ± 1,0 ед. Вуда, систолическое ДЛА (ДЛАс) – 50,1 ± 13,4 мм 
рт. ст. Средний возраст во 2-й группе был 47,3 ± 12,2 года, ЛСС – 2,1 ± 0,8 ед. Вуда, ДЛАс – 27,4 ± 5,3 мм 
рт. ст. Проведена оценка в динамике показателей раннего послеоперационного периода (длительность 
ИВЛ, применение вазодилататоров и инотропной поддержки и длительность нахождения в отделении 
реанимации (ОР), 30-дневная летальность) и отдаленных результатов (ЭхоКГ) после ТС. Результаты. 
Восьми пациентам (11%) из 1-й группы и одному (3%) из 2-й группы ввиду развившейся после ТС острой 
правожелудочковой сердечной недостаточности (ПЖ СН) была установлена система ЭКМО по вено-ар-
териальной методике. Наличие ЛГ не повлияло на длительность нахождения реципиентов на ИВЛ, про-
ведения инотропной поддержки и сроки пребывания пациентов в ОР. Терапия левосименданом в раннем 
послеоперационном периоде чаще проводилась в 1-й группе (n = 29) по сравнению со 2-й группой (n = 6) 
(Хи-квадрат = 0,048), также как и ингаляции оксида азота (1-я группа – 54; 2-я группа – 7), Хи-квадрат 
p = 0,003). Использование силденафила после ТС было сравнимо в обеих группах (Хи-квадрат p = 0,048). 
В ранние сроки после ТС умерло 14 пациентов, 30-дневная летальность была сопоставима в обеих группах 
(Хи-квадрат – p = 0,12). Через 6 месяцев после ТС в группах не было выявлено различия в уровне ДЛАс 
(p = 0,21) и ЛСС (p = 0,07). Заключение. У пациентов с исходной ЛГ после ТС отмечается более тяжелый 
ранний послеоперационный период, в том числе большая частота развития ПЖ СН с необходимостью 
имплантации ЭКМО. Уровень ЛСС более 3,5 ед. Вуда не является пороговым значением для выполнения 
ТС. У пациентов с исходной ЛСС более 3,5 ед. Вуда после ТС достигаются сопоставимые результаты по 
сравнению с больными без исходной ЛГ, что позволяет рассматривать таких пациентов для включения в 
ЛОТС. Летальность в течение 30 дней и длительность нахождения на ИВЛ после ТС у пациентов с ис-
ходной ЛГ и без нее не отличались. Вне зависимости от исходного уровня ДЛАс и ЛСС у всех пациентов 
после ТС происходит улучшение этих показателей. Через 6 месяцев после ТС у больных вне зависимости 
от наличия исходной ЛГ не было выявлено различия в уровне ДЛАс и ЛСС.
Ключевые слова: трансплантация сердца, сердечная недостаточность, легочная гипертензия, 
давление в легочной артерии, легочное сосудистое сопротивление, вазодилататоры.
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ВВЕДЕНИЕ
Выбор лечебной тактики у пациентов с тяжелой 

сердечной патологией и сопутствующей легочной ги-
пертензией (ЛГ) остается одной из нерешенных про-
блем отбора потенциальных реципиентов на транс-
плантацию сердца (ТС). Согласно рекомендациям 
Европейского сообщества кардиологов (European 
Society of Cardiology, ESC), ЛГ считается среднее 
давление в легочной артерии (ДЛА) ≥25 мм рт. ст. [1]. 
C. Roldaan предлагает разделение легочной гипертен-
зии на 3 группы: легкая (ДЛА систолическое (ДЛАс) 
35–45 мм рт. ст.), умеренная (ДЛАс 46–60 мм рт. ст.), 
тяжелая (ДЛАс более 60 мм рт. ст.) [2]. В литературе 
не существует однозначного мнения, позволяющего 
определить противопоказания к ТС при наличии у 

пациента ЛГ. G.F. Delgado et al. и M.C. Deng et al. 
считают 2,5 ед. Вуда предельным значением легочно-
сосудистого сопротивления (ЛСС) при постановке в 
лист ожидания ТС (ЛОТС) [3, 4]. Ross et al. полагают, 
что ДЛАс более 50 мм рт. ст. и ЛСС более 3–4 ед. 
Вуда, измеренные после фармакологического тес-
та, должны рассматриваться как противопоказание 
к проведению ТС [5]. По мнению J. Kettner et al., 
тяжелая ЛГ (ДЛАс >50 мм рт. ст.) больше не явля-
ется противопоказанием к ТС [6]. Согласно S. Klotz 
et al., реципиенты с обратимой ЛГ до ТС могут быть 
сопоставимы с больными без ЛГ, так как, несмотря 
на высокий риск осложнений, в отдаленном периоде 
не было выявлено значимого влияния на выживае-
мость [7].

Heart transplantation in recipients  
with initial pulmonary hypertension:  
9 years of experience in Almazov National Medical 
Research Centre
M.A. Simonenko, G.V. Nikolaev, K.N. Malikov, P.A. Fedotov, Yu.V. Sazonova, 
M.A. Bortsova, V.E. Rubinchik, A.O. Marichev, A.E. Bautin, M.Yu. Sitnikova,  
M.L. Gordeev, M.A. Karpenko
Almazov National Medical Research Centre, Saint-Petersburg, Russian Federation

Aim: to estimate the impact of initial pulmonary hypertension (PHT) on early and long-term outcomes after 
heart transplantation (HTx). Materials and methods. Between January 2010 and December 2018 we performed 
112 HTx. Recipients were separated into 2 groups according to right heart catheterization results: 1st group – 
patients with PHT (n = 76; mean PAP ≥25 mm Hg) and 2nd group – without PHT (n = 36; mean PAP <25 mm 
Hg). Mean age of recipients in 1st group was 46,4 ± 14,9 year-old, pulmonary vascular resistance (PVR) – 3,5 ± 
1,5 WU, PVR after reduction test (NO 80 ppm, Iloprost 20 mkg) – 2,8 ± 1,0 WU, pulmonary artery systolic 
pressure (PASP) – 50,1 ± 13,4 mm Hg. Mean age of recipients in 2nd group was 47,3 ± 12,2 year-old, PVR – 
2,1 ± 0,8 WU, PASP – 27,4 ± 5,3 mm Hg. Outcomes were estimated by the early-term (duration on ventilator 
and inotrope support, vasodilator indications, time in ICU, mortality) and long-term (TTE data) post-transplant 
results. Results. After HTx 8 patients (11%) from 1st group and 1 (3%) – from 2nd group due to right heart failure 
(RHF) were implanted ECMO. There was no impact of pre-transplant PHT on the duration of ventilator support, 
duration of inotropic support and time spent in ICU. Levosimendan treatment was successfully used in 29 patients 
from 1st group and in 6 – from 2nd group (chi-square test = 0,048), the same as nitric oxide – 61 (n = 54 from 1st 
group, chi-square test = 0,003). During 6 months after HTx the frequency of Sildenafil use between groups was 
comparable (chi-square test = 0,048). During early post-transplant follow-up 14 patients died, 30-day mortality 
was comparable between the groups (chi-square test – p = 0,12). Six months after HTx the level of PASP (34,2 ± 
7,1 vs. 33,8 ± 4,8 mm Hg, p = 0,21) and PVR (1,8 ± 0,6 vs. 1,5 ± 0,4 WU, p = 0,07) did not differ between groups. 
Conclusion. Time in ICU of patients with PHT is complicated and has a higher risk of RHF that can require 
ECMO. The level of PVR more than 3,5 WU is not limiting for performing HTx. After HTx patients with initial 
PVR more than 3,5 WU shows comparable results with those who did not have PHT what allows consider them 
for including in HTx waiting list. In addition, 30-day in patient mortality and duration of ventilator support did 
not differ between recipients with or without PHT prior HTx. In dynamic after HTx all patients with reversible 
PHT prior surgery showed decreasing of PASP and PVR. In 6 months after HTx there was no difference of PASP 
and PVR between patients from both groups.
Key words: heart transplantation, heart failure, pulmonary hypertension, pulmonary artery systolic 
pressure, pulmonary vascular resistance, vasodilators.
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Наличие ЛГ увеличивает риск развития острой 
правожелудочковой недостаточности (ПЖ СН) в пер-
вые сутки после пересадки, что нередко требует ис-
пользования устройств вспомогательного кровообра-
щения – аппаратов экстракорпоральной мембранной 
оксигенации (ЭКМО), применения левосимендана и 
связано с развитием тяжелых осложнений [8, 9]. Так, 
в исследовании Mogollon et al., посвященном ана-
лизу 39 трансплантаций сердца у реципиентов с ЛГ 
(причем у 30,8% пациентов среднее ДЛА превышало 
35 мм рт. ст.), было выявлено увеличение ранней 
послеоперационной летальности до 50% [10]. По ре-
зультатам S. Klotz et al. в течение 30 дней после ТС 
проявления ПЖ СН развились у 64% реципиентов 
с ЛГ, в то время как этот показатель у больных без ЛГ 
составил только 27% [7]. Однако в работе Z. Zeng 
et al. значимого различия частоты смертности в груп-
пах с ЛГ и без исходной ЛГ выявлено не было [11]. 
В исследовании S. Klotz et al. у большинства паци-
ентов наблюдалась обратимость ЛГ после ТС [12]. 
При этом не наблюдалось статистически значимой 
разницы выживаемости как среди группы пациентов 
с ЛГ, так и без исходной ЛГ [12, 13]. E. Gude et al. 
показали, что реципиенты, у которых ДЛА среднее 
было более 20 мм рт. ст., через год после ТС имели 
более низкую выживаемость, чем больные со сред-
ним ДЛА меньше 20 мм рт. ст. [14]. В настоящее 
время нет единого мнения о пороговых значениях 
выраженности ЛГ для отбора на ТС.

По результатам B. Lindelow et al., начиная с ран-
него посттрансплантационного периода у пациентов 
с ЛГ была отмечена быстрая положительная динами-
ка – уменьшение ДЛА – без проведения иной сопут
ствующей терапии [15]. После проведения ТС у па-
циентов наблюдалась нормализация всех показателей 
(снижение ДЛА, ЛCC) [16]. Кроме того, результаты 
ТС у больных с ЛГ показывают разные подходы и 
отсутствие единого отношения к пограничным значе-
ниям данных показателей при отборе для ТС. Разные 
исследования показывают неоднозначность влияния 
исходной ЛГ на течение раннего посттранспланта-
ционного периода и летальность. Таким образом, 
вопросы, связанные с отбором и ведением больных с 
сопутствующей ЛГ после ТС, требуют дальнейшего 
изучения. Целью данной работы было оценить влия-
ние исходной ЛГ на ранние и отдаленные результаты 
после ТС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В период с января 2010-го по декабрь 2018 г. вы-

полнено 112 ортотопических ТС по бикавальной 
методике, 82 мужчинам и 30 женщинам, средний 
возраст реципиентов был 46,7 ± 14,0 года. До ТС 
фракция выброса левого желудочка (ФВ ЛЖ) со-

ставляла 22,3 ± 10,1%. Причинами развития ХСН 
были: ишемическая болезнь сердца – 49% (n = 55), 
дилатационная кардиомиопатия – 28% (n = 31), не-
компактный миокард – 8% (n = 9), аритмогенная 
дисплазия правого желудочка – 3,6% (n = 4), врож-
денный порок сердца (ВПС) – 3,6% (n = 4), хрони-
ческая ревматическая болезнь сердца – 2,7% (n = 3), 
гипертрофическая кардиомиопатия (ГКМП) – 2,7% 
(n = 3), саркоидоз сердца – 0,9% (n = 1), амилоидоз 
сердца – 0,9% (n = 1) и рестриктивная кардиомиопа-
тия (РКМП) – 0,9% (n = 1). До ТС 13 реципиентам 
были имплантированы устройства механической 
поддержки кровообращения (МПК): система экс-
тракорпоральной мембранной оксигенации (n = 6), 
бивентрикулярная МПК Berlin Heart EXCOR (n = 8). 
У данной группы пациентов были признаки ХСН 
III–IV ФК (ФВ ЛЖ по Симпсону от 8 до 29%, TAPSE 
менее 10 мм), явления полиорганной недостаточнос-
ти (ПОН).

Всем больным до ТС проводилась катетеризация 
правых камер сердца с целью оценки уровня ЛСС, 
показателей центральной гемодинамики. Пациенты 
были разделены на 2 группы: 1-я группа – с наличием 
легочной гипертензии (ДЛА среднее ≥25 мм рт. ст.), 
2-я группа – без легочной гипертензии (ДЛА среднее 
<25 мм рт. ст.). В 1-й группе у 47% (n = 36) пациентов 
выполнялся тест на обратимость ЛГ с ингаляцией 
оксида азота (80 ppm) или илопроста 20 мкг [17].

Средний возраст больных в 1-й группе (n = 76) 
составил 46,4 ± 14,9 года, значение ЛСС – 3,5 ± 1,5 
(от 1,25 до 8,30) ед. Вуда, значение ЛСС после теста 
на обратимость – 2,8 ± 1,0 (от 0,7 до 5,0) ед. Вуда, 
ДЛАс – 50 ± 13 (от 27 до 97) мм рт. ст. У 6 пациентов 
из 1-й группы, которым была имплантирована МПК 
Berlin Heart EXCOR в качестве моста к ТС, средний 
возраст – от 19 до 39 лет, значение ЛСС – от 2,9 до 
4,5 ед. Вуда, значение ЛСС после теста на обрати-
мость – от 2,5 до 4,6 ед. Вуда, ДЛАc – от 42 до 58 мм 
рт. ст. Во 2-й группе (n = 36) средний возраст был 
47,3 ± 12,2 года, ЛСС – 2,1 ± 0,8 (от 0,8 до 3,7) ед. 
Вуда, ДЛАc – 27,4 ± 5,3 (от 14 до 36) мм рт. ст. Воз-
раст пациентов между 2 группами не отличался (p = 
0,096). Уровень давления заклинивания в легочной 
артерии (ДЗЛА) в 1-й группе – 20,7 ± 6,8 (от 4 до 32) 
мм рт. ст. (в том числе у реципиентов с МПК Berlin 
Heart EXCOR – от 19 до 28 мм рт. ст.), во 2-й группе – 
11,1 ± 4,4 (от 3 до 20) мм рт. ст. (p = 0,023).

Также 23 пациентам до ТС из 1-й группы проводи-
лась терапия левосименданом [18] и 4 – силденафи-
лом, у 20 из них на момент операции сохранялась ЛГ. 
Из сопутствующих заболеваний необходимо отме-
тить наличие хронической обструктивной болезни 
легких у 15 пациентов, перенесенной тромбоэмболии 
легочной артерии в анамнезе – у 33.
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Ближайшие результаты оценивали по длитель-
ности инотропной поддержки, искусственной вен-
тиляции легких (ИВЛ) и нахождения в отделении 
реанимации и интенсивной терапии (ОРИТ), частоте 
летальных исходов, необходимости применения ле-
восимендана, силденафила или ингаляций оксида 
азота. Инотропной поддержкой после ТС считали 
применение дофамина, добутамина и эпинефрина. 
Вазопрессорная поддержка проводилась норэпи-
нефрином.

Для оценки отдаленных результатов через 6 меся-
цев после ТС выполняли трансторакальную эхокар-
диографию (ЭхоКГ). Для расчета ЛCC применялась 
формула 10 × (Vmax × Th/VТIRVOT) + 0,16, для расчета 
ДЗЛА – по S.P. Nagueh 1,24 × E/Em + 1,9 [19]. Также 
по ЭхоКГ оценивалось наличие регургитации три-
куспидального (ТрК) и митрального (МК) клапанов.

Статистическая обработка данных производи-
лась с использованием программы SPSS 21.ORU. 
В случаях нормального распределения показателей 
статистическую значимость различий между груп-
пами оценивали с применением метода Стьюдента, 
а данные представлены в виде «средние значение ± 
стандартное отклонение (M ± SD)». При распределе-
нии, отличном от нормального, для оценки различий 
использовали непараметрический метод Манна–Уит-
ни, данные представлены в виде медиан (Ме) [25-й; 
75-й процентиль]. При описании групп менее 20 па-
циентов данные были представлены в виде медианы, 
минимальных и максимальных значений признака. 
Для оценки различий в качественных параметрах 
использовали точный критерий Фишера. Критери-
ем статистической значимости полученных выводов 
считали р < 0,05. Данное исследование проводилось 
в соответствии с принципами Хельсинкской декла-
рации.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранний послеоперационный период у всех па-

циентов протекал с проявлениями сердечно-сосу-
дистой недостаточности по бивентрикулярному 
типу. Значимого отличия в длительности нахожде-
ния пациентов на инотропной поддержке в раннем 
послеоперационном периоде не было отмечено (5 
[4; 10] и 5 [3; 7] суток, U-критерий Манна–Уитни 
p = 0,21). Наличие ЛГ не повлияло на длительность 
нахождения реципиентов на ИВЛ после проведения 
пересадки сердца (1 [1; 2] и 1 [1; 2] сутки, U-критерий 
Манна–Уитни p = 0,8). Восьми пациентам (11%) из 
1-й группы и одному (3%) пациенту из 2-й группы 
ввиду развившейся после ТС острой ПЖ СН были 
установлены системы ЭКМО по вено-артериальной 
методике. Также трем больным (4%) из 1-й группы 
и одному (3%) из 2-й группы вследствие развития 

трикуспидальной недостаточности (ТН) 4-й степени 
после ТС была выполнена пластика ТрК по Батиста. 
У 2 реципиентов из 1-й группы имела место ранняя 
дисфункция сердечного трансплантата, во 2-й группе 
такого осложнения не наблюдалось. При эндомио-
кардиальной биопсии у пациентов с пластикой ТрК 
признаков отторжений в течение первого месяца на-
блюдения не было.

Результаты исследования показали, что количес-
тво пациентов с осложненным периодом после ТС, 
находившихся более 10 суток в ОРИТ, оказалось 
больше в 1-й группе (39%, n = 30), чем во 2-й (19%, 
n = 7), Хи-квадрат p = 0,04. При сравнении общей 
длительности нахождения в ОРИТ между двумя 
группами статистически значимых различий не вы-
явлено (8 [6; 13] и 7 [6; 10] суток соответственно, 
p = 0,18).

Вместе с тем в раннем послеоперационном пе-
риоде терапия левосименданом чаще проводилась 
в 1-й группе (n = 29) по сравнению со 2-й (n = 6), 
Хи-квадрат p = 0,048. Также значимо большее число 
больных из 1-й группы (n = 54) получали ингаляции 
оксида азота по сравнению со 2-й группой (n = 7), 
Хи-квадрат p = 0,003. Использование силденафила 
с раннего послеоперационного периода до 6 меся-
цев после трансплантации было сравнимо в обеих 
группах: в 1-й – 25 пациентов, во 2-й – 6 пациентов, 
Хи-квадрат = 0,048.

В ранние сроки после ТС в исследуемой популя-
ции умерло 14 пациентов, 30-дневная летальность 
была сопоставима в обеих группах: 1-я группа – 12 
(15%) пациентов, 2-я – 2 (6%) пациента, Хи-квадрат 
p = 0,12. Отличием 1-й группы было то, что в течение 
1 месяца после ТС пять реципиентов умерло на фоне 
установленной по поводу острой ПЖ СН ЭКМО.

Через 6 месяцев после ТС в группах не было вы-
явлено различия в уровне ДЛАc (34,2 ± 7,1 и 33,8 ± 
4,8 мм рт. ст., p = 0,21) и ЛСС (1,8 ± 0,6 и 1,5 ± 0,4 ед. 
Вуда, p = 0,07). В 1-й группе произошло снижение 
ДЛАc у всех пациентов после проведения ТС (48,3 ± 
12,5 и 34,0 ± 7,0 мм рт. ст. соответственно, р < 0,001). 
При этом у 32% (n = 24) из 1-й группы через 6 меся-
цев после ТС сохранялась ЛГ (ДЛАс 40,4 ± 4,8 мм 
рт. ст.). Через 6 месяцев после ТС у пациентов из 
1-й группы произошло снижение уровня ЛCC (3,7 ± 
1,4 и 1,8 ± 0,5 ед. Вуда соответственно, p < 0,001). В 
том числе положительная динамика была выявлена 
у реципиентов, которые до ТС находились на МПК 
Berlin Heart EXCOR: ДЛАс с 50 (от 42 до 58) мм рт. 
ст. до 36 (от 29 до 38) мм рт. ст.; ЛСС с 4,1 (от 2,9 
до 4,50) до 2,1 (от 1,9 до 3,4) ед. Вуда. Через 6 ме-
сяцев после ТС у пациентов из 2-й группы данных 
за развитие ЛГ получено не было, показатели ДЛА 
систолического и ЛСС были в пределах нормы.



11

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ ОРГАНОВ

Через 6 месяцев уровень ДЗЛА после ТС в обеих 
группах значимо не отличался (12,4 ± 6,1 и 11,1 ± 
4,7 мм рт. ст. соответственно, p = 0,27), однако в 
1-й группе отмечено значимое снижение этого по-
казателя по сравнению с уровнем ДЗЛА до ТС (17,0 ± 
7,9 и 11,5 ± 5,3 мм рт. ст. соответственно, p < 0,001).

Через 6 месяцев после ТС встречаемость и тя-
жесть митральной недостаточности (МН) и ТН были 
сопоставимы. Так, МН регистрировалась у четверти 
пациентов в обеих группах: 26% (16 из 61) в 1-й груп-
пе, 21% (7 из 34) во 2-й группе, Хи-квадрат p = 0,64, 
а ТН у большей части пациентов: 64% (39 из 61) в 
1-й группе, 65% (19 из 34) во 2-й группе, Хи-квад-
рат p = 0,44. Частота МН 2–4-й степени в 1-й группе 
составила 31% (5 из 16), во 2-й – 29% (2 из 7) и ТН 
2–4-й ст.: в 1-й группе – 36% (14 из 39), во 2-й – 32% 
(6 из 19), Хи-квадрат p = 0,75.

ОБСУЖДЕНИЕ
Необратимая ЛГ на фоне фармакологического 

лечения является противопоказанием к ТС в связи 
с высоким риском постоперационной ПЖ СН [6, 8]. 
Опыт ТС в ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» 
МЗ РФ показал, что риск развития осложнений в 
раннем посттрансплантационном периоде выше у 
реципиентов с исходной ЛГ. Согласно единичным 
исследованиям, несмотря на высокий риск ПЖ СН, 
наличие исходной ЛГ не влияет на выживаемость в 
отдаленном периоде после ТС [7, 12], что соответ
ствует результатам, полученным нашим Центром. 
По нашим результатам, уровень ЛСС более 3,5 ед. 
Вуда не является противопоказанием для выполне-
ния пересадки сердца. Более того, посттранспланта-
ционные результаты у данных пациентов сопостави-
мы с результатами больных без исходной ЛГ.

При этом наличие исходной ЛГ увеличивает риск 
развития острой ПЖ СН у больных в раннем после
операционном периоде после ТС [15, 20]. Примене-
ние оксида азота и других вазодилататоров перио-
перационно может быть эффективно для снижения 
риска появления ПЖСН после ТС [12, 21]. Развитие 
ТР – одно из наиболее частых осложнений после ТС 
[20], что может быть вызвано различными фактора-
ми. При этом в некоторых исследованиях указыва-
ется на то, что развитие ТН связано с прогрессией 
клеточного отторжения [20, 22]. В нашем исследо-
вании только 4 пациентам из 89 потребовалась плас-
тика ТрК, гистологических признаков отторжения в 
раннем послеоперационном периоде у них не было. 
Нарастание ТН в отдаленном периоде наблюдения 
может быть связано с риском повреждения клапана 
при выполнении эндомиокардиальных биопсий, что 
требует дальнейшего исследования.

Развитие ЛГ в отдаленном периоде после ТС ас-
социировано со снижением выживаемости [14, 23]. 
Согласно B. Lindelow et al., у всех пациентов пос-
ле ТС происходит снижение ЛСС [15]. В свою оче-
редь, Gude et al. утверждают, что развитие ПЖ СН и 
повышение ЛСС в сроки через 6 месяцев, 2 и 3 года 
после ТС являются прогностически неблагоприят-
ными факторами [14]. S. Klotz et al. утверждают, что 
пациенты с обратимой ЛГ имеют схожие результаты 
с больными без ЛГ [12]. Более того, наличие у паци-
ентов комбинированной (прекапиллярной и постка-
пиллярной) ЛГ до ТС ассоциировано с сохранением 
повышенного ЛСС через 1 год после операции [24]. 
По результатам ретроспективной оценки наших ре-
зультатов у 32% (n = 24) пациентов с исходной ЛГ, 
несмотря на положительную динамику, через 6 ме-
сяцев после ТС уровень ДЛА систолического был 
выше 35 мм рт. ст.

Применение силденафила, левосимендана и окси-
да азота у пациентов с ХСН способствует снижению 
ДЛА и ЛСС [25, 26], при этом недостаточно изучены 
возможности применения вазодилататоров после ТС. 
Ретроспективная оценка результатов нашего Центра 
показала, что применение различных тактик лечения 
пациентов с ЛГ (левосимендан, силденафил, оксид 
азота) эффективно в раннем посттрансплантацион-
ном периоде.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 У пациентов с исходной ЛГ после ТС отмечается 

более тяжелый ранний послеоперационный пери-
од, в том числе большая частота развития ПЖ СН 
с необходимостью имплантации ЭКМО.

2.	 Уровень ЛСС более 3,5 ед. Вуда не является про-
тивопоказанием для выполнения пересадки серд
ца. У пациентов с исходной ЛСС более 3,5 ед. 
Вуда после ТС достигаются сопоставимые резуль-
таты по сравнению с больными без исходной ЛГ, 
что позволяет рассматривать таких пациентов для 
включения в ЛОТС.

3.	 Вместе с тем летальность в течение 30 дней и 
длительность нахождения на ИВЛ после ТС у па-
циентов с исходной ЛГ и без нее не отличались.

4.	 Вне зависимости от исходного уровня ДЛА систо-
лического и ЛСС у всех пациентов после ТС про-
исходит значимое улучшение этих показателей.

5.	 Через 6 месяцев после ТС у больных вне зависи-
мости от наличия исходной ЛГ не было выявлено 
различия в уровне ДЛА систолического и ЛСС.

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.
The authors declare no conflict of interest.
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Оценка продолжительности жизни реципиентов 
сердца с трансмиссивным атеросклерозом 
коронарных артерий
С.А. Саховский, Н.Н. Колоскова, Д.А. Изотов, Е.А. Спирина, А.Ю. Гончарова, 
В.М. Лучкин, Б.Л. Миронков
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии  
и искусственных органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России,  
Москва, Российская Федерация

Введение. Радикальным методом лечения хронической застойной сердечной недостаточности признается 
трансплантация сердца (ТС). Одним из путей снижения дефицита донорских органов стало расширение 
критериев отбора доноров в пользу изъятия сердца у доноров более старшего возраста, что явилось одной 
из причин увеличения риска выявления трансмиссивного атеросклероза коронарных артерий трансплан-
тата (ТАКАТ). Остается мало изученным влияние эндоваскулярной коррекции ТАКАТ на послеопераци-
онную выживаемость реципиентов сердца. Цель работы: оценить выживаемость реципиентов сердца с 
трансмиссивным атеросклерозом. Материалы и методы. Выполнена оценка продолжительности жизни 
518 реципиентов сердца, которым в течение первой недели после ТС выполняли коронарографию. При 
выявлении гемодинамически значимого стенозирования коронарных артерий выполняли чрескожное ко-
ронарное вмешательство (ЧКВ) в плановом порядке. Средний возраст реципиентов составил 46,92 ± 1 год 
(от 10 до 72 лет). Мужчин было 90%. Исходный статус реципиентов по UNOS распределился следующим 
образом: UNOS 1a – 217 человек, UNOS 1b – 89 и UNOS 2 – 212. По результатам коронароангиографии 
сформированы две группы. В группу 1 входили пациенты с признаками ТАКАТ, группа 2 была контроль-
ной (без ТАКАТ). Первая группа была разделена на 2 подгруппы – подгруппа с признаками ТАКАТ, но 
без гемодинамически значимого поражения (без ЧКВ), и подгруппа с ТАКАТ, где выполнено ЧКВ (ЧКВ). 
Результаты исследования. Возраст реципиентов в группах ТАКАТ и без ТАКАТ не различался и состав-
лял 47,54 ± 1,01 и 46,64 ± 0,64 года соответственно. Возраст доноров был больше в группе ТАКАТ (50,2 ± 
0,7 года) по сравнению группой сравнения (41 ± 0,5 года) (р = 0,0005). Выживаемость в группе сравнения 
составила в среднем 58,25 ± 1,17 месяца, а в группе ТАКАТ – 53,16 ± 0,36 месяца (p = 0,033). Различие в 
продолжительности жизни пациентов, которым было выполнено ЧКВ (51,18 ± 2,9 месяца), и пациентов 
группы сравнения (58,25 ± 1,17 месяцев) не было статистически достоверным (р = 0,88). В группе, где в 
трансплантате присутствовали признаки атеросклеротических изменений коронарных артерий, причина 
смерти мозга доноров в результате нарушения мозгового кровообращения встречалась чаще, чем в груп-
пе сравнения. Заключение. Риск ТАКАТ ассоциирован с возрастом донора и смертью мозга донора от 
сосудистых причин. Эндоваскулярная коррекция атеросклеротического поражения коронарных артерий 
позволяет нивелировать влияние стенозирования венечных артерий трансплантата на отдаленный резуль-
тат операции ТС.
Ключевые слова: трансплантация сердца, трансмиссивный атеросклероз пересаженного сердца, 
чрескожные коронарные вмешательства.
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ВВЕДЕНИЕ
Единственным радикальным методом лечения 

хронической застойной сердечной недостаточности 
является трансплантация сердца (ТС) [1, 2]. Однако 
данный метод лечения ограничен дефицитом до-
норского материала [3], что требует поиска оптими-
зации подходов к лечению ТС. В последнее время 
одним из решений проблемы нехватки донорских 
органов стало расширение критериев отбора доно-
ров [4, 5]. Данные изменения позволили проводить 
изъятие сердца у доноров более старшего возраста, 
что стало причиной увеличения риска трансмиссии 
атеросклероза от доноров к реципиентам [6]. При-
жизненная предтрансплантационная диагностика 
атеросклероза у потенциальных доноров не всегда 
возможна. Некоторые центры выполняют ТС уже с 
ранее выявленным у потенциального сердечного до-
нора атеросклеротическим поражением коронарных 

артерий путем предварительного выполнения коро-
нароангиографии, внутрисосудистого ультразвуково-
го исследования (ВСУЗИ). При таких условиях ТС 
требует одномоментной реваскуляризации миокарда 
путем коронарного шунтирования (КШ) или отстро-
ченного чрескожного коронарного вмешательства 
[7–9]. Однако в большинстве случаев ТАКАТ требует 
коррекции уже в посттрансплантационном перио-
де. Предпочтительным методом реваскуляризации 
считается выполнение ЧКВ. Актуальным вопросом 
остается оценка прогноза выживаемости у таких па-
циентов после коррекции ТАКАТ.

Цель работы: оценить выживаемость реципиен-
тов сердца с трансмиссивным атеросклерозом.

Материалы и методы
Проведен ретроспективный анализ 518 ангио

грамм реципиентов сердца, проходивших лечение в 

Survival of heart recipients  
with donor-transmitted coronary  
atherosclerosis
S.A. Sakhovsky, N.N. Koloskova, D.A. Izotov, E.A. Spirina, A.Yu. Goncharova, V.M. Luchkin, 
B.L. Mironkov
V.I. Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs of the Ministry 
of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Introduction. The cardiac transplantation is the radical treatment method of the chronic heart failure. One of the 
ways to minimize the donor organs deficit was a selection criterion enlargement and heart removal from elderly 
donors that became one of the causes increasing the risk of native coronary atherosclerosis. The influence of the 
endovascular correction at heart recipients’ postoperative survival is still explored sufficiently. Aim: to estimate 
the survival of heart recipients with native coronary atherosclerosis. Materials and methods. The life expectancy 
of 518 cardiac recipients who underwent coronarography during the first week after cardiac transplantation was 
evaluated. When hemodynamically significant stenosis of the coronary arteries was detected, percutaneous coronary 
intervention (PCI) was performed as planned. The average age of the recipients was 46.92 ± 1 year (from 10 to 
72 years). The 90% of them were men. The initial recipients’ status of UNOS was rank as follows: UNOS 1a – 
217 people, UNOS 1b – 89 people and UNOS 2 – 212 people. Based on the results of coronary angiography, two 
groups were formed. First group included patients with signs of initial coronary atherosclerosis; second group was 
the control group (without the initial coronary atherosclerosis). The first group was divided into two subgroups – a 
subgroup with signs of initial coronary atherosclerosis, but without hemodynamically significant lesions (without 
PCI), and a subgroup with initial coronary atherosclerosis, where PCI was performed (PCI). Results. The age of 
the recipients in the initial coronary atherosclerosis and without initial coronary atherosclerosis groups had no 
difference and was 47.54 ± 1.01 and 46.64 ± 0.64 years, respectively. Donors were older in the initial coronary 
atherosclerosis group (50.2 ± 0.7 years) than in the comparison group (41 ± 0.5 years) (p = 0.0005). The survival 
in the comparison group averaged 58.25 ± 1.17 months, and in the initial coronary atherosclerosis group was 
53.16 ± 0.36 months (p = 0.033). The difference in the life expectancy of patients who underwent PCI (51.18 ± 
2.9 months) and the comparison group (58.25 ± 1.17 months) was not statistically significant (p = 0.88). In the 
group where the graft showed signs of atherosclerotic changes in the coronary arteries, the cause of donors’ brains 
death as a result of cerebrovascular accident occurred more often than in the comparison group. Conclusion. 
Endovascular correction of atherosclerotic lesions of the coronary arteries allows to reduce the effect of stenosis 
of the coronary arteries of the transplant on the long-term result of the heart transplantation.
Key words: heart transplantation, donor-transmitted coronary atherosclerosis, percutaneous coronary 
intervention.
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ФГБУ «НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шумакова» Мин
здрава России в период с 2013-го по 2018 год. Пред-
ставлены результаты наблюдения за реципиентами 
сердца, которым в течение недели после ТС выпол-
няли коронарографию, при выявлении гемодинами-
чески значимого поражения в течение первого меся-
ца выполняли эндоваскулярную реваскуляризацию. 
Возраст исследуемых составлял от 10 до 72 лет (ср. 
46,92 ± 1), 90% были мужчины. Исходный статус ре-
ципиентов по UNOS составлял: UNOS 1a – 217 чел., 
UNOS 1b – 89 и UNOS 2 – 212. Все пациенты были 
выделены в две группы: в 1-ю группу входили паци-
енты, у которых, по данным ангиографии коронарных 
артерий, присутствовали признаки трансмиссии ате-
росклероза от доноров, 2-я группа была контрольной 
(без признаков атеросклероза коронарных артерий 
трансплантата). Первая группа была разделена на 
2 подгруппы – это подгруппа с признаками ТАКАТ, 
но без гемодинамически значимого поражения, и 
подгруппа с ТАКАТ, где атеросклеротическое пора-
жение коронарных артерий было гемодинамически 
значимым и потребовало чрескожного коронарного 
вмешательства. Все пациенты проходили стандарт
ное обследование, которое включало ЭКГ, ЭхоКГ. 
ЭКГ включало 12-канальную регистрацию потенциа-
лов сердца на аппарате «Megacart» фирмы «Siemens» 
(Германия). ЭхоКГ проводили на аппарате «VIVID 9» 
фирмы «GE» (США). Обследование включало вы-
полнение двухмерной ЭхоКГ для определения объ-
емных характеристик левого желудочка по формуле 
«площадь–длина» (КДО ЛЖ и КСО ЛЖ) с вычис-
лением ФИ ЛЖ. Определяли величину давления в 
легочной артерии методом доплерографии. Степень 
регургитации на митральном клапане (МК) оцени-
вали в баллах от 0 до 3. Коронарную ангиографию 
(КГ) выполняли по методике М. Judkins на аппаратах 
AxiomArtis (Siemens, Германия) и ALLURA XPER 
(Phillips, Нидерланды). ЧКВ выполняли бедренным 
доступом, с использованием стандартных доз гепари-
на (5000 ЕД) и стентированием пораженных сегмен-
тов артерий. Во всех случаях стремились выполнить 
полную реваскуляризацию, как правило, в течение 
одной процедуры. Стенозы более 70% в основных 
ветвях (диаметр артерии не менее 2,5 мм) устраняли 
во всех случаях. Также помимо оценки реципиен-
тов были проанализированы пол, возраст, причины 

смерти доноров сердца. Данные исследования об-
работали методами параметрической статистики с 
помощью программы Microsoft Excel и IBM SPSS 
Statistics версии 22 В исследовании приведены сред-
ние арифметические величины показателей и стан-
дартные ошибки среднего значения. Достоверность 
отличий оценивали критериями для непараметричес-
ких переменных: критерий Уилкоксона для парных 
сравнений зависимых переменных и Манна–Уитни 
(U-критерий) для сравнения независимых перемен-
ных. Анализ выживаемости проводили с помощью 
метода Каплана–Майера.

Результаты исследования
Средний возраст реципиентов в группах с ТАКАТ 

и без ТАКАТ не отличался и составлял 47,54 ± 1,011 
и 46,64 ± 0,640 года соответственно. Исходный статус 
по UNOS в разных группах представлен в табл. 1.

Донорами сердца в обеих группах в 75% случаев 
являлись мужчины. Возраст донов достоверно был 
больше в группе с ТАКАТ по сравнению с контроль-
ной группой и составлял соответственно в среднем 
50,2 ± 0,7 и 41 ± 0,5 года (р = 0,0005). Следует отме-
тить, что в группе, где у реципиентов присутство-
вал атеросклероз, смертность доноров от нарушения 
мозгового кровообращения была больше на 15%, что 
может указывать на системные атеросклеротические 
процессы. Характеристика доноров в группах пред-
ставлена в табл. 2.

Выживаемость в группах достоверно не от-
личалась и составляла в группе с ТАКАТ 26,54 ± 
0,945 месяца и в группе сравнения 29,47 ± 0,95 ме-
сяца. Выживаемость по Каплану–Майеру в группах 
представлена на рис. 1.

Была рассмотрена возможность влияния исходно-
го статуса реципиента по UNOS на выживаемость в 
посттрансплантационном периоде. Выживаемость в 
зависимости от исходно статуса по UNOS представ-
лена на рис. 2.

При анализе подгрупп реципиентов в группе с 
ТАКАТ было выявлено достоверное различие средне-
го возраста донора, которое было больше в подгруппе 
пациентов, которым выполняли эндоваскулярную 
реваскуляризацию. Все остальные исследуемые ха-
рактеристики доноров не различались (табл. 3).

Таблица 1
Исходный статус пациентов по UNOS

Initial status of patients by UNOS
Параметр Подгр. ЧКВ, n = 65 Подгр. ТАКАТ, без ЧКВ, n = 101 Гр. сравнения, n = 352 Гр. ТАКАТ, n = 166

UNOS 1a 31 (47,5%) 47 (46,5%) 139 (39,5%) 78 (47%)
UNOS 1b 9 (14%) 19 (19%) 61 (17%) 28 (17%)
UNOS 2 25 (38,5%) 35 (34,5%) 152 (43,5%) 60 (36%)
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Рис. 1. Кривые выживаемости Каплана–Майера пациентов после трансплантации сердца

Fig. 1. Kaplan–Mayer survival curves of patients after heart transplantation

Рис. 2. Кривые Каплана–Майера пациентов после трансплантации сердца в зависимости от исходного статуса реци-
пиента по UNOS

Fig. 2. Kaplan–Mayer survival curves of patients after heart transplantation, depending on the initial status of the recipient 
for UNOS

Таблица 2
Основные параметры состояния доноров в исследуемых группах

The main parameters of the state of donors in the study groups
Параметр Гр. сравнения, n = 352 ТАКАТ, n = 166 p

Возраст донора, лет 41,40 ± 0,593 50,20 ± 0,714 0,0005

Пол доноров
Муж. 270 (77%) 126 (76%) 0,525
Жен. 82 (23%) 33 (20%) 0,525
Неизвестен 0 (0%) 7 (4%) 0,525

Смерть мозга донора ОНМК 214 (61%) 126 (76%) 0,029
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При анализе выживаемости в подгруппе ТАКАТ 
группа ЧКВ демонстрировала лучшую выживае-
мость. Кривые выживаемости в подгруппах пред-
ставлены на рис. 3.

Заключение
Представленные данные показывают, что увели-

чение возраста донора увеличивает риск наличия у 
него атеросклероза и дальнейшей его трансмиссии 
реципиенту сердца. Мозговая смерть донора от сосу-
дистых причин может косвенно указывать на наличие 
генерализованных атеросклеротических процессов 
в организме. Трансплантация сердца, выполненная 
реципиентам в статусе UNOS 2, прогностически бо-
лее благоприятна для дальнейшего выживания, чем 
реципиентам в статусе UNOS 1.
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Злокачественные новообразования внепеченочной 
локализации после трансплантации печени: 
опыт одного трансплантационного центра
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2 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, 
Российская Федерация

Цель: оценить частоту возникновения злокачественных новообразований (ЗНО) de novo после трансплан-
тации печени (ТП) и сравнить с показателями среди населения России в целом. Материалы и методы. 
В исследование были включены 182 пациента, которые наблюдались не менее 6 месяцев после ТП и не име-
ли злокачественных новообразований внепеченочной локализации до ТП. Все данные проанализированы 
ретроспективно. Статистическая обработка результатов проведена в программе Statistica for Windows v.10. 
Результаты. Частота ЗНО составила 5,5% (10 из 182 пациентов). Средний срок от пересадки до постанов-
ки диагноза новообразования de novo составил 47,8 месяца (от 8 до 144 месяцев). Среди пациентов были 
3 мужчины и 7 женщин. Типы опухолей de novo включали опухоль пищеварительной системы (2 из 10), 
гематологические (3 из 10), рак кожи – меланому (1 из 10), урологическую (1 из 10), гинекологические 
(2 из 10) и рак корня языка (1 из 10). 5 пациентов (50,0%) умерли, смертность была выше, чем у других 
пациентов с ТП (Z = –2,6; p = 0,009). Среднее время наблюдения после выявления новообразований соста-
вило 18,8 мес. Заболеваемость злокачественными новообразованиями после ТП была в 10 раз выше, чем 
среди населения РФ в целом. Не было обнаружено существенных различий в частоте позднего острого 
отторжения между 10 пациентами с ЗНО и другими 172 пациентами (Z = 0,18, p = 0,8). Среди выживших 
пациентов иммуносупрессия представлена (2 больных с лимфомами) монотерапией такролимусом, у 
3 – эверолимусом. Заключение. Частота злокачественных новообразований внепеченочной локализации 
после ТП значительно выше, чем в популяции в целом. Чтобы снизить частоту новообразований в буду-
щем, пациенты должны проходить регулярный скрининг; следует назначать блокаторы пролиферативного 
сигнала, хотя их эффективность требует дальнейшего изучения.
Ключевые слова: трансплантация печени, de novo злокачественные новообразования, такролимус, 
эверолимус.
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analyzed retrospectively. Statistical processing of the results carried out in the program Statistica for Windows v.10. 
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Введение
За последние десятилетия трансплантация пече-

ни (ТП) стала доступным способом лечения терми-
нальной печеночной недостаточности [1]. Развитие 
хирургических технологий, прогресс в иммуносуп-
рессивной терапии и оптимизация наблюдения за 
пациентами привели к улучшению результатов вы-
живаемости. В большинстве трансплантационных 
центров 1-летняя выживаемость после транспланта-
ции печени составляет 91% и выше [1, 2]. Увеличение 
продолжительности жизни больных с транспланта-
том печени повлекло за собой увеличение частоты 
сердечно-сосудистых заболеваний и злокачествен-
ных новообразований (ЗНО) внепеченочной лока-
лизации [3, 4]. Очевидно, что риск развития ЗНО 
внепеченочной локализации у реципиентов солид-
ных органов в 3–7 раз выше, чем в общей популяции, 
из-за онкогенных эффектов длительной иммуносуп-
рессии [5–7], кумулятивная частота составляет 3–5% 
к трем годам и 11–20% к десяти годам после ОТП [1]. 
D. Collett с соавторами сообщают, что частота разви-
тия злокачественных новообразований de novo через 
10 лет после ТП достигает 10% [8].

В настоящем ретроспективном исследовании 
авторы проанализировали частоту возникновения 
ЗНО внепеченочной локализации de novo после 
трансплантации печени, типы и факторы риска их 
развития.

Материалы и методы
В анализ включили данные 182 пациентов, ко-

торым была проведена трансплантация печени в 
клинике РНЦРХТ им. ак. А.М. Гранова в период 
1998–2017 гг. Все наблюдались амбулаторно не менее 
6 месяцев и не имели злокачественных новообра-
зований внепеченочной локализации до пересадки. 
Трансплантаты печени были получены от посмерт-
ных доноров. После ТП применяли индукционную 
терапию базиликсимабом (симулект) и стандартную 
схему иммуносупрессивной терапии (ИСТ): ингиби-
торы кальциневрина (ИКН) (циклоспорин/такроли-

мус), кортикостероиды и микофеноловая кислота. 
Блокаторы пролиферативного сигнала (эверолимус) 
назначали больным с гепатоцеллюлярным раком, а 
также при развитии нефротоксичности ИКН. После 
выписки пациенты наблюдались ежемесячно в тече-
ние первого года и далее с интервалами 2–3 месяца. 
В каждый амбулаторный визит проводили клинико-
лабораторное обследование с определением основ-
ных показателей функционального состояния пече-
ни, комплексное УЗИ органов брюшной полости, а 
МСКТ грудной и брюшной полостей, ФГДС, МРТ – 
1 раз в год при диспансерном наблюдении и по по-
казаниям. Концентрация ИКН в отдаленном периоде 
для такролимуса – 3–5 нг/мл, для циклоспорина в 
точке С0 – 100–150 нг/мл.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили в программе Statistica for Windows 
v.10. Использовали методы дискриптивной и непара-
метрической статистики, для оценки межгрупповых 
различий применили коэффициент Манна–Уитни, 
достоверными считали данные с p < 0,05.

Результаты
У 10 из 182 больных, включенных в анализ, вы-

явили ЗНО внепеченочной локализации после ТП. 
Из 10 больных было 7 женщин, 3 мужчины, средний 
возраст при ТП был 46,1 ± 9,4 года на этапе диа-
гностики ЗНО составил 51 ± 10 лет. Срок выявления 
ЗНО после ТП – от 8 до 144 мес. (средний 47,8 мес., 
медиана 36 мес.). Средний срок наблюдения с мо-
мента диагностики ЗНО составил 18,8 мес. Частота 
развития ЗНО составила 5,5% от числа всех больных, 
выписанных на амбулаторный этап и переживших 
6 месяцев после ТП. Чаще других обнаруживали 
посттрансплантационные лимфопролиферативные 
заболевания (ПТЛПЗ)  – 3  пациента (30%), иные 
локализации ЗНО: карциноид 12-перстной киш-
ки – 1 (10%), аденокарцинома желудка – 1 (10%), 
рак шейки матки (РШМ) – 1 (10%), аденокарцинома 
матки – 1 (10%), меланома кожи – 1 (10%), рак корня 
языка – 1 (10%), почечно-клеточный рак – 1 (10%).

Results. The incidence rate of de novo malignancy was 5.5% (10 in 182 patients). The median elapsed time from 
transplant to the diagnosis of de novo malignancy was 47.8 months (range, 8 to 144 months). The patients were 
3 male and 7 female. The types of de novo tumors included digestive system tumor (2 in 10), hematologic mali-
gnant tumor (3 in 10), skin cancer – melanoma (1 in 10), urologic neoplasm (1 in 10), and tongue radix cancer (1 
in 10), gynecological tumors (2 in 105). 5 patients (50.0%) died, mortality was more higher than other LT patients 
(Z = –2.6; p = 0,009). Median time of follow-up after detection neoplasms was 18.8 months. The incidence of 
malignancy following LT was 10 folds higher than the general Russian population. No significant differences 
were found in the frequency of late acute rejection between 10 examined patients and other 172 patients (Z = 
0.18, p = 0.8). Among surviving patients 2 pts with lymphomas have a monotherapy by tacrolimus, 3 – based 
by everolimus. Conclusion. The frequency de novo cancer of extrahepatic localization after LT is significantly 
higher than in the population as a whole. To reduce the incidence of neoplasms in the future, patients should be 
screened; proliferative signal blockers (m-TOR) should be prescribed.
Key words: liver transplantation, de novo cancer, tacrolimus, everolimus.
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Из 10 реципиентов у 7 (70%) проведены операции, 
3 из которых были радикальными, остальные носили 
циторедуктивный или диагностический характер. 
Стойкая ремиссия достигнута у 3 больных, опери-
рованных по поводу аденокарциномы матки, почеч-
но-клеточного рака, меланомы кожи, и в 2 случаях 
сочетанного лечения лимфомы. Лечение неходжкин-
ской лимфомы после хирургического вмешательства 
осуществляли по схеме полихимиотерапии (ПХТ) 
R-CHOP. На время ПХТ модифицировали схему 
ИСТ, сохраняя только такролимус в минимальной 
концентрации, не более 3 нг/мл. В настоящее вре-
мя у 1 больной продолжительность ремиссии со-
ставляет 5 лет, 1 больная в ремиссии 12 мес., имея 
удовлетворительную функцию трансплантата печени 
на фоне монотерапии такролимусом пролонгиро-
ванного действия (табл.). Один пациент отказался 
от лечения и погиб от прогрессирования лимфомы. 
Носительство вируса Эпштейна–Барр, который счи-
тается предиктором развития лимфом, выявлено у 
2 больных из 3.

В раннем послеоперационном периоде умерли 
2 больных от инфекционных осложнений: после ре-
зекции желудка, выполненной по поводу низкодиф-
ференцированного аденогенного рака тела желудка, 
и после паллиативной операции резекции 12-перс-
тной кишки на фоне канцероматоза брюшины. Одна 
больная умерла от прогрессирования РШМ через 
год после верификации диагноза (Т3М1N0) и со-
четанного лучевого лечения и химиотерапии; один 
больной умер от ОНМК (геморрагический инсульт) 
после успешного лучевого лечения рака корня языка 
(табл.). Таким образом, из 10 больных с ЗНО внепе-
ченочной локализации умерли 5 пациентов (50%). По 
сравнению с группой больных без ЗНО летальность 
в исследуемой малочисленной группе была сущест-
венно выше (Z = –2,6, p = 0,009).

Больным после выявления ЗНО модифицирова-
ли схему иммуносупрессии, назначая блокатор про-
лиферативного сигнала эверолимус без ущерба для 
функции трансплантата печени. Исключение соста-
вили 2 больных с лимфомами, поскольку рекомен-
даций по применению эверолимуса у таких больных 
нет, есть данные клинических исследований [9].

Не было получено достоверных различий в час-
тоте выявленных эпизодов позднего отторжения, а 
соответственно, с влиянием болюсного введения 
кортикостероидов, у больных с ЗНО по сравнению 
с остальными пациентами (Z = 0,18, p = 0,8).

Средний срок наблюдения в группе из 10 человек 
с момента выявления ЗНО составил 18,8 мес., но 
группа немногочисленная, а расчет включил в себя и 
данные от погибших в раннем периоде после неради-
кальных оперативных вмешательств, выполненных 
в поздней стадии заболевания.

Обсуждение
Известно, что ЗНО внепеченочной локализации 

у пациентов, перенесших трансплантацию печени, 
встречаются чаще, чем в общей популяции [10–13]. 
По данным различных центров, частота возникнове-
ния злокачественных новообразований варьирует от 
2,6 до 26% [14–16]. Частота развития ЗНО de novo 
составляет от 3 до 5% через 1–3 года после транс-
плантации печени и от 11 до 20% через 10 лет [1, 2, 
16]. Наиболее частыми злокачественными новооб-
разованиями после трансплантации печени являют-
ся рак кожи, рак легкого, ПТЛПЗ и саркома Капо- 
ши [6, 8].

Согласно данным Министерства здравоохране-
ния РФ, заболеваемость раком в России составила в 
2018 г. 425,4 новых случая на 100 000 населения [17]. 
По данным нашего центра, частота ЗНО внепече-
ночной локализации de novo у пациентов после ТП 
оказалась выше примерно в 10 раз, чем в общей по-
пуляции населения РФ, составив 5,5%.

Различными исследователями установлены основ-
ные факторы риска развития ЗНО после ТП. К ним 
относятся пожилой возраст, употребление алкоголя, 
курение, онкогенные вирусы, чрезмерная инсоляция 
и длительная иммуносупрессивная терапия [2, 5, 18, 
19]. Кроме того, иммуносупрессивная терапия спо-
собствует угнетению иммунного контроля и сниже-
нию устойчивости к некоторым онкогенным вирусам 
[18, 20, 21]. В исследуемой группе пациентов, так же, 
как и в подобном турецком исследовании [22], сред-
ний возраст реципиентов на этапе выявления ЗНО 
оказался более 50 лет, что является потенциальным 
фактором риска их развития. В отличие от данных 
других исследователей мы не выявили среди всей 
группы трансплантированных больных рака легких. 
Вероятно, это связано с тем, что в наблюдаемой попу-
ляции больных больше женщин, курильщики состав-
ляют не более 20% всех амбулаторных пациентов.

Рак кожи, который является одним из наиболее 
часто встречающихся типов злокачественных ново-
образований, возникающих после пересадки солид-
ных органов, наблюдался только у 1 пациента (10%) 
в нашей популяции, был обнаружен после травмы 
пигментного невуса и радикально прооперирован.

Хроническое употребление алкоголя и длитель-
ный стаж курения табака присутствовали только у 
1 пациента (10%), у которого развился рак корня 
языка, его подвергли конформному облучению с хо-
рошим клиническим эффектом, но погиб больной 
от геморрагического инсульта через 6 мес. от начала 
лечения.

В нашей группе доминировали ПТЛПЗ (30%), 
результаты лечения которых можно считать удов-
летворительными, поскольку в 2 случаях достигнута 
длительная ремиссия, к сожалению, один больной от-
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казался от лечения, проживая в отдаленном от центра 
трансплантации регионе, погиб от прогрессирования 
заболевания.

Иммуносупрессия у больных была представле-
на такролимусом (8 пациентов) и циклоспорином 
(2 больных). В раннем послеоперационном перио-
де пульс-терапия отторжения метилпреднизолоном 
проводилась у 3 больных. В нашей серии препараты 
антитимоцитарного иммуноглобулина, с которыми 
связывают более частое развитие ПТЛПЗ [23], не 
применяли. Ни у одного из больных не было гипер
иммуносупрессии в течение периода амбулаторного 
наблюдения, концентрация ИКН контролировалась 
регулярно и не превышала уровень 3–5 нг/мл для 
такролимуса, 100–150 нг/мл для циклоспорина в пе-
риод более 12 мес. после ТП. С учетом возможного 
триггерного воздействия вируса Эпштейна–Барр 
для ПТЛПЗ, возможно, целесообразен предопера-
ционный скрининг и последующий молекулярно-
генетический мониторинг этой инфекции, данных 
для обязательной превентивной профилактики пока 
недостаточно [24].

Благодаря развитию трансплантационных тех-
нологий продолжительность жизни больных с пе-
ресаженной печенью увеличивается, происходит 
естественное постарение популяции реципиентов, 
риски развития ЗНО, таким образом, возрастают [25]. 
Пациенты должны быть информированы о подобных 
рисках. Поскольку рак кожи, головы и шеи, легких 
и лимфатической системы часто наблюдается после 
трансплантации [5, 6, 26, 27], больные из группы 
риска могут нуждаться в более частых амбулаторных 
визитах, возможно, превентивном назначении блока-
торов пролиферативного сигнала после выписки из 
трансплантационного центра.

На использование блокаторов пролиферативно-
го сигнала с целью профилактики рецидивов или 
метастазирования ЗНО возлагали определенные 
надежды [5] в связи с их способностью подавлять 
неоангиогенез, но данные литературных источников 
противоречивы и касаются в основном реципиен-
тов почечных трансплантатов [28–31]. Тем не менее 
все больные с впервые выявленным ЗНО получали 
эверолимус в средней суточной дозе 3,5 мг, концен-
трацию в крови поддерживали на уровне не менее 
5–8 нг/мл, увеличение концентрации приводило к 
развитию серьезных побочных эффектов. Несмотря 
на его применение, в некоторых случаях отмечалось 
прогрессирование заболевания, очевидно, связанное 
с поздней диагностикой ЗНО, возможно, с недоста-
точной дозой препарата. Вопрос об уменьшении ин-
цидентов ЗНО после ТП на фоне приема эверолимуса 
в сочетании с низкими дозами такролимуса требует 
дальнейшего изучения [32].

Заключение
Согласно данным настоящего анализа, частота 

ЗНО внепеченочной локализации после ТП значи-
тельно выше, чем в популяции в целом. Чтобы сни-
зить частоту развития ЗНО в дальнейшем, следует 
учитывать факторы риска, проводить скрининг онко-
патологии, стремиться к регулярным амбулаторным 
визитам и полноценному инструментальному обсле-
дованию таких больных, при выявлении новообразо-
вания все же назначать блокаторы пролиферативного 
сигнала.
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Выбывание из листа ожидания кандидатов 
на  трансплантацию печени (делистинг) вследствие 
рекомпенсации хронических заболеваний печени – 
характеристика пациентов и предикторы делистинга 
в проспективном исследовании
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Цель. Определить факторы, предсказывающие развитие рекомпенсации (предикторы) с последующим 
делистингом, на момент включения пациентов в лист ожидания трансплантации печени. Материалы и 
методы. Проведено проспективное исследование по типу «случай–контроль». В когорту «случай» вошли 
19 взрослых пациентов с декомпенсированными заболеваниями печени различной этиологии, включенных 
в лист ожидания трансплантации печени и в последующем выбывших из него вследствие рекомпенса-
ции. Когорту «контроль» составили пациенты (n = 61) с декомпенсированными заболеваниями печени, 
включенные в тот же период времени в лист ожидания, умершие в период декомпенсации. Результаты. 
Для определения независимых предикторов делистинга вследствие рекомпенсации использовалась логис-
тическая регрессионная модель. Значимыми предикторами рекомпенсации стали параметры альбумина 
плазмы крови и лейкоцитов крови при включении в лист ожидания (р = 0,024 и р = 0,019 соответственно). 
Предсказательная ценность выявленных предикторов была подтверждена с помощью ROC-анализа (Re-
ceiver Operating Characteristic). Площадь под ROC-кривой (Area Under Curve – AUC) для концентрации 
альбумина оказалась равной 0,938 [95% доверительный интервал (ДИ) 0,882–0,995; p < 0,001]. AUC ROC 
для количества лейкоцитов оказалась равной 0,924 [95% ДИ 0,865–0,982; p < 0,001]. Отношение шансов для 
исхода рекомпенсации, при условии если количество лейкоцитов при включении в лист ожидания ≥3,1 × 
109/л, оказалось равным 14,639 (95% ДИ 2,16–99,12). Отношение шансов для исхода рекомпенсации, при 
условии если концентрация альбумина плазмы крови при включении в лист ожидания ≥39,1 г/л, оказалось 
равным 3,06 (95% ДИ 1,58–5,95). Заключение. Исследование показало возможность обратимости повреж
дений печени после прекращения действия факторов, вызывающих ее декомпенсацию. Независимыми 
предикторами развития рекомпенсации и последующего делистинга пациентов оказались количество 
лейкоцитов крови ≥3,1 × 109/л и концентрация альбумина плазмы крови ≥39,1 г/л на момент включения 
пациентов в лист ожидания трансплантации печени.
Ключевые слова: лист ожидания трансплантации печени, делистинг вследствие рекомпенсации 
функции печени, предикторы делистинга.
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Введение
Трансплантация печени (ТП) является единст

венным методом, обусловливающим повышение 
выживаемости пациентов с терминальной стадией 
заболевания печени, в тех случаях, когда все осталь-
ные методы лечения являются безуспешными [1, 2]. 
Успех ТП обусловлен отсутствием альтернативной 
терапии и хорошими показателями выживаемости 
пациентов в посттрансплантационном периоде (90 
и 80% в первый год и в течение 5 лет соответствен-
но) [3]. Важной составляющей частью процедуры ТП 
является отбор больных с включением их в лист ожи-
дания (ЛО). После включения кандидатов на ТП в 
ЛО специалистами проводится мониторинг сомати
ческого статуса и динамический клинико-лаборатор-
ный контроль, осуществляется патогенетическая и/
или симптоматическая терапия, а в случае развития 
угрожающих жизни осложнений – хирургическое 
лечение [3, 4]. Лист ожидания ТП может включать 

три основных типа пациентов [1, 2]. Первую группу 
больных составляют пациенты с острой печеночной 
недостаточностью, включающиеся в большинстве 
европейских центров в так называемый сверхнеот-
ложный лист ожидания ТП. Эти пациенты имеют 
приоритет над всеми остальными реципиентами пе-
чени, и получают трансплантат в течение несколь-
ких часов или дней [5]. Вторую группу пациентов, 
включенных в лист ожидания ТП, составляют боль-
ные с декомпенсированным циррозом печени (ЦП). 
Сроки проведения ТП определяются показателем 
индекса MELD (Model for End Stage Liver Diseases). 
Приоритет получают пациенты с очень высоким ин-
дексом MELD, у которых сроки ТП исчисляются от 
нескольких дней до нескольких недель. Сроки про-
ведения ТП пациентам со средней выраженностью 
или низким уровнем индекса MELD варьируют от 
нескольких месяцев до нескольких лет (1). Третью 
группу пациентов, находящихся в листе ожидания 

Liver transplant candidates delisting due 
to recompensation of chronic liver diseases  – 
candidates characteristics with delisting predictors: 
a prospective study
V.L. Korobka1, 2, V.D. Pasechnikov1, 3, E.S. Pak1, 2, M.Yu. Kostrykin1, A.V. Tkachev1, 2, 
N.I. Balin1, R.Е. Gromyko1, R.V. Korobka1, A.M. Shapovalov1, A.M. Babieva1, A.В. Mikutin1, 
V.S. Agabekyan1
1 Rostov Regional Clinical Hospital, Rostov-on-Don, Russian Federation
2 Rostov State Medical University, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Rostov-on-Don, 
Russian Federation 
3 Stavropol State Medical University, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Stavropol, 
Russian Federation

Aim: to identify, at the listing stage, the predictive factors, which could be associated with recompensation 
followed by patient’s delisting. Materials and methods. We performed a prospective case-control study. The 
«case» cohort included nineteen adult patients who initially were wait-listed for decompensated chronic liver 
disease, but later were delisted due to recompensation. Sixty one patients who were listed during the same period 
for decompensation and died on waiting list were chosen as controls. Results. A logistic regression model was 
used to determine independent predictive factors with delisting following recompensation. Plasma albumin con-
centration and blood leukocyte count at listing have become significant predictors of recompensation (p = 0.024 
and p = 0.019, respectively). ROC (Receiver Operating Characteristic) curve analysis was performed to compare 
the predictability of blood leukocyte count and plasma albumin concentration. Area under the curve (AUC) for 
plasma albumin concentration was 0.938 [95% confidence interval (CI) 0.882–0.995, p < 0.001]. AUC for the 
blood leukocyte count was 0.924 [95% CI 0.865–0.982, p < 0.001]. The odds ratio for the recompensation out-
come, if the blood leukocyte count at listing was ≥3.1 × 109/L, was 14.639 (95% CI 2.16–99.12). The odds ratio 
for the recompensation outcome, if the plasma albumin concentration at listing was ≥39.1 g/L, was 3.06 (95% 
CI 1.58–5.95). Conclusion. The study showed the likelihood of reversibility of liver damage after the cessation 
of the factors causing its decompensation. Independent predictors of recompensation and subsequent delisting 
of patients were the blood leukocyte count of ≥3.1 × 109/L and the concentration of albumin in the blood plasma 
of ≥39.1 g/L at the time of listing.
Key words: waiting list for liver transplantation, delisting due to recompensation of liver function, 
predictors of delisting.
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печени, составляют пациенты с гепатоцеллюлярной 
карциномой (ГЦК) на фоне компенсированного ЦП.

Дефицит донорских органов является лимитиру-
ющим фактором развития ТП в различных странах, 
и в мире в целом [6], что, в свою очередь, способс-
твует смертности пациентов, находящихся в ЛО, 
или критическому ухудшению функции печени, что 
предопределяет негативные последствия как в пери-
операционном периоде, так и в отдаленные сроки [7].

Тем не менее улучшение функции печени и раз-
витие рекомпенсации происходит время от времени 
в повседневной клинической практике, даже в среде 
больных, включенных в ЛО [8]. В частности, изме-
нение парадигмы декомпенсации печени и развитие 
рекомпенсации стало возможным после внедрения в 
клиническую практику современных противовирус-
ных средств. Использование препаратов с прямым 
противовирусным действием (ПППД) у пациентов с 
HCV-циррозом, ожидающих ТП, показало значитель-
ное клиническое улучшение, обусловившее делис-
тинг [9–11]. Анализ больных с алкогольной болезнью 
печени (АБП), включенных в ЛО, позволил выде-
лить предикторы рекомпенсации. Так, показатели 
MELD <20 и сывороточного альбумина ≥32 г/л при 
включении в ЛО являются предикторами развития 
рекомпенсации больных АБП и их последующего 
делистинга [12].

В этой связи целью работы стало определение 
факторов, предсказывающих развитие рекомпенса-
ции (предикторов) с последующим делистингом, при 
включении пациентов в лист ожидания трансплан-
тации.

Материалы и методы
За период с 2015-го по 2019 г. в ЛО включены 

198 пациентов – кандидатов на ТП. Из этого коли-
чества 39 пациентам выполнена ортотопическая ТП 
(ОТП). Нами проведен анализ данных, полученных 
в ходе проспективного исследования 80 пациентов – 
кандидатов на ТП, наблюдавшихся в Центре хирур-
гии и координации донорства Ростовской областной 
клинической больницы. Исследование проводилось 
по типу «случай–контроль». В когорту «случай» 
вошли 19 взрослых пациентов с декомпенсирован-
ными заболеваниями печени различной этиологии, 
включенных в ЛО и в последующем выбывших из 
него вследствие рекомпенсации. Когорту «контроль» 
составили пациенты (n = 61) с декомпенсированными 
заболеваниями печени, включенные в тот же период 
времени в ЛО, умершие в период декомпенсации. 
Критерии исключения из исследования: выраженная 
легочно-сердечная патология; продолжение приема 
алкоголя на момент исследования; гепатоцеллю-
лярная карцинома; пациенты, включенные в ЛО 
вследствие декомпенсации и подвергшиеся делис-
тингу вследствие причин, иных, чем рекомпенсация; 

пациенты, включенные в ЛО по причинам, иным, 
чем декомпенсация (рецидивирущий холангит при 
первичном склерозирующем холангите); пациенты, 
включенные в ЛО по поводу распространенного 
тромбоза воротной вены и ее магистральных прито-
ков, синдрома Бадда–Хиари, синдрома синусоидаль-
ной обструкции, поликистоза печени, амилоидоза; 
пациенты, включенные в ЛО для ретрансплантации, 
или с предшествующими трансплантациями других 
органов; пациенты с острой печеночной недостаточ-
ностью.

Демографические и клинические данные были 
получены из непрерывно обновляющейся электрон-
ной базы данных Центра хирургии и координации 
донорства Ростовской областной клинической боль-
ницы.

При включении в ЛО, а также у всех пациентов 
при развитии рекомпенсации рассчитывались ори-
гинальный и усовершенствованный индексы: MELD 
[13, 14] и MELD-Na [15] и индекс коморбидности 
Charlson [16].

Исследование было одобрено Этическим комите-
том при Ростовской областной клинической больни-
це. Первичной конечной точкой исследования стала 
идентификация факторов при включении в ЛО, кото-
рые ассоциировались с последующим делистингом 
пациентов вследствие рекомпенсации, т. е. определе-
ние предикторов возможной рекомпенсации.

Основанием для включения в ЛО пациентов с 
декомпенсацией функции печени являлись: безус-
пешность всех предшествующих терапевтических 
мероприятий, развитие асцита или печеночного гид-
роторакса, указание на купирование антибиотиками 
спонтанного бактериального перитонита, наличие 
желтухи, наличие печеночной энцефалопатии (ПЭ) 
и/или варикозных кровотечений ЖКТ, индекс MELD 
≥16. У всех больных с АБП, включенных в ЛО, абс-
тиненция сохранялась как минимум в течение 3 ме-
сяцев, что подтверждалось заключениями наркологов 
и психиатров.

Клинический диагноз рекомпенсации больных, 
включенных в ЛО вследствие декомпенсации функ-
ции печени, основывался на отсутствии асцита, «пе-
ченочного» гидроторакса, периферических отеков, 
несмотря на прекращение приема диуретиков, от-
сутствие печеночной энцефалопатии и необходимос-
ти ее профилактической терапии, снижение индекса 
MELD <15. Все пациенты, достигшие рекомпен-
сации, наблюдались в течение 6 месяцев для под-
тверждения устойчивого «статуса рекомпенсации», 
который подтверждался осмотрами специалистов 
с последующим принятием решения о делистинге.

Всем больным, включенным в ЛО, проводились 
клинические исследования крови и мочи, биохими-
ческие исследования, исследования параметров ге-
мостаза. Проводился скрининг и диагностика HBV- и 
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HCV-инфекции. Больным выполняли эластографию 
и биопсию печени. У части больных выполнялся ана-
лиз асцитической жидкости.

Больным обеих когорт с HCV- и HBV-инфекцией 
проводилась противовирусная терапия, включаю-
щая препараты прямого противовирусного дейс-
твия (HCV) и нуклеозидных ингибиторов обратной 
транскриптазы (HBV). У больных с аутоиммунными 
заболеваниями терапия включала иммуносупрессан-
ты, глюкокортикостероиды. Всем больным прово-
дилась патогенетическая терапия неселективными 
β-блокаторами, мочегонными средствами. Больным 
с ПЭ назначались внутривенные введения L-орни-
тин-L-аспартата, в комбинации с пероральным при-
емом лактулозы и рифаксимина. У части больных 
использовалась экстракорпоральная гемокоррекция 
(плазмосорбция и продленная вено-венозная гемо-
диафильтрация).

У части пациентов обеих когорт по поводу ре-
цидивных варикозных кровотечений проводились 
операции: трансъюгулярное портосистемное шун-
тирование (TIPS) и азиго-портальное разобщение 
(АПР, патент РФ № 2412657) по оригинальной ме-
тодике [17].

Статистический анализ данных был проведен 
с использованием программы IBM SPSS Staticrics 
версия 21. Для проверки нормальности распреде-
ления полученных данных использовался критерий 
Колмогорова–Смирнова. Данные выборок с нор-
мальным распределением представлены средними 
арифметическими величинами (М) и стандартным 
отклонением (SD, standard deviation) с определени-
ем 95% доверительного интервала (ДИ). Статисти-
ческая значимость различий между сравниваемыми 
параметрами в случае нормального распределения 
определялась по t-критерию Стьюдента. В случае 
отсутствия нормального распределения данных ис-
пользовали непараметрические критерии: Уилкок-
сона для парных сравнений зависимых переменных, 
Манна–Уитни (U-критерий), Хи-квадрат Пирсона – 
для сравнения независимых переменных. Количест
венные показатели в выборках с распределением, 
отличным от нормального, представлены в виде ме-
дианы и интерквартильного размаха (интервал меж-
ду 25-м и 75-м процентилями). Для качественных 
данных рассчитывали частоты и доли (%). Различия 
между сравниваемыми параметрами считали статис-
тически значимыми при условии вероятности ошиб-
ки менее 0,05 (p < 0,05). Для определения предик-
торов рекомпенсации использовали регрессионный 
анализ (логистическую регрессию). Рассчитывали 
отношение шансов для значимых предикторов ис-
хода рекомпенсация с определением 95% ДИ. Для 
оценки качества построенных регрессионных мо-
делей (предсказательная способность модели) стро-
или ROC-кривые (Receiver Operating Characterictic) 

и вычисляли площадь под кривой AUC (Area Under 
Curve). В качестве нулевой гипотезы принималось 
утверждение, что AUC ROC не отличается от величи-
ны 0,5 [18]. Для оценки выживаемости использовался 
метод Каплана–Мейера.

Результаты
Характеристика больных в группе 
«случай» (рекомпенсация)

Группу пациентов с рекомпенсацией составили 
10 мужчин (52,63%) и 9 женщин (47,37%) со сред-
ним возрастом на момент включения в ЛО – 48,4 ± 
10,3 года. ИМТ при включении в ЛО составил 25,5 ± 
3,3 кг/м2. Среднее пребывание в ЛО составило 31,7 ± 
12,1 дня. Индекс MELD-Na на момент включения 
больных в ЛО в 21,1% случаев был менее 20 пунктов, 
в 63,2% случаев равнялся 20 пунктам, и в 15,7% слу-
чаев – от 21 до 30 пунктов. Гепаторенальный синдром 
(ГРС) диагностирован у 21,05% пациентов. Диагноз 
явной ПЭ установлен в 84,21% случаев, скрытой 
ПЭ – в 15,69% случаев. По этиологии больные с тер-
минальной стадией заболевания печени распредели-
лись следующим образом: ЦП в исходе хроническо-
го гепатита С – 9 пациентов (47,37%), ЦП в исходе 
АБП – 5 пациентов (26,33%), первичный билиарный 
цирроз (ПБЦ) – 1 пациент (5,26%), перекрест ПБЦ и 
аутоиммунного гепатита (АИГ) – 1 пациент (5,26%), 
криптогенный ЦП – 3 больных (15,79%). У 11 боль-
ных ЦП (57,89%) установлен класс С, а у 8 больных 
(42,11) – класс В по классификации Чайлда–Пью. 
Индекс коморбидности Charlson составил 9,05  ± 
2,48 пункта.

В 57,9% случаев больным этой группы проводи-
лась этиологическая терапия, в 89,5% случаев боль-
ные получали неселективные β-адреноблокаторы, 
в 100% случаев пациенты получали мочегонные 
средства и терапию ПЭ (внутривенные введения L-
орнитин-L-аспартата, в комбинации с пероральным 
приемом лактулозы и рифаксимина). В дополнение 
к медикаментозной терапии пациентам проведено 
азиго-портальное разобщение по оригинальной ме-
тодике в 31,6% случаев, однократное эндоскопиче
ское лигирование вен пищевода – в 10,5% случаев, 
и экстракорпоральная гемокоррекция (комбинация 
методов плазмосорбции и продленной вено-венозной 
гемодиафильтрации) – в 5,3% случаев.

Характеристика больных в группе 
«контроль» (смертельный исход 
при развитии декомпенсации функции 
печени)

Группу пациентов со смертельным исходом со-
ставили 36 мужчин (59,02%) и 25 женщин (41,98%) 
со средним возрастом на момент включения в ЛО – 
48,2 ± 11,3 года. ИМТ при включении в ЛО составил 
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25,3 ± 6,6 кг/м2. Среднее пребывание в ЛО – 9,8 ± 
8,4 дня. Индекс MELD-Na <18 на момент включе-
ния больных в ЛО был в 3,3% случаев, MELD-Na 
19–25 – в 42,6% случаев, MELD-Na 26–35 – в 34,4% 
случаев, MELD-Na >35 – в 19,7%. Гепаторенальный 
синдром (ГРС) диагностирован у 65,6% пациентов. 
Диагноз явной ПЭ установлен в 95,1% случаев, скры-
той ПЭ – в 4,9% случаев. По этиологии больные с 
терминальной стадией заболевания печени распре-
делились следующим образом: ЦП в исходе хрони-
ческого гепатита В – 2 пациента (3,3%), ЦП в исходе 
хронического гепатита В+D – 2 пациента (3,3%), ЦП 
в исходе хронического гепатита С – 17 пациентов 
(27,8%), ЦП в исходе АБП – 16 пациентов (26,2%), 
первичный билиарный цирроз (ПБЦ) – 5 пациентов 
(8,2%), АИГ – 2 пациента (3,3%), первичный скле-
розирующий холангит – 5 пациентов (8,2%), крипто-
генный ЦП – 9 больных (14,7%). У 60 больных с ЦП 
(98,4%) установлен класс С, а у 1 больного (1,6%) – 
класс В по классификации Чайлда–Пью. Индекс ко-
морбидности Charlson составил 9,11 ± 2,66 пункта.

В 31,2% случаев больным этой группы проводи-
лась этиологическая терапия, в 91,9% случаев боль-
ные получали неселективные β-адреноблокаторы, 
в 100% случаев пациенты получали мочегонные 
средства и терапию ПЭ (внутривенные введения L-
орнитин-L-аспартата, в комбинации с пероральным 
приемом лактулозы и рифаксимина). В дополнение 
к медикаментозной терапии пациентам проведено 
азиго-портальное разобщение по оригинальной ме-
тодике в 4,92% случаев, TIPS – в 4,92%, однократ-
ное эндоскопическое лигирование вен пищевода – в 
13,11% случаев. Лапароцентез выполнялся 30 паци-
ентам (49,18% случаев).

Сравнение показателей в группах 
«случай» и «контроль»

При проверке распределения полученных данных 
с использованием критерия Колмогорова–Смирно-
ва нормальному распределению соответствовали 

показатели возраста пациентов, количества лейко-
цитов и тромбоцитов на момент включения в ЛО, 
концентрация альбумина на момент включения в ЛО, 
индексы MELD, MELD-Na, Charlson, которые анали-
зировались с помощью параметрической статистики. 
Все остальные показатели (степень ПЭ, активность 
щелочной фосфатазы, концентрации Na, креатинина 
и билирубина на момент включения в ЛО, МНО и 
ИМТ на момент включения в ЛО) не соответствова-
ли нормальному распределению, для их анализа ис-
пользовались непараметрические методы статистики 
(критерий Манна–Уитни – U-критерий, Хи-квадрат).

В табл. 1 и 2 представлены данные демографи-
ческих, клинических, лабораторных показателей, 
индексов (ИМТ, коморбидности, MELD, MELD-Na) 
в группах больных с рекомпенсацией (n = 19) и умер-
ших в период пребывания в ЛО (n = 61).

Показатели пациентов с исходами (рекомпенса-
ция/смертный исход) были подвергнуты регрессион-
ному анализу (логистическая регрессия). Значимыми 
предикторами рекомпенсации стали параметры аль-
бумина плазмы крови и лейкоцитов крови при вклю-
чении в ЛО (р = 0,024 и р = 0,019 соответственно).

Отношение шансов (ОШ) для исхода рекомпен-
сации (делистинг) при условии, если количество 
лейкоцитов при включении в ЛО ≥3,1 × 109/л, ока-
залось равным 14,639; 95% ДИ 2,16–99,12. ОШ для 
исхода рекомпенсация (делистинг) при условии, если 
концентрация альбумина плазмы крови при включе-
нии в ЛО ≥39,1 г/л, оказалось равным 3,06 (95% ДИ 
1,58–5,95).

Были рассчитаны AUC для показателей концент-
рации альбумина и количества лейкоцитов при вклю-
чении пациентов в ЛО, построены кривые ROC для 
этих показателей (рис. 1). AUC ROC для концент-
рации альбумина оказалась равной 0,938 [95% ДИ 
0,882–0,995; p < 0,001]. AUC ROC для количества 
лейкоцитов оказалась равной 0,924 [95% ДИ 0,865–
0,982; p < 0,001].

Проведен анализ развития рекомпенсации паци-
ентов с использованием метода Каплана–Мейера. 

Таблица 1
Сравнительная характеристика показателей пациентов с рекомпенсацией (делистинг)  

и умерших в период пребывания в ЛО (нормальное распределение)
Comparative characteristics of parameters of patients with recompensation (delisting)  

and deaths in the period of stay on the waiting list – listing (normal distribution)
Показатель Рекомпенсация (n = 19)

M ± SD
Умершие (n = 61)

M ± SD
p value

Возраст 48,42 ± 10,32 48,23 ± 11,26 0,57
Лейкоциты на момент включения в ЛО, ×109/л 3,66 ± 0,38 2,55 ± 0,68 0,026
Тромбоциты на момент включения в ЛО, ×109/л 84,37 ± 31,31 53,02 ± 33,37 0,912
Альбумин плазмы на момент включения в ЛО, г/л 39,21 ± 3,36 27,74 ± 6,33 0,015
MELD на момент включения в ЛО 15,73 ± 3,56 25,12 ± 8,43 <0,001
MELD-Na на момент включения в ЛО 15,77 ± 3,55 25,45 ± 8,44 <0,001
Индекс Charlson на момент включения в ЛО 9,05 ± 2,48 9,11 ± 2,67 0,864
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Функция дожития по созданной модели отождест-
влялась с развитием рекомпенсации в определенные 
сроки для конкретных пациентов. На рис. 2 пока-
зано время ожидания развития рекомпенсации для 
пациентов (период от включения в ЛО до развития 
рекомпенсации и делистинга).

Обсуждение
Нами показано, что группе больных с развив-

шейся рекомпенсацией функции печени на момент 

включения пациентов в ЛО показатели количест-
ва лейкоцитов, концентрации альбумина в плазме 
крови, Na в крови оказались значимо выше, чем в 
группе умерших пациентов с декомпенсацией. По-
казатели МНО, степени ПЭ, щелочной фосфатазы, 
креатинина, билирубина, индексов MELD и MELD-
Na в группе больных с рекомпенсацией на момент 
включения больных в ЛО также были значимо ниже 
аналогичных показателей в группе умерших больных 
в стадии декомпенсации.

Таблица 2
Сравнительная характеристика показателей пациентов с рекомпенсацией (делистинг) и умерших 

в период пребывания в ЛО (отсутствие нормального распределения полученных результатов)
Comparative characteristics of parameters of patients with recompensation (delisting) and deaths  

in the period of stay on the waiting list – listing (lack of normal distribution)
Показатель Рекомпенсация (n = 19)

Медиана (25-й – 75-й процентиль) 
или количество (%)

Умершие (n = 61)
Медиана (25-й – 75-й процентиль) 

или количество (%)

p value

Мужской пол 10 (52,6%) 36 (59%) 0,623
Степень ПЭ 2 (2-2) 3 (2-3) <0,001
Щелочная фосфатаза на момент 
включения в ЛО, ед/л 265,0 (180,0–300,0) 389,0 (296,5–500,5) 0,001

Na на момент включения в ЛО, 
ммоль/л 139,0 (138,0–141,0) 136,0 (135,5–138,5) 0,001

МНО на момент включения в ЛО 1,4 (1,3–1,5) 1,8 (1,6–2,35) <0,001
Креатинин на момент включения 
в ЛО, мкмоль/л 114,0 (86,0–120,0) 148,0 (111,5–202,5) <0,001

Билирубин на момент включения 
в ЛО, мкмоль/л 49,0 (38,0–72,0) 82,0 (55,0–142,5) 0,001

ИМТ на момент включения в ЛО, 
кг/м2 24,8 (23,6–28,3) 24,5 (20,6–27,9) 0,459

Рис. 1. ROC-кривая для уровней лейкоцитов и альбумина в крови у пациентов на момент включения в лист ожидания 
как предикторов развития рекомпенсации

Fig. 1. ROC curve for leukocyte and albumin levels in the blood of patients at the time of inclusion on the waiting list as pre-
dictors of the development of recompensation
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Развитие рекомпенсации у больных с ЦП различ-
ной этиологии связывают с рядом вероятных фак-
торов. Доказано снижение уровня фиброза и пор-
тальной гипертензии после успешного проведения 
антивирусной терапии HCV-ассоциированного ЦП 
[18–21]. В частности, установлено значимое сниже-
ние градиента HPVG (hepatic venous pressure gradient) 
после достижения устойчивого вирусологического 
ответа в результате проведения антивирусной тера-
пии HCV у больных с декомпенсированным ЦП и 
портальной гипертензией [20, 21]. В многоцентро-
вом Европейском исследовании было показано, что 
рекомпенсация вследствие антивирусной терапии 
обусловила делистинг пациентов (19,2% случаев), 
которые ранее были включены в ЛО по причине 
декомпенсированного ЦП в исходе хронического 
гепатита  С [22]. Авторы сделали важный вывод, 
что лечение больных, включенных в ЛО, прямы-
ми противовирусными средствами до проведения 
трансплантации, обусловливая рекомпенсацию и 
делистинг, позволяет значимо снизить количество 
ТП, что немаловажно в условиях дефицита органа и 
высокой распространенности HCV-ассоциированных 
заболеваний печени.

В другом исследовании показано, что в 30,9% слу-
чаев у больных с успешной противовирусной терапи-
ей HCV-ассоциированного декомпенсированного ЦП 
развивается рекомпенсация с последующим делис-
тингом [23]. Однако через 2 года после делистинга 
4 пациента повторно включены в ЛО (релистинг). 
В одном случае у больного развилась ГЦК, в трех – 
произошло развитие асцита.

В результате проведения противовирусной тера-
пии у больных HBV-инфекцией был продемонстри-
рован потенциал для обратного развития не только 
компенсированного, но и декомпенсированного ЦП 
[24–26]. Jang et al. [27] установлено, что противови-
русная терапия кандидатов на ТП с HBV-ассоцииро-
ванным декомпенсированным ЦП обусловила реком-
пенсацию с последующим делистингом примерно у 
трети пациентов.

Пациенты – кандидаты на ТП с ЦП, обусловлен-
ным развитием ожирения и прогрессии неалкоголь-
ного стеатогепатита (НАСГ), подверглись бариатри-
ческой хирургии [28]. У 33,3% пациентов развилась 
регрессия заболевания с последующим делистингом. 
Однако в последующем, при увеличении длительнос-
ти наблюдения до 7 лет, авторы отметили развитие 
саркопении и малнутриции в 71,4% случаев у паци-
ентов с делистингом.

Aravinthan et al. [12] установлено, что из 77 па-
циентов – кандидатов на ТП, у которых развилась 
рекомпенсация с последующим делистингом, в 61% 
случаев была АБП, в 16% случаев – HCV-ассоции-
рованный ЦП, в 5% случаев АБП / HCV-ассоцииро-
ванный ЦП. У остальных пациентов рекомпенсация 
с последующим делистингом в 4% случаев была 
ассоциирована с HBV-индуцированным ЦП, в 5% 
случаев – с АИГ, в 4% случаев – с НАСГ, в 1% слу-
чаев – с ПСХ, в 1% случаев – с криптогенным ЦП, в 
3% случаев – с саркоидозом. В качестве вероятных 
факторов, обусловивших развитие рекомпенсации 
пациентов, авторы этого исследования называют 

Рис. 2. Время ожидания развития рекомпенсации (функция дожития) в анализе выживаемости Каплана–Мейера

Fig. 2. The waiting time for the development of recompensation (survival function) in the analysis of the survival rate of 
Kaplan–Meier
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наложение TIPS, противовирусную терапию HCV 
и HBV-инфекции, лечение АИГ азатиоприном [12].

В нашем исследовании вероятными факторами 
развития рекомпенсации с последующим делистин-
гом пациентов является успешная противовирусная 
терапия HCV-ассоциированного ЦП, терапия имму-
носупрессантами аутоиммунных заболеваний пече-
ни, терапия ПЭ, назначение мочегонных средств и 
неселективных β-блокаторов. К вероятным факторам 
следует также отнести наложение TIPS, проведение 
азигопортального разобщения по оригинальной ме-
тодике, эндоскопического лигирования вен пище-
вода.

С помощью логистической регрессии нами уста-
новлено, что количество лейкоцитов и концентрация 
альбумина при включении пациентов в ЛО являют-
ся независимыми предикторами рекомпенсации за-
болевания и делистинга пациентов. Данная модель 
обладает высокой предсказательной способностью, 
чувствительностью и специфичностью, о чем сви-
детельствовали показатели AUC для обеих незави-
симых переменных (0,924 и 0,938 соответственно) 
и ROC-кривые.

Можно предположить, что снижение количества 
лейкоцитов у больных ЦП связано с портальной ги-
пертензией. Так, увеличение селезенки у больных ЦП 
часто сопровождается развитием гиперспленизма – 
основной причины цитопении и тромбоцитопении 
[29]. Точные эффекторные механизмы, ассоциируе-
мые со спленомегалией и гиперспленизмом, остают-
ся неясными. Тем не менее в качестве наиболее веро-
ятных причин этих феноменов называют нарушение 
гемодинамики вследствие портальной гипертензии, 
повреждение ткани селезенки и высвобождение сиг-
нальных молекул, индуцированных воспалением [30, 
31]. Развитие рекомпенсации, как показывают наши 
данные, ассоциируется со значимым различием меж-
ду концентрацией лейкоцитов в сравниваемых груп-
пах при включении пациентов в ЛО, что, вероятно, 
отражает меньшую выраженность гиперспленизма, 
и соответственно – портальной гипертензии. Это 
предположение подтверждается расчетом ОШ, по-
казавшим, что у больных с количеством лейкоцитов 
≥3,1 × 109/л на момент включения пациентов в ЛО 
вероятность развития рекомпенсации (делистинга) 
увеличивается в 14,639 раза.

По нашим данным, вторым независимым пре-
диктором развития рекомпенсации с последующим 
делистингом стала концентрация альбумина в плаз-
ме крови на момент включения пациентов в ЛО. 
Belli et al. [22] в многоцентровом Европейском ис-
следовании установлено, что предикторами реком-
пенсации пациентов c HCV-ассоциированным ЦП 
вследствие успешной противовирусной терапии 
стали индекс MELD и концентрация альбумина в 
сыворотке крови на момент включения пациентов 

в ЛО. Aravinthan et al. [12] показали, что у больных 
с АБП (декомпенсированным ЦП) оба эти показателя 
на момент включения пациентов в ЛО оказались не-
зависимыми предикторами развития рекомпенсации 
и последующего делистинга.

Гипоальбуминемия является независимым фак-
тором риска для смертности пациентов как маркер 
мальнутриции [32–34], а увеличение концентрации 
альбумина в плазме крови – предиктором реком-
пенсации пациентов [12, 22]. Мы показали, рассчи-
тав ОШ, что у больных с концентрацией альбуми-
на ≥39,1 г/л на момент включения пациентов в ЛО 
вероятность развития рекомпенсации (делистинга) 
увеличивается в 3,06 раза.

Мы установили, что на момент включения па-
циентов в ЛО показатели MELD и MELD-Na были 
значимо ниже в группе больных с наступившей ре-
компенсацией, чем в группе пациентов, умерших по 
причине декомпенсации. Низкие показатели MELD 
при включении пациентов в ЛО увеличивали вероят-
ность развития рекомпенсации, а высокие показатели 
MELD, напротив, были негативными предикторами 
для больных с декомпенсированным HCV-циррозом, 
получавших противовирусную терапию, и деком-
пенсированным ЦП алкогольной этиологии [12, 22].

Рекомпенсация больных с декомпенсированными 
заболеваниями является клиническим заключением, 
не соответствующим понятию «выздоровление». Су-
ществуют различные точки зрения специалистов на 
дефиниции этого состояния: «рекомпенсация», «до-
ступ к трансплантации», «избежание дополнитель-
ных осложнений» и др. [36]. Регрессия фиброза пос-
ле элиминации вируса HCV является длительным, но 
возможным доказанным процессом [37, 38]. Однако, 
несмотря на эрадикацию вируса HCV, фиброз может 
не только не регрессировать, но и прогрессировать. 
Возможно, это связано с тем обстоятельством, что 
весьма трудно найти грань между «точками возврата 
и невозврата», особенно если принять во внимание 
тот факт, что элиминация факторов повреждения пе-
чени (эрадикация вируса HCV, абстиненция в случае 
АБП) не приводят к нормализации изменений сосу-
дистой сети у больных ЦП [36].

Заключение
Настоящее исследование показало, что обрати-

мость повреждений печени (рекомпенсация) после 
прекращения действия факторов, вызывающих ее 
декомпенсацию, является вероятным процессом. 
Следует подчеркнуть, что понятие «рекомпенсация» 
является клиническим заключением, не являющимся 
синонимом понятия «выздоровление», требующим 
от врача постоянного наблюдения за пациентами и 
принятия решения (повторное включение в ЛО – ре-
листинг) в случае ухудшения состояния. Кажется 
возможным существование «критической точки не-
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возврата», после прохождения которой декомпенса-
ция функции печени становится необратимой. При 
включении в ЛО кандидатов на ТП независимыми 
предикторами развития рекомпенсации печени и по
следующего делистинга пациентов являются коли-
чество лейкоцитов крови ≥3,1 × 109/л и концентрация 
альбумина плазмы крови ≥39,1 г/л.
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Особенности морфологии биоптатов печени 
доноров старше 60 лет
И.М. Ильинский1, Н.П. Можейко1, Д.В. Воронов2, М.Г. Минина2, 
О.М. Цирульникова1
1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация 
2 ГБУЗ «Городская клиническая больница имени С.П. Боткина Департамента здравоохранения 
города Москвы», Московский координационный центр органного донорства, Москва, 
Российская Федерация

Цель исследования – изучение различий в частоте патологических процессов в биоптатах печени доноров 
старше 60 лет (I группа) и доноров, признанных в настоящее время «стандартными» по возрасту – 60 лет 
и младше (II группа). Материал и методы. Из общего пула последовательных 300 доноров со смертью 
мозга было 28 (9,3%) доноров старше 60 лет (от 61 до 73 лет; 19 мужчин и 9 женщин). Результаты. За-
висимость частоты патологии от пола в обеих группах отсутствовала (р > 0,05). У пожилых доноров по 
сравнению со «стандартными» донорами значимо реже бывает легкая (р < 0,05) и значимо чаще тяжелая 
(р < 0,05) степени белковой дистрофии, и имеется только тенденция (р > 0,05) к более частой легкой сте-
пени жировой дистрофии. Дистрофические процессы являются следствием более тяжелого ишемичес-
кого повреждения печени пожилых доноров. Ишемическое повреждение печени определяет риск более 
частых билиарных осложнений, для снижения которых требуется тщательный контроль и поддержание 
на оптимальном уровне гемодинамики у доноров в отделении реанимации. По другим морфологическим 
параметрам печень доноров старше 60 лет значимо не отличается (р > 0,05) от печени доноров 60 лет и 
младше. Заключение. Для расширения донорского пула рекомендуется снять возрастные ограничения 
при подборе печени для трансплантации, максимально используя донорский потенциал.
Ключевые слова: пожилые доноры печени, «стандартные» доноры печени, белковая дистрофия 
гепатоцитов, жировой гепатоз, фиброз печени.
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The aim of the study was to study the differences in the frequency of pathological processes in the liver biopsy 
specimens of donors older than 60 years (group I) and donors currently recognized as «standard» by age – 60 years 
and younger (group II). Materials and methods. Of the total pool of 300 consecutive donors with brain death, 
there were 28 (9.3%) donors over 60 years of age (from 61 to 73 years; 19 men and 9 women). Results. There was 
no incidence of pathology in donors depending on their sex (р > 0.05). In elderly donors, compared to «standard» 
donors, significantly less easy (р < 0.05) and were significantly more severe (р < 0.05) degree of protein degene-
ration, and there is only a tendency (р > 0.05) to more frequent mild fatty degeneration. Dystrophy processes are 
a consequence of more severe ischemic damage to the liver of elderly donors. Ischemic liver damage determines 
the risk of more frequent biliary complications, which require careful monitoring and maintenance at the optimal
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Трансплантация печени (ТП) является безальтер-
нативным методом лечения пациентов, страдающих 
терминальной стадией острых или хронических за-
болеваний печени. Однако во всем мире отмечает-
ся отсутствие достаточного количества донорских 
органов для выполнения этих операций. Многие 
пациенты, находящиеся в листе ожидания, не дожи-
вают до ТП. Поэтому стали искать дополнительные 
источники увеличения пула доноров, среди которых 
трансплантация доли печени (трансплантации части 
печени живого донора и трансплантация сплит-пе-
чени) в определенной степени помогают преодолеть 
дефицит донорских органов [1]. Кроме того, одним 
из путей увеличения количества ТП является ис-
пользование органов от доноров с расширенными 
критериями. К донорам с расширенными критери-
ями относят умерших лиц старше 60 лет, больных 
вирусным гепатитом С, с длительностью холодовой 
ишемии более 12  часов, доноров с небьющимся 
сердцем, с гипернатриемией, макровезикулярным 
стеатозом свыше 30%. В последние годы к наиболее 
обсуждаемым вопросам относится целесообразность 
использования для трансплантации печени пожилых 
доноров [2].

Как известно, патогистологическая оценка перед 
трансплантацией является эффективным, точным и 
надежным инструментом для оценки качества печени 
посмертных доноров. Предтрансплантационные био-
псии имеют большое значение при отборе донорской 
печени для трансплантации, особенно в случаях ис-
пользования доноров с расширенными критериями, 
и должны проводиться чаще во избежание ненужной 
потери органов, пригодных для трансплантации, и 
трансплантации неподходящих органов [3].

Целью настоящего исследования является изуче-
ние различий в частоте патологических процессов в 
биоптатах печени доноров старше 60 лет (I группа) 
и у доноров, признанных в настоящее время «стан-
дартными» по возрасту – 60 лет и младше (II группа).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Проанализированы карты донора и выполнено 

гистологическое исследование инцизионных био-
птатов печени 300 последовательных доноров со 
смертью головного мозга. Биопсии выполняли до 
холодовой консервации печени.

Биоптаты донорской печени фиксировали в 10% 
забуференном формалине при pH 6,8–7, обезвожи-

вали в спиртах восходящей крепости и заливали в 
парафиновые блоки. На микротоме фирмы Leica 
RM 2145 готовили срезы толщиной 4–5 мкм. После 
депарафинизации гистологические срезы окраши-
вали гематоксилином и эозином, а также трихромом 
по Массону. Гистологические препараты изучали с 
помощью микроскопа Leica DM6000 B. Оценивали 
степень белковой дистрофии гепатоцитов, жирового 
гепатоза, фиброза и воспаления печени.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакета статистических про-
грамм Statistica 7.0 и электронных таблиц Excel. Ре-
зультаты обрабатывали с использованием критерия 
Стьюдента и критерия χ2. Достоверность различий 
принимали при критерии р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В нашем исследовании из общего пула последо-

вательных 300 доноров со смертью мозга было 28 
(9,3%) доноров старше 60 лет (19 мужчин и 9 жен-
щин), в возрасте от 61 до 73 лет (I группа). Контроль-
ная (II) группа включала 272 донора (196 мужчин и 
76 женщин) в возрасте от 18 до 60 лет. Зависимость 
частоты патологии от пола в обеих группах отсут
ствовала (р > 0,05).

Выраженность ишемического повреждения пече-
ни оценивали по степени белковой дистрофии гепа-
тоцитов у пожилых (I группа, n = 28) и у «стандарт-
ных» (II группа, n = 272) доноров (рис. 1).

При легкой (I) степени в гепатоцитах наблюдали 
преимущественно зернистую дистрофию. В дольках 
печени встречались только небольшие участки гид-
ропической дистрофии. Такая степень потенциально 
обратимой белковой дистрофии была в пяти (17,9%) 
биоптатах пожилых доноров и в 109 (40,1%) биоп-
татах «стандартных» доноров, т. е. легкую степень 
повреждения печени достоверно чаще (р < 0,05) на-
блюдали во II группе доноров. При умеренной (II) 
степени в гепатоцитах была преимущественно гид-
ропическая дистрофия, но встречались и небольшие 
очаги баллонной дистрофии (I группа: n = 6; 21,4% 
и II группа: n = 73; 26,8%). Частота умеренной (II) 
степени белковой дистрофии в обеих группах досто-
верно не различалась (р > 0,05). При тяжелой (III) 
степени во всех гепатоцитах одинаково часто на-
блюдали гидропическую и баллонную дистрофию 
(I группа: n = 17; 60,7% и II группа: n = 90; 33,1%). 
Такую тяжелую степень белковой дистрофии досто-

level of hemodynamics in donors in the intensive care unit. According to other morphological parameters, the 
liver of donors older than 60 years does not differ significantly (р > 0.05) from the liver of donors 60 years and 
younger. Conclusion. To expand the donor pool, it should be recommended to remove age restrictions in the 
selection of liver for transplantation, maximizing the donor potential.
Keywords: elderly liver donors, «standard» liver donors, protein dystrophy of hepatocytes, fatty hepatosis, 
liver fibrosis.
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верно чаще (р < 0,05) наблюдали в I группе доноров. 
Таким образом, у возрастных доноров по сравнению 
со «стандартными» донорами достоверно реже бы-
вает легкая (I) степень, но чаще тяжелая (III) степень 
белковой дистрофии печени.

Жировой гепатоз в соответствии с общепринятой 
классификацией мы подразделяли на четыре степени. 
Нулевая (0) степень – жировой гепатоз отсутствует 
при отсутствии или наличии жировой дистрофии до 
5% гепатоцитов. Легкая (I) степень жирового гепато-
за – жировая дистрофия более 5%, но не более 33% 
гепатоцитов с жировой дистрофией. Умеренная (II) 
степень жирового гепатоза – жировая дистрофия 
более 33%, но не более 66% гепатоцитов с жировой 
дистрофией. Тяжелая (III) степень жирового гепато-
за – более 66% гепатоцитов с жировой дистрофией.

На рис. 2 представлена сравнительная частота 
различных степеней жирового гепатоза в биопта-
тах печени возрастных (I группа) и «стандартных» 
(II группа) доноров.

Жировой гепатоз реже отсутствовал у доноров 
I группы (n = 14; 50,0%), чем во II группе (n = 164; 
60,3%). Напротив, I и II степени жирового гепатоза 
чаще были у возрастных (I степень: n = 9; 32,1%. 
II степень: n = 2; 7,1%), а не у «стандартных» доноров 
(I степень: n = 51; 18,5%. II степень: n = 16; 5,9%). 
III степень жирового гепатоза встречалась чаще в 
молодой (n = 41; 15,1%), а не в пожилой (n = 3; 10,7%) 
группе доноров. Однако все эти различия недосто-
верны (р > 0,05).

Степень фиброза оценивали по шкале METAVIR: 
F0 – фиброз отсутствует, F1 – фиброз портальных 
трактов без септ, F2 – фиброз портальных трактов 
с единичными септами, F3 – фиброз портальных 
трактов и многочисленные септы без цирроза, F4 – 
цирроз печени.

На рис. 3 представлена сравнительная частота 
различных степеней фиброза в биоптатах печени у 
возрастных (I группа) и «стандартных» (II группа) 
доноров. Фиброз печени отсутствовал более чем в 
половине наблюдений, как у возрастных (n = 17; 
60,7%), так и у «стандартных» (n = 154; 56,6%) до-
норов. Степень фиброза F1 в I группе была обнару-
жена в восьми (28,6%) биоптатах, а во II группе – в 
69 (25,4%) биоптатах. Степень фиброза F2 была вы-
явлена соответственно в трех (10,7%) и в 40 (14,7%) 
биоптатах. Тяжелые степени фиброза (F3 и F4) у по-
жилых доноров отсутствовали, а у «стандартных» 
доноров встречались редко (F3: n = 6; 2,2%. F4: n = 
3; 1,1%). Различия при отсутствии или наличии фиб-
роза в группах недостоверны (р > 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты нашего ретроспективного исследо-

вания биоптатов 300 последовательных донорских 
печеней показали, что легкая степень (условная «нор-

Рис. 1. Сравнительная частота различных степеней бел-
ковой дистрофии в биоптатах печени пожилых (I группа) 
и «стандартных» (II группа) доноров

Fig. 1. Comparative frequency of different degrees of protein 
dystrophy of hepatocytes in liver biopsies of elderly (group I) 
and «standard» (group II) donors

Рис. 2. Сравнительная частота различных степеней жи-
рового гепатоза в биоптатах печени пожилых (I группа) 
и «стандартных» (II группа) доноров

Fig. 2. Comparative frequency of different degrees of fat-
ty hepatosis in biopsies of elderly (group I) and «standard» 
(group II) donors

Рис. 3. Сравнительная частота различной степени фибро-
за в биоптатах печени пожилых (I группа) и «стандарт
ных» доноров (II группа)

Fig. 3. Comparative frequency of different degree of fibrosis 
in liver biopsies of elderly (group I) and «standard» donors 
(group II)
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ма») в печени возрастных доноров встречается реже 
(р < 0,05), а тяжелая степень белковой дистрофии 
гепатоцитов – достоверно чаще (р < 0,05), чем в пе-
чени «стандартных» доноров. Такую же тенденцию 
наблюдали в отношении легкой степени жирового 
гепатоза, хотя эти различия недостоверны (р > 0,05).

Оба этих патологических признака, по нашему 
мнению, являются проявлением ишемического по
вреждения печени и связаны с нестабильной гемоди-
намикой у возрастных доноров, у которых, как прави-
ло, патология сердечно-сосудистой системы бывает 
чаще и тяжелее, чем у молодых доноров [4, 5]. Имен-
но более тяжелое ишемическое повреждение пече-
ни пожилых доноров является одной из основных 
причин более частых билиарных осложнений [6–8], 
хотя выживаемость трансплантатов и пациентов 
значимо не различаются [6–10]. Поэтому основной 
задачей для улучшения результатов ТП от пожилых 
доноров является снижение ишемического повреж-
дения донорской печени. Можно согласиться с мне-
нием Ghinolfi et al. [11], что, возможно, в будущем 
одним из путей станет нормотермическая машинная 
перфузия ex situ, которая может свести к минимуму 
ишемическое и реперфузионное повреждение до-
норской печени. Авторы исследовали 10 пациентов, 
которым была выполнена первичная ТП от доноров 
70 лет и старше после нормотермической машинной 
перфузии. В качестве контроля служили пациенты 
с аналогичными характеристиками, но донорская 
печень была после холодовой консервации. Элект-
ронная микроскопия показала снижение объемной 
плотности митохондрий и стеатоза и увеличение 
объемной плотности аутофагических вакуолей в пе-
чени после нормотермической машинной перфузии 
по сравнению с холодовой консервацией (р < 0,001). 
Таким образом, это исследование показало, что ис-
пользование нормотермической машинной перфузии 
ex situ печени доноров 70 лет и старше снижало ише-
мическое и реперфузионное повреждение по морфо-
логическим признакам, но клиническую пользу этого 
метода предстоит еще доказать.

В нашем исследовании отсутствовали статисти-
чески значимые отличия частоты различных степе-
ней жирового гепатоза и фиброза в зависимости от 
возраста доноров (р > 0,05). В литературе приведены 
свидетельства того, что при фиброзе донорской пе-
чени после ее трансплантации фиброз не прогресси-
рует или даже происходит его регрессия. Так, после 
ТП (101 пациент) с легким и умеренным фиброзом 
(F1 и F2) у 40% больных степень патологии не про-
грессировала, а у 30% наблюдали уменьшение сте-
пени фиброза. При наблюдении в среднем в течение 
71 месяца у 63 пациентов (63%) сохранялась функция 
трансплантатов, у шести (6%) была выполнена ре
трансплантация печени, а 35 больных погибли. Вы-
живаемость трансплантатов составила 82 и 69% че-

рез один год и пять лет соответственно. Установлено, 
что различия в выживаемости трансплантатов не яв-
ляются статистически значимыми в зависимости от 
степени фиброза печени: пятилетняя выживаемость 
трансплантата (73% при F1 и 62% при F2, р = 0,24). 
Кроме того, группу больных, которым трансплан-
тировали печень с фиброзом, сравнили с контроль-
ной группой, состоящей из 208 последовательных 
пациентов, которым трансплантировали печень без 
фиброза. Пятилетняя выживаемость трансплантата 
достоверно не отличалась между группами (69% в 
группе с фиброзом против 75% в группе без фиб-
роза печени, р = 0,19). Пятилетняя выживаемость 
пациентов также статистически не отличалась между 
группами (выживаемость 73% в группе с фиброзом 
против 79% в группе без фиброза печени, р = 0,2). 
У пациентов с HCV различия пятилетней выживае-
мости трансплантатов также не были статистически 
значимыми: 60% в группе с фиброзом против 70% 
в группе без фиброза (р = 0,22). Это исследование 
показало, что после пересадки донорской печени с 
легкой и умеренной степенями фиброза можно до-
стичь приемлемых долгосрочных результатов опе-
рации [12].

Итак, наше исследование показало, что, за исклю-
чением более тяжелого ишемического повреждения 
печени пожилых доноров, значимые различия в мор-
фологии печени пожилых и «стандартных» доноров 
отсутствуют. При отсутствии заболеваний печени 
она в отличие от сердца и почек сохраняет биологи-
ческую молодость, независимо от хронологического 
возраста донора. В этом плане также представляют 
большой интерес данные гериатрии о неоднороднос-
ти процесса старения – чем выше хронологический 
возраст индивида, тем меньше он соответствует его 
биологическому возрасту. Гериатрические парамет-
ры могут быть использованы при отборе доноров с 
большим хронологическим возрастом, но с мень-
шим биологическим возрастом [13]. Использование 
хронологически старых, но биологически молодых 
доноров печени позволит расширить донорский пул 
и снизить смертность в листах ожидания [14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У пожилых доноров (старше 60 лет) по сравнению 

со «стандартными» по возрасту (до 60 лет) донорами 
значимо реже бывает легкая (р < 0,05) и значимо 
чаще тяжелая (р < 0,05) степень белковой дистрофии 
и имеется только тенденция (р > 0,05) к более частой 
легкой степени жировой дистрофии. Дистрофиче
ские процессы являются следствием более тяжелого 
ишемического повреждения печени пожилых доно-
ров, у которых чаще встречается и тяжелее протекает 
патология сердечно-сосудистой системы. Ишемиче
ское повреждение печени определяет более частые 
билиарные осложнения. Для снижения тяжести ише-
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мического повреждения печени у пожилых доноров и 
уменьшения риска билиарных осложнений требуется 
тщательный контроль и поддержание на оптималь-
ном уровне гемодинамики у доноров в отделении 
реанимации. По морфологическим параметрам пе-
чень доноров старше 60 лет при отсутствии ее врож-
денных или приобретенных заболеваний значимо 
не отличается (р > 0,05) от печени доноров 60 лет и 
младше. Для расширения донорского пула следует 
рекомендовать снять возрастные ограничения при 
отборе печени для трансплантации, максимально 
реализуя донорский потенциал.
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Оптимизация конвекционного потока  
при онлайн гемодиафильтрации
А.Г. Строков, Я.Л. Поз
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Цель: изучить зависимость величины конвекционного потока при онлайн гемодиафильтрации (олГДФ) 
от способа управления ультрафильтрацией и индивидуальных особенностей пациентов. Материалы и 
методы. В исследование были включены 36 пациентов (20 мужчин и 16 женщин), находящихся на лече-
нии программным гемодиализом. Управление скоростью замещения проводилось в ручном режиме на 
основании показателей трансмембранного давления (ТМД). В ряде случаев использовались аппараты с 
блоком автоматического управления скоростью фильтрации (СФ) AutoSub plus. Фиксировались СФ, ТМД, 
скорость кровотока (СК), удельная скорость фильтрации (УСФ, мл/мин/мм рт. ст.–1). Результаты. Макси-
мальная УСФ у различных пациентов колебалась в пределах 0,51–0,80 мл/мин/мм рт. ст.–1, среднее значение 
составило 0,62 ± 0,07 мл/мин/мм рт. ст.–1. Была отмечена значимая корреляция УСФ с уровнем гемоглобина 
(r = –0,55). В течение процедуры отмечалось снижение УСФ (в среднем – на 23 ± 4%). На величину УСФ 
оказывала существенное влияние СК (r = 0,70). Максимальная УСФ достигалась при ТМД 140–220 мм 
рт. ст., при ТМД свыше 250 мм рт. ст. отмечалось падение УСФ, и для дальнейшего прироста СФ требо-
валось увеличение скорости кровотока. При серийных наблюдениях была отмечена индивидуальная ста-
бильность УСФ, колебания у конкретного пациента не превышали 10%. Объем замещения за сеанс ГДФ 
составил 18,0 ± 3,3 л, соотношение СФ/СК 24,7 ± 5,2%, при этом у 17 из 36 пациентов не был достигнут 
объем замещения 21 л. Применение автоматической системы регулировки СФ позволяло увеличить объем 
замещения (ОЗ) на 12–18%. Заключение. Достижение максимального конвекционного объема при олГДФ 
требует индивидуализации параметров лечения. Применение автоматического управления СФ позволяет 
обеспечить максимально возможный конвекционный поток.
Ключевые слова: онлайн гемодиафильтрация, удельная скорость фильтрации, объем замещения.

Optimization of convective flux  
in online haemodiafiltration
A.G. Strokov, I.L. Poz
V.I. Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs of the Ministry 
of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Aim. To evaluate the dependence of convective flow on the ultrafiltration control method and patients individual 
characteristics during online-hemodiafiltration (olHDF). Materials and methods. The study included 36 stable 
dialysis patients (20 male and 16 female). The substitution rate was conducted manually based on transmemb-
rane pressure (TMP). In some cases filtration rate (FR) automatic control unit AutoSub plus were used. The FR, 
TMP, Qb, specific filtration rate (CFR) were recorded. Results. The maximum CFR in various patients ranged 
from 0.51 to 0.80 ml/min/mm Hg–1, the average value was 0.62 ± 0.07 ml/min/mm Hg–1. A significant correla-
tion of CFR with hemoglobin level was noted (r = –0.55). A decrease in CFR was noted during HDF session (on 
average – by 23 ± 4%). The SCF was significantly affected by Qb (r = 0.70). The maximum CFR was achieved 
with TMP 140–220 mm Hg. A decrease in CFR was noted with TMP over 250 mm Hg, an increase in Qb was 
required for further rise in FR. Individual stability of the CFR was noted during serial observations, the fluctua-
tions in individual patient not exceeded 10%. Replacement volume for HDF session was 18.0 ± 3.3 L, the FR/Qb 
ratio was 24.7 ± 5.2%. Substitution volume of 21 L was not achieved in 17 of 36 patients. Use of automatic FR
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ОлГДФ – методика, аккумулирующая все совре-
менные технологические достижения, многими ис-
следователями считается «золотым стандартом» ге-
модиализной заместительной почечной терапии [1]. 
Основным преимуществом олГДФ с точки зрения бо-
лее полной коррекции уремии является возможность 
активного трансмембранного переноса веществ со 
значительной молекулярной массой при создании 
высокоскоростного фильтрационного потока моле-
кул воды из контура крови в контур диализата. При 
известном для данной мембраны и заведомо высоком 
коэффициенте просеивания по отношению к дан-
ному веществу объем фильтрации, достигнутый за 
сеанс лечения, может рассматриваться в качестве 
суррогатного показателя эффективности лечения в 
отношении элиминации данного вещества [2]. Так, 
современные диализные мембраны, применяющиеся 
при олГДФ, имеют коэффициент просеивания для 
β2-микроглобулина (11 800 Да) не ниже 0,6. Пред-
положение, что более значимое выведение средне- 
и высокомолекулярных уремических субстанций 
должно положительно сказаться на результатах 
программного гемодиализа, получило подтвержде-
ние в последних исследованиях. При этом было по-
казано, что улучшение показателей выживаемости 
отмечается при достижении высокого фильтрацион-
ного объема – свыше 20 литров за сеанс лечения [3]. 
В реальной клинической практике обеспечение столь 
высокой скорости ультрафильтрации зачастую со-
пряжено с рядом трудностей, обусловленных как 
параметрами проведения процедуры, так и особен-
ностями пациента [4].

Целью данного исследования явилось изучение 
зависимости величины конвекционного потока от 
способа управления ультрафильтрацией и индиви-
дуальных особенностей пациентов.

Пациенты и методы исследования
В исследование были включены 36 пациентов 

(20 мужчин и 16 женщин) в возрасте от 21 до 82, 
в среднем  – 59,6  года, находящихся на лечении 
программным гемодиализом не менее 6 месяцев. 
Сосудистым доступом у 29 пациентов служили ар-
териовенозная фистула или сосудистый протез, у 7 – 
двухпросветный туннелированный катетер. Сеансы 
олГДФ длительностью 4 часа проводились на аппа-
ратах Fresenius 4008 и 5008 и гемодиафильтрах FX60 
и FX80 (Fresenius Medical Care, ФРГ) при фиксиро-
ванной скорости потока диализирующей жидкости 

500 мл/мин и постдилюционном направлении введе-
ния субституата. Управление скоростью замещения 
проводилось в ручном режиме на основании пока-
зателей ТМД. При этом фиксировались СФ, ТМД и 
актуальная СК. В ходе сеансов лечения мы также ис-
следовали показатель УСФ, соотносящий величину 
фильтрационного потока (CФ, мл/мин) и актуальное 
трансмембранное давление (ТМД, мм рт. ст.). В ряде 
случаев использовались системы автоматического 
управления потоком диализата с коэффициентом 1,5 
по отношению к СК и блок автоматического управ-
ления СФ AutoSub plus, действие которого основано 
на постоянном измерении величины пульсации дав-
ления в воздушной ловушке венозной магистрали, 
в составе диализных машин серии 5008. Статисти-
ческая обработка данных проводилась при помощи 
электронной таблицы Microsoft Office Excel.

Результаты и их обсуждение
При фиксированной продолжительности сеанса 

лечения, равной 4 часам, и средней СК = 322,5 ± 
27,1 мл/мин величина УСФ в своих максимальных 
значениях у различных пациентов колебалась в пре-
делах 0,51–0,80 мл/мин/мм рт. ст.–1, среднее значение 
составило 0,62 ± 0,07 мл/мин/мм рт. ст.–1. Была от-
мечена значимая корреляция УСФ с уровнем гемог-
лобина (r = –0,55), в то время как зависимости УСФ 
от значений протеинемии, альбуминемии, гликемии 
и общего холестерина выявлено не было. В тече-
ние сеансов лечения отмечалось снижение УСФ (в 
среднем – на 23 ± 4%), что можно объяснить как 
системной гемоконцентрацией на фоне снижения 
объема циркулирующей крови, так и уплотнением 
на поверхности диализной мембраны вторичной бел-
ковой мембраны, активно формирующейся именно 
при высокой скорости фильтрации [2]. Из параметров 
процедуры на величину УСФ оказывала существен-
ное влияние СК (r = 0,70).

Максимальные значения УСФ достигались в 
ранге величин ТМД 140–220 мм рт. ст. Дальнейшее 
увеличение скорости фильтрации, и соответственно, 
величины ТМД приводило к экспоненциальному па-
дению величины УСФ (рис.).

При ТМД свыше 250 мм рт. ст. падение величины 
УСФ становилось особенно заметным и дальнейшее 
увеличение СФ часто приводило к возникновению 
тревог по ТМД. В такой ситуации для восстановле-
ния СФ требовалось увеличение СК.

adjustment system allowed increasing substitution volume by 12–18%. Conclusion. Achieving maximum subs-
titution volume with olHDF requires the individualization of treatment parameters. Use of automatic control of 
FR allowed the highest possible convection flow.
Key words: online hemodiafiltration, specific filtration rate, substitution volume.
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При серийных наблюдениях была отмечена инди-
видуальная стабильность УСФ, колебания от сеанса 
к сеансу у конкретного пациента не превышали 10%. 
Объем замещения за сеанс ГДФ в среднем составил 
18,0 ± 3,3 л, фильтрационная фракция (соотношение 
СФ/СК) – 24,7 ± 5,2%, при этом у 17 из 36 пациен-
тов в ходе ГДФ не был достигнут объем замещения 
21 л. Данное наблюдение можно объяснить в первую 
очередь тем обстоятельством, что в данной группе 
пациентов не имелось резервов для увеличения ско-
рости кровотока. Применение автоматической сис-
темы регулировки СФ на основе измерения вязкости 
крови позволяло увеличить общий конвекционный 
объем на 12–18%, при этом УСФ не отмечалась ниже 
0,4 и не отмечалось возникновения тревог по ТМД. 
В то же время у четырех из двенадцати пациентов, у 
которых была применена данная система, пороговый 
объем замещения за сеанс лечения достигнут не был 
из-за невозможности увеличения СК.

Согласно данным современных исследований, 
объем замещения, достигаемый в ходе сеанса ГДФ, 
является ключевым фактором, обеспечивающим 
улучшение конечных результатов программного 
диализа [2]. Пороговым значением на сегодняшний 
день считается объем, равный 21 л без учета объ-
ема ультрафильтрации, направленной на устране-
ние междиализной гипергидратации [3]. В рутинной 
клинической практике достижение столь высокой 
СФ требует применения напряженных режимов 
проведения лечения, в том числе создания высокого 
градиента трансмембранного давления [4]. Известно, 
что проведение ГДФ с высокими значениями ТМД 
увеличивает количество тревог, требующих вмеша-
тельства медперсонала [5], кроме того, в подобной 
ситуации значимо возрастает просеивание высоко-
молекулярных веществ, в том числе альбумина [6]. 
Хотя рядом авторов выведение альбумина рассмат-
ривается как положительный фактор, способству-
ющий удалению связанных с белком уремических 

токсинов  [7], значимые потери альбумина могут 
снижать его плазменную концентрацию. Показатель 
УСФ наряду с величиной ТМД помогает оценить 
напряженность конвекционного потока и избежать 
чрезмерной гемоконцентрации в экстракорпораль-
ном контуре и значимого просеивания альбумина. 
Основной резерв для обеспечения адекватного (или 
максимального для данного пациента и данной про-
должительности сеанса ГДФ) объема замещения без 
применения экстремальных режимов фильтрации и, 
соответственно, значимого падения УСФ – увеличе-
ние скорости кровотока. Четкое, осмысленное управ-
ление СФ становится все более актуальной задачей, 
учитывая перманентную тенденцию к увеличению 
гидравлической проницаемости и коэффициентов 
просеивания высокомолекулярных веществ мемб-
ран, применяющихся в широкой клинической прак-
тике. В этой связи многообещающим представляет-
ся совершенствование и широкое внедрение систем 
автоматической регулировки скорости замещения, 
позволяющих не только увеличить достигаемый за 
сеанс лечения объем, но и обеспечить стабильное, 
не требующее вмешательства персонала течение 
процедуры.

Заключение
Достижение максимального конвекционного 

объема при ГДФ требует индивидуализации пре
скрипции лечения. При этом оптимально проведе-
ние фильтрации в наиболее производительном ранге 
трансмембранного давления до 250 мм рт. ст. Ос-
новным ограничением суммарного объема замеще-
ния при ГДФ является невозможность обеспечения 
адекватной скорости кровотока.

Применение современных систем автоматиче
ского управления скоростью фильтрации позволяет 
в режиме реального времени обеспечить максималь-
но возможный в конкретных условиях конвекцион-
ный поток без возникновения эпизодов чрезмерно 

Рис. Зависимость показателя УСФ от величины ТМД в ходе сеанса олГДФ при прогрессивном увеличении СФ

Fig. The CSF dependence on TMP in course of olHDF session during FR progressive increase
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высокого ТМД и остановок экстракорпорального 
кровотока.

Определение объемов замещения, необходимых 
для пациентов разного пола и возраста, с различными 
антропометрическими и клиническими данными, а 
также влияние напряженных режимов фильтрации 
на результаты лечения требуют дальнейших иссле-
дований.

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.
The authors declare no conflict of interest.

Список литературы / References
1.	 Mostovaya IM, Blankestijn PJ, Bots ML, Covic A, Da-

venport A, Grooteman MP. et al. EUDIAL1 – an official 
ERA-EDTA Working Group. Clinical evidence on he-
modiafiltration: a systematic review and a meta-analysis. 
Semin Dial. 2014; 27: 119–127. doi: 10.1111/sdi.12200.

2.	 Tattersall JE, Ward RA. EUDIAL group. Online haemo-
diafiltration: definition, dose quantification and safety 
revisited. Nephrol Dial Transplant. 2013; 28: 542–550. 
doi: 10.1093/ndt/gfs530.

3.	 Maduell F, Moreso F, Pons M, Ramos R, Mora-Macià J, 
Carreras J. et al. ESHOL Study Group. High-efficiency 
postdilution online hemodiafiltration reduces all-cause 
mortality in hemodialysis patients. J Am Soc Nephrol. 
2013; 24: 487–497. doi: 10.1681/ASN.2012080875.

4.	 Kim YW, Park S. Confronting practical problems for in-
itiation of on-line hemodiafiltration therapy. Electrolyte 
Blood Press. 2016; 14: 1–4. 10.5049/EBP.2016.14.1.1.

5.	 Gayrard N, Ficheux A, Duranton F, Guzman C, Szwarc I, 
Vetromile F et al. Consequences of increasing convec-
tion onto patient care and protein removal in hemodia-
lysis. PLoS One. 2017; 12 (2): e0171179. doi: 10.1371/
journal. pone.0171179.

6.	 Fournier A, Birmele B, Francois M, Prat L, Halimi JM. 
Factors associated with albumin loss in post-dilution he-
modiafiltration. Int J Artif Organs. 2015; 38: 76–82. doi: 
10.5301/ijao.5000389.

7.	 Nagai K, Tsuchida K, Ishihara N, Minagawa N, Ichi-
en G, Yamada S. et al. Implications of albumin leakage 
for survival in maintenance hemodialysis patients: a 
7-year observational study. Ther Apher Dial. 2017; 21: 
378–386. doi: 10.1111/1744-9987.12526.

Статья поступила в редакцию 4.10.2019 г.
The article was submitted to the journal on 4.10.2019



45

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

DOI: 10.15825/1995-1191-2019-4-45-53

Сравнительный анализ секреторной способности 
островков Лангерганса, культивированных 
с биополимерным коллагенсодержащим 
гидрогелем и тканеспецифическим матриксом
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Введение. Созданию биомедицинского клеточного продукта – биоинженерной конструкции поджелудочной 
железы (ПЖ) – препятствуют проблемы, связанные с поддержанием жизнеспособности функционально 
активных изолированных островков Лангерганса (ОЛ). Сохранению структуры и функции изолирован-
ных ОЛ в условиях in vitro и in vivo могут способствовать как биополимерные, так и тканеспецифические 
матриксы. Наиболее предпочтительные для клеток тканеспецифические матриксы могут быть получены 
в результате децеллюляризации поджелудочной железы (ДПЖ-матрикс). Цель. Провести сравнительный 
анализ секреторной функции изолированных ОЛ крысы, культивированных в присутствии биополимер-
ного коллагенсодержащего гидрогеля (БМКГ) и тканеспецифического ДПЖ-матрикса соответственно. 
Материалы и методы. ОЛ из ПЖ крысы выделяли, используя классическую коллагеназную технику с 
некоторыми модификациями. ОЛ культивировали в присутствии БМКГ- и тканеспецифического матрикса в 
стандартных условиях. Тканеспецифический ДПЖ-матрикс получали в результате децеллюляризации ПЖ 
крысы. ДПЖ-матрикс был исследован на цитотоксичность, присутствие ДНК и подвергнут морфологи-
ческому изучению. Секреторную функцию ОЛ исследовали методом иммуноферментного анализа (ИФА). 
Результаты. Было показано, что секреторная функция островков, культивированных в присутствии БМКГ- 
и ДПЖ-матрикса, значительно выше, чем в монокультуре островков. Выявлено преимущество примене-
ния тканеспецифического ДПЖ-матрикса при создании биоинженерной конструкции ПЖ по сравнению 
с БМКГ-матриксом. Заключение. БМКГ и тканеспецифический ДПЖ-матриксы способствуют не только 
сохранению жизнеспособности изолированных ОЛ, но и пролонгированию их секреторной способности 
в течение 10 дней, по сравнению с монокультурой ОЛ.
Ключевые слова: островки Лангерганса, биополимерный гидрогель, децеллюляризованная 
поджелудочная железа, матрикс, культивирование, секреция инсулина.

Comparative analysis of secretory capacity 
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Introduction. The creation of a biomedical cell product – a bioengineered construct of the pancreas – is hampered 
by problems associated with maintaining the viability of isolated islets of Langerhans (OL). Both biopolymer 
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Введение
Созданию биомедицинского клеточного продук-

та – биоинженерной конструкции поджелудочной 
железы (ПЖ) препятствуют проблемы, связанные 
с поддержанием жизнеспособности функциональ-
но активных изолированных островков Лангерган-
са (ОЛ) [1, 2]. Известно, что в процессе изоляции ОЛ 
утрачивают васкуляризацию, иннервацию, а также 
лишаются связей с внеклеточным матриксом (ВКМ), 
играющим значимую роль в регуляции множества 
аспектов физиологии островков, включая выжива-
емость, пролиферацию и секрецию инсулина [3, 4]. 
Сохранению структуры и функции изолирован-
ных ОЛ в условиях in vitro и in vivo могут способст
вовать матриксы-биомиметики ВКМ, обладающие 
свойствами, характерными для нативного микро-
окружения поджелудочной железы [5–7]. К биоми-
метикам, моделирующим состав ВКМ, относится и 
биополимерный микрогетерогенный коллагенсодер-
жащий гидрогель (БМКГ-матрикс) – многокомпо
нентный продукт из природных соединений, в состав 
которого входят пептиды частично гидролизованного 
коллагена, гликопротеины, уроновые кислоты, а так-
же биологически активные вещества ВКМ, включая 
факторы роста, необходимые для жизнедеятельности 
клеток [8].

Известно, что при инкубации с коллагенсодержа-
щими матриксами изолированные ОЛ длительное 
время сохраняют целостность, жизнеспособность 
и секреторную функцию по сравнению с монокуль-
турами ОЛ [9, 10]. Ранее нами было показано, что 
культивирование изолированных ОЛ крысы с БМКГ-
матриксом способствует сохранению жизнеспособ-
ности и характерной структуры ОЛ in vitro в течение 
14 суток [11].

При всех своих достоинствах резорбируемые 
матриксы из биополимерных материалов не обла-
дают тканевой специфичностью. В последние годы 
интенсивно начались разработки биоинженерных 

конструкций на основе тканеспецифических мат-
риксов, изготовленных из децеллюляризованных 
тканей с сохранением структурных, биохимичес-
ких и биомеханических свойств нативного ВКМ 
с последующей рецеллюляризацией клеточными 
компонентами [12, 13]. При разработке протоколов 
децеллюляризации ПЖ важно учитывать сохранение 
ее архитектоники и микроциркуляторного русла при 
максимально полном удалении клеточного материа-
ла, в том числе ДНК, для минимизации иммунного 
ответа при имплантации биоинженерной конструк-
ции ПЖ и с минимальным повреждением компо-
нентов ВКМ [14, 15]. Присутствие в децеллюляри-
зованном матриксе ПЖ (ДПЖ-матрикс) нативных 
компонентов ВКМ, таких как структурные белки 
(различные типы коллагена, эластин, фибронектин 
и ламинин), гликопротеины и факторы клеточной 
адгезии, позволяет создать условия для пролонги-
рованной жизнедеятельности островковых клеток 
и практически полностью имитировать ВКМ [16]. 
Трехмерная структура ВКМ определяет топографи-
ческое расположение эндокринных клеток ПЖ, что 
также влияет на выживаемость и секреторную актив-
ность ОЛ [17]. Показано, что островки, культивиро-
ванные в присутствии ДПЖ-матрикса, увеличивали 
секрецию инсулина по сравнению с изолированны-
ми ОЛ в монокультуре [18].

Цель нашей работы заключалась в проведении 
сравнительного анализа секреторной активности изо-
лированных ОЛ крысы, культивированных с биопо-
лимерным микрогетерогенным коллагенсодержащим 
гидрогелем и тканеспецифическим матриксом.

Материалы и методы
Экспериментальные животные

Исследования проводили на половозрелых кры-
сах-самцах породы Wistar (180–220 г), полученных 
из питомника лабораторных животных ФГУП ОПХ 
«Манихино». Акклиматизацию и содержание лабо-

and tissue-specific matrices can contribute to the preservation of the structure and function of isolated OL in 
vitro and in vivo. The most preferred tissue-specific matrices for cells can be obtained as a result of pancreatic 
decellularization (DP matrix). Aim: comparative analysis of the secretory function of rat isolated OL cultured 
with biopolymer collagen-containing hydrogel (BMCH) and tissue-specific DP matrix, respectively. Materials 
and methods. OL was isolated using classical collagenase technique with some modifications. OL was cultured 
in the presence of BMCH- and tissue-specific matrix under standard conditions. Tissue-specific DP matrix was 
obtained by decellularization of rat pancreas. The DP matrix was examined for cytotoxicity, DNA presence and 
subjected to morphological study. The secretory function of OL was studied by enzyme immunoassay (ELISA). 
Results. It has been shown that the secretory function of islets cultured in the presence of BMCH- and DP ma-
trix is significantly higher than in the islets monoculture. Identified the advantage of tissue-specific DP matrix 
when creating bioengineered constructs of the pancreas compared to BMCH matrix. Conclusion. BMCH and 
tissue-specific DP matrices contribute not only to the preservation of the viability of isolated OL, but also to the 
prolongation of their secretory ability for 10 days, compared to the monoculture OL.
Key words: islets of Langerhans, biopolymer hydrogel, decellularized pancreas, matrix, cultivation, insulin 
secretion.
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раторных животных осуществляли в соответствии с 
межгосударственным стандартом ГОСТ ISO 10993-2-
2009 «Изделия медицинские. Оценка биологического 
действия медицинских изделий». Часть 2. «Требова-
ния к обращению с животными».

Все манипуляции с животными проводили в соот-
ветствии с «Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» от 1973 г. 
и правилам, принятым Европейской конвенцией по 
защите позвоночных животных, используемых для 
исследований и других научных целей (European 
Convention for the Protection of Vertebrate Animals 
Used for Experimental and other ScientificPurposes 
(ETS 123) Strasbourg, 1986).

Гидрогелевый миметик ВКМ
В качестве гидрогелевого миметика ВКМ была 

выбрана инъекционная форма БМКГ-матрикса 
из линейного ряда композиции Сферо®ГЕЛЬ (АО 
«БИОМИР сервис», Россия), предназначенная для 
применения в клеточных технологиях со следующи-
ми характеристиками: средний размер микрочастиц – 
145,79 ± 0,09 мкм; модуль упругости – 1170 ± 12 Па; 
модуль вязкости – 62,9 ± 7,9 Па; набухаемость – не 
ниже 86,6 ± 3,0 масс. %; время резорбции – до 9 меся-
цев. Ранее проведенные исследования продемонстри-
ровали, что данный БМКГ-матрикс является опти-
мальным для создания клеточно- и тканеинженерных 
конструкций [19].

Тканеспецифический ВКМ
В качестве тканеспецифического ВКМ был вы-

бран матрикс, полученный из децеллюляризованной 
ткани ПЖ крысы (ДПЖ-матрикс).

Для децеллюляризации использовали субтоталь-
но удаленную ПЖ крысы, измельченную вручную с 
помощью глазных ножниц до размера фрагментов 
не более 1×1×2 мм. Фрагменты ПЖ обрабатывали 
при комнатной температуре в условиях непрерыв-
ного перемешивания (ротационная система MultiBio 
RS-24, скорость 5 оборотов/мин) последовательно 
в 0,1% растворе додецилсульфата натрия (SDS) на 
дистиллированной воде в течение 3 часов, в 0,1% 
растворе SDS на 1N NaCl в течение 3 часов и в 0,1% 
растворе SDS на фосфатно-солевом буфере (PBS, 
рН = 7,35) в течение 18 часов. На конечной стадии по-
лучения ДПЖ-матрикса децеллюляризованные фраг-
менты панкреатической ткани отмывали от остатков 
поверхностно-активных агентов в течение 72 часов 
в трех сменах PBS, содержащего антибиотик/анти-
микотик. Смену раствора осуществляли один раз в 
сутки. Образцы ДПЖ-матрикса (фрагменты ДПЖ 
в PBS) вносили в криопробирки, замораживали и 
подвергали γ-стерилизации (1,5 Мрад). Стерильный 
ДПЖ-матрикс хранили при температуре 4–6 °С и не-

посредственно перед экспериментом дополнительно 
измельчали до среднего размера микрофрагментов 
500 ± 45 мкм для уменьшения степени микрогете-
рогенности.

Морфологическое исследование 
ДПЖ‑матрикса

Для морфологического исследования образцы 
ДПЖ-матрикса фиксировали в 10% забуференном 
формалине, обезвоживали в спиртах восходящей 
концентрации, выдерживали в смеси хлороформа 
и этанола, хлороформе и заливали в парафин. Сре-
зы толщиной 4–5 мкм, полученные на микротоме 
RM2245 (Leica, Германия), депарафинировали, ре-
гидратировали и окрашивали гематоксилином и 
эозином, на общий коллаген (метод Массона), на 
эластические волокна (метод Унны–Тенцера), а так-
же проводили флюоресцентное окрашивание DAPI 
для качественного определения ядерного материала 
в ДПЖ-матриксе.

Количественное определение ДНК  
в ДПЖ-матриксе

Для определения степени иммуногенности де-
целлюляризованного материала по остаточному 
количеству ядерного материала в ДПЖ-матриксе 
проводили выделение и флюоресцентное окраши-
вание ДНК [20].

Выделение ДНК из образцов ДПЖ-матрикса про-
водили с помощью набора DNeasyBlood&TissueKit 
(QIAGEN, Германия) согласно инструкции произ-
водителя. Для количественного определения ДНК 
согласно протоколу использовали флюоресцентный 
краситель™ PicogreenQuant-iT (Invitrogen, США), 
действие которого активировалось излучением с дли-
ной волны 480 нм. Полученная термоэлектронная 
эмиссия анализировалась на ридере для микроплан-
шетов Spark 10М (TecanTrading AG, Швейцария) при 
длине волны 520 нм. Для определения абсолютно-
го количества ДНК использовали калибровочную 
кривую ДНК бактериофага λ (Invitrogen, США) в 
диапазоне 0,0–1000 нг/мл.

Исследование ДПЖ-матрикса 
на  цитотоксичность

Цитотоксичность образцов ДПЖ-матрикса in 
vitro оценивали методом прямого контакта в соот-
ветствии с межгосударственным стандартом ГОСТ 
ISO 10993-5-2011 «Изделия медицинские. Оценка 
биологического действия медицинских изделий. 
Часть 5. Исследование на цитотоксичность: мето-
ды in vitro» на культуре фибробластов мыши линии 
L929. Отрицательным контрольным образцом слу-
жила культуральная среда с 10% эмбриональной 
телячьей сывороткой (HyClone, США). В качестве 
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положительного контрольного образца использовали 
стандарт цинка одноэлементный водный 10 000 мкг/
мл (Sigma-Aldrich, США). Все процедуры проводили 
в асептических условиях. Визуально культуру оце-
нивали с помощью инвертированного микроскопа 
Eclipse TS100 (Nikon, Япония).

Метаболическую активность фибробластов пос-
ле контакта с образцами матрикса оценивали через 
24 ч с помощью витального красителя prestoBlue™ 
CellViabilityReagent (Invitrogen™, США) согласно 
протоколу производителя. Изменение оптической 
плотности регистрировали с использованием риде-
ра для микропланшетов Spark 10М (TecanTrading 
AG, Швейцария) c программным обеспечением 
SparkControl™ Magellan V1.2.20 на длинах волн 570 
и 600 нм.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью приложения Microsoft Excel 
2007. Все результаты представлены в виде «среднее 
значение ± среднеквадратичное отклонение». Разли-
чия считали достоверными при р < 0,05.

Изоляция и идентификация островков 
Лангерганса

Процедуру выделения ОЛ из ПЖ половозрелой 
крысы (n = 6) проводили на основе классических 
протоколов с использованием коллагеназы [21, 22] 
с некоторыми модификациями [11].

Идентификацию островков осуществляли, прово-
дя окрашивание дитизоном. Краситель избирательно 
окрашивал ОЛ, при этом ацинарные клетки оста-
вались неокрашенными [22]. Ресуспендированные 
изолированные ОЛ в дальнейшем использовали в 
эксперименте.

Культивирование ОЛ в присутствии  
БМКГ- и ДПЖ-матриксов

Свежевыделенные ОЛ ресуспендировали в сре-
де DMEM/F12 (1:1) с 10% содержанием ЭТС, 2 мМ 
L-глутамина, 1 М Hepes и 50 мг/мл гентамицина и 
приблизительно равное количество островков (n = 
300  ± 25) вносили в три культуральных флакона 
25 см2. Островки, культивированные без добавле-
ния матрикса (культуральный флакон 1), служили 
контролем. В культуральные флаконы 2 и 3 вносили 
0,2–0,3 мл тщательно ресуспендированного БМКГ-
матрикса (опытная группа I) и 0,2–0,3 мл суспензии 
ДПЖ-матрикса со средним размером микрофрагмен-
тов 500 ± 45 мкм (опытная группа II) соответственно.

Инкубацию всех культуральных систем прово-
дили в стандартных условиях при 37 °С в CO2-ин-
кубаторе в увлажненной атмосфере, содержащей 
5% СО2. Мониторинг и фотосъемку культивируемых 
островков проводили с помощью инвертированного 
микроскопа Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Япония), 

оснащенного цифровой фотокамерой. Смену куль-
туральной среды осуществляли на сроках 1, 2, 3, 6, 
8 и 10 суток с целью отбора проб для последующего 
исследования на содержание инсулина.

Метод иммуноферментного анализа 
для определения содержания инсулина 
в  культуральной среде

Перед определением содержания в пробах ин-
сулина из культуральных флаконов на указанных 
сроках инкубации удалялась ростовая среда и заме-
нялась свежей питательной средой. Через 1 час инку-
бации в прежних условиях (37 °С, 5% СО2) отбирали 
пробы ростовой среды и замораживали (–23 °С) для 
последующего исследования [23].

Для определения базальной концентрации ин-
сулина в культуральной среде использовали набор 
для иммуноферментного анализа (ИФА) Rat Insulin 
ELISA Kit (Thermo scientific, США), действующего 
по принципу твердофазного сэндвич-метода, соглас-
но инструкции производителя. В данном вариан-
те ИФА используется пара антител, специфичных к 
пространственно удаленным эпитопам исследуемого 
антигена, что позволяет добиться высокой чувстви-
тельности и специфичности при определении анти-
гена (инсулина).

Оптическую плотность измеряли, используя мик-
ропланшетный ридер Spark 10М (TecanTrading AG, 
Швейцария) c программным обеспечением Spark 
Control™ Magellan V1.2.20 на длинах волн 450 и 
550 нм для учета оптических дефектов микроплан-
шета.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью приложения Microsoft Excel 
2007. Результаты количественного метода ИФА рас-
считывали по линейной калибровочной кривой. Все 
результаты представлены в виде «среднее значение ± 
среднеквадратичное отклонение». Различия считали 
достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Морфологическое исследование 
ДПЖ‑матрикса

Предварительное морфологическое исследова-
ние подтвердило классическую картину строения 
ПЖ крысы без признаков ишемического поврежде-
ния (рис. 1). Образцы децеллюляризованной ПЖ, 
использованные в эксперименте, демонстрирова-
ли в целом сохранность архитектоники стромы и 
были представлены ажурной волокнистой структу-
рой, напоминающей ячеистую сеть. Сохранившие-
ся клетки и отдельные клеточные ядра в образцах 
не обнаруживались. Специфическое окрашивание 
с DAPI подтверждало отсутствие клеточных ядер 
и фрагментов ядерного материала в матриксе, тем 
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самым свидетельствуя об эффективности проведен-
ной процедуры децеллюляризации панкреатической 
ткани (рис. 2, а). Окрашивание образцов по методу 
Массона позволяло визуализировать коллагеновые 
волокна в составе полученного матрикса (рис. 2, б), 
а окрашивание орсеином выявляло также наличие 
и эластических волокон, что свидетельствовало о 
сохранности основных фибриллярных белков мат-
рикса (рис. 2, в).

Количественное определение ДНК  
в ДПЖ-матриксе

Количественный анализ нативной и децеллюля-
ризованной ткани ПЖ крысы показал, что матрикс 
децеллюляризованной ПЖ по сравнению с исходной 
тканью был в значительной степени (p < 0,05) очи-
щен от ДНК (табл. 1).

Таким образом, в результате децеллюляризации в 
ткани сохранилось не более 0,1 % ДНК, что свиде-
тельствовало о высокой эффективности децеллюля-
ризации, и соответственно, низкой иммуногенности 
полученного матрикса (рис. 3).

Рис. 1. Гистологическая картина поджелудочной железы 
крысы: а – гематоксилин и эозин; б – флюоресцентное 
окрашивание клеточных ядер с DAPI. ×100

Fig. 1. Histological structure of rat pancreas: a – H&E stai-
ning; б – nuclear DAPI staining. ×100

а

б

Рис.  2. Гистологическая картина децеллюляризованной 
поджелудочной железы крысы (ДПЖ-матрикс): а – окра-
шивание на общий коллаген по методу Массона демонс-
трирует полное отсутствие клеток и сохранность колла-
геновых волокон матрикса; б – окрашивание по методу 
Унны–Тенцера выявляет наличие эластических волокон 
в матриксе; в  – флюоресцентное окрашивание матрик-
са с  DAPI подтверждает отсутствие клеточных ядер в 
ДПЖ-матриксе. ×200

Fig. 2. Histological structure of decellularized rat pancreas 
(DP matrix): а – Masson’s trichrome staining demonstrated 
complete absence of cells and preservation of collagen fibres; 
б – Unna–Tentser’s staining revealed preservation of elastic 
fibres; в – nuclear DAPI staining сonfirmed absence of nuc-
lear material in DP matrix. ×200

а

б

в
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Цитотоксичность ДПЖ-матрикса
Анализ результатов проводился согласно оценоч-

ной шкале степени ответной реакции клеток после 
инкубации с образцами (n = 3) ДПЖ матрикса.

В табл. 2 представлены значения, характеризу-
ющие пролиферативную активность фибробластов 
L929 относительно отрицательного контроля (сте-
пень реакции 0). После контакта с образцами ДПЖ-
матрикса пролиферативная активность фиброблас-
тов относительно отрицательного контроля осталась 
выше 90% (степень реакции 0), что показало отсут

Таблица 1
Количественное содержание ДНК в нативной и децеллюляризованной ткани ПЖ крысы

Quantitative content DNA in native and decellularized rat pancreatic tissue
Образец ткани ПЖ крысы ДНК, нг

Среднее значение ± стандартная ошибка
Нативная ПЖ крысы 1354,8 ± 168,7
Децеллюляризованная ПЖ крысы 1,3 ± 0,3

Рис.  3. Сравнительный анализ количественного содержания ДНК в нативной и децеллюляризованной ткани ПЖ 
крысы

Fig. 3. Quantification DNA in native and decellularized rat pancreatic tissue

Таблица 2
Результаты исследования на цитотоксичность ДПЖ-матрикса

Results of DP matrix cytotoxicity study
№ образца Наименование образца % пролиферирующих клеток 

относительно отрицательного контроля
Степень ответной реакции 

клеток
1 ДПЖ-матрикс 96,25 ± 1,69 0
2 Положительный контроль 7,84 ± 2,34 4

ствие цитотоксического действия образцов данного 
матрикса. Положительный контроль в данном экс-
перименте продемонстрировал резкую цитотоксич-
ность (степень реакции 4).

Морфофункциональные 
свойства  ОЛ при инкубации с БМКГ- 
и ДПЖ‑матриксами

Полученные ОЛ имели округлую или овальную 
форму и сохраняли целостность, что свидетельство-
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вало о том, что в процессе выделения макрострукту-
ра ОЛ не пострадала (рис. 4).

Через сутки культивирования значимых морфоло-
гических изменений в монокультуре ОЛ (контроль-
ная группа) не выявлялось. Однако после трех суток 
обнаруживались первые признаки деструкции: в не-
которых островках появлялись полости, а поверх
ность их становилась бугристой. На рубеже шести 
суток культивирования большая часть контрольных 
островков претерпевала фрагментацию.

В опытной группе I значительная часть островков 
через сутки культивирования проявляла адгезивные 
свойства и прикреплялась к поверхности БМКГ-мат-
рикса, в то время как остальные островки продолжа-
ли флотировать (рис. 5). Такая картина практически 
не менялась на протяжении всего срока наблюдения 
(10 суток). При этом ОЛ были визуально сохранны.

В отличие от первой опытной группы островки, 
культивированные с ДПЖ-матриксом (опытная груп-
па II), не проявляли адгезивных качеств, и находясь в 
непосредственной близости с матриксом, оставались 
интактными вплоть до 5 суток инкубации. В даль-
нейшем не менее половины культивированных ОЛ 
осаждались на поверхность ДПЖ-матрикса (рис. 6). 
В течение всего срока наблюдения, так же как и в 
первой опытной группе, выраженных признаков де-
струкции островков не обнаруживалось.

Секреторная функция ОЛ  
при инкубации с БМКГ- 
и ДПЖ‑матриксами

Через 24 часа культивирования отмечалось, что 
концентрация инсулина в I и II опытных группах 
была выше на 26,2% (258,4 ± 9,7 μIU/mL) и на 48,7% 
(304,9 ± 12,2 μIU/mL) по сравнению с контрольной 
группой (205,1 ± 11,5 μIU/mL), на третьи сутки ин-
кубации – на 62,1% (149,0 ± 12,3 μIU/mL) и 102,9% 
(186,5 ± 10,9 μIU/mL) соответственно по сравнению 
с контрольной группой (91,9 ± 7,8 μIU/mL) (табл. 3).

Рис. 4. Изолированные островки Лангерганса, инверти-
рованный микроскоп. ×200

Fig. 4. Isolated Langerhans islets, inverted microscope. ×200

Рис. 5. Островки Лангерганса, культивируемые с БМКГ, 
7 суток инкубации, инвертированный микроскоп. ×100

Fig. 5. Langerhans islets cultivated with BMCH, 7 days, in-
verted microscope. ×100

Рис. 6. Островки Лангерганса, культивируемые с ДПЖ-
матриксом, 7 суток инкубации, инвертированный микро-
скоп. ×100

Fig. 6. Langerhans islets cultivated with decellular rat pan-
creas (DP matrix), 7 days, inverted microscope. ×100

БМКГ
ОЛ

ОЛ

ДПЖ

Таблица 3
Сравнительный анализ содержания инсулина 

в опытных группах относительно контрольной 
группы (монокультура ОЛ), %

Comparative analysis of insulin in experimental 
groups relative to the control group 

(OL monoculture), %
Сутки ОЛ + БМКГ

(I опытная группа)
ОЛ + ДПЖ

(II опытная группа)
1 26,2 ± 3,8 48,7 ± 4,0
2 31,6 ± 6,2 71,6 ± 5,7
3 62,1 ± 8,3 102,9 ± 5,8
6 249,6 ± 10,4 373,6 ± 6,9
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Выявленное различие в концентрации гормона 
в контрольной и опытных группах на этих сроках 
можно объяснить позитивным влиянием матриксов 
на функциональную способность ОЛ. На шестые 
сутки культивирования наблюдали еще более значи-
мую разницу между концентрациями инсулина в I и 
II опытных группах (102,1 ± 10,6 и 138,3 ± 9,6 μIU/
mL соответственно) и контролем (29,2 ± 4,1 μIU/mL). 
Это коррелирует с морфологическими данными о де-
структивных изменениях, происходящих в островках 
после трех суток суспензионного культивирования. 
На 8–10-е сутки инкубации в контрольной группе 
сохранившиеся островки не обнаруживались, по этой 
причине исследовать культуральную среду представ-
лялось неактуальным. В то же время в указанные 
сроки в опытных группах концентрация инсулина 
практически оставалась неизменной: I группа– 93,7 ± 
6,2 μIU/mL, II группа – 126,9 ± 8,9 μIU/mL, при этом 
уровень секреции инсулина во II группе (ОЛ в при-
сутствии тканеспецифического ДПЖ-матрикса) был 
на 35,5% выше, чем в I группе (ОЛ в присутствии 
БМКГ-матрикса) (рис. 7). Несмотря на то что кон-
центрация инсулина, выраженная в абсолютных зна-
чениях, с увеличением срока культивирования сни-
жалась, положительная тенденция влияния матрикса 
(БМКГ и ДПЖ) на секреторную функцию островков 
в процентном отношении сохранялась на протяжении 
всего срока наблюдения.

Заключение
БМКГ- и тканеспецифический ДПЖ-матриксы 

способствуют не только сохранению жизнеспособ-
ности изолированных ОЛ, но и пролонгированию 
их секреторной способности в течение 10 дней по 
сравнению с монокультурой ОЛ. В условиях про-
веденных экспериментов показано преимущество 
применения тканеспецифического ДПЖ-матрикса 

для создания биоинженерной конструкции ПЖ по 
сравнению с БМКГ-матриксом.
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Оценка эффективности комбинированного лечения 
ишемической болезни сердца – аортокоронарное 
шунтирование, трансплантация аутологичных 
мононуклеаров костного мозга: результаты 
рандомизированного, слепого, плацебо 
контролируемого исследования
В.В. Комок, Н.С. Буненков, С.А. Белый, В.М. Пизин, В.М. Кондратьев, А.В. Дулаев, 
А.Е. Кобак, Т.С. Максимова, И.П. Сергиенко, Е.В. Парусова, Л.А. Смирнова, 
Е.В. Бабенко, Б.В. Афанасьев, А.С. Немков, Г.Г. Хубулава
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 
имени академика И.П. Павлова» Минздрава России, Санкт-Петербург,  
Российская Федерация

Введение. Несмотря на несомненные успехи в лечении пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС), 
пока не удается добиться существенного снижения смертности при данном заболевании. Учитывая это, в 
настоящий момент повсеместно ведутся работы в отношении исследования новых методик с целью уве-
личить эффективность уже существующих стандартов. Одной из таких перспективных методик является 
клеточная/регенеративная терапия аутологичными мононуклеарами костного мозга (АМНКМ). Однако 
несмотря на то что АМНКМ исследуются на протяжении более 10 лет, к настоящему моменту не получено 
однозначных данных по ряду вопросов. Цель. Провести оценку результатов трансплантации АМНКМ при 
выполнении операции аортокоронарного шунтирования (АКШ) в комбинированном лечении ИБС. Мате-
риалы и методы. Проанализированны данные 408 пациентов, поступивших в клинику с 2013-го по 2016 г. 
для планового хирургического лечения ИБС. В работу включено 117 человек согласно дизайну исследо-
вания. Проведена рандомизация в 3 группы: группа 0 – операция АКШ и интрамиокардиальное введение 
0,9% раствора NaCl – контрольная группа, группа 1 – операция АКШ и интрамиокардиальное введение 
АМНКМ, группа 2 – операция АКШ, интрамиокардиальное и внутришунтовое введение АМНКМ. Через 
12 месяцев выполнена оценка динамики – функционального класса стенокардии напряжения и сердечной 
недостаточности, ЭхоКГ, speckle tracking (оценка степени деформации миокарда), тредмил-теста, теста 
с 6-минутной ходьбой, суточного мониторирования ЭКГ, опросников качества жизни, коронарографии. 
Качественные показатели рассчитаны при помощи критериев Пирсона (χ2) и Фишера. Количественные 
показатели – критерии Краскела–Уоллиса и Вилкоксона. Для выявления определенных факторов тяжести 
и исследования однородности данных – факторный анализ. Для исследования ведущих характеристик, 
определяющих дифференцировку между группами, проведен дискриминантный анализ. Для анализа 
дисперсии с учетом различных факторов использовали модель дисперсионного анализа для зависимых 
выборок – Repeated Measures ANOVA. Результаты. В группах наблюдения повсеместно отмечено улуч-
шение как систолической, так и диастолической функции миокарда. Тест с 6-минутной ходьбой показал 
статистически значимый прирост в группах 1 и 2 по сравнению с контролем: группа 0 – 315,06 ± 17,6 
(433,54 ± 20,6), группа 1 – 319,8 ± 24,5 (524,4 ± 28,7), группа 2 – 329,9 ± 25,3 (452,7 ± 29,7) метра. Отмечено 
значимое уменьшение функционального класса стенокардии напряжения в группах 1 и 2 по сравнению 
с контрольной группой. Процент функционирующих коронарных шунтов через 12 месяцев наблюдения 
составил 87,6% в группе 0, в группах 1 и 2 это соотношение составило 96,2% и 97,3% соответственно. 
Выявлены предикторы общей эффективности: курение, исходная диастолическая дисфункция миокарда, 
фракция выброса левого желудочка. Заключение. Трансплантация АМНКМ в дополнение к хирургиче
скому лечению ИБС позволяет улучшить сократительную способность миокарда, увеличить толерантность 
к физическим нагрузкам, увеличить продолжительность функционирования коронарных шунтов в срок 

Для корреспонденции: Комок Владимир Владимирович. Адрес: 196084, Санкт-Петербург, ул. Смоленская, д. 1, кв. 38.
Тел. (904) 632-19-00. E-mail: vladimir_komok@mail.ru
For correspondence: Komok Vladimir Vladimirovich. Address: 1-38, Smolenskaya str., St. Petersburg, 196084, Russian Federation.
Теl. (904) 632-19-00. E-mail: vladimir_komok@mail.ru



55

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

наблюдения 12 месяцев. Проведенное исследование показало необходимость проведения этапных анали-
тических расчетов с целью возможной коррекции дальнейшего выполнения работы.
Ключевые слова: клиническое исследование, аортокоронарное шунтирование, реваскуляризация, 
реперфузионное повреждение, ишемическая болезнь сердца, speckle tracking, диастолическая 
дисфункция, сердечная недостаточность, аутологичные мононуклеары костного мозга, 
интрамиокардиальное введение.

Evaluation of effectiveness of combined treatment 
of coronary heart disease  – coronary artery bypass 
grafting, transplantation of autologous bone 
marrow mononuclear cells: a randomized, blind 
placebo-controlled study
V.V. Komok, N.S. Bunenkov, S.A. Beliy, V.M. Pizin, V.M. Kondratev, A.V. Dulaev, 
A.E. Kobak, T.S. Maksimova, I.P. Sergienko, E.V. Parusova, L.A. Smirnova, E.V. Babenko, 
B.V. Afanasev, A.S. Nemkov, G.G. Khubulava
Academician I.P. Pavlov First St. Petersburg State Medical University of the Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, St. Petersburg, Russian Federation

Introduction. Despite the undoubted success in treating patients with coronary heart disease (CHD), it is not yet 
possible to achieve a significant reduction in mortality in this disease. Taking this in account, at present, studies 
is being done everywhere on the search of new methods in order to increase the efficiency of existing standards. 
One of such promising techniques is cellular/regenerative therapy with autologous bone marrow mononuclear 
cells (AMNCM). However, despite the fact, that AMNCMs have been studied for more than 10 years, clear data, 
on a number of questions, have not been received, yet. Aim: to evaluate the results of AMNCM transplantation 
during the performance of aorto-coronary bypass surgery (CABG) in the combined treatment of coronary artery 
disease. Materials and methods. The data of 408 patients, admitted to the clinic from 2013 to 2016 years, for 
planned surgical treatment of coronary artery disease were analyzed. In work enrolled 117 patients, according to 
the design of the study. Patients were randomized in 3 groups: group 0 – CABG operation and intramyocardial 
injection of 0.9% NACL solution, group 1 – CABG operation and intramyocardial injection of AMNCM, group 2 – 
CABG operation and intramyocardial and intragraft injection of AMNCM. After 12 months an assessment of the 
dynamic was made – functional class of angina pectoris and heart failure, echocardiography, speckle tracking, 
treadmill test, 6-minute walk test, daily ECG monitoring, quality of life questionnaires, coronary angiography. 
Qualitative indicators were calculated using Pearson (χ2), and Fisher criteria. Quantitative indicators were calcu-
lated using criteria Kruskal–Wallis and Wilcoxon. A factor analysis to identify certain severity factors and study 
data homogeneity was applied. To study the leading characteristics that determine the differentiation between 
groups, discriminant analysis was chosen. For analysis of variance, taking into account various factors, the model 
of variance for dependent samples Repeated Measures ANOVA was used. Results. In the observation groups, 
improvement in both systolic and diastolic myocardial function was universally noted. Test with a 6-minute walk 
showed a statistically significant increase in groups 1 and 2 as compared with the control: group 0 – 315,06 ± 
17,6 (433,54 ± 20,6), group 1 – 319,8 ± 24,5 (524,4 ± 28,7), group 2 – 329,9 ± 25,3 (452,7 ± 29,7) meters. A 
significant decrease in the functional class of angina pectoris in groups 1 and 2 as compared with the control 
group. The percentage of functioning coronary shunts after 12 months of follow-up was 87,6% in group 0, in 
groups 1 and 2 this ratio was 96,2% and 97,3% respectively. Predictors of overall effectiveness were identified: 
smoking, initial diastolic myocardial dysfunction, ejection fraction of the left ventricle. Conclusion. AMNCM 
transplantation, in addition to the surgical treatment of coronary heart disease, can improve myocardial contrac-
tility, increase exercise tolerance, and increase the duration of functioning of coronary shunts at the follow-up 
period of 12 months. The study showed the need for stage-by-stage analytical calculations with the aim of possible 
correction of further work.
Key words: clinical trial, coronary artery bypass grafting, revascularization, reperfusion injury, ischemic 
heart disease, speckle tracking, diastolic myocardial dysfunction, diastolic heart failure, bone marrow stem 
cells, intramyocardial injection.
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Введение
По данным ГНИЦ профилактической медицины, 

10 миллионов трудоспособного населения России 
страдают ишемической болезнью сердца (ИБС), бо-
лее трети из них имеют стабильную стенокардию. 
Экономические потери в результате подобной забо-
леваемости только за 2016 год превысили 2,7 трлн 
рублей и составили 3,2% от ВВП стран. В структуре 
ущерба среди всех болезней системы кровообраще-
ния ИБС удерживает первое место (свыше 1 трлн 
рублей) [1].

Экспертами Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ) прогнозируется дальнейший рост 
сердечно-сосудистой заболеваемости и смертности, 
как в развитых, так и развивающихся странах, обус-
ловленный старением населения и особенностями 
образа жизни.

Несмотря на несомненные успехи в лечении па-
циентов с ИБС благодаря современным достижениям 
рациональной фармакотерапии, разработке и внед-
рению различных методик восстановления коронар-
ного кровотока – шунтирования, ангиопластики и 
стентирования коронарных артерий, – пока не уда-
ется добиться существенного снижения смертности 
при данном заболевании.

Согласно статистическим данным, к 2030 году 
общая смертность от сердечно-сосудистых заболе-
ваний (ССЗ) составит около 23,3 млн человек. Для 
сравнения: в 2002  году этот показатель составил 
16,7 млн [2].

The American Heart Association, в свою очередь, 
на основе проведенного анализа смертности при-
водит следующие данные: более 2150 американцев 
умирают от ССЗ ежедневно, при этом в среднем 
1 летальный исход приходится на каждые 40 секунд. 
Обращает на себя внимание, что около 155 тыс. че-
ловек, которые умерли от данного вида патологии в 
2011 году, были в возрасте менее 65 лет [3].

В Российской Федерации ССЗ являются ведущей 
причиной смерти населения (вклад в общую смерт-
ность составляет 57%). И этот показатель в России 
является одним из самых высоких в мире. Данный 
вид патологии – наиболее частая причина госпита-
лизаций и потерь трудоспособности населения РФ.

Учитывая указанные данные, в целях борьбы с 
возрастными патологиями в конце ХХ века в эко-
номически развитых странах были запущены инно-
вационные программы, направленные на развитие 
приоритетных исследований и практических раз-
работок по регенеративной медицине как одной из 
перспективных методик для улучшения эффектив-
ности уже существующих стандартов.

Столь высокий интерес к регенеративной терапии 
обусловлен тем, что стволовые клетки стимулиру-
ют процессы неоангиогенеза. Подобные процедуры 

позволяют улучшить перфузию миокарда, степень 
локальной и глобальной сократимости, препятствуют 
ремоделированию миокарда и процессам апоптоза 
клеток [4–10].

В отношении аутологичной мононуклеарной 
фракции костного мозга получены те же результа-
ты [11–14].

Однако, несмотря на то что АМНКМ исследуются 
на протяжении более 10 лет, к настоящему моменту 
не получено однозначных данных по ряду вопросов: 
тип клеточного материала, способы трансплантации, 
объем вводимого клеточного материала, общая безо-
пасность и эффективность.

Указанные вопросы стимулируют исследователей 
к новым работам [15–16].

В рамках рандомизированного, слепого, пла-
цебо контролируемого исследования TAMIS 
(Transplsntation of Autologous bone marrow 
Mononuclear cells in the combined treatment of 
coronary heart disease), ClinicalTrial.gov Identifier: 
NCT02059512) была выполнена комплексная оцен-
ка безопасности, эффективности и прогнозируемого 
результата в комбинированном лечении ишемиче
ской болезни сердца (ИБС) при сочетании операции 
аортокоронарного шунтирования (АКШ) и транс-
плантации АМНКМ у пациентов с коронарной и сер-
дечной недостаточностью (фракция выброса левого 
желудочка в референсных значениях).

Исследование проведено после одобрения эти-
ческого комитета ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова 
(протокол № 147 от 26.02.2013 г.). Работа завершена 
в рамках государственного задания ПСПбГМУ им. 
акад. И.П. Павлова, грант по теме: «Совершенство-
вание методов хирургического лечения ИБС с при-
менением клеточных технологий. Платформа «Кар-
диология и ангиология» (115091630053).

Материалы и методы
За период проведения исследования с 2013-го по 

2016 год проанализированы данные 408 пациентов, 
поступивших в клинику НИИ хирургии и неотложной 
медицины ФГБОУ ВО «ПСПбГМУ им. И.П. Павло-
ва» Минздрава России для плановой операции АКШ 
в условиях искусственного кровообращения (ИК) и 
имеющих, по данным ангиографического исследо-
вания, 3 и более ветвей стенозированных коронар-
ных артерий. В исследование вошли 117 человек, 
соответствующих критериям включения: мужчины 
и женщины от 18 до 80 лет, наличие стенокардии 
напряжения III–IV функционального класса, подпи-
сание информированного добровольного согласия. 
Критерии исключения: непереносимость гепарина 
и гидроксиэтилкрахмала (HES), наличие патоло-
гии щитовидной железы (гипотиреоз, гипертиреоз), 
сопутствующая патология с прогнозируемой про-
должительностью жизни до 3 лет, инфекционные 
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заболевания, одновременное участие в другом ис-
следовании, отказ пациента от участия в исследо-
вании. Рандомизация выполнена, согласно таблице 
случайных чисел, в следующие группы: группа 0 
(46 человек) – группа контроля – выполнение опе-
рации АКШ и интрамиокардиальное введение 0,9% 
раствора NaCl; группа 1 (34 человека) – выполнение 
АКШ и интрамиокардиальное введение АМНКМ. 
Группа 2 (37 человек) – АКШ, интрамиокардиальное 
и внутришунтовое введение АМНКМ (рис. 1).

Окончательный объем полученного материала 
рассчитан на выборке пациентов, составивших 37 в 
группе 0, в группах 1 и 2 – 25 и 23 соответственно. 
Остальные пациенты, включенные в исследование, 
на момент контрольного обследования чувствовали 
себя удовлетворительно, но по различным причинам 
объективные данные по их клиническому состоянию 
получены не были. Они были исключены из оконча-
тельного статистического анализа.

Для оценки безопасности, эффективности, прог
нозирования результатов трансплантации АМНКМ 
в сочетании с АКШ в условиях ИК проведен анализ 
ряда параметров (табл. 1). Анализ динамики указан-

ных переменных выполнен в установленные дизай-
ном исследования сроки.

Исходно пациенты в группах наблюдения по ос-
новным параметрам сравнимы (табл. 2).

Базовое обследование пациента для включения в 
исследования соответствовало стандартному объему 
(лабораторному, инструментальному) перед опера-
цией АКШ в условиях ИК.

Риск неблагоприятного исхода предстоящего опе-
ративного вмешательства оценивался согласно шкале 
EuroScore II.

Все пациенты получали адекватную медикамен-
тозную терапию согласно международным рекомен-
дациям в зависимости от индивидуальной клини-
ческой ситуации. Коррекция проводилась по мере 
необходимости на протяжении периода госпитали-
зации.

Эхокардиография (ЭхоКГ) проводилась на аппа-
рате GE Vivid 7 по стандартной методике.

Структурные показатели, полученные в результа-
те исследования, рассчитаны согласно рекомендаци-
ям ASE и EAE 2015 [17].

Рис. 1. Дизайн исследования TAMIS (Autologous Bone Marrow Mononuclear Cells in the Combined Treatment of Coronary 
Heart Disease)

Fig. 1. Study design TAMIS (Autologous Bone Marrow Mononuclear Cells in the Combined Treatment of Coronary Heart 
Disease)
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Таблица 1
Разделы клинического исследования

Clinical study sections
I. Оценка безопасности дополнительной 

трансплантации АМНКМ
II. Оценка эффективности III. Прогнозирование результатов 

лечения (влияние ряда параметров)
1.	 Оценка риска неблагоприятного исхода 

предстоящего оперативного вмешатель-
ства согласно шкале EuroScore II.

2.	 Оценка интраоперационных показате-
лей ABC; Hb, Ht, K+ по окончании ИК 
и по окончании операции.

3.	 Восстановление сердечного ритма по 
завершении основного этапа операции 
(дефибрилляция / самостоятельное 
восстановление).

4.	 Время искусственного кровообращения 
(ИК).

5.	 Время аноксии.
6.	 Объем отделяемого по дренажам  

в 1-е и 2-е сутки послеоперационного 
периода.

7.	 Уровень КФК МВ, миоглобина, тропо-
нина I в 1-е и 3-и сутки послеопераци-
онного периода.

8.	 Данные ЭхоКГ на 7–14-е сутки после
операционного периода (оценка со-
кратительной способности миокарда – 
наличие дополнительных зон гипо-, 
акинезии по сравнению с исходными 
данными).

9.	 Частота послеоперационных ослож-
нений (гидроторакс, гидроперикард, 
нарушения ритма).

10.	 Длительность пребывания в реанима-
ционном отделении.

11.	 Длительность пребывания в стациона-
ре (койко-день).

1.	 Оценка систолической и 
диастолической функции 
миокарда (ЭхоКГ).

2.	 Оценка данных нагрузоч-
ных тестов: тредмил-теста, 
суточного мониторирования 
ЭКГ.

3.	 Оценка данных теста с 6-ми-
нутной ходьбой (6MWD).

4.	 Оценка функционального 
класса стенокардии напря-
жения и сердечной недоста-
точности по NYHA.

5.	 Оценка качества жизни 
(Миннесотский опросник, 
Сиэтлский опросник, опрос-
ник SF-36).

6.	 Проходимость шунтов через 
12 месяцев после проведен-
ного лечения (ангиографи-
ческое исследование).

7.	 Оценка состояния миокарда 
(до и после лечения) AFI 2D 
Strain, speckle tracking.

8.	 Зависимость и продолжи-
тельность положительного 
клинического эффекта от 
объема введенного клеточ-
ного материала.

1.	 Возраст.
2.	 Пол.
3.	 Индекс массы тела.
4.	 Сахарный диабет.
5.	 Курение.
6.	 Семейный анамнез сердечно-

сосудистых событий.
7.	 Длительность анамнеза ИБС.
8.	 Уровень общего холестерина и 

его фракций.
9.	 Уровень лейкоцитоза и СРБ 

(исходно и динамика снижения 
в послеоперационном периоде).

10.	 Уровень креатинина.
11.	 Наличие/отсутствие экстракар-

диальной артериопатии.
12.	 Введение АМНКМ интрамио

кардиально или внутрикоро-
нарно.

13.	 Оценка костного мозга: 
количество ядросодержащих 
клеток, CD34+, CD133+.

Примечание. АМНКМ – аутологичные мононуклеары костного мозга; ABC – активированное время свертывания; 
Hb – гемоглобин; Ht – гематокрит; КФК МВ – креатинфосфокиназа, МВ-фракция; ИБС – ишемическая болезнь сер-
дца; СРБ – С-реактивный белок.

Note. АМНКМ – autologous bone marrow mononuclear cells; ABC – active clotting time; Hb – hemoglobin; Ht – hematocrit; 
КФК MB – creatin phosphokinase, MB fraction; ИБС – ischemic heart disease; СРБ – C-reactive protein.

Таблица 2
Базовые характеристики пациентов в группах наблюдения

Basic characteristics of patients in observation groups
Группа 0 (n = 37) Группа 1 (n = 25) Группа 2 (n = 23) р

Возраст (лет) 61 ± 8 45–79 61,7 ± 6,8 47–73 59,5 ± 5,4 51–70 0,44
Пол (м/ж) 6/31 4/21 3/20
ИМТ (кг/м2) 28,6 ± 3,59 21,1–34,8 28,05 ± 4,46 22,9–44,8 28,09 ± 3,57 22,5–35,4 0,46
СД 6 16,22% 5 20% 4 17,39% 0,93
ГБ (ст.)

0,522 1 2,70% 0 0 0 0
3 36 97,30% 25 100% 23 100%

АГ (ст.)

0,82
0 2 5,41% 3 12% 2 8,70%
1 6 16,22% 5 20% 5 21,74%
2 14 37,84% 11 44% 7 30,43%
3 15 40,54% 6 24% 9 39,13%
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Группа 0 (n = 37) Группа 1 (n = 25) Группа 2 (n = 23) р
Периферическая артериопатия 11 29,73% 4 16% 6 26,09% 0,46
ОИМ до

0,131 14 37,84% 17 68% 9 39,13%
2 4 10,81% 3 12% 6 26,09%
3 2 5,41% 1 4% 1 4,35%

Курение 7 18,92% 2 8% 4 17,39% 0,78
Семейный анамнез ССЗ 19 51% 11 44% 10 43,48% 0,78
Дебют ИБС (мес.) 71,9 ± 70,9 6–300 62,9 ± 79,2 5–240 76,9 ± 59,4 6–240 0,11

до 5 лет 23 62,2% 16 64% 12 52,2%
6–10 лет 8 21,6% 4 16% 8 34,8%
>10 лет 6 16,2% 5 20% 3 13,04%

ФК стенокардии напряжения

0,853 32 86,49% 23 92% 21 91,30%
4 3 8,11% 2 8% 1 4,35%
безболевая 1 2,70% 0 0 1 4,35%

ФК СН NYHA
0,242 29 78,38% 24 96% 21 91,30%

3 3 8,11% 0 0 0 0
ОХ (ммоль/л) 4,49 ± 1,08 2,6–6,46 4,5 ± 1,24 3,05–7,69 4,6 ± 1,49 2,3–8,3 0,99
ЛПОНП (ммоль/л) 0,96 ± 0,35 0,41–1,65 0,94 ± 0,5 0,44–1,92 0,77 ± 0,3 0,26–1,34 0,30
ЛПВП (ммоль/л) 2,7 ± 0,89 1,34–4,44 2,58 ± 1,05 1,35–4,4 2,7 ± 1,26 0,76–5,63 0,90
ЛПНП (ммоль/л) 0,98 ± 0,31 0,62–1,73 1,16 ± 0,37 0,65–1,63 1,13 ± 0,29 0,56–1,58 0,20
ТГ (ммоль/л) 2,04 ± 0,68 0,84 ± 3,59 1,69 ± 0,72 0,82–3,35 1,63 ± 0,62 0,57–2,92 0,07
КА 4,07 ± 1,32 2,1–6 3,27 ± 1,9 1,4–7,1 4,5 ± 5,2 1,3–24,4 0,3
Креатинин (мкмоль/л) 0,09 ± 0,02 0,06–0,1 0,09 ± 0,02 0,06–0,15 0,08 ± 0,02 0,06–0,1 0,05
СРБ (мг/л) 5,9 ± 11,07 1–59,3 2,56 ± 1,96 0,7–7,7 5,3 ± 5,38 1–24,4 0,06
СКФ (мл/мин) CKD-EPI 79,89 ± 15,8 49–116 77,6 ± 16,03 42–111 84,2 ± 17,26 49–127 0,05
EuroScoreII 1,3 ± 0,68 0,7–3,6 1,07 ± 0,47 0,55–2,54 1,02 ± 0,4 0,5–1,85 0,24
Нитраты (принимали) 21 56,76% 11 44% 10 43,48% 0,49
Диуретики 5 13,51% 10 40% 3 13,04% 0,07
иАПФ 18 48,65% 9 36% 16 69,57% 0,06
aReАГ 5 13,51% 3 12% 4 17,39% 0,86
β-блокаторы 35 94,59% 20 80% 23 100,00% 0,05
антагонисты СА 5 13,51% 6 24% 4 17,39% 0,57
Антиагреганты 18 48,65% 12 48% 9 39,13% 0,75
Статины 27 72,97% 16 64% 15 65,22% 0,7
Антикоагулянты 6 16,22 0 0 2 8,7% 0,1
Примечание. ИМТ – индекс массы тела; СД – сахарный диабет; ГБ – гипертоническая болезнь; АГ – артериальная 
гипертензия; ОИМ – острый инфаркт миокарда; ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания; ИБС – стенокардия напря-
жения; ФК – функциональный класс; СН – сердечная недостаточность; ОХ – общий холестерин; ЛПОНП – липопро-
теины очень низкой плотности; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; ЛПНП – липопротеины низкой плотнос-
ти; ТГ – триглицериды; КА – коэффициент атерогенности; СРБ – С-реактивный белок; СКФ – скорость клубочковой 
фильтрации; иАПФ – ингибиторы ангиотензинпревращающего фермента; аReАГ – антагонисты рецепторов к ангио-
тензину; антагонисты СА – антагонисты кальциевых канальцев.

Note. ИМТ – body mass index; СД – diabetes; ГБ – hypertonic disease; АГ – arterial hypertension; ОИМ – acute myocar-
dial infarction; ССЗ – cardiovascular disease; ИБС – angina pectoris; ФК – functional class; СН – heart failure; ОХ – total 
holesterol; ЛПОНП – very loud density lipoproteins; ЛПВП – high density lipoproteins; ЛПНП – loud density lipoproteins; 
ТГ – triglycerides; КА – atherogenic coefficient; СРБ – C-reactive protein; СКФ – glomerular filtration rate; иАПФ – angio-
tensin converting enzyme inhibitors; аReАГ – angiotensin receptor antagonists; antagonists СА – calcium tubules antagonists.

Линейные и объемные показатели левого желу-
дочка ЛЖ рассчитывались с учетом индекса массы 
тела (ИМТ), то есть учитывались индексы указанных 
параметров.

Параметры оценки диастолической функции ЛЖ: 
скорость трансмитрального потока (пик Е / пик А) и 
их соотношение, время замедления пика Е (DT), вре-
мя изоволюметрического расслабления ЛЖ (IVRT).

Окончание табл. 2
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Дополнительная оценка региональной систоли-
ческой функции ЛЖ была проведена с помощью 
приложения автоматического создания функцио-
нальных изображений (AFI) на основе функции 2D 
Strain, осуществляющего расчет деформации ткани 
миокарда путем отслеживания деформации по двух-
мерным изображениям. После программной обработ-
ки результат был получен в виде 6 секторов (17-сег-
ментная схема), на которой показана максимальная 
систолическая продольная деформация в условных 
цветах и числовых значениях, данные о глобальной 
деформации для каждой проекции и средние значе-
ния глобальной деформации для всего ЛЖ. Динами-
ка указанных показателей: исходно при включении 
пациента в исследование, на 7–14‑е сутки послеопе-
рационного периода, через 12 месяцев после прове-
денного исследования.

Выполнение тредмил-теста было направлено на 
определение толерантности к физической нагрузке, 
на выявление клинических и электрокардиографи-
ческих признаков ишемии миокарда. Пациенту за-
давалась физическая нагрузка (бегущая дорожка), 
которая постепенно ступенчато увеличивалась в со-
ответствии с протоколом R. Bruce.

Параллельно регистрировались показатели рабо-
ты сердца (давление, пульс, электрокардиограмма) и 
изменения их в зависимости от нагрузки.

Тест с 6-минутной ходьбой (6MWT) выполнен по 
стандартной методике.

Ангиографическое исследование (коронарогра-
фия) проводилось под местной (S. Lidicaini / S. No-
vocaini 0,5% – 30,0 мл) и внутривенной анестезией 
(S. Propofoli 1% – 200 мл) по методике Сельдингера. 
Оценка состояния коронарных артерий проводилась 
в стандартных позициях.

Для оценки тяжести поражения коронарных арте-
рий использовалась шкала SYNTAX Score. На осно-
вании суммирования баллов указанной шкалы про-
ведена оценка стратификации риска: группа низкого 
риска – 0–22 балла, группа промежуточного риска – 
23–32 балла, группа высокого риска – >32 баллов.

Оценка параметров качества жизни проведена 
с использованием специализированных опросни- 
ков: SF-36, Миннесотский опросник, Сиэтлский оп-
росник.

Операция АКШ выполнена согласно стандартной 
методике в объеме согласно решению Heart Team.

Эксфузия костного мозга производилась в усло-
виях операционной, в положении пациента лежа на 
спине, под общей анестезией до кожного разреза из 
грудины, в объеме 140 мл в пакеты для консервации 
крови «TERUFLEX 450/400» (Terumo). В качест-
ве стабилизатора использовался раствор гепарина 
5000 Ед на 100 мл 0,9% раствора NaCl. Таким обра-
зом, в одном шприце на 7 мл костного мозга прихо-

дилось 3 мл 0,9% раствора NaCl и 150 Ед гепарина 
(15 Ед/мл).

Выделение мононуклеарной фракции осуществ
ляли путем осаждения в градиенте плотности гид-
роксиэтилкрахмала.

С помощью плазмэкстрактора выполнялось по
следовательное удаление жировых включений, плаз-
мы, эритроцитов.

Перед трансплантацией осуществлялась дополни-
тельная фильтрация мононуклеарной фракции при 
помощи стандартной системы для переливания кро-
ви и кровозаменителей с нейлоновым жидкостным 
микрофильтром с минимально возможным диамет-
ром ячейки 200 мкм.

Оценка клеточного состава мононуклеарной 
фракции производилась с помощью цитофлуоримет-
рии в условиях специализированной лаборатории.

Внутришунтовое введение АМНКМ проводилось 
после наложения дистальных анастомозов по 5 мл на 
1 шунт, экспозиция 15 минут.

Интрамиокардиальная трансплантация осуществ
лялась трансэпикардиально по 0,2 мл на 1 см2, 1 мл 
5 точек, всего 10 точек в бассейне кровоснабжения 
левой коронарной артерии от проксимальных до дис-
тальных участков.

Для интрамиокардиального введения как 
АМНКМ, так и 0,9% раствора NaCl использовался 
инсулиновый шприц BD Miсro-Fine Plus 0,30 mm 
(30G) × 8 mm.

Полученные данные обработаны с помощью про-
граммы STATISTICA for Windows (версия 7.0). Рас-
четы произведены с учетом исключения пропусков, 
которые не учитывались при формировании выводов.

Для определения метода статистической обработ-
ки получаемых данных первоначально произведена 
оценка распределения (нормальное/ненормальное). 
Методы непараметрической статистики были приме-
нены для анализа данных, имеющих распределение, 
отличное от нормального.

Качественные показатели рассчитаны при помо-
щи критериев Пирсона (χ2) и Фишера.

Количественные показатели проанализированы 
критериями Краскела–Уоллиса и Вилкоксона.

Для выявления определенных факторов тяжести 
и исследования однородности данных – факторный 
анализ.

Дискриминантный анализ применен для исследо-
вания ведущих характеристик, определяющих диф-
ференцировку между группами.

Для анализа дисперсии с учетом различных фак-
торов использовалась модель дисперсионного ана-
лиза для зависимых выборок – Repeated Measures 
ANOVA.

Для оценки статистической достоверности полу-
чаемых выводов использовалась величина p < 0,05.
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Результаты
I. Оценка безопасности дополнительной 
трансплантации АМНКМ

Трансплантация АМНКМ в сочетании с операци-
ей АКШ в условиях ИК у пациентов с коронарной и 
сердечной недостаточностью является безопасной 
методикой [18].

II. Оценка эффективности
Параметры систолической и диастолической 

функции миокарда, состояние клапанного аппарата 
по данным ЭхоКГ через 12 месяцев после проведен-
ного лечения были сопоставимы и не имели статис-
тически достоверных различий.

Схожие данные получены при анализе показате-
лей диастолической функции ЛЖ.

Данные тредмил-теста в динамике имели общую 
тенденцию к улучшению в группах наблюдения без 
статистически достоверных различий между груп-

пами наблюдения (р = 0,7). Ишемические изменения 
зарегистрированы в 2 случаях группы 0.

6MWD показал значимую динамику прироста 
количества пройденных метров в группах 1 и 2 по 
сравнению с группой 0 (р = 0,03) (рис. 2).

При контрольном обследовании данные суточного 
мониторирования ЭКГ показали наличие ишемиче
ских изменений в 2 случаях из группы 0. Нарушений 
ритма в группах наблюдения отмечено не было.

Функциональные тесты через 12 месяцев отмети-
ли II функциональный класс стенокардии напряже-
ния в 8 случаях только в группе 0 (р = 0,001).

Рецидив стенокардии напряжения отмечен у 8 па-
циентов из группы 0. Среднее значение срока реци-
дива составило 6,5 ± 2,9 (1–11) мес.

Отмечено уменьшение функционального класса 
сердечной недостаточности (диастолической) в груп-
пах наблюдения без значимых различий (р = 0,13).

Исходно Через 1 год
Группа 0 315,06 ± 17,6 279,9–350,2 433,54 ± 20,6 392,2–474,9
Группа 1 319,8 ± 24,5 270,8–368,8 524,4 ± 28,7 466,8–581,9
Группа 2 329,9 ± 25,3 279,4–380,5 452,7 ± 29,7 393,3–512,1

Рис. 2. Динамика количества пройденных метров по данным теста с 6-минутной ходьбой (6MWD) в группах наблю-
дения

* – ср. знач ± St. Dev./интервал

Fig. 2. The dynamic of the number of meters walked according to the 6-minute walk test (6MWD) in the observation groups

* – Everage value ± St. Dev./interval
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Улучшение параметров качества жизни в группах 
наблюдения, по данным опросников SF-36, Сиэтл
ского и Миннесотского, без значимых различий.

Процент функционирующих коронарных шунтов 
через 12 месяцев наблюдения составил 87,6% (исход-
но 113 наложенных шунтов в динамике 99) в груп-
пе 0, в группе 1 это соотношение составило 96,2% 
(79 и 76) и в группе 2 – 97,3% (75 и 73) (р = 0,048).

При наличии неработающих коронарных шунтов, 
регистрации изменений ишемического характера по 
данным нагрузочных тестов, а также при наличии 
симптоматики стенокардии напряжения как мини-
мум II функционального класса выполнено стентиро-
вание нативных коронарных артерий. В группе 0 – в 
5 случаях (13,5%), в группе 1 – в одном случае (4%) 
(p = 0,38).

Показатели speckle tracking не имели достоверных 
отличий в группах наблюдения в контрольные точки 
обследования.

III. Прогнозирование результатов лечения 
(влияние ряда параметров)

Анализ показал, что курение оказывает значимое 
влияние на результаты теста 6MWD, а именно на 
дефицит пройденных метров в группах наблюдения 
(р = 0,048).

Также отмечено влияние исходной ФВ ЛЖ на ди-
намику показателей 6MWD и сочетанное влияние 
исходной ФВ ЛЖ и давления в легочной артерии на 
динамику показателей 6MWD.

Клеточный состав полученной мононуклеарной 
фракции не имел статистически достоверных разли-
чий в группах наблюдения (табл. 3).

При сравнении методик трансплантации АМНКМ 
интрамиокардиально и/или внутрикоронарно не 
было получено статистически достоверных разли-
чий между группами.

Обсуждение
TAMIS (Autologous Bone Marrow Mononuclear 

Cells in the Combined Treatment of Coronary Heart 
Disease) – это одноцентровое, рандомизированное, 

слепое, плацебо контролируемое исследование. 
Целью исследования было оценить безопасность, 
эффективность, влияние различных факторов на 
общий эффект трансплантируемых АМНКМ при 
хирургическом лечении ИБС. Данная работа была 
проведена после многолетних исследований в облас-
ти клеточной/регенеративной медицины. Основой 
для разработки дизайна послужили ранее выполнен-
ные исследования в группах пациентов при лечении 
хронической ИБС, как изолированно, так и в соче-
тании с хирургическим лечением (ангиопластика и 
стентирование, АКШ), а также при лечении острого 
инфаркта миокарда (ОИМ) [19–23].

Положительные результаты получены в отдельной 
группе наблюдения пациентов с тяжелой систоличе
ской СН (дилатационная кардиомиопатия) [24].

Предварительные расчеты указали на необходи-
мую мощность исследования.

Анализ литературных данных указал на ряд па-
раметров, являющихся интегральными для работы 
подобного типа. В частности, частота встречаемос-
ти осложнений при подобных операциях варьирует: 
30 ± 10%. Согласно

n1 = kn2, n2 = 
(zα + zβ)

2

(ε – δ)2 �
p1(1 – p1)

k
 + p2(1 – p2)� 

Обозначим через n1 объем выборки, n2 – объем 
выборки в контроле. В тестовой группе наблюдений в 
k = 2/3 раза больше. Разность тестовой и контрольной 
частот ε = p1 – p2 [25].

Соответственно, при p1 = 0,2, p2 = 0,4, δ = 0,1, и 
получаем n1 = 49,5, n2 = 33. На практике размер кон-
трольной группы равнялся 36, двух тестовых 25 + 
25 = 50.

Нулевая гипотеза состоит в том, что частота ос-
ложнений в тестовой выборке не превышает частоты 
в контрольной выборке с пределом эквивалентности 
δ, то есть Ho: p1 < p2 + δ. Меньше может быть сколько 
угодно. Альтернативная гипотеза означает, что час-
тота осложнений в тестовой выборке значительно 
выше контрольной. Соответственно, указанные ста-
тистические показатели обладают достоверностью.

Таблица 3
Клеточный состав мононуклеарной фракции по данным проточной цитофлуориметрии

The cell composition of the mononuclear fraction according to flow cytometry
Группа 1

n = 25
Группа 2

n = 23
Общий цитоз (108/л)* 20,3 ± 8,9 1–84,5 6,8 ± 3,2 2–12
(%)* 21,04 ± 2,9 16,09–28 20,0 ± 2,7 15–25
CD34+ (%)* 1,16 ± 0,22 0,9–1,57 1,18 ± 0,34 0,8–1,7
CD133+ (%)* 0,4 ± 0,08 0,3–0,5 0,38 ± 1,14 0,2–0,7

* – ср. знач ± St. Dev./интервал.

* – Everage value ± St. Dev./interval.
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Общие результаты данной работы указали на 
увеличение эффективности комбинированного лече-
ния ИБС путем сочетания трансплантации АМНКМ 
и АКШ в условиях ИК. Кроме того, были выявлены 
общие предикторы неблагоприятного исхода, кото-
рые ранее не рассматривались в качестве таковых.

Статистический анализ обозначил отсутствие зна-
чимых различий в данных ЭхоКГ, как в отношении 
систолической, так и в отношении диастолической 
функции миокарда. Была отмечена общая тенденция 
к улучшению данных показателей в более значимой 
степени в группах 1 и 2 без статистически досто-
верной значимости в сравнении с группой контроля.

В отношении указанных параметров при транс-
плантациях клеточного материала и ранее получали 
отсутствие значимых различий в сравнении с конт-
рольной группой [26–29].

Учитывая это, в дизайн исследования с целью по-
вышения качества получаемых данных была включе-
на тканевая доплерография (speckle tracking). Метод 
показал значительное изменение локальной сокра-
тительной способности миокарда на 7–14-е сутки (в 
среднем 10-е сутки) послеоперационного периода. 
Указанные изменения сопровождались снижением 
фракции выброса ЛЖ (ФВ ЛЖ), увеличением линей-
ных и объемных показателей ЛЖ (рис. 3).

Однако проведенный дискриминантный анализ 
показал отсутствие значимости в указанных изме-
нениях.

Параллельно не было отмечено значимого уве-
личения маркеров повреждения миокарда (тропо-

нин I, КФК МВ, миоглобин), а данные ЭКГ носили 
неспецифический характер. Через 12 месяцев при 
контрольном обследовании speckle tracking ЭхоКГ 
подтверждала улучшение в зонах реваскуляризации. 
Статистически достоверных различий в ее парамет-
рах также получено не было.

Данную закономерность связали непосредственно 
с хирургическим вмешательством в условиях ИК 
и реперфузией ранее ишемизированных сегментов 
миокарда (зоны гибернации и станнинга). Различ-
ный объем указанных сегментов, особенности инди-
видуального анатомического строения коронарных 
артерий, а также различия в хирургической реваску-
ляризации могли привести к получению незначимых 
результатов в данных ЭхоКГ.

Этапный анализ получаемых результатов отме-
тил возможность включения диастолической дис-
функции ЛЖ как одного из факторов, влияющих на 
результаты лечения – функциональную состоятель-
ность коронарных шунтов (табл. 4).

При контрольном обследовании в группе 0 диа-
столическая дисфункция ЛЖ была сохранена в 78,9% 
случаев, в группе 1 и 2 – в 43,7 и 20% соответственно. 
При этом у 9 пациентов из 13 с нефункционирую-
щими коронарными шунтами отмечено сохранение 
диастолической дисфункции миокарда ЛЖ, то есть 
у 69,2% (р = 0,04).

Итоговые результаты подтвердили влияние диа-
столической дисфункции левого желудочка на про-
должительность функционирования коронарных 
шунтов вне зависимости от типа операции.

Исходно 14-е сутки послеоперационного периода

Рис. 3. Динамика speckle tracking ЭхоКГ (исходно и на 14-е сутки послеоперационного периода)

Fig. 3. Dynamic of speckle tracking ECHO CG (initially and on the 14th day of the postoperative period)
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В данном случае влияние диастолической дис-
функции ЛЖ, по сути, на интегральный показа-
тель – функциональную состоятельность коронар-
ных шунтов – объяснили увеличением эластичности, 
уменьшением жесткости миокарда, уменьшением 
количества ишемизированных сегментов, увеличе-
нием фракции выброса ЛЖ.

В ранее проведенных исследованиях по исполь-
зованию АМНКМ указывали на улучшение диасто-
лической функции миокарда [30–31], но ни в одном 
исследовании не была отмечена взаимосвязь с функ
циональной состоятельностью коронарных шунтов.

Оценка качества жизни проведена всесторонне 
с помощью опросников: SF-36, Миннесотский, Си-
этлский. Основная цель использования всех указан-
ных опросников – получение достоверных и всесто-
ронних результатов. Проведенный статистический 
анализ не показал значимых различий в группах на-
блюдения. Результаты связали с возможной ошиб-
кой подобострастия. Данное предположение было 
сделано, учитывая, что всем пациентам дано указа-
ние строго соблюдать предписанные рекомендации 
(образ жизни, медикаментозная терапия, частота ди-
намического и контрольного обследования) на всех 
этапах проведения работы. В случае отклонения от 
данных рекомендаций пациенты предупреждались 
об исключении из дальнейшего исследования.

Вероятно, для получения адекватных данных в 
отношении параметров качества жизни необходимо 
было выделить пациентов, ответивших на терапию 
(респондеров) и не ответивших (нереспондеров).

Анализ клеточного субстрата и анализ способа 
введения АМНКМ также не показал статистиче
ски достоверных преимуществ. Данные результаты 
связали с недостаточной выборкой, необходимой 
для расчета указанных различий. Кроме того, срок 
наблюдения 12 месяцев, установленный дизайном 
нашего исследования, был определен как недоста-
точный для получения информации по значимому 
различию в эффективности той или иной методики 
доставки клеточного материала.

Скорее всего, отсутствие статистически достовер-
ных различий в данных, которые ранее подтверждали 
значимое влияние АМНКМ на общую эффективность 

проводимого лечения, связано с небольшой выбор-
кой, не позволяющей выявить малые, но все-таки зна-
чимые различия. Кроме того, учитывая проведение 
данного исследования как рандомизированного, была 
проведена значимая селективная выборка с целью 
формирования максимально равнозначных групп. 
Возможно, при проведении ранее выполненных ис-
следований критерии отбора были мягче. Несмотря 
на вероятно малую выборку, тем не менее, были по-
лучены результаты, ранее не отраженные ни в одном 
исследовании, что, в свою очередь, имеет более зна-
чимые последствия для проведения последующих 
исследований в данном разделе научной медицины.

Выводы
Трансплантация АМНКМ в дополнение к опера-

ции АКШ позволяет увеличить общую эффектив-
ность комбинированного лечения ИБС. В результате 
проведенного исследования отмечено, что в груп-
пах наблюдения с дополнительной трансплантаци-
ей указанного вида клеточного материала получена 
достоверная разница по сравнению с контрольной 
группой в отношении увеличения толерантности к 
физическим нагрузкам (6MWD), уменьшения функ
ционального класса стенокардии напряжения, функ
циональной состоятельности коронарных шунтов. 
Проведенное исследование показало необходимость 
проведения этапных аналитических расчетов с целью 
возможной коррекции дальнейшего выполнения ра-
боты.
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Протезирование клапанов сердца полимерными конструкциями лепесткового типа в перспективе позво-
лит решить проблемы существующих клапанных заменителей – механических и биологических. Целью 
настоящей работы является комплексная оценка свойств гемосовместимости полимерных материалов на 
основе синтезированного методом контролируемой катионной полимеризации триблок-сополимера сти-
рола и изобутилена (SIBS) в сравнении с использующимся в клинической практике политетрафторэтиле-
ном (ePTFE). Материалы и методы. Пленки на основе SIBS изготавливали методом полива из раствора 
полимера; оценку биосовместимости in vitro проводили с использованием клеточных культур, определяя 
жизнеспособность клеток, клеточную адгезию и пролиферацию; склонность материалов к кальцификации 
определяли методом ускоренной кальцификации in vitro; оценку биосовместимости in vivo проводили путем 
подкожной имплантации образцов крысам; гемосовместимость определяли ex vivo по результатам оценки 
степени гемолиза, агрегации и адгезии тромбоцитов. Результаты. Молекулярная масса синтезированного 
полимера составила 33 000 г/моль с показателем полидисперсности 1,3. При изучении клеточной адгезии 
не выявлено достоверных отличий (p = 0,20) свойств полимера SIBS (588 кл/мм2) от свойств культураль-
ного пластика (732 кл/мм2), адгезия клеток для материала ePTFE составила 212 кл/мм2. Процент мертвых 
клеток на образцах SIBS, ePTFE составил соответственно 4,40 и 4,72% (p = 0,93), для культурального 
пластика – 1,16% (p < 0,05). Пролиферация клеток на поверхности ePTFE (0,10%) оказалась значимо ниже 
(p < 0,05) тех же параметров для SIBS и культурального пластика (62,04 и 44,00%). Результаты имплан-
тации (60 дней) показали формирование фиброзных капсул со средними толщинами 42 мкм (ePTFE) и 
58 мкм (SIBS). Содержание кальция в эксплантированных образцах составило: 0,39 мг/г (SIBS), 1,25 мг/г 
(ePTFE) и 93,79 мг/г (GA-ксеноперикард) (p < 0,05). Уровень гемолиза эритроцитов крови после контакта с 
SIBS составил 0,35%, еPTFE – 0,40%, что ниже положительного контроля (р < 0,05). Максимум агрегации 
тромбоцитов интактной обогащенной тромбоцитами плазмы крови составил 8,60%, контактировавшей 
с полимером SIBS – 18,11%, еPTFE – 22,74%. Заключение. Исследуемый полимер SIBS при сравнении 
свойств гемосовместимости не уступает ePTFE и может быть использован в качестве основы при разра-
ботке полимерного протеза клапана сердца.
Ключевые слова: полимерный протез клапана сердца, поли(стирол-блок-полиизобутилен-блок-
стирол), политетрафторэтилен, гемосовместимость.
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Введение
Основным способом коррекции клапанных по-

роков в настоящее время является протезирование 
клапанов сердца. При этом ключевыми требова-
ниями, предъявляемыми к данному типу изделий, 
являются эффективность функционирования, дол-
говечность без необходимости антикоагулянтной 
терапии в сочетании с возможностью имплантации 
пациентам различных возрастных групп [1, 2]. Про-
тезы клапанов сердца – механические с ригидным 
створчатым аппаратом и биологические на основе 
ксеноматериалов  – используются в клинической 
практике в течение нескольких десятилетий. В то 
же время оба типа протезов имеют недостатки: 
первые – высокую тромбогенность, вторые – огра-

ниченную долговечность в результате деградации 
ксеноткани [1, 2]. Однако увеличение числа пациен-
тов молодого возраста и продолжительности жизни 
населения сегодня требуют изменения парадигмы 
технологии клапанных конструкций и связанных с 
ними материалов. Створчатый аппарат лепестково-
го типа на основе эластомерных полимеров имеет 
перспективы успешного применения в клинической 
практике и может позволить решить проблему дол-
говечности биопротезов (реоперации), исключить 
необходимость перманентного приема антикоагулян-
тов, требующихся при имплантации механических 
клапанных устройств, и обеспечить гемодинамику, 
сопоставимую с физиологичной [3]. Возможность 
проектирования створчатого аппарата с заданной 
структурой и свойствами – еще одно преимущество 

The use of SIBS triblock copolymers in cardiac 
surgery: in vitro and in vivo studies in comparison 
with ePTFE
M.A. Rezvova1, E.A. Ovcharenko1, P.A. Nikishev2, 3, S.V. Kostyuk2, 3, 4, L.V. Antonova1, 
T.N. Akent’eva1, T.V. Glushkova1, Y.G. Velikanova1, D.K. Shishkova1, E.O. Krivkina1, 
K.Yu. Klyshnikov1, Yu.A. Kudryavtseva1, L.S. Barbarash1
1 Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation
2 Research Institute for Physical Chemical Problems of the Belarusian State University, Minsk, 
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3 Faculty of chemistry of the Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus
4 Institute of Regenerative Medicine, I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry 
of Healthcare of the Russian Federation (Sechenovsky University), Moscow, Russian Federation

Prosthetics of heart valves by polymer has the potential to solve the problems of existing valve device – mechanical 
and biological. Aim: to investigate of styrene-isobutylene triblock copolymer (SIBS) biocompatibility synthesized 
by the controlled cation polymerization method in comparison with the polytetrafluoroethylene (ePTFE) used in 
clinical practice. Materials and methods. SIBS-based films were prepared by casting from a polymer solution; 
a biocompatibility assessment in vitro was performed using cell cultures, determining cell viability, cell adhesion, 
and proliferation; the resistance of materials to calcification was determined by the method of calcification in 
vitro; an in vivo biocompatibility assessment was performed by subcutaneous implantation of the samples to rats; 
hemocompatibility was determined ex vivo by evaluation of the degree of hemolysis, aggregation and platelet 
adhesion. Results. The molecular weight of the synthesized polymer was 33,000 g/mol with a polydispersity 
index of 1.3. In the study of cell adhesion, there was no significant difference (p = 0.20) in the properties of the 
SIBS polymer (588 cells/mm2) from the properties of the culture plastics (732 cells/mm2), the cell adhesion for 
the ePTFE material was 212 cells/mm2. The percentage of dead cells on SIBS, ePTFE samples, respectively, was 
4.40% and 4.72% (p = 0.93), for culture plastic – 1.16% (p  < 0.05). The cell proliferation on the ePTFE surface 
(0.10%) was significantly lower (p  < 0.05) than for SIBS and culture plastics (62.04% and 44.00%). Implantati-
on results (60 days) showed the formation of fibrous capsules with average thicknesses: 42 μm (ePTFE), 58 μm 
(SIBS). The calcium content of the explanted samples was 0.39 mg/g (SIBS), 1.25 mg/g (ePTFE) and 93.79 mg/g 
(GA-xenopericardium) (p  < 0.05). The hemolysis level of blood red blood cells after contact with SIBS was 
0.35%, ePTFE 0.40%, which is below the positive control (p  < 0.05). The maximum platelet aggregation by intact 
platelet-enriched plasma was 8.60%, which was in contact with the SIBS polymer – 18.11%, and ePTFE – 22.74%. 
Conclusion. The polymer SIBS when comparing the biocompatibility properties is not inferior to ePTFE and has 
the potential for use in the development of polymeric prosthetic heart valves new generation.
Keywords: heart valve prosthesis, poly(styrene-b-isobutylene-b-styrene), polytetrafluoroethylene, 
hemocompatibility.
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изделий на основе синтетических материалов [4, 5]. 
Кроме того, биостабильные полимерные матрицы 
привлекательны для использования в тканевой ин-
женерии клапанов сердца [6].

Несмотря на значительное число работ, посвящен-
ных поиску подходящих материалов, полимерные 
клапаны по-прежнему ограниченно используются в 
клинической практике ввиду высокой степени неста-
бильности термопластичных эластомеров [7] и свя-
занных с их применением процессов тромбообразо-
вания и кальцификации [8]. По этой причине поиск 
эффективной комбинации свойств биостабильности 
и гемосовместимости представляет актуальную за-
дачу на пути отождествления полимерного клапана 
с клинической реальностью. Начиная с 1950-х годов 
были предприняты попытки использования в качест-
ве основы створчатого аппарата ряда полимеров: по-
лиуретанов [9], силиконов [10], трехмерно-сшитого 
поливинилового спирта [11], политетрафторэтилена 
(PTFE и ePTFE) [12, 5], POSS–PCU нанокомпози-
та [13], триблок-сополимеров стирола и изобутилена 
(SIBSs) [14] и др., в то же время идеального решения 
до сих пор не найдено.

Блок-сополимеры на основе стирола и изобутиле-
на представляют особый интерес ввиду их высокой 
гемосовместимости и биостабильности [15], воз-
можности регулирования свойств за счет вариации 
длины и структуры полимерных звеньев, относитель-
ной легкости процессов их обработки посредством 
экструзии или литьевого формования, а также зна-
чительному опыту использования в медицине [16]. 
Так, SIBS30 (содержание стирола 30%) производства 
Innovia является основой современных кардиохи-
рургических стентов, демонстрируя высокую био-
совместимость [17]. При этом низкие физико-меха-
нические характеристики чистого SIBS30, а также 
экспериментальные данные о процессах тромбооб-
разования [18] потребовали поиска новых модифика-
ций триблок-сополимера с целью разработки на его 
основе протеза клапана сердца лепесткового типа, в 
частности, поверхностного модифицирования и со-
здания композитов с армирующими сетями из более 
прочных полимеров [19, 20].

В настоящей статье описан процесс синтеза мо-
дельного полимера SIBS методом контролируемой 
катионной полимеризации, исследование свойств 
гемосовместимости in vitro и in vivo. Комплексный 
подход к оценке свойств гемосовместимости пред-
ставленных полимерных материалов на основе SIBS 
применяется впервые и особенно важен для адекват-
ного прогнозирования потенциала использования 
исследуемых полимеров в клапанных конструкциях.

Материалы и методы
Синтез полимера группы SIBS

Стабилизированный стирол («Sigma-Aldrich», 
США, >99%) обрабатывали 10% раствором КОН, 
затем промывали дистиллированной водой до ней-
тральной реакции, сушили СаСl2 и дважды перегоня-
ли над CaН2 при пониженном давлении. Хлористый 
метилен и н-гексан («Экос-1», Россия, х. ч.) обраба-
тывали концентрированной H2SO4, раствором соды, 
дистиллированной водой до нейтральной реакции, 
сушили СаСl2, дважды кипятили и перегоняли над 
CaH2. Четыреххлористый титан («Sigma-Aldrich», 
США, 99,9%) перегоняли над медной стружкой при 
пониженном давлении. Изобутилен («Sigma-Aldrich», 
США, >99%) осушали, пропуская через колонку, за-
полненную хлоридом кальция. 2,6-ди(трет-бутил)
пиридин («Sigma-Aldrich», США, 97%), дикумило-
вый спирт («Aldrich», США, 97%) использовали без 
предварительной очистки.

Полимеризацию проводили в трехгорлой колбе, 
предварительно отвакуумированной и заполнен-
ной аргоном. В колбу вносили инициатор  – све-
жеприготовленный дикумилхлорид (0,095 ммоль) 
по методике Kaszas [21]. Затем растворяли в смеси 
«гексан : хлористый метилен = 3 : 2» и добавляли 
0,20 ммоль 2,6-ди(трет-бутил)пиридина, охлажда-
ли до минус 60 °С в спиртовой бане и вносили ох-
лажденный до минус 60 °С изобутилен (34 ммоль). 
Концентрация мономера составляла 1,0 М. Далее 
температуру понижали до минус 80 °С и вносили 
1,9 ммоль четыреххлористого титана (20-кратный 
избыток) для начала полимеризации.

Через 25 минут от начала полимеризации вносили 
9,2 ммоль предварительно охлажденного стирола 
(2,0 М раствор в смеси «гексан : хлористый мети-
лен = 3 : 2»). Через 50 минут от начала реакцию ос-
танавливали внесением 2 мл охлажденного метанола. 
Полученный образец дважды осаждали в 10-крат-
ный избыток охлажденного этанола. Осажденный 
образец отделяли центрифугированием, промывали 
небольшим количеством этанола и сушили в вакууме 
при 55–60 °С/2 мм рт. ст. до прекращения изменения 
массы.

Гель-проникающая хроматография
Молекулярно-массовые характеристики полу-

ченных блок-сополимеров, эффективность блоко-
образования определяли методом гель-проникающей 
хроматографии на приборе Ultimate 3000‚ снабжен-
ным предколонкой PLgel (7,5×50 мм, размер частиц 
5 мкм), колонкой PLgel MIXED-C (7,5×300 мм, раз-
мер частиц 5 мкм) с рефрактометрическим и УФ-де-
текторами (Thermo Fisher Scientific, Германия). В ка-
честве растворителя использовали тетрагидрофуран, 
скорость элюирования составила 1 мл/мин при тем-
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пературе колонки 30 °С. Значение среднечисловой 
молекулярной массы (Mn) и полидисперсности (Mw/
Mn) полимеров рассчитывали с использованием про-
граммного пакета Chromeleon 7.0 (Thermo Scientific 
Dionex, Германия) по кривым элюирования, основы-
ваясь на калибровочных зависимостях, полученных 
с применением полистирольных стандартов (Agilent 
EasiCal) с Mw/Mn ≤ 1,05.

Изготовление полимерных пленок
Полимерные пленки были получены методом 

полива из раствора полимера в хлороформе (в со-
отношении 1,6 г вещества на 8 мл растворителя) 
на стеклянную поверхность. Площадь полученных 
образцов составила 21 см2. Формирование пленок 
проводили при температуре 25 °С в течение одно-
го часа и затем при нагревании до 35 °С в течение 
трех часов при атмосферном давлении и влажности 
воздуха 50%. Дополнительно образцы высушивали 
с использованием вакуумной сушилки настольной 
FREEZONE 2.5 (LABCONCO, USA) при температуре 
–40 °C и давлении <0,133 мбар.

Оценка цитотоксичности in vitro 
с использованием клеточных культур

Эксперимент проведен с использованием клеточ-
ной линии Ea.hy 926 – гибридомы эндотелиальных 
клеток пупочной вены человека (HUVEC) и клеток 
карциномы легкого человека (клетки предоставле-
ны доктором Cora-Jean S. Edgell, University of North 
Carolina, USA), что позволяет клеточной линии вос-
производить основные фенотипические и функцио
нальные характеристики эндотелиальных клеток 
микрососудов человека. В качестве группы сравне-
ния был использован материал сосудистого проте-
за из ePTFE марки Gore-tex (Gore & Associates, Inc, 
США), в качестве контроля – культуральный пластик.

Стерильные образцы (n = 3 для каждой группы; 
стерилизация этиленоксидом) с помощью 0,6% рас-
твора агарозы (Helicon, Россия) фиксировали на дно 
стерильных 24-луночных культуральных планшетов. 
На полимерные образцы вносили по 2,0×105 клеток 
и культивировали в течение 5 суток в среде DME/
F12 (Sigma Aldrich, США), содержащей 1% HEPES 
буфера (Hyclone, США), 10% эмбриональной бычьей 
сыворотки (Sigma Aldrich, США), 1% L-глутамина, 
100 ед/мл пенициллина, 0,1 мкг/мл стрептомицина, 
0,1 мкг/мл амфотерицина В, Hypoxanthine-Amino-
pterin-Thymidine (HAT) (Sigma Aldrich, США) при 
температуре 37 °С и 5% СО2. Смену среды проводили 
1 раз в 2 дня. Абсолютное количество клеток на 1 мм2 
поверхности и относительное содержание погиб-
ших клеток оценивали с помощью флюоресцентной 
микроскопии (Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Герма-
ния). С этой целью за 30 мин до микроскопического 

исследования добавляли ядерные флюоресцентные 
красители Hoechst 33342 (Molecular Probes, США) 
в количестве 2 мкг/мл и бромистый этидий (EtBr) 
(AppliChem, Испания) в концентрации 0,03 мг/мл 
(оранжевое окрашивание ядер погибших клеток). 
Для подготовки образцов к микроскопии их отделяли 
от агарозы и переносили в стерильный 24-луночный 
планшет клетками вниз. Подсчет количества клеток 
проводился в 5 различных полях зрения при уве-
личении ×200 с последующим пересчетом на 1 мм2 
изучаемой поверхности. Относительное количество 
погибших клеток определяли из расчета соотноше-
ния абсолютного количества погибших клеток на 
1 мм2 поверхности к абсолютному количеству клеток 
на 1 мм2.

Оценка клеточной пролиферации проведена на 
стерильных образцах (n = 3 для каждой группы) с 
использованием набора для изучения пролифера-
ции Click-iT Plus EdU Imaging Kits (Molecular probes, 
США): ядра всех клеток окрашиваются ядерным кра-
сителем DAPI в синий цвет, а ядра пролиферирую-
щих клеток окрашиваются флюоресцентным кра-
сителем Alexa Fluor 488 в зеленый цвет. Когда идет 
синтез ДНК, тимидин встраивается в ДНК, и обладая 
сродством с Alexa Fluor 488, позволяет избирательно 
детектировать синтезируемую ДНК, что выражается 
в зеленой флюоресценции ядер. Флюоресцентная 
микроскопия была выполнена на лазерном сканиру-
ющем микроскопе LSM 700 (Carl Zeiss, Германия). 
Относительное количество пролиферирующих кле-
ток определяли из расчета соотношения абсолют-
ного количества пролиферирующих клеток на 1 мм2 
поверхности к абсолютному количеству клеток на 
1 мм2 поверхности.

Определение кальцификации in vitro
Устойчивость к кальцификации определяли ме-

тодом ускоренной кальцификации in vitro. Образцы 
размером 5×5 мм (n = 5 для каждой группы) поме-
щали в 2 мл раствора на основе питательной сре-
ды DMEM (Sigma, США) и сыворотки альбумина 
(FBS, Sigma, США), содержащего CaCl2 и Na2HPO4, 
и выдерживали в CO2-инкубаторе при температуре 
37 °C и концентрации углекислого газа 5%. Степень 
кальцификации оценивали после третьей и шестой 
недели инкубации. В качестве группы сравнения 
был использован материал сосудистого протеза из 
ePTFE марки Gore-tex (Gore & Associates, Inc, США), 
в качестве положительного контроля был выбран 
ксеноперикард крупного рогатого скота (КРС), кон-
сервированный по стандартной методике глута-
ровым альдегидом (GA) (ЗАО «НеоКор», Россия). 
Криосрезы биоматериала и полимерных образцов 
окрашивали на присутствие кальция ализариновым 
красным С («Реахим», Россия) и анализировали с 
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использованием микроскопа AXIO Imager A1 (Carl 
Zeiss, Германия).

Оценка биосовместимости in vivo
Ответная реакция ткани

Исследование воспалительной реакции и кальци-
фикации in vivo проводили путем подкожной имп-
лантации образцов размером 5×5 мм крысам-самцам 
субпопуляции Wistar (вес 55–70 г) на срок наблюде-
ния 2 недели (оценка ответной реакции тканей, n = 
5) и 2 месяца (оценка ответной реакции тканей, n = 
5, степени кальцификации, n = 5). После окончания 
эксперимента часть образцов пленок биоптирова-
ли вместе с окружающими тканями, фиксировали 
в 4% растворе нейтрального формалина («Мини-
Мед», Россия) с последующим заключением в па-
рафин («Биовитрум», Россия). Срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином («Биовитрум», Россия), 
по Ван-Гизону смесью кислого фуксина и пикрино-
вой кислоты («Биовитрум», Россия) и ализариновым 
красным С («Реахим», Россия), изучали на световом 
микроскопе AXIO Imager A1 (Carl Zeiss, Германия).

Анализ воспалительной реакции проводили со-
гласно ISO 10993-6:2016 c применением полуколи-
чественной системы оценки, для чего осуществляли 
подсчет количества очагов неоваскуляризации в пяти 
полях зрения для каждого животного при увеличении 
×400. Ответную реакцию также оценивали исходя 
из толщины фиброзной капсулы (среднее значение 
10 равнораспределенных измерений ширины кап-
сул, взятых по всей плотной ткани, ближайшей к 
имплантату), жирового инфильтрата и количества 
лимфатических узлов.

Кальцификация in vivo
Другую часть образцов с целью оценки количест-

венного содержания кальция подвергали гидролизу, 
для чего помещали в 0,5 мл 50% хлорной кислоты и 
выдерживали при 150 °С до получения прозрачного 
раствора (ePTFE гидролизу не подвергался, при этом 
в раствор переходили сформировавшиеся в процес-
се эксперимента кальцификаты). Остывшие пробы 
разбавляли дистиллированной водой и оценивали 
содержание кальция методом оптико-эмиссионной 
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой 
на спектрометре iCAP 6500 DUO (Thermo Scienti-
fic, США).

В качестве групп сравнения был использован ма-
териал сосудистого протеза из ePTFE марки Gore-tex 
(Gore & Associates, Inc, США), в качестве положи-
тельного контроля – ксеноперикард КРС, консер-
вированный по стандартной методике глутаровым 
альдегидом (GA) (ЗАО «НеоКор», Россия).

Оценка гемосовместимости in vitro
Степень гемолиза

Исследование выполнено в соответствии с тре-
бованиями стандарта ISO 10993-4:2017. Для оценки 
степени гемолиза эритроцитов использовали свежую 
донорскую кровь с добавлением 3,8% раствора цит-
рата натрия в соотношении 1 : 9 (цитрат : кровь). 
Исследуемые образцы размером 25 см2 (n = 5 для 
каждого типа материала) помещали в бюксы, добав-
ляли по 10 мл физиологического раствора и ставили 
в термостат при 37 °С на 120 мин. В качестве отри-
цательного и положительного контролей для оцен-
ки степени гемолиза эритроцитов были использова-
ны физиологический раствор и дистиллированная 
вода соответственно. После этого в каждый бюкс 
добавляли по 200 мкл цитратной крови, перемеши-
вали и вновь выдерживали в термостате при 37 °С 
в течение 60 мин. После инкубации производили 
отбор раствора из бюксов в пробирки с последую-
щим центрифугированием в течение 10 минут при 
2800 об/мин для осаждения эритроцитов. Измерение 
оптической плотности полученных растворов прово-
дили при длине волны 545 нм на спектрофотометре 
GENESYS 6 (Thermo Scientific, США).

Степень гемолиза (Н) в % определяли по формуле:

	 ,	

где Dt – оптическая плотность пробы, инкубируемой 
с исследуемым полимером; Dne – оптическая плот-
ность положительного контроля; Dрe – оптическая 
плотность пробы после 100% гемолиза.

За полное отсутствие гемолиза принимали сред-
нее арифметическое значение показателя оптической 
плотности при измерении положительного контроля 
(физиологического раствора c цитратной кровью), за 
100% гемолиз принимали среднее арифметическое 
значение оптической плотности прибора при изме-
рении дистиллированной воды с цитратной кровью. 
Группами сравнения служили ePTFE марки Gore-tex 
(Gore & Associates, Inc, США) и Polyethylene (LDPE) 
ERM – EC590 (Merck, Германия).

Агрегация тромбоцитов
Исследование выполнено в соответствии со 

стандартом ISO 10993-4:2017. Для исследования 
использовали свежую донорскую кровь с добав-
лением цитрата натрия 3,8%, в соотношении 1 : 9 
(цитрат : кровь). Для получения обогащенной тром-
боцитами плазмы (ОТП) цитратную кровь центри-
фугировали при температуре 25 °С в течение 10 ми-
нут при 1000 об/мин. Бедную тромбоцитами плазму 
(БТП) получали центрифугированием цитратной 
крови в течение 20 минут при комнатной темпера-
туре и при скорости вращения 4000 об/мин, которую 
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использовали для калибровки прибора. В качестве 
контроля была использована интактная обогащенная 
тромбоцитами плазма. В качестве группы сравнения 
высоких показателей агрегации тромбоцитов кро-
ви использовали Polyethylene (LDPE) ERM – EC590 
(Merck, Германия).

Измерения проводили без индукторов агрегации 
в спонтанном режиме. В настоящем исследовании 
использовали полуавтоматический 4-канальный ана-
лизатор агрегации тромбоцитов (фотометр) «АРАСТ 
4004» (LABiTec, Германия). Для инициации спон-
танной агрегации в цитратной крови производили 
восстановление уровня ионов Са2+, в качестве реа-
гента использовали приготовленный раствор СаCl2 
с молярной концентрацией 0,25 М. Соотношение 
пробы и реагента составило 250 мкл ОТП + 25 мкл 
СаCl2. Время контакта исследуемых образцов с ОТП 
составило 3 минуты.

Адгезия тромбоцитов
Для исследования использовали обогащенную 

тромбоцитами плазму, полученную из свежей цит-
ратной донорской крови центрифугированием в те-
чение 10 мин при 1000 об/мин. Группами сравнения 
служили ePTFE марки Gore-tex (Gore & Associates, 
Inc, США) и Polyethylene (LDPE) ERM  – EC590 
(Merck, Германия).

Образцы размером 1 см2 инкубировали с 500 мкл 
ОТП при 37 °С в течение 2 ч, затем осторожно про-
мывали фосфатно-солевым буферным раствором 
(PBS) для удаления неадсорбированных компонен-
тов плазмы. После образцы фиксировали в 2% рас-
творе глутаральдегида, приготовленного на 0,1 М 
фосфатном буфере в течение 6 ч. Далее производили 
обезвоживание образцов в серии спиртов восходящей 
концентрации (50, 75, 95 и 100%) в течение 15 минут 
в каждом. Оценку степени адгезии тромбоцитов осу-
ществляли с помощью сканирующего электронного 

микроскопа S3400N (Hitachi, Япония). Адгезивную 
способность поверхности материалов оценивали в 
8 полях зрения, выбранных случайным образом, как 
индекс деформации тромбоцитов, который рассчи-
тывали по формуле:

Индекс деформации = (число тромбоцитов степе-
ни I × 1 + число тромбоцитов степени II × 2 + число 
тромбоцитов степени III × 3 + число тромбоцитов 
степени IV × 4 + число тромбоцитов степени V × 5) / 
общее количество тромбоцитов (табл. 1).

Статистическая обработка
Обработку количественных данных осуществляли 

общепринятыми методами статистики при помощи 
пакета прикладной программы для обработки меди-
цинской и биологической информации «STATISTICA 
6.0» (StatSoft, Inc., USA). Характер распределения в 
выборках оценивали при помощи критерия Колмо-
горова–Смирнова. В группах наблюдали распреде-
ление, отличное от нормального (р < 0,01), в связи 
с чем все данные представлены как медианы (М) и 
квартили (25 и 75%). Статистическую значимость 
различий между двумя независимыми группами оце-
нивали с помощью непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни, достоверными считали различия при 
уровне значимости р < 0,05.

Результаты
Синтез полимера SIBS

Поли(стирол-блок-изобутилен-блок-стирол), по-
лученный по методу последовательного внесения 
мономеров в контролируемой катионной полимери-
зации, характеризуется среднечисловой молекуляр-
ной массой в 33 000 г/моль и показателем полидис-
персности 1,3. Структура полимера подтверждена 
данными гель-проникающей хроматографии.

Оценка цитотоксичности in vitro 
с  использованием клеточных культур

При изучении клеточной адгезии (рис. 1) не вы-
явлено достоверных отличий (p = 0,20) свойств по-
лимера SIBS (588 кл/мм2) от свойств культурального 
пластика (732 кл/мм2), который считается «золотым 
стандартом» для клеточной адгезии in vitro, при этом 
абсолютное количество адгезированных клеток для 
материала ePTFE (212 кл/мм2) оказалось в 3 раза 
меньше, чем для полимера SIBS (p < 0,001).

Относительное количество жизнеспособных 
клеток Ea.hy 926 на разных полимерных образцах 
(рис. 1, б) достоверно не различалось (p = 0,56). Со-
ответственно, такая же ситуация складывалась и с 
относительным количеством мертвых клеток. На ис-
следуемых полимерных образцах (SIBS, ePTFE) чис-
ло мертвых клеток не различалось между собой (p = 

Таблица 1
Степени деформации тромбоцитов

The platelet activation levels
Степень Характеристика
I Тромбоцит дискообразной формы,  

без деформации
II Тромбоцит увеличен в размере с зачатками 

псевдоподий в виде выпячиваний (начальная 
стадия деформации)

III Тромбоцит значительно увеличен в размере, 
неправильной формы, с ярко выраженными 
псевдоподиями, тромбоциты скапливаются

IV Распластывание тромбоцита, цитоплазма 
распространяется между псевдоподиями

V Тромбоцит в виде пятна с гранулами, за счет 
распространения цитоплазмы псевдоподии 
не могут быть идентифицированы
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0,93) и составило соответственно 4,40 и 4,72%, в то 
же время для культуральнго пластика данный пара-
метр имел значение 1,16%, что оказалось в 4 раза 
ниже (рис. 1, в), чем на поверхностях материалов 
SIBS и ePTFE (p < 0,05).

Однако крайне низкая пролиферация клеток на 
поверхности ePTFE (0,10%) доказала невозможность 
клеточной адгезии и пролиферации на данном мате-
риале (рис. 1, г). Как видно из рис. 2, максимальная 

пролиферативная активность клеток линии Ea.hy 926 
выявлена на поверхности полимера SIBS (62,04%), 
что оказалось в 1,4 раза выше, чем на культуральном 
пластике (44,00%), (p < 0,05).

Определение кальцификации in vitro
В результате исследования была обнаружена ре-

зистентность к кальцификации полимерных мате-
риалов SIBS, ePTFE (рис. 3, б, в) в условиях in vitro 

Рис. 1. Абсолютное количество клеток (а), относительное количество живых клеток (б), относительное количество 
мертвых клеток (в), относительное количество пролиферирующих клеток (г) Ea.hy 926 на различных полимерных 
поверхностях через 5 суток культивирования

Fig. 1. The absolute number of cells (a), the relative number of living cells (б), the relative number of dead cells (в), the rela-
tive amount of proliferating cells (г) Ea.hy 926 on different polymeric surfaces after 5 days of cultivation
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Рис. 2. Флюоресцентная микроскопия матриксов с клетками. ×200

Fig. 2. Fluorescence microscopy of matrices with cells. ×200

теста, в отличие от образцов биологической ткани, 
минерализация которых наступала уже к 3-й неделе 
инкубации и становилась чуть более выраженной к 
6-й неделе (рис. 3, a).

Оценка биосовместимости in vivo
Ответная реакция ткани

После 14 дней имплантации была обнаружена 
умеренная макрофагальная реакция ткани на имп-
лантированные материалы, отсутствие гигантских 
клеток, что демонстрирует хорошую биосовмести-
мость исследуемых полимеров (рис. 4, a–в). Присут
ствие лимфатических узлов в окружающей имплан-

таты ткани было отмечено для всех типов полимеров, 
что указывает на течение воспалительного процесса, 
при этом для образца SIBS наблюдали минимальное 
количество. Гистологические исследования показали 
формирование рыхлой волокнистой ткани, предшест-
вующей образованию соединительно-тканной капсу-
лы, охватывающей полимерные образцы со средней 
толщиной 69 мкм (ePTFE), 50 мкм (GA-ксенопери-
кард) и 98 мкм (SIBS). При этом в случае биологи-
ческих образцов наблюдали жировой инфильтрат, 
связанный с коллагеновыми волокнами. Степень 
неоваскуляризации была сравнимой для всех типов 
материалов – минимальная капиллярная пролифера-

Рис. 3. Световая микроскопия, тест на кальцификацию in vitro, 6 недель инкубации; образцы материалов: GA-консер-
вированный перикард крупного рогатого скота (a), SIBS (б), ePTFE (в). ×100

Fig. 3. Light microscopy, in vitro calcification test, 6 weeks of incubation; samples of materials: GA-preserved bovine peri-
cardium (a), SIBS (б), ePTFE (в). ×100

а б в
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ция, 1–3 очага неоваскуляризации с фибробластными 
структурами в поле зрения (ув. ×400). В случае био-
логических образцов и ePTFE (за счет его пористой 
структуры) была отмечена клеточная инфильтрация, 
особенно активная для GA-ксеноперикарда.

Долгосрочная имплантация (60 дней) привела к 
образованию плотной соединительно-тканной кап-
сулы, представленной коллагеновыми волокнами, 
со средней толщиной 42 мкм для ePTFE и 58 мкм 
для SIBS (рис. 4, д, е). В случае GA-ксеноперикарда 
капсула четко не визуализировалась ввиду активно-
го воспалительного процесса, причиной которого 
явилась значительная кальцификация. Присутствие 
гигантских клеток инородного тела после двух ме-
сяцев имплантации было отмечено для полимерного 
образца ePTFE и GA-ксеноперикарда, в случае SIBS 
гигантских клеток инородного тела обнаружено не 
было.

С позиции полуколичественной оценки (ISO 
10993-6:2016), основанной на анализе показателей 
ответной реакции ткани (неоваскуляризация, фиброз, 
жировой инфильтрат), полимер SIBS можно отнес-
ти к биосовместимым относительно образцов срав-
нения (ePTFE, консервированный ксеноперикард, 
использующиеся сегодня в клинической практике 
протезирования клапанов сердца).

Кальцификация in vivo
Еще одним критерием биосовместимости явля-

ется степень кальцификации материала в услови-
ях контакта со средой организма. Гистологические 
исследования показали активную кальцификацию 
GA-ксеноперикарда (рис. 4, ж). Присутствие каль-
цификатов в случае ePTFE было обнаружено на по-
верхности полимерного образца (рис. 4, и). Точечные 
участки кристаллического кальция отмечены в толще 
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Рис. 4. Гистологические срезы полимерных матриксов GA-ксеноперикарда (a, г, ж), SIBS (б, д, з), ePTFE (в, е, и), 
после имплантации крысам на срок 2 недели (a, б, в), 2 месяца (г, д, е). Окраска гематоксилин-эозином (a–е), ализа-
риновым красным С (ж–и). ×200

Fig. 4. Histological sections of GA-xenopericardium (a, г, ж), SIBS (б, д, з), ePTFE (в, е, и), after implantation to rats for 
2 weeks (a, б, в), 2 months (г, д, е). Staining with hematoxylin-eosin (a–е), coloring with alizarin red C (ж–и). ×200
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соединительно-тканной капсулы, образованной вок-
руг SIBS.

Результаты количественной оценки показали ста-
тистически значимые различия в содержании каль-
ция образцов SIBS и ePTFE (p < 0,05). Также обна-
ружено значимое увеличение количества кальция 
в образцах GA-ксеноперикарда (p < 0,05). Полное 
описание результатов представлено в табл. 2.

Таблица 2
Количество кальция в образцах (мг/г)
Calcium content in the samples (mg/g)

Min 25% Me 75% Max
SIBS 0,23 0,23 0,39 0,51 0,55
ePTFE 0,49 0,53 1,25 2,70 2,95
GA-ксеноперикард 1,77 2,57 93,79 155,30 159,80

Оценка гемосовместимости in vitro
Степень гемолиза

Результаты проведенного исследования показали 
отсутствие отрицательного влияния полимера SIBS 
на клеточную мембрану эритроцитов. Так, уровень 
гемолиза эритроцитов крови после контакта с SIBS 
составил 0,35% (min: 0,03; max: 0,60; 25%: 0,11; 75%: 
0,40), что статистически меньше в сравнении с отри-
цательным контролем (р < 0,05).

При оценке степени лизиса эритроцитов после 
контакта с полимером на основе еPTFE уровень ге-
молиза составил 0,40% (min: 0,11; max: 2,40; 25%: 
0,31; 75%: 0,67), что также статистически значимо 
ниже по сравнению с положительным контролем (р < 
0,05). Уровень гемолиза эритроцитов после контакта 
с полиэтиленом составил 1,82% (min: 1,16; max: 2,30; 
25%: 1,41; 75%: 2,10). При сравнении двух групп 
полимеров (SIBS и еPTFE) между собой по степе-
ни выраженности гемолиза достоверных различий 
выявлено не было (р = 0,57). При сравнении двух 
групп полимеров (SIBS и еPTFE) с полиэтиленом 
были получены достоверные отличия (р < 0,05).

Агрегация тромбоцитов
Максимум агрегации тромбоцитов интактной 

обогащенной тромбоцитами плазмы составил 8,60% 
(min: 7,79%; max: 15,91%; 25%: 8,02; 75%: 10,12%). 
При этом образцы обогащенной тромбоцитами плаз-
мы, контактировавшие с полиэтиленом, показали 
степень агрегации тромбоцитов на уровне 73,40% 
(min: 67,73%; max: 82,74%; 25%: 72,35; 75%: 78,99%). 
При оценке степени агрегации тромбоцитов после 
контакта с полимерами SIBS и еPTFE были получены 
следующие результаты: максимум агрегации после 
контакта с полимером SIBS составил 18,11% (min: 
16,40%; max: 23,78%; 25%: 16,66; 75%: 20,42%); 
максимум агрегации тромбоцитов после контакта 

с еPTFE – 22,74% (min: 18,6%; max: 28,56%; 25%: 
22,45; 75%: 24,52%), что статистически значимо 
ниже максимума агрегации, индуцированного по-
лиэтиленом (р < 0,05).

Адгезия тромбоцитов
Тромбоциты, адгезированные на поверхности, 

были выявлены для всех исследуемых материалов 
(рис. 5). Стоит отметить, что на одном из образцов 
SIBS отмечены отдельные участки с нехарактерным 
скоплением тромбоцитов III типа, расположенные 
направленно в центральной части образца.

При подсчете индекса деформации тромбоцитов, 
адгезированных на поверхности полимеров, были по-
лучены следующие показатели: индекс деформации 
тромбоцитов, адгезированных на поверхности по-
лиэтилена, был равен 3,61 (min: 2,0; max: 4,25; 25%: 
2,82; 75%: 4,0). Для полиэтилена были более свойст
венны тромбоциты IV типа, что составило 61,29% 
от общего количества адгезированных тромбоцитов. 
Индекс деформации тромбоцитов, адгезированных 
на поверхности полимера SIBS, составил 3,25 (min: 
2,1; max: 4,0; 25%: 3,06; 75%: 3,69). На поверхности 
SIBS были обнаружены тромбоциты преимущест-
венно II–III типа, что в процентном соотношении 
от общего количества адгезированных тромбоцитов 
составляет 61,63 и 8,4% соответственно. Индекс де-
формации тромбоцитов, адгезированных на поверх
ности еPTFE, составил 3,76 (min: 3,0; max: 4,09; 25%: 
3,29; 75%: 3,96). Для поверхности еPTFE были более 
свойственны тромбоциты III и IV типа, что состав-
ляет 41,54 и 26,76% соответственно.

При сравнении индексов деформации тромбоци-
тов, адгезированных на поверхности полимеров SIBS 
и еPTFE, с полиэтиленом статистически значимых 
различий не было выявлено (р = 0,54 и р = 0,72 со-
ответственно).

Обсуждение результатов
Широкое применение в медицинской практике 

сегодня находят сополимеры и композиты благо-
даря своим уникальным свойствам, основанным 
на способности сочетать структурные фрагменты 
различной функциональности. В частности, блок-
сополимеры стирола и изобутилена обладают термо-
пластичностью, высокой прочностью, устойчивы к 
гидролитическому, окислительному и ферментатив-
ному воздействию ввиду линейной природы углерод-
ной цепи с чередующимися вторичными и четвер-
тичными атомами углерода, а также биологической 
инертности боковых групп (рис. 6) [15].

Оценка цитотоксичности пленок на основе син-
тезированного методом контролируемой катионной 
полимеризации модельного полимера группы SIBS 
показала его высокую гемосовместимость. Пролифе-
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ративный потенциал может дополнить картину функ
циональной активности клеток в случае проведения 
краткосрочных экспериментов, в которых полная 
динамика по изменению клеточной жизнеспособ-
ности не всегда успевает достичь своего максимума. 
В проведенных экспериментах была показана низкая 
способность к клеточной адгезии поверхности мате-
риала ePTFE, что коррелирует с результатами других 
исследований [22]. Способность к клеточной адге-
зии и пролиферации важна в тканевой инженерии 
клапанов сердца [6]. Учитывая полученные в ходе 
эксперимента результаты, можно сделать вывод о 
том, что полимер группы SIBS имеет большую спо-
собность к спонтанной эндотелизации и больший 

потенциал при разработке тканеинженерных конс-
трукций, чем ePTFE.

Имплантация любого инородного материала 
неизбежно сопровождается ответной реакцией ор-
ганизма, при этом формирование устойчивой со-
единительно-тканной (фиброзной) капсулы свиде-
тельствует о завершении воспалительного процесса. 
Толщина фиброзной капсулы характеризует степень 
биосовместимости исследуемого материала и для 
образца SIBS после 60 дней эксперимента оказалась 
незначительно больше, чем аналогичное значение 
для образца ePTFE, что сопоставимо с результатами 
других экспериментов [17]. Образование соедини-
тельной ткани на створчатом аппарате импланти-
руемого протеза создает защитный барьер, отделяя 

Рис. 6. Структурная формула поли(стирол-блок-полиизобутилен-блок-стирол)а

Fig. 6. The structural formula of poly(styrene-block-polyisobutylene-block-styrene)

PE SIBS ePTFE
X

 2
, 0

00
X
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00

Рис. 5. Изображения СЭМ адгезии тромбоцитов на поверхности полимерных матриксов из полиэтилена (a, г), SIBS 
(б, д) и ePTFE (в, е)

Fig. 5. SEM images of platelet adhesion on the surface of polymer matrices of polyethylene (a, г), SIBS (б, д) and ePTFE 
(в, е)
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синтетический материал имплантата от среды орга-
низма, в то же время данный процесс необходим для 
образования плотного соединения с корнем аорты с 
целью предотвращения паравальвулярной регурги-
тации и надежной фиксации имплантата. Гигантские 
клетки инородного тела, отмеченные для эксплан-
тированных образцов ePTFE и GA-ксеноперикарда, 
способны секретировать активные формы кислорода 
и другие химические агенты, потенциально приво-
дящие к окислительному повреждению и разруше-
нию имплантированных устройств [23], при этом для 
материала SIBS клеток данного типа после 60 дней 
эксперимента обнаружено не было. Вероятнее всего, 
биосовместимость SIBS связана с тем, что наружная 
часть полимера (10 нм) представлена полиизобути-
леновым блоком, в то время как полистирольные 
блоки расположены внутри полимерного образца и 
не находятся в непосредственном контакте с биоло-
гическими тканями [24].

Основной причиной аортального стеноза натив-
ных клапанов и биопротезов является кальцифика-
ция – инициирование и рост кристаллов фосфата 
кальция, необходимых для костной ткани, в нети-
пичных локациях. Полимеры в отличие от ксенома-
териалов не содержат богатый фосфором клеточный 
мусор и разрушенный коллаген, которые могут про-
воцировать минерализацию, вследствие чего более 
резистентны к данному процессу. На основании по-
лученных в ходе in vitro эксперимента результатов 
можно судить об отсутствии провоцирующих об-
разование кристаллических форм кальция характе-
ристик исследуемых полимеров. При этом активная 
кальцификация GA-ксеноперикарда подтверждает 
данные проведенных ранее исследований [25].

Склонность к кальцификации исследуемых ма-
териалов также была оценена на модели in vivo при 
имплантации крысам. Результаты количественного 
содержания кальция для GA-ксеноперикарда, вы-
бранного в качестве положительного контроля, со-
ответствуют литературным данным [26] и значимо 
превышают те же значения для исследуемых поли-
меров. Выделяют два механизма минерализации, 
возникающей в результате контакта со средой орга-
низма синтетического материала: зарождение каль-
ций-фосфатных кристаллов на поверхности или на 
границе раздела соединительно-тканной капсулы и 
имплантата; и кальцификацию биологической ткани, 
сформированной вокруг имплантата [27]. В случае 
материала группы сравнения, ePTFE, наблюдали 
первый тип минерализации: кальцификаты распо-
лагались на поверхности образца; в то время, как в 
случае материала SIBS кальций обнаружен в фиброз-
ной капсуле. Резистентность к кальцификации поли-
мера SIBS оказалась значимо выше по сравнению с 
ePTFE по результатам количественной оценки, что 
свидетельствует о возможности применения SIBS 

в качестве основы синтетического протеза клапана 
сердца. В литературе также присутствуют сведения о 
склонности материалов из ePTFE к минерализации в 
клинических экспериментах [8]. Большая склонность 
ePTFE к кальцификации может быть обусловлена 
пористой структурой его поверхности, в результате 
чего происходит накопление клеточных элементов 
и вновь сформированного внеклеточного матрикса.

При оценке степени гемолиза эритроцитов, инду-
цированного поверхностью полимера SIBS, было вы-
явлено отсутствие токсического действия полимера 
на форменные элементы крови (эритроциты). Также 
полимер еPTFE, который выступал в качестве груп-
пы сравнения, не вызывал разрушения клеточной 
мембраны эритроцитов. При этом уровень гемолиза 
эритроцитов после контакта с полиэтиленом соста-
вил 1,82%, что свидетельствует о его склонности к 
тромбообразованию. Согласно результатам оценки 
гемолиза эритроцитов, исследуемые полимеры SIBS 
и еPTFE можно считать гемосовместимыми, посколь-
ку уровень гемолиза эритроцитов после контакта с 
поверхностью полимеров SIBS и еPTFE не превышал 
0,4% при допустимых показателях степени гемолиза 
до 2% [28]. Полученные нами данные согласуются с 
результатами зарубежных авторов [29].

Адгезия тромбоцитов происходит в результате 
разной заряженности их поверхности и поверхности 
контактирующих с кровью материалов и является 
начальным этапом формирования тромба, однако 
одной адгезии недостаточно для запуска каскада 
тромбогенных реакций. Только активированные 
тромбоциты способны выделять в кровь вещества, 
способные привести к необратимой агрегации. Ад-
гезия тромбоцитов, имеющих правильную круглую 
форму, которые еще не деформировались, не несет 
тромбогенной опасности, поскольку адсорбция тром-
боцитов I степени является обратимой и их можно 
легко вернуть в кровоток [30]. Полученные нами 
результаты по оценке адгезионных свойств показа-
ли, что тромбоциты адгезируются на все полиме-
ры, независимо от их вида. Возможно, это связано 
с разностью потенциалов поверхности полимеров и 
тромбоцитов [31].

В результате исследования влияния поверхности 
полимеров на степень агрегации тромбоцитов было 
выявлено, что полимеры SIBS и еPTFE не вызывают 
повышения агрегации тромбоцитов крови, в отличие 
от полиэтилена. На основании полученных данных 
о высокой степени агрегации крови после контакта 
с полиэтиленом можно предположить, что данный 
полимер содержит низкомолекулярные примеси, ко-
торые оказывают раздражающее действие на тром-
боциты крови, что, в свою очередь, приводит к их 
активации и высвобождению индукторов агрегации, 
в то время как SIBS и ePTFE подобных примесей не 
содержат.
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Заключение
Синтезированный модельный полимер группы 

SIBS при сравнении свойств гемосовместимос-
ти не уступает используемому в настоящее время 
в клинической практике в качестве материала для 
протезирования клапанов сердца ePTFE. При этом 
эксперименты по определению степени кальцифика-
ции, клеточной адгезии и пролиферации продемонс-
трировали преимущества исследуемого полимера 
группы SIBS. Таким образом, можно сделать вывод 
о потенциале материала SIBS при разработке поли-
мерных протезов клапанов сердца нового поколения. 
При этом дополнительное модифицирование поверх
ности полимерного материала с целью увеличения 
гидрофильности позволит снизить его адгезионные 
свойства. Повышение гемосовметимости модельного 
полимера возможно также за счет модифицирова-
ния различными веществами с антитромботическим 
действием, в частности гепарином.
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внеклеточного матрикса
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Несмотря на достижения современной хирургии в лечении повреждений кожных покровов, актуальным 
остается поиск новых методов для более быстрого и эффективного заживления ран. Тканевая инженерия, 
несомненно, представляет интерес для разработки таких технологий. Цель данной работы состояла в 
определении оптимального протокола получения децеллюляризированного дермального матрикса для 
последующей разработки тканеинженерной кожи. Материалы и методы. Экспериментальным живот-
ным был 1 поросенок породы Ландрас. После предварительной обработки кожи дерматомом забирали 
образцы толщиной 0,3 см. В работе рассматривалось 2 протокола децеллюляризации: протокол № 1 на 
основе применения тритон Х100 и дезоксихолата, протокол № 2 только на основе дезоксихолата. Всего 
циклов обработки по 2 протоколам было 5. Ацеллюлярные матриксы после обработки были исследованы 
следующим образом: гистологический анализ, количественное определение содержания ДНК. Далее была 
проведена статическая рецеллюляризация матриксов фибробластами дермы свиньи. После чего матриксы 
были исследованы на цитотоксичность с помощью ХТТ-теста и теста на дифференциальное окрашивание 
живых и погибших клеток. Результаты. Проведенный сравнительный анализ двух протоколов децеллюля-
ризации дермы свиной кожи показал, что оба протокола эффективно удаляют клетки и ядерный материал, 
при этом сохраняется архитектоника межклеточного вещества неповрежденной, так как не происходит 
разрушения волокнистых структур. Но при оценке биосовместимости матриксов на основе анализа жиз-
неспособности клеток по данным ХТТ-теста и адгезии клеток к матриксу преимущества демонстрирует 
матрикс, обработанный по протоколу № 1. Заключение. В настоящем исследовании был отмечен протокол 
децеллюляризации на основе тритон Х100 и дезоксихолата. Полученные результаты являются первым 
этапом для дальнейшей разработки тканеинженерной кожи.
Ключевые слова: регенеративная медицина, кожа, децеллюляризация, тканеинженерная 
конструкция.
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Введение
Кожа является самым большим органом в орга-

низме и выполняет ряд важных функций, прежде 
всего барьерную, иммунную, сенсорную, обладает 
способностью к саморегуляции и рядом других осо-
бенностей [1]. Потеря целостности кожных покровов 
из-за травм или болезней может привести к острому 
физиологическому дисбалансу и в конечном итоге 
к значительной инвалидности или даже смерти [2].

Повреждения кожных покровов разнообразны и 
могут возникать из-за ожогов, травм или быть обус-
ловлены трофическими нарушениями вследствие ве-
нозной гипертензии, артериальной недостаточности, 
сахарным диабетом и другими причинами, приво-
дящими к изъязвлениям кожи. Ряд наследственных 
заболеваний, связанных с нарушением структурных 
белков эпидермиса или дермы, также могут вызы-
вать развитие обширных кожных ран и хронических 
эрозий [3].

Как правило, при повреждении кожи происходит 
ряд сложных биохимических процессов, направлен-
ных на заживление раны. В поверхностных ранах, 
где дефекты ограничены эпидермисом или верхним 
дермальным слоем, необходима регенерация только 
эпидермиса, что приводит к быстрому заживлению 
и минимальному риску образования рубцов. Тем 
не менее в ранах, проникающих глубже дермаль-
ного слоя, с отслоением кожи или подкожно-жиро-
вой клетчаткой, осложнения, такие как инфекция, 
развиваются чаще, и рубцы, как правило, остаются 
даже после полного заживления раны. Длительность 
процесса заживления ран в действительности имеет 
тенденцию варьировать у разных людей и зависит от 
различной степени тяжести повреждения [4].

Терапевтические вмешательства по восстанов-
лению кожных покровов и функций кожи являются 
важным долгосрочным направлением как традици-
онной, так и трансляционной медицины, в которой 
в последние годы был отмечен ряд ключевых дости-

жений и клинических преимуществ [3]. Выбор под-
ходящей стратегии заживления ран имеет решающее 
значение для успешного их закрытия. От данного 
выбора зависит скорость заживления раневой повер-
хности, вероятность наступления осложнений и об-
разования рубцов. В настоящее время используются 
различные методы для закрытия раневых дефектов. 
В качестве покрытий раневых поверхностей при-
меняют трупные аллотрансплантаты, ксенотранс
плантаты, синтетические материалы. Золотым стан-
дартом лечения большинства кожных ран остается 
аутодермопластика.

Благодаря интеграции инженерных дисциплин с 
биологическими науками в настоящее время активно 
развивается регенеративная медицина [5]. Рассмат-
риваются возможности применения клеточных тех-
нологий, дополнительных биологических факторов, 
которые направлены на стимуляцию регенерации 
ткани. Проводятся экспериментальные работы по 
созданию тканеинженерной полноценной кожи [6]. 
Такие разработки интересны, и несомненно, могут 
оказаться полезными, особенно в тех случаях, когда 
имеется значительный дефицит кожных покровов и 
невозможно выполнить аутодермопластику.

Тканеинженерный подход к созданию искусствен-
ных органов включает в себя использование внекле-
точных матриксов, стволовых клеток и биологиче
ски активных веществ. Одним из методов получения 
матриксов является децеллюляризация нативной 
ткани или органа. Выбор оптимального способа по-
лучения внеклеточного матрикса является одной из 
главных задач в тканевой инженерии. В своей работе 
мы проводили сравнительный анализ 2 протоколов 
получения ацеллюлярного дермального матрикса для 
последующего создания тканеинженерной кожи.

Материалы и методы
Все эксперименты проводили в соответствии с 

Правилами проведения работ с использованием экс-

matrix for the subsequent development of tissue-engineered skin. Materials and methods. The experimental 
animal was 1 pig of the Landrace breed. After skin pretreatment with a dermatome, the samples were taken of a 
thickness of 0.3 cm. Two decellularization protocols were examined: protocol No. 1 based on the using of Triton 
X-100 and deoxycholate, protocol No. 2 only based on deoxycholate. Total processing cycles for 2 protocols were 
5. The acellular matrices after treatment were examined with: histological analysis, quantitative determination of 
DNA content. Further, static matrix recellularization of porcine dermis fibroblasts was carried out. After that, the 
matrices were assessed for cytotoxicity using an XTT test and a test for the differential staining of living and dead 
cells. Results. The comparative analysis of two protocols for decellularization of porcine dermis showed that both 
protocols effectively remove cells and nuclear material, while maintaining the architectonic of the intercellular 
substance intact, since fibrous structures are not destroyed. But when analysed the biocompatibility of matrices on 
the basis of cell viability analysis according to the XTT test and cell adhesion to the matrix, the matrix processed 
according to protocol No. 1 demonstrates the advantages. Сonclusion. In this study, a decellularization protocol 
based on Triton X-100 and deoxycholate was noted. The results are the first stage for the further development of 
tissue-engineered skin.
Key words: regenerative medicine, кожа, децеллюляризация, тканеинженерная конструкция.
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периментальных животных (приказ МЗ СССР № 755 
от 12.08.1972 г.) и Европейской конвенцией по защи-
те позвоночных животных, используемых для экс-
периментальных и иных научных целей (Страсбург, 
1986), после одобрения протоколов исследования 
локальным этическим комитетом, в ЦНИЛ, лабо-
ратории фундаментальных исследований в области 
регенеративной медицины на базе Кубанского го-
сударственного медицинского университета. Забор 
образцов нативной дермы производили в стерильных 
условиях операционной при виварии. Эксперимен-
тальным животным был 1 поросенок породы Лан-
драс (возраст 12 недель, масса 22 кг). После пред-
варительной обработки кожи дерматомом забирали 
образцы дермы толщиной 0,3 см.

Децеллюляризация дермального 
матрикса с последующей оценкой 
качества каркаса

Для децеллюляризации дермы нами были предло-
жены 2 различных протокола воздействия. На первом 
этапе образцы размером 2×1×0,3 см замораживали 
при температуре –80 °С, далее следовала обработка 
раствором Трипсина–Версена (1:1, «Биолот», Россия) 
в термошейкере-инкубаторе при температуре +37 °С 
в течение 18 часов. На следующем этапе следовала 
обработка матрикса растворами детергентов на вра-
щающейся платформе при 170 об/мин. Для протокола 
№ 1 было использовано чередование 1% раствора 
тритона Х100 (Sigma-Aldrich, США) и 4% раствора 
дезоксихолата натрия (Sigma-Aldrich, США) в ком-
бинации с 0,002 М Na2-ЭДТА, по 2 часа воздействия 
каждый. Количество циклов обработки – 5. Обработ-
ка детергентами в протоколе № 2 состояла только 
из 4% раствора дезоксихолата натрия в комбинации 
с 0,002 М Na2-ЭДТА в течение 4 часов, количество 
циклов также было равным 5. После каждого цикла 
воздействия матриксы промывали в деионизирован-
ной воде в течение 30 минут. Финальный этап обра-
ботки по обоим протоколам состоял из воздействия 
свиной панкреатической ДНКазы I (Sigma-Aldrich, 
США, 2000 ЕД растворили в 200 мл фосфатно-со-
левого буфера Са2+/Mg2+) в течение 4 часов в термо-
шейкере-инкубаторе при температуре +37 °С.

Полученные образцы нативной и децеллюляризи-
рованной дермы фиксировали в 10% нейтральном за-
буференном формалине, дегидратировали и заключа-
ли в парафин по стандартной методике. С помощью 
микротома получали срезы толщиной 4 мкм. Для 
общегистологической оценки препаратов проводили 
окраску срезов гематоксилином и эозином (Sigma-
Aldrich, США). Клеточные ядра визуализировали с 
использованием флуорофора (4’,6-диамидино-2-фе-
нилиндола) DAPI (Sigma-Aldrich, США). Изучение 

микропрепаратов проводили на микроскопе Olympus 
СX 41 (Япония).

Количественное определение содержания ДНК 
выполняли на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientifi c Inc., США) с использова-
нием набора реагентов (Dneasy Blood and Tissue Kit, 
Qiagen, Швеция) по протоколу фирмы-изготовителя.

Рецеллюляризация дермального 
матрикса с последующей оценкой 
биосовместимости с клетками in vitro

Для оценки биосовместимости, способности кле-
ток к адгезии к дермальному матриксу использовали 
статический метод рецеллюляризации дермальными 
фибробластами, выделенными и культивированными 
из дермы свиньи. Для выделения клеток из дермы 
был использован стандартный ферментативный про-
токол на основе 0,1% раствора коллагеназы. Клетки 
культивировали с использованием полной питатель-
ной среды, состоящей из раствора DMEM (Gibco), 
10% фетальной бычьей сыворотки (Gibco) и 1% рас-
твора антибиотика-антимикотика (Gibco), в условиях 
СО2-инкубатора. После достижения конфлюентности 
до 80% клетки были пассированы с помощью раство-
ра Трипсина («Биолот», Россия) и продолжали куль-
тивировать до 2-го пассажа. Затем полученное коли-
чество клеток было использовано для проведения 
XTT-теста и теста на дифференциальное окрашива-
ние живых и мертвых клеток. Рабочий раствор ХТТ 
реагента готовили в соответствии с рекомендациями 
фирмы-производителя (Cell proliferation assay XTT, 
AphliChem GmbH, Германия). Вначале образцы де-
целлюляризированных дермальных матриксов разме-
ром 0,3×0,3 см укладывали в 96-луночном планшете, 
затем засеивали образцы суспензией фибробластов 
из расчета 25 000 клеток на каркас при помощи пи-
петтора. После 72 ч культивирования в каждую лунку 
добавляли 200 мкл рабочего раствора ХТТ, время 
инкубации составляло 4 ч. В качестве положитель-
ного контроля были взяты клетки, свободно куль-
тивируемые в планшете. Результаты оценивали при 
помощи многофункционального ридера FilterMax F5 
(Molecular Devices, США) в стандартных условиях 
при длинах волн 450 нм по предустановленным про-
токолам фирмы – производителя прибора.

Для визуальной оценки способности матриксов 
поддерживать клеточный рост и их цитотоксичность 
проводили при статическом засеивании фибро
бластами децеллюляризированных каркасов дермы 
дифференциальное окрашивание живых и погиб-
ших клеток с использованием набора LIVE/DEAD® 
Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes, США) с 
кальцеином АМ и гомодимером этидия согласно инс-
трукции производителя. Изучение микропрепаратов 
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проводили на флюоресцентном микроскопе Olympus 
IX 51 (Япония).

Статистический анализ
Статистическая обработка полученного материа-

ла произведена с использованием пакета программ 
MS Excel, v6.0, GraphPadPrism version 6.04 (источ-
ник www.graphpad.com). Результаты исследований 
оценены с использованием t-критерия Стьюдента. 
Доверительный интервал рассчитывался по таблице 
распределения Стьюдента. Достоверными признава-
лись различия при значениях р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Для проведения децеллюляризации дермы нами 

был выбран детергент-энзиматический метод, кото-
рый позволяет наиболее полным образом удалять 
клетки из тканей, но в то же время щадящий по от-
ношению к белкам волокон внеклеточного матрикса. 
Различие в составе протоколов было продиктовано 
нашим желанием сократить время воздействия де-
зоксихолата натрия на ткани и оценить разницу в 
эффекте воздействия на ткани в сравнении с прото-
колом, в котором использован более мягкий по свое-
му действию на внеклеточный матрикс детергент 
тритон Х100. Вначале отработки протоколов одним 
из реагентов выбора на подготовительном этапе был 
раствор додецил сульфата натрия. Однако высокая 
концентрация вещества, необходимая для разруше-
ния клеток сосочкового слоя дермы, оказывала зна-
чительное повреждающее воздействие на волокна 
внеклеточного матрикса. Невозможность полностью 
элиминировать действующий раствор из матрикса 
приводила к значительно худшему росту клеток на 
нем и к их гибели. Полученные данные заставили 
нас отказаться от дальнейшего применения раствора 

додецил сульфата натрия, что соответствовало дан-
ным литературы [7].

Также на подготовительном этапе мы столкнулись 
с тем, что дерма, взятая одновременно с эпидерми-
сом, хуже поддается децеллюляризации. Возможно, 
это связано со сложностью проникновения детерген-
тов сквозь толстый эпителиальный слой и, несом-
ненно, плотную базальную мембрану [8]. Решением 
возникшей сложности децеллюляризации кожи стало 
применение раствора Трипсина–Версена, который, 
по данным литературы, эффективно воздействует 
именно на клетки плоского эпителия, удаляя их, а 
также разрыхляет саму дерму, делая ее более вос-
приимчивой к воздействию детергентов.

Окрашивание гематоксилином и эозином, прово-
димое нами после каждого цикла обработки детер-
гентами, показало, что сохранные клетки и клеточные 
ядра в матриксе отсутствовали уже после 2-го цикла 
обработки в протоколе № 1 и после 1-го цикла обра-
ботки в протоколе № 2. Однако большое количество 
базофильно окрашенных нитей матрикса, присутс-
твовавших в срезах, и высокое количественное содер-
жание ДНК в тканях продиктовали необходимость 
увеличения количества циклов обработки до 5 в обо-
их случаях (рис. 1).

Окраска ядерного материала препаратов с помо-
щью флуорофора DAPI подтвердила указанную тен-
денцию. В нативной дерме клеточные ядра активно 
флюоресцировали и были выявлены в большом ко-
личестве. В децеллюляризированных образцах обна-
ружили лишь незначительную аутофлюоресценцию 
волокон внеклеточного матрикса после проведения 
пятого цикла обработки (данные не представлены).

Определение остаточного содержания ДНК  – 
важный этап оценки полученного матрикса после 
проведенной децеллюляризации. От наличия ДНК 

Рис. 1. Гистологический анализ. Динамика последовательных изменений структуры внеклеточного матрикса в тече-
ние децеллюляризации. Стрелками отмечены базофильно окрашенные тяжи, содержащие остаточный ядерный мате-
риал. ×200

Fig. 1. Histological analysis. Dynamics of successive changes in the structure of the extracellular matrix during decellulariza-
tion. Pointers indicate basophilically colored bands containing residual nuclear material. ×200



85

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

зависит развитие неблагоприятных реакций со сто-
роны организма реципиента, поскольку многие де-
целлюляризированные ткани получают из ксено- и 
аллогенных источников и есть опасения, что эта ДНК 
может быть включена в клетки реципиента. Коли-
чественный анализ показал, что содержание ДНК 
в децеллюляризированной дерме после 5-го цикла 
обработки снижалось до 19,8% (65,4 нг/мг ткани) 
и 12,1% (40,1 нг/мг ткани) по протоколу № 1 и № 2 
соответственно в сравнении с количеством ДНК в 
нативной дерме (330,4 нг/мг ткани). Полученные 
результаты свидетельствовали об эффективности 
децеллюляризации, после которой матрикс был в 
значительной степени (p = 0,0011) очищен от ядер-
ного материала (рис. 2).

После того как были учтены основные критерии 
оценки эффективности проведения децеллюляриза-
ции, предложенные в литературе [9], необходимым 
условием для выбора оптимального протокола яви-
лась оценка влияния получаемого матрикса на клетки 
после рецеллюляризации. Важность данного этапа 
состоит в том, что он позволяет отобрать тот матрикс, 
который будет наилучшим образом способствовать 
адгезии и пролиферации клеток и в то же время будет 
наименее токсичным для тканей ввиду возможного 
сохранения остаточных количеств детергентов.

ХТТ-тест, проведенный после статической рецел-
люляризации матриксов, выявил в обоих опытных 
образцах живые, метаболически активные клетки. 
Однако жизнеспособность клеток оказалась выше 
на матриксе, децеллюляризированном по протоколу 

№ 1, в отличие от протокола № 2, где жизнеспособ-
ность была статистически ниже (p < 0,005).

При сравнении образцов из опытных и контроль-
ной групп обнаружено, что результаты ХТТ-теста в 
лунках, засеянных только клетками, отличаются от 
опытных и значительно их превосходят (p < 0,001), 
что объясняется условиями эксперимента и дока-
занной способностью клеток легко прикрепляться 
к пластику. В целом при сравнении всех групп по 
результатам ХТТ-теста было установлено, что по-
лученные матриксы по протоколам № 1 и № 2, засе-
янные клетками, являются биосовместимыми и не 
являются цитотоксичными (рис. 3).

Рис.  2. Количественный анализ содержания ДНК в на-
тивной и децеллюляризированной дерме свиньи

Fig. 2. Quantitative analysis of the DNA content in the native 
and decellularized porcine dermis

Рис. 3. Результаты цитотоксических тестов биологических каркасов дермы свиньи. Оптическая плотность при про-
ведении ХТТ-теста

Fig. 3. Results of cytotoxic tests of biological matrix of porcine dermis. Optical density during the XTT test
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Дифференциальное выявление живых (флюорес-
ценция с кальцеином) и мертвых (флюоресценция с 
гомодимером этидия) клеток, основанное на актив-
ном транспорте кальцеина внутрь живых клеток и 
пассивном транспорте гомодимера этидия внутрь 
мертвых клеток, позволило дополнительно визуали-
зировать живые клетки во время статичной рецеллю-
ляризации каркаса (рис. 4). Было установлено, что 
культивированные клетки сохраняли свою жизнеспо-
собность на обоих полученных матриксах в течение 
72 часов. Показано, что 80 ± 10% клеток оставались 
жизнеспособными на матриксе № 1 и 55 ± 10% на 
матриксе № 2. Также обращало на себя внимание 
формирование монослоя из живых клеток при куль-
тивировании на матриксе, полученном по протоколу 
№ 1. Данные результаты показали не только способ-
ность клеток к адгезии, но и низкую цитотоксич-
ность получаемых каркасов. Разницу в результатах 
мы связываем с двукратным различием по времени 

обработки раствором дезоксихолата натрия, и как 
следствие, меньшим его остаточным содержанием 
в матриксе при выполнении протокола № 1.

Таким образом, проведенный сравнительный 
анализ двух протоколов децеллюляризации дермы 
свиной кожи показал, что оба протокола эффективно 
удаляют клетки и ядерный материал, при этом со-
храняется архитектоника межклеточного вещества 
неповрежденной, так как не происходит разрушения 
волокнистых структур. Но при оценке биосовмести-
мости матриксов на основе анализа жизнеспособ-
ности клеток и их адгезии к матриксу преимущества 
демонстрирует матрикс, обработанный по протоколу 
№ 1, что заставило нас отметить более перспектив-
ным для последующего изучения именно протокол 
на основе применения Тритон Х100 и дезоксихолата, 
считая, что Тритон Х100 является более мягким де-
тергентом для децеллюляризации.

Рис.  4. Оценка жизнеспособности фибробластов, заселенных на децеллюляризированные каркасы дермы свиньи. 
Живые клетки – позитивное окрашивание кальцеином АМ (зеленые), погибшие – позитивное окрашивание гомоди-
мером этидия (красные). а, в – ×40; б, г – ×100

Fig. 4. Evaluation of the viability of fibroblasts settled on decellularized matrix of porcine dermis. Living cells – positive 
calcein AM (green) staining, dead ones – positive ethidium homodimer (red) staining. a, в – ×40; б, г – ×100

а б

в г
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Заключение
Поиск оптимального протокола децеллюляриза-

ции ткани является основополагающим в тканевой 
инженерии, что продиктовано прежде всего полу-
чением такого матрикса, который бы максимально 
соответствовал нативному внеклеточному матриксу, 
был биосовместим на всех уровнях и активно функ
ционален. В настоящей работе определение спосо-
ба децеллюляризации и начальных характеристик 
полученного матрикса является первым этапом для 
дальнейшей разработки тканеинженерной кожи.

Работа выполнена при поддержке комплексной 
НИР «Клеточные механизмы регенерации интра-
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Интерлейкин IL-1β стимулирует ревитализацию 
хрящевого матрикса назальными хондроцитами 
человека in vitro
Д.С. Барановский1, А.В. Люндуп2, М.В. Балясин2, И.Д. Клабуков2, О.А. Красильникова2, 
М.Е. Крашенинников2, В.Д. Паршин2
1 Университетский госпиталь Базеля, Базель, Швейцария
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени 
И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский университет), Москва, Российская Федерация

Ревитализация децеллюляризированных или девитализированных матриксов для тканевой инженерии 
трахеи, как правило, предполагает заселение матрикса-носителя на основе донорской хрящевой ткани 
аутологичными клетками реципиента или аллогенными клетками в условиях длительного культивиро-
вания. Цель работы – изучить эффективность колонизации девитализированных матриксов на основе 
естественной хрящевой ткани трахеи человека назальными хондроцитами человека при добавлении к 
питательной среде провоспалительного цитокина Интерлейкин-1-бета (IL-1β). Материалы и методы. 
Матриксы-носители для тканевой инженерии трахеи получали на основе естественной хрящевой ткани 
трахеи человека методом девитализации и лазерного травления. Ревитализацию матриксов проводили 
путем заселения назальных хондроцитов человека. Гистологическое исследование проводили после ок-
рашивания гематоксилином и сафранином-О с дальнейшей микроскопией на световом микроскопе Nikon 
Eclipse L200. Рентгеновская микротомография выполнялась на аппарате Phoenix nanotom m. Электронная 
микроскопия проводилась на установке Nova NanoSEM 230. Результаты. Выявлено статистически зна-
чимое увеличение интенсивности колонизации назальными хондроцитами (p = 0,0008) и стимулирование 
их миграционной активности (p < 0,0001) в присутствии IL-1β по сравнению с контрольными группами. 
Выводы. Добавление провоспалительного цитокина IL-1β в концентрации 1 мкг/мл к питательной среде 
способствует объемному заселению девитализированного хрящевого матрикса назальными хондроцитами 
человека, позволяя создавать высокоревитализированные материалы для тканевой инженерии трахеи.
Ключевые слова: витализация, воспаление, интерлейкин-1-бета (ИЛ-1β), клетки, лазерное 
травление, ревитализация, тканевая инженерия, физиологическая совместимость, хондроциты, 
хрящевой матрикс.

Interleukin IL-1β stimulates cartilage scaffold 
revitalization in vitro with human nasal 
chondrocytes
D.S. Baranovskii1, A.V. Lyundup2, M.V. Balyasin2, I.D. Klabukov2, O.A. Krasilnikova2, 
M.E. Krasheninnikov2, V.D. Parshin2
1 University Hospital Basel, Basel, Switzerland
2 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation (Sechenovsky University), Moscow, Russian Federation

Revitalization of decellularized or devitalized scaffolds for trachea tissue engineering normally involves a seeding 
of autologous cells of recipient or allogeneic cells on the scaffold. Aim: aimed to investigate the capability of 
human nasal chondrocytes for colonization of devitalized scaffolds, based on the native human tracheal cartilage, 
with the proinflammatory stimulation by adding of Interleukin-1-beta (IL-1β) to the culture medium. Materials 
and methods. Scaffolds for trachea tissue-engineering were generated from native human tracheal cartilage by 
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ВВЕДЕНИЕ
Получение тканеинженерных конструкций пред-

полагает ревитализацию децеллюляризированных 
матриксов-носителей перед имплантацией по
средством заселения прекультивированными клет-
ками [1, 2]. Иммобилизация аутологичных клеток 
реципиента на матрикс дополнительно снижает его 
иммуногенность и повышает биосовместимость.

Существуют различные способы стимулирования 
миграции клеток в объем матрикса-носителя, среди 
которых использование хемоаттрактантов и моле-
кул клеточной адгезии в различных концентрациях и 
градиентах, а также динамическое культивирование 
в условиях биореакторов [3, 4]. При этом реакции 
организма в ответ на имплантацию будут оказывать 
влияние на жизнеспособность и дифференцировку 
клеток, необходимую для созревания физиологиче
ски совместимой хрящевой ткани [5].

Асептическая воспалительная реакция, известная 
как хирургическое воспаление, сопутствует любому 
хирургическому вмешательству [6], а сама область 
имплантации готовых тканеинженерных конструк-
ций, как правило, представлена воспаленными тка-
нями пораженного органа реципиента. При этом вли-
яние факторов и продуктов воспалительной реакции 
на поведение заселенных клеток после имплантации 
такой конструкции сложно предсказуемо и остается 
малоизученной областью, что делает перспективным 
исследование влияния провоспалительных цитоки-
нов на процесс колонизации матриксов in vitro.

Для моделирования воспаления в условиях in vitro 
может применяться добавление в среду различных 
провоспалительных факторов, таких как интерлей-
кины, факторы некроза опухоли и интерфероны. Из-
вестно, что Интерлейкин-1-бета (IL-1β) подавляет 
пролиферацию суставных хондроцитов кролика [7]. 
Также IL-1β участвует в клеточной регуляции хон-
дроцитов, стимулируя пролиферацию и подавляя 
дифференцировку [8]. Показано влияние IL-1β на 
хондрогенез ММСК КМ [9], регуляцию компонентов 
цитоскелета хондроцитов [10] и защитные физиоло-
гические реакции хондроцитов при механическом 
стимулировании в присутствии IL-1β [11], что пред-

полагало наличие у IL-1β эффектов, способствую-
щих колонизации матрикса хондроцитами [12].

В настоящее время установлено, что естественная 
концентрация IL-1β в физиологических жидкостях 
человека составляет до 200–300 нг/мл [13], а при 
воспалительных процессах вследствие имплантации 
экзогенных материалов ее значение в межтканевой 
жидкости увеличивается до 750 нг/мл и более в за-
висимости от места имплантации и индивидуаль-
ных особенностей реципиента [13, 14]. Поэтому в 
качестве модельной среды было принято решение 
использовать раствор IL-1β в концентрации 1 мкг/мл, 
принятой физиологически релевантной активному 
воспалительному процессу в месте имплантации.

Целью исследования являлось изучение эффек-
тивности колонизации девитализированных мат-
риксов назальными хондроцитами при добавлении 
IL-1β в физиологически релевантной воспалению 
концентрации к питательной среде при ревитализа-
ции матрикса в статической культуре in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Соблюдение этических требований

Забор материала донорских тканей производился 
в соответствии с протоколом научного исследования, 
одобренного комитетом по этике Сеченовского уни-
верситета (решение № 07-15 от 15.07.2015 г.).

Получение матрикса трахеи на основе 
естественной хрящевой ткани человека

В качестве матрикса использовалась нативная 
хрящевая ткань человека, подвергнутая девитализа-
ции с использованием трех циклов замораживания–
оттаивания и лазерного травления с формированием 
слепых лунок диаметром 150–200 мкм и глубиной 
до 300 мкм. Лазерное травление образцов материала 
размерами 2 × 4 мм и толщиной 1 мм использовалось 
для обеспечения объемной колонизации.

С целью девитализации нативной ткани трахею 
кадаверного донора в условиях ламинарного шка-
фа отделяли от окружающих тканей, помещали в 
стерильный раствор PBS комнатной температуры и 

devitalization and laser-engraving. For the purpose of scaffold-revitalization a cell-seeding with human nasal 
chondrocytes was performed. Following histological examination was done with Hematoxylin & Safranin-O 
stainings and light microscopy. X-ray microtomography and scanning electron microscopy were performed ad-
ditionally. Results. Statistically significant increase in the colonization rate (p = 0.0008) with nasal chondrocytes 
and stimulation of their migration activity (p < 0.0001) in the presence of IL-1β compared to the control group 
were confirmed. Conclusion. Presence of the inflammatory cytokine IL-1b (1 μg/ml) in the culture medium 
enhances volume seeding of devitalized cartilage scaffold with human nasal chondrocytes, allowing to create 
high-revitalized materials for trachea tissue engineering.
Key words: vitalization, inflammation, Interleukin‑1‑beta (IL-1β), cultured cells, laser etching, 
revitalization, tissue engineering, physiological relevance, chondrocytes, cartilage scaffold.
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замораживали в течение 15 минут в жидком азоте. 
После заморозки образец размораживали в водяной 
бане при 37,5 °С в течение 30 минут. Раствор PBS 
после цикла удаляли, 3 раза промывали стерильным 
раствором и снова помещали в пробирку с PBS. Затем 
циклы замораживания–оттаивания повторялись еще 
2 раза, после чего девитализированные хрящи отде-
лялись от перехондриума и нарезались пластинками 
толщиной не более 1 мм.

Далее выполняли лазерное травление хряще-
вых тканей на CO2-лазере BD-01 с длиной волны 
10,6 мкм. Результатом лазерного травления стало 
образование слепых лунок диаметром 150–200 мкм, 
глубиной до 300 мкм и плотностью около 4 лунок 
на 1 мм2. Полученные образцы 3 раза промывали 
холодным стерильным раствором PBS и отправляли 
на стерилизацию гамма-излучением изотопами ири-
дия-192 с поглощенной дозой 1,3 кГр.

Выделение и культивирование 
хондроцитов для ревитализации 
матрикса

В качестве источника хондроцитов для получения 
первичной культуры использовалась хрящевая часть 
перегородки носа человека. Полученный образец 
хряща назосептальной перегородки проверяли на 
бактериальную и грибковую контаминацию, и за-
тем подвергали ферментации раствором Collagenase 
Type II 0,15% в течение 12 часов при температуре 
37 °С с 5% CO2. После этого ферментированный 
хрящ фильтровали с помощью стерильного ситечка 
с размером пор 100 мкм и центрифугировали филь-
трат в течение 4 минут при 1300 об/мин. Подсчиты-
вали клетки в полученной суспензии хондроцитов, 
помещали в культуральную посуду и культивирова-
ли в течение 21 дня до получения первого пассажа 
при 37 °C 5% CO2 в среде DMEM (Gibco, США) с 
добавлением 5% FBS, TGF и FGF-2, меняя среду 
каждый третий день. Далее назальные хондроциты 
первого пассажа криоконсервировали и сохраняли в 
криобанке при температуре –196 °С.

Ревитализация матриксов назальными 
хондроцитами человека

Для ревитализации матриксов использовали 
назальные хондроциты человека второго пассажа, 
культивированные из предварительно криоконсерви-
рованных клеток первого пассажа. Экспансия клеток 
выполнялась в среде DMEM с высоким содержани-
ем глюкозы (4,5 г/л) и добавлением 5% FBS, TGF и 
FGF-2 при 37 °C 5% CO2, с заменой среды каждый 
третий день.

Матриксы, подлежащие ревитализации (n = 6), 
выкладывали на полупроницаемые мембраны план-
шетов Transwell (Corning, США) и заселяли клетками 
из расчета 0,25 млн назальных хондроцитов на 1 мм2 
поверхности матрикса. Все ревитализированные та-
ким образом образцы культивировали в условиях 
инкубатора при 37 °C и 5% CO2. В качестве пита-
тельной среды использовалась полная среда DMEM 
с высоким содержанием глюкозы (4,5 г/л) и добав-
лением 5% FBS, инсулина и аскорбиновой кислоты.

По истечении первых суток культивирования все 
образцы разделяли на контрольную (n = 3) и экспе-
риментальную (n = 3) группы. Условия культиви-
рования образцов контрольной группы оставались 
неизменными до конца эксперимента. Для образцов 
экспериментальной группы было применено добав-
ление провоспалительного цитокина человеческо-
го рекомбинантного интерлейкина IL-1β (Sigma, 
арт. SRP3083) в концентрации 1 мкг/мл к питатель-
ной среде. Все образцы извлекали для гистологи-
ческого исследования по истечении последующих 
6 суток культивирования.

Гистологические исследования 
и рентгеновская микротомография

Гистологическое исследование выполняли после 
консервации всех образцов в растворе формальдеги-
да 4% в течение 24 часов, дегидратации восходящими 
концентрациями этанола и проведения парафиниза-
ции с использованием стандартного протокола. Сре-
зы толщиной 5 мкм последовательно окрашивали 
гематоксилином и сафранином-О для визуализации 
состояния межклеточного вещества и заселенных 
клеток. Сафранин-О окрашивает гликозаминогли-
каны хрящевой ткани в красно-оранжевые тона, 
позволяя качественно оценить насыщенность ими 
хрящевой ткани по интенсивности окраски [15].

Для сравнительной качественной и количест-
венной оценки ревитализации матрикса нами была 
разработана оригинальная четырехбалльная шкала 
(табл.), основанная на принципах Бернской шкалы 
(Bern score) для оценки пеллет-культур хрящевых 
клеток [16].

Используя оригинальную шкалу для независимой 
оценки трех областей на каждый образец, оценивали 
степень колонизации лунок и степень деструкции 
микроархитектоники матрикса при миграции клеток 
в толщу матрикса за пределы лунок.

Гистологические исследования выполняли на базе 
Института хирургических исследований Универси-
тетского госпиталя Базеля с использованием мик-
ротомов (Thermo Fisher Scientific, США), светового 
микроскопа Nikon Eclipse L200 (Nikon, Япония).
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Поверхностную колонизацию образцов назаль-
ными хондроцитами оценивали с помощью скани-
рующей электронной микроскопии с напылением 
золота на аппарате Nova NanoSEM 230 (FEI, США).

Рентгеновские микротомографии тканеинженер-
ных конструкций для оценки сохранности лунок в 
трехмерной структуре образца после ревитализации 
получали на аппарате Phoenix nanotom m (General 
Electric, США).

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводили, 

используя ранговый U-критерий Манна–Уитни при 
помощи компьютерной программы GraphPad Prism 7 
(GraphPad Software, Inc). Различия считали значимы-
ми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сканирующая электронная микроскопия образцов 

хрящевой ткани трахеи после выполнения лазерно-
го травления и ревитализации позволила визуали-
зировать плотное покрытие поверхности образцов 
клетками назальных хондроцитов, а также рыхлое 
межклеточное вещество, синтезированное de novo 
(рис. 1).

Микрокомпьютерная томография матриксов-но-
сителей после ревитализации позволила идентифи-
цировать расположение и подтвердить сохранность 
лунок в структуре образцов контрольной группы, 
однако разрешающая способность микротомографа 
оказалась недостаточной для визуализации клеток. 
Наиболее информативным было признано гистоло-
гическое исследование, обнаружившее высокую сте-
пень колонизации лунок. Сопоставление результатов 
гистологического исследования и микрокомпьютер-

ной томографии для образцов контрольной группы 
приведено на рис. 2.

Показано, что воздействие IL-1β в ходе ревита-
лизации приводило к более плотной и интенсивной 
колонизации лунок. Вместе с тем миграция клеток 
за пределы лунок вглубь матрикса приводила к вы-
раженному слиянию лунок и каналов и в конечном 
счете к разрушению микроархитектоники тканеин-
женерной конструкции (рис. 3).

Результаты количественной оценки интенсив-
ности колонизации матрикса и миграции клеток за 
пределы лунок по оригинальной четырехбалльной 
шкале для структурированных образцов экспери-
ментальной (при воздействии IL-1β) и контрольной 
группы после заселения назальными хондроцитами 
приведены на рис. 4.

Показаны статистически значимые различия ин-
тенсивности колонизации назальными хондроцитами 
(p = 0,0008) и их миграции за пределы лунок (p < 
0,0001) в присутствии IL-1β по сравнению с конт-
рольными группами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее наши экспериментальные исследования 

показали, что повышение плотности заселения до 
0,5 млн клеток на 1 мм2 не приводит к увеличению 
плотности колонизации лунок, но увеличивает коли-
чество клеток, остающихся на поверхности образца. 
Вместе с тем более низкая плотность заселения не 
позволяет колонизировать все имеющиеся лунки в 
отведенный промежуток времени (до 7 суток). Кроме 
того, использование динамического культивирования 
в условиях биореактора не всегда позволяет добиться 
объемного заселения материала in vitro.

Нами показано, что появление провоспалительно-
го цитокина в культуральной среде позволяет повы-
сить плотность ревитализации матрикса-носителя, 

Таблица
Оригинальная четырехбалльная шкала для количественной оценки  

ревитализации матриксов
The original four-point scale for quantitative evaluation  

of scaffold revitalization
Категория Оценка

А. Колонизация лунок
Полное отсутствие клеток или единичные клетки 0
Пристеночная колонизация 1
Многослойная колонизация с сохранением свободного пространства в лунках 2
Тотальная колонизация (нет видимого пространства в лунках) 3
Б. Миграция клеток
Форма и границы поры отчетливо прослеживаются с сохранением расстояния между лунками 0
Единичные локальные слияния лунок 1
Множественные слияния лунок 2
Полное слияние лунок (границы отдельных лунок не прослеживаются) 3
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Рис. 2. Тканеинженерная конструкция, полученная в результате заселения матрикса, подвергнутого лазерному трав-
лению, назальными хондроцитами человека: а  – тканеинженерная конструкция, рентгеновская микротомография, 
красным показаны уровни поперечных срезов; б – гистологическое исследование поперечных срезов (перпендику-
лярно плоскости травления). Окраска: сафранин-О и гематоксилин. Световая микроскопия, ×100

Fig. 2. Tissue-engineered graft generated by revitalization of the laser engraved tracheal cartilage with human nasal chondro-
cytes: а – tissue engineered graft, X-ray microtomography, red lines showing the cross-section levels; б – histological exami-
nation of transects (perpendicular to the direction of engraving). Safranin-O & Hematoxylin staining. Light microscopy, ×100

а

б

Рис.  1. Высокоплотный матрикс-носитель (девитализированная хрящевая ткань трахеи) до выполнения лазерного 
травления: а – девитализированный матрикс, визуализируются пустые лакуны на поверхности хрящевой ткани, ок-
руженные плотным, преимущественно интактным матриксом; б – матрикс после выполнения лазерного травления, 
ревитализированный путем заселения назальными хондроцитами, которые плотно заселяют поверхность материала. 
Сканирующая электронная микроскопия

Fig. 1. High-density scaffold prior to laser engraving: а – devitalized scaffold: empty lacunas surrounded by high-dense ex-
tracellular matrix are visible on the cartilage surface, б – laser-engraved scaffold revitalized by nasal chondrocytes, densely 
colonizing the surface of the material. Scanning electron microscopy

а б
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Рис. 3. Тканеинженерная конструкция, полученная в результате заселения матрикса, подвергнутого лазерному травле-
нию, назальными хондроцитами человека при непрерывном воздействии IL-1β: область хрящевого матрикса отмече-
на звездочками, заселенные назальные хондроциты отмечены стрелками. Гистологическое исследование поперечных 
срезов (перпендикулярно плоскости травления). Окраска: сафранин-О и гематоксилин. Световая микроскопия, ×100

Fig. 3. Tissue-engineered graft obtained by revitalization of the laser engraved scaffold with human nasal chondrocytes un-
der continuous exposure to IL-1β in the culture medium: the cartilage scaffold marked by asterisks, the nasal chondrocytes 
marked by arrows. Histological study of transverse sections (perpendicular to the direction of the engraving). Safranin-O & 
Hematoxylin staining. Light microscopy, ×100

а б

Рис. 4. Оценка значений интенсивности колонизации матрикса назальными хондроцитами человека (а) и миграции 
назальных хондроцитов за пределы лунок (б) в контрольных условиях и в присутствии IL-1β. Данные представлены 
в виде «среднее ± стандартное отклонение»

Fig. 4. Assessment of the values of intensity of caffold colonization with human nasal chondrocytes (a) and migration of nasal 
chondrocytes outside the lacunae (б) under control conditions and in the presence of IL-1β. Values are means ± SD
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оказывая, тем не менее, неоднозначное влияние на 
качество формируемой тканеинженерной конструк-
ции. Добавление IL-1β качественно улучшает коло-
низацию лунок матрикса хондроцитами, увеличивает 
плотность заселения конструкции клетками реци-
пиента, в том числе и за счет усиленной миграции 
клеток в толщу межклеточного вещества, что хорошо 
соотносится с литературными данными об участии 
IL-1β в регуляции процессов клеточной пролифе-
рации, дифференцировки и апоптоза [17, 18]. Мож-
но предположить, что хронический асептический 
пролиферативный (продуктивный) воспалительный 
процесс в области имплантации ревитализирован-
ной тканеинженерной конструкции также будет до-
полнительно способствовать колонизации матрикса 
предварительно внедренными клетками реципиента. 
При этом гистологические исследования демонстри-
руют частичное или практически полное разрушение 
микроархитектоники матрикса при его колонизации 
под действием IL-1β: стираются границы отдельных 
лунок, снижается объем межклеточного вещества. 
Последнее может негативно сказаться на механичес-
ких характеристиках тканеинженерной конструкции. 
Данный эффект может быть обусловлен усилением 
синтеза металлопротеиназ хондроцитами под дейс-
твием IL-1β [19]. Сравнительные исследования меха-
нических характеристик готовой конструкции могут 
являться предметом дальнейших исследований.

Таким образом, была показана возможность эф-
фективной ревитализации матриксов, подвергну-
тых лазерному травлению, с колонизацией лунок 
матрикса назальными хондроцитами человека при 
сохранении основного объема исходного межклеточ-
ного вещества хрящевой ткани. Было доказано, что 
добавление провоспалительного цитокина IL-1β к 
культуральной среде стимулирует колонизацию мат-
рикса-носителя хондроцитами, что является одним 
из необходимых условий получения полноценных 
ревитализированных материалов, предназначенных 
для тканевой инженерии трахеи.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Добавление провоспалительного цитокина IL-1β 

в физиологически релевантной воспалению концен-
трации 1 мкг/мл к полной питательной среде DMEM 
с высоким содержанием глюкозы – 4,5 г/л, 5% FBS, 
инсулином и аскорбиновой кислотой способствует 
объемному заселению назальными хондроцитами 
девитализированного матрикса на основе хряще-
вой ткани трахеи, но вместе с тем может являться 
причиной нарушения сложной микроархитектоники 
естественного межклеточного вещества хрящевой 
ткани. Стимулирование заселения клетками натив-
ного матрикса может использоваться для получения 

высокоэффективных ревитализированных материа-
лов для тканевой инженерии трахеи.
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Экспериментальная ортотопическая имплантация 
тканеинженерной конструкции трахеи, созданной 
на основе заселенного мезенхимальными 
и эпителиальными клетками девитализированного 
матрикса
М.В. Балясин1, Д.С. Барановский2, А.Г. Демченко1, А.Л. Файзуллин1, 
О.А. Красильникова1, И.Д. Клабуков1, М.Е. Крашенинников1, А.В. Люндуп1, 
В.Д. Паршин1
1 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени 
И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский университет), Москва, Российская Федерация 
2 Университетский госпиталь Базеля, Базель, Швейцария

Цель. Изучить жизнеспособность тканеинженерной конструкции (ТИК) на основе девитализированного 
трахеального матрикса (ДТМ), заселенного мезенхимальными стромальными и эпителиальными клетками, 
на модели оценки жизнеспособности тканеинженерного имплантата при закрытии критического дефекта 
дыхательных путей у кроликов. Оценить потенциал ТИК к поддержанию стабильного просвета трахеи в 
области имплантации. Материалы и методы. Получены сингенные мезенхимальные стромальные клетки 
костного мозга (МСК КМ) и сингенные эпителиоциты легкого кролика. Морфологию и фенотип культуры 
МСК КМ подтверждали иммунофлюоресцентным окрашиванием на маркеры CD90 и CD271. Клетки ле-
гочного эпителия, полученные методом энзиматической обработки измельченной ткани легкого кролика, 
были окрашены на характерные для эпителиальных клеток маркеры CKPan, CK8/18 и CK14. Девитализация 
донорской трахеи проведена тремя последовательными циклами замораживания–оттаивания. Двухслойное 
заселение ДТМ клетками выполнено в условиях статичного и динамического культивирования. Проведена 
ортотопическая имплантация ТИК на место дефекта переднебоковой стенки трахеи кролика, сформиро-
ванного в результате резекции трахеи на протяжении четырех колец. Оценка результатов выполнена ме-
тодами компьютерной томографии, гистологического и иммуногистохимического анализов. Результаты. 
Получен имплантат ТИК на основе ДТМ с двухслойным заселением клеточными культурами МСК КМ и 
эпителиоцитов кролика. Через 3 мес. после имплантации отмечалось приживление ТИК, стенозирования 
стенки трахеи не наблюдалось, однако отмечалось незначительное сужение просвета в области имплан-
тации. На 6-й мес. после имплантации жизнеспособность тканеинженерной конструкции подтверждалась 
гистологическим методом. Показана эпителизация и васкуляризация стенки трахеи, отсутствие признаков 
гнойного воспаления и асептического некроза. Определена причина небольшого сужения просвета трахеи – 
хроническое воспаление, вызванное раздражением слизистой шовным материалом. Заключение. Получена 
модель для оценки жизнеспособности тканеинженерного имплантата при закрытии критического дефекта 
дыхательных путей. Разработанная ТИК на основе ДТМ, двухслойно заселенного эпителиоцитами легкого 
и МСК КМ, была успешно применена для замещения непротяженных дефектов трахеи в эксперименте in 
vivo. Минимальная тканевая реакция на ТИК трахеи была обусловлена биосовместимостью имплантата.
Ключевые слова: девитализация, имплантат, клеточная терапия, тканевая инженерия, тканевая 
терапия, торакальная хирургия, трансплантат, трахея.
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Введение
Хронические стенозы трахеи, обусловленные 

онкологическими и неонкологическими процесса-
ми, при большом распространении обычно трудно 
поддаются лечению. Частота стенозирующих тра-
хеальных повреждений составляет до 1% от всех 
интубаций [1] и достигает 20–25% при длительных 
интубациях [2]. Эндоскопическое стентирование 
пористыми эндопротезами не решает проблему по 
причине прорастания сетчатой структуры стента 
собственными тканями пациента или образования 
краевых рестенозов. Радикальные хирургические 
операции по типу циркулярной резекции поражен-
ного участка органа имеют существенные ограниче-
ния, например, по протяженности дефекта, а также 
несут высокий риск осложнений [3]. Наиболее пер-
спективным методом лечения подобных дефектов 
может стать использование тканеинженерных конс-

трукций (ТИК). Однако клиническое использование 
тканеинженерных конструкций трахеи на сегодняш-
ний день сопровождается множеством проблем, та-
кими как необходимость обеспечения достаточного 
кровоснабжения, формирования респираторного эпи-
телия и препятствование размягчению трахеальной 
стенки [4, 5].

В настоящее время в эксперименте получен бес-
клеточный матрикс хряща трахеи при комбиниро-
ванном воздействии детергентов и ДНКазы I [6], 
проведена рецеллюляризация дыхательных путей 
заселением мезенхимальных стромальных клеток 
(МСК) [7], установлено стимулирующее влияние 
МСК костного мозга (МСК КМ) на эпителизацию и 
формирование хрящевой ткани [8], а совокупность 
данных методов использовалась для получения ТИК 
трахеи.

Experimental orthotopic implantation 
of t he t issue‑engineered graft of trachea based 
on devitalized scaffold seeded with mesenchymal 
and epithelial cells
M.V. Balyasin1, D.S. Baranovskii2, A.G. Demchenko1, A.L. Fayzullin1, O.A. Krasilnikova1, 
I.D. Klabukov1, M.E. Krasheninnikov1, A.V. Lyundup1, V.D. Parshin1
1 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation (Sechenovsky University), Moscow, Russian Federation 
2 University Hospital Basel, Basel, Switzerland

Aim. To study the viability of the tissue-engineered graft (TEG) based on the devitalized tracheal scaffold 
(DTS), seeded by mesenchymal stromal and epithelial cells in the experiment on rabbits with the assessment 
of the cytocompatibility and biocompatibility in vivo. Materials and methods. Syngeneic mesenchymal bone 
marrow stromal cells (BMSCs) and lung epithelial cells of rabbit were obtained. Morphology and phenotype of 
the BMSCs culture were confirmed by immunofluorescent staining on CD90 and CD271 markers. Pulmonary 
epithelium cells obtained by enzymatic treatment of shredded lung tissue of rabbit were stained with CKPan, 
CK8/18 and CK14 markers of epithelial cells. The donor trachea was devitalized in three freeze-thawing cycles. 
Double-layer cell seeding of DTS was performed under static and dynamic culturing. Orthotopic implantation of 
TEG was performed at the site of the anterolateral wall defect in the rabbit trachea formed as a result of tracheal 
resection over four rings. The results were evaluated by computed tomography, histological and immunohisto-
chemical analyses. Results. TEG implant based on DTS with two-layer cell cultures of rabbit BMSCs and epi-
thelial cells was obtained. Three months after the implantation, TEG engraftment was observed, no tracheal wall 
stenosis was observed, but a slight narrowing of the lumen in the implantation area was observed. Viability of the 
tissue-engineered graft was confirmed by histological method 6 months after implantation. Epithelialization and 
vascularization of the tracheal wall, absence of signs of purulent inflammation and aseptic necrosis were shown. 
Small narrowing of the tracheal lumen was caused by chronic inflammation produced by irritation of the mucous 
suture material. Conclusion. The new model for evaluating the viability of a tissue engineering implant during 
critical airway defect closure was obtained. Two-layer vitalization of DTS with lung epithelial cells and BMSCs 
allows to create a tissue engineered structure for replacement of non-long tracheal defects in the experiment in 
vivo. The use of the tracheal tissue-engineered graft for orthotopic implantation showed a biocompatibility with 
minimal tissue reaction.
Key words: devitalization, implant, cell-  and tissue-based therapy, tissue engineering, thoracic surgery, 
transplant, trachea.
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В исследовании Go et al. (2010) оценивалось вли-
яние эпителиальных клеток и хондроцитов, получен-
ных в ходе дифференцировки из МСК, на эффектив-
ность ТИК при регенерации дыхательных путей у 
свиней [9]. Матриксы были получены методом детер-
гентно-ферментативной децеллюляризации аллоген-
ной трахеи. Аутологичные МСК были получены из 
костного мозга и дифференцированы в хондроциты. 
Аутологичные эпителиальные клетки были выде-
лены из слизистой оболочки трахеи. Оба типа кле-
ток высевали на матрикс с помощью двухкамерного 
биореактора при динамическом культивировании. 
Проводилось замещение участка трахеи длиной 6 см 
имплантацией ТИК. Показано, что заселение матрик-
са эпителием и полученными из МСК хондроцитами 
приводит к регенерации тканей трахеальной стенки.

В работе Jungebluth et al. (2012) исследовалась 
ТИК на основе децеллюляризованной трахеи свиньи, 
заселенной аутологичными мононуклеарными клет-
ками из костного мозга с внешней стороны и эпите-
лиальными клетками из биопсии слизистой оболочки 
полости рта с внутренней стороны [10]. Полученные 
конструкции были имплантированы свиньям в 6-см 
дефект трахеи. Через 60 сут после имплантации не 
наблюдалось различий механических свойств в срав-
нении с нативной тканью, а внутренняя поверхность 
трахеи была выстлана эпителием, и при этом не было 
выявлено признаков отторжения имплантата или вы-
раженного воспалительного ответа.

В работе Shin et al. (2015) для восстановления 
дефекта трахеи кролика использовали ТИК на основе 
МСК КМ и матрикса, сформированного из измель-
ченного децеллюляризированного суставного хряща 
свиньи [11]. Гистологическое исследование показало, 
что хрящ был образован с минимальным воспалени-
ем или грануляцией ткани.

Однако ранее не проводилась оценка в экспери-
менте in vivo жизнеспособности ТИК на основе де-
витализированной трахеальной стенки с большим 
остаточным содержанием экзогенных маркеров при 
заселении такого матрикса комбинацией из двух 
типов клеток. Кроме того, в литературе отсутству-
ет описание использования полноценной экспери-
ментальной модели для оценки жизнеспособности 
тканеинженерного имплантата при закрытии кри-
тического дефекта дыхательных путей, которая бы 
позволяла делать выводы о биологической и физио-
логической совместимости и стабильности исполь-
зованной конструкции.

Цель. Изучить жизнеспособность тканеинженер-
ной конструкции (ТИК) на основе девитализиро-
ванного трахеального матрикса (ДТМ), заселенного 
мезенхимальными стромальными и эпителиальны-
ми клетками, на модели оценки жизнеспособности 
тканеинженерного имплантата при закрытии крити-

ческого дефекта дыхательных путей у кроликов. Оце-
нить потенциал ТИК к поддержанию стабильного 
просвета трахеи в области имплантации.

Материалы и методы
Лабораторные животные

Экспериментальные работы выполнены на ли-
нейных кроликах породы «Серый великан» (n = 3) с 
исходной массой тела 3,5–4,5 кг в возрасте 0,5–1 год, 
выращенных в питомнике Научного центра биоме-
дицинских технологий ФМБА России (пос. Светлые 
Горы, МО). Животных содержали в условиях Цент-
рального вивария Первого МГМУ им. И.М. Сеченова 
Минздрава России при свободном доступе к пище 
и воде.

Все манипуляции с лабораторными животными 
были одобрены Локальным этическим комитетом 
ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» 
Минздрава России и выполнялись с соблюдением 
правил биоэтики, утвержденных Европейской кон-
венцией о защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментов или в иных научных целях 
(2005 г.), и в соответствии с Правилами лабораторной 
практики, утвержденными приказом Минздрава Рос-
сии № 708 от 23.08.2010 г.

Получение культуры МСК КМ
МСК КМ получали в соответствии с протоколом, 

применяемым в ЦКП «Регенеративная медицина» 
Сеченовского университета. Сингенные МСК кро-
лика выделяли из костного мозга, который получали 
путем перфузии бедренной кости. Аспират костного 
мозга помещали в стерильную пробирку, содержа-
щую 50 ЕД/мл гепарина и 0,25 мг/л гентамицина в 
PBS, и доставляли в лабораторию при температуре 
+20–24 °С. Выделение клеток и работу с ними про-
водили в чистой зоне 5-го класса по ISO. Аспират 
костного мозга объемом 10 мл был помещен в цент-
рифужную пробирку и осажден при 350 g в течение 
5 мин. Супернатант удаляли, осадок клеток ресус-
пендировали в 20 мл лизирующего буфера (114 мM 
NH4Cl, 7,5 мМ КНСО3, 0,1 мМ EDTA) в течение 
3–5 мин. Затем повторно центрифугировали, клеточ-
ный осадок ресуспендировали в питательной среде 
для культивирования МСК КМ на основе питатель-
ной среды DMEM/F12 (Invitrogen, США), содержа-
щей 10% FBS (Invitrogen, США), 0,4 мкМ инсулина, 
20 нг/мл bFGF, 10 нМ дексаметазона, 100 ед/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (Invitrogen, 
США). Суспензию клеток высевали в количестве 
1,0–1,5 × 106 кл/мл в культуральные флаконы и по-
мещали в СО2-инкубатор с концентрацией СО2 5%, 
атмосферного воздуха 95% при температуре +37 °С 
и с повышенной влажностью. Замену культуральной 
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среды производили каждые 72 ч. При достижении 
90% конфлюэнтности клетки отмывали раствором 
DPBS без ионов Ca2+ и Mg2+, затем снимали с куль-
турального пластика раствором TrypLe (Invitrogen, 
США), центрифугировали при 350 g в течение 5 мин, 
отбирали супернатант, осадок ресуспендировали в 
питательной среде и помещали 1/3 клеточной суспен-
зии на новую культуральную посуду.

Получение культуры эпителиальных 
клеток

Сингенные эпителиальные клетки выделяли из 
нативного легкого кролика. Легкое отмывали от 
компонентов крови методом длительной перфузии 
малого круга кровообращения физиологическим рас-
твором с непрерывной подачей последнего в правый 
желудочек сердца кролика-донора с помощью роли-
кового насоса. Очищенная ткань легкого осветлялась, 
приобретая белую окраску. Легкое мобилизирова-
лось, отделялось от окружающих тканей и после 
пересечения магистральных сосудов помещалось 
в контейнер с транспортной средой, состоящей из 
DMEM/F12 с добавлением 100 ед/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина, и доставлялось в ла-
бораторию при температуре +20…24 °С. В условиях 
чистой зоны легкое измельчали на кусочки объемом 
4 ± 2 мм3 и обрабатывали раствором диспазы в кон-
центрации 5 ед/мл на протяжении 45 мин при +37 °С. 
Полученную суспензию фильтровали через сито 
70 мкм для отделения фрагментов легочной ткани 
от клеточной взвеси. Фильтрат центрифугировали 
при 1200 об/мин и ресуспендировали осадок пол-
ной питательной средой KSFM (Invitrogen, США) с 
саплементом Keratinocytes Supplements (Invitrogen, 
США), 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стреп-
томицина (Invitrogen, США). Полученную суспен-
зию высевали на дно 24-луночного культурального 
планшета, предварительно покрытого коллагеном 
I типа. Культивирование клеток проводили в услови-
ях СО2-инкубатора с заменой культуральной среды 
каждые 72 ч.

Оценка фенотипа МСК КМ и эпителия 
трахеи

Получение культур МСК КМ и эпителия трахеи 
кролика подтверждали с помощью иммунофлюорес-
центного анализа с использованием антител: CD90, 
CD271, CDH, SOX2, COL1, Vimentin для МСК КМ и 
CK8/18, CK14, CKPan для эпителия соответственно. 
Для этого МСК КМ первого пассажа и эпителий тра-
хеи нулевого пассажа трижды отмывали в PBS и фик-
сировали в 4% растворе параформальдегида в PBS 
(pH 7,4) в течение 10 мин при 25 °С. Далее клетки 
трижды отмывали в PBS с 0,05% Tween 20 (PBS-T) по 

5 мин, пермеабилизировали с помощью метанола при 
–20 °C и блокировали неспецифическое связывание 
антител раствором 2% BSA в PBS-T в течение 20 мин 
при +25 °С. Раствор удаляли и наносили первичные 
моноклональные антитела в разведении 1:100 anti-
CDH, anti-COL2, anti-CD90, anti-SOX2, anti-Vimentin 
для культуры МСК и anti-CK8/18, anti-CK14, anti-
CKPan для культуры эпителиальных клеток трахеи в 
растворе 2% BSA в PBS-T и инкубировали в течение 
12 ч при +4 °С. Затем клетки трижды отмывали в 
PBS по 5 мин и наносили вторичные поликлональ-
ные антитела в разведении 1:500, конъюгированные 
с биотином к первичным антителам CD90, CD271, 
SOX2, CKPan, разведенные в PBS-T с добавлением 
2% BSA. Инкубацию проводили в течение 60 мин 
при +25 °С. Клетки снова отмывали PBS трижды по 
5 мин и наносили в PBS-T с добавлением 2% BSA: 
стрептавидин-Alexa Fluor 488 ко вторичным поли-
клональным антителам, конъюгированным с био-
тином; вторичные поликлональные антитела Alexa 
Fluor 594 к первичным антителам CDH, Vimentin и 
биотинилированные антитела к CD90, CD271, SOX2, 
CKPan, CK-8/18, CK-14. В качестве отрицательного 
контроля вторичных антител к исследуемым культу-
рам не добавляли первичные антитела. Инкубацию 
проводили в течение 30 мин при +25 °С в темноте. 
Клетки отмывали PBS трижды по 5 мин. Ядра ок-
рашивали Hoechst-33342 в концентрации 1 мкг/мл.

Девитализация трахеи кролика
В качестве нативного материала для получения 

бесклеточного матрикса носителя применяли обра-
зец трахеи кролика-донора, выделенный на протя-
жении от второго кольца трахеи до бифуркации. Под 
девитализацией понимали гибель живых клеток в 
ткани при сохранении в материале клеточного со-
держимого и межклеточного матрикса. Перед про-
ведением девитализации образец трахеи очищали от 
окружающих тканей и промывали буфером PBS для 
удаления сгустков крови. Затем образец помещали в 
пробирку с буфером PBS и замораживали в течение 
15 мин в жидком азоте. После заморозки образцы 
размораживали в водяной бане при +37 °C в течение 
30 мин, проводили замену буфера PBS и затем дваж-
ды повторяли циклы замораживания–оттаивания. 
Процесс девитализации завершался промыванием 
образцов трахеи в 70% растворе этилового спирта 
в течение 1,5 ч. Затем образцы помещали в PBS с 
добавлением 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина на 72 ч при +4 °С с целью удаления 
остаточных количеств этилового спирта и предотвра-
щения возможности контаминации.



100

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ 	 том XXI   № 4–2019

Оценка качества девитализации 
матрикса

Для качественной оценки девитализации образ-
цы ДТМ фиксировали в 10% растворе формалина в 
PBS, отмывали проточной водой в течение часа, де-
гидратировали (Microm STR 120) и заключали в пара-
финовые блоки по стандартному протоколу. С блоков 
делали срезы толщиной 4 мкм (Microm HM 355s), 
помещали на непокрытые предметные стекла. Затем 
срезы адгезировали при +56 °С в течение 30 мин. 
Полученные срезы депарафинизировали, окраши-
вали гематоксилином и эозином, дегидратировали 
и просветляли в ксилоле (Microm HMS 70). Срезы 
заключали под покровные стекла в синтетической 
монтирующей среде. Полученные препараты оциф-
ровывали при помощи автоматической установки 
Pannoramic DESK, затем проводили морфологиче
ское исследование.

Оценка цитотоксичности ДТМ
Оценку цитотоксичности ДТМ проводили экст

ракционным методом на культуре МСК КМ кроли-
ка. Экстракты ДТМ кролика получали следующим 
способом: образцы ДТМ кролика с площадью по-
верхности 3 см2 помещали в 1 мл питательной среды 
для МСК КМ и инкубировали в течение 72 ч при 
+37  °С. МСК КМ четвертого пассажа засевали в 
96-луночный планшет в концентрации 5 × 103 клеток/
лунка и культивировали в условиях СО2-инкубатора. 
Подсчет клеток проводили на автоматическом при-
боре подсчета клеток Countess II FL Automated Cell 
Counter. Через 24 ч к клеткам добавляли полученные 
экстракты ДТМ, раститровывая экстракт шесть раз 
методом последовательных разведений (n = 3) в пи-
тательной среде для МСК КМ, и культивировали в 
течение 48 ч.

Оценку цитотоксичности экстрактов ДТМ про-
водили методом оценки метаболической активнос-
ти клеток с применением реагента PrestoBlue [12]. 
Для проведения теста на цитотоксичность после 
48 ч культивирования проводили смену питатель-
ной среды на 90 мкл/лунка HBSS с Ca2+ и Mg2+ с 
добавлением реагента 10  мкл/лунка PrestoBlue и 
инкубировали в течение 30 мин в условиях CO2-ин-
кубатора. Затем для остановки реакции добавляли 
раствор SDS до финальной концентрации в лунке 1%. 
Измерение поглощения проводили при длине волны 
540 нм с референсом 630 нм на планшетном фотомет-
ре Multiskan FC. В качестве контроля использовали 
МСК КМ в питательной среде без добавок экстракта 
(n = 3). Фоновое значение учитывали добавлением 
реагента в HBSS с Ca2+ и Mg2+ (n = 3).

Создание ТИК методом заселения 
клеточных культур

Получение ТИК проводили с помощью последо-
вательного заселения мезенхимальными клетками 
всей поверхности образцов ДТМ кролика и эпите-
лиальными клетками внутренней поверхности ДТМ. 
Для этого на поверхность образцов трахеи заселяли 
МСК КМ кролика второго пассажа при вращении 
3–4 об/мин в течение 48 ч в концентрации 0,25 млн 
клеток в 10 мкл среды для культивирования МСК КМ 
на 1 мм2 поверхности ДТМ. Затем, за 24 ч до имп-
лантации, внутреннюю поверхность ТИК заселяли 
эпителиальными клетками трахеи кролика первого 
пассажа в концентрации 60 × 103 клеток/см2 и культи-
вировали статичным методом в полной питательной 
среде KSFM.

Оценка жизнеспособности клеток, 
заселенных на ДТМ

Для определения жизнеспособности МСК КМ, 
заселенных на поверхность ДТМ, проводили кон-
фокальную микроскопию с окраской клеток флюо
ресцентными красителями по методу Live/Dead. 
Для этого заселенные на ДТМ клетки окрашивали в 
инкубаторе растворами кальцеина-AM и этидиума 
гомодимера в течение 20 мин в питательной среде 
для культивирования МСК КМ. Визуализацию про-
водили на конфокальном микроскопе Zeiss LSM 710 
с объективом Plan-Apochromat 10x/0.45 M27.

Проведение ортотопической 
имплантации ТИ К

Хирургические операции проводили в асепти-
ческих условиях под комбинированной анестезией 
(внутримышечное введение комбинации препара-
тов «Ксила» в дозе 0,1 мл/кг и «Золетил-100» в дозе 
0,1 мл/кг, дополненное локальной анестезией опе-
рационного поля раствором новокаина 0,5%). Для 
ортотопической имплантации ТИК получали доступ 
к шейному отделу трахеи через продольный разрез 
по средней линии шеи протяженностью до 1 см и 
разделением мышц и фасций шеи тупым и острым 
путем. Тупым путем мобилизовывались передняя 
и боковые стенки трахеи. Переднебоковую стенку 
трахеи резецировали на протяжении четырех колец 
ниже второго кольца трахеи с формированием окна. 
Размеры ТИК корректировали интраоперационно 
под размер дефекта, фиксировали в области имп-
лантации инертным нерезорбируемым материалом 
«Пролен 6-0» с закрытием дефекта переднебоковой 
стенки, проверяли герметичность шва трахеи, по
слойно ушивали рану. За животным проводили на-
блюдение до выхода из наркоза и в течение 5 сут 
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после операции проводили антибиотикотерапию и 
вводили «Кетанов» (30 мг/мл) в дозе 0,5 мл в сут.

Мультиспиральная компьютерная 
томография

Через 3 мес. после имплантации ТИК для про-
межуточной оценки приживления ТИК и просвета 
трахеи в области имплантации животным проводили 
мультиспиральную компьютерную томографию (КТ) 
под седацией (внутримышечное введение растворов 
тилетамина и золазепама). КТ проводили на томогра-
фе Siemens Magnetom Verio и получали изображения 
в формате DICOM. Для наглядной оценки состоя-
ния дыхательных путей и просвета трахеи создавали 
3D-модель дыхательных путей в формате STL при 
помощи метода волюметрического сегментирования 
в программе 3D Slicer.

Морфологический анализ
Животных выводили из эксперимента спустя 

6 мес. препаратом «Ксила» (1,0 мл на 1 кг массы 
тела животного). Аутопсийный материал забирали в 
границах интактной трахеи, отступая не менее 5 мм 
от краев имплантата. Трахея с участком ТИК извлека-
лась и разрезалась на две части вдоль, в сагиттальной 
проекции.

Для морфологической оценки результатов про-
веденной имплантации ТИК образцы трахеи фикси-
ровали в 10% нейтральном забуференном растворе 
формалина в течение 24 ч, проводили через гисто-
логическую проводку и заключали в парафиновые 
блоки по стандартному протоколу. Срезы толщиной 
4 мкм (Microm HM 355s) помещали на предметные 
стекла и стекла, покрытые поли-L-лизином, а затем 
адгезировали при +56 °С в течение 30 мин. Полу-
ченные срезы депарафинизировали, окрашивали 
гематоксилином и эозином и заключали под покров-
ные стекла в монтирующей среде (Shandon-Mount). 
Полученные препараты оцифровывали при помощи 
автоматической установки Pannoramic DESK, затем 
проводили морфологическое исследование.

Срезы, покрытые поли-L-лизином, подготавли-
вали к иммунофлюоресцентному окрашиванию для 
дополнительного подтверждения эпителизации ТИК. 
Для этого вначале проводили депарафинизацию, за-
тем проводили демаскировку антигена в Tris-EDTA 
(pH 10.0) буфере в микроволновой печи при мощ-
ности 100 W в течение 10 минут, охлаждали до ком-
натной температуры и отмывали в PBS. Проводили 
блокировку неспецифического связывания антител 
раствором 2% BSA в PBS-T в течение 20 мин при 
+25 °С. Раствор удаляли и наносили первичные моно-
клональные антитела anti-CDH, anti-CKPan, anti-Ki67 
в растворе 2% BSA в PBS-T и инкубировали в течение 

12 ч при +4 °С. Затем клетки трижды отмывали в PBS 
по 5 мин и наносили вторичные поликлональные 
антитела, конъюгированные с биотином к первич-
ным антителам CDH, CKPan, разведенные в PBS-T 
с добавлением 2% BSA. Инкубацию проводили в 
течение 30 мин при +3 °С. Клетки снова отмывали 
PBS трижды по 5 мин и наносили в PBS-T с добав-
лением 2% BSA: стрептавидин-Alexa Fluor 488 ко 
вторичным поликлональным антителам, конъюгиро-
ванным с биотином; вторичные поликлональные ан-
титела Alexa Fluor 594 к первичным антителам Ki67. 
В качестве отрицательного контроля использовали 
срезы без добавления первичных антител. Инкуба-
цию проводили в течение 30 мин при +32 °С. Срезы 
отмывали PBS трижды по 5 мин. Ядра окрашивали 
Hoechst-33342 в концентрации 1 мкг/мл. Препараты 
заключали под покровное стекло в 80% глицерине в 
PBS. Микроскопию проводили при помощи флюо-
ресцентного микроскопа Nikon Eclipse TE-2000.

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ проводили в GraphPad 

Prism версии 8.0 с проверкой на Гауссовское рас-
пределение тестом Шапиро–Уилка и Д’Агостино–
Пирсона. Различия между контрольной группой без 
добавления экстракта и исследуемыми разведениями 
проверяли однофакторным дисперсионным анализом 
One-way ANOVA с апостериорным тестом Даннета. 
Достоверность различий считали значимыми при 
p < 0,05.

Результаты
Фенотипирование первичной культуры 
клеток

При окрашивании МСК КМ иммунофлюорес-
центным методом было показано, что по клеточной 
морфологии клетки были крупные, распластанные, 
фибробластоподобные. Клетки экспрессировали по-
верхностные маркеры CD90 и CD271, одновременное 
наличие которых характерно для МСК. Также клетки 
экспрессировали коллаген II типа, что необходимо 
для синтеза внеклеточного матрикса, в особенности 
хрящевой ткани.

Клетки легкого по морфологии были маленького 
размера, с большим количеством межклеточных кон-
тактов, плотно располагались на пластике. Все клет-
ки экспрессировали белок цитоскелета – общий ци-
токератин (CKPan), основной маркер эпителиальных 
клеток. При этом в культуре не наблюдалось клеток 
CKPan-негативных и Vimentin-положительных, что 
говорит о чистоте полученной культуры от фибро
бластоподобных клеток. Также клетки окрашивались 
на цитокератины CK8/18 и CK14, что подтверждало 
эпителиальный фенотип [13].
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Девитализация трахеальной ткани
ДТМ сравнивали с нативной тканью трахеи гис-

тологическим методом и окраской гематоксилином 
и эозином (рис. 1). На рис. 1, б, представлена ткань 
хрящевого кольца трахеи, вокруг которого видны 
разрушенные ткани перихондрия, подслизистой обо-
лочки и эпителия, что видно в сравнении с натив-
ной тканью (рис. 1, а). Структура хрящевой ткани 
при этом сохранена. В глубине ткани наблюдаются 
оставшиеся хондроциты в лакунах. Архитектоника 
хрящевой ткани изменений не претерпела, что озна-
чает сохранение ее механической прочности.

Цитотоксичность ДТМ 
и жизнеспособность заселенных клеток

Клеточная активность МСК КМ после добавления 
экстракта ДТМ в сравнении с контрольной группой 
составила 144,3 ± 3,8% (p < 0,05).

Путем витализации ДТМ создана ТИК трахеи с 
полностью заселенными на поверхности МСК КМ, 
при этом большинство составляли окрашенные каль-
цеином-АМ жизнеспособные клетки.

Приживление ТИК после имплантации
Для промежуточной оценки ранозаживления и со-

стояния просвета трахеи на 3-й мес. после импланта-
ции была проведена КТ под общей анестезией. Набор 
срезов был преобразован в объемное изображение, с 

которого получены снимки в трех плоскостях: сверху 
(рис. 2, а), сбоку (рис. 2, б) и спереди (рис. 2, в).

Отмечено небольшое сужение в области имплан-
тации – не более 1/3 просвета, что видно выше и ниже 
зеленой линии (плоскости срезов фотографий) на 
рис. 2, а. Для того чтобы полностью оценить вели-
чину сужения относительно всего просвета трахеи, 
была создана объемная модель, область сегментации 
показана зеленым на рис. 2, в.

На рис. 3 представлена рассчитанная модель ды-
хательных путей, которая включает в себя мягкие 
ткани глотки и носоглотки кролика, гортань, трахею 
до бифуркации, бронхи и мягкие ткани легких.

На рис. 3, г, показана зона имплантации, при этом 
видно, что присутствует незначительное сужение 
просвета. В области имплантации стенозирования 
не наблюдалось.

Морфологический анализ
В зонах имплантации ТИК не было выявлено ни 

гранулярных лейкоцитов, ни лимфоцитов, что по-
казало отсутствие признаков гнойного воспаления 
или асептического некроза вокруг материала ТИК 
(рис. 4, а и в). Это свидетельствует об отсутствии 
развития осложнений у животного в ходе экспери-
мента, связанных с тканевой реакцией на имплантат 
и развитием инфекционных заболеваний дыхатель-
ных путей.

Рис. 1. Образец хрящевой ткани трахеи после выполнения девитализации: а – ткань нативной трахеи; б – ДТМ. Ок-
раска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок 50 мкм. ×100

Fig. 1. Tracheal cartilage sample after devitalization: а – native tracheal tissue; б – devitalized tracheal scaffold. Hematoxylin-
eosin staining. The scale bar is 50 μm. ×100

а б
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Была установлена причина сужения просвета, 
выявленного на 3-й мес. при помощи КТ. С правой 
стороны трахеи (рис. 4, а) развилась хроническая 
воспалительная реакция вокруг шовного материа-
ла, которая привела к частичному разрушению им-
плантата в этой области, замещению соединитель-
ной тканью и гипертрофии эпителиального слоя 
с повышением содержания бокаловидных клеток, 
продуцирующих слизь. Это хорошо видно на задней 
стенке трахеи (рис. 4, б), где эпителий стал утолщен 
и образовались полипы. С противоположной сторо-
ны относительно разреза участок воспаления умень-
шился в размерах, из чего следует, что реакция на 
шовный материал имела локальный характер. Ткань 
на удалении от описанного шовного материала име-
ла нормальную морфологию. Как видно на рис. 4, г, 
эпителий на имплантате не был гиперплазирован; 
ткани трахеи и имплантата срослись, наблюдались 
два ряда хрящевых колец: крупные – нативные, бо-
лее мелкие – участки ТИК. Подслизистый слой был 
представлен разнонаправленными пучками коллаге-
новых волокон, которые окружали участки резорб-
ции хрящевых структур имплантата, разрушаемых 
макрофагами.

На рис. 5 приведены результаты иммунофлюо-
ресцентного окрашивания на CKPan (рис. 5, а–в), 

белки межклеточных взаимодействий – кадгерины 
(CDH) (рис. 5, г), маркер клеточной пролиферации 
Ki-67 (рис. 5, а и б).

Участок ТИК без признаков воспаления от шов-
ного материала представлен на рис.  5,  а. Видно, 
что эпителий имеет нормальную морфологию, при 
этом пролиферирующие клетки (Ki-67) находятся 
преимущественно в подслизистом слое. В области 
воспаления (рис. 5, б) Ki-67 положительные клетки 
наблюдаются как в подслизистом, так и эпителиаль-
ном слое, что говорит о постоянной пролиферации 
клеток. Эпителий в зоне воспаления также гипертро-
фирован, что видно по рис. 5, в и г.

Обсуждение
Оценка качества получения биологически и фи-

зиологически совместимых матриксов для создания 
ТИК основана на проведении экспериментов как in 
vitro, так и in vivo. При девитализации нативной тра-
хеи большая часть клеток из объема трахеального 
матрикса была удалена нами в циклах заморажи-
вания–оттаивания, что, по всей видимости, благо-
приятно сказалось на снижении иммунного ответа 
на имплантат. При этом если ранее для получения 
девитализированного матрикса ТИК использова-
лись протоколы с 5-кратными циклами заморажи-

Рис. 2. КТ шеи и грудной клетки кролика, плоскости изображений: а – сверху, б – сбоку и в – спереди. Зеленая линия 
(а, б) – плоскость среза изображений. Зеленая область (в) – область автоматической сегментации дыхательных путей

Fig. 2. CT scan of the rabbit neck and thorax, the image planes: а – from above, б – from the side and в – from the front. The 
green line (а, б) – is the image cut-off plane. The green area (в) – the area of automatic segmentation of the respiratory tract

а

б

в



104

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ 	 том XXI   № 4–2019

вания–оттаивания [14, 15], то использование нами 
3-кратного цикла также оказалось пригодно для по-
лучения ДТМ. При этом метод продемонстрировал 
удовлетворительные результаты витализации ДТМ с 
заведомо высоким уровнем присутствия в материале 
сохранившихся после циклов замораживания–отта-
ивания сингенных клеток. Соответственно, данный 
метод девитализации может быть пригоден для по-
лучения матриксов ТИК.

Отработанные ранее методы эффективного засе-
ления матриксов ТИК в режимах статичного и ди-
намического культивирования [16] показали свою 

пригодность для создания ТИК трахеи с двухслой-
ным клеточным покрытием.

Нами была предложена и отработана модель для 
оценки жизнеспособности тканеинженерного имп-
лантата при закрытии критического дефекта дыха-
тельных путей с использованием методов МСКТ, 
гистологии и иммуногистохимии.

По отсутствию нейтрофилов и эозинофилов в 
зонах эпителия и подслизистого слоя окружающих 
ТИК тканей можно сделать вывод, что имплантат не 
обладал токсическим воздействием на ткань реципи-
ента. По отсутствию хронической воспалительной 

Рис. 3. Модель дыхательных путей кролика: а – МСКТ-снимок области имплантации ТИК; б–в – общий вид модели 
дыхательных путей; г – модель просвета трахеи в области имплантации

Fig. 3. The rabbit respiratory tract model: а – CT scan of the tissue-engineered graft implantation area; б–в – general view of 
the respiratory tract model; г – tracheal lumen model in the area of implantation

а б

в г

25 мм
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Рис. 4. Образец ткани трахеи кролика на 6-й месяц после имплантации конструкции, окраска гематоксилином–эози-
ном: а, в – обзорное изображение тканей трахеи с двух сторон относительно разреза, масштабный отрезок 2 мм; б, 
г – участки слизистой оболочки на удалении от очага воспаления, масштабный отрезок 200 мкм

Fig. 4. Sample of rabbit trachea tissue at 6 months after the graft implantation, hematoxylin-eosin staining: а, в – overview of 
tracheal tissues from two sides relative to the incision, the scale bar is 2 mm; б, г – areas of the mucous membrane at a distance 
from the source of inflammation, the scale bar is 200 μm

а б

в г

реакции можно сделать вывод, что специфический 
иммунный ответ на ТИК также не развивался. В под-
слизистом слое наблюдалось большое количество 
сосудов и капилляров, что говорит о хорошей вас-
куляризации конструкции.

На основании полученных результатов гистологи-
ческого исследования ТИК и окружающих имплантат 
тканей можно сделать вывод, что созданная конс-

трукция жизнеспособна, хорошо эпителизируется, 
васкуляризируется и интегрируется в структуру тра-
хеи реципиента, несмотря на развитие осложнения, 
связанного с воспалением из-за шовного материала.

Заключение
Создание и оценка in vitro и in vivo в хирургиче

ском эксперименте тканеинженерной конструкции на 
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основе девитализированного трахеального матрикса 
кролика, заселенного мезенхимальными стромаль-
ными клетками костного мозга и эпителиальными 
клетками, подтвердили цитологическую и биологи-
ческую совместимость конструкции. Минимальное 
сужение трахеи в области имплантации при отсут
ствии стенозирования свидетельствует о способнос-
ти ТИК к поддержанию постоянного просвета трахеи 
реципиента. Целесообразным является продолжение 
исследований по совершенствованию биологически 
и физиологически совместимой тканеинженерной 
трахеи на основе сохранившего тканевую микро-
архитектонику девитализированного трахеального 
матрикса.
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Новые тенденции в исследовании острого 
повреждения почек после трансплантации печени
И.М. Ильинский, О.М. Цирульникова
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Проблема острого повреждения почек (ОПП) после трансплантации печени (ТП) является актуальной и 
остается в центре внимания многих исследователей. Этиология ОПП многофакторная, но главным является 
ишемическое и реперфузионное повреждение печеночного трансплантата. Развитию ОПП способствуют 
многочисленные дооперационные, интраоперационные и послеоперационные факторы риска. Использо-
вание стандартных классификаций AKIN, RIFLE и KDIGO способствовало улучшению диагностики ОПП 
после ТП. Однако определение уровня креатинина в сыворотке крови позволяет диагностировать ОПП 
только в поздние сроки развития этого синдрома. Поэтому в настоящее время исследования проводят по 
поиску путей ранней диагностики ОПП с помощью биомаркеров. Переход на молекулярный уровень не 
только повышает точность, но и обеспечивает раннюю диагностику ОПП. В настоящее время наиболее 
изучены диагностические возможности липокалина, ассоциированного с нейтрофильной желатиназой 
(NGAL). До настоящего времени не известны меры профилактики ОПП после ТП, а лечение этого синдрома 
нельзя признать удовлетворительным. Даже легкая форма ОПП после ТП может привести к летальному 
исходу, а при тяжелой форме, при которой используют заместительную почечную терапию, является 
риском смерти в реанимации. Более чем у половины пациентов с ОПП развивается хроническая болезнь 
почек, требующая проведения хронического гемодиализа.
Ключевые слова: острое повреждение почек, трансплантация печени, факторы риска, предикторы, 
биомаркеры.

Novel trends in the research of acute kidney injury 
after liver transplantation
I.M. Iljinsky, O.M. Tsirulnikova
V.I. Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs  
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

The problem of acute kidney injury (AKI) after liver transplantation (LT) is actual and remains the focus of many 
researchers. The etiology of AKI is multifactorial, but the main one is ischemic and reperfusion damage to LT. 
Multiple preoperative, intraoperative and postoperative risk factors contribute to the development of AKI. The 
use of standard classifications AKIN, RIFLE and KDIGO contributed to the improvement of AKI diagnosis after 
LT. However, the determination of creatinine in serum essence-the throat of blood enables the diagnosis of AKI 
only in the later stages of the development of this syndrome. Therefore, research is currently being conducted to 
find ways of early diagnosis of AKI using biomarkers. The transition to the molecular level increases not only the 
accuracy, but also provides early diagnosis of AKI. Currently, the diagnostic capabilities of lipocalin associated 
with neutrophil gelatinase (NGAL) have been studied the most. To date, measures to prevent AKI after LT are not 
known, and the treatment of this syndrome can not be considered satisfactory. Even a mild form of AKI after LT 
can be fatal, and in severe form, in which renal replacement therapy is used, there is a risk of death in intensive 
care. More than half of patients with AKI develop chronic kidney disease requiring chronic hemodialysis.
Key words: acute kidney injury, liver transplantation, risk factors, predictors, biomarkers.
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Введение
Острое повреждение почек (ОПП) остается ак-

туальной проблемой современной медицины и ка-
сается как тяжелых терапевтических, так и хирур-
гических пациентов. Особенно высок риск развития 
этого синдрома у пациентов с сердечно-сосудистой 
патологией и сепсисом. При острой декомпенсиро-
ванной сердечной недостаточности ОПП возникает 
в пределах 40% госпитализированных пациентов. 
По прогнозу в ближайшем будущем с увеличени-
ем числа пациентов с сердечной недостаточностью 
распространенность ОПП также возрастет [1, 2]. 
У тяжелых больных сепсис является ведущей при-
чиной ОПП. В связи с различиями в характеристике 
пациентов, патофизиологии и исходе выделяют сеп-
тическое ОПП как отдельный клинический синдром, 
отличный от несептического ОПП [3]. У 40% пациен-
тов, подвергшихся хирургическим вмешательствам, 
развивается ОПП после операций на сердце (18,7%), 
общей хирургии (13,2%), торакальной хирургии 
(12,0%) [1, 2, 4, 5].

Проблема ОПП не обошла стороной трансплан-
тологию. После пересадки непочечных солидных 
органов у большинства больных развивается острое 
снижение функции почек [1, 2]. Кроме того, у неко-
торых пациентов развивается терминальная стадия 
почечной недостаточности, требующая заместитель-
ной почечной терапии, а у многих пациентов – хро-
ническая болезнь почек. Частота ОПП варьирует в 
зависимости от трансплантируемого органа. Ост-
рое повреждение почек после трансплантации не-
почечных солидных органов приводит к более дли-
тельному пребыванию в стационаре, более высокой 
стоимости лечения, к повышенному риску смерти, 
более частому развитию хронической болезни почек 
de novo [6, 7]. Острое повреждение почек является 
распространенным и тяжелым осложнением также 
после трансплантации печени (ТП) [8–12]. Оно чаще 
наблюдается при использовании печени от асисто-
лических доноров и обычно развивается в ранние 
сроки после ТП – от шести часов до конца первых 
суток после реперфузии [13]. Позднее начало ОПП 
наблюдается у меньшего числа пациентов [14]. 
Острое повреждение почек развивается после ТП 
не только от посмертных, но и от живых доноров 
[15–17]. После ТП от живых доноров потребность 
в послеоперационной заместительной почечной 
терапии возникает у 6,3% пациентов (34/538) [15]. 
Это осложнение реже встречается у пациентов пос-
ле ТП (29%), чем у больных после абдоминальных 
хирургических операций (47%), но необходимость 
в проведении заместительной почечной терапии у 
пациентов после ТП выше, чем у пациентов после 
абдоминальных операций (71 и 53% пациентов со-
ответственно) [1, 2].

Частота острого повреждения почек
С момента начала использования в 2002  году 

модели терминальной стадии заболевания печени 
(MELD), в которой введено определение уровня сы-
вороточного креатинина, значительно увеличилась 
частота диагностики нарушений функции почек сре-
ди потенциальных реципиентов печени. В результа-
те этого также увеличилась частота одновременной 
трансплантации печени и почек. Решение о прове-
дении совместной трансплантации печени и почки 
является трудным и должно быть строго сбаланси-
рованным. Тяжесть и длительность почечной дис
функции до ТП, гепатит С, сахарный диабет и другие 
факторы риска заболевания почек ассоциированы с 
повышенным риском развития посттрансплантаци-
онной почечной недостаточности. Тем не менее в 
настоящее время отсутствуют клинические данные, 
которые бы точно предсказывали восстановление 
почек после ТП [18].

Частота ОПП после ТП колеблется от 17 до 
94% [7], а по данным E.A.J. Hoste et al. [19], распро-
страненность ОПП варьирует от 1 до 66%. В табл. 1 
приведены сведения о встречаемости ОПП после ТП 
в исследованиях других авторов. Частота ОПП пос-
ле ТП колеблется от 3,97% [20] до 65% [21]. Такой 
широкий диапазон в частоте ОПП можно объяснить 
не только популяционными различиями, но и неис-
пользованием авторами стандартизованных критери-
ев классификации ОПП. Этиология и частота ОПП 
также различаются между странами с высоким и низ-
ким уровнем дохода. В странах с высоким уровнем 
дохода заболеваемость ОПП ниже, чем в странах с 
низким и средним уровнем дохода, где загрязненная 
вода и эндемические заболевания, такие как малярия, 
способствуют высокому уровню ОПП. Исходы ОПП 
аналогичны или более тяжелы у пациентов с низким 
доходом. Позднее распознавание ОПП препятствует 
их выздоровлению и приводит к высокой смертнос-
ти [19].

Острое повреждение почек часто наблюдается не 
только после ТП от доноров с расширенными кри-
териями, но и от «стандартных» доноров и может 
привести к хронической болезни почек и /или смерти 
пациентов [22].

I.G. Jun et al. [23] ретроспективно проанализи-
ровали данные 1617 пациентов, перенесших транс-
плантацию доли печени от живых доноров, из них 
271 пациенту была пересажена AB0-несовместимая 
донорская печень. Частота ОПП была значительно 
выше после ТП при AB0-несовместимости, чем при 
AB0-совместимости (67,0% против 48,2%; р < 0,001). 
Кроме того, пребывание в отделении интенсивной 
терапии (р = 0,01) было значительно продлено, но 
не было достоверных различий в смертности (р = 
0,74), недостаточности трансплантата (р = 0,32) и 
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послеоперационном диализе (р = 0,74) между двумя 
группами пациентов. Низкий уровень гемоглобина и 
длительность операции были независимыми факто-
рами риска ОПП после AB0-несовместимой ТП [23].

Метаанализ баз данных (MEDLINE, EMBASE и 
Cochrane Databases) с момента их образования до де-
кабря 2018 года включительно показал, что после ТП 
частота ОПП и тяжелого ОПП, требующего проведе-
ния заместительной почечной терапии, составляют 
40,8 и 7,0% соответственно. Имеется достоверная 
связь ОПП с повышенной смертностью пациентов 
и недостаточностью трансплантированной печени. 
Частота ОПП после ТП остается стабильной в тече-
ние последних десяти лет исследования [24].

Этиология и патогенез острого 
повреждения почек

Острое повреждение почек – синдром с различной 
этиологией и с различными патофизиологическими 
процессами, приводящими к снижению их функ-
ции [1–3, 32]. При этом синдроме помимо задержки 
удаления продуктов жизнедеятельности, нарушения 
электролитного гомеостаза и изменения концентра-
ции лекарственных средств индуцируется генера-
лизованная воспалительная реакция, поражающая 
многие внутренние органы [19].

По мнению большинства исследователей, этио-
логия ОПП у пациентов после ТП многофакторная 
[1, 2, 19]. Отмечают причинную взаимосвязь с воз-
действием высокого уровня токсичных свободных 
радикалов, ишемией почек при гемодинамической 
нестабильности, воздействием терминальной стадии 
заболевания печени на почки и инфекционными ос-
ложнениями после ТП. Кроме того, ОПП связывают 
с тяжестью заболевания нативной печени по MELD 

[30], дисфункцией почек до ТП, качеством донорской 
печени, периоперационными факторами, в частнос-
ти, нефротоксичностью ингибиторов кальциневри-
на [11].

Один из главных этиологических факторов ОПП 
при ТП – ишемическое и реперфузионное поврежде-
ние трансплантата [11, 13, 33]. M. Kalisvaart et al. [21] 
изучали влияние длительности тепловой ишемии 
на развитие ОПП у 368 реципиентов, получивших 
печень от асистолических доноров. Тяжесть ОПП 
достоверно усиливалась с увеличением продолжи-
тельности времени тепловой ишемии: от 61 минуты 
у реципиентов без ОПП до 69 минут у реципиентов 
с наиболее тяжелой формой ОПП (р < 0,001). Про-
должительность времени тепловой ишемии в идеале 
не должна превышать 60 минут, увеличение этого 
времени ведет к усилению тяжести ОПП после ТП. 
Известно, что холодовая консервация донорских 
органов вносит вклад в усиление ишемического по
вреждения. Однако M. Kalisvaart et al. [21] не выяви-
ли связи между длительностью холодовой ишемии 
и тяжестью ОПП.

Этиологическим фактором ОПП может быть со-
судистая патология. W. Beaubien-Souligny et al. [34] 
представили редкое наблюдение, в котором причи-
ной ОПП после ТП был стеноз нижней полой вены. 
У 25-летнего мужчины с циррозом печени, вызван-
ным склерозирующим холангитом и аутоиммунным 
гепатитом, через месяц после ТП развилось тяже-
лое ОПП в сочетании с рецидивирующим асцитом и 
отеком нижних конечностей. Ультразвуковое иссле-
дование выявило стеноз нижней полой вены. После 
ангиопластики с установкой стента наступило быс-
трое улучшение функции почек.

Таблица 1
Частота острого почечного повреждения после трансплантации печени

The frequency of acute kidney injury after liver transplantation
Авторы Год публикации Страна публикации Частота ОПП в % Примечания

A.G. Barreto et al. [14] 2015 Бразилия 46,7
I.A. Hilmi et al. [25] 2015 США 52
M.H. Park et al. [15] 2015 Ю. Корея 27,3 Живые доноры печени
P. Wiesen et al. [26] 2016 Бельгия 58,3
M. Hamada et al. [27] 2017 Япония 46,2 ТП детям
E.C. de Ataide [28] 2017 Бразилия 46,84
T. Mizota et al. [17] 2017 Япония 30,7 Живые доноры печени
Z.Q. Zhou et al. [29] 2017 Китай 40,8
Y. Zongyi et al. [20] 2017 Китай 3,97
I. Jocmans et al. [13] 2017 Бельгия 26
M.S. Chae et al. [16] 2017 Ю. Корея 22,7 Живые доноры печени
E. Trinh et al. [7] 2017 Канада 56,6
Y. Cheng et al. [30] 2018 Китай 64,2
M. Kalisvaart et al. [21] 2018 Нидерланды 65 Асистолические доноры печени
C. Pulitano et al. [31] 2018 Австралия 32



111

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

Патогенез ОПП остается до конца неясным [11]. 
В патогенезе ОПП при ишемическом и реперфузи-
онном повреждении трансплантированной печени 
I. Jochmans et al. [13] выделяют четыре составляю-
щие. Во-первых, основную роль играет системный 
воспалительный ответ с активацией клеток Купфера, 
которые начинают выделять циркулирующие воспа-
лительные и провоспалительные цитокины, а также 
факторы транскрипции. Повышение уровня фактора 
некроза опухоли α и других интерлейкинов нару-
шает регуляцию молекул эндотелиальной адгезии 
в отдаленных органах, в частности в почках, и при 
этом в них происходит инфильтрация лейкоцитами 
и повышение проницаемости стенок сосудов. Ак-
тивированные нейтрофилы выделяют ферменты и 
цитокины в субэндотелиальное пространство, непос-
редственно вызывая травму почек и инфильтрацию 
моноцитами и макрофагами. Во-вторых, ишемиче
ское и реперфузионное повреждение ТП приводит к 
увеличению апоптоза эндотелия, что дополнительно 
способствует лейкоцитарной инфильтрации стенок 
сосудов. В-третьих, оксидативный стресс ТП и ак-
тивные формы кислорода также вносят свой вклад 
в повреждение почек. В-четвертых, повреждение 
актина цитоскелета эпителия канальцев и эндоте-
лиальных клеток сосудов почек может привести к 
усилению апоптоза. По мнению I. Jochmans et al. [13], 
снижение степени ишемического и реперфузионного 
повреждения ТП, например, путем использования 
технологии машинной перфузии, может не только 
улучшить функцию трансплантата, но и ограничить 
его влияние на почки и уменьшить частоту ОПП.

Морфология при остром повреждении 
почек

Морфология почек при их остром повреждении 
изучена плохо, так как биопсии не выполняют у этой 
категории пациентов. При исследовании аутопсий-
ного материала при ОПП имеют место различные 
степени дистрофии и некроза эпителиоцитов каналь-
цев почек, вплоть до острого канальцевого некроза. 
Капилляры гломерул малокровны, со спавшимися 
просветами.

Факторы риска острого повреждения 
почек

В исследовании P. Wiesen et al. [26] при одно-
факторном анализе тяжесть почечной дисфункции 
коррелировала с наличием асцита и наличием бакте-
риальной инфекции до операции, дооперационным 
уровнем билирубина, мочевины и креатинина, при-
менением вазопрессоров, потребностью в послео-
перационной искусственной вентиляции легких, с 
послеоперационным уровнем билирубина, мочеви-
ны, аспартатаминотрансферазы, гемоглобина и по

требностью в переливании крови. Многофакторный 
анализ показал, что индекс массы тела (р = 0,004), 
предоперационный уровень креатинина (р < 0,0001), 
использование вазопрессоров (р = 0,0002), макси-
мальный послеоперационный уровень билирубина 
(р  = 0,044) и минимальный послеоперационный 
уровень гемоглобина (р = 0,0005) были независи-
мыми прогностическими факторами развития ОПП 
в ранние сроки после ТП. При многофакторном 
анализе ни донорский статус, ни уровень аспартат
аминотрансферазы не оказывали существенного 
влияния на раннюю послеоперационную почечную 
дисфункцию [26].

В другом исследовании однофакторный анализ 
показал, что дооперационные факторы (индекс мас-
сы тела, сахарный диабет, С-реактивный белок), 
интраоперационные (переливание эритроцитов в 
упаковке, фуросемид и содержание кислорода в аге-
патической фазе, через пять минут и один час после 
реперфузии трансплантата и при закрытии брюшной 
полости) и постоперационные факторы (тяжелый 
постреперфузионный синдром) были значимыми 
факторами риска ОПП. Многофакторный анализ 
показал, что содержание кислорода через пять ми-
нут после реперфузии трансплантата, индекс массы 
тела и введение фуросемида были независимо свя-
заны с послеоперационным ОПП. Таким образом, 
послеоперационное ОПП было независимо связано 
с содержанием кислорода через пять минут после 
реперфузии трансплантата, индексом массы тела и 
введением фуросемида [16].

При многофакторном анализе после ТП от жи-
вого донора независимыми факторами риска разви-
тия ОПП были: индекс массы тела более 27,5 кг/м2; 
альбумин сыворотки крови менее 3,5 мг/дл; оценка 
по шкале MELD более 20; время операции свыше 
600 минут; время тепловой ишемии более 40 мин; 
постреперфузионный синдром; средний уровень 
глюкозы крови выше 150 мг/дл в день операции; 
потребность в криопреципитате более 6 ЕД; потеря 
крови свыше 60 мл/кг массы тела; использование 
ингибитора кальциневрина без комбинации с мико-
фенолата мофетилом [15]. По мнению этих авторов, 
для снижения частоты развития послеоперацион-
ного ОПП следует снижать дозировку ингибитора 
кальциневрина при совместном применении с ми-
кофенолатом мофетила.

Повышенный дооперационный уровень общего 
билирубина и интраоперационная кровопотеря, а 
также длительная госпитализация были независимо 
связаны с риском развития ОПП после ТП детям [27].

Недавно было показано, что повышенное по
ступление фосфата в сыворотку крови связано с 
повышенным риском развития ОПП на всех этапах 
пребывания пациентов в стационаре [35].
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Как видно из приведенных выше нескольких 
публикаций последних лет, в развитии ОПП при-
нимают участие многочисленные дооперационные, 
интраоперационные и послеоперационные факторы 
риска. Остановимся более подробно на факторах рис-
ка ОПП на каждом из этих этапов.

Дооперационные факторы риска 
у реципиента

Наибольшее количество факторов риска разви-
тия ОПП после ТП существует до операции. В пуб-
ликациях делается акцент на различные факторы. 
Исследование H. Aksu Erdost et al. [36] показало, 
что при MELD более 20 баллов у реципиента по-
вышается риск ОПП после ТП. Вирусный гепатит 
у реципиента, время тепловой ишемии донорской 
печени и высокий уровень лактата в сыворотке крови 
до ТП оказались факторами риска ОПП в исследова-
нии A.G. Barreto et al. [14]. Кроме того, факторами, 
предрасполагающими к ОПП, являются: женский 
пол, масса тела более 100 кг, неалкогольный стеато-
гепатит, тяжесть заболевания нативной печени [25]. 
Дисфункция почек после ТП превалирует у пациен-
тов с декомпенсированным циррозом нативной пече-
ни [37]. В исследовании H.P. Chen et al. [9] наиболее 
значимым фактором риска ОПП после ТП оказались 
цереброваскулярные заболевания до операции.

Важным фактором, предрасполагающим к 
ОПП, является сахарный диабет, существовавший 
до ТП [25]. После ТП прогрессирование поврежде-
ния почек до терминальной стадии почечной недо-
статочности было особенно выражено при наличии у 
пациентов сахарного диабета [38]. Авторы полагают, 
что сахарный диабет можно рассматривать в качес-
тве критерия при принятии решений относитель-
но симультанной трансплантации печени и почек. 
С каждым годом количество таких операций увели-
чивается как при хронической болезни почек, так и 
при ОПП [39]. Только в исследовании O. Komurcu 
et al. [40] не было найдено влияния гипергликемии 
(содержание глюкозы в крови выше 200 мг/дл) на 
повышение риска развития ОПП, послеоперацион-
ных инфекций или смертности пациентов после ТП.

К независимым и достоверным (p < 0,05) фак-
торам риска развития ОПП относят также высокий 
уровень предоперационного креатинина в плазме 
крови и длительный период лечения дофамином [20]. 
Острое повреждение почек ассоциируют с высоким 
индексом массы тела, низким объемом выделяемой 
мочи [29], низким уровнем сывороточного альбу-
мина и повышенным уровнем прямого билирубина, 
щелочной фосфатазы и гамма-глутамилтрансфера-
зы [41].

Воспалительные и противовоспалительные цито-
кины играют значимую роль в развитии ОПП. Ис-

ходя из этого было предпринято исследование роли 
генных полиморфизмов цитокинов в ухудшении со-
стояния почек после ТП. Установлено, что генотип 
IL4‑33 T/T достоверно ассоциирован с более высокой 
частотой ОПП по сравнению с двумя другими гено-
типами (р = 0,03). Поэтому генотип IL4 -33 T/T может 
быть одним из факторов риска ОПП после ТП [42].

Донорские факторы риска
Независимым и достоверным (p < 0,05) фактором 

риска развития ОПП после ТП признают тепловую и 
холодовую ишемию донорской печени, степень кото-
рой увеличивается при использовании органов от до-
норов высокого риска, особенно от асистолических 
доноров [20]. В исследовании M.B. Doyle et al. [43] 
было проведено изучение частоты ОПП в зависимос-
ти от характера донорской печени – от донора с кар-
диальной смертью или со смертью головного мозга. 
Несмотря на то что доноры печени с кардиальной 
смертью были моложе доноров со смертью мозга 
(р < 0,0001) и у них был ниже MELD (р = 0,03), ОПП 
встречалась чаще (16,3% реципиентов нуждались в 
диализе – против 4,1% реципиентов, р = 0,01).

Возникновение ОПП не зависит непосредственно 
от использования для трансплантации печени от до-
норов высокого риска (асистолические доноры или 
доноры старше 65 лет), а связано со степенью тяжес-
ти ее ишемического и реперфузионного поврежде-
ния [13, 25]. J. Roller и M. Glanemann [44] обращают 
внимание на то, что для уменьшения вероятности 
развития ОПП при ТП необходима минимизация 
тепловой и холодовой ишемии донорской печени.

Определение того, у каких кандидатов на ТП с 
тяжелым повреждением почек будет полное восста-
новление функции почек только после одной ТП, 
затруднено. H.L. Laskey et al. [45] установили, что у 
таких реципиентов полное восстановление функции 
почек было при среднем времени тепловой ишемии 
донорской печени 31 минута (24–46 мин), а отсут
ствовало их восстановление при длительности теп-
ловой ишемии 39 мин (34–49 мин; р = 0,02). Каждая 
минута увеличения времени тепловой ишемии по-
вышала риск недостаточного восстановления почек 
после ТП на 8–9%.

Интраоперационные факторы риска
Гемодинамическая нестабильность во время ТП 

имеет решающее значение в развитии ОПП и заслу-
живает пристального внимания. Тяжелая гипотензия, 
даже в течение менее 10 минут, была достоверно 
связана с развитием тяжелой формы этого ослож-
нения [17].

Однофакторный анализ показал, что интраопе-
рационные факторы (переливание эритроцитов, фу-
росемид и содержание кислорода в агепатической 
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фазе, через пять минут и один час после реперфузии 
трансплантата и при закрытии брюшной полости) 
были значимыми факторами риска ОПП [16].

Во время ТП независимым и достоверным (p < 
0,05) фактором риска развития ОПП является боль-
шой объем кровопотери [20], и соответственно, 
объем перелитой крови и/или ее компонентов (эрит-
роцитов, свежезамороженной плазмы) [25, 30, 36]. 
По мнению H. Aksu Erdost et al. [36], нормализация 
уровня гемоглобина без переливания компонентов 
крови может предотвратить ОПП.

Полагают, что переливание крови является факто-
ром риска ОПП, только если его проводят в больших 
объемах [13, 30]. Кроме того, переливание длительно 
хранившихся эритроцитов значительно повышает 
риск послеоперационного ОПП у пациентов пос-
ле ТП. В одном из исследований [46] пациенты, ко-
торым выполнена ТП, были разделены на две груп-
пы. Первая группа – пациенты, которым переливали 
эритроциты, хранившиеся менее 14 дней, и вторая 
группа – пациенты, у которых были использованы 
эритроциты, хранившиеся 14 дней или более. Пос-
леоперационное ОПП наблюдали у 40,5% пациентов 
первой группы и у 65,1% – второй (р < 0,01). Частота 
тяжелого ОПП после ТП была значительно выше, а 
продолжительность пребывания в реанимации зна-
чительно дольше во второй группе пациентов [46]. 
Риск развития ОПП возрастает при длительности 
операции более 480 минут [29].

У пациентов после ТП прогрессирование по
вреждения почек до терминальной стадии почечной 
недостаточности было особенно выражено при ско-
рости клубочковой фильтрации менее 60 мл/мин во 
время операции [47]. По данным I.A. Hilmi et al. [25], 
наличие тяжелой нестабильной гемодинамики при 
реперфузии не влияет на частоту ОПП после ТП. На-
против, J. Roller и M. Glanemann [44] подчеркивают 
необходимость поддержания адекватного артериаль-
ного давления во время реперфузии для уменьшения 
вероятности развития ОПП при ТП.

Недавно было установлено, что такие показатели, 
как повышенный исходный уровень центрального 
венозного давления (CVP), повышенный исходный 
уровень конечного диастолического объема правого 
желудочка (RVEDV) после индукционной анестезии 
и снижение смешанной венозной сатурации кисло-
родом (SvO2) во время агепатической фазы при ТП, 
являются факторами риска развития послеопераци-
онного ОПП [48]. Интраоперационная олигурия в 
сочетании со снижением смешанной венозной са-
турации кислородом (SvO2) является более точным 
предиктором ОПП после ТП, чем только один из этих 
показателей [48].

Постоперационные факторы риска
Независимыми и достоверными (p < 0,05) факто-

рами риска развития ОПП после ТП являются нефро-
токсичность ингибиторов кальциневрина, а также 
послеоперационные инфекции [20]. Развитию ОПП 
способствуют неоптимальная функция транспланти-
рованной печени [29, 49] и использование вазопрес-
соров [29]. Пик повышения аспартатаминотранс-
феразы через шесть часов после реперфузии был 
единственным независимым фактором риска ОПП. 
Раннюю дисфункцию ТП чаще наблюдали у боль-
ных с ОПП [13]. К факторам риска развития ОПП в 
послеоперационном периоде относят также высокий 
дооперационный балл MELD и цирроз нативной пе-
чени [30]. Исследование S. Yoo et al. [50] показало, 
что повышенная периоперационная вариабельность 
уровня глюкозы в сыворотке крови, но не гиперглике-
мия, независимо связана с повышенным риском ОПП 
у пациентов после ТП.

Диагностика острого повреждения 
почек

Использование стандартных классификаций для 
диагностики и стратификации ОПП способствова-
ло повышению выявляемости данного синдрома в 
клинической практике и эпидемиологических ис-
следованиях [5]. R. Caragata et al. [51] указывают на 
постепенные изменения в понятии ОПП и подчерки-
вают необходимость использования стандартизиро-
ванного определения в последующих исследованиях. 
Классификации ОПП по критериям AKIN, RIFLE 
и KDIGO позволяют оценить тяжесть дисфункции 
почек у пациентов после ТП [52].

Критерии RIFLE и KDIGO идентифицируют 
больше случаев ОПП, чем критерии AKIN (RIFLE – 
84,2%, KDIGO – 87,5%, AKIN – 72,8%, p < 0,001), 
хотя прогнозирование внутрибольничной леталь-
ности было аналогично при применении этих трех 
классификаций. У септических пациентов ОПП, 
диагностированное только на основании снижения 
уровня диуреза, было лучшим предиктором госпи-
тальной смертности, чем ОПП, определяемое либо 
уровнем креатинина сыворотки крови (SCr), либо 
SCr и объемом диуреза (р < 0,001), что свидетель
ствует о диагностической и прогностической значи-
мости показателя диуреза при сепсисе у пациентов 
с ОПП [53]. Другие авторы также отмечали преиму-
щество классификаций RIFLE и KDIGO в сравнении 
с классификацией AKIN при диагностике ОПП у тя-
желых пациентов [1, 2, 54]. Большинство же авто-
ров отдают предпочтение классификации KDIGO в 
диагностике ОПП и прогнозировании госпитальной 
летальности [55–58].

Острое повреждение почек диагностируют при 
увеличении в сыворотке крови креатинина на 50% 
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или более от его предоперационного исходного уров-
ня. Первая стадия ОПП характеризуется 0,3 мг/дл сы-
вороточного креатинина или повышением его уровня 
после ТП на 50%, вторая стадия – двукратным увели-
чением и третья стадия – трехкратным увеличением 
уровня креатинина в сыворотке крови [59]. Опре-
деление содержания креатинина в сыворотке крови 
является чувствительным и специфичным методом 
в диагностике и классификации ОПП после ТП [37].

Включение олигурии, которая часто встречает-
ся после ТП, в качестве диагностического крите-
рия ОПП резко увеличило частоту этого осложнения. 
Олигурия без повышения сывороточного креатинина 
достоверно была связана с неблагоприятным после-
операционным исходом [60].

Постреперфузионный синдром, который отражает 
тяжелое ишемическое и реперфузионное поврежде-
ние, является предиктором ОПП после ТП от доноров 
со смертью мозга [22]. В то же время единственным 
достоверным предиктором ишемического и репер-
фузионного повреждения ТП является повышение 
уровня аспартатаминотрансферазы в плазме крови. 
Поэтому повышение уровня этого фермента в плазме 
крови следует рассматривать и как предиктор ОПП 
[13, 33].

Новые подходы к диагностике 
острого повреждения почек

Новым трендом в ранней диагностике различ-
ных заболеваний, в том числе у пациентов после 
трансплантации солидных органов, является поиск 
и изучение для этой цели различных биомаркеров 
[61, 62]. Хотя уровень креатинина в сыворотке крови 
пока остается «золотым стандартом» оценки функ-
ции почек, этот тест имеет низкую специфичность 
и чувствительность для ранней диагностики ОПП 
[63]. Поэтому, а также в связи с тем, что современная 
терапия ОПП оставляет желать лучшего, в настоя-
щее время внимание исследователей акцентируется 
не на методах лечения, а на профилактике и раннем 

выявлении ОПП у тяжелых пациентов, в том числе 
и у больных после ТП [64, 65]. Новые биомаркеры 
для прогнозирования или ранней диагностики ОПП 
потенциально могут повысить возможности лечения 
этого осложнения у больных после ТП [66]. Пере-
ход с клинического и биохимического уровней на 
молекулярный уровень, в частности на определение 
биомаркеров повреждения почечных канальцев, не 
только повышает точность, но и обеспечивает ран-
нюю диагностику ОПП [67].

Диагностические возможности липокалина, ас-
социированного с нейтрофильной желатиназой 
(NGAL), и биомаркера остановки клеточного цикла 
G1 были подтверждены в большом количестве кли-
нических исследований кардиохирургических боль-
ных (B. Wu et al., 2019) [63]. Для предсказания ОПП 
после ТП также было предложено определять NGAL 
(A.C.Y. Yeung et al., 2018) [68].

Определение содержания сывороточного и моче-
вого системного фактора ингибирования миграции 
макрофагов (MIF) и NGAL использовали в качестве 
ранних предикторов развития тяжелого ОПП пос-
ле ТП у 45 пациентов (средний возраст 55 ± 8 лет). 
Из них у 19 пациентов (38%) в течение 48 часов 
после реперфузии развилось тяжелое ОПП. В конце 
операции ТП сывороточный MIF был предиктором 
тяжелого ОПП (р = 0,03), тогда как мочевой MIF, 
сывороточный и мочевой NGAL были неинформа-
тивными. В первые послеоперационные сутки уров-
ни сывороточного MIF (р = 0,006), мочевого MIF 
(р = 0,03) и мочевого NGAL (р = 0,02) прогнозиро-
вали тяжелое ОПП, в то время как сывороточный 
NGAL был непоказателен [69]. M.A. Kandil et al. 
[70] также считают, что уровень NGAL в сыворотке 
крови не является предиктором ОПП. Тем не менее 
A.C.Y. Yeung et al. [68] считают необходимым про-
ведение дальнейших исследований для стандартиза-
ции метода определения NGAL и подтверждения его 
клинической полезности. Это было осуществлено в 
одном из недавних исследований [71], которое по-
казало, что концентрация NGAL в цельной крови 
при поступлении в реанимацию является хорошим 
стратификатором тяжести ОПП у тяжелых пациентов 
(табл. 2). Однако у септических пациентов концент-
рация NGAL более высокая независимо от наличия 
или отсутствия ОПП: в среднем 481 (247–687) мкг/л 
у септических пациентов и 623,5 (361–798) мкг/л при 
септическом шоке.

Гиперурикемия часто встречается после пересад-
ки органов и относится к независимому предиктору 
почечной недостаточности. Гиперурикемия может 
сопровождать снижение функции почек у этой кате-
гории пациентов [38, 47]. Кроме того, у пациентов 
после ТП гиперурикемия является независимым пре-
диктором летальности, особенно пациентов с расчет-
ной скоростью клубочковой фильтрации ниже 60, и 

Таблица 2
Концентрация NGAL в цельной крови 

у тяжелых пациентов в зависимости от стадии 
ОПП по классификации KDIGO [71]

Whole blood NGAL level in critically ill patients 
depending on AKI stage according  

to KDIGO scale
Стадия 
ОПП

Средняя 
концентрация 
NGAL, мкг/л

Пределы вариации 
концентрации NGAL, 

мкг/л
0 78 60–187
1 263 89–314
2 484 333–708
3 623 231–911
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предиктором повышения в два раза уровня креати-
нина у пациентов с сахарным диабетом. Лечение ги-
перурикемии приводит к улучшению функции почек 
у пациентов с трансплантированной печенью [38].

В качестве биомаркеров раннего выявления ОПП 
в различных клинических ситуациях было предло-
жено определять в моче концентрацию тканевого 
ингибитора металлопротеиназы-2 (TIMP-2) и связы-
вающего белок инсулиноподобного фактора роста-7 
(IGFBP-7) [72]. Они были признаны во многих стра-
нах Европы и в США в качестве теста при оценке 
риска ОПП у больных после серьезных операций, 
при гемодинамической нестабильности или сепси-
се [73]. Однако эти биомаркеры оказалась неэффек-
тивны для прогнозирования ОПП после ТП, и их не 
следует рекомендовать для использования в клини-
ческой практике [74].

C. Pulitano et al. [31] провели проспективное ис-
следование потенциальной связи между экспрессией 
генов, сывороточными медиаторами и началом ОПП 
после ТП. В биоптатах ТП после реперфузии у боль-
ных с ОПП по сравнению с больными без поврежде-
ния почек была более высокая экспрессия нескольких 
генов, участвующих в ишемическом и реперфузион-
ном повреждении. Изменения экспрессии генов ET-1, 
интерлейкина (IL) 18 и фактора некроза опухоли α 
(TNF-α) были ассоциированы с пиковым значением 
креатинина. У пациентов с острым повреждением 
почек в сыворотке крови в первые сутки после опе-
рации также были достоверно более высокие уровни 
ET-1, IL18 и TNF-α. Многофакторный анализ по-
казал, что уровни ET-1 и IL18 в сыворотке крови 
являются независимыми предикторами ОПП [31].

В качестве предиктора ОПП у больных после ТП 
пытались использовать определение содержания 
D-допахромной таутомеразы в сыворотке крови до 
операции. Однако этот биомаркер оказался полезен 
только в качестве предиктора исхода операции, но 
не развития ОПП [75].

Меры профилактики и лечение острого 
повреждения почек

До сих пор отсутствуют способы профилактики 
ОПП после ТП [11]. Использование непрерывной 
вено-венозной гемофильтрации во время ТП паци-
ентам, нуждавшимся в заместительной почечной 
терапии до операции, не уменьшает сроки пребы-
вания в реанимации и в стационаре, но повышает 
их выживаемость [76]. В другом большом ретрос-
пективном исследовании было продемонстрировано, 
что использование вено-венозного шунтирования 
во время ТП связано со значительно более низкой 
частотой ОПП после операции у пациентов, у кото-
рых до ТП была нарушена функция почек, но им не 

требовалось проведения заместительной почечной 
терапии [77].

С целью снижения риска ОПП необходимо под-
держание достаточного содержания кислорода сра-
зу после реперфузии трансплантата у пациентов, 
перенесших ТП, путем тщательного проведения 
искусственной вентиляции легких и переливания 
крови [16]. Таргетирование периоперационной це-
ленаправленной терапии снижает риск ОПП [78]. 
Авторы полагают, что системная доставка кислоро-
да с помощью жидкостей и инотропных препаратов 
является лучшим способом увеличения перфузии 
почек и оксигенации у пациентов высокого риска, 
подвергшихся тяжелым операциям.

Анализ литературы, опубликованной в последние 
годы, показал отсутствие существенных прорывов в 
лечении ОПП. Раннее вмешательство при этом гроз-
ном осложнении имеет как краткосрочный, так и дол-
госрочный положительный эффект. Лечение ОПП, 
как правило, проводят в реанимационном отделении. 
В первую очередь оно направлено на предотвраще-
ние или ликвидацию отека легких и гиперкалиемии. 
На сегодняшний день заместительная почечная тера-
пия остается «золотым стандартом» для лечения тя-
желого ОПП, хотя идеальные сроки и методика при-
менения этой терапии остаются под вопросом [79]. 
Дискутируется вопрос об использовании петлевых 
диуретиков, которые широко применяются в неот-
ложной и интенсивной медицине, у пациентов с ОПП 
при сохраненной эуволемия [80].

Исходы острого повреждения почек
Исход ОПП после ТП бывает различным – от пол-

ного выздоровления до смерти пациентов. Острое 
повреждение почек вызывает серьезные затрудне-
ния при ведении этих пациентов, влияет на исходы 
операции и является независимым фактором риска 
летального исхода [9, 14, 81]. У больных с ОПП тре-
буется значительно дольше проводить искусствен-
ную вентиляцию легких [14], у них более длительное 
пребывание в реанимационном отделении и стацио-
наре [9], а также встречается большое количество ос-
ложнений, таких как частые послеоперационные кро-
вотечения, инфекции (бактериемия, пневмония) [9] и 
раннее развитие дисфункции ТП [31] со снижением 
ее выживаемости в течение первых нескольких меся-
цев [25]. Даже легкая или транзиторная форма ОПП 
после ТП может привести к серьезным осложнениям, 
длительному пребыванию в отделении интенсивной 
терапии и в клинике, а также к росту заболеваемости 
и смертности [13, 25, 59].

В одном из исследований было показано, что за 
период с 2002-го по 2013 год прослеживался рост 
количества пациентов после ТП с тяжелым ОПП, тре-
бующим проведения программного гемодиализа [12]. 
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Предиктором потребности в гемодиализе является 
высокий балл MELD-Na (равный или выше 22) [14].

Тяжелая форма ОПП с необходимостью замес-
тительной терапии является известным фактором 
риска смерти в реанимации [25]. Из 177 пациентов, 
которым была выполнена ТП, 35 пациентам (19%) в 
раннем посттрансплантационном периоде потребо-
валась заместительная почечная терапия. Средний 
возраст пациентов составил 31,1 ± 20,0 года. Оценка 
по MELD составляла 16,7 ± 12,3 балла. Госпиталь-
ная летальность пациентов с ОПП, которым была 
проведена заместительная почечная терапия, соста-
вила 23,3%, а 40% пациентов остались на гемодиа-
лизе [82].

Ишемическое и реперфузионное повреждение 
ответственно за возникновение постреперфузион-
ного синдрома, который является первым проявле-
нием тяжелой степени ОПП [22] и который влияет 
на заболеваемость и смертность пациентов после 
ТП [83–85]. Развитие умеренного или тяжелого ише-
мического и реперфузионного повреждения транс-
плантированной печени совместно с ОПП оказывает 
наибольшее негативное влияние на результаты лече-
ния этих пациентов. Выживание пациентов с двумя 
этими осложнениями в течение первых 90 дней после 
операции составляло 89%, а у пациентов без этих 
осложнений или только с одним из них – 100% [33].

Поздняя выживаемость пациентов при ОПП пос-
ле ТП, по данным различных клиник, колеблется в 
широких пределах. Одно- и пятилетняя кумулятив-
ная выживаемость в группе больных с ОПП соста-
вила 33,95 и 25,24% соответственно по сравнению 
с 86,34 и 70,05% в группе пациентов без ОПП (p < 
0,001) [20]. В другом исследовании выживаемость 
пациентов через один год после операции составила 
90% у пациентов с ОПП против 98% у пациентов без 
этого осложнения [13].

Более чем у половины и даже у большинства па-
циентов с ОПП развивается хроническая болезнь 
почек. Риск смерти возрастает экспоненциально 
при скорости клубочковой фильтрации менее 30 мл/
мин/1,73 м2 [12, 14, 22]. Частота хронических заболе-
ваний почек de novo и потребность в диализе через 
три месяца и один год после трансплантации печени 
были значительно выше среди пациентов, у которых 
наблюдали ОПП [25]. Это осложнение признают так-
же важным фактором риска возникновения de novo 
хронической болезни почек и в более отдаленные 
сроки после операции [31, 85].

Заключение
Несмотря на то что ОПП после ТП встречается 

реже, чем у тяжелых терапевтических и хирурги-
ческих пациентов, в том числе и после пересадки 
других солидных органов, актуальность этой пробле-
мы сохраняется до настоящего времени и остается 

в центре внимания многих исследователей. Часто-
та ОПП после ТП колеблется в широких пределах. 
Этиология ОПП многофакторная, но главным из них 
является ишемическое и реперфузионное повреж-
дение ТП. При тяжелой степени ОПП наблюдается 
острый канальцевый некроз. Развитию ОПП спо-
собствуют многочисленные дооперационные, интра-
операционные и послеоперационные факторы риска. 
Использование стандартных классификаций AKIN, 
RIFLE и в большей степени KDIGO способствова-
ло улучшению диагностики ОПП после ТП. Однако 
определение уровня креатинина в сыворотке крови 
позволяет диагностировать ОПП только в поздние 
сроки развития этого синдрома и не удовлетворяет 
запросы клиники. Поэтому в настоящее время ис-
следования проводят по поиску путей ранней диа-
гностики ОПП с помощью биомаркеров. Переход на 
молекулярный уровень, в частности, на определение 
биомаркеров повреждения почечных канальцев, не 
только повышает точность, но и обеспечивает ран-
нюю диагностику ОПП. В настоящее время наиболее 
изучены диагностические возможности липокали-
на, ассоциированного с нейтрофильной желатиназой 
(NGAL). До настоящего времени не известны меры 
профилактики ОПП после ТП, а лечение этого син-
дрома нельзя признать удовлетворительным. Даже 
легкая форма ОПП после ТП может привести к ле-
тальному исходу, а при тяжелой форме, при которой 
используют заместительную почечную терапию, 
является риском смерти в реанимации. Более чем у 
половины пациентов с ОПП развивается хроническая 
болезнь почек, требующая проведения хронического 
гемодиализа.
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Внутрисосудистая визуализация 
атеросклеротических бляшек у больных 
с кардиоренальным синдромом: возможности 
оптической когерентной томографии
А.В. Созыкин1, 3, О.П. Шевченко1, Я.А. Наумов1, 3, А.Г. Строков2, В.П. Васильева1, 3, 
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В настоящее время трансплантация почек и применение гемодиализа являются основными методами 
лечения терминальной почечной недостаточности. При этом главной проблемой при лечении указанной 
категории пациентов остается высокая смертность, в структуре которой первое место занимают сердечно-
сосудистые заболевания. Показано, что у пациентов с терминальной стадией хронической болезни почек, 
находящихся на гемодиализе, риск смертности от сердечно-сосудистых заболеваний до 20 раз выше, чем в 
популяции соответствующего пола и возраста. Указанные данные обусловили целесообразность выделения 
кардиоренальных взаимоотношений в единый кардиоренальный синдром (КРС). В связи с вышеуказан-
ным особую значимость приобретают методы внутрисосудистой визуализации поражений коронарного 
русла, в частности оптическая когерентная томография (ОКТ). В настоящем обзоре представлен анализ 
опубликованных к настоящему времени данных об особенностях и возможностях ОКТ у больных с КРС.
Ключевые слова: кардиоренальный синдром, оптическая когерентная томография, 
внутрисосудистая визуализация.
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Сердечно-сосудистые заболевания являются ве-
дущей причиной заболеваемости и смертности у па-
циентов с хронической болезнью почек (ХБП). При 
этом риск смертности возрастает по мере прогрес-
сирования снижения скорости клубочковой филь-
трации (СКФ): у пациентов с терминальной стадией 
ХБП, находящихся на гемодиализе, риск смертности 
от сердечно-сосудистых заболеваний до 20 раз выше, 
чем в популяции соответствующего пола и возрас-
та [1]. Тесная взаимосвязь механизмов регуляции 
и функционирования сердца и почек и нарушений 
функции того и другого органа послужили основа-
нием выделения кардиоренальных взаимоотношений 
в единый синдром. Согласно определению Ronco 
et al. (2008 г.), кардиоренальный синдром – это од-
новременное нарушение функции сердца и почек, 
при котором острое или хроническое повреждение 
одного органа может вызвать острое или хрониче
ское повреждение другого органа [2].

В структуре заболеваемости и смертности боль-
ных с кардиоренальным синдромом ведущее место 
принадлежит ишемической болезни сердца (ИБС). 
Показано, что ХБП – фактор риска развития острого 
коронарного синдрома (ОКС) [3].

При аутопсии и прижизненной визуализации ме-
тодом компьютерной томографии и внутрисосудис-
того ультразвукового исследования (ВСУЗИ) показа-
на достоверная связь между хронической болезнью 
почек и тяжестью ишемической болезни сердца и 
кальцификацией атеросклеротических бляшек в ко-
ронарных артериях.

Оптическая когерентная томография позволяет 
визуализировать атеросклеротические бляшки в ко-
ронарных артериях с более высоким разрешением; 
лучше, чем при ВСУЗИ, определяется пенетрация 
кальцием. Однако применение ОКТ у пациентов 
с ХБП ограничено из-за потребности в дополнитель-
ном использовании контрастных средств, необходи-
мых для создания оптически прозрачной среды.

В настоящем обзоре представлен анализ опуб-
ликованных к настоящему времени данных об осо-
бенностях и возможностях ОКТ у больных с КРС. 
В качестве иллюстраций приведены собственные 
примеры визуализации атеросклеротического пора-
жения коронарных артерий [4].

Оптическая когерентная томография – это метод 
внутрисосудистой визуализации, в основе которо-
го лежит принцип отражения лучей инфракрасно-
го диапазона от структур стенки сосуда [5, 6]. ОКТ 
была разработана в конце 80-х – начале 90-х годов 
XX века [7]. В начале 2000-х появились исследо-

вания, показавшие, что ОКТ является безопасным 
диагностическим методом и по эффективности не 
уступает ВСУЗИ [8], что привело к увеличению коли-
чества исследований, проводимых с помощью ОКТ и 
необходимости унификации методик анализа изобра-
жений. В 2010 г. была опубликована первая часть об-
зорного документа по методологии, терминологии и 
клиническому использованию ОКТ, подготовленная 
международной группой экспертов [9]. В документе 
освещались физические принципы ОКТ, методика 
получения ОКТ-изображений, безопасность и эф-
фективность ОКТ, были представлены данные о нор-
мальной морфологии коронарных артерий, оценке 
атеросклеротического поражения коронарных арте-
рий, проведен анализ некоторых противоречивых ас-
пектов, а также преимуществ и недостатков ОКТ по 
сравнению с ВСУЗИ. В 2012 г. опубликована вторая 
часть обзорного документа, которая была посвяще-
на уточнению некоторых вопросов, не освещенных 
в первой части, а также описанию методики уста-
новки стентов под контролем ОКТ [10]. В 2018 г. 
была опубликована первая часть согласительного 
документа Европейской ассоциации по чрескожным 
коронарным вмешательствам (ЧКВ), в котором про-
анализированы преимущества и недостатки ВСУЗИ 
и ОКТ, приведена имеющаяся доказательная база 
для применения внутрисосудистых методов визу-
ализации, подробно описана техника проведения 
вмешательств, получения и анализа изображений, а 
также показания и противопоказания для проведения 
ВСУЗИ и ОКТ [11]. Вероятно, будет опубликована и 
вторая часть согласительного документа, поскольку 
ОКТ сейчас активно развивается и позволяет оце-
нивать многие параметры морфологии коронарных 
артерий до и после установки стентов и скаффолдов. 
Считается, что из всех существующих в настоящее 
время методик внутрисосудистой визуализации 
(спектроскопия в ближней инфракрасной области, 
near-infrared spectroscopy – NIRS, ВСУЗИ, ВСУЗИ 
с виртуальной гистологией, iMAP-ВСУЗИ) ОКТ об-
ладает наибольшей диагностической ценностью [4].

Одна из основных проблем при кардиореналь-
ном синдроме – высокая смертность от сердечно-
сосудистых заболеваний, в структуре которой пер-
вое место занимает ИБС [12, 13]. Вышеуказанные 
факты обосновывают применение ОКТ при КРС для 
обнаружения уязвимых бляшек, которые склонны к 
нарушению целостности покрышки, приводящему к 
тромбозу, и как следствие – к ОКС. Желательно выяв-
лять такие бляшки в стабильном состоянии пациента.

tomography (OCT), are extremely important in diagnostic of coronary artery lesions. This review is devoted to 
analysis of the published data of the features and capabilities of OCT in patients with the CRS.
Key words: cardiorenal syndrome, optical coherence tomography, intravascular imaging.
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Рис. 1. Атеросклеротическая бляшка с тонкой покрышкой (ОКТ): а – между 6 и 11 часами условного циферблата 
определяется скопление липидов (липиды занимают более 1 квадранта, что позволяет отнести атеросклеротическую 
бляшку к богатым липидами); б – толщина покрышки бляшки в самом тонком месте при трехкратном измерении 
(60 мкм; 60 мкм; 70 мкм; среднее значение – (60 + 60 + 70)/3 = 63,3 мкм)

Fig. 1. Thin-cap fibroatheroma (OCT): а – lipid pool located at 6–11 o’clock (lipids occupy more than 1 quadrant, what means 
that this plaque is lipid-rich); б – three times measured thickness of the plaque in the thinnest place (60 μm; 60 μm; 70 μm; 
average – (60 + 60 + 70)/3 = 63.3 μm)

а б

Рис.  2. Скопления макрофагов в атеросклеротической 
бляшке (ОКТ). Зелеными стрелками отмечены скопления 
макрофагов: линейные области высокой интенсивности, 
позади которых видна «тень»

Fig. 2. Cluster of foam cells (OCT), marked by green arrows: 
linear regions with high intensity with a «shadow» behind

ОКТ – единственный метод внутрисосудистой 
визуализации, осевое разрешение которого позволяет 
оценить толщину покрышки бляшки (рис. 1, б) [14], 
на которую может влиять прием статинов [15]. Стати-
ны также обладают плейотропным действием, кото-
рое проявляется, в частности, в снижении выражен-
ности макрофагального воспаления (рис. 2) [16, 17].

Однако оценки толщины покрышки недостаточно 
для отнесения бляшки к бляшкам с тонкой покрыш-
кой, поскольку необходимо оценить также и объем 

липидного ядра (рис. 1, а). Xing et al. продемонс-
трировали, что наличие бляшек, богатых липидами, 
вдвое увеличивает риск развития неблагоприятных 
событий [18].

Наличие vasa vasorum (рис. 3) и кристаллов хо-
лестерина (рис. 4) в бляшке увеличивает вероятность 
ее разрыва. Чувствительность и специфичность ОКТ 
по выявлению неоваскуляризации по сравнению с 
патологоанатомическими данными составляет 52 и 
68% соответственно [19]. Nakamura et al. показали, 
что у пациентов с наличием кристаллов холесте-
рина в бляшках чаще выявляются бляшки, богатые 
липидами [20]. Dai et al. продемонстрировали, что 
кристаллы холестерина чаще встречаются у пациен-
тов с ОИМ с подъемом сегмента ST по сравнению с 
пациентами с ОКС без подъема сегмента ST (50,8 и 
34,7% соответственно) [21].

Эрозия бляшки является причиной внезапной сер-
дечной смерти приблизительно в 30–40% случаев 
[22, 23]. Показано, что эрозии бляшек чаще выявля-
ются у пациентов моложе 50 лет и чаще расположены 
в левой коронарной артерии (ЛКА). В исследовании 
была выявлена связь наличия эрозий бляшек с нали-
чием ХБП. Также предложена классификация фак-
торов риска развития эрозии, которая учитывает как 
клинические данные, так и данные, которые могут 
быть получены только при помощи ОКТ, такие как 
наличие тонкой покрышки [24].

Одним из механизмов развития ОКС считается 
наличие кальцинатов (рис.  5). У пациентов даже 
с начальными признаками ХБП чаще выявляются 
кальцинаты по сравнению с популяцией в целом. 
Кальциноз становится все более выраженным по 
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мере прогрессирования снижения функции почек, и 
его наличие независимо ассоциировано с сердечно-
сосудистой смертностью. Максимально выраженный 
кальциноз наблюдается у пациентов с терминальной 
почечной недостаточностью (ТПН) [25]. Продемонс-
трировано, что количество кальцинатов, искажаю-
щих просвет сосуда, выше у пациентов с ОИМ с 
подъемом сегмента ST [26].

Исследования по изучению атеросклеротического 
поражения коронарных артерий у пациентов с ХБП 
немногочисленны и гетерогенны. Опубликованные 
к настоящему времени исследования значительно 
отличаются по методологии и критериям включения 
пациентов, поэтому результаты этих исследований 
также имеют отличия [11, 27, 28].

Kato et al. провели исследование морфологиче
ских характеристик атеросклеротических бляшек в 
коронарных артериях с помощью ОКТ среди паци-
ентов с ХБП и без ХБП. Наличие ХБП устанавлива-
лось, если СКФ, рассчитанная по формуле MDRD, 

Рис. 4. Кристаллы холестерина в бляшке (отмечены зеле-
ной стрелкой). ОКТ

Fig. 4. Cholesterol crystals inside the plaque (marked by 
green arrow). OCT

Рис.  5. Кальцинаты в атеросклеротической бляшке 
(ОКТ). Кальцинаты определяются вдоль всей окружнос-
ти просвета сосуда (в 4 квадрантах)

Fig. 5. Calcified nodule inside the plaque (OCT). Calcified 
nodule can be determined along the all circumference of the 
vessel lumen (4 quadrants)

Рис. 3. Микроканалы в атеросклеротической бляшке (от-
мечены зеленой стрелкой). ОКТ

Fig. 3. Microchannels inside the plaque (marked by green 
arrow). OCT 

а

б

была <60 мл/мин/1,73 м2. Если хотя бы на одном из 
фреймов липидное ядро занимало ≥90°, такие бляш-
ки считались бляшками, богатыми липидами. Для 
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бляшек, богатых липидами, через каждый 1 мм из-
мерялась величина дуги липидного ядра, затем под-
считывалось среднее значение. Кроме того, были 
измерены длина липидного ядра, липидный индекс 
(произведение средней величины дуги липидного 
ядра и длины липидного ядра, мм°), толщина пок-
рышки. Авторы также изучали наличие бляшек с 
тонкой покрышкой (бляшка, богатая липидами, с тол-
щиной покрышки в самом тонком месте <65 мкм), 
кальцинатов, макрофагов, кристаллов холестерина, 
микроканалов, бляшек с разрывом и тромбов (с раз-
делением на «белые» и «красные»). Показано, что 
бляшки у пациентов с ХБП по сравнению с бляшками 
у пациентов без ХБП имели бо́льшую величину дуги 
липидного ядра, бо́льшую длину липидов и бо́льший 
липидный индекс. Кроме того, у пациентов с ХБП 
чаще встречалась кальцинаты, кристаллы холестери-
на и разрывы бляшек. Количество бляшек, богатых 
липидами, бляшек с тонкой покрышкой, макрофа-
гов, микроканалов и тромбов не различалось между 
группами. Снижение СКФ и наличие СД были неза-
висимо связаны с повышением величины липидного 
индекса [29].

В исследовании Dai et al. снижение функции по-
чек определялось по изменению уровня СКФ. Для 
расчета использовались уровень креатинина, уро-
вень цистатина С и оба этих показателя. Пациенты 
были разделены на три группы согласно уровню 
СКФ: 1-ю группу составили пациенты с СКФ ≥90 мл/
мин/1,73 м2, 2-ю – с СКФ 60–89 мл/мин/1,73 м2, 3-ю – 
с СКФ <60 мл/мин/1,73 м2. Толщина покрышки раз-
личалась во всех группах пациентов. Средняя вели-
чина дуги липидного ядра, длина липидного ядра и 
липидный индекс различались только при сравнении 
групп 1 и 2, а также групп 1 и 3. Количество бляшек 
с кристаллами холестерина достоверно различалось 
только при сравнении групп 1 и 2. Количество бля-
шек с кальцификацией достоверно различалось толь-
ко при сравнении групп 1 и 3 [30].

В исследовании Chin et al. получавшим гемоди-
ализ пациентам, которым проводилось ОКТ-иссле-
дование, были подобраны пары среди пациентов 
без  ХБП. Отсутствие ХБП устанавливалось при 
уровне СКФ >60 мл/мин/1,73 м2, а также отсутствии 
каких-либо признаков повреждения почек. При ана-
лизе «виновных» бляшек основная и контрольная 
группы пациентов различались по уровню средней и 
уровню максимальной величины дуги кальцинатов. 
При анализе «невиновных» бляшек основная и кон-
трольная группы пациентов также различались по 
уровню средней и уровню максимальной величины 
дуги кальцинатов. Авторы провели дополнительный 
анализ основной группы пациентов, разделив пос-
ледних на терцили по длительности гемодиализа. 
При анализе «виновных» бляшек подгруппы пациен-

тов различались по уровню средней и максимальной 
величины дуги кальцинатов и по числу кальцинатов, 
покрытых тонкой покрышкой, которые определялись 
как кальцинаты с величиной дуги >30°, покрытые 
слоем интимы <0,5 мм. При анализе «невиновных» 
бляшек подгруппы пациентов различались только 
по уровню средней величины дуги кальцинатов [27].

Sugiyama et al. изучили морфологические харак-
теристики нативных бляшек у пациентов, разделен-
ных на 3 группы согласно СКФ, рассчитанной по 
формуле, адаптированной для населения Японии: 
группа без ХБП (СКФ ≥60 мл/мин/1,73 м2), группа 
с ХБП (15 ≤ СКФ < 60 мл/мин/1,73 м2) и группа с 
ТПН (СКФ <15 мл/мин/1,73 м2 и/или гемодиализ). 
Группы с ХБП и без ХБП для подсчета некоторых 
параметров были объединены в группу «без ТПН». 
У пациентов с ХБП по сравнению с пациентами без 
ХБП отмечалась бо́льшая величина дуги липидно-
го ядра, бо́льшая длина липидов и более высокая 
частота встречаемости бляшек, богатых липидами. 
У пациентов с ТПН по сравнению с пациентами 
без ТПН отмечалась меньшая толщина покрышки 
бляшки, более высокая частота разрывов бляшек, 
бо́льшая величина дуги кальцинатов и меньшая тол-
щина покрышки над кальцинатами. Возраст, нали-
чие СД и получение гемодиализа, но не СКФ, были 
независимо связано с наличием кальцинированных 
бляшек [31].

Minami et al. исследовали 140 «невиновных» бля-
шек у 84 пациентов с ИБС, получавших статины, 
которым было проведено два ОКТ-исследования: 
при первом поступлении и через 6 мес. Критерием 
ответа на терапию статинами была выбрана площадь 
истончения покрышки (области с толщиной покрыш-
ки менее 200 мкм). Наличие ХБП определялось по 
уровню СКФ, рассчитанной по формуле MDRD, 
<60 мл/мин/1,73 м2. По сравнению с исходной ОКТ 
при проведении ОКТ-контроля изменились следую-
щие показатели: уменьшилась площадь истончения 
покрышки, средняя величина дуги липидного ядра, 
максимальная величина дуги липидного ядра, длина 
липидного ядра, липидный индекс, величина стеноза 
по площади и количество макрофагов; толщина по
крышки в самом тонком месте увеличилась. У паци-
ентов с большей площадью истончения покрышки 
по данным исходной ОКТ отмечалось более значи-
тельное снижение площади истончения покрышки 
при ОКТ-контроле. Более значительное снижение 
площади истончения покрышки при ОКТ-контро-
ле отмечалось и среди пациентов, ранее не прини-
мавших статины, по сравнению с теми, кто исходно 
принимал статины. Наличие ХБП являлось неблаго-
приятным фактором ответа на терапию статинами, 
а поступление с ОКС во время первой госпитализа-
ции – благоприятным [32].



126

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ 	 том XXI   № 4–2019

У пациентов с ХБП IV–V стадии чаще выявляют-
ся многососудистые поражения и наличие бляшек 
с повышенной толщиной медии, активированны-
ми макрофагами и выраженным кальцинозом [33]. 
Большинство из указанных факторов может быть 
выявлено с помощью ОКТ, однако у таких пациентов 
особенно велик риск развития контраст-индуциро-
ванной нефропатии. Для решения указанной про-
блемы применяют кристаллоидные или коллоидные 
растворы (либо их смеси) вместо рентгеноконтраст
ного вещества, что позволяет избежать ухудшения 
функции почек. Karimi Galougahi et al. опублико-
вали клинический случай, когда пациенту с ХБП 
V  стадии (креатинин 4,5  мг/дл (397,8  мкмоль/л), 
СКФ 13 мл/мин/1,73 м2), не получавшему гемодиа-
лиз, была успешно произведена ОКТ ЛКА. Оптиче
ски прозрачную среду создавали с помощью смеси 
физиологического и коллоидного растворов. После 
проведения ОКТ функция почек осталась стабиль-
ной [34]. К сожалению, работа Karimi Galougahi et al. 
содержит ограниченные сведения об особенностях 
атеросклеротического поражения коронарных арте-
рий у данного пациента и применявшегося раство-
ра. Azzalini et al. опубликовали подробное описание 
клинического случая, когда пациенту с СД и ХБП 
IV стадии (СКФ 16 мл/мин/1,73 м2) была успешно 
произведена ОКТ ЛКА и диагональной артерии. 
Оптически прозрачную среду создавали с помощью 
коллоидного раствора «Декстран 40» со скоростью 
инфузии 4,0 мл/мин, общее количество введенного 
раствора составило 14,0 мл. За время госпитализации 
пациента функция почек оставалась стабильной [35]. 
Koga et al. опубликовали клинический случай, когда 
у пациентки, получавшей гемодиализ, визуализиро-
вали кальцинированный тромб in vivo с помощью 
ОКТ, ВСУЗИ и ангиоскопии. Авторы не указали, 
какой раствор применялся для создания оптически 
прозрачной среды [36]. Ozaki et al. провели исследо-
вание 25 стентированных сегментов у 22 пациентов. 
Каждому пациенту выполнялась ОКТ с применени-
ем контрастного вещества и ОКТ с применением 
смеси декстрана 40 и лактата Рингера. Было проде-
монстрировано, что число сегментов, доступных для 
анализа, не различалось между ОКТ с применением 
контрастного вещества и ОКТ с применением смеси 
декстрана 40 и лактата Рингера (97,9 и 96,5% соот-
ветственно) [37].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведение ОКТ у пациентов с нарушением функ

ции почек позволяет точнее оценить морфологию 
бляшек, выраженность воспаления и «уязвимость» 
бляшек в целом. ОКТ позволяет четко визуализиро-
вать кальциноз и оценить степень его выраженности 
с высокой точностью. Только ОКТ позволяет увидеть 

наличие эрозии бляшки и отличить эрозию от разры-
ва бляшки, что может иметь значение для определе-
ния дальнейшей тактики ведения пациента, а именно 
целесообразности проведения реваскуляризации и 
в случае положительного решения – оптимального 
выбора стента или скаффолда. Имеются серьезные 
ограничения по применению ОКТ у пациентов с ХБП 
в связи с угрозой развития контраст-индуцированной 
нефропатии. Как следствие, необходимо дальнейшее 
совершенствование техники замещения крови опти-
чески прозрачной средой. Одной из актуальных задач 
является проведение масштабных многоцентровых 
исследований с целью уточнения возможности вы-
явления уязвимых атеросклеротических бляшек при 
рутинном применении ОКТ и возможности сниже-
ния риска ОКС, а также влияния на выживаемость 
пациентов без нежелательных событий как одну из 
основополагающих целей любого вмешательства.

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.
The authors declare no conflict of interest.

Список литературы / References
1.	 Hou F, Jiang J, Chen J, Yu X, Zhou Q, Chen P et al. Chi-

na collaborative study on dialysis: a multi-centers cohort 
study on cardiovascular diseases in patients on mainte-
nance dialysis. BioMed Central nephrology. 2012 Aug 
30; 13: 94. doi: 10.1186/1471-2369-13-94.

2.	 Ronco C, House AA, Haapio M. Cardiorenal syndro-
me: refining the definition of a complex symbiosis gone 
wrong. Intensive care medicine. 2008 May; 34 (5): 957–
962. doi: 10.1007/s00134-008-1017-8. Epub 2008 Feb 5.

3.	 Uemura S, Soeda T, Sugawara Y, Ueda T, Watanabe M, 
Saito Y. Assessment of Coronary Plaque Vulnerability 
with Optical Coherence Tomography. Acta Cardiologica 
Sinica. 2014 Jan; 30 (1): 1–9.

4.	 Созыкин АВ, Никитин АЭ, Шлыков АВ, Новикова НА, 
Кузьмина ИВ, Эртман ВГ и др. Поражение ствола 
левой коронарной артерии при стабильной ишеми-
ческой болезни сердца: возможности оптической ко-
герентной томографии в выборе врачебной тактики 
и оптимизации интервенционного лечения. Эндовас-
кулярная хирургия. 2018; 5 (4): 402–409. Sozykin AV, 
Nikitin AE, Shlykov AV, Novikova NA, Kuz’mina IV, Ert-
man VG et al. Left main coronary artery disease: oppor-
tunities of optical coherence tomography in the choice 
of treatment strategy and optimization of percutaneous 
coronary interventions. Russian Journal of Endovascu-
lar Surgery. 2018; 5 (4): 402–409. doi: 10.24183/2409-
4080-2018-5-4-402-409.

5.	 Kume T, Uemura S. Current clinical applications of co-
ronary optical coherence tomography. Cardiovascular 
intervention and therapeutics. 2018 Jan; 33 (1): 1–10. 
doi: 10.1007/s12928-017-0483-8.

6.	 Suh WM, Seto AH, Margey RJ, Cruz-Gonzalez I, Jang IK. 
Intravascular detection of the vulnerable plaque. Circu-



127

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

lation. Cardiovascular imaging. 2011 Mar; 4 (2): 169–
178. doi: 10.1161/CIRCIMAGING.110.958777.

7.	 Huang D, Swanson EA, Lin CP, Schuman JS, Stin-
son WG, Chang W et al. Optical coherence tomography. 
Science. 1991 Nov 22; 254 (5035): 1178–1181.

8.	 Jang IK, Bouma BE, Kang DH, Park SJ, Park SW, 
Seung KB et al. Visualization of coronary atherosclerotic 
plaques in patients using optical coherence tomography: 
comparison with intravascular ultrasound. Journal of the 
American College of Cardiology. 2002 Feb 20; 39 (4): 
604–609.

9.	 Prati F, Regar E, Mintz GS, Arbustini E, Di Mario C, 
Jang IK et al. Expert’s OCT Review Document. Expert 
review document on methodology, terminology, and cli-
nical applications of optical coherence tomography: phy-
sical principles, methodology of image acquisition, and 
clinical application for assessment of coronary arteries 
and atherosclerosis. European heart journal. 2010 Feb; 
31 (4): 401–415. doi: 10.1093/eurheartj/ehp433.

10.	 Prati F, Guagliumi G, Mintz GS, Costa M, Regar E, Aka-
saka T et al. Expert’s OCT Review Document. Expert 
review document part 2: methodology, terminology and 
clinical applications of optical coherence tomography 
for the assessment of interventional procedures. Euro-
pean heart journal. 2012 Oct; 33 (20): 2513–2520. doi: 
10.1093/eurheartj/ehs095.

11.	 Räber L, Mintz GS, Koskinas KC, Johnson TW, Holm NR, 
Onuma Y et al. ESC Scientific Document Group. Clini-
cal use of intracoronary imaging. Part 1: guidance and 
optimization of coronary interventions. An expert con-
sensus document of the European Association of Percu-
taneous Cardiovascular Interventions. European heart 
journal. 2018 Sep 14; 39 (35): 3281–3300. doi: 10.1093/
eurheartj/ehy285.

12.	 Sinclair H, Bourantas C, Bagnall A, Mintz GS, Kunadi-
an V. OCT for the identification of vulnerable plaque in 
acute coronary syndrome. Journal of the American Col-
lege of Cardiology cardiovascular imaging. 2015 Feb; 8 
(2): 198–209. doi: 10.1016/j.jcmg.2014.12.005.

13.	 Boi A, Jamthikar AD, Saba L, Gupta D, Sharma A, Loi B 
et al. A survey on coronary atherosclerotic plaque tissue 
characterization in intravascular optical coherence tomo-
graphy. Current atherosclerosis reports. 2018 May 21; 
20 (7): 33. doi: 10.1007/s11883-018-0736-8.

14.	 Yonetsu T, Jang IK. Advances in intravascular imaging: 
new insights into the vulnerable plaque from imaging 
studies. Korean circulation journal. 2018 Jan; 48 (1): 
1–15. doi: 10.4070/kcj.2017.0182.

15.	 Zheng G, Chen J, Lin C, Huang X, Lin J. Effect of sta-
tin therapy on fibrous cap thickness in coronary plaques 
using optical coherence tomography: a systematic review 
and meta-analysis. Journal of interventional cardiology. 
2015 Dec; 28 (6): 514–522. doi: 10.1111/joic.12245.

16.	Komukai K, Kubo T, Kitabata H, Matsuo Y, Ozaki Y, 
Takarada S et al. Effect of atorvastatin therapy on fib-
rous cap thickness in coronary atherosclerotic plaque as 
assessed by optical coherence tomography: the EASY-
FIT study. Journal of the American College of Cardio-

logy. 2014 Dec 2; 64 (21): 2207–2217. doi: 10.1016/j.
jacc.2014.08.045.

17.	Самойленко ВВ, Шевченко ОП, Бурцев ВИ. Приме-
нение статинов в периоперационном периоде с по-
зиций доказательной медицины. Рациональная фар-
макотерапия в кардиологии. 2014; 10 (5): 548–553. 
Samoylenko VV, Shevchenko OP, Burtsev VI. Statins use 
in the perioperative period according to the evidence-
based medicine. Ration Pharmacother Cardiol. 2014; 10 
(5): 548–553.

18.	 Xing L, Higuma T, Wang Z, Aguirre AD, Mizuno K, Ta-
kano M et al. Clinical significance of lipid-rich plaque 
detected by optical coherence tomography: a 4-year fol-
low-up study. Journal of the American College of Cardi-
ology. 2017 May 23; 69 (20): 2502–2513. doi: 10.1016/j.
jacc.2017.03.556.

19.	Kume T, Okura H, Yamada R, Koyama T, Fukuhara K, 
Kawamura A et al. Detection of plaque neovasculariza-
tion by optical coherence tomography: ex vivo feasibili-
ty study and in vivo observation in patients with angina 
pectoris. The Journal of invasive cardiology. 2016 Jan; 
28 (1): 17–22.

20.	Nakamura S, Inami S, Murai K, Takano M, Takano H, 
Asai K et al. Relationship between cholesterol crystals 
and culprit lesion characteristics in patients with stable 
coronary artery disease: an optical coherence tomogra-
phy study. Clinical research in cardiology : official jour-
nal of the German Cardiac Society. 2014 Dec; 103 (12): 
1015–1021. doi: 10.1007/s00392-014-0748-5.

21.	Dai J, Tian J, Hou J, Xing L, Liu S, Ma Let al. Asso-
ciation between cholesterol crystals and culprit lesion 
vulnerability in patients with acute coronary syndrome: 
An optical coherence tomography study. Atherosclero-
sis. 2016 Apr; 247: 111–117. doi: 10.1016/j.atheroscle-
rosis.2016.02.010.

22.	 Arbustini E, Dal Bello B, Morbini P, Burke AP, Boc-
ciarelli M, Specchia G et al. Plaque erosion is a major 
substrate for coronary thrombosis in acute myocardial 
infarction. Heart. 1999 Sep; 82 (3): 269–272.

23.	 Virmani R, Kolodgie FD, Burke AP, Farb A, Schwartz SM. 
Lessons from sudden coronary death: a comprehensive 
morphological classification scheme for atherosclerotic 
lesions. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular bio-
logy. 2000 May; 20 (5): 1262–1275. doi: 10.1161/01.
ATV.20.5.1262.

24.	Dai J, Xing L, Jia H, Zhu Y, Zhang S, Hu S et al. In vivo 
predictors of plaque erosion in patients with ST-segment 
elevation myocardial infarction: a clinical, angiographi-
cal, and intravascular optical coherence tomography stu-
dy. European heart journal. 2018 Jun 7; 39 (22): 2077–
2085. doi: 10.1093/eurheartj/ehy101.

25.	 Tölle M, Reshetnik A, Schuchardt M, Höhne M, van der 
Giet M. Arteriosclerosis and vascular calcification: cau-
ses, clinical assessment and therapy. European journal 
of clinical investigation. 2015 Sep; 45 (9): 976–985. doi: 
10.1111/eci.12493.

26.	Ong DS, Lee JS, Soeda T, Higuma T, Minami Y, Wang Z 
et al. Coronary calcification and plaque vulnerability: an 
optical coherence tomographic study. Circulation. Car-



128

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ 	 том XXI   № 4–2019

diovascular imaging. 2016 Jan; 9 (1). pii: e003929. doi: 
10.1161/CIRCIMAGING.115.003929.

27.	Chin CY, Matsumura M, Maehara A, Zhang W, Lee CT, 
Yamamoto MH et al. Coronary plaque characteristics in 
hemodialysis-dependent patients as assessed by optical 
coherence tomography. The American journal of cardi-
ology. 2017 May 1; 119 (9): 1313–1319. doi: 10.1016/j.
amjcard.2017.01.022.

28.	Munnur RK, Nerlekar N, Wong DT. Imaging of coronary 
atherosclerosis in various susceptible groups. Cardiova-
scular diagnosis and therapy. 2016 Aug; 6 (4): 382–395. 
doi: 10.21037/cdt.2016.03.02.

29.	Kato K, Yonetsu T, Jia H, Abtahian F, Vergallo R, Hu S et 
al. Nonculprit coronary plaque characteristics of chronic 
kidney disease. Circulation. Cardiovascular imaging. 
2013 May 1; 6 (3): 448–456. doi: 10.1161/CIRCIMA-
GING.112.000165.

30.	Dai J, Xing L, Hou J, Jia H, Hu S, Tian J et al. Chronic 
kidney disease predicts coronary plaque vulnerability: 
an optical coherence tomography study. Coronary ar-
tery disease. 2017 Mar; 28 (2): 135–144. doi: 10.1097/
MCA.0000000000000452.

31.	 Sugiyama T, Kimura S, Ohtani H, Yamakami Y, Koji-
ma K, Sagawa Y et al. Impact of chronic kidney disease 
stages on atherosclerotic plaque components on optical 
coherence tomography in patients with coronary artery 
disease. Cardiovascular intervention and therapeutics. 
2017 Jul; 32 (3): 216–224. doi: 10.1007/s12928-016-
0408-y.

32.	Minami Y, Wang Z, Aguirre AD, Ong DS, Kim CJ, Ue-
mura S et al. Clinical predictors for lack of favorable 
vascular response to statin therapy in patients with co-
ronary artery disease: a serial optical coherence tomo-

graphy study. Journal of the American Heart Associ-
ation. 2017 Nov 1; 6 (11). pii: e006241. doi: 10.1161/
JAHA.117.006241.

33.	 Aoki J, Ikari Y. Cardiovascular disease in patients with 
end-stage renal disease on hemodialysis. Annals of va-
scular diseases. 2017 Dec 25; 10 (4): 327–337. doi: 
10.3400/avd.ra.17-00051.

34.	Karimi Galougahi K, Zalewski A, Leon MB, Karmpa-
liotis D, Ali ZA. Optical coherence tomography-guided 
percutaneous coronary intervention in pre-terminal chro-
nic kidney disease with no radio-contrast administration. 
European heart journal. 2016 Apr 1; 37 (13): 1059. doi: 
10.1093/eurheartj/ehv667.

35.	 Azzalini L, Mitomo S, Hachinohe D, Regazzoli D, Co-
lombo A. Zero-contrast percutaneous coronary interven-
tion guided by dextran-based optical coherence tomogra-
phy. The Canadian journal of cardiology. 2018 Mar; 34 
(3): 342.e1–342.e3. doi: 10.1016/j.cjca.2017.11.008.

36.	Koga S, Ikeda S, Nakata T, Kawano H, Abe K, Maemu-
ra  K. Diverse findings in calcified thrombus between 
histopathology and in vivo imaging including intrava-
scular ultrasound, optical coherence tomography, and 
angioscopy. International heart journal. 2015; 56 (6): 
661–663. doi: 10.1536/ihj.15-117.

37.	Ozaki Y, Kitabata H, Tsujioka H, Hosokawa S, Kashiwa-
gi M, Ishibashi K et al. Comparison of contrast media 
and low-molecular-weight dextran for frequency-do-
main optical coherence tomography. Circulation jour-
nal: official journal of the Japanese Circulation Society. 
2012; 76 (4): 922–927.

Статья поступила в редакцию 10.10.2019 г.
The article was submitted to the journal on 10.10.2019



129

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

DOI: 10.15825/1995-1191-2019-4-129-133

Модификация кислотного иона в составе 
диализирующей жидкости
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Диализирующая жидкость (ДЖ) помимо основных электролитов – натрия, калия, кальция и магния – 
содержит буфер, необходимый для коррекции ацидоза. С целью предупреждения преципитации солей 
кальция и магния в ДЖ добавляется небольшое количество кислоты. В течение многих лет для этой цели 
использовалась уксусная кислота. Согласно данным ряда исследований, ион ацетата даже в небольшой 
концентрации может вызывать ряд нежелательных явлений. Это артериальная гипотензия, выработка 
провоспалительных цитокинов и др. Целью данного обзора литературы является рассмотрение альтерна-
тивных кислотных компонентов ДЖ, таких как лимонная, соляная, янтарная кислоты, их преимуществ, 
возможности и особенностей применения в широкой клинической практике.
Ключевые слова: диализирующая жидкость, ацетат, цитрат, гидрохлорид, сукцинат.
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Dialysis fluid (DF) contains a buffer for the correction of acidosis in addition to the main electrolytes – sodium, 
potassium, calcium and magnesium. To prevent calcium and magnesium precipitation, a small amount of acid 
is added to DF. Traditionally, acetic acid has been used for this purpose. According to a number of studies, an 
acetate ion, even in small concentrations, can cause a number of adverse events. This is arterial hypotension, the 
production of pro-inflammatory cytokines, etc. The aim of this review to consider alternative acid components 
of DF, such as citric, hydrochloric, succinic acids; their advantages, possibilities and features of application in 
wide clinical practice.
Key words: dialysis fluid, acetate, citrate, hydrochloride, succinate.
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Введение
Во время гемодиализа кровь пациента через мем-

брану контактирует с диализирующей жидкостью; 
трансмембранный обмен веществами является ос-
новным физическим механизмом, составляющим 
сущность метода. Диализирующая жидкость (ДЖ) 
содержит основные электролиты, эквилибрирован-
ные по концентрациям с плазмой человека, – натрий, 
калий, кальций и магний (в виде хлоридов), а также 
буфер, предназначенный для коррекции ацидоза. 
Поскольку почечная недостаточность характеризу-
ется дефицитом основной буферной системы – би-
карбоната, прямое восполнение его дефицита в ходе 
сеанса лечения является оптимальным, соответствен-
но, ДЖ содержит бикарбонат в концентрации, пре-

вышающей физиологическую (около 32 ммоль/л). 
Для предотвращения выпадения солей жесткости – 
карбонатов кальция и магния, а также для приведе-
ния показателя рН к физиологическим значениям 
бикарбонатная ДЖ требует стабилизации. На заре 
развития гемодиализной техники данная проблема 
решалась путем насыщения ДЖ углекислотой за счет 
пропускания через нее углекислого газа (рис. 1).

Из-за технической сложности такого подхода с 
внедрением программного гемодиализа бикарбо-
натный буфер ДЖ был заменен на ацетатный. Ис-
пользование стабильного ацетатного диализата, 
приготовляемого из однокомпонентного концентра-
та, существенно упростило техническое осущест-
вление гемодиализа. Однако с клинической точки 
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зрения применение ацетатного буфера оказалось 
неблагоприятным. При отсутствии в ДЖ бикарбо-
ната отмечалось падение его концентрации в плазме 
пациентов после начала диализа, а отсутствие доста-
точного напряжения углекислоты в растворе вызы-
вало гипоксемию. Кроме того, высокая ацетатемия, 
прогрессирующая в ходе гемодиализа, осложнялась 
многочисленными эпизодами интрадиализной гипо-
тензии, связанной с периферической вазодилятаци-
ей [1] и снижением сократимости миокарда. В ре-
зультате в рутинную практику гемодиализа с 80-х 
годов ХХ века стал возвращаться бикарбонатный 
буфер. Проблема стабилизации ДЖ была решена 
разделением диализного концентрата на два компо-

нента, один из которых содержал бикарбонат натрия, 
а во второй добавлялась кислота. При смешивании 
в пропорциональной системе часть бикарбонатных 
ионов вступает в реакцию с водородными ионами, 
что позволяет добиться достаточного напряжения 
углекислоты и стабилизировать кислотность ДЖ 
на уровне, предотвращающем преципитацию солей 
кальция и магния.

Необходимое пояснение
Таким образом, с химической точки зрения 

единственная кислота, долженствующая присут
ствовать в ДЖ – угольная кислота. Однако вещество 
это имеет крайне низкую температуру плавления и 
отличается высочайшей летучестью при атмосфер-
ном давлении. Для того чтобы получить в растворе 
угольную кислоту, необходимо или насытить жид-
кость углекислым газом (рис. 2, а), или получить 
углекислоту в химической реакции бикарбоната с 
протонами, как это и происходит в современных ап-
паратах для гемодиализа (рис. 2, б).

Именно необходимость доставления водородных 
ионов в ДЖ обусловливает необходимость добавле-
ния в нее той или иной кислоты. Отрицательный же 
ион в составе кислоты – лишь добавка, с которой 
приходится мириться, при этом данный ион, в зави-
симости от его химического состава, может играть 
как положительную, так и отрицательную роль, по-
падая в организм пациента.

Рис. 1. Стабилизация бикарбонатной диализирующей жидкости углекислым газом в одной из первых систем гемоди-
ализа (искусственная почка Kolff – Brigham, 1948)

Fig. 1. Stabilization of bicarbonate dialysis fluid with carbon dioxide in Kolff – Brigham artificial kidney, 1948

Рис. 2. Способы получения угольной кислоты в растворе

Fig. 2. Carbonic acid producing in solution

а б



131

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

Ацетатный ион
В сравнении с ацетатной ДЖ содержание ацетат-

ного иона в современном бикарбонатном диализате 
на порядок ниже и составляет 3–6 ммоль/л в зависи-
мости от способа закисления ДЖ. В организме па-
циента ацетатный ион метаболизируется в печени и 
мышцах с образованием эквивалентного количества 
бикарбоната. Часть ацетатных ионов конъюгируется 
с коэнзимом А, что требует перехода АТФ в цАМФ. 
Под воздействием цАМФ происходит выработка NO 
и вазодилятация. Кроме того, ацетатный ион сти-
мулирует выработку мощного провоспалительного 
цитокина интерлейкина-1. Четких указаний на кли-
нические последствия влияния следовых количеств 
ацетата не имеется, однако предполагается, что для 
определенных категорий пациентов такое влияние 
небезразлично, что подтверждается результатами не-
которых исследований безацетатных методик [2, 3].

Ион хлора
Поскольку все электролиты в составе ДЖ пред-

ставлены в виде хлоридов, суммарная концентра-
ция ионов хлора весьма высока и составляет около 
108 ммоль/л. Поэтому весьма логичным представ-
ляется использование для закисления ДЖ соляной 
кислоты. Увеличение концентрации ионов хлора на 
3 ммоль/л не может иметь последствий с точки зре-
ния влияния на организм пациента, в то же время 
подобная ДЖ не содержит никаких посторонних ани-
онов, в том числе ацетатного иона. В большом наблю-
дательном исследовании, проведенном во Франции и 
включившем данные более 15 000 пациентов, было 
показано улучшение выживаемости у пациентов 
старше 70 лет, никогда не контактировавших с со-
держащей ацетатный ион ДЖ [4]. Коллектив оте-
чественных авторов [2] показал, что использование 
безацетатного бикарбонатного диализата при мед-
ленном постоянном диализе у пациентов с острым 
повреждением почек после кардиохирургических 
вмешательств позволяло снизить частоту гемоди-
намических осложнений в 3,8 раза в сравнении со 
стандартным бикарбонатным диализатом на основе 
уксусной кислоты. Применение стандартного бикар-
бонатного диализата было сопряжено с повышением 
концентрации ацетатного иона в плазме до 12 раз от 
верхней границы нормы [2].

Широкое внедрение солянокислого концентрата 
в рутинную практику гемодиализа, очевидно, огра-
ничено техническими сложностями, связанными с 
агрессивностью соляной кислоты. Тем не менее на 
сегодняшний день подобные концентраты доступ-
ны, в том числе и на отечественном рынке, и можно 
ожидать увеличения пропорции их использования.

Цитратный ион
Если соляную кислоту в составе ДЖ можно рас-

сматривать как интактную по отношению к метабо-
лическим процессам организма, то при частичном 
или полном замещении уксусной кислоты в ДЖ кис-
лотой лимонной мы вправе ожидать определенных 
положительных последствий. При метаболизме, не 
требующем затрат энергии, 1 ммоль цитрата проду-
цирует 3 ммоля бикарбоната. При этом метаболизм 
цитрата адекватен не только при почечной, но и при 
печеночной недостаточности, что показали исследо-
вания цитратной антикоагуляции при лечении боль-
ных, находящихся в критических состояниях [5–7]. 
Положительное влияние цитрата на переносимость 
физических нагрузок обнаруживалось у здоровых 
волонтеров [8]. В опытах in vitro показано, что цит-
рат вызывает меньшую активацию комплемента и 
гранулоцитов в сравнении с ацетатом [9–11], а так-
же снижает выраженность оксидативного стресса 
[12–14]. Кроме того, с 1914 г. цитрат широко ис-
пользуется в качестве антикоагулянта. Таким обра-
зом, при использовании данного иона в составе ДЖ 
можно закономерно ожидать снижения потребности 
в антикоагуляции в экстракорпоральном контуре, а 
также определенной оптимизации метаболических 
процессов.

В нескольких исследованиях показана возмож-
ность редукции доз гепарина при использовании 
содержащей цитратный ион ДЖ. Так, Sands et al. 
показали, что снижение дозы гепаринизации на треть 
при использовании цитратной ДЖ не увеличивает 
частоты тромбоза экстракорпорального контура и не 
связано со снижением эффективности диализа [15]. 
При сравнении безгепаринового диализа с перио-
дической промывкой экстракорпорального контура 
с диализом, проводимым с цитратной ДЖ, не было 
отмечено различий в частоте тромботических ос-
ложнений [16]. Наиболее обнадеживающие резуль-
таты были получены Aniort et al. При проведении 
гемодиафильтрации on-line без применения антико-
агулянта использование цитратной ДЖ позволило 
в течение 120 сеансов лечения избежать тромбо-
зов экстракорпорального контура [17]. Умеренный 
антикоагулянтный эффект цитрата был обнаружен 
еще в одном исследовании [18]; кроме того, авторы 
отмечали снижение предиализных показателей С-
реактивного белка и β2-микроглобулина, отсутствие 
последиализной гипокальциемии и умеренные кон-
центрации цитратного иона (0,29 ммоль/л при безо-
пасной для регионарной цитратной антикоагуляции 
концентрации = 0,89 ммоль/л). Снижение концентра-
ций С-реактивного белка и β2-микроглобулина было 
отмечено и при использовании цитратной ДЖ для 
гемодиафильтрации [19]. Kuragano et al. в течение 
4 месяцев после перевода 29 пациентов на лечение 
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диализом с цитратной ДЖ отмечали нормализацию 
предиализного уровня бикарбоната у больных с ис-
ходно низким его уровнем, снижение потребности в 
эритропоэзстимулирующих препаратах и повыше-
ние концентрации альбумина. Все положительные 
изменения исчезали после возврата пациентов на 
лечение стандартным диализом с содержащей аце-
тат ДЖ [20]. Лучшая коррекция КОС при использо-
вании ДЖ на основе лимонной кислоты отмечена 
в нескольких исследованиях [21–23]. Кроме того, 
авторы отмечают закономерное снижение последи-
ализной концентрации ионизированного кальция, и 
соответственно, определенный рост уровня парати-
реоидного гормона. Подобные наблюдения нельзя 
назвать универсальными, так как в уже упомянутом 
исследовании Panichi et al. [18], где концентрация 
кальция в ДЖ составляла 1,5 ммоль/л, гипокальци-
емия не обнаруживалась. Клинические последствия 
хелатирующей способности цитрата по отношению 
к ионам кальция пока не ясны, некоторые авторы 
высказывают предположение о необходимости пе-
ресмотра стандартных концентраций кальция и маг-
ния в условиях применения ДЖ на основе лимонной 
кислоты [21].

Сукцинат (янтарная кислота)
В России в течение нескольких лет промышленно 

производится кислотный компонент бикарбонатного 
концентрата, в котором уксусная кислота частично, 
а в последние годы – полностью замещена янтар-
ной кислотой. При использовании данной прописи 
концентрата в клинике отмечались снижение пре-
диализной концентрации натрия и систолического 
артериального давления наряду с уменьшением 
междиализной гидратации и выраженности инт-
радиализной гипотензии; кроме того, наблюдался 
умеренный рост концентрации гемоглобина. Авто-
ры связывают подобные эффекты с воздействием 
сукцината на процессы ангиогенеза, что позволяет 
мобилизовать осмотически неактивные ионы натрия 
и сделать их доступными для выведения в ходе гемо-
диализа [24]. К сожалению, опыт использования ДЖ 
на основе сукцината и публикации на данную тему 
весьма скудны и ограничены только отечественными 
источниками.

Заключение
Диализирующая жидкость наряду с диализной 

мембраной составляют основу системы гемодиализа, 
определяющую закономерности переноса веществ в 
ходе сеансов лечения. Однако в то время как изуче-
нию свойств диализных мембран и их влиянию на 
результаты диализной терапии посвящено множество 
исследований, данные относительно диализной жид-
кости существенно менее объемны. В определенной 
степени это можно объяснить широким внедрением 

систем централизованной подачи диализных кон-
центратов, при использовании которых клиницисты 
ограничены, как правило, выбором всего из двух про-
писей. Тем не менее устранение ацетатного иона из 
диализата за счет использования соляной кислоты 
не требует каких-либо изменений существующей 
практики диализных центров. Учитывая постоянную 
тенденцию к увеличению возраста и коморбидности 
диализных пациентов, подобная конверсия представ-
ляется весьма актуальной. Отработка показаний к 
использованию цитратного диализата и определе-
ние его оптимального состава требуют дальнейших 
исследований.

Таким образом, процесс вытеснения ацетатного 
иона из состава рутинно использующейся диализи-
рующей жидкости, начатый с повсеместного отка-
за от однокомпонентного ацетатного концентрата, 
продолжается в настоящее время. Для того чтобы 
сделать это движение более активным и осмыслен-
ным, требуется интенсифицировать исследования в 
данном направлении.
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Перспективы применения сперматогониальных 
стволовых клеток при лечении мужской 
инфертильности
Н.Н. Скалецкий, Г.Н. Скалецкая, В.И. Севастьянов
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Сперматогониальные стволовые клетки, которые существуют в семенниках с рождения, являются клет-
ками-предшественниками мужских гамет. Эти клетки не способны продуцировать зрелые сперматозоиды 
до половой зрелости из-за их зависимости от гормональных стимулов. Эта особенность репродуктивной 
системы позволяет сохранять фертильность только мужчинам, которые способны производить эякулят. 
Поэтому при угрозе потери фертильности вследствие применения противоракового лечения стандартным 
является криоконсервация спермы. Этой возможности лишены неполовозрелые мальчики с онкологиче
скими заболеваниями, которым назначают токсическую для их репродуктивной системы химиотерапию. 
В настоящем обзоре основное внимание уделяется проблеме получения и сохранения сперматогониаль-
ных стволовых клеток для будущей трансплантации с целью восстановления сперматогенеза. Разработка 
этих методов становится все более актуальной в связи с ростом за последние десятилетия выживаемости 
детей с онкологическими заболеваниями благодаря улучшению диагностики и эффективности лечения. 
Восстановление и сохранение фертильности с помощью сперматогониальных стволовых клеток может 
быть у таких пациентов безальтернативным вариантом.
Ключевые слова: сперматогониальные стволовые клетки, фертильность, культивирование клеток.

Prospects for application of spermatogonial stem 
cells in the treatment of male infertility
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V.I. Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs of the Ministry 
of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Spermatogonial stem cells, which exist in the testicles since birth, are progenitors cells of male gametes. These 
cells are not able to produce mature sperm cells before puberty due to their dependency of hormonal stimuli. This 
peculiarity of the reproductive system limits the preservation of fertility only to males who are able to produce an 
ejaculate. Therefore, in case of threat of loss of fertility due to the use of anticancer treatment, cryopreservation of 
sperm is standard. This possibility is denied to deficient boys with cancer, who are prescribed toxic chemotherapy 
for their reproductive system. This review focuses on the problem of producing and preserving spermatogonial 
stem cells for the purpose of future transplantation to restore spermatogenesis. The development of these methods 
is becoming increasingly relevant due to the increase in the survival rate of children with cancer over the past 
decades due to improved diagnosis and effectiveness of treatment. The restoration and preservation of fertility 
through the use of spermatogonial stem cells may be an unopposed option in such patients.
Key words: spermatogonial stem cells, fertility, сell culture.
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ВВЕДЕНИЕ
Лечение мужского бесплодия является актуаль-

ной проблемой, решение которой имеет не только 
медицинское и психосоциальное значение, но и в 

определенной мере способно повлиять на будущее 
той или иной нации. Правильное понимание патоло-
гических процессов, лежащих в основе нарушений 
фертильности, крайне важно, так как к нарушению 
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количественных и качественных параметров спер-
мы приводят различные этиологические факторы и 
патогенетические механизмы. Согласно статисти-
ческим оценкам, более 8% мужчин репродуктивного 
возраста обращаются за медицинской помощью по 
поводу бесплодия. Среди половины субфертильных 
(со сниженной плодовитостью) пар мужской фак-
тор является основной причиной, и примерно у 12% 
субфертильных мужчин выявляются тяжелые формы 
олигозооспермии или азооспермии. При олигозоо
спермии сперматозоиды в сперме мужчины содер-
жатся в меньшем количестве, чем это необходимо для 
нормального оплодотворения. К снижению количес-
тва сперматозоидов в эякуляте могут привести гене-
тические нарушения, воспалительные, эндокринные 
и инфекционные заболевания, злоупотребление алко-
голем и наркотиками, радиация или прием некоторых 
препаратов с гонадотоксическим побочным эффек-
том, отравление тяжелыми металлами и углекислым 
газом. Азооспермия – это отсутствие сперматозоидов 
в эякуляте. Встречаются два типа данной патологии: 
обструктивная и необструктивная. При обструктив-
ной азооспермии сперматозоиды не могут попасть в 
семенную жидкость из-за нарушения проходимости 
или отсутствия семявыводящих протоков. Поражать-
ся могут также протоки, находящиеся в придатках 
яичка. К обструкции протоков иногда приводят раз-
личные инфекционные и воспалительные заболева-
ния, травмы, варикоцеле или врожденные аномалии 
строения мочеполовой системы. Необструктивная 
азооспермия возникает в результате эндокринных 
и генетических заболеваний, после радиационного 
облучения, при некоторых нарушениях обмена ве-
ществ (сахарный диабет), онкологических заболева-
ниях. В лечении большинства случаев азооспермии, 
особенно ее необструктивных форм, генетически 
обусловленных, могут быть использованы в качест-
ве приоритетных вспомогательные репродуктивные 
технологии, ставящие своей целью восстановление 
качественных и количественных параметров спермы 
или обеспечение процесса созревания сперматозои-
дов в условиях ex vivo. В связи с этим возможность 
получения зрелых сперматозоидов в необходимом 
количестве путем манипуляций in vitro дает надежду 
мужчинам с тяжелыми нарушениями сперматогенеза 
достичь биологического отцовства.

Сперматогониальные стволовые клетки (ССК), 
которые уже присутствуют при рождении, являются 
стволовыми клетками семенника [1, 2]. Эти клетки 
не способны продуцировать зрелые сперматозоиды 
до половой зрелости, которая наступает на фоне со-
ответствующих гормональных стимулов. Эта био-
логическая характеристика репродуктивной систе-
мы обеспечивает сохранение фертильности только 
у мужчин, которые способны производить эякулят, 
потому что стандартной процедурой, как правило, 

гарантирующей в будущем реализацию отцовства, 
является криоконсервация спермы [3–5]. Это воз-
можность становится крайне актуальной у мужчин, 
подвергшихся токсическому воздействию на их реп-
родуктивную систему химиотерапии и облучения, 
проводимых по поводу рака, и приводящих к бес-
плодию [2, 6].

За последние десятилетия показатели выжива-
емости при онкологических заболеваниях у детей 
выросли благодаря улучшению диагностики и более 
эффективному лечению [4]. При этом противорако-
вая терапия зачастую оказывает губительное дейс-
твие на репродуктивную систему неполовозрелых 
мальчиков, у которых проведение предварительно-
го консервирования спермы невозможно ввиду ее 
отсутствия. В настоящее время разрабатываемым 
вариантом восстановления сперматогенеза после 
проведения химиотерапии у мальчиков до половой 
зрелости является криоконсервация ткани семенника 
для будущего извлечения ССК и их трансплантации. 
Надежду на успех в этом направлении дают факты 
восстановления сперматогенеза у животных после 
трансплантации им ССК [7–11]. Разработка техноло-
гии аутологичной трансплантации ССК, способных 
дифференцироваться в зрелые сперматозоиды, будет 
иметь большое значение для практической медици-
ны [12]. В результате успешного проведения необ-
ходимых исследований по получению, хранению и 
трансплантации ССК возможность обладать фер-
тильностью станет доступной для неполовозрелых 
мальчиков с онкологическими заболеваниями [3]. 
Ниже описываются основы получения (выделения), 
идентификации и культивирования ССК in vitro с 
целью их пролиферации. Оцениваются перспективы 
использования ССК для обеспечения фертильности 
у мальчиков в препубертате.

ВЫДЕЛЕНИЕ СПЕРМАТОГОНИАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Как правило, исследования по выделению клеток 
основываются на их способности к самообновле-
нию [13, 14] и оптимизации процедур, повышающих 
чистоту получаемых CCK, прежде всего путем недо-
пущения их контаминации другими типами клеток. 
Как правило, CCK выделяют с помощью фермента-
тивного переваривания, которое обычно включает 
комбинацию ферментов, таких как коллагеназа, трип-
син и ДНКаза [15]. Для получения наиболее чистой 
популяции ССК были разработаны различные мето-
ды, такие как морфологический отбор, связанный с 
дифференциальным осаждением, отбор внеклеточ-
ного матрикса, флюоресцентно-активированная сор-
тировка клеток (FACS) и магнитно-активированная 
сортировка клеток (MACS).
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Селекция ССК с помощью морфологического 
метода является самой простой и недорогой, однако 
она имеет самую низкую эффективность [16]. По
скольку этот метод основан на ферментативном вы-
делении клеток с последующим их осаждением в 
разное время, получающиеся образцы оказываются 
контаминированными различными типами тестику-
лярных клеток, такими как клетки Сертоли, клетки 
Лейдига, миоидные клетки, а также фибробласта-
ми [16, 17]. Эти клетки в определенной мере могут 
выделять факторы роста, гормоны и элементы вне-
клеточного матрикса и таким образом вмешивать-
ся в самообновление и пролиферацию ССК in vitro 
[17]. Селекция на основе внеклеточного матрикса 
использует различные внеклеточные белки, такие 
как ламинин и фибронектин, чтобы стимулировать 
адгезию ССК. Эти субстраты способны связывать 
другие компоненты внеклеточного матрикса, и они 
широко используются в культуре клеток in vitro для 
содействия прикрепления клеток и стимуляции их 
пролиферации [18]. Поскольку ССК имеют слабый 
потенциал адгезии, необходимо способствовать их 
прикреплению путем покрытия субстратами для под-
держания их жизнеспособности in vitro [18]. Попу-
ляция ССК высокой чистоты может быть получена с 
использованием сортировочных анализов, таких как 
FACS и MACS. Хотя описанные методы в принципе 
могут обеспечить клеточную популяцию высокой 
чистоты, они имеют недостатки из-за ресурсоемкос-
ти процедур и технических сложностей, которые не-
редко приводят к низкой продукции и недостаточной 
жизнеспособности клеток [15, 18].

Для получения высокочистых клеточных суспен-
зий целесообразно использовать комбинацию раз-
личных способов выделения ССК и искать новые 
методические подходы. Как показал анализ приме-
няемых протоколов, большинство из них предус-
матривает дифференциальное высевание исходной 
клеточной суспензии для устранения других типов 
тестикулярных клеток. Этот метод разделяет клетки 
в соответствии с их отличительными особенностями 
прикрепления. Клетки высевают непосредственно в 
чашки для культуры тканей или чашки с матричным 
покрытием с использованием желатина, ламинина, 
фибронектина или коллагена [16, 17]. Недавнее ис-
следование показало эффективное удаление конта-
минированных клеток и высокой чистоты отбор ССК 
с использованием двухстадийной очистки. Сначала 
собранные ССК культивировали на соматических 
клетках и клетках Сертоли, а после отделения клетки 
очищали центрифугированием в градиенте плотнос-
ти бычьего сывороточного альбумина. Этот способ 
позволил удалить большую часть ненужных клеток, 
и чистота клеточной суспензии ССК достигла более 
91,5% [18].

Учитывая, что основной целью выделения, куль-
тивирования и трансплантации ССК является сохра-
нение и восстановление фертильности, а также то, 
что большинство пациентов, которые получат пользу 
от трансплантации ССК, в момент биопсии яичек 
больны раком, необходимо устранить риск повтор-
ного введения злокачественных клеток. Достиже-
ние высокой чистоты популяций ССК путем опре-
деленного сочетания выявленных положительных 
и отрицательных маркеров отбора следует признать 
необходимым для исключения злокачественной кон-
таминации (1). Несмотря на это, пока не удалось с 
достаточной уверенностью идентифицировать ком-
бинацию положительных и отрицательных маркеров 
для получения чистой суспензии ССК [19]. Однако 
недавнее исследование показало, что при сочетании 
CD90 (положительный маркер) и CD45 (отрицатель-
ный маркер) суспензия зародышевых клеток оказы-
валась свободной от раковых клеток [12].

КУЛЬТИВИРОВАНИE СПЕРМАТОГОНИАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК IN VITRO

Как и в случае стволовых клеток во многих тканях, 
доля ССК по сравнению с окружающими соматиче
скими клетками существенно ниже. У мышей ССК, 
находящиеся в эпителии семенных канальцев, со-
ставляют лишь около 0,03% всех клеток семенника 
[12, 20]. Чтобы получить достаточное для будущей 
аутотрансплантации количество ССК, нужно искус-
ственно увеличить их массу с учетом того, что объем 
семенника взрослого мужчины приблизительно в 
60 раз больше, чем величина биоптата, взятого у не-
половозрелого мальчика. В таблице приведены этап-
ные работы по получению ССК и их трансплантации.

Успешная долгосрочная пролиферация ССК in 
vitro была впервые продемонстрирована у мышей и 
крыс [21–27]. Показано, что при культивировании ко-
личество ССК грызунов может экспоненциально уве-
личиваться, и они способны сохранять свой биологи-
ческий потенциал для продуктивного сперматогенеза 
и восстановления фертильности после пересадки в 
семенники бесплодных мышей-реципиентов [9, 10, 
24–28]. Затем было сообщено о сохранении ССК 
нечеловеческих приматов путем кратковременного 
культивирования [29], а несколько групп сообщили 
как о кратковременном, так и продолжительном куль-
тивировании ССК человека, причем как у взрослых 
мужчин, так и у мальчиков до наступления у них 
половой зрелости [30–36]. В одном из исследова-
ний [30] при культивировании клеток семенников 
человека в течение 64 дней количество ССК увели-
чилось более чем в 18 000 раз.

Культуральная система, разработанная для ССК, 
обычно основана на использовании питательной 
среды, дополненной гормонами и факторами рос-
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та, а также на применении фидерного (питающего) 
слоя соматических клеток [35]. Ключевым фактором 
для большинства клеточных культур является эмб-
риональная сыворотка животных, но она оказалась 
неблагоприятной для пролиферации ССК [25]. Ис-
пользовались различные концентрации сыворотки 
в ростовой среде при культивировании ССК, но ни 
одна из них не была способна усилить их пролифе-
рацию по сравнению со средой без сыворотки [25]. 
Для восполнения нехватки гормонов или факторов 
роста, обеспечиваемых сывороткой, требуется ис-
пользование очищенных белков и добавок [37]. Не-
которые из выявленных факторов роста, необходи-
мых для пролиферации ССК, представляют собой 
нейротрофический фактор, полученный из линии 
глиальных клеток (GDNF), и фактор роста фибро
бластов 2 [14, 26, 38].

Увеличение количества ССК в системе культуры 
in vitro в идеале должно максимально напоминать 
ситуацию in vivo [39]. В условиях in vivo существует 
сложная нишевая среда, где ССК и соматические под-
держивающие клетки взаимодействуют для установ-
ления необходимой внутриклеточной сигнализации. 
Был выявлен ряд факторов, которые требуются для 

поддержания стволовых клеток. Создание искусст-
венной имитации нишевой среды является весьма 
непростой задачей, потому что существует множес-
тво факторов, которые организуют взаимодействие 
между ССК и соматическими клетками, и большинс-
тво из них недостаточно охарактеризованы. Исполь-
зование фидерного (питательного) слоя, состоящего 
из соматических клеток (часто это инактивированные 
мышиные эмбриональные фибробласты, МЭФ) счи-
тается важным для успешного размножения ССК [8, 
40]. Рост сперматогоний на фидерном слое может 
привести к образованию трехмерных агрегатов, на-
зываемых кластерами, которые содержат множество 
типов клеток, включая ССК [41]. С целью увеличе-
ния их количества необходимо обеспечить in vitro 
микроокружениe, максимально близкое нише ССК 
в семенниках [13, 39]. Ниша ССК состоит из раз-
личных опорных клеток, таких как клетки Сертоли, 
перитубулярные, миоидные и Лейдига [18]. Однако 
ферментативная обработка с целью диссоциации тка-
ни и выделения клеток разрушает целостность столь 
важного микроокружения. Использование фидерного 
слоя оказывает положительное влияние на подде-
ржание ССК, поскольку содержащиеся в нем клетки 

Таблица
Основные достижения в разработке получения ССК in vitro с целью их применения 

для восстановления фертильности
Major advances in the development of in vitro SSC production 

for fertility recovery applications
Год Авторы Наиболее значимые исследования Вид

1971 Huckins Модель обновления и дифференциации сперматогонии и выявление 
сперматогониальных стволовых клеток (ССК) Крыса

1994 Brinster and Avarbock Первая успешная трансплантация тестикулярных клеток от одной мыши 
к другой, появление потомства от донора Mышь

1998 Nagano et al. Поддержание in vitro ССК в течение 4 месяцев с использованием 
фидерного слоя из соматических клеток Mышь

1999 Schlatt et al. Ксенотрансплантация суспензии тестикулярных клеток, полученных 
от одного примата, в семенники другого Обезьяна

2002 Nagano et al. Первое сообщение об успешной колонизации клеток в мышиных 
семенниках после ксенотрансплантации человеческих ССК Человек

2003 Kanatsu-Shinohara et al. Пролонгированное размножение SSC in vitro с использованием GDNF 
без иммортализации клеток в культуре Mышь

2005 Keros et al. Доказательство успешной криоконсервации биоптатов семенников 
без снижения их структурной целостности Человек

2005 Kanatsu-Shinohara et al. Длительное размножение ССК в среде без сыворотки и фидерного слоя Mышь

2009 Sadri-Ardekani et al. Долгосрочное размножение in vitro ССК, полученных из семенников 
взрослых, с сохранением функциональных возможностей Человек

2011 Sadri-Ardekani et al. Долгосрочное размножение ССК, полученных из неполовозрелых 
семенников, с сохранением их функции Человек

2012 Hermann et al.
Продуцирование неполовозрелыми макаками, подвергнутыми 
аутотрансплантации ССК, функционально-активной спермы, способной 
оплодотворять ооциты

Обезьяна

2014 Langenstroth et al. Разделение соматических и зародышевых клеток для создания 
культур ССК Обезьяна

2018 Sharma et al. Дифференцировка ксенотрансплантированных ССК мартышек 
в зависимости от пола и фертильности мышей-реципиентов Обезьяна
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продуцируют факторы роста и цитокины, которые 
способствуют кондиционированию среды  [8, 42–
44]. Аналогичным образом фидерный слой (MЭФ) 
обеспечивает удобную поверхность для присоедине-
ния ССК. Как и любой другой тип клеток, они непос-
редственно зависят от топографии, шероховатости и 
жесткости субстратов [45, 46]. Применение ряда при-
емов, улучшающих условия культивирования ССК, 
позволило обеспечить длительное увеличение пула 
клеток, полученных из различных штаммов мышей 
разных возрастных групп. ССК сохраняли недиф-
ференцированность в течение 6 месяцев без потери 
функции и способности к восстановлению нормаль-
ного сперматогенеза после трансплантации [26]. Од-
нако клиническое применение ССК требует разра-
ботки систем культивирования без ксеногенных и 
фидерных культуральных систем, чтобы избежать 
патогенной контаминации [47].

ВОЗМОЖНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
СПЕРМАТОГОНИАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ 
КЛЕТОК В БУДУЩЕМ

С конца 1990-х годов стало возможным восста-
новление сперматогенеза в моделях на животных. С 
тех пор достигнут большой прогресс в изучении ха-
рактерных особенностей сперматогониальных ство-
ловых клеток, возможности поддержания их in vitro 
путем разработки культуральных систем [42, 47, 48].

Для будущего клинического применения челове-
ку культуральная среда предпочтительно не должна 
содержать сыворотки, полученной от животных из-
за возникновения возможных зоонозных или ксено-
токсических эффектов. Применение соматических 
клеток, присутствующих в биоптатах семенников, 
способствует поддержанию ССК и может позволить 
обходиться без использования экзогенных клеток, 
находящихся в фидерном слое. С другой стороны, 
можно представить, что культивирование в среде, 
в которой отсутствует сыворотка [49] или некото-
рые факторы роста [40], может повлиять на функ-
цию ССК и привести к уменьшению их потенци-
ала [44]. Вмешательство в культуральные условия 
представляет собой «обоюдоострый меч»: с одной 
стороны, происходит увеличение количества ССК 
за счет добавления определенных факторов, с дру-
гой – возможны нарушения их функциональности 
из-за этих же добавок. Способность модулировать 
условия in vitro, участвующие в контроле самооб-
новления, в противоположность дифференцировке 
сперматогониальных стволовых клеток, может при-
вести к продукции функционально-активных гамет 
in vitro [42]. Эта продукция, связанная с методами 
трансплантации моделей, разработанных на жи-
вотных, людям, позволит изучать молекулярную и 
клеточную биологию дифференцировки мужских 

зародышевых клеток и даст возможность разрабаты-
вать новые терапевтические стратегии в отношении 
бесплодия [16, 42].

Возможность восстановления фертильности у 
мужчин имеет большой потенциал в фундаменталь-
ной и прикладной науке [15, 50]. Развитие культу-
ральных методов может дать будущую надежду на 
сохранение фертильности в случаях без других ва-
риантов, например, у препубертатных пациентов, 
больных раком. Многие клиники уже криоконсерви-
руют ткань яичек от больных раком мужчин. Однако 
следует разработать методы для устранения риска 
повторного введения злокачественных клеток во вре-
мя трансплантации ССК [2].

Кроме того, различные исследования показали, 
что ССК способны дифференцироваться в различ-
ные типы клеток in vitro, такие как кардиомиоциты 
и нервные клетки. Важно отметить, что эти клет-
ки имеют несколько преимуществ по сравнению с 
эмбриональными стволовыми клетками, включая 
отсутствие этических опасений относительно их 
использования и происхождения, и имеют более низ-
кую частоту туморогенеза и иммунного отторжения. 
Основываясь на этих предположениях, сперматого-
ниальные стволовые клетки могут быть одним из 
наиболее перспективных кандидатов для клиничес-
ких применений в области клеточной терапии [23].

Как уже было указано выше, размер биоптата, ко-
торый может быть получен из семенников мальчиков 
в препубертате, относительно мал и может содержать 
небольшое количество ССК. Количество ССК, ко-
торое потребуется для регенерации сперматогенеза 
и достижения фертильности у человека, пока еще 
точно не известно, но разумно предположить, что 
количество ССК должно быть существенно увели-
чено в культуре перед трансплантацией для обеспе-
чения надежного приживления и результативного 
сперматогенеза. Каждая группа исследователей, со-
общающая о культуре ССК человека, использовала 
различные методы для выделения клеток и их культи-
вирования, различные питательные среды и матрич-
ные субстраты [51, 52], различные наборы факторов 
роста и различные методы оценки полученных ре-
зультатов. До недавнего времени ни один метод полу-
чения культур человеческих ССК не был независимо 
тиражирован другой исследовательской группой, и 
это должно произойти для подтверждения истинно-
го успеха и достижения реального прогресса [19]. 
Кроме того, в то время как трансплантация ССК с 
целью регенерации сперматогенеза с использова-
нием функционально-активных сперматозоидов и 
получения потомства является «золотым стандар-
том» оценки качества полученных ССК грызунов, 
не существует эквивалентного анализа ССК челове-
ка. Молекулярные маркеры и ксенотрансплантация 
между людьми и мышами могут быть разумными 
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суррогатными анализами, но пока нет согласования 
с научным сообществом, которое бы позволило про-
водить эксперименты с ССК человека. Возможно, 
осуществление морфогенеза яичек de novo и/или 
использование децеллюляризованных семенников 
помогут создать полноценную модель сперматогене-
за человека и провести необходимые эксперименты.

В определенной степени обобщая описанные в 
настоящем обзоре многочисленные исследования, 
посвященные изучению профилактики и лечения 
мужской инфертильности, можно показать их в виде 
небольшой схемы (рис.) и комментария к ней, кото-
рые представлены ниже [25].

A. Сперматозоиды, полученные из эякулирован-
ной спермы или путем экстракции сперматозоидов 
(TESE) из семенников инфертильных мужчин, могут 
быть использованы для достижения беременности 
путем внутриматочного оплодотворения (IUI), оп-
лодотворения in vitro (ЭКО) или ЭКО с интрацитоп-
лазматической инъекцией спермы (ICSI).

В. При невозможности получения сперматозоидов 
путем биопсии может быть получена ткань яичка, 
содержащая сперматогониальные стволовые клетки 
(SSС). Ткань яичка можно переваривать ферментами 
для получения клеточной суспензии, из которой бла-
годаря культивированию может быть получено зна-
чительное количество ССК, которые, в свою очередь, 
могут быть трансплантированы в семенники паци-
ента. Этот способ способен регенерировать сперма-
тогенез, и возможно, естественную фертильность. 
Гетерогенные суспензии тестикулярных клеток так-
же обладают потенциалом для морфогенеза яичек 
de novo с семенными канальцами и поляризованным 
эпителием, окруженным базальной мембраной с за-
родышевыми клетками внутри и интерстициальными 
клетками снаружи канальцев. Сперма, генерируемая 
в «перестроенных» семенниках, может быть исполь-
зована для оплодотворения яйцеклеток путем ICSI. 
Интактные ткани семенников от препубертатных 
животных могут быть ауто- или ксенотранспланти-

Рис. Стандартные и экспериментальные варианты лечения мужского бесплодия (по K. Gassei, К.Е. Orwig, 2015)

Fig. Standard and experimental treatment options for male infertility (by K. Gassei, K.E. Orwig, 2015)
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рованы под кожу или в мошонку и продуцировать 
зрелую сперму, которая может быть использована 
для оплодотворения яйцеклеток с помощью ICSI. 
Сперма может также генерироваться, когда незрелые 
ткани яичка сохраняются в культуре и используются 
для оплодотворения яйцеклеток с помощью ICSI.

C. Специфичные для пациента индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (iPS) могут быть 
получены из соматических тканей пациента (напри-
мер, кожи или крови) и дифференцированы в зароды-
шевые стволовые клетки (GSC) для дальнейшего их 
введения в семенники пациента. Этот способ может 
иметь потенциал для регенерации сперматогенеза и 
естественной фертильности. Также возможно диф-
ференцировать клетки iPS в сперматозоиды, которые 
можно использовать для оплодотворения яйцеклеток 
путем ICSI.

По-видимому, существенную роль в инициации 
и поддержке научных исследований, посвященных 
профилактике и лечению мужской инфертильности, 
может сыграть помощь со стороны социальных сил. 
Общество начинает осознавать пользу от сохранения 
фертильности у детей и подростков, страдающих 
от онкологических заболеваний и подвергающихся 
гонадотоксической химиотерапии, а также имеющих 
серьезные нарушения сексуального развития [53]. 
Предпринимаются определенные усилия по созда-
нию многопрофильных общественных групп для 
оказания помощи в разработке исследований по 
сохранению фертильности у детей, оценке соот-
ветствующих этических вопросов и необходимых 
материальных затрат. В частности, создан консор-
циум «Онкофертильность», целью которого является 
оказание помощи медицинским работникам в раз-
работке соответствующих программ в учреждени-
ях, не имеющих службы, занимающейся вопросами 
сохранения фертильности у детей [54].
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Современное состояние проблемы и результаты 
ex vivo перфузии донорских сердец
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Центр хирургии аорты, коронарных и периферических артерий,  
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени академика Е.Н. Мешалкина» 
Минздрава России, Новосибирск, Российская Федерация

Больные с терминальной сердечной недостаточностью, рефрактерной к медикаментозной терапии, являют-
ся тяжелой категорией кардиологических больных. Многочисленные исследования доказали наибольшую 
эффективность трансплантации сердца по сравнению с другими методами лечения терминальной стадии 
хронической сердечной недостаточности. Однако несмотря на десятилетия развития трансплантологии, 
вопрос нехватки донорских органов остается открытым. Единственным способом сократить нехватку 
донорских органов является использование доноров с расширенными критериями, что требует использо-
вания самых последних технологий в области реанимации и кондиционировании органов.
Ключевые слова: сердечная недостаточность, трансплантация сердца, перфузия ex vivo.

Current state of the problem and results  
of ex vivo perfusion of donor hearts
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Patients with terminal heart failure refractory to drug therapy are a severe category of cardiological patients. 
Numerous studies have proven the greatest efficacy of heart transplantation compared to other treatments for 
the terminal stage of chronic heart failure. However, despite decades of the development of transplantology, the 
issue of shortage of donor organs remains open. The only way to reduce the shortage of donor organs is to use 
donors with advanced criteria, which requires the use of the latest technologies in the field of resuscitation and 
conditioning of organs.
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На протяжении последних 15 лет сердечная не-
достаточность остается основной причиной смерти 
во всем мире. Этим заболеванием страдают 1–2% 
всей популяции, а риск развития у людей старше 
55 лет составляет 33 и 28% соответственно у мужчин 
и женщин [1]. В свете роста ожидаемой продолжи-
тельности жизни во всем мире и при сохраняющихся 
факторах риска, таких как артериальная гипертен-
зия и ишемическая болезнь сердца, прогнозируемая 
распространенность сердечной недостаточности до 
2030 года возрастет на 46%, и следовательно, будет 
оставаться основной причиной смерти [2].

Несмотря на более чем полувековой период иссле-
дований в области лечения хронической сердечной 

недостаточности, включающий разработки различ-
ных устройств вспомогательного кровообращения, 
терапию стволовыми клетками и т. д., не существует 
метода лечения, сопоставимого по эффективности 
с пересадкой донорского человеческого сердца [3]. 
Трансплантация сердца является «золотым стандар-
том» лечения пациентов с терминальной стадией 
хронической сердечной недостаточности. К сожале-
нию, ахиллесовой пятой этого метода лечения была и 
остается острая нехватка донорских органов. Так, по 
причине, связанной с нехваткой донорских органов, 
число пересадок сердца, выполненных в Соединен-
ном Королевстве (Великобритания) и многих запад-
ных странах, резко упало за последние десятилетия. 
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При этом количество пациентов в листе ожидания 
продолжает расти [4].

В Великобритании из приблизительно 750 000 па-
циентов, нуждающихся в трансплантации сердца, 
только 0,02% получают ее. Вследствие этого несо-
ответствия между возможностью и потребностью 
почти 10% пациентов в листе ожидания продолжают 
ежегодно погибать [3]. По данным отчета Канадского 
института медицинской информации, за последние 
10 лет в Канаде годовая смертность пациентов, ожи-
дающих трансплантации сердца, составила 16% [5].

Первая успешная клиническая пересадка сердца 
была проведена с органом, пожертвованным после 
смерти от остановки кровообращения в 1967 г. Крис-
тианом Барнардом и его командой в больнице Groote 
Schuur [6]. В ту эпоху (до установления критериев 
смерти мозга) пересадка сердца могла быть прове-
дена только при условии нахождения донора и реци-
пиента в непосредственной близости друг от друга. 
Введение термина «смерть мозга» на законодатель-
ном уровне позволило выполнять дистанционный 
забор донорских органов. При этом на протяжении 
многих лет использование сердец доноров, умерших 
от остановки кровообращения, было прекращено.

Однако некоторое время спустя к идее использо-
вания подобных органов с целью пересадки стали 
возвращаться. Для удовлетворения потребности до-
норскими органами хирурги были вынуждены рас-
ширять критерии забора донорских органов, в част
ности за счет использования органов, полученных от 
доноров, умерших от остановки кровообращения или 
имеющих эпизод асистолии. В литературе такие до-
норские органы называют «органами, полученными 
от доноров с расширенными критериями», «органы, 
полученные от доноров с необратимой остановкой 
сердечной деятельности» или «органы от асистоли-
ческих доноров».

Стратегия, направленная на сокращение по
требности донорских органов за счет использования 
трансплантатов от пациентов с расширенными кри-
териями, доказала свою безопасность и была оформ-
лена в виде протоколов в соответствии с националь-
ными и международными нормативами в Австралии, 
Бельгии, Нидерландах, Испании, Великобритании и 
США. По данным G. Citerio et al., восстановление 
ex vivo маргинального донорского органа позволит 
увеличить донорский пул на 15–30% [7,8].

Использование подобного пула доноров стало 
возможным благодаря значительному прогрессу в 
области реанимации и кондиционировании донор
ских органов, в частности благодаря развитию сис-
тем перфузии органов, позволяющих решить целый 
ряд трудных задач, таких как оценка функционально-
го статуса трансплантата, время ишемии, проблемы 
логистики доставки от донора к реципиенту.

Основной проблемой использования сердец до-
норов после смерти от остановки кровообращения 

является время тепловой ишемии, а также необхо-
димость сохранять жизнеспособность миокарда во 
время транспортировки. Несмотря на то что фар-
макохолодовая кардиоплегия является стандартом 
консервации донорских органов, уже через четыре 
часа функция трансплантата может быть скомпроме-
тирована длительным ишемическим периодом, осо-
бенно у пациентов старшей возрастной группы [9].

Этот способ консервации органов является наи
большим фактором риска для первичной дисфунк-
ции аллотрансплантата и смерти [10, 11]. Увеличение 
времени холодовой ишемии с 3 до 6 часов удваивает 
риск смерти через 1 год после трансплантации по 
сравнению с 50% снижением прогнозируемой смерт
ности через 1 год, в случае если период ишемии со-
ставляет менее 1 часа [12]. Эти данные подтвердили 
и американские ученые, доказав, что сокращение 
ишемического времени на 1 час увеличивает выжи-
ваемость на 2,2 года [13]. По данным J. Kobashigawa 
et al., ишемия, превышающая 4 часа, значительно 
увеличивает риск первичной дисфункции транс-
плантата, которая связана с 8% смертностью через 
30 дней и повышенной смертностью через 5 и 15 лет 
после трансплантации [14].

Использование расширенных критериев для за-
бора донорских органов хотя и позволяет увеличить 
доступность трансплантаций сердца, одновременно 
может сопровождаться рядом осложнений [15]. По-
этому стало очевидным, что расширение критериев 
забора органов требует использования альтернатив-
ных, более физиологичных способов кондициони-
рования. Теплая перфузия сердца ex vivo является 
альтернативным методом сохранения трансплантата, 
позволяющим улучшить функцию донорского орга-
на, расширить пул доноров, пренебрегая временем, 
необходимым на транспортировку органа от донора 
к реципиенту [16].

Система TransMedics (Массачусетс) (CTM) явля-
ется первым коммерчески доступным устройством 
для транспортировки донорского сердца в нормо-
термическом перфузионном состоянии. Перфузат 
представляет собой запатентованный раствор для 
заливки с добавлением инсулина, антибиотика, ме-
тилпреднизолона, бикарбоната натрия, поливитами-
нов и свежей донорской крови [3].

В ряде исследований было доказано преимущест
во нормотермической перфузии ex vivo перед гипо-
термической консервацией донорских сердец. При 
этом важно отметить, что толерантность к тепловой 
ишемии донорских сердец, пожертвованных после 
остановки кровообращения, выше, чем у сердец от 
доноров со смертью мозга [17]. CTM может быть 
успешно использована для оценки функциональных 
возможностей органов с «расширенными критери-
ями», доноров сердец с низкой фракцией выброса 
левого желудочка, предшествующей остановкой 
сердца, длительной прогнозируемой ишемией (>4 ча-
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сов) и неизвестным статусом коронарного русла из-за 
отсутствия коронарной ангиографии до этапа имп-
лантации, что позволяет избежать потенциального 
риска опасных осложнений и смерти для реципиен-
тов [18, 19].

Результаты Heart EXPAND Trial показали, что 75 
из 93 донорских сердец, перфузированные системой 
TransMedics, были успешно трансплантированы, в 
результате чего коэффициент использования соста-
вил 81%. Среднее время перфузии OCS составило 
6,35 часа. 30-дневная и 6-месячная выживаемость 
составили 94,7 и 88% соответственно [20].

Применение CTM позволяет решить еще одну 
очень важную проблему, сокращающую донорский 
пул, – проблему логистики доставки органа реци-
пиенту. Так, по разным оценкам, около 60% потен-
циальных аллотрансплантатов считаются не подхо-
дящими для пересадки по разным причинам, в том 
числе из-за невозможности скорейшей доставки 
органа реципиенту [21]. В США только 30–35% до-
норских сердец используются для трансплантации 
из-за ограничений по хранению с использованием 
стандартной фармакохолодовой защиты.

CTM позволяет продлить время нахождения до-
норского органа вне тела минимум до 8 часов, рас-
ширяя потенциальную географию донорских баз, 
также позволяет проводить ангиографию донорского 
органа в системе, что особенно актуально для доно-
ров старшей возрастной группы. Так, в 2015 году в 
Австралии донорское сердце было успешно переса-
жено через 10,5 часа перфузии CTM. Теоретически в 
Великобритании это позволило бы международный 
обмен органами с Европой и восточной частью Со-
единенных Штатов Америки. Подобное расширение 
донорского пула является одним из основных потен-
циальных преимуществ устройства CTM [22].

В 2018 году Rymbay Kaliyev et al. сообщили об 
успешной 16-часовой перфузии донорского серд-
ца с последующей успешной трансплантацией ре-
ципиенту. Система поддержки донорского органа 
TransMedics позволила транспортировать орган на 
расстояние 500 км по железной дороге, в связи с 
плохими погодными условиями и невозможностью 
использовать воздушный транспорт [23].

Использование CTM командой трансплантологов 
позволяет устранить срочность, связанную с жела-
нием сократить период ишемии, а также избежать 
опасного высокоскоростного трафика команды, ранее 
связанного с серьезными травмами и смертельными 
случаями среди членов команды [3].

С каждым годом число случаев использования 
систем ex vivo перфузии растет. В исследовании Diana 
García S. MD. et al. тридцать сердец были сохранены 
с помощью CTM в период с февраля 2013 года по 
январь 2014 года, 26 из которых (86,7%) были пере-
сажены. Все эти процедуры трансплантации были 
классифицированы как процедуры высокого риска, 

по причине длительного времени транспортировки – 
более 2,5 часа с расчетным временем ишемии дольше 
4 часов, фракции выброса левого желудочка меньше 
чем 50%, гипертрофии левого желудочка, доноров 
после остановки сердца, доноров, злоупотребляв-
ших алкоголем/наркотиками, ишемической болезни 
сердца или повышенного сопротивления легочных 
сосудов. По данным за 2015 год, система для транс-
портировки донорских органов была использована 
при проведении 246 ортотопических пересадок сер-
дца по всему миру [3].

M.A. Quader et al. не было обнаружено различий 
в результатах при пересадке сердец с хорошей функ
цией левого желудочка при использовании системы 
для транспортировки донорских органов TransMedics 
и с использованием стандартной фармакохолодовой 
защиты в случаях суммарного периода ишемии до 
2 часов. Тем не менее аллотрансплантаты с более 
длительным временем ишемии демонстрировали 
худшую функцию левого желудочка и повышенный 
уровень тропонина. Оценка функционального стату-
са органа ex vivo в сочетании с уменьшением времени 
холодовой ишемии минимизирует риск первичной 
дисфункции аллотрансплантата и потенциально уве-
личивает донорский пул [24].

По данным J.M. Tikkanen et al., долгосрочная вы-
живаемость, улучшение качества жизни и функция 
трансплантата сопоставимы среди реципиентов, 
перенесших пересадку сердца, пережившего фар-
макохолодовую ишемию и тепловую перфузию ex 
vivo [25]. Vipin Mehta et al. продемонстрировали, что 
30-дневная выживаемость реципиентов, получивших 
сердца после реперфузии ex vivo, составила 100% 
и 90-дневная выживаемость составила 86%. Этот 
результат сопоставим с результатами, опубликован-
ными S. Messer et al., по их данным, 30-дневная и 
90-дневная выживаемость составила 100 и 93% соот-
ветственно [26]. По данным Joshua L. Chan, MD et al., 
не было зафиксировано существенной разницы в 
2-летней выживаемости между группами пациентов, 
перенесших трансплантацию сердца после перфузии 
ex vivo, и сердец, переживших фармакохолодовую 
ишемию. Двухлетняя выживаемость реципиентов 
составила 72,2 и 81,6% соответственно (р 0,38) [27].

Однако широкое использование CTM ограничи-
вается высокой стоимостью этой системы. В Велико
британии Национальный институт здравоохранения 
сообщает, что стоимость одноразового перфузионно-
го комплекта CTM составляет около £ 30 000 [28]. 
Следует отметить, что эта смета включает только 
стоимость аппарата и не учитывает стоимости допол-
нительных расходных средств. При этом необходимо 
учитывать, что примерно 10–20% средств будет за-
трачиваться на сердца, признанные впоследствии не 
пригодными к трансплантации. Тем не менее, по дан-
ным Vipin Mehta et al., пересадка сердца от доноров 
после остановки кровообращения и использования 
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перфузии ex vivo может привести к 23% увеличению 
активности трансплантации сердца и должна быть 
принята в большем числе учреждений по всему миру 
[29].
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1. Введение
Создание технологии искусственного кровообра-

щения (ИК) относится к числу наиболее выдающихся 
высокотехничных достижений биомедицины XX в. 
Слово «высокотехничных» здесь требует пояснений. 
Например, введение в хирургическую практику тако-
го научного открытия, как наркоз (середина XIX в.), 
совсем не потребовало доклинических исследова-
ний. В отличие от наркоза внедрению в клиниче
скую практику метода ИК (50-е годы XX в.) пред-
шествовали десятилетия развития физиологических 
знаний и одновременно совершенствования методов 
незамкнутой перфузии изолированных органов (на-
пример, сердца). Только вслед за этим могла быть 
решена задача перфузии целого организма. То есть 
известные науке со времен М. Сервета и У. Гарвея 
«малый» и «большой» круги кровообращения необ-
ходимо было воспроизвести в виде единого техно-
логического контура «искусственное сердце плюс 
искусственные легкие».

Приоритет создания первого действующего в 
автоматическом режиме аппарата ИК принадлежит 
русскому врачу, ученому-физиологу, изобретателю 
С.С. Брюхоненко (1890–1960) [1, 2, 3 и др.]. Свой 
аппарат ИК С.С. Брюхоненко назвал «автожектор». 
Вообще говоря, историческая судьба терминов, ко-
торыми сами авторы пользовались для обозначения 
своих великих научных открытий, технических изоб-
ретений, всегда интересна в контексте истории науки. 
Например, И. Ньютон назвал свой закон всемирного 
тяготения «законом обратной пропорциональности», 
а В.К. Зворыкин изобретенный им телевизор – «ико-
носкопом». Наименование, которое дал С.С. Брю-
хоненко своему аппарату ИК, занимает достойное 
место в этом ряду самых важных открытий и изобре-
тений науки и техники. Уже в первое десятилетие ис-
пользования метода ИК в клинике (рубеж 50–60-х гг.) 
в нашей стране существовало несколько технических 
модификаций «автожектора», а в мире – более 70 [4].

Используемый нами термин «технология» поз-
воляет раскрыть более глубокий, общекультурный 
смысл вклада в науку С.С. Брюхоненко, сосредото-
читься на философской проблематике, подчас только 
намеченной в его работах. Понятие технологии упот-
ребляется в современной философии науки и техни-
ки в узком и широком смысле [5]. В узком смысле 
это понятие ясно каждому современному грамотному 
человеку (например, известная со времен первых 
цивилизаций технология металлургического произ-
водства). Понятие технологии в широком смысле 
чаще всего ассоциируется у нас с такими достиже-
ниями современной цивилизации, как информацион-
ные технологии или биотехнологии. В этом смысле 
понятие технологии предполагает, во-первых, ин-

новационную составляющую, то есть перманент-
ное решение в русле данного научно-технического 
направления все новых и новых научных задач, осу-
ществление все новых технических проектов; во-
вторых, принципиально новую модель соотношения 
науки (в особенности новых форм организации науч-
ных исследований) и социальных практик; в-третьих, 
«встроенность» в ускоряющиеся процессы собствен-
но научно-технического прогресса ценностной со-
ставляющей (моральной, философской, религиозной 
и т. д. рефлексии) [6].

ИК как метод экспериментальной и клинической 
хирургии является также и технологией хотя бы 
потому, что создание данного метода сделало воз-
можным ускоряющееся развитие реаниматологии и 
трансплантологии со «встроенными» в эти клиниче
ские практики философскими проблемами.

Приоритет С.С. Брюхонеко в создании метода, 
технологии ИК зафиксирован в докладах на научных 
съездах, публикациях в научных изданиях, включая 
зарубежные, начиная с середины 20-х годов XX века. 
Многие отечественные авторы подчеркивают значе-
ние полученных С.С. Брюхоненко патентов на свой 
аппарат ИК в 1929 г. в Германии и Великобритании, 
в 1930 г. – во Франции и в 1934 г. – в СССР. В то же 
время обидным диссонансом звучат слова пионера 
клинической трансплантации сердца К. Барнарда, 
что при посещении в 1960 г. ведущих московских 
хирургических клиник1 он не видел ни одной опе-
рации на открытом сердце и был «настолько разо-
чарован состоянием хирургии в СССР, что никому 
не рекомендовал бы усовершенствоваться здесь в 
этой области» [7].

Справедливости ради следует сказать: первую 
операцию в СССР с применением отечественного 
аппарата ИК произвел А.А. Вишневский 27 ноября 
1957 г. [2]. В целом же факт некоторого отставания 
применения этого метода в отечественной медици-
не в тот период бесспорен. Однако отметим и дру-
гой момент: первый этап внедрения в клиническую 
практику метода ИК можно назвать «драматической 
медициной» (Г. Глязер). Здесь мы находим конкре-
тизацию проблемы демаркации двух понятий – тех-
ники и технологии. Этические дилеммы, которые 
решает герой повести Н.М. Амосова (1913–2002) 
«Мысли и сердце», – это только начало. Уже совсем 
скоро, с развитием клинической трансплантологии, 
дальнейший прогресс хирургии в этой области будет 
зависеть от легитимации нового критерия смерти 
(смерть мозга), от создания новой этико-правовой 
базы для обоснования, оправдания и регулирования 
практик донорства органов.

1 Барнард посетил нашу страну в дни XXVII Всесоюзного съезда хирургов (проходил с 23 по 28 мая 1960 г.).
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2. Автожектор С.С. Брюхоненко: 
сенсационный эксперимент 
«живая го лова»2

Годы становления творческой личности С.С. Брю-
хоненко совпали с периодом Русской революции и 
последовавшими вслед за этим бурными десяти-
летиями советской истории. Его отец был инжене-
ром-железнодорожником, а сам он с юности про-
являл склонность к изобретательству. Поступив в 
гимназию в Саратове, он заканчивает ее в Москве. 
В 1910–1914 гг. Сергей Брюхоненко – студент меди-
цинского факультета Императорского Московского 
университета, увлекается бактериологией. Подписав 
по окончании университета в 1914 г. «Факультетское 
обещание», он отправился на фронт полковым вра-
чом, а вернувшись с фронта в советскую Россию, 
опять оказался «на фронте» борьбы с сыпным тифом 
и холерой.

В этот момент произошла встреча Сергея Брю-
хоненко с профессором Ф.А. Андреевым, опублико-
вавшим еще в 1913 г. работу «Опыт восстановления 
деятельности сердца, дыхания и функций централь-
ной нервной системы». Ф.А. Андреев был видным 
отечественным клиницистом и выдающимся ученым, 
новаторские научные идеи которого в значительной 
степени предопределили развитие таких высоко-
техничных направлений биомедицины XX века, как 
реаниматология и трансфузиология. П.М. Богополь-
ский и соавт. отмечают: «Среди вопросов, которые 
Ф.А. Андреев с 1907 г. изучал … понятие о «мни-
мой» смерти и периоде переживания изолирован-
ных органов и целого организма; восстановление 
функции сердца в условиях адекватной коронарной 
перфузии; нагнетание раствора Рингера–Локка с 
адреналином или дефибринированной крови в сон-
ную артерию … одновременное с внутриартериаль-
ной инфузией отсасывание крови из верхней полой 
вены … применение гирудина и пептона для пониже-
ния свертываемости крови … изучение возможности 
восстановления функций ЦНС и всего организма с 
помощью ИК» [3]. С.С. Брюхоненко работал ассис-
тентом профессора Андреева в 1919–1924 гг.

Началом создания технологии ИК стала разработ-
ка молодым врачом-ученым в эти годы методики эк-
спериментального исследования фундаментальных 
проблем патофизиологии, когда он искал новые тера-
певтические средства лечения сыпного тифа. Своеоб-
разным «природным экспериментом» стал очаг холе-
ры, вспыхнувшей среди больных тифом. Брюхоненко 
обратил внимание на то, что бактериологически до-
казанная холера, начавшаяся на 6–7-й день заболева-

ния сыпным тифом, как бы обрывала его. Оказалось 
также, что холера сопровождается понижением свер-
тываемости крови, а сыпной тиф – повышением [2]. 
Обнаружив этот клинический феномен, Брюхоненко 
стал вводить в вену таким больным антикоагулянты 
и некоторые другие фармакологические субстанции. 
В итоге в 95% наблюдений возникал искусственно 
вызванный кризис, а в 5% случаев удавалось пре-
рвать болезнь. Ф.А. Андреев предложил своему ас-
систенту найти объяснение выявленному феномену, 
исследуя раздельно роль нервных и гуморальных 
факторов механизма терморегуляции. Брюхоненко 
ставит перед собой амбициозную цель – исследовать 
механизм терморегуляции на биологической модели 
«изолированная голова» теплокровного животного.

С.С. Брюхоненко вспоминал: «В период между 
1920 и 1923 гг. мною был изобретен и сконструиро-
ван аппарат для искусственного кровообращения – 
автожектор и разработан метод изолированной голо-
вы собаки…» (курс. наш. – Авт.) [2]. В некоторых 
публикациях встречается мнение, что первый АИК 
создан С.С. Брюхоненко в соавторстве с С.И. Чечу-
линым. В связи с этим А.Г. Лапчинский (бывший в 
те годы сотрудником С.С. Брюхоненко) в докладе 
Московскому обществу хирургов в 1961 г. (в связи 
с годовщиной смерти С.С. Брюхоненко) заметил о 
«где-то вкравшейся ошибке» [1]. С.П. Глянцев под-
черкивает, что С.И. Чечулин принимал участие в усо-
вершенствовании автожектора, но это усовершенс-
твование касалось незначительных его деталей [8].

Попытки обеспечить жизнедеятельность «изоли-
рованной головы» теплокровного животного (с помо-
щью перфузии кровеносных сосудов) многократно 
предпринимались учеными и раньше, в частности, 
такие эксперименты проводил А.А. Кулябко, однако 
все они были безуспешными. Почему? Здесь уместно 
привести яркую и методологически точную мысль 
И.П. Павлова о том, что «наука движется толчками, 
в зависимости от успехов, делаемых методикой» [9]. 
Никому не удавалось достичь результата «пережи-
вания» такого органа, как голова теплокровного 
животного, потому что никто не создал адекватного 
исследовательской задаче научного метода.

Физиологические эксперименты с биологичес-
кой моделью «изолированная голова» С.С. Брюхо-
ненко и С.И. Чечулин проводили вместе. В своей 
опубликованной в 1928 г. работе «Опыты по изоли-
рованию головы собаки (с демонстрацией прибо-
ра)» [10] они освещают «Историю вопроса». В на-
чале обзора упоминается высказанная еще в 1812 г. 
идея Ж.‑Ж.‑С. Легалуа (Le Gallois): посредством 

2 Кратко излагая биографию С.С. Брюхоненко, мы использовали не только опубликованные работы [2 и др.], но и личные воспоми-
нания профессора-биолога Л.Ф. Курило, работавшей в 1957–1958 гг. лаборанткой в возглавляемой С.С. Брюхоненко физиологиче
ской лаборатории в НИИ экспериментальной хирургической аппаратуры и инструментов (НИИЭХАиИ) МЗ СССР, за что прино-
сим ей искреннюю благодарность.
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трансфузии крови оживить головной мозг (после 
декапитации). В целом в обзоре дается анализ более 
десятка работ с 1834-го по 1924 г. франкоязычных и 
англоязычных авторов3 (включая Ш. Броун-Секара). 
Авторы подчеркивают: «Нельзя не увидеть попыток 
создать условия действительно искусственного кро-
вообращения». Однако анализ трудностей решения 
при этом множества физиологических и технических 
вопросов позволил им сделать вывод, что «в полной 
мере этого не удалось сделать ни одному из исследо-
вателей» [10]. Одна из причин заключалась в том, что 
у большинства исследователей-физиологов сам ме-
тод отделения головы от туловища эксперименталь-
ных животных был «варварским»4: «Декапитация 
животного производилась примитивно, с помощью 
особо устроенной гильотины… Поэтому мы выбрали 
путь чисто хирургический, и операцию отделения 
головы производили постепенно и в известной пос-
ледовательности» (курс. наш. – Авт.) [10].

Остановим свое внимание на последних словах 
русских ученых, напомнив, что само создание А. Ве-
залием современной научной анатомии генетически 
связано с новым культурным смыслом отношения 
к телу человека. Строгость научного наблюдения, 
научная объективность исследовательской деятель-
ности анатома оборачивалась здесь бережным, более 
уважительным, более гуманным отношением к че-
ловеческим органам и тканям.

Масштаб научно-технического изобретения 
С.С. Брюхоненко выходит за рамки собственно тех-
нического прогресса. В процессе доказательства 
эффективности деятельности автожектора возникла 
новая дисциплина клинической и экспериментальной 
хирургии – перфузиология. Интересно оптимисти-
ческое заключение в одном из современных обзоров 
истории и достижений перфузиологии (2015) о тео-
ретически возможной в будущем идеальной перфузии 
(курс. наш. – Авт.) [11]. Но ведь, по сути дела, пока 
мы имеем дело с симбиозом машины и человека, 
всего лишь с протезированием такого атрибута жиз-
ни, как кровообращение. И здесь возникает вопрос 
технопессимиста: «Возможно ли вообще создание 
“идеального протеза” кровообращения?». ИК как 
технология наиболее красноречиво иллюстрирует 
тренд современного человека на трансформацию 
себя «на уровне» самого бытия, в результате чего 
человек в современном мире приобретает качество 
«артефакта» [12].

Начиная с 1925 г., С.С. Брюхоненко и С.И. Чечу-
лин многократно демонстрировали свой эксперимент 
«оживления головы собаки» на всероссийских съез-
дах патологов, физиологов (на IV съезде в 1930 г. в 
присутствии приглашенных иностранных ученых). 

Демонстрации продолжались и на VI съезде (после 
смерти С.И. Чечулина в 1938 гг.). Подчеркнем факт 
присутствия на таких демонстрациях представите-
лей высших органов власти советского государства. 
После успешной демонстрации этого опыта в МГУ 
в 1928 г. для расширения исследований С.С. Брюхо-
ненко было выделено 30 тыс. руб. и организована 
Лаборатория экспериментальной терапии. Наконец, 
в череде этих научных форумов, на которых опять и 
опять повторялась демонстрация «оживления головы 
собаки», как бы апофеозом стал XV Международный 
конгресс физиологов, состоявшийся в 1935 г. в Мос-
кве под председательством академика И.П. Павлова 
(съезд щедро финансировался государством – ему 
придавалось большое политическое значение).

После триумфальной демонстрации эксперимента 
«оживления головы собаки» на XV Международном 
физиологическом конгрессе Постановлением Совета 
народных комиссаров СССР был создан Научно-ис-
следовательский институт экспериментальной фи-
зиологии и терапии (НИИЭФТ), директором которого 
был назначен С.С. Брюхоненко. В это же время ему 
была присвоена (без защиты диссертации) ученая 
степень доктора медицинских наук. Штат нового 
института сотрудников составлял 150 человек. Этот 
коллектив разрабатывал и изготавливал автожекторы, 
которые вызывали живой интерес после демонстра-
ции опытов на научных конгрессах и съездах» (курс. 
наш. – Авт.) [2].

Как видим, создание С.С.  Брюхоненко экспе-
риментально-физиологического и клинического 
метода ИК имело в качестве косвенного следствия 
огромный общественный резонанс. А.А. Кулябко в 
опубликованной в 1928 г. в газете «Правда» статье 
писал, что открытие С.С. Брюхоненко «производит 
феерическое впечатление». Особо следует отметить 
международный общественный резонанс: например, 
как всегда, ироничным было суждение Б. Шоу, что он 
готов предоставить доктору Брюхоненко для опытов 
свою голову [2]. Спустя 30 лет такой же бурный меж-
дународный общественный резонанс вызвал экспе-
римент, осуществленный в 1953 г. В.П. Демиховым 
(и его младшим коллегой и соратником В.М. Горяй-
новым) по пересадке головы собаки-щенка (вмес-
те с передними лапами) на шею взрослой собаки. 
Прошло еще десятилетие, и первая клиническая пе-
ресадка сердца К. Барнардом в конце 1967 г. стала 
причиной общественного резонанса, который по силе 
был сравним с реакцией общества на запуск первого 
спутника Земли в 1957 г. и первый полет человека в 
космос в 1961 г.

Все приведенные примеры – это примеры разви-
тия современных технологий. Как говорилось ранее, 

3 С.С. Брюхоненко владел английским, немецким и французским языками, в последние годы жизни изучал испанский [2].
4 Историки науки подчеркивают, что Ш. Броун-Секар в своих экспериментах отделял голову собаки от туловища ударом сабли [2].
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в понятии технологии в широком смысле как бы за-
ложен «вирус»5 прогрессирующих инноваций. В мас-
совом сознании общества с такими технологиями 
связаны некие завышенные ожидания. Современные 
технологии – это такое поражающее наше воображе-
ние настоящее образа жизни человека, которое всег-
да обещает еще более удивительное будущее. Вос-
приятие человеком современных технологий можно 
обозначить словом «очарование». Таким образом, 
современные технологии, являясь исходно этапом 
научно-технического прогресса, включают в себя 
две другие составляющие – социальную (глобаль-
ный «общественный резонанс») и психологическую 
(«эффект очарования»).

Как говорилось ранее, понятие технологии в ши-
роком смысле предполагает анализ как бы «встро-
енной» в них мировоззренческой, философской 
проблематики. Физиологические эксперименты 
С.С. Брюхоненко и С.И. Чечулина подтверждают 
данное методологическое положение. Они писали 
в 1928 г.: «Особого внимания заслуживают явления, 
сопровождающие агонию и смерть, почему мы ос-
тановимся на них… подробнее» [10]. На следующих 
страницах данной работы мы находим предвосхи-
щение ключевых проблем реаниматологии (сфор-
мировавшейся в качестве самостоятельной научной 
дисциплины уже во второй половине XX в.) – при-
чем в равной степени проблем как научного, так и 
философского плана. Прежде всего Брюхоненко и 
Чечулин ясно формулируют базовую категорию ре-
аниматологии «клиническая смерть», но использу-
ют при этом другие термины: «временная потеря 
функций и реактивной способности», «кажущаяся 
смерть», «мнимая смерть», «замедленная смерть», 
в противоположность «окончательной, действитель-
ной смерти» [10].

Понятия клинической и биологической смерти 
были введены позднее В.А. Неговским, работы кото-
рого получили известность за рубежом, что отражает 
приоритет отечественной науки в данной области. 
Однако в несовпадении терминов, обозначающих 
один предмет, скрываются философско-методоло-
гические проблемы, требующие специального ана-
лиза. Заметим, что термин «клиническая смерть» 
переводится на немецкий как Scheintod, то есть «ка-
жущаяся смерть». Да и в отечественной литературе 
высказывалась точка зрения целесообразности от-
каза от терминов «клиническая» и «биологическая» 
смерть – как противоречащих законам логики [13].

Обосновав в своих экспериментах с помощью ав-
тожектора возможность восстановления в «изолиро-
ванной голове» признаков жизни (после наблюдения 

в течение 8–20 минут признаков смерти), С.С. Брюхо-
ненко и С.И. Чечулин формулируют главный вопрос: 
«Можно ли отождествлять явления жизни и смерти, 
наблюдавшиеся нами на изолированной голове, с 
тем, что мы видим на целом организме?» [10]. И да-
лее: «Ни у кого не явится сомнений, что перед нами 
налицо ряд функций, в которых принимают участие 
нервные окончания, проводники, участки централь-
ной нервной системы, некоторые органы чувств и 
группы мышц. Но можно ли пойти дальше и назвать 
все это тем именем, которое невольно напрашива-
ется – именно ж и з н ь ю ?.. Нам кажется, что этот 
вопрос решается легче, чем вопрос – ч т о  т а к о е 
ж и з н ь ? Действительно, физиология еще не смог-
ла дать ясного и точного определения – что можно 
назвать живым и что мертвым»6.

В приведенных цитатах можно увидеть предвос-
хищение философско-методологических проблем, 
сопряженных с легитимацией в современном обще-
стве нового критерия смерти человека как «смерти 
его головного мозга». Возьмем дефиницию в дейст
вующем юридическом акте МЗ РФ: «Смерть мозга 
человека наступает при полном и необратимом пре-
кращении всех функций головного мозга… Момент 
смерти мозга человека является моментом смерти 
человека»7 (курс. наш. – Авт.). Многие философ
ские споры вокруг проблемы смерти мозга сосредо-
точены как раз в пункте прямолинейного отождеств
ления двух частей приведенной дефиниции. А вот 
С.С. Брюхоненко и С.И. Чечулин в 1928 г. проница-
тельно видели некий «зазор» (как в онтологическом, 
так и эпистемологическом смыслах) между физио-
логическими фактами проявления жизни в «изоли-
рованной голове» и жизнью как таковой.

Здесь они были ближе к своему старшему сов-
ременнику В.И. Вернадскому, который писал, что 
вопрос о сущности жизни пока решается в основном 
на уровне религии или философии, что «наука долж-
на подойти к этой проблеме сама. Этого сейчас нет» 
[14]. Поэтому, следуя строгим научным критериям, 
он предпочитал использовать не термин «жизнь», но 
«живое вещество». Очевидно, что в философском 
измерении категории жизни и смерти имеют «один 
и тот же масштаб». Общеизвестно, что легитимация 
нового критерия смерти («смерть мозга») неразрывно 
связана с перспективами развития трансплантологии. 
Наиболее последовательно это обстоятельство отра-
зилось в Законе о трансплантации Японии 1997 г.: 
«Пациент, которому поставлен диагноз смерти мозга, 
является мертвым в юридическом смысле только в 
том случае, если он при жизни одобрил предшеству-

5 Не случайно в современных информационных технологиях понятие «вирус» стало их имманентной характеристикой.
6 Разрядка здесь и далее принадлежит Брюхоненко и Чечулину.
7 Порядок установления диагноза смерти мозга человека: Приложение № 1 к приказу МЗ РФ от 25.12.2014 г. № 908н.
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ющую трансплантации констатацию смерти мозга» 
(курс. наш. – Авт.) [15].

Приведем еще одно философское размышление 
Брюхоненко и Чечулина: «Возможно представить и 
такое состояние, когда возбудимость и функции не 
выявляются, но могут быть выявлены при наличии 
подходящих условий» [10]. Здесь они как бы предви-
дели сегодняшние философские сомнения некоторых 
авторов – является ли пациент с диагнозом «смерть 
мозга» действительно мертвым.

3. С.С. Брюхоненко – 
изобретатель‑самородок

Начало 20-х годов XX века в России было вре-
менем коренной ломки всех социальных институ-
тов, в том числе и науки как социального института. 
С.С. Брюхоненко вспоминал о подробностях рожде-
ния автожектора: «Начальная стадия работы носи-
ла изобретательный характер… одна из моделей… 
представляла собой хаотическое нагромождение 
металлических и стеклянных частей, укрепленных 
на одном штативе. Винты нарезались из обычных 
гвоздей с припаянными на них монетами. Как детали 
использовались медицинские шприцы, электриче
ские звонки, химическая посуда и т. д.» [2]. С.С. Брю-
хоненко, не имея специального технического образо-
вания, был одновременно математиком, инженером, 
конструктором, когда в чертежах отдельных частей 
автожектора, например, сводил к минимуму (до квад-
ратного сантиметра) площадь соприкосновения 
мертвой плоти машины с кровью.

Как известно, впервые в клинической практи-
ке аппарат ИК был успешно применен в 1953 г. в 
США Д.Х. Гиббоном (1903–1973). Существенная 
деталь: в истории изобретения первых американ
ских аппаратов ИК активную роль сыграла компания 
IBM, которая стала во второй половине XX в. од-
ним из лидеров в производстве компьютеров. Одна-
ко приоритет С.С. Брюхоненко в развитии клиниче
ской кардиохирургии неоспорим. В опубликованной 
в СССР в 1928 г., а во Франции в 1929 г. статье 
«Искусственное кровообращение целого организма 
(собаки) с выключенным сердцем» (написана в конце 
1926 – начале 1927 годов) Брюхоненко высказал идею 
возможности операций на остановленном сердце. 
Спустя 10 лет он проводит решающий эксперимент 
(experimentum crucis): «Я как сейчас вспоминаю этот 
первый и решающий опыт. У собаки под наркозом 
вскрыта грудная полость, аппарат искусственного 
кровообращения присоединен к организму и вклю-
чен. Я проверяю безукоризненность его работы и 
останавливаю работу сердца собаки простым нажа-
тием на него рукой. Обычно в таких случаях быстро 

наступает агония и смерть. С естественным волнени-
ем наблюдаю, не появятся ли эти грозные симптомы. 
Нет. Проходит минута, затем десятки минут. Собака 
остается живой. В тот же день я позвонил по теле-
фону своему товарищу по прежней работе – хирургу 
профессору Н.Н. Теребинскому. Рассказав ему об 
этом эксперименте, я спросил, не заинтересуется ли 
он теми перспективами, которые открываются перед 
хирургом благодаря возможности применения этого 
открытия, для внутрисердечных операций с времен-
ным выключением сердца» [2, с. 62]8.

Читая одну из его важнейших работ «Аппарат для 
искусственного кровообращения (теплокровных)», 
опубликованную в 1928 г., любой врач понимает, что 
одна из главных задач, которую решал автор при мо-
делировании кругового артериального и венозного 
кровотока, заключалась в обеспечении автоматизма 
регулирования в границах физиологической нор-
мы уровня давления в кровеносном русле. Однако 
решений десятков конкретных технических задач 
(например, преодоления опасности «вызвать спаива-
ние контактов или их окисление» [16]) подавляющее 
большинство специалистов в области биомедицины 
постичь просто не могут. Приведем такую аналогию. 
Только профессиональные музыканты в состоянии 
по достоинству оценить многие главы книги «Бах» 
всемирно известного философа, музыканта и вра-
ча Альберта Швейцера (например, «Музыкальный 
язык кантат»). Мы полагаем, что, поставив в один 
ряд имена Швейцера и Брюхоненко, мы имеем дело 
с феноменом творческой личности прямо-таки воз-
рожденческого масштаба – как в том, так и другом 
случае.

Замечательное подтверждение сказанному мы 
находим еще в одном факте творческой биографии 
С.С. Брюхоненко. За несколько десятилетий до по-
явления персонального компьютера ученый пред-
восхитил компьютерную 3D-графику. Он изобрел 
прибор для стереоскопического объемного изобра-
жения предметов. Своему изобретению он давал 
научно-физиологическое объяснение: свойственное 
человеку бинокулярное зрение (когда каждый глаз 
видит предмет, говоря языком геометрии, под разным 
углом) как раз и обеспечивает нам объемное воспри-
ятие мира материальных вещей. С.С. Брюхоненко 
писал: «Если человечество имело до сих пор для 
своих рисунков плоскость, то теперь мы даем ему 
возможность рисовать в трех измерениях. Я рисую 
пять лет стереоскопически и считаю, что пространст
венные образы, которые я раньше не всегда мог вос-
произвести, я могу теперь нарисовать в течение пяти 
минут. Получилась школа для пространственного 
мышления» [2]. Его изобретение было, по сути, пред-

8 О вкладе в развитие кардиохирургии Н.Н. Теребинского см.: «Клиническая и экспериментальная хирургия. Журнал имени ака-
демика Б.В. Петровского». 2015. № 3.
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течей современных компьютерных 3D-моделей, на 
которых обучаются современные студенты-медики: 
«студенты медицинских институтов могли бы обу-
чаться на анатомическом атласе стереоизображений, 
инженеры могли бы изображать будущие приборы 
в таком виде, который должен был иметь готовый 
прибор, архитекторы вместо сложных макетов могли 
бы делать простые рисунки и т. д.» [2, с. 73].

4. С.С. Брюхоненко как врач-труэнт
Термин врач-труэнт впервые использовал из-

вестный английский хирург лорд Беркли Мойниган 
(B. Moyniham, 1865–1936). На этот факт обратил 
наше внимание известный отечественный профес-
сор-реаниматолог А.П.  Зильбер, который многие 
годы исследует данное явление культуры и дает ему 
такое определение: «Медицинский труэнтизм – это 
плодотворное устремление врачей к полезной твор-
ческой деятельности вне медицины» [13]. Много 
страниц своей монографии «Этика и закон в меди-
цине критических слстояний» А.П. Зильбер уделил 
врачам-труэнтам: Н.  Копернику, Н.И.  Пирогову, 
А.А. Богданову и др. Упомянутый нами А. Швейцер, 
конечно же, тоже относится к самым выдающимся 
врачам-труэнтам [17].

Остановимся на постоянном тяготении С.С. Брю-
хоненко к творчеству в гуманитарной сфере. У Сер-
гея Сергеевича был абсолютный музыкальный слух. 
Студентом он подрабатывал тапером в немом кине-
матографе. Позднее, как вспоминал его друг, знаме-
нитый пианист Генрих Нейгауз, Сергей Сергеевич 
виртуозно исполнял на рояле одной рукой «Боже, 
царя храни», а другой – «Интернационал» [19]. Под 
влиянием опытов Брюхоненко с «живой головой» 
были написаны два научно-фантастических рома-
на: широко известная «Голова профессора Доуэля» 
А. Беляева, а также «Генератор чудес» Ю. Долгуши-
на. Прототипом главного героя последнего является 
сам С.С. Брюхоненко. Ю. Долгушин вспоминал: «Ог-
ромное влияние на мою работу оказало знакомство 
с известным физиологом и изобретателем профес-
сором Сергеем Сергеевичем Брюхоненко. Когда я 
пришел впервые к нему, он оживлял мертвых собак. 
Тут я увидел созданное им «искусственное сердце» – 
аппарат, который чудесно заменял настоящее серд-
це животному, пока оно возвращалось к жизни. Это 
была подготовка к опытам над человеком. И это уже 
была самая настоящая фантастика… А потом Сергей 
Сергеевич редактировал часть глав «Генератора 
чудес» (курс. наш. – Авт.) [2]. Само название про-
изведения Долгушина подтверждает проведенное 
нами ранее различение понятий «техника» и «тех-

нология» (последнее как бы зара(я)жено «вирусом 
очарования»). Нельзя не упомянуть о знакомстве уче-
ного с М.А. Булгаковым9, о чем есть свидетельство в 
Дневнике (1933 г.) жены писателя Елены Сергеевны: 
«Поехали на Якиманку в Институт переливания кро-
ви10. Брюхоненко (Сергей Сергеевич) очень жалел, 
что не может показать оживление отрезанной головы 
собаки – нет подходящего экземпляра. Показывал 
кое-какие свои достижения. Но главное – настойчиво 
предлагал М.А. написать пьесу – вместе с ним, – по-
ложив в основу какой-нибудь из его научных опытов» 
(курс. наш. – Авт.) [18].

Биографы С.С. Брюхоненко пишут в «Послесло-
вии» к своей книге о нем: «В 20-х годах он летал на 
самолете одной из первых конструкций, когда еще 
ноги висели в воздухе, а позже в костюме водолаза 
спускался под воду. Он был отличным пловцом и 
стремился разработать новые приемы плавания. На-
учившись кататься на коньках, он сразу же перешел 
на фигурное катание… Накануне одной из наиболее 
сложных, четвертой по счету операции он увлечен-
но рассказывал о найденном им решении сложной 
математической задачи… Сергей Сергеевич всегда 
был далек от борьбы за титулы и должности… Он 
щедро разбрасывал идеи и не жалел об этом, потому 
что никогда не иссякал» [2].

5. Заключение
К сожалению, приоритет успешного применения 

технологии ИК в клинической хирургии принадле-
жит не России, а западным странам. Главная причина 
была в том, что в методологическом плане техноло-
гия ИК (как и все современные технологии) имеет 
принципиально междисциплинарную природу, а об-
щий уровень технического прогресса в этих странах в 
то время (20–50-е гг.) был выше. П.М. Богопольский 
и соавт. критически оценивают этап творческих ис-
каний С.С. Брюхоненко в 30–40-е гг., когда он пре-
имущественно занимался проблемой «оживления 
умерших», упорно полагая, что период клинической 
смерти, равный примерно 5 минутам, с помощью 
метода ИК может быть в принципе продлен. Необ-
ходимо признать, что в свете всего последующего 
экспериментального и клинического опыта реани-
матологии позиция этих авторов научно обоснован-
на. Со своей стороны добавим следующее. Научное 
мировоззрение С.С. Брюхоненко сформировалось в 
первые десятилетия XX в., когда были популярны 
научные мегапроекты, например, евгеники (в России 
им посвящены работы Н.К. Кольцова, Ю.А. Филип-
ченко и др.). Доминирование, начиная с 20-х годов, 
в научном творчестве С.С. Брюхоненко идеи «ожив-

9 На этот факт обратил наше внимание к. филос. н. И.А. Иванюшкин.
10 В 1931–1935 гг. Брюхоненко был заведующим лаборатории экспериментальной терапии Центрального института гематологии и 
переливания крови.
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ления после смерти» было созвучно самому «духу 
революции» в тогдашнем российском обществе.
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Aim: Nurses, especially nurses in ICUs play an important role in organ donation; their performance in relation to 
their role is more affected by their attitude in this regard, identification of effective factors on the positive attitude 
of nurses towards organ donation is essential. This study was conducted aimed to determine the empathy and 
altruism with the nurses’ attitudes in intensive care unit towards organ donation and brain death. Methods. In this 
cross-sectional study, which was conducted in 2019, 222 nurses from intensive care unit were selected by stratified 
random sampling. For collecting data the questionnaires of altruism, empathy and attitude toward organ donation 
were completed by nurses. Data was analyzed using pearson correlation, multiple linear regression. Results. There 
was a significant correlation between altruism (p < 0.001, r = 0.24) and its components (anonymous prosocial 
behaviors (r = 0.33, p < 0.001), emotional prosocial behaviors (r = 0.14, p = 0.03), dire prosocial behaviors (r = 
0.14, p = 0.03) and compliant prosocial behaviors (r = 0.21 and p = 0.001)) with attitudes and also between em-
pathy (r = 0.04, r = 0.13), perspective taking component (p = 0.02, r = 0.152) and imaginary empathy (r = 0.14, 
p = 0.03) with nurses’ attitudes. The components of anonymous prosocial behaviors in altruism (p < 0.0001), 
gender (p = 0.007) and having organ donation card (p = 0.012) are positive predictors of nurses’ attitudes towards 
organ donation. Conclusion. The results showed that altruism and having organ donation card were two of the 
most important factors in the tendency of nurses to organ donation. Therefore, the implementation of educational 
programs regarding changing nurse’s attitude in order to increase the sense of altruism and empathy about organ 
donation is necessary. By strengthening the sense of altruism and empathy in the family of brain death patients, 
they can be helped to decide on donate their patient’s organ with more certainty.
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Introduction
The issue of the organ transplantation has long been 

propounded in social and scientific circles. It is conside-
red as the best treatment for the terminal and irreversible 
organ failures and it saves lives in patients with such 
failures and improves their quality of life [1]. Transplan-
tation is a therapeutic method that is used when all other 
therapeutic methods fail. It is one of the complex me-
thods that require an expert team from the very beginning 
of supplying the organ [2]. One of the potential and con-
siderable sources of supplying organs for transplantation 
is the brain death patients [3]. Many years ago, after the 
adoption of the law on organ donation, the concept of the 

organ transplantation was established in Iran and many 
efforts have been made to promote this humanitarian 
action with ethical considerations. However, the rate of 
organ donation is still very low compared to the number 
of brain deaths [4]. According to the report of the Iranian 
Association of Organ Donation, every ten minutes one 
person is added to the waiting list and every two hours a 
patient who needs the organ transplantation loses his or 
her life. It is while a person dies with a brain death every 
70 minutes. Due to a shortage of donated organs, the 
number of organ transplantations is much lower in Iran 
than Europe and the United States so that thousands of 
people die every year due to lack of access to the required 
organs [5]. In our country, the rate of organ donation per 

Роль альтруизма и эмпатии в отношении 
к донорству органов у медсестер 
в отделениях интенсивной терапии в Казвине: 
перекрестное исследование
Yekefallah Leili1, Dehghankar Leila2, Taherkhani Mahnaz3, Ranjbaran Mehdi4
1 PhD of Nursing, Social Determinants of Health Research Center, Faculty of Nursing and Midwifery, 
Qazvin University of Medical Sciences, Qazvin, Iran 
2 Department of Nursing, Social Determinants of Health Research Center, Faculty of Nursing 
and Midwifery, Qazvin University of Medical Sciences, Qazvin, Iran 
3 Student of MSc Nursing, Faculty of Nursing and Midwifery, Qazvin University of Medical Sciences, 
Qazvin, Iran 
4 School of Public Health, Qazvin University of Medical Sciences, Department of Epidemiology 
and Biostatistics, School of Public Health, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran

Цель. Медицинские сотрудники среднего звена, особенно медсестры в отделениях реанимации и интен-
сивной терапии, играют важную роль в донорстве органов. На их работу влияет множество различных 
факторов, и поэтому важно определить, какие из них являются эффективными для формирования положи-
тельного отношения медсестер к донорству органов. Это исследование было проведено с целью определе-
ния уровня эмпатии и альтруизма к донорству органов и смерти мозга у медсестер отделений реанимации 
интенсивной терапии. Материалы и методы. В этом перекрестном исследовании, которое проводилось 
в 2019 году, было отобрано 222 медсестры из отделений реанимации и интенсивной терапии с помощью 
стратифицированной случайной выборки. Для сбора данных медсестры заполняли анкеты, по которым 
в дальнейшем были оценены их уровни альтруизма, эмпатии, а также отношение к донорству органов. 
Данные были проанализированы с использованием корреляции Пирсона, множественной линейной рег-
рессии. Результаты. Наблюдалась значительная корреляция между альтруизмом (р < 0,001, r = 0,24) и его 
компонентами (анонимное просоциальное поведение (r = 0,33, р < 0,001), эмоциональное просоциальное 
поведение (r = 0,14, р = 0,03), отрицательное просоциальное поведение ( r = 0,14, p = 0,03), просоциальное 
поведение (r = 0,21, p = 0,001) с отношением к донорству органов, а также между эмпатией (r = 0,04, r = 
0,13), компонентом, учитывающим перспективы (p = 0,02, r = 0,152) и воображаемым сочувствием (r = 
0,14, p = 0,03) с отношением медсестер к донорству органов. Компоненты анонимного просоциального 
поведения при альтруизме (р < 0,0001), пол (р = 0,007) и наличие карты донорства органов (р = 0,012) яв-
ляются положительными предикторами отношения медсестер к донорству органов. Выводы. Результаты 
показали, что альтруизм и наличие карты донорства органов были двумя наиболее важными факторами в 
положительном отношении медсестер к донорству органов. Следовательно, необходима реализация обра-
зовательных программ, касающихся изменения отношения медсестер к посмертному донорству органов. 
Укрепляя чувство альтруизма и эмпатии в семье пациента со смертью мозга, можно помочь с большей 
уверенностью принять решение о пожертвовании органа своего близкого человека.
Ключевые слова: альтруизм, эмпатия, отношение, донорство органов, медсестры.
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one million people is 2.3 transplantations while Spain 
with 35 transplantations per million populations has the 
best situation in this regard, and in other European and 
American countries, this number ranges from 10 to 25 
transplantations per one million people [6].

The difference between the number of people wai-
ting for organ transplantation and the number of people 
donating their organs is annually increasing worldwi-
de, and this continuing condition makes it necessary 
to understand how psychological factors can increase 
people’s willingness to donate their organs [7]. Accor-
ding to studies, factors such as prior knowledge of the 
deceased’s wishes (such as signing a donor card), the pre-
sence of relatives at the time of the donor’s injury, clear 
and accurate information about the cause and diagnosis 
of brain death and the benefits of organ donation, the un-
derstanding of tests confirming brain death, encouraging 
organ donation, willingness to help others, ensuring high 
quality care and respect for the donor’s body, good and 
proper relationship with families and meeting their needs 
(including mental and social needs), and altruism and 
empathy are the main reasons for the agreement of the 
families of brain dead patients with organ donation [8].

Altruism which is one of the prosocial behaviors is 
often recognized as one of the fundamental principles of 
organ transplantation [9]. According to the research, four 
types of prosocial behaviors have been introduced so far, 
including altruistic prosocial behaviors that are defined 
as voluntary helping motivated primarily by concern 
for the needs and welfare of others and often induced 
by sympathy responding and internalized norms and 
principles consistent with helping others [10]. Buttson 
believes that altruism is to understand the others’ suffe-
ring and to experience the sympathetic concern for others 
[11]. compliant prosocial behaviors that are defined as 
helping others in response to their verbal or non-verbal 
requests [12]; emotional prosocial behaviors that are 
defined as helping others under emotionally evocative 
circumstances and are divided into two subsets of emo-
tional prosocial behaviors and dire prosocial behaviors. 
Highly emotionally evocative situations lead to over-
arousal and personal distress for some people, while the 
response may be sympathy for others [13]; and public 
prosocial behaviors that are divided into the two subsets 
of anonymous behavior as helping without knowledge 
of who is helped and public prosocial behavior as a ten-
dency to perform prosocial acts in front of others [10]. 
In various studies, including Milaniak (2018), Khani 
(2017), Newton (2011), and Hill (2016), it has been re-
cognized that altruism is one of the main reasons for the 
willingness to donate organs [7, 14, 15, 16].

Empathy is also considered as an important predictor 
of various helping behaviors [17]. In studies conducted 
on empathy, the main focus has been on its definition, 
cognition, and sometimes on emotion. According to 
Davis, empathy is not defined as a single dimensional 
structure (cognitive or emotional), but it consists of a 

set of constructs structures. Davis considers four com-
ponents for empathy, including perspective taking as 
the ability to consider others’ perspectives, fantasy as 
the tendency to imaginary replace oneself into feelings 
and actions of fictitious characters in books and movies, 
empathic concern as other-oriented feelings of sympathy 
and concern for others in distress, and personal distress 
as self-oriented feelings of personal distress, discomfort, 
and anxiety in interpersonal conditions [18]. In general, 
empathy involves sympathy and a willingness to comfort 
others’ suffering [11]. Therefore, empathy can also be 
linked to the willingness of people to donate an organ 
[17]. However, the role of empathy in decision making 
on the organ donation has rarely been considered and 
only a few studies have been conducted in this field [7]. 
Cohen et al. (2012) concluded in their study that the-
re was a positive and significant relationship between 
empathy and the willingness to donate an organ among 
the students [17]. In the study by Milaniak (2018), a 
significant correlation was recognized between altru-
ism, empathy and decision making about organ donation 
among nursing and paramedical students [7], while no 
significant relationship was found between the consent 
for the organ donation and the level of empathy in the 
study conducted by Wilczek et al. (2014) [19].

The organ donation process begins by determining 
which patients can be suitable for the donation of an 
organ. For organ donation, brain death should be con-
firmed by the brain death confirmation association, and 
the shorter the time interval between the admission of 
the patient and the confirmation of brain death, the more 
the number of organs, especially the lungs, which can 
be transplanted [20]. According to the mortality pattern, 
the need for living donors can be reduced in developing 
countries, such as Iran and other Mediterranean coun-
tries, by improving the quality of health care, identifying 
effectively brain death, and obtaining the consent using 
appropriate strategies [21].

As the primary caregiver of the patient, a nurse in 
intensive care units may be the first person who diag-
noses the patient’s lack of response as a sign of brain 
death [22]. Nurses, especially nurses in the emergency 
and intensive care units, play an important role in the 
organ donation process, ranging from identifying and 
evaluating potential donors to supporting their families 
to participate in organ donation. Providing information 
accurately, transparently, sensitively and in a professio-
nal manner information to the families of these patients, 
the nurses make them ready to understand why their 
dear ones are in such critical conditions and help them 
to accept easily their deaths, and thus consider the option 
of donating organs [23]. The performance of nurses in 
relation to their role in the organ donation process is more 
affected by their attitudes toward the organ donation, and 
those who have a more positive attitude to it have better 
performance in this regard [24].
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Different studies conducted in Iran and other coun-
tries to assess the knowledge and attitude and perfor-
mance of nurses in relation to the brain death and organ 
donation process indicate that nurses have poor know-
ledge, attitude, and performance toward the organ do-
nation process [6, 24, 25]. Given that we live today in 
a society where thousands of patients in need of organs 
are waiting for transplantation with a painful life while 
we face every day with many brain dead patients whose 
organs can improve the life quality of patients who need 
the organs, as well as considering the role of nurses in 
the organ donation process, it is very important to reco-
gnize the factors affecting the attitude of nurses toward 
organ donation. Therefore, to determine the relationship 
between empathy and altruism and the attitudes of nur-
ses in intensive care units toward organ donation and 
brain death, the present study has been conducted to 
understand which steps should be taken to strengthen the 
status of this important current priority in the medical 
community.

Method
The present research has been a cross-sectional de-

scriptive-analytic study. The statistical population of this 
study included all nurses who were working in ICU, 
dialysis and emergency units of educational and health 
centers in Qazvin at the time of the research. Using the 
equation n = (Z2 × SD2)/d2, the sample size was calcula-
ted to be 208 people considering the confidence level of 
95%, the d = 0.8, and the maximum standard deviation 
(SD) of nurses’ empathy score of 5.88, obtained in the 
study by Milaniak et al. (2018) [7]. Taking the proba-
bility of sample loss into account, the sample size was 
considered to be 229 people to enhance the validity of 
the results of the study.

The sampling was performed using a stratified ran-
dom method so that the units of each hospital were con-
sidered as one stratum and the samples were taken using 
a simple random method from each stratum which in-
cluded various intensive care units based on the ratio of 
nurses in those units to the total population by drawing 
lots from the list of nurses in the random number table. 
The exclusion criteria in the present study were having 
the work experience less than one year in intensive care 
units, lack of interest in participating in research, having 
a history of donating an organ or transplantation and or 
the need for an organ donation in family and relatives, the 
withdrawal from participating in the study, the comple-
tion of years of service, and the change of service place 
before the completion of the research.

The tools used to collect data  
in this study included:
–	 Demographic and occupational information questi-

onnaire with 8 questions to collect data such as age, 
gender, marital status, religion, type of employment, 
degree of education, organizational position, and 

work experience of the participant in intensive care 
units.

–	 Carlo’s prosocial tendencies measure (PTM-R) with 
25 questions, including 5 subscales of anonymous 
prosocial behaviors (7 items), altruistic and public 
prosocial behaviors (8 items), emotional prosoci-
al behaviors (3 items), dire prosocial behaviors (4 
items), and compliant prosocial behaviors (3 items). 
The questionnaire was scored by a 5-point Likert 
scale ranging from «doesn’t describe me at all» to» 
describes me fully» with points 1, 2, 3, 4, and 5 re-
spectively. The 5th subscale was scored in reverse 
order. In this test, score 5 indicates the highest degree 
of altruistic behavior and the highest score is equal 
to 125. The validity and reliability of this tool have 
been analyzed separately for each subscale by Carlo 
et al. (2003) and it has been recognized that they are 
desirable [26]. Additionally, its validity and reliability 
have been studied in Iran by Kajbaf et al. (2010) and 
using a test-retest method, the reliability coefficient 
of this tool has been calculated by the Cronbach’s 
alpha of 0.86 to be 0.863 [27].
Davis Empathy Questionnaire:

–	 Empathy questionnaire with 28 questions, which 
has been developed by Davis in 1983, to measure 
empathy. It measures the four subscales of personal 
distress, empathic concern, perspective taking, and 
fantasy. Each subscale in this test includes 7 sentences 
that are scored based on a 5-point Likert scale (ran-
ging from 0 = strongly disagree to 4 = strongly agree) 
and the questions 3, 4, 7, 12, 13, 14, 15, 18, and 19 
are scored in reverse. The minimum and maximum 
score for each subscale can be 0 and 28, respectively. 
A higher score indicates more empathy. In the study 
by Davis, the test-retest reliability of the tool has 
been equal to 0.61–0.79 for men and 0.62–0.81 for 
women, while the internal reliability has been equal to 
0.71–0.77. and its validity is reported to be desirable 
[28]. In Iran, the study conducted by Khodabakhsh 
et al. (2012) has calculated the test-retest reliability 
of the tool to be 0.71 [29]. In the study conducted by 
Alah Gholilo et al., the Cronbach’s alpha coefficient 
and the reliability coefficient of this tool has been 
reported as 0.77 and 0.76, respectively [30].

–	 Attitudes toward organ donation questionnaire with 
13 questions, which has been developed by Chak-
radhar et al. The scores given to each item in this 
tool range from 1 = strongly disagree to 5 = strongly 
agree and the total score may vary from 13 to 65. 
Obtaining a higher score indicates a more positive 
attitude toward organ donation. The validity of this 
questionnaire has been determined by the content 
validity in a study by Purbahram et al. (2017). Its re-
liability has also been calculated by Cronbach’s alpha 
coefficient in the same study to be 76.3%, which is 
considered as acceptable reliability [31].
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The present study has been conducted as a student 
thesis. After obtaining a license from the Ethics Com-
mittee of the Qazvin University of Medical Sciences 
(IR.QUMS.REC.1397.179), obtaining a letter of intro-
duction from the university’s research deputy, provi-
ding the necessary explanations regarding the purpose 
of the research, and obtaining the written consent of the 
participants, the data collection began. To comply with 
ethical standards, the questionnaires were distributed as 
anonymous and the confidentiality of data obtained from 
the participants was ensured. After collecting the ques-
tionnaires, data analysis was performed using SPSS 23 
and descriptive statistics (frequency, percentage, central 
tendency indexes, and dispersion).

Results
The total number of samples studied in this research 

was reduced from 229 to 222 because of the incomple-
teness of some of the questionnaires and their removal 
from the study. The majority of samples were fema-
le (84.7%) and married (75.2%) with the mean age of 
32.30 ± 6.21 and the average amount of work experience 
in intensive care units of 6.18 ± 4.52. 92.8% of the stu-
died samples were nurses with a bachelor degree and 
5.9% of them had higher degrees. 105 cases of nurses 
worked in ICU, 89 in the emergency unit, and 28 in the 
dialysis unit. 49 cases of the studied samples had signed 
a donor card (Table 1).

According to the results, the mean score of 89 ± 12.17 
was obtained for altruism, 59.35 ± 8.91 for the empathy, 
and 48.25 ± 8.50 for the attitude. The mean score of 
attitude was higher in women than men (p = 0.006) and 
in married people than the single ones (p = 0.02). The 
mean score of attitude was also higher in supervisors 
than nurses (p = 0.41). Additionally, it was higher in 
nurses working in ICU and dialysis units than those in 
the emergency units (p = 0.23). A significant relationship 
was not found between the attitude and education level 
(p = 0.84) and employment status (p = 0.81).

The results of the present study have shown that there 
was a positive correlation between altruism (p < 0.001 
and r = 0.24) and its components, including anonymous 
prosocial behaviors (p < 0.001 and r = 0.33), emotional 

Table 1
Demographic characteristics of nurses in ICU, 

emergency and dialysis units of Educational 
and health Centers affiliated to Qazvin University 

of Medical Sciences
Variable Number Percentage

Unit ICU
Emergency
Dialysis

105
89
28

47.3
40.2
12.7

Gender Male
Female

34
188

15.3
84.7

Marital status Single
Married

54
167

24.4
75.6

Employment 
status

Permanent
Temporary-to-
permanent
Passing 
a training course
Contractual

92
21

53

55

41.6
9.5

24.0

24.9
Organizational 
position

Supervisor
Nurse

7
203

3.3
96.7

Education level Bachelor
Master
PhD

206
13
1

93.6
5.9
0.5

prosocial behaviors (p = 0.03 and r = 0.14), dire proso-
cial behaviors (p = 0.03 and r = 0.14), and compliant 
prosocial behaviors (p = 0.001 and r = 0.21), and the 
attitudes of nurses toward organ donation. However, 
there was a negative correlation between public prosocial 
behaviors and the attitudes of nurses (p = 0.87 and r = 
–0.03). Concerning the variable of empathy, there was a 
positive correlation between the total score of empathy 
(p = 0.04 and r = 0.13), perspective taking (p = 0.02 
and r = 0.152), and fantasy (p = 0.03 and r = 0.10) and 
the attitudes of nurses. There was no positive correla-
tion between personal distress (p = 0.13, r = 0.10) and 
empathic concern (p = 0.99 and r = 0.00) (Table 2). The 
two variables of altruism and empathy have also had a 
positive correlation (p < 0.001 and r = 0.420).

The results of multiple linear regression analysis, 
which was done to investigate the predictive role of re-
search variables (quantitative and qualitative) in relation 
to the organ donation, have shown that gender, marital 

Table 2
Correlation between altruism and empathy with the attitudes of nurses in ICU, emergency and dialysis 

units of Educational and Health Centers affiliated to Qazvin University of Medical Sciences
The total score of attitude The total score of attitude
Correlation 
coefficient

P-value Correlation 
coefficient

P-value

Total score of altruism 0.24 <0.001 Total score of empathy 0.133 0.048
Anonymous prosocial behaviors 0.338 <0.001 Personal distress 0.102 0.131
Altruistic and public prosocial behaviors –0.010 0.878 Empathic concern 0.000 0.997
Emotional prosocial behaviors 0.144 0.031 Perspective takes 0.152 0.023
Dire prosocial behaviors 0.143 0.033 Fantasy 0.140 0.037
Compliant prosocial behaviors 0.219 0.001
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status, signing a donor card, and altruism have been posi-
tive predictors of nurses’ attitude toward organ donation 
and empathy has been the negative predictor (Table 3).

Linear regression was performed to assess the pre-
dictors of the attitudes toward organ donation. Variables 
that had p > 0.2 in the single-variable model were entered 
into multiple linear regressions by “inter” method, that 
according to the results, the components of the anony-
mous prosocial behaviors (p < 0.0001) in altruism and 
gender variables (p = 0.007) and having organ donation 
card (p = 0.012) were significant predictors of nurses’ 
attitude towards organ donation and in total, these vari-
ables predicted 20% change in attitude (Table 3).

Discussion
The results obtained from the present study that has 

aimed to investigate the relationship between empathy 
and altruism with the attitude of nurses toward organ 
donation confirm the effect of altruism on the attitude of 
nurses toward organ donation. There was a direct and si-
gnificant relationship between the total score of altruism 
and such components as anonymous prosocial behaviors, 
emotional prosocial behaviors, dire prosocial behavi-
ors, and compliant prosocial behaviors with the attitudes 
of nurses toward organ donation. This is in agreement 
with the results obtained from the study by Khani et al. 
(2016), which showed a significant direct relationship 
between altruism and the attitude toward organ donati-
on as well as a significant indirect relationship between 
the altruism caused by practicing religious beliefs and 
the attitude toward the organ donation [14]. Hill et al. 
(2016) demonstrated that there was a moderate positive 
correlation between the altruism and the attitude toward 
the organ donation and among the altruism and big five 
personality dimensions, only altruism was an important 
predictor of decision making on organ donation [16]. 
In the study by Khani et al. (2014) that investigated the 
role of social capitals and altruism in the prediction of 
medical doctors’ attitudes toward organ donation, a posi-

tive and significant correlation was recognized between 
the attitude toward the organ donation and the altruism 
[32]. In the study conducted by Newton et al. (2011), 
the altruistic motivation to help others was introduced 
as the most commonly identified motivator for becoming 
an organ donor [15]. It can be said that the feeling of 
altruism has a significant effect on the attitude of nurses 
toward organ donation and improves the performance 
of nurses in identifying brain death patients, caring for 
them, and increasing the consent of their families for the 
organ donation.

The results have also shown that there was a direct 
and significant correlation between the total score of 
empathy, perspective taking, and fantasy with the attitude 
of nurses. However, there was no correlation between 
distress and empathic concern. In study of Cohen et al. 
(2012), empathic concern and self-interest (personal dist-
ress) were considered as a positive predictor of tendency 
to organ donation, while paying attention to the interests 
of others (empathic attention) was not the positive pre-
dictor of tendency to organ donation. In the present study, 
there was a significant relationship between imaginary 
empathy and perspective taking with attitude toward 
organ donation, but none of the subscales of empathy 
was not a positive predictors of nurses’ attitude toward 
donation [17]. The research conducted by Wilczek et 
al. (2014) demonstrated that there was no significant 
correlation between empathy and the willingness to do-
nate organs of brain death patients. It is in contrast to 
the results of the present study. Their study showed that 
the highest percentage of empathy was associated with 
the female participants [19], which is in agreement with 
this study.

The results of the study by Milaniak et al. (2018) 
showed a significant correlation between altruism and 
empathy with the causes of posthumous organ donation. 
In their study, the highest percentage of willing to sign 
a donor card was associated with the group who had a 
moderate level of altruism, and the highest percentage of 

Table 3
Predictors of the attitudes of nurses in ICU, emergency, and dialysis units toward organ donation 

in Educational and Health Centers affiliated to Qazvin University of Medical Sciences
Variable B Std. Error Beta P-value 95% confidence interval

Minimum Maximum
Constant value 19,922 5,339 0.000 9/396 30/448
Gender 4,172 1.540 0.175 0.007 1,136 7,208
Marital status 0,999 1,323 0.51 0.451 –1.609 3,608
Signing a donor card 3,223 1.279 0.159 0.012 0,702 5.744
Anonymous prosocial behaviors 0,582 0,148 0,349 0,000 0,290 0,874
Altruistic and public prosocial behaviors –0,64 0,291 –0,18 0,828 –0,637 0,510
Emotional prosocial behaviors –0,431 0,263 –0,148 0,103 –0,951 0,88
Dire prosocial behaviors 0,321 0,288 0,083 0,266 –0,246 0,889
Personal distress –0,020 0,159 –0,009 0,900 –0,333 0,293
Empathic concern 0,141 0,228 0,048 0,536 –0,308 0,591
Perspective takes 0,239 0,240 0,074 0,321 –0,234 0,711
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those who had signed previously a donor card was seen 
in the group with a high level of altruism [7]. These are 
consistent with the findings of the present study. In terms 
of empathy, only perspective taking was considered as 
a significant predictor and there was a poor relationship 
between the perspective taking and the dependent varia-
ble. There was a significant difference between the level 
of personal distress and disagreement with the organ 
donation. There was a positive and significant corre-
lation between the fantasy and the agreement with the 
organ donation after the death of relatives, which was 
in agreement with the present study, but in the present 
study, none of the empathy subscales were positive pre-
dicator of the attitude toward organ donation [7]. There 
was no correlation between altruism and empathy that 
this finding was not in agreement with our study [7]. 
Empathy affected the agreement with donating organs of 
relatives after brain death and those with a higher level 
of empathy tended to develop a more positive attitude 
toward organ donation. According to the findings of the 
study it can be concluded that nurses with a high level 
of empathy can improve the status of organ donation 
in the society by developing more positive attitudes to-
ward organ donation in relatives of brain death patients. 
In addition, the present study has shown that the score 
of attitude has been higher in those who have signed a 
donor card and signing a donor card has a positive and 
significant correlation with a positive attitude toward 
organ donation. In the study by Purbahram et al. (2017), 
the score of attitude in nurses who signed a donor card 
was higher than those who didn’t sign a donor card. 
However, this difference was not significant [31]. The 
study conducted by Rodrigue (2004) also demonstrated 
that those who signed a donor card had more positive 
attitudes toward organ donation than those who didn’t 
sign a donor card [34]. In the present study the gender, 
marital status and the component of anonymous proso-
cial behaviors have been a positive predictor of attitude 
toward organ donation while the effect of age, marital 
status, other component of altruism and also empathy 
and its components has not been significant. It is not in 
agreement with the findings of the study by Hill (2016), 
in which the age was the positive predictor of the attitude 
toward the organ donation and the gender was the nega-
tive predictor of it [16], as well as the results of study by 
Rodrigue (2004), in which the gender and marital status 
had no relationship with the attitudes and beliefs toward 
the organ donation [34].

Considering the necessity of research in the field of 
organ donation and the increasing need of the society for 
it, it is suggested that different methods to be used to in-
crease the feelings of altruism and empathy to strengthen 
the positive attitude toward the organ donation among 
nurses in intensive care units.

Conclusion
The results of our research show that empathy and 

altruism can lead to positive attitudes of nurses toward 
the organ donation and improve their performance in the 
organ donation process and ultimately, promote the status 
of organ donation in the society. More research is nee-
ded to understand how empathy and altruism affect the 
organ donation process. The results showed that altruism 
and having organ donation card were the most impor-
tant factors in the tendency of nurses to organ donation. 
Therefore, the implementation of educational programs 
regarding changing nurse’s attitude in order to increase 
the sense of altruism and empathy about organ donation 
is necessary. By strengthening the sense of altruism and 
empathy in the family of brain death patients, they can 
be helped to decide on donate their patient’s organ with 
more certainty.

Limitations
The present study has been of the kind of correlational 

research and as a limitation, it cannot be said that the 
predictor variables have been the main cause of the inde-
pendent variable. It is suggested that the effects of other 
psychological and social characteristics on the attitudes 
of nurses toward the organ donation to be investigated 
in the next research.

The present research is correlational and as a limi-
tation, it can not be said that the predictor variables are 
the main cause of the independent variable. Secondly, 
a questionnaire was used to collect the data. Therefo-
re, considering that the questionnaires had an aspect of 
self-evaluation, there might be a bias (orientation) in 
the responses. Therefore, it is suggested that interview 
and observation be used in subsequent studies. It is also 
suggested that in the subsequent studies, other tools for 
measuring altruism and empathy and the effects of other 
psychological and social characteristics on the nurses’ 
attitude towards organ donation should be investigated.
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ОТДЕЛ ПОДГОТОВКИ НАУЧНЫХ И МЕДИЦИНСКИХ КАДРОВ

Лицензия на осуществление образовательной деятельности  № 2643 от 21.09.2017 г.

Россия, 123182, г. Москва, ул. Щукинская, д. 1, тел. 8 (499) 193-87-62

ФГБУ «НМИЦ ТИО имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России является ведущим на-
учно-исследовательским медицинским учреждением, успешно развивающим одно из приоритетных 
направлений в современной хирургической науке – трансплантологию.

В Центре осуществляются все виды трансплантации органов пациентам от 3 месяцев до старшего 
возраста, проводятся все виды кардиохирургических вмешательств. Учреждение оснащено новейшим 
высокотехнологичным оборудованием, на котором работают высококвалифицированные научные кадры 
и медицинские специалисты – доктора наук, осуществляющие подготовку врачей и научных работников 
для регионов Российской Федерации.

На базе клинических отделений Центра организовано проведение циклов повышения квалификации 
продолжительностью 72 и 144 часа по следующим дополнительным профессиональным программам:

•	 Анестезиологические пособия и интенсивная терапия при трансплантации жизненно важных органов.
•	 Болезни почек, почечная недостаточность и заместительная почечная терапия.
•	 Донорство в клинической трансплантологии.
•	 Клиническая трансплантация печени.
•	 Клиническая трансплантация печени у детей.
•	 Клиническая трансплантация почки.
•	 Клиническая трансплантация сердца.
•	 Основы трансплантологии и искусственных органов.
•	 Патологическая анатомия у больных после аллотрансплантации органов и имплантации искусст-

венных органов.
•	 Трансплантационная иммунология и иммуносупрессия.
•	 Деятельность операционной медицинской сестры в клинической трансплантологии.

Гарантийное письмо на обучение специалистов от организаций высылать на электронную почту. 
Е-mail: dim_vel@mail.ru
Консультации организованы в отделе подготовки научных и медицинских кадров (Щукинская, 1, 

новый корпус, 9-й этаж, ученый секретарь – к. м. н. Великий Дмитрий Алексеевич).



164

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ 	 том XXI   № 4–2019

ТРЕБОВАНИЯ К ПУБЛИКАЦИЯМ

Статьи должны содержать оригинальные данные, 
нигде ранее не опубликованные и не направленные 
на публикацию в другие редакции. Плата за публи-
кацию рукописей не взимается.

Текстовый материал должен быть представлен 
в формате А4 (1 экземпляр, через 1,5 pt интервала, 
Times New Roman, 12 pt), а также в виде идентич-
ного файла Microsoft Word на электронном носите-
ле (лазерный диск, прикрепленный к электронному 
письму файл). 

Схема построения статьи
1.	 Титульная страница
Должна быть представлена на русском и англий-

ском языках и соответствовать шаблону:
•	 Название статьи

Англоязычное название должно быть грамот-
ным с точки зрения английского языка, при 
этом полностью соответствовать по смыслу 
русскоязычному названию.

•	 Авторы статьи
При написании авторов статьи инициалы име-
ни и отчества указываются перед фамилией. 
Ф. И. О. на английском языке необходимо пи-
сать так, как в заграничном паспорте или как 
в ранее опубликованных статьях в зарубежных 
журналах.

•	 Название учреждения 
–	 Полное официальное название учреждения, 

город, страна. Наиболее полный список на-
званий учреждений на русском и английс-
ком языках можно найти на сайте РУНЭБ 
eLibrary.ru

–	 Если в написании рукописи принимали 
участие авторы из разных учреждений, не-
обходимо соотнести их названия с Ф. И. О. 
авторов путем добавления цифровых ин-
дексов в верхнем регистре после фамилии 
и перед названием учреждения.

•	 Для корреспонденции
Полностью указать фамилию, имя, отчество авто-

ра, с которым будет вестись переписка, адрес (с поч-
товым индексом), телефон, факс, e-mail.

Пример титульной страницы
Сравнительный анализ диагностической 

значимости панелей биомаркеров 
у реципиентов сердца в отдаленные сроки 

после трансплантации
О.П. Шевченко1,  2, А.В. Аксенова1, А.А. Улыбыше-
ва1, 3, Н.П. Можейко1, Е.А. Никитина1, В.И. Орлов1, 
Е.А. Стаханова1, А.О. Шевченко1, 2

1 ФГБУ «Национальный медицинский исследова-
тельский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Мин
здрава России, Москва, Российская Федерация
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государствен-
ный медицинский университет имени И.М. Сечено-
ва» Минздрава России (Сеченовский университет), 
Москва, Российская Федерация
3 ФГБОУ ВО «Российский национальный иссле-
довательский медицинский университет имени 
Н.И. Пирогова» Минздрава России, Москва, Рос-
сийская Федерация

Для корреспонденции
Аксенова Александра Владимировна
Адрес:
Тел.:
E-mail:

Comparative analysis of diagnostic significance 
of biomarkers’ panels in cardiac recipients 

in the long term period after transplantation
O.P. Shevchenko1, 2, A.V. Aksyonova1, А.А. Ulyby-
sheva1, 3, N.P. Mozheiko1, E.A. Nikitina1, V.I. Orlov1, 
E.A. Stakhanova1, А.О. Shevchenko1, 2

1 V.I. Shumakov National Medical Research Center of 
Transplantology and Artificial Organs of the Ministry 
of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Rus-
sian Federation
2 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University 
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
Moscow, Russian Federation
3 N.I. Pirogov Russian National Research Medical Uni-
versity of the Ministry of Healthcare of the Russian 
Federation, Moscow, Russian Federation

For correspondence
Aksyonova Alexandra Vladimirovna
Address:
Tel.
E-mail:

2.	 Реферат
К каждой статье должен быть приложен рефе-

рат на русском и английском языках. Объем тек-
ста реферата для оригинальной статьи – не более 
300  слов, для обзора литературы, клинического 
наблюдения – не более 200 слов. Реферат должен 
полностью соответствовать содержанию работы. 
Англоязычная версия реферата статьи должна по 
смыслу и структуре соответствовать русскоязычной 
и быть грамотной с точки зрения английского языка. 
Для перевода реферата не допускается использова-
ние электронных программ-переводчиков (например, 
Google Переводчик) без последующей редакции.
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В реферате не следует употреблять аббревиатуры 
без предварительного раскрытия.

Реферат оригинальной статьи должен содер-
жать следующие разделы:

Цель (Aim),
Материалы и методы (Materials and тethods),
Результаты (Results),
Заключение (Conclusion).
В реферате следует представить наиболее сущес-

твенные результаты проведенных исследований. 
Нельзя писать: «Проведен сравнительный анализ 

чувствительности и специфичности…». 
Следует писать: «Чувствительность составила 

…% и …%, р = , специфичность соответственно 
…% и …%, р = ».

3.	 Ключевые слова
В конце реферата должны быть приведены ключе-

вые слова (key words) на русском и английском языках. 
Для выбора ключевых слов на английском языке сле-
дует использовать тезаурус Национальной медицин-
ской библиотеки США – Medical Subject Headings – 
MeSH. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

4. Указание о конфликте интересов
Автор обязан уведомить редактора о реальном 

или потенциальном конфликте интересов, включив 
информацию о конфликте интересов в соответству-
ющий раздел статьи. Если конфликта интересов нет, 
автор должен также сообщить об этом. Пример фор-
мулировки: «Автор заявляет об отсутствии конфлик-
та интересов».

Данная информация приводится перед текстом 
статьи.

5.	 Текст статьи
Оригинальная статья должна включать следу-

ющие разделы:
•	 Введение
•	 Материалы и методы
•	 Результаты
•	 Обсуждение
•	 Заключение
•	 Список литературы
Обзорная статья должна содержать анализ лите-

ратуры с представлением современных источников 
(в основном за последние 5 лет). 

Клиническое наблюдение должно быть хорошо 
иллюстрировано (отражать суть проблемы) и содер-
жать обсуждение вопроса с использованием данных 
литературы.
Библиографические ссылки в тексте статьи 

обозначаются порядковым номером в квадратных 
скобках: [1], [2, 5], [14–18] и в списке литературы 
представляются по порядку упоминания в тексте 
независимо от языка ссылки.

Все величины, приведенные в статье, должны 
быть выражены или дублированы в единицах СИ.

6.	 Список литературы / References
Автор несет полную ответственность за точность 

данных, приведенных в пристатейном списке ли-
тературы. В списке литературы ссылки на неопуб-
ликованные или находящиеся в печати работы не 
допускаются.

Список литературы представляется на отдельной 
странице. Ссылки на источники располагаются в по-
рядке цитирования и приводятся на языке оригинала.

Названия журналов на русском языке в списке 
литературы не сокращаются. Если русскоязычный 
журнал имеет также название на английском языке, 
оно может быть указано в ссылке после транслите-
рированного названия. Названия иностранных жур-
налов могут сокращаться в соответствии с вариантом 
сокращения, принятым конкретным журналом.

Если цитируемая статья имеет DOI (digital object 
identifier, цифровой идентификатор объекта) и/или 
PMID (PubMed), его/их необходимо указать в конце 
ссылки.

В ссылках на русскоязычные статьи, имеющие 
также название на английском языке, вначале при-
водится русское, а затем английское название. Если 
статья не имеет английского названия, ссылка приво-
дится вначале на русском языке, а затем в транслите-
рированном виде, начиная на той же строке. Транс-
литерацию рекомендуется выполнять на сайте http://
www.translit.ru в формате BGN.

В ссылке на неанглоязычные статьи после выход-
ных данных необходимо указать язык публикации и 
наличие резюме на английском языке, например: [In 
Russ, English abstract].

Для составления описаний в cписке литерату-
ры используется стандарт на библиографическую 
ссылку NLM – National Library of Medicine (http://
www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). 
Если количество авторов не превышает 6, в библио
графическом описании указываются все авторы. 
Если количество авторов более 6, следует указать 
шесть первых авторов и добавить «и др.» (et al.).

Примеры библиографических описаний

1. Статья из русскоязычного журнала,  
имеющая англоязычное название
Готье СВ, Хомяков СМ. Донорство и транс-
плантация органов в Российской Федерации в 
2015 году. VIII сообщение регистра Российско-
го трансплантологического общества. Вестник 
трансплантологии и искусственных органов. 
2016; 18 (2): 6–26. Gautier SV, Khomyakov SM. 
Organ donation and transplantation in Russian Fe-
deration in 2015. 8th report of National Register. 
Russian Journal of Transplantology and Artificial 
Organs. 2016; 18 (2): 6–26. [In Russ, English ab-
stract] DOI:10.15825/1995-1191-2016-2-6-26.
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2. Статья из русскоязычного журнала,  
не имеющая англоязычного названия
Трапезникова МФ, Филипцев ПЯ, Перлин ДВ, 
Кулачков СМ. Лечение стриктур мочеточника 
после трансплантации почки. Урология и 
нефрология. 1994; 3: 42–45. Trapeznikova MF, 
Filiptsev PYa, Perlin DV, Kulachkov SM. Lechenie 
striktur mochetochnika posle transplantatsii pochki. 
Urologiya i nefrologiya. 1994; 3: 42–45.

3. Статья из англоязычного журнала
Goldstein DJ, Oz MC, Rose EA. Implantable left 
ventricular assist devices. N Engl J Med. 1998; 339: 
1522–1533.

4. Англоязычная монография
Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfal-
ler MA. Medical microbiology. 4th ed. St. Louis: 
Mosby; 2002.

5. Русскоязычная монография
Готье СВ, Константинов БА, Цирульнико-
ва  ОМ. Трансплантация печени. М.: МИА 
(2008), 246 с. Gautier SV, Konstantinov BA, Tsi-
rulnikova OM. Transplantatsiya pecheni. M.: MIA 
(2008), 246.

6. Диссертация (автореферат диссертации)
Орлова ОВ. Роль маркеров воспаления, тром-
боза, неоангиогенеза и апоптоза в прогно-
зировании васкулопатии сердечного транс-
плантата: дис. … докт. мед. наук. М., 2009, 
84  с. Orlova  OV. Rol' markerov vospaleniya, 
tromboza,neoangiogeneza i apoptoza v progno-

zirovanii vaskulopatii serdechnogo transplantata. 
[Dissertation]. M., 2009, 84.

7. Ресурс в сети Internet
Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association 
of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-01 [upda-
ted 2002 May 16; cited 2002 Jul 9]. Available from: 
http://www.cancer-pain.org/.

Требования к таблицам и иллюстрациям
Таблицы следует помещать в текст статьи, они 

должны иметь нумерованный заголовок и четко обоз-
наченные графы, удобные и понятные для чтения. 
Данные таблицы должны соответствовать цифрам 
в тексте, однако не должны дублировать представ-
ленную в нем информацию. Ссылки на таблицы в 
тексте обязательны.

Иллюстрации и рисунки должны быть пред-
ставлены в электронном виде (формат JPEG или TIF 
с разрешением не менее 300 точек на дюйм и разме-
ром не менее 6 × 9 см), в объеме, близком к 1 Мб. 
Рисунок должен содержать все авторские обозна-
чения – стрелки, цифры, указатели и пр. Подписи к 
рисункам должны быть представлены в отдельном 
файле с расширением *doc. Сначала дается назва-
ние, а затем объясняются все цифровые и буквенные 
обозначения.

Названия таблиц, иллюстраций и рисунков, а 
также объяснения к ним должны быть представ-
лены на русском и английском языках.

Статьи направлять в редакцию журнала по адресу:
123182, Москва, ул. Щукинская, д. 1, ФГБУ «НМИЦ ТИО им. академика В.И. Шумакова»,  

«Вестник трансплантологии и искусственных органов»
E-mail: vestniktranspl@gmail.com

Instructions to authors
Articles should contain original information that has 

not been previously published and is not considered for 
publication in other editions. Fee for publication of ma-
nuscripts will not be charged. 

Textual material should be presented in A4 format 
(1 copy, 1,5 pt spaced, font type Times New Roman, size 
12 pt), as well as in Microsoft Word file of the identical 
content on electronic media (CD, attached to an e-mail 
file).

Structure of the article
The Title page should include:
–	 Initials (first name and patronymic) of the authors 

of the article should be specified before their res-
pective last names.

–	 Full official name of the institution, city and coun-
try.

–	 If authors from different institutions participated 
in writing of the manuscript, it is necessary to 
correlate those with the names of the authors by 
adding a digital index uppercase after last name, 
and right before the name of the institution.

Information about the authors
For each author fully specify the last and the first 

name, patronymic and position in the relevant depart-
ment/institution.
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For correspondence
Fully specify the last and the first name, patrony-

mic of the author, who will be holding correspondence, 
address (including postal code), telephone, fax number, 
e-mail.

Abstract
Each article must be accompanied by an abstract. 

The amount of text for the abstract of the original article 
should be of no more than 300 words, for a literature 
review, clinical observation – no more than 200 words. 
The abstract must fully comply with the content of the 
work. The abstract should not use abbreviations without 
prior expansion.

Abstract of the original article should contain the 
following sections: Aim, Materials and methods, Re-
sults, Conclusion. The abstract should present the most 
important results of the research.

Do not write: «A comparative analysis of the sensi-
tivity and specificity was conducted ...»

Should write: «The sensitivity was ... % and ...%, p = , 
specificity, respectively ...% and ...%, p = ».

Key words
At the end of the abstract keywords must be given. To 

select the keywords a thesaurus of U.S. National Library 
of Medicine should be used – Medical Subject Headings 
(MeSH) at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh.

Conflict of interest
The author should inform the editor about the factual 

or potential conflict of interest have included the infor-
mation about such conflict into the respective section 
of an article.

If there is no conflict of interest, the author should 
say so in the form like the following: «Author declares 
unawareness of the conflict of interest».

This information is supposed to be placed before the 
article text.

Text of article
Original article should include the following sec-

tions:
•	 Introduction
•	 Materials and methods
•	 Results
•	 Discussion
•	 Conclusion
•	 References

Review article should include an analysis of the lite-
rature with the presentation of modern sources (mainly 
in the last 5 years).

Clinical observation should be well illustrated (to 
reflect the essence of the problem) and include discussion 
with the use of literature data.
References in the text are indicated by number in 

square brackets: [1], [2, 5], [14–18] and in the references 
section are presented in order of their appearance in the 
text. All values given in the article should be expressed 
or duplicated in SI units.

References
The author is solely responsible for the accuracy of 

the data included in the references section of the artic-
le. References to unpublished papers or papers in print 
works are not allowed.

References are presented on a separate page.
The names of journals can be contracted in ac-

cordance with an embodiment of reduction adopted by 
the specific journal.

If the article quoted has DOI (a digital object iden-
tifier) or/and PMID (Pub Med identifier) they must be 
specified after the description of the article. To compile 
descriptions in References section NLM bibliographic 
reference citation standard is used – U.S. National Lib-
rary of Medicine (http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_
requirements.html). If the number of authors does not 
exceed 6, the bibliographic description includes all the 
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