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КлиНичеСКАЯ 
трАНСПлАНтОлОГиЯ В рФ: 
От иННОВАЦиОННОЙ 
ФеНОМеНОлОГии 
К дОСтУПНОМУ ВидУ 
МедиЦиНСКОЙ ПОМОЩи
Глубокоуважаемые коллеги!
Трансплантация  органов  чело-

века является выдающимся дости-
жением медицинской науки и прак-
тики ХХ века, высшим проявлением 
гуманности в обществе, направлен-
ным на спасение жизни и здоровья 
пациентов с заболеваниями органов 
в терминальной стадии, когда иные 
способы лечения бессильны.
Вклад  советских  и  российских 

хирургов, ученых в развитие миро-
вой трансплантологии  неоценим. 
В.П. Демихов в эксперименте дока-
зал возможность проведения опера-
ций по пересадке органов. Первую в 
нашей стране успешную трансплан-
тацию почки от родственного до-
нора выполнил академик Б.В. Петровский 15 апреля 
1965 года; 12 марта 1987 года первую успешную 
трансплантацию сердца провел выдающийся хирург 
и  основатель  отечественной трансплантологии 
В.И. Шумаков; в 1990 году бригадой хирургов под 
руководством профессора А.К. Ерамишанцева вы-
полнена первая трансплантация печени.
К 2007 году, спустя 20 лет после первой успешной 

трансплантации сердца в стране, подобные опе-
рации выполнялась в трех городах – Москве, Ека-
теринбурге и Новосибирске,  общим количеством 
19 трансплантаций в год. Количество транспланта-
ций печени от посмертного донора было несколько 
больше, они выполнялись в Москве, Санкт-Петер-
бурге, Екатеринбурге и Белгороде. Наиболее часто 
в стране выполнялась трансплантация почки, но 
во всех видах трансплантации объем операций был 
недостаточным.
2022 год отмечен двумя значимыми датами в ис-

тории отечественной трансплантологии – 35 лет 
успешной трансплантации сердца и 25  лет род-
ственной трансплантации печени детям. Благо-
даря внедрению разработанных в последние годы 

clinical TranSPlanTOlOGY 
in The ruSSian federaTiOn: 

frOm innOvaTive 
PhenOmenOlOGY 

TO acceSSiBle 
medical care
Dear colleagues,

Human organ transplantation is an 
outstanding achievement of medical 
science  and  practice  in  the  20th 
century. It is the highest manifestation 
of humanity in society, aimed at saving 
the  life  and  health  of  patients  with 
end-stage organ diseases, when other 
treatment methods are powerless.
The  contribution  by  Soviet  and 

Russian surgeons and scientists to the 
development of world transplantology 
is  invaluable. Organ transplantation 
pioneer, Vladimir Demikhov, proved 
the feasibility of organ transplantation 
operations in his experiment. The first 
successful  kidney  transplantation  in 
Russia  was  performed  on April  15, 

1965, by academician Boris Petrovsky. The first successful 
heart transplantation was performed on March 12, 1987, 
by Valery Shumakov, an outstanding surgeon and founder 
of Russian transplantology. In 1990, a surgical team, 
headed by Professor Alexander Yeramishantsev, carried 
out the first liver transplantation.

By 2007, 20 years after  the first  successful heart 
transplantation in the country, similar operations had 
been performed in three cities – Moscow, Yekaterinburg 
and Novosibirsk – with a total of 19 transplants per year. 
The number of deceased donor liver  transplants was 
somewhat higher, performed in Moscow, St. Petersburg, 
Yekaterinburg, and Belgorod. Kidney transplantation 
was the most common transplant operation in Russia, but 
in all types of transplantation, the volume of operations 
was insufficient.

The year 2022 is marked by two significant dates 
in  the  history  of  Russian  transplantology:  35  years 
of  successful  heart  transplantation  and  25  years  of 
pediatric living related liver transplantation. Thanks to 
the implementation of scientific, technological, surgical, 
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научно-технологических, хирургических, клинических 
и организационных решений удалось многократно 
увеличить число операций по трансплантации со-
лидных органов.
К настоящему времени в нашей стране создана и 

реализована высокоэффективная программа лечения 
больных с приобретенными и врожденными заболе-
ваниями органов в терминальной стадии, взрослых 
и детей, в том числе самого раннего возраста и с 
малой массой тела. В России сейчас выполняется 
в год около 2500 трансплантаций органов, из них 
порядка 300 пересадок органов детям. Благодаря 
организованной системе отпала необходимость в 
направлении за рубеж российских детей для выпол-
нения им трансплантации органов. Достигнута вы-
живаемость пациентов на уровне лучших мировых 
показателей.
Существенно расширена география трансплан-

тологической помощи: сейчас операции по транс-
плантации осуществляются в 62 учреждениях  в 
35 регионах РФ с населением 103,4 млн человек.
Создана система региональной координации до-

норства органов, разработаны нормативные доку-
менты по трансплантации печени, почки, сердца, 
легких.
Разработаны оригинальные высокоэффектив-

ные хирургические технологии. Мировой приоритет 
имеют операции по лапароскопическому изъятию 
фрагмента печени и почки у родственного донора, 
первая в мировой практике успешная транспланта-
ция печени и двух легких ребенку (от посмертного 
взрослого донора) и др. Разработаны технологии 
трансплантации печени детям от донора, не сов-
местимого по группе крови.
Успех  в  области  трансплантации  жизненно 

важных органов был бы невозможен без внедрения 
результатов научных исследований и разработок. 
Раскрыты  фундаментальные  основы  иммунной 
толерантности, иммуносупрессии, молекулярные 
механизмы взаимоотношения трансплантата с ор-
ганизмом реципиента. Научно обоснованы и успешно 
внедрены в клиническую практику новые методы 
персонализированной диагностики и лечения; выпол-
нены молекулярно-генетические, иммунологические 
исследования биомаркеров отторжения, фиброза 
трансплантированных почки, печени, сердца, легко-
го, кардинально изменившие принципы ведения и про-
гноз у реципиентов. Созданы и внедрены отечест-
венные системы вспомогательного кровообращения.
Все перечисленное позволило превратить транс-

плантологию в нашей стране из области престиж-
ной инновационной феноменологии в реальный, до-
ступный для населения вид медицинской помощи.

С уважением,
главный редактор
академик РАН С.В. Готье

clinical  and  organizational  solutions  developed  in 
recent years, the number of solid organ transplantation 
operations has increased manifold.

To date, a highly effective  treatment program has 
been  created  and  implemented  in  our  country  for 
patients with acquired and congenital organ diseases 
in  the  terminal stage, adults and children,  including 
very young age and low body weight. In Russia today, 
about 2,500 organ transplants are performed annually, 
including about 300 pediatric organ transplants. Thanks 
to the organized system, there is no longer the need to 
send Russian children abroad for organ transplants. 
Patient survival has reached the world’s best levels.

The geographical  footprint of  transplant care has 
expanded considerably. Transplant operations are now 
carried out in 62 institutions spread across 35 regions of 
the Russian Federation with a population of 103.4 million 
people.
A system of regional organ donation coordination 

has been created, regulatory documents on liver, kidney, 
heart and lung transplantation have been developed.

Original highly efficient surgical  techniques have 
been developed: laparoscopic liver and kidney resection 
from a related donor, etc. The world’s first successful 
transplantation of a liver and two lungs in a child (from 
a  deceased  adult  donor)  was  performed  in  Russia. 
Technologies for pediatric liver transplantation from a 
blood group incompatible donor have been developed.

Success  in  the field of vital organ transplantation 
would not have been possible without implementation 
of research and development results. The fundamental 
bases  of  immune  tolerance,  immunosuppression, 
molecular mechanisms of the relationship between graft 
and the recipient’s body were revealed. New methods of 
personalized diagnosis and treatment were scientifically 
justified  and  successfully  introduced  into  clinical 
practice; molecular-genetic,  immunologic  studies of 
rejection biomarkers, kidney, liver, heart, lung transplant 
fibrosis were performed, which radically changed the 
principles  of  recipient  management  and  prognosis. 
Russian-made circulatory support systems have been 
created and implemented.

All of  the above mentioned have made it possible 
to  turn  transplantology  in  our  country  from  a  field 
of prestigious  innovative phenomenology  into a real 
medical care that is accessible to everyone.

Sincerely,

S.V. Gautier
Editor-in-Chief,

Member, Russian Academy of Sciences
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ФАКтОры риСКА При трАНСПлАНтАЦии ПечеНи 
От ПОСМертНОГО дОНОрА: ОПыт ОдНОГО ЦеНтрА
С.И.  Зубенко1, А.Р. Монахов1, 2, М.А. Болдырев1, В.Р. Салимов1, А.Д. Смолянинова1, 
С.В. Готье1, 2
1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация 
2 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет имени 
И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет), Москва, Российская Федерация

Трансплантация печени от донора со смертью головного мозга – вмешательство высокого риска, на ре-
зультаты которого влияет большое количество модифицируемых и немодифицируемых факторов. Цель: 
провести анализ собственного опыта и выявить предоперационные и периоперационные прогностические 
факторы риска неблагоприятного исхода при трансплантации печени. Материалы и методы. В исследо-
вание включены трансплантации печени (n = 301), выполненные за период с января 2016-го по декабрь 
2021 г. Для анализа использованы характеристики доноров и реципиентов, интраоперационные данные, 
периоперационные характеристики, включая данные лабораторных тестов, а также характер и частоту 
осложнений. Результаты. Выживаемость реципиентов составила: 91,8; 85,1 и 77,9% на сроке 1, 3 и 5 лет 
после операции; выживаемость трансплантатов – 90,4; 83,7 и 76,7% соответственно. Наиболее значимыми 
предикторами неблагоприятного исхода трансплантации печени со стороны реципиента стали наличие 
билиарных стентов (HR 7,203, p < 0,01), острая декомпенсация течения цирроза печени (HR 2,52, p = 0,02); 
в послеоперационном периоде – нехирургические инфекционные осложнения (HR 4,592, p < 0,01) и 
количество повторных операций (HR 4,063, p < 0,01). Уровень креатинина донора (HR 1,004, p = 0,01 – 
однофакторный анализ; HR 1,004, p = 0,016 – многофакторный анализ) является единственным досто-
верным прогностически негативным фактором. Выводы. Выполнение трансплантации печени с учетом 
установленных факторов риска позволит улучшить результаты операций, а также персонализировать 
терапию для каждого пациента.
Ключевые  слова: трансплантация печени,  посмертное донорство, факторы риска.

riSk facTOrS in deceaSed dOnOr liver TranSPlanTaTiOn: 
a SinGle cenTre eXPerience
S.I.  Zubenko1, A.R. Monakhov1, 2, M.A. Boldyrev1, V.R.  Salimov1, A.D.  Smolyaninova1, 
S.V. Gautier1, 2
1 Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation 
2 Sechenov University, Moscow, Russian Federation

Deceased brain-dead donor liver transplantation (LT) is a high-risk intervention. The outcome depends on a 
large number of modifiable and non-modifiable factors. Objective: to analyze our own experience and identify 
preoperative and perioperative prognostic factors for poor outcomes in LT. Materials and methods. The study 
included 301 liver transplants performed between January 2016 and December 2021. Donor and recipient cha-
racteristics, intraoperative data, perioperative characteristics including laboratory test data, and the nature and 
frequency of complications were used for the analysis. Results. The 1-, 3- and 5-year recipient survival rates 
were 91.8%, 85.1%, and 77.9%, respectively; graft survival rates were 90.4%, 83.7%, and 76.7%, respectively. 
The most significant predictors of poor outcome of LT on the recipient side were biliary stents (HR 7.203, 
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ВВедеНие
Трансплантация печени является операцией высо-

кого риска [1]. Большое количество сопутствующих 
осложненному течению цирроза печени состояний 
обусловливает более тяжелый исходный статус реци-
пиента с повышением ранней и отдаленной леталь-
ности [2, 3]. С развитием техники операций умень-
шается число хирургических противопоказаний к 
трансплантации печени, таких как тромбоз воротной 
вены [4]. Прогрессивное развитие трансплантаци-
онной онкологии также приводит в лист ожидания 
донорской печени большое количество пациентов, 
ранее считавшихся нетрансплантабельными [5]. Рас-
ширение показаний к трансплантации печени при-
водит к увеличению диспропорции между числом 
пациентов, ожидающих трансплантацию печени, и 
количеством доступных донорских органов, и как 
следствие, к увеличению смертности в листе ожи-
дания [2, 6]. Стремясь максимально использовать 
имеющиеся донорские органы, многие центры вы-
ходят за рамки традиционного «идеального» донора 
и включают использование расширенных критериев 
пригодности донорских органов [7]. Особенности 
донорских органов имеют влияние как на непосред-
ственные, так и на отдаленные результаты транс-
плантации печени [8]. Перечисленные особенности 
обусловливают сохраняющуюся актуальность оцен-
ки и переоценки факторов риска неблагоприятных 
исходов трансплантации печени с целью стратифи-
кации реципиентов и выполнения операции с опти-
мальным результатом для каждого пациента.

Распределение органов с учетом факторов риска 
как донора, так и реципиента способствует сниже-
нию риска потери трансплантата и послеоперацион-
ной летальности [9, 10].

МАтериАлы и МетОды
В исследование включены трансплантации пече-

ни от донора со смертью головного мозга взрослым 
реципиентам, выполненные на базе ФГБУ «Наци-
ональный медицинский исследовательский центр 
трансплантологии и искусственных органов им. ака-
демика В.И. Шумакова» Минздрава России в период 
с января 2016-го по декабрь 2021 г.

Были собраны и проанализированы данные о ре-
ципиентах: демографические характеристики, ан-
тропометрия, индекс тяжести заболевания печени 

(MELD), сопутствующие характеристики, влияющие 
на тяжесть заболевания печени. Кроме того, были 
проанализированы интраоперационные данные вы-
полненной трансплантации печени, наличие после-
операционных осложнений, динамика лабораторных 
показателей в послеоперационном периоде, а также 
выживаемость реципиентов и трансплантатов.

Для оценки качества полученного транспланта-
та нами были использованы антропометрические и 
демографические показатели доноров, данные лабо-
раторных исследований, величина вазопрессорной 
поддержки, тип полученного трансплантата, а также 
результаты гистологического исследования (микро-
скопия «нулевой биопсии»).

Методика изъятия печени
В нашем центре используется модификация «быс-

трого» изъятия печени с исключительно артериаль-
ной перфузией печени [11]. Оценка пригодности 
трансплантата осуществлялась на основании пред-
варительной клинической оценки донора, комплекс-
ного абдоминального ультразвукового исследования, 
визуальной оценки трансплантата. Результаты «ну-
левой» биопсии донорской печени учитывались рет-
роспективно.

Методика имплантации печени
Особенности хирургической техники, принятой 

в нашем центре при трансплантации печени от по-
смертного донора, подробно изложены в предыду-
щих работах [12, 13]. Выбор методики кавальной 
реконструкции определялся интраоперационными 
характеристиками гемодинамики реципиента [14].

В послеоперационном периоде назначалась имму-
носупрессивная терапия по принятым протоколам, 
в зависимости от исходного заболевания [15]. На-
блюдение за пациентами на сроках от 1 до 3 меся-
цев осуществляется хирургами-трансплантологами 
с последующей передачей гепатологу для долгосроч-
ного наблюдения.

Статистический анализ
Статистический анализ проводился с использо-

ванием пакета IBM SPSS Statistics 23. Количествен-
ные переменные выражены в значении медианы и 
диапазона значений, качественные переменные –  
в числах и процентах. Выживаемость пациентов и 

p < 0.01), acutely decompensated cirrhosis (HR 2.52, p = 0.02); in the postoperative period, non-surgical infectious 
complications (HR 4.592, p < 0.01) and number of reoperations (HR 4.063, p < 0.01). Donor creatinine level (HR 
1.004, p = 0.01, one factor analysis; HR 1.004, p = 0.016, multivariate analysis) was the only reliable prognostic 
negative factor. Conclusion. LT taking into account established risk factors will improve surgery outcomes and 
help personalize the therapy for each patient.
Keywords:  liver  transplantation,  deceased donor,  expanded  criteria  donor,  risk  factors.
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трансплантатов определялась методом Каплана–
Мейера. Мультивариантная регрессия Кокса (модель 

пропорциональных рисков) была использована для 
определения факторов риска. Для оценки шансов 
риска потери трансплантата / смерти реципиента 
применяли показатель отношения рисков (Hazard 
Ratio, HR) с указанием значения его 95% доверитель-
ного интервала (ДИ). Уровень значимости считался 
достоверным при р < 0,05.

реЗУльтАты
С января 2016-го по декабрь 2021 года на базе 

НМИЦ ТИО выполнено 34 трансплантации пече-
ни от посмертного донора взрослым реципиентам. 
При проведении гистологического исследования 
эксплантата в 3 случаях верифицирован опухоле-
вый тромбоз воротной вены при гепатоцеллюлярной 
карциноме (ГЦК). Пациенты были исключены из ис-
следования в связи с превышением критериев UCSF 
для трансплантации печени при ГЦК.

Общие характеристики реципиентов приведены 
в табл. 1.

Характеристика доноров
Основные параметры, использованные при оцен-

ке доноров со смертью головного мозга, приведены 
в табл. 2.

Обращает на себя внимание относительно вы-
сокий индекс DRI. Согласно оригинальной статье 
Feng et al., выживаемость реципиентов при значении 
DRI от 1,4 до 1,5 составляет 79,7% в течение одного 
года [16].

Периоперационные параметры
Проанализированы временные характеристики 

операции, объем кровопотери, потребность в ге-
мотрансфузиях, а также лабораторные показатели, 
отражающие функцию печени на 1, 5 и 30-е сутки 
послеоперационного периода. Сводные данные при-
ведены в табл. 3.

Осложнения и выживаемость
С целью определения негативных прогностиче-

ских событий в послеоперационном периоде нами 
была проведена комплексная оценка осложнений с 
подсчетом Comprehensive Copmlication Index. Свод-
ные данные приведены в табл. 4.

Актуарная выживаемость реципиентов и транс-
плантатов после трансплантации проанализирована 
с помощью метода Каплана–Мейера (рис.).

Определение факторов риска
На основании полученных данных проведен 

статистический анализ с помощью регрессионной 
модели Кокса в однофакторном и многофакторном 
вариантах (табл. 5, 6).

Таблица 1
Характеристики реципиентов печени (n = 301)

Characteristics of liver recipients (n = 301)
Показатель Медиана 

(min–max)
Возраст, лет 43 (18–72)
Мужской пол, n (%) 148 (49,2)
ИМТ, кг/м2 24 (15–40)
Сопутствующие состояния, n (%)

Тромбофилия 7 (2,3)
Предшествующие операции 29 (9,6)
TIPS 5 (1,7)
Билиарные дренажи/стенты 4 (1,3)

Тяжесть заболевания печени
MELD 18 (7–40)
Фульминантное поражение печени, n (%) 7 (2,3)
Острая декомпенсация цирроза печени, 
n (%) 22 (7,3)

ГРС, n (%) 88 (29,2)
Срок ожидания, мес. 5 (0–48)

Примечание. ГРС – гепаторенальный синдром.

Note. ГРС – hepatorenal syndrom.

Таблица 2
Характеристики посмертных доноров печени 

(n = 301)
Characteristics of deceased liver donors (n = 301)

Показатель Медиана (min–max)
Мужской пол, n (%) 203 (67,4)
Возраст, лет 48 (18–73)
ИМТ, кг/м2 26 (17–48)

Тип графта, n (%)
Целая печень 284 (94,4)
Сплит – РПД 17 (5,6)

DRI 1,45 ± 0,28
Стеатоз*, n (%)

Минимальный 181 (79,0)
Умеренный 19 (8,3)
Выраженный 29 (12,7)

Фиброз*, n (%)
F = 0 152 (66,4)
F = 1 60 (26,2)
F = 2 17 (7,4)

Лабораторные показатели
АЛТ 28 (1–436)
АСТ 35 (8–1099)
Билирубин общий 11 (1–96)
Креатинин 101 (6–720)
Натрий 145 (124–176)

* – в анализ включено 229 гистологических исследова-
ний.

* – 229 biopsies were included in the analysis.
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Мужской пол реципиента (HR 0,55; ДИ 0,3–0,98; 
p = 0,04) снижает риск неблагоприятного исхода. Но-
сительство дренажей, внутрипротоковых стентов до-
стоверно увеличивает риск смерти реципиента (HR 
7,203; ДИ 1,699–30,534; p < 0,01). Острая декомпен-
сация хронического заболевания печени увеличивает 
риск более чем в 2 раза (HR 2,52; ДИ 1,128–5,631; 

Таблица 3
Периоперационные характеристики 

реципиентов
Perioperative characteristics of recipients

Показатель Медиана (min–max)
Время, мин 347 (185–805)
Холодовая ишемия, мин 288 (105–744)
Тепловая ишемия, мин 30 (12–80)
Билиарная ишемия, мин 31 (10–400)
Кровопотеря, мл 1000 (200–10 000)
СЗП, доз 6 (1–28)
ЭрМ, доз 2 (0–11)

Классическая кавальная 
реконструкция, n (%) 283 (94)

Лабораторные показатели
1-е сутки после операции

АЛТ 493 (23–6919)
АСТ 481 (28–21 280)
Билирубин общий 46 (11–874)
Креатинин 81 (26–576)
МНО 2 (1–4)

5-е сутки после операции
АЛТ 195 (29–4260)
АСТ 88 (6–4435)
Билирубин общий 40 (6–477)
Креатинин 82 (28–382)
МНО 1 (1–2)

30-е сутки после операции
АЛТ 30 (1–694)
АСТ 23 (3–809)
Билирубин общий 19 (2–292)
Креатинин 90 (34–537)
МНО 1 (1–3)

Таблица 4
Послеоперационные осложнения

Postoperative complications
Показатель n (%)

Кровотечения 25 (8,3)
Артериальные осложнения

Обкрадывание 4 (1,32)
Стеноз 4 (1,32)
Тромбоз 7 (2,32)

Желчные осложнения
Ранняя стриктура 13 (4,3)
Поздняя стриктура 8 (2,7)
Свищ 4 (1,32)

Раневая инфекция 26 (8,6)
Повторные вмешательства 60 (19,9)
Отторжения 24 (8)
Нехирургические инфекционные 
осложнения 42 (14)

CCI (медиана, min–max) 0 (0–100)
Койко-день (медиана, min–max) 17 (1–177)
Ретрансплантации 5 (1,7)

n = 301 12 месяцев 36 месяцев 60 месяцев
Выживаемость 
трансплантатов, % (n) 90,4 (227) 83,7 (129) 76,7 (38)

Выживаемость 
реципиентов, % (n) 91,8 (231) 85,1 (130) 77,9 (38)

Рис. Выживаемость после трансплантации печени: 
а – выживаемость трансплантатов; б – выживаемость 
реципиентов

Fig. Survival after liver transplantation: a – graft survival; 
б – recipient survival

а

б
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Таблица 5
Определение факторов риска (унивариантный анализ)

Risk factors (univariate analysis)
Показатель HR ДИ 95% p

Билиарная ишемия 1,009 1,004–1,013 <0,01
Тип кавальной 
реконструкции 0,046 0–13,463 0,29

Кровопотеря 1 1,0–1,0 <0,01
СЗП 1,11 1,055–1,168 <0,01
ЭрМ 1,28 1,164–1,409 <0,01

Послеоперационные показатели
1-е сутки

АЛТ 1 1,0–1,001 <0,01
АСТ 1 1,0–1,0 <0,01
Билирубин 1,003 1,001–1,01 <0,01
Креатинин 1,004 1,001–1,007 0,03
МНО 1,998 1,201–3,324 <0,01

5-е сутки
АЛТ 1 1,0–1,001 0,29
АСТ 1 0,999–1,001 0,9
Билирубин 1,005 1,003–1,008 <0,01
Креатинин 1,005 1,001–1,009 0,01
МНО 4,228 1,392–12,838 0,01

30-е сутки
АЛТ 1,001 0,999–1,004 0,28
АСТ 1,002 0,999–1,004 0,19
МНО 4,196 1,564–11,255 <0,01
Креатинин 1,004 1,001–1,008 0,02
Билирубин 1,012 1,008–1,017 <0,01

Осложнения
Повторные операции 4,063 2,267–7,823 <0,01
Нехирургическая 
инфекция 4,592 2,526–8,346 <0,01

Раневая инфекция 1,722 0,838–3,538 0,14
Отторжение 1,04 0,416–2,603 0,93
Кровотечение 3,64 1,746–7,591 <0,01
Артериальные 
осложнения (любые) 1,967 0,705–5,489 0,2

Тромбоз артерии 
трансплантата 3,682 1,136–11,93 0,03

Билиарные осложнения 
(любые) 2,57 1,199–5,508 0,015

Билиарная стриктура 
(любой срок) 2,067 0,877–4,875 0,1

Желчный свищ 5,619 1,354–23,328 0,017
CCI 1,04 1,03–1,049 <0,01

Показатель HR ДИ 95% p
Факторы реципиента

Возраст 1,025 0,99–1,05 0,06
Мужской пол 0,55 0,3–0,98 0,04
ИМТ 0,96 0,89–1,04 0,37
Тромбофилия 1,631 0,223–11,938 0,63
Тромбоз воротной вены 1,424 0,723–2,792 0,31
Распространенный ТВВ 1,448 0,519–4,039 0,48
Предшествующие 
операции 1,379 0,617–3,083 0,43

TIPS 1,452 0,2–10,554 0,71
Билиарные дренажи/
стенты 7,203 1,699–30,534 <0,01

MELD 1,027 0,992–1,063 0,13
Фульминантная 
печеночная 
недостаточность

0,917 0,126–6,65 0,93

Острая декомпенсация 
цирроза 2,52 1,128–5,631 0,02

ГРС 1,589 0,885–2,854 0,12
Срок ожидания 0,91 0,853–0,972 <0,01

Факторы донора
Возраст 0,994 0,97–1,018 0,62
Мужской пол 0,873 0,467–1,632 0,67
ИМТ 1,004 0,952–1,06 0,88
Тип графта 0,385 0,053–2,975 0,35
DRI 0,654 0,228–1,871 0,43
DRI >1,7 0,781 0,349–1,746 0,55
АЛТ 0,996 0,988–1,004 0,36
АСТ 1 0,997–1,003 0,91
Креатинин 1,004 1,002–1,006 0,01
Билирубин 0,988 0,957–1,021 0,48
Натрий 1,002 0,971–1,034 0,91
Норадреналин 1 1,0–1,001 0,16
Допамин 0,941 0,788–1,123 0,5
Стеатоз 0,939 0,56–1,573 0,81
Фиброз 0,675 0,369–1,237 0,2

Интраоперационные факторы
Продолжительность 
операции 1,005 1,003–1,007 <0,01

Время консервации 1,002 1,0–1,005 0,06
Вторичная тепловая 
ишемия 1,002 0,995–1,008 0,62

p = 0,02). Уровень креатинина стал единственным 
из оцениваемых донорских критериев, достоверно 
влияющих на исход трансплантации.

Временные характеристики трансплантации пече-
ни, величина кровопотери, а также большая потреб-
ность в трансфузионных средах достоверно снижали 
выживаемость реципиентов и трансплантатов. При 
анализе послеоперационных лабораторных показа-
телей достоверность определена практически для 

всех исследуемых величин. Среди выявленных фак-
торов риска наибольшим влиянием на результаты 
трансплантации печени обладает величина МНО. 
Ряд осложнений послеоперационного периода так-
же увеличивал риск потери трансплантированной 
печени. Наибольшей негативной прогностической 
значимостью обладают развитие желчных свищей, 
нехирургические инфекционные осложнения, коли-
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чество повторных операций, а также тромбоз артерии 
трансплантата.

На основании выявленных факторов риска был 
проведен многофакторный анализ с помощью рег-
рессионной модели Кокса.

По результатам многофакторного анализа досто-
верным влиянием на результаты трансплантации 
печени обладал уровень креатинина донора печени 
(HR 1,004; ДИ 1,002–1,007; p = 0,016).

ОБСУЖдеНие
Связь пола и летальности показана в недавнем 

большом исследовании Serrano et al. Для пациен-

тов мужского пола характерна более низкая ранняя 
летальность при более высокой общей и отдален-
ной смертности [17]. Длительное ношение условно 
стерильных имплантатов повышает риск развития 
инфекционных осложнений [18]. В связи с высокой 
частотой стационарного лечения наиболее часто у 
таких реципиентов преобладает высевание муль-
тирезистентной госпитальной микрофлоры [19], 
что в сочетании с иммуносупрессивной терапией 
в посттрансплантационном периоде обусловливает 
высокий риск инфекционных осложнений с потен-
циальной генерализацией [20]. Острая декомпенса-
ция цирроза печени также повышала риск смерти 
реципиента более чем в 2,5 раза. Развитие органной 
дисфункции на фоне существующего хронического 
заболевания печени характеризуется значительным 
повышением летальности пациентов [21].

Связь донорского креатинина с результатами 
трансплантации печени нашла свое отражение, в 
частности, в прогностической шкале SOFT [22]. Од-
нако механизм этого влияния достоверно не установ-
лен. Уровень креатинина, по мнению Rogers et al., 
может отражать степень вторичного ишемического 
повреждения паренхимы донорской печени. Однако 
авторы предостерегают от распределения органов с 
учетом данного фактора, подчеркивая необходимость 
дальнейших исследований [23]. Отсутствие влияния 
показателя DRI на результаты трансплантации пе-
чени в нашем исследовании подтверждается более 
поздними работами многих авторов [24, 25]. Таким 
образом, можно поставить вопрос о переходе на бо-
лее современные шкалы оценки качества органов 
от доноров со смертью головного мозга для более 
прецизионного распределения в зависимости от осо-
бенностей реципиента [22].

Большая величина кровопотери и потребность в 
интраоперационной гемотрансфузии связана с боль-
шей частотой инфекционных осложнений, почеч-
ной дисфункцией и худшей выживаемостью после 
ОТП [26].

В исследовании Rostved et al. показана прогности-
ческая ценность индекса MELD в раннем посттранс-
плантационном периоде для определения риска поте-
ри трансплантата печени в течение первого года [27]. 
Величина МНО в значительной степени отражает 
выраженность нарушения синтетической функции 
трансплантата, что связано с более высокой после-
операционной летальностью [28]. Выраженность ко-
агулопатии косвенно отражает степень полиорганной 
дисфункции, что наиболее актуально для пациентов с 
септическим статусом [29, 30]. Таким образом, более 
высокий уровень МНО может быть использован как 
негативный прогностический критерий при транс-
плантации печени [28, 31].

Таблица 6
Факторы риска (мультивариантный анализ)

Risk factors (multivariate analysis)
Показатель HR ДИ 95% p

Факторы реципиента
Мужской пол 1,665 0,821–3,376 0,157
Билиарные стенты/дренажи 0,923 0,318–2,682 0,88
Острая декомпенсация 
цирроза 0,179 0,03–1,068 0,06

Факторы донора
Креатинин 1,004 1,002–1,007 0,016

Интраоперационные факторы
Продолжительность 
операции 1,001 0,997–1,005 0,61

Билиарная ишемия 1,001 0,993–1,008 0,89
Кровопотеря 1 1,0–1,0 0,53
СЗП 1,037 0,938–1,147 0,47
ЭрМ 1,062 0,873–1,292 0,55

Послеоперационные показатели
1-е сутки

АЛТ 1 0,999–1,001 0,9
АСТ 1 1,0–1,0 0,23
Билирубин 1,001 0,996–1,006 0,65
Креатинин 0,999 0,993–1,005 0,75
МНО 1,623 0,756–3,484 0,21

5-е сутки
Билирубин 1 0,994–1,007 0,95
Креатинин 1 0,992–1,008 0,94
МНО 0,397 0,069–2,269 0,3

30-е сутки
Билирубин 1,003 0,995–1,011 0,48
Креатинин 1,001 0,995–1,007 0,75
МНО 0,589 0,109–3,186 0,54

Осложнения
Кровотечение 2,067 0,715–5,972 0,18
Тромбоз артерии 
трансплантата 0,522 0,112–2,429 0,41

Билиарные осложнения 
(любые) 0,62 0,228–1,69 0,35

Желчный свищ 2,762 0,373–
20,457 0,32
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ВыВОды
В нашем исследовании определены прогнос-

тические факторы риска неблагоприятного исхода 
трансплантации печени от посмертного донора. Вы-
полнение трансплантации печени с учетом получен-
ных данных позволит улучшить результаты опера-
ций, а также персонализировать стратегию лечения 
каждого пациента.

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.
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БереМеННОСть ПОСле эКСтрАКОрПОрАльНОГО 
ОПлОдОтВОреНиЯ У ПАЦиеНтКи 
С трАНСПлАНтирОВАННОЙ ПОчКОЙ: 
КлиНичеСКОе НАБлЮдеНие и ОБЗОр литерАтУры
Е.И. Прокопенко1, 2, В.М. Гурьева2, В.А. Петрухин2, К.В. Краснопольская2, 
Ф.Ф. Бурумкулова2, Д.В. Губина1
1 ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт 
имени М.Ф. Владимирского», Москва, Российская Федерация 
2 ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский институт акушерства 
и гинекологии», Москва, Российская Федерация

Трансплантация почки (ТП), являющаяся оптимальным методом лечения ХБП 5-й стадии, восстанавливает 
нарушенную фертильность у большинства женщин репродуктивного возраста. Однако у части пациенток 
после успешной ТП выявляется бесплодие. Мы приводим собственный опыт преодоления вторичного 
трубного бесплодия с помощью экстракорпорального оплодотворения (ЭКО) у 36-летней пациентки с 
трансплантированной почкой, имевшей две потери беременности в анамнезе из-за тяжелой преэкламп-
сии (ПЭ). После второй попытки ЭКО-крио на фоне заместительной гормональной терапии, переноса 
одного эмбриона в полость матки наступила беременность. В первом триместре диагностирован гестаци-
онный сахарный диабет (ГСД), назначена диета. В течение беременности проводилась иммуносупрессия 
такролимусом, азатиоприном и метилпреднизолоном, профилактика ПЭ низкомолекулярным гепарином 
и антиагрегантами. В 37–38 недель выполнено плановое кесарево сечение, родился здоровый мальчик 
массой 2760 г (25-й перцентиль), ростом 48 см (36-й перцентиль). Пребывания в отделении реанимации 
новорожденных не потребовалось. Ребенок растет и развивается нормально, у матери функция ренального 
трансплантата удовлетворительная. Таким образом, ЭКО может с успехом использоваться у пациенток 
после ТП с бесплодием при условии тщательного контроля программы ЭКО и мультидисциплинарного 
ведения беременности.
Ключевые  слова: трансплантация почки,  бесплодие,  беременность,  вспомогательные 
репродуктивные технологии,  экстракорпоральное оплодотворение.

ivf PreGnancY afTer kidneY TranSPlanTaTiOn:  
clinical caSe and liTeraTure review
E.I. Prokopenko1, 2, V.M. Guryeva2, V.A. Petrukhin2, K.V. Krasnopol’skaya2, 
F.F. Burumkulova2, D.V. Gubina1
1 Vladimirsky Moscow Regional Research Clinical Institute, Moscow, Russian Federation
2 Moscow Regional Research Institute of Obstetrics and Gynecology, Moscow, Russian Federation

Kidney transplantation (KT), the optimal treatment for stage 5 chronic kidney disease (CKD), restores impaired 
fertility in most women of reproductive age. However, infertility occurs in some patients after successful KT. We 
present our own experience of overcoming secondary tubal infertility by in vitro fertilization (IVF). The patient 
was a 36-year-old with a transplanted kidney, who had lost two pregnancies in the past due to severe preeclampsia 
(PE). After the second attempt on cryo-thawed embryo transfer against the background of hormone replacement 
therapy, one embryo was transferred into the uterus, resulting in pregnancy. Gestational diabetes mellitus (GDM) 
was diagnosed in the first trimester, and a diet was prescribed. Immunosuppression with tacrolimus, azathioprine 
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ВВедеНие
Трансплантация почки (ТП) является оптималь-

ным методом лечения у пациентов с хронической 
болезнью почек (ХБП) 5-й стадии. Одной из меди-
цинских проблем, которые возникают у молодых 
женщин с трансплантированной почкой, является 
осуществление репродуктивной функции. В насто-
ящее время беременность после ТП прочно вошла в 
реальную клиническую практику. После того как в 
1958 году женщина с трансплантированной почкой 
впервые выносила беременность и родила здорового 
ребенка, описаны тысячи беременностей после ТП, 
результаты которых, несмотря на повышенный риск 
акушерских и перинатальных осложнений, в целом 
можно назвать благоприятными – частота рождения 
живых и жизнеспособных детей составляет более 
70% даже с учетом потерь плодов в ранние сроки гес-
тации [1, 2]. В нашей стране также накоплен опреде-
ленный опыт ведения беременности у женщин после 
ТП, в том числе после сочетанной трансплантации 
почки и поджелудочной железы [3–6]. Ключевыми 
моментами планирования и ведения беременности 
у женщин с трансплантированной почкой являются 
прегравидарная подготовка, изменение иммуносуп-
рессии и других видов медикаментозной терапии 
при планировании с исключением тератогенных и 
фетотоксических препаратов (микофенолаты и ин-
гибиторы пролиферативного сигнала, ингибиторы 
АПФ, блокаторы рецепторов ангиотензина, статины, 
аллопуринол, варфарин и новые оральные антикоа-
гулянты), диагностика на прегравидном этапе пост-
трансплантационного диабета («диабета с новым 
началом после трансплантации» – NODAT), тща-
тельный мониторинг показателей почечной функции 
и концентрации в крови ингибиторов кальциневрина 
в период гестации, своевременное выявление и лече-
ние ГСД, профилактика плацента-ассоциированных 
осложнений – преэклампсии (ПЭ) и фетоплацен-
тарной недостаточности, преждевременных родов. 
Ведение такой беременности должна осуществлять 
междисциплинарная команда специалистов, облада-
ющих соответствующим опытом: нефролог, акушер-
гинеколог, в ряде случаев эндокринолог, ревматолог, 
уролог и другие специалисты.

Хроническая почечная недостаточность (ХПН) 
является одной из причин дисфункции гипотала-
мо-гипофизарно-гонадной системы, приводящей к 
повышению уровней фолликулостимулирующего 
гормона, лютеинизирующего гормона и пролакти-
на и в результате данных изменений гормонально-
го фона – к бесплодию [7]. После успешной ТП у 
большинства женщин репродуктивного возраста в 
течение первого послеоперационного года благодаря 
устранению влияния уремических токсинов, норма-
лизации уровня половых гормонов восстанавливает-
ся регулярный менструальный цикл и способность 
к зачатию. Однако гормональные изменения, воспа-
лительные процессы в малом тазу и другие причины 
женской инфертильности могут персистировать или 
возникать de novo в посттрансплантационном пери-
оде, при этом истинную частоту бесплодия у этой 
когорты пациенток оценить достаточно сложно. По-
видимому, из-за анатомических и эндокринных изме-
нений нарушения фертильности у женщин после ТП 
встречаются чаще, чем у здоровых женщин [8–10]. 
Вместе с тем такой современный метод преодоле-
ния бесплодия, как применение вспомогательных 
репродуктивных технологий, у пациенток с транс-
плантированной почкой используется в клинической 
практике достаточно редко.

Методы лечения бесплодия у реципиентов ре-
нального трансплантата в целом не отличаются от 
таковых в общей популяции. Выбор метода должен 
основываться на характере диагностированных на-
рушений и включать индукцию овуляции или бо-
лее продвинутые вспомогательные репродуктивные 
технологии, если это необходимо [11]. Показания к 
внутриматочной инсеминации или экстракорпораль-
ному оплодотворению (ЭКО) определяются сущест-
вующими рекомендациями, а целью ЭКО является 
наступление одноплодной беременности и рождение 
в срок здорового ребенка.

Данные о численности всей когорты женщин 
после ТП, у которых был использован метод ЭКО, 
отсутствуют, поскольку публикуются обычно толь-
ко те случаи, когда после ЭКО наступила беремен-
ность. Первый успешный случай беременности, 
наступившей в результате ЭКО у пациентки с транс-
плантированной почкой, был описан Lockwood et al.  

and methylprednisolone, prophylaxis of PE with low molecular weight heparin and antiplatelet drugs were admi-
nistered during pregnancy. Elective cesarean section was performed at 37–38 weeks and a healthy boy was born, 
weighing 2760 g (25th percentile), 48 cm tall (36th percentile). A stay in the neonatal intensive care unit was not 
required. The baby is growing and developing normally, the mother’s renal graft function is satisfactory. So, IVF 
can be successfully used in post-KT patients with infertility issues, provided that the IVF program is carefully 
controlled, and the pregnancy is managed in a multidisciplinary manner.
Keywords:  kidney  transplantation,  infertility,  pregnancy,  assisted  reproductive  technology,  in  vitro 
fertilization.
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в 1995 г. [12]. В последующие годы в литературе нам 
удалось найти еще 11 публикаций с описанием отде-
льных клинических наблюдений или их небольших 
серий (табл.) [9, 12–22].

Как представлено в таблице, всего у 27 пациенток 
с трансплантированной почкой, которым было про-
ведено ЭКО, наступила 31 беременность, родилось 
30 живых детей, в том числе 4 двойни, т. е. до сроков 
жизнеспособности плода выносили беременность 
26 пациенток. Развитие ПЭ описано в 8 случаях 
беременности из 31 (26%). Таким образом, частота 
данного осложнения примерно в 8 раз превышает по-
пуляционную. Гестационная и хроническая артери-
альная гипертензия была у 6 (22%) беременных, этот 
показатель выше, чем в общей популяции, примерно 
в 2 раза. Наличие ГСД отмечено лишь в 3 наблюде-
ниях из 31 (10%). Задержка роста плода наблюдалась 
в 8 случаях (26%), что примерно в 5 раз превышает 

частоту данного осложнения в общей популяции. 
Преждевременными роды были у 15 женщин (58%), 
при этом основными показаниями к досрочному ро-
доразрешению явились ПЭ и ухудшение функции 
ренального трансплантата. Только 3 из 26 беремен-
ных (11%) были родоразрешены через естественные 
родовые пути, в остальных случаях было выполнено 
кесарево сечение. Следует отметить, что, несмот-
ря на повышение уровня креатинина перед родами 
у значительной части пациенток, случаев потери 
почечного трансплантата в исходе беременности в 
представленных наблюдениях не было.

Описан также успешный исход беременности пос-
ле ЭКО при сочетанной трансплантации поджелудоч-
ной железы и почки [23]. Однако такие беременности 
надо рассматривать отдельно из-за дополнительных 
рисков, связанных с сахарным диабетом, особенно у 
пациенток с большим стажем диабета до трансплан-

Таблица
Акушерские исходы беременности после ЭКО у пациенток с трансплантированной почкой  

(по данным литературы 1995–2021 гг.)
Obstetric outcomes in IVF pregnancy in kidney recipients  

(based on 1995–2021 literature)
Авторы, год публикации
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Lockwood G.M., Ledger W.L., 
Barlow D.H., 1995 [12] 1/1 2 

(двойня)
1 

(100%) 0 0 1 
(100%) – Вагинальные 

роды
Furman B., Wiznitzer A., Hackmon R. 
et al., 1999 [13] 1/1 2 

(двойня)
1 

(100%)
1 

(100%)
1 

(100%) – 1 
(100%) 1 (100%)

Khalaf Y., Elkington N., Anderson H. 
et al., 2000 [14] 1/1 2 

(двойня)
1 

(100%) – – – – Вагинальные 
роды

Tamaki M., Ami M., Kimata N. et al., 
2003 [15] 1/1 1 1 

(100%)
1 

(100%) – – – 1 (100%)

Rao N.N., Wilkinson C., Morton M. 
et al., 2011 [16] 1/1 1 1 

(100%)
1 

(100%) 0 0 1 
(100%) 1 (100%)

Nouri K., Bader Y., Helmy S. et al., 
2011 [17] 1/1 1 0 0 0 0 – 1 (100%)

Norrman E., Bergh C., 
Wennerholm U.B., 2015 [18] 7/8 9 (одна 

двойня)
3 

(42,9%)
2 

(26%) 1 (13%) 1 (13%) – 8 (100%)

Pietrzak B., Mazanowska N., 
Kociszewska-Najman B. et al., 
2015 [19]

1/1 1 1 
(100%) 1 – 1 

(100%) – 1 (100%)

Warzecha D., Szymusik I., 
Grzechocińska B. et al., 2018 [20] 3/3 3 3 

(100%) – 3 
(100%)

1 
(33,3%)

1 
(33,3%) 3 (100%)

Yaprak M., Dogru V., Sanhal C.Y. 
et al., 2019 [9] 8/11 6 3/6 

(50%) – 3/8 
(37,5%)

3/8 
(37,5%) – 6 (100%)

Kosoku A., Uchida J., Maeda K., 
Yoshikawa Y. et al., 2019 [21]. 1/1 1 0 0 0 0 0 1 (100%)

Gastañaga-Holguera T., Calvo M., 
Gómez-Irwin L. et al., 2021 [22] 1/1 1 0 0 0 1 

(100%) 0 Вагинальные 
роды
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тации поджелудочной железы (как известно, поздние 
осложнения диабета длительно персистируют после 
успешной трансплантации и полной нормализации 
углеводного обмена и в ряде случаев не способны к 
полной регрессии).

В отечественной литературе нам не удалось об-
наружить описаний случаев ЭКО у пациенток после 
ТП. Приводим собственное наблюдение успешного 
применения ЭКО у женщины с трансплантированной 
почкой.

КлиНичеСКОе НАБлЮдеНие
У пациентки А., 1985 г. р., в детстве были выяв-

лены изменения в анализах мочи, однако медицинские 
документы того времени не сохранились. В 2011–
2012 гг. при плановой диспансеризации обнаружены 
следы белка в моче, но диагноз заболевания почек 
не ставился. В 2013 г. самопроизвольно наступи-
ла  первая беременность, многоплодная  (двойня). 
В 10 недель беременности выявлена артериальная 
гипертензия, протеинурия 1,4 г/л, микрогематурия, 
повышение креатинина сыворотки до 216 мкмоль/л 
с прогрессирующим его нарастанием. Клинически 
(без морфологической верификации) диагностиро-
ван хронический гломерулонефрит, ХБП 3Б стадии. 
При сроке беременности 16–17 недель беременность 
была прервана путем малого кесарева сечения. После 
родоразрешения креатинин составил 214 мкмоль/л. 
В дальнейшем пациентка получала с целью нефропро-
текции ингибитор АПФ периндоприл, а также пре-
парат кетоновых аналогов аминокислот. Биопсия 
почки не выполнялась.
Вторая беременность наступила спонтанно в 

2017 г., с ранних сроков пациентка самостоятельно 
принимала внутрь железа (III) гидроксид полималь-
тозат, витамины для беременных, дипиридамол, 
микронизированный  прогестерон,  допегит.  При 
постановке  на  учет  по  беременности  при  сроке 
15–16 недель АД повышено до 145/90 мм рт. ст., 
уровень гемоглобина составил 97 г/л, креатинина 
сыворотки – 308 мкмоль/л, мочевины – 17,8 ммоль/л. 
Протеинурия была относительной невысокой – 0,5–
0,8 г/сут. Пациентке разъяснены риски вынашива-
ния беременности на фоне ХПН: риск материнской 
смертности и смерти плода, риск усугубления ар-
териальной гипертонии, развития ранней тяжелой 
ПЭ, задержки роста плода, дальнейшего ухудшения 
почечной функции во время беременности, вплоть 
до потребности в экстренном начале лечения гемо-
диализом, ускорения прогрессирования ХБП в после-
родовом периоде; однако женщина категорически 
настаивала на пролонгировании беременности. К ле-
чению был добавлен амлодипин с целью коррекции 
повышенного АД, низкомолекулярный гепарин, в/в 

введение препаратов железа. При сроке 19–20 недель 
пришлось начать заместительную почечную тера-
пию (гемодиализ) в связи с дальнейшим нарастанием 
азотемии. Несмотря на проводимое лечение, у па-
циентки отмечалось прогрессирующее повышение 
АД, нарастание протеинурии с 0,8 до 15 г/сут (после 
начала гемодиализа диурез оставался сохранным), 
началось снижение количества тромбоцитов, что 
было расценено как проявления тяжелой ПЭ. При 
сроке 22 недели в связи с бесперспективностью вы-
нашивания беременности и высоким риском мате-
ринской смертности произведено малое кесарево 
сечение. В дальнейшем в связи со стабилизацией СКФ 
на уровне 16–18 мл/мин/1,73 м2 лечение гемодиали-
зом было прекращено, пациентка включена в лист 
ожидания трансплантации почки.
В апреле 2018 г. была выполнена ТП от посмерт-

ного донора, функция трансплантата немедленная, 
отмечено быстрое снижение креатинина сыворот-
ки до 90–95 мкмоль/л. Индукция иммуносупрессии 
осуществлена базиликсимабом по стандартной схе-
ме, в качестве базисной иммуносупрессии пациентка 
получала такролимус пролонгированного действия, 
препарат микофеноловой кислоты и метилпреднизо-
лон перорально. В течение 6 мес. после транспланта-
ции проводилась профилактика цитомегаловирусной 
инфекции валганцикловиром и профилактика пнев-
моцистоза триметопримом/сульфаметоксазолом. 
В июле 2018 г. диагностировано урологическое ос-
ложнение – стриктура мочеточника и гидронефроз 
ренального трансплантата. Немедленно выполнено 
стентирование мочеточника, а в ноябре 2018 г. ре-
конструктивная операция – лапароскопическая реви-
зия, неоуретероцистоанастомоз по Боари. В январе 
2019 г. стент мочеточника трансплантированной 
почки был удален. Однократно отмечался эпизод 
пиелонефрита трансплантата, в дальнейшем ре-
цидивов мочевой инфекции не было. Ультразвуковая 
картина трансплантированной почки после реконс-
труктивной операции подтверждала отсутствие 
нарушений уродинамики.
В мае 2019 г. пациентка высказала желание пла-

нировать беременность. Абсолютных противопо-
казаний к вынашиванию беременности не выявле-
но: функция трансплантата удовлетворительная 
(креатинин сыворотки 90 мкмоль/л, расчетная СКФ 
69 мл/мин/1,73 м2),  суточная  протеинурия  0,15–
0,18 г, уровень АД нормальный (120/80–110/70 мм 
рт. ст.) без приема антигипертензивных препара-
тов, рецидивов мочевой инфекции нет, ожирение 
отсутствует – масса тела 56 кг при росте 165 см 
(ИМТ 20,57). С целью подготовки к беременности 
произведена успешная конверсия с препарата ми-
кофеноловой кислоты, запрещенного к применению  
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в  период  гестации,  на  азатиоприн.  По  месту  
жительства в 2019 году выполнено удаление полипа 
эндометрия.
Однако беременность у пациентки не наступа-

ла в течение года, несмотря на прекращение конт-
рацепции. При гистеросальпингографии выявлена 
непроходимость маточных труб справа и  слева. 
В 2020 г. консилиумом с участием нефролога, транс-
плантолога, акушера-гинеколога, репродуктолога, 
руководителя Московского областного НИИ аку-
шерства и гинекологии (МОНИИАГ) принято ре-
шение об использования ЭКО у пациентки с хорошо 
функционирующей трансплантированной почкой и 
трубным бесплодием.
В октябре 2020 г. выполнена программа ЭКО с 

мягкой стимуляцией по протоколу с антагонистами 
гонадотропного рилизинг-гормона, при трансваги-
нальной пункции получено 14 ооцитов, 3 эмбриона 
криоконсервированы на 5-е сутки культивирования. 
В декабре 2020 года выполнена программа ЭКО-крио 
на фоне заместительной гормональной терапии, в 
полость матки перенесен 1 эмбрион, беременность 
не наступила. В январе 2021 года выполнена повтор-
ная программа ЭКО-крио на фоне заместительной 
гормональной терапии, перенесен 1 эмбрион в по-
лость матки, в результате беременность насту-
пила.
Иммуносупрессивная терапия в период геста-

ции проводилась такролимусом пролонгированного 
действия с постепенным повышением дозы из-за 
снижения концентрации в крови, небольшой дозой 
азатиоприна – 50 мг/сут и пероральным метил-
преднизолоном – 4 мг/сут. Течение беременности с 
1-го триместра осложнилось ранним ГСД, который 
удалось компенсировать диетой, и гестационным 
гипотиреозом, по поводу которого пациентке для 
постоянного приема был назначен левотироксин под 
контролем ТТГ. Клинико-лабораторных проявлений 
вторичного гиперпаратиреоза у женщины не было. 
К ведению беременности был привлечен эндокрино-
лог, контролировавший достижение целевых пока-
зателей гликемии и уровня гормонов щитовидной 
железы. В 1-м триместре при амбулаторных ви-
зитах отмечались высокие показатели АД, однако 
проведение суточного мониторирования АД и анализ 
дневника самоконтроля показали, что данных за ар-
териальную гипертензию нет, и эпизоды повышения 
АД обусловлены психоэмоциональной лабильностью 
пациентки. Это позволило отказаться от назна-
чения гипотензивной терапии. С 1-го триместра 
с целью профилактики плацента-ассоциированных 
и тромбоэмболических осложнений, а также с це-
лью нефропротекции пациентка получала антиагре-
ганты (дипиридамол) и низкомолекулярный гепарин  

в профилактической дозировке. При сроке 13 недель 
гестации дипиридамол был заменен на ацетилсали-
циловую кислоту 150 мг/сут, прием которой по про-
токолу профилактики преэклампсии продолжался 
до 36-й недели. Также были даны рекомендации по 
двигательной активности (аэробная нагрузка – пе-
шая прогулка 25–50 минут в день ежедневно), кото-
рые пациенткой выполнялись. Течение ГСД на фоне 
диеты было компенсированным, размеры плода при 
плановых ультразвуковых исследованиях не выявляли 
отклонений. АД во 2-м и 3-м триместрах, по данным 
дневника самоконтроля, оставалось нормальным, 
значения маркера ПЭ (ангиогенного коэффициента 
sFlt-1/PlGF), которые контролировались в течение 
беременности, не превышали референсных. Отме-
чалась  гестационная  протеинурия,  которая  при 
большинстве исследований не превышала 1 г/сут. 
Проводился постоянный мониторинг бактериурии, к 
счастью, эпизодов пиелонефрита не было, по поводу 
однократного эпизода бессимптомной бактериурии 
был проведен недельный курс терапии цефиксимом 
внутрь. Лечение анемии легкой степени проводилось 
пероральными препаратами железа.
В  37  недель  беременности  у  пациентки  были 

отмечены эпизоды повышения АД до 145–155/90–
100 мм рт. ст., в основном на фоне психоэмоцио-
нального напряжения (плановая госпитализация в 
акушерский стационар, подготовка к родоразре-
шению), которые врачами акушерского отделения 
были расценены как умеренная ПЭ. При этом роста 
протеинурии в динамике, значимого повышения сы-
вороточного креатинина не было, показатель sFlt-1/
PlGF составлял 10,0 (норма для данного срока гес-
тации).
Пациентка  была  родоразрешена  в  сентябре 

2021 г. при сроке 37–38 недель, произведено плановое 
кесарево сечение в связи с наличием рубца на матке. 
Родился мальчик, вес ребенка составил 2760 г (25-й 
перцентиль), рост – 48 см (36-й перцентиль), оценка 
по шкале Апгар – 7–8 баллов. Состояние ребенка пос-
ле рождения удовлетворительное, выписан домой 
с матерью на 5-е сутки после операции. Лактация 
у матери была подавлена с целью быстрого вос-
становления иммуносупрессивной терапии в полном 
объеме, с возобновлением приема микофенолатов, 
хотя в настоящее время считается, что грудное 
вскармливание женщинами, получающими такро-
лимус, небольшие дозы кортикостероидов, азатиоп-
рин, возможно [24]. Мальчик растет и развивается 
нормально, функция ренального трансплантата у 
матери удовлетворительная.
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ОБСУЖдеНие
Представленный нами случай наглядно иллюс-

трирует, что у молодых женщин заболевание почек 
может быть впервые диагностировано во время бе-
ременности, хотя изменения в анализах мочи отме-
чались и раньше (первая беременность А.), и что 
течение беременности, осложненной ПЭ, может зна-
чительно ускорить прогрессирование почечной дис-
функции и быстро привести к терминальной стадии 
ХПН (вторая беременность А.). Необходимо, однако, 
отметить, что до ТП спонтанные беременности на-
ступали у нашей пациентки в короткие сроки после 
прекращения контрацепции. После успешной ТП 
мы столкнулись с проблемой вторичного бесплодия, 
которое было связано с трубным фактором. Вероят-
но, причиной непроходимости маточных труб могли 
явиться повторные абдоминальные оперативные вме-
шательства: два малых кесаревых сечения, операция 
Боари, при которой используется трансперитонеаль-
ный доступ. Как и в общей популяции, причиной 
бесплодия у реципиенток ренального трансплантата 
могут быть яичниковые или трубные факторы, а так-
же мужской фактор [24].

Учитывая возраст пациентки (35 лет), решено 
было не откладывать проведение ЭКО, поскольку 
эффективность этого метода преодоления беспло-
дия резко снижается с увеличением возраста. У па-
циенток после трансплантации органов важнейшей 
задачей ЭКО является не только достижение бере-
менности, но и предупреждение возможных ослож-
нений: при проведении ЭКО используется мягкая 
стимуляция яичников для снижения риска синдрома 
гиперстимуляции яичников (СГЯ), осуществляется 
перенос, как правило, одного эмбриона, поскольку 
осложнения многоплодной беременности могут нега-
тивно влиять и на исход гестации, и на транспланти-
рованный орган [13]. Khalaf et al. описали пациентку 
после трансплантации почки, у которой в цикле ЭКО 
развился СГЯ с ухудшением функции транспланта-
та – ростом креатинина сыворотки максимально до 
230 мкмоль/л [14]. В патогенезе ренальной дисфунк-
ции в описанном наблюдении сыграли роль сдавле-
ние ренального трансплантата увеличенным яични-
ком и гипоперфузия пересаженной почки на фоне 
гиповолемии, характерной для данного осложнения. 
Консервативное лечение СГЯ было эффективным, 
функция трансплантата нормализовалась, и через 
3 мес. был выполнен криоперенос двух эмбрионов, 
что привело к наступлению беременности двойней 
и рождению впоследствии двоих живых детей. Во 
втором опубликованном наблюдении СГЯ у пациент-
ки после ТП также удалось успешно справиться с 
осложнением, однако перенос эмбриона в последу-
ющем так и не был осуществлен [26]. В последние 

годы в связи с совершенствованием протоколов ЭКО 
частота СГЯ снижается, что приводит к снижению 
риска ЭКО, в том числе и у пациенток с трансплан-
тированными органами [27]. Важным моментом при 
подготовке к ЭКО является отмена применяющихся 
для иммуносупрессии у некоторых пациенток инги-
биторов mTOR сиролимуса и эверолимуса, которые 
не только обладают тератогенным действием, но и 
могут снижать эффективность ЭКО из-за негативно-
го влияния на созревание ооцитов [28].

В нашем наблюдении заболевание почек не было 
наследственным, и ЭКО применялось для преодо-
ления вторичного бесплодия. Но необходимо пом-
нить о том, что вспомогательные репродуктивные 
технологии используются не только при бесплодии: 
ЭКО с преимплантационным генетическим тести-
рованием и отбором здоровых эмбрионов может с 
успехом применяться у пациенток с моногенными 
почечными заболеваниями, в том числе и у паци-
енток с почечным трансплантатом, для получения 
здорового потомства. Это касается прежде всего жен-
щин с наиболее распространенными моногенными 
заболеваниями почек – аутосомно-доминантной или 
аутосомно-рецессивной поликистозной болезнью по-
чек и синдромом Альпорта [29, 30].

У нашей пациентки в результате ЭКО удалось 
получить беременность, однако уже в первом три-
местре был выявлен ранний ГСД, который проявлял-
ся клинически значимой гипергликемией натощак. 
Истинная частота ГСД у беременных после ЭКО с 
трансплантированной почкой не известна, по нашему 
мнению, она должна превышать популяционную не 
менее чем в 2–4 раза, поскольку и процедура ЭКО 
(эстрогены, индукция овуляции), и препараты, при-
меняемые для иммуносупрессии, обладают сильным 
диабетогенным потенциалом. В представленном на-
блюдении развился именно ранний ГСД, в патогенезе 
которого контринсулярное действие плацентарных 
гормонов минимально.

Однако данные литературы не позволяют объек-
тивно судить о частоте ГСД в данной группе бере-
менных, поскольку в различных странах и в разное 
время использовались различные диагностические 
критерии. Тем не менее современные исследования 
показали высокую значимость достижения нормо-
гликемии у беременных с ГСД для хорошего перина-
тального исхода, в том числе за счет снижения час-
тоты ПЭ [31, 32], поэтому выявление и эффективное 
лечение ГСД у женщин с трансплантированной поч-
кой является очень важным.

В приведенных выше литературных источниках 
(табл.) отмечается высокая частота ПЭ, которая у 
данного контингента беременных является одной 
из основных причин досрочного родоразрешения 
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и может приводить к ухудшению функции транс-
плантата. Эффективная профилактика ПЭ позволяет 
как снизить частоту ее развития, так и увеличить 
гестационный срок, при котором ПЭ манифестирует 
(если не удается полностью предотвратить данное 
осложнение), что существенно улучшает исход бере-
менности для плода. По этой причине профилактика 
ПЭ пациенткам с почечным трансплантатом (осо-
бенно после ЭКО) должна быть назначена с самых 
ранних сроков. По нашему мнению, применения для 
предупреждения ПЭ только аспирина недостаточно 
для беременных после ТП, необходимо сочетание 
низкомолекулярного гепарина и антиагрегантов. Сле-
дует отметить, что ни в одной из приведенных нами 
публикаций нет упоминаний о каких-либо меропри-
ятиях, проводимых с целью профилактики плацента-
ассоциированных осложнений. Работ, посвященных 
изучению эффективности методов профилактики ПЭ 
у пациенток после ТП, пока нет. Однако результаты 
ранее проведенного нами исследования показали, что 
сочетанное применение гепарина и антиагрегантов 
значимо повышает частоту благоприятных исходов 
беременности у женщин со сниженной почечной 
функцией, соответствующей ХБП 3-й стадии [33], а 
функция ренального трансплантата в большинстве 
случаев соответствует ХБП 2–3-й стадии. Целесо-
образность комплексной профилактики ПЭ отчасти 
подтверждается и представленным наблюдением. 
Напомним, что две предыдущие беременности паци-
ентки осложнились ранней тяжелой ПЭ, приведшей 
не только к прерыванию беременности по виталь-
ным показаниям, но и к ускоренному прогрессирова-
нию ХБП. При третьей беременности, наступившей 
после ТП и применения ЭКО, пациентка с момента 
установления беременности и до ее окончания полу-
чала низкомолекулярный гепарин и антиагреганты, в 
результате симптомы, которые могли быть обуслов-
лены ПЭ, появились только при сроке доношенной 
беременности, за 2–3 дня до родоразрешения, и не 
ухудшили перинатальный исход. Диагноз ПЭ в пред-
ставляемом нами случае вообще является достаточно 
спорным, поскольку протеинурии у пациентки не 
было и значение биомаркера sFlt-1/PlGF оставалось 
нормальным.

Нефрологи, трансплантологи, акушеры-гинеколо-
ги могут опасаться отторжения почечного трансплан-
тата во время беременности и в послеродовом пери-
оде. Однако риск отторжения трансплантированной 
почки при беременности относительно невысок: по 
данным метаанализа 2019 г., включавшего 6712 бере-
менностей у 4174 реципиенток, частота отторжения 
составила около 9%, что мало отличается от данного 
показателя вне беременности [1]. По-видимому, при 
адекватном контроле иммуносупрессии ЭКО не яв-

ляется дополнительным фактором, повышающим 
риск отторжения.

В нашем случае благоприятный исход беремен-
ности, наступившей в результате ЭКО, у пациентки 
после ТП с отягощенным акушерским анамнезом 
обусловлен тщательной оценкой на этапе планиро-
вания риска ЭКО и вынашивания беременности, про-
филактикой ассоциированных с плацентой ослож-
нений (ПЭ, задержки роста плода), своевременной 
диагностикой ГСД и достижением нормогликемии, 
контролем иммуносупрессивной терапии, мульти-
дисциплинарным подходом к ведению беременности.

ЗАКлЮчеНие
Данные литературы и наше наблюдение позво-

ляют заключить, что при отсутствии однозначных 
противопоказаний к вынашиванию беременности па-
циентки после трансплантации почки с бесплодием 
могут успешно лечиться с помощью ЭКО и рожать 
здоровых детей без ухудшения функции трансплан-
тата. Однако у таких женщин отмечается высокая 
частота осложнений беременности, прежде всего ПЭ, 
что требует проведения ее профилактики. Также не-
обходимо своевременное выявление и лечение ГСД, 
артериальной гипертензии, инфекции мочевыводя-
щих путей и анемии. Наблюдение междисциплинар-
ной группой квалифицированных специалистов и 
оптимальная тактика ведения такой беременности с 
учетом факторов риска позволяют снижать частоту 
преждевременных родов и получать удовлетвори-
тельные исходы беременности как для матери, так 
и для плода.
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ВВедеНие
Трансплантация органов является методом вы-

бора в лечении пациентов с необратимой утратой 
функции жизненно важных органов. Достижение 
заданных результатов возможно при оптимальном 
применении и глубоком понимании механизмов ИТ, 
направленной на предотвращение острого и хро-
нического отторжения аллотрансплантата. Начало 

широкого применения ингибиторов кальциневрина 
стало важной вехой в эволюции ИТ, заметно снизив 
частоту острого отторжения [1]. В данном обзоре 
обсуждаются достижения и технологии ИТ, появив-
шиеся за последние 50 лет в практике клинической 
трансплантологии. Также оцениваются возможности 
и ограничения этих достижений и то, как они влияют 
на текущие результаты у пациентов после трансплан-
тации.
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i. иММУНОСУПреССиВНые 
ПреПАрАты и ПОчечНАЯ ФУНКЦиЯ 
При трАНСПлАНтАЦии эКСтрАреНАльНыХ 
ОрГАНОВ

Длительная выживаемость реципиентов донор-
ских органов привела к большей экспозиции иммуно-
супрессивных агентов и увеличила количество неже-
лательных явлений, ассоциированных с их приемом. 
Сегодня основные причины смертности в позднем 
посттрансплантационном периоде во многом обус-
ловлены длительным приемом иммуносупрессивных 
препаратов [2]. С начала 2010-х годов более двух 
третей смертей после пересадки печени оказываются 
не связаны с функцией печеночного трансплантата, 
что подчеркивает эффективность современных схем 
ИТ [3]. Однако хорошая выживаемость реципиентов 
печени продемонстрировала роль нежелательных яв-
лений, ассоциированных с длительным воздействием 
ИТ на организм реципиента. С улучшением показа-
телей выживаемости реципиентов солидных органов 
стали появляться сообщения и о выявлении хрони-
ческой болезни почек (ХБП) у детей – реципиентов 
экстраренальных трансплантатов [4, 5]. Частота ХБП 
у детей – реципиентов донорского сердца, легких, 
печени колеблется от 8 до 38 процентов в зависи-
мости от определения и продолжительности пост-
трансплантационного наблюдения [4–6]. Ruebner et 
al. проанализировали данные более чем 16 000 де-
тей, перенесших трансплантацию экстраренальных 
органов в период с 1990-го по 2010 год. Терминаль-
ная почечная недостаточность (ТПН) наблюдалась 
у 3% (n = 426) при медиане наблюдения 6,2 года [4]. 
Choudhry et al., также изучив базы данных научного 
регистра трансплантированных пациентов (Scientific 
Registry of Transplant Recipients, SRTR) и базы данных 
почечных пациентов США (United States Renal Data 
System, USRDS), установили, что у 4% реципиентов 
сердца развивается ТПН в течение среднего периода 
наблюдения в 11,8 года [7]. Актуарный риск развития 
ТПН через 10 и 20 лет после трансплантации сердца 
составил 3 и 16 процентов соответственно.

В ретроспективном исследовании Menon et al. 
оценили риск развития острого повреждения почек 
(ОПП) и ХБП у реципиентов солидных органов. 
В исследование были включены пациенты в возрас-
те до 21 года, перенесшие трансплантацию печени 
(n = 112) или сердца (n = 109) в период с 1 июля 
2009-го по 31 декабря 2016 года. Авторы установили, 
что ОПП встречается у 63% (n = 69) реципиентов 
сердца и 43% (n = 43) реципиентов печени. Кумуля-
тивная частота (95% ДИ) ХБП 3–5-й стадии через 
60 месяцев после трансплантации сердца состави-
ла 40,9% (27,9–57,1%) у пациентов с ОПП по срав-
нению с 35,8% (17,1–64,8%) у пациентов без ОПП 
(р = NS). После трансплантации печени кумулятивная  

частота ХБП 3–5-й стадии через 60 месяцев соста-
вила 0% у пациентов без периоперационного ОПП 
по сравнению с 10% (3,2–29,3%) у пациентов, пе-
ренесших ОПП (р = 0,01). К моменту завершения 
исследования пациенты, перенесшие периопераци-
онное ОПП, имели более низкую расчетную скорость 
клубочковой фильтрации (рСКФ) [8].

Почки у реципиентов экстраренальных органов 
зачастую начинают страдать еще на предтранс-
плантационном этапе. Факторами риска развития 
ХБП традиционно рассматриваются использование 
ингибиторов кальциневрина (CNIs) в качестве ком-
понента поддерживающей иммуносупрессии и ис-
ходное нарушение функции почек [4, 5, 7]. Другими 
провоцирующими факторами являются инфекция, 
артериальная гипертензия и иные нефротоксичные 
препараты [5, 8]. Повреждение почек – частое собы-
тие после трансплантации экстраренальных органов 
у взрослых [10–12]. Исследования демонстрируют, 
что у взрослых после трансплантации экстрареналь-
ных органов снижение почечной функции наиболее 
ощутимо в первые шесть месяцев после трансплан-
тации, а в дальнейшем дисфункция почек прогрес-
сирует медленнее или даже стабилизируется [13]. 
Даже единичный эпизод ОПП, развившийся в первые 
три месяца после трансплантации, ассоциирован с 
трехкратно увеличенным риском развития ХБП [5]. 
Почечная недостаточность, сохраняющаяся в течение 
месяца после трансплантации печени, ассоциирована 
с повышенным риском развития ХБП [14]. В отдален-
ные сроки после трансплантации печени ХБП и ТПН 
регистрируются у 70 и 8,5% пациентов соответствен-
но [15]. Несмотря на то что повреждение почек у ре-
ципиентов непочечных трансплантатов обусловлено 
многофакторными механизмами, вазоконстрикция 
почечных артериол, обусловленная CNIs, играет ве-
дущую роль [16, 17]. В связи с высокой значимостью 
повреждения почек в клинической практике стала 
разрабатываться стратегия нефропротекции, которую 
условно разделяют на раннюю и позднюю.

Стратегия ранней нефропротекции включает 
в себя индукцию ИТ с отсроченным введением низ-
ких доз CNIs в комбинации с не нефротоксичными 
иммуносупрессантами, позволяющей безопасно ми-
нимизировать CNIs.

Индукция ИТ при трансплантации печени ис-
пользуется реже, чем при трансплантации других 
органов, из-за меньшего риска отторжения и часто 
тяжелого клинического состояния пациентов с цир-
розом печени к моменту трансплантации. В США 
только 20–25% реципиентов печени получают ин-
дукцию ИТ. Тем не менее индукция антитимоцитар-
ным иммуноглобулином (rATG) оказывается целесо-
образной при трансплантации печени у пациентов  
с нарушением функции почек [18].
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Исследование регистра объединенной сети рас-
пределения органов (United Network for Organ Sha-
ring) [19] показало, что лимфоцит-истощающие аген-
ты типа rATG, особенно в сочетании со стероидами, 
по-видимому, более эффективны в предотвращении 
дисфункции почек у реципиентов печени, чем аген-
ты, не влияющие на количество лимфоцитов (бази-
ликсимаб и даклизумаб).

Из-за существующих данных о корреляции меж-
ду концентрацией CNIs, ранней дисфункцией по-
чек и смертностью многие протоколы индукции ИТ 
изучались как часть стратегии минимизации CNIs, 
направленной на сохранение почечной функции. 
Применение анти CD-25 моноклональных антител 
для индукции позволяет назначить минимальные 
стартовые дозы CNIs или же отсрочить их назначение 
у реципиентов печени с острым повреждением по-
чек. Данный подход приводит к более быстрому вос-
становлению почечной функции при сопоставимой 
или даже меньшей частоте отторжения [20]. В более 
позд нем исследовании, проведенном Pratima Sharma 
et al., результаты были не столь однозначны. В группе 
реципиентов печени с тяжелой дисфункцией почек 
отсроченное назначение такролимуса в сочетании с 
индукцией базиликсимабом не оказало значимого 
влияния на почечную функцию в отдаленном пост-
трансплантационном периоде [21].

Стандартные остаточные концентрации такро-
лимуса (Tac), C0, в рандомизированных контроли-
руемых исследованиях варьировали от 10 до 15 нг/
мл. Комбинация с MMF позволяет безопасно сни-
зить уровень C0 Tac до 7–10 нг/мл, с аналогичной 
частотой острого отторжения при лучшей функции 
почек, метаболическом и сердечно-сосудистом про-
филе [22]. Возможность применения mTor-ингиби-
торов в свое время вызвала значительный интерес 
ввиду лучшего профиля безопасности в отношении 
почечной функции и высокой иммуносупрессивной 
эффективности. К сожалению, комбинация Тас с ра-
памицином (Rap) у de novo трансплантированных 
пациентов продемонстрировала повышенный риск 
развития тромбоза печеночной артерии и острого 
отторжения трансплантата по сравнению с группой 
на стандартном режиме ИТ, что потребовало досроч-
ного прекращения исследования [23]. В другом ис-
следовании, сравнивающем комбинацию Rap c MMF 
против Tac с MMF, через четыре недели после транс-
плантации печени наблюдалось значительное улуч-
шение почечной функции, но повышение частоты 
отторжения в группе Rap [24]. В рандомизированном 
контролируемом исследовании H2304 сравнивали 
комбинацию эверолимуса (Eve) c низкими дозами 
Tac, Eve без Tac и обычный режим Тас. Через 12, 24 
и 36 месяцев почечная функция была лучше в группе 
Eve c низкими дозами Tac, а исследование в группе 

Eve без Tac было прекращено досрочно из-за высокой 
частоты острого отторжения в ней [25].

Схожие результаты были получены в исследова-
нии PROTECT, в котором сравнивали комбинацию 
Eve со снижением CNIs через 8–16 недель после 
трансплантации печени со стандартными дозами 
CNIs. Лучшая функция почек в группе пациентов, 
получавших Eve, прослеживалась на протяжении 
5 лет [26]. В результате одного метаанализа рандо-
мизированных контролируемых исследований взрос-
лых реципиентов после de novo трансплантации пе-
чени, получавших Eve в сочетании с низкими дозами 
Tac или без Тас, выяснилось, что они по истечении 
12 месяцев ассоциированы с лучшей почечной функ-
цией при аналогичной эффективности в отношении 
отторжения или смертности [27]. Ряд центров пред-
ложили использовать комбинацию m-TOR-ингиби-
торов с низкими дозами Тас начиная с ближайшего 
послеоперационного периода. К сожалению, убеди-
тельных данных, подтверждающих эффективность 
данной рекомендации, нет [28]. Следует отметить, 
что схемы ИТ без CNIs также были предложены как 
варианты терапии после индукции иммуносупрессии 
комбинацией моно- и поликлональными антителами. 
Сообщается о высокой частоте отторжения в случае 
применения данного протокола [29]. Попытка заме-
ны нефротоксичных CNIs на блокатор костимули-
рующего сигнала белатацепт показала улучшение 
почечной функции через год после трансплантации. 
Однако исследование было досрочно прекращено 
из-за необъяснимого увеличения смертей в группе 
пациентов, получавших белатацепт [30].

Стратегия нефропротекции в позднем 
посттрансплантационном периоде

Поздний переход, через 1 год и более после транс-
плантации, с CNIs на Rap не продемонстрировал 
значительного влияния на почечную функцию, при 
высокой частоте отторжения и побочных эффектов 
Rap, потребовавших возврата на CNIs [31]. Два круп-
ных, но относительно давних рандомизированных 
контролируемых исследования по конверсии с CNIs 
на комбинацию Eve с низкими дозами Tac в сроки 
от года до пяти лет показали сопоставимую вероят-
ность развития острого отторжения при отсутствии 
значимого влияния на почечную функцию [32, 33]. 
В другом ретроспективном исследовании изучалась 
эффективность конверсии на Eve у пациентов с на-
рушением функции почек после трансплантации 
печени. Улучшения почечной функции по истече-
нии 12 месяцев удалось достичь в группе пациентов, 
у которых конверсия была произведена не позднее 
1 года после пересадки печени [34]. Стратегия пе-
рехода на монотерапию MMF или их комбинацию с 
низкой дозой CNIs приводила к улучшению почечной 
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функции, если осуществлялась не позднее 2 лет пос-
ле пересадки. Систематический обзор, обобщивший 
переход на MMF, заключил, что он демонстрирует 
благотворное влияние на почечную функцию, при 
повышенном риске развития отторжения [35]. С дру-
гой стороны, имеются данные, что даже при пол-
ной отмене иммуносупрессии у реципиентов после 
трансплантации печени, которой удается достичь в 
части случаев [36–38], ни в одном из исследований 
не сообщается о положительных эффектах отмены 
ИТ в аспекте почечной функции, артериальной ги-
пертензии, диабета или гиперлипидемий [2].

ii. ОСНОВНые иММУНОСУПреССиВНые 
ПреПАрАты
a. Глюкокортикостероиды

Глюкокортикостероиды (ГКС) еще до появления 
азатиоприна (AZA) и циклоспорина (CsA) исполь-
зовались в качестве препаратов первой линии при 
трансплантации органов. Они применялись как ин-
дукторы ИТ, а также в качестве поддерживающей 
терапии для предотвращения острого отторжения. 
ГКС являются противовоспалительными агентами, 
а их иммуносупрессивный эффект является резуль-
татом действия нескольких механизмов. Они дейс-
твуют через GC-рецептор (GCR) [39]. Геномные 
эффекты ГКС реализуются в течение нескольких 
часов после их применения [40]. ГКС также реали-
зуют незамедлительный эффект, возникающий в те-
чение нескольких секунд или минут и называемый 
негеномной активностью ГКС [41]. В совокупности 
ГКС нарушают или замедляют различные клеточные 
активности, такие как миграция, фагоцитоз, высво-
бождение воспалительных хемокинов и цитокинов 
из различных клеток. ГКС также ускоряют апоптоз 
лимфоцитов и прерывают иммунные реакции на чу-
жеродные антигены. Клинически эти эффекты ГКС 
обуславливают повышенный риск бактериальных, 
вирусных и грибковых инфекций у реципиента. ГКС 
являются неотъемлемым компонентом индукции ИТ, 
однако их применение в качестве компонента под-
держивающей ИТ не столь однозначно. Побочные 
эффекты применения ГКС включают в себя разви-
тие минерально-костных нарушений, инфекцион-
ных осложнений [42], катаракты, гиперлипидемии, 
асептического некроза головки бедренной кости, 
остеопороза, изменения настроения и кушингоида, 
а длительное применение ГКС у детей приводит к 
задержке их роста [43]. Частота артериальной гипер-
тензии, связанной с применением ГКС, составляет 
около 15%, и почти в 10% случаев ГКС являются 
причиной нарушения толерантности к глюкозе, т. е. 
так называемому посттрансплантационному сахар-
ному диабету [44]. Следовательно, минимизация 
применения ГКС может улучшить выживаемость 
трансплантатов и пациентов [45].

Метаанализ семи исследований, оценивающих 
влияние основанных на приеме CsA бесстероидных 
протоколов ИТ на выживаемость трансплантата, 
пациентов и частоту острых реакций отторжения 
трансплантата, продемонстрировал, что отсутствие 
или отмена ГКС увеличивают риски развития ост-
рой реакции отторжения, но не оказывают небла-
гоприятного влияния на выживаемость пациентов 
или трансплантатов. Поскольку только в одном ис-
следовании оценивалась выживаемость пациентов и 
трансплантатов по истечении двух лет после пере-
садки, сделать достоверные долгосрочные выводы о 
риске развития хронического отторжения или потери 
трансплантатов не представлялось возможным [46]. 
Метаанализ других десяти исследований продемонс-
трировал повышение риска острого клеточного от-
торжения (ОКО) в группах пациентов, у которых 
были отменены ГКС, наряду с повышенным отно-
сительным риском дисфункции трансплантата [47]. 
Ввиду противоречивости полученных результатов и 
применения AZA в качестве компонента поддержи-
вающей ИТ в этих исследованиях третий метаанализ 
включал только рандомизированные контролируе-
мые исследования пациентов, принимавших CNIs и 
MMF. В этом исследовании был сделан вывод, что 
поздняя отмена ГКС связана с более высокой часто-
той ОКО, но в среднесрочной перспективе не ока-
зывает неблагоприятного влияния на выживаемость 
трансплантата [48]. Поскольку сегодня большинство 
трансплантационных центров используют индукцию 
ИТ с последующей поддерживающей терапией Tас 
и MMF, многие протоколы предусматривают либо 
быструю отмену ГКС, либо полный отказ от их при-
менения [49].

В рекомендациях «Болезни почек – улучшение 
глобальных результатов лечения» (Kidney Disease: 
Improving Global Outcomes – KDIGO) авторы указы-
вают, что у пациентов с низким иммунологическим 
риском, получивших индукцию ИТ лимфоцитис-
тощающими антителами, прием ГКС может быть 
прекращен в течение первой недели после транс-
плантации [47, 50]. Эти рекомендации подтвержда-
ются метаанализом 9 исследований, в 5 из которых 
поддерживающая ИТ базировалась на приеме Tac, 
а в 4 – на CsA, в одном исследовании применялся 
ингибитор мишени рапамицина млекопитающих (ин-
гибитор mTOR) [51]. Смертность и утрата функции 
трансплантата были одинаковыми как у пациентов, 
получающих ГКС, так и у больных на бесстероидных 
протоколах [52]. Эти данные согласуются с наблю-
дением, полученным в результате анализа данных 
регистра США, показывающим, что иммуносупрес-
сия de novo без ГКС в среднесрочной перспективе 
не приводила к увеличению риска неблагоприятных 
клинических исходов [53].
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Б. Антипролиферативные агенты: 
азатиоприн и микофенолата мофетил
1. Азатиоприн

AZA относится к классу антиметаболитов, ими-
дазолиновое производное 6-меркаптопурина. AZA 
является структурным аналогом аденина, гипок-
сантина и гуанина, входящих в состав нуклеино-
вых кислот [54]. Ингибирование синтеза пуринов 
de novo блокирует пролиферацию лимфоцитов [55]. 
6-меркаптопурин метаболизируется до 6-тиогуа-
нозин-5’-монофосфата, который далее метаболи-
зируется серией киназ и редуктаз с образованием 
дезокси-6-тиогуанозин-5’-трифосфата. Остановка 
клеточного цикла и апоптоз запускаются включе-
нием дезокси-6-тиогуанозин-5’-трифосфата в ДНК 
клетки [56]. Обнаружено, что AZA блокирует путь 
костимуляции CD28, тем самым ингибируя проли-
ферацию активированных лимфоцитов [57]. AZA 
наряду с ГКС и CsA был иммуносупрессантом вы-
бора после трансплантации органов, пока несколько 
рандомизированных исследований, сравнивающих 
его с MMF, не продемонстрировали значительные 
преимущества последнего [58].

2. Микофенолата мофетил
Микофенолата мофетил (MMF) представляет 

собой 2-морфолиноэтиловый эфир микофеноловой 
кислоты (MFA). MMF – мощный селективный некон-
курентный и обратимый ингибитор инозинмонофос-
фатдегидрогеназы, который подавляет синтез гуано-
зиновых нуклеотидов de novo в Т- и В-лимфоцитах 
[59, 60]. Более того, MMF преимущественно инги-
бирует инозинмонофосфатдегидрогеназу II типа, 
активность которой повышается в активированных 
лимфоцитах, а следовательно, MMF в наибольшей 
степени влияет на пролиферацию активированных 
лимфоцитов и снижает выработку цитокинов и 
антител, индуцированную аллогенами и митоге-
нами [61]. Данное селективное воздействие явля-
ется фактором, обеспечивающим лучший профиль 
безопасности MMF по сравнению с азатиприном 
или циклофосфамидом [62]. Помимо антипролифе-
ративного действия на лимфоциты, MPA обладает и 
другими механизмами действия: за счет истощения 
запасов гуанозинтрифосфата нарушается процесс 
фукозилирования и поверхностной экспрессии мо-
лекул адгезии лимфоцитов и моноцитов [63]. MMF 
ингибирует поверхностную экспрессию антигенов, 
ответственных за дифференцировку и эффективную 
презентацию аллогенов дендритными клетками, 
подавляя тем самым адаптивный иммунный ответ 
[64]. Другим преимуществом MPA является его не-
фропротективный эффект, наблюдаемый у пациен-
тов с хронической нефропатией трансплантата [65]. 
Обзор 19 исследований, в которых сравнивали эф-

фективность MMF и AZA в сочетании с CNIs, про-
демонстрировал, что использование MMF дает по-
ложительный клинический эффект за счет снижения 
абсолютного риска развития острого отторжения или 
потери трансплантата [66].

В. ингибиторы кальциневрина
Внедрение в клиническую практику CNIs приве-

ло к увеличению выживаемости трансплантата без 
отторжения. Однако применение CsA или Tac требу-
ет частого контроля уровня препарата в крови из-за 
их очень узкого терапевтического индекса. Узкий 
терапевтический индекс, высокая индивидуальная 
вариабельность, плохо предсказуемая и изменчивая 
пероральная биодоступность обуславливают риск 
серьезных нежелательных эффектов данных препа-
ратов [67]. Наиболее известным побочным эффектом 
является нефротоксичность, которая была обнаруже-
на практически с началом клинического применения 
препаратов [68]. Другим нежелательным эффектом 
CNIs является развитие инсулинорезистентности. 
И хотя Tac считается менее нефротоксичным, чем 
CsA, он до 5 раз более диабетогенен, что провоци-
рует развитие посттрансплантационного сахарного 
диабета (ПТСД). В долгосрочной перспективе ПТСД 
ассоциирован с нарушением функции почек и ухуд-
шением выживаемости пациентов [69]. Еще одной 
проблемой применения CNIs является нейроток-
сичность, которая может проявляться как при тера-
певтических, так и токсических уровнях препарата. 
Основным проявлением нейротоксичности является 
синдром задней обратимой энцефалопатии, радиоло-
гическим признаком которого является изменение 
интенсивности сигнала, отражающего вазогенный 
отек головного мозга (ОГМ), локализованный пре-
имущественно в задних теменно-затылочных отде-
лах мозга [70]. На сегодняшний день Tac рассматри-
вается как более предпочтительный CNIs при всех 
видах трансплантации солидных органов из-за его 
способности лучше контролировать риски развития 
острой реакции отторжения и потенциально мень-
шей нефротоксичности [67].

В исследовании Efficacy Limiting Toxicity Elimi-
nation (ELITE)– Symphony сравнили четыре группы 
пациентов после трансплантации почки: 1-я – по-
лучавшие стандартные дозы CsA с минимальной 
концентрацией (C0), равной 200–300 нг/мл; 2-я – 
получавшие низкие дозы CsA с C0, равной 100– 
200 нг/мл; 3-я – получавшие низкие дозы Tac с С0, 
равной 4–7 нг/мл; 4-я – получавшие низкие дозы 
сиролимуса с С0 4–8 нг/мл. Все пациенты получили 
индукцию ИТ даклизумабом, а в качестве поддержи-
вающей терапии получали MMF и ГКС. Частота ост-
рого отторжения была ниже у пациентов 3-й группы. 
Выживаемость трансплантата значительно разли-
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чалась в четырех группах и была самой высокой в 
группе, получавшей низкие дозы Tac. В то же время 
серьезные побочные эффекты были наиболее часты 
в группе пациентов, получавших сиролимус [71]. 
Указанные тенденции прослеживались на протяже-
нии 3 лет [72]. Исследование предоставило надежное 
доказательство эффективности поддерживающей ИТ, 
основанной на комбинации Tac, MMF и ГКС для ре-
ципиентов почечного трансплантата.

Г. ингибиторы к рецептору рапамицина 
млекопитающих (mTOr-ингибиторы): 
сиролимус и эверолимус

Сиролимус, или рапамицин (Rap), вторичный ме-
таболит, продуцируемый S. hygroscopicus, получен 
в 70-х годах прошлого века [73]. Эверолимус (Eve) 
является производным Rap, отличается повышен-
ной биодоступностью при приеме внутрь и более 
коротким периодом полувыведения [74]. Ингибито-
ры mTor значимо подавляют стимулированную IL-2 
пролиферацию Т-клеток, а также воздействуют на 
В-клетки, вызывая ингибирование их антиген- и ци-
токинзависимой пролиферации [75]. Было показа-
но, что Rap тормозит цитокинзависимую (IL-2, IL-6) 
дифференцировку В-лимфоцитов в плазматические 
клетки, тем самым подавляя синтез иммуноглобу-
линов [76]. Побочными эффектами mTOR-ингиби-
торов являются гиперлипидемия, тромбоцитопения, 
мукозит, отеки и протеинурия [77]. Явлений нефро-
токсичности для mTOR-ингибиторов обнаружено 
не было [78]. Посылом использования mTOR-инги-
биторов было стремление избежать нежелательных 
эффектов в виде хронической нефротоксичности, 
присущей CNIs. Комбинация Rap или Eve со стан-
дартной дозой CsA оказалась ассоциированной с по-
вышенным риском нефротоксичности [79]. В связи 
с этим были предприняты попытки использования 
Rap вместо CNIs. В исследовании комбинации Rap 
c MPA у реципиентов почечного трансплантата про-
демонстрирован повышенный риск отторжения [80]. 
В последующих исследованиях потенциал Rap изу-
чали либо в качестве терапии спасения для замены 
CNIs на ранних сроках после трансплантации [81], 
либо у пациентов с «проблемным» почечным транс-
плантатом [82]. Также mTOR-ингибиторы изучались 
как средство сохранения почечной функции у ре-
ципиентов других органов с повышенным уровнем 
креатинина на фоне лечения CsA или Tac [83–85].

Потенциал Eve внушал осторожную надежду при 
трансплантации сердца, а его комбинация с Tac, по-
видимому, является безопасной альтернативой под-
держивающей терапии на основе Tac и MMF [86]. 
У реципиентов сердца без протеинурии Eve можно 
использовать для минимизации дозы CsA. Посколь-
ку до 20% реципиентов печеночного трансплантата 

развивают терминальную стадию хронической по-
чечной недостаточности, прием Eve в комбинации 
с низкими дозами CNIs изучался у пациентов после 
пересадки печени [87]. Данные 3-летнего рандомизи-
рованного исследования демонстрируют длительную 
сохранность функции почек у реципиентов печени 
без потери эффективности при ранней отмене CNIs, 
продолжающих прием Eve [88]. К преимуществам 
mTOR-ингибиторов также относят их способность 
блокировать пролиферацию эндотелия, способность 
подавлять репликацию вирусов и некоторых типов 
опухолевых клеток. В связи с этим Rap и Eve ис-
пользуют вместо CNIs для вторичной профилактики 
неоплазий, таких как рак кожи, саркома Капоши и 
гепатоцелюллярная карцинома, и посттранспланта-
ционных лимфопролиферативных заболеваний [89].

д. Белатацепт
Белатацепт (Bel) разработан на основе абатацепта 

(CTLA-4 Ig) – рекомбинантного иммуноглобулина, 
который состоит из внеклеточной части молекулы 
CTLA-4 и константного домена IgG [90]. Он одобрен 
для использования с целью профилактики отторже-
ния трансплантата и исключения нефротоксичности, 
связанной с CNIs, после пересадки почки [91, 92]. 
Исследования, такие как BENEFIT и BENEFIT-EXT,  
установили, что использование Bel вместо CsA спо-
собствует сохранению почечной функции [93]. Было 
отмечено увеличение частоты ОКО у пациентов, по-
лучавших Bel, по сравнению с теми, кто получал 
CsA. Однако это не повлияло на функцию трансплан-
тата по истечении 3 и 5 лет наблюдения. Это связано 
с тем, что Bel менее эффективен, чем CsA, в предот-
вращении раннего, но не позднего отторжения [94]. 
Лишь у небольшой доли пациентов на поддержива-
ющей терапии Bel образуются донорспецифические 
антитела (3% против 8% на CsA). Кроме этого, под-
держивающая терапия на основе Bel по сравнению 
с CsA обеспечивает лучший профиль сердечно-сосу-
дистых и метаболических рисков, а также ассоции-
рована с меньшим риском развития посттрансплан-
тационного сахарного диабета [95]. В метаанализе, 
в котором белатацепт сравнивали с CsA, пытались 
получить косвенную оценку эффективности Bel, CsA 
и Tac в отношении выживаемости трансплантатов и 
пациентов, частоты острого отторжения и почечной 
функции [94, 96]. В результате исследования сделан 
вывод, что все три препарата обеспечивали сопоста-
вимую выживаемость трансплантатов и пациентов. 
В дополнение Bel был ассоциирован со значительно 
лучшими показателями СКФ по сравнению с CsA. 
По сравнению с Tac эта разница была клинически 
значимой, но статистически недостоверной [97]. Bel 
не применяется при трансплантации других органов, 
кроме почки, за исключением досрочно прекращен-
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ной II фазы исследования при трансплантации пече-
ни из-за повышенного риска смерти и дисфункции 
трансплантата [30].

iii. иНдУКЦиЯ иММУНОСУПреССиВНОЙ 
терАПии

Основываясь на идее, что во время кондицио-
нирования донора, изъятия органов, тепловой и хо-
лодовой ишемии происходит усиленная активация 
иммуногенных комплексов, стала реализовываться 
концепция индукции ИТ. Еще одним обоснованием 
применения индукции ИТ является тот факт, что риск 
развития острых реакций отторжения максимален в 
первые недели и месяцы после трансплантации [98]. 
На сегодняшний день доступны 2 различные кате-
гории иммунологических агентов, применяемых 
для индукции ИТ. К первой относятся лимфоцитис-
тощающие антитела: например, поликлональные 
антитела, такие как лошадиный и кроличий анти-
тимоцитарный иммуноглобулин (rATG) [107], ко вто-
рой – генно-инженерные гуманизированные IgG1-
каппа моноклональные анти-CD52 антитела [99]. 
По состоянию на 2008 год препараты для индукции 
ИТ получали 82% реципиентов почек. У реципи-
ентов других органов индукция иммуносупрессии 
применялась реже: 57% при трансплантации легких, 
47% – сердца и 26% – печени. При трансплантации 
экстраренальных органов, как правило, применялись 
не лимфоцитистощающие агенты [100]. В 2020 году 
индукция иммуносупрессии применялась уже у 91% 
реципиентов почки, на 1% меньше по сравнению 
с 2019 годом. Основное снижение использования 
препаратов, истощающих лимфоцитарное звено, 
пришлось на начало пандемии COVID-19 [101].

А. Антитимоцитарный иммуноглобулин, 
тимоглобулин (raTG)

rATG – поликлональные антитела, продуцируе-
мые кроликами после иммунизации детской тканью 
тимуса человека. rATG содержит антитела не только 
к Т-лимфоцитам, но и к множеству других антигенов, 
экспрессируемых в тканях тимуса человека [103]. 
Было показано, что rATG in vitro приводит к увели-
чению регуляторных Т-клеток CD4+CD25+FOXP3+, 
подавляющих иммунный ответ на аллоген и участву-
ющих в индукции толерантности [104, 105], а также 
подавляет гены, участвующие в регуляции работы 
NF-κB, костимуляции, апоптозе, хемоаттракции и 
функции дендритных клеток [106, 107]. У ряда паци-
ентов вырабатываются антитела против кроличьего 
иммуноглобулина. Антитела обнаруживаются более 
чем у 50% пациентов после применения rATG, од-
нако их присутствие не влияет на эффективность 
препарата [108]. Индукция ИТ тимоглобулином по 
сравнению с базиликсимабом у реципиентов почки 

от посмертного донора с высоким риском отсрочен-
ной функции или острого отторжения значительно 
снижала вероятность развития отторжения, но не 
влияла на продолжительность дисфункции транс-
плантата. Выживаемость пациентов и транспланта-
тов была сопоставимой в обеих группах [109].

Б. Базиликсимаб  
(анти-cd25 моноклональное антитело)

Базиликсимаб представляет собой химерное мо-
ноклональное антитело мыши/человека, не разру-
шающее лимфоциты, направленное против α-цепи 
IL-2R (известной также как CD25 или IL-2Rα) 
[99, 110]. Действуя как антагонист IL-2Rα, базилик-
симаб конкурентно ингибирует активацию лимфоци-
тов. Основным преимуществом при использовании 
анти-CD25 моноклональных антител является их 
специфичность и отсутствие лейкопении и тромбо-
цитопении, которые часто наблюдаются при исполь-
зовании лимфоцитистощающих антител.

Многочисленные рандомизированные контро-
лируемые исследования показали, что базиликси-
маб значительно снижал риск острого отторжения 
по сравнению с плацебо у реципиентов почечного 
трансплантата, получавших двойную (CNIs и ГКС) 
или тройную ИТ (CNIs, ГКС и AZA или MMF). Одна-
ко показатели выживаемости трансплантата и паци-
ента через 12 месяцев были сопоставимы [111–113]. 
Эффекты базиликсимаба оказываются еще менее вы-
раженными при использовании в качестве основного 
компонента поддерживающей ИТ Tac. Возможно, 
это обусловлено отсутствием крупных исследований 
или же более выраженным иммуносупрессивным 
эффектом Tac по сравнению с CsA [112]. В то же 
время информации о долгосрочных эффектах бази-
ликсимаба мало. Что касается профиля безопаснос-
ти, базиликсимаб, по данным оного исследования, 
является независимым фактором риска развития 
посттрансплантационного сахарного диабета [115].

В. Алемтузумаб (campath-1h)
Алемтузумаб представляет собой гуманизирован-

ное крысиное моноклональное антитело, изначально 
предназначенное для лечения хронического лимфо-
лейкоза (крысиный IgG2b), направленное против 
антигена CD52. Антиген CD52 присутствует на по-
верхности Т-клеток, В-клеток, естественных килле-
ров, макрофагов и моноцитов [114, 116]. Применение 
даже небольших доз препарата вызывает стойкую 
глубокую лимфопению, а для восстановления коли-
чества лимфоцитов может потребоваться значитель-
ное время. Впервые алемтузумаб с целью индукции 
ИСТ применили Calne et al. в 1998 году [117]. Они 
предположили, что достигнутое глубокое истощение 
лимфоцитарного звена позволит минимизировать 
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дозу ГКС, CNIs и даже будет способствовать разви-
тию толерантности иммунной системы в отношении 
трансплантированной почки. Однако у всех пациен-
тов в течение первого месяца развивались эпизоды 
обратимого острого отторжения трансплантата [118]. 
Другие исследования оценивали эффективность и 
безопасность алемтузумаба на поддерживающей 
терапии с применением CNIs или его сочетания с 
MMF [119]. В одном исследовании у пациентов с 
низким иммунологическим риском подтвержденное 
биопсией острое отторжение трансплантата в тече-
ние первого года встречается реже при применении 
алемтузумаба по сравнению со стандартной индук-
цией ИСТ бализиксимабом или rATG, в то время как 
при высоком иммунологическом риске эффектив-
ность всех трех препаратов была сопоставима [119]. 
В другом обзоре, включавшем в себя 1687 трансплан-
таций почки взрослым реципиентам, выполненных в 
период с 1 января 2002 года по 31 декабря 2007 года, 
сравнивались результаты у пациентов, получивших 
в качестве индуктора ИТ алемтузумаб (n = 632), ба-
зиликсимаб (n = 690) или тимоглобулин (n = 125). 
Кумулятивная 1-, 3- и 5-летняя выживаемость была 
значительно ниже в группе пациентов, получивших 
алемтузумаб, а частота антителоопосредованно-
го отторжения – выше. Алемтузумаб оказался не-
зависимым фактором риска потери трансплантата 
(р = 0,004), оппортунистических инфекций (р = 0,01), 
ЦМВ-инфекций (р = 0,001) и антителоопосредован-
ного отторжения (р = 0,002) [120]. Анализ пожилой 
группы населения показал, что алемтузумаб, по-ви-
димому, связан с повышенным риском смерти и по-
тери трансплантата в этой группе [121]. Комбинация 
индукции алемтузумабом с монотерапией Rap была 
еще одной привлекательной гипотезой и была апро-
бирована на 29 пациентах. Восьми пациентам по тре-
бо ва лось лечение по поводу острого отторжения, а в 
одном случае произошла потеря трансплантата [122]. 
Другие исследователи обнаружили, что комбинация 
Rap с MMF после индукции алемтузумабом была 
ассоциирована с высокой частотой отторжения и 
осложнений в виде лейкопении и респираторного 
дистресс-синдрома [123].

Г. другие агенты
Ритуксимаб – противоопухолевое и иммуномоду-

лирующее средство. Представляет собой химерное 
моноклональное антитело мыши/человека, которое 
специфически связывается с трансмембранным ан-
тигеном CD20 [124]. В течение последних 15 лет он 
в основном использовался при АВ0-несовместимых 
трансплантациях почек и с разной степенью успеха 
применялся в протоколах десенсибилизации реци-
пиентов почечных трансплантатов и лечения анти-
телоопосредованного отторжения [125–127]. Данные 

о применении ритуксимаба в качестве средства для 
индукции ИТ пока ограничены. Его эффективность 
была оценена в проспективном двойном слепом ран-
домизированном плацебо контролируемом исследо-
вании [128]. Частота острых отторжений, а также 
почечная функция существенно не различались меж-
ду группой, получившей ритуксимаб, и группой пла-
цебо. Другое рандомизированное контролируемое 
исследование, сравнивающее ритуксимаб с дакли-
зумабом, было остановлено досрочно из-за повы-
шенной частоты развития ОКО в группе пациентов, 
получавших ритуксимаб [129].

ЗАКлЮчеНие
Таким образом, поскольку сам факт приема им-

муносупрессивных препаратов оказывает негатив-
ное воздействие, целью лечения является назначение 
наи меньшего иммуносупрессивного режима, способ-
ного надежно предотвращать развитие отторжения. 
Тем не менее эта простая концепция несет в себе мас-
су сложностей при адаптации ее к клинической прак-
тике. Существуют серьезные различия в режимах ИТ 
между разными центрами, врачами одного центра и 
даже одного и того же пациента, но в разные периоды 
времени, а снижение режима ИТ основано на сурро-
гатных маркерах (т. е. минимальной концентрации 
препарата в крови) и клинических событиях (т. е. 
эпизодах отторжения, инфекционных осложнени-
ях). Поскольку в клинической практике отсутствует 
надежный механизм оценки адекватности иммуно-
супрессии, оказывается очень сложно определить тот 
минимальный уровень ИТ, достаточный для каждого 
конкретного пациента в каждый момент времени. 
Кроме этого, в доступной литературе имеется отно-
сительно мало современных исследований, описыва-
ющих стратегии ИТ, а средний период публикаций, 
приведенных в современных обзорах, датируется 
2011 годом. Все это определяет актуальность поиска 
новых принципов и режимов ИТ, обеспечивающих 
длительную выживаемость реципиентов солидных 
органов, при минимальном отрицательном воздейс-
твии. Отсутствие новых молекул, предотвращающих 
развитие отторжения, оставляет клиницистам только 
возможность поиска оптимальных комбинаций уже 
существующих иммуносупрессивных препаратов, 
применяемых как на этапе индукции, так и в даль-
нейшем поддерживающем режиме.
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В последние годы кардиологам и сердечно-сосудистым хирургам все чаще приходится сталкиваться в своей 
практике с радиационно-индуцированными сердечно-сосудистыми заболеваниями, которые описаны в ли-
тературе, но клинически мало изучены. Лучевая терапия широко используется при лечении многих видов 
рака, и несмотря на немалый риск осложнений, метод применяется примерно у 20–55% онкологических 
больных. Кардиотоксичность, связанная с облучением, проявляется отсроченно, обычно проходит от 10 
до 30 лет после лечения. Облучение средостения значительно повышает риск развития неишемической 
кардиомиопатии. Обзоры по проблеме оценивают распространенность радиационно-индуцированной 
кардиомиопатии более чем в 10%. В связи с этим важно понимать патофизиологию радиационно-индуци-
рованной болезни сердца, учитывать факторы риска, связанные с лучевым поражением, и своевременно 
диагностировать патологию.
Ключевые  слова:  опухоли  средостения,  лучевая терапия,  радиационная кардиомиопатия.
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In recent years, cardiologists and cardiovascular surgeons are increasingly encountering radiation-induced heart 
disease (RIHD) in their practice. This complication is described in literature but is poorly understood and clinically 
challenging. Radiation therapy (RT) is widely used in the treatment of many cancers. Despite the considerable 
risk of RT complications, it is used in 20–55% of cancer patients. Radiation-associated cardiotoxicity appears to 
be delayed, typically 10 to 30 years following treatment. Mediastinal irradiation significantly increases the risk 
of non-ischemic cardiomyopathy. Recent reviews estimate the prevalence of radiation-induced cardiomyopathy 
at more than 10%. Therefore, it is important to understand the pathophysiology of RIHD, consider risk factors 
associated with radiation injury, and detect the condition early.
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В последние годы кардиологам и сердечно-сосу-
дистым хирургам все чаще приходится сталкиваться 
в своей практике с радиационно-индуцированными 
сердечно-сосудистыми заболеваниями, которые опи-
саны в литературе, но клинически мало изучены. 
Лучевая терапия широко используется при лечении 
многих видов рака, и несмотря на немалый риск 
осложнений, метод применяется примерно у 20–55% 
онкологических больных. Основной механизм облу-

чения заключается в подавлении пролиферации или 
индуцировании апоптоза раковых клеток [4]. При 
использовании высоких доз облучения средостения 
может быть поврежден практически любой компо-
нент сердца – миокард, перикард, клапаны, коронар-
ные сосуды или проводящая система. В основном к 
кардиотоксическому эффекту приводит облучение 
при таких заболеваниях, как лимфома средостения, 
рак пищевода, тимома, рак легких (особенно лево-
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сторонний), рак молочной железы (особенно лево-
сторонний). Суммарная доза облучения средостения 
является основным фактором риска последующего 
развития сердечно-сосудистых заболеваний. Хотя 
осложнения могут наблюдаться при любой дозе, но 
существует линейное увеличение риска клапанных 
пороков сердца при суммарной дозе облучения выше 
30 Гр/м2 [1]. Кардиотоксичность, связанная с облу-
чением, проявляется отсроченно, обычно проходит 
от 10 до 30 лет после лечения. Так, у пациентов с 
лимфомой Ходжкина в анамнезе, прошедших лу-
чевую терапию, среднее время от постановки диа-
гноза злокачественного новообразования до возник-
новения сердечных осложнений составляет около 
19 лет [2]. Лимфома Ходжкина является одним из 
наиболее распространенных видов рака у молодых 
людей и по оценкам заболеваемости составляет 3 на 
100 000 населения. Совокупная заболеваемость ра-
диационно-индуцированной ишемической болезнью 
сердца в отдаленном периоде составляет почти 60% 
у выживших после лимфомы Ходжкина через 40 лет 
после облучения с относительным риском в 3,2 раза 
выше по сравнению с населением в целом, а у 51,4% 
пациентов при этом развивается 2 и более сердечно-
сосудистых заболевания [13]. Многие исследования 
подтвердили, что такие сердечно-сосудистые факто-
ры риска, как артериальная гипертензия, сахарный 
диабет, дислипидемия и ожирение, значительно уве-
личивают риск сердечно-сосудистых заболеваний и 
связанных с ними осложнений лучевой терапии [3]. 
Риски увеличиваются также после химиотерапии  
и/или при наличии двух и более сердечно-сосудис-
тых факторов риска.

Облучение средостения значительно повышает 
риск развития неишемической кардиомиопатии. Это 
и прямой фиброз миокарда, и гипертрофия миокарда, 
вторичная по отношению к клапанному поражению, 
и диастолическая дисфункция вследствие констрик-
тивного перикардита. Обзоры по проблеме оцени-
вают распространенность радиационно-индуциро-
ванной кардиомиопатии более чем в 10%. В связи 
с этим важно понимать патофизиологию радиаци-
онно-индуцированной болезни сердца, учитывать 
факторы риска, связанные с лучевым поражением, 
и своевременно диагностировать патологию.

Сердце состоит из трех слоев ткани: эндокард, 
миокард и эпикард. Миокард представляет собой вы-
соковаскуляризованную ткань с плотностью капил-
ляров, приближающейся к 2800 капилляров/мм2. Для 
сравнения, капиллярная плотность скелетных мышц 
значительно меньше, примерно 350 капилляров/мм2. 
Субъединица миокарда состоит из сердечных ми-
оцитов, капилляров и стромальной ткани. Каждая 
субъединица миокарда имеет сеть капилляров и за-
висит от диффузии для метаболизма питательных 
веществ, поскольку в ткани нет артериол. Капилляры 

полностью окружают отдельные миоциты и в норме 
всегда открыты для перфузии. Кровоснабжение мио-
карда имеет решающее значение в работе сердечной 
мышцы и зависит от степени развития капиллярной 
системы.

Радиационное поражение характеризуется как 
острыми, так и хроническими изменениями сердеч-
ной ткани [11]. В течение нескольких минут после 
воздействия ионизирующего излучения поврежде-
ние клеток вызывает вазодилатацию и повышен-
ную проницаемость сосудов. Известно, что сами 
кардиомиоциты устойчивы к радиации. Однако при 
использовании комбинированного лечения лучевой 
и химиотерапии риск осложнений значительно воз-
растает. Согласно классификации Suter и Ewer, все 
цитостатики разделяются по характеру поврежда-
ющего действия на сердечно-сосудистую систему. 
Выделяют два типа кардиотоксичности. Первый 
тип – необратимая дисфункция миокарда за счет ги-
бели кардиомиоцитов. Таким воздействием облада-
ют антрациклины. Степень повреждения миокарда в 
этом случае зависит от кумулятивной дозы. Второй 
тип – обратимая дисфункция кардиомиоцитов за счет 
митохондриальных и протеиновых повреждений. 
Этот тип наиболее характерен для трастузумаба и 
не зависит от кумулятивной дозы. Выделяют факто-
ры риска кардиотоксичности. Для первого типа это 
высокая кумулятивная доза, внутривенное болюсное 
введение препарата, высокая разовая доза, совмест-
ное использование других кардиотоксичных препа-
ратов (циклофосфамид, трастузумаб, паклитаксел и 
др.), предшествующая лучевая терапия, женский пол, 
возраст менее 15 и более 65 лет, имеющиеся сердеч-
но-сосудистые заболевания (особенно артериальная 
гипертензия и ишемическая болезнь сердца), ожи-
рение, повышение уровня биомаркеров (тропонин) 
во время или после лечения антрациклинами. Для 
второго типа: предшествующая или одновременная 
терапия антрациклинами, фракция выброса левого 
желудочка менее 55%, имеющиеся сердечно-сосу-
дистые заболевания (особенно артериальная гипер-
тензия и ишемическая болезнь сердца), возраст стар-
ше 50 лет, индекс массы тела более 25 кг/м2.

Одним из наиболее понятных патофизиологи-
ческих механизмов лучевого воздействия является 
повреждение макрососудов. Лучевой ожог эндотелия 
коронарных артерий вызывает воспалительную ре-
акцию в стенке сосуда, в результате высвобождается 
большое количество цитокинов, ответственных за 
активацию макрофагов, и как следствие – отложе-
ние липопротеинов. Бляшки могут растрескиваться 
и вызывать тромбоз. Этот процесс в разной степени 
уменьшает просвет артерии, что приводит к клини-
ческим проявлениям ишемической болезни сердца: 
стабильной и нестабильной стенокардии, инфаркту 
миокарда. Механизм, по сути, аналогичен форми-
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рованию атеросклеротических бляшек, которые мы 
наблюдаем при традиционной ишемической болезни 
сердца, но при лучевом поражении событие проис-
ходит в ускоренном режиме.

Сто четырнадцать пациентов были включены в 
проспективное IRB клиническое исследование для 
оценки изменений региональной и общей сердечной 
сократимости после лучевой терапии по поводу рака 
левой молочной железы. Сканирование перфузии 
путем проведения сцинтиграфии миокарда с тех-
нецием-99 проводили до и после лучевой терапии. 
Оказалось, что частота новых дефектов перфузии 
через 6, 12, 18 и 24 месяца после лучевой терапии 
составила 27, 29, 38 и 42% соответственно. Значи-
тельная разница в перфузии миокарда была и между 
пациентами, у которых объем лучевого поражения 
левого желудочка был менее или более 5%. Новые де-
фекты перфузии со временем возникали примерно у 
10–20% пациентов при малом объеме поражения ле-
вого желудочка (менее 5%) и у 50–60% при исходном 
объеме поражения более 5%. Частота дискинезии 
стенок левого желудочка у пациентов с дефектами 
перфузии и без них составила от 12 до 40% по срав-
нению с 0 и 9% соответственно [5].

Помимо повреждения крупных сосудов проис-
ходит микроваскулярное повреждение миокарда. 
Радиационно-индуцированное повреждение эндо-
телиальных клеток считается первичной и основной 
причиной повреждения миокарда [8]. Оно характе-
ризуется как острыми, так и хроническими измене-
ниями сердечной ткани. В течение нескольких ми-
нут после воздействия ионизирующего излучения 
повреждение клеток вызывает вазодилатацию и по-
вышенную проницаемость сосудов. Поврежденные 
эндотелиальные клетки вызывают активацию острой 
воспалительной реакции. Воспалительные цитокины 
включают хемотаксический фактор моноцитов, фак-
тор некроза опухоли и интерлейкины, включая IL-1, 
IL-6 и IL-8. Преобладающими клетками в острой 
фазе являются нейтрофилы, которые появляются во 
всех слоях сердца в областях, подвергшихся лучевой 
терапии. Происходит пролиферация, повреждение, 
отек и дегенерация капилляров, их количество зна-
чительно уменьшается. Хотя эндотелиальные клет-
ки могут регенерировать, повреждение капиллярной 
сети необратимо, а это, естественно, приводит к зна-
чительному уменьшению кровоснабжения миокарда.

Радиационное воздействие на сердце вызывает 
не только повреждение эндотелиальных клеток и 
уменьшение количества капилляров, но и изменя-
ет коагуляционную функцию и активность тром-
боцитов, что приводит к немедленному отложению 
фибрина. Отложение и высвобождение фактора фон 
Виллебранда в эндотелиальных клетках увеличива-
ется. Это в конечном счете приводит к увеличению 
адгезии тромбоцитов и тромбозу капилляров [9]. 

Острая фаза протекает в течение нескольких дней 
после проведения лучевой терапии. После этой ос-
трой инфильтрации существует период покоя, когда 
нет явных микроскопических изменений в ткани.

Острая провоспалительная среда является мощ-
ным инициатором фиброза [10]. Фибробласты рек-
рутируются из целого ряда источников: из мезенхи-
мальных клеток, из костного мозга или из переходных 
эпителиально-мезенхимальных клеток. Однако ради-
ация изменяет биологию профибробластных клеток. 
Оказалось, что ионизирующее излучение вызывает 
преждевременную дифференцировку фибробластов. 
Для нормальной дифференцировки фибробластов 
требуется 25–35 циклов клеточного деления. После 
ионизирующего облучения фибробласты-предшест-
венники дифференцируются в постмитотические 
фибробласты в течение 2–3 недель, что составля-
ет всего 3–4 клеточных цикла. Продолжительность 
жизни этих терминально дифференцированных ра-
диационно-индуцированных фиброцитов почти на 
40–45% короче, чем у естественно дифференциро-
ванных клеток. Показано, что эти постмитотические 
клетки в пять–восемь раз более активны в продукции 
интерстициальных коллагенов I, III и IV по сравне-
нию с фибробластами-предшественниками. Мио-
фибробласты постоянно активируются в облученных 
тканях [12].

Хроническое отложение коллагена и других ком-
понентов внеклеточного матрикса может привести к 
образованию фиброзного рубца, снижающего функ-
циональность пораженной ткани. Патологическое ис-
следование этих поражений показывает повышенное 
содержание воспалительных клеток, фибробластов 
и избыточное количество внеклеточного матрикса, 
такого как коллагены, протеогликаны и фибронек-
тин. Отложение внеклеточного матрикса приводит 
к поздней патологической дисфункции миоцитов, 
эндотелиальных клеток сосудов и перикарда [11]. 
Прогрессирующий фиброз миокарда в конечном 
итоге приводит к снижению эластичности и растя-
жимости ткани.

Сердечно-сосудистая система по-разному реаги-
рует на повреждение миокарда, связанное с лучевой 
терапией, по сравнению с сердечной недостаточнос-
тью, связанной с ишемией. При повреждении мио-
карда, не связанном с лучевой терапией, организм 
непрерывно активирует симпатическую нервную 
систему, одновременно подавляя β-адренорецепторы. 
Напротив, повреждение миокарда, связанное с луче-
вой терапией, не приводит к активации симпатиче-
ской нервной системы, но активация β-рецепторов в 
сердце происходит. Эта активация рецепторов может 
позволить сердцу стабилизировать сердечный вы-
брос, несмотря на повреждение. По мере прогрес-
сирования степени фиброза миокарда происходит 
дальнейшее снижение сердечного выброса, и это 
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совпадает с периодом начала застойной сердечной 
недостаточности [11].

Рестриктивная кардиомиопатия представля-
ет собой позднюю стадию повреждения миокарда 
вследствие фиброза с тяжелой диастолической дис-
функцией и симптомами сердечной недостаточнос-
ти. Большинство радиационно-индуцированных 
поражений миокарда длительное время не имеют 
клинических симптомов, поэтому частота своевре-
менной диагностики заболевания низкая, всего около 
10% [6]. Трансторакальная эхокардиография является 
оптимальным методом визуализации для диагнос-
тики систолической и диастолической дисфункции 
левого желудочка. Наиболее распространенными 
эхокардиографическими особенностями являются 
регионарные нарушения движения стенки (обычно 
нижней стенки левого желудочка), умеренная гипер-
трофия левого желудочка и диастолическая дисфун-
кция, которые могут проявляться тяжелой застойной 
сердечной недостаточностью [7]. В исследовании 
Paul A. Heidenreich et al. [14] распространенность 
аномалий движения стенки левого желудочка соста-
вила 13% (12/89) для лиц с латентным периодом от 
двух до 10 лет, 18% (24/132) для латентного периода 
от 11 до 20 лет и 29% (21/73) для латентного периода 
более 20 лет после лучевой терапии (не менее 35 Гр) 
средостения по поводу болезни Ходжкина. Аномалии 
регионарного движения стенки были независимо свя-
заны с большей биологически эквивалентной дозой 
(отношение шансов 1,07 на единицу увеличения, 95% 
ДИ 1,02–1,13) и более старшим возрастом (отноше-
ние шансов 1,7 на 10-летнее увеличение, 95% ДИ 
1,2–2,4) в дополнение ко времени после облучения.

Авторы исследовали влияние облучения на массу 
миокарда левого желудочка. Масса левого желудоч-
ка была ниже у облученных пациентов, чем у пред-
ставителей аналогичного пола и возраста в общей 
популяции (исследование Framingham Heart [15]). 
Гипертрофия левого желудочка (определяемая как 
более 163 г/м для мужчин и 121 г/м для женщин) 
присутствовала у 6% (7/121) женщин и 2% (2/104) 
мужчин по сравнению с 19% женщин и 16% муж-
чин. Разница в массе миокарда была обусловлена 
меньшим диастолическим объемом ЛЖ у пациентов 
после облучения, так как систолический объем и тол-
щина стенки были аналогичны. Также было обнару-
жено, что масса желудочков с поправкой на возраст 
оставалась постоянной или незначительно снижалась 
с течением времени после облучения. Это противо-
речит обычному увеличению массы миокарда лево-
го желудочка, которое происходит с возрастом [16]. 
Когда авторы стратифицировали изменения массы 
миокарда левого желудочка по возрасту, наблюдалась 
четкая тенденция к снижению массы с увеличением 
латентного периода. При многомерном анализе масса 
желудочков уменьшалась на 0,6 г/м (р = 0,001) за 

каждый год после облучения, но увеличивалась на 
0,8 г/м (р < 0,0001) за каждый год с увеличением 
возраста. Аналогичные результаты наблюдались для 
толщины межжелудочковой перегородки и задней 
стенки левого желудочка, которая уменьшалась на 
0,05 мм (р = 0,08) за каждый год после облучения, но 
увеличивалась на 0,1 мм (р < 0,001) за каждый год с 
увеличением возраста.

Современные методы визуализации по исследова-
нию деформации миокарда показали, что они могут 
быть более чувствительными для выявления ран-
ней субклинической дисфункции левого желудочка, 
чем стандартные показатели, такие как измерение 
фракции выброса. Стрейн является безразмерной 
величиной, отражающей изменение длины относи-
тельно первоначального состояния [17]. Продольный 
стрейн отражает изменение длины участка миокар-
да по длинной оси. Определяемый по короткой оси 
циркулярный стрейн демонстрирует сокращение 
циркулярно расположенных волокон миокарда. По-
перечный (радиальный) стрейн описывает процессы 
утолщения/истончения миокардиальных волокон в 
различные фазы цикла, что происходит благодаря 
принципу несжимаемости сердечной мышцы.

Глобальная продольная деформация и скорость 
деформации, оцененные с использованием автома-
тизированной 2D-спекл-трекинговой эхокардиогра-
фии, позволяют выявить минимальные изменения 
систолической функции левого желудочка. Проспек-
тивное исследование BACCARAT было направлено 
на изучение связи между дозами облучения сердца 
и субклинической дисфункцией левого желудочка 
на основе снижения глобальной продольной де-
формации. В исследование вошли 79 пациентов с 
лучевой терапией рака молочной железы (64 – ле-
восторонний и 15 – правосторонний) без химиоте-
рапии. Эхо кар дио гра фи че ские параметры, включая 
глобальную продольную деформацию, измеряли до 
лучевой терапии и через 6 месяцев после. Связь меж-
ду субклинической дисфункцией левого желудочка, 
определяемой как снижение глобальной продольной 
деформации более 10%, и дозами облучения сердца 
выполняли на основе логистической регрессии. Не-
радиационные факторы, связанные с субклинической 
дисфункцией левого желудочка, включали: возраст, 
индекс массы тела, артериальную гипертензию, ги-
перхолестеринемию и эндокринную патологию. Они 
также были учтены при многофакторном анализе, но 
оказалось, что не имели существенного значения. Ав-
торы делают вывод, что субклиническая дисфункция 
левого желудочка может быть обнаружена на ранних 
стадиях после лучевой терапии по поводу рака мо-
лочной железы с помощью измерения глобальной 
продольной деформации на основе 2D спекл-тре-
кинговой эхокардиографии.
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Снижение продольной деформации в период от 
нескольких дней до 14 месяцев после лучевой тера-
пии ранее наблюдали у пациентов с левосторонним 
раком молочной железы и другие авторы [18, 20]. 
Средний показатель снижения продольной дефор-
мации по их результатам составил от 5% до почти 
15%. Suvi Sirkku Tuohinen et al. обращают внима-
ние также и на региональные изменения, вызван-
ные лучевой терапией. Исследование, проведенное 
авторами, показало, что изменения соответствовали 
полям проведения лучевой терапии. У пациентов 
с левосторонним раком молочной железы наблю-
дались изменения в апикальной части, тогда как у 
пациентов с правосторонним раком молочной желе-
зы наблюдались изменения в базальных сегментах 
передней и передне-перегородочной областей, что 
соответствует зоне, наиболее уязвимой для лучевой 
терапии [18]. A.F. Yu et al. также провели исследова-
ние, целью которого было определить, приводит ли 
лучевая терапия к ранним изменениям функции ле-
вого желудочка. Исследование проводили на основе 
2D-эхокардиографической оценки таких параметров, 
как фракция выброса левого желудочка, индексы де-
формации миокарда, включая продольную (GLS), 
радиальную (GRS) и циркулярную деформации 
(GCS), левожелудочковые диастолические индексы 
и высокочувствительный тропонин. Оказалось, что в 
непосредственном периоде лучевой терапии не было 
предикторов изменения фракции выброса левого же-
лудочка или изменений индексов продольной дефор-
мации. Аналогичным образом возраст, гипертония, 
исходное систолическое артериальное давление и 
прием сердечных препаратов не были предикторами 
изменения функции левого желудочка [19].

Электрокардиография редко имеет специфиче-
ские изменения [14]. Однако частота сердечных 
сокращений в состоянии покоя выше у пациентов 
с более длительным периодом наблюдения после 
лучевой терапии (70 ± 13 ударов/мин в течение пе-
риода ≤10 лет, 74 ± 12 в период 11–20 лет и 81 ± 10 в 
период >20 лет). При многомерном анализе (возраст, 
пол, наличие диабета, гипертония, доза облучения) 
10-летний период после облучения независимо пред-
сказывал более высокую частоту сердечных сокра-
щений в состоянии покоя (увеличение на 3,7 удара 
в минуту, 95% ДИ 1,3–6,1), блокаду правой ветви 
пучка Гиса (отношение шансов 7,3, 95% ДИ 1,2–45) 
и наличие аномального зубца Q (отношение шансов 
4,9, 95% ДИ 1,7–14).

Магнитно-резонансная томография сердца, вы-
являя одновременно функциональные и структур-
ные изменения, позволяет диагностировать радиа-
ционно-индуцированные коронарные, клапанные, 
миокардиальные и перикардиальные заболевания. 
Особенности метода включают характеристику ткани 
миокарда, основанную на различных релаксацион-

ных свойствах тканей, таких как жир, мышцы и об-
ласти воспаления. Существенно улучшило диагнос-
тику измененного миокарда неишемического генеза 
использование гадолиния. Изображения, полученные 
через 5–20 мин после инъекции гадолиния в дозе 
0,1–0,2 ммоль/кг, позволяют с беспрецедентным 
разрешением и высокоспецифичными картинками 
фиброза и рубцового изменения миокарда описать 
неишемические кардиомиопатические процессы и 
предоставить ценную диагностическую и патофи-
зиологическую информацию [21].

Развитие современных методов визуализации 
позволяет своевременно выявить пациентов с по-
тенциальным риском развития кардиотоксичности, 
которым требуется дальнейший сердечно-сосудис-
тый мониторинг или кардиопротекторная терапия. 
Оценка параметров с использованием эхокардиогра-
фии и магнитно-резонансной томографии в динамике 
может способствовать ранней диагностике пораже-
ния сердца, до того как разовьется явная сердечная 
недостаточность. Оценка и своевременное лечение 
традиционных факторов риска сердечно-сосудис-
тых заболеваний являются первым шагом для про-
филактики кардиотоксичности. Наконец, у пациентов 
с сердечно-сосудистыми заболеваниями высокого 
риска следует применять первичную профилактику, 
включая кардиопротекторы и /или препараты, обыч-
но используемые для лечения сердечно-сосудистых 
заболеваний. Согласно последним исследовани-
ям [22], раннее начало приема ингибиторов АПФ и 
β-адреноблокаторов и модификация противораковой 
терапии могут предотвратить развитие кардиального 
фиброза и снижение фракции выброса левого же-
лудочка в терминальной стадии развития болезни. 
Однако необходимы дальнейшие многоцентровые 
исследования для разработки как профилактических, 
так и лечебных мероприятий.

Фиброз миокарда и васкулопатия из-за прямого 
токсического воздействия лучевой терапии приво-
дят к ремоделированию желудочков, что, в свою 
очередь, может увеличить риск развития клапанной 
дисфункции [23]. Хотя точные патофизиологические 
механизмы радиационно-индуцированной вальвуло-
патии до конца не изучены, считается, что облуче-
ние оказывает прямое влияние на патологический 
фиброз и кальцификацию клапанного аппарата. Из-
за отсутствия сосудов в ткани клапанов механизм 
повреждения эндотелия клапанов отличается от ра-
диационно-индуцированного повреждения миокарда 
и сосудистой сети. На образцах тканей, удаленных 
во время операции, отсутствуют гистологические 
маркеры хронического воспаления или неоваскуля-
ризации [24]. Интересно, что в пораженных клапанах 
отмечаются гистопатологические различия. Так, у 
пациентов, перенесших лучевую терапию по поводу 
рака молочной железы, отмечается дегенеративный 
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кальциноз, в отличие от преимущественно фиброз-
ного процесса у пациентов с лимфомой. Эта разница, 
вероятно, связана с молодым возрастом, в котором 
проводилось облучение при лимфоме Ходжкина.

Стратификация риска хирургического лечения 
клапанной патологии с помощью современных шкал 
не учитывает побочные эффекты и осложнения, свя-
занные с предшествующей лучевой терапией, и мо-
жет недооценивать истинный риск. Ретроспективный 
анализ, проведенный Wu et al. [25] по результатам 
хирургического лечения 173 пациентов (средний воз-
раст 63 ± 14 лет, 75% женщин, средний EuroSCORE 
7,8 ± 3) с радиационно-индуцированной болезнью 
клапанов сердца в сравнении с 305 проопериро-
ванными пациентами, сопоставимыми по возрасту, 
полу и типу процедуры, выявил более высокую долю 
смертей в группе с постлучевой болезнью сердца, 
чем в группе сравнения (55% против 28%; p < 0,001) 
в течение среднего периода наблюдения 7,6 ± 3 года, 
несмотря на сопоставимые показатели EuroSCORE. 
Анализ результатов хирургического лечения клапан-
ной патологии у 60 пациентов с предшествующей 
лучевой терапией в исследовании Handa et al. показал 
повышение уровня ранней смертности у пациентов с 
констриктивным перикардитом (40% против 6%, p = 
0,011). В той же когорте снижение фракции выброса 
левого желудочка до операции и более длительное 
время пережатия аорты также были связаны с ранней 
смертностью [26].

Среди 230 пациентов в исследовании A.S.Y. Chang 
et al. [27], перенесших операцию на сердце после 
торакального облучения, доля периоперационных 
осложнений, госпитальной и отдаленной смертнос-
ти была значительно выше у пациентов, получив-
ших обширное радиационное облучение. Поэтому 
понимание природы радиационного воздействия на 
серд це и его структуры прежде всего необходимо для 
определения степени операционного риска до кар-
диоторакальной операции, что позволит определить 
наиболее правильную тактику лечения, подчеркивая 
необходимость междисциплинарного сотрудничест-
ва между радиационным онкологом, кардиологом, 
кардиохирургом и другими специалистами.
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Разработка малотравматичных дренажных систем, работа которых направлена на максимально возможное 
разделение крови и воздуха, является актуальным направлением в современной медицине. Цель данной 
работы состояла в создании недорогой, удобной в пользовании и малотравматичной системы динами-
ческой аспирации крови. Система позволяет эффективно разделить кровь и воздух при заборе крови из 
раны в условиях вакуума, требуемого для аспирации крови. Принцип действия разработки заключается в 
разделении жидкой и газовой фракций смеси «кровь–воздух» за счет модификации канюли забора крови. 
Эффект достигается по технологии применения принципов центробежных сил вращающегося потока 
«кровь–воздух» в сочетании с подъемными архимедовыми силами.
Ключевые  слова:  аспирация, АИК,  канюля,  дренаж крови.

develOPmenT Of a cannula device fOr GaS fracTiOn 
remOval in SurGical drainS
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1 Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
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The development of low-traumatic surgical drains aimed at maximum possible separation of blood and air, is an 
important trend in modern medicine. The objective of this work is to create an inexpensive, user-friendly and 
low-traumatic dynamic blood aspiration system (DBAS). The system allows effective separation of blood and 
air when drawing blood from a wound under vacuum conditions required for blood aspiration. The operating 
principle of the system is to separate liquid and gas fractions of the blood-air mixture by modifying the blood 
intake cannula. The effect is achieved by applying the principles of centrifugal forces of a rotating blood-air flow 
combined with Archimedes lift forces.
Keywords:  aspiration, CPB,  cannula,  blood drainage.

ВВедеНие
В настоящее время в большинстве хи рур ги че ских 

операций используется концепция венозного дрена-
жа крови [1, 2]. Она не применялась в целом до не-
давнего развития инвазивной кардиохирургии наряду 
с распространением операций на открытом сердце, 
не требующих переливания крови [3]. Пациенты, 
перенесшие кардиохирургические вмешатель ства 
с сердечно-легочным обходом (СЛО), нуждаются 
в большом количестве донорской эритроцитарной 

массы [4], и значительные данные свидетельствуют 
о том, что переливания во время операций на серд-
це увеличивают инфекционные и неинфекционные 
риски [5–7]. Венозный дренаж для пациентов явля-
ется приемлемым методом сохранения собственной 
крови. В процессе процедуры кровь аспирируется 
из полостей раны с помощью всасывающей канюли, 
подключенной к системе отсоса крови (роликовый 
или вакуумный насос). В свою очередь кровь далее 
попадает в систему рециркуляции, представленную 
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собирательным резервуаром и соединительными 
трубками (рис. 1).

По мнению специалистов, аспирация крови явля-
ется основным фактором, травматизирующим кровь, 
и наряду с влиянием микропузырьков воздуха, по-
падающих в контур кровообращения, увеличивает 
время реабилитации пациента после хирургического 
вмешательства. При анализе источников было отме-
чено, что 79% (n = 15) авторов считают, что техни-
ка вакуумного дренажа приносит пользу процедуре 
вспомогательного кровообращения и/или пациенту. 
Сокращение количества переливаний способствует 
предотвращению перегрузки банков крови [8–14]. 
Уменьшение происходит за счет улучшения биохи-
мических показателей, и следовательно, отпадает 
необходимость в увеличении объема венозного ре-
зервуара для поддержания уровня защиты от попа-
дания воздуха в систему.

Сокращение использования препаратов крови 
способствует снижению послеоперационных ослож-
нений, а методика обеспечивает снижение общего 
количества крови, уменьшая гемодилюцию [3, 8–15] 
и поддерживая уровни гематокрита и гемоглобина на 
приемлемых уровнях.

Однако наряду с увеличением применения веноз-
ного дренажа сообщалось о специфических побоч-
ных эффектах процедуры. Willcox et al., LaPietra et 
al., Davila et al., Burch и Locke отдельно сообщили в 

отчетах о случаях при исследованиях in vitro, в кото-
рых система венозного дренажа возвращает пациен-
ту кровь с наличием воздуха [16–19]. Это приводит 
к возникновению систематических микроэмболий. 
Микроэмболы часто вызывают значительные це-
ребральные заболевания, обычно проявляющиеся в 
виде послеоперационного когнитивного дефицита 
или инсульта [16].

В других исследованиях сообщалось о воздушной 
эмболии [10, 11, 20, 21]. Было показано, что венозный 
вакуумный дренаж вызывал почти в 10 раз больше 
эмболий в артериальной линии по сравнению с пас-
сивным дренажем, несмотря на использование под-
ходящего оборудования. Вышеупомянутая эмболия 
является следствием образования микропузырьков 
в жидкости из-за турбулентности, возникающей при 
прохождении через узкую трубку под высоким дав-
лением. Те же исследования показывают, что только 
путем сравнения длины методов вакуума и гравита-
ции в ситуации подачи воздуха в венозный контур по 
венозной линии вакуум позволяет большему объему 
воздуха поступать в систему.

Были разногласия в отношении наличия высокого 
уровня гемолиза при использовании вакуума. Боль-
шинство авторов считают, что гемолиз, вызванный 
процедурами с отрицательным давлением, был по-
хож на гемолиз при пассивном дренировании [3, 10, 
11, 22]. Однако сравнивая вакуумный дренаж с дре-

Рис. 1. Система венозного дренажа крови. LA – левое предсердие; RA – правое предсердие; LV – левый желудочек; 
RV – правый желудочек

Fig. 1. Vacuum-assisted venous drainage. LA – left atrium; RA – right atrium; LV – left ventricle; RV – right ventricle
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нажем центробежным насосом, Cirri et al. [23] показа-
ли, что вакуумный дренаж вызывает более высокую 
степень гемолиза, что также было подтверждено в 
исследованиях Gregoretti et al. [24]. Однако Lau et 
al. не согласны с этим и показывают сходные уровни 
гемолиза [25].

В последнее десятилетие усилия многих специа-
листов, работающих в области искусственного кро-
вообращения, были направлены на разработку новых 
насосов, мембранных оксигенаторов, которые позво-

лили бы снизить травму крови во время подобных 
операций. Тем не менее, несмотря на определенные 
успехи в данном направлении, травма крови пред-
ставляет все еще большую опасность, и это связано 
главным образом с травмирующим эффектом сис-
темы для аспирации крови. Данная проблема стано-
вится особенно актуальной в последнее время, когда 
значительно изменился возраст больных, подвергае-
мых открытым полостным операциям, и повысилась 
длительность периодов реабилитации пациентов. 
В итоге эффективность систем дренажа крови явля-
ется важной частью хирургического процесса.

МАтериАлы и МетОды
К основным причинам травмы крови при исполь-

зовании существующих систем аспирации крови от-
носят:
– массивное перемешивание крови с воздухом в 

канюле, соединительных трубках и насосе;
– высокие значения вакуума, создаваемого насосом.

Для снижения влияния вышеупомянутых факто-
ров была разработана эргономичная и практичная 
система динамической аспирации крови (СДАК). 
Внешний вид модифицированной канюли показан 
на рис. 2. Система включает трубку забора смеси, на 
которой располагается специальная насадка и блок 
сепарации канюли.

Блок сепарации, показанный на рис. 3, имеет уз-
кую часть А, в которой располагается канал подачи 
смеси 1. Широкая часть В следует после узкой части 
через плавный переход Б. От насадки забора крови 
через трубку смесь «жидкость–воздух» поступает во 
входную трубку блока сепарации, которая является 
ее продолжением. Канал подачи смеси направлен в 
утолщенную часть В, в которой вырезаны коническая 
полость 2, зона фильтрации воздуха 3 и две трубки 
отвода фракций крови и воздуха 4 и 5, располагаю-
щиеся внутри ручки канюли Д.

Одна из трубок (4) является продолжением кони-
ческой части, и через нее выводится жидкостная фаза 
с минимальным остатком воздуха. Вторая трубка (5) 
находится параллельно первой, но соединена с зоной 
фильтрации, которая расположена вертикально выше 
конической части. Через данную трубку удаляется 
воздух, отделенный в процессе течения через ко-
ническую часть. В зоне фильтрации устанавлива-
ется биоинертная сменная губка для оптимизации 
процесса сепарации. Замена губки осуществляется 
посредством открытия верхней крышки.

Коническая часть расположена вертикально с су-
жением книзу. Относительно сечения конуса входной 
в него канал расположен под углом. В месте соеди-
нения входной канал расположен так, что поток за-
ходит в коническую часть по касательной линии в 
максимальном радиусе сечения конуса в месте входа. 
Широкая часть переходит в ручку, разработанную 

Рис. 2. Внешний вид модифицированной канюли сепа-
рации

Fig. 2. Schematic representation of the modified separation 
cannula

Рис. 3. Внешний вид блока сепарации

Fig. 3. Schematic representation of the separation unit
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для удобного удерживания системы. В ручке проре-
заны упомянутые ранее каналы для жидкостной и 
газовой фаз. Каналы оканчиваются выводными шту-
церами, и соединены с системой генерации вакуума. 
Эскиз СДАК в полной комплектации представлен на 
рис. 4. Поскольку сепарация крови и воздуха долж-
на производиться как можно ближе к ране, рабочая 
камера устройства вмонтирована в рукоятку канюли 
для дренирования (рис. 3, Д). Таким образом, после 
процесса разделения кровь собирается в нижнем кон-
це рабочей циклонной камеры и аспирируется через 
отдельный канал (рис. 3, 5) с помощью роликового 
насоса (рис. 4, 4).

В свою очередь, воздух собирается в верхней 
части камеры и аспирируется через другой канал 
(рис. 3, 4) вакуумным роликовым насосом (рис. 4, 5). 
Кровь и воздух затем подаются раздельно в кардио-
томический резервуар (6).

Принцип действия устройства
Смесь «кровь–воздух» под действием вакуума 

захватывается через наконечник канюли из раны 
и течет по каналу (рис. 4). Далее смесь поступает 
на вход циклонной конической камеры под углом 
к вертикальной оси (рис. 3). Достигается вращение 
смеси «кровь–воздух», которое поддерживается за 
счет конического расширения циклонной камеры. 
Кровь собирается в нижней части форсунки, а воздух 
за счет центробежной и архимедовой сил собирает-
ся в центре вращающегося потока и устремляется в 
наивысшую точку. Силы, действующие на пузырек 
воздуха, можно рассмотреть в системе координат, 
как показано на рис. 5.

При вхождении пузырька воздуха в циклонную 
камеру его движение в вертикальном направлении 
по оси у обусловлено поданным вакуумом P1 с жид-
костного канала, вакуумом с воздушного канала P2, 

Рис. 4. Внешний вид СДАК: 1 – заборная канюля; 2 – трубка подачи смеси «жидкость–воздух»; 3 – сепаратор; 4 – ро-
ликовый насос крови; 5 – роликовый насос воздуха; 6 – кардиотомический резервуар

Fig. 4. Schematic representation of the dynamic blood aspiration system: 1 – suction cannula; 2 – liquid-air mixture supply 
tube; 3 – separator; 4 – roller blood pump; 5 – roller air pump; 6 – cardiotomy tank

Рис. 5. Расстановка сил, действующих на пузырек воз-
духа

Fig. 5. The position of forces acting on air bubble

силой Архимеда FA, силой вязкого трения FТ. Весом 
пузырька было решено пренебречь ввиду слабого 
влияния данного параметра в данных условиях. Так 
как канал забора смеси входит в циклонную камеру 
по касательной и вертикальным углом α, в плоскости 
xу вакуум можно рассмотреть как проекцию силы 
потока FP на ось у. В плоскости xу на пузырек будет 
действовать сила вязкого трения FTу как противовес 
движению пузырька. Получим основное стационар-
ное уравнение всплытия пузырьков:

FA – FPy – FTy + F2 = 0.

В случае отсутствия или слабого влияния вакуума 
P2 и при снижении силы F2 решение системы урав-
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нений приводит к определению скорости всплытия 
пузырька и вычислению начальной скорости враще-
ния в циклонной камере:

,

где υу – скорость всплытия пузырька воздуха, ρ – 
плотность крови, g – ускорение свободного падения, 
η – вязкость крови, α – угол захода канала забора 
крови в циклонную камеру, L – длина канала забора 
крови, Db – диаметр исследуемого пузырька воздуха, 
Q – расход крови.

Скорость всплытия, как следует из анализа урав-
нения, определяется в большей степени величиной 
расхода крови, который производит насос, и углом α. 
Оценка зависимости вакуума и эффективности се-
парации является частью процесса первичной раз-
работки СДАК.

Компьютерная модель устройства
Была разработана трехмерная математическая 

модель СДАК течения вязкой жидкости с наличием 
пузырьков жидкости различного диаметра в програм-
мном обеспечении COMSOL Multiphysics. В резуль-
тате исследований получена картина движения жид-
кой и газовой фракций, пример которой показан на 
рис. 6. Граничные условия расчетов включали в себя 
значение вакуума до 50 мм рт. ст. Нами был применен 
режим многофазного моделирования течения крови 
и воздуха.

В качестве искомого параметра был введен крите-
рий количества воздушной фракции, отделенной от 
жидкости после течения в циклонной камере. В ка-
честве критерия сходимости был определен критерий 
сходимости 10–4 по давлению. Использована модель 
турбулентности k-ε для моделирования поля тече-
ния. Была получена достаточно тонкая сетка, состо-
ящая из тетраэдрических ячеек общим количеством 
80 000 элементов.

Пример расчета показывает механику движения 
фракций при условии расхода жидкости 0,5 л/мин. 
Можно наблюдать синие линии траекторий движе-
ния пузырьков воздуха диаметром до 4 мм в потоке 
крови, показанном красными линиями. Расчет про-
веден в условиях объема воздуха в крови, равного 
10% общего потока.

Большая часть воздушного потока с некоторым 
количеством крови (не более 0,05 л/мин) сепари-
руется в воздушный канал. Объемный расход был 
создан в условиях вакуума 20 мм рт. ст. Тем самым 
воздух и вакуум снижают влияние на дальнейшее 
продвижение крови в кардиотомический резервуар. 
В воздушном канале кровь испытывает сильное воз-
действие всех факторов тромбоза, но объем данной 
фракции снижен до минимального значения

Гидродинамический стенд
Первоначально оценка эффективности СДАК про-

изводилась на гидродинамическом стенде визуально 
по характеру зоны концентрации пузырьков возду-
ха, а также по изменению состава смеси «воздух–
жидкость» после трубки забора (рис. 7). Однако на 
практике из-за невозможности наблюдать пузырьки 
воздуха в достаточно широком диапазоне изменения 
были применены электронные устройства подсчета 
микропузырьков. Система вакуума представлена дву-
мя насосами, в данном случае это насос роликового 
типа, способный развивать требуемые значения ва-
куума для каналов вывода жидкости и газа, и система 
вакуумного отсоса.

Стенд включает роликовый насос (9), который 
устанавливает требуемый для исследований вакуум и 
расход жидкости, регистрируемый расходомером (6). 
Вывод воздуха осуществляется в резервуар вакуум-
ного отсоса (8) посредством канала (3), а вывод кро-
ви – через канал (4). Пузырьки разного диаметра 
вводятся в кардиотомический резервуар (2) через 
шприц (5), подключенный к устройству впрыска, 
на котором регулируется объем подаваемой газовой 
фракции. Канюля (1) устанавливается в резервуар, 
который имитирует рану пациента.

Расход измеряли с помощью ультразвукового рас-
ходомера (Transonic Systems Inc., США), а давле-
ние – датчиками (Edwards Life Sciences, США) (7). 
Для регистрации гемодинамических параметров 

Рис. 6. Пример моделирования течения фракций в усло-
виях вакуума 20 мм рт. ст. при диаметре пузырьков воз-
духа 4 мм

Fig. 6. An example of simulation of fraction flow in a 
20 mm Hg vacuum with 4 mm air bubble diameter
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использовали многоканальный модуль ANGIOTON 
(Biosoft-M, Россия) с записью на персональном ком-
пьютере в программе Pumpax (Biosoft-M, Россия). 
Первоначально в качестве рабочей жидкости исполь-
зовалась вода.

Для соединения различных элементов стенда ис-
пользовалась стандартная силиконовая трубка 3/8ʹʹ. 
Во время исследования роликовый насос работал 
на стандартных конфигурациях для клинического 
использования, для достижения расхода в диапазоне 
от 0 до 1 л/мин.

реЗУльтАты
Величина вакуума, необходимого для дренирова-

ния смеси «газ–жидкость» (Г-Ж), определялась на 
стенде при условиях производительности насоса до 
1 л/мин. Измерение вакуума проводилось на входе в 
роликовый насос. При этом переменной величиной 
было процентное содержание воздуха в смеси от 0 до 
50%. На рис. 8 представлена зависимость величины 
необходимого вакуума для дренирования различного 
расхода крови (при постоянном расходе роликового 
насоса).

Риc. 7. Гидродинамический стенд: 1 – канюля; 2 – кардиотомический резервуар; 3 – воздушный канал; 4 – жидкост-
ный канал; 5 – устройство подачи воздуха; 6 – датчик измерения потока / подсчета МП; 7 – датчик измерения вакуума; 
8 – система вакуумного отсоса; 9 – роликовый насос

Fig. 7. Hydrodynamic bench: 1 – cannula; 2 – cardiotomy tank; 3 – air channel; 4 – liquid channel; 5 – air supply device;  
6 – flow measurement / microbubble counting sensor; 7 – vacuum measurement sensor; 8 – vacuum suction tank; 9 – roller 
pump

Рис. 8. График зависимости расхода системы от приложенного вакуума

Fig. 8. A graph of flow rate versus applied vacuum
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Как видно из рис. 8, величина вакуума изменяет-
ся от слабоотрицательного давления, определяемо-
го разностью перепада между местом всасывания 
и входом в насос, до величины –29 мм рт. ст. при 
расходе 1 л/мин. Картина сепарации пузырьков при 
рассчитанном вакууме показана на рис. 9.

Полученные результаты подтверждают, что в 
процессе сепарации смеси Г-Ж КПД одновременно 
снижается и при увеличении вакуума, который, как 
известно, существенно влияет на травму форменных 
элементов крови, и при увеличении объема поданно-
го воздуха. Рабочий диапазон расхода, применяемый 
в условиях проведения хирургических операций, со-
ставляет до 0,5 л/мин с эффективностью сепарации 
в среднем более 50% и в условиях вакуума не более 
10–15 мм рт. ст.

Учитывая, что вязкость крови (μ = 4,2 × 10–3 кг/
(м·с), плотность ρ = 1054 кг/м3) даже в условиях 
дилюции во время экстракорпорального кровооб-
ращения в 2–3 раза выше вязкости воды, величина 
необходимого вакуума должна быть выше, чем в про-
веденных нами измерениях.

В разработанном устройстве для дренирования 
крови с предварительной сепарацией необходимо 
выбрать производительность по линиям всасывания 
крови и воздуха. В основном режиме дренирования 

количество воздуха может в несколько раз превышать 
количество крови. В таком случае часть воздуха бу-
дет попадать в канал крови, перетекая в роторный на-
сос, что составляет наиболее опасный с точки зрения 
гемолиза режим. Во избежание негативных послед-
ствий данного режима производительность канала 
воздуха можно повысить в несколько раз относитель-
но производительности канала отсасывания крови. 
В условиях дренирования крови без воздуха кровь 
будет дренироваться по обоим каналам. В условиях 
дренирования при простом использования канюли 
воздух будет также дренироваться по обоим каналам.

ЗАКлЮчеНие
Предложен альтернативный метод, основанный на 

физических принципах центробежного воздействия 
и архимедовых сил на микропузырьки воздуха для 
их эффективного выведения из системы отсоса крови 
в условиях хирургических операций с применением 
АИК. Разработана система динамической аспирации 
крови для минимизации газовой фракции для систем 
возврата крови в контур АИК.

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

Рис. 9. График эффективности сепарации

Fig. 9. Separation efficiency
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МеХАНичеСКАЯ ПОддерЖКА лиМФОЦирКУлЯЦии 
В УСлОВиЯХ ОСтрОЙ деКОМПеНСирОВАННОЙ 
СердечНОЙ НедОСтАтОчНОСти.  
иССледОВАНие НА ГидрОдиНАМичеСКОМ СтеНде
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Цель работы. Исследование эффективности нового метода механической поддержки лимфоциркуляции в 
условиях моделирования острой декомпенсированной сердечной недостаточности (ОДСН) за счет локаль-
ного снижения венозного давления в области выхода лимфы из грудного потока. Материалы и методы. 
Основные компоненты устройства: катетер со встроенными входным и выходным механическими кла-
панами, предназначенный для введения в левую плечеголовную вену через левую внутреннюю яремную 
вену, с экстракорпоральной системой привода, выполненной в виде бесклапанного насоса-пульсатора с 
ударным выбросом 10 мл и контроллером, обеспечивающим заданную частоту и скважность импульсов 
разрежения/давления. Принцип действия устройства основан на локальном снижении венозного давления 
в зоне выхода лимфы из грудного протока (в зоне слияния левых внутренней яремной и подключичной 
вен). Результаты. При моделировании на гидродинамическом стенде гемодинамики, соответствующей 
условиям ОДСН, верхний венозный поток через левую плечеголовную вену составлял 0,4 л/мин, давление 
в области выхода лимфы из грудного потока за счет работы устройства механической поддержки снижалось 
с 20–25 до 0–5 мм рт. ст. при соотношении длительности фазы всасывания/нагнетания 0,2/0,8 при частоте 
работы насоса-пульсатора от 30 до 60 уд/мин.
Ключевые  слова:  лимфатическая  система,  грудной проток,  сердечная недостаточность,  локальное 
понижение  венозного давления,  катетер,  насос-пульсатор.
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Objective: to investigate the effectiveness of a new mechanized lymphatic drainage method in acute decompen-
sated heart failure (ADHF) modeling through local reduction in venous pressure in the site of lymphatic drainage 
from the thoracic duct. Materials and methods. Main components of the device are a catheter with built-in inlet 
and outlet mechanical valves designed for insertion into the left brachiocephalic vein through the left internal 
jugular vein. It comes with an extracorporeal drive system made as a valveless pulsator pump with a 10 ml shock 
discharge and a controller ensuring preset frequency and pressure/rarefaction duty cycle. The operating principle 
of the device is based on local reduction of venous pressure in the site of lymphatic drainage from the thoracic 
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ВВедеНие
Как известно, ОДСН остается наиболее частой 

причиной экстренной госпитализации с необходи-
мостью проведения интенсивной терапии и сопро-
вождается высокой смертностью данных пациентов. 
Примерно половина пациентов с ОДСН выписыва-
ются из больницы не полностью восстановленными, 
и около 25% пациентов требуется повторная госпи-
тализация в течение одного месяца, а более 50% пов-
торно госпитализируются через 6 месяцев и почти 
66% от общего числа из них умирают [1–4].

Одним из основных симптомов заболевания 
ОДСН являются явления отека органов и тканей, свя-
занные с затруднениями оттока лимфы в венозную 
систему из-за повышения центрального венозного 
давления (ЦВД) [5–10]. При этом средства фарма-
котерапии, основанные на применении петлевых 
диуретиков, имеют ограниченный прогресс в улуч-
шении состояния этих пациентов, многие из кото-

рых становятся резистентными к проведению такой 
терапии [11–14].

Как известно, в условиях физиологической нор-
мы 3/4 лимфы стекает в левую подключичную вену 
через левый грудной проток (ГП), а 1/4 лимфы сте-
кает через правый лимфатический проток в правую 
подключичную вену. В условиях ОДСН повышение 
центрального венозного давления (ЦВД) затрудняет 
отток лимфы в венозную систему. Фармакотерапия 
больных с ОДСН, основанная на применении пет-
левых диуретиков, имеет ограниченный прогресс в 
улучшении состояния этих пациентов, при этом во 
многих случаях наблюдается резистентность на вве-
дение таких диуретиков [15, 16]. Это стимулировало 
разработку целого ряда новых методов, направлен-
ных на нормализацию лимфообращения у данных 
пациентов. В отдельных ранних работах было пока-
зано, что у пациентов с ОДСН внешняя декомпрессия 
ГП может улучшить такие симптомы заболевания, 
как одышка, ортапноэ, анорексия [17]. Внешний 
дренаж ГП может привести к значительному мета-
болическому, иммунологическому и жидкостному 
дисбалансу. Также описана операция шунтирования 
ГП в легочную вену, которая является сложной хи-
рургической процедурой [18, 19]. Поэтому остается 
достаточно острой проблема создания условий для 
локального снижения венозного давления в области 
выхода лимфы из ГП.

Одна из первых разработок такой системы, пред-
ложенная компанией WhiteSwell, основана на ис-
пользовании осевого насоса, встроенного во внут-
ривенный венозный катетер, вводимый в левую 
внутреннюю яремную вену с забором крови из облас-
ти выхода лимфы из ГП и выбросом крови в левую 
плечеголовную вену (рис. 1) [20, 21].

Устройство локального снижения венозного дав-
ления в области выхода лимфы из грудного потока 
основано на использовании внутривенозного кате-
тера (1) с установленным в него осевым насосом (2) 
с механическим приводом с помощью вала от вне-
шнего привода (3). Катетер вводится в левую внут-
реннюю яремную вену (5) до входа в левую плечего-
ловную вену (6), при этом для снижения вероятности 
тромбоза в пространство между приводным тросом 
насоса и катетером постоянно вводится гепарин [22], 
что потенциально может приводить к кровотечению 
при проведении данной процедуры.

duct (in the junction of the left internal jugular and subclavian veins). Results. When modeling hydrodynamics 
under ADHF conditions on a hydrodynamic test bench, the upper venous flow through the left brachiocephalic 
vein was 0.4 l/min, the pressure in the site of lymphatic drainage from the thoracic duct, was decreased from 
20–25 mmHg to 0–5 mmHg due to operation of the mechanized drainage device with suction/injection phase 
duration ratio 0.2/0.8 and pulsator pump operating frequency from 30 to 60 beats/min.
Keywords:  lymphatic  system,  thoracic  duct,  heart  failure,  local  decrease  in  venous pressure,  catheter, 
pulsator  pump.

Рис. 1. Схема устройства локального снижения венозно-
го давления в области выхода лимфы из ГП WhiteSwell: 
1 – внутривенозный катетер; 2 – осевой насос; 3 – внеш-
ний привод насоса; 4 – раздуваемый баллончик катетера; 
5 – внутренняя яремная вена; 6 – плечеголовная вена;  
7 – грудной проток; 8 – дистальный всасывающий патру-
бок; 9 – левая подключичная вена

Fig. 1. Schematic diagram of the device for local reduction 
of venous pressure in the site of lymphatic drainage from the 
thoracic duct. WhiteSwell. 1 – intravenous catheter; 2 – axial 
pump; 3 – external pump drive; 4 – inflatable balloon ca-
theter; 5 – internal jugular vein; 6 – brachiocephalic vein; 
7 – thoracic duct; 8 – distal suction branch pipe; 9 – left sub-
clavian vein
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Локальное снижение венозного давления в об-
ласти выхода лимфы из грудного потока (7) осу-
ществляется за счет забора крови через дренажное 
отверстие (8), расположенное в зоне слияния левых 
внутренней яремной и подключичной (9) вен и вы-
броса крови в плечеголовную вену на выходе осевого 
насоса. Для повышения эффективности работы сис-
темы на выходе катетера установлен раздуваемый 
баллончик (4), частично или полностью перекрыва-
ющий поток крови через левую плечеголовную вену.

На данную систему с 2016-го по 2021 год было 
получено более 20 патентов. Однако до настоящего 
времени не вышло ни одной публикации о реализа-
ции данных проектов в эксперименте и клинической 
практике. Предварительные расчеты показывают, что 
для эффективного локального снижения венозного 
давления в области выхода лимфы из ГП в такой 
системе необходимо создать поток 0,8–1 л/мин. Как 
показывают простые расчеты, в условиях ОДСН при 
50% снижении сердечного выброса общий венозный 
поток в верхних отделах системы кровообращения 
также снижается на 50% и составляет 0,8 л/мин (по 
0,4 л/мин для левого и правого отделов). Поэтому 
необходимый для снижения локального давления в 
области выхода лимфы из ГП поток 0,8–1 л/мин мо-
жет привести к венозному застою в правых верхних 
отделах вен. Для решения данной проблемы нами 
был предложен способ и устройство, основанные на 
импульсном формировании потока крови в области 
выхода лимфы из ГП (рис. 2) [23].

Устройство содержит катетер (1), вводимый через 
левую внутреннюю яремную вену (5), подключенный 
к бесклапанному насосу (2) с пневмоприводном (3). 
При этом снижение локального давления в области 
выхода лимфы (7) реализуется за счет смещения объ-
ема крови из заданного пространства через входной 
клапан (8) в венозном катетере в камеру бесклапан-
ного насоса. Таким образом, на период фазы вса-
сывания создаются условия снижения локального 
давления в зоне выхода лимфы из ГП (по аналогии 
с режимом работы системы WhiteSwell). В фазе на-
гнетания бесклапанного насоса объем крови возвра-
щается в систему венозного кровообращения через 
выходной клапан (9) катетера. Таким образом, сред-
ний поток при этом через левую плечеголовную вену 
сохраняется на уровне исходного потока (0,4 л/мин).

МАтериАлы и МетОды
Для оценки эффективной работы системы меха-

нической поддержки ЛС был разработан гидродина-
мический стенд (ГС), имитирующий верхний левый 
плечеголовной отдел венозного русла (рис. 3). ГС 
включает в себя: насос Rotaflow (Maquet Inc., Гер-
мания) (1), обеспечивающий венозную циркуляцию 
в условиях ОДСН на уровне 0,4 л/мин, венозный 
резервуар (2), имитирующий вход в правое пред-
сердие при ЦВД в диапазоне 20–25 мм рт. ст., левую 
верхнюю венозную систему, включающую имитатор 
левой внутренней яремной вены (3), левую подклю-
чичную вену (4) и левую плечеголовную вену (7) с 
имитатором грудного протока (5).

В имитатор внутренней яремной вены введен ка-
тетер (6) с внутренним диаметром 5 мм до входа в 
левую плечеголовную вену, имеющий входной кла-
пан (8), расположенный на уровне слияния левой 
внутренней яремной вены и левой подключичной 
вены (т. е. в зоне выхода лимфы из ГП), и выходной 
механический клапан (9) на дистальном конце ка-
тетера. Катетер герметично соединен с наружным 
бесклапанным насосом (10) с гибкой диафрагмой 
объемом 20 мл, приводимым в действие от пневмати-
ческого привода «Синус ИС» (МЗЭМА, Россия) (11) 
с заданной частотой и скважностью импульсов дав-
ления/разрежения. Для повышения эффективности 
работы устройства за входным клапаном на наруж-
ной стенке катетера установлен раздуваемый баллон-
чик (12), связанный через порт с отдельным каналом 
(13) катетера для наполнения баллончика газом или 
жидкостью, обеспечивающим частичное/полное 
перекрытие просвета между левой плечеголовной 
веной и внешним диаметром баллончика.

Скорость потока жидкости регистрировалась с 
помощью ультразвукового датчика TS420 (Transonic 
Systems, Inc, США) (14, 15). Давление в системе ус-
танавливали на уровне 20 ± 5 мм рт. ст. и регист-
рировали с помощью датчиков давления (Edwards, 

Рис. 2. Новый способ и устройство локального сниже-
ния венозного давления в области выхода лимфы из ГП: 
1 – внутривенозный катетер; 2 – бесклапанный насос; 
3 – внешний привод бесклапанного насоса; 4 – раздува-
емый баллончик катетера; 5 – левая внутренняя яремная 
вена; 6 – левая плечеголовная вена; 7 – грудной проток; 
8 – входной клапан; 9 – выходной клапан

Fig. 2. A new method and device for local reduction of ve-
nous pressure in the site of lymphatic drainage from the TD. 
1 – intravenous catheter; 2 – valveless pump; 3 – external 
drive of the valveless pump; 4 – inflatable balloon catheter; 
5 – left internal jugular vein; 6 – left brachiocephalic vein; 
7 – thoracic duct; 8 – inlet valve; 9 – outlet valve



57

ТРАНСПЛАНТАцИя СЕРдцА И ВСПОмОГАТЕЛьНОЕ КРОВООбРАщЕНИЕ

США) (16, 17) при помощи многоканального модуля 
измерения гидродинамических параметров «Ангио-
тон»  (Biosoft-M, Россия) с выводом данных на пер-
сональный компьютер для регистрации и обработки.

Работа системы определяется частотой работы 
бесклапанного насоса и соотношением длительнос-
тей фаз всасывание/нагнетание. В режиме всасыва-
ния жидкости бесклапанным насосом через входной 
клапан катетера давление в области слияния левой 
внутренней яремной и левой подключичной вен бу-
дет снижаться, создавая условия для выхода лимфы 
из ГП в венозную систему. В режиме нагнетания 
бесклапанный насос выбрасывает забранный объ-
ем крови через выходной клапан катетера в левую 
плечеголовную вену. Для поддержания заданного 
среднего кровотока через левую плечеголовную вену 
на уровне 0,4 л/мин (в соответствии с условиями 
венозного кровообращения при ОДСН) в данном ис-
следовании выбрана частота работы бесклапанного 
насоса 50 уд/мин при соотношении длительности 
фазы всасывания/нагнетания 0,2/0,8.

реЗУльтАты иССледОВАНиЯ
На ГС проведены испытания устройства механи-

ческой поддержки ЛС (УМПЛ) с изменением час-
тотных параметров бесклапанного насоса. На ос-
новании полученных данных специалист может 
устанавливать подходящий режим работы УМПЛ 
для наибольшей разгрузки (понижения венозного 
давления в области оттока лимфы из грудного про-
тока). Полученные данные сведены в таблицу.

Эффект работы УМПЛ показан на рис. 4, на ко-
тором представлена динамика венозного давления, 
полученная на гидродинамическом стенде в усло-

Рис. 3. Принципиальная схема гидродинамического 
стенда: 1 – центробежный насос Rotaflow; 2 – венозный 
резервуар; 3 – левая внутренняя яремная вена; 4 – левая 
подключичная вена; 5 – грудной проток; 6 – внутриве-
нозный катетер; 7 – плечеголовная вена; 8 – входной 
клапан катетера; 9 – выходной клапан катетера; 10 – бес-
клапанный насос; 11 – привод бесклапанного насоса; 
12 – раздуваемый баллончик катетера; 13 – катетер для 
наполнения баллончика; 14 – датчики потока жидкости в 
левой подключичной вене; 15 – датчики потока жидкости 
в контуре; 16 – датчик давления, расположенный в об-
ласти грудного протока; 17 – датчик давления в области 
правого предсердия

Fig. 3. Schematic diagram of hydrodynamic test bench.  
1 – rotaflow centrifugal pump; 2 – venous reservoir; 3 – left 
internal jugular vein; 4 – left subclavian vein; 5 – thoracic 
duct; 6 – intravenous catheter; 7 – brachiocephalic vein;  
8 – inlet catheter valve; 9 – outlet catheter valve; 10 – valve-
less pump; 11 – valveless pump drive; 12 – inflatable balloon 
catheter; 13 – balloon filling catheter; 14 – fluid flow sensors 
in the left subclavian vein; 15 – fluid flow sensors in the cir-
cuit; 16 – pressure sensor located in the thoracic duct site; 
17 – pressure sensor in right atrium site

Рис. 4. Гемодинамика кровообращения, полученная в условиях моделирования ОДСН (а) и при работе устройства 
механической поддержки лимфообращения (б). PГП – давление в области оттока в грудном протоке; РПН – пневмати-
ческое давление привода бесклапанного насоса; QЛП – поток в имитаторе левой плечеголовной вены

Fig. 4. Circulatory hemodynamics obtained in ADHF simulation conditions (a) and during operation of the mechanized lym-
phatic drainage device (б). PГП – pressure in the site of lymphatic drainage from the thoracic duct; PПН – pneumatic pressure 
of the valveless pump drive; QЛП – flow in the left brachiocephalic vein simulator

а б
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вии ОДСН и при работе УМПЛ в зоне выхода лимфы 
из ГП.

В результате работы бесклапанного насоса при 
ударном выбросе 10 мл в фазе всасывания веноз-
ное давление снижалось с 20 ± 5 до 0 ± 3 мм рт. ст. 
при частоте работы насоса 30 уд/мин и скважнос-
ти всасывания/нагнетания 0,2/0,8. Таким образом, 
в течение большего периода цикла работы УМПЛ 
создаются условия, обеспечивающие нормализацию 
выхода лимфы из ГП. Средний поток крови через 
левую плечеголовную вену сохраняется и равен 0,4 ± 
0,1 л/мин.

ЗАКлЮчеНие
В настоящем исследовании представлены конс-

трукция и предварительные характеристики пред-
лагаемого устройства механической поддержки лим-
фоциркуляции, предназначенного для облегчения 
симптомов лимфедемы у пациентов с ОДСН. Испы-
тания на гидродинамическом стенде подтверждают 
возможность с помощью данного устройства норма-
лизовать лимфоциркуляцию из ГП в венозное русло 
за счет локального снижения венозного давления 
до 0 мм рт. ст. в условиях ОДСН в рамках общих 
целевых критериев. Данное устройство может рас-
сматриваться как один из вариантов восстановления 
лимфообращения у пациентов с ОДСН для эффектив-
ного лечения достаточно большой группы пациентов 
с ОДСН при минимальной медикаментозной терапии 
с помощью диуретиков или гемодиализа и снятия 
симптомов отека органов и тканей до нормального 

уровня с минимальной антитромбогенной терапией. 
Кроме того, данное устройство может в дальнейшем 
использоваться для нормализации лимфоциркуля-
ции в легочном контуре для снятия симптомов отека 
легких [24].
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иМПлАНтАЦии КлетОчНО-иНЖеНерНыХ КОНСтрУКЦиЙ: 
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Цель: на экспериментальной модели хронической печеночной недостаточности (ХПН) изучить эффектив-
ность коррекции морфофункциональных характеристик состояния печени с помощью имплантируемых 
в нее клеточно-инженерных конструкций (КИК). Материалы и методы. Опыты проведены на крысах-
самцах породы Вистар (n = 80) в возрасте 6–8 месяцев с исходной массой 230–250 г. Моделирование 
ХПН осуществляли путем затравки крыс 60% масляным раствором CCl4 по модифицированной схеме в 
течение 42 суток. В качестве матрикса для изготовления КИК использовали микрогель на основе реком-
бинантного спидроина rS1/9. Клеточным компонентом КИК служили аллогенные клетки печени (КП) 
и мультипотентные мезенхимальные стволовые клетки костного мозга (ММСК КМ) здорового донора. 
Эффективность корригирующего воздействия имплантируемых КИК оценивали на экспериментальной 
модели ХПН (n = 60) в двух группах крыс: 1-я группа – контроль (n = 20), в паренхиму поврежденной 
печени вводили 1 мл физиологического раствора; 2-я группа – экспериментальная (n = 40), в паренхиму 
поврежденной печени имплантировали КИК, содержащие аллогенные КП и ММСК КМ в соотношении 
5 : 1 в объеме 1 мл. Для осуществления длительного наблюдения за состоянием КИК их маркировали 
путем дополнительного включения в состав Цитодекса-3. Эффективность регуляторного воздействия 
КИК на восстановительные процессы в печени оценивали с помощью биохимических, морфологичес-
ких и морфометрических методов, а также метода проточной цитофлуометрии на сроке 90 суток после 
имплантации. Результаты. В контрольной группе летальность при моделировании ХПН составила 25%. 
Летальность в экспериментальной группе с ХПН при имплантации КИК отсутствовала. Установлено 
корригирующее воздействие КИК на используемые биохимические и морфологические показатели со-
стояния печени при ХПН в течение 90 суток наблюдения при сопутствующем сохранении структурного 
гомеостаза клеток в имплантируемых КИК. Заключение. Использование КИК, имплантируемых в печень, 
позволяет осуществлять эффективную коррекцию ХПН путем активации восстановительных процессов 
в поврежденной печени, которая обусловлена длительным сохранением структурного гомеостаза клеток, 
включенных в состав КИК.
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TreaTmenT Of chrOnic liver diSeaSe uSinG 
cell-enGineered cOnSTrucTS:  
mOrPhOfuncTiOnal characTeriSTicS
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Objective: to study the effectiveness of correcting the morphofunctional characteristics of the liver in an experi-
mental model of chronic liver disease (CLD), using implanted cell-engineered constructs (CECs). Materials and 
methods. Experiments were carried out on male Wistar rats (n = 80) aged 6–8 months with an initial weight of 
230–250 g. CLD was modeled by inoculating the rats with 60% CCl4 oil solution for 42 days based on a modified 
scheme. Microgel based on recombinant spidroin rS1/9 was used as a matrix for CECs fabrication. Allogeneic 
liver cells (LCs) and multipotent bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) from a healthy do-
nor were used as the cellular component of the CECs. The effectiveness of the corrective effect of the implanted 
CECs was assessed in an experimental CLD model (n = 60) in two groups of rats: Group 1 (control, n = 20, 1 mL 
of saline solution was injected into the damaged liver parenchyma) and Group 2 (experimental, n = 40, CECs 
containing allogenic LCs and BM-MSCs in a 5 : 1 ratio in a volume of 1 mL were implanted into the damaged 
liver parenchyma). For long-term monitoring of the CEC state, the CECs were labeled by additional inclusion 
in Cytodex-3. The effectiveness of the regulatory effect of CECs on regenerative processes in the liver was eva-
luated using biochemical, morphological and morphometric techniques, as well as by flow cytometry at 90 days 
after implantation. Results. In the control group, the mortality rate in CLD was 25%. There was no death in the 
experimental group with CLD after CEC implantation. The CECs were found to have a corrective effect on the 
biochemical and morphological parameters of the liver in CLD during 90 days of follow-up, with concomitant 
preservation of structural cellular homeostasis in the implanted CECs. Conclusion. Implantation of CECs in the 
liver facilitates effective correction of CLD by activating regenerative processes in the damaged liver, which is 
due to long-term preservation of structural cellular homeostasis in the CECs.
Keywords:  regenerative medicine,  chronic  liver  disease  treatment, matrix, microgel,  liver  cells,  bone 
marrow-derived mesenchymal  stem cells,  cell-engineered  constructs.

ВВедеНие
На протяжении последних десятилетий в нашей 

стране, как и во всем мире, выявлен значительный 
рост числа тяжелых хронических заболеваний пече-
ни, приводящих к декомпенсированной хронической 
печеночной недостаточности (ХПН). Заболевание 
характеризуется прогрессирующим течением, что 
требует осуществления постоянных корригирующих 
воздействий. Среди применяемых методов лечения 
трансплантация печени является наиболее эффек-
тивным и единственно радикальным в отношении 
длительного выживания больных методом лечения 
хронических болезней печени в терминальной ста-
дии [1, 2].

Основной задачей современного этапа развития 
трансплантологии остается обеспечение доступ-

ности трансплантации органов всем нуждающимся 
пациентам. Потребность в трансплантации печени 
составляет ежегодно не менее 20 на 1 млн населе-
ния [1]. Однако прогрессивно нарастающий дефицит 
донорских органов ограничивает применение этого 
высокотехнологического вида помощи, в связи с чем 
число пациентов, находящихся в листе ожидания, 
продолжает расти [2–5]. Неуклонный рост хрони-
ческих заболеваний печени [3], приводящий к ее 
необратимому повреждению, требует поиска новых 
эффективных методов лечения.

Анализ работ, проведенных в области трансплан-
тологии и искусственных органов, свидетельствует 
о появлении принципиально нового подхода к вос-
становительному лечению поврежденных жизнен-
но важных органов, основанного на технологиях 
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тканевой инженерии и регенеративной медицины 
(ТИРМ) [6].

В связи с вышеизложенным разработка биоме-
дицинских технологий поддержки функций печени 
у пациентов при декомпенсированной ХПН, и осо-
бенно у пациентов, находящихся в листе ожидания 
трансплантации печени, является актуальным на-
правлением современной медицины [5].

Одним из ведущих направлений ТИРМ является 
разработка методов коррекции функций поражен-
ной печени при ХПН путем создания новой функ-
ционально активной ткани печени, способной на 
определенный срок устранить дефицит функций 
поврежденной печени, особенно в предтрансплан-
тационном периоде.

К настоящему времени проведен ряд исследова-
ний по применению клеточно-инженерных конструк-
ций (КИК), в состав которых входили матриксы из 
биополимерных материалов, клетки печени (КП) и 
мультипотентные мезенхимальные стволовые клетки 
костного мозга (ММСК КМ) [7, 8]. Однако иссле-
дований по применению микрогеля на основе ре-
комбинантных спидроинов для изготовления КИК 
с целью коррекции и лечения ХПН мы в литературе 
не обнаружили.

Используемый в работе рекомбинантный спидро-
ин rS1/9 создан на основе белка, ген которого был ра-
нее разработан, синтезирован и клонирован в клетках 
дрожжей Saccharomices cerevisiae [9]. Рекомбинант-
ный спидроин rS1/9 является аналогом природного 
белка каркасной нити паутины паука-кругопряда 
Nephila clavipes – спидроина 1, молекулярная масса 
94 кДа и изоэлектрическя точка pI = 10,3, т. е. поло-
жительно заряжен во всем диапазоне физиологиче-
ских значений pН. В экспериментах in vitro и in vivo 
показано, что 2D- и 3D-материалы/изделия на основе 
rS1/9 характеризуются отсутствием токсичности и 
аллергенности, медленной резорбцией в организме 
животных, способностью поддерживать адгезию и 
пролиферации разных типов клеток [10]. Из раствора 
рекомбинантного спидроина rS1/9 был сформирован 
гидрогель, из которого путем механического дробле-
ния был получен микрогель, представляющий собой 
суспензию микрогелевых частиц размером от 100 до 
300 мкм, обладающих выраженным регенеративным 
эффектом [11].

Цель работы: на экспериментальной модели 
ХПН исследовать возможность долгосрочной коррек-
ции и восстановления функций печени с помощью 
имплантации клеточно-инженерной конструкции на 
основе микрогеля из rS1/9, содержащего аллогенные 
клетки печени и ММСК КМ.

МАтериАлы и МетОды иССледОВАНиЯ
Для решения поставленных задач эксперимен-

тальные исследования проводили на крысах-самцах 
породы Вистар (n = 80) в возрасте 6–8 месяцев c 
исходной массой 230–250 г. Животных содержали в 
условиях вивария при температуре 18–20 °С на сме-
шанном рационе питания при свободном доступе к 
воде. Эксперименты на животных проводили с 9 до 
19 часов при комнатной температуре (t = 22–24 °С), 
что исключало суточные колебания митотической 
активности клеток печени, относительная влажность 
равнялась 50–65%, цикл освещения был двенадцати-
часовым, а смена объема воздуха помещения в час 
была десятикратной. Рацион вивария для крыс был 
стандартным: животные питались комбинированным 
кормом для лабораторных животных (микробиоло-
гический статус соответствовал ГОСТ Р 51849-2001 
«Ветеринарно-санитарные нормы и требования к ка-
честву кормов для непродуктивных 55 животных»), 
фильтрованная водопроводная вода ad libitum достав-
лялась в стандартных питьевых бутылочках (микро-
биологический статус воды соответствовал СанПиН 
2.1.4.1074-01 «Гигиенические требования к качеству 
воды централизованных систем питьевого водоснаб-
жения»). Эксперименты и все манипуляции с жи-
вотными выполняли согласно правилам, принятым 
Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для исследований и других 
научных целей (European Conventionfor the Protectio-
nof Vertebrate Animals Usedfor Experimtntal and other 
Scientific Purposes (ETS 123), Strasbourg, 1986).

Осуществляли моделирование ХПН путем про-
лонгированной затравки крыс-самцов породы Вистар 
четыреххлористым углеродом по модифицированной 
нами схеме в течение 42 суток [8].

Донорами аллогенных клеток печени (КП) и 
ММСК КМ были крысы-самцы породы Вистар в 
возрасте 5–6 месяцев, весом 150–230 г.

Работа по выделению клеток и их культивирова-
нию проводилась в соответствии с общими принци-
пами осуществления культуральных исследований. 
Приготовление культуры ММСК КМ осуществляли 
по общепринятой методике [8].

Приготовление культуры КП, ее использование 
также осуществляли по известной методике [12].

При изготовлении КИК сначала проводили пред-
варительное сокультивирование изолированных КП 
(2,5–4,0 × 106 клеток/см3) и ММСК КМ (0,5–0,8 × 
106клеток/cм3) в течение 3 суток, используя опреде-
ленное соотношение этих клеток (КП : ММСК КМ = 
5 : 1). В культуру сокультивированных клеток допол-
нительно вносили 150 мкл суспензии микрогеля на 
основе rS1/9 для их адгезии и добавляли Цитодекс-3 
(объем 150 мкл) для приобретения возможности 
оценки состояния клеточного материала в составе 
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КИК на длительных сроках после имплантации их 
в печень.

На 7-е сутки после окончания затравки крысы, 
выжившие после моделирования ХПН (n = 60), были 
разделены на 2 группы опытов. Группа 1 – контроль 
(n = 20), в которой в паренхиму печени животным 
вводили физиологический раствор (ХПН + 1,0 мл 
физиологического раствора,). Группа 2 – экспери-
ментальная (n = 40), в паренхиму печени путем ее 
обкалывания вводили КИК, состоящие из микрогеля 
rS1/9, аллогенных КП и ММСК КМ = 5 : 1, а также 
Цитодекс-3 в объеме 1 мл.

Культивирование дрожжей, выделение и очистку 
рекомбинантного спидроина rS1/9, приготовление 
гидрогеля и микрогеля на его основе проводили, как 
описано ранее, в соответствии с ранее опубликован-
ным протоколом [11].

Анализ морфологии поверхности гидрогеля осу-
ществляли на микроскопе CamscanS2 (Cambridge 
Instruments, Великобритания). Изображения были 
получены с помощью программного обеспечения 
MicroCapture (SMA, Россия).

Контроль адекватности созданных моделей ХПН 
и эффективности коррекции возникших морфофунк-
циональных нарушений в печени с помощью КИК 
оценивали по уровню летальности и выживаемос-
ти животных, по морфологическим и морфометри-
ческим характеристикам состояния печени, а также 
самих КИК. Функциональную эффективность при-
менения КИК оценивали по значениям биохимичес-
ких показателей крови. После моделирования ХПН 
и использованной терапии выживших животных вы-
водили из эксперимента на 90-е сутки путем внут-
рибрюшинного введения тиопентала натрия в дози-
ровке, вызывающей остановку дыхания. На аутопсии 
биоптаты печени подвергались морфологическим и 
морфометрическим исследованиям. Иммуносупрес-
сию не применяли.

Прижизненный забор крови у крыс для биохими-
ческих исследований осуществляли под эфирным 
наркозом путем насечки кончика хвоста. Функцию 
печени (АлАТ, АсАТ, ЩФ) исследовали на биохими-
ческом анализаторе Reflotron™ («Roche», Швейца-
рия) при использовании специальных тест-полосок 
Reflotron.

Для морфологических исследований использо-
вали печень от животных групп 1 и 2. Изучали со-
стояние регенерационных процессов в печени, как 
в зонах имплантации КИК, так и вне зон импланта-
ции КИК. Оценивали данные световой микроскопии 
при окрашивании срезов гематоксилином и эозином, 
по Маллори, по Ван-Гизону (микроскоп Leica DM 
6000 B с камерой Leica LTDCH 9435, Германия).

Морфометрический анализ осуществляли с 
использованием морфометрической программы 

ImageScopeM (ООО «Системы для микроскопии 
и анализа», Россия) с использованием микроскопа 
Leica DM 1000 и камеры Leica LTDCH 9435 DFC 
295 (LeicaCamera AG, Германия). Морфометрически 
определяли: наличие цирроза (подсчет количества 
ложных долек); удельную площадь соединитель-
ной ткани (в % отношении к общей площади среза 
печени) [13, 14]; осуществляли подсчет количества 
двуядерных гепатоцитов (на 10 полей зрения при 
увеличении ×400), гепатоцитов с признаками жиро-
вой дистрофии, гепатоцитов с дегенерирующими яд-
рами и внутриядерными липидными включениями; 
площадь кровеносных сосудов и желчных протоков 
(в ‰).

Для верификации и структурного анализа срезов 
ткани печени проводили обработку изображений с 
помощью AI (Artificial Intelligence) анализа. Данный 
метод является эффективным способом анализа и 
представления полученных результатов [15, 16] и 
позволяет наглядно дифференцировать структуры в 
ткани на основе ее тинкториальных свойств.

Преобразование изображений гистологических 
срезов печени в виде трехмерного пространства 
было выполнено в программе MATLAB (MATLAB 
Cproration, USA). Выделяли следующие типы струк-
тур: «оксифильная цитоплазма гепатоцитов», «базо-
фильные ядра гепатоцитов», «волокнистая соедини-
тельная ткань», «межклеточное вещество» и «пустые 
пространства (просвет сосудов, адипоциты)». Ис-
ходное изображение было преобразовано в серую 
шкалу. После этого была построена трехмерная 3D-
модель с учетом добавленных констант для каждого 
серо шкального изображения. Построенные модели 
и псевдоокрашивание были индивидуальны для каж-
дого изображения [17].

Для контроля жизнеспособности клеток в пер-
вичной культуре использовали окраску метиленовым 
синим [18].

Проводили также подсчет концентрации Т-регуля-
торных клеток (CD4+, CD25+, FoxP3) в крови, которые 
отражают степень иммунной толерантности организ-
ма на аллогенные клетки в составе КИК, используя 
проточный цитофлуориметр (BeckmanCoulter, США). 
Для этого лимфоциты крови метили крысиными ан-
тителами CD4+, CD25+ и FoxР3 фирмы «eBioscience» 
(США).

Статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с помощью компьютерного 
статистического пакета Biostat; достоверность раз-
личий оценивали по t-критерию Стьюдента с учетом 
по прав ки Бонферонни. Достоверными считали раз-
личия при р < 0,05 (Статистический пакет, рекомен-
дованный ВОЗ, EpiInfo 5.0). Актуриальную выживае-
мость животных в течение года после моделирования 
ХПН (контроль) и на фоне ее коррекции путем им-
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плантации КИК рассчитывали по Kaplan–Meier при 
помощи статистического пакета программы Statistica 
for Windows, v. 12.

реЗУльтАты
Жизнеспособность первичной культуры 

ММСК КМ составляла 94 ± 2%. Клеточная суспен-
зия, приготовленная из донорской печени, содержала 
~95–98% гепатоцитов и ~5–2% непаренхиматозных 
клеток, жизнеспособность их составляла 76 ± 4%. 
Разделение клеток на паренхиматозные и непарен-
химатозные не проводили.

Структура поверхности микрогеля была проана-
лизирована с помощью СЭМ. Микрогель представля-
ет собой микрочастицы со средним размером от 100 
до 300 мкм и ярко выраженной рельефной поверх-

ностью; поверхностные элементы гидрогеля вклю-
чают наноструктуры диаметром от 100 до 300 нм и 
микроструктуры размером от 10 до 30 мкм (рис. 1).

После получения первичной культуры клеток 
мы считали необходимым осуществить их предва-
рительное культивирование для устранения стрес-
сорного повреждения в процессе выделения, а также 
для активизации их клеточных функций. Для этого 
ММСК КМ культивировали в течение 7 суток, а за-
тем сокультивировали с введенными в культуру КП 
в течение последующих 3 суток. Сокультивирование 
клеток выполняли не только в стационарном, но и во 
вращательном режиме (1,5–2,0 об/мин) для имитации 
условий массообмена, обеспечиваемого с помощью 
кровообращения, т. к. только в этих условиях можно 
обеспечить длительную жизнеспособность и проли-

Рис. 1. Структура микрогеля на основе rS1/9: а – СЭМ-изображение частицы микрогеля, масштабная линейка 
30 мкм; б и в – увеличенное изображение области в белой рамке, масштабная линейка 3 мкм; г – сокультивация КП 
и ММСК КМ на rS1/9, фазовый контраст, ×400; д – окраска на специфический гепатоцитарный ядерный антиген 4 
(HNF-4), флюоресцентная микроскопия + фазовый контраст, ×200

Fig. 1. Structure of rS1/9-based microgel: a – SEM image of microgel particle (scale bar = 30 μm); б and в – enlarged image 
of the area in a white frame (scale bar = 30 μm); г – Co-cultivation of LCs and BM-MSCs on rS1/9, phase contrast microsco-
py images (400× magnification); д – Staining for specific hepatocyte nuclear antigen 4 (HNF-4), fluorescence microscopy + 
phase contrast (200× magnification)

а б в

дг

30 мкм 3 мкм 3 мкм
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феративную активность КП при сокультивировании с 
ММСК КМ. Для определения пригодности rS1/9 для 
адгезии КП провели исследования, которые подтвер-
дили активную адгезию КП на поверхности rS1/9.

В процессе моделирования ХПН летальность со-
ставила 25%. Далее в контрольной группе (группа 1) 
после окончания затравки гибель животных не пре-
кратилась: погибло 5 крыс из 20 (25%), что, по наше-
му мнению, подтверждает адекватность выбранной 
модели формирования ХПН. В экспериментальной 
группе (группа 2) летальности на этом сроке (90 су-
ток) не было. Актуриальная выживаемость на этапе 
затравки и при лечении представлена на рис. 2.

На начальном этапе исследований изучали нор-
мальную структуру ткани печени. Выявлена однород-
ная паренхима печени, образованная печеночными 
балками из гепатоцитов, с расположенными между 
ними синусоидными капиллярами в виде щелевид-
ных пространств, а также определялось наличие эн-
дотелия и просвета капилляров и вен (рис. 3, а–в).

После окончания затравки (42 суток) на 7-е сутки 
выявляли: изменения балочной структуры печеноч-
ных долек, выраженный полиморфизм паренхима-
тозных клеток, жировую дистрофию гепатоцитов, 
кариорексис, кариолизис, некроз гепатоцитов. Выяв-
ляли массивную жировую дистрофию гепатоцитов и 
формирование ложных долек (рис. 3, г–е).

К 90-м суткам после моделирования ХПН в конт-
рольной группе наступала субтотальная перестройка 
гисто-архитектоники печени с замещением нормаль-
ной паренхимы ложными дольками. Склеротиче ские 

изменения (фиброз) проявлялись образованием кол-
лагеновых волокон по ходу портальных трактов и 
формированием порто-портальных и порто-цент-
ральных септ с образованием ложных долек. Выяв-
лялись очаговые некрозы гепатоцитов, расширение 
и полнокровие синусоидов и полнокровие централь-
ных вен. В паренхиме печени отмечали редкую лим-
фоидно-клеточную инфильтрацию, пролиферацию 
гистиобластов и гистоцитов. В экспериментальной 
группе к 90-м суткам наблюдали существенно мень-
шую выраженность токсического поражения печени 
по сравнению с контролем. Отмечали отчетливо вы-
раженную положительную динамику восстановле-
ния печеночной паренхимы. Архитектоника печени 
практически полностью восстанавливалась, отме-
чался регресс жировой дистрофии и переход ее в 
мелкокапельную форму, выявляли восстановление 
структуры печеночной дольки. Появлялись сохран-
ные гепатоциты без признаков дистрофии вокруг вен; 
архитектоника балок восстанавливалась, формирова-
ние ложных долек не определялось (рис. 3, ж), тогда 
как в контроле имели место появление ложных долек 
и выраженная белковая дистрофия гепатоцитов, скле-
роз и фиброз паренхимы печени.

Для объективизации полученных результатов 
осуществляли количественную и полуколичествен-
ную оценку структурных изменений, возникающих 
в ткани печени при ХПН без лечения и при исполь-
зовании КИК. Были проведены морфометрические 
исследования состояния клеток паренхимы печени 
(подсчет количества гепатоцитов с признаками жи-

 

Рис. 2. Актуриальная выживаемость животных (по Каплану–Майеру): a – в процессе моделирования ХПН: Gehan’s 
Wilcoxon Test (Spreadsheet1) WW = –1,000, Sum = 670,00, Var = 76,32, Test statistic = –0,037655, p = 0,96996; б – в процессе 
лечения ХПН: Gehan’s Wilcoxon Test (Spreadsheet1) WW = –11,00, Sum = 238,00, Var = 62,632, Test statistic = –1,32676, 
p = 0,18459

Fig. 2. Actuarial survival (according to Kaplan–Meier estimate): a – during CLD modeling: Gehan’s Wilcoxon Test (Spreads-
heet1) WW = –1,000, Sum = 670.00, Var = 76.32, Test statistic = –0.037655, p = 0.96996; б – during CLD treatment: Gehan’s 
Wilcoxon Test (Spreadsheet1) WW = –11.00, Sum = 238.00, Var = 62.632, Test statistic = –1.32676, p = 0.18459

а б
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Рис. 3. Гистологические и псевдоокрашенные 2D- и 3D-препараты печени: а – гистологические препараты здоровой 
печени: центральная часть дольки с сохранными структурами с наличием двух центральных вен, балочное строение 
не нарушено, зернистая белковая дистрофия гепатоцитов, незначительное расширение синусоидов, окраска гема-
токсилином и эозином, ×200; б, в – на псевдоокрашенных 2D и 3D выявлена общая структура паренхимы органа без 
патологических изменений, гепатоциты с оксифильной окраской цитоплазмы и базофильными ядрами и нормаль-
ным соотношением ядер и цитоплазмы, синусоидальные капилляры не расширены, цитоплазма гепатоцитов псев-
доокрашена голубым, ядра – синим, синусоидальные пространства и просвет сосудов – зеленым, базофильные ядра 
гепатоцитов – сиреневый; г – гистологический препарат печени на 7-е сутки после окончания моделирования ХПН: 
начальное формирование фиброзной ткани, очаговая белковая зернистая дистрофия гепатоцитов, значительная груп-
па клеток в состоянии баллонной дистрофии и некроза, очаговая крупно- и мелкокапельная жировая дистрофия гепа-
тоцитов, расширение и полнокровие синусоидов, в паренхиме редкая лимфоидно-клеточная инфильтрация, окраска 
по Ван-Гизону, ×400; д, е – жировая дистрофия гепатоцитов со сдвигом ядерно-цитоплазматического соотношения: 
гепатоциты с увеличенным объемом цитоплазмы, выявляются участки фиброза, на псевдоокрашенных 2D и 3D (д, е) 
изображениях цитоплазма гепатоцитов – зеленый цвет, ядра гепатоцитов – синий и фиолетовый цвет для выраженных 
гиперхромных тинкториальных свойств, красный цвет для пустых мест, преимущественно в гепатоцитах с жировой 
дистрофией; ж – гистологический препарат печени на 90-е сутки: ХПН + имплантация КИК с КП и ММСК КМ 
(группа 2), центральная часть дольки с сохранными структурами, окраска по Ван-Гизону, ×200; з, и – цитоплазма 
гепатоцитов зеленого цвета, их ядра – синего и фиолетового при выраженной гиперхромной тинкториальности, пре-
обладающие пустые места в гепатоцитах с жировой дистрофией – красного цвета

Fig. 3. Histological and pseudostained 2D and 3D liver preparations: a – tissue specimens of healthy liver: Central part of the 
lobule with preserved structures with the presence of two central veins. Balloon structure is not disturbed, granular hepato-
cyte dystrophy, slight expansion of sinusoids. H&E staining (200× magnification); б, в – pseudo-stained 2D and 3D images 
revealed the general structure of organ parenchyma without pathological changes. Hepatocytes with oxyphilic staining of 
cytoplasm and basophilic nuclei and a normal nuclear-cytoplasmic ratio, sinusoidal capillaries were not dilated. Hepatocyte 
cytoplasm is pseudostained in blue, nuclei are blue, sinusoidal spaces and vascular lumen are green, basophilic hepatocyte 
nuclei are lilac; г – liver tissue specimen on day 7 after the end of CLD modeling: initial formation of fibrous tissue, focal 
proteinaceous granular degeneration of hepatocytes, significant group of cells in a state of ballooning degeneration and ne-
crosis. Focal large- and small-drop fatty degeneration in hepatocytes. Sinusoidal dilatation and plethora. Rare lymphoid-cell 
infiltration in the parenchyma. Van Gieson’s staining (400× magnification); д, е – fatty degeneration of hepatocytes with 
a shift in nuclear-cytoplasmic ratio: hepatocytes with increased volume of cytoplasm. Areas of fibrosis are identified. On 
pseudo-stained 2D and 3D (д, е) images, hepatocyte cytoplasm is green, hepatocyte nuclei are blue and purple for pronounced 
hyperchromic tinctorial properties. Red color for empty spaces, predominantly in hepatocytes with fatty degeneration; ж – 
liver tissue specimen at day 90: CLD + CEC implantation with LCs and BM-MSCs (group 2). Central part of the lobule with 
preserved structures. Van Gieson’s staining (200× magnification); з, и – hepatocyte cytoplasm is green, their nuclei are blue 
and purple with pronounced tinctorial properties, the prevailing empty spaces in hepatocytes with fatty degeneration are red
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ровой дистрофии, с дегенерирующими ядрами, с 
внутриядерными липидными включениями и под-
счет количества двуядерных гепатоцитов), а также 
непаренхиматозных структур (определение удельной 
площади соединительной ткани и количества лож-
ных долек в печени), включая площадь кровеносных 
сосудов и желчных протоков в ткани печени на сроке 
90 суток после моделирования ХПН (рис. 4, а, б).

При морфометрическом исследовании состояния 
непаренхиматозных структур (определение удельной 
площади соединительной ткани и количества лож-
ных долек в печени) на сроке 90 суток было установ-
лено, что под влиянием КИК происходит восстанов-
ление паренхимы печени, а также снижение удельной 
площади соединительной ткани печени (рис. 4, а) и 
количества ложных долек в ней (рис. 4, б). В то же 
время в контрольной группе происходило увеличение 
этих показателей до 8,2 и 2,8% соответственно.

Было установлено также, что при лечении с помо-
щью КИК (экспериментальная группа 2) происходит 
быстрое и достоверное снижение количества гепато-
цитов – с признаками жировой дистрофии, с дегене-
рирующими ядрами, с внутриядерными липидными 
включениями – и более выраженное достоверное 
повышение количества двуядерных гепатоцитов. 
Причем вышеуказанные изменения сочетались с 
выраженным позитивным клиническим эффектом. 
На сроке 90 суток отмечали также нормализацию 
площади кровеносных сосудов и желчных протоков 
в ткани печени по сравнению с контрольной группой 
(рис. 4, в–з).

Вышеприведенные исследования позволили за-
ключить, что восстановительные процессы как в не-
паренхиматозных, так и в паренхиматозных струк-
турах ткани печени при ХПН интенсифицируются 
только при использовании КИК с аллогенными КП 
и ММСК КМ.

Выявленные особенности регенерации печени при 
использовании КИК с аллогенными КП и ММСК КМ 
обусловили необходимость изучения гистологиче-
ского состояния самих КИК и примыкающей к ним 
ткани печени на сроке 90 суток после имплантации.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что аллогенные КП в составе КИК при имплантации 
в печень реципиента в течение длительного време-
ни (90 суток) сохраняют свою жизнеспособность и 
пролиферативную активность, причем без признаков 
их отторжения, несмотря на отсутствие иммуносуп-
рессии (рис. 5, а–е).

Гистологический и модельный трехмерный ана-
лиз состояния гепатоцитов в КИК, имплантирован-
ных в паренхиму печени при ХПН, показал, что 
структурные изменения гепатоцитов в составе КИК 
хорошо различимы в гистологических препаратах. 
Они четко идентифицируются различным цвето-
вым окрашиванием, что позволяет выделять разные 

структуры. Таким образом, имплантация КИК, со-
держащих микрогель на основе rS1/9 и аллогенные 
КП и ММСК КМ, приводит к положительным струк-
турным изменениям в паренхиме печени на фоне 
длительного сохранения, развития и поддержания 
нормального структурного гомеостаза гепатоцитов 
в составе КИК.

Можно полагать, что длительное отсутствие от-
четливо выраженных признаков иммунного отторже-
ния КИК, содержащих в своем составе аллогенные 
клетки (КП и ММСК КМ), является следствием ло-
кальной реализации присущих ММСК КМ иммуно-
модулирующих и толерогенных свойств, которые 
защищают КИК от их иммунного отторжения и поз-
воляют им длительно и эффективно функциониро-
вать.

Исследование крови на содержание Т-регулятор-
ных клеток методом проточной цитофлуометрии 
подтвердило, что у крыс с ХПН, леченных методом 
имплантации КИК с аллогенными КП и ММСК КМ, 
через 90 суток, так же как и у здоровых, отмечалось 
сохранение в крови исходного уровня концентрации 
CD4+, CD25+, Foxp3+ Т-регуляторных клеток (рис. 6).

В то же время по сравнению с контрольной груп-
пой в экспериментальной группе к 90-м суткам имело 
место достоверное повышение содержания этого пула 
Т-регуляторных клеток. Результаты проведенных ис-
следований позволяют предположить, что поддержа-
ние в течение длительного времени жизнеспособности 
пересаженных аллогенных КП и ММСК КМ в составе 
КИК обусловлено индуцируемой и поддерживаемой 
ММСК КМ иммунологической толерантности в ор-
ганизме.

Параллельно выполненные исследования функ-
цио наль но го состояния печени путем динамического 
измерения биохимических показателей сыворотки 
крови подтвердили развитие устойчивого токсиче-
ского повреждения печени сразу после моделирова-
ния ХПН. Развитие ХПН сопровождалось тяжелым 
нарушением функциональных показателей печени: 
АлАТ, АсАТ и ЩФ сразу в течение первых 7 суток 
после окончания затравки были резко повышены у 
животных 1-й и 2-й групп. Однако в эксперименталь-
ной группе с имплантацией КИК в течение первых 
30 суток наблюдался быстрый темп нормализации 
исследуемых биохимических показателей (АлАТ, 
АсАТ, ЩФ) и их полное восстановление к концу 
срока наблюдения.

При дальнейшем наблюдении в группе живот-
ных с имплантацией КИК биохимические показа-
тели, характеризующие цитолитический синдром, 
оставались в пределах нормы, тогда как в контроле 
(группа 1) эти показатели оставались повышенными 
в течение 90 суток. Это объясняет 25% летальность 
на исследуемом сроке в контрольной группе.
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Рис. 4. Динамическая морфометрическая оценка состояния непаренхиматозных структур при моделировании ХПН 
без и с имплантацией КИК на сроке 90 суток: а – изменение удельной площади соединительной ткани (%), у интак-
тных животных среднее значение показателя удельной площади соединительной ткани составляло 1,4%; б – изме-
нение количества ложных долек в печени; в–з – динамическая морфометрическая оценка состояния характеристик 
гепатоцитов печени крыс, желчных протоков и кровеносных сосудов при моделировании ХПН без и с имплантаци-
ей КИК на сроке 90 суток. 1-я группа – контроль (физраствор); 2-я группа – применение КИК с аллогенными КП: 
ММСК КМ = 5 : 1. * – различие достоверно по сравнению с уровнем показателя в печени крыс в контроле (1-я груп-
па), р < 0,05; # – различие достоверно по сравнению с уровнем показателя в печени крыс в период после затравки, 
р < 0,05

Fig. 4. Dynamic morphometric assessment of the state of nonparenchymal structures in CLD simulation without and with 
CEC implantation at day 90: a – change in the specific area of the connective tissue (%). In intact animals, the average value 
of the specific area of the connective tissue was 1.4%; б – change in the number of false lobules in the liver; в–з – dynamic 
morphometric assessment of the characteristics of rat liver hepatocytes, bile ducts and blood vessels in CLD simulation wit-
hout and with CEC implantation at day 90. Group 1 – control (saline); group 2 – CEC with allogeneic LCs : BM-MSCs = 5 : 1. 
* – the difference is significant compared to the level of this indicator in the liver of control rats (group 1); p < 0.05; # – the 
difference is significant in comparison with the level this indicator in the liver of rats after inoculation, p < 0.05
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Рис. 5. Гистологическая структура КИК печени с аллогенными КП и ММСК КМ (2-я группа) на сроке 90 суток: 
а – пересаженные гепатоциты в составе КИК, окраска гематоксилином-эозином. ×400; б, в – выявлены структур-
но развивающиеся нормальные гепатоциты, встречаются гипертрофические гепатоциты, ограниченные фиброзной 
соединительно-тканной капсулой, форма и соотношение ядер и цитоплазмы смещаются к нормальным параметрам 
гепатоцитов, на изображениях после псевдоокрашивания клеточная цитоплазма – зеленый цвет, ядра – синий цвет 
с фиолетовыми включениями, в более темных тонах ядра гепатоцитов в клеточно-инженерной конструкции, про-
свет псевдоокрашен красным; г – пересаженные гепатоциты в составе КИК, окраска гематоксилином-эозином. ×400; 
д, е – после разрушения соединительно-тканной капсулы нормальные гепатоциты распространяются на соседние 
участки и замещают дистрофические гепатоциты, волокнистая соединительно-тканная капсула распадается, и рядом 
с ее первичной границей располагаются нормальные гепатоциты, на изображениях после псевдоокрашивания (д, е) 
нормальные гепатоциты: клеточная цитоплазма зеленого цвета, синие ядра, более темные ядра фиолетового цвета 
в клеточно-инженерной конструкции, просветы – красного цвета; ж – специфически PCNA-положительные клет-
ки – светло-коричневые с темно-коричневыми ядрами, гепатоциты – оксифильные цитоплазмы и базофильные ядра, 
окрашивание PCNA по стандартным протоколам с дополнительным окрашиванием гематоксилином-эозином. ×100

Fig. 5. Histological structure of hepatic CECs with allogeneic LCs and BM-MSCs (group 2) at day 90: a – transplanted he-
patocytes as a part of CECs. H&E staining (400× magnification); б, в – there are structurally developing normal hepatocytes, 
hypertrophic hepatocytes, limited by fibrous connective tissue capsule, the shape and nuclear-cytoplasmic shifted to normal 
hepatocyte parameters. On the images after pseudo-coloring, the cell cytoplasm is green, nuclei are blue with purple inclu-
sions, hepatocyte nuclei are in darker tones in a cell-engineered construct, the lumen is pseudo-stained red; г – transplanted 
hepatocytes as part of CECs. H&E staining (400× magnification); д, е – after destruction of the connective-tissue capsule, 
normal hepatocytes spread to neighboring areas and replace dystrophic hepatocytes. The fibrous connective tissue capsule 
disintegrates, and normal hepatocytes are located near its primary border. Images after pseudo-staining (д, е) show normal 
hepatocytes: cell cytoplasm is green, nuclei are blue, darker nuclei are purple in the cell-engineered construct, lumen is red; 
ж, specifically PCNA-positive cells – light brown with dark brown nuclei, hepatocytes – oxyphilic cytoplasm and basophilic 
nuclei, PCNA staining by standard protocols with additional H&E staining (100× magnification)
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Рис. 6. Содержание CD4+, CD25+, Foxp3+ Т-регуляторных клеток в периферической крови крыс: а – норма; б – через 
90 суток после моделирования ХПН и имплантации КИК, содержащих аллогенные КП и ММСК КМ, опыты без 
иммуносупрессии, проточная цитофлуометрия; в – графическое изображение концентрации Т-лимфоцитов, содержа-
щих маркеры CD4+, CD25+, Foxp3+ в периферической крови здоровых, контрольных крыс после моделирования ХПН 
и имплантации КИК, содержащих аллогенные КП и ММСК КМ, в экспериментах через 90 суток без иммуносупрес-
сии (%), проточная цитофлуометрия. * – р < 0,05 по отношению к норме

Fig. 6. Levels of CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells in the peripheral blood of rats: a – normal; б – day 90 after CLD modeling and 
implantation of CECs containing allogeneic LCs and BM-MSCs, experiments without immunosuppression. Flow cytometry; 
в – graphical representation of levels of T lymphocytes containing CD4+, CD25+, Foxp3+ markers in peripheral blood of 
healthy, control rats after CLD modeling and implantation of CECs containing allogeneic LCs and BM-MSCs, in experiments 
at day 90 without immunosuppression (%). Flow cytometry. * – p < 0.05 versus norm
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Таким образом, быстрый темп нормализации фер-
ментов цитолитического синдрома, гистологиче ской 
структуры поврежденной ткани печени, большая 
выраженность снижения удельной площади соеди-
нительной ткани, а также сниженное количество 
гепатоцитов с жировой дистрофией и дегенериру-
ющими ядрами в ткани печени крыс через 90 суток 
после окончания моделирования ХПН и использо-
вания КИК в экспериментальной группе позволяют 
констатировать, что имплантируемые КИК, изготов-
ленные на основе rS1/9, в состав которых включе-
ны аллогенные КП и ММСК КМ в отношении 5 : 1,  
эффективно модулируют регенерационные процессы 
в ткани поврежденной печени, и это, очевидно, обус-
ловлено длительно сохраняющимся морфофункцио-
нальным гомеостазом в новообразованной гепатопо-
добной структуре самих КИК, которая формируется 
и поддерживается после имплантации КИК факто-
рами, продуцируемыми поврежденной печенью в 
организм.

ЗАКлЮчеНие
Изучение возможности эффективной коррекции 

морфофункциональных нарушений в печени при 
моделировании ХПН с помощью КИК, импланти-
руемых в ткань печени, показало, что КИК, изго-
товленные на основе микрогеля rS1/9 и содержащие 
аллогенные КП и ММСК КМ в соотношении 5 : 1, 
способствуют активации регенерационных процес-
сов в поврежденной печени и восстановлению ее 
функционального и морфологического состояния: 
развивается быстрая нормализация уровня цитоли-
тических ферментов в крови, пролиферация гепато-
цитов и снижение площади соединительной ткани в 
печени). Было установлено также, что на протяжении 
всего срока наблюдения в структурах имплантиро-
ванных КИК отмечалось сохранение морфофункцио-
нального гомеостаза КП, включенных в их состав. 
Результаты проведенных исследований позволяют 
выдвинуть предположение, что клетки, включенные 
в состав КИК, становятся центрами формирования 
новообразованной и длительно функционирующей 
гепатоподобной ткани, которая, продуцируя биорегу-
ляторные факторы, активирует и поддерживает вос-
становительные процессы в поврежденной печени. 
Полученные результаты позволили также выдвинуть 
предположение, что длительное выживание и функ-
ционирование аллогенных КП в имплантируемых 
КИК обусловлено участием ММСК КМ и rS1/9, со-
держащихся в их составе, в поддержании иммунной 
толерантности организма, за счет которой КИК ин-
тегрируются в поврежденную печень и симбиоти-
чески поддерживают друг друга.

Наши исследования показали, что имплантация 
КИК в поврежденную печень создает новые много-
численные центры активации восстановительных 

процессов. Эти центры были выявлены гистологи-
чески и проведенным трехмерным анализом струк-
турных изменений в ткани печени и в КИК; выявля-
емые позитивные структурные изменения в печени 
оказались отчетливо заметны в гистологических пре-
паратах и были также идентифицированы различным 
цветным окрашиванием структурных элементов пе-
чени в 2D- и 3D-изображениях.

Результаты проведенных исследований позволяют 
нам заключить, что имплантация КИК, созданных на 
основе микрогеля rS1/9 и содержащих аллогенные 
КП и ММСК КМ, может стать эффективным мето-
дом коррекции и лечения ХПН, а также поддержания 
функции поврежденной печени у больных, находя-
щихся в листе ожидания на трансплантацию печени.
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БиОСОВМеСтиМые и ФУНКЦиОНАльНые СВОЙСтВА 
тКАНеСПеЦиФичеСКОЙ МелКОдиСПерСНОЙ 3d-МАтриЦы 
иЗ деЦеллЮлЯриЗОВАННОГО ХрЯЩА СВиНьи
Е.А. Немец1, А.Э. Лажко3, А.М. Григорьев1, Ю.Б. Басок1, А.Д. Кириллова1, 
В.И. Севастьянов1, 2
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В отличие от децеллюляризации мягких тканей для использования их в качестве тканеспецифических 
матриц при создании тканеинженерных конструкций децеллюляризация хрящевой ткани требует при-
влечения нескольких методов обработки, что может отрицательно влиять на биосовместимые и функцио-
нальные свойства нативного внеклеточного матрикса. Цель работы: исследование биосовместимых и 
функциональных свойств тканеспецифической мелкодисперсной 3D-матрицы из хряща свиньи, децеллю-
ляризованного последовательной обработкой химическими, физическими и ферментативными методами. 
Материалы и методы. Для децеллюляризации микродисперсные частицы хряща (МЧХ), полученные 
методом криопомола, инкубировали в растворах детергентов (додецилсульфат натрия и Triton X-100) с 
последующей обработкой сверхкритическим диоксидом углерода (ск-СО2) с добавлением этанола (10% 
по объему) и ДНКазой I типа. Для определения генотоксичности децеллюляризованных МЧХ (ДМЧХ) 
использовали мутационный тест Эймса на Salmonella typhimurium. Местное и общетоксическое действие, 
а также резорбцию ДМЧХ исследовали in vivo на половозрелых аутбредных крысах. Образцы ДМЧХ 
(10 мг) имплантировали в мышечную ткань бедра. Жизнеспособность мезенхимальных стромальных 
клеток жировой ткани человека (МСК ЖТч) при культивировании на ДМЧХ анализировали методом 
прижизненной микроскопии с окрашиванием флуоресцентным красителем Calcein AM. Метаболическую 
активность клеток оценивали с использованием PrestoBlue™ Cell Viability Reagent. Результаты. Доказано, 
что имплантированные в мышцу крысы ДМЧХ свиньи после обработки ск-СО2 не оказывают местного и 
общетоксического действия, не проявляют генотоксичности и отрицательного действия на репродуктивную 
систему животных. После 6 месяцев эксперимента in vivo резорбируется большая часть (87%) импланти-
рованного децеллюляризованного хряща. Показали, что полученные матриксы способны поддерживать 
адгезию и пролиферацию МСК ЖТч. Заключение. Образцы ДМЧХ свиньи соответствуют требованиям, 
предъявляемым к биосовместимым медицинским изделиям по показателям местного и общетоксического 
действия, гено- и репродуктивной токсичности, и могут быть рекомендованы в качестве матрицы при 
создании клеточно- и тканеинженерных конструкций хрящевой ткани.
Ключевые  слова:  суставной  хрящ, децеллюляризация,  3D-матрица,  резорбция,  биосовместимость, 
МСК жировой ткани,  адгезия,  пролиферация, тканеинженерная конструкциия.
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ВВедеНие
К настоящему времени для создания биомеди-

цинских продуктов для технологий тканевой инже-
нерии и регенеративной медицины разработан ряд 
биосовместимых 3D-матриц (синонимы: матриксы, 
каркасы, носители) из резорбируемых синтетических 
[1, 2] и природных полимеров [1, 3, 4], в той или 
иной степени моделирующих свойства естественного 
внеклеточного матрикса (ВКМ). Однако 3D-матрицы 
из полимерных материалов не обладают тканеспе-
цифическими свойствами, характерными для ВКM, 
способного выполнять не только функции каркаса, 
но и избирательно поддерживать процессы адгезии, 
пролиферации и дифференцировки клеток конкрет-
ной ткани или органа [5]. В связи с этим наблюдается 
большой интерес к 3D-матрицам из децеллюляризо-
ванных аллогенных или ксеногенных тканей [6–8]. 
Основная проблема технологии децеллюляризации 
состоит в необходимости максимально полного уда-
ления клеточного материала с наиболее возможной 

степенью сохранения морфологии, состава, биохи-
мических и механических свойств нативного ВКМ. 
В связи с тем что на полноту децеллюляризации ока-
зывают влияние множество факторов, таких как вид 
донора, размеры и целостность органа, вид ткани, 
ее структура и плотность и др., не может быть уни-
версального протокола децеллюляризации [9, 10]. 
К настоящему времени разработан широкий спектр 
протоколов децеллюляризации с использованием 
физических, химических, ферментативных методов 
обработки и их комбинации [11–13].

Среди физических методов перспективным пред-
ставляется применение сверхкритических флюидов, 
характеризующихся нулевым поверхностным натя-
жением, пониженной вязкостью, повышенной рас-
творяющей способностью и способностью глубоко 
проникать в объем материалов [14–16]. Наибольший 
интерес представляет сверхкритический диоксид 
углерода (ск-СО2) [17], критическая точка которо-
го достигается при достаточно низкой температуре 

BiOcOmPaTiBle and funcTiOnal PrOPerTieS 
Of a micrOdiSPerSed TiSSue-SPecific 3d maTriX 
frOm decellulariZed POrcine carTilaGe
E.A. Nemets1, A.E. Lazhko3, A.M. Grigoriev1,  Yu.B. Basok1, A.D. Kirillova1, 
V.I.  Sevastianov1, 2
1 Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation 
2 Institute of Biomedical Research and Technology, Moscow, Russian Federation
3 Moscow State University, Moscow, Russian Federation

In contrast to decellularization of soft tissues for use as tissue-specific matrices in the creation of tissue-engineered 
constructs, decellularization of cartilage tissue requires several processing techniques, which can negatively affect 
the biocompatibility and functional properties of the native extracellular matrix (ECM). Objective: to study the 
biocompatible and functional properties of microdispersed tissue-specific 3D matrix from a porcine cartilage that 
is decellularized by sequential use of chemical, physical and enzymatic techniques. Materials and methods. 
For decellularization, microdispersed cartilage particles (MCPs), obtained by cryomilling, were incubated in 
detergent solutions (sodium dodecyl sulfate and Triton X-100), then treated with supercritical carbon dioxide 
(scCO2) with 10% ethanol and DNase I. The Ames test (Salmonella typhimurium reverse mutation assay) was used 
to determine the genotoxicity of decellularized microdispersed cartilage particles (dMCPs). Local and general 
toxic effects, as well as resorption of dMCPs were studied in vivo on sexually mature outbred rats. Decellula-
rized MCP specimens (10 mg) were implanted into the thigh muscle tissue. Viability of human adipose-derived 
mesenchymal stem/stromal cells (hAdMSCs), when cultured on dMCPs, was analyzed by in vivo microscopy, 
stained with fluorescent Calcein AM dye. Cell metabolic activity was assessed using PrestoBlue™ Cell Viability 
Reagent. Results. It has been proven that porcine dMCPs implanted in rat muscle after treatment with scCO2 do 
not exhibit local and general toxic effects, and do not show genotoxicity and negative effects on the reproductive 
system of animals. After 6 months of in vivo experiment, most (87%) of the implanted decellularized cartilage 
was resorbed. It was shown that the resulting matrices are able to support adhesion and proliferation of hAdMSCs. 
Conclusion. Porcine dMCP specimens are suitable for biocompatible medical products in terms of local and 
general toxic effects, genotoxicity and reproductive toxicity, and can be used as a matrix for creating cell- and 
tissue-engineered cartilage constructs.
Keywords:  articular  cartilage,  decellularization,  3D matrix,  resorption,  biocompatibility,  adipose-derived 
MSCs,  adhesion,  proliferation,  tissue-engineered  construct.
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(31,1 °С), а также благодаря легкости его удаления 
простым сбросом давления после обработки и не-
токсичности. Одновременно может происходить экс-
трак ция растворимых в ск-СО2 токсичных соедине-
ний, что приводит к повышению биосовместимых 
свойств полученных материалов, децеллюляризо-
ванных с применением цитотоксичных детергентов 
[18]. Так как ск-СО2 является не полярным соеди-
нением, для повышения эффективности обработку 
проводят в присутствии полярного агента, например, 
этанола. Добавление этанола позволяет повысить как 
эффективность децеллюляризации тканей с высокой 
плотностью [19, 20], так и сохранность таких важных 
компонентов ВКМ, как коллагены, гликозаминогли-
каны, адгезивные белки (фибронектин, ламинин и 
другие) и ангиогенные факторы [21].

Высокая плотность хряща усложняет достиже-
ние полноты децеллюляризации, затрудняя диффу-
зию поверхностно-активных веществ и выведение 
клеточного детрита. В предыдущих работах было 
показано, что для достижения полноты децеллюля-
ризации хрящевой ткани необходимо использовать 
протокол, включающий как химические (обработка 
поверхностно-активными веществами), так и фи-
зические (сверхкритические флюиды, циклическое 
замораживание–оттаивание) методы обработки или 
ферментативные (обработка ДНКазой, РНКазой) ме-
тоды воздействия на ткань [22, 23].

Целью данной работы было исследовать биосов-
местимые и матриксные свойства мелкодисперсной 
3D-матрицы из хряща свиньи, децеллюляризован-
ного последовательной обработкой химическими, 
физическими и ферментативными методами.

МАтериАлы и МетОды
Бедренные и коленные свиные суставы получе-

ны на бойне (ООО «АПК «ПРОМАГРО», г. Старый 
Оскол) после забоя здоровых животных (вес около 
120 кг) в соответствии с Европейской директивой 
64/433/EEC. После транспортировки в охлажденном 
виде хрящ срезали с суставных поверхностей скаль-
пелем, нарезали фрагментами размером 0,5 × 0,5 × 
0,1 см, замораживали при –80 °С и хранили при этой 
температуре до момента начала криопомола.

Микродисперсные частицы хряща (МЧХ) полу-
чали в криомельнице CryoMill (Retch GmBH, Герма-
ния). Помол производили в условиях постоянного 
контакта размольного стакана с жидким азотом при 
частоте 25 Гц в течение 4 минут. Фракция частиц с 
размерами 30–100 мкм была выделена с применени-
ем сит с соответствующим размером ячеек.

Децеллюляризацию МЧХ проводили согласно 
ранее разработанной методике [22]. МЧХ обраба-
тывали при комнатной температуре и периодиче-
ском перемешивании на магнитной мешалке (3 раза 
в сутки, 1 час, 200 об/мин) в трех сменах фосфат-

но-солевого буфера (ФСБ) (pH = 7,4), содержащего 
натриевую соль додецилсульфат натрия (SDS) и по-
вышающуюся концентрацию Тритона Х-100 (1, 2 и 
3% соответственно).

Затем МЧХ тщательно отмывали от остатков 
детергентов в трех сменах ФСБ, содержащего ан-
тибиотик (ампициллин, 20 мкг/мл) и антимикотик 
(амфотерицин B, 2 мкг/мл), в течение 72 часов при 
комнатной температуре.

На втором этапе МЧХ обрабатывали в атмосфере 
ск-СО2 на установке Speed SFE (Applied Separations, 
США) при давлении 300 Бар, температуре +35 °C, 
скорости потока ск-CO2 2,5 ± 0,5 мл/мин в течение 
8–24 часов. Этанол в концентрации 10% по объему 
был использован в качестве модификатора поляр-
ности.

Для повышения эффективности удаления ДНК 
из МЧХ свиньи использовали ДНКазу I типа (New 
England Biolabs Inc., США) в концентрации 50 Е/мл 
в 10 ммоль Трис-HCl буферном растворе (pH 7,6), 
содержащем 2,5 ммоль MgCl2, 0,5 ммоль CaCl2. 
Время обработки при температуре 37 °C составляло 
48 часов.

Образцы децеллюляризованных МЧХ (ДМЧХ) 
стерилизовали γ-излучением в дозе 1,5 Мрад.

Перед исследованием образцы ДМЧХ хранили 
при температуре –20 °С.

Определение содержания дНК
Выделение ДНК из образцов МЧХ (n = 3) и ДМЧХ 

(n = 3) массой 25 мг проводили с использованием 
набора DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Гер-
мания) согласно инструкции производителя. Для 
определения абсолютного количества ДНК исполь-
зовали калибровочную кривую ДНК бактериофага λ 
(Invitrogen, США) (0–1000 нг/мл).

Сканирующая электронная микроскопия 
поверхности образцов

Образцы микродисперсных частиц хряща МЧХ и 
ДМЧХ обезвоживали в растворах этилового спирта 
возрастающих концентраций по схеме: 50% спирт – 
3 мин, 50% спирт – 3 мин, 70% спирт – 3 мин, 90% 
спирт – 6 мин, 96% спирт – 6 мин; сушили на воздухе 
и наклеивали на столики для электронной микроско-
пии с помощью двустороннего скотча.

Токопроводящее покрытие получали методом 
ионного напыления золота в течение 40 секунд при 
постоянном токе 5–7 мА на установке JFC-1600 
(JEOL, Япония). Исследование морфологии МЧХ 
осуществляли с применением сканирующего элект-
ронного микроскопа JSM-6360LA (JEOL, Япония) 
при ускоряющем напряжении 5 кВ.
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МетОды иССледОВАНиЯ 
БиОСОВМеСтиМыХ СВОЙСтВ дМчХ
А. исследования in vitro
Генотоксичность

Так как в процессе децеллюляризации исполь-
зуются потенциально генотоксичные вещества (де-
тергенты) и не удается полностью удалить ДНК из 
МЧХ, не исключено, что при клиническом приме-
нении децеллюляризованного хряща в составе он 
может влиять на генетический материал пациента.

Генотоксичность образцов ДМЧХ оценивали му-
тационным тестом Эймса на Salmonella typhimurium, 
представляющим собой бактериальную тест-систему 
для учета мутаций к прототрофности по гистиди-
ну при действии тестируемых образцов и(или) их 
метаболитов, индуцирующих мутации типа замены 
оснований или сдвига рамки считывания в геноме 
этого организма.

Использовали набор индикаторных штаммов Sal-
monella typhimurium, полученный из Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов ФГУП 
«ГосНИИгенетика», имеющих соответствующие сер-
тификаты.

Для приготовления вытяжки 25 мг ДМЧХ выдер-
живали 3 суток при температуре 37 °С в 1 мл стериль-
ного 0,9% раствора натрия хлорида. Испытывали 
пять концентраций вытяжки: исходный раствор и 
четыре последовательные 5-кратные разведения в 
0,9% растворе натрия хлорида. Эксперимент сопро-
вождался положительными контролями, в качестве 
которых использованы вещества, индуцирующие 
мутации у соответствующих штаммов-тестеров.

Для метаболической активации была использова-
на фракция S9 печени самцов крыс Wistar, которым за 
5 дней до забоя вводили индуктор микросомальных 
ферментов Совол, 300 мг/кг, однократно внутрибрю-
шинно.

После инкубации в течение 48 часов у групп инди-
каторных штаммов подсчитывали количество ревер-
тантных колоний. Средние значения по показателю 
«количество ревертантных колоний» для групп, об-
работанных препаратом, сравнивали одновременно с 
соответствующими группами негативного контроля.

Если вещество и(или) его метаболиты обладают 
мутагенной активностью, то они будут индуцировать 
обратные мутации от ауксотрофности к прототроф-
ности по гистидину у гистидин-зависимых штам-
мов Salmonella typhimurium. Мутагенный эффект в 
соответствии с общепринятыми подходами считали 
значимым, если среднее количество колоний ревер-
тантов на чашку в опытном варианте превышало та-
ковое в контрольном варианте в 2 и более раз.

Б. исследования in vivo 
репродуктивной токсичности, местного 
и общетоксического действия

Эксперименты проводили на половозрелых аут-
бредных крысах. Содержание и все манипуляции с 
животными выполняли согласно правилам, приня-
тым Европейской конвенцией по защите позвоноч-
ных животных, используемых для исследований и 
других научных целей (European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental 
and other Scientific Purposes (ETS 123) Strasbourg, 
1986), а также в соответствии с ГОСТ 33216-2014 
Межгосударственный стандарт «Руководство по со-
держанию и уходу за лабораторными животными».

Репродуктивная токсичность
В случае когда генотоксический эффект действует 

не только на соматические, но и на половые клет-
ки, изменения могут стать наследственными. Для 
исследования влияния на генеративную функцию 
и эмбриотоксическое действие в антенатальном и 
постнатальном периодах развития генотоксического 
эффекта на половые клетки была изучена репродук-
тивная токсичность ДМХЧ.

Животных распределяли на группы по 6 самцов и 
12 самок в группе: контрольные самцы, контрольные 
самки, самцы с образцами ДМЧХ и самки с образ-
цами ДМЧХ. Контролем служили ложноопериро-
ванные крысы.

Через 14 дней после имплантации самцов и са-
мок ссаживали в соотношении 1 : 2 (один самец и 
2 самки) на срок 14 суток. Каждое утро у самок бра-
ли вагинальные мазки и определяли в них наличие 
сперматозоидов. При обнаружении сперматозоидов 
крысу взвешивали, отсаживали в отдельную клетку 
и начинали отсчет срока беременности, считая день 
обнаружения сперматозоидов первым днем беремен-
ности.

В течение исследования проводили общее клини-
ческое наблюдение, определяли массу тела, потреб-
ление корма и воды.

Часть беременных самок подвергали эвтаназии 
на 20-е сутки беременности, плоды осматривали, 
взвешивали и измеряли кранио-каудальный размер. 
Подсчитывали количество желтых тел в яичниках, 
мест имплантаций и количество живых и погибших 
плодов. На основании полученных данных опреде-
ляли уровень пред- и постимплантационной смерт-
ности плодов. Другую половину самок оставляли 
до родов для наблюдения за развитием потомства в 
течение 5 суток. По окончании исследования взрос-
лых животных подвергали эвтаназии. После регис-
трации смерти у самок удаляли яичники, у самцов 
семенники и придатки семенников. Органы репро-
дуктивной системы животных изучали макроскопи-
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чески на наличие аномальных или патологических 
изменений, взвешивали на весах VIBRA AJ-1200CE 
(ShinkoDenshiCo., Ltd, Япония) с дальнейшим рас-
четом относительной массы органов (процентное 
отношение массы органа к массе тела животного). 
Яичники и семенники фиксировали в 10–15% ней-
тральном формалине. После фиксации на гистопро-
цессоре TLP-144 (ООО «МедТехникаПоинт», Рос-
сия) проводили гистологическую проводку. Затем на 
станции заливки ESD-2800 (ООО «МедТехникаПо-
инт», Россия) готовили парафиновые блоки. Далее с 
помощью ротационного микротома RMD-4000 (ООО 
«МедТехникаПоинт», Россия) получали срезы тол-
щиной 3–4 нм, которые наклеивали на предметное 
стекло, депарафинировали и окрашивали гематок-
силин-эозином. Гистологические препараты иссле-
довали методом световой микроскопии с помощью 
микроскопа биологического Leica DM1000 (Leica 
Microsystems GmbH, Германия).

Местное и общетоксическое действие
Имплантацию образца (навеску 10 мг) в мышеч-

ную ткань бедра животных выполняли в стериль-
ных условиях под действием анестетика Золетил 
100 (Вирбак, Франция) в дозе 15 мг/кг. Контролем 
служили ложнооперированные животные, которым 
проводили операцию без имплантации образцов.

Для изучения местного действия через 28 суток, 
2, 3, и 6 месяцев после имплантации образцов ДМЧХ 
животных подвергали эвтаназии ингаляцией двуоки-
си углерода. Результаты оценивали макроскопически 
и с помощью гистологических методов исследова-
ния. По результатам полуколичественной оценки [24] 
определяли класс реактивности исследуемого ма-
териала по сравнению с контрольным образцом (в 
баллах): отсутствие реакции или минимальная (от 
0,0 до 2,9); легкая реакция (от 3,0 до 8,9); умеренная 
реакция (от 9,0 до 15,0); серьезная реакция (15,1 и 
более).

Общетоксическое действие исследовали на сроке 
до 2 месяцев имплантации одновременно с оценкой 
их местного действия. Анализ состояния животных 
включал в себя: выживаемость и внешний вид, мас-
су, поведение (возбудимость, агрессивность), реак-
цию на внешние раздражители, болевую реакцию, 
потребление корма и воды. Через 2 месяца у живот-
ных забирали кровь для клинического (гематологи-
ческий анализатор Mindray BC-2800-vet (Mindray, 
Китай) и биохимического (биохимический фото-
метр «Стат факс 4500+» (Awareness Technology Inc., 
США) исследований и мочу (URISCAN Optima, YD 
Diagnostics Corporation, Корея). Забирали и взвеши-
вали следующие органы: сердце, легкие, тимус, пе-
чень, селезенку, почки и головной мозг. Взвешивание 
органов животных осуществляли с помощью весов  

Shinko, AJ-1200CE (Shinko Denshi Co., Ltd, Япония). 
Окрашенные гематоксилином-эозином гистологи-
ческие препараты сердца, легких, тимуса, печени, 
селезенки, кишечника, почки, головного мозга и 
региональных лимфатических узлов исследовали с 
помощью микроскопа биологического LeicaDM 1000 
(Leica Microsystems GmbH, Германия).

Степень резорбции имплантированных образ-
цов определяли морфометрически при помощи 
компьютерной морфометрической программы LAS 
Interactive Measurement Module.

Вырезанные участки органов и тканей фиксиро-
вали в 10–15% растворе нейтрального формалина 
с последующей заливкой в парафин. Готовили сре-
зы толщиной 5–7 мкм. Гистологические препараты 
исследовали методом световой микроскопии с по-
мощью микроскопа биологического LeicaDM 1000 
(Leica Microsystems GmbH, Германия).

исследование способности дМчХ 
поддерживать адгезию  
и пролиферацию клеток 
(функциональные свойства)

Мезенхимальные стромальные клетки жировой 
ткани человека (МСК ЖТч) 3-го пассажа выделяли 
и культивировали в полной ростовой среде (ПРС) по 
стандартной методике [25].

Эксперименты с адгезией и пролиферацией про-
водили с применением культуры мезенхимальных 
стромальных клеток жировой ткани человека (МСК 
ЖТч). Данные клетки способны дифференцировать-
ся в хондрогенном направлении с последующим 
образованием хрящевой ткани. Для исключения 
возможности клеточного роста вне поверхности мат-
рикса эксперимент проводили в полипропиленовых 
пробирках. 5 мг ДМЧХ в асептических условиях 
помещали в стерильные пробирки, добавляли ПРС 
и инкубировали 24 ч при температуре +37 °С для 
насыщения средой. Через сутки готовили клеточную 
суспензию МСК ЖТч с концентрацией 500 000 кле-
ток/мл, из пробирок удаляли излишки среды и до-
бавляли в каждую пробирку по 1 мл клеточной сус-
пензии. Пробирки помещали в штатив и встряхивали 
на лабораторном шейкере MultiBio 3D (Biosan, Лат-
вия) в течение 2 часов при комнатной температуре, 
после чего пробирки помещали в СО2-инкубатор и 
культивировали при температуре +37 °С во влажной 
атмосфере, содержащей 5 ± 1% CO2.

Для оценки взаимодействия клеток и образцов 
ДМЧХ методами прижизненной микроскопии ис-
пользовали окрашивание флуоресцентными краси-
телями системы Calcein AM (Thermo Fisher Scientific, 
США).

Определение метаболической активности клеток 
проводили с помощью теста с реактивом PrestoBlue™ 
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(Invitrogen, США) согласно инструкции производите-
ля. Спектрофотометрический анализ выполняли на 
планшетном ридере Tecan Spark 10M (Tecan Trading 
AG, Швейцария). Количество клеток определяли со-
гласно построенной калибровочной кривой.

Статистический анализ данных
Статистическую обработку полученных данных 

проводили с помощью программного обеспечения 
Microsoft Office Excel 2010. Вычисляли групповое 
среднее арифметическое (М) и стандартную ошибку 
среднего (m). Статистическую достоверность разли-
чий оценивали по t-критерию Стьюдента. Достовер-
ным считали различие данных групп при р < 0,05.

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
В результате децеллюляризации количество ДНК 

снижается с 367 ± 53 нг/мг до 7 ± 1 нг/мг ткани, 
что составляет менее 2% от исходного значения и 
свидетельствует о высокой эффективности процесса 
децеллюляризации [26]. При этом в морфологии по-
верхности нативного и децеллюляризованного хряща 
наблюдаются значимые различия (рис. 1).

Структура поверхности исходной хрящевой ткани 
гладкая (рис. 1). Определяются клеточные лакуны, 
характерные для ткани суставного хряща, в которых 
визуализировались очертания клеток. В случае де-
целлюляризованного хряща наблюдается отсутствие 
клеток в лакунах на поверхности микрочастиц, что 
также свидетельствует об эффективности обработки.

Генотоксичность
Количество колоний ревертантов в контроле (рас-

творитель) было в пределах колебаний спонтанно-

го уровня для данных штаммов. Ответ штаммов на 
стандартные мутагены был в пределах обычных 
уровней.

Децеллюляризованные тканеспецифические мат-
риксы из МЧХ свиньи в концентрациях 0,1; 0,5; 1; 5 
и 25 мг/мл не индуцируют генные мутации у тесто-
вых штаммов Salmonella typhimurium ТА 100, ТА 98 
и ТА 97 без системы метаболической активации и 
в ее присутствии. Во всех вариантах эксперимента 
кратность превышения среднего числа колоний ре-
вертантов на чашку в опытах над таковым в контроле 
была менее 2 раз.

Таким образом, экспериментальные образцы 
ДМЧХ свиньи, полученные в результате последова-
тельной обработки детергентами и ск-СО2, не обла-
дают генотоксичностью.

Местное действие
Заживление операционной раны у животных 

опытных и контрольной групп происходило первич-
ным натяжением. Ни у одного животного не обнару-
жено явлений отторжения имплантатов, нагноения, 
расхождения швов и других послеоперационных 
осложнений. Вокруг всех образцов по периферии в 
окружающей мышечной ткани не отмечено некрозов, 
кровоизлияний, гранулем и выраженного отека. В об-
ласти имплантации матриксов признаки воспаления 
отсутствовали. Признаков раздражения и воспаления 
тканей при макроскопическом исследовании не вы-
явлено, рубцовой ткани не обнаружено.

Реакция тканей на оперативное вмешательство и 
последующую имплантацию образцов децеллюля-
ризованного хряща свиньи протекала по обычной 
схеме, характерной для раневого процесса и реакции 

Исходный хрящ Децеллюляризованный хрящ

Рис. 1. Изменение структуры микрочастиц хряща свиньи в результате децеллюляризации

Fig. 1. Changes in the structure of porcine cartilage microparticles as a result of decellularization
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на инородное тело, включая стадии травматического 
воспаления и образование соединительной ткани.

Микроскопическая картина на 28-е сутки имп-
лантации образцов ДМЧХ (рис. 2) характеризова-
лась наличием тонкой капсулы вокруг имплантата, 
состоящей из плотной волокнистой соединительной 
ткани. Прорастания соединительной ткани в имп-
лантаты не отмечено. По периферии в окружающей 
фиброзно-мышечной ткани некрозов, кровоизлия-
ний, лимфогистиоцитарной инфильтрации и отека 
не наблюдали. В капсуле и окружающих тканях от-
мечалась лимфомакрофагальная инфильтрация, а 
также наличие единичных гигантских клеток, что 
свидетельствует о начальных стадиях резорбции. 
Среди клеток соединительной ткани преобладали 
клетки фибробластического ряда: мезенхимные клет-
ки, фибробласты, фиброциты. В окружающих тканях 

обнаруживалось небольшое количество нейтрофи-
лов. Отмечался скудный васкулярный рисунок.

На 28-е сутки после имплантации наблюдалась 
слабо выраженная резорбция образцов ДМЧХ. 
Средняя площадь одной имплантированной части-
цы ДМЧХ на группу животных составляла 13867 ± 
964 мкм2. Отчетливо выделялась центральная часть 
имплантата, не заселенная клетками. На периферии 
регистрировалась активная инфильтрация макро-
фагами.

Спустя 2 месяца (рис. 2) место имплантации 
покрыто волосяным покровом и визуально не оп-
ределяется. Наблюдаются признаки регенерации в 
виде мышечно-соединительной ткани. Регенерат был 
представлен тонкими пучками коллагеновых воло-
кон, инфильтрированных фибробластами и фибро-
цитами. В строме отмечено наличие мелких сосудов, 

Рис. 2. Реакция тканей на имплантацию частиц децеллюляризованного хряща свиньи. Окраска гематоксилином 
и эозином. ×400

Fig. 2. Tissue response to implantation of decellularized porcine cartilage particles. H&E staining. ×400

2 месяца

6 месяцев

28-е сутки

3 месяца
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миоцитов, образующих почки роста и тяжи новооб-
разованных тонких мышечных волокон.

На сроке 3 месяца (рис. 2) имплантат представ-
ляет собой овал, капсула вокруг него отсутствует. 
Наблюдали интенсивную резорбцию матрикса мак-
рофагами по периферии. В сравнении с 30 сутками 
имплантации материал резорбировался на ~44%. 
Средняя площадь имплантата составляла 7644 ± 
155 мкм2. Структура не подвергшегося резорбции 
ДМЧХ не была изменена. Наблюдали макрофагаль-
ную реакцию на периферии имплантата с присут-
ствием лимфоцитов.

Через 6 месяцев после имплантации (рис. 2) вок-
руг образцов ДМЧХ формировалась тонкая капсула 
из коллагеновых волокон, что является показателем 
высокой биосовместимости. При этом количество 
активных макрофагов в тканях, примыкающих к 
имплантатам, по-прежнему оставалось на высоком 
уровне. На периферии имплантированных частиц, 
резорбированных на ~87% (средняя площадь имп-
лантата составляла 1759 ± 1482 мкм2), наблюдали 
образование зрелой соединительной ткани в виде 
пучков коллагеновых волокон и прилегающих к ним 
фиброцитов.

Медленная резорбция может быть связана с вы-
сокой плотностью хрящевой ткани, затрудняющей 
проникновение клеток и диффузию веществ в объ-
ем ДМЧХ. Полученные данные свидетельствуют о 
возможности использования ДМЧХ в качестве мат-

рицы при формировании in vitro и in vivo тканевого 
эквивалента хряща.

На рис. 3 приведены результаты полуколичест-
венной оценки биологического действия имплан-
тированных образцов. Местное действие ДМЧХ 
на окружающие ткани снижается в течение шести 
месяцев имплантации от уровня «легкая реакция» 
тканей (от 3,0 до 8,9 балла) до уровня «отсутствие 
реакции или минимальная» (0,0–2,9 балла). Заметим, 
что изменение характера реакции тканей на ДМЧХ 
происходит в течение времени резорбции основной 
массы имплантируемых частиц.

Таким образом, мелкодисперсные частицы де-
целлюляризованного хряща свиньи и продукты их 
резорб ции не проявляют отрицательного биологи-
ческого действия на прилегающие к имплантату 
ткани.

Общетоксическое действие
В течение 2 месяцев эксперимента животные 

контрольной и опытной групп были здоровыми.  
Ни у одной из крыс не было отмечено изменений 
внешнего вида и поведения в сторону угнетения 
или возбуждения. Масса тела крыс на протяжении 
эксперимента имела положительную динамику и не 
отличалась между группами.

Имплантация исследуемых образцов ДМЧХ не 
повлияла на гемопоэз в организме крыс. Достовер-
ных различий средних показателей клинического 

Рис. 3. Полуколичественная оценка реакции тканей на имплантацию частиц децеллюляризованного хряща свиньи

Fig. 3. Semi-quantitative assessment of tissue response to implantation of porcine decellularized cartilage particles



81

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

анализа крови крыс между животными контрольной 
и опытной групп не было.

Для выявления возможного повреждающего воз-
действия исследуемых образцов на печень, сердце и 
костную ткань в сыворотке крови животных опреде-
ляли активность щелочной фосфатазы, аспартат- и 
аланинаминотрансфераз. Анализ полученных дан-
ных не выявил различий между группами в актив-
ности изучаемых ферментов и содержании общего 
билирубина, а также показателей белкового обмена 
в организме животных.

Введение исследуемых образцов крысам не повли-
яло на показатели мочи по сравнению с контрольной 
группой. Белок, глюкоза, билирубин, уробилиноген, 
нитриты, кетоновые тела, лейкоциты и аскорбиновая 
кислота в моче животных отсутствовали или находи-
лись ниже отметки первого значения, определяемого 
прибором Uriscan Optima как положительное.

При макроскопическом исследовании отчетли-
вого влияния исследуемых образцов на состояние 
внутренних органов крыс не установлено. Различий 
между контрольной и опытной группами не обна-
ружено.

При гистологическом исследовании отчетливого 
влияния исследуемых образцов на состояние внут-
ренних органов крыс не установлено. Не выявлено 
различий между контрольной и опытной группами.

Следовательно, образцы тканеспецифических 
матриксов децеллюляризованного хряща свиньи не 
проявляют системного токсического действия на ор-
ганизм животных.

репродуктивная токсичность
При наблюдении за половым поведением живот-

ных после ссаживания отмечено, что латентный пе-

риод и длительность половой активности у опытных 
самцов (с имплантированными образцами ДМЧХ) 
соответствовали контрольным самцам (ложноопе-
рированные).

На протяжении беременности поведение самок 
опытных групп было аналогично контрольным жи-
вотным. В период гестации прибавка массы беремен-
ных крыс опытных групп не отличалась от показа-
телей контрольной группы.

Часть беременных самок подвергали эвтаназии на 
20-й день беременности. На вскрытии подсчитывали 
количество желтых тел в яичниках, мест импланта-
ций в матке, количество живых и мертвых плодов, 
количество резорбций. При внешнем осмотре ни у 
одного эмбриона не было выявлено аномалий раз-
вития.

Часть беременных самок оставляли до родов, с 
целью наблюдения за выживаемостью и развитием 
потомства в течение 5 дней. Продолжительность бе-
ременности, количество рожденных крысят, их масса 
и кранио-каудальный размер статистически не отли-
чались между опытными и контрольной группами. 
Мертворожденных не было ни у одной самки. После 
родов все самки проявляли инстинкт материнства. 
Выживаемость потомства в течение 5 суток состави-
ла 100% во всех группах. Развитие крысят в течение 
этого периода происходило без отклонений.

При гистологическом исследовании семенников 
(рис. 4) не было установлено изменений морфологи-
ческой структуры органа и повреждения спермато-
генного эпителия ни в одном случае, а аналогичное 
исследование яичников крыс не выявило морфоло-
гических изменений в органе (рис. 5).

Из полученных результатов следует, что имплан-
тированные в мышечную ткань образцы ДМЧХ, как 

Рис. 4. Гистологический срез семенника крысы. Окраска гематоксилином и эозином. ×100

Fig. 4. Histological section of rat testis. H&E staining. ×100

Контрольная группа Группа с имплантированным ДМЧХ

100 мкм 100 мкм
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до спаривания животных, так и во время гестации, 
не проявляют отрицательного действия на репродук-
тивную систему животных.

Взаимодействие тканеспецифического 
матрикса из децеллюляризованного 
хряща свиньи с клетками

К 3-м суткам эксперимента количество проли-
ферирующих адгезированных МСК ЖТч составило 
112 ± 10 × 103 клеток/мм2, а на 7-е сутки эксперимен-
та количество пролиферирующих клеток удвоилось.

Исследование жизнеспособности клеток с при-
менением красителя Calcein AM показало, что к 
3-м суткам эксперимента визуализируется проли-
ферация клеток, равномерно распределенных по 
поверхности матрикса (рис. 6).

Морфология клеток нормальная, фибробластопо-
добная. К 7-м суткам количество клеток увеличива-
ется, прикрепившиеся клетки равномерно распре-
делены по поверхности матриксов ДМЧХ, имеют 
распластанную фибробластоподобную морфологию, 
сохраняют жизнеспособность и нормальную мор-
фологию.

Рис. 5. Гистологический срез яичника крысы. Окраска гематоксилином и эозином. ×100

Fig. 5. Histological section of rat ovary. H&E staining. ×100

Рис. 6. МСК ЖТч на децеллюляризованных микродисперсных частицах хряща свиньи. Окрашивание Calcein AM. 
×100

Fig. 6. hAdMSCs cultured on decellularized microdispersed porcine cartilage particles. Calcein AM staining. ×100

Контрольная группа Группа с имплантированным ДМЧХ

3 суток 7 суток
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ЗАКлЮчеНие
Доказана эффективность применения последо-

вательной обработки ПАВ, ск-СО2 и ДНКазой для 
получения биосовместимого тканеспецифического 
матрикса из ксеногенного материала – децеллюля-
ризованного суставного хряща свиньи.

Проведенные эксперименты показали, что образ-
цы мелкодисперсных децеллюляризованных тканей 
хряща свиньи не проявляют отрицательного биоло-
гического действия по показателям местного и об-
щетоксического действия, гено- и репродуктивной 
токсичности и способны поддерживать адгезию и 
пролиферацию МСК ЖТч.

Таким образом, полученный ксеногенный тка-
неспецифический мелкодисперсный матрикс может 
быть рекомендован для создания тканевых эквива-
лентов хрящевой ткани человека.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 21-15-00251).

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.
The authors declare no conflict of interest.
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АПОПтОтичеСКие МОНОНУКлеАрНые КлетКи КОСтНОГО 
МОЗГА УСКОрЯЮт реГеНерАЦиОННые ПрОЦеССы В ПечеНи 
ПОСле ОБШирНОЙ реЗеКЦии
Н.А. Онищенко1, А.О. Никольская1,  З.З. Гоникова1, Л.А. Кирсанова1, М.Ю. Шагидулин1, 2, 
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Российская Федерация 
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Российская Федерация

Цель: на модели обширной резекции печени (ОРП) сравнить эффективность регенерационных процессов 
в печени при использовании апоптотических мононуклеарных клеток костного мозга (аМККМ) и интакт-
ных мононуклеарных клеток костного мозга (иМККМ) от здоровых животных. Материалы и методы. 
Крыс-самцов породы Вистар (n = 77) с моделью ОРП (70–75%) разделили на 3 группы: группа 1 – конт-
роль с однократным внутрибрюшинным введением физиологического раствора, группа 2 – с однократным 
внутрибрюшинным введением несортированных иМККМ в дозе 30–35 × 106 и группа 3 – с однократным 
внутрибрюшинным введением аМККМ в той же дозе. В динамике контролировали восстановление био-
химических показателей функции и массы печени, а также возникающие микроструктурные изменения 
гепатоцитов в гистологических препаратах, оценивая митотическую активность гепатоцитов в течение 
первых 7–10 дней после ОРП. Результаты. Установлено, что в группе 2 и в группе 3 по сравнению с группой 
1 отсутствовала летальность после моделирования ОРП, а также имела место более быстрая нормализация 
биохимических показателей функции печени (к 10–14-м суткам). Митотическая активность гепатоцитов 
в группе 3 резко возрастала уже на 1-е сутки, и митотический индекс (МИ) в среднем составлял 14‰, 
достигая в отдельных экспериментах 20,9‰; в контроле к этому сроку МИ оставался на исходном уровне, 
а в группе 2 МИ составил только 3,2‰. В группе 3 отмечено также более быстрое восстановление массы 
печени после ОРП до исходных значений уже к 8–10-м суткам, тогда как в группе 2 – к 12–14-м суткам, 
а в группе 1 – к 17–20-м суткам. Было высказано предположение, что более выраженное повышение 
эффективности регенерационных процессов в печени после ОРП в группе 3 после применения аМККМ 
обусловлено высвобождением из этих клеток большого спектра образовавшихся паракринных факторов, 
в том числе различных классов молекул РНК, участвующих в регенерационном процессе. Заключение. 
аМККМ обладают более эффективным адаптивным и регуляторным потенциалом по сравнению с иМККМ, 
т. к. ускоренно формируют в клетках поврежденной печени перестройки, обеспечивающие более раннее 
и мощное включение адресной регенерационной программы.
Ключевые  слова:  апоптотические  клетки костного мозга,  регенерация,  резекция печени.
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ВВедеНие
Известно, что повреждение печени, как и других 

органов, стимулирует в них адаптационные процес-
сы, которые, в свою очередь, активируют эволюци-
онно запрограммированные механизмы восстано-
вительной регенерации. Между тем при тяжелом 
хроническом или обширном остром повреждении 
печени (в условиях гибели значительной массы кле-
ток) оставшиеся клетки вынуждены выполнять свои 
функции с повышенной нагрузкой, превышающей 
эволюционно запрограммированную норму расхода 
клеточной энергии на эти процессы.

В создавшихся условиях за счет развивающегося 
энергодефицита в клетках печени резко тормозится 
включение механизмов восстановительной регене-
рации, что, как полагают, является следствием не-
достаточной эффективности процессов адаптации, 
энергетически обеспечивающих регенерационный 
процесс.

По современным представлениям, адаптивная пе-
рестройка метаболизма в тканях начинается с раз-
вития в них процессов клеточной аутофагии [1–3]. 
Поэтому исходно сниженный уровень активности 
клеточной аутофагии в органе предопределяет низ-

кий регенерационный потенциал оставшихся клеток 
и недостаточную эффективность восстановительных 
процессов [4–6]. Для активации регенерационных 
процессов в поврежденных органах было предло-
жено использовать гемопоэтические и стромальные 
клетки костного мозга (ККМ), обладающие, как 
известно, в организме наиболее высоким регенера-
ционным потенциалом. Однако опыт клинического 
применения ККМ оказался не столь убедительным 
и не всегда воспроизводимым [7, 8], что застави-
ло исследователей приступить непосредственно к 
изучению механизмов индукции регенерационных 
процессов, вызванных ККМ, для повышения тера-
певтической эффективности их применения. Была 
выдвинута гипотеза об определяющей регуляторной 
роли апоптотически измененных ККМ, продуцирую-
щих паракринные факторы в состоянии апоптоза [9]. 
Справедливость этой гипотезы впоследствии была 
доказана [10] и многократно подтверждена [11, 12]. 
К настоящему времени уже утвердилось мнение, 
что именно апоптотические клетки выделяют в 
организм рост-стимулирующие сигналы в виде на-
новезикул [13], липидов [14], экзосом, различных 
микро-РНК, белков [15] и других компонентов, име-

aPOPTOTic BOne marrOw-derived mOnOnuclear cellS 
acceleraTe liver reGeneraTiOn afTer eXTended reSecTiOn
N.A. Onishchenko1, A.O. Nikolskaya1, Z.Z. Gonikova1, L.A. Kirsanova1, M.Yu.  Shagidulin1, 2, 
V.I.  Sevastianov1
1 Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation 
2 Sechenov University, Moscow, Russian Federation

Objective: to compare the efficiency of regenerative processes in the liver using apoptotic bone marrow-derived 
mononuclear cells (BMMCs) and intact BMMCs from healthy animals on an extended liver resection (ELR) model. 
Materials and methods. Male Wistar rats (n = 77) with an ELR model (70–75%) were divided into 3 groups: 
group 1 (control with a single intraperitoneal injection of saline), group 2 (single intraperitoneal injection of un-
sorted intact BMMCs at a dose of 30–35 × 106, and group 3 (single intraperitoneal injection of apoptotic BMMCs 
at the same dose). Restoration of biochemical parameters of liver function and mass, as well as the emerging 
microstructural changes in hepatocytes in histological preparations, were monitored by assessing hepatocyte 
mitotic activity (MA) during the first 7–10 days after ELR. Results. It was found that in groups 2 and 3, as com-
pared with group 1, there was no death after ELR modeling, and that the biochemical parameters of liver function 
normalized more rapidly (at days 10–14). Hepatocyte MA in group 3 sharply increased as early as on day 1, and 
mitotic index (MI) averaged 14‰, reaching 20.9‰ in some experiments; MI in the control group remained at the 
baseline by this time, while in group 2, MI was only 3.2‰. In group 3, liver mass recovered more rapidly after 
ELR to baseline values already at days 8–10, whereas the recovery was at day 12–14 and day 17–20 in group 2 
and group 1, respectively. It was suggested that the more pronounced increase in the efficiency of regenerative 
processes in the liver after ELR in group 3 after using apoptotic BMMCs was due to the release from these cells 
of a large spectrum of formed paracrine factors, including various classes of RNA molecules involved in the 
regeneration process. Conclusion. Apoptotic BMMNCs have a more effective adaptive and regulatory potential 
than intact BMMCs because reorganizations are rapidly formed in the damaged liver cells, providing an early 
and more powerful activation of the targeted regenerative program.
Keywords:  apoptotic  bone marrow cells,  regeneration,  liver  resection.
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нуемых секретомами. В результате происходит не 
только ускорение восстановительных процессов в 
организме, но и повышается их эффективность путем 
иммуномодулирующего воздействия и блокирования 
воспалительных реакций [16, 17].

Существующие представления о механизмах 
индукции регенерационных процессов позволяют 
предположить, что для выработки в поврежденном 
органе эффективного регенерационного ответа кле-
ток сила воздействия адаптирующего стресс-сигнала 
должна быть достаточно высокой, чтобы усилить 
выраженность процесса аутофагии и даже достиг-
нуть клетками состояния обратимого апоптоза, но 
не должна превышать эволюционно запрограмми-
рованный ответ, т. е. быть физиологичной. Такими 
свойствами – адекватного и физиологичного адапто-
гена, – очевидно, и обладают апоптотические ККМ, 
которые, как было уже показано [11], обеспечивают 
в организме обновление и восполнение клеточного 
состава крови и иммунной системы.

Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние возможности повышения регенерационной ак-
тивности клеток печени после обширной резекции 
путем применения в качестве адаптирующего и регу-
ляторного стресс-сигнала апоптотических мононук-
леарных ККМ (аМККМ) здорового донора.

МАтериАлы и МетОды иССледОВАНиЯ
Работа выполнена на крысах-самцах породы 

Wistar весом 250–300 г (n = 77). Животных содер-
жали в условиях вивария при температуре 18–20 °С 
на смешанном рационе питания при свободном до-
ступе к воде. Эксперименты на животных проводи-
лись в утренние часы при комнатной температуре 
(t = 22–24 °С), что исключало влияние суточных ко-
лебаний митотической активности клеток печени. 
Относительная влажность равнялась 50–65%, цикл 
освещения был двенадцатичасовым, а смена объема 
воздуха помещения в час была десятикратной. Пи-
тание животных осуществляли стандартным комби-
нированным кормом для лабораторных животных 
(микробиологический статус соответствовал ГОСТ 
Р 51849-2001 «Ветеринарно-санитарные нормы и 
требования к качеству кормов для непродуктивных 
животных»). Фильтрованная водопроводная вода ad 
libitum доставлялась в стандартных питьевых буты-
лочках (микробиологический статус воды соответс-
твовал СанПиН 2.1.4.1074-01 «Гигиенические тре-
бования к качеству воды централизованных систем 
питьевого водоснабжения»). Эксперименты и все 
манипуляции с животными проводились согласно 
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 Experimtntal and other Scientific Purposes 
(ETS 123), Strasbourg, 1986).

Способность аМККМ усиливать регенерацион-
ные сигналы и адресно доставлять их в ткань по-
врежденной печени изучали на модели обширной 
(70–75%) резекции печени (ОРП) у крыс, которая 
сопровождается активацией механизмов гипертро-
фической регенерации с выраженной митотической 
активностью гепатоцитов в оставшейся части орга-
на [18].

Перед моделированием ОРП оперируемых крыс 
(n = 65) наркотизировали ингаляционно диэтило-
вым эфиром, затем с соблюдением правил асептики 
и антисептики вскрывали брюшную полость, выво-
дили печень в рану и последовательно накладывали 
лигатуры на основания срединной, левой боковой и 
правой верхней долей печени, после чего их удаля-
ли (всего 70–75% общей массы печени). Операцию 
и последующие исследования всегда проводили в 
период с 10 до 12 часов, когда суточный ритм ми-
тотической активности клеток печени минимален. 
В раннем послеоперационном периоде у опериро-
ванных животных всегда развивалась клиническая 
картина острой печеночной недостаточности.

Для доказательства возможности усиления ре-
генерационной активности клеток в поврежденной 
печени с помощью аМККМ использовали в качестве 
доноров здоровых крыс без ОРП (n = 12). Из костного 
мозга этих крыс получали несортированную моно-
нуклеарную (гемопоэтическую) фракцию клеток для 
последующего введения в дозе 30–35 × 106 клеток 
крысам с ОРП. Все животные после ОРП были раз-
делены на 3 группы: группа 1 – контрольная (n = 25), 
в которой крысам однократно внутрибрюшинно 
вводили по 1,0–1,5 мл физиологического раствора; 
группа 2 (n = 25) и группа 3 (n = 15) – опытные, в 
которых через 3–5 часов после моделирования ОРП 
однократно внутрибрюшинно вводили несортиро-
ванные мононуклеарные ККМ (30–35 × 106 клеток в 
1,5 мл физиологического раствора), причем в груп-
пе 2 – свежевыделенные интактные (иМККМ), а в 
группе 3 – аМККМ. аМККМ получали путем инку-
бации свежевыделенных МККМ в консервирующем 
ион-сбалансированном растворе Кустодиол (раствор 
НТК – Бредшнейдера) при температуре 4–6 °С в те-
чение 48 часов, т. к., согласно нашим исследовани-
ям [19], при указанных режимах хранения содержа-
ние аМККМ (клеток-секретом) в состоянии раннего 
обратимого апоптоза было достоверно выраженным 
и достигало 44,8 ± 0,9%, а содержание аМККМ в 
состоянии позднего необратимого апоптоза в составе 
клеточного пула не превышало 2–8% (р < 0,02).

Динамику восстановления печеночного гомео-
стаза в организме крыс после ОРП и введения ККМ 
(интактных и апоптотических) исследовали стан-
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дартными методами на биохимическом анализаторе 
Arik-test (Германия) по содержанию в сыворотке кро-
ви в раннем послеоперационном периоде (в течение 
14 суток) общего количества белка и билирубина. 
Также измеряли активность печеночных ферментов 
цитолиза: аланиновой аминотрансферазы (АлАТ), 
аспарагиновой аминотрансферазы (АсАТ) и щелоч-
ной фосфатазы (ЩФ). Оценивали темп преодоления 
критической массы остатка печени и восстановле-
ния его до исходных значений после ОРП в течение 
20–22 суток. Для этого у каждого оперированного 
животного сразу после ОРП взвешивали резециро-
ванную часть печени, которую принимали за 70% от 
общей массы печени, затем на основании результатов 
взвешивания рассчитывали исходную массу печени 
для каждого животного. Далее на каждом исследу-
емом сроке эксплантировали оставшуюся печень, 
путем взвешивания определяли ее массу, и получен-
ные значения сравнивали с рассчитанной исходной 
массой печени для данного животного.

Степень выраженности индукционного воздейст-
вия ОРП на восстановительные процессы в печени 
при моделировании критической травмы (группа 1), 
а также изменение характера восстановительных 
процессов в печени после ОРП на фоне введения 
иМККМ (группа 2) и аМККМ (группа 3) определяли 
количественно по степени изменения микрострук-
турного состояния клеток печени в гистологических 
препаратах. Для этого в группах 1, 2 и 3 исследова-
ли митотическую активность гепатоцитов в остатке 
печени через 24, 36, 48 и 72 часа, а также на 5, 7 и 
10-е сутки после ОРП. В указанные сроки иссекали 
печень и готовили из нее гистологические препараты, 
окрашивая тканевые срезы гематоксилином и эози-
ном. Проводили гистологический анализ препаратов 
(микроскоп фирмы Leica DM, Германия), а также 
определение в 30 полях зрения количества делящихся 
гепатоцитов с последующим расчетом митотического 
индекса (МИ) в промилле (‰).

Достоверность различия исследуемых показате-
лей в сравниваемых группах оценивали с помощью 
параметрического критерия Стьюдента при р < 0,05.

реЗУльтАты
Сравнительное исследование восстановления 

показателей печеночного гомеостаза в 3 группах 
показало, что в контрольной группе 1 из 25 крыс 
погибло 5 животных в течение первых 5 суток пос-
ле резекции печени (летальность составила 20%). 
В опытных группах 2 и 3 (введение иМККМ (n = 25) 
и аМККМ (n = 15) соответственно) погибших жи-
вотных не было в течение всего срока наблюдения. 
Отсутствие летальности в этих группах сопровож-
далось более высоким темпом восстановления пе-
ченочного гомеостаза в организме, что выражалось 

в более ранней нормализации показателей общего 
белка и цитолитических ферментов (АлАТ, АсАТ и 
ЩФ) в сыворотке крови по сравнению с группой 1.

Установлено, что у крыс 2-й и 3-й групп показа-
тели цитолиза, как и в группе 1, нарастали в течение 
первых 3 суток, но затем в группе 3 более резко, чем 
в группе 2, стабилизировались и восстанавливались 
уже к 10–14-м суткам. Сниженный уровень общего 
белка после ОРП в этих группах также восстанавли-
вался к концу срока наблюдения (14-е сутки), тогда 
как в контрольной группе нормализации всех ис-
следуемых показателей не наступало к концу срока 
наблюдения. Более высокий темп восстановления 
печеночного гомеостаза в организме в группах 2 
и 3 по сравнению с контролем можно объяснить 
более высокой активностью восстановительных и 
пролиферативных процессов в клетках оставшейся 
части печени, которая была обусловлена введением 
иМККМ и аМККМ. Действительно, при сравнитель-
ном изучении митотической активности гепатоци-
тов в печени после ОРП во всех трех исследуемых 
группах было установлено быстрое повышение ми-
тотической активности гепатоцитов по сравнению с 
исходным уровнем (до ОРП митотический индекс – 
МИ составлял 0,2–0,3‰). При этом темп развития 
и степень выраженности подъема митотической 
активности во 2-й и 3-й группах были выше, чем в 
контрольной группе (рис. 1).

Так, в группе 1 (контроль) значение митотиче-
ского индекса достигало максимума 5,378‰ (36 ми-

Рис 1. Динамика изменения митотического индекса (МИ) 
гепатоцитов в печени крыс после обширной резекции пе-
чени (‰) в 3 группах опытов. * – р < 0,05 по сравне-
нию с контролем; # – р < 0,05 по сравнению с введением 
аМККМ

Fig. 1. Changes in mitotic index in hepatocytes in the liver 
of rats after ELR (‰) in 3 experimental groups. * – p < 0.05 
compared to control; # – p < 0.05 compared to injection of 
apoptotic BMMCs



89

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

тозов на 6653 клетки) через 48 часов после ОРП. 
В группе 2 МИ через 48 часов составлял 6,11‰ 
(60 митозов на 8448 клеток) с максимумом 10,5‰ 
через 72 часа (93 митоза на 8858 клеток). В груп-
пе 3 значения МИ достигали максимума уже через 
24 часа после моделирования ОРП. В среднем это 
составляло 14‰ (135 митозов на 9762 клеток), но в 
отдельных экспериментах МИ достигал 20,9‰. Та-
ким образом, из максимальных значений МИ в трех 
исследуемых группах следует, что аМККМ практи-
чески в 1,5 раза повышают митотическую активность 
гепатоцитов по сравнению с введением иМККМ и 
почти в 3 раза повышают митотическую активность 
гепатоцитов по сравнению с контролем. Важно от-
метить, что аМККМ не только более интенсивно, но 
и ускоренно реализуют свой регуляторный эффект 

(уже через 24 часа после моделирования ОРП) по 
сравнению с контролем и применением свежевыде-
ленных ККМ. Этот факт может быть обусловлен тем, 
что аККМ сразу после введения в организм обеспечи-
вают доставку и продукцию уже образовавшегося в 
апоптотических клетках комплекса многочисленных 
рост-стимулирующих сигнальных молекул и регуля-
торных факторов [20], которые обеспечивают более 
раннюю интенсивную активацию восстановитель-
ных и пролиферативных процессов в очаге повреж-
дения. Максимально высокую и раннюю активацию 
митотической активности гепатоцитов в ткани пече-
ни после моделирования ОРП и применения аМККМ 
демонстрирует также рис. 2.

Видно, что через 24 часа только в группе 3 при 
введении аМККМ (рис. 2, г) наступала ранняя 

 

 

Рис. 2. Митотическая активность гепатоцитов в печени крыс до и через 24 часа после ОРП и введения МККМ: 
а – исходный уровень (до ОРП); б – группа 1 (контроль), введение физиологического раствора; в – группа 2, введение 
иМККМ; г – группа 3, введение аМККМ. Стрелками указаны гепатоциты на разных стадиях митоза. Окраска гема-
токсилином и эозином, ×200

Fig. 2. Hepatocyte mitotic activity in rat liver before and 24 hours after ELR and injection of BMMCs: а – baseline (before 
ELR); б – group 1 (control), saline injection; в – group 2, injection of intact BMMCs; г – group 3, injection of apoptotic 
BMMCs. Arrows indicate hepatocytes at different stages of mitosis. H&E stain, 200× magnification

а б

в г
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и максимальная активация митотической активнос-
ти гепатоцитов, тогда как в опытах с применением 
свежевыделенных иМККМ (рис. 2, в) митотическая 
активность только начинала усиливаться. В контроле 
(рис. 2, б) с введением физиологического раство-
ра митотическая активность на этом сроке вообще 
отсутствовала, но максимально усиливалась только 
через 48 часов. Кроме того, в клетках печени крыс 
в группах 2 и 3 через 24 часа после моделирования 
ОРП появляются признаки диффузной мелкокапель-
ной вакуольной дистрофии гепатоцитов, что, как из-
вестно [21], является морфологическим маркером 
развивающейся аутофагии клеток. При этом наиболь-
шая выраженность аутофагии клеток печени (рис. 3) 

отмечалась через 48 часов в группе 3 с введением 
аМККМ (рис. 3, г).

Морфологическое исследование печени под-
тверждает более выраженную способность аМККМ 
по сравнению с иМККМ стимулировать в клетках 
адаптивные изменения на начальных сроках после 
повреждения для оптимальной энергетической пе-
рестройки метаболизма в клетках и раннего запус-
ка восстановительных и митотических процессов в 
поврежденном органе [2].

Еще одним подтверждением более выраженного 
индукционного воздействия аМККМ на регенера-
ционные процессы в печени по сравнению с иМК-
КМ служит динамика восстановления массы печени  

 

 

Рис. 3. Гистологическая структура печени крыс до и через 48 часов после моделирования ОРП и введения МККМ. 
Изменение морфологии гепатоцитов: а – исходное состояние (до ОРП); б – группа 1 (контроль), введение физиологи-
ческого раствора; в – группа 2, введение иМККМ; г – группа 3, введение аМККМ. Стрелками указаны гепатоциты на 
разных стадиях митоза. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 3. Histological structure of the rat liver before and 48 hours after ELR modeling and BMMNC injection. Changes in 
hepatocyte morphology: а – baseline (before ELR), б – group 1 (control), saline injection; в – group 2, injection of intact 
BMMCs; г – group 3, injection of apoptotic BMMCs. Arrows indicate hepatocytes at different stages of mitosis. H&E stain, 
200× magnification

а б

в г
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в трех исследуемых группах животных с моделиро-
ванием ОРП (рис. 4).

Наиболее ускоренный темп восстановления мас-
сы печени наблюдается в группе 3, где через 3–5 ча-
сов после ОРП внутрибрюшинно вводили аМККМ 
в дозе 30–35 × 106 клеток. Восстановление массы 
печени в этой группе наступало к 8–10-м суткам. 
Введение иМККМ в той же дозе в группе 2 также 
ускоряло репаративные процессы в остатке резеци-
рованной печени, но восстановление массы печени 
до исходных значений в этой группе происходило 
на 12–14-е сутки, т. е. восстановление происходило 
в более замедленном темпе. В группе 1 (контроль) 
восстановление массы печени при введении физио-
логического раствора наблюдалось на 17–20-е сут-
ки. Ранее мы показали [22], что внутрибрюшинное 
введение крысам общей РНК в дозе 30 мкг / 100 г 
веса, полученной из свежевыделенных иМККМ, так-
же интенсифицировало регенеративную активность 
клеток печени после моделирования ОРП. При этом 
регенерационный ответ печени на введение общей 
РНК из иМККМ был выше, чем на введение свеже-
выделенных иМККМ. Так, при введении общей РНК 
из иМККМ значение МИ через 48 часов составило 
23,4‰, а при введении иМККМ – 6,96‰, а восста-
новление массы печени наступало на 10–12-е сутки 
и на 14–18-е сутки соответственно. Сходство в на-
правленности и более высокой результативности ре-
гуляции восстановительных процессов при введении 

общей РНК как из свежевыделенных иМККМ, так и 
из аМККМ – по сравнению со свежевыделенными 
иМККМ позволяет предположить следующий меха-
низм. В процессе выделения общей РНК из иМККМ 
эти клетки также подвергаются воздействию апоп-
тоза. Развитие апоптоза клеток, как известно, спо-
собствует появлению у таких клеток способности 
продуцировать многочисленные и разнообразные па-
ракринные факторы, включая различные типы РНК 
и микроРНК [9, 15]. Накапливающиеся паракринные 
факторы апоптотических клеток и оказывают допол-
нительно мощное стресс-регуляторное воздействие 
на восстановительные процессы в поврежденных 
органах.

Полученные результаты, по нашему мнению, 
свидетельствуют о том, что аМККМ, введенные в 
организм на фоне ОРП, действуют в рамках неспе-
цифического адаптационного синдрома клеточных 
систем как адекватный эволюционно выработанный 
адаптоген. Этот адаптоген предназначен включать 
и оптимизировать резервы выживания клеток в по-
врежденном органе путем резкого и ускоренного пе-
реключения в них эволюционно запрограммирован-
ных механизмов гибели клеток (таких как аутофагия 
и обратимый апоптоз) на пролиферацию клеток. Воз-
можность существования в клетках таких механиз-
мов переключения, находящихся в коактивированном 
состоянии, обсуждается в работах [23, 24].

ЗАКлЮчеНие
Из полученных результатов следует:

– на ранних сроках после моделирования обшир-
ной резекции печени аМККМ и свежевыделенные 
иМККМ усиливают митотическую активность 
клеток печени по сравнению с контролем (введе-
ние физиологического раствора). Однако выра-
женность усиления активационного воздействия 
на пролиферацию клеток печени при использо-
вании аМККМ существенно выше, чем при ис-
пользовании иМККМ. При внутрибрюшинном 
введении аМККМ параметр МИ достигает мак-
симальных значений через 24 часа, тогда как при 
введении иМККМ – только через 72 часа;

– ранняя вакуолизация цитоплазмы гепатоцитов в 
печени после моделирования ОРП, являющаяся 
морфологическим маркером аутофагии клеток и 
отражающая активацию эволюционно запрограм-
мированного процесса их адаптации на повреж-
дение, развивается во всех группах опытов уже 
через 24 часа, но более интенсивно через 48 часов. 
Более выраженная ранняя вакуолизация в груп-
пе 3 (введение аМККМ) по сравнению с группой 2 
(иМККМ) и группой 1 (физиологический раствор) 
свидетельствует о более высоких регуляторных 
возможностях аМККМ;

Рис. 4. Динамика восстановления массы печени крыс 
после ее обширной резекции в 3 группах опытов: с введе-
нием физиологического раствора, с введением иМККМ и 
с введением аМККМ (в граммах). * – р < 0,05 по сравне-
нию с контролем; # – р < 0,05 по сравнению с введением 
аМККМ

Fig. 4. Recovery of rat liver mass after extended resection in 
3 experimental groups: with saline injection, with injection 
of intact BMMCs and with injection of apoptotic BMMCs 
(in grams). * – p < 0.05 compared to control; # – p < 0.05 
compared to injection of apoptotic BMMCs
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– аМККМ и иМККМ обеспечивают адресную пе-
редачу регенерационных сигналов в резецирован-
ную печень и ускоряют в ней регенерационный 
процесс. Однако темп ускорения репаративных 
процессов и сроки восстановления массы пече-
ни до исходных значений при введении аМККМ 
были выше (8–10-е сутки), чем при использова-
нии иМККМ (12–14-е сутки) и физиологического 
раствора (18–20-е сутки).
Все вышеизложенное позволяет считать, что 

аМККМ за счет приобретения ими более мощного 
регуляторного стресс-индуцированного потенциала 
в отличие от иМККМ обладают более выраженными 
адаптирующими и регуляторными свойствами, кото-
рые создают в организме более прочный фундамент 
для осуществления адресной и более эффективной 
регенерационной программы. Рост интенсивности 
адаптирующего воздействия аМККМ за счет выде-
ления многочисленных и разнообразных паракрин-
ных факторов (в том числе различных типов РНК) 
способствует ранней и более эффективной активации 
процессов аутофагии клеток печени после ОРП, ко-
торые и индуцируют отчетливое повышение регене-
рационной активности, а также сокращение сроков 
восстановления массы резецированной печени до 
исходных значений.
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тКАНеиНЖеНерНые СОСУдиСтые ЗАПлАты – 
СрАВНительНАЯ ХАрАКтериСтиКА и реЗУльтАты 
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Проведение каротидной эндартерэктомии с использованием заплаты – наиболее эффективный способ лече-
ния стеноза сонной артерии. Однако применение существующих сосудистых заплат часто ассоциировано 
с возникновением тромбоза, рестеноза, кальцификации и других осложнений. Цель исследования: разра-
ботать биодеградируемые заплаты для артериальной реконструкции, содержащие в своем составе VEGF 
или RGD, и в сравнительном аспекте оценить их биосовместимость и эффективность в экспериментах 
in vitro и в ходе преклинических испытаний на модели крупных лабораторных животных. Материалы 
и методы. Биодеградируемые заплаты из смеси полигидроксибутирата/валерата (poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate, PHBV) и поликапролактона (poly(ε-caprolactone), PCL) изготовлены методом элек-
троспиннинга и модифицированы фактором роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth factor, 
VEGF) или пептидной последовательностью аргинин–глицин–аспарагиновая кислота (RGD) в различных 
конфигурациях. В экспериментах in vitro оценивали структуру поверхности, физико-механические и ге-
мосовместимые свойства. В экспериментах in vivо оценивали эффективность разработанных сосудистых 
заплат в течение 6 месяцев после имплантации в сонную артерию 12 овец. Качество ремоделирования 
изучали с помощью гистологического и иммунофлуоресцентного исследований эксплантированных образ-
цов. Результаты. Заплаты PHBV/PCL/VEGF обладали физико-механическими характеристиками, более 
приближенными к аналогичным показателям нативных сосудов, а методика их биофункционализации 
приводила к наименьшему падению прочностных показателей относительно немодифицированных ана-
логов PHBV/PCL. Модифицирование RGD-пептидами в 2 раза снижало прочность полимерных заплат, не 
оказывая влияния на их упруго-деформативные свойства. Инкорпорирование VEGF в полимерные волокна 
снижало агрегацию тромбоцитов при контакте с поверхностью заплат PHBV/PCL/VEGF и не увеличивало 
гемолиз эритроцитов. Спустя 6 месяцев имплантации в сонную артерию овец на основе заплат PHBV/
PCL/VEGF формировалась полноценная новообразованная сосудистая ткань без признаков сопутствую-
щего воспаления и кальцификации, что свидетельствует о высокой эффективности инкорпорированного 
в состав заплаты сосудистого эндотелиального фактора роста. Напротив, заплаты, модифицированные 
различными конфигурациями RGD-пептидов, объединяло наличие гиперплазии неоинтимы и хроническое 
гранулематозное воспаление, присутствовавшее в стенке заплат и развившееся в процессе биорезорбции 
полимерного каркаса. Заключение. Заплаты PHBV/PCL/VEGF обладали лучшей биосовместимостью и 
более пригодны для реконструкции сосудистой стенки по сравнению с PHBV/PCL/RGD.
Ключевые  слова:  сосудистая  заплата, тканевая инженерия,  полигидроксибутират/валерат, 
поликапролактон, фактор роста эндотелия  сосудов, RGD-пептиды, биодеградируемые полимеры, 
эндотелизация.
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ВВедеНие
Сердечно-сосудистые заболевания являются ос-

новной причиной смертности и инвалидизации на-
селения всего мира. При этом лидерство сохраняется 
за атеросклерозом, вследствие которого происходит 
образование и увеличение атероматозной бляшки, 
что приводит к нарушению проходимости сосуда и 
ухудшению кровоснабжения тканей. При этом ате-
росклероз внутренней сонной артерии (ВСА), при-
водящий к каротидному стенозу, является причиной 
10–15% всех случаев инсульта [1].

Основными способами хирургического лечения 
стеноза сонной артерии являются каротидная эндар-
терэктомия (КЭА) и стентирование [2]. В свою оче-
редь, КЭА является «золотым стандартом» хирурги-
ческого лечения и профилактики острого нарушения 
мозгового кровообращения, демонстрируя сущест-

венное преимущество у асимптомных и симптом-
ных больных с высокой степенью стеноза ВСА [2]. 
Однако наличие пролонгированных бляшек затруд-
няет выполнение данной процедуры стандартным и 
наиболее часто применяемым на практике эверсион-
ным способом каротидной эндартерэктомии. В связи 
с этим хирурги вынуждены прибегать к закрытию 
артериотомного доступа с помощью заплаты [3, 4].

На сегодняшний день опубликовано большое 
количество работ со сравнительными результатами 
реконструкции сонной артерии с использованием 
биологических и синтетических заплат. S. Ren с кол-
легами не выявили разницы по частоте смертности, 
инсульта и рестеноза при использовании аутовены, 
PTFE и Dacron [5]. Однако среднее время оператив-
ного вмешательства было значительно больше при 
использовании PTFE или Dacron за счет длительного 

TiSSue-enGineered vaScular PaTcheS:  
cOmParaTive characTeriSTicS and Preclinical TeST 
reSulTS in a SheeP mOdel
L.V. Antonova1, A.V. Mironov1, A.R.  Shabaev1, V.N.  Silnikov2, E.O. Krivkina1, 
V.G. Matveeva1, E.A. Velikanova1, E.A.  Senokosova1, M.Yu. Khanova1, V.V.  Sevostyanova1, 
T.V. Glushkova1, R.A. Mukhamadiyarov1, L.S. Barbarash1
1 Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation
2 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Novosibirsk, Russian Federation

Carotid endarterectomy (CEA) with patch angioplasty is the most effective treatment for carotid artery steno-
sis. However, the use of existing vascular patches is often associated with thrombosis, restenosis, calcification 
and other complications. Objective: to develop biodegradable patches for arterial reconstruction, containing 
vascular endothelial growth factor (VEGF) or arginyl-glycyl-aspartic acid (RGD), and comparatively evaluate 
their biocompatibility and efficacy in in vitro experiments and during preclinical trials in large laboratory animal 
models. Materials and methods. Biodegradable patches, made from a mixture of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate (PHBV) and poly(ε-caprolactone) (PCL), were fabricated by electrospinning and modified with 
VEGF or the peptide sequence RGD in different configurations. In in vitro experiments, the surface structure, 
physicomechanical and hemocompatibility properties were evaluated. In in vivo experiments, we evaluated the 
effectiveness of the developed vascular patches for 6 months after implantation into the carotid artery of 12 sheep. 
The quality of remodeling was assessed using histological and immunofluorescence studies of explanted speci-
mens. Results. The PHBV/PCL/VEGF patches had physicomechanical characteristics closer to those of native 
vessels and their biofunctionalization method resulted in the smallest drop in strength characteristics compared 
with their unmodified PHBV/PCL counterparts. Modification with RGD peptides reduced the strength of the 
polymer patches by a factor of 2 without affecting their stress-strain behavior. Incorporation of VEGF into poly-
mer fibers reduced platelet aggregation upon contact with the surface of the PHBV/PCL/VEGF patches and did 
not increase erythrocyte hemolysis. At month 6 of implantation into the carotid artery of sheep, the PHBV/PCL/
VEGF patches formed a complete newly formed vascular tissue without signs of associated inflammation and 
calcification. This indicates the high efficiency of the VEGF incorporated into the patch. In contrast, the patches 
modified with different configurations of RGD peptides combined the presence of neointimal hyperplasia and 
chronic granulomatous inflammation present in the patch wall and developed during bioresorption of the polymer 
scaffold. Conclusion. PHBV/PCL/VEGF patches have better biocompatibility and are more suitable for vascular 
wall reconstruction than PHBV/PCL/RGD patches.
Keywords:  vascular  patch,  tissue  engineering,  poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate, 
poly(ε-caprolactone),  vascular  endothelial  growth  factor, RGD peptides,  biodegradable  polymers, 
endothelization.
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гемостаза при кровотечениях из проколов иглы, тогда 
как в случае ангиопластики сонной артерии биоло-
гическим материалом (ксеноперикардом) отмечено 
значительное снижение кровотечений через проколы 
иглы. При этом использование искусственных заплат 
ассоциировано с инфицированием и тромбозом, а 
ксеноперикарда – с высоким риском кальцифика-
ции [5].

В недавнем метаанализе восьми рандомизиро-
ванных контролируемых исследований по оценке 
эффективности использования заплат PTFE, Dacron 
и бычьего перикарда не обнаружено достоверных 
различий по широкому спектру осложнений, включая 
стеноз в отдаленном периоде [6].

По данным отечественных авторов, частота пе-
риоперационных инсультов в группе с пластикой 
артерии ксеноперикардом составила 1,5%, а ише-
мических инсультов в ранний послеоперационный 
период – 0,26%, при этом данные осложнения не вы-
явлены в группе с заплатами PTFE [7]. В отдаленные 
сроки наблюдения частота развития гемодинамиче-
ски значимых рестенозов ВСА более 70% была выше 
при использовании заплат из PTFE (31,2%), чем при 
применении ксеноперикардиальных лоскутов (9,8%).

Тканеинженерные сосудистые заплаты помогут 
избежать проблем, возникающих при использовании 
существующих материалов, благодаря восстанов-
лению собственных тканей в месте имплантации. 
Для достижения такого результата биодеградируе-
мый матрикс должен обладать высокой биосовмес-
тимостью, обеспечивать миграцию клеток в толщу 
материала, их пролиферацию и дифференцировку. 
При этом необходимость быстрого формирования из 
аутологичных клеток эндотелиального монослоя на 
внутренней поверхности заплат потребовала поиска 
способов стимуляции этого процесса. В ряде работ 
было показано, что большой потенциал в стимуляции 
эндотелизации и регенерации сосудистой стенки на 
основе тканеинженерного матрикса имеет фактор 
роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 
factor, VEGF) [8, 9]. Являясь основным ангиогенным 
фактором роста, VEGF стимулирует миграцию и вы-
живание эндотелиальных клеток, а также привлече-
ние прогениторных клеток из тока крови [10, 11].

Пептиды с последовательностью аргинил–гли-
цил–аспарагиновая кислота (RGD) присутствуют 
в составе большинства белков внеклеточного мат-
рикса. RGD-последовательность можно считать об-
щим интегрин-связывающим мотивом [12]. Тем не 
менее тропность к эндотелиальным клеткам делает 
RGD идеальными агентами для модифицирования 
тканеинженерных конструкций, контактирующих 
с кровью и требующих скорейшей эндотелизации 
поверхности. При этом для модифицирования можно 
использовать как пептидные последовательности, 
полученные в ходе процедуры экстракции из при-

родного материала, так и искусственно синтезиро-
ванные. Последние имеют ряд преимуществ: снижен 
риск иммунного ответа и инфекции, который может 
быть связан с недостаточной степенью очистки при-
родного материала. При сравнении функциональных 
свойств естественных RGD-содержащих белков и их 
искусственных аналогов последние оказались более 
эффективны [13].

Таким образом, используемые на сегодняшний 
день заплаты не могут в полной степени удовлетво-
рить потребности сосудистой хирургии, в том чис-
ле из-за отсутствия функциональной активности в 
плане формирования новообразованной сосудистой 
ткани на своей основе. Поэтому вопрос выбора за-
платы, которая отвечала бы всем требованиям, необ-
ходимым для снижения риска развития осложнений в 
раннем и отдаленном послеоперационных периодах, 
остается по-прежнему актуальным.

Цель исследования – разработать биодегради-
руемые заплаты для артериальной реконструкции, 
содержащие в своем составе VEGF или RGD, и в 
сравнительном аспекте оценить их биосовмести-
мость и эффективность в экспериментах in vitro и в 
ходе преклинических испытаний на модели крупных 
лабораторных животных.

МАтериАлы и МетОды
1. изготовление биодеградируемых 
заплат с veGf

Полимерные матриксы изготавливали методом 
эмульсионного электроспиннинга на установке 
Nanon-01A (MECC CO, Япония) по протоколу, опи-
санному ранее [14]. Готовили смесь полимеров 5% по-
лигидроксибутират/валерат (poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate; PHBV, Sigma-Aldrich, США) 
и 10% поликапролактон (poly(ε-caprolactone), PCL, 
Sigma-Aldrich, США) в трихлорметане в соотноше-
нии 1 : 2. Далее в полимерный раствор в соотно-
шении 20 : 1 вводили сосудистый эндотелиальный 
фактор роста VEGF (Sigma-Aldrich, США), разведен-
ный в физиологическом растворе до концентрации  
10 мкг/мл. Эмульсионный электроспиннинг про-
водили при следующих параметрах: напряжение – 
20 кВ, скорость подачи раствора – 0,5 мл/ч, скорость 
вращения коллектора – 200 об/мин, расстояние до 
коллектора – 15 см, игла – 22G. В качестве коллек-
тора использовали металлический штифт диаметром 
8,0 мм. Перед снятием со штифта матрикс разрезали 
вдоль и снимали отслаивающими движениями.

В качестве группы контроля выступили немо-
дифицированные заплаты, изготовленные методом 
электроспиннинга из полимерной смеси PHBV/PCL 
в трихлорметане в соотношении 1 : 2.

В качестве группы сравнения использовали ксе-
ноперикардиальный лоскут «КемПериплас-Нео» 
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(ЗАО «НеоКор», Россия), который в настоящее вре-
мя активно используется в клинике при проведении 
каротидной эндартерэктомии в качестве сосудистой 
заплаты.

2. Оценка распределения veGf 
в процессе инкорпорирования в состав 
биодеградируемых заплат PhBv/Pcl

Для оценки предполагаемой картины распреде-
ления VEGF, вводимого в жидкой фазе в раствор 
полимера, применена аналоговая технология инкор-
порирования в состав PHBV/PCL-матрикса бычьего 
сывороточного альбумина (BSA), меченого флуо-
рохромной меткой. Для этого раствор PHBV/PCL 
в хлороформе смешивали с раствором BSA-Texas 
Red® (Invitrogen, США) в фосфатно-солевом буфере 
(10 мкг/мл) в соотношении 20 : 1. Электроспиннинг 
проводили при напряжении 20 кВ, скорости подачи 
0,5 мл/ч, в качестве коллектора использовали пред-
метное стекло для микроскопии. Полученные образ-
цы исследовали на микроскопе Axio Imager A1 (Carl 
Zeiss, Германия) с использованием светофильтра 
BP 546/12 FT 580 LP 590.

3. изготовление биодеградируемых 
заплат с rGd и детекция 
аргининсодержащего пептида 
на поверхности заплат

Полимерные матриксы изготавливали методом 
электроспиннинга на установке Nanon-01A (MECC 
CO, Япония) по протоколу, описанному ранее [15].

Перед модификацией RGD-пептидами с поверх-
ности матриксов PHBV/PCL удаляли остатки масел 
и пыли, используя смесь 2-пропанола и воды в со-
четании 1 : 1 с дальнейшим промыванием деиони-
зированной водой. С целью активации полимерных 
поверхностей матриксы обрабатывали 10% этилен-
диамином (ЭДА), растворенным в 2-пропаноле при 
37 °C в течение 1 часа. Затем матриксы тщательно 
промывали 0,3% раствором Tween-20 в деионизиро-
ванной воде и высушивали на воздухе.

Далее в соответствии с ранее описанной методи-
кой проводили первичную модификацию поверх-
ности заплат аминогруппами, используя в качестве 
линкерной группы амин 4,7,10-триокса-1,13-триде-
кандиамин (Sigma-Aldrich, США) [16]. Дальнейшую 
модификацию поверхности заплат PHBV/PCL осу-
ществляли RGD-содержащими пептидами произ-
водства «НаноТех-С» (Россия): RGDK (P1), АhRGD 
(P2), c[RGDFK] (P3) [16]. Таким образом, было по-
лучено 3 разновидности RGD-модифицированных 
заплат: PHBV/PCL/P1, PHBV/PCL/P2, PHBV/PCL/P3.

Методика определения наличия аргининсодер-
жащего пептида была проведена по методу Сака-

гуччи [17]. В качестве положительного контроля 
использовали раствор аргинина / аспарагиновой 
кислоты (1 мг/мл в деионизированной воде). Рефе-
ренсные значения были взяты из работы Sedaghati et 
al. [18]. Окрашивание образца в оранжево-красный 
цвет свидетель ствовало о наличии гуанидиниевой 
группы аргинина.

4. Оценка структуры поверхности 
сосудистых заплат до и после 
имплантации в сонную артерию овец

До имплантации образцы заплат PHBV/PCL, 
PHBV/PCL/VEGF, PHBV/PCL/RGD и «КемПе-
риплас-Нео» размером 0,5 × 0,5 см подвергали золо-
то-палладиевому напылению с получением покрытия 
толщиной 15 нм при использовании системы для 
напыления EM ACE200 (Leica Mikrosysteme GmbH, 
Австрия) и изучали на сканирующем электронном 
микроскопе S-3400N (Hitachi, Япония) в условиях 
высокого вакуума при ускоряющем напряжении 
10 кВ.

5. Физико-механические испытания 
сосудистых заплат

Вырубку образцов немодифицированных и моди-
фицированных заплат (n = 6 в каждой группе) осу-
ществляли в продольном направлении. Механиче-
ские свойства сосудистых заплат PHBV/PCL/VEGF 
и PHBV/PCL/RGD оценивали в условиях одноосного 
растяжения образцов на универсальной испытатель-
ной машине (Zwick/Roell, Германия) по методике, 
описанной ранее [14]. Оценку прочности и упруго-
деформативных свойств проводили с использова-
нием датчика с номинальной силой 50 N и скорости 
перемещения траверсы при испытании 10 мм/мин. 
Прочность материала оценивали по максимальному 
напряжению при растяжении (МРа). Эластичность и 
жесткость материала оценивали по относительному 
удлинению, скорректированному с учетом характера 
разрушения образцов (%), и модулю Юнга (МРа). 
Для измерения толщины образцов использовали 
толщиномер с пределом допустимой погрешности 
±0,01 мм (измерительное усилие не более 1,5 N). 
В качестве контроля использовали сонную артерию 
овцы и внутреннюю грудную артерию человека 
(A. mammaria). Сегменты A. mammaria человека за-
бирали при проведении операции аортокоронарного 
шунтирования у пациентов, подписавших Договор 
информированного согласия на взятие материала. 
В качестве групп сравнения использовали ксенопе-
рикардиальный лоскут «КемПериплас-Нео» (ЗАО 
«НеоКор», Россия) и немодифицированные образцы 
PHBV/PCL. Вырубку образцов осуществляли в про-
дольном направлении.
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6. Оценка гемосовместимых свойств 
заплат

С целью оценки гемосовместимых свойств разра-
ботанных заплат исследовали гемолиз эритроцитов и 
агрегацию тромбоцитов после контакта свежей цит-
ратной крови и обогащенной тромбоцитами плазмы с 
поверхностью заплат. Исследования выполнены в со-
ответствии с методиками, описанными в статье [19].

7. имплантация биодеградируемых 
сосудистых заплат в сонную артерию 
овец

Серия экспериментов проведена на овцах эдиль-
баевской породы массой 42–45 кг, все животные – 
несуягные самки. Животные оперированы после-
довательно. При выполнении экспериментальных 
исследований руководствовались требованиями при-
казов № 1179 МЗ СССР от 10.10.1983 г., № 267 МЗ 
РФ от 19.06.2003 г., Правилами проведения работ 
с использованием экспериментальных животных, 
принципами Европейской конвенции (г. Страсбург, 
1986) и Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации о гуманном обращении с живот-
ными (1996). Работа одобрена локальным этическим 
комитетом ФГБНУ «Научно-исследовательский ин-
ститут комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний» (протокол № 15 от 11.09.2018 г.).

Была проведена имплантация в сонную артерию 
овец биодеградируемых сосудистых заплат PHBV/
PCL/VEGF (n = 3), PHBV/PCL/Р1 (n = 3), PHBV/PCL/
Р2 (n = 3) и PHBV/PCL/Р1 (n = 3). Размер заплат 
40,0 × 4,0 мм. Продолжительность наблюдения после 
имплантации составила 6 месяцев.

Анестезиологическое пособие: премедикация – 
ксилазин (Ксиланит) 0,05–0,25 мл на 10 кг массы жи-
вотного + атропин 1 мг в/м; вводный наркоз – 5–7 мг 
пропофола на 1 кг массы животного, в течение 90 се-
кунд после вводится атракурия безилат (Риделат) в/в, 
доза 0,5–0,6 мг/кг. Интубация трахеи эндотрахеаль-
ной трубкой диаметром 9,0. Поддержание наркоза: 
Севоран 2–4 об%, Риделат вводили путем непрерыв-
ной инфузии со скоростью 0,3–0,6 мг/кг/ч.

Мониторинг: АД, ЧСС, SpO2. ИВЛ: ЧД – 12–
15/мин, PEEP 7–9 mbar, ДО 6–8 мл/кг, FiO2 – 40–60%.

Основной этап: доступ к сонной артерии; систем-
ная гепаринизация – 5000 ЕД в/в; пережатие сонной 
артерии, продольный разрез сонной артерии дли-
ной 40 мм, имплантация сосудистых заплат разме-
ром 40 × 4 мм отдельными узловыми швами нитью 
Prolene 6/0 (Ethicon, США). Стандартный протокол 
профилактики воздушной эмболии и запуск кровото-
ка; ушивание раны нитью Vicril 2,0 (Ethicon, США); 
обработка шва клеем БФ, эноксапарин натрия под-
кожно 4000 анти-Ха МЕ/0,4 мл; экстубация.

Интраоперационное медикаментозное введение: 
инфузия 0,9% NaCl 500 мл – в/в капельно; Аксетин 
(цефуроксим) 1,5 г – в/в капельно.

Послеоперационное медикаментозное ведение: 
антибиотикотерапия (Аксетин (цефуроксим) 1,5 г – 
в/м 2 р/сут + эноксапарин натрия подкожно 4000 ан-
ти-Ха МЕ/0,4 мл в течение 5 дней. При доказанной 
проходимости сосудов с имплантированными запла-
тами: клопидогрел 75 мг перорально 1 р/сут + гепа-
рин натрия 5000 ЕД подкожно 2 р/сут).

Послеоперационный УЗ-скрининг проходимости 
сосудов с заплатами выполняли спустя 1 и 5 суток, 
далее – 1 раз в 3 месяца вплоть до предполагаемого 
срока вывода животного из эксперимента.

8. Гистологическое исследование 
эксплантированных образцов 
биодеградируемых сосудистых заплат

Эксплантированные образцы сосудистых заплат с 
прилегающими участками сонной артерии делили на 
2 части. Одну часть замораживали при температуре 
–140 °С для последующего иммунофлуоресцентно-
го исследования. Вторую часть использовали для 
осуществления гистологического исследования с ис-
пользованием окрасок гематоксилином-эозином, по 
Ван-Гизону и ализариновым красным С, технология 
которых описана ранее [14].

После каждого вида окрашивания все образцы 
исследовали с помощью световой микроскопии с 
использованием микроскопа AXIO Imager A1 (Carl 
Zeiss, Германия) при увеличении ×50, ×100 и ×200.

9. иммунофлуоресцентное исследование 
эксплантированных образцов 
биодеградируемых сосудистых заплат

Из замороженных участков эксплантированных 
сосудистых заплат изготовлены серийные криосре-
зы толщиной 8 мкм с помощью криотома (Thermo 
Scientific, США). Препараты фиксировали в 4% рас-
творе параформальдегида в течение 10 мин. Перед 
окраской на внутриклеточные маркеры проводили 
пермеабилизацию срезов обработкой раствором 
Triton-X100 (Sigma-Aldrich, США) в течение 15 мин. 
Далее срезы окрашивали первичными антителами в 
следующих сочетаниях: кроличьи антитела к CD31 
(Abcam, Великобритания) и мышиные антитела к 
α-актину гладкомышечных клеток (α-SMA, Abcam, 
Великобритания); кроличьи антитела к фактору 
фон Виллебранда (vWF, Abcam, Великобритания); 
кроличьи антитела к коллагену IV типа (Abcam, 
Великобритания) и мышиные антитела к коллагену 
I типа (Abcam, Великобритания); кроличьи антите-
ла к коллагену III типа (Novus Biologicals, США). 
Срезы инкубировали с антителами в течение ночи 
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при 4 °С, затем со вторичными антителами козы 
к IgG кролика, конъюгированными с Alexa Fluor 
488-conjugated (Thermo Fisher, США), и антителами 
козы к IgG мыши, конъюгированными с Alexa Fluor 
555-conjugated (Thermo Fisher Scientific, США), в 
течение 1 часа при комнатной температуре. На всех 
этапах окрашивания для промежуточной отмывки 
срезов использовали фосфатно-солевой буфер с до-
бавлением 0,1% Tween (Sigma-Aldrich, США). Для 
удаления автофлуоресценции срезы обрабатывали 
Autofluorescence Eliminator Reagent (Millipore, США) 
по методике производителя. Ядра контрастировали 
при помощи окраски DAPI (10 мг/мл, Sigma-Aldrich, 
США) в течение 30 минут. Окрашенные препараты 
заключали под покровное стекло с использованием 
монтирующей среды ProLong (Thermo Fisher, США). 
Препараты анализировали с помощью сканирующего 
лазерного микроскопа конфокального микроскопа 
LSM 700 (Carl Zeiss, Германия).

10. Статистическая обработка данных
Анализ полученных данных проводили с по-

мощью Prism (Graph Pad Software). Нормальность 

распределения оценивали критерием Колмогорова – 
Смирнова. При сравнении двух независимых групп 
использовали критерий Манна–Уитни. При сравне-
нии трех и более независимых групп применяли не-
параметрический критерий Краскела–Уоллиса, при 
попарном сравнении групп использовали критерий 
Данна. Достоверными считали различия при уровне 
значимости p < 0,05. Данные представлены в виде 
медианы и 25-го и 75-го процентиля Мe (25%; 75%).

реЗУльтАты
Для изготовления биодеградируемых сосудистых 

заплат с VEGF использована технология эмульсион-
ного электроспиннинга, с помощью которой можно 
вводить в состав полимерного волокна биологически 
активные молекулы, способные в дальнейшем конт-
ролируемо и стабильно высвобождаться из матрикса 
в процессе его резорбции [20–22].

Для оценки картины распределения VEGF, вво-
димого в жидкой фазе в раствор полимера, выпол-
нен аналоговый эксперимент с бычьим сывороточ-
ным альбумином, меченым флуорохромной меткой 
Texas Red и инкорпорированным в состав матрикса 
PHBV/PCL. На рис. 1, а, б, видно, что водные домены 

Рис. 1. Результаты тестов, подтверждающие включение/присоединение биологически активных пептидов в структу-
ру / к поверхности матрикса: а, б – инкорпорирование флуоресцентно меченого BSA в состав матрикса PHBV/PCL в 
процессе эмульсионного электроспиннинга: а – световая микроскопия, ×400; б – флуоресцентная микроскопия, ×400; 
в – результаты детекции RGD-пептидов на поверхности матриксов PHBV/PCL, полученные с использованием теста 
Сакагучи

Fig. 1. Test results confirming the incorporation/attachment of bioactive peptides into the structure/to the matrix surface:  
a, б – incorporation of fluorescein-labeled BSA into the PHBV/PCL scaffold during emulsion electrospinning: а – light mi-
croscopy (400×); б – fluorescence microscopy (400×); в – results of RGD peptide detection on the surface of PHBV/PCL 
scaffold obtained using Sakaguchi test

Вид RGD Матрикс – PHBV/PCL
Линкер – 4,7,10-триокса-1,13-тридекандиамин

RGDK

AhRGD

c[RGDFK]

PHBV/PCL без RGD

а

б

в

50 мкм

50 мкм
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с BSA-Texas Red равномерно распределены в толще 
полимерного волокна по всей его длине. При этом 
нарушения структуры волокна не выявлено.

Модифицирование RGD-пептидами биодегради-
руемых заплат PHBV/PCL, изготовленных методом 
электроспиннинга, было выполнено для биофункцио-
нализации внутренней поверхности заплат с целью 
привлечения и полноценной адгезии зрелых и про-
гениторных эндотелиальных клеток и формирования 
эндотелиального монослоя. Трипептид RGD выбран 
в качестве модифицирующего агента, так как являет-
ся сайтом клеточной адгезии и присутствует в струк-
туре большинства белков естественного внеклеточ-
ного матрикса. Посредством химического синтеза 
были получены три конфигурации RGD: RGDK (ли-
нейная конфигурация молекулы, последовательность 
Arg-Gly-Asp-Lys), AhRGD (линейная конфигурация 
молекулы, последовательность Ah-Arg-Gly-Asp и 
c[RGDFK] (циклическая конфигурация молекулы, 
последовательность c[Arg-Gly-Asp-Phe-Lys]).

При синтезе линейной молекулы RGDK исполь-
зовали L-лизин, который содержит две аминогруп-
пы (-NH2) и одну карбоксильную группу (-COOH) 
и используется для поверхностной модификации 
различных материалов с целью повышения их адге-
зивных свойств и улучшения биосовместимости [23]. 
При синтезе линейной молекулы AhRGD к базовому 
адгезивному трипептиду аргинин–глицин–аспара-
гиновая кислота был присоединен синтетический 
аналог L-лизина – аминокапроновая кислота (Ah). 
Аминокапроновая кислота используется в медицин-
ской практике как антифибринолитический препа-
рат в силу своей способности тормозить процесс 
фибринолиза. Циклические конфигурации RGD c 
постоянной геометрией молекулы, по литературным 
данным, способны демонстрировать максимальное 
сродство с клеточными рецепторами в сравнении 
с их линейными аналогами [24]. Поэтому третьей 
разновидностью RGD, использованного для проведе-
ние поверхностной модификации сосудистых заплат, 
стал циклический RGD-пептид c[RGDFK].

Ранее нами было доказано, что длина линкера 
значимо влияет на доступность RGD-пептидов для 
рецепторов клеток, поэтому в настоящей работе при 
аминолизе поверхности матриксов PHBV/PCL был 
использован протяженный гидрофильный линкер 
4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine [16]. Введение 
RGD-пептида выполняли посредством кросс-сши-
вающего реагента. Наличие пептидов на полимерной 
поверхности подтверждено с использованием теста 
Сакагучи на наличие аргинина (рис. 1, в) [17]. После 
ковалентной пришивки RGD-пептида светло-желтая 
окраска не исчезала после промывки образцов по-
лимерных заплат PHBV/PCL/RGD. Светло-желтое 
окрашивание немодифицированных аналогов PHBV/

PCL, не содержащих на своей поверхности RGD, 
исчезало при промывках.

Структурные особенности заплат
Сканирующая электронная микроскопия поверх-

ности биодеградируемых сосудистых заплат прове-
дена в сравнении с ксеноперикардиальной заплатой 
«КемПериплас-Нео» (ЗАО «Неокор», г. Кемерово), 
которая активно используется в клинике при эндар-
терэктомии внутренних сонных артерий. Показана 
сохранность нативной архитектоники ксеноперикар-
диального лоскута, заключавшаяся в рельефности, 
обусловленной извитостью коллагеновых волокон. 
Высокая плотность расположения коллагеновых во-
локон обусловила отсутствие пор.

Сканирующая электронная микроскопия поверх-
ности полимерных заплат до имплантации в сосудис-
тое русло показала, что все биодеградируемые об-
разцы, как немодифицированные, так и содержащие 
VEGF или RGD, имели высокопористую структуру 
и состояли из микроразмерных разнонаправленных 
волокон (рис. 2). Диаметр волокон PHBV/PCL/VEGF 
составил 1,47 ± 0,67 мкм и был в 1,8 раза меньше 
данного показателя для PHBV/PCL/RGD и немо-
дифицированных PHBV/PCL (2,64 ± 1,14 мкм; p < 
0,05), что связано с использованием эмульсионного 
электроспиннинга для изготовления заплат с VEGF.

Дополнительное модифицирование RGD не при-
водило к изменению архитектоники поверхности 
заплат (рис. 2).

Механические свойства заплат
Результаты механических испытаний демонс-

трируют, что прочность заплат PHBV/PCL/VEGF 
была в 1,7 раза меньше, чем у заплат PHBV/PCL, не 
содержащих VEGF (р < 0,05) (табл. 1). Однако при 
этом прочность PHBV/PCL/VEGF полностью соот-
ветствовала таковой у внутренней грудной артерии 
человека и в 1,9 раза превышала прочность сонной 
артерии овцы. Сила, прикладываемая к образцу до 
начала его разрушения, у заплат PHBV/PCL/VEGF 
была в 2,1 раза выше, чем у A. mammaria, в 1,9 раза 
выше, чем у сонной артерии овцы, и в 1,5 раза ниже, 
чем у образцов PHBV/PCL (р < 0,05). Отличия пока-
зателей между PHBV/PCL/VEGF и PHBV/PCL могут 
быть связаны с тем, что водные домены с ростовым 
фактором внутри волокна создают дополнитель-
ные точки, не способные выдерживать нагрузку. 
В этих местах чаще всего происходит повреждение 
полимерной нити, что и влечет за собой снижение 
прочности и уменьшение силы, необходимой для 
разрыва.

Также не наблюдали достоверного изменения 
относительного удлинения в полимерных заплатах 
после введения ростового фактора по сравнению  



101

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

Таблица 1
Физико-механические свойства полимерных заплат PHBV/PCL до и после инкорпорирования 
VEGF и модифицирования RGD в сравнении с лоскутом «КемПериплас-Нео» и A. mammaria. 

Данные представлены как Мe (25–75%)
Physicomechanical properties of PHBV/PCL polymer patches before and after VEGF incorporation 

or RGD modification in comparison with the KemPeriplas-Neo flap and A. mammaria. 
Data are presented as Me (25–75%)

Напряжение, 
MPa

Fmax, Н Относительное 
удлинение, %

Модуль Юнга, 
МПа

Толщина 
образца, мм

PHBV/PCL 3,9
(2,88–4,5)*/**■

3,0
(2,59–3,3)*/**■

102,7
(79,37–106,3)*/**■

21,8
(19,2–25,2)*/**■

0,4
(0,35–0,5)*

PHBV/PCL/VEGF 2,25
(2,14–2,6)**#■

1,97
(1,82–2,3)*#■

81,83
(77,0–103,4)*/**

16,9
(15,5–17,5)*/**■

0,43
(0,4–0,5)*

PHBV/PCL/RGD 1,2
(1,12–1,3)*#■

1,3
(1,2–1,4)#■

102,6
(80,38–144,1)*/**■

21,8
(20,15–23,9)*/**■

0,5
(0,49–0,5)*

Сонная артерия овцы 1,2
(1,06–1,9)*

1,01
(0,88–1,42)

158,5
(126,0–169,5)*

0,49
(0,39–0,66)*

0,25
(0,23–0,3)

A. mammaria человека 2,48
(1,36–3,25)**

0,92
(0,59–1,72)

29,72
(23,51–39,62)**

2,42
(1,87–3,19)**

0,27
(0,24–0,3)■

«КемПериплас-Нео» 10,06
(9,12–21,38)*/**#

15,4
(12,6–26,2)*/**#

64,96
(61,08–72,6)*/**#

1,11
(1,02–1,34)#

0,69
(0,63–0,7)*

Примечание. * – р < 0,05 относительно A. mammaria; ** – р < 0,05 относительно сонной артерии овцы; # – р < 0,05 
относительно PHBV/PCL; ■ – р < 0,05 относительно «КемПериплас-Нео».

Note. * – p < 0.05 versus A. mammaria; ** – p < 0.05 versus sheep carotid artery; # – p < 0.05 versus PHBV/PCL; ■ – p < 0.05 
versus KemPeriplas-Neo.

с немодифицированными аналогами (табл. 1). Вве-
дение VEGF позволило снизить жесткость полимер-
ного матрикса в 1,3 раза (р < 0,05).

При предварительном изучении физико-механи-
ческих свойств биодеградируемых заплат, поверх-
ность которых была модифицирована различны-

Рис. 2. Морфология внутренней поверхности сосудистых заплат из PHBV/PCL, PHBV/PCL/VEGF, PHBV/PCL/RGD и 
ксеноперикардиальной заплаты «КемПериплас-Нео». Сканирующая электронная микроскопия, ×1000

Fig. 2. Morphology of the inner surface of vascular patches PHBV/PCL, PHBV/PCL/VEGF, PHBV/PCL/RGD and xeno-
pericardial patch KemPeriplas-Neo. Scanning electron microscopy, 1000×

«КемПериплас-Нео»

PHBV/PCL/Р1

PHBV/PCL

PHBV/PCL/Р2

PHBV/PCL/VEGF

PHBV/PCL/Р3
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ми RGD-содержащими пептидами, достоверных 
межгрупповых различий не выявлено. Поэтому для 
дальнейшего сравнения физико-механических па-
раметров модифицированных заплат с немодифи-
цированными аналогами, ксеноперикардиальным 
лоскутом и нативными сосудами человека и овцы 
все образцы заплат, модифицированные RGD-пеп-
тидами, были объединены в одну группу – PHBCV/
PCL/RGD.

Выявлено, что прочность PHBV/PCL/RGD была 
идентична прочности сонной артерии овцы, но ока-
залась в 2 раза ниже, чем у A. mammaria (р < 0,05). 
Сила, приложенная к образцу до начала его разру-
шения, у заплат PHBV/PCL/RGD не отличалась от 
аналогичного показателя нативных сосудов, но была 
в 1,5 раза ниже, чем у заплат PHBV/PCL/VEGF, и в 
2,3 раза ниже, чем у немодифицированных PHBV/
PCL (р < 0,05). Относительное удлинение всех биоде-
градируемых заплат не отличалось между собой, но 
было в среднем в 3,2 раза выше, чем у A. mammaria, в 
1,5 раза выше, чем у ксеноперикардиальных заплат, и 
в 1,7 раза ниже, чем у сонной артерии овцы (р < 0,05). 
Модуль Юнга у немодифицированных заплат и за-

плат PHBV/PCL/RGD превысил аналогичный показа-
тель сонной артерии овцы в 44 раза, A. mammaria – в 
9 раз, ксеноперикардиального лоскута – в 19,6 раза, 
образцов PHBV/PCL/VEGF – в 1,3 раза (р < 0,05).

Все биодеградируемые сосудистые заплаты вне 
зависимости от способа проведенной модификации 
были достоверно менее прочными и более жесткими, 
чем ксеноперикардиальный лоскут, на что указали 
такие показатели, как напряжение, сила и модуль 
Юнга (табл. 1). Однако «КемПериплас-Нео» по сво-
им физико-механическим характеристикам значимо 
отличался и от A. mammaria, и от сонной артерии 
овцы. Так, напряжение и сила, приложенная к об-
разцу до начала его разрушения, у ксеноперикарда 
оказалась в 4 и 16,7 раза выше, чем у A. mammaria, 
и в 8,4 и 15,2 раза выше, чем у сонной артерии овцы 
(р < 0,05). При этом модуль Юнга у «КемПериплас-
Нео» оказался в 2,6 раза ниже, чем у внутренней 
грудной артерии, и в 2,3 раза ниже, чем у сонной 
артерии овцы, хотя толщина ксеноперикардиального 
лоскута в 2,6 раза превышала толщину стенок натив-
ных сосудов (р < 0,05).

Таким образом, заплаты PHBV/PCL/VEGF об-
ладали физико-механическими характеристиками, 
более приближенными к аналогичным показателям 
нативных сосудов, а методика их биофункционали-
зации приводила к наименьшему падению прочност-
ных показателей относительно немодифицирован-
ных аналогов PHBV/PCL. Модифицирование RGD 
снижало прочность полимерных заплат, не оказывая 
влияния на их упруго-деформативные свойства.

результаты гемолиза эритроцитов
Степень гемолиза эритроцитов после контакта 

с модифицированными VEGF, RGD, а также немо-
дифицированными заплатами PHBV/PCL составила 
соответственно 0,5; 0,72 и 0,5%, без статистически 
достоверных различий (табл. 2), что подтверждает 
их высокую гемосовместимость [25].

Уровень гемолиза эритроцитов после их контак-
та с поверхностью лоскутов «КемПериплас-Нео» в 
3 раза превысил таковые после контакта эритроцитов 
с поверхностью биодеградируемых заплат, однако не 
вышел за пределы допустимых значений [25].

результаты агрегации тромбоцитов
Результаты проведенного исследования показа-

ли, что агрегационная активность тромбоцитов при 
контакте с поверхностью заплат PHBV/PCL и PHBV/
PCL/RGD превышала данный показатель интактной 
ОТП в 1,2 раза (p < 0,05). Максимум агрегации тром-
боцитов после контакта с образцами PHBV/PCL/
VEGF был самым низким среди всех биодеградиру-
емых образцов.

Таблица 2
Степень гемолиза эритроцитов и максимум 

агрегации тромбоцитов крови человека после 
контакта с полимерными заплатами PHBV/PCL 

до и после модифицирования VEGF или RGD 
в сравнении с ксеноперикардиальным лоскутом 

«КемПериплас-Нео»
Degree of hemolysis and maximum aggregation  

of human blood platelets after contact with  
PHBV/PCL polymer patches before and after 

VEGF incorporation or RGD modification 
in comparison with xeno-pericardial flap 

KemPeriplas-Neo
Вид образца Степень 

гемолиза 
эритроцитов, 

%

Максимум 
агрегации 

тромбоцитов, 
%

Мe (25–75%) Мe (25–75%)

PHBV/PCL 0,5  
(0–1,01)*

87,23  
(83,95–89,84)*■

PHBV/PCL/VEGF 0,5  
(0–1,01)*

81,35  
(81,01–88,51)*

PHBV/PCL/RGD 0,72  
(0–0,72)*

86,15  
(82,24–87,43)*■

«КемПериплас-Нео» 2,12  
(0,9–3,95)

93,32  
(84,24–96,42)■

Интактная обогащенная 
тромбоцитами плазма – 74,65  

(72,45–75,31)
Примечание. * – р < 0,05 относительно значений для лос-
кута «КемПериплас-Нео»; ■ – р < 0,05 относительно ин-
тактной обогащенной тромбоцитами плазмы.

Note. * – p < 0.05 versus values for the KemPeriplas-Neo 
flap; ■ – p < 0.05 versus intact platelet-rich plasma.
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При контакте тромбоцитов с поверхностью лоску-
та «КемПериплас-Нео» выявлено самое значительное 
повышение максимума агрегации до 93,32% (84,24; 
96,42), что в 1,3 раза превысило максимум агрегации 
тромбоцитов интактной ОТП (р < 0,05). Достоверной 
разницы между ксеноперикардиальным лоскутом и 
заплатами PHBV/PCL до и после модифицирования 
VEGF или RGD не выявлено (табл. 2).

Таким образом, полимерные заплаты PHBV/PCL/
VEGF и PHBV/PCL/RGD вызывали меньшую сте-
пень гемолиза эритроцитов и агрегации тромбоци-
тов, чем лоскут «КемПериплас-Нео».

результаты имплантации 
биодеградируемых сосудистых заплат 
в сонную артерию овец

Ранее на модели крысы нами была изучена био-
совместимость и эффективность заплат с VEGF и 
различными конфигурациями RGD в сравнитель-
ном аспекте с немодифицированными заплатами 
PHBV/PCL и ксеноперикардиальными лоскутами 
«КемПериплас-Нео» [14, 16]. Биодеградируемые 
заплаты демонстрировали удобство в имплантации. 
На протяжении всего эксперимента не отмечали кро-
вотечений и нарушений целостности имплантатов. 
Было доказано, что спустя 12 месяцев имплантации 
сосуды, протезированные PHBV/PCL/VEGF, харак-
теризовались 100% проходимостью и отсутствием 
гиперплазии неоинтимы. Зрелый эндотелиальный 
монослой на внутренней поверхности заплат PHBV/
PCL/VEGF полностью формировался через 3 месяца, 
в то время как на немодифицированных аналогах 
PHBV/PCL – только через 12 месяцев. Ремоделирова-
ние заплат сопровождалось их заселением клетками 
с формированием внеклеточного матрикса.

При долгосрочной имплантации в аорту крыс за-
плат PHBV/PCL/RGD доказано, что на их основе 
способны формироваться элементы новообразован-
ной сосудистой ткани: происходит как миграция кле-
точных элементов в толщу заплат, так и образование 
неоинтимальной выстилки с эндотелиальным слоем 
со стороны просвета сосуда, в особенности при мо-
дифицировании заплат пептидами P3 и P1 [16].

Полимерные заплаты PHBV/PCL, модифициро-
ванные VEGF или RGD, подвергались незначитель-
ному кальцинозу спустя 12 месяцев имплантации 
в аорту крыс. При этом заплаты PHBV/PCL/VEGF 
и PHBV/PCL/P1 демонстрировали максимальную 
устойчивость к процессам кальцификации.

Ксеноперикардиальные лоскуты «КемПериплас-
Нео» были не способны поддерживать на своей ос-
нове развитие новообразованной сосудистой ткани и 
эндотелиального слоя, а также склонны к кальцифи-
кации уже после одного месяца имплантации в аорту 
крысы. Спустя 12 месяцев имплантации лоскутов 

«КемПериплас-Нео» выявлено массивное отложение 
кристаллического кальция в 100% имплантирован-
ных лоскутов и расслоение их стенки, приведшее к 
деформации формы. Также спустя 12 месяцев им-
плантации в 50% ксеноперикардиальных лоскутов 
обнаружена гиперплазия неоинтимы, толщина ко-
торой почти в 3 раза превосходила толщину стенки 
аорты крысы [14, 16].

Проведенные испытания на модели крысы под-
твердили низкую эффективность и биосовмести-
мость ксеноперикардиальных лоскутов и недоста-
точную способность немодифицированных PHBV/
PCL формировать на своей основе новообразован-
ную сосудистую ткань. Поэтому в протокол прекли-
нических испытаний на овцах были включены только 
заплаты PHBV/PCL/VEGF, PHBV/PCL/P1, PHBV/
PCL/P2, PHBV/PCL/P3.

Для имплантации разработанных сосудистых за-
плат использовали овечью модель, которая является 
оптимальной для тестирования сердечно-сосудистых 
имплантатов in vivo, так как пригодна для «моделиро-
вания наихудшего случая» вследствие повышенной 
склонности их сосудов к кальцификации, а крови – к 
гиперкоагуляции. Поэтому использование овечьей 
модели позволяет провести максимально строгое 
тестирование сосудистых протезов, в том числе на 
предмет их дегенерации in vivo [26–30]. Помимо это-
го, овцы считаются оптимальной животной моделью 
для оценки роста, проходимости, эндотелизации, 
тромборезистентности и постимплантационной ви-
зуализации изделий для нужд сердечно-сосудистой 
хирургии.

Известно, что высокая пористость тканеинже-
нерного матрикса и наноразмерные волокна в его 
структуре способны обеспечить клеточную мигра-
цию внутрь матрикса и раннюю эндотелизацию его 
поверхности за счет схожести структуры поверхнос-
ти со структурой естественного внеклеточного мат-
рикса и бо́льшей площади взаимодействия клеток и 
искусственного матрикса [31–33]. В свою очередь, 
эффективная инфильтрация клеток в толщу порис-
того материала способствует его лучшей интеграции 
с нативными тканями в месте имплантации.

Две овцы (с имплантированными заплатами 
PHBV/PCL/Р1 и PHBV/PCL/Р2) не дожили до пред-
полагаемого срока вывода из эксперимента, погибнув 
спустя 14 дней из-за образования массивных пара-
вазальных гематом вокруг оперированных сосудов. 
Скорее всего, это было связано с микроповреждени-
ями стенки заплат, возникшими в ответ на пульсо-
вую волну после имплантации, так как сразу после 
имплантации кровотечения из зон наложенных швов 
не наблюдали и гемостаз был достигнут в течение 
2 минут.

Все овцы с имплантированными заплатами PHBV/
PCL/VEGF и PHBV/PCL/Р3 дожили до предполагае-
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мого срока вывода из эксперимента. На протяжении 
шести месяцев наблюдения сосуды с имплантиро-
ванными заплатами сохраняли свою проходимость. 
Аневризматического расширения сосудов в зоне им-
плантированнных заплат не обнаружено. Однако во 
всех сосудах с заплатами, содержащими RGD, выяв-
лено повышение скорости кровотока, что может быть 
косвенным отображением сужения просвета сосуда.

По результатам морфологического исследования 
(гистологическое исследование и сканирующая элек-
тронная микроскопия) заплат с сосудистым эндоте-
лиальным фактором роста видно, что спустя 6 меся-
цев имплантации в сонную артерию овец на основе 
данных заплат сформировалась полноценная трех-
слойная новообразованная сосудистая ткань (рис. 3).

Тонкая неоинтима, покрытая слоем эндотелиопо-
добных клеток со стороны просвета сосуда, выстила-
ла всю внутреннюю поверхность заплат. Основную 
толщу неоинтимы составили гладкомышечные клет-
ки. Далее следовала собственно заплата. Отмечены 
процессы видимой биодеградации полимерного мат-
рикса, сопровождавшиеся нарушением его целост-
ности, видимой только при микроскопии образцов. 
Заплата PHBV/PCL/VEGF была заполнена клеточны-
ми элементами (макрофагами, фибробластоподоб-
ными и гладкомышечными клетками, немногочис-
ленными гигантскими клетками инородного тела), 
пронизана пучками коллагеновых волокон. В толще 
заплаты встречались vasa vasorum. Внешний слой за-
плат содержал все структурные элементы, свойствен-
ные естественному адвентициальному слою: волокна 
коллагена, фибробласты и фиброциты, единичные 
гигантские клетки инородного тела, лимфоидные 
фолликулы и vasa vasorum. Признаки кальцификации 
отсутствовали.

При изучении гистологической картины экс-
плантированных образцов заплат PHBV/PCL/RGD 
получена однотипная картина – во всех образцах 
присутствовала гиперплазия неоинтимы. Толщина 
неоинтимы при этом соответствовала толщине стен-
ки самой заплаты. Поверхность неоинтимы, обра-
щенная в просвет сосуда, была покрыта монослоем 
клеток. Стенки заплат были частично резорбированы 
и содержали умеренное количество гигантских мно-
гоядерных клеток инородного тела. Также в стенках 
заплат присутствовали макрофаги, гладкомышечные 
и фибробластоподобные клетки, пучки коллагеновых 
волокон, формировались vasa vasorum.

Гистологическое исследование с окраской ализа-
риновым красным С показало, что отложение каль-
ция в эксплантированных заплатах PHBV/PCL/RGD 
отсутствовало.

Большая протяженность имплантированных за-
плат позволила при проведении иммунофлуоресцент-
ного исследования выполнить срезы таким образом, 

чтобы напротив заплаты находилась стенка сонной 
артерии, в которую имплантировали заплату (рис. 4). 
Данное расположение привело к лучшей визуализа-
ции сходства новообразованной сосудистой ткани, 
сформированной на основе заплат за 6 месяцев их им-
плантации, с нативной сонной артерией овцы. Дока-
зано, что неоинтима, сформировавшаяся на внутрен-
ней поверхности заплат PHBV/PCL/VEGF, состояла 
из гладкомышечных клеток, о чем свидетельствовало 
присутствие в клетках α-актина. Со стороны про-
света сосуда неоинтима на всем своем протяжении 
была выстлана зрелыми эндотелиальными клетками 
CD31+, секретирующими фактор фон Виллебран-
да vWF+. Коллаген IV типа формировал базальную 
мембрану, на которой располагались эндотелиальные 
клетки, и в большом количестве определялся как в 
толще стенки заплаты, так и в стенке сонной арте-
рии овцы. Коллаген III типа формировался во всей 
толще заплат с преимущественной концентрацией у 
базальной мембраны и в неоинтиме.

Таким образом, на основе биодеградируемой 
заплаты VEGF спустя 6 месяцев ее имплантации в 
сонную артерию овцы формировалась полноценная 
новообразованная сосудистая ткань. Исключение 
составил эластин, который не определялся ни после 
имплантации заплат в аорту крыс, ни после имплан-
тации заплат в сонную артерию овец. Тем не менее 
инкорпорированный VEGF способствовал гармони-
зации процессов формирования ткани in situ без при-
знаков развития хронического гранулематозного вос-
паления, гиперплазии неоинтимы и кальцификации.

При проведении иммунофлуоресцентного иссле-
дования эксплантированных заплат PHBV/PCL/RGD 
выявлены те же структурные элементы новообразо-
ванной сосудистой ткани, что и в заплатах PHBV/
PCL/VEGF: эндотелиальный монослой, состоявший 
из зрелых эндотелиальных клеток CD31+vWF+; кол-
лаген I, III и IV типа. Однако обращает на себя вни-
мание большее количество гладкомышечных клеток 
в неоинтиме и высокая общая клеточность стенки 
заплат, обусловленная наличием хронического гра-
нулематозного воспаления, а также меньшее количе-
ство коллагена III типа относительно заплат PHBV/
PCL/VEGF.

ЗАКлЮчеНие
Эффективность использования проангиогенного 

ростового фактора VEGF и различных конфигураций 
RGD-пептидов, а также различных подходов к моди-
фицированию изделия была оценена в сравнитель-
ном аспекте in vitro и в преклинических испытаниях 
на модели овцы.

Выявленное преимущество биодеградируемых за-
плат PHBV/PCL/VEGF заключалось в том, что инкор-
порирование VEGF в состав заплаты в процессе ее 
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Рис. 3. Результаты гистологического исследования сосудистых заплат PHBV/PCL/VEGF и PHBV/PCL/RGD спустя 
6 месяцев имплантации в сонную артерию овец: а–г – окраска гематоксилином-эозином; д–з – окраска по Ван-Гизо-
ну; и–м – окраска ализариновым красным С (и, л – световая микроскопия; к, м – флуоресцентная микроскопия); а, 
д, и, к – центральная часть заплаты; б, е, л, м – стык заплаты и сонной артерии в зоне анастомоза; в, ж – внутренний 
и средний слой стенки заплаты; г, з – средний и наружный слой стенки заплаты; а, б, д, е, и–м – ×50, в, г, ж, з – ×100

Fig. 3. Results of histological examination of vascular patches PHBV/PCL/VEGF and PHBV/PCL/RGD after 6 months 
of implantation in the carotid artery of sheep: a–г – hematoxylin-eosin staining; д–з – staining according to Van Gieson;  
и–м – staining with alizarin red C (и, л – light microscopy; к, м – fluorescence microscopy); a, д, и, к – the central part of 
the patch; б, е, л, м – junction of the patch and the carotid artery in the anastomosis zone; в, ж – inner and middle layer of the 
patch wall; г, з – middle and outer layer of the patch wall; а, б, д, е, и–м – ×50, в, г, ж, з – ×100
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изготовления методом эмульсионного электроспин-
нинга и отсутствие последующих манипуляций по 
модифицированию поверхности с использованием 
агрессивных поверхностно-активных веществ при-
вело к сохранению физико-механических характе-
ристик заплат, не снижая прочности и не увеличивая 
жесткости конечного изделия, что наблюдали пос-
ле модифицирования RGD-пептидами поверхнос-
ти биодеградируемых заплат. Гемосовместимость 
заплат PHBV/PCL/VEGF оказалась самой высокой 
даже в сравнении с ксеноперикардиальным лоску-
том, который активно используется в клинике.

На овечьей модели заплаты с RGD вне зависи-
мости от конфигурации пептида способствовали эн-
дотелизации, однако провоцировали гиперплазию 
неоинтимы и гранулематозное воспаление, тогда как 
заплаты PHBV/PCL/VEGF на модели овцы проде-
монстрировали оптимальную способность форми-
ровать на своей основе здоровую новообразованную 
сосудистую ткань с формированием тонкой неоинти-

мы, выстланной эндотелием, среднего гладкомышеч-
ного слоя и адвентиции, содержащей все основные 
структурные элементы, свойственные данному слою: 
пучки коллагеновых волокон, фибробластоподобные 
клетки и vasa vasorum. Все это свидетельствует о вы-
сокой эффективности инкорпорированного в состав 
заплат сосудистого эндотелиального фактора роста.

Исследование выполнено в рамках фундаменталь-
ной темы НИИ КПССЗ № 0419-2022-0001 «Моле-
кулярные, клеточные и биомеханические механиз-
мы патогенеза сердечно-сосудистых заболеваний 
в разработке новых методов лечения заболеваний 
сердечно-сосудистой системы на основе персони-
фицированной фармакотерапии, внедрения мало-
инвазивных медицинских изделий, биоматериалов  
и тканеинженерных имплантатов».
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Рис. 4. Результаты иммунофлуоресцентного исследования эксплантированных заплат PHBV/PCL/VEGF и PHBV/PCL/
RGD с прилегающими участками сонной артерии овцы: панель CD31/α-actin/Dapi: зрелые эндотелиальные клетки 
(зеленое свечение), гладкомышечные и прочие клетки, содержащие α-actin (красное свечение); панель Coll I/Coll IV/
Dapi: коллаген I типа (красное свечение), коллаген IV типа (зеленое свечение); панель Coll III/Dapi: коллаген III типа 
(зеленое свечение); панель vWF/Dapi: фактор фон Виллебранда (зеленое свечение). Ядра всех клеток окрашены ядер-
ным красителем Dapi (синее свечение). ×100

Fig. 4. Results of immunofluorescence study of explanted PHBV/PCL/VEGF and PHBV/PCL/RGD patches with surrounding 
sections of the sheep carotid artery: CD31/alpha actin/Dapi panel: mature endothelial cells (green glow), smooth muscle and 
other cells containing alpha actin (red glow); panel Coll I/Coll IV/Dapi: collagen type I (red glow), collagen type IV (green 
glow); Coll III/Dapi panel: collagen type III (green glow); vWF/Dapi panel: von Willebrand factor (green glow). The nuclei 
of all cells were stained with Dapi nuclear dye (blue glow)

CD31/α-actin/Dapi

CD31/α-actin/Dapi

Coll III/Dapi

Coll III/Dapi

vWF/Dapi

vWF/Dapi

Coll I/Coll IV/Dapi

Coll I/Coll IV/Dapi

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

со
нн

ая
 а

рт
ер

ия

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

за
пл

ат
а

100 мкм

100 мкм

100 мкм

100 мкм

100 мкм

100 мкм

100 мкм

100 мкм

PHBV/PCL/VEGF

PHBV/PCL/RGD



107

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

СПиСОК литерАтУры / referenceS
1. Bonati  LH, Dobson  J, Featherstone RL, Ederle  J,  van 

der Worp HB, de Borst GJ, Mali et al. Long-term outco-
mes after stenting versus endarterectomy for treatment 
of symptomatic carotid stenosis: the international caro-
tid stenting study (ICSS) randomised trial. Lancet. 2015; 
385: 529–38. doi: 10.1016/S0140-6736(14)61184-3. 
PMID: 25453443.

2. Abbott  AL,  Paraskevas  KI,  Kakkos  SK,  Golledge  J, 
Eckstein  HH,  Diaz-Sandoval  LJ  et  al. Systematic re-
view of guidelines for the management of asymptoma-
tic and symptomatic carotid stenosis. Stroke. 2015; 46: 
3288–3301. doi: 10.1161/strokeaha.115.003390. PMID: 
26451020.

3. Гавриленко  АВ,  Куклин  АВ,  Фомина  ВВ. Классиче-
ская и эверсионная каротидная эндартерэктомия у 
пациентов со стенозом внутренней сонной артерии. 
Хирургия. Журнал им. Н.И. Пирогова. 2018; (2): 87–
92. Gavrilenko AV, Kuklin AV, Fomina VV. Conventional 
and eversion carotid endarterectomy for internal carotid 
artery stenosis. Pirogov Russian  Journal  of  Surgery = 
Khirurgiya. Zurnal im. N.I. Pirogova. 2018; (2): 87–92. 
[In Russ]. doi: 10.17116/hirurgia2018287-92.

4. Zannetti S, Cao P, De Rango P, Giordano G, Parlani G, 
Lenti M et al. Intraoperative assessment of technical per-
fection in carotid endarterectomy: a prospective analy-
sis of 1305 completion procedures. Collaborators of the 
EVEREST study group. Eversion versus standard carotid 
endartectomy. Eur J Vasc Endovasc Surg. 1999; 18 (1): 
52–8. doi: 10.1053/ejvs.1999.0856. PMID: 10388640.

5. Ren S, Li X, Wen J, Zhang W, Liu P. Systematic review of 
randomized controlled trials of different types of patch 
materials during carotid endarterectomy. PLoS  one. 
2013; 8 (1): e55050. PMID: 23383053. doi: 10.1371/
journal.pone.0055050.

6. Texakalidis P, Giannopoulos S, Charisis N, Giannopou-
los S, Karasavvidis T, Koullias G et al. A meta-analysis 
of randomized trials comparing bovine pericardium 
and other patch materials for carotid endarterectomy. 
J Vasc  Surg. 2018; 68 (4): 1241–1256. doi: 10.1016/j.
jvs.2018.07.023. PMID: 30244928.

7. Карпенко АА, Кужугет РА, Стародубцев ВБ, Игна-
тенко ПВ, Ким ИН, Горбатых ВН. Непосредствен-
ные и отдаленные результаты различных методов 
реконструкции каротидной бифуркации.  Патоло-
гия кровообращения и кардиохирургия. 2013; 17 (1): 
21–24. Karpenko AA,  Kuzhuget  RA,  Starodubtsev  VB, 
Ignatenko PV, Kim  IN, Gorbatykh VN. Immediate and 
long-term outcomes of carotid bifurcation remodeling. 
Patologiya  krovoobrashcheniya  i  kardiokhirurgiya. 
2013; 17 (1): 21–24. [In Russ]. doi: 10.21688/1681-
3472-2013-1-21-24.

8. Antonova  LV,  Sevostyanova  VV,  Mironov  AV,  Krivki-
na EO, Velikanova EA, Matveeva VG et al. In situ va-
scular tissue remodeling using biodegradable tubular 
scaffolds with incorporated growth factors and chemo-
attractant molecules. Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases. 2018; 7 (2): 25–36. doi: 10.17802/2306-1278-
2018-7-2-25-36.

9. Smith RJ, Yi T, Nasiri B, Breuer CK, Andreadis ST. Im-
plantation of VEGF-functionalized cell-free vascular 
grafts: regenerative and immunological response. The 
FASEB Journal. 2019; 33 (4): 5089–5100. doi: 10.1096/
fj.201801856R.

10. Krilleke D, Ng YS, Shima DT. The heparin-binding do-
main confers diverse functions of VEGF-A in develop-
ment and disease: A structure-function study. Biochemi-
cal Society Transactions. 2009; 37 (6): 1201–1206. doi: 
10.1530/JOE-15-0342. PMID: 19909247.

11. Miyazu K, Kawahara D, Ohtake H, Watanabe G, Matsu-
da T. Luminal surface design of electrospun small-dia-
meter graft aiming at in situ capture of endothelial pro-
genitor cell. Journal of Biomedical Materials Research 
Part B: Applied Biomaterials. 2010; 94 (1): 53–63. doi: 
10.1002/jbm.b.31623.

12. Wang F, Li Y, Shen Y, Wang A, Wang S, Xie T. The func-
tions and applications of RGD in tumor therapy and 
tissue engineering. International  Journal  of  Molecu-
lar  Sciences. 2013; 14 (7): 13447–1362. doi: 10.3390/
ijms140713447. PMID: 23807504.

13. Hsu SH, Chu WP, Lin YS, Chiang YL, Chen DC, Tsai CL. 
The effect of an RGD-containing fusion protein CBD-
RGD in promoting cellular adhesion. Journal  of  Bio-
technology. 2004; 111 (2): 143–150. doi: 10.1016/j.jbio-
tec.2004.03.014. PMID: 15219401.

14. Севостьянова ВВ, Миронов АВ, Антонова ЛВ, Крив-
кина ЕО, Матвеева ВГ, Великанова ЕА и др. Ткане-
инженерная заплата, модифицированная фактором 
роста эндотелия сосудов, для реконструкции сосу-
дистой стенки. Патология  кровообращения  и  кар-
диохирургия. 2020; 24 (4): 114–128. Sevostianova VV, 
Mironov AV, Antonova LV, Krivkina EO, Matveeva VG, 
Velikanova EA et al. Tissue-engineered patch modified 
by vascular endothelial growth factor for reconstruc-
tion of vascular wall. Patologiya  krovoobrashcheniya 
i  kardio khirurgiya  =  Circulation  Pathology  and  Car-
diac  Surgery. 2020; 24 (4): 114–128. [In Russ]. doi: 
10.21688/1681-3472-2020-4-114-128.

15. Антонова ЛВ, Сильников ВН, Ханова МЮ, Королева 
ЛС, Серпокрылова ИЮ, Великанова ЕА и др. Оценка 
адгезии, пролиферации и жизнеспособности эндоте-
лиальных клеток пупочной вены человека, культиви-
руемых на поверхности биодеградируемых нетканых 
матриксов, модифицированных RGD-пептидами. 
Вестник трансплантологии  и  искусственных  орга-
нов. 2019; 21 (1): 142–152. Antonova LV, Silnikov VN, 
Khanova MYu,  Koroleva  LS,  Serpokrilova  IYu,  Velika-
nova EA et  al. Adhesion, proliferation and viability of 
human umbilical vein endothelial cells cultured on the 
surface of biodegradable non-woven matrices modified 
with RGD peptides. Russian Journal of Transplantology 
and Artificial Organs. 2019; 21 (1): 142–152. [In Russ]. 
doi: 10.15825/1995-1191-2019-1-142-152.

16. Sevostianova VV, Antonova LV, Mironov AV, Yuzhalin AE, 
Silnikov VN, Glushkova TV et al. Biodegradable patches 
for arterial reconstruction modified with RGD peptides: 
results of an experimental study. ACS Omega. 2020; 5 
(34): 21700–21711. doi: 10.1021/acsomega.0c02593. 
PMID: 32905385.



108

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXIV   № 4–2022

17. Lin HB, Sun W, Mosher DF, Garciaecheverria C, Schau-
felberger K, Lelkes PI et al. Synthesis, Surface, and Cell 
Adhesion Properties of Polyurethanes Containing Co-
valently Grafted RGD-peptides. J  Biomed  Mater  Res. 
1994; 28 (3): 329–342. doi: 10.1002/jbm.820280307. 
PMID: 8077248.

18. Sedaghati  T,  Jell G,  Seifalian A. Investigation of Sch-
wann cell behaviour on RGD-functionalised bioabsor-
bable nanocomposite for peripheral nerve regenerati-
on. New  Biotechnology. 2014; 31 (3): 203–213. doi: 
10.1016/j.nbt.2014.01.002. PMID: 24503165.

19. Антонова ЛВ, Миронов АВ, Сильников ВН, Глушко-
ва ТВ, Кривкина ЕО, Акентьева ТН и др. Биодегра-
дируемые сосудистые заплаты: сравнительная харак-
теристика физико-механических и гемосовместимых 
свойств. Якутский  медицинский  журнал. 2019; 4 
(68): 35–39. Antonova  LV,  Mironov  AV,  Silnikov  VN, 
Glushkova  TV, Krivkina EO, Akent’eva  TN  et  al. Bio-
degradable vascular patches: comparative characteristics 
of physical-mechanical and hemocompatible proper-
ties. Yakut Medical  Journal. 2019; 4 (68): 35–39. doi: 
10.25789/YMJ.2019.68.08.

20. Wei K, Li Y, Mugishima H, Teramoto A, Abe K. Fabri-
cation of core-sheath structured fibers for model drug 
release and tissue engineering by emulsion electrospin-
ning. Biotechnology Journal. 2012; 7 (5): 677–685. doi: 
10.1002/biot.201000473. PMID: 22125296.

21. Spano F, Quarta A, Martelli C, Ottobrini L, Rossi RM, 
Giglic G et al. Fibrous scaffolds fabricated by emulsion 
electrospinning: from hosting capacity to in  vivo bio-
compatibility. Nanoscale. 2016; 8 (17): 9293–9303. doi: 
10.1039/C6NR00782A.

22. Yarin R.L. Coaxial electrospinning and emulsion elect-
rospinning of core-shell fibers. Polymers  for Advanced 
Technologies. 2011; 22 (3): 310–317. doi: 10.1002/
pat.1781.

23. Ward AS, Cormier JM. Operative techniques in arterial 
surgery Dordrecht: Springer Netherlands. 1986.

24. Hersel  U,  Dahmen  C,  Kessler  H. RGD modified po-
lymers: biomaterials for stimulated cell adhesion and 
beyond. Biomaterials. 2003; 24 (24): 4385–4415. doi: 
10.1016/S0142-9612(03)00343-0. PMID: 12922151.

25. Jolee  Bartrom  BS. ASTM Hemolysis. NAMSA. 2008; 
1–12.

26. Malm  CJ,  Risberg  B,  Bodin  A,  Bäckdahl  H,  Johans-
son BR, Gatenholm P et al. Small calibre biosynthetic 
bacterial cellulose blood vessels: 13-months patency in a 
sheep model. Scand Cardiovasc J. 2012; 46 (1): 57–62. 
doi: 10.3109/14017431.2011.623788. PMID: 22029845.

27. Ahmed M, Hamilton G, Seifalian AM. The performance 
of a small-calibre graft for vascular reconstructions in 
a senescent sheep model. Biomaterials. 2014; 35 (33): 
9033–9040. doi: 10.1016/j.biomaterials.2014.07.008. 
PMID: 25106769.

28. Thomas LV, Lekshmi V, Nair PD. Tissue engineered va-
scular grafts – preclinical aspects. Int J Cardiol. 2013; 
167 (4): 1091–1100. PMID: 23040078. doi: 10.1016/j.
ijcard.2012.09.069.

29. Swartz DD, Andreadis ST. Animal models for vascular 
tissue-engineering. Curr Opin Biotechnol. 2013; 24 (5): 
916–925. doi: 10.1016/j.copbio.2013.05.005. PMID: 
23769861.

30. Hoerstrup SP, Cummings Mrcs I, Lachat M, Schoen FJ, 
Jenni R, Leschka S et al. Functional growth in tissue-en-
gineered living, vascular grafts: follow-up at 100 weeks 
in a large animal model. Circulation. 2006; 114 (1 Sup-
pl): I159–I166. doi: 10.1161/circulationaha.105.001172. 
PMID: 16820566.

31. Catto  V,  Fare  S,  Freddi  G,  Tanzi MC. Vascular tissue 
engineering: ecent advances in small diameter blood 
vessel regeneration. ISRN Vasc Med. 2014; 923030. doi: 
10.1155/2014/923030.

32. Matsuzaki Yu, Iwaki R, Reinhardt JW, Chang Yu-C, Mi-
yamoto S, Kelly J et al. The effect of pore diameter on 
neo-tissue formation in electrospun biodegradable tis-
sue-engineered arterial grafts in a large animal model. 
Acta Biomater. 2020; 115: 176–184. doi: 10.1016/j.act-
bio.2020.08.011. PMID: 32822820.

33. Matsuzaki Yu, Miyamoto S, Miyachi H, Iwaki R, Shoji T, 
Blum K et al. Improvement of a Novel Small-diameter 
Tissue-engineered Arterial Graft With Heparin Conjuga-
tion. Ann. Thorac. Surg. 2021; 111 (4): 1234–1241. doi: 
10.1016/j.actbio.2020.08.011. PMID: 32822820.

Статья поступила в редакцию 02.06.2022 г.
The article was submitted to the journal on 02.06.2022



109

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

DOI: 10.15825/1995-1191-2022-4-109-117

ВлиЯНие БиОМАтриКСОВ НА ЖиЗНеСПОСОБНОСть 
и иНСУлиНПрОдУЦирУЮЩУЮ ФУНКЦиЮ ОСтрОВКОВ 
лАНГерГАНСА челОВеКА In vItro
А.С. Пономарева, Н.В. Баранова, И.А. Милосердов, В.И. Севастьянов
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Культивирование островков Лангерганса с биоматриксами – миметиками внеклеточного матрикса (ВКМ) 
может обеспечивать характерное для островков нативное микроокружение, что является одним из основных 
условий создания тканевого эквивалента поджелудочной железы (ПЖ). Цель работы: сравнение секре-
торной способности жизнеспособных панкреатических островков человека в монокультуре (контрольная 
группа) и культивированных в присутствии двух биоматриксов: биополимерного коллагенсодержащего 
гидрогелевого матрикса (опытная группа 1) и тканеспецифического матрикса из децеллюляризованной 
ПЖ посмертного донора (опытная группа 2). Материалы и методы. Островки Лангерганса выделяли из 
хвостовой части ПЖ по методике с использованием коллагеназы. Жизнеспособность культивированных 
островков определяли методом флуоресцентного окрашивания витальным красителем, секреторную 
способность – методом иммуноферментного анализа (ИФА). Результаты. Панкреатические островки, 
культивированные с биоматриксами, не проявляли признаков деградации и фрагментации и оставались 
жизнеспособными в течение всего срока наблюдения (7 суток). В монокультуре островков на этом сроке 
происходили значительные деструктивные изменения. Базальная концентрация инсулина в опытных 
группах 1 и 2 на первые сутки культивирования повышалась на 18,8 и 39,5% по сравнению с контроль-
ной группой, на четвертые сутки инкубации – на 72,8 и 102,7%, на седьмые сутки – на 146,4 и 174,6% 
соответственно. Уровень секреции инсулина островков с тканеспецифическим матриксом был на 17,4% 
выше, чем при культивировании с биополимерным коллагенсодержащим матриксом. Заключение. Биопо-
лимерный и тканеспецифический миметики ВКМ способствуют не только сохранению жизнеспособности 
изолированных островков Лангерганса, но и поддержанию их инсулинпродуцирующей функции в течение 
7 суток на более высоком уровне по сравнению с монокультурой. В условиях проведенных экспериментов 
выявлено незначительное потенциальное преимущество применения тканеспецифического матрикса по 
сравнению с биополимерным матриксом для создания тканевого эквивалента поджелудочной железы.
Ключевые  слова:  поджелудочная железа,  культивирование островков Лангерганса, 
инсулинпродуцирующая функция, тканеспецифический матрикс,  биополимерный матрикс.

In vItro effecT Of BiOScaffOldS On viaBiliTY 
and inSulin-PrOducinG funcTiOn Of human iSleTS 
Of lanGerhanS
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Russian Federation

Introduction. The culture of islets of Langerhans with bioscaffolds – extracellular matrix (ECM) mimetics – can 
provide a native microenvironment suitable for islets. This is one of the main conditions for creating a pancreatic 
tissue equivalent. Objective: to compare the secretory capacity of viable human pancreatic islets in monoculture 
(control group) and cultured in the presence of two bioscaffolds: biopolymer collagen-based hydrogel scaffold 
(experimental group 1) and tissue-specific scaffold from decellularized deceased donor pancreas (experimental 
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ВВедеНие
К одному из направлений технологий тканевой 

инженерии и регенеративной медицины относится 
создание тканевого эквивалента эндокринного отде-
ла поджелудочной железы (ПЖ) [1]. Заболеваемость 
сахарным диабетом 1-го типа (СД1) в мире увеличи-
вается из года в год [2], а совершенствование тради-
ционного метода лечения – инсулинотерапии [3] – не 
спасает больных от развития тяжелых осложнений, 
таких как диабетические ангиопатия и нейропатия 
[4, 5]. Аллотрансплантация панкреатических ост-
ровков способна обеспечить инсулинонезависимость 
больных на определенный срок, не подвергая паци-
ентов серьезному хирургическому вмешательству, 
как при трансплантации ПЖ [6–8], но существенным 
недостатком такого метода лечения является низкая 
функциональная активность островков, обусловлен-
ная действием ряда повреждающих факторов во вре-
мя процедур выделения и культивирования.

Известно, что в основе механизма развития СД1 
является аутоиммунное повреждение β-клеток ос-
тровков Лангерганса, что приводит к истощению 
пула этих клеток и постепенно нарастающей, про-
грессирующей недостаточности синтеза эндогенного 
инсулина [9].

Панкреатические островки в процессе выделе-
ния подвергаются воздействию ряда повреждающих 
факторов, таких как ишемия, окислительный стресс, 
возможное цитотоксическое действие фермента. 
В процессе культивирования островки претерпева-
ют фрагментацию и деградацию из-за нарушения 
иннервации и васкуляризации, обеспечиваемых в 
организме внеклеточным матриксом (ВКМ) [10, 11]. 
ВКМ, участвуя в процессах морфогенеза, диффе-
ренцировки, внутриклеточной передачи сигналов, 
экспрессии генов, адгезии, миграции, пролифера-
ции, секреции и выживания панкреатических ост-
ровков [12], способствует сохранению целостности 

структуры островков, что является необходимым 
условием их функционирования.

Ранее нами была изучена возможность получения 
жизнеспособных изолированных панкреатических 
островков из фрагмента хвостовой части донорской 
ПЖ человека по методике с использованием колла-
геназы [13]. Представляется существенным в пост-
изоляционный период обеспечить для островков 
микроокружение, характерное для нативного ВКМ 
in situ. Такая задача может быть решена в результа-
те создания тканевого эквивалента ПЖ, состоящего 
из островковых клеток и биоматрикса, который в 
наибольшей степени может имитировать структуру 
и состав ВКМ для сохранения жизнеспособности и 
функциональной активности изолированных остров-
ков in vitro и in vivo [14].

К таким биоматриксам относится коммерчески 
доступный биополимерный микрогетерогенный 
коллагенсодержащий гидрогель (БМКГ-матрикс), 
зарегистрированный в России для клиническо-
го применения как биоимплантат «Композиция 
микрогетерогенного коллагенсодержащего геля 
Сферо®ГЕЛЬ» (АО «БИОМИР сервис, г. Краснозна-
менск). Сферо®ГЕЛЬ, производимый из компонен-
тов тканей сельскохозяйственных животных методом 
экстракции уксусной кислотой, содержит основные 
компоненты ВКМ: пептиды частично гидролизован-
ного коллагена, гликопротеины, уроновые кислоты и 
факторы роста, необходимые для жизнедеятельности 
клеток, синтеза экзогенных уроновых кислот, протео-
гликанов и коллагена [15].

Наиболее перспективными компонентами ткане-
вых эквивалентов ПЖ представляются тканеспеци-
фические биоматриксы, изготовленные из децеллю-
ляризованной ПЖ или ее фрагментов (ДПЖ-матрикс) 
[16–18]. Разработка всех протоколов децеллюляриза-
ции ПЖ направлена на сохранение структурных, био-
химических и биомеханических свойств нативного 
ВКМ с максимально полным удалением клеточного 

group 2). Materials and methods. Islets of Langerhans were isolated from the caudal pancreas using a collagenase 
technique. The viability of cultured islets was accessed by vital fluorescence staining, while secretory capacity 
was evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results. Pancreatic islets cultured with bios-
caffolds showed no signs of degradation and fragmentation, they remained viable throughout the entire period of 
observation (7 days). The monoculture of islets showed significant destructive changes during this period. Basal 
insulin levels in experimental groups 1 and 2 increased by 18.8% and 39.5% on day 1 of culture compared to the 
control group, by 72.8% and 102.7% on day 4 of incubation, and by 146.4% and 174.6% on day 7, respectively. 
The insulin secretion level of islets with tissue-specific scaffolds was 17.4% higher than that when cultured with 
biopolymer collagen-based scaffolds. Conclusion. Biopolymer and tissue-specific ECM mimetics contribute 
not only to preservation of the viability of isolated islets of Langerhans but also maintain their insulin secretion 
capacity for 7 days at a higher level in comparison with monoculture. The experiments revealed that the use of 
a tissue-specific scaffold for the creation of a pancreatic tissue equivalent has slight potential advantage over 
biopolymer scaffold.
Keywords:  pancreas,  culture of  the  islets  of Langerhans,  insulin-producing  function,  tissue-specific  scaffold, 
biopolymer  scaffold.
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материала (включая антигенный) для минимизации 
иммунного ответа на имплантацию ДПЖ-матрикса 
[19–21]. Присутствие основных компонентов ВКМ 
в децеллюляризованном панкреатическом каркасе, 
таких как структурные белки (коллагены I, III, IV, V 
и VI типа, эластин, фибронектин и ламинин), гли-
копротеины и факторы клеточной адгезии, позво-
ляет создавать условия для пролонгированной жиз-
недеятельности островковых клеток и максимально 
имитировать свойства ВКМ [22]. Сохранение архи-
тектоники ВКМ в ДПЖ-матриксе также влияет на 
выживаемость и секреторную функцию островков 
[23, 24]. Данные научной литературы и результаты 
наших исследований демонстрируют увеличение 
секреции инсулина панкреатическими островками 
свиньи [25] и островками крысы [18], культивиро-
ванными в присутствии тканеспецифических мат-
риксов аллогенного происхождения, по сравнению 
с монокультурой островков.

Цель работы заключалась в сравнении инсулин-
продуцирующей функции жизнеспособных панк-
реатических островков человека в монокультуре и 
культивированных в присутствии двух биоматрик-
сов: биополимерного микрогетерогенного коллаген-
содержащего гидрогелевого матрикса и тканеспе-
цифического матрикса из децеллюляризованной 
поджелудочной железы (ПЖ) человека.

МАтериАлы и МетОды
исходный материал

Для выделения панкреатических островков и по-
лучения тканеспецифического децеллюляризован-
ного матрикса использовали хвостовую часть ПЖ, 
полученную в результате мультиорганного забора 
органов посмертных доноров и не пригодную для 
трансплантации.

Выделение и идентификация островков 
лангерганса

Для получения островков Лангерганса небольшой 
фрагмент (~2,0 г) хвостовой части ПЖ механически 
измельчали (1,5 × 1,5 × 1,5 мм) и инкубировали в рас-
творе коллагеназы NB1 (активность 20 PZ U/g ткани) 
с нейтральной протеазой NP (активность 1,5 DMC 
U/g ткани) (Serva, Германия) в течение 10–15 мин 
при 37 °C. Действие ферментов останавливали до-
бавлением трехкратного объема холодного (4 °С) 
раствора Хэнкса (ПанЭко, Россия), с последующим 
фильтрованием через металлическое сито с диамет-
ром ячеек 0,4–0,6 мм. Для очистки островков был 
подобран режим центрифугирования, позволяющий 
отказаться от использования градиента плотности 
фиколла (1 мин при скорости 900 об/мин, затем 2 мин 
при скорости 1300 об/мин).

Островки идентифицировали с помощью окраши-
вания дитизоном (Sigma-Aldrich, США) непосред-
ственно после выделения. Для этого часть суспензии 
смешивали с раствором дитизона в соотношении 2 : 1 
и инкубировали 20–30 мин при температуре 37 °C. 
Дитизон избирательно окрашивал панкреатические 
островки в красно-оранжевый цвет, при этом ацинар-
ные клетки оставались неокрашенными. Свежевыде-
ленные островки ресуспендировали в ростовой среде 
и использовали в эксперименте не позднее 24 часов 
после выделения.

Биополимерный микрогетерогенный 
коллагенсодержащий гидрогель 
(БМКГ-матрикс)

Одним из биоматриксов была выбрана инъекци-
онная форма БМКГ (торговое название Сферо®ГЕЛЬ, 
производитель АО «Биомир сервис», Россия). 
БМКГ-матрикс состоит из микрочастиц (145,79 ± 
0,09 мкм) склерального коллагена 1-го типа, сшитого 
γ-излучением (1,5 Мрад), и гомогенного гидрогеля, 
содержащего низкомолекулярные и высокомолеку-
лярные компоненты ВКМ, в соотношении 1 : 1 [15]. 
Гетерогенная составляющая БМКГ-матрикса имеет 
пористую структуру микрочастиц с размером пор 
2–4 мкм, что является положительным свойством 
в процессах неоваскуляризации и неоиннервации 
тканеинженерных конструкций на его основе [18].

тканеспецифический матрикс 
из децеллюляризованной поджелудочной 
железы (дПЖ-матрикс)

В качестве тканеспецифического биомиметика 
ВКМ использовали биоматрикс, представляющий 
собой мелкодисперсные фрагменты децеллюляризо-
ванной панкреатической ткани человека. Методика 
получения ДПЖ-матрикса (рис. 1) была разработана 
ранее [21].

Протокол децеллюляризации включал в себя 
3 цикла замораживания (при температуре –80 °С) и 
оттаивания (до температуры +37 °С) фрагментов ПЖ 
с последующим механическим измельчением ткани 
до размеров не более 1 × 1 × 2 мм. Измельченные 
фрагменты обрабатывали при комнатной темпера-
туре в трех сменах буферного раствора (рН = 7,4), 
содержащего 0,1% додецилсульфата натрия и повы-
шающуюся концентрацию Тритона Х100 (1, 2 и 3% 
соответственно) (Sigma, США), в условиях постоян-
ного перемешивания в течение 24 ч. На конечной ста-
дии процесса децеллюляризации мелкодисперсные 
фрагменты ДПЖ-матрикса тщательно отмывали от 
остатков поверхностно-активных веществ в течение 
72 часов в трех сменах буферного раствора, содер-
жащего антибиотик/антимикотик.
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Образцы мелкодисперсного ДПЖ-матрикса под-
вергали дегидратации с помощью фильтровальной 
бумаги, взвешивали и вносили в криопробирки по 
20,0 ± 0,1 мг, стерилизовали γ-излучением (1,5 Мрад) 
и замораживали при температуре –80 °С. Срок хране-
ния стерильных замороженных образцов ДПЖ-мат-
рикса с сохранением биохимических и структурных 
свойств не более 1 года.

ДПЖ-матрикс содержит коллаген I типа и эластин, 
обладает низкой иммуногенностью (не более 0,1% 
ДНК), не цитотоксичен и сохраняет морфофунк цио-
нальные свойства нативного ВКМ панкреатической 
ткани относительно адгезии и пролиферации клеточ-
ных культур [21].

Культивирование островков лангерганса
Равное количество выделенных островков (~200) 

вносили в три культуральных флакона 25 см2 (Greiner 
bio-one, Германия). В первый культуральный флакон 
(контроль) матрикс не добавляли. Во второй и тре-
тий культуральные флаконы вносили 20,0 ± 0,1 мг 
БМКГ-матрикса (опытная группа I) и 20,0 ± 0,1 мг 
ДПЖ-матрикса (опытная группа II) соответствен-
но. Все островки культивировали в полной росто-
вой среде, содержащей DMEM (глюкоза 1,0 г/л) 

(ПанЭко, Россия), 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (HyClone, США), Hepes (Gibco by Life 
technologies™, США), 2 мМ L-глютамина (ПанЭко, 
Россия), 1% антибиотика/антимикотика (Gibco by 
Life technologies™, США). Культивирование остров-
ков проводили в стандартных условиях при 37 °С в 
увлажненной атмосфере, содержащей 5% СО2, с еже-
дневным визуальным мониторингом и фотосъемкой 
с помощью инвертированного микроскопа (Nikon, 
Япония), оснащенного цифровой камерой. Смену 
культуральной среды осуществляли на сроках 1, 4 
и 7 суток с целью отбора проб для последующего 
исследования на содержание инсулина.

Определение жизнеспособности
Жизнеспособность свежевыделенных остров-

ков, а также островков, культивированных в кон-
трольной и опытных группах, оценивали на 1, 4 
и 7-е сутки с помощью набора LIVE/DEAD® Cell 
Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular probes® by Life 
technologies™, США). Для окрашивания LIVE/
DEAD® часть суспензии островков (монокультуры 
или с матриксами) помещали в чашку Петри, смеши-
вали с приготовленным рабочим раствором красите-
ля в соотношении 1 : 2 и инкубировали в темноте в 
течение 15–30 мин. Результат оценивали c помощью 
люминесцентного микроскопа (Nikon, Япония).

Определение инсулинпродуцирующей 
функции

Для определения инсулинпродуцирующей функ-
ции островков контрольной и опытных групп на сро-
ках 1, 4 и 7 суток в культуральных флаконах проводи-
ли замену ростовой среды. После 1 часа инкубации 
в прежних условиях (37 °С, 5% СО2) осуществляли 
отбор проб ростовой среды из всех флаконов. Про-
бы хранили в замороженном состоянии (–23 °С) для 
последующего ИФА-исследования.

Базальную концентрацию инсулина в культураль-
ной среде контрольной и опытных групп определяли 
с помощью набора для ИФА ELISA Kit for insulin 
Human CEA448 Hu-96 (Cloud-Clone Copr., США) 
согласно инструкции производителя.

В данном варианте ИФА используется метод 
конкурентного ингибирования. Моноклональное 
антитело, специфичное к инсулину, предваритель-
но нанесено на микропланшет. Запускается реакция 
конкурентного ингибирования между меченым био-
тинилированной ферментативной меткой инсули-
ном и немеченым инсулином (стандарт и образцы 
культуральной среды) с предварительно нанесен-
ным антителом, специфичным к инсулину. После 
инкубации со всеми реагентами набора добавляли 
раствор субстрата, который реагировал с комплексом 
для получения сигнала в виде окрашенного продукта.  

Рис. 1. Схематическое изображение этапов получения 
тканеспецифического матрикса из панкреатической 
ткани

Fig. 1. Schematic representation of the stages for obtaining 
tissue-specific scaffold from pancreatic tissue
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Рис. 2. Свежевыделенные островки Лангерганса человека: а – инвертированная фазово-контрастная микроскопия; 
б – окрашивание дитизоном; в – флуоресцентное окрашивание LIVE/DEAD®. Бар 100 мкм

Fig. 2. Freshly isolated human islets of Langerhans: a – inverted phase-contrast microscopy; б – dithizone staining; в – LIVE/
DEAD® fluorescence staining. Bar 100 μm

а б в

100 мкм 100 мкм

Интенсивность этого сигнала выражалась через оп-
тическую плотность, которая обратно пропорцио-
нальна концентрации инсулина в исследуемых об-
разцах. Обратная корреляция между концентрацией 
инсулина в образце и интенсивностью сигнала отоб-
ражается в виде стандартной кривой с логарифми-
ческой функцией.

Результаты количественного метода ИФА рассчи-
тывали, измеряя оптическую плотность на микро-
планшетном ридере 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. Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы SPSS26.0. Представленные результаты 
продемонстрированы в виде среднего значения ± 
среднеквадратичное отклонение. Различия считали 
достоверными при р < 0,05.

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
Свежевыделенные островки лангерганса

С помощью инвертированного микроскопа на-
блюдали значительное количество свежевыделенных 
островков различных размеров с преимущественно 
округлой формой и гладкой поверхностью (рис. 2, а). 
Остатки экзокринной ткани выявлялись следующим 
образом: ацинарные клетки создавали определенную 
шероховатость на поверхности некоторых островков 
и не окрашивались дитизоном. В то же время дитизон 
окрашивал панкреатические островки в оранжево-
красный цвет, что позволяло легко их идентифици-
ровать (рис. 2, б).

Прижизненное окрашивание LIVE/DEAD® све-
жевыделенных островков осложнялось наличием 
сильной фоновой яркости из-за присутствия клеток 
ацинарной ткани вокруг островков или в культураль-
ной среде. Тем не менее отдельные живые клетки в 
структуре островков были четко визуализированы 
(рис. 2, в).

Жизнеспособность островков 
лангерганса
Монокультура островков

Наблюдение в инвертированном микроскопе 
показало, что большинство островков, культиви-
рованных без биоматриксов (контрольная группа), 
в течение первых трех суток инкубации сохраняли 
свою форму и целостность. Лишь немногие из них 
обнаруживали признаки фрагментации или подвер-
гались разрушению.

Окрашивание LIVE/DEAD® в люминесцентном 
микроскопе продемонстрировало зеленую флуо-
ресценцию островков, подтверждающую их жиз-
неспособность (рис. 3, а). Некоторые, окрашенные 
в красный цвет этидиум гомодимером, погибшие 
ацинарные клетки обнаруживались в культуральной 
среде, окружающей островки.

После 3 суток культивирования морфология ос-
тровков в контрольной группе менялась. В некото-
рых островках обнаруживали появление полостей, 
признаки фрагментации, поверхность значительного 
количества островков приобретала неровные очерта-
ния, становилась бугристой (рис. 3, б). Прижизнен-
ное окрашивание LIVE/DEAD® на сроках 4–7 суток 
культивирования выявило в сохранившихся ост-
ровках погибшие клетки с красной флуоресценци-
ей (рис. 3, в). Таким образом, к недельному сроку 
культивирования без биоматриксов островки пре-
терпевали значительные деструктивные изменения.

Островки Лангерганса в присутствии 
БМКГ‑матрикса

Островки, культивированные с БМКГ-матрик-
сом (опытная группа 1), оставались целостными, не 
подвергались фрагментации и деградации в тече-
ние всего периода наблюдения (7 суток). На вторые 
сутки инкубации наблюдали адгезиию островков к 
гладкой поверхности БМКГ-матрикса (рис. 4, а), не-
прикрепившиеся островки свободно флотировали  
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в культуральной среде. Флуоресцентное окраши-
вание LIVE/DEAD®, проведенное на сроках 1, 4 и 
7 суток инкубации, подтвердило жизнеспособность 
островков опытной группы 1 (рис. 4, б).

Островки Лангерганса в присутствии 
ДПЖ‑матрикса

Островки, культивированные с ДПЖ-матриксом 
(опытная группа 2), так же, как и в опытной группе 1, 
не проявляли признаков деструкции и фрагментации 
в течение всего срока наблюдения (7 суток). На вто-
рые сутки инкубации с ДПЖ-матриксом большая 
часть островков проявляла адгезивные качества и 
осаждалась на волокнистую поверхность матрикса 
(рис. 5, а), оставшиеся в культуральной среде ос-
тровки продолжили флотировать. Прижизненное 
окрашивание островков опытной группы 2 LIVE/

DEAD®, проведенное на сроке 1, 4 и 7 суток инкуба-
ции, подтвердило жизнеспособность сохранившихся 
островков (рис. 5, б).

инсулинпродуцирующая функция 
панкреатических островков

Инсулинпродуцирующую функцию исследуе-
мых островков определяли на сроках 1, 4 и 7 суток. 
Сравнительный анализ секреции инсулина опытных 
групп 1 и 2 проводили относительно контрольной 
группы.

После первых суток культивирования концентра-
ция инсулина в опытных группах 1 и 2 была выше 
на 18,8% (46,78 ± 1,29 пкг/мл) и на 39,5% (54,93 ± 
1,58 пкг/мл) по сравнению с контрольной груп-
пой (39,37 ± 1,25 пкг/мл); на четвертые сутки ин-

Рис. 3. Монокультура островков Лангерганса человека (контрольная группа). Флуоресцентное окрашивание LIVE/
DEAD®: а – 3 суток культивирования, бар 100 мкм; б – 4 суток культивирования, бар 200 мкм; в – 7 суток культиви-
рования, бар 100 мкм

fig. 3. Monoculture of human islets of Langerhans (control group): a – 3 days of culture, bar 100 μm; б – 4 days of culture, 
bar 200 μm; в – 7 days of culture, bar 100 μm

а б в

 

Рис. 4. Островки Лангерганса человека, культивированные с биополимерным коллагенсодержащим матриксом 
(БМКГ-матриксом). 7 суток культивирования: а – инвертированная фазово-контрастная микроскопия; б – флуорес-
центное окрашивание LIVE/DEAD®. Бар 100 мкм

Fig. 4. Human Langerhans islets cultured with biopolymer collagen-containing scaffold (BMCH scaffold). 7 days of culture: 
a – inverted phase contrast microscopy; б – fluorescencence, LIVE/DEAD®. Bar 100 μm

а б
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кубации – на 72,8% (41,65 ± 0,81 пкг/мл) и 102,7% 
(48,88 ± 1,32 пкг/мл) соответственно по сравнению 
с контрольной группой (24,11 ± 0,58 пкг/мл). На сро-
ке 7 суток наблюдали еще более значимую разницу 
между концентрациями инсулина опытных групп 1 
(32,9 ± 1,08 пкг/мл) и 2 (36,66 ± 1,38 пкг/мл) и конт-
рольной группы (13,35 ± 0,55 пкг/мл) (табл.).

Позитивное влияние биоматриксов на инсулин-
продуцирующую функцию островков проявляется 
в различии концентраций гормона в контрольной 
и опытных группах на всех сроках исследования 
(рис. 6). Значимую разницу между концентрациями 

Таблица
Сравнительный анализ содержания инсулина 

(%) в опытных группах относительно 
контрольной группы (монокультура островков)

Comparative analysis of insulin levels (%)  
in the experimental groups relative  

to the control group (monoculture of islets)
Сутки Островки +  

БМКГ-матрикс 
(опытная группа 1), %

Островки +  
ДПЖ-матрикс  

(опытная группа 2), %
1 18,8 ± 3,3 39,5 ± 4,0
4 72,8 ± 3,4 102,7 ± 5,5
7 146,4 ± 8,1 174,6 ± 10,3

Рис. 6. Инсулинпродуцирующая функция островков Лан-
герганса человека в контрольной и опытных группах. 
ОЛ – островки Лангерганса. p < 0,05

Fig. 6. Insulin-producing function of human islets of Lan-
gerhans in control and experimental groups. ОЛ – islets of 
Langerhans. p < 0.05

инсулина опытных групп 1 и 2 и контролем можно 
объяснить деструктивными изменениями монокуль-
туры островков после трех суток культивирования, 
что подтверждается данными флуоресцентного ок-
рашивания островков на разных сроках. Положи-
тельная тенденция влияния биополимерного и тка-
неспецифического миметиков ВКМ на секреторную 
функцию островков в процентном отношении сохра-
нялась на протяжении всего срока наблюдения, не-
смотря на то что концентрация инсулина, выражен-
ная в абсолютных значениях, с увеличением срока 
культивирования снижалась.

Уровень секреции инсулина на первые и четвер-
тые сутки культивирования островков в группе 2 был 
на 17,37 ± 0,05% выше, чем в группе 1; на седьмые 
сутки – выше на 11,43%. Таким образом, выявлено 
незначительное преимущество применения тканеспе-
цифического ДПЖ-матрикса по сравнению с БМКГ-
матриксом при культивировании панкреатических 

 

Рис. 5. Островки Лангерганса человека, культивированные с тканеспецифическим матриксом из децеллюляризован-
ной поджелудочной железы человека (ДПЖ-матриксом). 7 суток культивирования: а – инвертированная фазово-кон-
трастная микроскопия; б – флуоресцентное окрашивание LIVE/DEAD®. Бар 100 мкм

Fig. 5. Human Langerhans islets cultured with tissue-specific scaffold from decellularized pancreas (DP scuffold). 7 days 
incubation: a – inverted phase contrast microscopy; б – fluorescencence, LIVE/DEAD®. Bar 100 μm

а б

100 мкм 100 мкм
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островков человека. Ранее нами была исследована 
инсулинпродуцирующая функция островков крысы, 
культивированных в присутствии БМКГ-матрикса и 
матрикса из децеллюляризованной ПЖ крысы [18]. 
Сравнительный анализ секреции инсулина показал 
более выраженное влияние исследованных биомат-
риксов на островки крысы, чем на островки челове-
ка, при этом уровень секреции инсулина островков 
крысы, культивированных в присутствии ДПЖ-мат-
рикса, был на 35,5% выше, чем у островков крысы, 
культивированных в присутствии БМКГ-матрикса.

Проведенное исследование показало, что изо-
лированные островки человека, культивированные 
в присутствии биоматриксов, могут сохраняться в 
стандартных условиях инкубации без существенных 
потерь морфофункциональных свойств и жизнеспо-
собности в течение 7 суток. Такой способ сохранения 
островкового потенциала in vitro перед импланта-
цией пациентам с СД1, вероятно, увеличит сроки 
функционирования островков in vivo и в постимп-
лантационном периоде.

ЗАКлЮчеНие
Культивирование изолированных островков Лан-

герганса с биополимерным и тканеспецифическим 
миметиками внеклеточного матрикса способствует 
не только сохранению жизнеспособности островков, 
но и поддержанию их секреторной функции в тече-
ние 7 суток на более высоком уровне по сравнению 
с культивированием островков без биоматриксов. 
В условиях проведенных экспериментов выявлено 
незначительное потенциальное преимущество при-
менения тканеспецифического ДПЖ-матрикса по 
сравнению с БМКГ-матриксом для создания ткане-
вого эквивалента поджелудочной железы.

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.
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ПредиКтОры СтеАтОЗА У дОНОрОВ ПечеНи
М.Г. Минина1, 2, Д.В. Воронов1, А.А. Невредимов1, Э.А. Тенчурина1
1 ГБУЗ «Городская клиническая больница имени С.П. Боткина Департамента здравоохранения 
города Москвы», Московский городской координационный центр органного донорства, Москва, 
Российская Федерация 
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Стеатоз рассматривается как фактор риска при трансплантации донорской печени. Макростеатоз (>50%) 
ассоциируется с первичной дисфункцией трансплантата и может вызывать снижение долгосрочной вы-
живаемости реципиентов. Цель исследования: выявить предикторы макровезикулярного стеатоза печени 
(>50%) путем анализа характеристик донора. Материалы и методы. В ретроспективное исследование 
вошли 525 потенциальных доноров печени в период с 1 января 2019 года по 31 декабря 2020 года. Иссле-
дование клинико-морфологических характеристик доноров выполнено с использованием логистической 
регрессии и ROC-анализа. Пороговые значения показателей, продемонстрировавших статистическую 
достоверность в мультивариантном анализе в качестве предикторов стеатоза печени >50%, получены 
посредством ROC-анализа на основании расчета оптимальной точки отсечения. Результаты. Сахарный 
диабет, причина смерти донора (черепно-мозговая травма), а также значения показателей АЛТ >90 ед/л, 
АСТ >110 ед/л явились предикторами стеатоза >50%, выявленного по данным нулевой биопсии у донора. 
Практически идентичные показатели чувствительности и специфичности определены в ROC-анализе у 
ферментов печени – АЛТ, АСТ, составившие 69,1; 80,6 и 72,2; 81,1 соответственно. С учетом полученных 
значений, мы можем говорить, что при повышении уровня ферментов печени в крови донора с высокой 
степенью вероятности следует ожидать повреждения паренхимы печени, но невысокий уровень чувст-
вительности указывает на возможную многофакторность повреждения печени, и одним из факторов 
может быть стеатоз, но может наблюдаться и отсутствие какого-либо повреждения паренхимы. Вместе 
с тем достаточно высокая специфичность, выявленная в ROC-анализе для ферментов печени, является 
достоверным признаком отсутствия стеатоза при значениях ферментов меньше пороговых. Заключение. 
Пороговые значения, установленные для АЛТ, АСТ, и соответствующие им уровни чувствительности и 
специфичности указывают на относительно невысокий прогностический уровень данных показателей 
в контексте наличия у донора выраженного стеатоза, что позволяет, тем не менее, использовать модели, 
построенные на их основе, в качестве скрининговых при первичной оценке доноров печени.
Ключевые  слова:  стеатоз,  доноры печени  с  расширенными критериями, метаболически 
ассоциированная жировая болезнь печени.

PredicTOrS Of hePaTic STeaTOSiS in livinG liver dOnOrS
M.G. Minina1, 2, D.V. Voronov1, A.A. Nevredimov1, E.A. Tenchurina1
1 Botkin City Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation
2 Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation

Fatty liver disease (steatosis) is considered a risk factor in donor liver transplantation (LT). Macrosteatosis (>50%) 
is associated with primary graft dysfunction and may reduce long-term recipient survival. Objective: to identify 
predictors of macrovesicular steatosis (>50%) by analyzing donor characteristics. Materials and methods. The 
retrospective study included 525 potential liver donors between January 1, 2019 and December 31, 2020. Clinical 
and morphological characteristics of donors were studied using logistic regression and receiver operating characte-
ristic (ROC) analysis. Threshold values of parameters demonstrating statistical significance in multivariate analysis 
as predictors of >50% hepatic steatosis were obtained by ROC analysis based on calculation of the optimal cutoff 
point. Results. Diabetes mellitus (DM), cause of donor’s death (traumatic brain injury), alanine transaminase 
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ВВедеНие
Стеатоз донорской печени является независи-

мым фактором риска, оказывающим существен-
ное влияние на развитие посттрансплантационных 
осложнений, таких как реперфузионное повреж-
дение, ранняя дисфункция трансплантата, и вы-
живаемость реципиентов в целом. Согласно ис-
следованиям, наи большее негативное влияние на 
эффективность трансплантации печени и развитие 
осложнений после нее оказывает тяжелый уровень 
макровезикулярного стеатоза, составляющий 50% и 
более [1]. Около 30–51% донорских трансплантатов 
печени имеют ту или иную степень стеатоза [2, 3]. 
На сегодняшний день отмечается повышение рас-
пространенности стеатоза печени из-за увеличения 
числа доноров с ожирением и неалкогольным жиро-
вым гепатозом печени в анамнезе [4, 5].

«Золотым стандартом» диагностики стеатоза пе-
чени у доноров по-прежнему остается так называ-
емая нулевая биопсия печени, выполненная в про-
цессе лапаротомии [6, 7]. Вместе с тем еще на этапе 
первичной оценки донора специалисты донорской 
службы должны ориентировочно прогнозировать 
уровень возможного стеатоза, исходя из доступ-
ных клинических характеристик донора. Подобные 
исследования проводились зарубежными автора-
ми, которые выявили положительную корреляцию 
между стеатозом печени и индексом массы тела 
(ИМТ) [10, 11]. В исследовании М.E. Rinella et al. 
был выполнен сравнительный анализ прогности-
ческой ценности ИМТ, результатов биохимического 
анализа ферментов печени, визуализирующих иссле-
дований у потенциальных живых доноров печени в 
качестве возможных индикаторов степени тяжести 
стеатоза, подтвержденного морфологически. Так, 
авторами была доказана корреляция между ИМТ и 
степенью стеатоза [12]. Другое исследование проде-
монстрировало, что такие показатели, как кожные 
складки на теле, уровень аланинаминотрансферазы 
(АЛТ) и сывороточный уровень липидов коррели-
руют с выраженностью жирового гепатоза, правда, 
незначительно [13]. Jeong-Hoon Lee et al. разрабо-

тан индекс стеатоза печени: в ходе многофакторно-
го анализа выявлено, что отношение сывороточной 
ала нин ами но транс фе ра зы (АЛТ) к сывороточной 
аспартатаминотрансферазе (АСТ), а также индекс 
массы тела (ИМТ) и сахарный диабет (CД) могут 
выступать независимыми факторами риска жирового 
гепатоза [14]. При этом значение индекса стеатоза 
печени <30 исключает стеатоз печени, а значение 
>60 достоверно говорит о его наличии.

Ориентировочный уровень стеатоза у донора мо-
жет быть также определен хирургом-транспланто-
логом в процессе лапаротомии путем визуализации 
и пальпации печени. В качестве достоинства этого 
метода можно отметить его очевидную простоту в 
осуществлении. Тем не менее точность макроско-
пической оценки прямо пропорционально зависит 
от степени выраженности стеатоза и составляет 71% 
для выраженного, 46% – для среднего и лишь 17% – 
для умеренного стеатоза [7–9]. По данным отечест-
венных исследователей, позитивная прогнозирую-
щая оценка при визуальном осмотре составила 65,6% 
при выраженном макровезикулярном стеатозе, в то 
же время частота гипердиагностики макростеатоза 
составила 10,0% при визуальной оценке [7].

МАтериАлы и МетОды
В ретроспективное исследование вошли 525 по-

тенциальных доноров печени в период с 1 января 
2019 года по 31 декабря 2020 года. В ходе исследо-
вания пул потенциальных доноров был разделен на 
три группы в зависимости от степени выраженности 
морфологически подтвержденного стеатоза печени. 
Оценка клинико-морфологических характеристик 
была выполнена посредством логистической рег-
рессии и ROC-анализа. Пограничные значения по-
казателей, продемонстрировавших статистическую 
достоверность в мультивариантном анализе, в качес-
тве предикторов стеатоза печени >50%, получены в 
ROC-анализе на основании расчета оптимального 
порога отсечения. В четырехпольной таблице сопря-
женности рассчитаны показатели чувствительности 

(ALT) >90 units/L and aspartate transaminase (AST) >110 units/L were predictors of >50% steatosis, revealed 
by time-zero biopsy in the donor. Almost identical sensitivity and specificity indicators were determined in ROC 
analysis for liver enzymes – ALT and AST – which were 69.1 and 80.6; 72.2 and 81.1, respectively. Given the 
obtained values, we can say that with elevated levels of liver enzymes in the donor’s blood, there is a high degree 
of probability of liver parenchymal damage, but low sensitivity indicates possible multifactoriality of liver dama-
ge, and fatty liver disease may be one of the factors, but there may also be no damage to the liver parenchyma. 
At the same time, the rather high specificity revealed in ROC analysis for liver enzymes is a reliable sign of the 
absence of fatty liver disease at enzyme values less than the threshold. Conclusion. The thresholds established 
for ALT and AST and their corresponding levels of sensitivity and specificity indicate that these parameters have 
a relatively low predictive level in the context of the presence of severe fatty liver disease in a donor. This allows, 
nevertheless, to use models built on their basis as screening models in the primary evaluation of liver donors.
Keywords:  steatosis,  extended  criteria  liver  donors, metabolic  associated  fatty  liver  disease.
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и специфичности для характеристик с переменными 
значениями.

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
Для анализа клинических характеристик доноров 

весь пул эффективных доноров печени, включенных 
в исследование, разделили на три группы в зависи-
мости от степени жирового гепатоза по данным «ну-
левой» биопсии печени у донора: группа 1 – стеатоз 
≤30%, группа 2 – стеатоз 31–50%, группа 3 – стеатоз 
>50%. Доноры в количестве 58/525 человек (11,1%), 
у которых не было выполнено по тем или иным при-
чинам морфологическое исследование, были исклю-
чены из данного анализа.

Обращает на себя внимание, что в группах 2 и 3 
более половины доноров, 51,3% и 58,6% соответ-
ственно, имели ИМТ менее 30, при этом количество 
доноров в % с ИМТ ≥30, свидетельствующим о на-
личии ожирения, практически идентично во 2-й и 
3-й группах, в 3-й группе отмечается даже некоторое 
снижение доноров с ожирением. Более детальный 
анализ доноров выявил, что разница показателей 
ИМТ в группах 2 и 3 обусловлена тем, что у доно-
ров с субтотальным и тотальным стеатозом печени, 
предположительно алкогольного генеза, ИМТ был 
низкий, что послужило фактором искажения значи-
мости этого показателя при уровне стеатоза печени 
>50%. Аналогично ЧМТ в качестве причины смерти 
преобладала у доноров с алкогольным гепатитом в 
анамнезе, что подтверждается имеющимися дан-
ными – удельный вес доноров с ЧМТ в группе со 

стеатозом >50% составил 33,3%, тогда как в группе 
со стеатозом ≤30% – 17,9%. Среднее значение пока-
зателя тромбоцитов крови у доноров печени в груп-
пе 3 со стеатозом >50% составило 183,6 × 109/л, что 
ниже аналогичного показателя в 1-й и 2-й группах, 
и мы полагаем, что данный факт может быть связан 
со снижением выработки в печени с субтотальным 
жировым гепатозом тромбопоэтина (гликопротеи-
нового гормона, вырабатываемого главным образом 
печенью). В исследовании Markus Peck-Radosavljevic 
et al. изучалась тромбоцитопения <50 000/мкл у па-
циентов с хроническими заболеваниями печени в 
результате снижения выработки в ней тромбопоэти-
на [16]. Таким образом, теоретически тромбоцитопе-
ния может служить неспецифическим показателем 
снижения функции печени, в том числе и на фоне 
стеатоза, и, по нашему мнению, данный факт тре-
бует дальнейшего изучения. Трансаминазы АЛТ и 
АСТ, как наиболее известные маркеры повреждения 
печени, вплоть до некроза, в группе 3 со стеатозом 
>50% в среднем значении имеют наибольшие пока-
затели, 88,6 и 124,1 ЕД/л соответственно. Частота 
встречаемости СД у доноров группы 3 более чем в 
2 раза выше относительно группы 1 – 7,6% vs 20,9% 
(табл. 1). Среднее значение общего билирубина крови 
у доноров во всех группах не превышает референс- 
ных значений, вместе с тем отмечается некоторое 
увеличение уровня общего билирубина в группах со 
стеатозом относительно группы 1.

Далее выполнен логистический регрессионный 
анализ с целью выявления достоверных предикторов 

Таблица 1
Сравнительный анализ групп ЭД в зависимости от степени стеатоза

Comparative analysis of effective liver donor groups depending on steatosis grade
Факторы Группа 1 Группа 2 Группа 3 p

Стеатоз 0–30%, n = 341 Стеатоз 31–50%, n = 39 Стеатоз >50%, n = 87
Возраст, лет, ср. (min–max) 48,8 (19–68) 51,2 (29–63) 49,0 (28–67) 0,46
Пол, муж. / жен., n (%) 233 (68,3) / 108 (31,7) 26 (66,7) / 13 (33,3) 64 (73,6) / 23 (26,4) 0,60
ОНМК / ЧМТ, n (%) 280 (82,1) / 61 (17,9) 33 (84,6) / 6 (15,4) 58 (66,7) / 29 (33,3) 0,004
ИМТ, кг/м2, 
n (%)

<30 251 (74,0) 20 (51,3) 51 (58,6) 0,001≥30 88 (26,0) 19 (48,7) 36 (41,4)
СД, n (%) 26 (7,6) 4 (10,3) 18 (20,9) 0,001
ГБ, n (%) 166 (48,7) 21 (58,3) 40 (46,0) 0,744
Тромбоциты, ×109/л, 
ср. (min–max) 232,8 (14–567) 200,9 (66–330) 183,6 (18–469) <0,0001

Лактат артериальной крови, 
ммоль/л, ср. (min–max) 2,9 (0,4–17,0) 3,0 (0,7–8,9) 3,4 (0,90–15,0) 0,308

АЛТ, ед/л, ср. (min–max) 41,6 (1,8–783) 58,7 (15,6–459,0) 88,6 (6,60–319,0) <0,0001
АСТ, ед/л, ср. (min–max) 45,5 (1,5–947) 70,2 (7,1–729) 124,1 (16,9–729,6) <0,0001
Общий билирубин, мкмоль/л,  
ср. (min–max) 11,8 (2,2–72) 17,2 (3,7–88,5) 16,5 (3,4–58,0) <0,0001

Печень экспл. / не экспл., n (%) 284 / 57 (83,3 / 16,7) 17 / 22 (43,6 / 56,4) 15 / 72 (17,2 / 82,8) <0,0001
Примечание. ср. – среднее значение.

Note. ср. – average value.
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стеатоза >50%. Учитывались характеристики доно-
ра, показавшие в логистической регрессии статис-
тическую значимость р < 0,05. Продемонстрировали 
статистическую значимость в контексте прогнозиро-
вания наличия тяжелого стеатоза у доноров печени 
следующие факторы: причина смерти донора – ЧМТ, 
ИМТ ≥30 кг/м2, наличие СД у доноров, причем у 
фактора «сахарный диабет» выявлено достаточно вы-
сокое значение ОШ, составившее 2,91, повышенные 
ферменты печени, общий билирубин крови, сниже-
ние уровня тромбоцитов. Возраст – важный фактор 
оценки донорской печени для трансплантации, но 
доказанной взаимосвязи с уровнем стеатоза печени 
выявлено не было. В различных публикациях встре-
чаются данные, что соотношение возраста и пола 
является основным физиологическим предиктором 
риска развития стеатоза печени [17], но если в мо-
лодом возрасте жировой гепатоз чаще встречается 
у мужчин [18], то при достижении 50 лет в равной 
степени у мужчин и у женщин. Средний возраст по-
тенциальных доноров печени в группе 3 со стеатозом 
>50% составил 49,0 года, что сопоставимо с выше-
приведенными данными и подтверждает полученные 
нами результаты об отсутствии связи между частотой 
возникновения тяжелого стеатоза печени и возрас-
том и(или) полом донора. Стеатоз печени снижает 
клиренс инсулина и оказывает негативное влияние 
на инсулинорезистентность печени, что приводит к 
повышению уровня глюкозы в плазме крови, ком-
пенсаторной гиперинсулинемии и прогрессированию 
СД 2-го типа [19]. В нашем исследовании уровень 
глюкозы крови не показал взаимосвязи с тяжелым 
стеатозом печени, и повышенный уровень глюкозы 
крови, выявляемый у доноров, мы склонны связывать 
с состоянием смерти головного мозга донора. Такой 
фактор, как тромбоциты крови, несмотря на то что 
продемонстрировал достоверную взаимосвязь со 
стеатозом печени >50%, мы сочли очень вариабель-
ным и неспецифичным и исключили из финальных 
предикторов (табл. 2).

Для проведения ROC-анализа мы отобрали ко-
личественные донорские факторы: ИМТ, АЛТ, АСТ, 
общий билирубин крови. Количественная оценка 
ROC-анализа характеризуется показателем AUC 
(англ. Area Under Curve, площадь под кривой). Чем 
выше показатель AUC, тем качественнее классифи-
катор (фактор), при этом значение AUC = 0,5 и менее 
демонстрирует низкие прогностические возможнос-
ти того или иного фактора. На рисунке представлены 
ROC-кривые и значения AUC для показателей ИМТ, 
АЛТ, АСТ и общего билирубина крови 0,567; 0,774; 
0,750; 0,648 соответственно. Наибольшим прогнос-
тическим значением в отношении макростеатоза 
>50% обладают показатели АЛТ и АСТ крови доно-
ра, AUC которых равен 0,774 и 0,750 соответственно. 
Показатели ИМТ донора и общий билирубин крови 

были исключены в качестве предикторов стеатоза 
>50% в связи с невысокими значения AUC. Таким 
образом, высокие значения общего билирубина кро-
ви и повышенная масса тела не рассматриваются 
нами в качестве скрининговых предикторов стеатоза 
у донора (рис.).

В ROC-анализе путем вычислений получены зна-
чения оптимального порога отсечения, чтобы можно 
было использовать изучаемые модели прогнозирова-
ния тяжелого стеатоза доноров на практике. Так, для 
показателей АЛТ и АСТ пороги отсечения составили 
90 и 110 ЕД/л соответственно.

С учетом установленных пороговых значений, в 
формате таблицы сопряженности, получены значе-
ния чувствительности и специфичности для показа-
телей АЛТ и АСТ (табл. 3, 4).

Практически идентичные показатели чувстви-
тельности и специфичности выявлены у ферментов 
печени – АЛТ, АСТ, составившие 69,1; 80,6 и 72,2; 
81,1% соответственно. С учетом полученных значе-
ний мы можем говорить, что при повышении уровня 
печеночных ферментов до уровня выявленных нами 
пороговых значений и более с высокой степенью 
вероятности следует ожидать повреждения парен-
химы печени, но невысокий уровень чувствитель-
ности указывает на возможную многофакторность 
таких повреждений, и одним из факторов может быть  
стеатоз.

Таблица 2
Логистическая регрессия характеристик 

донора и стеатоза печени >50%, выявленного 
по данным «нулевой» биопсии у доноров
Logistic regression of donor characteristics 

and >50% liver steatosis detected by time-zero 
biopsy in donors

Факторы ОШ 95% ДИ, 
min–max

р

Возраст, лет 1,003 0,984–1,022 0,737
Пол, м/ж 1,250 0,786–1,989 0,346
Причина смерти, 
ОНМК / ЧМТ 1,903 1,172–3,088 0,009

ИМТ, кг/м2 1,045 1,008–1,084 0,017
ГБ 0,972 0,638–1,479 0,893
СД 2,908 1,576–5,364 0,001
АЛТ, ед/л 1,009 1,005–1,013 <0,0001
АСТ, ед/л 1,011 1,007–1,014 <0,0001
Общий билирубин, 
мкмоль/л, 1,033 1,015–1,052 <0,0001

Тромбоциты, ×109/л 0,993 0,991–0,996 <0,0001
Глюкоза, ммоль/л 1,042 0,991–1,094 0,106
Примечание. ОШ – отношение шансов; ДИ – довери-
тельный интервал.

Note. ОШ – odds ratio; ДИ – confidence interval.
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ЗАКлЮчеНие
Выявлены предикторы морфологически под-

твержденного стеатоза >50% у доноров печени. Воз-

раст донора, пол, уровень глюкозы крови не являются 
достоверными предикторами стеатоза печени >50%. 
Показатели ИМТ и общий билирубин крови имеют 

Площадь под кривой

Переменные результата 
проверки Область Стандартная 

ошибка
Асимптотическая 

знач.
Асимптотический 95% доверительный интервал

Нижняя граница Верхняя граница
ИМТ 0,567 0,033 0,034 0,503 0,631
АЛТ 0,774 0,026 0,000 0,723 0,825
АСТ 0,750 0,028 0,000 0,695 0,805
Общий билирубин 0,648 0,030 0,000 0,589 0,708

Рис. ROC-кривые и площадь под кривой ИМТ, АЛТ, АСТ и общего билирубина

Fig. ROC curves and AUC for BMI, ALT, AST and TBil

Таблица 3
Чувствительность и специфичность для АЛТ

Sensitivity and specificity for ALT
АЛТ <90 АЛТ >90 Всего

Стеатоз <50 324 17 341
Стеатоз >50 78 38 116
Всего 402 55 457
Специфичность 324 : (324 + 78) × 100% 80,6
Чувствительность 38 : (38 + 17) × 100% 69,1

Таблица 4
Чувствительность и специфичность для АСТ

Sensitivity and specificity for AST
АCТ <110 АCТ >110 Всего

Стеатоз <50 327 15 342
Стеатоз >50 76 39 115
Всего 403 54 457
Специфичность 327 : (327 + 76) × 100% 81,1
Чувствительность 39 : (39 + 15) × 100% 72,2
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низкое значение AUC (0,56 и 0,645 соответственно) 
в ROC-анализе, в связи с чем, по нашему мнению, в 
качестве скрининговых предикторов этой патологии 
использоваться не могут. Такой фактор, как тромбо-
цитопения, несмотря на то что продемонстрировал 
достоверную корреляцию со стеатозом печени >50%, 
тем не менее, слишком вариабелен и неспецифичен 
и может быть связан с различными причинами, ко-
торые не учитывались в данном исследовании. ЧМТ 
в качестве причины смерти донора коррелирует с то-
тальным и субтотальным стеатозом печени алкоголь-
ного генеза. Среди рассматриваемых возможных пре-
дикторов стеатоза печени >50% у трансаминаз (АЛТ, 
АСТ) при относительно невысокой чувствительности 
(69,1 и 72,2% соответственно) была выявлена прием-
лемая специфичность (80,6 и 81,1% соответственно), 
что означает, что при повышении данных показате-
лей (АЛТ >90 ЕД/л, АСТ >110 ЕД/л) у потенциально-
го донора печени с определенной долей вероятности 
можно прогнозировать значимый жировой гепатоз. 
Достоверную взаимосвязь со стеатозом >50% проде-
монстрировал фактор СД у доноров печени. Диагноз 
сахарного диабета 2-го типа и значения АЛТ и АСТ 
выше пороговых точек отсечения должны повысить 
настороженность у специалистов в ходе первичной 
оценки донора относительно наличия у него тяже-
лого стеатоза.
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ПриМеНеНие ПОлиКлОНАльНыХ АНтител У дОНОрОВ 
СО СМертьЮ МОЗГА При ПереСАдКе ПОчеК
Д.О. Кузьмин1, 2, В.А. Мануковский1, С.Ф. Багненко2, О.Н. Резник1, 2,  4, А.Н. Ананьев1, 2, 
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Целью данного исследования явилась разработка протокола медикаментозной защиты трансплантатов для 
повышения эффективности пересадки почек с помощью применения препарата поликлональных антител 
(ПКАТ) за счет элиминации из кровотока донора активированных форм нейтрофилов, хемо- и цитокинов, 
снижения уровня экспрессии молекул адгезии на эндотелии сосудов почек на предтрансплантационном 
этапе. Материалы и методы. В 2017 году нами был разработан и впервые применен протокол лекарствен-
ной коррекции ишемически-реперфузионного повреждения (ИРП) у донора с установленным диагнозом 
«смерть головного мозга» (ДСМ). Учитывая ограниченный временной интервал после процедуры диагнос-
тики смерти мозга, препарат «Тимоглобулин» (Sanofi Genzyme, Франция) вводился в организм донора в 
дозе 8 мг/кг внутривенно в течение 6 часов. Перед введением препарата и непосредственно перед началом 
холодовой перфузии выполнялся развернутый клинический анализ крови и биопсии трансплантатов почек. 
В исследуемую группу были включены 10 ДСМ (ср. возраст – 39,3 ± 4,4 года), которым вводился антити-
моцитарный иммуноглобулин (АТГ), группой сравнения были 10 ДСМ (ср. возраст – 38,5 ± 4,3 года) без 
применения нового протокола. Донорские почки были пересажены 40 реципиентам (ср. возраст – 47,5 ± 
4,3 года), которые также были разделены на 2 группы, в зависимости от полученного трансплантата (с АТГ 
и без АТГ). В центре органного донорства сформирован биобанк образцов от доноров различных категорий, 
в т. ч. с применением протокола терапевтической коррекции ИРП, и реципиентов для ретроспективной 
оценки эффективности применения ПКАТ. Результаты. По данным проведенной оценки результатов кли-
нического анализа крови, в группе с введением АТГ наблюдалась устойчивая лейкопения (нейтропения 
и лимфопения) 1,46 ± 0,18 × 109/л. У 15 (75%) реципиентов почек, полученных от доноров с введением 
АТГ, наблюдалась немедленная функция трансплантата, в контрольной группе – у 10 (50%) реципиентов. 
Выводы. Полученные данные свидетельствуют о перспективности внедрения предложенного протокола 
в клиническую практику, что позволит улучшить качество получаемых трансплантатов, их пригодность к 
дальнейшей пересадке, увеличить срок функционирования трансплантата за счет элиминации лейкоцитов 
как фактора возникновения ИРП, предупреждения развития ранней трансплантационной нефропатии, 
увеличения «донорского пула» за счет использования доноров с расширенными критериями (ДРК).
Ключевые  слова:  донорство и трансплантация органов,  ишемия-реперфузия,  поликлональные 
антитела.
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ВВедеНие
Трансплантация является радикальным хирурги-

ческим методом лечения пациентов с терминальной 
стадией почечной недостаточности. Поэтому обще-
признано, что пересадка почки представляет собой 
преимущественный метод лечения и обеспечивает 
лучшую выживаемость по сравнению с долгосроч-
ным диализным лечением, а также предпочтительнее 
с точки зрения качества и продолжительности жиз-
ни реципиента [1]. Однако во всем мире отмечается 
дефицит подходящих донорских органов, и такой 
метод лечения остается малодоступным. Количест-
во пересаженных почек в мире в 2020 г. составило 
всего 75 664 [GODT. Global Observatory on Donation 
and Transplantation. 2020. http://www.transplant-
observatory.org/reports. Доступ 1 августа 2021].

На протяжении многих лет основным источником 
донорских органов были доноры с установленным 
диагнозом «смерть головного мозга» (ДСМ), органы 
которых считались идеальными. Однако постоянный 

дефицит донорских органов послужил причиной ис-
пользования для пересадки трансплантатов, получен-
ных от доноров с расширенными критериями (ДРК). 
Данную категорию доноров раньше можно было рас-
ценивать как дополнительный ресурс транспланта-
ции, однако на сегодняшний день он становится ос-
новным [2]. Использование ресурса ДРК, к которым 
относятся все доноры старше 60 лет, или в возрасте 
50 лет и более, при наличии таких сопутствующих 
состояний, как артериальная гипертензия в анамне-
зе, уровень креатинина плазмы выше 132 мкмоль/л 
непосредственно перед процедурой эксплантации, 
сахарный диабет, избыточная масса тела (индекс 
массы тела >30), может приводить к высокому рис-
ку отсроченной функции [3]. Тем не менее данная 
категория доноров считается приемлемым ресурсом 
для трансплантации почек [4].

Отсроченная функция трансплантата и неудов-
летворительные отдаленные результаты пересадки 
остаются основным препятствием для расширения 

uSe Of POlYclOnal anTiBOdieS in Brain-dead dOnOrS 
in kidneY TranSPlanTaTiOn
D.O. Kuzmin1, 2, V.A. Manukovsky1,  S.F. Bagnenko2, O.N. Reznik1, 2,  4, A.N. Ananiev1, 2, 
O.A. Vorobyeva3,  S.L. Vorobyev3, D.V. Gogolev1, 2, V.S. Daineko1, 4, A.A. Kutenkov1, 2, 
N.A. Chichagova1, 2,  I.V. Uliankina1, 2
1 St. Petersburg Research Institute of Emergency Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
2 Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation
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Objective. The objective of this study is to develop a therapeutic strategy for protecting grafts in order to im-
prove the efficiency of kidney transplantation (KT) using polyclonal antibodies (pAbs) through elimination of 
activated forms of neutrophils, chemo- and cytokines from the donor’s bloodstream, and a decrease in the level 
of expression of adhesion molecules on the renal vascular endothelium at the pre-transplant stage. Materials and 
methods. In 2017, we developed and for the first time applied a therapeutic strategy for ischemia-reperfusion 
injury (IRI) in a brain-dead donor (BDD). Given the limited time interval after brain death has been diagnosed, 
Timoglobulin (Sanofi Genzyme, France) was administered to the donor at a dose of 8 mg/kg intravenously for 
6 hours. Before drug administration and immediately before the start of cold perfusion, a complete blood count 
and renal transplant biopsy were performed. The study group included 10 BDDs (mean age 39.3 ± 4.4 years) who 
received anti-thymocyte globulin (ATG). The comparison group included 10 BDDs (mean age 38.5 ± 4.3 years) 
who did not undergo the new strategy. Donor kidneys were transplanted to 40 recipients (average age 47.5 ± 
4.3 years), who were also divided into 2 groups, depending on the graft received (with and without ATG). At the 
organ donation center, a biobank of specimens from donors of various categories, including those using the IRI 
therapeutic strategy and recipients for retrospective assessment of the effectiveness of pAbs, was formed. Results. 
Clinical blood test results show that in the ATG group, there was stable leukopenia (neutropenia and lymphope-
nia) of 1.46 ± 0.18x109/l. Fifteen (75%) recipients of kidneys obtained from donors with ATG had immediate 
graft function; in the control group – 10 (50%) recipients. Conclusion. Data obtained testify to the prospects of 
implementing the proposed strategy in clinical practice, which will improve the quality of the resulting grafts 
and their suitability for subsequent transplantation, prolong graft functioning due to elimination of leukocytes as 
a factor of IRI, prevention of early allograft nephropathy, increase in the donor pool by using expanded criteria 
donors (ECDs).
Keywords:  organ donation and  transplantation,  ischemia-reperfusion  injury,  polyclonal  antibodies.
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донорского пула. Для пересадки почек от ДРК ха-
рактерно развитие более выраженного ИРП. Это вы-
звано нестабильностью гемодинамики у такого рода 
доноров, и как следствие, в почках у них развивается 
сложный комплекс событий, который характеризу-
ется более тяжелым течением острого повреждения 
трансплантата [5].

Отсроченная функция наблюдается из-за сложно-
го патофизиологического комплекса событий, связан-
ных с ишемическим и гипоксическим повреждением 
и реперфузией после гипотермической консервации 
с длительным периодом восстановления после ост-
рого канальцевого некроза [6]. Некоторые исследо-
ватели считают, что у 23–38% реципиентов почки 
от по смерт но го донора, получающих лечение гемо-
диализом в течение первой недели после пересадки, 
риск потери трансплантата увеличивается до 40%. 
Значительная часть почек, полученных от доноров 
старше 50 лет или от доноров с высоким уровнем 
сывороточного креатинина, не используется [7].

Ключевыми патологическими механизмами, ку-
мулятивное действие которых приводит к резкому 
снижению функционального резерва органов или, 
при наиболее неблагоприятном сценарии, необрати-
мым изменениям, приводящим к непригодности для 
трансплантации, являются системная воспалитель-
ная реакция, каскад клеточной адгезии и активация 
лейкоцитов [8]. Наибольшее значение при этом име-
ет время нестабильности гемодинамики, тепловой 
ишемии и происходящая при этом «мобилизация 
лейкоцитов», имеющая мишенью микроциркуля-
торное русло и эндотелий органов. После запуска 
кровотока активированные нейтрофилы становятся 
главным источником продукции свободных радика-
лов и ферментов лизиса [9]. Необходимо отметить, 
что активация молекул адгезии инициирует мигра-
цию нейтрофилов в трансплантат и лейкоцитарную 
инфильтрацию тканей в целом еще на донорском 
этапе, что еще более потенцирует реперфузионное 
повреждение почек в организме реципиента. Таким 
образом, ИРП способствует увеличению продолжи-
тельности пребывания в стационаре и уменьшению 
выживаемости трансплантата [10].

В свою очередь, ведущую роль в развитии ИРП 
играют активированные формы лейкоцитов. Мас-
совая адгезия лейкоцитов к стенкам сосудов и друг 
к другу приводит в конечном счете к образованию 
крупных лейкоцитарных конгломератов, которые 
закупоривают просвет сосудов и резко ухудшают 
венозный отток. В таких скоплениях отдельные лей-
коциты довольно сильно фиксированы друг к другу, 
но сами конгломераты разных размеров и иногда 
слабо фиксированы к стенке сосуда, поэтому через 
несколько минут после образования они смываются 
кровью и уносятся в более крупные сосуды. Однако 
в терминальные периоды кислородного голодания 

тканей конгломераты сохраняются, и, по выражению 
К.П. Иванова (1992 г.), они останавливают «поезда 
эритроцитов», возникают лейкоцитарно-тромбоци-
тарные взаимодействия, что приводит к окклюзии 
сосудов все большего диаметра и к их деформации. 
Этим впоследствии объясняется трудность или не-
возможность восстановления микроциркуляции пос-
ле глубокой гипоксии [11]. После восстановления 
кровотока главным действующим фактором ИРП 
становятся активированные нейтрофилы, продуциру-
ющие свободные радикалы и ферменты лизиса [12].

Установлено, что в то время, когда начинается 
процесс ишемии-реперфузии, отмечается актива-
ция нейтрофилов и дальнейшее повреждение ткани 
путем высвобождения активной формы кислорода 
(АФК), протеиназ и катионных пептидов [13]. Под 
воздействием провоспалительных цитокинов и адге-
зивного каскада активируется никотинамид аденин 
динуклеотидфосфат (НАДФН)-оксидаза, что вызы-
вает продукцию большого количества АФК нейтро-
филами [14]. Нейтрофилы блокируют капиллярное 
русло, предотвращая реперфузию, что приводит к 
некрозу тканей и усилению иммунного ответа [15]. 
Нейтрофилы секретируют провоспалительные цито-
кины и хемокины, создавая положительную обрат-
ную связь [16]. Кроме того, миграция нейтрофилов 
вызывает потерю целостности эпителиального барь-
ера и снижает регуляцию молекул адгезии [17].

ИРП инициируется эпизодом ишемии, когда в 
части или целом органе ограничивается кровоснаб-
жение, вызывая гибель клеток, которая дополни-
тельно усугубляется при возобновлении кровотока. 
Ишемия приводит к гипоксии тканей, которая вы-
зывает накопление метаболитов и АФК, а именно 
супероксида, пероксида водорода и гидроксильных 
радикалов. АФК увеличивают количество внутри-
клеточного кальция, вызывая изменения рН и одно-
временно истощая запасы аденазинтрифосфорной 
кислоты, что приводит к повреждению клеточных 
органелл и некрозу клеток. Длительные периоды 
ишемии, продолжающиеся от нескольких минут до 
получаса, вызывают необратимые эффекты, которые 
усиливаются при реперфузии. Во время реперфузии 
ишемизированная ткань наполняется кислородом. 
Это активирует метаболиты и АФК, что приводит к 
воспалительной реакции, вызывающей ишемически-
реперфузионное повреждение [18].

По мнению Z.V. Schofield et al. (2013), ИРП – это 
сложный физиологический процесс, но неоспоримую 
ведущую роль в нем играют нейтрофилы, которые 
могут проникать в поврежденную ткань уже через 
несколько минут после активации. Цитокины, АФК 
и система комплемента также имеют важное значе-
ние в патогенезе ИРП, поскольку они поддерживают, 
активируют и усиливают деструктивную функцию 
нейтрофилов. Тем не менее недавние исследования 
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снова обратили внимание на роль нейтрофилов как 
ключевого игрока в патофизиологии ИРП [12].

При растущем дефиците донорских органов, все 
более широком использовании органов субоптималь-
ного качества особое значение приобрело изучение 
патофизиологических процессов, развивающихся в 
организме посмертного донора. Понимание основ 
патологических изменений в трансплантатах позво-
ляет рассматривать новые возможности воздействия 
на них, в том числе посредством применения новых 
методик лекарственной терапии на дотранспланта-
ционном этапе в организме донора, которые могут 
послужить эффективным средством увеличения про-
должительности службы трансплантатов, получен-
ных в том числе и от ДРК [19].

Белки EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule; 
молекула клеточной адгезии эпителия) экспрессиру-
ются на мембране эпителиальных почечных клеток, 
где она участвует в клеточных и межклеточных вза-
имодействиях. Степень экспрессии EpCAM значи-
тельно увеличивается в процессе восстановления 
почечной ткани и коррелирует с тяжестью послед-
ствий ИРП. Регенерация ткани трансплантата тре-
бует очень высокого уровня экспрессии EpCAM 
для развития процессов клеточной пролиферации, 
миграции и дифференцировки [20]. Предполагает-
ся, что длительная и массивная экспрессия EpCAM 
ассоциирована с его тропностью к процессам про-
лиферации и адгезии клеток, что наблюдается после 
ИРП. Таким образом, регуляция экспрессии EpCAM 
прямо связана с потребностью в регенерации почеч-
ной ткани [21].

Во всем мире ведутся исследования, направленные 
на поиск высокоспецифичных биомаркеров неблаго-
приятных состояний в трансплантации. Создание 
трансплантационных биобанков, сформированных 
по стандартной методике, должно гарантировать по-
лучение достоверных статистических и клинических 
данных, в результате оценки которых должны быть 
введены новые способы терапевтической коррекции 
ИРП в организме донора. Сбор, обработка и хранение 
различных типов образцов на всех этапах донорского 
процесса, во время трансплантации органов, а также 
в послеоперационном периоде могут служить осно-
вой создания уникальных биобанков. Такие биобанки 
будут представлять собой матрицу для «сквозных» 
проспективных лонгитюдных исследований. Ис-
пользование современных геномных технологий, в 
том числе секвенирования следующего поколения, 
позволит системно подойти к изучению ишемии-ре-
перфузии и генетических основ реакций отторжения 
трансплантата, обеспечит индивидуальный подход к 
назначению иммуносупрессивных препаратов исхо-
дя из генетических профилей донора и реципиента. 
В долгосрочной перспективе можно будет решать 
более смелые задачи, такие как изучение процес-

сов «умирания» с точным определением момента 
наступления необратимых изменений. Это позволит 
пересмотреть существующие критерии определения 
пригодности органов для трансплантации, отойти от 
эмпирического подхода к генетически обоснованно-
му [22].

Цель исследования: разработать и внедрить но-
вый способ лекарственной терапии на дотрансплан-
тационном этапе в организме ДСМ, который может 
послужить эффективным средством увеличения про-
должительности службы трансплантатов, получен-
ных от ДРК, повышения эффективности пересадки 
почек за счет применения поликлональных антител.

МАтериАлы и МетОды
На заседании Локального этического комитета 

при Санкт-Петербургском научно-исследовательском 
институте скорой помощи им. И.И. Джанелидзе от 
15 марта 2017 года одобрено исследование «При-
менение поликлональных антител у доноров со 
смертью мозга при пересадке почек» и разрешена 
его дальнейшая разработка на базе ГУ «СПб НИИ 
скорой помощи им. И.И. Джанелидзе». Настоящее 
исследование начато в марте 2017 года, пятилетние 
результаты оценивались в июле 2022 года.

Согласно официальной инструкции препарата 
поликлональных антител «Тимоглобулин» (Sanofi 
Genzyme, Франция), через 1 сутки после введения 
у пациента развивается глубокая лимфопения (сни-
жение количества лимфоцитов более чем на 50% по 
сравнению с исходным значением). Новый способ те-
рапевтического применения препарата, традиционно 
используемого только для лечения стероидрезистент-
ных кризов отторжения у реципиентов, представ-
ляется эффективным методом улучшения качества 
почечных трансплантатов за счет «выключения» 
лейкоцитарного звена ИРП, что, по нашей гипотезе, 
положительно скажется на долгосрочных результатах 
трансплантации.

Учитывая имеющееся ограничение по времени на 
введение препарата ДСМ (соответствует временному 
отрезку, требующемуся на процедуру диагностики 
смерти мозга у донора), было принято эмпирическое 
решение о четырехкратном увеличении дозы препа-
рата для достижения максимальной редукции коли-
чества мобилизованных лейкоцитов. Таким образом, 
была разработана авторская методика применения 
поликлональных антител у ДСМ при пересадке 
почек.

После первичного осмотра ДСМ бригадой в 
составе анестезиолога-реаниматолога и хирурга 
КЦОД, а также трансплантационного координатора 
стационара и принятия решения о начале процедуры 
диагностики смерти головного мозга и планирова-
нии эксплантации почек препарат «Тимоглобулин» 
(Thymoglobulin) производства Джензайм Поликло-



128

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXIV   № 4–2022

налс С.А.С. (Франция) (Genzyme Polyclonals, S.A.S.) 
вводился в организм донора в течение 6 часов в 
4-кратной терапевтической дозе. Дозировка препа-
рата составила 8 мг/кг массы тела. Препарат раство-
рялся в 50,0 мл физиологического раствора, вводился 
в центральный венозный катетер с использованием 
инфузионного одношприцевого насоса 0,14 мл/мин.

Перед введением препарата и непосредственно 
перед началом холодовой перфузии выполнялся раз-
вернутый клинический анализ крови. В исследуемую 
группу были включены 10 ДСМ (ср. возраст – 39,3 ± 
4,4 года), которым вводился антитимоцитарный 
иммуноглобулин (АТГ), группой сравнения были 
10 ДСМ (ср. возраст – 38,5 ± 4,3 года) без применения 
нового протокола. Донорские почки были пересаже-
ны 20 реципиентам исследуемой группы (средний 
возраст – 42,3 ± 3,1 года) и 20 реципиентам конт-
рольной группы (средний возраст – 41,2 ± 3,3 года) 
в зависимости от полученного трансплантата (с АТГ 
и без АТГ). Общая характеристика групп приведена 
в табл. 1 и 2.

В 2015 году на базе Санкт-Петербургского коорди-
национного центра донорства впервые в Российской 
Федерации создан трансплантационный биобанк. 

В биобанке сформирована коллекция биологических 
образцов от доноров и реципиентов, позволяющая 
выполнить ретроспективные иммуногистохимиче-
ские исследования биоптатов трансплантатов почки 
для оценки эффективности применения ПКАТ для 
редукции ИРП у ДСМ на предэксплантационном 
этапе. Для функционирования трансплантацион-
ного биобанка выполняется квалифицированный 
сбор, обработка, характеристика и хранение образ-
цов. Стандартизирована работа с документацией, 
базами данных, разработаны алгоритмы первичной 
обработки и хранения биобразцов, контроля надле-
жащего состояния проб.

Материалом исследования послужили инцизион-
ные биоптаты почечных трансплантатов. Гистоло-
гическое исследование ткани почек выполнялось на 
базе ООО «Национальный центр клинической мор-
фологической диагностики» следующими методами:
1) светооптическое исследование выполнено на па-

рафиновых срезах с использованием следующих 
окрасок: гематоксилин-эозин, PAS-реакция;

2) иммуногистохимическое исследование выпол-
нено иммунопероксидазным методом с исполь-
зованием антител к молекуле клеточной адгезии 
эпителия (EpCAM).

реЗУльтАты иССледОВАНиЯ
Для проверки клинических данных выполнено 

иммуногистохимическое исследование биоптатов 
трансплантатов почек. В биоптатах трансплантатов 
почек от ДСМ группы сравнения светооптическое 
исследование материала продемонстрировало со-
хранную гистоархитектонику почечной паренхимы. 
Клубочки с одноконтурной капиллярной стенкой, без 
признаков мезангиальной и эндокапиллярной гипер-
клеточности, без сегментарного гло ме ру ло скле ро за 
и полулуний. Определяется артифициальная вакуо-
лизация цитоплазмы эпителия проксимальных изви-
тых канальцев. Признаки тубуло-интерстициального 
фиброза отсутствуют. Стенки артериол и артерий 
мелкого калибра без патологических изменений. Им-
муногистохимическое исследование показало поло-
жительную экспрессию молекул клеточной адгезии 
эпителия в цитоплазме эпителия дистальных изви-
тых канальцев и ее отсутствие в других структурах 
ткани почки (рис. 1).

Оценка гистоморфологических данных, свиде-
тельствующих о полученном ишемическом повреж-
дении, проводилась по наличию положительной 
экспрессии молекул EpCAM в цитоплазме эпителия 
дистальных извитых канальцев. По данным иссле-
дования биоптатов трансплантатов почек от ДСМ 
исследуемой группы, на светооптическом уровне 
гистологическая картина осталась прежней. Имму-
ногистохимическое исследование, в свою очередь, 

Таблица 1
Общая характеристика групп доноров
General characteristics of donor groups

Характеристика Контроль-
ная группа 
(без приме-
нения АТГ), 

n = 10

Исследуе-
мая группа 
(с примене-
нием АТГ), 

n = 10

Зна-
чение 

р

Возраст, годы 38,5 ± 4,3 39,3 ± 4,4 0,08

Диагноз

ОНМК 4 (40%) 4 (40%)
ЧМТ 2 (20%) 1 (10%)
Разрыв 
аневризмы 
ГМ

4 (40%) 6 (60%)

Креатинин, мкмоль/л 66,5 ± 6,9 68,9 ± 7,3
Мочевина, ммоль/л 4,9 ± 0,5 5,6 ± 0,6

Таблица 2
Общая характеристика групп реципиентов

General characteristics of recipient groups
Характеристика Контроль-

ная группа 
(без приме-
нения АТГ), 

n = 20

Исследуе-
мая группа 
(с примене-
нием АТГ), 

n = 20

Зна-
чение 

р

Возраст, годы 41,2 ± 3,3 42,3 ± 3,1 0,09

Диагноз
ХГН 15 (75%) 15 (75%)
АДПП 3 (15%) 2 (10%)
ГБ III ст. 2 (10%) 3 (15%)
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Рис. 1. Иммуногистохимическое исследование «нулевых» биоптатов трансплантатов почек от ДСМ группы сравне-
ния и исследуемой группы. В группе сравнения наблюдается положительная экспрессия EpCAM в цитоплазме дис-
тальных извитых канальцев – указана стрелками на рисунках в левом столбце. В исследуемой группе наблюдается 
отсутствие экспрессии EpCAM во всех структурах ткани почки – указано стрелками на рисунках в правом столбце

Fig. 1. Immunohistochemistry in null kidney graft biopsies from BDDs in the comparison group and the study group. In the 
comparison group there is a positive expression of EpCAM in the epithelial cytoplasm of the distal convoluted tubules – in-
dicated by arrows in the figures in the left column. In the study group, there is no EpCAM expression in all renal tissue struc-
tures – indicated by arrows in the figures in the right column



130

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXIV   № 4–2022

продемонстрировало изменение экспрессии EpCAM, 
а именно полное отсутствие таковой во всех структу-
рах ткани почки, в том числе в цитоплазме эпителия 
дистальных извитых канальцев.

По данным проведенной оценки результатов 
клинического анализа крови групп сравнения, 
в исследуемой группе наблюдалась устойчивая лей-
копения (нейтропения и лимфопения) 1,46 ± 0,18 × 
109/л (рис. 2).

Также по лабораторным данным в моче у ДСМ 
контрольной группы определяется значительно 
более высокий уровень Липокалина 2 (Neutrophil 
Gelatinase-Associated Lipocain, NGAL) по сравнению 
с ДСМ исследуемой группы (рис. 3).

Прогностическая и диагностическая ценность 
NGAL при остром повреждении почек (ОПП) объ-
ясняется тем, что он выделяется с мочой после ише-
мического повреждения почечной паренхимы и по 
праву считается «почечным тропонином».

Высокий уровень NGAL у ДСМ контрольной 
группы демонстрирует тубулярные повреждения, 
которые предшествуют острому повреждению почек.

У 15 (75%) реципиентов почек, полученных от 
доноров с введением АТГ, наблюдалась немедленная 
функция трансплантата, в то время как в группе без 
применения нового протокола – у 10 (50%) реципи-
ентов (табл. 3, рис. 4).

Через 5 лет после трансплантации уровни сы-
вороточного креатинина и мочевины были ниже у 
реципиентов почек от доноров, которым вводился 
АТГ (табл. 3, рис. 5 и 6).

У 15 (75%) реципиентов почек, полученных от 
доноров с введением ПКАТ, наблюдалась немедлен-
ная функция трансплантата, в группе сравнения – 
у 10 (50%) реципиентов. Пятилетняя выживаемость 
трансплантатов составила 100% (n = 20) в груп-

Рис. 2. Уровень лейкоцитов крови у ДСМ в исследуемых 
группах до и через 6 часов после введения АТГ

Fig. 2. WBC count in BDDs in the study groups before and 
6 hours after ATG injection

Рис. 3. Уровень NGAL в моче у ДСМ исследуемой и кон-
трольной группы

Fig. 3. Urinary NGAL levels in BDDs in the study and con-
trol groups

Рис. 4. Немедленная функция трансплантатов почки у 
реципиентов в исследуемых группах. * – p = 0,0008 по 
сравнению с контрольной группой

Fig. 4. Immediate function of kidney grafts in recipients in 
the study groups. * – p = 0.0008 compared to the control 
group

Таблица 3
Оценка функции трансплантата почки 

у реципиентов двух групп
Assessment of kidney transplant function in two 

groups of recipients
Характеристика Контроль-

ная группа 
(без приме-
нения АТГ), 

n = 20

Исследуе-
мая группа 
(с примене-
нием АТГ), 

n = 20

Зна-
чение 

р

Функция 
транс-
плантата

Немед-
ленная 10 (50%) 15 (75%)

0,002Отсрочен-
ная 10 (50%) 5 (25%)

Креатинин, мкмоль/л 
(через 5 лет) 127,0 ± 6,8 101,0 ± 6,3 0,07

Мочевина, ммоль/л 
(через 5 лет) 8,1 ± 0,9 7,8 ± 1,1 0,08
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функцию, что объясняется снижением экспрессии 
провоспалительных медиаторов.

Кроме того, учитывая функции и механизмы ре-
гуляции экспрессии белка EpCAM, можно сделать 
вывод о том, что результаты выполненного нами 
иммуногистохимического исследования биоптатов 
трансплантатов почек демонстрируют эффектив-
ность применения ПКАТ у ДСМ.

ОБСУЖдеНие
Существенная проблема трансплантации заклю-

чается в возможности использовать органы от ДРК, 
не ставя под угрозу немедленную функцию и дол-

Рис. 5. Уровень сывороточного креатинина у реципиен-
тов через 5 лет после трансплантации почки в исследуе-
мых группах

Fig. 5. Serum creatinine levels in recipients 5 years after kid-
ney transplantation in the study groups

пе ПКАТ, в отличие от 75% (n = 15) в группе сравне-
ния. Уровень сывороточного креатинина через 5 лет 
после трансплантации в среднем у реципиентов по-
чек от ДСМ с использованием ПКАТ – 0,101 ммоль/л 
и 0,127 ммоль/л –  в группе сравнения.

Кривые Каплана–Майера были построены для 
оценки выживаемости реципиентов и транспланта-
тов почек исследуемой группы и группы сравнения 
(рис. 7 и 8).

АТГ, вводимый донорам, может предотвратить 
последствия ишемически-реперфузионной травмы 
при трансплантации почки благодаря снижению 
степени некроза и апоптоза и улучшить почечную 

Рис. 7. Оценка выживаемости реципиентов

Fig. 7. Assessment of recipient survival

Рис. 6. Уровень сывороточной мочевины у реципиентов 
через 5 лет после трансплантации в сравниваемых груп-
пах

Fig. 6. Serum/plasma urea level in recipients 5 years after 
transplantation in the compared groups
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госрочную выживаемость трансплантата. Поэтому 
крайне важно оптимизировать состояние каждого 
органа еще до пересадки, а также свести к миниму-
му дополнительные повреждения для достижения 
наилучшей функции и избежать первично не функ-
ционирующего трансплантата, отсроченной функции 
или острого отторжения.

В последнее десятилетие появилось больше ин-
формации о сложной патофизиологии ИРП, что от-
крывает двери для новых терапевтических средств, 
направленных на редукцию последствий ишемии-
реперфузии, гипоксии тканей как результата бло-
кирования микроциркуляторного русла рекрутиро-
ванными лейкоцитами. Но существующие методы 
коррекции последствий ИРП представлены методами 
экстракорпоральной фильтрации и целым арсеналом 
терапевтических опций, которые, однако, все еще 
остаются компромиссом между желательным эффек-
том и клинической реальностью. Несмотря на значи-
мое продвижение в изучении процесса, лежащего в 
основе механизмов нарушении функции почечного 
трансплантата, методы лечения по-прежнему недо-
статочны, а результаты остаются неоднозначными.

Впервые в клинической практике трансплантации 
почек нами была предложена новая оригинальная 
схема коррекции ИРП у ДСМ. Мы предлагаем новый 
способ защиты трансплантатов за счет элиминации 
из кровообращения донора активированных форм 
нейтрофилов, снижения уровня экспрессии молекул 
адгезии на эндотелии сосудов почек, что достигается 
введением ПКАТ в организм ДСМ до эксплантации.

Препарат «Тимоглобулин» является поливалент-
ным лекарственным средством, тропным к множес-
тву антигенов-мишеней, которые можно классифи-
цировать как антигены иммунного ответа, молекулы 
адгезии и клеточного транспорта. В этом отноше-
нии терапевтическое применение препарата ПКАТ 
у ДСМ, ранее используемого только для лечения 
реципиентов, представляется эффективным мето-
дом улучшения качества почечных трансплантатов 
за счет редукции лейкоцитарного звена ИРП, что 
положительно скажется на долгосрочных результатах 
трансплантации. Однако в доступной нам литературе 
не встретилось сообщений о применении препарата 
ПКАТ у ДСМ для улучшения качества трансплан-
татов почек.

Разработанный протокол включает в себя следу-
ющий алгоритм действий при планировании экс-
плантации почек: после первичного осмотра ДСМ 
бригадой в составе трансплантационного коорди-
натора стационара, анестезиолога-реаниматолога и 
хирурга КЦОД, получения отрицательных резуль-
татов серологического исследования на вирусные 
инфекционные агенты и принятия решения о начале 
процедуры диагностики смерти головного мозга пре-
парат «Тимоглобулин» вводился в организм донора в 
дозировке 8 мг/кг массы тела. Учитывая имеющееся 
ограничение по времени на введение препарата ДСМ 
(соответствует временному отрезку, требующемуся 
на процедуру диагностики смерти мозга у донора), 
было принято эмпирическое решение о четырехкрат-
ном увеличении дозы препарата для достижения мак-

Рис. 8. Оценка выживаемости трансплантатов почек

Fig. 8. Assessment of kidney graft survival
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симальной редукции количества мобилизованных 
лейкоцитов.

Наша гипотеза требовала не только клинической 
верификации, но и морфологического подтвержде-
ния, что трудно осуществить «здесь и сейчас». Было 
важно сохранить биообразцы от ДСМ и реципиентов 
для будущих исследований, для чего создан транс-
плантационный биобанк, представляющий собой 
коллекцию биологических образцов и связанную с 
ними информацию в доступной для анализа форме.

Результаты свидетельствуют о перспективности 
внедрения предложенного протокола в клиниче ские 
рекомендации, что позволит улучшить качест во по-
лучаемых трансплантатов, их пригодность к даль-
нейшей пересадке, увеличить срок функционирова-
ния трансплантата за счет предупреждения развития 
ранней трансплантационной нефропатии, увеличить 
донорский пул за счет использования ДРК, миними-
зировать вероятность острого отторжения у реципи-
ентов, уменьшить продолжительность пребывания в 
стационаре, и следовательно, снизить экономические 
затраты. Настоящий протокол с применением препа-
рата «Тимоглобулин» демонстрирует необходимость 
разработки аналогичного отечественного препарата, 
направленного на снижение лейкоцитарной агрессии 
в организме ДСМ.

ВыВОды
Результаты исследования свидетельствуют о пер-

спективности внедрения предложенного протокола 
в клиническую практику, что позволит улучшить ка-
чество получаемых трансплантатов почек, их при-
годность к дальнейшей пересадке, увеличить срок 
функционирования трансплантата за счет элимина-
ции лейкоцитов как фактора развития ИРП, предуп-
реждения ранней трансплантационной нефропатии, 
увеличения донорского пула за счет использования 
ДРК. Для ретро- и проспективной оценки трансплан-
тированных органов установлена целесообразность 
формирования биобанков в центрах донорства и от-
делениях трансплантации.
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реКОНСтрУКЦиЯ ГОртАНОГлОтКи С иСПОльЗОВАНиеМ 
АУтОлОГичНыХ тКАНеиНЖеНерНыХ эПителиЗирОВАННыХ 
лОСКУтОВ
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1 Московский научно-исследовательский онкологический институт имени П.А. Герцена – 
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После удаления распространенных злокачественных опухолей гортаноглотки и гортани образуются дефек-
ты верхних пищеварительных путей, для устранения которых необходимы слизистая оболочка и мышечный 
компонент. Целью данного исследования является разработка методики реконструкции гортаноглотки с 
использованием преламинированных пекторальных лоскутов с аналогом эпителия слизистой оболочки из 
аутологичных эпителиальных пластов. Материалы и методы. Девяти пациентам выполнена реконструк-
ция гортаноглотки биоинженерными преламинированными пекторальными лоскутами с восстановлением 
слизистой оболочки тканеинженерными аутологичными эпителиальными клеточными пластами, которые 
были получены путем культивирования in vitro клеток, выделенных из предварительно полученных у паци-
ентов биоптатов кожи. Результаты. Во всех случаях было восстановлено пероральное питание. У одного 
(11%) пациента был выявлен стеноз глотки. Многослойный плоский эпителий на фасции пекторального 
лоскута выявлен в 67% случаев через 2 недели после преламинации, в 89% случаев – через 4 недели 
после реконструкции и в 100% случаев – через 3, 6, 12, 24 месяца после реконструкции. Заключение. 
Реконструкция с использованием преламинированных биоинженерных лоскутов позволяет воссоздать 
анатомическую целостность и функцию гортаноглотки.
Ключевые  слова:  дефекты  гортаноглотки,  реконструкция,  преламинированный пекторальный 
лоскут, тканевая инженерия,  эпителиальные пласты,  кератиноциты.

hYPOPharYnGeal recOnSTrucTiOn uSinG PrelaminaTed 
auTOlOGOuS BiO-enGineered PecTOraliS maJOr flaPS
I.V. Rebrikova1, 2, E.A. Vorotelyak3, O.S. Rogovaya3, A.P. Polyakov1, 2, A.V. Mordovskiy1, 
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1 National Medical Research Radiological Centre, Moscow, Russian Federation
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After removal of metastatic malignant tumors of the hypopharynx and larynx, hypopharyngeal defects are for-
med. To restore the hypopharynx, a mucosa and a muscular component are needed. The objective of this study 
is to develop a hypopharyngeal reconstruction technique using prelaminated pectoralis major flap with mucosal 
epithelium analogue from autologous epithelial layers. Materials and methods. Nine patients underwent recon-
struction of the hypopharynx using bioengineered prelaminated pectoralis major flaps. The mucosa was restored 
by tissue-engineered autologous epithelial cell layers that were obtained by culturing in vitro cells isolated from 
skin biopsies that were previously obtained from patients. Results. Oral nutrition was restored in all cases. 
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ВВедеНие
Пациенты с запущенными стадиями рака гор-

таноглотки и гортани (III и IV стадии) чаще всего 
являются кандидатами на комбинированное онко-
логическое лечение, сочетающее обширную хирур-
гическую резекцию и реконструкцию с адъювант-
ной лучевой или химиолучевой терапией. Иногда 
операция ограничивается удалением опухоли без 
реконструктивного этапа в связи с наличием выра-
женных сопутствующих заболеваний или лечением 
в неспециализированных клиниках.

Для реконструкции гортаноглотки применяют 
различные варианты лоскутов, в том числе местные 
с области шеи, перемещенные регионарные с области 
грудной клетки, перемещенные висцеральные, сво-
бодные микрохирургические кожно-фасциальные, 
кожно-мышечные, висцеральные и др. [1, 2]. Основ-
ным недостатком кожных лоскутов является рост во-
лос в просвет глотки. Висцеральные лоскуты непри-
менимы у соматически отягощенных пациентов; их 
применение ограничено сопутствующей патологией 
органов брюшной полости и ранее выполненными 
вмешательствами на органах брюшной полости.

Идеальным материалом для реконструкции явля-
ется аутологичная идентичная ткань, формирование 
которой включает минимально инвазивные процеду-
ры на донорском участке. Известны попытки решить 
эти вопросы методами тканевой инженерии. Фраг-
менты эпителия слизистой оболочки были культи-
вированы для использования в качестве биоматери-
алов [1]. Описано использование культивированных 
эпителиальных клеток для восстановления слизистой 
оболочки верхних отделов пищеварительного тракта. 
После резекции опухоли ротовой полости и эндо-
скопической резекции пищевода хирурги импланти-
ровали тканеинженерные эпителиальные клеточные 
пласты на подлежащую ткань [3–5]. Важно отметить, 
что эпителиально-стромальное взаимодействие явля-
ется ключевой детерминантой фенотипической дина-
мики эпителия при гомеостазе и при повреждении. 
На эпителий и на направление дифференцировки 
эпителиальных стволовых клеток влияют подлежа-
щие стромальные клетки, продуцирующие комплекс 
сигнальных молекул [6, 7].

Преламинация превращает нативный аксиальный 
лоскут в многослойный путем добавления соответ-
ствующих структур для композитной реконструк-

ции [8]. Это процесс, включающий имплантацию 
тканей или конструктов в кровоснабжающее мик-
роокружение до их переноса непосредственно в об-
ласть дефекта [8–10].

Цель настоящего исследования – разработка ме-
тодики реконструкции гортаноглотки преламиниро-
ванными лоскутами с восстановлением слизистой 
оболочки тканеинженерными аутологичными эпи-
телиальными клеточными пластами.

МАтериАлы и МетОды
Заявление об этике

Проведено проспективное исследование с ян-
варя 2018-го по декабрь 2019 года в МНИОИ им. 
П.А. Герцена – филиале ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России. Исследование было рассмотрено 
и одобрено локальным этическим комитетом. Все 
пациенты подписали информированное согласие.

Пациенты
В исследование включены 9 пациентов с дефекта-

ми гортаноглотки после хирургического лечения по 
поводу злокачественных опухолей гортани. Они не 
были кандидатами на микрохирургическую реконс-
трукцию из-за сопутствующей патологии. Во всех 
случаях реконструкция выполнялась отсроченно.

Характеристики пациентов представлены в таб-
лице: восемь мужчин и одна женщина; возраст от 
57 до 82 лет (медиана: 69,5). При гистологическом 
исследовании во всех случаях был плоскоклеточ-
ный рак. Шесть пациентов имели первичные опухоли 
III и IVA стадий. Шести пациентам с первичными 
опухолями гортани послеоперационная стадия была 
определена в соответствии с классификацией TNM 
8-го пересмотра (разработанной и принятой Амери-
канским объединенным комитетом по исследованию 
рака AJCC и Международным союзом по борьбе с 
раком UICC). Опухолевый процесс у этих пациентов 
соответствовал индексам: T4a (n  =  4), T3 (n  =  2), N0 
(n  =  5), N2c (n  =  1). Три пациента были с рециди-
вами опухолей после химиолучевой терапии. Всем 
пациентам выполняли ларингоэктомию, резекцию 
гортаноглотки и одностороннюю и/или двусторон-
нюю лимфаденэктомию в зависимости от состояния 
шейных узлов. Восьми пациентам проведена лучевая 
или химиолучевая терапия в соответствии с этапами 
противоопухолевого лечения до реконструктивного 

Pharyngeal stenosis was detected in one (11%) patient. A stratified squamous epithelium on the pectoral fascia 
was revealed in 67% of cases at week 2 after prelamination, in 89% of cases at week 4 after reconstruction and 
in 100% of cases at month 3, 6, 12 and 24 after reconstruction. Conclusion. Reconstruction using prelaminated 
bioengineered flaps allows recreating the anatomical integrity and function of the hypopharynx.
Keywords:  hypopharyngeal  defects,  reconstruction,  prelaminated pectoralis major flap,  tissue  engineering, 
epithelial  layers,  keratinocytes.
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этапа. Большинство пациентов имели сопутствую-
щую патологию по индексу ACE-27. Дефект горта-
ноглотки после удаления опухоли был частичным с 
сохранением фрагмента слизистой оболочки задней 
стенки глотки во всех случаях (рис. 1, а).

изготовление пластов аутологичных 
клеток

Для выделения аутологичных эпителиальных кле-
ток использовали биоптат кожи с волосистой части 
головы пациента. Резекцию фрагмента кожи выпол-
няли под местной анестезией, рану ушивали узловы-
ми швами нитью Vicryl® 3,0. После взятия биоптата 
его помещали в специальный контейнер с транс-
портной средой (DMEM с 0,4 мг/мл гентамицина) 
и транспортировали в Институт биологии развития 
РАН. Процедуру выделения эпителиальных клеток 
проводили в день взятия биоптата. Все процедуры 

выделения, культивирования и переноса клеточных 
культур на биополимерные матрицы проводили стро-
го в асептических условиях в лаборатории.

Выделение эпидермальных 
кератиноцитов

Биоптаты кожи, полученные от донора, разрезали 
на полоски шириной 3 × 10 мм, промывали раство-
ром PBS, помещали в 0,2% раствор диспазы (Sigma) 
и инкубировали при 4 °С в течение 18 часов. После 
ферментации эпидермис отделяли от дермы по линии 
базальной мембраны, промывали раствором PBS и 
проводили дополнительную ферментацию раство-
ром трипсина в течение 10 минут для получения 
одноклеточной суспензии. Суспензию центрифуги-
ровали при 1000 об/мин в течение 6 минут, удаляли 
надосадочную жидкость, а осадок суспендировали в 
культуральной среде для кератиноцитов.

Таблица
Демографические данные, методы лечения и периоды наблюдения

Demographic data, treatment modality, and follow-up periods
Пациент Возраст Пол Локали-

зация 
опухоли

Стадия TNM Первичная 
или 

рецидив

ЛТ/ХЛТ 
(Гр)

Предоперационная 
коморбидность 

(ACE-27)

Период 
наблюдения 

(мес.)
1 65 М гортань IVА T4aN0M0 Перв. ЛТ (40) Тяжелая Grade 3 27
2 59 Ж гортань IVА T3N2cM0 Перв. ЛТ (50) Тяжелая Grade 3 25
3 57 M гортань IVА T4aN0M0 Перв. ЛТ (46) Умеренная Grade 2 24
4 61 M гортань IVA T4aN0M0 Перв. ХЛТ (59, 6) Тяжелая Grade 3 20
5 60 M гортань IVA T4aN0M0 Перв. ЛТ (50) Тяжелая Grade 3 27
6 65 M гортань III T3N0M0 Перв. Тяжелая Grade 3 22
7 63 M гортань rT4aN0M0 Рец. ХЛТ (66) Умеренная Grade 2 27
8 70 M гортань rT4аN0M0 Рец. ЛТ (50) Умеренная Grade 2 24
9 82 M гортань rT4аN0M0 Рец. ХЛТ (70) Тяжелая Grade 3 10

Примечание. ЛТ – лучевая терапия; ХЛТ – химиолучевая терапия; Гр – Грей.

Note. ЛТ – radiation therapy; ХЛТ – chemoradiotherapy; Гр – Gray.

Рис. 1. Первый этап реконструктивной операции: а – пациентка с фарингостомой после комбинированного лечения 
рака гортани IVA стадии; б – хирургиче ский доступ для преламинации; в – имплантация пласта эпителиальных кле-
ток на фасцию большой грудной мышцы; г – изоляция пласта эпителиальных клеток пленкой

Fig. 1. The first stage of reconstructive surgery: a – patient with pharyngostomy after combined treatment of stage IVA laryn-
geal cancer; б – surgical access for prelamination; в – implantation of epithelial cell layer on the pectoral fascia; г – isolation 
of epithelial cell sheet with film

а б в г
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Культивирование эпидермальных 
кератиноцитов

Суспензию кератиноцитов высевали во флаконы 
для культивирования площадью 75 см2 (Costar) в кон-
центрации 2 × 105 клеток/мл по 15 мл. Клетки куль-
тивировали в CO2-инкубаторе при 37 °C и влажности 
насыщения в среде Keratinocyte-SFM (Gibco). Клетки 
выращивали при регулярной смене среды (каждые 
2 дня) в течение 3–6 недель до образования субкон-
флюентного слоя. Дату фарингопластики назначали 
в зависимости от скорости роста клеток пациента.

иммуногистохимический 
и иммунофлуоресцентный анализ

Клетки фиксировали 4% параформальдегидом 
в течение 15 минут, после чего проводили имму-
нофлуоресцентное определение маркера керати-
ноцитов с использованием первых антител фирмы 
Abcam против цитокератина 14 (ck14) (ab181595) и 
маркера стволовых и ранних прогениторных клеток 
эпидермиса – р63 (ab124762) по рекомендованной 
производителем методике. После инкубации препа-
раты промывали PBS, а затем для визуализации до-
бавляли раствор вторых антител, конъюгированных 
с флуорохромом Alexa Fluor 555 и Alexa Fluor 488 
(ThermoFisher).

Иммуногистохимическое выявление маркеров 
кератиноцитов на поверхности мышечного лоскута 
проводили на гистологических препаратах, которые 
были окрашены на маркер общих цитокератинов – 
PanCk (ab7753) и р63 (ab124762). Были использованы 
первичные антитела фирмы Abcam по рекомендо-
ванной производителем методике, для визуализации 
продуктов реакции был использован пероксиазный 
метод и вторые антитела с комплексом стрептовидин-
DAB, с последующим докрашиванием гематоксилин-
эозином.

Посадка и выращивание клеточных 
культур на матрице

Для формирования клеточного слоя культивиру-
емые кератиноциты высевали на поверхность мат-
рицы, представляющей собой пластину толщиной 
0,3–0,5 мм, состоящую из гиалуроновой кислоты и 
коллагена. Эпидермальные кератиноциты отделяли 
от культурального флакона с помощью смеси раство-
ров трипсина и Версена (1 : 1). Суспензию эпидер-
мальных кератиноцитов высевали в чашку Петри с 
помещенной в нее матрицей плотностью 4 × 105 кле-
ток/см2. Затем полученный пласт с кератиноцитами 
инкубировали в стандартных условиях, при 37 °С, 
5% СО2. Биоинженерный аутологичный пласт был 
готов к использованию примерно через 5–7 дней, в 
течение которых эпидермальные колонии образовы-

вали конфлюентный слой на поверхности матрицы. 
Количество клеток по истечении этого срока должно 
быть 80 ± 20 × 105 клеток/см2. Готовые эпителиаль-
ные пласты на матрице упаковывали в стерильную 
упаковку и использовали в течение 12 часов.

Оценка жизнеспособности клеток 
на поверхности эпителиальных клеточных 
пластов

Фрагмент готового клеточного пласта помещали 
в лунку 48-луночного планшета и добавляли 0,5 мл 
рабочего раствора Calcein AM (BD Pharmingen). 
После 30-минутной инкубации клеточный пласт ви-
зуализировали под флуоресцентным микроскопом 
Olympus IX73 (оборудование ЦКП, Институт биоло-
гии развития РАН). Полученные микрофотографии 
позволили оценить морфологию жизнеспособных 
клеток и их распределение на поверхности матрицы.

реконструктивные этапы
На первом этапе выполняли преламинацию био-

инженерного мышечно-эпителиального лоскута.
Вначале формировали хирургический доступ 

к большой грудной мышце (рис. 1, б). Трансплан-
тат, выращенный из аутологичных эпителиальных 
клеток пациента на матрице, имплантировали на 
фасцию большой грудной мышцы и фиксировали 
нитью Vicryl 5.0 (рис. 1, в). На него накладывали 
латексную пленку и фиксировали нитью Prolen 3.0 
(рис. 1, г). Пласты эпителиальных клеток оставляли 
таким образом приживаться на 3 недели.

На втором этапе выполняли реконструкцию гор-
таноглотки. Вначале проводили мобилизацию краев 
фарингостомы (рис. 2, а). При формировании пре-
ламинированного пекторального мышечно-эпите-
лиального лоскута большая грудная мышца была 
мобилизована от грудной стенки и перемещена на 
область дефекта, как при традиционной хирургиче-
ской технике (рис. 2, б). Размер мышечного фрагмен-
та пекторального лоскута определяли в соответствии 
с размером дефекта мягких тканей шеи. Поверхность 
большой грудной мышцы с преламинированным кле-
точным пластом (биоинженерный мышечно-эпите-
лиальный лоскут) ориентировали так, чтобы она 
была направлена в просвет гортаноглотки (рис. 2, в). 
Биоинженерный фрагмент моделировали по разме-
рам дефекта слизистой оболочки гортаноглотки и 
фиксировали с помощью нити Vicryl 2.0 к мобилизо-
ванным краям слизистой оболочки гортаноглотки по 
периметру фарингостомы (рис. 2, г). Мягкие ткани 
восстанавливали мышечной частью лоскута.
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Послеоперационный период
Перед началом перорального питания всем паци-

ентам выполняли рентгенографию гортаноглотки и 
шейного отдела пищевода для определения состоя-
тельности, проходимости вновь сформированного 
органа и оценки функции глотания. При отсутствии 
признаков выхода контрастного препарата за конту-
ры верхних пищеварительных путей назогастраль-
ный зонд удаляли, и пациенты начинали питание 
через рот. Оценка результатов проводилась через 2, 
4 недели и 3, 6, 12, 24 месяца после фарингопласти-
ки. Выполнялась рентгенография глотки и пищевода 
с контрастным препаратом и видеофарингоскопия 
с биопсией. Биопсию биоинженерного фрагмента 
преламинированного лоскута с гистологическим ис-
следованием проводили через 3 недели после пре-
ламинации, 2, 4 недели и 3, 6, 12, 24 месяца после 
фарингопластики.

Статистический анализ
Для анализа лечения и результатов использова-

лась только описательная статистика. Автор и соавто-
ры имели доступ к данным, рассмотрели и одобрили 
окончательный вариант рукописи.

реЗУльтАты
Всем пациентам была выполнена реконструкция 

гортаноглотки с использованием биоинженерного 
преламинированного мышечно-эпителиального пек-
торального лоскута, как описано выше.

Клетки, полученные от пациентов, проходящих 
курс противоопухолевой терапии, в первые несколько 
суток после выделения показывают низкую скорость 
роста и высокую чувствительность к условиям куль-

тивирования, поэтому для наращивания необходимой 
клеточной массы их выращивали в культуральных 
флаконах на специальной низкокальциевой, стиму-
лирующей пролиферацию среде культивирования 
(рис. 3, а, б). Иммунофлуоресцентное исследование 
на этапе формирования клетками стабильной моно-
слойной культуры выявило наличие типичных клеток 
эпителия, экспрессирующих маркер кератиноцитов – 
ck14 и большого количества клеток, положительных 
по маркеру стволовых и ранних прогениторных кле-
ток эпидермиса р63 (рис. 3, б). После того как клетки 
формировали нормальный эпителиальный пласт, их 
переносили на биосовместимую матрицу. Основа 
используемой матрицы – коллагены и гиалуроновая 
кислота, толщина 0,5 мм. Таким образом, для каж-
дого пациента создавали аутотрансплантат эпители-
альной ткани площадью от 60 до 80 см2 (рис. 3, в). 
Контроль наличия живых клеток в составе транс-
плантата осуществляли на флуоресцентном микро-
скопе, предварительно окрашивая небольшой учас-
ток трансплантата витальным красителем Calcein 
AM (рис. 3, г).

При гистологическом исследовании через 3 не-
дели после преламинации выявлены участки с ко-
лониями кератиноцитов на поверхности мышечного 
лоскута (рис. 4). Положительная экспрессия цито-
кератинов (рис. 4, б) и специфического белка р63, 
характерная для кератиноцитов базального слоя кожи 
(рис. 4, г), указывает на принадлежность этих клеток 
к клеткам эпителиальной ткани. Это подтверждает 
то, что кератиноциты присутствовали на большой 
грудной мышце в течение 3 недель после трансплан-
тации. Таким образом, через 3 недели предваритель-
ной подготовки мышечно-эпителиального лоскута 

Рис. 2. Реконструкция глотки с использованием преламинированного биоинженерного пекторального лоскута: а – мо-
билизованные края фарингостомы; б – преламинированный биоинженерный пекторальный лоскут; в – перемещение 
на шею биоинженерного пекторального лоскута; г – фиксация преламинированного участка лоскута к мобилизован-
ным краям слизистой оболочки по периметру фарингостомы

Fig. 2. Pharyngeal reconstruction using a prelaminated bioengineered pectoral flap: a – mobilized edges of the pharyngosto-
ma; б – prelaminated bioengineered pectoral flap; в – movement of the bioengineered pectoral flap to the neck; г – fixation of 
the prelaminated flap section to the mobilized mucosa edges along the perimeter of the pharyngostoma

а б в г
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мы считали его готовым к реконструктивному этапу 
операции.

Средний период послеоперационного наблюде-
ния составил 23,1 месяца (диапазон 10–27 месяцев). 
Видеофарингоскопия глотки и пищевода больных 
показала, что область имплантации эпителиально-
клеточных пластов через 3, 6, 12, 24 месяца макро-
скопически неотличима от окружающей слизистой 
оболочки (рис. 5, а, в).

При гистологических исследованиях мы наблю-
дали многослойный плоский эпителий на фасции 
пекторального лоскута через 2 недели после фарин-
гопластики в 78% случаев, через 4 недели после фа-
рингопластики – в 89% случаев (рис. 5, б), через 3, 

6, 12, 24 месяца после фарингопластики – в 100% 
случаев (рис. 5, г).

Питание через рот было восстановлено во всех 
случаях. Общее среднее время до возобновления 
питания составило 18 дней после операции (диапа-
зон 14–22 дня). Средняя продолжительность после-
операционного пребывания в стационаре составила 
17,5 дня (от 16 до 19 дней). Голосовая функция была 
восстановлена за счет имплантации голосового про-
теза в 78% случаев.

Некрозов лоскутов не зарегистрировано. Свищ 
наблюдали у 4 пациентов (44%). Причиной замед-
ленного заживления ран и формирования несостоя-
тельности швов в области швов глотки могла быть 

Рис. 3. Подготовка клеточного трансплантата. Культура аутологичных кератиноцитов больного через 4 недели культи-
вирования: а – фазовый контраст; б – иммунофлуоресцентное обнаружение специфического маркера кератиноцитов – 
ck14 (зеленое окрашивание), специфического эпидермального фактора транскрипции p63 (красное окрашивание), 
ядра окрашены DAPI (синее окрашивание); в – готовый к использованию трансплантат, внешний вид; г – микро-
фотография кератиноцитов человека, выращенных на поверхности матрицы, выявление жизнеспособных клеток с 
помощью витального красителя Calcein AM (зеленое окрашивание)

Fig. 3. Cell graft preparation. Culture of patient’s autologous keratinocytes at week 4 of cultivation: a – phase-contrast; б – im-
munofluorescence identification of keratinocyte-specific marker ck14 (green staining), specific epidermal transcription factor 
p63 (red staining), nuclei stained with DAPI (blue staining); в – ready-to-use graft, appearance; г – micrograph of human 
keratinocytes grown on matrix surface, detection of viable cells using viability dye Calcein AM (green staining)
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в г
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проведенная до фарингопластики лучевая/химио-
лучевая терапия и алиментарная недостаточность. 
У всех пациентов свищи формировались в области 
анастомоза между верхним краем лоскута и основа-
нием языка, закрывались в течение 7–10 дней после 
проведенной консервативной терапии и перевязок 
без необходимости дополнительного хирургического 
вмешательства. У одного пациента был стеноз горта-
ноглотки в области нижнего края фиксации лоскута. 
Выполнено бужирование области стеноза, в результа-
те чего просвет гортаноглотки достиг диаметра 1 см. 
У этого пациента имеются трудности с глотанием 
только твердой пищи. Нагноение донорской облас-
ти наблюдали у одного пациента, после проведения 
консервативной терапии и перевязок рана зажила.

ОБСУЖдеНие
Реконструкция верхних отделов пищеваритель-

ных путей после ларингэктомии с резекцией горта-
ноглотки остается серьезной проблемой для хирур-
гов, занимающихся опухолями головы и шеи, так как 
в большинстве случаев выполняется после лучевой/
химиолучевой терапии у соматически отягощенных 
пациентов [11]. Для устранения обширных дефектов 
после хирургического лечения применяются различ-
ные варианты реконструкции [12]. Метод реконс-
трукции зависит от состояния здоровья пациента, 
возможностей клиники, размера и состава дефекта, 
лучевого анамнеза, предшествующих операций. Со-
матически отягощенные пациенты с высоким риском 
послеоперационных осложнений редко являются 

Рис. 4. Биоптат мышечного среза через 3 недели преламинации с эквивалентом эпителиальной ткани: а – фрагмент 
мышечной ткани из зоны трансплантации, окраска гематоксилином и эозином, ×100; б – иммуногистохимическое 
исследование, экспрессия общих цитокератинов, окрашивание DAB, ×100; в – цитологическое исследование поверх-
ности мышечного лоскута с готовым аналогом, окраска гематоксилином и эозином, ×1000; г – иммуногистохимиче-
ское выявление эпидермального фактора транскрипции p63 в ядрах клеток, окрашивание ДАБ, ×1000

Fig. 4. Biopsy of muscle slice at week 3 of prelamination with epithelial tissue equivalent: а – a fragment of muscle tissue 
from the transplantation area (H&E staining, 100×); б – immunohistochemistry, expression of common cytokeratins (DAB 
staining, ×100); в – cytological study of muscle flap surface with a ready-made analog (H&E staining, 1000×); г – immuno-
histochemical detection of epidermal transcription factor p63 (DAB, 1000×) in cell nuclei
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приемлемыми кандидатами для микрохирургиче ских 
операций. Из-за этих ограничивающих факторов пе-
ремещенные лоскуты остаются предпочтительным 
методом [13]. Биоинженерный лоскут в ряде случаев 
может быть хорошей альтернативой стандартным 
кожно-мышечным лоскутам. Развитие биоинже-
нерных технологий позволяет создавать тканевые 
аналоги слизистой оболочки, используемые для вос-
становления слизистой оболочки верхних отделов 
пищеварительного тракта, полости рта, уретры, моче-
вого пузыря, влагалища и роговицы. Восстановление 
поврежденной эпителиальной ткани в таком случае 
происходит за счет того, что в составе трансплан-
тата есть аутологичные низкодифференцированные 
клетки базального слоя эпидермиса, которые могут 

пролиферировать и встраиваться в место дефекта. 
При этом окружающие биоинженерную конструк-
цию ткани оказывают влияние на входящие в его 
состав клетки. В частности, было установлено, что 
клетки роговицы способны к трансдифференцировке 
в клетки эпидермиса под действием сигналов из эмб-
риональной дермы [14]. Пластичность эпидермаль-
ных кератиноцитов наблюдали и в опытах по транс-
плантации клеток в уретру. Показано, что через три 
недели после трансплантации в уретру аутологич-
ных EGFP-экспрессирующих кератиноцитов кожи 
кроликов они восстанавливают уротелий, проявляя 
признаки экспрессии специфического маркера [15]. 
Недавно была продемонстрирована способность 
клеток пищевода к дифференцировке в кожном на-

Рис. 5. Данные послеоперационных исследований: а – видеофарингоскопия через 4 недели после фарингопласти-
ки; б – при 100-кратном увеличении показан многослойный плоский эпителий, окраска гематоксилином и эозином;  
в – видеофарингоскопия через 24 месяца после фарингопластики; г – при 100-кратном увеличении показан много-
слойный плоский эпителий с пролиферацией базальных слоев, окраска гематоксилином и эозином

Fig. 5. Postoperative data: a – videolaryngoscopy at week 4 after pharyngoplasty; б – H&E, at 100× magnification shows 
stratified squamous epithelium; в – videolaryngoscopy at month 24 after pharyngoplasty; г – H&E, at 100× magnification 
shows stratified squamous epithelium with basal layer proliferation
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правлении под влиянием стромы взрослой кожи [16]. 
Поскольку собственно гортаноглотка выстлана не-
ороговевающим многослойным плоским эпителием, 
было резонно предположить, что эпидермис весьма 
пригоден для его замены. В увлажненной микросреде 
эпидермальные кератиноциты теряют способность к 
ороговению, как это происходит в культуральных ус-
ловиях. Таким образом, они вполне могут выполнять 
функции эпителия глотки. Ранее было опубликовано 
исследование, в котором для реконструкции горта-
ноглотки использовали перемещенный мышечный 
трансплантат, состоящий из большой грудной мыш-
цы с предварительно имплантированным тканевым 
эквивалентом слизистой оболочки, созданным на 
основе культивированных донорских кератиноци-
тов. Донорские клетки, исользуемые в качестве эпи-
телиального слоя в таких конструкциях, способны 
временно выполнять функцию барьерного эпителия, 
обеспечивая надежное приживление трансплантата в 
зоне реципиентных тканей, а также модифицирова-
ли раневую поверхность, стимулируя собственную 
эпителизацию раны [5].

При устранении дефектов гортаноглотки после 
удаления местнораспространенных опухолей необ-
ходимо комплексное восстановление мягких тканей и 
слизистой оболочки, а также нормального функцио-
нирования пищеварительного тракта и голосовой 
функции. Преламинация культивированных клеток 
на хорошо кровоснабженную ткань большой груд-
ной мышцы позволяет создавать лоскуты с требуе-
мыми свойствами: на поверхности мышцы успевает 
сформироваться слой эпителиальных клеток, кото-
рые вместе с мышечной тканью возможно форми-
ровать по размерам существующего дефекта. Мы 
использовали биоинженерные преламинированные 
лоскуты для реконструкции обширных дефектов гор-
таноглотки. Использование выращенного из кожи 
пациента эпителиального пласта вместо полнослой-
ного аутодермолоскута позволяет избежать таких 
осложнений, как врастание волос в просвет гортани, 
стенозирование просвета верхних пищеварительных 
путей в послеоперационном периоде. Осложнения 
в виде свищей, наблюдаемые у пациентов в нашем 
исследовании, составляют 44%, что сопоставимо с 
известной из литературных данных частотой сви-
щей у пациентов, получивших предоперационное 
облучение, которое колеблется от 13 до 50% [17]. 
У 56,5% пациентов после реконструктивных опера-
ций с использованием кожно-мышечных лоскутов 
описывают затруднение глотания твердой пищи, а у 
21,7% – трудности при глотании как твердой, так и 
жидкой пищи [17]. В нашем исследовании у 1 (11%) 
больного был стеноз глотки, который после прове-
дения бужирования стал причиной проблем с глота-
нием только твердой пищи. На основании проведен-

ных послеоперационных наблюдений можно сделать 
вывод, что разработанная нами методика позволяет 
восстановить анатомию и функции гортаноглотки 
идентичными тканями.

ЗАКлЮчеНие
Использование методики реконструкции горта-

ноглотки преламинированным биоинженерным лос-
кутом позволило воссоздать анатомическую целост-
ность и функцию гортаноглотки во всех описанных 
9 клинических случаях.
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Работа представляет собой научно-образовательный аналитический обзор, предназначенный для практи-
кующих кардиологов. Цель обзора – обратить внимание врачей на роль сократительной функции миокарда 
в регуляции коронарного кровотока. Рассмотрен фундаментальный феномен компрессии (сдавливания) 
артерий в стенке левого желудочка, создающий препятствие течению крови в систолическую часть сердеч-
ного цикла. Это явление формально напоминает функциональный стеноз коронарных артерий. На основе 
анализа литературы дано толкование позитивному вкладу компрессии артерий в коронарную гемодина-
мику. Понимание механических взаимоотношений сократительной и коронарной систем в сердечной 
стенке может быть полезно практикующим врачам при выборе тактики лечения пациентов, оптимизации 
левожелудочкового обхода при операциях на сердце, а также повышения эффективности адаптации транс-
плантированного сердца.
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ВВедеНие
Сердце – это биологический насос, обеспечива-

ющий циркуляцию крови во всех тканях организма. 
В отличие от остальных органов сердце участвует 
в собственном кровоснабжении для реализации 
механической функции миокарда. Таким образом, 
сократительная система сердца и система жизнеобес-

печения миокарда, содержащая разветвленную сеть 
кровеносных сосудов, конструктивно сосредоточены 
в сердечной стенке и тесно связаны между собой.

Гемодинамика в проксимальных отделах коронар-
ных артерий принципиально отличается от течения 
крови в остальных артериях организма, где движе-
ние крови непосредственно связано с систолической 
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частью сердечного цикла. Точнее, с фазой изгнания 
крови левым желудочком (ЛЖ), во время которой 
возникает градиент давления в сосудистой системе, 
определяющий движущую силу в течении крови.

Общепринято, что в коронарной системе систо-
лический кровоток ограничен и основные гемоди-
намические события происходят в диастолическую 
часть сердечного цикла. На такую особенность ко-
ронарного кровотока было обращено внимание еще 
в 1695 году [1]. Автор отметил, что при релаксации 
сердца коронарные сосуды заполняются, а при со-
кращении – опорожняются. В первой половине про-
шлого столетия было экспериментально подтверж-
дено, что во время сокращения сердца коронарный 
артериальный приток затруднен, а венозный отток 
увеличивается [2, 3].

Можно считать доказанным, что отмеченные 
особенности коронарной гемодинамики являются 
следствием механической функции сердечной стен-
ки, приводящей к сдавливанию определенной час-
ти коронарных артерий и снижению коронарного 
кровотока [4–7]. Этот феномен на первый взгляд 
выглядит парадоксальным, поскольку сократитель-
ная функция миокарда препятствует коронарному 
крово обра щению.

Настоящая работа призвана обратить внимание 
кардиологов на означенное противоречие, которое 
мы условно назвали «коронарный парадокс». На ос-
нове анализа литературы мы сделаем попытку дать 
обоснованное толкование наличию нетривиальной 
связи между механическими явлениями в сердечной 
стенке и гемодинамическими событиями в коронар-
ных артериях ЛЖ. Данная проблематика является 
предметом многолетних дискуссий специалистов в 
сфере физиологии кровообращения, однако остается 
не в фокусе пристального внимания практикующих 
врачей.

ФеНОМеН КОрОНАрНОГО ПАрАдОКСА
На рис. 1 приведена синхронная запись резуль-

татов измерения давления в аорте, правом и левом 
желудочках; объемной скорости кровотока в прок-
симальных отделах правой коронарной артерии и 
передней межжелудочковой ветви (ПМЖВ) левой 
коронарной артерии, а также объемной скорости те-
чения крови в большой сердечной вене.

Рисунок наглядно иллюстрирует, что с началом 
механического цикла ЛЖ объемная скорость крово-
тока в ПМЖВ резко уменьшается, и в период изгна-
ния ЛЖ крови (возрастание давления в аорте) уве-
личивается незначительно. Однако с наступлением 
фазы изоволюмического расслабления ЛЖ (момент 
закрытия аортального клапана) происходит сущест-
венное увеличение скорости коронарного кровотока.

Ограничение коронарного кровотока в систолу 
ЛЖ можно наблюдать у клинически здоровых людей 

при аномальном прохождения части эпикардиальной 
артерии в миокарде. В таких случаях на коронаро-
грамме визуализируется выраженный систолический 
стеноз, исчезающий с началом диастолы. Данный 
феномен именуют «мышечными мостиками», и он, 
как правило, не сопровождается симптомами ише-
мической болезни сердца [9].

На рис. 2 в качестве примера приведены два кад-
ра ангиограммы, зафиксированные нами в систолу 
и диастолу ЛЖ у пациента с подозрением на ИБС. 
Хорошо видно, что просвет ПМЖВ левой коронар-
ной артерии в систолу резко сужается, а с началом 
диастолы восстанавливается. Мышечные мостики 
наглядно демонстрируют эффект пережатия артерии 
при сокращении ЛЖ.

Между тем в нормальном сердце механическое 
препятствие кровотоку в систолу ЛЖ происходит на 
уровне системы макроциркуляции крови в сердечной 

Рис. 1. Динамика давления (верхняя панель) и объемной 
скорости кровотока в различных отделах сердца: ЛЖ – 
левый желудочек; ПЖ – правый желудочек; ПМЖВ – пе-
редняя межжелудочковая ветвь; ПКА – правая коронар-
ная артерия; БСВ – большая сердечная вена. Диаграмма 
заимствована из презентации доклада Dirk J. Duncker 
(2014) в открытом доступе [8]

Fig. 1. Dynamics of pressure (upper panel) and Volumetric 
blood flow velocity in different parts of the heart: ЛЖ – left 
ventricle; ПЖ – right ventricle; ПМЖВ – anterior interven-
tricular artery; ПКА – right coronary artery; БСВ – great car-
diac vein. The diagram is borrowed from a presentation by 
Dirk J. Duncker (2014) in open access [8]



147

СмЕжНЫЕ дИСцИПЛИНЫ

стенке, в частности, в интрамуральных (перфориру-
ющих миокард) артериях диаметром меньше 500 мкм 
и артериолах диаметром не менее 100 мкм [10]. Эти 
сосуды расположены в соединительно-тканных про-
слойках между пучками мышечных волокон, рас-
пространяются из эпикарда до субэндокардиального 
сплетения в стенке ЛЖ [6].

Напротив, на уровне микроциркуляции крови в 
сосудах диаметром менее 100 мкм влияния сокра-
щения сердечной мышцы на просвет артерий прак-
тически не наблюдается [11, 12]. Сдавливанию ар-
териальных сосудов в системе микроциркуляции в 
систолу ЛЖ препятствуют два фактора. Во-первых, 
артериолы малого калибра расположены параллель-
но кардиомиоцитам, и во-вторых, каждый артериаль-
ный сосуд окружен двумя венулами. Фактически эти 
сосуды демпфируют сдавливание артериол со сто-
роны сокращающихся миоцитов, при этом диаметр 
венул изменяется значительно, с 48 мкм в диастолу 
до 31 мкм в систолу ЛЖ. Благодаря двум перечис-
ленным факторам обеспечивается защитный эффект, 
позволяющий сохранять просвет артериол системы 
микроциркуляции практически неизменным: 38 мкм 
в систолу и 39 мкм в диастолу ЛЖ [13].

Таким образом, «коронарный парадокс» есть 
феномен гемодинамически значимой компрессии 
перфорирующих сосудов системы макроциркуляции 
коронарного кровотока ЛЖ в систолическую часть 
сердечного цикла. В его основе лежат механические 
взаимоотношения между миокардом и коронарными 

артериями, которые предопределены особенностями 
структуры сердца, и ЛЖ в частности.

МеХАНиЗМы КОМПреССии АртериЙ 
В СиСтОлУ лЖ

Известен ряд гипотез, объясняющих механизм 
возникновения препятствия коронарному кровотоку 
в систолу ЛЖ. В целом эти гипотезы в определенной 
мере подкреплены фактами, и их можно разделить 
на две основные группы. К первой относятся функ-
циональные модели, объясняющие опосредованное 
действие миокарда на просвет коронарных артерий 
за счет возрастания внутримиокардиального дав-
ления в сердечной стенке в систолу. Вторая группа 
предположений рассматривает прямое механическое 
действие миокарда на коронарные артерии.

Опосредованный механизм компрессии артерий 
представлен двумя базовыми моделями: «водопа-
да» [14] и «внутримиокардиального насоса» [15]. 
Обе модели основаны на предположении о том, 
что сокращение миокарда увеличивает внутримио-
кардиальное давление в сердечной стенке, которое 
действует на внешнюю поверхность артерии. При 
этом просвет сосуда уменьшается и сопротивление 
кровотоку возрастает.

Модель «водопада» утверждает, что скорость тока 
крови в коронарной системе в систолу ЛЖ будет 
определяться разницей между давлением в области 
пережатия артерии и венозным давлением, деленной 
на периферическое сопротивление сосудов. Допол-
нительно к этому модель «внутримиокардиального 
насоса» предполагает, что в систолу ЛЖ сжатие арте-
рий перемещает кровь во взаимно противоположных 
направлениях подобно насосу [16]. Достоинством 
модели «интрамиокардиального насоса» по отноше-
нию к модели «водопада» является то, что она мо-
жет объяснить ретроградный кровоток в артериях, а 
также увеличение венозного оттока в систолическую 
часть сердечного цикла.

Существование прямого (механического) дейс-
твия миокарда на коронарный кровоток было убе-
дительно продемонстрировано на изолированном 
сердце кошки [17] и сердце собаки in situ [18]. В этих 
экспериментах создавались условия для изоволюми-
ческих и изобарических сокращений ЛЖ. В первом 
случае давление в желудочке возрастало при неиз-
менном объеме камеры, то есть сердечный выброс 
отсутствовал. В случае изобарического сокращения 
давление в камере поддерживалось постоянным с 
момента возбуждения миокарда, при этом объем 
ЛЖ уменьшался, то есть изгнание крови начиналось 
непосредственно с началом механического цикла 
серд ца. Авторы установили, что вне зависимости от 
принципиально разной динамики давления в ЛЖ, 
наблюдался одинаковый эффект снижения коронар-
ного кровотока в систолу.

Рис. 2. Пример визуализации левой коронарной артерии 
с «миокардиальным мостиком» (местоположение указа-
но стрелкой) в конце диастолы (слева) и в конце систолы 
ЛЖ (справа)

Fig. 2. An example of left coronary artery imaging with myo-
cardial bridge (location indicated by arrow) at the end of dia-
stole (left) and at the end of LV systole (right)
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Для объяснения механизма прямого действия сер-
дечной мышцы на коронарный кровоток предложены 
несколько базовых моделей, три из которых выглядят 
наиболее реалистичными. Это модели «переменного 
эластанса» (varying elastance), «укорочения и утол-
щения мышцы» (muscle shortening and thickening) и 
«деформации сосудов» (vascular deformation). Все 
модели подразумевают непосредственную механи-
ческую связь между коронарными сосудами и мио-
кардом в сердечной стенке.

Модель «переменного эластанса» базируется на 
концепции изменяющейся упругости миокарда в 
систолу ЛЖ [19]. На субклеточном уровне увели-
чение жестокости кардиомиоцита связано с взаи-
модействием мажорных белков саркомера (миозина 
с актином). После возбуждения сердечных клеток 
упругость мио карда существенно возрастает, причем 
чем выше сократимость клеток, тем больше активная 
жесткость мышцы и больше эластанс. Упругая сила 
в миокарде оказывает давление на стенки артерии, 
вследствие чего просвет и объем крови в сосудах 
уменьшается в местах их сдавливания [20].

Модель «укорочения и утолщения мышцы» ос-
нована на положении о постоянстве объема кардио-
миоцитов во все фазы сердечного цикла. Поэтому 
укорочение сердечных клеток в систолу ЛЖ сопро-
вождается увеличением их поперечного размера, что 
оказывает давление на сосуды [21]. Предложенный 
механизм компрессии артерий может быть реализо-
ван как в раннем, так и позднем периодах систолы 
ЛЖ, где в той или иной степени имеет место укоро-
чение и утолщение миокарда в силу высокой степени 
структурной неоднородности в стенке ЛЖ [5].

Модель «деформации сосудов» связывает сокра-
щение миокарда с коронарным кровотоком не только 
за счет изменения просвета артерий, но и за счет вли-
яния механики сердечной мышцы на извилистость 
сосудов, углов разветвлений в местах их бифурка-
ции [22]. Считается, что предложенный механизм 
может проявляться преимущественно в системе мик-
роциркуляции коронарного кровотока.

Следует отметить, что все рассмотренные меха-
низмы опосредованного и прямого влияния сокра-
тительной функции миокарда на динамику крови в 
коронарных артериях в достаточной мере обосно-
ваны, но не являются универсальными. Вероятно, 
тот или иной феномен циркуляции крови в систолу 
ЛЖ может быть объяснен совокупным действием 
механизмов в зависимости от конкретных условий. 
Вместе с тем важно подчеркнуть, что в контексте 
темы настоящего изложения любой из рассмотрен-
ных механизмов объясняет лимитирующее действие 
сокращения миокарда на ток крови в сосудах сердца 
в систолу ЛЖ.

ВКлАд КОМПреССии КОрОНАрНыХ 
АртериЙ В КрОВОСНАБЖеНие МиОКАрдА

Систолический вклад ЛЖ в коронарный кровоток 
составляет порядка 20–25% от общего за механиче-
ский цикл сердца [6, 23]. Это обстоятельство явилось 
основанием для того, чтобы говорить о лимитиру-
ющем эффекте контрактильной функции миокарда 
на коронарный кровоток. Бытует мнение, что систо-
лическая компрессия (сдавливание) артерий серд-
ца является «вынужденной ситуацией», негативно 
влияющей на коронарное кровообращение. Ниже мы 
попытаемся сформулировать возможные механизмы 
в поддержку гипотезы о позитивном вкладе «коро-
нарного парадокса» в циркуляцию крови в сосудах 
сердца.

Итак, систола сердца возникает сразу после элек-
трического возбуждения миокарда и начинается с 
фазы изоволюмического сокращения ЛЖ, которая 
протекает при закрытых клапанах и занимает корот-
кий промежуток времени (50–70 мс). В этот период 
кардиомиоциты генерируют силу, активная жест-
кость клеток быстро увеличивается, что приводит 
к возрастанию механического напряжения в стенке 
ЛЖ, внутрижелудочкового и внутримиокардиаль-
ного давлений.

В конечном счете совокупность перечисленных 
событий обеспечивает компрессию перфорирующих 
артерий, в результате чего объемная скорость крово-
тока в проксимальных отделах коронарного русла 
быстро снижается практически до нулевого значе-
ния (см. рис. 1). В некоторых случаях в этот период 
сердечного цикла можно наблюдать и ретроградный 
ток крови, то есть в направлении к аорте [3, 24]. Это 
означает, что в местах сдавливания перфорирую-
щих артерий происходит не просто ограничение 
кровотока, но возникает движущая сила (давление 
на сосуды), обеспечивающая течение крови. Меха-
низм такого действия миокарда на артерии хорошо 
описывается в рамках концепций «внутримиокарди-
ального насоса» [15] и/или «переменного эластанса» 
[19, 20] (см. выше). Вклад фазы изоволюмического 
сокращения ЛЖ в кровоснабжение миокарда обычно 
не учитывается из-за отсутствия возможности его 
количественной оценки.

Изоволюмическая часть систолы ЛЖ переходит 
в фазу изгнания крови в аорту. Кардиомиоциты в 
этот период существенно укорачиваются, активная 
жесткость клеток продолжает увеличиваться до мак-
симального значения. Давление в аорте возрастает до 
величины конечно-систолического давления в ЛЖ. 
По отношению к системной гемодинамике, где тече-
ние крови определяется артериовенозной разницей 
в давлении, коронарный кровоток критическим об-
разом отличается из-за предварительной компрессии 
перфорирующих артерий в фазу изоволюмического 
сокращения ЛЖ. Подобно изменению гемодинамики  
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при стенозе артерии увеличение сопротивления кро-
вотоку в раннюю систолу приводит к снижению его 
объемных характеристик, показателей систоличе-
ского и пульсового давления и возникновению гра-
диента давления в артериях на уровне их сужения.

В системе коронарной макроциркуляции ЛЖ те-
чение крови в фазу изгнания определяется разни-
цей давления в аорте и перфорирующих артериях. 
Компрессия перфорирующих артерий в эту часть 
сердечного цикла продолжает увеличиваться, и сле-
довательно, вносит дополнительный насосный вклад 
в антеградный кровоток ниже уровня сдавливания 
артерий. Систолический вклад компрессии артерий в 
коронарный кровоток может быть объяснен в рамках 
любой или всех известных концепций, рассмотрен-
ных выше.

Обращают на себя внимание немногочисленные 
исследования, в которых изучались функциональные 
различия механики миокарда и кровотока в слоях 
сердечной стенки. В частности, были показаны су-
щественные осевые различия как в региональной 
работе миокарда, так и в плотности перфузии по тол-
щине стенки. Взаимосвязь между этими характерис-
тиками также была продемонстрирована [25, 26].

Известные факты позволяют предположить, что в 
систолу ЛЖ происходит не просто компрессия перфо-
рирующих коронарных артерий, но скоординирован-
ное в пространстве и во времени последовательное 
сдавливание участков сосуда вдоль его оси. С точки 
зрения концепций «внутримиокардиального насоса» 
и/или «переменного эластанса» данное обстоятельст-
во увеличивает производительность перекачивания 
крови в соответствующем направлении. Это подобно 
принципу работы перистальтического насоса, где 
объемная скорость течения жидкости прямо зависит 
от количества роликов, пережимающих трубку.

Следует добавить, что в системе прекапилляр-
ных артериол коронарной микроциркуляции также 
имеет место компрессионный вклад миокарда, но на 
венулы, окружающие артериолы [13]. Данный факт 
дает основание говорить о наличии насосного вклада 
сердечной мышцы в венозный отток в систолу ЛЖ.

Таким образом, механическая (сократительная 
функция) миокарда в систолу ЛЖ определяет коро-
нарный кровоток за счет двух факторов: 1) компрес-
сии перфорирующих артерий, которая начинается 
еще до повышения артериального давления, и 2) уве-
личения давления в аорте. В контексте «коронарного 
парадокса» ЛЖ формально можно рассматривать как 
механический насос двойного предназначения, с од-
ной стороны, обеспечивающий глобальную гемоди-
намику для организма в целом, с другой – насос для 
коронарной циркуляции крови в частности.

Диастолическая часть сердечного цикла начинает-
ся с фазы изоволюмического расслабления ЛЖ, когда 
актин-миозиновое взаимодействие в саркомерах кар-

диомиоцитов быстро сходит на нет. При этом жест-
кость миокарда, внутримиокардиальное давление и 
давление в ЛЖ быстро уменьшаются при постоянном 
объеме камеры. На рис. 1 хорошо видно, что за корот-
кий промежуток времени (~50 мс) объемная скорость 
кровотока в ПМЖВ левой коронарной артерии резко 
увеличивается и приобретает максимальное значение 
к началу фазы диастолического наполнения ЛЖ.

Рассмотренный гемодинамический феномен при-
нято называть эффектом «присасывания» или де-
компрессии в коронарных артериях [27, 28]. В его 
основе лежит быстрое снижение упругости в сердеч-
ной стенке при расслаблении миокарда, которое при-
водит к восстановлению просвета перфорирующих 
артерий за короткий промежуток времени. Резкое 
уменьшение гидродинамического сопротивления ар-
терий сопровождается увеличением градиента между 
давлением в проксимальном и дистальном отделах 
коронарной системы, что приводит к быстрому за-
полнению артерий кровью ниже мест сдавливания 
сосудов в систолу ЛЖ. В дальнейшем течение крови 
в диастолу ЛЖ определяется артериовенозной раз-
ницей давления и периферическим сопротивлением 
в коронарной системе.

Таким образом, феномен компрессии артерий ре-
ализует свое действие на коронарную гемодинамику 
во все фазы сердечного цикла с момента возбуждения 
миокарда. Сдавливание коронарных артерий обеспе-
чивает не только систолический вклад в коронарный 
кровоток, например, по принципу «внутримиокарди-
ального насоса», но и задает условия течения крови 
по сосудам сердца в диастолу ЛЖ. Соотношение 
систолического и диастолического вкладов «коро-
нарного парадокса» в сердечную гемодинамику зави-
сит от инотропного состояния миокарда. Это играет 
важную роль при адаптации сердца к возрастающей 
нагрузке, вне зависимости от того, является ли она 
физической или связана с развитием патологических 
процессов в сердце [5, 7, 29].

рОль КОМПреССии КОрОНАрНыХ АртериЙ 
В СердЦе

История изучения коронарного кровообращения 
насчитывает более трех столетий. Складывающие-
ся веками научные представления о регуляции тока 
крови в сосудах сердца были основаны на исследова-
нии гемодинамики в крупных коронарных артериях. 
Развитие современных медицинских диагностиче-
ских технологий в последние несколько десятилетий 
позволило по-новому взглянуть на многие аспекты 
регуляции коронарного кровотока за счет появления 
возможности для оценки течения крови в системе 
микроциркуляции. В частности, стало понятно, что 
в норме кровоток в разветвленной сети капилляров 
не пульсирующий, имеет скорость ~0,5 мм/с при дав-
лении порядка 25–35 мм рт. ст. [30]. Можно считать, 
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что такие гемодинамические параметры оптимальны 
для реализации метаболических процессов «кровь – 
кардиомиоцит». Однако каким образом достигается 
эта оптимальность, пока до конца не ясно.

В покое сократительная деятельность миокарда 
обеспечивает в аорте систолическое давление поряд-
ка 110–120 мм рт. ст. с пульсовым давлением при-
мерно 40 мм рт. ст. Коронарная система, находясь в 
непосредственной близости с сердцем, испытывает 
примерно такие же гемодинамические нагрузки в 
крупных субэпикардиальных артериях. Принимая 
во внимание небольшую протяженность коронарной 
системы в сравнении с большим кругом кровообра-
щения, можно предположить, что граничные условия 
давления на входе коронарной системы избыточны 
для обеспечения необходимых параметров в системе 
микроциркуляции крови в сердце.

Компрессия перфорирующих артерий в систолу 
ЛЖ повышает сопротивление кровотоку, уменьшает 
артериовенозную разницу давления в системе, и сле-
довательно, препятствует гидродинамическому удару 
в дистальных отделах коронарного русла. По своей 
сути «коронарный парадокс» является неким «систо-
лическим барьером» на пути течения крови на входе 
коронарной гемодинамической системы.

Обратим внимание на то, что принцип «систоли-
ческого барьера» реализован и в системе мозгового 
кровообращения, где демпфирующую роль потоку 
крови в систолу ЛЖ выполняют распрямляющиеся 
сифоны (S-образные изгибы) магистральных арте-
рий [31]. Интересно, что более удаленные от устья 
аорты органы подобной защиты не имеют.

Априори препятствие току крови в крупных ко-
ронарных артериях должно снижать эффективность 
ЛЖ. Однако, как было отмечено выше, природа 
смогла «превратить» кажущиеся на первый взгляд 
недостатки в конструкции сердца в преимущества 
его функционирования. Действительно, наличие 
компрессии артериальных сосудов способно опти-
мизировать коронарную гемодинамику во все фазы 
сердечного цикла, обеспечив тем самым условия 
течения крови, необходимые для обменных процес-
сов в кардиомиоцитах. Следовательно, «коронарный 
парадокс» можно рассматривать как неотъемлемый 
детерминант в системе регуляции коронарного кро-
вообращения.

В заключение следует сказать, что затронутая про-
блематика является предметом непрекращающихся 
дискуссий [6, 7]. Связано это с необычайной слож-
ностью изучения коронарной системы, в которой все 
звенья регулирования тесно взаимосвязаны между 
собой. Это касается не только взаимных гуморальных 
влияний между миокардом и гладкой мускулатурой 
коронарных сосудов, но и механических взаимодейс-
твий, обусловленных структурной неоднородностью 
сердца, и левого желудочка в частности [32].

В этой работе мы старались убедить заинтере-
сованного читателя в том, что систолическая ком-
прессия артерий есть не «вынужденное», а строго 
«обоснованное» природное явление. Явление, на-
правленное на решение задачи оптимизации совмес-
тной деятельности контрактильной и коронарной 
систем в конструкции биологического насоса. Мы на-
деемся, что предложенная в работе трактовка фактов 
дает основание говорить о том, что систолический 
вклад ЛЖ в коронарный кровоток явно недооценен. 
Понимание роли «коронарного парадокса» в серд-
це может быть полезно практикующим врачам при 
выборе тактики лечения пациентов, оптимизации 
левожелудочкового обхода при операциях на сердце, 
а также для повышения эффективности адаптации 
трансплантированного сердца.
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ПАМЯти ПрОФеССОрА  
ГеОрГиЯ ПиНКУСОВичА итКиНА

2 ноября 2022 года на 84-м году ушел из жизни старейший сотрудник 
и почетный профессор Национального медицинского исследовательского 
центра трансплантологии и искусственных органов им. ак. В.И. Шума-
кова, один из основоположников создания отечественных аппаратов ис-
кусственного и вспомогательного кровообращения доктор биологических 
наук, профессор Георгий Пинкусович Иткин.

Долгая творческая жизнь Георгия Пинкусовича была связана с Инс-
титутом, затем с Центром трансплантологии и искусственных органов и 
посвящена решению задач изучения, разработки, создания систем меха-
нической поддержки кровообращения.

Георгий Пинкусович Иткин родился 5 августа 1939 года в Москве; в 
1962 году окончил Московский авиационный институт. В 1966 году начал 
работу в лаборатории искусственного сердца НИИКиЭХ, возглавляемой 

проф. В.И. Шумаковым, с тех пор продолжал трудиться в нашем Центре, создавая системы механической 
поддержки кровообращения. В 1975 году Г.П. Иткин защитил диссертацию на соискание ученой степени 
кандидата технических наук, а в 1989 году – диссертацию на соискание ученой степени доктора биологи-
ческих наук, посвященную разработке и комплексному анализу методов и средств временного замещения 
сердца. До последних дней Георгий Пинкусович руководил лабораторией биотехнических систем.

За годы активной и плодотворной работы под руководством Г.П. Иткина были созданы первые отечест-
венные системы управления искусственным сердцем, математические модели физиологических процессов, 
неинвазивные методы исследования, методики стендовых испытаний систем, замещающих сердце. Разра-
ботка системы автоматического управления искусственным сердцем позволила добиться длительного выжи-
вания телят с искусственным сердцем (теленок Олимп прожил 102 дня). Все достижения в экспериментах 
по длительной имплантации искусственного сердца телятам и в дальнейшем его клинической апробации 
непосредственно связаны с именем Г.П. Иткина.

Иткин участвовал в разработке систем управления и стендовых исследованиях в рамках советско-аме-
риканского межправительственного соглашения по искусственному сердцу, тесно работал с выдающимися 
учеными мирового уровня из США, Японии, Европы – пионерами разработки искусственного сердца и 
аппаратов вспомогательного кровообращения В.И. Шумаковым, М. Дебеки, У. Кольфом, Р. Джарвиком, 
Т. Акутсу и другими.

Одним из важнейших достижений Г.П. Иткина является первый отечественный имплантируемый насос 
вспомогательного кровообращения (ВИШ), который в 2012 году был успешно имплантирован пациенту, а 
основанные на этой разработке модели имплантируются пациентам и по сей день.

Георгий Пинкусович воспитал целую плеяду учеников и последователей, продолжающих его дело. Ла-
боратория биотехнических систем под его руководством стала одним из ведущих подразделений в стране 
в области разработки и испытаний систем искусственного сердца и вспомогательного кровообращения; 
сотрудники лаборатории решают сложнейшие проблемы конструирования и создания систем вспомога-
тельного кровообращения.

Талантливый генератор и превосходный реализатор множества новых идей, за свою плодотворную и 
активную жизнь Георгий Пинкусович создал более 200 научных работ и более 50 патентов. Георгий Пин-
кусович Иткин – известный в стране и мире яркий ученый, почетный изобретатель СССР и РФ, удостоен 
медали «Академик В.И. Шумаков», звания «Почетный профессор НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шумакова». 
Преданный науке, Георгий Пинкусович Иткин внес неоценимый вклад в ее развитие. Он был добродушным 
и доброжелательным человеком, отличным собеседником и любимым учителем.

Память о замечательном человеке, великом ученом навсегда сохранится в сердцах коллег и благодарных 
учеников.
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