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Первые успешные протезирования аортального и митрального клапанов сердца были вы-
полнены в 1960 г. соответственно D. Harken и N. Braunwald. В обоих случаях использовались 
механические протезы, однако спустя всего 10 лет M. Ionescu впервые имплантировал первый 
биологический клапан человеку. В ходе эволюции биологических клапанных протезов хирур-
гами использовались свиные аортальные, ксеноперикардиальные протезы и  человеческие 
аллографты (свежие и криосохраненные), а в последние полтора десятилетия на вооружение 
были взяты тканевая инженерия и  направленная регенерация тканей. В  настоящей статье 
описаны основные проблемы этой области, проведена сравнительная характеристика различ-
ных методик децеллюляризации полулунных клапанов, а также перспективы использования 
тканевой инженерии для создания атриовентрикулярных клапанных заменителей. Библиогр. 
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Th e fi rst successful aortic and mitral valve replacement was performed, respectively, by D. Harken and 
N. Braunwald in 1960. Both used mechanical graft s, but 10 years later M. Ionescu implanted a biologi-
cal valve substitute in humans. As biological valve graft s evolved, multiple sources were used: porcine 
aortic valves, xenopericardial substitutes, and, most recently, tissue engineered allograft s, reseeded 
by means of guided repopulation. Th e present work describes the major challenges of these meth-
ods, analyses diff erent decellularization approaches used for semilunar valves, and future possibilities 
for tissue engineering to be applied in humans, such as creation of atrioventricular valve substitutes. 
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Введение

Протезирование клапанов сердца  — операция, имеющая долгую историю. 
Первые успешные ортотопические вмешательства такого типа были выполнены 
в 1960 г. — D. Harken на аортальном клапане [1] и N. Braunwald на митральном кла-
пане  [2]. В  обоих случаях использовались механические протезы, однако парал-
лельно шли разработки биологических искусственных клапанов сердца (БИКС), 
и  спустя всего 10  лет M. Ionescu имплантировал ксеноперикардиальный клапан 
человеку [3]. В  ходе эволюции БИКС хирурги использовали свиные аортальные, 
ксеноперикардиальные протезы и человеческие аллографты (свежие и криосохра-
ненные), а в последние полтора десятилетия на вооружение были взяты тканевая 
инженерия и направленная регенерация тканей. В настоящей статье описаны ос-
новные проблемы и достижения в этой области, а также перспективы создания но-
вых типов клапанных протезов.

Тканевая инженерия в сердечно-сосудистой хирургии

В последние два десятилетия в разработке биологических клапанных протезов 
появились новые методики, объединенные термином «тканевая инженерия»  [4]. 
Основная идея тканевой инженерии заключается в использовании биологических 
или синтетических матриц с формой и/или функциями требуемого органа для по-
следующего замещения поврежденной ткани. Применительно к протезированию 
сердечных клапанов тканевая инженерия представляет грядущие альтернатив-
ные источники создания жизнеспособных и биологически активных заменителей, 
встраивающихся в организм реципиента [4]. Существуют две разные концепции: 
клапанные протезы либо засеиваются клетками in vitro до операции (собственно 
тканевая инженерия) [5–7], либо имплантируются бесклеточные матрицы, при-
званные служить субстратом для заселения клетками in vivo (направленная реге-
нерация) [8–10]. Можно предположить, что жизнеспособные протезы, созданные 
с помощью тканевой инженерии, будут обеспечивать полную биосовместимость, 
атромбогенность, атератогенность и долговечность, близкие к природным биоме-
ханические показатели и, более того, будут обладать нормальной биологической 
способностью к росту. Тканево-инженерные клапаны необходимы детям и моло-
дым взрослым, поскольку у больных этих возрастных групп результаты протезиро-
вания клапанов не так хороши, как у больных старшего возраста [11, 12]. 

Необходимо сказать, что все приведенные ниже методики относятся преиму-
щественно к легочному и аортальному клапанам. В доступной литературе удалось 
обнаружить только две работы, описывающие попытки создания атриовентрику-
лярного клапана и его элементов, но обе были посвящены синтетическим матри-
цам [13, 14]. 

Децеллюляризированные матрицы полулунных сердечных клапанов

Любая биологическая матрица, и в этом заключается ее отличие от синтетиче-
ской, основана на донорском материале — применительно к кардиохирургии это 
сердечные клапаны, заготовленные после смерти донора. Для создания из свежего 
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клапана матрицы используется процесс децеллюляризации, впервые предложен-
ный S. Badylak [15]. Описаны различные методы создания абсолютно бесклеточных 
аллогенных и ксеногенных матриц с помощью удаления клеточных компонентов, 
которые, как принято думать, вызывают остаточный иммунный ответ и последую-
щую дегенерацию [16]. Методики децеллюляризации могут быть основаны на ме-
ханическом, ферментативном, детергентном воздействиях или их комбинации для 
удаления клеток и сохранении матрицы, составленной преимущественно из вне-
клеточных компонентов. Для разных тканей эффективными могут быть разные 
методики децеллюляризации — это зависит от множества факторов: клеточности 
ткани, плотности, содержания липидов, толщины и т. п. Кроме того, любой метод 
в какой-то степени повреждает внеклеточный матрикс и вызывает определенное 
нарушение его микроструктуры, поэтому задачей децеллюляризации является не 
только максимально полное удаление несущих антигены клеток, но и минимиза-
ция ущерба, наносимого матриксу. Далее рассмотрены основные агенты, использу-
ющиеся для децеллюляризации различных тканей.

Химические агенты

Кислоты и основания вызывают или катализируют гидролиз биомолекул. Пер-
уксусная кислота — известное дезинфицирующее вещество, может использоваться 
и в качестве децеллюляризирующего агента, эффективно удаляя остатки нуклеино-
вых кислот, практически не воздействуя на матрикс [17, 18]. Уксусная кислота по-
вреждает и вымывает коллаген, уменьшая прочность матрикса, но не воздействует 
на сульфатированные гликозаминогликаны [19]. Щелочи воздействуют на ткани 
чересчур жестко, полностью удаляя из тканей факторы роста и значительно сни-
жая их механическую прочность [20]. Основным механизмом, приводящим к ухуд-
шению механических свойств в результате воздействия, например, гидроксида на-
трия, является расщепление коллагеновых волокон и поперечных сшивок между 
ними [21]. 

Гипо- и гипертонические растворы приводят к диссоциации комплексов ДНК-
белок [22]. Гипотонические растворы также вызывают лизис клеток за счет обыч-
ного осмотического эффекта с  минимальными изменениями молекул и  общего 
строения внеклеточного матрикса [23]. Для максимально полного проявления ос-
мотического эффекта часто прибегают к поочередному промыванию ткани в ги-
пер- и гипотоническом растворах. Кроме того, этот метод помогает удалить из тка-
ни фрагменты клеток, оставшиеся после лизиса, вызванного другими агентами.

Детергенты. Ионные, неионные и цвиттерионные детергенты эффективно рас-
творяют клеточную мембрану и вызывают диссоциацию ДНК и белков, удаляя кле-
точный материал из ткани [24]. В то же время они способны повреждать и диссоци-
ировать белки внеклеточного матрикса, степень вымывания белков внеклеточного 
матрикса и ДНК возрастает пропорционально времени экспозиции образца раство-
ру [25] и отличается в зависимости от органа, ткани и возраста донора [26]. Ком-
бинирование нескольких детергентов увеличивает степень повреждения матрикса 
[27], но также способствует более полному удалению самих детергентов из него по-
сле окончания децеллюляризации [28–30]. Так, тритон Х-100 эффективен в отноше-
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нии сравнительно толстых тканей, таких как клапанные кондуиты, где фермента-
тивные и осмотические методики оказываются неэффективными, а сопутствующее 
повреждение внеклеточного матрикса сопровождается также и менее выраженным 
иммунным ответом реципиента in vivo, что говорит о высокой эффективности это-
го детергента [31]. Додецилсульфат натрия (SDS) считается более эффективным по 
сравнению с тритоном Х-100 в отношении удаления ядер из плотных тканей при 
сохранении ее механических свойств [26, 32]. Однако SDS вызывает микрострук-
турные повреждения межклеточного вещества [33, 34] и удаляет из ткани факто-
ры роста [20]. В то же время тритон Х-100 эффективнее ионных детергентов для 
удаления жирорастворимых компонентов ткани [29]. Цвиттерионные детергенты, 
такие как 3-[(3-холамидопропил) диметриламмонио]-1-пропансульфонат (CHAPS), 
лучше всего проявили себя в децеллюляризации тонких тканей, например легочной 
[35], но оказались неэффективны в отношении толстых образцов [36, 37]. В 2002 г. 
С. Booth et al. при сравнении различных методик децеллюляризации показали, что 
только дезоксихолат и додецилсульфат натрия способны полностью удалить клет-
ки из  ткани без видимого повреждения микростуктуры внеклеточного матрикса, 
включая коллагены, эластин и гликозаминогликаны [38]. В то же время Е. Rieder et 
al. предположили, что SDS способен разрушать трехспиральную структуру коллаге-
на и тем самым повреждать структуру ткани [28].

Важной особенностью детергентной децеллюляризации является остаточная 
токсичность этих агентов, особенно SDS, обусловленная глубоким проникновени-
ем их в толщу ткани [39]. Эта особенность требует тщательного промывания об-
разцов после окончания процесса — не менее шести 12-часовых циклов [29]. 

Спирты, например глицерол, вызывают дегидратацию и лизис клеток [40]. Он 
способен удалять фосфолипиды из клапанных кондуитов, усиливающие кальци-
фикацию протеза [41, 42]. Кроме того, изопропанол, этанол и  метанол показали 
себя более эффективными для быстрого удаления жиров, чем липаза [43, 44]. Одна-
ко требуется тщательный подбор концентрации и времени экспозиции, поскольку 
спирты способны фиксировать ткани, осаждать белки и повреждать микрострук-
туру внеклеточного матрикса [21, 45, 46].

Другие растворители — ацетон, трибутил фосфат — также повреждают струк-
туру внеклеточного вещества, а ацетон вызывает ее фиксацию, одновременно уве-
личивая механическую прочность [21, 32, 45, 46].

Биологические агенты
Ферменты, используемые для децеллюляризации, в  литературе описаны 

в большом количестве: это нуклеазы, трипсин, коллагеназа, липаза, диспаза, тер-
молизин и  α-галактозидаза. Однако полное удаление клеток только с  помощью 
ферментативных методик затруднено, а остатки активных ферментов препятству-
ют рецеллюляризации [47]. Показано, что эндонуклеазы эффективнее экзонукле-
аза удаляют ДНК, поскольку разрезают ее на более короткие фрагменты [35]. Для 
обработки тканей наиболее часто используется трипсин  — сериновая протеаза, 
воздействующая также и на коллагены, что вызывает более выраженное снижение 
механической прочности ткани, чем детергентная децеллюляризация [35, 48, 49]. 
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С  другой стороны, он значительно меньше влияет на гликозаминогликаны. Еще 
один вариант использования трипсина — для первичного «вскрытия» ткани, об-
легчающего проникновение внутрь других децеллюляризирующих агентов, что 
улучшает конечный результат обработки [50]. Липазы, как было показано, само-
стоятельно не способны удалить все жиры, поэтому используются только как одна 
их составляющих сложных протоколов [43, 44]. Диспаза  — нейтральная протеа-
за — позволяет более эффективно, чем трипсин, удалять клеточные компоненты 
из  ткани, одновременно сильнее повреждая матрикс, но  при этом способствуя 
ускоренной репопуляции [40]. Также трипсин и диспаза используются в качестве 
дополнения к детергентам при децеллюляризации сложных тканей [25]. Термоли-
зин в качестве единственного агента может удалять клетки только с поверхности 
ткани, поэтому его применение ограничено [51]. Высокоспецифичный фермент 
α-галактозидаза применяется как компонент методики для децеллюляризации ксе-
ногенной ткани и отвечает за удаление эпитопа α-Gal [23, 52]. 

Хелатирующие вещества, такие как этилендиаминтетраацетат (ЭДТА) и эти-
ленгликольтетраацетат (ЭГТА), диссоциируют клетки от внеклеточного матрикса, 
секвестрируя ионы металлов [53]. Вероятнее всего, этот же механизм ответствен за 
нарушение межбелковых связей [54]. Сами по себе хелатирующие агенты не могут 
вызвать даже поверхностную децеллюляризацию, поэтому используются в комби-
нации с трипсином [31, 50, 55, 56] или детергентами [20, 31, 50, 56, 57]. Необычный 
метод был предложен A. R. Gillies et al.: они использовали латрункулин, природный 
токсин морских губок, в сочетании с осмотическим шоком и ДНазой для децеллю-
ляризации скелетной мышцы. Было показано, что эта комбинация эффективнее 
удаляет ДНК, внутриклеточные белки и меньше влияет на гликозаминокликаны, 
чем ферментативные и детергентные методики, а также не приводит к ухудшению 
механических характеристик [58].

Физические факторы

Особый температурный режим — поочередное замораживание и оттаивание 
ткани — приводит к разрушению клеток в тканях и органах, но препятствует уда-
лению клеточного детрита из матрикса, хотя даже одиночный цикл заморажива-
ние—оттаивание может снизить последующую лейкоцитарную инфильтрацию со-
судистого аллографта [57]. Многократное же повторение цикла не приводит к зна-
чимой потере белков, но  отрицательно сказывается на механических свойствах 
матрикса [59, 40, 43, 51, 60]. 

Нетермическая необратимая электропорация (NTIRE) — также один из под-
ходов к децеллюляризации тканей. Электрические импульсы микросекундной про-
должительности проделывают мельчайшие поры в клеточных мембранах, нарушая 
их потенциал [61]. Эксперименты in vivo на сонной артерии крысы показали, что 
остатки клеток после воздействия электрических импульсов в течение трех дней 
вымываются из сосудистой стенки, оставляя бесклеточную ткань [62]. 
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Донорский материал для тканевой инженерии 

Отдельной проблемой является поиск донорского материала для создания кла-
панных матриц. Наилучшими с  точки зрения массового производства являются 
ксеногенные тканевые матрицы, а полное удаление клеток из ксеногенной ткани 
должно свести к минимуму ее антигенные свойства. Однако Е. Reider et al. отмети-
ли, что децеллюляризированные свиные матрицы сохраняют выраженную способ-
ность привлекать моноциты в сравнении с человеческими матрицами [63].

Хотя эксперименты на животных с  имплантацией децеллюляризированных 
ксеногенных матриц были многообещающими, клиническое применение таких 
клапанов было неудачным. Р. Simon et  al. использовали SynerGraft  — децеллюля-
ризированный свиной клапан  — для реконструкции выводного тракта правого 
желудочка у  детей и  продемонстрировали высокую частоту ранней дисфункции 
[64]. Необходимо отметить некорректность выбранной модели — невозможна экс-
траполяция скорости деградации и  гемодинамического подведения клапанного 
заменителя в легочной позиции на его функционирование в аортальной, в част-
ности, из-за различных величин сдвигового напряжения, воспринимаемых проте-
зом: биологические клапаны в легочной позиции служат дольше, чем в аортальной, 
а после выполнения операции Росса клапан легочной артерии в аортальной пози-
ции деградирует существенно быстрее, чем нативный аортальный [65]. Кроме того, 
ксеногенную модель «от свиньи к  овце» нельзя считать эквивалентной клиниче-
ской ситуации «от свиньи к человеку», поскольку в последнем случае сверхострое 
отторжение вызывает как минимум один общий для свиньи и овцы, но чужерод-
ный для человека антиген — α-GAL [66]. Поэтому, к сожалению, недостаточность 
децеллюляризации (технология предполагала гипотонический лизис клеток и об-
работку ДНазой) проявилась только на клиническом этапе — больные погибали 
из-за быстрой дегенерации и  разрыва донорской части стенки аорты вследствие 
острого воспаления [64]. В настоящий момент проблема ксенотрансплантации по-
прежнему не решена [67, 52].

Группа W. Konnertz представила многообещающие результаты доклинических 
испытаний, а также данные, полученные после имплантации ксенографтов на мо-
дели растущей овцы. Тем не менее клиническое применение децеллюляризиро-
ванных свиных клапанных протезов «Matrix P» для замещения клапана легочной 
артерии у детей и молодых взрослых оказалось неудачным [68–70]. Вероятно, чело-
веческий иммунный ответ на нефиксированную ксеногенную ткань играл решаю-
щую роль в дегенерации клапана. Возможно, несоответствие хороших результатов 
доклинических испытаний на овцах и неудовлетворительных клинических резуль-
татов объясняется выбором неправильной экспериментальной модели животного. 
Трансплантация нефиксированной децеллюляризированной свиной ткани прима-
там могла бы быть более адекватной и  репрезентативной моделью человеческой 
системы и лучше отражать механизмы иммунологически опосредованного разру-
шения ксеногенной ткани.

Напротив, использование децеллюляризированных матриц, основанных на 
человеческих тканях, продемонстрировало удовлетворительные ранние и средне-
срочные результаты. F. Da Costa et al. сообщили о значимом снижении иммунного 
ответа на децеллюляризированные человеческие аллографты в сравнении с крио-
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консервированными клапанами, а также об их нормальном функционировании in 
vivo вплоть до 19 месяцев наблюдения [71].

В 2006 г. A. Lichtenberg et al. сообщили о первом клиническом опыте исполь-
зования клапанов, созданных с помощью децеллюляризации с последующим засе-
лением эндотелиальными клетками реципиентов, и о среднеотдаленных (3,5 года) 
результатах их имплантации больным детского возраста. Эти клапаны в течение 
упомянутого срока наблюдения не имели признаков стеноза, дегенерации, нарас-
тания недостаточности, утолщения створок или снижения их подвижности. Также 
было зафиксировано постепенное увеличение диаметра фиброзного кольца клапа-
на одновременно с уменьшением послеоперационной регургитации по мере нор-
мального роста пациента. Этот феномен был интерпретирован как нормальный 
физиологический рост клапана, созданного с  применением тканевой инженерии 
и направленной регенерации [6, 72]. Опыт этой группы в имплантации децеллю-
ляризированных легочных и аортальных гомографтов детям и молодым взрослым 
говорит о лучших показателях этих клапанов по сравнению с криоконсервирован-
ными гомографтами и фиксированными в глутаральдегиде ксенографтами. В ре-
зультате имплантации этих клапанов юным пациентам были отмечены повышен-
ная долговечность и способность к адаптивному росту. Эти клапаны отличались 
лучшими показателями и  более высокой выживаемостью без повторных вмеша-
тельств [72]. 

Децеллюляризированная матрица атриовентрикулярного клапана

В 2015 г. нами впервые в мире была получена тканевая матрица на основе ми-
трального клапана, созданная на модели овцы [73] (рисунок). В работе предложен 
принципиально новый раствор для децеллюляризации, включавший в себя, поми-
мо детергентов (натрия додецилсульфат и натрия дезоксихолат), восстанавливаю-
щий агент — β-меркаптоэтанол. Гистологический анализ показал сохранение стро-
ения хорд и характерной четырехслойной структуры створок митрального клапа-
на при полном отсутствии клеточных элементов. Иммунофлюоресцентный анализ 

Децеллюляризированная тканевая мат-
рица на основе овечьего митрального ал ло-
граф та
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показал сохранение волокон коллагена I и IV типа, а также полную элиминацию 
не только ДНК, но и эпитопа α-GAL, выбранного как мембранный (внеклеточный) 
маркер децеллюляризации. Кроме того, полученная матрица продемонстрировала 
механические свойства, сопоставимые с нативным клапаном, а также высокий по-
тенциал к репопуляции аллогенными эндотелиальными клетками. В ходе хирурги-
ческого эксперимента, целью которого была оценка макро- и микроструктурных 
изменений матрицы in vivo в ортотопической позиции, были показаны отсутствие 
кальцификации по истечении 6 месяцев, а также начавшаяся репопуляция поверх-
ности эндотелиальными клетками реципиента.

Заключение

Таким образом, тканевая инженерия в последние годы перестала быть одной 
из дисциплин фундаментальной науки и перешла в раздел трансляционной меди-
цины. Очевидно, что наиболее успешные заменители клапанов сердца, созданные 
с  применением методов тканевой инженерии, позволяют существенно улучшить 
отдаленные результаты протезирования, в первую очередь у молодых больных, не 
требуя антикоагулянтной терапии. Однако остаются и нерешенные проблемы — 
нехватка донорского материала и  связанная с  этим необходимость создания ме-
тода обработки тканей, делающего возможным ксеногенную трансплантацию. 
По-видимому, именно на эти проблемы будут направлены усилия исследователей 
в ближайшие годы. 
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