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Цель исследования. Провести сравнительную оценку нако-
пления кальция в стандартных и девитализированных аллографтах 
у животных, оценить динамику накопления кальция в стандартных 
аортальных аллографтах у человека. 

Материалы и методы. Изготовление и девитализация алло-
графтов проводились в соответствии со стандартной методикой РНПЦ 
«Кардиология». Эксперимент ускоренной кальцификации проводился 
путем подкожной имплантации стандартных и девитализированных 
аллографтов крысам с эксплантацией образцов через 3 и 6 месяцев  
и проведением исследования на предмет содержания кальция. 
Имплантация стандартных аортальных аллографтов у человека 
проводилась по методике «полный корень». Для оценки накопления 
кальция в аортальных аллографтах проводилась компьютерная 
томография с применением методики Calcium Scoring. 

Результаты. Согласно результатам исследования у животных, 
через 6 месяцев содержание кальция в стандартных и девитализи-
рованных аллографтах составляло 4,47±0,63 и 2,79±0,49, р < 0,05.  
В имплантированных аортальных аллографтах у человека установ-

лено достоверное увеличение показателя CaScore в динамике через 
4 года по сравнению с данными через 2 года после операции для 
кольца аортального клапана (122,2 (27,8-1042,2) и 282,0 (126,8–1086,0),  
р < 0,05) и восходящей аорты (0,0 (0,0–31,3) и 277,0 (0,0–437,0),  
р < 0,05). Через 4 года после операции выявлены достоверные 
различия между значениями CaScore для кольца и створок аор-
тального клапана (282,0 (126,8–1086,0) и 0,0 (0,0–1,8), p < 0,01), для 
восходящей аорты и створок аортального клапана (277,0 (0,0–437,0) 
и 0,0 (0,0–1,8), p < 0,05).

Заключение. Установлено достоверно большее накопление 
кальция в стандартных аллографтах по сравнению с девитализи-
рованными при их подкожной имплантации крысам. Выявлено 
достоверное увеличение значения CaScore в динамике через 4 года 
по сравнению с данными через 2 года после операции для кольца 
аортального клапана и восходящей аорты. Через 4 года после операции 
выявлены достоверные различия в значениях CaScore для кольца 
и створок аортального клапана, для восходящей аорты и створок 
аортального клапана.
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Aim. To assess calcium deposition in standard and decellularized aortic 
allografts in animals, to evaluate calcium accumulation dynamics in standard 
aortic allografts in humans.

Materials and methods. Aortic allografts were procured and decellularized 
according to the RSPC “Cardiology” standard technique. The accelerated calcification 

experiment was performed by subcutaneous implantation of standard and 
decellularized allografts into young rats. Samples were explanted in 3 and 6 months 
and assessed for calcium content. Standard aortic allografts were implanted in 
humans using “full root” technique. Computed tomography was performed to 
assess calcium deposition with Calcium Scoring technique. 
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Results. According to the findings of animal experiments, in 6 months 
the calcium content in standard and decellularized allografts samples was 
4.47 ± 0.63 and 2.79 ± 0.49, p < 0.05. In humans a significant increase  
in the CaScore index was revealed in 4 years as compared to 2 years after 
operation, for aortic valve ring (122.2 (27.8–1042.2) and 282.0 (126.8–
1086.0), p < 0.05) and ascending aorta (0.0 (0.0–31.3) and 277.0 (0.0–437.0),  
p < 0.05). A statistically significant difference for aortic ring and aortic 
valve cusps (282.0 (126.8–1086.0) and 0.0 (0.0–1.8), p < 0.01), as well as  
for ascending aorta and aortic valve cusps (277.0 (0.0–437.0) and 0.0 (0.0– 

1.8), p < 0.05) was found in 4 years after the operation when assessing 
CaScore index.

Conclusion. In young rats a statistically significant increase in calcium 
deposition was found in standard allografts as compared to decellularized 
allografts. A statistically significant increase in CaScore index was found for 
standard cryopreserved allografts in 4 years as compared to 2 years after surgery. 
In 4 years after surgery, statistically significant differences were found in CaScore 
values for aortic ring and aortic valve cusps, as well as for ascending aorta and 
aortic valve cusps of standard allografts.

[6]. Механическое напряжение, перекрест-
ное химическое связывание, реакция орга-
низма реципиента, а также минерализация 
волокон коллагена и эластина являются 
независимыми факторами, которые уско-
ряют описанные выше процессы [7, 8].

Были проведены исследования по изуче-
нию причин развития дегенеративных изме-
нений в клапанных аллографтах и иммуно-
логического ответа организма реципиента  
в отношении имплантированных аллоген-
ных клапанов. Наиболее быстро структурные 
изменения в клапанах наблюдаются у паци-
ентов с высокой метаболической и иммуно-
логической активностью, а именно у детей 
и молодых взрослых [9, 10, 11]. Рядом авто-
ров было подтверждено развитие гумораль-
ного иммунного ответа после имплантации 
клапанных аллографтов. Так, J.A. Hawkins  
и соавт. выявили увеличение уровня панели 
реактивных антител в отношении аллоанти-
генов HLA класса I (HLA-A, B и C) с 1.9% ± 5% 
до операции до 62% ± 33% через 1 месяц, 
92% ± 15% через 3 месяца и 85% ± 18% через 
1 год после операции; также отмечалось 
увеличение уровня антител класса II (anti-
HLA-DR/DQ) до 49% ± 35% через 1 месяц и до 
70% ± 26% через 3 месяца после операции 
(имплантация аортальных и пульмональных 
аллографтов в пульмональную позицию) [12]. 
G. Pomplilio и соавт. провели шестилетний 
мониторинг донор-специфического иммун-
ного ответа в отношении криосохраненных 
аортальных аллографтов, по результатам 
которого у 89,4% пациентов наблюдалось 
значительное повышение уровня панели 
реактивных антител с достижением пико-
вых значений через 6 месяцев после опера-
ции [13]. По данным исследования J.D. Smith 
и соавт., выработка анти-HLA антител наблю-
далась в 56% случаев имплантации алло-
графтов, стерилизованных в растворе анти-
биотиков и в 100% случаев имплантации 
«гомовитальных» аллографтов [14].

Также изучалось наличие донор-специ
фического клеточного иммунного ответа  
в отношении имплантированных аллограф- 

Введение
Клапанные аллографты применяются  

в кардиохирургической практике уже более 
60 лет. Так, в 1956 году G. Murray впервые 
сообщил об успешной имплантации аорталь-
ного аллографта в нисходящий отдел аорты 
пациенту с выраженной аортальной регур-
гитацией [1]. Вместе с тем, по мере накопле-
ния результатов использования клапанных 
аллографтов очевидным стал факт дегене-
рации донорских клапанов в отдаленном 
периоде наблюдения [2, 3, 4]. L. Brock одним  
из первых описал дегенеративные измене
ния в виде кальцификации аллографтов 
аорты, которые были имплантированы 
в ходе оперативного вмешательства по 
поводу аневризмы или коарктации аорты [5]. 

В ходе проведенных исследований было 
установлено, что дегенерация и кальцифика-
ция ксеногенных биологических клапанных 
протезов происходит вследствие минера-
лизации тканей клапана и дистрофических 
процессов в волокнах соединительноткан-
ного каркаса.

Накопление соединений кальция может 
происходить как непосредственно в ткани 
створок (внутренняя кальцификация), так  
и снаружи створок в тромбах или вегетациях 
при их наличии (наружная кальцификация). 
Очагами минерализации в тканях клапана 
становятся клетки и их фрагменты, которые 
потеряли жизнеспособность, но не были уда-
лены в результате проведения обработки  
с использованием глютаральдегида. В не-
жизнеспособных клетках не функционируют 
физиологические механизмы выведения 
кальция. В то же время клеточные мемб
раны и другие внутриклеточные структуры 
имеют высокое содержание соединений 
фосфора (фосфолипиды и фосфатные осно-
вания нуклеиновых кислот). Они связывают 
кальций и становятся ядрами кальцифи-
кации, которые постепенно разрастаются  
и сливаются, превращаясь в крупные очаги 
минерализации, которые нарушают струк-
туру ткани и приводят к дисфункции клапана 
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тов. В исследовании F. Hoekstra и соавт. 
после эксплантации клапанов проводилось 
культивирование лимфоцитов в среде, содер-
жащей интерлейкин-2. При фенотипиро-
вании было выявлено присутствие рецеп-
торов к Т-клеткам более чем в 95% лимфо-
цитов, полученных в каждой культуре [15].  
S. Numata и соавт. изучали гемодинамиче-
ские свойства и иммунный ответ в отноше
нии имплантированных аллографтов в мо
дели на карликовых свиньях. В группе кри-
осохраненных аллографтов была четко 
продемонстрирована инфильтрация вос-
палительных клеток, главным образом мак
рофагов и Т-лимфоцитов, в тканях аорты 
и створках клапана. В интерстициаль-
ной зоне створок клапана наблюдались  
CD68-положительные клетки, окруженные 
CD3-положительными клетками [16]. 

Существуют дополнительные факторы, 
которые вносят вклад в ускорение процес-
сов кальцификации клапанных аллограф-
тов. Они включают имплантацию клапанов 
без подбора совместимости по системе АВ0, 
а также применение неоптимальных техно-
логий криоконсервации, что сопровожда-
ется образованием кристаллов льда в тка-
нях аллографта [17, 18, 19]. 

Было предложено большое количество 
методов по предотвращению кальцифика-
ции клапанных аллографтов. Они включают 
применение краткосрочных курсов цикло-
спорина А с целью угнетения иммунного 
ответа организма реципиента, внедрение 
в аллографты изогенных гладкомышечных 
клеток перед их имплантацией, обработка 
клапанов соединениями алюминия, питание 
с высоким содержанием карбоната лантана 
(3%) и другие [20, 21, 22, 23].

Вместе с тем, основным и наиболее 
широко применяемым методом по предот-
вращению кальцификации является девита-
лизация аллографтов, целью которой явля-
ется удаление из донорских клапанов кле-
ток, их фрагментов и нуклеиновых кислот 
[24]. Это приводит к получению клапанного 
протеза в виде соединительнотканного кар-
каса, который после имплантации реци
пиенту заселяется собственными клетками 
организма in vivo [25].

Материалы и методы
В ходе данного исследования выделе-

ние, стерилизация, девитализация и крио-
консервация аортального аллографта про-
водилась в соответствии со стандартными 

методиками РНПЦ «Кардиология». В соот-
ветствии с кратким описанием, после выде-
ления из донорского сердца аллографт 
стерилизовался в растворе, содержащем 
ципрофлоксацин, амикацин, метронидазол, 
ванкомицин и флуконазол. Затем аллографт 
разделялся на две равные части, одна из 
которых сразу подвергалась криоконсер-
вации, вторая – девитализации и последу-
ющей криоконсервации. Процедура деви-
тализации включала обработку аллографта 
комбинированным раствором 0,5 % дезок-
сихолата натрия и 0,5 % додецилсульфата 
натрия (48 часов); дистиллированной во- 
дой (24 часа); раствором Рингера (96 часов). 
Замена растворов осуществлялась через  
12 часов. Криоконсервация девитализиро-
ванного аллографта проводилась по про-
грамме «Allograft 4», которая обеспечивает 
постепенное охлаждение пакета с аллограф-
том до температуры минус 130 °С.

Исследование у животных 
С целью изучения процессов дистрофи-

ческого кальциноза in vivo проводился экс-
перимент ускоренной кальцификации путем 
подкожной имплантации биологического 
материала молодым (3–5 недель) самкам 
лабораторных крыс линии Вистар (Wistar) 
с массой тела 100–120  г. Исследование  
с участием животных (n = 30) выполнялось 
в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием эксперименталь-
ных животных».

Оперативные вмешательства проводи-
лись в условиях внутрибрюшинного тиопен-
талового наркоза. Подкожная имплантация 
образцов (10×10 мм) биологического мате-
риала производилась с соблюдением пра-
вил асептики и антисептики через выполнен
ный по паравертебральной линии разрез 
длиной 1 см с последующим ушиванием 
послеоперационной раны нитью Vicryl 4-0 
(Ethicon, США). Каждому животному было 
имплантировано по два образца биологи-
ческого материала: I – стандартный криосо-
храненный аллографт аорты; II – девитали-
зированный криосохраненный аллографт 
аорты (рисунок 1).

С целью удаления остатков реагентов 
для криоконсервации каждый из образцов 
биологического материала перед подкож-
ной имплантацией животному был трижды 
промыт в 0,9 % растворе NaCl по 5 мин.

Животные выводились из эксперимента 
через 3 месяца (n = 15) и через 6 месяцев 
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(n = 15) путем внутрибрюшинной инъек-
ции тиопентала натрия в сверхтерапевти-
ческой дозе. Извлеченные образцы биоло-
гического материала анализировались на 
предмет содержания кальция с использо-
ванием метода атомно-эмиссионной спек-
трометрии. В качестве контроля исполь-
зовались исходные образцы тканей аорты 
стандартных и девитализированных алло-
графтов. Извлеченные после подкожной 
имплантации животным образцы биологи-
ческого материала проходили процесс про-
боподготовки по методу полного выделения 
кальция и его количественного переноса 
в раствор. Пробоподготовка начиналась  
с обезвоживания образцов до постоянной 
массы при температуре 80 °С в течении  
3 часов. Далее образцы подвергались мине-
рализации смесью концентрированных сер-
ной, азотной кислот и воды в соотношении 
1:1:1. Полученную после минерализации жид-
кость, в которой катионы металлы находи-
лись в виде сернокислых солей, разбавляли 
водой до определенного объема в мерной 
колбе и использовали для проведения коли-
чественного анализа методом атомно-эмис-
сионной спектроскопии с индуктивно свя-
занной плазмой. Для этого минерализат 
доводился до объема 6 мл, разбавлялся  
в 50 и 25 раз и измерялся на спектрометре 
IRIS Interpid II XDL (Thermo Scientific, США) 
согласно инструкции по его эксплуатации. 
Полученные данные по концентрации пере-
водились в непосредственное количество 
кальция в образце и выражались в процент-
ном соотношении массы кальция к массе 
образца.

Исследование у человека
Имплантация аортальных аллографтов 

у человека проводилась по методике «пол-
ный корень» (“full root”). Проводилось иссе-
чение аортального клапана и восходящего 
отдела аорты с выделением устьев коро-
нарных артерий. Проксимальный анасто-
моз накладывался П-образными швами на 
прокладках, затем проводилась реимплан-
тация устьев коронарных артерий и нало-
жение дистального анастомоза аллографта 
с восходящим отделом аорты непрерывным 
обвивным швом полипропиленовой нитью.

Для оценки накопления соединений 
кальция в имплантированном аллографте 
проводилась компьютерная томография  
с оценкой зоны реконструкции и примене-
нием методики Calcium Scoring для кольца 

аортального клапана, створок аорталь-
ного клапана и восходящего отдела аорты. 
Компьютерная томография выполнялась 
через 12 суток, 6 месяцев, 1 год и далее каж-
дый год после операции. Для выполнения 
компьютерной томографии использовался 
аппарат Somatom Force (Siemens, Германия). 
С помощью методики Calcium Scoring про-
водится комплексный анализ площади (мм2), 
пиковой плотности (единицы Хаунсфилда), 
объема (мм3) и массы кальция (мг каль-
ция гидроксиапатит), а также оценка инте-
грального показателя CaScore по методу 
Агатстона. 

Статистическая обработка
Обработка полученных данных проводи-

лась с использованием статистических паке-
тов Excel, Statistica (версия 10.0, StatSoft, Inc., 
США). Для описания количественных призна-
ков оценивали параметры распределения  
с использованием критерия Шапиро–Уилка. 
Сравнение двух независимых групп по коли-
чественному признаку проводилось при 
помощи критерия t-Стъюдента в случае нор-
мального распределения признака в обеих 
группах и критерия Манна-Уитни при несо-
ответствии распределения эмпирическому 
закону нормального распределения. При 
сравнении двух зависимых групп по коли-
чественному признаку применяли параме-
трический метод с вычислением t-критерия 
Стьюдента для зависимых групп (в случае 
нормального распределения признака). При 
распределении признака, отличного от нор-
мального, вычисляли критерий Вилкоксона. 
Полученные данные интерпретировались 
как достоверные, а различия между показа-
телями считались значимыми при вероят-
ности безошибочного прогноза равной или 
большей 95,5 % (р < 0,05).

Результаты 
Согласно результатам исследования  

у животных, содержание кальция в образ-
цах стандартных и девитализированных 
аллографтов через 3 месяца достоверно не 

Рисунок 1. 
Схема имплантации 
образцов биологи-
ческого материала: 
I – стандартный 
криосохраненный 
аллографт аорты; II – 
девитализированный 
криосохраненный 
аллографт аорты
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различалось: 4,15 (1,48–5,89) и 2,26 (0,74–5,82), 
соответственно, p > 0,05. Вместе с тем, были 
получены статистически значимые разли-
чия для содержания кальция через 6 меся-
цев: 4,47±0,63 и 2,79±0,49 для стандартных  
и девитализированных аллографтов, соот-
ветственно, р < 0,05 (рисунок 2).

При анализе накопления кальция  
в имплантированных аллографтах у чело-
века установлено статистически значимое 
увеличение значения показателя CaScore  
в динамике через 4 года по сравнению с дан-
ными, полученными через 2 года после опе-
ративного вмешательства, для кольца аор-
тального клапана (122,2 (27,8-1042,2) и 282,0 
(126,8-1086,0), соответственно, р < 0,05)  
и восходящего отдела аорты (0,0 (0,0-31,3) 

и 277,0 (0,0-437,0), соответственно, р < 0,05) 
(рисунки 3 и 4).

При анализе показателя CaScore через 
4 года после оперативного вмешательства 
выявлены достоверные различия между 
значениями данного параметра для кольца  
и створок аортального клапана (282,0 (126,8–
1086,0) и 0,0 (0,0-1,8), соответственно, p < 0,01), 
а также для восходящего отдела аорты  
и створок аортального клапана (277,0 (0,0–
437,0) и 0,0 (0,0–1,8), соответственно, p < 0,05).

Результаты гистологического исследо-
вания аортальных аллографтов иллюстри-
руют факт того, что содержание клеточ-
ного материала в области переходной зоны 
(кольцо аортального клапана) и в аорте пре-
вышает таковое в створке аортального кла-
пана (рисунок 5). 

Значительно более выраженное нако-
пление кальция в кольце аортального кла-
пана и в аорте по сравнению со створками 
аортального клапана подтверждает гипо-
тезу о том, что кальцификация аллографта 
происходит главным образом за счет мине-
рализации клеточных структур. Применение 
современных методик заготовки и крио-
консервации аллографтов позволяет сохра-
нить жизнеспособность клеток, однако при 
этом возникает проблема иммунологиче-
ского ответа, который приводит к структур-
ному повреждению и дегенерации клапана 
в отдаленном периоде. Наиболее активно 
указанные процессы протекают у реципиен-
тов молодого возраста. Элиминация донор-
ских клеток и предотвращение инфильтра-
ции воспалительных клеток в послеопераци-
онном периоде позволяет минимизировать 
иммунный ответ и уменьшить степень 
повреждения тканей в ранние сроки после 
оперативного вмешательства. Именно по 
этой причине девитализация рассматрива-
ется как наиболее эффективный механизм 
предотвращения кальциноза аллографта.   

Заключение
В соответствии с полученными результа-

тами, установлено достоверно более выра-
женное накопление соединений кальция  
в стандартных криоконсервированных алло-
графтах по сравнению с девитализирован-
ными криоконсервированными аллограф-
тами при их имплантации подкожно моло-
дым растущим животным (крысы). Выявлено 
статистически значимое увеличение значе-
ния интегрального показателя кальцифи-
кации CaScore в динамике через 4 года по 

Рисунок 2. 
Содержание кальция 
в стандартных 
и девитализированных 
аллографтах  
через 6 месяцев 
после имплантации 
в эксперименте 
на животных

Рисунок 3. 
Динамика показателя 
CaScore для кольца 
аортального клапана 
через 4 года по 
сравнению с данными, 
полученными через 
2 года после имплан-
тации аортального 
аллографта
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сравнению с данными, полученными через 
2 года после оперативного вмешательства 
для кольца аортального клапана и восходя-
щего отдела аорты стандартных криосохра-
ненных аллографтов. При анализе показа-
теля CaScore через 4 года после оператив-
ного вмешательства выявлены достоверные 
различия между значениями данного пара-
метра для кольца и створок аортального 

клапана, для восходящего отдела аорты  
и створок аортального клапана стандартных 
криосохраненных аллографтов, с меньшими 
значениями CaScore для створок клапана.

Источник финансирования: нет.

Конфликт интересов. Все авторы заявляют об отсутствии 
потенциального конфликта интересов, требующего раскрытия  
в данной статье.

Рисунок 4. 
Динамика показателя CaScore 
для восходящего отдела аорты 
через 4 года по сравнению
с данными, полученными  
через  2 года после имплантации 
аортального аллографта

Рисунок 5. 
Микроскопическая 
картина аортального 
аллографта, окраска 
гематоксилин 
и эозин: А – аорта 
при увеличении 
×100; Б – створка 
аортального клапана 
при увеличении ×100. А Б
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