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Аннотация
Обоснование. Биопротезы клапанов сердца (БП) подвержены протеолитической деградации в организме реципиен-
тов, приводящей к развитию дисфункций этих медицинских изделий. Ранее было установлено, что в тканях функци-
онирующих БП накапливаются агрессивные коллагеназы и эластазы семейства цистеиновых катепсинов, но пути их 
поступления в биоматериал остались неисследованными. 
Цель: изучить паттерны локализации катепсинов B/K/L/S/V/Z в створках БП и выявить пути их поступления в биоткань.
Материал и методы. Нами изучено 5 БП, эксплантированных из митральной позиции при репротезировании клапа-
нов. Средний срок функционирования БП составил 169 ± 31 мес. Посредством криотома готовили серийные срезы 
створок, отбирая сегменты с дегенеративными изменениями. В целях анализа состава и структуры биоматериала 
срезы окрашивали пентахромом по Расселу – Мовату. Для типирования инфильтрирующих БП клеток и детекции 
протеаз применяли иммуногистохимический метод, используя антитела к лейкоцитарным маркерам (CD3/19/45/68 и 
нейтрофильной миелопероксидазе) и катепсинам B/K/L/S/V/Z.
Результаты. При макроскопическом изучении эксплантированных БП выявлены дегенеративные изменения в створ-
чатом аппарате, представленные разрывами и макрокальцификацией. В ходе микроскопического анализа створок 
отмечены признаки разрыхления и фрагментации коллагеновых волокон в поверхностных слоях, а также отсутствие 
эластических волокон и мукополисахаридов. На участках с дегенеративными изменениями присутствовали макро-
фагальные инфильтраты. Положительное окрашивание на катепсин B отмечено только в цитоплазме макрофагов. 
Окрашивание на катепсины K/L/S/V/Z наблюдали и в солокализации с иммунными клетками, и в бесклеточной ткани. 
Заключение. Макрофаги, формирующие плотные инфильтраты в створках БП, производят все виды изученных ка-
тепсинов. Также катепсины K/L/S/V/Z обнаружены в бесклеточных участках ткани, что указывает на имбибицию этих 
протеаз из плазмы крови.
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Конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Прозрачность финансовой 
деятельности:

работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда, грант № 21-
75-10107 «Мультидисциплинарный подход к профилактике протеолитической деграда-
ции эпоксиобработанных биологических протезов» (А.Е. Костюнин) (https://rscf.ru/en/
project/21-75-10107/).

Соответствие принципам 
этики:

протокол исследования был одобрен локальным этическим комитетом Научно-исследо-
вательского института комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний (прото-
кол № 19 от 06.11.2018 г.). Пациенты подписали письменное информированное согласие 
после разъяснения сути исследования.

Для цитирования: Костюнин А.Е., Глушкова Т.В., Богданов Л.А., Кутихин А.Г., Овчаренко Е.А. Особенно-
сти экспрессии цистеиновых катепсинов B/K/L/S/V/Z в биопротезах клапанов сердца, 
эксплантированных по причине дисфункции. Сибирский журнал клинической и экспе-
риментальной медицины. 2023;38(2):166–173. https://doi.org/10.29001/2073-8552-2023-
38-2-166-173.

+  Костюнин Александр Евгеньевич, е-mail: rhabdophis_tigrina@mail.ru.



167

Введение

В последние десятилетия при протезировании несо-
стоятельных клапанов сердца все чаще используют био-
логические протезы (БП), что обусловлено их специфиче-
скими преимуществами перед механическими аналогами 
[1–3]. Так, ввиду низкой тромбогенности БП, имплантация 
этих медицинских изделий не требует от реципиентов по-
жизненной антикоагулянтной терапии [4]. Вместе с тем БП 
недолговечны: согласно статистике от 20 до 50% импланта-
тов требуют замены через 15 лет функционирования [5] по 
причине структурной дегенерации (СД) биоматериала [6, 7].

Анализ современной литературы показывает, что за 
развитием СД стоит несколько синергически действующих 

Expression of cysteine cathepsins B/K/L/S/V/Z in failed 
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Abstract
Background. Bioprosthetic heart valves (BHVs) are prone to the proteolytic degradation, eventually resulting in their 
degeneration and failure. Previously, we found cysteine cathepsins with a collagenase and elastase activity in bioprosthetic 
tissue but it remained unclear whether they precipitated from the circulating blood or have been produced by the infiltrating 
host cells.
Aim: To study the distribution of cathepsin B, cathepsin K, cathepsin L, cathepsin S, cathepsin V, and cathepsin Z in 
bioprosthetic heart valves and to identify their source.
Material and Methods. We examined five BHVs excised from the mitral position during the repeated heart valve replacement. 
Average duration of BHV functioning was 169 ± 31 months. Consecutive sections from the degenerated BHV segments were 
investigated by Russell-Movat’s pentachrome staining and immunohistochemistry, employing antibodies to leukocyte markers 
(pan-leukocyte marker CD45, macrophage marker CD68, neutrophil marker myeloperoxidase, T cell marker CD3, and B cell 
marker CD19) and cathepsins (B, K, L, S, V, and Z).
Results. Macrocalcification and tears were the most frequent degenerative alterations found in BHV leaflets. Further, BHVs 
were notable for the fragmentation of collagen fibers at and beneath the surface, and were devoid of elastic fibers and 
mucopolysaccharides. Macrophages were co-localised with the degraded extracellular matrix foci. Cathepsin B was detected 
only in macrophages whilst other cathepsins (K, L, S, V, and Z) were expressed both in the immune cells and extracellular matrix. 
Conclusion. Macrophages are capable of producing all cysteine cathepsins in BHV leaflets. Localisation of cathepsins K, L, 
S, V, and Z in the extracellular matrix also indicated blood as their major source.
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механизмов [8, 9]. Одним из них является протеолитиче-
ская деградация БП, происходящая при участии протеаз, 
которые секретируются иммунными клетками или посту-
пают в биоматериал из плазмы крови реципиента [10, 11].

Недавно нашей группой был произведен скринин-
говый анализ биоткани эксплантированных по причине 
дисфункций БП на предмет присутствия протеаз, распро-
страненных в нативных тканях организма человека [12]. 
Результаты полуколичественной оценки продемонстри-
ровали, что в створках БП содержатся высокие концен-
трации агрессивных коллагеназ и эластаз из семейства 
цистеиновых катепсинов, включая катепсины B/L/S/V/Z 
[12]. При этом пути их накопления в БП остались неиз-
ученными.
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Важно подчеркнуть, что выявление источников агрес-
сивных соединений, поступающих в биоматериал им-
плантатов, является первым шагом к разработке методов 
снижения темпов СД и повышения долговечности БП.

Цель работы: изучение паттернов локализации цисте-
иновых катепсинов B/K/L/S/V/Z в створках БП для опре-
деления источников этих протеаз.

Материал и методы
Материалом для настоящего исследования по-

служили 5 ксеноаортальных БП моделей «КемКор» и 
«ПериКор» (ЗАО «НеоКор»), ранее изученных нашей 
группой посредством дот-блоттинга [12]. Створчатый ап-
парат указанных моделей БП изготовлен из аортально-
го комплекса свиньи, а обшивка каркаса представлена 
полиэфирной тканью или перикардом теленка соответ-
ственно. БП были иссечены из митральной позиции при 
репротезировании, средний срок их функционирования 
составил 169 ± 31 мес., средний возраст реципиентов 
на момент повторного вмешательства – 62 ± 10,5 лет. 
Во всех случаях клиническим показанием к первичному 
протезированию стала тяжелая митральная регургита-
ция, замене БП – протезная недостаточность. Дополни-
тельные клинические сведения о БП и их реципиентах 
приведены в таблице.

Таблица. Клиническая характеристика изученных биологических 
протезов клапанов сердца и их реципиентов
Table. Clinical characteristics of bioprosthetic heart valves and their 
recipients

Случай
Case 1 2 3 4 5

Клиническая характеристика пациентов 
Clinical characteristics of patients

Пол 
Gender

Муж. 
Male

Муж. 
Male

Муж. 
Male

Жен. 
Female

Жен. 
Female

Возраст при первичном 
протезировании, лет 
Age at primary valve 
replacement, years

58 54 50 33 44

Возраст при повторном 
протезировании, лет
Age at repeated valve 
replacement, years

70 68 69 46 56

Артериальная 
гипертензия 
Arterial hypertension

+ + – + +

Избыточный вес 
Overweight + + – + +

Дислипедемия 
Dyslipidemia – – + – –

Сахарный диабет 
Diabetes mellitus + – + – –

Клиническая характеристика биопротезов 
Clinical characteristics of bioprosthetic heart valves

Срок функциони- 
рования, мес. 
Lifespan, months

143 169 221 162 148

Недостаточность 
клапана  
Regurgitation

+ + + + +

Стеноз клапана 
Stenosis – – – – +

Иссеченные БП помещали в 0,9% раствор натрия 
хлорида и в течение 15 мин доставляли в лабораторию, 
где производили фотофиксацию и визуальную оценку 
дегенеративных изменений створчатого аппарата. После 
этого БП готовили к микроскопическому исследованию. 

Для этого створки БП отделяли от каркаса и иссекали сег-
менты ткани с признаками дегенерации (разрывами или 
кальцификацией). Фрагменты створок помещали в кри-
огель Neg-50 (Thermo Scientific) и с помощью криотома 
Microm HM 525 (Thermo Scientific) готовили серийные сре-
зы толщиной 6 мкм, фиксируя их на предметные стекла. 

Всего в ходе исследования нами изучено более  
20 фрагментов ткани, взятых от 12 створок БП. В каче-
стве группы сравнения и отрицательного контроля ис-
пользовали створки интактного БП.

Для изучения состава и структуры ткани створок экс-
плантированных БП применяли пентахромное окрашива-
ние по Расселу – Мовату, используя коммерческий набор 
реактивов (ab245884, Abcam) в соответствии с протоко-
лом производителя. Типирование клеток и детекцию про-
теаз осуществляли иммуногистохимическим методом с 
помощью набора NovoLink Polimer DS (RE7150-CE, Leica 
Biosystems) и антител к пан-лейкоцитарному маркёру 
CD45 (ab10558, Abcam, в разведении 1 : 4000), нейтро-
фильной миелопероксидазе (MPO) (ab208670, Abcam, 
1 : 8000), маркеру макрофагов CD68 (ab227458, Abcam, 
1 : 500), T-лимфоцитов CD3 (ab16669, Abcam, 1:1000), 
B-лимфоцитов CD19 (MA5-32544, Invitrogen, 1 : 1000), ка-
тепсину B (NBP2-67215, Novus, 1:100), K (PAA267Hu01, 
Cloud-Clone Corp., 1 : 500), L (PAA306Hu01, Cloud-Clone 
Corp., 1 : 500), S (PAB933Hu01, Cloud-Clone Corp., 1 : 
1000), V (PAC970Hu01, Cloud-Clone Corp., 1 : 500) и Z 
(PAC969Hu01, Cloud-Clone Corp., 1 : 1000).

Перед выполнением иммуногистохимической реак-
ции срезы 10 мин фиксировали в 4% параформальдеги-
де при комнатной температуре и после трехкратной от-
мывки (по 5 мин) в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) (pH 
7,4) на шейкере Polymax 1040 (Heidolph) при 30 об/мин 
10 мин инкубировали в 1% растворе Triton Х-100 (рН 7,4) 
для пермеабилизации клеточных мембран. Далее срезы 
трижды отмывали в ФСБ и блокировали эндогенную пе-
роксидазу 4% раствором пероксида водорода (Peroxidase 
Block) в течение 5 мин. После этого срезы дважды отмы-
вали в ФСБ и в течение часа обрабатывали 0,4% соле-
вым раствором казеина (Protein Block) для нейтрализа-
ции неспецифического связывания антител. Затем срезы 
инкубировали с первичными антителами, разведенными 
в 1% солевом растворе бычьего сывороточного альбуми-
на (оптимальное разведение антител подбирали в ходе 
серийных окрашиваний образцов), при 4 °C в течение 20 
ч. Трижды отмыв срезы в ФСБ, их 30 мин обрабатывали 
вторичными противокроличьими антителами, коньюгиро-
ванными с пероксидазой хрена (Novolink Polymer). После 
трехкратной отмывки в ФСБ срезы помещали в 0,087% 
раствор диаминобензидина на 2 мин и 5 мин отмывали в 
бидистиллированной воде. Далее срезы 10 мин окраши-
вали гематоксилином из набора, 5 мин подсиняли в про-
точной воде, обезвоживали в трех сменах 95% этанола 
(по 5 мин) и 10 мин просветляли в ксилоле, наконец, за-
ключая под покровное стекло посредством монтирующей 
среды Витрогель (БиоВитрум).

Микроскопию окрашенных срезов осуществляли по-
средством оптического микроскопа Axio Imager A1 (Zeiss), 
обработку изображений выполняли в программе Axio 
Vision (Zeiss). 

Исследование проводили в соответствии с принципа-
ми Надлежащей клинической практики и Хельсинкской 
декларации Всемирной медицинской ассоциации, про-
токол исследования был одобрен локальным этическим 
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комитетом Научно-исследовательского института ком-
плексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний 
(протокол № 19 от 06.11.2018 г.). Пациенты подписали 
письменное информированное согласие после разъяс-
нения сути исследования. Критерием исключения был 
клинически диагностированный протезный эндокардит, 
подтвержденный методом посева или гистологически 
(окрашивание по Граму).

Результаты
При макроскопическом исследовании эксплантиро-

ванных БП во всех образцах отмечены признаки СД в виде 
отрывов створок в комиссуральной зоне и перфораций 
в куполе. Отложения кальция локализовались главным 

образом в основании створок, располагаясь обособлен-
но и не оказывая стенозирующий эффект на створчатый 
аппарат имплантатов. Случаев тотального кальциноза 
БП не выявлено. При этом со стороны выводного отдела 
присутствовал паннус, незначительно ограничивающий 
открытие БП из-за фиксации створок к каркасу.

Микроскопия срезов, окрашенных пентахромом по 
Расселу – Мовату, показала умеренную клеточную ин-
фильтрацию, ограниченную предповерхностными слоя-
ми и поверхностью биоткани (рис. 1А). Крупные клеточ-
ные инфильтраты располагались преимущественно в 
основании створок, занимая участки с выраженным раз-
рыхлением и фрагментацией волокнистой основы биома-
териала (рис. 1Б). 

Рис. 1. Клеточная инфильтрация 
и компонентный состав створок 
изученных биопротезов клапанов 
сердца (окрашивание пентахромом 
по Расселу – Мовату): А – умеренная 
клеточная инфильтрация поверх-
ности створки, обратите внимание 
на следовое присутствие мукопо-
лисахаридов (голубое окрашива-
ние) вблизи клеток, Б – крупный 
клеточный инфильтрат, располо-
женный на участке с выраженной 
деструкцией коллагеновых волокон 
(желтое окрашивание), В – участок 
створки без клеточной инфильтрации 
и присутствием фибрина (красное 
окрашивание), Г – створка интактно-
го биопротеза, обратите внимание, 
что потеря мукополисахаридов и 
эластина происходит на этапе хими-
ческой фиксации биоматериала при 
производстве биопротезов 
Fig. 1. Russell – Movat’s pentachrome 
staining of BHVs: А – moderate cellular 
infiltration beneath the surface, note 
the mucopolysaccharide residues (blue 
staining) around the cells, Б – co-
localisation of cells with the degraded 
extracellular matrix (yellow staining), 
В – leaflet segment without the 
cellular infiltration and with fibrin (red 
staining), Г – intact BHV, note that loss 
of mucopolysaccharides and elastin 
occurs at the chemical fixation during 
the BHV manufacturing

А

Б

В
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Биоткань створок БП состояла исключительно из 
коллагеновых волокон, тогда как эластин и мукополиса-
хариды в её структуре не отмечены (рис. 1В). Похожая 
картина была характерна для створок интактного БП, 
волокнистая матрица которых состояла исключительно 
из коллагена и не содержала эластических волокон и 
мукополисахаридов (рис. 1Г). Клеточные инфильтраты в 
створках контрольного БП отсутствовали.

Результаты иммунотипирования продемонстрирова-
ли, что почти все инфильтрирующие БП клетки положи-
тельны на пан-лейкоцитарный маркер CD45 и маркер 
макрофагов CD68 (рис. 2). Также в створках БП единично 
присутствовали сегментоядерные нейтрофилы (положи-
тельны на CD45 и MPO, но не CD68). Т- и В-лимфоциты 
(CD3 и CD19 соответственно) не обнаружены (данные не 
показаны).

Рис. 2. Результаты иммунотипирования клеток в створках иссеченных биопротезов клапанов сердца: CD45 – пан-лейкоцитарный маркер, CD68 – 
маркер макрофагов, MPO (миелопероксидаза нейтрофилов) – маркер нейтрофилов
Fig. 2. Immunophenotyping of invading host cells within the BHV leaflets: pan-leukocyte marker CD45, macrophage marker CD68, and neutrophil marker 
MPO (myeloperoxidase)

CD45

CD68

MPO

Иммуногистохимическое окрашивание срезов антите-
лами к катепсинам B/K/L/S/V/Z подтвердило присутствие 
всех исследуемых протеаз в створках иссеченных БП. 
При этом положительное окрашивание на катепсин B от-
мечено только в цитоплазме макрофагов (рис. 3А), тогда 
как остальные катепсины были детектированы и в соло-
кализации с иммунными клетками, и в бесклеточной тка-
ни, особенно на участках с повреждениями коллагеновой 
матрицы (рис. 3Б). Образцы интактного биоматериала не 
показали положительного окрашивания при обработке 
антителами к перечисленным протеазам (рис. 3В).

Обсуждение

В ходе настоящего исследования были изучены пат-
терны локализации катепсинов B/K/L/S/V/Z в створках 
эксплантированных БП. Особый интерес к перечислен-
ным протеазам обусловлен их способностью расщеплять 
коллаген I типа и эластин [13], из которых состоит биома-
териал БП [14]. Полученные данные показали, что про-
никающие в имплантаты макрофаги содержат все иссле-
дованные катепсины, что согласуется с литературными 
данными [13]. 

2023;38(2):166–173
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Рис. 3. Результаты иммуногистохимического окрашивания иссеченных биопротезов клапанов сердца антителами к катепсинам B/K/L/S/V/Z: А – ин-
фильтраты иммунных клеток, Б – участки биоматериала без клеточной инфильтрации, В – створки интактного биопротеза (отрицательный контроль) 
Fig. 3. Immunohistochemical staining of the BHVs for cathepsin B, cathepsin K, cathepsin L, cathepsin S, cathepsin V, and cathepsin Z. А – immune cell 
infiltration, Б – BHV segments devoid of cells, В – intact BHV leaflets (negative control)

А         Б                В

Кроме того, катепсины K/L/S/V/Z были детектирова-
ны на участках ткани без клеточной инфильтрации, что 
предполагает их проникновение в биоматериал из плаз-
мы крови при функционировании БП. 

Следует отметить, что в настоящее время нет инфор-
мации о способности цистеиновых катепсинов расще-

плять химически сшитую биологическую ткань, на основе 
которой изготавливают все коммерческие БП [15]. Тем не 
менее, данные in vitro исследований предполагают, что 
последняя не является инертной к протеолизу [16, 17]. 
Таким образом, логично предположить, что длительное 
воздействие на биоматериал смеси протеаз, состоящей 
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из цистеиновых катепсинов и других ферментов, со вре-
менем способно приводить к деградации БП. Косвенно 
это предположение подтверждает солокализация вне-
клеточных катепсинов и участков с выраженной дезорга-
низацией и фрагментацией волокон коллагена в створках 
БП, отмеченная в настоящем исследовании. 

Полученные результаты указывают на предпочтитель-
ное направление будущих исследований, нацеленных на 
разработку методов снижения темпов СД из-за протеоли-
тической деградации. Для эффективной защиты от про-
теолиза новые модификации БП должны как уменьшать 
иммуногенность имплантатов (в целях сокращения се-
креции протеаз иммунными клетками), так и предотвра-
щать пассивное пропитывание биоматериала белками из 
плазмы крови. Потенциально обе задачи могут быть реа-
лизованы в обозримом будущем, первая – благодаря де-
целлюляризации и использованию при производстве БП 
низкоиммуногенных тканей генетически модифицирован-
ных животных [18, 19], вторая – посредством внедрения 
метода гелеобразования, когда внутреннюю структуру 
биоматериала заполняют биосовместимым полимерным 

гелем, создающим физическую преграду для циркулиру-
ющих в плазме крови веществ [20].

Заключение
Функционирующие БП подвержены хроническому 

отторжению, которое сопровождается макрофагальной 
инфильтрацией протезного биоматериала. Макрофаги 
продуцируют широкий спектр протеолитических фермен-
тов, в том числе агрессивные коллагеназы и эластазы се-
мейства цистеиновых катепсинов, в частности катепсины 
B/K/L/S/V/Z. Также большинство перечисленных протеаз 
поступают в биоматериал БП путем имбибиции из плаз-
мы крови реципиента. Накопление цистеиновых катепси-
нов в биоматериале может способствовать протеолизу 
фибриллярных белков и деградации волокнистой матри-
цы створок БП. Полученные данные необходимо учиты-
вать при разработке способов повышения устойчивости 
БП к протеолитической деградации. Последние должны 
как обеспечивать снижение иммуногенности протезного 
биоматериала, так и препятствовать его пропитыванию 
белками плазмы. 
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