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Целью исследования являлось изучение распределения металлопротеаза 9 (ММП9) в тканях при 
инфаркте миокарда. Исследовали патологоанатомический материал 30 больных, погибших от 
первичного острого трансмуральный инфаркт миокарда. Средний возраст – 63,7 года. Мужчин было 
18, женщин – 12. По срокам наступления инфаркта: 16 больных погибли в срок до 3 суток; 14 больных – 
в сроки от 3 суток до 1 месяца. Образцы периинфарктной зоны фиксировали формалином, проводили 
иммуногистохимическое окрашивание на ММР9. Использовали кроличьи моноклональные антитела IgG 
к ММП9 (Epitomics, Clone 1D: EP1254, Cat. N 2551-1, Lot YG 113001P) в рабочем разведении 1 : 100 – 1 : 250.
При летальных исходах, развившихся в течение нескольких часов после развития инфаркта, 
регистрировалось большое количество ММП9 в нейтрофилах в сосудах периинфарктной зоны. В 
срок от 1 до 2 часов ММП9 выявлялась во внеклеточном матриксе в зоне инфаркта, В срок от 3 до 30 
суток ММП9 выявлялась в фиброкластах в зоне кардиосклероза. Таким образом, применение окраски на 
ММП9 при инфаркте миокарда удобно для определения давности возникновения инфаркта миокарда 
при патоморфологическом исследовании.
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The objective of the work was to study the distribution of metalloprotease 9 (MMP9) in tissues after myocardial 
infarction. We studied anatomopathological material from 30 patients, the primary victims of acute transmural 
myocardial infarction. Average age – 63,7 years. There were 18 men and 12 women. 16 patients died in the 
period up to 3 days, 14 patients – in a period from 3 days to 1 month. Samples were fixed in formalin, and im-
munohistochemical staining for MMP9 was conducted. We used rabbit IgG monoclonal antibody to MMP9 
(Epitomics, Clone 1D: EP1254, Cat. N 2551-1, Lot YG 113001P) in the working dilution of 1 : 100 – 1 : 250.
At fatal outcomes that happened within a few hours after the onset of a heart attack a large number of MMP9 
was detected in neutrophils in the blood vessels at near infarction zone. In the period from 1 to 2 hours MMP9 
was detected in the extracellular matrix in the area of infarction. In the period from 3 to 30 days MMP9 was 
detected only in fibroclasts at forming cardiosclerosis zone. Thus, the use of staining for MMP9 is convenient 
for determination of the time elapsed after myocardial infarction in post mortem examination.
Key words: myocardial infarction, metalloprotease, diagnostic method

Матриксные металлопротеиназы (MMП) пред-
ставляют собой семейство структурно связанных 
протеолитических ферментов, которые содержат в 
активном центре ион Zn2+. За то, что данные метал-
лопротеиназы способны разрушать различные типы 
белков внеклеточного матрикса, эти ферменты были 
названы матриксными [2, 6, 8, 23]. ММП играют важ-
ную роль в разных процессах жизнедеятельности: в 
эмбриональном развитии, ремоделировании тканей, 
ангиогенезе [4, 14], пролиферации, миграции и диф-
ференциации клеток, апоптозе, сдерживании роста 
опухолей [16], росте нервной ткани, заживлении 
ран, в том числе после инфаркта миокарда и ин-
сульта [10, 13, 18]. Наряду с этим они задействованы 
в расщеплении мембранных рецепторов, выбросе 
апоптозных лигандов, таких, как FAS, а также в 
активации и деактивации цитокинов и хемокинов.

В настоящее время данное семейство насчи-
тывает 30 MMП [5, 18, 21]. По субстратной спец-
ифичности и структурной организации в семействе 
ММП выделяют пять подсемейств, при этом ММП9 
относится к семейству желатиназ [3].

Основной биологической функцией ММП 
является удаление компонентов внеклеточного 
матрикса. Вместе с тем ферменты регулируют и 
действие ростовых факторов: сосудистого эндоте-
лиального фактора роста, рецептора фактора роста 
фибробластов, эпителиального фактора роста и 
инсулиноподобного фактора роста [20]. А такие 
ферменты, как ММП-2, -3, -7, -9 способствуют 
также активации трансформирующего фактора 
роста β, который является хемоатрактантом для 
моноцитов, высвобождая его из матрикса [17]. 

Известно также, что все ММП обладают суб-
стратной специфичностью: так, желатиназы рас-
щепляют коллаген IV, V типов, а также эластин, 
фибронектин, ламинин и желатин. ММП при 
инфаркте миокарда способны активно разрушать 
компоненты экстрацеллюлярного матрикса и уча-
ствовать в нарушении структуры соединительной 
ткани [7, 15]. ММП9 имеет высокое сродство к 
денатурированному коллагену, но также способна 
расщеплять нативный коллаген VI, V и XI типов, 
эластин, а также IL-8, активирующий пептид со-
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единительной ткани III, пластиночный фактор-4, 
субстанцию Р, амилоидный пептид β. В зависимо-
сти от места расщепления этих молекул ММП9 
может понижать или повышать их биологическую 
активность [22].

В последние годы активно изучается система 
протеолиза при воспалительных процессах различ-
ного генеза, сердечно-сосудистых, инфекционных, 
аутоиммунных, аллергических заболеваниях, а 
также злокачественной трансформации клеток 
[9, 12, 17, 19]. 

Необходимо заметить, что работ, посвященных 
определению активности ММП в клинической кар-
диологии, немного, и в основном они представлены 
экспериментальными исследованиями. Установле-
но, что активация ММП наступает при изменении 
соотношения в системе протеазы – антипротеазы. 
Значительно расширяющиеся исследования ММП 
при кардиологической патологии демонстрируют 
значимые эффекты на течение заболеваний раз-
личных подсемейств ММП, таких, как стромели-
зины, коллагеназы и желатиназы. Предполагается, 
что при инфаркте миокарда, сердечной недостаточ-
ности, ремоделировании левого желудочка спец-
ифическая роль принадлежит активности ММП3 
и MMП9. Установлено, что при инфаркте миокарда 
пиковый уровень ММП9 в сыворотке в большей 
мере отражает объем сформировавшейся зоны 
инфарцирования [11]. 

Достаточно интересным является факт по-
лиморфизма генов ММП3, ММП9, связанных с 
восприимчивостью к сердечно-сосудистым забо-
леваниям, атеросклерозу артерий, инфаркту мио-
карда, аневризме аорты. Вместе с тем активность 
ММП2 и ММП7, представителей подсемейств 
желатиназ и неклассифицированных ММП при 
кардиологической патологии остается противоре-
чивой и до конца не изученной, в клиническом и 
экспериментальном материале имеются противо-
речивые данные.

Материал и методы

Объектом исследования явился патологоана-
томический материал 30 больных, погибших от 
острого инфаркта миокарда. Во всех случаях диа-
гностирован первичный острый трансмуральный 
инфаркт миокарда. Средний возраст – 63,7 года. 
Мужчин было 18, женщин – 12. По срокам на-
ступления инфаркта больные распределились сле-
дующим образом: 16 больных погибли в срок до 3 
суток; 14 больных – в сроки от 3 суток до 1 месяца.

Образцы ткани из зоны инфаркта миокарда 
и пограничной к ней зоне фиксировали 10% рас-
твором нейтрального формалина и заливали в па-
рафиновые блоки по общепринятой методике [1].

Затем готовили срезы толщиной 5 мкм, которые 
монтировали на стекла, покрытые поли-L-лизином. 
Депарафинировали препараты вначале в толуоле в 
течение 5 минут, а затем последовательно в спир-
тах 100°, 96°, 90°, 70° и 50° по 1 минуте. После этого 
препараты выдерживали в дистиллированной воде 
в течение 10 минут.

Для демаскирования антигенов препараты 
помещали в цитратный буфер (pH  =  6.0) и на-
гревали в течение 8 минут в микроволновой печи 
мощностью 800W при 100% мощности, а затем 10 
минут при 60% мощности. После этого препараты 
охлаждали до 25 °C в цитратном буфере (pH = 6.0) 
и промывали дистиллированной водой 2 раза по 
5 минут. Образец ткани обводили гидрофобным 
карандашом Dako Pen (Dako, Code S2002).

Для инактивации эндогенной пероксидазы на 
каждый препарат наносили по 50 мкл 3% перекиси 
водорода и выдерживали в течение 5 минут. После 
этого отмывали Трис-буфером (рН = 7.6) дважды 
по 5 минут. Затем наносили 50 мкл 0,4% раствора 
казеина, инкубировали 5 минут, отмывали Трис-
буфером (рН = 7.6) 2 раза по 5 минут.

Далее на каждый препарат наносили первич-
ные антитела – кроличьи моноклональные анти-
тела IgG к ММР9 (Epitomics, Clone 1D: EP1254, Cat. 
N 2551-1, Lot YG 113001P) в рабочем разведении 
1 : 100 – 1 : 250 и инкубировали во влажной ка-
мере при температуре 25 °C и 100% влажности в 
течение 1 часа. Потом отмывали Трис-буфером 
(рН = 7.6) 2 раза по 5 минут. Затем на препараты 
наносили по 50 мкл раствора, содержащего 10% 
сыворотку в Трис-буфере (рН = 7.6), инкубиро-
вали во влажной камере при температуре +25 °C 
в течение 30 минут. Отмывали Трис-буфером 
(рН = 7.6) 2 раза по 5 минут. Затем наносили вто-
ричные антитела Novolink Polymer (Novocastra, 
REF=7112, Lot 711236), меченные пероксидазой, 
по 50 мкл, инкубировали во влажной камере 
при температуре +25  °C в течение 30 минут. 
Отмывали Трис-буфером (рН = 7.6) 2 раза по 5 
минут. Добавляли по 50 мкл субстратной смеси, 
содержащей 50 мкл 1,74% 3’3’-диаминобензиди-
на в 1 мл 0,05% перекиси водорода (Novocastra, 
REF  =  RE7105, Lot 710550), выдерживали 5 ми-
нут. Отмывали водой. Срезы докрашивали 0,02% 
раствором гематоксилина в течение 30 секунд. 
Отмывали водой. Дегидратировали последова-
тельно в спиртах 70°, 90°, 96°, 100° по 1 минуте, 
затем в толуоле – в течение 5 минут. Помещали 
в заключающую среду Permanent Slide Mounting 
Medium (Novocastra, REF=7137, Lot 713708) под 
покровные стекла. Микроскопическое исследо-
вание проводили с использованием светового 
микроскопа Nikon 80i.

Результаты и обсуждение 

Как известно, ММП9 в высоких концентрациях 
присутствует в нейтрофилах. В нашем исследова-
нии в ранние сроки (до 3 суток) в зоне ишемиче-
ского повреждения во всех исследуемых группах 
регистрировались окрашенные положительно на 
ММР9 нейтрофилы.

Причем при летальных исходах, развивших-
ся в течение нескольких часов после развития 
инфаркта, регистрировались ярко окрашенные 
нейтрофилы в сосудах периинфарктной зоны, а 
также ярко окрашенные нейтрофилы в зоне ин-
фаркта (рис. 1).
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Рис. 1. Ярко окрашенные нейтрофилы в сосудах периин-
фарктной зоны и во внеклеточном матриксе, 9 часов 
после инфаркта миокарда, иммуногистохимия, 
первичные антитела к ММП9.

Рис. 2. Яркая окраска внеклеточного матрикса, 2 суток 
после инфаркта миокарда, иммуногистохимия, 
первичные антитела к ММП9.

Рис. 3. Ярко окрашенные фиброкласты в зоне постинфаркт-
ного кардиосклероза, 14 суток после инфаркта 
миокарда, иммуногистохимия, первичные антитела 
к ММП9.

В срок давности инфаркта от 1 до 2 суток фик-
сировали дегрануляцию нейтрофилов, потерю 
окраски цитоплазмы нейтрофилов. Параллельно 
с этим было зафиксировано появление яркой 
окраски внеклеточного матрикса в зоне инфаркта, 

что отражает диффузию ММП9 из выделенных 
нейтрофилами гранул в ткани (рис. 2). В случае 
летальных исходов в более поздние сроки (3–30 
суток) появлялась специфическая окраска клеток 
фибробластического ряда в пограничной зоне. 
Наличие ММП9 в фибробластах связывают с необ-
ходимостью перестройки внеклеточного матрикса 
при образовании и созревании соединительной 
ткани. При этом максимальная выраженность 
окраски отмечена на 7–14-е сутки (рис. 3). После 
30 суток специфическая окраска в зоне постин-
фарктного кардиосклероза не регистрировалась. 

Таким образом, окрашивание на ММП9 на 
гистологических препаратах в разные сроки после 
развития инфаркта миокарда отражает как дина-
мику цитолитического процесса и выход ММП9 в 
зону повреждения в ранние сроки патологического 
процесса, так и функциональную активность ряда 
клеток по ремоделированию фибриллярных белков 
в зоне формирования постинфарктного кардио-
склероза в поздние сроки.

При этом в ранние сроки основным источником 
ММП9 в зоне повреждения являются нейтрофилы, 
мигрирующие в очаг ишемического мовреждения 
во время нейтрофильной фазы воспаления.

В поздние сроки окраска на ММП9 клеток 
фибробластического ряда с максимумом окраски 
на 7–14-е сутки отражает появление в зоне фор-
мирования постинфарктного кардиосклероза кле-
ток с фиброкластической активностью, одной из 
основных функций которых является перестройка 
внеклеточного матрикса. Известно, что ремодели-
рование миокарда, происходящее после эпизода 
ишемического повреждения, имеет очень важный 
аспект – перестройку соединительнотканного 
каркаса. При этом развивается ферментативное 
расщепление существовавших ранее соединитель-
нотканных волокон (преимущественно коллагена) 
и синтез нового межуточного вещества, организу-
ющегося согласно новым условиям механических 
нагрузок органа. Наибольшую роль в этом процессе 
отводят ферментам группы металлопротеаз.

Интенсивность окраски фиброкластов в зоне 
формирования постинфарктного кардиосклероза 
отражает активность перестройки внеклеточного 
матрикса в сроки 7–14 суток после перенесен-
ного инфаркта миокарда. Снижение активности 
данного процесса сопровождается снижением 
интенсивности и последующим исчезновением 
специфической окраски. 

В связи с четко выраженной стадийностью 
применение окраски на ММП9 при инфаркте 
миокарда удобно использовать для определения 
давности возникновения инфаркта миокарда при 
патоморфологическом исследовании.
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