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Возможность стимуляции кардиомиогенеза 
постишемического миокарда до  сих пор остается 
актуальной задачей. Как правило, формированию 
рубца в  мышечной ткани способствует стремитель-
ное накопление стромальных элементов и  низкая 

скорость или отсутствие репликации мышечных кле-
ток [1]. Изучение кардиопротекторных механизмов 
в  ишемически поврежденной сердечной мышечной 
ткани позволяет обосновать и оптимизировать стра-
тегию её восстановления и нивелировать рубец. 

ЭКСПРЕССИЯ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ И ИХ ИНГИБИТОРОВ В ИШЕМИЗИРОВАННОМ МИОКАРДЕ 
ПОСЛЕ ПРИМЕНЕНИЯ АЛЛОГЕННОГО БИОМАТЕРИАЛА

Лебедева А. И.1, Муслимов С. А.1, Гареев Е. М.1, Попов С. В.2, Афанасьев С. А.2, Кондратьева Д. С.2

Цель. Определить уровни экспрессии ММР-9 и TIMP-2 после интрамиокарди-
ального введения аллогенного биоматериала (БМА) в  ишемизированный 
миокард крыс.
Материал и методы. Использовали 100 крыс породы Вистар, которым осу-
ществляли лигирование коронарной артерии. В опытной группе (n=50) одно-
временно с коронароокклюзией вводили суспензию БМА в количестве 12 мг. 
Применяли общегистологические исследования: окраска гематоксилином 
и эозином, по Маллори; иммуногистохимические (ММP-9, TIMP-2, CD68); мор-
фометрические: определение индекса площади рубца (ИПР), количество 
ММP-9, TIMP-2, CD68 позитивных клеток; статистические. 
Результаты. Показано, что в опытной группе после имплантации БМА наблю-
дались меньшие, чем в контроле: значения ИПР (в 2,74 раза p<0,05 ÷ <0,0001), 
численность MMP9+ клеток (p<0,001) и  макрофагов CD68+ (p<0,05), а  также 
манифестация протеолитических процессов и  размер зоны поражения. 
Напротив, количество Timp-2+ клеток в опытной группе был выше, чем в конт-
рольной группе (p<0,0004). 
Заключение. Продукты резорбции аллогенного биоматериала Аллоплант 
влияют на баланс металлопротеиназ и их ингибиторов в миокарде после ише-
мического повреждения. Этот эффект способен оказать значительное влия-
ние на процессы ремоделирования миокарда и формирование рубца.
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METALLOPROTEASES AND INHIBITORS ExPRESSION IN MYOCARDIUM UNDER ISCHEMIC CONDITIONS 
AFTER ALLOGENIC BIOMATERIAL INTRODUCTION

Lebedeva A. I.1, Muslimov S. А.1, Gareev Е. M.1, Popov S. V.2, Afanasiev S. А.2, Kondratieva D. S.2

Aim. To assess the expression of ММР-9 and TIMP-2 after intramyocardial injection 
of the allogenic biomaterial (AB) into ischemized myocardium in rodents.
Material and methods. One hundred Wistar rodents were used, who underwent 
ligation of coronary artery. The experiment group (n=50), together with coronary 
occlusion, received the suspension of AB 12 mg. General histology was applied: 
hematoxyline and eosine, by Mallori; immune histochemistry (ММP-9, TIMP-2, 
CD68); morphometry: index of the scar area (ISA), amount of ММP-9, TIMP-2, 
CD68-positive cells. 
Results. It was shown that in the experimental group, after implantation of AB there 
were lesser than in controls values of ISA (2,74 times, p<0,05 ÷ <0,0001), numbers 
of MMP9+ cells (p<0,001) and macrophages CD68+ (p<0,05), as the manifestation 
of proteolysis and area of lesion. On the contrary, amount of Timp-2+ cells in the 
experimental group was higher than in the control (p<0,0004). 
Conclusion. Resorption of allogenic material (Alloplant) products does influence 
the balance of metalloproteinases and their inhibitors in the myocardium after 
ischemic lesion. This effect might influence the processes of myocardial remodelling 
and scar formation.
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лям в биомедицинских исследованиях [5]. Животные 
находились в стационарных клетках, индивидуально. 
В качестве корма был стандартный комбикорм грану-
лированный полнорационный ПЗК-92. Кормление 
животных осуществлялось по нормативам в соответ-
ствии с  видом животных. Водопроводную очищен-
ную воду животным давали без ограничений в поил-
ках.

Биоматериал Аллоплант® разработан в  ФГБУ 
“Всероссийский центр глазной и  пластической 
хирургии” МЗ РФ г. Уфы (руководитель — профессор 
Э. Р. Мулдашев). Указанный биоматериал изготавли-
вается согласно ТУ 42-2-537-87, сертифицирован 
и  разрешен к  применению в  клинической практике 
приказом МЗ СССР № 87 901-87 от  22.07.1987г. Для 
настоящего исследования аллогенный биоматериал 
был приготовлен из  сухожилий крыс по  технологии 
Аллоплант® и  диспергирован до  размера частиц 
50-80 мкм.

Гистологические исследования. Сердца фиксиро-
вали в  10%-ном растворе нейтрального формалина, 
обезвоживали в  серии спиртов возрастающей кон-
центрации и  заливали в  парафин по  общепринятой 
методике. Срезы готовили на микротоме LEICA RM 
2145 (Германия), которые окрашивали гематоксили-
ном и эозином, по Маллори.

Иммуногистохимические исследования. Парафино-
вые срезы толщиной 4 мкм окрашивали с помощью 
иммуногистостейнера Leica Microsystems Bond™ 
(Германия). В  качестве первых антител применяли: 
ММP-9, TIMP-2, CD68 в  разведении 1:300 (Santa 
Cruz Biotechnology, США). Для демаскировки исполь-
зовали непрямую стрептавидин-биотиновую систему 
детекции Leica BOND (Novocastra™, Германия). 
Оценку специфичности реакции проводили при 
окрашивании срезов без первых антител. Площадь 
окрашивания и суммарную площадь просветов кро-
веносных сосудов производили в  20 полях зрения 
каждого образца (n=6) при увеличении ×400. Иссле-
дование и  визуализацию препаратов проводили 
с использованием светового микроскопа Leica DMD 
108 (Германия) со  специализированным программ-
ным обеспечением управления настройками и захвата 
изображения и микроскопа AxioImager Z1, оснащен-
ного фотонасадкой ProgRes C3 и программой анализа 
изображений Axiovision (Zeiss, Германия).

Морфометрические исследования. С целью опреде-
ления размера постинфарктного рубца миокарда 
каждое сердце нарезали поперек на  5 секторов. 
Из  них изготавливали гистологические препараты 
и  подвергали числовой и  морфологической обра-
ботке. Всего для морфометрического исследования 
было использовано 500 срезов. Индекс площади 
рубца (ИПР) сердец крыс измеряли на  препаратах, 
окрашенных по  Маллори, с  использованием про-
граммы ITEM (Olympus) следующим образом: отно-

В модификациях заживления сердечной мышеч-
ной ткани существенную роль играет система цинкза-
висимых ферментов  — матриксных металлопротеи-
наз (ММP) и их ингибиторов (ТIМP). ММPs обуслов-
ливают разрушение компонентов межклеточного 
матрикса, таких как компоненты базальных мембран 
(коллаген IV типа, ламинин, энтактин, протеогли-
каны и  гликозаминогликаны), коллагены I, II, III 
типов, фибронектин, нефибриллярные коллагены, 
эластин и расширение зоны поражения, что связано 
с прогрессированием коллагеногенеза [2].

В этом аспекте перспективным представляется 
применение диспергированного аллогенного биома-
териала. Продукты биодеградации биоматериала 
ингибируют профиброгенную клеточную активность 
и  снижают скорость коллагенообразования, тем 
самым стимулируют клеточные элементы тканевого 
ложа [3, 4]. В связи с этим, целью исследования яви-
лось определение уровня ММР-9 и  его ингибитора 
TIMP-2 после интрамиокардиального введения био-
материала Аллоплант (БМА) в  ишемизированный 
миокард. 

Материал и методы
Экспериментальные исследования с  примене-

нием БМА были проведены на  100 крысах-самцах 
породы Вистар массой 0,18-0,25  кг. Все животные 
были разделены на две группы — контрольную (n=50) 
и  опытную (n=50). Моделирование инфаркта мио-
карда осуществляли следующим образом: после лево-
сторонней торакотомии в миокарде левого желудочка 
под внутримышечным наркозом (раствор золетила 
или телазола) осуществляли перевязку r. intervent-
ricularis paraconalis a. coronarii sin. путем наложения 
одного шва “викрил”. Сердце выводили за  пределы 
грудной клетки и накладывали лигатуру на артерию. 
Рану засыпали антибиотиком и, удалив воздух 
из грудной полости, послойно зашивали.

В опытной группе лигирование артерии сопровож-
дали введением суспензии БМА в бассейн стенозиро-
ванной артерии. Суммарное количество введенного 
вещества составляло 12  мг. Животных выводили 
из  опыта путем инсуфляции летальной дозы паров 
эфира через 3, 7, 14, 30, 45 сут. В контрольной и опыт-
ной группах на  каждую точку исследования исполь-
зовали по 10 животных. 

Регулирующие стандарты. Исследования выполня-
лись согласно Правилам лабораторной практики 
в  Российской Федерации, в  соответствии с  прави-
лами, принятыми Европейской Конвенцией 
по защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и  иных научных целей (Страс-
бург, 1986), согласно утвержденному письменному 
протоколу, в соответствии со стандартными операци-
онными процедурами исследователя и руководством 
по лабораторным животным и альтернативным моде-



75

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

шение площади рубца к площади стенки левого желу-
дочка умножали на 100%. 

Осуществлялся подсчет позитивно окрашенных 
клеток против антител к  ММP-9, TIMP-2, CD68 
в перифокальных зонах.

Статистика. Структура и  характер данных позво-
ляли использовать метод двухфакторного дисперси-
онного анализа. Анализ данных ИПР осуществлялся 
с применением непараметрических (ранговых) мето-
дов  — однофакторного дисперсионного анализа 
по  Краскелу-Уоллесу и  сравнения некоррелирован-
ных данных методом Манна-Уитни [6]. Построение 
диаграммы осуществлялось в программе Statistica 6,0.

Результаты
В контрольной группе ИПР статистически зна-

чимо не  зависел от  сроков наблюдения (χ²=6,3, 
p>0,09). Однако через 30 дней ИПР оказались зна-
чимо меньше, чем через 7-14 сут. после начала экспе-
римента (p<0,02 и p<0,005, соответственно). Через 45 
сут. не было значимых отличий от всех предшествую-
щих сроков наблюдения (p>0,45). Медианы распре-
деления ИПР в контрольной группе на всем протяже-
нии наблюдений имели значения не ниже 20%. После 
применения БМА значения ИПР также незначимо 
зависели от  сроков наблюдения (χ2=5,7, p>0,12). 
Однако, как это видно на рисунке 1, значения этого 
параметра постепенно снижались от начала к концу 

наблюдений. Медианы распределения этого парамет-  
ра через 7 сут. составляли 22,7%, и  уже на  14-е сут. 
значимо (p<0,02) снижалась до 13,4%, а на 30-е и 45-е 
сут. до 16% и 5,2% (p>0,14 и p<0,02, соответственно). 
Различие между 14-м, 30-м и  45-м днями оказались 
статистически незначимыми (p>0,23 ÷ 0,75). Выяв-
лено, что нулевые значения ИПР имели место уже 
на  7-е сут. после коронароокклюзии. Сравнение 
контрольной и  опытной групп в  различные сроки 
наблюдений показали, что ИПР после имплантации 
БМА в опытной группе на любом сроке статистиче-
ски значимо меньше (p<0,05 — <0,0001), чем в конт-
роле. Через 45 сут. наблюдения ИПР в  контрольной 
группе составлял 26,65±16,1%, а  в  опытной после 
применения аллогенного биоматериала — 9,72±10,8%, 
что в 2,74 раза меньше (рис. 1).

Дисбаланс системы “протеолиз-антипротеолиз” 
при воспалении инициируется нейтрофилами 
и макрофагами. Ключевую роль играют такие цито-
кины, как металлопротеазы и  их ингибиторы [7]. 
В контрольной группе во временной период от 3 до 14 
сут. наблюдения тенденция к увеличению численно-
сти MMP9+ клеток была высоко значима, Chi-Square 
=80,2 (p<0,0001). Различия последовательных значе-
ний по критерию Манна-Уитни были статистически 
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Рис. 1. Изменения ИПР в контрольной и в опытной группах. 
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Рис. 2. Численность MMP-9+ клеток в постишемическом миокарде в контроль-
ной группе (синий) и после введения БМА (черный). 
Примечание: по оси абсцисс — “дни”, по оси ординат — количество клеток. 
ГДИ  — границы доверительных интервалов для средних значений площади, 
±СО — стандартная ошибка среднего значения. 
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значимы, включая 3 сут. (p<0,003) и 7 сут. (р<0,0001), 
кроме 14-45 сут. (p>0,35), где популяция клеток с дан-
ным фенотипом поддерживалась и не снижалась.

В опытной группе Chi-Square =57,7, тенденция 
к  подъему клеток MMP9+ была также статистиче-
ски высоко значима (p<0,0001). По  критерию 
Манна-Уитни все последовательные значения 
попарно различались (p<0,05). При сравнении 
контрольной и опытной групп между собой, а не во 
времени, численность MMP9+ клеток в  контроль-
ной группе была выше, чем в  опытной (p<0,001) 
по  всем срокам наблюдения, кроме 3-го (p>0,26) 
и 7-го (p>0,05) дней, где происходила ишемически 
индуцированная острая воспалительная реакция 
(рис. 2). ММР-9 и TIMP-2 локализовались в цито-
плазме клеток. В  интерстиции цитокины не  опре-
делялись (рис. 3, 4).

Фактор численности Timp-2+ клеток и  фактор 
времени в  контрольной группе был статистически 
высоко значим: (Критерий Краскела-Уоллеса) Chi-
Square =44,8, p<0,0001. Различия последовательных 
значений (критерий Манна-Уитни) статистически 
значимы (p<0,002 и менее) для всех пар, кроме 7-30 
сут. (p>0,08) и 14-45 сут. (p>0,48). 

В опытной группе после введения БМА тенденция 
к  подъему и  снижению высоко значима (Chi-Square 
=28,7, p<0,0001). По  критерию Манна-Уитни все 
последовательные значения в  периоды 3-7 сут., 7-14 
сут., 3-14 сут. попарно не  различались (от p>0,06 
до p>23) и держались на достаточно высоком уровне. 
Через 14 сут. количество Timp-2+ клеток начинало 
постепенно снижаться (p<0,004 и  менее), что соот-
ветствовало затуханию пластических процессов 
в миокарде.

А Б

А Б

Рис. 3 (А, Б). Реакция MMP-9+ в миокарде крысы после: А – коронароокклюзии (увел. х400) и Б — коронароокклюзии и введения БМА (увел. х600) через 45 сут. 
Примечание: непрямой иммунопероксидазный метод выявления MMP-9+ с докраской гематоксилином.

Рис. 4 (А, Б). Реакция Timp-2+ в миокарде крысы через 7 суток после: А – коронароокклюзии (контрольная группа) и Б — коронароокклюзии и введения БМА. 
Примечание: непрямой иммунопероксидазный метод выявления Timp-2+ с докраской гематоксилином. Увел. х400.
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Уровень численности Timp-2+ клеток в  опытной 
группе был выше, чем в  контрольной группе, где 
БМА не  применялся (p<0,001 и  менее), включая 45 
сут. (p<0,0004) (рис. 5). 

В контрольной группе тенденция к  подъему 
и последующему спаду численности CD68+ макрофа-
гов во временном интервале в целом высоко значима 
(Критерий Краскела-Уоллеса) Chi-Square =76,3, 
(p<0,0001). Различия последовательных значений 
по  критерию Манна-Уитни статистически значимы 
при p<0,04, включая сроки 30 и 45 сут. и для всех про-
чих пар (р<0,0001).

В опытной группе после введения БМА Chi-Square 
=45,2, (p<0,0001) тенденция к подъему и спаду макро-
фагов также была в  целом высоко значима во  вре-
мени, что обуславливало течение воспалительной 
реакции после коронароокклюзии и  последующее 
ремоделирование миокарда. Не различались по кри-
терию Манна-Уитни сроки 3-14 сут. (p>0,67) и 14-30 
сут. (p>0,15) при попарном сравнении.

В целом, количество макрофагов CD68+ в  конт-
рольной группе статистически значимо превышало 
численность данных клеток в опытной группе в реак-
тивной зоне миокарда а период наблюдения 3-14 сут. 
(p<0,003 и менее). В период 30-45 сут. в контрольной 
группе происходило затухание процессов ремодели-

рования миокарда и формирование рубца, что вызы-
вало снижение числа макрофагов в  обеих группах 
(p>0,12) (рис. 6).

Так, в контрольной группе после коронароокклю-
зии была выражена реакция MMP-9+ клеток, что 
сопровождалось манифестацией протеолитических 
процессов в  ткани и  увеличением зоны поражения. 
В  опытной группе после коронароокклюзии и  при-
менения аллогенного биоматериала в миокарде пре-
валировала инфильтрация Timp-2+ клетками. Разли-
чия секреторной активности металлопротеиназ и их 
ингибиторов в  экспериментальных группах были 
вызваны различным количественным составом 
инфильтрирующих макрофагов CD68+.

Обсуждение
Известно, что MMP-9 экспрессируется различными 

клетками соединительной ткани: мезенхимными клет-
ками, фибробластами, нейтрофилами, моноцитами, 
макрофагами, а  также гладкомышечными клетками 
кровеносных сосудов и самими кардиомиоцитами [7]. 
В  данном исследовании цитокин MMP-9 не  опреде-
лялся в мышечных клетках, а секретировался преиму-
щественно в  цитоплазме макрофагов в  грануляцион-
ной ткани, которая развивалась на фоне поврежденных 
кардиомиоцитов в реактивной зоне.
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Рис. 5. Численность Timp-2+ клеток в постишемическом миокарде в контроль-
ной группе (синий график) и после введения БМА (черный график). 
Примечание: по оси абсцисс — “дни”. По оси ординат — количество клеток. 
ГДИ  — границы доверительных интервалов для средних значений площади, 
±СО — стандартная ошибка среднего значения. 

Рис. 6. Количество макрофагов CD68+ в миокарде крысы в контрольной группе 
(синий график) и после введения БМА (черный график). 
Примечание: по оси абсцисс — “дни”. По оси ординат — количество клеток. 
ГДИ  — границы доверительных интервалов для средних значений площади, 
±СО — стандартная ошибка среднего значения.
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В начальные сроки ишемии (3-7 сут.) в  период 
острого воспаления превалировали полиморфно-
ядерные лейкоциты, макрофаги. На рисунке 2 пока-
зано, что численность MMP-9+ клеток в  опытной 
и  контрольной группах практически не  отличались 
в реактивной зоне повреждения. В период 14-45 сут., 
происходило накопление клеток пролиферативной 
фазы воспаления, связанных с миграцией макрофа-
гов, фибробластов, миофибробластов. Численность 
MMP-9+ клеток в  контрольной группе значительно 
превышала количество данных клеток в  опытной 
группе. Можно считать, что клетками ответствен-
ными за  секрецию MMP-9 в  настоящем исследова-
нии являются макрофаги.

Металлопротеиназы всегда рассматривались как 
ферменты деградации межклеточного матрикса. 
Однако ММР-9 является профиброгенным факто-
ром, поскольку обеспечивает процессинг латентной 
формы TGF-β, переводя его в активную форму, ини-
циирующую рост соединительной ткани [8-10]. 
Повышенный уровень синтеза ММP-9 макрофагами 
в миокарде может указывать на интенсивный фибрил-
логенез в зоне ишемии, формирование и экспансию 
рубца (рис. 1). 

Большое количество исследований посвящено 
изучению активации и ингибированию ММРs во вне-
клеточном матриксе при деструктивных заболева-
ниях миокарда с  целью разработки фармакологиче-
ских способов снижения фибропластических про-
цессов и  стимуляции пролиферативной активности 
кардиомиогенных клеток. Гомеостаз внеклеточного 
матрикса в  сердечной мышечной ткани зависит 
от баланса металлопротеиназ и их тканевых ингиби-
торов [11]. 

TIMP-2 обладает свойствами, присущими всем 
TIMPs ингибирующим MMPs, формируя некова-
лентные комплексы с  активными ферментами. 
Помимо этого, известна роль семейства TIMP оказы-
вать антиапоптотический эффект, тем самым способ-
ствовать росту и  выживаемости тканеспецифичных 
клеток [12]. У  TIMP-2 нокаут-мышей выявлен ряд 
патологий, заключающийся в нарушениях миогенеза 
скелетной мышечной ткани, формирования миотуб 
и  миофибриллогенеза [13]. Поэтому, низкая доля 
ИПР в  опытной группе, по  сравнению с  контроль-

ной, может быть связана с  высоким содержанием 
TIMP-2, оказывающим гистопротекторный эффект 
в поврежденном миокарде. В связи с этим, не отрица-
ется роль кардиомиогенеза на  фоне низкой фибро-
бластической активности, индуцированной аллоген-
ным биоматериалом.

Установленная корреляция между изменением 
баланса протеолитической активности ММР-9/
ТIМР-2 и  накоплением внеклеточного матрикса 
согласуется с данными других исследователей [14].

Известно, что металлопротеиназы и  их ингиби-
торы секретируются клетками соединительной ткани, 
где ключевыми участниками являются, в  том числе 
и  макрофаги [15]. Поэтому, мы допускаем возмож-
ность взаимозависимости численности макрофагов 
с количеством ММР-9 — позитивных клеток. В насто-
ящем исследовании обнаружено, что положительная 
корреляция ММР-9+ клеток и  СD68 макрофагов 
согласуется со  степенью выраженности рубца мио-
карда (ИПР в 2,7 раз выше в контрольной группе, чем 
в опытной). Макрофаги являются полиморфной кле-
точной популяцией, фенотип которых определяется 
сигналами микроокружения. В опытной группе после 
использования БМА продукты его биодеградации 
помимо антифиброгенного эффекта [4] создают 
определенное микроокружение [16], которое индуци-
рует выработку TIMP-2 воспалительными клетками.

Причем, макрофаги с  фенотипом М2 секрети-
руют металлопротеиназы [17], а биоматериал Алло-
плант стимулирует миграцию М1-макрофагов 
с  провоспалительной направленностью, являю-
щихся антагонистами спектра противовоспалитель-
ных монокинов [18].

Заключение 
Продукты резорбции аллогенного биоматериала 

Аллоплант влияют на баланс металлопротеиназ и их 
ингибиторов в ишемически поврежденном миокарде. 
Этот эффект способен оказать значительное влияние 
на процессы ремоделирования миокарда и формиро-
вание рубца.

Конфликт интересов: все авторы заявляют об отсут-
ствии потенциального конфликта интересов, требую-
щего раскрытия в данной статье.
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