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Первые результаты изучения экспрессии матриксных металлопротеиназ-1/-2/-9/-12 
в ксеногенных тканях эпоксиобработанных биопротезов клапанов сердца, эксплантированных  
по причине дисфункций

Костюнин А. Е., Глушкова Т. В.

Цель. Изучить экспрессию матриксных металлопротеиназ (ММП)-1/-2/-9/-12 
в створках эксплантированных по причине дисфункции эпоксиобработанных 
биопротезов клапанов сердца (БП), выявить возможные пути накопления ука-
занных ферментов в ксенотканях имплантатов.
Материал и методы. Исследовано 19 створок от 7 БП, удаленных из 
митральной или аортальной позиций в ходе операций репротезирования. 
Срезы тканей для микроскопии подготавливали с помощью криотома. Типиро-
вание клеток и выявление экспрессии ММП-1/-2/-9/-12 в образцах проводили 
с применением иммуногистохимического окрашивания антителами против 
PTPRC/CD45, CD68, миелопероксидазы и соответствующих ММП. Анализ 
образцов с иммуногистохимическими окрасками осуществляли методом све-
товой микроскопии. 
Результаты. В 17 изученных створках от 6 эксплантированных БП выявлены 
спорадичные клеточные инфильтраты, состоящие из макрофагов (PTPRC/
CD45

+
, CD68

+
). Положительная окраска на ММП-1/-2/-9/-12 была солокализо-

вана с инфильтратами иммунных клеток. Также окраску на ММП-9 наблюдали 
и в отсутствии клеточной инфильтрации. Перикардиальный БП, удалённый 
из-за тромбоза через 2 дня после имплантации, не показал признаков макро-
фагальной инфильтрации или экспрессии ММП в ксенотканях, но образовав-
шийся на его поверхности тромб демонстрировал окрашивание на ММП-9 
и включал большое количество нейтрофилов, положительных в отношении 
миелопероксидазы.
Заключение. Макрофаги и другие иммунные клетки, инфильтрирующие ксе-
ноткани эпоксиобработанных БП, являются источниками ММП-1/-2/-9/-12. 
Кроме того, ММП-9 может диффундировать в створки БП из плазмы крови 
пациентов. Депонирование ММП в протезном ксенобиоматериале может спо-
собствовать разрывам и кальцификации створчатого аппарата БП, приводя 
к развитию дисфункции имплантатов.

Ключевые слова: биопротезы клапанов сердца, структурная дегенерация 
клапана, клеточная инфильтрация, матриксные металлопротеиназы.
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Expression of matrix metalloproteinases 1, 2, 9, 12 in xenogenic tissues of epoxy-crosslinked 
bioprosthetic heart valves explanted due to dysfunction

Kostyunin A. E., Glushkova T. V.

Aim. To study the expression of matrix metalloproteinases (MMPs) 1, 2, 9, 12 
in the leaflets of epoxy-crosslinked bioprosthetic heart valves (BHVs) explanted 
due to dysfunction and to study the possibility to accumulate these enzymes 
in xenogenic tissues.
Material and methods. We examined 19 leaflets of 7 mitral and aortic BHVs 
removed during re-replacement. Tissue sections for microscopy were prepared 
using a cryotome. Сellular typing and detection of MMP 1, 2, 9, 12 expression 
in samples were performed using immunohistochemical staining with antibodies 
to PTPRC/CD45, CD68, myeloperoxidase, and the corresponding MMPs. Analysis 
of samples was performed by light microscopy.
Results. In 17 studied leaflets from 6 explanted BHVs, sporadic infiltrates consisting 
of macrophages (PTPRC/CD45

+
, CD68

+
) were revealed. A positive staining for MMP 

1, 2, 9, 12 was colocalized with immune cell infiltrates. Also, positive staining was 
observed without cell infiltration. The pericardial BHV removed due to thrombosis 2 
days after implantation did not show signs of macrophage infiltration or MMP 

expression in xenogenic tissues, but the thrombus stained positive for MMP-9 and 
included a large number of neutrophils positive for myeloperoxidase.
Conclusion. Macrophages and other immune cells infiltrating xenogenic tissues 
of epoxy-crosslinked BHV are sources of MMPs 1, 2, 9, 12. In addition, MMP-9 can 
diffuse into BHV leaflets from the blood plasma of patients. The deposition of MMP 
may contribute to rupture and calcification of the leaflets leading to the implant 
dysfunction.

Key words: bioprosthetic heart valves, structural valve degeneration, cell infiltra-
tion, matrix metalloproteinases.
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Сегодня протезирование клапанов сердца явля-
ется основным способом радикального лечения кла-
панных пороков [1, 2]. Ежегодно в мире выполняют 
>200 тыс. таких операций и  согласно прогнозам 
к 2050г их количество возрастёт до 850 тыс., что обу -
словлено демографическим старением населения 
развитых стран, сопровождаемым ростом распро-
странённости заболеваний клапанного аппарата серд  ца 
[3]. Для замены поражённых нативных клапанов 
чаще всего используют механические или ксеноген-
ные биопротезы клапанов сердца (БП). Последние 
изготавливают из тканей животного происхождения, 
стабилизированных глутаральдегидом (ГА) или эпо-
ксисоединениями [4]. Оптимальные гемодинамиче-
ские показатели и  низкая тромбогенность выгодно 
отличают биологические заменители от механиче-
ских [1, 2], однако даже современные БП подвержены 
структурной дегенерации в  течение 10-15 лет после 
имплантации, что резко ограничивает их использова-
ние в хирургической практике [5].

Процессы, стоящие за структурной дегенерацией 
БП, изучены слабо. Данные современных исследова-
ний дают основание предполагать, что в  их основе 
могут лежать иммунозависимые механизмы, отчасти 
напоминающие те, что задействованы при отторже-
нии трансплантатов донорских органов и  развитии 
атеросклеротического поражения сосудов [6, 7]. Ре зуль  - 
таты ряда оригинальных исследований демонстри-
руют присутствие в створках эксплантированных ГА-
обработанных БП плотных макрофагальных инфиль-
тратов, солокализованных с  участками дегенериро-
вавшей биоткани [8, 9]. Показано, что инфиль три- 
рующие БП клетки продуцируют матриксные метал-
лопротеиназы (ММП) [8, 9]. Последние представ-
ляют собой цинк-зависимые протеолитические фер-
менты, катализирующие расщепление фибрилляр-
ных белков внеклеточного матрикса (ВМ), таких как 
коллагены и эластин [10]. Потенциально, депониро-
вание ММП в тканях функционирующих БП может 
способствовать структурному разрушению протез-
ного ксенобиоматериала и  развитию гемодинамиче-
ски значимой обструкции или регургитации клапана, 
обусловленных кальцификацией или разрывом створ -
чатого аппарата. Данные in vivo экспериментов, сви-
детельствующие о  том, что эластолиз способствует 
кальцификации биологической ткани [11], подтвер-
ждают это предположение. Также высокие уровни 

ММП-2 и особенно ММП-9 отмечены в тканях ГА-
обработанных БП, эксплантированных по причине 
разрывов створок [9]. 

Несмотря на потенциально важную роль ММП 
в  развитии структурной дегенерации БП, изучению 
экспрессии ферментов этой группы в тканях имплан-
татов было посвящено ограниченное количество 
исследований [8, 9]. Полный спектр ММП, присут-
ствующих в ксенотканях БП, до сих пор неизвестен. 
Возможные пути их накопления в  протезных створ-
ках также плохо изучены. Данные по наличию ММП 
и их роли в процессах дегенерации эпоксиобработан-
ных БП в  доступной литературе отсутствуют. Таким 
образом, целью настоящего исследования стала 
оценка экспрессии ММП-1/-2/-9/-12 в  ксенотканях 
эксплантированных по причине дисфункции эпо-
ксиобработанных БП и  выявление связанных с  ней 
закономерностей. Выбор ММП перечисленных ти -
пов обусловлен тем, что они являются наиболее 
изученными ферментами рассматриваемого семей-
ства, ответственными за патологическое ремодели-
рование ВМ створок поражённых нативных клапа-
нов сердца [12].

Материал и методы
Материалом для настоящего исследования послу-

жили эпоксиобработанные БП (ЗАО “НеоКор”, Рос-
сия), удалённые из митральной или аортальной пози-
ций у  7 пациентов в  ходе операций репротезирова-
ния, выполненных в  2019-2020гг. Всего исследовано 
19 створок от 7 эксплантированных БП. Среди 
последних 4 образца были представлены ксеноаор-
тальными БП (модели “КемКор” (n=2) и “ПериКор” 
(n=2)), 3 — перикардиальными (модели “ЮниЛайн” 
(n=2) и “ТиАра” (n=1)). Средний возраст пациентов 
при первичных хирургических вмешательствах соста-
вил 57±11 лет. Средний срок функционирования 
БП  — 12±8 лет, за исключением перикардиального 
БП, иссечённого через 2 дня после имплантации 
из-за тромбоза. Исследование было одобрено локаль-
ным этическим комитетом. БП использовали с учётом 
наличия подписанного добровольного информиро-
ванного согласия пациентов. 

Полученный при реоперациях материал после 
макроскопического анализа замораживали при тем-
пературе -140 С. Для изучения клеточной инфиль-
трации протезных ксенотканей и  экспрессии в  них 
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срезов в  проточной воде (5 мин), их обезвоживание 
в трех сменах 95% этанола (по 5 мин) и просветление 
в 3 сменах ксилола (по 5 мин), с последующим заклю-
чением под покровное стекло (Витрогель, БиоВит-
рум). 

Анализ образцов с иммуногистохимическими ок -
расками осуществляли с  использованием светового 
микроскопа AxioImager.A1 (Zeiss, Германия), обработ-
 ку изображений производили с помощью программы 
AxioVision (Zeiss, Германия).

В качестве контроля использовали интактные 
эпоксиобработанные ксеноткани: створки аорталь-
ного клапана свиньи и бычий перикард, приобретён-
ные у  ЗАО “НеоКор” (Кемерово, Россия). Также на 
каждом стекле выделяли по одному срезу с  отрица-
тельным контролем первичного и  вторичного анти-
тел.

Результаты
Макроскопическое описание эксплантированных БП. 

Включенные в  исследование ксеноаортальные БП 
имели признаки первичной тканевой несостоятель-
ности в  виде отрывов створок в  области комиссур, 
перфораций и  кальцификации. Причиной репроте-
зирования для данных БП являлась регургитация. 
Стоит отметить, что кальцификаты были незначи-
тельного размера, без формирования стенозируещего 
эффекта для всех изученных БП. Отмечена фиксация 
створок паннусом со стороны выводных отделов 
с некоторым ограничением их подвижности. 

Ксеноперикардиальные БП не имели признаков 
разрывов и  перфораций створок, в  одном из трёх 
протезов отмечена незначительная кальцификация. 
В одном случае причиной реоперации послужил ран-
ний тромбоз БП.

Характеристика клеточной инфильтрации ксенотка-
ней БП. Инфильтрация протезного ксенобиоматери-
ала клетками реципиента выявлена в  17 створках, 
взятых от 6 эксплантированных БП, функциониро-

ММП, с помощью криотома Microm HM 525 (Thermo 
Scientific, Германия) были подготовлены серийные 
срезы толщиной 7±1 мкм, помещённые на предмет-
ное стекло по 4-6 штук. При изготовлении срезов от 
каждого БП использовали центральную часть 2-3 
створок от основания до свободного края, а  также 
участки с  дегенеративными изменениями. Перед 
окрашиванием срезы 10 мин фиксировали при ком-
натной температуре 4% параформальдегидом с после-
дующей трехкратной отмывкой (по 5 мин) в  фос-
фатно-солевом буфере (ФСБ) (pH 7,4) на шейкере 
(Polymax 1040, Heidolph, 25 об./мин). Типирование 
клеток (маркеры: PTPRC/CD45, CD68 и  миелопе-
роксидаза) и  выявление ММП-1/-2/-9/-12 произво-
дили посредством ручного иммуногистохимического 
окрашивания, для чего использовали соответствую-
щие первичные антитела (Abcam PLC, Великобрита-
ния) (табл.  1). Иммуногистохимическую реакцию вы  - 
полняли с  помощью набора NovoLink Polimer Detec-
tion System (RE7150-CE, Leica Microsystems Inc., США) 
согласно модифицированному протоколу производи-
теля. Сначала осуществляли блокировку эндогенной 
пероксидазы 4% раствором пероксида водорода (Pe -
roxidase Block) в течение 5 мин. Далее срезы дваж  ды 
отмывали в  ФСБ и  блокировали неспецифическое 
связывание антител 0,4% солевым раствором казеина 
со вспомогательными реагентами (Protein Block) 
в  течение часа. Первичные антитела разводили 
согласно протоколу производителя в 1% солевом рас-
творе бычьего сывороточного альбумина, применяе-
мые разведения указаны в таблице 1. Срезы инкуби-
ровали с антителами 20 часов в закрытом коробе при 
+4 C. Далее срезы трижды отмывали в ФСБ и 30 мин 
инкубировали с  противокроличьими антителами 
(Novolink Polymer). После трехкратной отмывки 
в ФСБ срезы 2 мин обрабатывали 0,087% раствором 
диаминобензидина. Затем срезы отмывали бидистил-
лированной водой и  помещали в  гематоксилин (из 
набора) на 10 мин. Далее производили подсинение 

Таблица 1
Первичные антитела, использованные в исследовании

Антигены использованных 
антител

Каталожные номера 
антител

Назначение Применяемое 
разведение

CD45 ab10558 Детекция PTPRC/CD45 (пан-лейкоцитарный маркер). Выявление иммунных клеток 
в БП.

1:3000

CD68 ab227458 Детекция CD68 (макрофагальный маркер). Оценка макрофагальной инфильтрации 
БП.

1:500

Миелопероксидаза ab208670 Детекция миелопероксидазы (маркер нейтрофилов). Оценка острого 
воспалительного ответа на БП. 

1:1500

MMП-1 ab52631 Детекция ММП-1/-2/-9/-12. Выявление экспрессии ММП в ксенотканях БП. 1:1000
MMП-2 ab92536
MMП-9 ab38898
MMП-12 ab52897

Сокращения: БП — биопротезы клапанов сердца, ММП — матриксные металлопротеиназы.
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вавших в течение 2,5-25 лет. В изученных образцах от  -
мечены спорадичные клеточные инфильтраты, лока-
лизованные преимущественно на поверхности или 
в разрыхлённых предповерхностных слоях ксеноген-
ного ВМ вблизи основания створок. Бóльшая кле-
точная инфильтрация отмечена со стороны вывод-
ного отдела. В свою очередь, не обнаружено призна-
ков инфильтрации клеток реципиента в двух изучен-
ных створках, взятых от перикардиального БП, уда-
лённого из-за тромбоза через 2 дня после им  - 
плантации. При этом отмечено присутствие боль-
шого числа клеток в  составе тромба, сформирован-
ного на поверхности створчатого аппарата указан-
ного БП. Агрессивная клеточная инфильтрация, свя-
занная с  проникновением клеток вглубь ксенобио- 
материала, выявлена только в створках ксеноаорталь-
ных БП, при наличии в образцах крупных кальцифи-
катов, перфораций или участков с выраженным раз-

волокнением ВМ, вблизи которых и были сосредото-
чены значительные скопления клеток. 

По результатам иммуногистохимического окра-
шивания установлено, что большинство инфильтри-
рующих протезный ксенобиоматериал клеток экс-
прессируют PTPRC/CD45 и CD68 (рис. 1). В створках 
БП, функционировавшего в течение 2 дней, данные 
маркеры не выявлены, однако клетки в  тромбе ока-
зались положительны в  отношении миелоперокси-
дазы (рис.  2). Клеток, положительно окрашиваемых 
антителами против миелопероксидазы, в  других об   
разцах не выявлено. 

Экспрессия ММП в  ксенотканях эксплантирован-
ных БП. Иммуногистохимическое окрашивание сре-
зов антителами против ММП-1/-2/-9/-12 выявило 
присутствие исследуемых ферментов во всех створках 
БП, за исключением образцов, взятых от имплантата, 
функционировавшего в течение двух дней. Положи-

А

Б

В

Рис. 1. Результаты имунногистохимического окрашивания образцов на PTPRC/CD45 и CD68. Наиболее плотные клеточные инфильтраты отмечены в разрых-
лённых поверхностных слоях ВМ створок ксеноаортальных БП (А), тогда как в их толще присутствовали небольшие группы иммунных клеток, располагающиеся 
вблизи кальцинатов (Б). Не выявлено инфильтрации клеток реципиента вглубь ксенотканей перикардиальных БП: клеточные скопления присутствовали лишь на 
поверхности створок и имели слабое окрашивание на исследуемые маркёры (В).
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тельное окрашивание на ММП-1/-2/-12 отмечено 
исключительно вблизи клеточных инфильтратов, 
тогда как окраску на ММП-9 наблюдали как в соло-
кализации с  клетками, так и  в  бесклеточном ВМ 

(рис. 3). Важно отметить, что интенсивность окраски 
ММП-9 не зависела от наличия клеток реципиента 
в образцах и оставалась высокой даже при их полном 
отсутствии. Наиболее интенсивная окраска на 

Рис.  2. Имунногистохимическое окрашивание антителами против миелопероксидазы створок БП, удалённого через 2 дня после имплантации, показывает 
присутствие многочисленных нейтрофилов в составе тромба, образовавшегося на поверхности створок. В то же время клеток положительных на PTPRC/CD45 
и CD68 в данных образцах не выявлено.

Рис. 3. Результаты имунногистохимического окрашивания образцов на ММП-1/-2/-9/-12. ММП-1/-2/-12 солокализованы с клетками реципиента. Эта закономер-
ность отчётливо видна на примере как слабо, так и сильно инфильтрированных клетками створок ксеноаортальных (А) (Б) и ксеноперикардиальных (В) протезов. 
В свою очередь, окрашивание на ММП-9 почти не зависит от присутствия клеток в створках (А, Б и В). Это позволяет предположить, что основным источником 
ММП-9 в функционирующих БП являются не клетки, а плазма крови пациентов. Отсутствие экспрессии всех ММП в ксенотканях протеза, удалённого через 2 
дня после имплантации из-за тромбоза (Г), но интенсивное окрашивание тромботической массы на его поверхности антителами против ММП-9, подтверждает 
гипотезу о пропитывании протезных створок этим ферментом.
Сокращение: ММП — матриксные металлопротеиназы.

В

Г

Б

А



54

Российский кардиологический журнал 2020; 25 (10) 

54

ММП-9 отмечена для участков с  разрыхлёнными 
тканями, а  также для спонгиозного слоя створок 
ксеноаортальных БП (рис. 4). Створки ксеноаорталь-
ных БП окрашивались на ММП-9 интенсивнее та -
ковых ксеноперикардиальных БП. В  свою очередь, 
ксенобиоматериал БП, двое суток функционировав-
шего в  организме пациента, не показал экспрессии 
изучаемых ферментов, однако образовавшийся на его 
поверхности тромб демонстрировал положительное 
окрашивание на ММП-9.

Во всех контролях положительной окраски на 
PTPRC/CD45, CD68 и  миелопероксидазу, а  также 
ММП-1/-2/-9/-12, не выявлено.

Обсуждение
В целом результаты настоящего исследования 

хорошо согласуются с  данными, полученными дру-
гими авторами по ГА-обработанным БП [8, 9]. Окра-
шивание большинства клеток на маркеры PTPRC/
CD45 и  CD68 свидетельствует о  макрофагальной 

инфильтрации эпоксиобработанных имплантатов 
и указывает на их хроническое иммунное отторжение 
[7]. Створки БП, функционировавшего лишь 2 дня, 
не показали присутствия макрофагов, но содержали 
на своей поверхности тромботические массы с вклю-
чёнными в  их состав нейтрофилами, что свидетель-
ствует об остром воспалительном ответе, возникаю-
щем в первые дни при имплантации любого инород-
ного тела [13]. Опираясь на данные о  характере 
окрашивания образцов антителами против ММП 
можно сделать вывод, что главным источником 
ММП-1/-2/-12 являются макрофаги, тогда как 
ММП-9 в основном диффундирует из плазмы крови. 
Важно отметить, что тенденция, связанная с  нако-
плением ММП-9 из плазмы, для ксенотканей БП 
выявлена впервые. Различия в  интенсивности окра-
ски на ММП-9 могут свидетельствовать о  том, что 
для створок ксеноаортальных БП характерна более 
выраженная диффузия этого фермента по сравнению 
со створками ксеноперикардиальных БП. По-види-

БА

Рис. 4. Интенсивность окраски на ММП-9 связана с плотностью ксенотканей: чем матрикс более плотный и структурированный, тем слабее сигнал фермента. 
Это заметно при сравнении створок ксеноаортальных (А) и ксеноперикардиальных протезов (Б), особенно их наиболее интенсивно окрашенных участков (ниж-
ний ряд). В створках ксеноаортальных протезов интенсивнее всего на ММП-9 окрашивается самый рыхлый спонгиозный слой.
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мому, такая закономерность обусловлена более рых-
лой структурой ВМ фиксированных створок аорталь-
ного клапана свиньи, сформированной в  результате 
потери гликозаминогликанов, которые не стабилизи-
руются ГА и  диэпоксидными соединениями [14]. 
В свою очередь, бычий перикард сохраняет плотную 
структуру и  после обработки консервантами, что, 
вероятно, препятствует диффузии в  его толщу ве -
ществ из окружающих жидкостей. Примечательно, 
что ГА-обработанные ксеноперикардиальные БП 
чаще требуют замены из-за связанного с кальцифи-
кацией стеноза, тогда как ксеноаортальные более 
склонны к  разрывам створок [15]. В  настоящем ис -
следовании для эпоксиобработанных ксеноаорталь-
ных БП также были отмечены разрывы и  перфора-
ции створок, чего не наблюдали у  ксеноперикарди-
альных. Отчасти данная тенденция может быть объ-
яснена более интенсивным накоплением про тео- 
литических ферментов из плазмы крови тканями 
последних с последующим расщеплением коллагено-
вых волокон ВМ. Однако учитывая тот факт, что ста-
билизация ксеноматериала, используемого при про-
изводстве БП, подразумевает устойчивость к протео-
лизу, данная гипотеза требует экспериментального 
подтверждения. 

Ограничения исследования. Использованные в иссле-
довании ксеноаортальные и  ксеноперикардиальные 
БП не сопоставимы по срокам функционирования 
и причинам дисфункций. Первые функционировали 
15±6,5 лет, вторые — 4±2 лет. Таким образом, более 
агрессивная клеточная инфильтрация и  более выра-
женное окрашивание против ММП-9 створок ксено-
аортальных БП по сравнению с таковыми ксенопери-
кардиальных может являться следствием не структур-

ных различий их ВМ, а более сильного износа тканей, 
обусловленного большей продолжительностью пери-
ода функционирования. Для подтверждения полу-
ченных результатов необходимы дальнейшие иссле-
дования на сопоставимых выборках.

Заключение
В ксеногенных тканях эпоксиобработанных БП 

формируются спорадичные макрофагальные инфиль-
траты, являющиеся источниками матрикс-дегради-
рующих ферментов, в  частности, ММП-1/-2/-9/-12. 
При этом экспрессия ММП разных типов носит 
дифференциальный характер: ММП-1/-2/-12 лока-
лизуются исключительно вблизи скоплений клеток, 
тогда как высокие уровни ММП-9 могут быть детек-
тированы даже в  отсутствие клеточной инфильтра-
ции. Это наблюдение даёт основание предполагать, 
что ММП-9 диффундирует в  ксенобиоматериал из 
плазмы крови пациентов. Депонирование ММП 
в  ксенотканях БП потенциально способно ускорять 
разрушение фибриллярных белков ВМ, способствуя 
кальцификации и/или перфорированию створок, что 
в конечном итоге ведёт к дисфункции клапанов. 

Отношения и деятельность. Исследование проведе-
 но в рамках комплексной программы фундаменталь-
ных научных исследований по фундаментальной теме 
НИИ КПССЗ № 0546-2019-0002 “Патогенетическое 
обоснование разработки имплантатов для сердечно-
сосудистой хирургии на основе биосовместимых 
материалов, с  реализацией пациент-ориентирован-
ного подхода с  использованием математического 
моделирования, тканевой инженерии и  геномных 
предикторов”.
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