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Сегодня на долю сосудистой патологии приходится 
самая высокая заболеваемость, что обусловливает 

прогрессирующее повышение инвалидизации и леталь-
ности среди населения различных возрастных групп 
[1,4,10]. Мозговой инсульт в большинстве случаев явля-
ется конечной точкой прогрессирования разных видов 
сердечно-сосудистой патологии [2,3].
Один из наиболее эффективных методов лечения 

мозговых инсультов – тромболитическая терапия, на-
правленная на восстановление сосудистого русла. Од-
нако эффективность реперфузионной терапии напрямую 
зависит от длительности терапевтического окна: чем 
раньше больному введут тромболитические препараты, 
тем лучше будет эффект. В то же время не исключены 
осложнения, вызванные применением тромболитиче-
ских препаратов – вторичные геморрагии [5].

Существует ряд биологических маркеров, определе-
ние которых повышает точность прогноза возникно-
вения неблагоприятных клинических исходов и таких 
осложнений, как геморрагическая трансформация при 
ишемическом инсульте [11,12]. Матриксная металло-
протеиназа-9 (ММП-9) – один из основных маркеров, 
предикторов геморрагических трансформаций при всех 
патогенетических вариантах инсульта [7]. 
Количественное определение содержания ММП-9 в 

сыворотке крови возможно с применением метода твер-
дофазного иммуноферментного анализа, обладающего 
высокой чувствительностью и специфичностью. Одной 
из ведущих фирм-производителей тест-систем для 
определения этого маркера является компания Bender 
Medsystems (Австрия). Учитывая, что длительность 
исследования согласно инструкции, прилагаемой к 
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C целью модификации стандартной методики определения матриксной металлопротеиназы-9 для раннего прогнозирования 
геморрагических осложнений мозгового ишемического инсульта обследовали 88 больных. Концентрацию матриксной метал-
лопротеиназы-9 в сыворотке крови определяли по стандартной методике, заявленной в инструкции, прилагаемой к набору 
реагентов, и по модифицированной методике (увеличение температуры инкубации до 37–38ºС (при постоянном встряхивании) 
и сокращение времени каждой инкубации вдвое). Установлено, что модифицированная методика определения матриксной ме-
таллопротеиназы-9 может использоваться в прогнозировании возникновения вторичных геморрагических осложнений, а также 
для определения целесообразности и безопасности применения тромболитической терапии. Если концентрация матриксной 
металлопротеиназы-9 по модифицированной методике определения ниже 39,7 нг/мл, процент вторичных геморрагических 
осложнений будет минимален. Сокращение времени проведения анализа расширяет границы использования тромболитической 
терапии во время кратковременного терапевтического окна в острой стадии ишемического инфаркта.

Порівняльна характеристика методів визначення маркера запалення матриксної металопротеїнази-9
К. В. Баранова,  А. В. Абрамов,  В. І. Дарій
З метою модифікації стандартної методики визначення матриксної металопротеїнази-9 для раннього прогнозування гемо-

рагічних ускладнень мозкового ішемічного інсульту обстежили 88 хворих. Концентрацію матриксної металопротеїнази-9 у 
сироватці крові визначали за стандартною методикою, що заявлена в наданій до набору реагентів інструкції, і за модифікованою 
методикою (підвищення температури інкубації до 37–39ºС (при постійному струшуванні) і скорочення часу кожної інкубації 
вдвічі). Виявили, що модифіковану методику визначення матриксної металопротеїнази-9 можна використовувати в прогнозу-
ванні виникнення вторинних геморагічних ускладнень, а також для виявлення доцільності та безпечності застосування тром-
болітичної терапії. Коли концентрація матриксної металопротеїнази-9 за модифікованою методикою визначення менша ніж 
39,7 нг/мл, та відсоток вторинних геморагічних ускладнень буде мінімальним. Скорочення часу здійснення аналізу розширює 
межі використання тромболітичної терапії під час короткочасного терапевтичного вікна в гострій стадії ішемічного інфаркту.
Ключові слова: інсульт, матриксна металопротеїназа-9.
Патологiя. – 2014. –  №3 (32). – С. 111–114

Comparative characteristic of methods for determining the infl ammation marker matrix metalloproteinase-9
E. V. Baranova, A. V. Abramov, V. I. Dariy
Aim. We examined 88 patients with stroke, for whom the determination of the concentration of matrix metalloproteinase-9 (MMP-

9) in serum was carried out by standard methods declared in instructions supplied with the reagents kit, and by the modifi ed methods.
Results.  It was determined that the modifi ed methods of determining the MMP-9 can be used in predicting the occurrence of second-

ary hemorrhagic complications and to determine the feasibility and safety of thrombolytic therapy. 
Conclusion. If the concentration of MMP-9 by the modifi ed methods of determining is below 39,7 ng/ml, the percentage of secondary 

hemorrhagic complications is minimal.
Key words: Stroke, Matrix Metalloproteinase-9.
Pathologia. 2014; №3 (32): 111–114
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тест-системе, составляет не менее 4 часов, промежуток, 
отведенный на транспортировку больного в лечебное 
учреждение и проведение компьютерной томографии, 
занимает много времени, а рекомендуемое терапевтиче-
ское окно для внутривенного введения рекомбинантного 
тканевого активатора плазминогена составляет первые 
4,5 часа от начала ишемического инсульта [8,9] (способ-
ствуют лучшему функциональному исходу заболевания 
[6]), возникает необходимость поиска возможности со-
кращения времени проведения анализа. Так как своев-
ременность определения уровня ММП-9 имеет большое 
значение для корректировки схемы проводимой терапии, 
появляется необходимость значительного сокращения 
продолжительности анализа при использовании этой 
тест-системы. 
Цель работы
Модификация стандартной методики определения 

ММП-9 для раннего прогнозирования геморрагических 
осложнений мозгового ишемического инсульта.
Пациенты и методы исследования
Под наблюдением находили 88 больных мозговым 

инсультом: 65 пациентов с ишемическим инсультом, 
4 – с геморрагическим инсультом, у 19 больных диа-
гностирован ишемический инсульт с геморрагической 
трансформацией; 15 пациентов с дисциркуляторной 
энцефалопатией составили группу сравнения. Среди 
больных 55 (62,5%) мужчин и 33 (37,5%) женщины; 
средний возраст – 63±1,06 года. 
Больным проведено комплексное неврологическое, 

инструментальное (ультразвуковая допплерография 
сосудов головы и шеи, компьютерная томография го-
ловного мозга с вычислением объема очага поражения 
по формуле эллипсоида (V = 0,52 × А × В × С)) и 
лабораторное обследования. Количественное опреде-
ление ММП-9 осуществляли методом твердофазного 
иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием 
тест-системы Bender Medsystems (Австрия). Реагенты 
для анализа готовили согласно инструкции фирмы-
производителя тест-системы. Образцы сыворотки 16 
пациентов исследованы как по стандартной методике, 
заявленной в прилагаемой к набору реагентов инструк-
ции, так и по модифицированной. 
Процедура анализа. Непосредственно перед началом 

анализа микропланшет промывали солевым буферным 
раствором. Далее в соответствующие микрострипы 
вносили аликвоту (100 мкл) стандартных растворов 
ММП-9 и образцов сыворотки, разбавленных рабочим 
буфером (1:10). Первую инкубацию осуществляли на 
шейкере в течение 2 часов при комнатной температуре 
+18–20ºС после внесения в каждую лунку по 50 мкл 
биотинового конъюгата. Вторую инкубацию проводили 
в течение 1 часа при температуре +18–20ºС с добавле-
нием в каждую лунку по 100 мкл раствора стрептави-
дин – пероксидазы. Модификация метода заключалась 
в увеличении температуры инкубации до 37–38ºС (при 
постоянном встряхивании) и сокращении времени 
каждой инкубации вдвое (на 1 час первой инкубации и 

Таблица 1
Количественно-процентное соотношение больных, 
у которых концентрации ММП-9 ниже 50 нг/мл

Характер инсульта
ММП-9

N %
Ишемический инсульт, n=65 20 30,8
Геморрагический инсульт, n=4 0 0

Ишемический инсульт с геморрагической 
трансформацией, n=19 0 0

Дисциркуляторная энцефалопатия 
(группа сравнения), n=15 8 53,3

Примечание: n – количество больных; N – количество боль-
ных, у которых концентрация ММП-9 ниже 50 нг/мл.

на 30 минут второй инкубации). Последующие этапы 
не модифицировали. Абсорбцию образцов измеряли 
на иммуноферментном анализаторе SirioS (Италия) 
при длине волны 450 нм против 620 нм. Результаты (в 
нг/мл) осуществляли автоматически с помощью соот-
ветствующего программного обеспечения и согласно 
калибровочной кривой. Во внимание также принимали 
коэффициент разведения образцов.
Таким образом, продолжительность процедуры 

анализа сокращалась на 1,5 часа. Воспроизводимость 
результатов исследования проверяли параллельным 
определением содержания ММП- 9 в одних и тех же 
образцах одновременно как по стандартной методике, 
так и по модифицированной.
Результаты исследования статистически обрабаты-

вали при помощи статистического пакета Statistica 6.0. 
Различия между показателями считали статистически 
значимыми при р<0,05. 
Результаты и их обсуждение
Учитывая, что уровень ММП-9 в сыворотке крови 

меняется при сосудистых нарушениях, установили 
значения ММП-9, в большинстве случаев сопрово-
ждающиеся нарушениями неврологического статуса 
или другими клиническими проявлениями. В связи с 
этим проведен комплексный анализ лабораторных и 
инструментальных исследований, установлено, что у 
большинства пациентов с мозговыми инсультами при 
проведении стандартной методики ММП-9 составляла 
более 50 нг/мл.
В результате анализа данных (табл. 1) отмечена за-

кономерность: у 20 из 65 больных ишемическим инсуль-
том (30,8%) и у 8 больных группы сравнения (53,3%) 
содержание ММП-9 в сыворотке крови было ниже 50 
нг/мл. Особенно важным считаем факт, что ни у одного 
из 19 больных ишемическим инсультом с геморрагиче-
ской трансформацией и из 4 больных геморрагическим 
инсультом показатель ММП-9 не был ниже 50 нг/мл. 

В таблице 2 представлены результаты, полученные 
по стандартной и модифицированной методикам опре-
деления ММП-9 у пациентов с мозговыми инсультами.
У 90% больных, сыворотку крови которых исследо-

вали по сокращенной до 2 часов методике, отмечены 
практически однонаправленные изменения результатов, 
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а именно их уменьшение. Показатели варьировали от 
0,4% до 47,2%, в среднем – 20,6%. В двух случаях ре-
зультаты сокращенного по времени исследования были 
выше, чем полученные по стандартной методике, – на 
17,8% и 39,6% соответственно. 
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Таблица 2 
Сравнительная характеристика методик 

определения матриксной металлопротеиназы-9

Стандартная методика 
(длительность 
определения 
3,5–4 часа), 
нг/мл, n=16

Модифицированная 
методика 

(длительность 
определения 2 часа) 

нг/мл, n=16

Разница 
показателей, 

%

80,2 44,4 -44,6
76,8 54,8 -28,6
39,4 29,4 -25,4
117,2 112,4 -4,1
101,4 74,8 -26,2
112,8 59,6 -47,2
96,4 113,6 17,8

130,4 72,4 -44,5
141,9 97,8 -31,1
84,1 57,2 -32,0
35,0 32,7 -6,6

138,7 94,4 -31,9
53,7 53,5 -0,4

125,5 79,3 -36,8
10,6 14,8 39,6
74,6 54,0 -27,6

Среднее:
 88,67±9,81

Среднее:
 65,32±7,25

Среднее: 
-20,6±6,00

Примечание: n – количество больных.

У всех 7 больных с геморрагическим компонентом 
инсульта (геморрагическим инсультом и ишемическим 
инсультом с геморрагической трансформацией), которые 
были набраны для сравнения двух методик, показатели 
ММП-9, определяемые по модифицированной методике, 
были выше 50 нг/мл, то есть не входили в интервал, вы-

численный нами для стандартной методики обследова-
ния. Показатель ММП-9 ниже 50 нг/мл, определяемый 
по модифицированной методике, отмечен у 4 больных с 
ишемическим поражением мозга (44,4%). Это дает право 
уже в двухчасовой период предполагать ишемический 
характер очага в дебюте заболевания или опасность 
геморрагических осложнений, а также оценить целе-
сообразность проведения тромболитической терапии. 
Однако эти выводы требуют большего количественного 
подтверждения.
Учитывая, что у больных с концентрацией ММП-9 

ниже 50 нг/мл отмечены только ишемические изменения 
(без геморрагических осложнений), а также принимая 
во внимание, что при сокращении времени методики 
(до 2 часов) практически во всех случаях установлены 
однонаправленные изменения в сторону уменьшения 
концентрации ММП-9 в среднем на 20,6%, есть основа-
ния полагать: если с применением модифицированного 
теста определения ММП-9 получено значение показа-
теля до 39,7 нг/мл, то угроза вторичных кровоизлияний 
– минимальна. Сокращение времени проведения анализа 
расширяет границы использования тромболитической 
терапии во время кратковременного терапевтического 
окна в острой стадии ишемического инфаркта.
Выводы
Модифицированную методику определения ММП-

9, сокращенную на 1,5 часа, можно использовать для 
наиболее раннего прогнозирования возникновения 
вторичных геморрагических осложнений, а также для 
определения целесообразности и безопасности приме-
нения тромболитической терапии. 
В случае, если концентрация ММП-9 по модифици-

рованной методике определения ниже 39,7 нг/мл, про-
цент вторичных геморрагических осложнений будет 
минимальным как у больных без проведения тромбо-
лизиса, так и у пациентов, которым проведен системный 
тромболизис. 
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