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Досліджували активність протеолітичних ферментів, участь металопротеїназ (ММП) та їх 
тканинних інгібіторів (TIМП) за розвитку лужного опіку стравоходу 1-го та 2-го ступеня. Вияв-
лено підвищення вмісту TIМП у гомогенатах стравоходу після опікової травми (у середньому на 
31-56% залежно від ступеня опіку). Показано зниження активності серинових протеїназ за умов 
опіку 1-го ступеня на 15-ту, 21-шу добу на 35 та 18% відповідно, а 2-го ступеня ─ на 54 та 50%. 
Встановлено зниження ММП при опіку 1-го ступеня на 15-ту та 21-шу добу на 30, 19% відповідно, 
за умов хімічного опіку 2-го ступеня на 15-ту та 21-шу добу на – 30 і 37%. Отримані результати 
вказують на розвиток рубцевих змін за умов лужного опіку стравоходу. Подальше дослідження 
участі ММП та TIМП у процесі загоєння ран, є перспективним при створенні ефективних підходів 
для профілактики утворення післяопікових рубців стравоходу. 
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ВСТУП

За даними Всесвітньої організації охорони 
здоров’я відзначається стабільне зростання 
числа хімічних опіків стравоходу, що корелює 
зі збільшенням кількості порівняно доступ-
них технічних і побутових агресивних рідин 
[1]. Згідно зі статистикою основною групою 
ризику є діти від 1 до 3 років [2]. 

До ранніх наслідків хімічних опіків 
стравоходу належать набряк гортані, екзо-
термічний шок, кровотеча, некрози [3]. Проте 
основним результатом опікових уражень є 
формування рубців. Розвиток ранніх рубце-
вих змін починається вже з 3-го тижня після 
опікової травми [4]. Лише в 30% випадків 
загоєння ураження після хімічного опіку від-
бувається без рубцевих утворень, відповідно, 
у 70% пацієнтів формуються стійкі рубці [5]. 
Причиною розвитку рубцевих змін слизової 
шлунково-кишкового тракту є тривале та 
надмірне накопичення матриксних компо-
нентів. Так, формування фіброзу (рубців) 
супроводжується накопиченням колагену та 

морфологічними змінами тканини, що приз-
водить до порушення балансу між процесами 
синтезу та деградації компонентів екстраце-
люлярного матриксу (ЕЦМ). Наразі відомо, 
що утворення рубців спричинено надмірним 
синтезом колагену та зміною співвідношен-
ня металопротеїназ (ММП) та їх тканинних 
інгібіторів (ТІМП) [6]. 

У динаміці загоєння післяопікових ура-
жень клітинами cекретуються, активуються 
та функціонують різні ММП. Зазначені ен-
зими локалізуються в певних зонах ран, а їх 
активація припадає на різні періоди процесу 
загоєння [7]. Незважаючи на важливу роль, 
яку ММП відіграють у ремоделюванні по-
заклітинного матриксу, досліджень, присвя-
чених вивченню протеолітичної активності 
протягом перших трьох тижнів (або ранніх 
рубцевих змін) післяопікових ран стравоходу 
недостатньо. Наукові праці з цієї проблемати-
ки, в основному, зосереджені на досліджені 
або певних ММП, або їх інгібіторів тобто, не 
завжди комплексні [8].



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 572

Метою нашої роботи було визначення за-
гальної активності протеолітичних ферментів 
та ролі ММП у загоєнні післяопікових ран за 
умов розвитку лужного опіку стравоходу 1-го 
та 2-го ступеня. 

МЕТОДИКА

У дослідах використовували білих неліній
них статевонезрілих щурів (1-місячних) 
масою 90─110г (відповідають 3-4-річному 
віку дітей) із дотриманням загальних етич-
них принципів експериментів на тваринах, 
ухвалених Першим національним конгресом 
України з біоетики (вересень 2001 р.), інших 
міжнародних угод і національного законо-
давства в цій галузі. Тварин утримували 
на стандартному раціоні віварію. Їм експе-
риментально моделювали опік стравоходу 
розчином NaOH (10 і 20%) [9]. Гомогенати 
стравоходу для дослідження відбирали на 
1,7,15 та 21-шу добу, які відповідають стадіям 
опікової хвороби. Методом виведення тварин 
із досліду була цервікальна дислокація.

Електрофорез ензимом проводили у 
12%-му поліакриламідному гелі  , який був 
заполімеризований з 1 мг/мл желатину. Після 
електрофорезу додецилсульфат натрію вида-
ляли з гелю промиванням у 2,5%-му розчині 
тритону Х-100. Потім гель залишали в 0,05 
моль/л тріс-HCl-буфері (рН 7,4) упродовж 
12 год. Гель забарвлювали за допомогою 
Coomassi R-250 та ідентифікували зони 
протеолітичної активності за положенням 
незабарвлених плям [10].

Загальну активність протеїназ у зразках 
аналізували за визначенням казеїнолітичної 
активності з наступними модифікаціями. Для 
селективного дослідження активності ММП 
і серинових протеїназ до реакційної суміші 
(кінцева концентрація) додавали 0,2 моль/л 
етилендіамінтетраацетат натрію (ЕДТА) або 
0,2 моль/л фенілметилсульфоніл флуориду 
(ФМСФ) відповідно [11].

Вміст ТІМП-1 та ММП-1, ММП-2 виз-
начали методом імуноферментного аналізу 

[12]. Як антиген при цьому використовували 
солюбілізований білковий матеріал гомогена-
ту стравоходу щурів, розведений до концент-
рації білка 10 мкг/мл за допомогою 50 моль/л 
тріс-HCl-буфера (рН 7,4). Досліджувані 
зразки об’ємом 100 мкл інкубували в 96-лун-
ковому планшеті протягом ночі при 4ºС. Під 
час дослідження були використані первинні 
поліклональні антитіла («Santa Cruz», США), 
вторинні антитіла, кон’югованоні з перокси-
дазою хрону («Bio-Rad», США) та субстрат 
о-фенілендіамін перекису водню («Sigma», 
США). Вимірювання проводили при довжині 
хвилі 492 нм.

Статистичну обробку отриманих резуль-
татів здійснювали з використанням програми 
OriginLab 8.0. та TotalLab 2.01. Зміни показ-
ників вважали вірогідними при P < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Загоєння післяопікових ран є динамічним 
процесом і потребує балансу між механізма-
ми синтезу та деградації компонентів ЕЦМ. 
Його можна розділити на три основні етапи: 
запалення, формування нової тканини (реепі
талізація) та ремоделювання міжклітинного 
матриксу. Протеолітична деградація ЕЦМ є 
одним з ключових етапів загоєння опікових 
уражень (таких, як деградація матриксу, 
ангіогенез, міграція кератиноцитів і ремоде-
лювання позаклітинного матриксу) та забез-
печується протеолітичними ферментами [13]. 

Нами було визначено загальну протеолі
тичну активність гомогенату стравоходу за 
умов моделювання лужного опіку стравохо-
ду (рис. 1). Так, на 1-шу добу експерименту 
показано підвищення активності проте-
олітичних ферметів за умов розвитку 1-го та 
2-го ступеня опіку на 11 та 13% відповідно. 
Підвищення активності протеолітичних 
ферментів на 1-шу добу зумовлено пошкод-
женням клітин лугом і сприяє лізису некро-
тизованих тканин для очищення опікової 
рани. Отримані результати узгоджуються з 
даними вітчизняних і закордонних дослід-
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ників [14,15]. За умов моделювання лужного 
опіку 1-го ступеня на 7-му, 15-ту та 21-шу 
добу активність протеолітичних ферментів 
знижувалася на 23, 14 та 30% відповідно, 
2-го ступеня ─ на 50 та 42% на 15-ту та 21-
шу добу відповідно. 

До основних протеїназ, які беруть участь 
у процесі ремоделювання післяопікових ран, 
належать серинові та ММП. Нами було виз-
начено активність протеолітичних ферментів 
за наявності зазначених інгібіторів (рис.2). 
При розвитку хімічного опіку 1-го та 2-го 
ступеня на 1-шу добу активність ММП підви-
щувалась на 15 і 17%, на 15-ту та 21-шу добу 
відбувалось зниження на 30, 19% і на 30, 37% 
відповідно. Активність серинових протеїназ 
після моделювання опіку стравоходу 1-го 
ступеня підвищувалася на 1-шу добу на 30%, 
на 15-ту, 21-шу знижувалася на 35 та 18% від-
повідно. У разі опіку 2-го ступеня активність 
підвищувалася на 1-шу добу на 38%, на 15-ту, 
21-шу – знижувалася на 54 та 50%.

Таким чином, лужний опік стравоходу 1-го 
та 2-го ступеня супроводжувався зниженням 
загальної протеолітичної активності, в тому 
числі активності ММП і серинових протеїназ. 
Опік 2-го ступеня характеризувався більш 
суттєвим змінами досліджуваних ферментів. 
Слід зазначити, що репараційні процеси за 
умов опіку стравоходу починаються з 10-15-

ї доби, тому зниження активності основних 
протеолітичних ферментів, які беруть участь 
у ремоделюванні ЕЦМ, можуть призводити 
до надмірного рубцювання опікової рани 
після опіку стравоходу 2-го ступеня. 

Функціонування ММП при нормальних 
та патологічних загоєннях ран активно до-
сліджується [16, 17]. Разом з цим недостат-
ньо експериментальних та клінічних даних 
стосовно ролі ММП у загоєнні післяопікових 
ран саме стравоходу.

Нами було визначено вміст ММП-1 та 
ММП-2 у гомогенаті слизової оболонки стра-
воходу щурів після моделювання лужного 
опіку 1-го та 2-го ступеня (рис.3). Вміст ММП-
1 зростав протягом усього експерименту, мак-
симальне підвищення спостерігалося на 1-шу 
добу при опіку 1-го та 2-го ступеня на 287 та 
217% відповідно порівняно з контрольними 
значеннями. Вміст ММП-2 у гомогенатах 
стравоходу вірогідно підвищувався. Так, за 
умов лужного опіку 1-го ступеня він підвищу-
вався на 1-шу та 21-шу добу на 108 та 105% 
відповідно, при опіку 2-го ступеня ─ на 163 та 
153%. Слід зазначити, що за умов моделювання 
лужного опіку стравоходу 2-го ступеня, вміст 
ММП-2 був вищим протягом всього дослід-
ження, порівняно з опіком 1-го ступеня. 

Після травми MMП-1 синтезується ба
зальними кератиноцитами дистальних діля-

Рис. 1. Загальна протеолітична активність гомогенату стравоходу за умов експериментального моделювання лужного 
опіку 1-го (1) та 2-го (2) ступеня. *  P<0,05 відносно контролю
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нок епідермісу декількох типів опікових 
уражень (ранової інфекційні рани, хронічні 
виразки, післяопікові рани) [13]. Окрім того, 
автори опублікували дані, що показали участь 
ММП-2 та ММП-3 у загоєнні післяопіко-
вих ранах [18,19]. Варто вказати, що вміст 
ММП-2 зростає протягом 1-2-ї доби після 
пошкодження шкіри та зберігається на до-

сить високому рівні навіть за умов повного 
загоєння рани [18]. 

Аналіз ензимограми гомогенату стра-
воходу контрольних зразків і таких після 
моделювання опіку 2-го ступеня виявив 
білкові фракції з молекулярними масами 
75, 72, 57, 53 та 28 кДа. Білкова фракція з 
молекулярною масою 72 кДа, ймовірно, від-

Рис. 2. Активність серинових протеїназ (І) та металопротеїназ (ІІ) гомогенату стравоходу за умов експериментального 
моделювання лужного опіку 1-го та 2-го ступеня. *P<0,05 відносно контролю
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повідає ММП-2. Фракція з молекулярною 
масою 57 кДа може відповідати ММП-3 
(стромелізин-1), яка каталізує деградацію 
багатьох компонентів сполучної тканини, 
включаючи протеоглікани, колаген типів II, 
IV, IX і XI, ламінін і фібронектин. ММП-3 
секретується, як профермент і активуєть-
ся в природних умовах через обмежений 
протеоліз тканинними і плазматичними 
ендопептидазами [18]. 

Білкова фракція з молекулярною масою 
75 кДа, можливо відповідає MMП-8 (також 
відома, як нейтрофільна колагеназа). Цей 
фермент міститься в специфічних гранулах 
поліморфноядерних лейкоцитів (PMNs) у 
вигляді неактивного проферменту. ММП-
8 – ключовий фермент початкових етапів 
процесів руйнування ЕЦМ, особливо при 
патологічних запальних процесах. Benedict  
та співавт. встановили, що його вміст в 
уражених ділянках шкіри підвищується на 
4-ту добу ранового процесу більше ніж у 2 
рази порівняно з ММП-1 [20], що пов’язано 
з особливостями профілів синтезу MMП-8. 
У перші години після пошкодження шкіри 
нейтрофіли починають інфільтрувати тка-
нини рани, що триває впродовж усієї стадії 
запалення. Як відомо, ці клітини продукують 
численні цитокіни та білкові фактори, у тому 

числі і деякі протеїнази, зокрема ММП-8 
[17].

Виявлена білкова фракція з молекуляр
ною масою 53 кДа може відповідати MMП-
10, або стромеліназі-2, яка здатна розще-
плювати кілька білків, що беруть участь 
у ремоделюванні та загоєнні ран: колаген 
типів III і IV, желатин, нідоген, ламінін-1, 
еластин і протеоглікани. Активний фер-
мент здатен активувати про-MMП-1, -7, 
-8 і -9. Фракція з молекулярною масою 28 
кДа ймовірно відповідає ММП-7, однієї 
з найменших протеїназ, що складається з 
продомену та каталітичного домену. MMП-
7 синтезується в нормальних і стресованих 
епітеліальних клітинах [7]. 

Наразі відомо, що порушення процесу 
загоєння післяопікових ран (рубцювання) є 
причиною надмірного синтезу колагену, який 
спричинений дисбалансом у співвідношен-
ні ММП та ТІМП [21]. Dietmar та співавт. 
показали збільшення експресії TIMП-1 та 
ТІМП-2 в гіпертрофічній рубцевій тканині 
після опіків [17]. Очевидно, TIMП також 
має велике значення для патогенезу ранового 
процесу. 

Нами було визначено вміст інгібіторів 
ММП, TІМП-1, в гомогенатах стравоходу 
після моделювання 1-го та 2-го ступеня 

Рис. 4. Вміст тканинних інгібіторів металопротеїназ-1 у гомогенаті стравоходу за умов експериментального моделювання 
лужного опіку 1-го (1)та  2-го (2) ступеня. *  P<0,05 відносно контролю
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лужного опіку (рис.4). Так, протягом усього 
експерименту цей показник вірогідно зростав 
порівняно з контролем. Найвище значення 
спостерігали на 15-ту та 21-шу добу після 
моделювання опіку стравоходу 2-го ступеня. 
Значне підвищення вмісту ТІМП-1 за умов 
опіку 2-го ступеня та зниження активності 
протеолітичних ферментів на 21-шу добу 
експерименту може свідчити про розвиток 
рубцевих змін.  

Отже, лужний опік супроводжувався зни-
женням активності протеолітичних фермен-
тів гомогенату стравоходу. Показано участь 
ММП у загоєні післяопікових ран. Отримані 
результати, щодо підвищення вмісту ТІМП 
та зниження активності ММП гомогенату 
стравоходу свідчать про розвиток рубцевих 
змін за умов моделювання лужного опіку 
2-го ступеня.

T.V. Ishchuk, O. M Savchuk, Ya.B. Raetska,  
V.V. Vereschaka, L.I. Ostapchenko

FUNCTIONING PROTEASES IN THE 
ESOPHAGUS MUCOSA AFTER CHEMICAL 
BURNS

The main result of esophagus burn is the formation of scars, 
that caused by excessive synthesis of collagen and changes 
the balance of  metalloproteinases and their tissue inhibitors. 
It was studied the activity of proteolytic enzymes, participation 
of MMP (metalloproteinase) and their tissue inhibitors (TIMP) 
in alkali burns of the esophagus  1st and 2nd degrees. We have 
shown a significant increase of TIMP level in homogenate 
after alkali burns of the esophagus (an average of 31-56% 
depend on of burn degree). We observed a reduced activity 
of serine proteinase after 1st degree burns on 15th, 21st day 35 
and 18% respectively, after burns 2nd degree on 15th, 21st day 
54 and 50%. The decrease of activity MMP after 1st degree 
burns on 15th and 21st day 30, 19%, respectively, in conditions 
of chemical burns 2nd degree on 15th and 21st day 30, 37%. 
These data may indicate the development of scarring after 
burn simulation of 2nd degree. Further investigation of the 
MMP and TIMP in the process of wound healing can be useful 
in creating effective approaches to prevent formation of post 
scarring of the esophagus.
Keywords: caustic burns of the esophagus; matrix metal
loproteinases; tissue inhibitor of metalloproteinases.
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Т.В. Ищук, А.Н. Савчук, Я.Б. Раецкая,  
В.В. Верещака, Л.И. Остапченко

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ПРОТЕИНАЗ В 
СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ПИЩЕВОДА 
ПОСЛЕ ХИМИЧЕСКОГО ОЖОГА 

Исследовали активность протеолитических ферментов, 
участие металлопротеиназ (ММП) и их тканевых инги-
биторов (TIМП) в условиях развития щелочного ожога 
пищевода 1 и 2-й степени. Выявлено повышение содержа-
ния TIМП в гомогенатах пищевода после ожоговой травмы 
(в среднем на 31-56% в зависимости от степени ожога). 
Показано снижение активности сериновых пртеиназ при 
ожоге 1-й степени на 15-е, 21-е сутки на 35 и 18% соот-
ветственно, а при 2-й степени - на 54 и 50%. Установлено 
снижение активности ММП  при ожоге 1-й степени на 
15-е и 21-е сутки на 30, 19% соответственно, в условиях 
развития ожога 2-й степени на 15-е и 21-е сутки на 30 и 
37%. Полученные результаты указывают на развитие руб-
цовых изменений после моделирования ожога пищевода. 
Дальнейшее исследование участия ММП и TIМП в про-
цессе заживления ран, является перспективным в создании 
эффективных подходов для профилактики образования 
послеожоговых рубцов пищевода.
Ключевые слова: щелочной ожог пищевода; металлопро-
теиназы; тканевые ингибиторы металопротеиназ. 

УНЦ «Институт биологии», Киевского национального 
университета им. Тараса Шевченко. 
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