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Протеолітичні ферменти з холодоадаптованих антарктичних гідробіонтів (Sterechinus neumayeri 
та Odontaster validus) є перспективною основою для створення нових препаратів, що ефективно 
лікують гнійно-некротичні рани, оскільки вони здатні високоактивно руйнувати некротичні тканини 
інфікованих ран. Метою нашої роботи було оцінити вплив композиції на основі цих ферментів 
на динаміку загоєння та вміст цитокінів у сироватці крові 50 щурів із гнійно-некротичними 
ранами. Рани щурів дослідної групи обробляли гелевою композицією з очищеними протеолітичними 
ферментами антарктичних гідробіонтів. Визначали швидкість загоєння гнійно-некротичної рани 
шкіри щурів для оцінки динаміки процесу. Вміст про- та протизапальних цитокінів у сироватці крові 
досліджували методом імуноферментного аналізу на різних етапах загоєння (3, 6, 9, 14-та доба та 
повна епітелізація). Застосування композиції прискорило загоєння: повна епітелізація настала на 27-
му добу щодо 30 діб у контролі. Швидкість загоєння на 4–9 добу була у 8–13 разів вищою у дослідній 
групі. На 3-тю добу зафіксовано імуномодулюючий ефект: знизився вміст інтерлейкінів (ІЛ)-12, -6, 
фактора некрозу пухлин α та інтерферона-γ. У фазі проліферації підвищувався вміст ІЛ-8 та ІЛ-4, 
що свідчить про стимуляцію регенерації. Композиція на основі протеолітичних ферментів антарк-
тичних гідробіонтів забезпечує прискорене загоєння гнійно-некротичних ран внаслідок ефективного 
очищення рани та нормалізації цитокінового балансу. Це підтверджує значний біотехнологічний 
потенціал таких ферментів для нових протизапальних та ранозагоювальних препаратів.
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ВСТУП

Гнійно-некротичні рани залишаються акту-
альною та складною проблемою сучасної 
медицини та фармакології, спричиняючи 
значні економічні витрати та вражаючи ве-
лику частину населення [1, 2].

Повномасштабна військова агресія проти 
України значно збільшила кількість поране-
них із глибокими пошкодженнями тканин, 
інфекційними ускладненнями та гнійно-не-
кротичними процесами. Ця ситуація вимагає 

невідкладного впровадження ефективних 
терапевтичних стратегій для прискорення 
регенерації та зниження ризику ускладнень. 
Хронічні рани, ускладнені такими факто-
рами, як похилий вік, діабет чи системні 
захворювання, суттєво погіршують якість 
життя пацієнтів у фізичній та психосоціаль-
ній сферах [2, 3]. Основною перешкодою до 
загоєння є наявність некротичної тканини, 
яка перешкоджає регенерації та сприяє роз-
витку інфекції. Хоча хірургічне видалення 
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некрозу є сучасною клінічною нормою, його 
інвазивність може сповільнювати одужання. 
Тому існує потреба у м’якшому, нехірургіч-
ному методі очищення рани [4, 5]. Успішне 
загоєння залежить від підтримки оптималь-
них умов мікросередовища (належний рі-
вень вологості, pH-баланс, вміст кисню) [6]. 
Традиційні методи, такі як марлеві пов›язки, 
часто висушують рану та викликають біль 
при їхньому знятті [7]. Альтернативою є 
ферментативне очищення – застосування 
протеолітичних ферментних препаратів для 
видалення некротичних тканин [8]. Особли-
вий науковий інтерес являють собою проте-
олітичні ферменти, отримані з гідробіонтів 
(морське біорізноманіття), що є перспектив-
ним джерелом природних антиоксидантів та 
біоактивних пептидів. Ферменти, адаптовані 
до холоду й отримані з організмів, що меш-
кають в екстремальних умовах (наприклад, 
Антарктида), мають високу каталітичну 
ефективність при низьких температурах, 
зберігаючи при цьому активність при фізіо-
логічній температурі (37°C). Це робить їх 
ідеальними для біомедичного застосування. 
Завдяки наявності різних класів протеаз (ме-
талозалежні, серинові) вони ефективно очи-
щають рану від різних білкових забруднень. 
Важливо, що ці ферменти часто виявляють 
оптимальну активність при слаболужному 
pH (8,0–9,0), що збігається з показниками 
інфікованих та хронічних ран, забезпечую-
чи їхню ефективність на початкових етапах 
лікування [9].

Контроль тяжковиліковних запальних 
процесів, зокрема гнійно-некротичних ура
жень, є важливою проблемою сучасної ме
дицини. Ця складність часто пов’язана з на-
явністю бактеріальних біоплівок – структур, 
які формуються на поверхні та всередині 
ран і постійно провокують імунну відпо-
відь. Активуючи нейтрофіли та прозапальні 
макрофаги, вони  спричиняють небезпеч-
не накопичення запальних цитокінів [10]. 
Обмеженість класичних джерел ферментів 
зумовлює актуальність дослідження нових 

природних біологічно активних компонентів. 
Тому особливу увагу привертають ферменти, 
виділені з водних організмів. Вони станов-
лять перспективну основу для розробки 
сучасних дерматотропних препаратів із ком-
плексною дією. 

Метою нашого дослідження було оцінити 
вміст цитокінів у сироватці крові щурів з гній-
но-некротичними ранами при застосуванні 
композиції на основі ферментів, очищених 
з гідробіонтів – морського їжака Sterechinus 
neumayeri та морської зірки Odontaster validus.

МЕТОДИКА 

Дослідження проведено на 55 білих нелі
нійних щурах-самцях масою 200–250 г. 
Маніпуляції з тваринами проводили згідно 
з Європейською конвенцією про захист хре
бетних тварин, що використовуються для 
дослідних та інших наукових цілей та чинним 
законодавством і нормативно-правовими 
актами про поводження та експериментальні 
дослідження з лабораторними тваринами 
(Страсбург, 1986; Київ, 2001). Проведення 
експериментів було схвалено Комітетом з 
біоетики наукових досліджень Київського 
національного університету імені Тараса 
Шевченка (протокол № 4 від 30 липня 2024 
р.). Щурів утримували у віварії Навчально-
наукового центру «Інститут біології та 
медицини» Київського національного уні
верситету імені Тараса Шевченка за стан
дартних умов температурного режиму 
(21°С), освітлення (12/12 год), вологості та 
раціону харчування (повноцінний корм для 
лабораторних тварин К –12-4, «Різан-1», 
Україна), згідно зі «Стандартними правилами 
упорядкування, устаткування та утримання 
експериментальних біологічних клінік (віва
ріїв)». Усі больові маніпуляції проводили 
з використанням тілетаміну гідрохлориду  
(«Золетил 100», «Virbac», Франція) у дозі 15 
мг/кг (внутрішньоочеревинно) та ксилазину 
гідрохлориду («Ксила», «Interchemie», Нідер-
ланди) у дозі 20 мг/кг (внутрішньоочеревин-
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но). Тварини перебували в індивідуальних 
клітках упродовж всього експерименту. 

Щурів поділили на 3 групи. До 1-ї гру-
пи ввійшли здорові тварини (інтактні); до 
2-ї – щури з гнійно-некротичними ранами 
(контроль); до 3-ї – з гнійно-некротичними 
ранами, які обробляли композицією на ос-
нові ферментів з гідробіонтів (дослід). Гній-
но-некротичні рани моделювали підшкірним 
введенням 0,1 мл (10%) хлориду кальцію 
(CaCl2). Звертали увагу на стандартизова-
ність одержуваних ран, розміри яких не по-
винні були перевищувати 400 мм2. На 4-5-й 
день здійснювали некротомію уражених діля-
нок [11]. Для приготування композиції вико 
використовували фракції протеолітичних 
ферментів, очищені з гідробіонтів морського 
їжака Sterechinus neumayeri та морської зірки 
Odontaster validus. Для зручності нанесення, 
композицію готували у вигляді гелю, беручи 
за основу 0,6%-й карбопол («Carbopol 980»). 
Експеримент продовжували до повного заго-
єння ран, а саме до їх епітелізації. Тварин ви-
водили з експерименту дислокацією шийного 
відділу хребта на 3, 6, 9, 14-ту добу експери-
менту та після повної епітелізації рани (n = 5). 
Для подальших досліджень використовували 
сироватку крові, яку отримували з цільної 
крові без антикоагулянта. Кров залишали при 
+37ºС на 30 хв, потім чистою сухою скляною 
паличкою обережно відділяли згусток від сті-
нок пробірки для пришвидшення отримання 
сироватки і центрифугували протягом 15 хв за 
2500g. Зразки зберігали при -20°C до моменту 
використання.

Для оцінки динаміки гоєння рани фото
графували впродовж експерименту.  Для 
визначення площі ранової поверхні (S) 
фотографії переносили на комп’ютер, ка
лібрували та вимірювали площу ранового 
пошкодження за допомогою програми ImageJ 
(NIH, «США»). 

Швидкість загоєння ран вираховували за 
формолою: 

Vзаг. = (Sвихід. − Sдосл.) / n, 
де Sвихід. – початкова площа рани, Sдосл. – пло-

ща рани на відповідну добу експерименту, 
n – кількість днів експерименту.

Вміст цитокінів (інтерферон-γ, фактор 
некрозу пухлин α, інтерлейкіни (ІЛ)-4, 6, 
8, 12, 17, 18R β) визначали методом непря-
мого імуноферментного аналізу (ELISA) за 
стандартним протоколом [12]. У лунки мік-
ропланшета вносили по 100 мкл сироватки 
крові (попередньо розведеної 1:100 у 0,05 М 
тріс-HCl-буфері з 130 ммоль/л NaCl; pH 7,4) 
та інкубували з відповідними специфічними 
первинними антитілами («Santa Cruz», CШA). 
Після цього вносили вторинні антитіла, 
кон›юговані з пероксидазою хрону («Sigma-
Aldrich», США). Для появи кольорової 
реакції використовували о-фенілендіамін з 
додаванням H2O2; реакцію розвивали 7 хв у 
темряві при кімнатній температурі та зупиня-
ли додаванням 1,5 М H2SO4. Оптичну густину 
визначали при 492 нм. Результати виражали 
в умовних одиницях на 1 мг білка.

Статистичний аналіз результатів прово
дили методами варіаційної статистики в 
програмі Statistica 8.0. Для перевірки на 
нормальність використовували W тест Ша-
піро-Уілка. Оскільки наші вибірки мали 
нормальний розподіл, для оцінки значущих 
відмінностей застосовували критерій t 
Стьюдента. Результати представлено у 
вигляді М ± SD. Відмінності між групами 
вважались вірогідними при Р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Як видно з рисунка, після некротомії рани 
є набряклими, почервонілими та з ознаками 
некрозу. На 6–12-ту добу відбувається форму-
вання нової тканини та зменшується набряк, а 
на 21-шу добу після застосування композиції 
рана зменшилась в розмірі, з’являється тонка 
плівка епітелію, тоді як в групі тварин без 
нанесення гелю з ферментами, ще спос
терігається грануляційна тканина. На 27-му 
добу використання композиції на основі 
ферментів гнійно-некротична рана повністю 
загоїлася з формуванням невеликого рубця.
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Також нами було визначено динаміку 
загоєння гнійно-некротичної рани шкіри 
щурів на різних етапах ранового процесу 
(табл. 1). На 4–6-ту та 7–9-ту добу дослі-
дження рани після повсякденного нанесення 
композиції на основі ферментів швидкість 
загоєння була в 13,47 (Р ≤ 0,001) та 8,29  
(Р ≤ 0,01) раза більшою, ніж у групі без 
нанесення композиції. На 19–21-ту добу 
швидкість загоєння в дослідній групі тварин 
була більшою на 57,13% (Р ≤ 0,01) з повним 
загоєнням на 27-му добу. У групі тварин з 
гнійно-некротичними ранами повне загоєння 
було лише на 30-ту добу експерименту.

Таким чином, гнійно-некротичні рани, 
на які наносили композицію на основі фер
ментів, найкраще загоювалися на початку 
фази проліферації та ремоделювання. Фаза 
проліферації, характеризується збільшенням 
фібробластів, котрі сприяють міграції імун
них клітин до місця запалення, та колагену, 
що призводить до утворення грануляційної 
тканини [13]. У фазі ремоделювання поза
клітинний матрикс реструктурується, набу
ваючи вигляду здорової тканини, що спри
чинює утворення рубця. Цей процес регу
люється переважно міофібробластами та 
епітеліальними клітинами [14, 15]. Пош
кодження цілісності шкірних покривів 
ініціює каскад репаративних процесів, 
що регулюються взаємодією різних типів 

Таблиця 1. Швидкість загоєння (%) гнійно-некротичної рани шкіри щурів-самців на різних етапах ранового 
процесу (М ± SD, n = 5)

Доба дослідження Гнійно-некротичні рани 
Гнійно-некротичні рани та застосування 

композиції на основі ферментів
0–3 6,96 ± 0,44 3,76 ± 0,12*
4–6 0,63 ± 0,01 8,49 ± 0,80***
7–9 1,24 ± 0,54 10,28 ± 1,89**

10–14 10,22 ± 1,05 11,90 ± 1,12
15–18 11,64 ± 1,1 18,91 ± 2,21*
19–21 13,67 ± 1,73 21,48 ± 3,17**
22–27 16,37 ± 2,1   Повне загоєння
27–30 Повне загоєння

*Р ≤ 0,05, **Р ≤ 0,01, *** Р ≤ 0,001 порівняно зі значенням у групи тварин з гнійно-некротичними ранами.
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Гнійно-некротичні рани шкіри щурів (а), гнійно-
некротичні рани шкіри при застосуванні композиції на 
основі ферментів (б)
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клітин, факторів росту та біоактивних моле
кул. Прозапальні цитокіни забезпечують 
хемотаксис ефекторних клітин, зокрема 
поліморфноядерних лейкоцитів, моноцитів 
та макрофагів, до місця ушкодження. Після 
активації ці клітини посилюють секрецію 
медіаторів запалення, що створює позитив
ний зворотний зв’язок та підтримує необхід
ну інтенсивність запальної відповіді [16]. Тож 
наступним етапом наших досліджень було 
виміряти вміст цитокінів у сироватці крові 
щурів дослідних груп. Рани, зокрема гнійно-
некротичного типу, викликають запальну 
реакцію, яка супроводжується вивільненням 
різних цитокінів, а саме ІЛ-1β, ІЛ-6, ІЛ-
8, ІЛ-12, ІЛ-17, фактор некрозу пухлин α 
або інтерферон-γ, а також протизапальні 
цитокіни ІЛ-4, ІЛ-10 [17]. Запалення конт
ролюється балансом між цими про- та 
протизапальними медіаторами; одночасне 
вироблення протизапальних цитокінів може 
протидіяти ефектам прозапальних цитокінів 
і модифікувати інтенсивність запальної 
реакції. Неконтрольоване вивільнення про- 
та протизапальних цитокінів сприяє іму
нологічній дисфункції, що призводить до 
погіршення стану [17]. Якщо системний 
імунітет не в змозі відновити цілісність 
організму, порушення регуляції імунної 
системи може призвести до системного 
запалення та імунного паралічу [18].

Імунні фактори, зокрема цитокіни, є 
ключовими регуляторами гострого загоєння 
ран, але їхня дисрегуляція спричинює хроніч
не запалення та уповільнення відновлення 
тканин. Роль цитокінів залежить від фази 
загоєння та середовища рани (гостра чи 
хронічна) [19]. Фактор некрозу пухлин α є 
потужним прозапальним медіатором, який 
відіграє критичну роль на початкових етапах 
запалення, але стає патологічним фактором 
при хронічних ранах. Вивільняється тромбо
цитами під час дегрануляції разом з іншими 
прозапальними факторами (ІЛ-1α, IЛ-1β, 
IЛ-6), сприяючи мобілізації системи комп
лементу. Секретується кератиноцитами, 

посилюючи запальну відповідь. Зокрема, 
вивільнення фактора некрозу пухлин α туч
ними клітинами індукує вазодилатацію для 
покращення рекрутингу імунних клітин [20].

Вміст фактора некрозу пухлин α у групи 
щурів з гнійно - некротичними ранами, яким 
наносили композицію на основі ферментів, 
був меншим на 41,43% (Р ≤ 0,05) на 3-тю 
добу та більшим на 31,37% (Р ≤ 0,05) порів-
няно з групою без композиції на 14-ту добу. 
Також він був на 38,63% (Р ≤ 0,05)  меншим 
порівняно з інтактними тваринами на 3-тю 
добу експерименту (табл. 2). У щурів з гній-
но-некротичними ранами вміст інтерферо-
ну-γ був на 79,44% вищим, ніж в інтактних 
тварин (Р ≤ 0,05) на 3-тю добу (див. табл. 2). 
Вміст інтерферону-γ у групи щурів з гнійно-
некротичними ранами, яким наносили ком
позицію на основі ферментів, був також 
меншим на 46,52% (Р ≤ 0,05) 3-тю добу та 
більшим на 56,72% (Р ≤ 0,05) порівняно з 
групою без композиції на 14-ту добу. Фактор 
некрозу пухлин α та інтерферон-γ часто 
діють синергічно активуючи макрофаги, 
запускаючи каскад реакцій, спрямованих на 
знищення патогенів і очищення рани.

У гострій фазі рани цитокіни, такі як 
фактор некрозу пухлин α, ІЛ-1β, ІЛ-6 та 
ІЛ-8, ІЛ-12, ІЛ-17 забезпечують швидку та 
ефективну запальну відповідь, необхідну 
для очищення рани від патогенів. ІЛ-18Rβ є 
субодиницею рецепторного комплексу, який 
зв’язує ІЛ-18. Останній так само є потужним 
прозапальним цитокіном, структурно подіб-
ним до ІЛ-1. Вміст ІЛ-18Rβ був достовірно 
більшим, починаючи з 6-ї доби, в обох 
досліджуваних групах. ІЛ-18 діє синергічно 
з ІЛ-12, посилюючи відповідь Th1-клітин 
і стимулюючи вивільнення інтерферону-γ  
T- та NK-клітинами. Також сприяє вивільнен-
ню фактора некрозу пухлин α та хемокінів, 
підтримуючи запальну фазу [19].

Вміст ІЛ-6 був більшим на 94,83% (Р ≤ 0,05) 
на 3-тю добу у щурів з гнійно-некротичними 
ранами, а ІЛ-12 був підвищеним упродовж 
усього експерименту порівняно з групою 
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інтактних щурів. Вміст ІЛ-6 та ІЛ-12 був 
меншим 45,84% (Р ≤ 0,05) та 5 раза (Р ≤ 0,01) 
на 3-тю добу порівняно з групою тварин, 
яким на рани наносили дослідну композицію. 
Натомість вміст ІЛ-8 на 9-ту та 14-ту добу 
експерименту був більшим на 69,14% та 
41,72% (Р ≤ 0,05) відповідно (див. табл. 2). 
На 3-тю добу експерименту вміст ІЛ-8 змен-
шувався на 28,17% (Р ≤ 0,05) в обох дослі-
джуваних групах. На 3-тю добу експерименту 
вміст ІЛ-17 був меншим на 20,69% (Р ≤ 0,05)  
в групі тварин з гнійно-некротичними рана-
ми, яким наносили композицію, порівняно з 
інтактними щурами. Також він був меншим 
на 37,71% (Р ≤ 0,05)  та 43,08% (Р ≤ 0,05) в 
групі тварин з гнійно-некротичними рана-
ми на 3-тю добу та день повного загоєння 
відповідно. 

Протизапальні цитокіни (ІЛ-4, ІЛ-5, ІЛ-9, 
ІЛ-10 та ІЛ-13) викликають сильні гумо
ральні реакції беруть участь у захисті від 
позаклітинних паразитів [21]. Секреція ІЛ-4 
сприяє посиленій проліферації фіброблас
тів, відновленню тканин, ангіогенезу та 
утворенню рубця [22, 23]. У нашому дослід
женні він збільшувався, починаючи з 6-ї 
доби експерименту зі зростанням на 28,26% 
(Р ≤ 0,05) на 14-ту добу у щурів з ранами, 
яким наносили композицію на основі про
теолітичних ферментів, отриманих з гідро
біонтів морського їжака Sterechinus neumayeri 
та морської зірки Odontaster validus.

Загоєння ран є високорегульованим 
процесом, що включає фазу запалення, яка 
контролюється балансом та протизапальних 
цитокінів. При гнійно-некротичному ура
женні шкіри збільшується продукція про
запальних цитокінів, що призводить до 
тривалого, неконтрольованого запалення, 
руйнування позаклітинного матриксу і, 
як наслідок, до уповільнення загоєння 
[19]. Використання композиції на основі 
протеолітичних ферментів, отриманих з 
антарктичних гідробіонтів, імовірно, сприяє 
видаленню некротичних мас та фібрину, які є 
середовищем для бактерій та стимуляторами 

хронічного запалення. Прискорене очищення 
рани зменшує стимуляцію імунних клітин, 
що, також, знижує системну продукцію ІЛ-6, 
ІЛ-8, ІЛ-12 та TNF-α. Це сприяє швидшому 
переходу від запальної до проліферативної 
фази. Усунення бар’єра з некротичних тканин 
дає змогу протизапальним цитокінам (IЛ-4) 
ефективніше діяти в рановому ложі, що є 
важливим для проліферації фібробластів, 
ангіогенезу та епітелізації. Застосування 
композицій на основі протеолітичних фермен
тів антарктичних гідробіонтів (Sterechinus 
neumayeri та Odontaster validus) у щурів із 
гнійно-некротичними ранами прискорює 
швидкість загоєння та повну епітелізацію. 
Це прискорення загоєння є прямим наслідком 
успішного очищення рани та нормалізації 
цитокінового балансу.

ВИСНОВКИ

1. Застосування композиції на основі про-
теолітичних ферментів, очищених з антарк-
тичних гідробіонтів (Sterechinus  neumayeri 
та Odontaster validus), прискорює швидкість 
загоєння гнійно-некротичних ран шкіри щу-
рів, особливо на початку фази проліферації. 
Повна епітелізація в дослідній групі тварин 
відбулася на 3 доби раніше, ніж у тварин, 
яким не наносили композицію.

2. Композиція ефективно модулює запа-
лення на ранніх етапах (3-тя доба), системно 
знижуючи вміст прозапальних цитокінів, 
що прискорює перехід до проліферативної 
фази. У фазу ремоделювання (14-та доба) 
зростання вмісту IЛ-8 та фактора некрозу 
пухлин α свідчить про успішний запуск 
регенерації та формування грануляційної 
тканини. Збільшення вмісту IЛ-4 підтверд
жує посилену проліферацію фібробластів 
та прискорення епітелізації, нормалізуючи 
цитокіновий баланс.

3. Протеолітичні ферменти з антарк-
тичних гідробіонтів є високоефективним 
біотехнологічним засобом для лікуван-
ня гнійно-некротичних ран. Вони мають 
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значний потенціал для створення нового 
покоління дерматотропних препаратів, що 
є критично важливим в умовах збільшення 
кількості поранених із глибокими гнійно-
некротичними ускладненнями.
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Proteolytic enzymes from cold-adapted Antarctic hydrobionts 
(Sterechinus neumayeri and Odontaster validus) are a 
promising basis for the creation of new drugs that effectively 
treat purulent-necrotic wounds, as they are capable of highly 
active destruction of necrotic tissues of infected wounds. Our 
work aimed to evaluate the effect of a composition based on 
these enzymes on the healing dynamics and cytokine content 
in the blood serum of 50 rats with purulent-necrotic wounds. 
The wounds of the rats in the experimental group were treated 
with a gel composition containing purified proteolytic enzymes 
from Antarctic hydrobionts. The healing rate of purulent-
necrotic skin wounds in rats was determined to assess the 
dynamics of healing. The content of pro-inflammatory and 
anti-inflammatory cytokines in blood serum was determined 
by enzyme-linked immunosorbent assay at different stages 
of healing (3, 6, 9, 14 days and complete epithelialization). 
Using the composition accelerated the healing process, with 
complete epithelialization occurring on the 27th day, compared 
to 30 days in the control group. The healing rate on days 4-9 
was 8-13 times higher in the experimental group. On the 3rd 
day, an immunomodulatory effect was recorded: the levels of 
interleukins 12, 6, tumor necrosis factor α, and interferon γ 
decreased. In the proliferation phase, an increase in IL-8 and 
IL-4 was observed, indicating stimulation of regeneration.  

The composition based on proteolytic enzymes of Antarctic 
hydrobionts accelerated healing of purulent-necrotic wounds 
due to effective wound cleansing and normalization of cytokine 
balance. This confirms the significant biotechnological 
potential of these enzymes for new anti-inflammatory and 
wound-healing drugs.
Key words: purulent-necrotic wound; cytokine; proteolytic 
enzymes; marine hydrobionts.
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