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Реферат
Мета. Провести аналіз частоти поліморфних варіантів генів матриксної металопротеїнази 2-го типу (C-1306 T) та тка-
нинного інгібітора матриксної металопротеїнази 2-го типу (G303 A) у хворих із зовнішніми кишковими норицями та 
виявити її зв’язок з морфологічними змінами сполучної тканини. 
Матеріали і методи. У 24 пацієнтів із зовнішніми кишковими норицями, які лікувались у Національному інституті 
хірургії та трансплантології імені О. О. Шалімова впродовж 2016 - 2020 рр, проведені лабораторні, генетичні, гістоло-
гічні, імуногістохімічні та статистичні дослідження.
Результати. Генетичний аналіз поліморфізму генів матриксної металопротеїнази 2-го типу (C-1306 T) та тканинного 
інгібітора матриксної металопротеїнази 2-го типу (G303 A) дозволив визначити варіанти генотипів, асоційовані з ри-
зиком розвитку зовнішніх кишкових нориць. При імуногістохімічному дослідженні тканин з моноклональними ан-
титілами до -гладком’язового актину виявлено нерівномірну, вогнищеву експресію в клітинах гладком’язового дифе-
ренціювання та у фібробластах, а з моноклональними антитілами до колагену IV типу – помірну позитивну експресію 
в базальній мембрані судин, у гладком’язових клітинах м’язового шару стінки судин, у ділянках сполучної тканини.
Висновки. Зовнішні кишкові нориці в 1,5 разу частіше зустрічаються у носіїв гомозиготного GG генотипу гена тка-
нинного інгібітора матриксної металопротеїнази 2-го типу (G303 A) та майже вдвічі рідше у носіїв гетерозиготного GA 
генотипу - відповідно 25 і 40% (p=0,057). Носіїв мінорного гомозиготного АА генотипу серед пацієнтів із зовнішніми 
кишковими норицями не було виявлено, тоді як у контрольній групі їх кількість становила 10%. Імуногістохімічне до-
слідження тканин тонкої і товстої кишок з моноклональними антитілами до колагену IV типу та -гладком’язового ак-
тину виявило ознаки патологічного ремоделювання сполучної тканини.

Ключові слова: зовнішні кишкові нориці; поліморфізм генів матриксної металопротеїнази 2-го типу та тканинного ін-
гібітора матриксної металопротеїнази 2-го типу; імуногістохімічні маркери.

Abstract
Objective. To analyze the frequency of polymorphic variants of matrix metalloproteinase-2 (C-1306 T) and tissue inhibitors of 
metalloproteinase-2  (G303 A) genes in patients with enterocutaneous fistulas and to identify the connection with morphological 
changes of connective tissue. 
Materials and methods. The object of the study comprises 24 patients with enterocutaneous fistula who were treated in the 
Shalimov National Institute of Surgery and Transplantology during 2016-2020. Laboratory, genetic, histological studies and 
statistical analysis were performed.
Results. As a result of genetic and statistical analysis of the matrix metalloproteinase-2 (C-1306 T) and tissue inhibitors of 
metalloproteinase-2  (G303 A) gene single nucleotide polymorphisms, genotype variants have been identified that are associated 
with the risk of enterocutaneous fistula development. Immunohistochemical examination of tissues with monoclonal antibodies 
to -smooth muscle actin ( -SMA) revealed uneven, focal expression in smooth muscle differentiation cells and fibroblasts.  
Examination with monoclonal antibodies to Collagen IV there is a moderate positive expression in the basement membrane of 
blood vessels, in smooth muscle cells of the muscular layer of the vascular wall, in areas of connective tissue.
Conclusion. Enterocutaneous fistula is 1,5 times more common in carriers of homozygous GG genotype of the tissue inhibitors 
of metalloproteinase-2 (G303 A) gene and twice less common in heterozygotes GA (25% vs. 40%, p=0,057). Carriers of minor 
homozygotes of AA genotype in the group with enterocutaneous fistula were not detected, while a similar genotype in the control 
group was found in 10% of cases. Immunohistochemical examination of small and large intestine tissues with monoclonal 
antibodies to Collagen IV and -SMA revealed signs of pathological connective tissue remodeling.

Keywords: enterocutaneous fistula, matrix metalloproteinase-2, tissue inhibitors of metalloproteinase-2, gene polymorphism, 
immunohistochemical markers.

Зовнішні кишкові нориці (ЗКН) є тяжким ускладнен-

ням в абдомінальній хірургії, яке несе реальну загрозу для 

життя пацієнта. До цього часу хірургічна спільнота не має 

єдиної думки щодо причин розвитку ЗКН, лікувальної так-

тики у разі розвитку цього ускладнення. 

Кишкові нориці виникають у 1 – 2% пацієнтів, які пере-

несли операції на органах черевної порожнини, але вони 

створюють багато проблем як з хірургічної точки зору, так 

і з точки зору лікування самого хворого [1]. В англомов-

ній літературі найчастіше зустрічається проста та зруч-
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на класифікація, яка базується на анатомічних, функціо-

нальних (дебіт у мл/добу) та етіологічних характеристи-

ках кишкової нориці [2]. Існує класифікація, яка базуєть-

ся на етіології нориці: тип I (стравохідна, гастродуоде-

нальна), тип II (тонкокишкова), тип III (товстокишкова), 

тип IV (зовнішня нориця незалежно від походження) [3]. 

Післяопераційні кишкові нориці становлять 75 – 85% 

усіх кишкових нориць. Післяопераційне ускладнення у 

вигляді нориці найчастіше розвивається після онкологіч-

них операцій, втручань з приводу запальних захворювань 

кишок та гострої кишкової непрохідності [4].

Смертність у разі розвитку кишкових нориць у ранньо-

му післяопераційному періоді становить 16,5 – 57,5%, у 

гострому (несформовані кишкові нориці) – 20,0 – 80,0%, 

при високих тонкокишкових норицях – 82 – 90% [5]. 

Незважаючи на вдосконалення харчової та метаболіч-

ної підтримки, антимікробної терапії, поліпшення до-

гляду за ранами та вдосконалення операційної техніки, 

рівень смертності при цьому ускладненні залишається 

вкрай високим [3, 5]. 

У літературних джерелах практично немає публікацій 

про роль недиференційованої дисплазії сполучної тка-

нини в розвитку кишкових нориць. 

З огляду на майже не досліджену роль генетичної схиль-

ності у розвитку післяопераційних ускладнень, а саме ЗКН, 

ми поставили мету вивчити поліморфізм генів, що коду-

ють матриксну металопротеїназу 2–го типу (ММР–2) та 

тканинний інгібітор матриксних металопротеїназ 2–го 

типу (ТІМР–2) у даної групи хворих. Саме ці гени були ви-

брані невипадково – ми керувалися основними відоми-

ми патофізіологічними механізмами, які беруть участь у 

формуванні міжкишкових анастомозів [7], процесах заго-

ювання кишки після ятрогенних пошкоджень [8], форму-

ванні нориць при запальних захворюваннях кишок [9].

Проаналізувавши літературу, ми знайшли публікації 

про дослідження експресії матриксних металопротеїназ 

(ММР) та їх участь у ремоделюванні екстрацелюлярного 

матриксу при неспроможності швів анастомозів [10], за-

пальних захворюваннях кишок [11]. Є публікації про зв’я-

зок алельного поліморфізму гена теплового шоку HSP70–

2 та розвитку ЗКН [12]. Опубліковано дані про те, що тяж-

кий ступінь дисплазії сполучної тканини у хворих із киш-

ковими норицями є несприятливою прогностичною оз-

накою та у 1,6 разу збільшує смертність [13]. Проте публі-

кацій про дослідження генетичного поліморфізму ММР 

та їх регуляторів в аспекті розвитку ЗКН ми не знайшли.

Мета дослідження: провести аналіз частоти поліморф-

них варіантів генів MMP–2 (C–1306 T) та TIMP–2 (G303 A) 

у хворих із ЗКН та виявити зв’язок з морфологічними змі-

нами сполучної тканини. 

Матеріали і методи дослідження
Об’єктом проспективного дослідження були 24 пацієн-

ти із ЗКН (основна група), які лікувались у Національному 

інституті хірургії та трансплантології імені О. О. Шалімова 

впродовж 2016 – 2020 рр. Для оцінки поліморфізму ге-

нів у популяції обстежено 80 практично здорових людей 

(контрольна група). Досліджувані групи були порівнянні 

за віком і статтю пацієнтів. 

Генетичні дослідження проводили в лабораторії відді-

лу загальної та молекулярної патофізіології Інституту фі-

зіології імені О. О. Богомольця НАН України. Букальний 

епітелій забирали з використанням букальних щіток та 

наступним заморожуванням зразків і їх зберіганням при 

температурі –20 °С. ДНК для генотипування екстрагува-

ли із зразків, використовуючи набори DiatomTM Prep 200 

(Лабораторія Ізоген, Москва, Росія) відповідно до прото-

колу виробника. 

Методом ПЛР у режимі реального часу досліджували 

поліморфізм таких генів: C–1306 T (MMP2), rs243865 та 

G303 A (TIMP2), rs9900972. Реакції ампліфікації проводили 

з використанням 7500 Fast Real–time PCR System (Applied 

Biosystems, США), у кінцевій реакції об’ємом 20 мкл мі-

стилися 2–кратний TaqMan Universal Master Mix (Applied 

Biosystems, США), TaqMan Assay C_1792560_10 і матрич-

на ДНК. Ампліфікація фрагментів генів складалася із ста-

дії денатурації при 95 °С протягом 20 с і 40 циклів амплі-

фікації при 95 °С протягом 3 с і при 60 °С протягом 30 с. 

Аналіз даних проводився із застосуванням програмного 

забезпечення 7500 Fast Real–Time PCR Software (Applied 

Biosystems, США).

Морфологічні дослідження були проведені на кафедрі 

патологічної та топографічної анатомії Національної ме-

дичної академії післядипломної освіти імені П. Л. Шупика. 

Для оцінки особливостей і властивостей сполучної тка-

нини було проведено гістологічне та імуногістохіміч-

не (ІГХД) дослідження тканини тонкої та товстої кишок. 

Гістологічні зрізи товщиною 3 – 4 мкм забарвлювали ге-

матоксиліном і еозином, пікрофуксином за Ван Гізоном, 

за Массоном (Masson Trichrome Kit 87019), проводилась 

ШИК–реакція. 

Використано систему детекції Master Polymer 

Plus Detection System (Peroxidase), хромоген ДАБ 

(Masterdiagnostica, Гранада, Іспанія). Для проведення ІГХД 

використано такі маркери (Thermo Scientific, США): мо-

ноклональні антитіла (МАТ) до кологену IV типу (clone 

CIV22), –гладком’язового актину – –SMA (clone CIV22). 

Експресію маркерів оцінювали за наявністю характер-

ного коричневого забарвлення клітин різного ступеня 

інтенсивності згідно з візуально–аналоговою шкалою. 

Інтенсивність експресії оцінювали від 0 (відсутня) до +++ 

(виражена) [14].

Мікроскопічне дослідження та фотографування прово-

дили з використанням світлооптичних мікроскопів ZEISS 

(Німеччина) з системою обробки даних «AxioImager. A2» 

при збільшенні об’єктивів 5, 10, 20, 40, бінокулярної 

насадки 1,5 та окулярів 10 з камерою ERc 5s. та з системою 

обробки даних PrimoStar з камерою Axiocam105color. 

Основну частину статистичного аналізу було проведе-

но з використанням програм Statistica 7.0 та Excel 2000. 

Номінальні дані подано у вигляді кількісних та відсотко-

вих значень. Достовірність відмінностей середніх вели-
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чин у групах із різними генотипами визначали за допо-

могою методики однофакторного статистичного ана-

лізу (URL: http://www.dgmp.kyiv.ua/index.php/snip–ka). 

Відповідність розподілу генотипів перевіряли за допо-

могою тесту Харді – Вайнберга. Для порівняння розподі-

лу генотипів в основній і контрольній групах застосову-

вали критерій Пірсона 2 . 

Результати
В основній групі переважали пацієнти із ЗКН після ур-

гентних операцій з приводу гострої кишкової непрохід-

ності, розповсюдженого перитоніту, деструктивного пан-

креатиту, гострого деструктивного апендициту. У 9 (37,5%) 

із 24 пацієнтів причиною розвитку нориць була неспро-

можність швів міжкишкових анастомозів. Нориці виникли 

у 2 пацієнтів із гігантськими рецидивними вентральними 

грижами (защемлення кишки в грижовому мішку – 1, фік-

сація кишки до сітчастого трансплантата – 1). У хворих з 

деструктивним панкреатитом були товстокишкові нориці 

(пролежень від дренажа – 1, парапанкреатичний абсцес – 

3). При ятрогенному пошкодженні ободової кишки під час 

вісцеролізу нориці відмічені у 2 хворих, при пошкодженні 

дванадцятипалої кишки під час правобічної нефректомії – 

у 1, при перфорації дивертикула товстої кишки – у 2, при 

перфорації сліпої та висхідної ободової кишок внаслідок 

абсцесів черевної порожнини – у 2. У 2 хворих перекон-

ливих причин формування нориць не було встановлено.

Критерієм виключення пацієнтів із дослідження була 

наявність нориць при неспецифічному виразковому ко-

літі, хворобі Крона та кишкових нориць, що виникли на 

фоні променевої терапії. 

З метою виявлення можливої асоціації поліморфних 

варіантів генів MMP–2 (C–1306 T) та TIMP2 (G303 A) із 

ризиком розвитку ЗКН був проведений однофакторний 

статистичний аналіз частоти генотипів у досліджуваних 

групах (див. таблицю).

Аналіз мультиплікативної моделі успадкування гена 

MMP–2 (C–1306 T) при порівнянні контрольної групи 

(n=80) та основної групи пацієнтів з ЗКН (n=24) засвідчив 

відповідність розподілу генотипів закону Харді–Вайнберга 

(p>0,05), яка у контрольній групі була перевірена зa до-

помогою тесту 2 з одним ступенем свободи без викори-

стання корекції безперевності Йєтса. Використавши тест 
2 з двома ступенями свободи, ми не знайшли статистич-

но значущих відмінностей у розподілі генотипів у гру-

пі хворих і у групі практично здорових людей (p>0,05).

Проаналізувавши всі моделі успадкування, ми вибра-

ли найкращу – рецесивну модель із найнижчим інфор-

маційним критерієм Акайке.

Звертає на себе увагу той факт, що в основній групі роз-

поділ частоти поліморфізму промотору гена ММР–2 зага-

лом відповідав показникам контрольної групи за СС, СТ і 

ТТ варіантами (рис. 1). 

При аналізі алельного поліморфізму промотору 

(G303 A) гена TIMP–2 в контрольній і основній групах 

відмінності частоти розподілу генотипів були на межі ста-

тистичної значущості (p=0,057, див. таблицю).

Відповідність розподілу генотипів закону Харді–

Вайнберга в основній групі була перевірена за допомо-

гою теста 2 з одним ступенем свободи без використання 

корекції безперевності Йєтса. Проаналізувавши всі мо-

делі успадкування, ми вибрали найкращу модель із най-

нижчим інформаційним критерієм Акайке – рецесивну.

Рис. 1. 
Розподіл частоти алельного поліморфізму промотору 

(C–1306 T) гена MMP–2.

Рис. 2. 
Розподіл частоти алельного поліморфізму промотору 

(G303 A) гена TIMP–2.
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В обстеженій популяції в контрольній групі та в основ-

ній групі пацієнтів із ЗКН розподіл носіїв GG, GA та AA ге-

нотипів суттєво відрізнявся. Так, частота домінуючого го-

мозиготного GG варіанта в 1,5 разу перевищувала показни-

ки контролю. Гетерозиготний GA генотип в основній гру-

пі зустрічався майже вдвічі рідше, ніж у контролі – 25 і 40% 

відповідно (p=0,057). Носіїв гомозиготного АА генотипу се-

ред пацієнтів із ЗНК не було виявлено, тоді як аналогічний 

варіант у контрольній зустрічався з частотою 10% (рис. 2).

При морфологічному дослідженні тканин тонкої та 

товстої кишок відмічались такі гістологічні зміни: нерів-

номірно виражене розростання сполучної тканини, ди-

фузна та вогнищева лімфогістіоплазмоцитарна інфіль-

трація, зони ангіоматозу, повнокров’я судин та гіаліноз 

їх стінок (рис. 3, 4).

При забарвленні за Ван–Гізоном візуалізувались пучки фі-

брозної тканини (червоного кольору), що дифузно проро-

стали між м’язовими волокнами, на окремих ділянках фіброз-

на тканина виповнювала більшість площі поля зору (рис. 5).

При проведенні ІГХД з МАТ до –SMA відмічалась не-

значна, переважно вогнищева експресія у стінках судин, 

у зоні власної пластинки, зоні склерозу з інтенсивністю 

переважно до 1 бала в ділянках тканини з кишковими но-

рицями (рис. 6).

При проведенні ІГХД з МАТ до колагену IV типу у фра-

гментах стінки тонкої кишки (рис. 7) відмічалась пере-

важно слабо виражена позитивна експресія у базальній 

мембрані судин, гладком’язових клітинах м’язового ша-

ру стінки судин, ділянках сполучної тканини з інтенсив-

ністю забарвлення до +, вогнищево до ++.

Обговорення
У результаті генетичного та статистичного аналізу по-

ліморфізму генів MMP–2 (C–1306 T) та TIMP–2 (G303 A) 
були визначені варіанти генотипів, асоційовані з ризи-

ком розвитку ЗКН. 

При аналізі частоти алельного поліморфізму гена 

MMP–2 у пацієнтів із ЗКН не було виявлено статистич-

но достовірних відмінностей у порівнянні з контролем. 

Розподіл частоти поліморфізму промотору гена ММР–2 

загалом відповідав показникам контрольної групи за СС, 

СТ і ТТ варіантами. 

У той же час відмінності частоти розподілу генотипів 

гена TIMP–2 (G303 A) у контрольній та основній групах 

були на межі статистичної значущості (p=0,057). Так, час-

тота розподілу домінуючого гомозиготного GG варіанта 

в 1,5 разу перевищувала аналогічний показник контролю 

(p=0,057). Гетерозиготний GA генотип в основній групі зу-

стрічався майже вдвічі рідше, ніж у контрольній: 25 і 40% 

(p=0,057). Носіїв гомозиготного АА генотипу у пацієнтів 

із ЗКН не було виявлено, тоді як у контрольній групі час-

тота аналогічного варіанта становила 10%.

Ураховуючи роль ММР та їх інгібіторів у процесах син-

тезу і протеолізу, ремоделюванні екстрацелюлярного ма-

триксу, обміні білків сполучної тканини, а також здатність 

впливати на проникність судинної стінки й ангіогенез, ак-

туальність їх вивчення в контексті патогенезу виникнен-

ня ЗКН не викликає сумнівів.

На наш погляд, майбутні дослідження тригерних фак-

торів абдомінальних післяопераційних ускладнень по-

винні більше зміститися на клітинний та молекулярний 

рівні. Досконале розуміння механізмів розвитку кишко-

вих нориць сприятиме напрацюванню нових діагностич-

них, прогностичних та лікувальних методик.

Виявлені нами відмінності алельних варіантів генів 

MMP–2 (C–1306 T) та TIMP–2 (G303 A) у пацієнтів із ЗКН 

та патологією сполучної тканини є підставою для подаль-

шого вивчення і пошуку молекулярно–генетичних мар-

керів, що кодують основні ланки патогенезу абдоміналь-

них післяопераційних ускладнень.

Висновки 
1. ЗКН в 1,5 разу частіше зустрічаються у носіїв гомози-

готного GG генотипу гена TIMP–2 (G303 A) та майже вдві-

чі рідше у носіїв гетерозиготного GA генотипу (p=0,057). 

Носіїв мінорного гомозиготного АА генотипу у пацієн-

тів із ЗКН не було виявлено, тоді як аналогічний варіант у 

контрольній групі зустрічався з частотою  10%.

Рис. 3. 
Мікрофото. 

Фрагмент тканини стінки тонкої кишки 
з вираженою лімфогістоплазмоцитарною 

інфільтрацією, розростанням сполучної 
тканини в зоні власної пластинки. 

Забарвлення гематоксиліном та еозином. 
40.

Рис. 4. 
Мікрофото. 

Фрагмент тканини стінки тонкої кишки 
з нерівномірним збереженням секреції. 

Забарвлення за допомогою ШИК-реакції. 
100.

Рис. 5. 
Мікрофото. 

Фрагмент тканини стінки товстої 
кишки з пучками фіброзної тканини, що 

дифузно проростають між м’язовими 
волокнами, периваскулярно. 

Забарвлення за Ван–Гізоном. 
100.
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2. Алельний поліморфізм промотору (C–1306 T) гена 

MMP–2 у пацієнтів із ЗКН статистично вірогідно не від-

різняється від показників контрольної групи. 

3. При ІГХД тканини з МАТ до –SMA у групі хворих із 

ЗКН виявлено нерівномірну, вогнищеву експресію в кліти-

нах гладком’язового диференціювання та фібробластах, 

а з МАТ до колагену IV типу – помірну позитивну експре-

сію в базальній мембрані судин, гладком’язових клітинах 

м’язового шару стінки судин, ділянках сполучної тканини, 

що є ознаками її патологічного ремоделювання.

4. Молекулярно–генетичні дослідження можуть бути 

новим перспективним напрямом для напрацювання су-

часних персоніфікованих діагностичних критеріїв і мо-

делей прогнозування розвитку та перебігу післяоперацій-

них абдомінальних ускладнень, зокрема ЗКН.
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Рис. 6. 
Мікрофото. 

Тканина стінки товстої кишки з вогнищевою експресією з 
інтенсивністю до 1 бала. ІГХД з МАТ до SMA. 100.

Рис. 7.
 Мікрофото. 

Нерівномірна слабка позитивна експресія у власній пластин-
ці, зоні розростання сполучної тканини, стінці окремих судин, 

вогнищева помірна експресія у фрагменті стінки тонкої 
кишки. ІГХД з МАТ до колагену IV типу. 100.


