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Исследовано влияние разных концентраций коллагеназы на активность изо-
форм гиалуронидазы 1-го типа (ГИАЛ1) папиллярной зоны почек и сыворотки
крови белых крыс. В почечных сосочках коллагеназа вызывала ингибирование
изоформ ГИАЛ1 с молекулярной массой 63 и 73 кДа, степень ингибирования ко-
торых росла по мере увеличения концентрации фермента, а затем снижалась.
В сыворотке коллагеназа не оказывала никакого влияния на изоформы ГИАЛ1 с
молекулярной массой 73 и 132 кДа.
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Основными органическими компонентами, формирующими пространственную
структуру соединительной ткани млекопитающих, являются коллагеновые белки и
гиалуроновая кислота [1, 2]. Эти биополимеры формируют каркас, к которому
прикрепляются другие компоненты межклеточного матрикса и который удержива-
ет влагу во всех органах и тканях. Предполагается, что степень полимеризации гиа-
луроновой кислоты межклеточного матрикса может быть одним из регуляторных
факторов, влияющих на целый ряд биологических и патологических процессов.
В почках млекопитающих, главном органе по поддержанию водного баланса, со-
держание гиалуроновой кислоты в медуллярной зоне в несколько раз превышает ее
содержание в корковой зоне и прямо пропорционально степени гидратации орга-
низма, что указывает на непосредственное участие обмена гиалуроновой кислоты в
регуляции процесса реабсорбции воды из собирательных трубок нефронов, проис-
ходящего в папиллярной зоне почек [3]. В высокополимеризованном состоянии
гиалуроновая кислота, связывая большое количество ионов и воды, создает высо-
кое сопротивление межклеточного матрикса осмотическому току воды из собира-
тельных трубок в кровеносные сосуды. При дегидратации организма, наоборот,
степень полимеризации этого биополимера уменьшается, что, в свою очередь, об-
легчает реабсорбцию воды в почках. Что касается коллагенов, как главных белко-
вых компонентов любой соединительной ткани, очевидно, что их обмен также мо-
жет влиять на процессы реабсорбции воды в почках. Таким образом, коллагеназы
и гиалуронидазы, ферменты, разрушающие и деполимеризующие коллагены и ги-
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алуроновую кислоту, могут быть вовлечены в реализацию физиологических эф-
фектов гормонов, регулирующих водно-электролитный баланс организма млеко-
питающих за счет облегчения осмотического тока воды через соединительную
ткань. Впервые А.Г. Гинецинский обнаружил, что антидиуретический эффект ва-
зопрессина сопровождается увеличением гиалуронидазной активности в моче, а в
дальнейшем было продемонстрировано, что данный эффект характерен для почеч-
ного сосочка и сыворотки крови [4–7]. В нашем недавнем исследовании изоформ
гиалуронидазы 1-го типа в интерстиции почечного сосочка белых крыс добавление
коллагеназы вызывало подавление гиалуронидазной активности [8]. Данный эф-
фект оказался неожиданным, поскольку, исходя из существующих представлений,
скорее всего, следовало ожидать рост гиалуронидазной активности под действием
коллагеназы. Чтобы выяснить причину данного несоответствия цель настоящей
работы заключалась в исследовании влияния коллагеназы на активность изоформ
гиалуронидазы 1-го типа интерстиция почечного сосочка и сыворотки белых крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использовали самцов крыс линии Вистар массой 250–350 г,
которые содержались на стандартной диете в условиях вивария. Исследование
проводилось в соответствии с принципами Базельской декларации и рекоменда-
циями биоэтического комитета Северо-Осетинского государственного универси-
тета. В одном эксперименте использовали одну-две крысы, которых декапитиро-
вали, собирали кровь, извлекали почки и выделяли почечные сосочки. Кровь цен-
трифугировали 5 мин при 500 g, отбирали сыворотку и использовали в
экспериментах. Ферментативные экстракты межклеточного матрикса ГИАЛ1 получа-
ли по методу, описанному нами ранее с некоторыми модификациями [8]. Почечные
сосочки измельчали до кусочков объемом 1–3 мм3. Измельченные кусочки почеч-
ных сосочков, находящиеся в охлажденном физиологическом растворе объемом 2 мл,
помещали в устройство, состоящее из двух шприцов объемом 5 мл, соединенных
друг с другом через иглу с внутренним диаметром 0.5 мм, и дезинтегрировали, про-
гоняя буфер с кусочками ткани из одного шприца в другой. Затем суспензию филь-
тровали через капроновый фильтр с диаметром пор 0.2 мм и центрифугировали
5 мин при 100 g и 4°С. Осадок отбрасывали, а супернатант еще раз центрифугиро-
вали 10 мин при 10000 g и 4°С. Осадок отбрасывали, а надосадочную жидкость счи-
тали ферментативным экстрактом ГИАЛ1.

К ферментативным экстрактам ГИАЛ1 (45 мкл) добавляли по 5 мкл растворенной в
физиологическом растворе коллагеназы (Sigma, Германия) разных концентраций
и инкубировали в течение 60 мин при 37°С.

Гиалуронидазную активность белков определяли методом зимографии с импре-
гнированной в гель гиалуроновой кислотой [9] с некоторыми модификациями [8].
Образцы смешивали с равным объемом буфера, содержащего 4%-ный додецил-
сульфат натрия без редуцирующего агента, и оставляли при комнатной температу-
ре на один час. Разделение белков проводили за счет диск-электрофореза в системе
Лэммли, но без редуцирующего агента [10]. После электрофореза гель отмывался
2.5%-ным раствором Тритона Х-100 в течение 80 мин при комнатной температуре
и инкубировался в 0.1 М натрий-ацетатном буфере (рН 3.5) в течение 18 ч при тем-
пературе 37°С. Затем гель инкубировался в 20 мМ Трис-HCl буфере, содержащем
0.1 мг/мл проназу Е (Merck, Германия) при рН 8.0 в течение 2 ч при температуре
37°С. Для визуализации зон с гидролизованной гиалуроновой кислотой гель окра-
шивался 0.5%-ным раствором алцианового синего (Panreac, Испания). После
обесцвечивания проводилось повторное окрашивание геля 0.1%-ным раствором
кумасси бриллиантовый синий R-250 (Serva, Германия) c последующим обесцве-
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Рис. 1. Зимограмма ферментативных экстрактов ГИАЛ1 межклеточного матрикса почечного сосочка в
присутствии разных концентраций коллагеназы. Перед проведением зимографии ферментативные
экстракты инкубировали с коллагеназой при 37°С в течение 60 мин. Справа обозначены молекулярные
массы белков, обладающих гиалуронидазной активностью. Внизу обозначены концентрации коллаге-
назы, мг/мл.
Fig. 1. Zymogram of enzymatic extracts of HYAL1 intercellular matrix of the renal papilla in the presence of dif-
ferent concentrations of collagenase. Enzymatic extracts were incubated with collagenase at 37°C for 60 min be-
fore zymography. The molecular mass of proteins with hyaluronidase activity are indicated at right. The collage-
nase concentration is indicated below, mg/ml.
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чиванием. Количественные оценки гиалуронидазной активности полос и опреде-
ление молекулярной массы делали, сканируя окрашенный гель на денситометре
GS-900 с программным обеспечением Image Lab (Bio-Rad, США).

Количественное определение белка осуществляли по методу М. Bradford [11].
Статистическую обработку данных проводили методом парных сравнений с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Результаты представлены в виде М ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 представлено влияние различных концентраций коллагеназы на белки
ферментативных экстрактов почечных сосочков с молекулярной массой 63 и 73 кДа,
обладающие активностью гиалуронидазы 1-го типа. Как видно из рис. 1, даже
очень низкие концентрации коллагеназы в инкубационной среде вызывали значи-
тельное подавление гиалуронидазной активности обеих изоформ ГИАЛ1.

Данный эффект был дозозависимым и усиливался вплоть до концентрации кол-
лагеназы в инкубационной среде 0.5 мг/мл. Однако дальнейшее увеличение кон-
центрации коллагеназы вызывало снижение ингибирующего влияния коллагеназы
и рост гиалуронидазной активности обеих изоформ ГИАЛ1. Особенно это было ха-
рактерно для изоформы ГИАЛ1 с молекулярной массой 73 кДа (рис. 2). Возможно,
это связано с тем, что 73 кДа-белок является основной изоформой ГИАЛ1 межкле-
точного матрикса почечного сосочка, в то время как 63 кДа-белок является внут-
риклеточным белком, характерным для клеток собирательных трубок [8].

Полученные результаты продемонстрировали, что в интерстиции почечного со-
сочка внеклеточная коллагеназа может подавлять активность ГИАЛ1, причем сте-
пень ингибирования снижается при высоких концентрациях фермента. Мы не на-
шли в литературе каких-либо сведений относительно влияния этих гидролитиче-
ских ферментов друг на друга, не говоря уже о механизме этого влияния. Следует
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Рис. 2. Влияние коллагеназы на гиалуронидазную активность 73 кДа-белка. Относительная оптическая
плотность полосы белка в отсутствие коллагеназы принималась за 100% и считалась контролем. Резуль-
таты являются средними значениями 9 отдельных экспериментов. Звездочкой обозначены достоверные
отличия при p < 0.01 по сравнению с контролем. Двумя звездочками обозначены достоверные отличия
при p < 0.01 по сравнению с контролем и меньшими концентрациями коллагеназы.
Fig. 2. The effect of collagenase on the hyaluronidase activity of the 73 kDa protein. The relative band intensity in
the absence of collagenase was used as control, and all values were normalized to it. The results are averages of 9
separate experiments. Significant differences from values for the control are indicated by asterisk at p < 0.01. Sig-
nificant differences from values for the control and lower concentrations of collagenase are indicated by two aster-
isks at p < 0.01.
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отметить, что коллагеназа, по-видимому, непосредственно не действует на изо-
формы ГИАЛ1, гидролизуя пептидные связи в молекуле изоферментов. В против-
ном случае увеличение концентрации коллагеназы не приводило бы к устранению
ингибирующего влияния низких концентраций фермента и росту гиалуронидаз-
ной активности тех же самых белковых зон. По-видимому, в ходе расщепления
коллагеновых белков интерстиция почечного сосочка под действием коллагеназ
могут образовываться какие-то низкомолекулярные продукты гидролиза, оказыва-
ющие ингибирующее влияние на активность изоформ ГИАЛ1. При увеличении
концентрации коллагеназы эти продукты теряют способность ингибировать изо-
формы ГИАЛ1, возможно, в виду дальнейшей деградации.

Исследование изоформ ГИАЛ1 в различных тканях белых крыс показало, что в
почечном сосочке активность 73 кДа-белка была гораздо выше по сравнению с
другими тканями и уступала лишь сыворотке крови, где активность была макси-
мальна [12]. В этой связи представляло интерес выяснить, как будут влиять различ-
ные концентрации коллагеназы на активность данной изоформы ГИАЛ1 в сыво-
ротке крови.

Как видно из рис. 3, в отличие от ферментативных экстрактов почечных сосоч-
ков разные концентрации коллагеназы не оказывали никакого влияния на сыворо-
точный 73 кДа-белок, а также на изоформу ГИАЛ1 с молекулярной массой 132 кДа,
характерную для сыворотки крови крыс [13]. Данный факт подтверждает наше
предположение о том, что коллагеназа не гидролизует белки, обладающие актив-
ностью ГИАЛ1, но способна опосредованно влиять на гиалуронидазную актив-
ность через распад коллагенов соединительной ткани. Отсутствие этих коллагенов
в крови, скорее всего, и есть та причина, по которой коллагеназа не влияла на ак-
тивность 73 кДа-белка в сыворотке крови.
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Рис. 3. Зимограмма ГИАЛ1 сыворотки крови белых крыс в присутствии разных концентраций коллаге-
назы. Перед проведением зимографии сыворотку разбавляли в 8 раз и инкубировали с коллагеназой
при 37°С в течение 60 мин. Справа обозначены молекулярные массы белков, обладающих гиалурони-
дазной активностью. Внизу обозначены концентрации коллагеназы, мг/мл.
Fig. 3. Zymogram of serum HYAL1 from white rats in the presence of different concentrations of collagenase. Se-
rum was diluted for 8 times and incubated with collagenase at 37°C for 60 minutes before zymography. The mo-
lecular mass of proteins with hyaluronidase activity are indicated at right. The collagenase concentration is indi-
cated below, mg/ml.
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Таким образом, в данном исследовании показано, что коллагеназа, не оказывая
непосредственного гидролитического влияния на изоформы ГИАЛ1, тем не менее,
способна вызывать дозозависимое ингибирование гиалуронидазной активности в
папиллярной зоне почек крыс, степень которого при низких концентрациях сна-
чала растет по мере увеличения концентрации коллагеназы, а затем начинает сни-
жаться. Снижение ингибирующего влияния коллагеназы при высоких концентра-
циях фермента может отражать тот факт, что по мере усиления деградации колла-
генов межклеточного матрикса происходит и увеличение скорости деградации
гиалуроновой кислоты, что в целом обеспечивает увеличение проницаемости ин-
терстиция почечного сосочка для воды.
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Effect of Collagenase on Type 1 Hyaluronidase Activity in Renal Papilla
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Here, we studied the effect of different collagenase concentrations on the activity of
type 1 hyaluronidase (HYAL1) isoforms in the renal papillary zone and blood serum of
white rats. The collagenase inhibited the HYAL 1 isoforms with a molecular weight of 63
and 73 kDa in renal papillae. The degree of the inhibition increased with the concentra-
tion of the enzyme, but then decreased at high concentrations. The collagenase had no
effect on isoforms of HYAL 1 with molecular weights of 73 and 132 kDa in the serum.
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