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У крыс линии WAG c высоким уровнем вазопрессина и у вазопрессин-дефицит-
ной линии крыс Brattleboro в условиях гипотиреоза исследована роль почечного
аутакоида оксида азота (NO) в механизмах структурных изменений интерстиция
почечной медуллы, влияющих на внеклеточную проницаемость матрикса для
воды и ионов. Установлено, что гипотиреоз у крыс WAG не приводит к суще-
ственным изменениям параметров гидроуретической функции, тогда как для
крыс Brattleboro характерна антидиуретическая реакция вследствие активации
реабсорбции осмотически свободной воды. Предполагается, что отсутствие из-
менений параметров гидроуреза у крыс WAG при гипотиреозе обусловлено уве-
личением в медуллярной зоне почки содержания гиалуронана, основного ком-
понента интерстиция, образующего барьер на пути диффузии воды и ионов. В то
же время у крыс Brattleboro стимуляция концентрирующей функции при моде-
лировании гипотиреоза не сопровождается существенными изменениями состо-
яния внеклеточного матрикса, который для данной линии крыс в интактном со-
стоянии характеризуется практически полным отсутствием гиалуронана. Уста-
новлено, что NO играет существенную роль в изменении структуры почечного
интерстиция у крыс WAG в условиях гипотиреоза. Блокада синтеза NO с помо-
щью L-NAME приводит к устранению выявленных при гипотиреозе изменений
внеклеточного матрикса сосочка почки в связи с изменением до базальных зна-
чений контрольной группы уровня экспрессии гена гиалуронансинтазы-2
(HAS2), кодирующего фермент синтеза гиалуронана. Результаты исследования
позволяют заключить, что гипотиреоз приводит к нарастанию содержания гиа-
луронана в интерстиции почечной медуллы, причем ключевую роль в проявле-
нии данного эффекта играет NO, базальная активность которого в сосочке почки
зависит от уровня вазопрессина в крови.

Ключевые слова: гиалуронан, гипотиреоз, оксид азота, вазопрессин, реабсорбция
воды, крысы линии WAG и Brattleboro
DOI: 10.31857/S0869813922110097

Процесс осмотического концентрирования реализуется в зоне почечной медул-
лы, где барьер, разделяющий элементы концентрирующего механизма, представ-
лен не только эпителием канальцев, но и экстрацеллюлярным матриксом, опреде-
ляющим внеклеточную проницаемость для диффузии воды и ионов [1]. Одним из
главных компонентов почечного интерстиция является кислый гликозаминогли-
кан (ГАГ), гиалуронан (ГН) [2, 3], формирующий в сосочке почки гель с высоким
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сопротивлением для диффузии жидкости [4]. Процесс биосинтеза ГН в соматиче-
ских тканях млекопитающих, в том числе в интерстициальных клетках почки, осу-
ществляется с участием ключевого фермента гиалуронансинтазы (НАS) [5], тогда
как основную роль в деградации полимера играет семейство ферментов гиалурони-
даз (HYAL1, 2) [6]. Нейрогипофизарный гормон вазопрессин, основной регулятор
осмотического гомеостаза, реализует антидиуретический эффект не только путем
стимуляции факультативной реабсорбции воды [7], но также посредством контроля
проницаемости внеклеточного матрикса, регулируя гиалуронидазную активность
[8, 9] и экспрессию генов метаболизма ГН [10]. Установлена тесная зависимость
эффективности осмотического концентрирования от взаимодействия системных
гормонов и тканевых аутакоидов в регуляции содержания ГН в интерстиции со-
сочка почки [11, 12]. Однако механизм вовлечения ГН интерстиция почки в про-
цесс осмотического концентрирования остается дискуссионным и требует даль-
нейших исследований [13].

Тиреоидные гормоны (ТГ), секретируемые щитовидной железой, являются од-
ним из главных факторов в системе регуляции водно-электролитного гомеостаза,
влияющих как на почечную гемодинамику [14], так и на реабсорбцию солей и воды
[15, 16]. Гипотиреоз сопровождается снижением скорости клубочковой фильтра-
ции [17] и нарушением водовыделительной функции на фоне гиперсекреции ВП
[18, 19], однако изменения внеклеточного матрикса почечной медуллы, определя-
ющего скорость диффузии воды и ионов между элементами концентрирующего
механизма, при гипотиреозе остается неизученными. Данные о развитии тканевых
отеков при гипотиреозе вследствие увеличения содержания муцинов и ГН [20, 21]
позволяют предположить, что дисфункция щитовидной железы приводит к изме-
нению содержания ГН в интерстиции почки, образующего барьер на пути диффу-
зии воды и ионов из просвета канальцев в кровоток.

Адекватность работы любой регуляторной системы зависит от факторов, моду-
лирующих эффект основного гормона, и в последние годы значительное внимание
уделяется роли местных, аутакоидных агентов, синтез которых нередко активиру-
ется самим гормоном, формирующим отрицательную обратную связь [22]. При
хроническом гипотиреозе наблюдается увеличение уровня почечного аутакоида
NO в сосочке почки [23], что позволяет предположить участие данного фактора в
регуляции состояния внеклеточного матрикса почечной медуллы при подавлении
синтеза ТГ. Целью данной работы явилось исследование роли NO в механизмах
структурных изменений интерстициального матрикса почечной медуллы в услови-
ях гипотиреоза у крыс с различным уровнем эндогенного вазопрессина в крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на крысах инбредной линии WAG (Wistar Albino
Glaxo) с высоким уровнем вазопрессина в крови, а также на гомозиготных крысах
Brattleboro, лишенных вазопрессина вследствие мутации гена, кодирующего пред-
шественник гормона [24]. В опытах использованы крысы в возрасте 60 дней и мас-
сой 150–200 г из вивария конвенциональных животных Института цитологии и ге-
нетики СО РАН, содержавшиеся в условиях стандартного рациона со свободным
доступом к питьевой воде и сухому корму. Все процедуры, выполненные в иссле-
дованиях с участием животных, соответствовали этическим стандартам, утвер-
жденным правовыми актами РФ (Приложение к Приказу Министерства здраво-
охранения РФ № 267 от 19.06.2003), а также с учетом международных рекоменда-
ций по работе с экспериментальными животными.

Животные каждой линии были разделены на 3 экспериментальные группы (по 9
особей в каждой): 1) контрольная группа; 2) крысы в условиях блокады синтеза ти-
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реоидных гормонов раствором метимазола; 3) гипотиреоидные крысы с блокадой
синтеза NO путем введения L-NAME. Крысы WAG в течение 6 недель потребляли
0.05%-ный раствор метимазола (Тирозол, Merk, Германия), блокирующего перок-
сидазу, участвующую в йодировании ТГ [25]. Учитывая межлинейные различия в
суточном объеме потребляемой жидкости, для уравнивания суточной дозы препа-
рата особи Brattleboro, характеризовавшиеся полидипсией, получали для питья
0.01%-ный раствор метимазола. Контрольные особи двух линий потребляли ди-
стиллированную воду. Принимая во внимание увеличение в условиях гипотиреоза
уровня NO во многих тканях [26, 27], в том числе в почке [23], для выявления зна-
чимости NO при гипотиреозе была предпринята серия экспериментов, в которых
блокада синтеза NO при внутрибрюшинном введении L-NAME – неселективного
ингибитора синтаз NO – дважды в день в течение последних 2 сут в дозе 3 мг на
100 г массы тела [28] осуществлялась на фоне подавления синтеза ТГ метимазолом.

По окончании экспериментального периода животных взвешивали и на 2 ч по-
мещали в индивидуальные клетки с проволочным дном для сбора спонтанно экскре-
тируемой мочи, затем животных анестезировали тиопенталом натрия (10 мг/100 г мас-
сы тела, внутрибрюшинно) и забирали пробы крови и образцы почечной ткани для
гистохимического и молекулярно-генетического анализа.

Осмоляльность мочи и сыворотки крови определяли криоскопическим методом
(миллиосмометр ОСКР-1М КИВИ, Россия). Концентрацию креатинина в моче и
сыворотке крови определяли методом Яффе на спектрофотометре (BioPhotometr
plus, “Eppendorf”, Германия, 490 нм), скорость клубочковой фильтрации рассчи-
тывали по клиренсу эндогенного креатинина. Расчет почечных функций проводи-
ли по стандартным формулам на 100 г массы тела. Концентрацию общего уровня
тетрайодтиронина (T4) в сыворотке крови определяли иммуноферментным мето-
дом (Rat thyroxine (T4) ELISA Kit, Сusabio, CSB-E05082r).

Пробоподготовку почечной ткани для гистохимического анализа проводили по
стандартному протоколу [29]. Окрашивание срезов толщиной 5 мкм для специфи-
ческого выявления кислых ГАГ производили альциановым синим (БиоВитрум,
Россия). Гистологические препараты изучали с использованием светового микро-
скопа Axioscop 40 (Carl Zeiss), морфометрическое исследование высоты эпителио-
цитов собирательных трубок середины сосочка проводили с помощью программы
AxioVision 4.5.

Уровень экспрессии генов, кодирующих ферменты метаболизма гиалуроновой
кислоты (HAS2, Hyal2) в почечной медулле, определяли методом ПЦР в реальном
времени (ПЦР-РВ). В качестве внутреннего стандарта использовались праймеры
для гена, кодирующего белок “домашнего хозяйства” гипоксантинфосфорибозил-
трансферазу-1 (HPRT1). Выделенные образцы ткани почки помещали в стериль-
ные пробирки, замораживали в жидком азоте и хранили при –70°C. Тотальную
РНК из ткани почек выделяли при помощи набора реагентов Aurum Total RNA
Mini kit (Bio-Rad, США) на спин-колонках согласно прилагаемому протоколу.
Концентрацию РНК в полученном образце измеряли на спектрофотометре Bio-
Photometer plus (“Eppendorf”, Германия). Для получения кДНК использовали ком-
мерческий набор “MMLV RT Kit” (“Евроген”, Россия): смешивали 0.5–1 мкг то-
тальной РНК в 20 мкл реакционной смеси. Реакционная смесь инкубировалась в те-
чение 60 мин при 42°C, для остановки реакции смесь прогревали в течение 10 мин
при 70°C. ПЦР-РВ проводили в присутствии красителя EVA Green (Синтол, Рос-
сия) объемом 20 мкл, содержащей 2 мкл кДНК, 8 мкл 2.5× реакционной смеси,
8 мкл деионизированной воды, 1 мкл MgCl2 25 мМ, по 0.5 мкл прямого и обратного
праймеров с концентрацией 8 пкмоль/мкл (Биосинтез, Новосибирск, Россия).
Амплификацию проводили в системе CFX96 (BioRad, США) по следующей схеме:
1) денатурация 95°C – 5 мин; 2) денатурация 95°C – 10 с, отжиг при оптимальной



1500 ПРАВИКОВА, ИВАНОВА

Таблица 1. Последовательность ген-специфичных олигонуклеотидных праймеров

Ген Последовательность праймера Длина ампликона, 
п.н. Тm(°C) Источник

Has2 F: 5'-CTTCCGAGAGTGGCTATACAATGC-3'
198

61  [31]
R: 5'-GCGAAAGACGACTTGATGAGACC-3' 62

Hyal2 F: 5'-CGTTACGTCAAGGCAGTCAG-3'
188

59  [32]
R: 5'-AGGTACACGGAGGGAAAGAG-3' 58

HPRT1 F: 5'-AGTTTGTTGTTGGATATGCCCTTG-3'
126

60  [33]
R: 5'-TGTAGATTCAACTTGCCGCTGTC-3' 61
температуре для выбранных праймеров (60°C) – 30 с, элонгация 72°C – 20 с, 39 цик-
лов; 3) определение кривых плавления продуктов амплификации в диапазоне тем-
ператур от 65 до 95°C при шаге в 0.5°C для подтверждения специфичности ампли-
фикации и отсутствия димерных праймеров. Ген-специфичные праймеры, синте-
зированные в группе олигонуклеотидного синтеза Института химической
биологии и фундаментальной медицины СО РАН, представлены в табл. 1. После
проведения ПЦР-РВ данные анализировали в пакете программ CFX Manager Soft-
ware ver. 3.1 (Bio-Rad, США). Каждое измерение нормировали относительно экс-
прессии гена HPRT1 и рассчитывали по методу ΔΔCt [30].

Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего (M ± SEM).
Достоверность различий оценивали в программе Statistica 8.0 с помощью апостери-
орного LSD критерия Фишера для множественных сравнений. Для парного срав-
нения средних между линиями крыс применялся критерий Стьюдента для незави-
симых выборок. Различия считались статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Параметры осмотического концентрирования у контрольных крыс линий WAG
и вазопрессин-дефицитных Brattleboro, содержавшихся на стандартном водно-пи-
щевом рационе, существенно различались (табл. 2). У крыс WAG установлена низ-
кая скорость мочеотделения, тогда как интактные вазопрессин-дефицитные особи
Brattleboro характеризовались полиурией вследствие снижения реабсорбции осмо-
тически свободной воды (табл. 2) при увеличении скорости клубочковой фильтра-
ции (рис. 1). У крыс обеих линий, содержавшихся в течение 6 недель в условиях
Таблица 2. Влияние блокады NO (L-NAME) на параметры гидроуретической функции у 
крыс линий WAG и Brattleboro в условиях моделирования гипотиреоза

Все значения представлены как M ± SEM. Различия достоверны при *** p < 0.001 – сравнение с кон-
трольной группой крыс линии WAG; &&p < 0.01 – сравнение с гипотиреоидной группой WAG; ## p < 0.01,
### p < 0.001 – сравнение с контрольными показателями линии Brattleboro; ^ p < 0.05 – сравнение с ги-
потиреоидной группой крыс линии Brattleboro.

Параметр

Экспериментальные группы

WAG Brattleboro

контроль метимазол метимазол +
L-NAME контроль метимазол метимазол +

L-NAME

Диурез (V), мкл/мин 1.66 ± 0.25 1.25 ± 0.1 2.04 ± 0.16 31.23 ± 1.49*** 20.32 ± 1.41### 12.27 ± 2.89^

Реабсорбция осмотиче-
ски свободной воды 

, мкл/мин

9.04 ± 1.1 7.38 ± 0.3 5.06 ± 0.61&& –13.6 ± 1.5*** –7.4 ± 1.1## –1.9 ± 1.5^

2H O
CT
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Рис. 1. Скорость клубочковой фильтрации (СКФ) в условиях блокады синтеза NO введением L-NAME на
фоне моделирования гипотиреоза у крыс линий WAG и Brattleboro (M ± SEM). Достоверность различий:

***p < 0.001 – сравнение с контрольной группой WAG; ###p < 0.001 – сравнение с контрольной группой
Brattleboro.
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подавления метимазолом синтеза ТГ, было выявлено значительное снижение об-
щего уровня тетрайодтиронина (Т4) как у крыс WAG (152.6 ± 3.9 нг/мл в контроле;
66.8 ± 13.4 нг/мл при гипотиреозе, р < 0.001), так и у крыс Brattleboro (158.5 ± 3.7 нг/мл
в контроле; 28.8 ± 8.7 нг/мл при гипотиреозе, р < 0.001). Моделирование гипоти-
реоза вызвало снижение скорости клубочковой фильтрации у крыс обеих линий
(рис. 1), тогда как параметры гидроуретической функции почек достоверно изме-
нились лишь у вазопрессин-дефицитной линии Brattleboro (табл. 2). У гипотирео-
идных крыс Brattleboro, в отличие от линии WAG, была зафиксирована антидиуре-
тическая реакция: снижение диуреза вследствие увеличения реабсорбции осмоти-
чески свободной на фоне замедления скорости клубочковой фильтрации. Вместе с
тем устранение действия NO при введении L-NAME на фоне гипотиреоза способ-
ствовало у крыс WAG снижению реабсорбции осмотически свободной воды, тогда
как у линии Brattleboro, напротив, установлена стимуляция концентрирующей
функции почек (табл. 2).

С изменением параметров осмотического концентрирования у эксперименталь-
ных крыс коррелируют морфологические перестройки эпителиоцитов собиратель-
ных трубок гормон-чувствительной области средней трети сосочка, анализ состояния
которых представляет существенный интерес, поскольку высота клеток зависит от
осмоляльности интерстициальной и внутриканальцевой жидкости и является от-
ражением изменений уровня осмотического концентрирования. Высота эпителио-
цитов собирательных трубок различалась у контрольных групп: у крыс линии WAG
эпителий был заметно уплощен (5.51 ± 0.03 мкм) по сравнению с особями линии
Brattleboro (5.88 ± 0.04 мкм). У гипотиреоидных крыс WAG при отсутствии измене-
ний параметров гидроуреза высота эпителиоцитов не изменялась (5.51 ± 0.03 мкм в
контроле; 5.62 ± 0.04 мкм при гипотиреозе), тогда как блокада синтеза NO на фоне
диуретического ответа приводила к увеличению высоты эпителиоцитов собиратель-
ных трубок почечной медуллы (6.03 ± 0.06 мкм, р < 0.001). Между тем у крыс Brattle-
boro при гипотиреозе антидиуретическая реакция сопровождалась уплощением эпи-
телиоцитов собирательных трубок (5.88 ± 0.04 мкм в контроле; 4.67 ± 0.04 мкм при
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гипотиреозе, р < 0.001), которое частично нивелировалось при введении L-NAME
(5.44 ± 0.03 мкм, р < 0.001).

Барьер на пути движения воды и солей из почечных канальцев в кровоток пред-
ставлен не только эпителием, но также внеклеточным матриксом, основным ком-
понентом которого является ГН, разделяющий элементы концентрирующей си-
стемы и определяющий скорость диффузии воды и солей по осмотическому гради-
енту [1, 10]. У контрольных крыс WAG, экскретирующих мочу с осмоляльностью
выше 2000 мОсм/кг H2O, выявлена типичная для высокого уровня секреции вазо-
прессина структура медуллярной зоны почек: уплощенный эпителий собиратель-
ных трубок, открытая дренажная сеть множества капилляров и окрашивание кислых
ГАГ интерстиция почечной медуллы (рис. 2a). Между тем гомозиготные вазопрес-
син-дефицитные крысы Bralleboro, экскретирующие гипотоничную мочу, характе-
ризовались практически полным отсутствием ГАГ в интерстиции гормон-чувстви-
тельной части средней трети сосочка почки (рис. 2b).

Подавление синтеза тиреоидной системы при потреблении раствора метимазола
сопровождалось структурными перестройками интерстиция почечной медуллы
только у крыс WAG с высоким уровнем эндогенного вазопрессина в крови. Соглас-
но качественному гистохимическому анализу у гипотиреоидных крыс WAG, не-
смотря на отсутствие изменений параметров гидроуреза, установлено увеличение
интенсивности окрашивания ГН в интерстиции сосочка по сравнению с контролем
(рис. 2с). Качественные изменения экстрацеллюлярного матрикса почки у крыс
WAG сопровождались увеличением содержания мРНК HAS2 гена, кодирующего
фермент синтеза ГН (рис. 3a), в то время как уровень экспрессии гена Hyal2, ключе-
вого фермента его катаболизма, увеличился незначительно (рис. 3b). Вместе с тем
блокада синтеза NO с помощью L-NAME приводила к восстановлению внеклеточ-
ного матрикса до базального эутиреоидного состояния у гипотиреоидных крыс
WAG (рис. 2e) в связи со снижением уровня экспрессии HAS2 в сосочке почки до
базальных значений контрольной группы с нормальным уровнем секреции ТГ
(рис. 3a). Моделирование гипотиреоза у крыс Brattleboro не вызывало существенных
изменений состояния интерстиция почечной медуллы (рис. 2d), несмотря на сниже-
ние уровня экспрессии HAS2 в сосочке почки, устранявшееся при блокаде синтеза
NO (рис. 3a). Вместе с тем при введении L-NAME крысам Brattleboro на фоне по-
требления метимазола не установлено качественных изменений интерстициального
матрикса сосочка почки по сравнению с гипотиреоидной группой (рис. 2f).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В осморегулирующий процесс вовлекается не только эпителий почечных ка-
нальцев и сосудистая система почки, но также интерстициальный матрикс, разде-
ляющий элементы концентрирующего механизма и определяющий внеклеточную
проницаемость для воды и ионов [1]. Учитывая ранее полученные данные об уве-
личении содержания ГН в почечной медулле на фоне диуретического ответа и его
снижении при дегидратации [34, 35], в последние годы активно обсуждается во-
прос о роли внеклеточного матрикса в регуляции диффузии воды между структура-
ми концентрирующего механизма [12, 36]. ТГ участвуют в регуляции осмотическо-
го концентрирования, и нарушение уровня их секреции приводит к существенным
перестройкам этого процесса вследствие изменений почечной гемодинамики [14]
и экскреции солей и воды [16]. Несмотря на прогресс в понимании молекулярных
событий, индуцируемых ТГ в эпителии почечных канальцев [37], выявление новых
звеньев в регуляции концентрирующей функции почек представляется актуаль-
ным, поскольку дает возможность разработки новых подходов к коррекции тубу-
ло-интерстициальных нарушений в почках при дисфункции щитовидной железы.
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Рис. 2. Локализация гиалуронана (ГН) средней трети сосочка в условиях блокады синтеза NO введени-
ем L-NAME на фоне гипотиреоза у крыс линий WAG и Brattleboro.
(a) – WAG контроль (2050 мОсм/кг Н2О); (b) – Brattleboro контроль (197 мОсм/кг Н2О); (c) – гипоти-
реоидная группа WAG (2130 мОсм/кг Н2О); (d) – гипотиреоидная группа Brattleboro (300 мОсм/кг Н2О);
(e) – гипотиреоидные WAG + L-NAME (1083 мОсм/кг Н2О); (f ) – гипотиреоидные Brattleboro + L-NAME
(458 мОсм/кг Н2О).
Примечание: в скобках дано значение осмоляльности мочи; окрашивание срезов алциановым синим,
увеличение объектива ×63. Снимки выполнены с помощью цифровой фотонасадки AxioCam.

WAG Brattleboro

10 �m10 �m10 �mа 10 �m10 �m10 �mb

10 �m10 �m10 �mc 10 �m10 �m10 �md
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При снижении уровня ТГ повышается чувствительность эпителиоцитов собира-
тельных трубок к вазопрессину, что приводит к усилению реабсорбции воды [38]
вследствие увеличения экспрессии AQP1-3 в ткани почки [25, 39]. Как известно,
при связывании вазопрессина с V2-рецепторами стимулируется по цАМФ-зависи-
мому каскаду транслокация тканеспецифичного белка AQP2 в апикальную мем-
брану эпителиоцитов собирательных трубок [40]. Вместе с тем при гипотиреозе
усиливается секреция тиреотропного гормона (ТТГ), рецепторы к которому экс-
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Рис. 3. Влияние блокады синтеза NO (L-NAME) на уровень экспрессии мРНК генов гиалуронансинта-
зы-2 (HAS2) (a), гиалуронидазы-2 (Hyal2) (b) в сосочке почки у гипотиреоидных крыс WAG и Brattleboro.
Уровень экспрессии мРНК HAS2, Hyal2 приведен относительно гена домашнего хозяйства HPRT1. Дан-
ные представлены как M ± SEM. Достоверность различий: *p < 0.05; ***p < 0.001 – сравнение с кон-

трольной группой WAG; &&p < 0.01 – сравнение с гипотиреоидной группой WAG; ##p < 0.01 – сравне-
ние с контрольной группой Brattleboro; ^p < 0.05 – сравнение с гипотиреоидной группой крыс линии
Brattleboro.
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прессируются в почечной ткани [41] и сопряжены с Gs-белком, стимулирующим
цАМФ-путь [42]. Предполагается, что механизм, стимулирующий транскрипцию
AQP2 в почечной ткани при гипотиреозе, обусловлен не только увеличением сек-
реции вазопрессина, но также действием ТТГ. В то же время нами было выявлено,
что изменения параметров гидроуреза при моделировании гипотиреоза были су-
щественны лишь у крыс линии Brattleboro, лишенных эндогенного вазопрессина.
У гипотиреоидных крыс WAG с высоким уровнем вазопрессина в крови параметры
гидроуреза оставались на уровне контрольной группы, тогда как у вазопрессина-
дефицитных крыс Brattleboro был установлен антидиуретический ответ вследствие
усиления реабсорбции осмотически свободной воды. С изменением гидроуретиче-
ской функции у гипотиреоидных крыс Brattleboro коррелирует реакция эпителия
собирательных трубок гормон-чувствительной зоны сосочка: зафиксировано упло-
щение эпителиоцитов, обусловленное увеличением гипертоничности внутрика-
нальцевой жидкости [43]. В то же время у крыс WAG в условиях гипотиреоза высота
эпителия собирательных трубок не изменялась вследствие отсутствия достоверной
реакции диуретической функции и осмоляльности внутриканальцевой жидкости.
Следует заметить, что у гипотиреоидных крыс Brattleboro осмотическое концен-
трирование оставалось на достаточно низком уровне, что, по всей видимости, свя-
зано со сниженным базальным уровнем экспрессии AQP2. Известно, что введение
крысам Brattleboro агониста V2R, DDAVP, приводит к увеличению транслокации
AQP2 в апикальную мембрану, при этом общее содержание AQP2 в клетке не изме-
няется [44].

Недостаток гормонов щитовидной железы нередко сопровождается развитием
микседемы, которая характеризуется накоплением ГН в межклеточном простран-
стве [21] и является одной из причин задержки жидкости в организме при гипоти-
реозе [45, 46]. В почке млекопитающих высокая концентрация ГН характерна для
мозговой зоны [47], где в интерстиции почечной медуллы формируется гель, физи-
ко-химические свойства которого определяют возможность связывания больших
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объемов воды и положительно заряженных ионов [1]. Подавление синтеза ТГ у
крыс WAG раствором метимазола приводило к увеличению интенсивности окра-
шивания ГН интерстиция гормон-чувствительной средней трети сосочка почки.
Такая реакция интерстиция у гипотиреоидных крыс WAG может свидетельство-
вать о количественном росте компонентов внеклеточного матрикса, что подтвер-
ждается увеличением в сосочке мРНК HAS2 вследствие устранения ингибирующе-
го влияния ТГ на экспрессию гена HAS2, кодирующего фермент синтеза ГН. В ис-
следованиях in vitro на неонатальных фибробластах ранее было найдено, что
добавление в среду трийодтиронина (Т3) приводит к подавлению синтеза ГН путем
снижения уровня экспрессии HAS2 [48, 49]. Предполагается, что у крыс WAG в
условиях гипотиреоза при нарастании в сосочке почки гистохимически выявляе-
мого ГН формируется барьер на пути диффузии воды из просвета собирательных
трубок в почечный кровоток, снижая стимулирующий эффект гипотиреоза на ре-
абсорбцию воды. Одной из наиболее существенных морфологических особенно-
стей почек гомозиготных вазопрессин-дефицитных крыс Brattleboro является сни-
жение плотности ГН в интерстиции почечной медуллы [50], которое, как предполага-
ют, является следствием повышенной гиалуронидазной активности в почечной
ткани [10, 51]. Нами было установлено, что подавление синтеза ТГ раствором ме-
тимазола не вызывает у крыс Brattleboro качественных изменений состояния ин-
терстиция сосочка почки, несмотря на увеличение мРНК HAS2, уровень экспрес-
сии которого, тем не менее, оставался на достаточно низком уровне. Учитывая, что
содержание ГН может регулироваться не только на уровне экспрессии генов, а так-
же на посттранскрипционном и посттрансляционном уровне [52], отсутствие каче-
ственных изменений внеклеточного матрикса у гипотиреоидных крыс Brattleboro
связано, по всей видимости, со сниженной активностью HAS2.

При снижении уровня ТГ помимо возникновения синдрома неадекватной сек-
реции вазопрессина, приводящего к гипонатриемии в связи с задержкой воды в
организме [19], установлено увеличение уровня NO в сосочке почки [23], который,
как известно, является почечным аутакоидом, модулирующим процесс осмотиче-
ского концентрирования [53]. Ранее нами было выявлено, что в модуляцию осмо-
регулирующего эффекта вазопрессина оксидом азота вовлекаются структуры интер-
стиция почки, реструктуризация которых приводит к модуляции концентрирующей
функции почек вследствие изменений внеклеточной диффузии [54]. Установлено,
что NO играет существенную роль в преобразованиях почечного интерстиция у
крыс WAG в условиях гипотиреоза: введение ингибитора синтеза NO (L-NAME)
приводит у крыс WAG к восстановлению внеклеточного матрикса почки до кон-
трольного эутиреоидного состояния. Снижение интенсивности окрашивания аль-
циановым синим ГН у гипотиреоидных крыс WAG в условиях введения L-NAME,
вероятно, явилось следствием установленного снижения мРНК HAS2 до значений
контрольной группы. Предполагается, что увеличение уровня NO в условиях по-
давления синтеза ТГ является ключевым фактором, стимулирующим ферментную
активность и уровень экспрессии HAS2, способствуя увеличению биосинтеза ГН
экстрацеллюлярного матрикса почки у крыс WAG.

Поскольку, как известно, синтез NO в почечной медулле стимулируется вазо-
прессином [55], представляло интерес сравнить морфофункциональные особенно-
сти почек крыс WAG и вазопрессин-дефицитных особей Brattleboro в условиях
блокады синтеза NO с помощью введения L-NAME на фоне гипотиреоза. У крыс
Brattleboro при гипотиреозе введение L-NAME не приводило к качественным из-
менениям внеклеточного матрикса сосочка почки, что, по-видимому, явилось
следствием сниженного базального уровня активности синтеза NO в сосочке поч-
ки у данной линии крыс [56]. Отсутствие существенных качественных изменений
интерстиция почки у крыс Brattleboro при введении L-NAME на фоне гипотиреоза
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предполагает важность вазопрессин-зависимого механизма в регуляции оксидом
азота внеклеточной проницаемости почечной медуллы при подавлении синтеза ТГ.

Таким образом, результаты исследований позволяют заключить, что ключевую
роль в нарастании содержания ГН в интерстициальном матриксе почечной медул-
лы в условиях гипотиреоза играет NO, базальная активность которого в сосочке
почки зависит от уровня эндогенного вазопрессина в крови.
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Role of Nitric Oxide (NO) in the Mechanisms of Structural Changes in the Renal
Medullary Interstitium under Conditions of Hypothyroidism in Rats 

with Different Blood Vasopressin Levels

P. D. Pravikovaa, * and L. N. Ivanovaa

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, Russia

*e-mail: PollyPravi@yandex.ru

The role of nitric oxide (NO), renal autocoid, in the mechanisms of structural changes
in the renal medullary interstitium, affecting the extracellular permeability for water and
ions, was studied in WAG rats with high blood vasopressin (AVP) level and AVP-defi-
cient Brattleboro rats under conditions of hypothyroidism. Nо significant changes in the
parameters of the renal hydruretic function were observed in hypothyroid WAG rats,
while in Brattleboro rats an antidiuretic response was established due to activation of sol-
ute-free water reabsorption. It is assumed that the absence of changes in the parameters
of hydruresis in WAG rats with hypothyroidism is due to the increase of the main com-
ponent of the еxtracellular matrix content in the renal medulla, hyaluronan (HA), which
forms a barrier to the diffusion of water and ions. At the same time, in Brattleboro rats,
the stimulation of the concentrating renal function during hypothyroidism modeling is
not accompanied by significant structural changes in the extracellular matrix, which in the
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intact state is characterized by the almost total absence of HA in this strain. It was found
that NO plays a significant role in changing the structure of the renal interstitium in WAG
rats under conditions of hypothyroidism. Blockade of NO synthesis with L-NAME leads
to the elimination of changes in the extracellular matrix of the renal papilla revealed
during hypothyroidism due to a change in the level expression of gene hyaluronan syn-
thase-2 (HAS2) encoding the main enzyme catalyzing the synthesis of HA, to the basal
values of the control group. The results allow us to conclude that hypothyroidism leads
to an increase in the content of HA in the renal medullary interstitium, and the key role
in the manifestation of this effect is played by NO, the basal activity of which in the renal
papilla depends on the blood AVP level.

Keywords: hyaluronan, hypothyroidism, nitric oxide, vasopressin, water reabsorption,
WAG, Brattleboro
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