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Аннотация. Бактериальные коллагеназы являются металлопротеиназами, участвующими в 
разложении внеклеточного матрикса клеток животных из-за их способности гидролизовать натив-
ный коллаген. Патогенные микроорганизмы (в основном Clostridium histolyticum), известные как 
продуценты микробной коллагеназы, могут расщеплять каждую полипептидную цепь коллагена 
на несколько участков. Известно, что они действуют как экзотоксин и нарушают метаболизм со-
единительной ткани за счет гидролиза коллагена в клетках. Коллаген является основным белком 
внеклеточного матрикса тканей, таких как сухожилия, кожа, хрящи и кровеносные сосуды, а также 
органическим компонентом зубов, костей и роговицы. Коллагеназы часто используются для вы-
деления клеток из тканей в медицинских исследованиях. Эти ферменты успешно применяют для 
удаления и перемещения клеток поджелудочной железы. Сегодня коллагеназу рассматривают в ка-
честве лекарственного средства и, по-видимому, она может заменить некоторые инвазивные методы 
лечения заболеваний, при которых чрезмерное отложение коллагена вызывает нарушения физио-
логических функций организма. Коллагеназа гидролизует нативный коллаген, денатурированный 
коллаген и желатин. Фермент осуществляет протеолиз по пептидным связям остатков пролина и 
оксипролина. 

В настоящей работе была изучена субстратная специфичность коллагеназы по отношению к 
следующим субстратам: бычий сывороточный альбумин (БСА), липаза из поджелудочной железы, 
αs1-казеин молока, α-амилаза из поджелудочной железы, фосфатаза, гемоглобин, яичный альбумин, 
цитохром с, сывороточный альбумин человека (САЧ), каталаза, коллаген. Активность фермента 
определяли методом Лоури (по разности между содержанием белка в растворе субстрата без и с 30 
минутной инкубацией с ферментом при 37 °С). Установлено, что только коллаген с высокой скоро-
стью гидролизуется коллагеназой. По отношению к остальным белкам (бычьему сывороточному 
альбумину, липазе, гемоглобину, каталазе, казеину молока, амилазе, яичному альбумину, цитохрому 
с, фосфатазе и сывороточному альбумину человека) была выявлена низкая каталитическая способ-
ность нативной и иммобилизованной на матрице хитозана коллагеназы. Снижение протеазной ак-
тивности иммобилизованной коллагеназы по сравнению со свободной, вероятно, связано со сте-
рическими ограничениями доступа высокомолекулярных субстратов (белков) к активному центру 
фермента, обусловленными матрицей хитозана.
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Бактериальные коллагеназы являются метал-
лопротеиназами, участвующими в разложении 
внеклеточного матрикса клеток животных из-за 
их способности гидролизовать нативный колла-
ген. Эти ферменты являются важными факто-
рами вирулентности для множества патогенных 

бактерий [1-8]. Патогенные микроорганизмы, в 
основном Clostridium histolyticum, известны как 
продуценты микробной коллагеназы [9, 10]. Кол-
лагеназы могут расщеплять каждую полипептид-
ную цепь коллагена на несколько участков [11]. 
Известно, что они действуют как экзотоксин и 
нарушают метаболизм соединительной ткани за 
счет гидролиза коллагена в клетках [12]. Реком-
бинантные бактериальные коллагеназы способны 
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гидролизовать как водонерастворимые нативные 
коллагены, так и водорастворимые денатуриро-
ванные коллагены [13].

Коллаген является основным белком внекле-
точного матрикса тканей, таких как сухожилия, 
кожа, хрящи и кровеносные сосуды, а также орга-
ническим компонентом зубов, костей и роговицы. 
Чрезмерная агрегация коллагена может вызвать 
нарушение этиологии органелл [9].

Коллагеназы часто используют для выделения 
клеток из тканей в медицинских исследованиях. 
Эти ферменты успешно применяют для удаления и 
перемещения клеток поджелудочной железы, кото-
рая вырабатывает инсулин (у пациентов с диабетом) 
[14]. Используя коллагеназы, можно также выделить 
интактные клетки паренхимы печени, жировых кле-
ток и надпочечников [15], которые затем можно ис-
пользовать для выращивания клеточных культур 
[16]. Сегодня коллагеназу рассматривают в качестве 
лекарственного средства и, по-видимому, она может 
заменить некоторые инвазивные методы лечения 
заболеваний, при которых чрезмерное отложение 
коллагена вызывает нарушения физиологических 
функций организма [17, 18].

Коллагеназа гидролизует нативный коллаген, 
денатурированный коллаген и желатин. Она осу-
ществляет гидролиз по пептидным связям остатков 
пролина и оксипролина. Скорость гидролиза суб-
страта снижается при наличии в нем аргинина [19]. 

На получение дополнительных сведений о 
субстратной специфичности коллагеназы в сво-
бодном и иммобилизованном состояниях и на-
правлена наша статья.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования была выбра-

на коллагеназа из Clostridium histolyticum фирмы 
«Sigma-Aldrich», носителями для иммобилизации 
– кислоторастворимые среднемолекулярный (Mr 
= 200 кДа, степень деацетилирования – 82 %) и 
высокомолекулярный хитозаны (Мr = 350 кДа, 
степень деацетилирования – 94.85%) фирмы ЗАО 
«Биопрогресс». Иммобилизацию коллагеназы на 
хитозане осуществляли методом простой адсорб-
ции [20].

Для исследования субстратной специфично-
сти коллагеназы использовались следующие бел-
ки: бычий сывороточный альбумин (БСА) (Bos 
taurus, 66 кДа), липаза из поджелудочной железы 
(Sus scrofa, 48 кДа), αs1-казеин молока (Bos taurus, 
22-23 кДа), α-амилаза из поджелудочной желе-
зы (Sus scrofa, 51-54 кДа), фосфатаза (Bos taurus, 

димер ~160 кДа), гемоглобин (Homo sapiens, 66.8 
кДа), яичный альбумин (Gallus gallus, 44-45 кДа), 
цитохром с (Homo sapiens, ~15 кДа), сывороточ-
ный альбумин человека (САЧ) (Homo sapiens, 66.4 
кДа), каталаза (Bos taurus, тетрамер ~250 кДа), 
коллаген (Homo sapiens, ~300 кДа).

Активность ферментов определяли методом 
Лоури (по разности между содержанием белка в 
растворе субстрата без и с 30 минутной инкубаци-
ей с ферментом при 37 °С) [21, 22].

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проводилась традиционным способом 
при уровне значимости 5 % с использованием 
t-критерия Стьюдента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Основываясь на литературных данных о пред-

почитаемых коллагеназой и избегаемых ею пеп-
тидных связях для гидролиза [9, 17-19], была 
составлена таблица, в которой приведены абсо-
лютные и относительные значения, а также со-
отношение предпочитаемых и избегаемых связей 
для гидролиза.

Установлено, что только коллаген (отношение 
предпочитаемых и избегаемых связей составляет 
6.1) с высокой скоростью гидролизуется колла-
геназой. Снижение каталитической способности 
по отношению к коллагену иммобилизованного 
фермента по сравнению со свободным, вероят-
но, связано со стерическими ограничениями до-
ступа высокомолекулярных субстратов (белков) к 
активному центру коллагеназы, обусловленными 
матрицей хитозана.

Низкая каталитическая способность натив-
ной и иммобилизованной на матрице хитозана 
коллагеназы была выявлена к остальным белкам: 
бычьему сывороточному альбумину (отношение 
предпочитаемых и избегаемых связей – 1.2), ли-
пазе (1.4), гемоглобину (2.3), каталазе (0.9), казеи-
ну молока (3.1), амилазе (0.9), яичному альбумину 
(1.0), цитохрому с (2.0), фосфатазе (1.8) и сыворо-
точному альбумину человека (1.0) (рис.1 , табл. 1).

Анализируя данные рисунка и таблицы, мож-
но сделать вывод о том, что уровень активности 
коллагеназы по отношению к тому или иному 
субстрату связан с соотношением предпочитае-
мых для гидролиза и избегаемых пептидных свя-
зей. Чем выше процентное содержание предпо-
читаемых и ниже количество избегаемых связей 
в субстрате, тем выше активность фермента по 
отношению к нему. Снижение каталитической 
способности иммобилизованной коллагеназы по 
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Таблица 1. 
Количество предпочитаемых и избегаемых пептидных связей для гидролиза коллагеназой

Субстрат

Предпочитаемые аминокислотные 
остатки и пептидные связи

Избегаемые 
аминокислот-
ные остатки

Отношение 
предпочитае-
мых амино-
кислотных 
остатков к 

избегаемым 
Пролин Лейцин-

глицин
Сумма,

абсолют. / %
Аргинин, 

абсолют. / %

Бычий сывороточный альбумин [Bos taurus] 607 aa
GenBank: CAA76847.1 28 3 31 / 5.0 26 / 4.0 1.2

Липаза [Sus scrofa] 465 aa
GenBank: ADD71520.1 25 4 29 / 6.0 21 / 4.5 1.4

Казеин молока [Bos taurus] 214 aa
GenBank: ACG63494.1 17 2 19 / 9.0 6 / 2.8 3.1

Амилаза [Sus scrofa] 511 aa
GenBank: AAF02828.1 21 3 24 / 5.0 28 / 5.5 0.9

Фосфатаза [Bos taurus] 533 aa
GenBank: AAA30571.1 31 4 35 / 6.5 20 / 4.0 1.8

Гемоглобин [Homo sapiens] 574 aa
PDB: 1SI4_A
PDB: 1SI4_B
PDB: 1SI4_C
PDB: 1SI4_D

26 6 32 / 5.5 14 / 2.0 2.3

Яичный альбумин [Gallus gallus] 386 aa
GenBank: AAB59956.1 14 1 15 / 4.0 15 / 4.0 1.0

Цитохром с [Homo sapiens] 105 aa
NCBI Reference Sequence: NP_061820.1 4 0 4 / 4.0 2 / 2.0 2.0

Сывороточный альбумин человека [Homo sapiens] 
609 aa GenBank: AAN17825.1 24 4 28 / 4.5 28 /4.5 1.0

Каталаза [Bos taurus] 527 aa
NCBI Reference Sequence: NP_001030463.1 28 1 29 / 5.5 32 / 6.0 0.9
Коллаген [Homo sapiens] 1678 aa
GenBank: BAA04809.1 275 16 291 / 17.0 47 / 2.8 6.1

Аминокислотные последовательности субстратов были взяты из базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ )

состояниях могут быть использованы при разра-
ботке новых фармакологических агентов и позво-
лят с большей долей вероятности интерпретиро-
вать результаты клинических исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке в форме гранта 
Президента Российской Федерации для государственной поддерж-
ки молодых российских ученых – докторов наук МД-1982.2020.4. Со-
глашение 075-15-2020-325.
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Abstract. Bacterial collagenases are metalloproteinases involved in the degradation of the extracellular 
matrix of animal cells due to their ability to hydrolyze a native collagen. Pathogenic microorganisms 
(mainly Clostridium histolyticum), known as producers of microbial collagenase, can break down each 
collagen polypeptide chain into several sites. They are known to act as an exotoxin and disrupt connective 
tissue metabolism by hydrolysis of collagen in cells. Collagen is a major protein in the extracellular matrix 
of tissues such as tendons, skin, cartilage and blood vessels, and an organic component of teeth, bones and 
cornea. Collagenases are often used to isolate cells from tissues in medical research. These enzymes have 
been used successfully to remove and move cells from the pancreas. Collagenase is now being considered 
a medicine and it is likely to replace some invasive treatments for diseases in which excessive collagen 
deposition causes physiological dysfunction. Collagenase hydrolyzes native collagen, denatured collagen 
and gelatin. The enzyme carries out proteolysis at the peptide bonds of proline and hydroxyproline residues.

In this work, the substrate specificity of collagenase with respect to the following substrates was stud-
ied: bovine serum albumin (BSA), lipase from the pancreas, αs1-casein of milk, α-amylase from the pancre-
as, phosphatase, hemoglobin, ovalbumin, cytochrome c, serum albumin human (HSA), catalase, collagen. 
The enzyme activity was determined by the Lowry method (by the difference between the protein content in 
the substrate solution without and with 30 minutes incubation with the enzyme at 37 °C). It has been found 
that only collagen is hydrolyzed by collagenase at a high rate. In relation to other proteins (bovine serum 
albumin, lipase, hemoglobin, catalase, milk casein, amylase, ovalbumin, cytochrome c, phosphatase, and 
human serum albumin), a low catalytic ability of native collagenase and collagenase immobilized on the 
chitosan matrix was revealed. A decrease in the protease activity of immobilized collagenase as compared 
to free collagenase is probably associated with steric restrictions on the access of high molecular weight 
substrates (proteins) to the active center of the enzyme, caused by the chitosan matrix.

Keywords: collagenase, chitosan, immobilization, substrate specificity
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