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Гетерополисахарид гиалуронан, являясь ключевым компонентом внеклеточного матрикса, играет важную роль в поддер-
жании определенных физико-химических условий в тканях. Кроме того, гиалуронан может модулировать состояние клеток 
через взаимодействие с рецепторами и эндоцитоз, однако, эти эффекты недостаточно изучены. Благодаря своим уникаль-
ным свойствам, гиалуронан нашел широкое применение в разных областях биомедицины, в частности, активно использу-
ется в качестве микроимплантатов в дерму для коррекции возрастных изменений кожи. Вместе с тем, нативный гиалуро-
нан нестабилен при инъекции и подвергается быстрой деградации в ткани, что существенно ограничивает продолжитель-
ность вызываемых им эффектов. В данной работе исследуется новая композиция на основе гиалуронана ― HR-2, которую 
отличают ковалентные сшивки между цепями, введенные путем разработанной авторами одностадийной технологии 
твердофазной модификации полисахаридов. Сшивки препятствуют быстрой деградации гиалуронана. Авторами предло-
жена концепция функционирования гиалуронана в ткани в качестве депо протеиногенных аминокислот и витаминов в целях 
поддержания биосинтетической активности клеток. Ранее было показано, что сшитый по данной технологии гиалуронан 
более стабилен в дерме, в связи с чем его действие в качестве депо может быть пролонгировано. В данной работе исследует-
ся влияние на эндотелиоцитоподобные клетки и фибробласты препарата HR-2, представляющего собой новую композицию 
гиалуроната натрия и сополимера гиалуроновой кислоты с аскорбилфосфатом магния с добавлением глицина, пролина, ли-
зина. В работе проводится сравнение с немодифицированным гиалуронатом натрия. Установлено, что композиция HR-2 в 
сравнительно высоких концентрациях дозозависимо увеличивает активность дегидрогеназ в фибробластах, что может 
свидетельствовать о метаболическом их стимулировании. Это отличает препарат HR-2 от нативной гиалуроновой 
кислоты, ингибирующей в этих же концентрациях метаболическую активность фибробластов. Оба препарата ― и HR-2, 
и нативная гиалуроновая кислота ― в малых концентрациях вызывают гормезис-подобный, стимулирующий метаболизм 
эндотелиоцитов эффект. Цитотоксичность композиции HR-2 ниже нативной гиалуроновой кислоты на обоих клеточных 
типах. Следует также отметить, что не выявлено достоверного пролиферативного действия обоих препаратов. Полу-
ченные в работе новые сведения могут быть использованы для оптимизации режимов применения препаратов гиалуроно-
вой кислоты в биомедицине, с целью достижения максимального терапевтического эффекта и снижения нежелательных 
последствий его применения.
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Hyaluronan (HA) is a linear heteropolysaccharide, a key component of the extracellular matrix. It plays an important role in maintaining 
certain physicochemical conditions in tissues. In addition, hyaluronan can modulate the state of cells through interaction with 
receptors and endocytosis; however, these effects are not well understood. Due to its unique properties, hyaluronan is widely used in 
various fields of biomedicine, in particular, as microimplant for correction of age-related skin changes. However, native hyaluronan 
is unstable when injected and undergoes rapid degradation in the tissue, which significantly limits duration of its effects. In this study, 
we evaluated a new hyaluronan-based composition, HR-2, which is distinguished by covalent cross-links between the chains. Those 
cross-links were incorporated using a one-stage technology of solid-phase modification of polysaccharides developed by the authors. 
The cross-links prevent the rapid degradation of hyaluronan. The authors proposed a concept of injecting hyaluronan into tissue as a 
depot of proteinogenic amino acids and vitamins in order to maintain the biosynthetic activity of cells. Previously it was shown that 
hyaluronan produced with this technology was more stable in the dermis, and, therefore, its performance as a depot can be prolonged. 
In this work, we studied the effect on endotheliocyte-like cells and fibroblasts of HR-2, which is a new composition of sodium hyaluronate 
and a copolymer of hyaluronic acid with magnesium ascorbyl phosphate supplemented with glycine, proline, and lysine. The study 
compared HR-2 with unmodified sodium hyaluronate. We found that the composition of HR-2 in relatively high concentrations dose-
dependently increased dehydrogenase activities in fibroblasts, that might indicate their metabolic stimulation. This differs HR-2 from 
native hyaluronic acid, which inhibits the metabolic activity of fibroblasts when added in similar concentrations. Low concentrations 
of both drugs, HR-2 and native hyaluronic acid, exerted a hormesis-like effect on endotheliocyte metabolism. Cytotoxicity of the HR-2 
formulation was lower than of native hyaluronic acid in both cell types. It should also be noted that no reliable proliferative effects of 
both drugs have been identified. The new information obtained in this study can help optimizing the use of hyaluronic acid drugs in 
biomedicine to achieve the best therapeutic effect and reduce undesirable consequences of its use.
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Введение
Гиалуронан ― природный линейный немодифици-

рованный гетерополисахарид, построенный из регуляр-
но чередующихся остатков D-глюкуроновой кислоты и 
N-ацетил-D-глюкозамина, соединенных бета-гликозидны-
ми связями [1]. Гиалуронан относится к классу гликоза-
мингликанов и является важным компонентом внеклеточ-
ного матрикса. Появление в эволюции этого полисахарида, 
по-видимому, было одним из факторов, способствовавших 
расцвету хордовых животных, у которых в тканях содер-
жится значительное количество гиалуронана. Это, вероят-
но, можно объяснить уникальными физико-химическими 
свойствами молекул гиалуронана: при физиологическом 
нейтральном значении pH этот анионный гетерополиса-
харид способен связывать значительное количество воды, 
1000 кратно превосходящее собственный вес [2].

Кроме структурной и биомеханической функций, ги-
алуронан играет важную роль как сигнальная молекула: 

после установления факта специфического связывания 
гиалуронана с клетками в культуре [3] и его регулятор-
ного действия на подвижность клеток [4], стало ясно, что 
гиалуронан способен менять функционирование клеток 
[5]. За прошедшие три десятка лет накоплено значитель-
ное количество данных, свидетельствующих о комплекс-
ной роли гиалуронана в норме и патологии и его участии 
в таких процессах, как регенерация поврежденных тка-
ней [2], воспаление [6], ангиогенез [7] и других. Вовле-
ченность гиалуронана в столь важные процессы привлек-
ла значительный интерес к нему в практической биоме-
дицине, и в настоящее время он активно используется  
в офтальмологии, ревматологии, тканевой инженерии, 
регенеративной медицине [8], основанные на гиалурона-
не системы доставки лекарственных препаратов рассма-
триваются как перспективные в фармакологии [9].

Одними из наиболее частых применений гиалуронана 
являются различные варианты местных инъекций микро-
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имплантатов из гиалуронана в ткани, например, дерму, 
с целью прямого и/или опосредованного изменения ло-
кальных физико-химических условий внеклеточной сре-
ды. Однако особенностью гиалуронана как компонента 
внеклеточного матрикса является высокая скорость его 
обмена ― так, например, в коже период его полураспада 
составляет 24-48 ч. [1]. Введение нативного гиалуронана 
приводит к быстрой его резорбции и непродолжитель-
ным эффектам. Для пролонгации действия гиалуроно-
вой кислоты был предложен ряд методов органическо-
го синтеза для введения в ее структуру модификаций, в 
частности, ковалентных поперечных сшивок между це-
пями [1]. Данные методы, однако, имеют ряд недостат-
ков ― таких, как использование токсичных реагентов, 
большое число этапов синтеза, необходимость в сложной 
процедуре очистки продукта реакции. В качестве альтер-
нативы авторами, на основе метода твердофазной моди-
фикации, была разработана технология твердофазной 
сшивки гиалуронана с одновременным введением в его 
состав биологически-активных соединений. Ключевыми 
параметрами данного способа проведения твердофазных 
реакций являются высокое давление (от 5 до 1000 МПа) 
и деформация сдвига ― эти условия реализуются в ме-
хано-химическом реакторе. С использованием данного 
подхода была получена композиция сшитой гиалуроно-
вой кислоты с витамином С, пролином, лизином и глици-
ном ― HR-2 [10]. Было проведено исследование действия 
этой композиции на белых лабораторных крысах-самцах, 
при этом в качестве препарата сравнения был использо-
ван раствор нативной гиалуроновой кислоты (контроль). 
Препараты вводили в межлопаточную область спины: 
композиция HR-2 ― слева, контроль ― справа каждому 
животному. Наблюдение в течение 14 суток показало, что 
скорость деградации препаратов заметно отличались: 
гель немодифицированной гиалуроновой кислоты был 
практически полностью элиминирован из ткани уже на 
третьи сутки после введения, композиция HR-2 ― лишь 
на четырнадцатые сутки. Деградация гелей происходила 
путем макрофагальной резорбции, а также бесклеточного 
ферментативного лизиса. 

Было также отмечено, что введение композиции 
HR-2 способствовало увеличению числа фибробластов 
и образованию коллагеновых волокон, что позволило 
предположить индукцию пролиферации фибробластов 
и увеличение их биосинтетической активности. 

Целью данной работы стало сравнение действия 
композиции твердофазных модификаций гиалуроновой 
кислоты протеиногенными аминокислотами HR-2 и 
препарата немодифицированной гиалуроновой кислоты 
на клетки двух важных клеточных типов с точки зрения 
биологических эффектов гиалуронана ― фибробласты 
и эндотелиоциты. В качестве моделей этих клеточных 
типов были использованы эндотелиоцитоподобная ли-
ния EA.hy926 и культура фибробластов крайней плоти. 

Материалы и методы исследования
Синтез композиции HR-2 на основе гиалуроновой 

кислоты. В работе в качестве контроля и для модифи-
кации использовался идентичный препарат несшитой 

натриевой соли нативной немодифицированной гиа-
луроновой кислоты с средневязкостной молекулярной 
массой 2 000 000 Да. 

Для приготовления композиции HR-2 порошкообраз-
ную натриевую соль нативной немодифицированной 
гиалуроновой кислоты, магниевую соль фосфорнокис-
лого эфира аскорбиновой кислоты, глицин, пролин-L, 
лизин-L-монохлорид, диглицидиловый эфир 1,4-бутан-
диола (ДЭБД) гомогенизировали в мельнице при 50°С 
в течение 10-15 мин [10]. Полученную однородную по-
рошкообразную смесь помещали на нижнюю наковаль-
ню Бриджмена (диаметр рабочей поверхности 3 см), на-
крывали верхней наковальней, наковальни ставили под 
пресс и подвергали давлению 1000 МПа при 20°С в те-
чение 50 с, при угле поворота нижней наковальни 200°. 
Далее снимали давление, вынимали наковальни из-под 
пресса. Конечный состав композиции HR-2 включал 
в себя гиалуронат натрия 0,5-0,7 % масс., сополимер 
гиалуроновой кислоты с аскорбилфосфатом магния  
0,3-0,8 % масс., глицин 0,1-0,3 % масс., пролин-L 0,1-0,3 
% масс., лизин-L 0,1-0,3 % масс., хлористый натрий 0,1-
0,2 % масс. в фосфатно-солевом буфере, pH = 7,4. 

Контрольный препарат сравнения представлял собой 
несшитую натриевую соль нативной немодифицирован-
ной гиалуроновой кислоты 0,8-1,4 % масс. в фосфат-
но-солевом буфере, pH = 7,4. 

Композицию HR-2 и нативный гиалуронан растворя-
ли в ростовой среде в диапазоне концентраций от 4 мг/мл  
до 0,125 мг/мл непосредственно перед каждым экспери-
ментом. 

Культивирование клеток. Исследования были вы-
полнены на эндотелиоцитарной клеточной линии чело-
века EA.hy926 и фибробластах крайней плоти человека 
FSK-1. Клеточная линия человека EA.hy926 является 
гибридом первичной культуры эндотелиальных клеток 
пупочной вены человека HUVEC и тиогуанин-резистив-
ного клона линии клеток аденокарциномы легких A549 
(рис. 1, А). Клетки линии EA.Hy926 воспроизводят ос-
новные морфологические, фенотипические и функци-
ональные характеристики, присущие эндотелиальным 
клеткам крупных сосудов. Клетки EA.hy926 были лю-
безно предоставлены доктором Edgel C.J. (Университет 
Северной Каролины, США). Коллекция ATCC CRL-
2922. Фибробласты крайней плоти человека Foreskin по-
лучены из Российской коллекции культур клеток позво-
ночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург). 
Все клеточные линии паспортизованы, прошли кон-
троль видовой специфичности (во всех случаях прове-
ден кариотипический анализ), контроль контаминации 
(бактерии, грибы и микоплазма не обнаружены).

Клетки EA.hy926 культивировали в среде DMEM c 
глюкозой 4,5 г/л; 10% инактивированной эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (FBS), 50 мкг/мл гентамицина, 
2 mM L-глутамина и HAT (гипоксантин-аминоптерин-ти-
мидин). Субкультивирование клеточных линий осущест-
вляли 1 раз в 3-4 дня, вызывая дезинтеграцию монослоя 
5-минутной экспозицией в растворе трипсина (0,25%) с 
ЭДТА. В экспериментах использовали клетки 5-12 пас-
сажей. Пассирование клеток осуществляли по достиже-
ние культурой 90 % конфлюента. Рост клеток проходил 
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в атмосфере с 5% СО2 в инкубаторе (Sanyo, Япония) при 
температуре 37°С. Фибробласты крайней плоти человека 
культивировали в тех же условиях, но без HAT. 

Для экспериментов клетки рассевали в полной пита-
тельной среде с 10% сывороткой, с определенной плот-
ностью для каждой линии в 96-луночные для МТТ-теста 
или в 24-луночные планшеты для определения клеточ-
ного цикла. Через 24 часа проводили полную замену пи-
тательной среды на среду с 1 % содержанием FBS. Ещё 
через 24 часа к клеткам добавляли препараты с различ-
ными концентрациями. После добавления препаратов 
клетки культивировали 24 и 48 часов, затем проводили 
анализ жизнеспособности, цитотоксичности и анализ 
клеточного цикла. Клетки, культивируемые без препара-
тов, использовали как контроль.

Оценка жизнеспособности клеток методом исклю-
чения красителя трипанового синего. Жизнеспособ-
ность клеток оценивали методом исключения витально-
го красителя трипанового синего. Аликвоту суспензии 
объемом 20 мкл от каждого образца смешивали с рав-
ным объемом 0,4% раствора красителя трипанового си-
него и помещали на поверхность рабочего слайда для 
анализа на автоматическом счётчике клеток Countess™ 
(«Invitrogen», США). Каждый исследуемый образец кле-
ток был подсчитан в дуплете.

Анализ клеточного цикла. Для исследования изме-
нений клеточного цикла ядерную ДНК окрашивали 
фенантридиновым флуорофором пропидий йодидом 
(PI), используя для этой цели коммерческий набор BD 
Pharmingen™ PI/RNase Staining Buffer и предложенный 
производителем протокол. Клетки осаждали из росто-
вой среды центрифугированием на скорости 250 g в те-
чение 5-10 минут (центрифуга «Jouan BR4i» с бакет-ро-
тором («Thermo Electron Corporation», США)), отбирали 
супернатант и промывали осадок охлажденным (+4оC) 
фосфатно-солевым буфером (PBS), после чего снова 
осаждали центрифугированием при тех же параметрах. 
Отобрав супернатант, фиксировали клетки, добавляя по 
каплям, при постоянном встряхивании, 0,5-1,0 мл 75% 
холодного (―20оC) этанола. Фиксированные клетки 
окрашивали на следующий день, до этого момента об-
разцы хранили при +4оC. Перед окрашиванием клетки 
отмывали в буфере PBS и осаждали центрифугировани-
ем на скорости 200 g в течение 10 минут. Затем отбирали 
супернатант и, встряхнув осадок, окрашивали клетки, 
добавляя 0,5 мл PI/RNase Staining Buffer, после чего ин-
кубировали в течение 15 минут при комнатной темпе-
ратуре, в темноте. Анализ суспензии клеток проводили 
на проточном цитофлуориметре FACSCalibur (Becton 
Dickinson, США), укомплектованным воздухо-охла-
ждаемым аргоновым лазером (длина волны 488 нм).  
В каждом образце анализировали 25 000 событий. Эмис-
сию флюоресценции (PI) регистрировали в канале FL2 
(563-607 нм). Сбор данных проводили с использованием 
программного обеспечения CellQuest, версия 6.0, прило-
женного производителем к прибору. Анализ файловых 
данных проводили в программе ModFit LT, версия 3.2 
(«Software House», США).

Определение цитотоксичности. Цитотоксичность 
препаратов и влияние на метаболическую активность 

определяли с помощью MTT-теста. Для этого клетки 
инкубировали (24 ч. и 48 ч.) с препаратами в различных 
концентрациях в 96-луночном планшете. После инкуба-
ции в каждую лунку вносили по 10 мкл раствора МТТ 
(3[4,5-диметил-тиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолий). 
Раствор МТТ (2,5 мг/мл в PBS) стерилизовали через 
фильтры с диаметром пор 0,22 мкм. После инкубации с 
МТТ в течение 4 ч при 37°С в увлажненной атмосфере 
5% СО2 в лунки вносили по 100 мкл диметилсульфокси-
да (ДМСО) и, вращали планшеты на орбитальном шей-
кере при комнатной температуре в течение 20 мин, до 
полного растворения кристаллов формазана. Развитие 
окраски регистрировали путем измерения оптической 
плотности при длине волны 540 нм с помощью фотоме-
тра Hidex Chameleon (Hidex Oy, Финляндия).

Статистический анализ и представление данных. 
Обработка данных проводилась с использованием кри-
терия Краскела-Уоллиса и программного обеспечения 
Statistica, построение графиков осуществлялось в про-
граммной среде Origin Pro 9.0, аппроксимация кривых 
проводилась с использованием 3-параметрического ло-
гарифмического уравнения, а также 4-параметрического 
логистического уравнения сигмоидальной зависимости 
доза-ответ. Для анализа эффекта гормезиса нами бы-
ла построена специальная аппроксимирующая линей-
но-логистическая модель.

Результаты исследования
Влияние на метаболическую активность. Цитоток-

сическое действие препаратов ГК и HR-2 на эндотели-
альные клетки EA.hy926 невелико (рис. 1). Следует от-
метить, что с ростом концентрации цитотоксический эф-
фект обоих препаратов становится более выраженным. 

Цитотоксичность препаратов и влияние на метаболи-
ческую активность определяли с помощью MTT-теста. 
После инкубации клеток (24 часа и 48 часов) с препа-
ратами в каждую лунку вносили раствор МТТ инкуба-
ции. Развитие окраски регистрировали путем измерения 
оптической плотности при длине волны 540 нм, рефе-
ренс-волна 620 нм.

IC10 (концентрации препарата, при которой гибнет 
10% клеток) для гиалуронана при 24-часовой инкубации 
находится в диапазоне 0,25-0,50 мг/мл. IC10 для ГК при 
48-часовой инкубации ― в диапазоне 0,50-1,00 мг/мл; 
IC10 препарата HR-2 при 24-часовой инкубации нахо-
дится в диапазоне 0,50-1,00 мг/мл, при 48-часовой ин-
кубации ― в диапазоне 1,0-2,0 мг/мл. Цитотоксический 
эффект препарата HR-2 на клетки линии EA.hy926 по 
сравнению с немодифицированной гиалуроновой кис-
лотой, в целом, менее выражен. Интересно, что с уве-
личением длительности инкубации цитотоксичность 
падает как для ГК, так для HR-2. Возможно, это связано 
с дестабилизацией компонента, обусловливающего ци-
тотоксичность, а также с адаптивными процессами, про-
текающими в клетках.

Интересным обнаруженным фактом является уве-
личение продукции формазана в клетках, инкубирован-
ных с низкими концентрациями ГК. Для препарата кон-
трольной ГК такой эффект был выражен через 24 часа в 
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концентрации 0,0625 мг/мл и через 48 часов в диапазоне 
концентраций 0,0625-0,25 мг/мл (рис. 1, А). Похожий 
двухфазный характер кривой цитотоксичности, только 
более ярко выраженный на длительных инкубациях, 
имеет место и для препарата HR-2. Так, после 48-часо-
вой инкубации нами показан данный эффект для диапа-
зона концентраций 0,0625-0,5000 мг/мл, причем он пре-
восходит действие ГК (рис. 1, Б). Однако при 24-часовой 
инкубации с HR-2 рост оптической плотности на малых 
концентрациях не определялся. 

Таким образом, гормезис-подобный эффект препара-
та HR-2 на эндотелиальные клетки имеет отсроченный 
характер: почти не выражен при 24 часовой инкубации, 
однако, обнаруживается на 48 часах. Данный эффект 
может быть ассоциирован с пролиферацией клеток или 
стимуляцией метаболической активности. 

Действие гиалуроновй кислоты и композиции HR-2 

на фибробласты характеризуется минимальной цито-
токсичностью, и, в отличие от эндотелиальных кле-
ток, заметных изменений в величине цитотоксического 
эффекта с увеличением времени инкубации также не 
происходит. Препарат HR-2 показал дозозависимое 
стимулирование на фибробластах после 24 часовой 
инкубации (рис. 2, А). Небольшие по величине стиму-
лирующие фибробласты гормезис-подобные эффекты 
также отсрочены, как и для эндотелиоцитов, и прояв-
ляются после 48 часовой инкубации для малых концен-
траций препарата немодифицированной гиалуроновой 
кислоты (0,125 и 0,500 мг/мл) (рис. 2, Б). Гормезис-по-
добные эффекты препарата HR-2 на фибробласты не 
наблюдались. 

Влияние на распределение клеток по фазам клеточ-
ного цикла. Следующим этапом нашей работы было ис-
следование распределения клеток по фазам клеточного 

А Б

Б

Рис. 1. Влияние препаратов на метаболическую активность эндотелиоцитов EA.hy926. при 24- (А), 48-часовом (Б) действии препаратов ГК 
(Hyal.A) и HR-2.

Рис. 2. Влияние на метаболическую активность фибробластов при 24- (А), 48-часовом (Б) действии препаратов ГК (Hyal.A.) и HR-2. Цитоток-
сичность препаратов и влияние на метаболическую активность определяли с помощью MTT-теста. После инкубации клеток (24 часа и 48 
часов) с препаратами в каждую лунку вносили раствор МТТ инкубации. Развитие окраски регистрировали путем измерения оптической 
плотности при длине волны 540 нм, референс-волна 620 нм. Результаты статистически достоверны (* – p < 0,05). 
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цикла при воздействии на них референсной ГК и ком-
позиции HR-2. 

Проведенный анализ клеточной популяции EA.hy926 
методом проточной цитометрии при действии ГК и HR-2  
не показал статистически достоверных изменений ко-
личества клеток в G1, S-фазе или G2-фазе на 24- и на 
48-часовых временных интервалах инкубаций. Слабо 
выражен эффект накопления клеток в фазе G1 при 24 и 
48-часовой инкубации при действии обоих препаратов 
(рис. 3). Сопоставляя данные цитометрии и наблюдае-
мые эффекты повышения продукции формазана по срав-

нению при анализе метаболической активности клеток 
линии EA.hy926, можно заключить, что ГК и HR-2 вы-
зывают скорее рост метаболической активности клеток, 
чем их пролиферацию. 

Исследования влияния препаратов на клеточный 
цикл фибробластов также не показали достоверных 
изменений в распределении клеток по фазам цикла. 
Нами отмечены слабые тенденции к снижению коли-
чество фибробластов в фазе G1 при 24-часовой инку-
бации при действии HR-2 и HA и к накоплению кле-
ток в фазе S (рис. 4). 

Рис. 3. Диаграмма зависимости количества эндотелиоцитоподобных клеток EA.hy926 (в %) в фазах клеточного цикла от концентрации 
препаратов ГК (HA) и HR-2 при инкубации 24 часа: (А) – в фазе G1 (HR-2: p = 0,76; ГК: p = 0,18) ; (Б) – в фазе G2 (HR-2: p = 0,28; ГК: p = 0,76); (В) 
– в фазе S (HR-2: p = 0,68; ГК: p = 0,68). При инкубации 48 часов: (Г) – в фазе G1 (HR-2: p = 0,76; ГК: p = 0,36); (Д) – в фазе G2(HR-2: p = 0,76; ГК: 
p = 0,14); (Е) – в фазе S (HR-2: p = 0,84; ГК: p = 0,98). Для исследования клеточного цикла ядерную ДНК клеток окрашивали PI/RNase Staining 
Buffer, инкубировали в течение 15 мин. в темноте при комнатной температуре. Сбор данных и анализ проводили на проточном цитофлу-
ориметре FACSCalibur.
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Таким образом, HR-2 оказывает на фибробласты сти-
мулирующее метаболизм действие, величина которого 
пропорциональна ее концентрации, причем подобный 
эффект был зарегистрирован и на сравнительно низких 
концентрациях до 0,500 мг/мл. 

Обсуждение

Продукция гиалуронана и связывание ее с клеточ-
ными рецепторами регулируется сложным образом и 

зависит от типа клеток, и может по-разному реализовы-
ваться в физиологических или патологических состоя-
ниях [11]. В частности, было замечено, что способность 
гиалуронана модулировать клеточные функции обу-
словлена низкомолекулярными фрагментами [12]. Эти 
фрагменты способны индуцировать или ингибировать 
пролиферацию, миграцию и адгезию клеток [13]. Тем 
не менее, литературные данные довольно противоречи-
вы, что может быть обусловлено вариабельностью экс-
периментальных условий, различиями в используемых 
клеточных моделях. Так, например, было показано, что 

Рис.4. Диаграмма зависимости количества фибробластов (в %) в фазах клеточного цикла от концентрации препаратов ГК (HA) и HR-2 
при инкубации 24 часа: (А) – в фазе G1 (HR-2: p = 0,76; ГК: p = 0,68); (Б) – в фазе G2 (HR-2: p = 0,92; ГК: p = 0,68); (В) – в фазе S (HR-2: p = 0,19; 
ГК: p = 0,91). При инкубации 48 часов: (Г) – в фазе G1 (HR-2: p = 0,88; ГК: p = 0,95); (Д) – в фазе G2 (HR-2: p = 0,76; ГК: p = 0,98); (Е) – в фазе S 
(HR-2: p = 0,82; ГК: p = 0,68). Для исследования клеточного цикла ядерную ДНК клеток окрашивали PI/RNase Staining Buffer, инкубировали 
в течение 15 мин. в темноте при комнатной температуре. Сбор данных и анализ проводили на проточном цитофлуориметре FACSCalibur. 
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добавление гиалуронана к нормальным фибробластам 
человека вызывает ингибирование клеточного роста, ко-
торое зависело от концентрации гиалуронана, но в то же 
время, не зависело от молекулярного веса гиалуронана. 
При этом было зафиксирована быстрая интернализация 
внеклеточного гиалуронана фибробластами кожи чело-
века совместно с CD44 рецепторами и её транспортом в 
лизосомы. Как низко-, так и высокомолекулярная фрак-
ции гиалуронана снижают пролиферацию клеток, что 
может быть ассоциировано с катаболизмом гиалурона-
на [12]. По данным других экспериментов добавление 
экзогенной ГК к фибробластам стимулировало их про-
лиферацию ― возможно, что пролиферативный эффект 
гиалуронана обусловлен более длительной инкубацией 
клеток с препаратом ГК (от 4 до 7 суток) [14].

Влияние гиалуронана на пролиферацию эндотели-
альных клеток, по-видимому, зависит от молекуляр-
ной массы [1]. Так, ГК с низкой молекулярной массой 
(1300-4500 Да) вызывает пролиферацию клеток, тогда 
как высокомолекулярная ГК ингибирует пролиферацию 
эндотелиальных клеток. Возможно, это связано с раз-
личиями экспрессии рецепторов ГК или с примесями, 
особенностями производства данного полисахарида [1]. 

В нашей работе был зарегистрирован двухфазный ха-
рактер зависимости метаболической активности от кон-
центрации препаратов HR-2 и гиалуроновой кислоты при 
их действии на эндотелиальные клетки. Исходя из резуль-
татов анализа клеточного цикла, пролиферацию эндоте-
лиальных клеток при действии обоих препаратов можно 
исключить. Метаболическое стимулирование проявляет-
ся у препарата HR-2 в большей степени при более дли-
тельной инкубации по сравнению с гиалуроновой кисло-
той, что может быть связано с дополнительным усилени-
ем метаболических эффектов за счет конъюгированных с 
гиалуронаном HR-2 аминокислот и аскорбиновой кисло-
ты. Следует отметить, что препарат HR-2, по-видимому, 
в силу этих же причин обладает меньшим цитотоксиче-
ским действием на эндотелиоцитоподобную клеточную 
линию. С учетом того, что использованный метод MTT 
в большей степени дает представление об интегральном 
клеточном метаболизме, можно утверждать, что актив-
ность дегидрогеназ в эндотелиоцитах при действии HR-
2 повышена по сравнению с исследованным препаратом 
гиалуроновой кислоты. Возможно, что такая активация 
клеток может быть обусловлена ростом энергопродукции 
в связи со стресс-индуцирующим воздействием олигоме-
ров ГК в составе препаратов на эндотелиальные клетки 
― в частности, в литературе было отмечено увеличение 
экспрессии белков теплового шока при действии олигоса-
харидных фрагментов гиалуронана [15].

Препараты HR-2 и ГК практически не оказывают 
действия на клеточный цикл фибробластов ― заметна 
лишь слабая тенденция к снижению содержания фи-
бробластов в фазе G1 и небольшое увеличение в фазах 
S (ярче проявляется у HR-2) и G2 при 24-часовой ин-
кубации. Таким образом, влияние обоих препаратов на 
пролиферацию клеток незначительны. Гормезис-подоб-
ный характер действия на метаболическую активность 
фибробластов препарата HR-2 практически не проявля-
ется, однако, выражено дозозависимое стимулирование 

метаболизма, что существенно отличает эффект препа-
рата HR-2 от описанного в литературе и подтвержден-
ного нами на 24-часовом временном интервале инги-
бирующего метаболическую активность фибробластов 
действия высоких концентраций гиалуроновой кислоты. 
Мы связываем наблюдаемый эффект с модификаторами 
гиалуроновой кислоты, входящими в состав HR-2, ко-
торые могут выступать в качестве дополнительных ак-
тиваторов метаболизма. Таким образом, HR-2 снижает 
ингибирующие эффекты высокой концентрации гиалу-
роновой кислоты на метаболизм фибробластов.

Заключение
В заключении следует отметить, что проведенный на-

ми анализ влияния препарата HR-2 на метаболическую 
активность, выживаемость и распределение по фазам 
клеточного цикла эндотелиоцитов и фибробластов позво-
ляет сделать вывод о сравнительно низкой цитотоксично-
сти препарата HR-2 для клеток этих двух разных типов. 
Зарегистрированная метаболическая активация эндоте-
лиоцитов при действии малых концентраций препарата 
может указывать на возможное повышение реактивности 
клеток на определенном этапе применения препарата при 
снижении его локальной концентрации в ткани.

Результаты проведенного исследования, таким обра-
зом, указывают на то, что характер действия препаратов 
ГК зависит от концентрации и, по-видимому, специфи-
чен для определенного клеточного типа. Разнонаправ-
ленность этих эффектов может указывать на сложность 
сигнальных и метаболических путей, вовлеченных в 
ответ клеток на ГК и происходящие физико-химические 
изменения при диссоциации компонентов полимерной 
матрицы препарата.

Полученные новые сведения о влиянии препарата 
HR-2 на клеточное звено, в частности, эффектах сти-
мулирования метаболизма фибробластов, могут быть 
использованы для оптимизации диапазонов концентра-
ций препарата, используемых в биомедицине, с целью 
достижения максимального терапевтического эффекта и 
снижения нежелательных последствий его применения. 
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