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Введение

Термином «биостимуляция» (БС) обозначают процесс (и процедуру) сти-
муляции функций фибробластов дермы, включая репликацию, синтез белка 
и  продукцию компонентов внеклеточного матрикса (ВКМ). Биостимуляцию 
можно индуцировать с помощью химического и/или физического воздей-
ствия. Для проведения химической (фармакологической) БС используется 
два протокола [1]:
 • препарат 1 — полидезоксирибонуклеотиды (ПДРН) в сочетании с глюкоза-

мина сульфатом (Gluc). Назначаются множественные интрадермальные инъ-
екции по 0,05–1 мл коктейля, содержащего 5,623 мг (3 мл) ПДРН, 400 мг (3 мл) 
Gluc, 1 мл лидокаина и 0,5–1 мл раствора бикарбоната натрия. Процедуру 
повторяют каждые 7, 14, 21 и 28 дней.

 • препарат 2  — Bio-NAC  — содержит N-ацетилцистеин (NAC) и комплекс 
аминокислот (AК). Используется для проведения множественных интра-
дермальных инъекций: АК 8,5% (3 мл), NAC (0,4–0,8 мл), 1 мл лидокаина 
и  0,5–1  мл раствора бикарбоната натрия. Инъекции повторяются каждые 
15 или 30 дней.

Препараты, содержащие комбинацию ПДРН и Gluc, оказывают противовоспали-
тельный эффект. В клинической практике ПДРН применяются при заживлении 
ран, функции этих соединений опосредованы аденозиновыми рецепторами 
А2. Глюкозамина сульфат относится к нестероидным противовоспалительным 
средствам. Совмещение РДРН и Gluc в одном препарате обосновано тем, что за-
живление ран является крайне важным гомеостатическим процессом, который 
включает несколько фаз, перекрывающихся во времени: воспаление, ангиоге-
нез, образование новой ткани и реорганизация.

Цель назначения комплекса Bio-NAC  — стимуляция синтеза белка и обеспе-
чение организма предшественником глутатиона (а именно NAC), являющимся 
важнейшим эндогенным антиоксидантом.

При проведении биоревитализации (БР) используется та же техника инъек-
ций, однако другие препараты. Суть этого метода заключается в интрадермаль-
ном введении монопрепаратов гиалуроновой кислоты (ГК) или комплексных 
препаратов, включающих помимо ГК другие соединения (например, витамины).

Учитывая тот факт, что БС и БР положительно влияют на разные аспекты функци-
онирования клеток кожи, было проведено экспериментальное исследование 
на клеточной культуре фибробластов с целью выяснения нюансов фармако-
логического действия препаратов (синтез и деградация ВКМ, метаболическая 
сигнализация), используемых в данных методах.
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Материалы и методы

Исследование проводилось в соответствии с принципами Хельсинкской дек-
ларации (1964 г.). Протокол исследования был одобрен этическим комитетом, 
работающим с институтом, где проводилось исследование. Все участники под-
писали протокол добровольного информированного согласия на участие.

Первичная культура фибробластов дермы человека (ФДЧ)
Во время хирургических операций были взяты фрагменты кожи (дермы) здо-
ровых добровольцев. Образцы переносили в колбы для клеточных культур 
площадью 75 см2, содержащие среду Игла, модифицированную по способу 
Дульбекко (DMEM) (Sigma-Aldrich Inc., США), с добавлением 20% фетальной те-
лячьей сыворотки и антибиотиков: пенициллина 100 ЕД/мл и стрептомицина 
100 мкг/мл (Sigma-Aldrich Inc.).

Клетки инкубировали во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2, при темпе-
ратуре 37°С. Среду заменяли на следующий день, затем дважды в неделю. Через 
15 дней фрагменты ткани удаляли из колбы. Через 24 ч инкубации проводили 
сбор клеток.

Клеточные культуры
Для изучения механизмов действия препаратов для БС на втором этапе произ-
водили посев ФДЧ на слои, включающие:
 • ПДРН 5,625 мг (Placentex integro, Mastelli, Италия) и Gluc 400 мг (Dona Rotta-

pharm, Италия);
 • NAC (Almus s.r.l., Pomezia, Италия) и 8,5% раствор AК. Последний препарат 

содержит ряд незаменимых аминокислот (изолейцин, лейцин, лизин, ме-
тионин, фенилаланин, треонин, триптофан и валин) и несколько замени-
мых аминокислот (аланин, аргинин, гистидин, пролин, серин и цистеин) 
(Freamine III Baxter S.p.A., Италия) в концентрации 20 мг/мл.

Для исследования механизма действия препаратов для БР на втором этапе про-
водили посев фибробластов на три слоя с разным содержанием ГК:
 • раствор нативной ГК 6,2 мг/мл с AК и витаминами (препарат Skinko E Visco-

derm, Ibsa/Revitacare, Франция);
 • гель на основе нативной ГК 10 мг/мл с полинуклеотидами (препарат Newest, 

Mastelli, Италия),
 • гель на основе стабилизированной ГК 20 мг/мл в растворе хлорида натрия 

(препарат Restylane® Vital, Q-med, Швеция).

В качестве контроля использовали необработанные клетки, которые оставля-
ли во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2 при температуре 37°С на 24 ч. 
По  окончании этого времени проводили трипсинизацию и лизис клеток для 
экстракции РНК.

Процессинг РНК и полимеразная цепная реакция (ПЦР)
в режиме реального времени
Обратная транскрипция кодирующих ДНК (кДНК) проводилась непосредствен-
но на лизате культуры клеток при помощи набора для исследования экспрес-
сии генов TaqMan Gene Expression Cells-to-Ct (Ambion Inc., США), в соответствии 
с инструкциями производителя. Вкратце, при помощи специального буфера 
проводился лизис культуры клеток, и в этом растворе высвобождалась РНК. 
Лизат клеток подвергали обратной транскрипции в кДНК с помощью фермен-
тов RT Enzyme Mix и соответствующего буфера для обратной транскрипции (RT-
буфера) (Ambion Inc.).

В заключении проводилась амплификация (накопление копий) кДНК при по-
мощи ПЦР в режиме реальном времени. Для этого использовался набор Power 
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,США), а для исследования генов 
был разработан специальный анализ. Реакции с красителем SYBR проводились 
в объеме 20 мкл на анализаторе ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). Для каждой 
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реакции использовались 10 мкл 2х Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems), праймеры в концентрации 400 нмоль каждый и кДНК.

Во всех проводимых экспериментах использовался отрицательный контроль 
(вода), чтобы исключить влияние контаминации реагентов. Полимеразная цеп-
ная реакция проводилась в двух повторах.

Для количественной оценки экспрессии генов применялся метод ПЦР в режиме 
реального времени. Уровни экспрессии генов нормировались в соответствии 
с экспрессией конститутивного гена Homo sapiens — гена рецептора трансфер-
рина 1 (TRFC). Экспрессия оценивалась по кратным изменениям в сравнении 
с экспрессией в необработанных ФДЧ. Для количественного анализа исполь-
зовался метод дельта/дельта. Прямой и обратный праймеры для выбранных 
генов создавались при помощи программы Primer express (Applied Biosystems) 
и приведены в таблице.

Результаты

После 24 ч инкубации в клетках под действием препаратов для БС и, в меньшей 
степени, для БР происходила активация гена эластина (ELN) (рис. 1). С другой 
стороны, гиалуронатсинтаза 1 (HAS 1) в большей степени активизировалась под 
действием препаратов для БР, особенно при использовании препарата с наи-
меньшей концентрацией ГК (Skinko E Viscoderm).

Праймеры — 
короткие 
одноцепочечные 
ДНК, которые 
добавляют в избытке 
в реакционную смесь 
при проведении ПЦР. 
Они специфично 
(по принципу 
комплементарного 
спаривания) 
присоединяются 
к коротким участкам, 
ограничивающим 
выбранную мишень.

Таблица

Последовательности праймеров при анализе SYBR® Green

Обозначение гена Название гена Homo sapiens Последовательность праймеров (5’>3’)

DSP Десмоплакин F-ATGACCTGAGGAGAGGACGAA

R-AGGCTCTCTCTTTCCTGTACCAC

ELN Эластин F-CTAAATACGGTGCTGCTGGC

R-CATGGGATGGGGTTACAAAG

HAS 1 Гиалуронатсинтаза 1 F-CTCGGAGATTCGGTGGACTA

R-CGCTGATGCAGGATACACAG

GDF 6 Фактор роста и дифференцировки 6 F-CCCCACGAGTACATGCTGTC

R-GAGCATGGACACATCAAACAA

IGF 1 Инсулиноподобный фактор роста 1 F-GCGCAATGGAATAAAGTCCT

R-ACAGCGCCAGGTAGAAGAGA

ELANE Нейтрофильная эластаза F-CTACGACCCCGTAAACTTGCT

R-CCTCACGAGAGTGCAGACGTT

HYAL 1 Гиалуроноглюкозаминидаза 1 F-ACAGATGTATGTGCAACACCG

R-AAGGGCCCCAGTGTAGTGTC

MMP 13 Матриксная металлопротеиназа 13 F-AGTTCGGCCACTCCTTAGGT

R-TGGTAATGGCATCAAGGGAT

MMP 2 Матриксная металлопротеиназа 2 F-TACGATGGAGGCGCTAATGG

R-CGCATGGTCTCGATGGTATT

MMP 3 Матриксная металлопротеиназа 3 F-TTTCCCAAGCAAATAGCTGAA

R-AGTTCCCTTGAGTGTGACTCG

TFRC 1 Рецептор трансферрина 1 F-CGCTGGTCAGTTCGTGATTA

R-GCATTCCCGAAATCTGTTGT
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На рис. 2 показано влияние препаратов на экспрессию фактора роста и диф-
ференцировки 6 (GDF 6), инсулиноподобного фактора роста 1 (IGF1) и десмо-
плакина (DSP). Фактор роста и дифференцировки в максимальной степени ак-
тивировался под действием NAC/AК и PDRN/Gluc. Инсулиноподобный фактор 
роста в значительной степени ингибировался PDRN/Gluc и стимулировался 
остальными препаратами. Экспрессия DSP стимулировалась всеми изученны-
ми препаратами.

На рис. 3 показаны эффект активизации гиалуронидазы 1 (HYAL 1) под действи-
ем изучаемых препаратов. Нейтрофильная эластаза (ELANE) — фермент, отве-
чающий за деградацию одного из волокнистых компонентов ВКМ — эластина, 
в меньшей степени активировалась ПДРН/Gluc.

На рис. 4 показано влияние исследуемых препаратов на активность матрикс-
ных металлопротеиназ (MMП), ферментов, отвечающих за деградацию ком-
понентов ВКМ. Все препараты усиливали их активность; только в отношении 
MMP13 было выявлено ингибирующее действие ПДРН/Gluc и слабое активи-
рующее NAC/AК.

Десмоплакин — 
внутриклеточный 
белок, участвующий 
в формировании 
десмосома, 
межклеточных 
контактов, 
обеспечивающих 
прочное соединение 
клеток (как правило, 
эпителиальной или 
мышечной ткани).

Рис. 1. Влияние препаратов для БР и БС на экспрессию гиалуро-
натсинтазы 1 и гена эластина после 24 ч инкубации

Рис. 2. Влияние препаратов для БР и БС на некоторые гены — 
фактора роста и дифференцировки 6 (GDF6), инсулиноподобного 
фактора роста 1 (IGF1) и десмоплакина (DSP)

Рис. 3. Эффекты активации гиалуронидазы 1 (HYAL1) и нейтро-
фильной эластазы при всех видах воздействия

Рис. 4. Влияние препаратов для БР и БС на экспрессию матриксных 
металлопротеиназ
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Обсуждение

Целесообразность использования препаратов ПДРН в процедурах БС обуслов-
лена их ранозаживляющим действием, которое связано со способностью пу-
риновых нуклеозидов и дезоксирибонуклеотидов в микромолярных концен-
трациях стимулировать пролиферацию клеток и повышать внутриклеточный 
уровень цАМФ за счет увеличения внеклеточной концентрации аденозина [2]. 
Аденозин является продуктом катаболизма АТФ и выступает регулятором 
клеточных функций. На поверхности клетки располагается, по меньшей мере, 
четыре вида аденозиновых рецепторов. Они относятся к семейству 7-транс-
мембранных, сопряженных с G-белками рецепторов [3]. Подтип А2 участвует 
во многих адаптивных физиологических процессах [4]. По некоторым сообще-
ниям, повышение содержания дезоксирибонуклеотидов и дезоксирибонуклео-
зидов оказывает митогенный эффект на фибробласты в культуре, и этот эффект 
управляется путем активации пуринергических рецепторов подтипа А2 [5].

После инъекции ПДРН у мышей с диабетом наблюдалась активация фактора ро-
ста эндотелия сосудов и повышение содержания белка в ране. Более того, у них 
отмечалось увеличение прочности тканей заживающей раны на разрыв, повы-
шение CD31 и индукция экспрессии трансглутаминазы II и ангиопоэтина-1 [6]. 
Показано, что ПДРН стимулируют биосинтез нуклеиновых кислот и усиливают 
как пролиферацию клеток, так и синтез белка. В действительности, нуклеотиды 
и нуклеозиды, полученные в результате деградации ПДРН, могут либо играть 
роль передатчиков сигнала во внеклеточной среде, либо поглощаться клеткой 
в качестве субстрата. Во внутриклеточной среде они становятся поставщиками 
пуриновых и пиримидиновых колец для синтеза нуклеиновых кислот: исполь-
зование таких «полуфабрикатов» позволяет в значительной степени повысить 
скорость и сэкономить энергию для синтеза НК по сравнению с реализацией 
de novo традиционных метаболических путей [7].

Глюкозамина сульфат относится к нестероидным противовоспалительным 
средствам, которые используются при лечении артроза коленных суставов. 
Он является одним из основных субстратов при синтезе гликозаминогликанов. 
Глюкозамин и уксусная кислота образуют N-ацетилглюкозамин, сополимериза-
ция которого с глюкуроновой кислотой приводит к образованию ГК.

По данным литературы, в результате проведения БС гены, ответственные за 
формирование и деградацию волокнистого и аморфного компонентов ВКМ, 
активируются противоположным образом (см. рис. 1 и 3). В описываемом экс-
перименте наблюдали незначительную активацию HAS 1 (деградация ГК), но 
повышение в 2 раза активности HYAL 1 (синтез ГК), выраженную активацию ELN 
(синтез эластина) и очень слабую активацию ELANE (деградация эластина). Та-
ким образом, на фоне проведения БС увеличивает синтез одного из волокни-
стых компонентов ВКМ — эластина и ускоряется деградация аморфного компо-
нента — ГК. Т.е. происходит ремодуляция матрикса.

Цель использования второго препарата для БС — NAC/AК — повышение син-
теза белка и одновременное обеспечение поступление предшественника 
глутатиона. Таким образом реализуется непрямой способ повышения уровня 
эндогенного антиоксиданта без вмешательства в гомеостаз. N-ацетилцистеин 
является предшественником аминокислоты цистеина, одного из трех ком-
понентов глутатиона (гамма-глутамил-цистеин-глицин) [8]. Глутатион пред-
ставляет собой антиоксидантную систему, работающую как внутри клетки, так 
и  во  внеклеточном пространстве. В клинической практике N-ацетилцистеин 
используется для проведения детоксикации при отравлении ацетаминофеном 
(парацетамолом), а также в качестве муколитика [9], он проявляет множество 
других видов биологической активности. N-ацетилцистеин является анти-
оксидантом, гепатопротектором, усиливает действие нитроглицерина, способ-
ствует синтезу глутатиона и угнетает синтез липопротеинов и гомоцистеина 
(антиатеросклеротическое действие) [10]. N-ацетилцистеин может защищать 
нервные клетки от апоптоза [11]. Эффект действия на фибробласты комплек-
са NAC/AК во многом похож на действие комплекса PDRN/Gluc, но в случае 

CD31 — гликопроте-
ин, мембранный белок 
из суперсемейства 
иммуноглобулинов.

Трансглутамина-
за — один из фак-
торов свертывания 
 крови.

Ангиопоэтин-1 — 
фактор роста, стимули-
рующий ангиогенез.
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NAC/AК не наблюдалось столь  выраженного ингибирования IGF 1. Причины 
такой ингибирующей активности PDRN/Gluc на сегодняшний день неизвестны, 
хотя в некоторых исследованиях на животных и людях-долгожителях проводят-
ся параллели между снижением уровня гормона роста или IGF 1 и длительно-
стью и качеством жизни [12, 13].

При проведении БР используется та же техника инъекций, что и при БС, однако 
препараты для БР являются, как правило, изделиями медицинского назначения 
и содержат ГК различных типов и в разной концентрации. Гиалуроновая кислота 
представляет собой высокомолекулярный полисахарид, который входит в со-
став внеклеточного матрикса, в особенности рыхлой соединительной ткани. Ги-
алуроновая кислота синтезируется на плазматической мембране фибробластов 
путем присоединения сахаридных остатков к восстанавливающемуся концу 
цепи, в то время как невосстанавливающийся конец выступает во внеклеточ-
ное пространство. Полимерная цепь состоит из повторяющихся дисахаридов, 
которые включают N-ацетилглюкозамин и глюкуроновую кислоту  [14]. Биоло-
гические функции ГК включают регуляцию пролиферации, миграции и диффе-
ренцировки клеток, поддержание гидробаланса во внеклеточном простран-
стве и гомеостаза белков. Препараты ГК широко используются в эстетической 
медицине благодаря своим гидратирующим свойствам, но надо уточнить — ГК 
выполняет не только роль филлера и гидратанта. Известны два вида рецепто-
ров ГК: кластер дифференцировки 44 (CD 44), располагающийся на плазмати-
ческой мембране, и рецептор гиалуронан-опосредованной подвижности кле-
ток, расположенный в цитоплазме. Взаимодействием с данными рецепторами 
опосредовано участие ГК в движении клеток, пролиферации и ангиогенезе [15]. 
Некоторые авторы полагают, что взаимодействие ГК с рецепторами различает-
ся в зависимости от размера молекулы [16, 17]. Однако другие исследователи 
отмечают, что добавление ГК к культуре фибробластов приводит к ингибирова-
нию клеточной пролиферации, причем этот эффект находится в прямой зависи-
мости от концентрации ГК, но не зависит от ее молекулярной массы. Возможное 
объяснение этого феномена: после взаимодействия с рецептором CD 44 и попа-
дания внутрь клетки ГК всегда находится во фрагментированном состоянии [18].

В проведенных экспериментах ГК присутствовала либо в качестве препарата 
для БР, либо в роли праймера для HAS 1 и HYAL 1. По результатам исследова-
ния, при использовании препарата с наименьшей концентрацией ГК (Skinko E 
Viscoderm) наблюдалась мощная стимуляция HAS 1, т.е. активизация синтеза 
этого биополимера (см. рис. 1). Все тестируемые препараты вызывали стимуля-
цию гиалуронидазы (HYAL 1).

Деградация ВКМ является важным элементом репаративных процессов. Она 
регулируется матриксными металлопротеиназами (MMП) и их тканевыми инги-
биторами. В организме человека имеется 24 подтипа MMП. В описанном экс-
перименте MMП 3 активировалась только в процедурах БР, ММР 2 активиро-
валась в одинаковой степени во всех случаях, а ММР13 в значительной мере 
ингибировалась комбинацией ПДРН/Gluc и несколько активировалась ком-
плексом NAC/АК (см. рис. 2).

Выводы

Препараты для биостимуляции и биоревитализации оказывают различные ме-
таболические эффекты в отношении культуры фибробластов, инкубированных 
в течение 24 ч, из чего можно заключить, что и по клиническим эффектам эти 
методы должны отличаться друг от друга.

Чтобы глубже изучить ранние стадии ответа фибробластов на процедуры БС 
и БР необходимо проведение дальнейших экспериментов с большим числом 
временных точек (не только через 24 ч культивирования клеток, но и через 12, 
48 и 72 ч).

Лучшее понимание биологии фибробластов позволит более правильно приме-
нять БС и БР в клинике.
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