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Проведено изучение реакций тканей кожи на примене-
ние филлеров, в частности биодеградируемого на основе 
гиалуроновой кислоты. Результаты проведенного 
исследования показали отсутствие на всех сроках 
наблюдения ранних и  поздних тканевых реакций на 
введенный филлер, что свидетельствует о его эффек-
тивности и безопасности.

В современной косметологии наряду с ме-
зотерапией, пилингами, лазерными техноло-
гиями, ботулинотерапией активно развивается 
и широко используется такой метод коррекции 
возрастных изменений, как контурная пласти-
ка. Для улучшения рельефа кожи, заполнения 
дефектов, придания объема определенным уча-
сткам (например, губам) применяют различные 
по химическому составу филлеры. В  качестве 
филлеров используются полимерные соедине-
ния синтетического и природного происхожде-
ния. Филлеры различаются по химическому 
составу полимера. Они могут быть изготовлены 
как из недеградируемого материала (силикон), 
так и деградирующего в тканях (коллаген, гиа-
луроновая кислота). Химическая инертность 
вещества филлера способствует минимизации 
риска развития реакций отторжения и  более 
длительной сохранности эстетического эффек-
та. Однако эстетический эффект после введе-
ния недеградируемого геля может снижаться, 
поскольку развивающаяся со временем возрас-
тная атрофия кожи делает отложения геля в тка-
нях более заметными. Таким образом, сохра-
нившийся в стареющей коже филлер зачастую 
становится косметической проблемой и требует 
удаления путем аспирации либо хирургически-
ми методами. 

В этом отношении филлеры из биодегради-
руемых материалов имеют преимущества. Они 
достаточно близки к веществу тканей организ-
ма, поэтому вероятность развития осложнений 
минимальна. А их способность к медленной де-
градации не создает в ходе естественного старе-
ния эстетических проблем. Кроме того, при 
необходимости введение геля в проблемные зо-
ны можно повторять. В последнее время приоб-
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ретают популярность гели на основе гиалуроно-
вой кислоты. Сама по себе гиалуроновая кисло-
та как основа межуточного вещества 
соединительной ткани не является чужеродным 
соединением. Возможно, поэтому ее препараты 
не иммуногенные и не должны вызывать серь-
езных реакций отторжения. В тканях проявляет 
активность фермент гиалуронидаза, способный 
деградировать гиалуроновую кислоту, в  том 
числе и экзогенную. Однако эстетический эф-
фект после введения филлеров на основе гиалу-
роновой кислоты может сохраняться относи-
тельно долго. Например, есть данные о сохран-
ности заполнения тканей филлером через 23–24 
мес, хотя считается, что гель гиалуроновой ки-
слоты сохраняется обычно от 6 до 9 мес [2, 7].

Несмотря на отсутствие иммуногенности 
у гиалуроновой кислоты, есть вероятность раз-
вития осложнений. Минимальные проявления 
воспаления (отек, болезненность, эритема, ге-
матомы) могут наблюдаться в первые дни после 
введения геля. Обычно такие осложнения легко 
переносятся пациентами и быстро разрешают-
ся. В редких случаях может развиваться и тяже-
лый постинъекционный некроз, а также иногда 
отмечаются гранулематозные реакции на гель 
гиалуроновой кислоты, которые могут расце-
ниваться как индивидуальная непереносимость 
препарата [3–5]. Такие осложнения весьма ред-
ки (6 из 709 пациентов) [6]. Однако они встре-
чаются именно как реакция на гиалуроновую 
кислоту [1]. Правда, это можно также объяс-
нить широкой распространенностью ее препа-
ратов на рынке. 

Подобный опыт применения филлеров на 
основе гиалуроновой кислоты можно считать 
ретроспективным, но каждый (даже редкий) 
случай осложнений после введения филлеров 
является личной неудачей для пациента. Кроме 
того, в  практике эстетической медицины за-
труднено применение инвазивных методов ис-
следования, в частности гистологических и гис-
тохимических. Поэтому возникла необходи-
мость в  проведении серии экспериментов по 
введению гелей животным с целью оценки ре-
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Распределение животных по группам и сроки проведения аутопсий

Группа животных Количество животных Срок проведения аутопсий

Основная группа 
(n=30): введение 
геля с гиалуроно-
вой кислотой

5 1 нед

5 2 нед

5 3 нед

5 1 мес

5 3 мес

5 6 мес

Контрольная группа 
(n=20): введение 
0,9% раствора хло-
рида натрия 

5 1 нед

5 2 нед

5 3 нед

5 1 мес

Интактная группа 
(n=24)

4 1 нед

4 2 нед

4 3 нед

4 1 мес

4 3 мес

4 6 мес

акции тканей кожи и  процессов деградации 
филлеров на основе гиалуроновой кислоты. 

Введение филлера на основе  

гиалуроновой кислоты  

экспериментальным животным

В эксперименте были использованы сам-
ки белых беспородных мышей весом 20–22 г 
(питомник «Рапполово», Ленинградская об-
ласть). Исследования проводились в соответ-
ствии с  требованиями стандарта GLP. 
Животные были распределены на 3 группы: 
1-я группа (опытная) состояла из 30 мышей, 
которым вводили гель; 2-я  группа (кон-
троль) – 20 мышей, которым вводили изото-
нический раствор хлорида натрия; 3-я  груп-
па – 24 интактных животных (см. таблицу). 

В качестве модельного использовали гель 
Repleri 3 (ООО «НовоНексус», Москва), 
представляющий собой стабилизированную 
гиалуроновую кислоту неживотного проис-
хождения в  концентрации 24 мг/мл, размер 
коллоидных  – частиц 0,28–0,5 мкм. Перед 
введением геля мышам коротко обстригали 
шерсть на спине. Инъекционную иглу 30G 
вводили под кожу на всю длину, затем по ме-
ре ее извлечения подкожно вводили гель; де-
лали 2 параллельные полосы длиной около 
1–1,5 см. Из-за малой толщины и  высокой 
подвижности мышиной кожи инъецирован-
ный гель распределялся чаще всего под под-
кожным мышечным слоем panniculus carnosus, 
у некоторых мышей – в гиподерме, над мы-
шечным слоем. Поэтому технику введения 
геля изменили. Иглу вводили в кожу макси-
мально поверхностно, оттягивая кожу кверху 
и  ведя иглу параллельно поверхности (ощу-
щается сопротивление тканей). При такой 
технике введения гель преимущественно за-
полнял гиподерму, между дермой и panniculus 
carnosus. Аналогичным способом вводили под 
кожу 0,9% раствор хлорида натрия. 

Животных забивали (по 4–5 особей из 
каждой группы за 1 день), затем осуществля-
ли забор аутопсийного материала кожи через 
1, 2, 3 нед, 1, 3 и 6 мес. Срок наблюдения до 6 
мес установили исходя из того, что мышь яв-
ляется животным тахиметаболическим, с не-
большими размерами тела и  короткой про-
должительностью жизни (2–3 года). Срок 
наблюдения в  контрольной группе мышей 
сократили до 1 мес в силу быстрого распреде-
ления изотонического раствора в тканях. 

Гистологические и гистохимические 

исследования

У  животных, получивших гелевую инъек-
цию, забор аутопсий проводили в области лока-
лизации геля. У  животных контрольной и  ин-

Рис. 1. Репрезентативные срезы кожи мышей гелевой группы на всех сроках 
эксперимента. Стрелками показаны варианты распределения геля в тканях 
(под panniculus carnosus, в гиподерме и смешанный вариант). Окраска гема-
токсилином эозином; ×160

1 нед

3 нед

3 мес

2 нед

1 мес

6 мес
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Рис. 2. Репрезентативные срезы кожи мышей после введения геля на всех 
сроках эксперимента. Стрелками показаны полости в местах локализации 
геля. Окраска по Масону; ×160

1 нед

3 нед

3 мес

2 нед

1 мес

6 мес

тактной групп  – в  аналогичной области. 
Препараты фиксировали в  4% формальдегиде. 
Выполняли гистологическую проводку с  обез-
воживанием в  среде Isoprep («Биовитрум», 
Санкт-Петербург) и  заливкой в  парапласт 
(«Sigma», США). Из парапластовых блоков на 
санном микротоме (Reichert, Австрия) изготав-
ливали срезы толщиной 6 мкм и  монтировали 
на предметные стекла (Биовитрум, Санкт-
Петербург). Плоскость среза должна проходить 
перпендикулярно к поверхности кожи.

Препараты окрашивали 2 способами:
• �гематоксилином эозином (Биовитрум, 

Санкт-Петербург). 
• �анилиновым синим по методу Массона 

(Bio-optica, Италия).
Окраска препаратов гематоксилином эо-

зином позволяет провести основную оценку 
морфологических изменений в структуре тка-
ни, выявить большинство патологических из-
менений, включая инфильтрацию иммуно-
компетентными клетками при развитии вос-

палительной реакции, связанной с  от- 
торжением геля, формирование крупных 
очагов фиброзирования вокруг участков, со-
держащих филлер. 

Метод Массона (окраска анилиновым си-
ним) в  большей степени чувствителен к  со-
единительной ткани и  позволяет увидеть как 
очаги фиброзирования, так и  другие патоло-
гические состояния соединительной ткани, 
которые могут быть не замечены при двух-
цветной окраске гематоксилином эозином. 
При использовании метода Массона ядра кле-
ток окрашиваются в  коричневый цвет, цито-
плазма  – в  малиновый, а  соединительная 
ткань – в ярко-синий.

Далее изучали и фотографировали препа-
раты с использованием светового микроскопа 
с системой визуализации изображений DMLB 
и цифровой камеры DC 300.

Иммуногистохимические 

исследования

Биоптаты фиксировали в 4% растворе фор-
мальдегида, отмывали в фосфатно-солевом бу-
фере – (ФСБ) (рН 7,2–7,4), затем пропитывали 
в ФСБ с добавлением 20% сахарозы при тепе-
ратуре +4оС и  замораживали в  жидком азоте. 
Изготавливали криостатные срезы толщиной 
10 мкм на криостате CM 1510-1, так, чтобы 
плоскость сечения проходила вертикально, 
монтировали на предметные стекла Superfrost 
Plus, высушивали на воздухе, при необходимо-
сти хранили при температуре -20оС.

Иммуногистохимические исследования 
содержания коллагена III типа, экспрессии 
белка p53 и маркера макрофагов Мас-3 прово-
дили методом непрямой иммуногистохимии 
с  использованием системы экстравидин–био-
тин–щелочная фосфатаза. 

На 1-м этапе срезы погружали в холодный 
ацетон (-20°С) на 2 мин и высушивали в тече-
ние 1 ч. Блокировку неспецифического связы-
вания антител осуществляли путем инкубации 
срезов в ФСБ с 5% БСА в течение 15 мин. 

Срезы инкубировали с кроличьими анти-
телами, специфичными к белкам мыши: 

• �антителами к коллагену III типа в разве-
дении 1:500 в 0,1 М буфере Трис-HCl рН 
8.2 с  добавлением 0,1% БСА 1,5 ч при 
комнатной температуре;

• �антителами к  p53 (Abcam ) (ab32049) 
в разведении 1:25 в 0,05 М буфере Трис-
HCl рН 8,2 с  добавлением 0,9% NaCl, 
0,1% БСА и 0,1% Тритона Х100 1,5 ч при 
комнатной температуре.

Для определения маркера Мас-3 срезы 
фиксировали 2 мин в  холодном ацетоне при 
температуре -20оС и  после высушивания ин-
кубировали 1,5 ч непосредственно с крысины-
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ми антимышиными первыми антителами 
к  Mac-3 в  разбавителе для антител (Daco) 
в разведении 1:150 при комнатной температу-
ре. Применение специального разбавителя 
для антител исключало необходимость прово-
дить вышеописанную блокировку неспеци-
фического связывания антител. 

Контрольные срезы инкубировали без до-
бавления первых антител. После первой и по-
следующих инкубаций проводили отмывки 2 
раза по 10 мин в буфере без БСА. На 2-м этапе 
срезы инкубировали со вторыми анти-кро-
личьими биотинилированными антителами 
в течение 1 ч, затем на 3-м этапе – с конъюга-
том экстравидин–щелочная фосфатаза 45 
мин. Краситель готовили следующим обра-
зом: 1 мг Naphtol-AS-MX фосфата растворяли 
в  0,04 мл формамида; добавляли 2 мл 0,1 М 
буфера Трис-HCl рН 8,2, 0,5 мг левомизола и 2 
мг Fast Red TR, затем полученный раствор 
фильтровали. Окрашивали 5–15 мин, затем 
краску тщательно смывали водой и заключали 
в  глицерин-желатину. Поло-жительные об-
ласти окрашивались в красный цвет.

Срезы изучали с помощью светового мик-
роскопа DMLB, микрофотографии получали 
цифровой камерой DC 300. 

Изучение реакции тканей вследствие 

введения гелей гиалуроновой кислоты 

на экспериментальной модели

Препарат геля гиалуроновой кислоты мы-
шам вводили внутрикожно. Сроки наблюдений 
(еженедельно в течение месяца) позволили оце-
нить раннюю реакцию соединительной ткани 
после стихания островоспалительных явлений, 
вызванных процедурой введения геля. Сроки 
наблюдений (3 и  6 мес) соответствовали воз-
можному развитию поздних реакций: окрепших 
рубцов, фиброзных капсул, а  также гранулем. 
Так как мышь в  отличие от человека является 
животным с небольшим размером тела и очень 
малой продолжительностью жизни (2–3 года), 
то, следовательно, скорость и  интенсивность 
метаболических процессов у нее гораздо более 
высокая. Исходя из этого, максимальный срок 
наблюдения составил 6 мес. 

Окраска препаратов гематоксилином эо-
зином (рис. 1) позволила провести анализ об-
щих морфологических изменений, которые 
были вызваны введением биодеградируемого 
геля на основе гиалуроновой кислоты в ткани 
кожи мышей. У  животных основной группы 
введенный гель, раздвигая ткани, разрывая 
волокна, формирует полости. Полости, запол-
ненные гелем, располагались, в  зависимости 
от способа введения, либо под мышечным 
слоем panniculus carnosus, либо в  гиподерме 
между panniculus carnosus и дермой. В некото-

рых случаях гель механически повреждал 
panniculus carnosus. Заполненные гелем полос-
ти наблюдались у всех мышей основной груп-
пы, вне зависимости от срока.

Содержащийся в  полостях гель окраши-
вался в  голубой цвет. У  мышей контрольной 
группы, которым вводили изотонический рас-
твор хлорида натрия, подобных механических 
разрывов и  полостей на самом раннем сроке 
наблюдения (1 нед) не было, и  гистологиче-
ская картина тканей соответствовала таковой 
у интактных животных. 

Окраска гематоксилином эозином не вы-
явила вокруг полостей, содержащих гель, ка-

Рис. 3. Иммуногистохимическое исследование экспрессии коллагена III типа 
на разных сроках исследования в тканях кожи мышей основной (введение 
геля) и контрольной групп;  ×160

Гель – 1 нед

Гель – 1 мес

Гель – 3 мес

Гель – 6 мес

Контроль – 1 нед

Контроль – 1 мес

Контроль – 3 мес

Контроль – 6 мес
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ких-либо изменений, свидетельствующих 
о  наличии воспаления в  ответ на введение 
инородного высокомолекулярного вещества 
в ткани. Не отмечалось инфильтрации клетка-
ми  – эффекторами воспаления, образования 
гранулем и явлений разрастания соединитель-
ной ткани не только на ранних сроках, но и по 
завершении периода наблюдения. При этом 
тканевая реакция не зависела от глубины ло-
кализации геля: проявления воспаления 
и фиброза отсутствовали как при более глубо-
ком, так и при более поверхностном залегании 
геля. Кроме того, состояние эпидермиса, эпи-
дермальных придатков кожи, дермы и прочих 
слоев вне участков локализации геля не обна-

руживало никаких изменений по сравнению 
с таковыми у животных контрольных групп. 

Окраска анилиновым синим по Массону – 
более чувствительный метод для выявления 
реакции соединительной ткани по сравнению 
с  окраской гематоксилином эозином (рис. 2). 
При окраске препаратов животных, получив-
ших инъекцию геля, по методу Массона было 
показано наличие полостей в местах депониро-
вания геля; сам гель при данном способе окра-
ски не визуализируется. У животных контроль-
ной группы, получивших инъекцию физиоло-
гического раствора, такие полости отсут- 
ствовали на всех сроках наблюдения; 
морфологическая картина кожи и подлежащих 
тканей соответствовала таковой у  интактных 
мышей. 

По границам полостей, содержащих гель, 
данный способ окраски выявил незначитель-
ное разрастание соединительной ткани, кото-
рое визуализировалось как несколько увели-
ченное количество фибробластов по периметру 
полости, хотя эти изменения были незначи-
тельны. В  остальном у  животных опытной 
группы вне локализации геля структура тканей 
не отличалась от таковой в  контроле. В  то же 
время иммуногистохимическое исследование 
с моноклональными антителами мыши к кол-
лагену III типа не показало различий в распре-
делении и содержании коллагена данного типа 
вокруг областей, содержащих гель, по сравне-
нию с  препаратами контрольных животных 
(рис. 3). 

Как известно, под действием большинства 
повреждающих агентов в  тканях развивается 
процесс альтерации, что приводит в конечном 
итоге к  некробиозу  – насильственной гибели 
клеток под воздействием выраженной гипок-
сии и  при участии иммунокомпетентных кле-
ток – участников воспаления. Согласно резуль-
татам гистологических исследований, призна-
ков воспалительной реакции в  тканях кожи 
мышей после введения геля гиалуроновой ки-
слоты на всех сроках наблюдения зафиксиро-
вано не было. Тем не менее существует вероят-
ность, что экзогенная гиалуроновая кислота, 
находясь в  тканях, все же может выступать 
в  роли повреждающего фактора. Однако ин-
тенсивность ее повреждающего действия не 
всегда достигает порога, при котором развива-
ются некробиоз и воспаление. Таким образом, 
при действии умеренного раздражителя на тка-
ни может включаться процесс апоптоза, суть 
которого  – в  реализации генетических про-
грамм гибели клетки. Клетка в состоянии энер-
годефицита, вызванного умеренной гипокси-
ей, активирует программу самоубийства; при 
этом процесс апоптоза не сопровождается вос-
палительной реакцией. Непосредственное уча-

Рис. 4. Иммуногистохимическое исследование экспрессии белка р53 на раз-
ных сроках эксперимента в тканях кожи мышей основной (гель) и контроль-
ной групп;   ×160

Гель – 1 нед

Гель – 1 мес

Гель – 3 мес

Гель – 6 мес

Контроль – 1 нед

Контроль – 1 мес

Контроль – 3 мес

Контроль – 6 мес
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стие в  активации этого процесса принимает 
белок р53, положительный регулятор апоптоза. 
Клетки в процессе апоптоза начинают активно 
экспрессировать р53. Поэтому по экспрессии 
данной молекулы можно оценить, является ли 
находящаяся в  тканях экзогенная гиалуроно-
вая кислота стимулятором апоптоза окружаю-
щих клеток. С этой целью провели иммуноги-
стохимическое исследование тканей для выяв-
ления экспрессии р53. Исследование 
препаратов не выявило выраженной экспрес-
сии белка р53 в коже мышей как контрольных, 
так и опытной групп; причем различий в пока-
зателях экспрессии у  животных разных групп 
не было (рис. 4).

Элиминация «устаревших» и  экзогенных 
макромолекул в тканях организма осуществля-
ется главным образом за счет поглощения их 
макрофагами. При этом макрофаги способны 
не только поглощать макромолекулы, но и опо-
средовать развитие воспаления. Таким обра-
зом, при наличии в тканях депозитов высоко-
молекулярных веществ (например, введенного 
в  кожу гиалуронового филлера) может быть 
выявлена локальная реакция макрофагов. 
С этой целью ткани кожи мышей типировали 
моноклональными антителами к макрофагаль-
ному антигенному маркеру Мас-3. Mас-3 – это 
гликопротеин 92–110 кДa, который экспресси-
руется на мышиных мононуклеарных фагоци-
тах. На препаратах кожи мышей выявлялись 
позитивно окрашенные антителами к маркеру 
Mac-3 клетки – макрофаги. Препараты изуча-
ли с  целью определения наличия макрофагов 
в местах введения геля, у животных контроль-
ных групп исследовали соответствующие слои 
кожи. Макрофаги отмечались на срезах кожи 
у мышей опытной группы после введения геля, 
а также в контрольных группах на всех сроках 
наблюдения (рис. 5). При этом не было выявле-
но увеличения количества макрофагов в местах 
введения геля по сравнению с  контрольными 
препаратами. 

Как показали результаты морфологическо-
го исследования тканей кожи мышей, введение 
филлера на основе стабилизированной гиалу-
роновой кислоты Repleri 3 не вызывает воспа-
лительной реакции, формирования выражен-
ного фиброза, образования гранулем, инфильт-
рации иммунокомпетентными клетками, 
активации процесса апоптоза клеток. 
Следовательно, препарат не оказывает сущест-
венного влияния на функции кожного покрова 
исследованных мышей. Введенный гель сохра-
няется в  тканях кожи в  течение 6 мес. 
Отмечаются незначительные явления разраста-
ния соединительной ткани вокруг полостей, 
содержащих гель, что указывает на некоторое 
усиление активности фибробластов. Однако 

Рис. 5. Иммуногистохимическое исследование экспрессии макрофагального 
маркера Мас-3 в тканях кожи мышей основной (гель) и контрольной групп

Гель – 1 нед (×640)

Гель – 1 мес (×320)

Гель – 3 мес (×320)

Гель – 6 мес (×320)

Контроль – 1 нед (×640)

Контроль – 1 мес (×320)

Контроль – 3 мес (×320)

Контроль – 6 мес (×320)

эта реакция не имеет клинических последствий 
и не влияет на эстетический эффект. Возможно, 
длительное сохранение геля в  тканях мышей 
обусловлено медленно текущей реакцией его 
элиминации, скорее всего неиммунного харак-
тера. Таким образом, гель на основе стабилизи-
рованной гиалуроновой кислоты способен от-
носительно долго сохраняться в  тканях кожи, 
не вызывая значимой реакции отторжения. Это 
позволяет рекомендовать его как эффективный 
и безопасный в применении филлер.
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The use of fillers, a hyaluronic acid-based biodegradable 
one in particular, was studied. The study showed no early 
and late tissue reactions to the injected filler in all 
observation periods, which is suggestive of its efficacy and 
safety.  
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