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Абстракт
Ковалентная модификация бычьей тестикулярной гиалуронидазы хондроитинсульфатом меняла 
противоположным образом характер гликирования нативного и модифицированного фермента 
нейтральными сахаридами и N-ацетилгексозаминами. Моно- и дисахариды сильнее инактивиро-
вали нативную гиалуронидазу, чем модифицированную хондроитинсульфатом. Взаимодействие с 
N-ацетилгексозаминами давало обратную картину: модифицированная гиалуронидаза инакти-
вировалась сильнее нативной. Такие свойства превращали нативную и модифицированную гиа-
луронидазу в информативную исследовательскую ферментную тест-систему для определения in 
vivo доминирующего вида сахаридных агентов в кровотоке (например, при нарушениях углеводного 
обмена или при деструкции гликокаликса). Данные взаимодействия гиалуронидазных производных 
с фрагментами гиалуронана и их смесью подтвердили возможность такой оценки. На модели по-
стишемической перфузии конечности крысы следили за восстановлением уровня микроциркуляции 
с помощью метода лазерной допплеровской флоуметрии с участием ферментных производных и их 
компонентов. Нативная гиалуронидаза ускоряла восстановление исходного уровня микроциркуля-
ции, а модифицированный фермент значительно ингибировался продуктами деградации гликока-
ликса. Полученные данные свидетельствуют об участии эндотелиального гликокаликса в наруше-
ниях микроциркуляции. 

Ключевые слова: эндотелиальный гликокаликс, протеогликаны, гликозаминогликаны, гиалуро-
нан, хондроитинсульфат, гиалуронидаза, продукты деградации гликокаликса, микроциркуляция, 
лазерная допплеровская флоуметрия, вейвлет-анализ, оптимальная реперфузия.

Список сокращений: ГУ – нативная гиалуронидаза, ХС – хондроитинсульфат, ГУ-ХС – модифици-
рованная хондроитинсульфатом гиалуронидаза, ГУ + ХС – смесь гиалуронидазы с хондроитинсуль-
фатом, ГАГ – гликозаминогликаны, БСА – бычий сывороточный альбумин, ЛДФ – лазерная доппле-
ровская флоуметрия, ЭГ – эндотелиальный гликокаликс, МЦР – микроциркуляторное русло.

Flowmetric study with hyaluronidase and chondroitin sulfate demonstrates the partaking of 
endothelial glycocalyx in microcirculation disturbances
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Abstract
Modification of bovine testicular hyaluronidase with chondroitin sulfate altered on the contrary the 
glycation character of native and modified enzyme with neutral and charged saccharide derivatives. Mono- 
and di- saccharides inactivated more the native enzyme than modified biocatalyst. The glycation with 
N-acethylhexosamines showed the counter picture: modified enzyme has been inactivated more then native 
hyaluronidase. The reason of observed effect was related with interactions between N-acethylhexosamine (with 
reducing end) glycation agents, on the one hand, and modified hyaluronidase with altered surface electrostatic 
potential due to modification with chondroitin sulfate, on the other hand. These properties of hyaluronidase 
derivatives gives us the informative research enzyme test for determination in vivo the dominant glycation 
agents in bloodstream and their origin. The interaction of hyaluronidase derivatives with hyaluronan fragments 
and their mixture has confirmed the opportunity of such evaluation. On the rat model of post ischemic perfusion 
of limb we evaluated the restoration of microcirculation level with help of laser doppler flowmetry method 
with application of enzyme derivatives and their components. After preventive administration the native 
hyaluronidase accelerate the microcirculation restoration in post ischemic period of rat limb. Modified enzyme 
was inhibited with glycocalyx degradation products (with N-acethylhexosamines at reducing end) pronouncedly. 
The results of laser doppler flowmetry (after different schemes of assayed substance administration) warranted 
the participation of endothelial glycocalyx in microcirculation disturbances.

Key words: endothelial glycocalyx, proteoglycans, glycasaminoglycans, hyaluronan, chondroitin sulfate, 
hyaluronidase, glycocalyx degradation products, microcirculation, laser doppler flowmetry, wavelet analysis, 
optimal reperfusion.
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Поражение сосудистой стенки обусловливает 
развитие большинства сердечно-сосудистых нару-
шений. Первым барьером, стоящим на ее защите, 
выступает, эндотелий и его гликокаликс [1, 2]. Гли-
кокаликс рассматривается как инертный барьер, 
молекулярное сито, резервуар для биологически 
активных соединений, механотрансдуктор напря-
жения сдвига от потока крови на слой эндотелия [3, 
4]. Основной состав гликокаликса (ЭГ) определяют 
мембранные (синдеканы и глипиканы) и раство-
римые (перлекан, бигликан и др.) протеогликаны 
и пять типов их гликозаминогликановых цепей (ге-
парансульфат, хондроитинсульфат, дерматансуль-
фат, кератансульфат и гиалуроновая кислота) [5, 
6]. Состав ЭГ не следует считать статичным. Имеется 
динамическое равновесие между растворимыми 
компонентами ЭГ и протекающей кровью, поэтому 
можно говорить об эндотелиальном поверхност-
ном слое [7]. Таким образом, ЭГ представляется 
как самообновляющаяся трехмерная сеть из раз-
личных полисахаридных и белковых производных 
[5-8]. Деструкция ЭГ предстает одной из первых 
стадий сосудистого поражения [3-9] и вызывает-
ся активными формами кислорода [4, 9], ишеми-
ей [7, 9, 10], реперфузией [11, 12], обработкой 
ферментами [4, 5, 7, 9, 13]. Гликозидазные и про-
теолитические ферменты оказываются биохими-
ческими регуляторами плотности гликокаликсно-
го покрытия, влияющего на скорость кровотока. 
Острые нарушения последнего весьма серьезны и 
дают заметный вклад в показатель летальности от 
сердечно-сосудистых заболеваний [14]. Функцио-
нальное восстановление миокарда, после острого 
инфаркта, в 25% случаев возможно при дости-
жении значимой реперфузии инфаркт-связанной 
артерии и установления адекватного уровня ми-
кроциркуляции и тканевой перфузии [15-17]. Та-
ким образом, для успеха терапии необходимо до-
биться достоверно значимого уровня реперфузии 
в макро- и микро- циркуляторном русле [17-19]. 
Полагают, что ЭГ представлен на всех уровнях кро-
вообращения и его толщина растет с увеличением 
диаметра сосуда [5]. В крупных сосудах ЭГ наглядно 
визуализируется методом двухфотонной лазерной 
сканирующей микроскопии [20, 21]. Обоснованно 
предполагается, что дисфункция артериального ЭГ 
выступает одним из начальных этапов атеротром-
ботического процесса [22-24]. 

Целью настоящего исследования было выявле-
ние участия ЭГ в микроциркуляторных нарушениях 
на модели ишемического поражения задней ко-
нечности крысы с регистрацией уровня подкожной 
микроциркуляции с помощью лазерной доппле-
ровской флоуметрии (ЛДФ).

Экспериментальная часть.

Материалы. В исследовании использовалась 
предварительно очищенная гель-хроматографически 
(сефадекс G-100, “Pharmacia”, Швеция) [25] бычья 

тестикулярная гиалуронидаза (КФ 3.2.1.35, лида-
за) производства ФГУП “Микроген” МЗ РФ (Мо-
сква) со специфической активностью нативного 
производного 950-970 NFU/мг белка. Получение 
модифицированной хондроитинсульфатом гиа-
луронидазы (ГУ-ХС) выполнялось ранее указан-
ным способом [26]. Специфическая активность 
модифицированного производного составляла 
720-750 NFU/мг белка, степень модификации по-
верхностных аминогрупп фермента 84-86%, со-
держание белка в препарате 3-6% [27-29]. Дру-
гими использованными реагентами были калиевая 
соль гиалуроновой кислоты (гиалуронан) средней 
молекулярной массы 700-800 кДа из пуповины 
человека, хондроитин-4-сульфат (ХС) из трахеи 
быка со средней молекулярной массой 30-50 кДа, 
бычий сывороточный альбумин (БСА), D-глюкоза, 
D-галактоза, D-лактоза, D-мальтоза, D-целлобиоза, 
N-ацетилглюкозамин и N-ацетилгалактозамин, 
хлористый натрий производства фирмы Sigma 
(США). Индивидуальные фрагменты (олигомеры) 
гиалуроновой кислоты общей формулы GlcA—[-- 
GlcNHAc—GlcA--]n ---GlcNHAc, где n равно 0 (ди-
мер), 1 (тетрамер), 2 (гексамер), 3 (октамер), 4 
(декамер гиалуронана), были любезно предостав-
лены профессором Keiichi Takagaki, Department of 
Biochemistry, Hirosaki University School of Medicine 
(Япония) [30]. Остальные реактивы, компоненты 
буферных растворов были отечественного произ-
водства аналитической степени чистоты.

Методы. Эндогликозидазную активность про-
изводных гиалуронидазы (ГУ) определяли виско-
зиметрически с помощью вискозиметра Оствальда 
B-434 (Cannon, США) в соответствии с рекомен-
дациями [31]. Для этого измеряли время истече-
ния раствора из вискозиметра при 37°С. Конечная 
концентрация реагентов в растворе: гиалуроно-
вой кислоты 0,06% в 0,1 М фосфатном буфере, 
pH 5,5, содержащем 0,15 М NaCl, ГУ 0,002 мг/л 
(0,1 мл ферментной пробы из инкубационной 
смеси добавлялось к 0,9 мл раствора субстра-
та (гиалуроновая кислота), которые помещались 
в вискозиметр), моно- или дисахаридов, или 
N-ацетилгексозаминов – 0,2 мг/мл, гепарина – 
0,2 мг/мл. Относительную вязкость рассчитывали 
как отношение времени истечения буферного рас-
твора субстрата с добавленной ферментной про-
бой из инкубационной смеси ко времени истечения 
буферного раствора субстрата без фермента. Тан-
генс угла наклона прямой в координатах обратный 
логарифм относительной вязкости против време-
ни инкубации/измерения пропорционален вели-
чине скорости ферментативной реакции [25]. Эта 
величина характеризует относительную величину 
скорости разложения ферментом субстрата, что со-
поставляется с активностью стандартных препара-
тов ГУ (бычья тестикулярная гиалуронидаза, BTH, 
“Sigma”, США /H 3884/), выраженных в единицах 
формулярного стандарта/состава (NFU). Сравни-
тельная удельная эндогликозидазная активность 
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исследуемого очищенного препарата нативной ГУ 
составила 950-970 NFU/мг белка. Установленное 
значение активности ГУ производных представляет 
собой среднее значение трех экспериментальных 
измерений. Удельная активность предварительно 
очищенной нативной ГУ из семенников быка при-
нимается за 100%.

Получение ГУ-ХС проводили согласно ранее 
описанной нами методике [26]. Содержание белка 
в нативном и модифицированном препаратах ГУ 
определяли по методу Брэдфорд [32]. Титрование 
поверхностных аминогрупп ГУ производных вы-
полняли с помощью тринитробензолсульфоновой 
кислоты [25,33].

Оценка влияния ионной силы раствора на актив-
ность ГУ производных выполнялась путем вышео-
писанного измерения активности термостатиро-
ванного при температуре 37°С буферного раствора 
нативного и модифицированного фермента с за-
данными аналитическими концентрациями хло-
рида натрия при значениях pH раствора 5,5 и 7,5, 
соответственно. Использовались следующие зна-
чения концентраций NaCl: 0,05, 0,1, 0,15, 0,25, 
0,5, 0,75, и 1,0 М соответственно. Приведенные 
данные представляют среднее из трех эксперимен-
тальных измерений.

Модификацию ГУ производных осуществля-
ли их инкубацией с избытком сахаридных форм 
(моно-, ди- сахаридами, N-ацетилгексозаминами, 
фрагментами гиалуронана с n = 0 – 4). Инкуба-
цию ГУ производных вели в 0,05 М фосфатном 
буфере pH 5,5 или pH 7,5 (в присутствии 0,15 
или 0,75 М хлористого натрия) при 37°С. Концен-
трация белка в растворе составила 0,02 мг/мл, 
а N-ацетилгексозамина (или другого сахаридного 
производного) 2 мг/мл, фрагментов гиалуронана 
не менее 0,01 мг/мл. В ходе инкубации (в присут-
ствии 0.05% азида натрия и без него, различий не 
обнаружено) в течение восьми суток или четырех 
часов из реакционного раствора отбирались про-
бы по 0,1 мл и определялась их эндогликозидаз-
ная активность как описано выше. Время истечения 
из вискозиметра буферного раствора субстрата 
без и с добавлением к нему смеси гиалуронано-
вых фрагментов практически не отличается друг от 
друга (в пределах погрешности измерения, ± 3 %), 
в течение всего периода четырехчасовой инкуба-
ции (рН 5,5, 37 °С) оно снижается не более чем на 
3-4 % от исходного.

Резистентность ГУ производных к ингибирова-
нию гепарином оценивали по величине их остаточ-
ной эндогликозидазной активности в присутствии 
избытка гепарина (соотношение весовых концен-
траций гиалуронидаза/гепарин 1:100) [25, 26]. 
При одинаковой концентрации по белку (2 мкг/мл) 
в вискозиметре к реакционной смеси в 0,1 М фос-
фатном буфере, pH 5,5, добавляли 0,2 мг/мл гепа-
рина и (после 2-4 минут инкубации при комнатной 
температуре) измеряли эндогликозидазную актив-
ность ГУ производных вискозиметрически. Следует 

отметить, что время истечения буферного раствора 
субстрата практически не отличается (в пределах 
погрешности измерения) от времени истечения бу-
ферного раствора субстрата с добавлением гепари-
на. Приведенные значения представляют среднее 
из трех экспериментальных измерений.

Эксперименты in vivo. В экспериментах ис-
пользовали крыс – самцов линии Вистар средней 
массы 320-400 грамм. Все эксперименты выпол-
нены на анестезированных хлороформом живот-
ных. Ишемию задней конечности крыс вызывали 
путем ее пережатия с помощью лавсановой тесемки 
в районе сочленения голени и бедренной области. 
Регистрацию параметров тканевой перфузии про-
водили на основе лазерной допплеровской флоу-
метрии (ЛДФ) с использованием одноканального 
лазерного анализатора кожного кровотока ЛАКК-
02 (НПП «ЛАЗМА», Россия) в красной области 
спектра (λ=630 нм), что позволяет оценивать пара-
метры микроциркуляторного кровотока на глубине 
не более 1 мм (1,0-1,5 мм3 ткани). Этот метод, вы-
соко чувствительный к изменениям микрогемоди-
намической ситуации, имеет преимущества перед 
другими методами исследования микроциркуля-
ции, поскольку регистрирует не только объемно-
скоростные параметры микрокровотока, но и по-
зволяет проводить изолированную оценку вклада 
каждого функционального механизма управления 
микрокровотоком. 

Датчик красного лазера фиксировали перпенди-
кулярно поверхности кожи на стопе левой тазовой 
конечности крысы в районе межпальцевых бугор-
ков. Исследование влияния внутривенного введен-
ных препаратов (1 мл раствора в хвостовую вену 
крысы) на время восстановления исходного уровня 
микроциркуляции проводили по схеме 1 – введе-
ние исследуемых препаратов за минуту до начала 
трехчасовой ишемии (системное действие) и схе-
ме 2 – введение исследуемых препаратов за пять 
минут до окончания трехчасовой ишемии (острое 
действие). В контрольных экспериментах внутри-
венно вводился эквивалентный объем физиоло-
гического раствора. Регистрация уровня микро-
циркуляции осуществлялась до, во время и после 
окончания ишемии. В соответствии с критерием 
достижения исходного уровня микроциркуляции 
в течение пяти минут после окончания периода 
ишемии были сформированы группы сравнения 
животных (Таблица 1) со сходными результатами 
внутри групп.

Вейвлет-анализ экспериментальных данных. 
Полученные значения уровня микроциркуляции 
в зависимости от времени были таблично пред-
ставлены с интервалом 60 сек для пятиминутного 
отрезка измерения исходной микроциркуляции 
и интервалом 30 сек для процесса ее восстанов-
ления после ишемии (в течение 10 или 20 минут). 
Затем они были пересчитаны как соотношение 
текущего показателя в данный момент времени 
к усредненному показателю начального уровня 
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микроциркуляции. Выделение пятиминутного ин-
тервала (минимально необходимого для расчета 
частот низкого диапазона) было выбрано для по-
лучения амплитудно-частотного спектра с помо-
щью вейвлет-преобразования [34]. Полученный 
спектр разделяли на частотные области, соответ-
ствующие факторам модуляции кровотока – сер-
дечному или дыхательному ритму, миогенному, 
нейрогенному и эндотелиальному [35] – для опре-
деления статистически значимых различий. При 
амплитудно-частотном анализе отраженного сиг-
нала с использованием математического аппарата 
вейвлет-преобразования, механизмы модуляции 
микрокровотока формируют пять не перекрываю-
щихся частотных диапазонов.

Применяемое для амплитудно-частотного ана-
лиза программное обеспечение LDF 2.2.0.507 
позволяет оценивать активность различных ме-
ханизмов модуляции микрокровотока в диапа-
зоне до 1,5 Гц. В связи с тем, что у крыс частотные 
диапазоны функциональной активности звеньев 
модуляции микрокровотока отличны от значений 
у человека, и значительно превышают 1,5 Гц (ак-
тивность кардиального ритма проявляется в диа-
пазоне 4-5 Гц), мы объективно оценивали функци-
ональную активность только тонус формирующих 
(«активных») звеньев модуляции микрокровотока. 
У крыс функциональная активность эндотелиаль-
ного ритма проявляется в диапазоне 0,01-0,08 Гц, 
нейрогенного – 0,08-0,2 Гц, миогенного – 0,2-0,7 Гц 
[34, 35].

Статистическая обработка результатов. До-

стоверность различия набора данных оценивали 
с помощью непараметрического метода ANOVA 
Краскела-Уоллиса и медианного теста при сравне-
нии частотных диапазонов между собой в каждом 
временном интервале различных групп (p ≤ 0,05) 
и внутри группы между временными интервалами 
по схеме 2. Определение статистически достовер-
ных различий внутри частотных диапазонов по раз-
ным временным интервалам внутри группы осу-
ществляли с использованием непараметрических 
методов критерия знаков и критерия Вилкоксона 
(для схемы 1) и рангового дисперсионного ана-
лиза по Фридману (ANOVA Фридмана, p < 0,05) 
с  вычислением коэффициента конкордации Кен-
далла (для схемы 2). Медленное развитие эффек-
тов в экспериментах, выполненных по схеме 2, 
обусловило выделение четырех временных интер-
валов для слежения за изменением амплитуды, 
а для схемы 1 – двух временных интервалов. Не-
параметрический метод ANOVA Краскела-Уоллиса 
(p <0,05) и медианный тест использовались так-
же для сравнения времени достижения исходного 
уровня микроциркуляции по обеим схемам. Для 
подтверждения результатов о различии сравнивае-
мых групп методом ANOVA Краскела-Уоллиса и ис-
ключения возможности возникновения проблемы 
множественных сравнений при использовании 
этого метода было проведено парное сравнение 
групп по каждой схеме с использованием непара-
метрического теста Манна-Уитни и использовани-
ем поправки Бонферрони при оценке значения p. 
Результаты были представлены в табличном виде 

Таблица 1. Исследованные производные, дозы их препаратов и количество животных в группах сравнения.

Введенный препарат
Схема 1 Схема 2

Доза
Количество 
животных

Доза
Количество 
животных

Контроль 
(физиологический 
раствор)

1 мл 6 1 мл 6

Нативная 
гиалуронидаза

3 мг белка/кг 
(2800-2900 NFU/
кг веса)

6
3 мг белка/кг 
(2800-2900 NFU/
кг веса)

6

Модифицированная 
хондроитинсульфатом 
гиалуронидаза

3 мг белка/кг 
(2200-2300 NFU/
кг веса)

6
3 мг белка/кг 
(2200-2300 NFU/
кг веса)

6

Свободный 
хондроитинсульфат 5 мг/кг 6 5 мг/кг 6

Смесь хондроитин-
сульфата с нативной 
гиалуронидазой

5 мг гликозамино-
гликана/кг и 3 мг 
белка/кг (2800-
2900 NFU/кг веса)

6

5 мг гликозамино-
гликана/кг и 3 мг 
белка/кг (2800-
2900 NFU/кг веса)

6

Бычий сывороточный 
альбумин 3 мг белка/кг 4 3 мг белка/кг 3
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с указанием для каждого теста количества объек-
тов исследования в группах, медианы и границы 
95% доверительного интервала, границы значения 
квартилей, название статистического теста и точно-
го значения параметра p.

Результаты и обсуждение

Биохимическоое тестирование гликокаликса. 
Функционирование капилляров определяет де-
струкция одного из основных компонентов ЭГ – 
гиалуронана. Действительно, он детерминирует их 
проницаемость и межклеточные эндотелиальные 
контакты [4, 36]. Обработка микроциркуляторно-
го русла гиалуронидазой подтвердила, что именно 
капиллярный ЭГ подкожной ткани хомяков явля-
ется гиалуронан-зависимым [37]. На основании 
таких данных ГУ была выбрана нами как средство 
регуляции состояния ЭГ микроциркуляции. В есте-
ственных условиях ГУ функционирует в условиях 
окружения сахаридной природы, влияющей на 
ее эндогликозидазную активность и резистент-
ность к гепариновому ингибированию [26]. Мы 
показали, что полимерные ГАГ (гиалуронан, ХС) 

стабилизировали фермент, а сополимерные (ге-
парин, дерматансульфат) дестабилизировали его. 
Инактивирующее влияние было связано с присут-
ствием в микроокружении ГУ остатков идуроно-
вой кислоты, α(1-3) и α(1-4) гликозидных связей. 
Наибольшим эффектом, стабилизирующим эндо-
гликозидазную активность фермента, обладало 
хондроитин-сульфатное микроокружение биока-
тализатора [26]. В организме ГУ может взаимодей-
ствовать как с низкомолекулярными сахаридными 
производными в условиях нарушения углеводного 
обмена, так и с продуктами деградации ЭГ после 
ишемии/ реперфузии, в условиях окислительного 
стресса. Такие взаимодействия изменяют актив-
ность фермента и отличаются действием либо ней-
тральных (моно-, дисахариды), либо заряженных 
(продукты деградации гликокаликса) сахаридных 
производных. Сравнительное гликирование ГУ 
и ГУ-ХС моно- (глюкоза и галактоза) и дисахари-
дами (мальтоза, целлобиоза, лактоза) продемон-
стрировало (Таблицы 2 и 3), что нативный фер-
мент инактивируется больше и его резистентность 
к гепариновому ингибированию снижается замет-
нее, чем у модифицированного биокатализатора. 

Таблица 2. Гликирование нативной гиалуронидазы (ГУ) моно- (глюкоза и галактоза), дисахаридами (мальтоза, цел-
лобиоза, лактоза) и N-ацетилгексозаминами (N-ацетилглюкозамином и N-ацетилгалактозамином) в течение вось-
мисуточной инкубации (37оС, 0.15 М NaСl)

Состав 
инкубационной 
смеси

Параметры ГУ после восьми суток инкубации

pH 5,5 pH 7,5

Сохраняемая 
активность (% от 

исходной)

Сохраняемая 
активность в 
присутствии 

избытка 
гепарина (% от 

исходной)

Сохраняемая 
активность (% от 

исходной)

Сохраняемая 
активность в 
присутствии 

избытка 
гепарина (% от 

исходной)

ГУ 80 72 82 68

ГУ с глюкозой 85 33 70 44

ГУ с галактозой 65 55 80 60

ГУ со смесью глюкозы и 
галактозы

61 54 66 60

ГУ с мальтозой 88 23 96 28

ГУ с целлобиозой 99 14 95 12

ГУ с лактозой 58 14 71 15

ГУ со смесью мальтозы, 
целлобиозы и лактозы

57 2 56 1

ГУ с N-ацетил-
глюкозамином

78 68 80 70

ГУ с N-ацетил-
галактозамином

88 78 86 77

ГУ со смесью 
N-ацетилглюкоз- и 
N-цетилгалактозамина 

70 60 80 70
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Экранирующее действие хондроитин-сульфатного 
микроокружения стабилизировало фермент про-
тив гликирования нейтральными моно- и дисаха-
ридами, сохраняя эндогликозидазную активность 
и подвергая белок другому типу конформационных 
изменений, сходных с происходящими при глики-
ровании ГУ смесью сахаридов [27, 28]. Взаимодей-
ствие ГУ производных с N-ацетилгексозаминами 
обнаружило (Таблицы 2 и 3), что модифициро-
ванная форма ГУ инактивируется значительнее 
нативной и у первой заметнее падает резистент-
ность к гепариновому ингибированию. Таким об-
разом, эффекты N-ацетилгексозаминов оказа-
лись противоположны гликирующему действию 
нейтральных моно- и дисахаридов. Возможно, 
наблюдаемое различие обусловлено изменени-
ем электростатических взаимодействий в резуль-
тате модификации ГУ отрицательно заряженным 
ХС. При этом можно ожидать снижения значения 
рI модифицированного белка, составляющего по 
расчетным данным 8,62 для нативной ГУ [38]. Од-
нако эндогликозидазная активность ГУ в нативном 

и модифицированном ХС виде зависит от величи-
ны ионной силы среды сходным образом (Рис. 1). 
Это оставляет возможность проявления более за-
метной роли поверхностных электростатических 
сил не в ходе катализа, а при модифицирующих 
взаимодействиях. Было найдено, что величина 
ионной силы среды практически не сказывается 
на эффектах нативного фермента и заметно влия-
ет на инактивацию ГУ-ХС только на отдаленных 
сроках инкубации (Рис. 2). Отмеченная выше осо-
бенность, наряду с большим влиянием величины 
ионной силы при рН 7,5, чем при рН 5,5, а также 
сходство кривых инактивации гиалуронидазных 
производных на начальных сроках инкубации (Рис. 
2) не позволяют считать лимитирующим действие 
электростатических сил. Очевидным становится 
влияние разных белковых конформаций у натив-
ного и модифицированного фермента (кривая 4, 
действительно, не достигает сходного положения 
с кривыми 1 и 2, Рис. 2), их разной зависимостью 
от рН (разная форма и расположение кривых на 
Рис. 2, А и Б, соответственно), многоэтапного по-

Таблица 3. Гликирование модифицированной хондроитинсульфатом гиалуронидазы (ГУ-ХС) моно- (глюкоза 
и галактоза), дисахаридами (мальтоза, целлобиоза, лактоза) и N-ацетилгексозаминами (N-ацетилглюкозамином 
и N-ацетилгалактозамином) в течение восьмисуточной инкубации (37оС, 0,15 М NaСl).

Состав 

инкубационной 

смеси

Параметры ГУ после восьми суток инкубации

pH 5,5 pH 7,5

Сохраняемая 
активность (% от 

исходной)

Сохраняемая 
активность в 
присутствии 

избытка гепарина 
(% от исходной)

Сохраняемая 
активность (% от 

исходной)

Сохраняемая 
активность в 
присутствии 

избытка гепарина 
(% от исходной)

ГУ -ХС 92 90 98 98

ГУ -ХС с глюкозой 96 93 87 97

ГУ -ХС с галактозой 100 95 98 96

ГУ -ХС со смесью 
глюкозы и галактозы

85 88 82 83

ГУ -ХС с мальтозой 96 81 100 87

ГУ -ХС с целлобиозой 88 71 91 75

ГУ -ХС с лактозой 75 66 72 72

ГУ -ХС со смесью 
мальтозы, целлобиозы 
и лактозы

75 66 72 72

ГУ -ХС с N-ацетил-
глюкозамином

44 33 12 4

ГУ -ХС с N-ацетил-
галактозамином

50 37 38 25

ГУ -ХС со смесью 
N-ацетилглюкоз- и 
N-цетилгалактозамина 

42 31 18 6
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лучения разнообразных продуктов гликирования 
(Рис.  3, А), особенно после продолжительной ин-
кубации [25-29]. К тому же, в препарате бычьей 
тестикулярной ГУ возможна минорная примесь 
сопутствующего фермента – N-деацетилазы, спо-
собствующей превращению N-ацетилглюкозамина 
(Рис. 3,  Б) в глюкозамин [39]. Ингибирование ак-
тивности щелочной фосфатазы, действительно, 
достигалось действием глюкоз- и галактозаминов 
[40]. В указанном выше многообразии взаимодей-
ствий основным становится присутствие в системе 
самих N-ацетилгексозаминов. Они легко гликируют 
амидную группу аспарагина в овальбумине [41], в 
поверхностном S-слое Halobacter halobium [42], 
многообразно взаимодействуют с белками [43]. В 
кровотоке N-ацетилгексозамины присутствуют толь-
ко в составе ЭГ и продуктов его деградации. Таким 
образом, при взаимодействии in vivo с нативной и 
модифицированной ГУ N-ацетилгексозамины ста-

новятся своеобразной естественной «меткой» по-
являющихся при сосудистых повреждениях про-
дуктов деградации ЭГ (Рис. 3, Б). Заметим, что 
именно по карбонилу восстанавливающего конца 
гиалуронановых олигосахаридов осуществлялось 
ковалентное присоединение к ним флуоресцент-
ной метки (2-аминобензойной кислоты) [44]. Оли-
госахариды гиалуронана, молекулярной массой 
менее 2,5 kDa, ингибировали активность фосфои-
нозитид 3-киназы, тогда как более крупные (80 или 
2000 kDa) не оказывали такого действия [45].

Взаимодействие производных ГУ с фрагментами 
гиалуронана общей формулы GlcA--[--GlcNHAc—
GlcA--]n--GlcNHAc, где n от 0 до 4, продемонстри-
ровало, что ГУ-ХС существеннее инактивируется 
в сравнении с ГУ (Рис. 4). С увеличением длины са-
харидной цепи гиалуронановых фрагментов инак-
тивация уменьшалась для ГУ и ГУ-ХС. С увеличе-
нием времени инкубации (рН 5,5, 37°С) заметнее 

Рисунок 1. Влияние величины ионной силы среды (концентрация NaCl, М) на эндогликозидазную активность ГУ (1) и 
ГУ-ХС (2) при pH 5,5 (А) и pH 7,5 (Б).

Рисунок 2. Зависимость сохраняемой эндогликозидазной активности гиалуронидазных производных при взаимо-
действии со смесью N-ацетилглюкозамина и N-ацетилгалактозамина при pH 5,5 (А) и pH 7,5 (Б). Инкубацию про-
водили при величине ионной силы инкубационной среды 0,15 М NaCl (ГУ – 1, гиалуронидаза, ГУ-ХС – 3) и 0,75 М 
NaCl (ГУ – 2, ГУ-ХС – 4).
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Рисунок 3. Схема гликирующих превращений при взаимодействии карбонила восстанавливающего сахаридного 
производного (как показано на примере глюкозы) с аминогруппой белка с многостадийным образованием ранних и 
конечных продуктов гликирования (А). Общая формула продукта деградации гиалуронана с N-ацетилглюкозамином 
у его восстанавливающего конца (Б).
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усиливалась инактивация ГУ-ХС, особенно сме-
сью фрагментов гиалуронана. За три часа инку-
бации снижалось количество титруемых поверх-
ностных аминогрупп ГУ на 50%, а ГУ-ХС на 34 %. 
Наблюдаемые эффекты наглядно подтвержда-
ли преобладающее инактивирующее действие 
N-ацетилгексозаминов (Рис.3, Б) на ГУ-ХС. Смесь 
гиалуронановых фрагментов моделировала дей-
ствие смеси продуктов деградации ЭГ.

Итак, по характеру влияния на ГУ или ГУ-ХС при 
патологиях, связанных с появлением в кровото-
ке сахаридных производных, можно судить об их 
доминирующей фракции. Действие производных 
ГУ специфически направлено на ЭГ, они функцио-
нируют в ГАГ микроокружении, которое способно 
регулировать их активность и вызывать противо-
положные парные ответы при взаимодействии 
с разными типами сахаридных производных. Это 
позволяет определить участие в развитии сосуди-
стых нарушений как нейтральных сахаридов, так 
и продуктов деградации ЭГ [13]. Последнее вполне 
актуально при нарушениях микроциркуляции [4] 
и может быть проанализировано in vivo с помощью 
ГУ и ГУ-ХС. На основании этого ГУ была выбрана 
и приготовлена нами для такого тестирования на 
модели нарушения микроциркуляции задней ко-
нечности крысы с помощью метода ЛДФ.

Модель поражения микроциркуляции кры-
сы. Выбор нижней конечности крысы для изучения 
модели ишемического поражения микроциркуля-
ции был обусловлен доступной возможностью сле-
жения за изменением уровня подкожной микро-
циркуляции во времени с помощью метода ЛДФ. 

Для выбора оптимального времени ишемии была 
выполнена оценка скорости восстановления пер-
фузии крысиной конечности и изменения формы 
кривой гиперемического отклика в интервале ише-
мии от 5 мин до 5 часов. При коротком ишемиче-
ском воздействии (5 мин) было отмечено быстрое 
восстановление микроциркуляции выше исходно-
го уровня с характерным пиком гиперемической 
реакции, реализующимся в интервале до 1 мин. 
Ишемия продолжительностью 3 часа демонстрирует 
сравнительно замедленное восстановление микро-
циркуляции до исходного уровня, а также плавный 
и продолжительный гиперемический отклик, раз-
вивающийся на протяжении 20 минут постишеми-
ческого периода (Рис. 5). Такая продолжительность 
ишемии позволяет достигать исходного уровня ми-
кроциркуляции в течение более долгого (две-три 
минуты) периода, что было недостижимо после ко-
роткой (5 мин – 1 час) ишемии и удобно для оценки 
эффектов исследуемых соединений. В таких усло-
виях, выбранный период ишемии не способствует 
развитию интерстициального отека и необратимого 
разрушения микроциркуляторного русла [46]. Нару-
шения микроциркуляции могли быть связаны в этих 
условиях с “реперфузионным” поражением (ише-
мия/реперфузия), эндотелиальным набуханием, 
вазоспазмом, воспалительным ответом [47]. Уста-
новленный интервал (2.3-3.5 мг белка/кг веса жи-
вотного, 2200-3400 NFU/ г) белковой дозы (Табли-
ца 1) ГУ соответствовал ее оптимальному эффекту и 
в этих границах (с учетом содержания компонентов 
в ГУ-ХС) сравнивалось действие изученных веществ. 
Перед проведением основного этапа исследования 

Рисунок 4. Изменение остаточной эндогликозидазной активности ГУ (1) и ГУ-ХС (2) при взаимодействии с фрагмен-
тами гиалуронана общей формулы GlcA—[-- GlcNHAc—GlcA--]n ---GlcNHAc, где n от 0 до 4, после двух (А) и трех (Б) 
часовой инкубации (рН 5,5, 37 ˚С). Её проводили для ГУ и ГУ-ХС без и в присутствии индивидуальных гиалуронано-
вых фрагментов (n = 0, 1, 2, 3, 4) или их смеси. ).
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нами была выполнена проверка влияния нативной 
и модифицированной хондроитинсульфатом гиа-
луронидазы на показатель микроциркуляторной 
системы кожи конечности крысы. Внутривенное 
введение указанных препаратов приводило к не-
значительному снижению показателя перфузии, 
возможно, в результате развития гемодилюции по-
сле введения рабочего объема препаратов, без по-
следующих изменений этого параметра [48].

Вейвлет-анализ экспериментов in vivo, про-
веденных по схеме 1. Данные флоуметрии, каса-
ющиеся развития микроциркуляторного кровотока 
в постишемическом периоде (Рис. 6), с помощью 
вейвлет-преобразования были трансформированы 
в форму амплитудо-частотного спектра колебаний 
сосудов микроциркуляции в активном (Рис. 7). 

Среди регуляторных механизмов на уровне ми-
кроциркуляторного сосудистого русла (МЦР) вы-
деляют пассивные и активные звенья модуляции 
кровотока. К пассивным относят внешние факторы, 
находящиеся вне МЦР. Это пульсовая волна, которая 
приходит со стороны терминальных артерий и про-
ецируется на уровне артериолярного звена сосуди-
стого русла. На выходе из МЦР проявляется приса-
сывающее действие «дыхательного насоса», которое 
проецируется на уровне венулярного отдела. Пас-
сивные механизмы (пульсовая и эндотелиальная 
волны) организуют «продольные» колебания крово-
тока, выражающиеся в периодическом изменении 
объема крови в микрососудистом ложе [49].

Активные механизмы непосредственно воз-
действуют на сосуды МЦР путем периодического 
изменения сопротивления сосудов потоку крови 
посредством вазомоций [50, 51] и создают по-
перечные колебания кровотока. Эти факторы ре-

гуляции модулируют поток крови со стороны со-
судистой стенки и реализуются через ее мышечную 
составляющую, поэтому их еще называют тонус 
формирующими [49, 52]. Вазомоции осуществля-
ются не только за счет синхронизированных спон-
танных осцилляций гладкомышечных элементов 
сосудистой стенки (миогенный ритм), но и за счет 
их модуляции со стороны симпатической нервной 
регуляции (нейрогенный ритм) и эндотелий зави-
симой (эндотелиальный ритм) регуляции [50, 53].

В результате чередования сокращения и рас-
слабления гладкомышечного аппарата сосудистой 
стенки (активные факторы) происходит модулиро-
вание периодически изменяющегося объема крови 
(пассивные факторы), что формирует оптимальные 
для транскапиллярного обмена гемодинамические 
параметры кровотока. 

В рамках частотных диапазонов активных фак-
торов регуляции микроциркуляции достоверность 
различий определялась (в пределах двух времен-
ных отрезков: от 0-300 сек и 300-600 сек) для по-
казателя амплитуды сигнала в выбранном времен-
ном отрезке, отнесенном к исходному значению 
амплитуды этой области до ишемии (нормиро-
вание в % для каждой крысы в соответствующей 
группе). Оказалось, что статистически значимые 
различия (p < 0,05) обнаружены для нейрогенно-
го и миогенного интервалов (Рис. 7) в контроль-
ной группе. На уровне сосудов кожи колебания 
в нейрогенном интервале характеризуют симпа-
тические адренергические механизмы регуляции 
микроциркуляции клетками артериол и артериоло-
венулярных анастомозов. Колебания в миогенном 
интервале отвечают состоянию мышечного тонуса 
прекапилляров, регулирующих приток крови из 

Рисунок 5. Характер кривых восстановления уровня 
микроциркуляции крысиной конечности после ишеми-
ческого воздействия длительностью 5 мин и 3 часа, оце-
ненный с помощью ЛДФ-метрии.

Рисунок 6. Флоуметрические данные восстановления 
исходного уровня микроциркуляции крысы при внутри-
венном болюсном введении указанных средств (в 1 мл 
физиологического раствора) за минуту до начала трех-
часовой ишемии (схема 1). Экспериментальные группы 
животных (n = 6): 1 – контрольная (физиологический 
раствор), 2 – ГУ, 3 – ГУ-ХС, 4 – свободный ХС, 5 – смесь 
ГУ + ХС. Представленные кривые получены по медиан-
ному показателю экспериментальных данных.
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Рисунок 7. Вейвлет-спектры эндотелиального, нейрогенного и миогенного диапазонов колебаний (на заднем плане) 
и коробочное представление (по квартилям 25% и 75% отклонений в интервале значений измеряемого параметра, 
отрезками показаны минимальные и максимальные значения,  – величина медианы) измерений нормированной 
амплитуды сигнала во временных отрезках 0-300 и 300-600 сек для указанных экспериментальных групп животных 
(схема 1). 
 * – достоверность различий (p < 0.05) по критерию знаков и критерию Вилкоксона для парных сравнений.
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артериол в микроциркуляторное русло. Достовер-
ный рост амплитуды сигнала в миогенном и нейро-
генном интервале указывает на снижение в артери-
олах и прекапиллярах сопротивления кровотоку и 
увеличение его скорости при посткомпрессионной 
гиперемии [49]. Такие же изменения вызывает вве-
дение смеси ГУ + ХС, тогда как эффект ГУ и свобод-
ного ХС достоверно проявляется только в миоген-
ном интервале (Рис. 7), а действие ГУ-ХС не дает 
достоверных различий ни в одном из диапазонов 
активных факторов регуляции микроциркуляции. 
Можно полагать, что ГУ как и свободный ХС про-
являют восстанавливающий эффект посредством 
достоверного влияния на прекапилляры, а в смеси 
друг с другом – на прекапилляры и артериолы. Ко-
валентное присоединение ХС к ГУ придает ей вы-
раженное ингибирующее действие в отношении 
восстановления микроциркуляции после ишемии 
(Рис. 6 и 7).

Флоуметрическое рассмотрение данных 
экспериментов, выполненных по схеме 1. Вре-
мя достижения исходного уровня микроциркуля-
ции после компрессии крысиной конечности было 
разным для разных исследованных групп (Рис. 6). 
При проведении парного сравнения по тесту Мани-
Уитни для определения достоверных различий по 
этому показателю между экспериментальными 
группами животных, сопоставляемых в ANOVA 
Краскела-Уоллиса, было найдено, что действие 
ГУ и ГУ-ХС достоверно отличаются между собой и 
от показателей других групп, тогда как показате-
ли контрольной группы достоверно не отличались 
от показателей свободного ХС и его смеси с ГУ 
(Рис. 8). ГУ достоверно ускоряла восстановление 
микроциркуляции, а ГУ-ХС достоверно замедля-
ла его, подчеркивая роль люминальной выстилки 
микрососудов.

ЭГ, как известно, выступает фактором резистент-
ности кровотоку, транспортным сетевым барьером 
для трансэндотелиального передвижения молекул 
и пористым гидродинамическим партнером взаи-
модействия с клетками крови [4, 13]. Воздействие 
ишемии/ реперфузии, воспалительных процессов 
разрушает ЭГ в венулах и капиллярах [10, 11]. 

Деструкция гиалуронана определяет функцио-
нирование капилляров [4, 36, 37]. У системно 
появившегося в кровотоке ГУ производного (как 
в нашем изучении) имеется возможность воз-
действовать на гиалуронан ЭГ [13] и подвергаться 
действию метаболитов карбогидратного окруже-
ния [9]. В условиях продолжительной ишемии в их 
роли могут выступать продукты деградации ЭГ [4]. 
Свидетельством первого направления взаимодей-
ствия выступает снижение резистентности крово-
току микрососудов, а второму – ингибирование 
ферментативной активности. При этом нейтраль-
ные сахариды инактивируют нативную ГУ [27, 28], 
а заряженные олигомерные формы продуктов ГАГ 
деградации ЭГ (с N-ацетилгексозаминами у вос-
станавливающего конца) – ГУ-ХС [29]. Данные 

вейвлет-анализа (Рис. 6) показывают уменьшение 
микрососудистой резистентности кровотоку в слу-
чае ГУ, поддерживаемое в смеси действием сво-
бодного ХС (достоверный рост амплитуды в ней-
рогенном и миогенном интервале – снижение 
резистентности кровотоку [34, 35]). Флоуметри-
ческое же изучение демонстрирует достоверный 
эффект ускорения (относительно контроля) восста-
новления уровня микроциркуляции после ишемии 
(Рис. 6 и 8) только с ГУ. Можно полагать, что наблю-
даемый эффект обусловлен ее эндогликозидазной 
активностью, поскольку использование другого 
белка, без указанной активности, БСА (способно-
го к проникновению через нарушенные эндотели-
альные контакты [54]), не оказывает отмеченно-
го действия (Рис. 8). Более того, ГУ-ХС проявляет 
“тормозящий” эффект (относительно контроля) на 
скорость восстановления уровня микроциркуляции 
после ишемии (Рис. 6 и 8). Он свидетельствует об 
ингибировании ферментативной активности, по-
видимому, в результате действия продуктов дегра-
дации ЭГ с расположенными у их восстанавливаю-
щего конца N-ацетилгексозаминами и, возможно, 
об организации дополнительных барьеров микро-
кровотоку после ишемии (Рис. 6). Полученные 
данные демонстрируют участие ЭГ в микроцирку-
ляторных нарушениях, устранение которых ускоря-
ется при активном ферментативном воздействии 
на его компоненты. Вероятно, такое воздействие 
будет более затруднительным при остром введении 
производных (перед окончанием ишемии), когда 
накоплены продукты деградации (в зоне продол-
жительной ишемии) для проявления их “ударно-
го” действия, гиперемия сокращает дозу активного 
фермента в очаге поражения (нет системного рас-
пределения производного) и исключается возмож-
ность функционирования введенных соединений 
в период ишемии. Для прояснения ситуации были 
выполнены эксперименты по схеме 2 (см. экспери-
ментальную часть).

Вейвлет-анализ экспериментов in vivo, про-
веденных по схеме 2. Действительно, данные 
флоуметрии (Рис. 9) и полученные на их основе 
вейвлет-спектры амплитудно-частотных диапазо-
нов активных факторов регуляции микрокровотока 
(Рис. 10) представляли другую картину при про-
ведении экспериментов по схеме 2, чем по схеме 
1. В контрольной группе достоверные изменения 
амплитуды сигнала, статистически сопоставляе-
мые в четырех временных отрезках: 0-300, 300-
600, 600-900 и 900-1200 сек, значимо различа-
лись в эндотелиальном и миогенном диапазонах 
(Рис. 10). Это свидетельствовало о непрерывном 
миогенном ответе гладкомышечных клеток сосу-
дистой стенки на изменение внутрисосудистого 
давления [34] и метаболической активности эндо-
телия при этом [35]. Слой эндотелиальных клеток 
действует как источник некоторых вазоактивных 
веществ и играет ключевую роль в регуляции кро-
вотока. В качестве дилатирующего агента могут вы-
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Рисунок 8. ХСравнение экспериментально определен-
ного времени достижения исходного уровня микро-
циркуляции в коробочной форме (по квартилям 25 % 
и 75 % отклонений в интервале значений измеряемого 
параметра, □ – величина медианы) для эксперименталь-
ных групп животных, которым вводились указанные со-
единения по схеме 1. Достоверность различий (p < 0.05) 
по ANOVA Краскела-Уоллиса и медианному тесту ука-
зана в тексте. Группы: контрольная, введение ГУ, ГУ-ХС, 
свободного ХС, смеси ГУ + ХС, БСА.
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Рисунок 9. Флоуметрические данные восстановления 
исходного уровня микроциркуляции крысы при внутри-
венном болюсном введении указанных средств (в 1 мл 
физиологического раствора) за пять минут до оконча-
ния трехчасовой ишемии (схема 2). Экспериментальные 
группы животных (n = 6): 1 – контрольная (физиологи-
ческий раствор), 2 – ГУ, 3 – ГУ-ХС, 4 – свободный ХС, 
5 – смесь ГУ + ХС. Представленные кривые получены по 
медианному показателю экспериментальных данных.
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ступать оксид азота (NO) [55-57] и эндотелиальный 
гиперполяризующий фактор (EDHF), играющий за-
метную роль в функционировании микроциркуля-
ции, особенно артериол коронарных сосудов [57], 
а также в условиях окислительного стресса [58]. 
Болюсное внутривенное введение исследуемых 

производных (т.е. за пять минут до окончания пе-
риода ишемии, схема 2), обнаружило, что в случае 
ГУ достоверность различий имеется в миогенном и 
нейрогенном диапазонах, а для ГУ-ХС, свободного 
ХС и его смеси с ГУ + ХС – во всех трех диапазо-
нах (Рис. 10). В последней ситуации наблюдается 
достоверный рост амплитуды сигнала в миогенном 
и нейрогенном диапазонах, свидетельствующий 
о снижении жесткости сосудистой стенки и рези-
стентности кровотоку наряду с увеличением ме-
таболической активности эндотелия. При разных 
режимах кожной поверхностной компрессии от-
мечалось, что эндотелиальный фактор регуляции 
микроциркуляции, способствуя дилатации сосудов 
и снижению их жесткости, противодействовал ней-
рогенному и миогенному повышению жесткости 
микрососудов и повышению их резистентности 
кровотоку [34]. Подобное действие потока крови 
отмечалось и в наших контрольных экспериментах 
при продолжительности реперфузии более 900 
сек (Рис. 10), нивелируя отмеченное противодей-
ствие при введении ГУ-ХС, свободного ХС и ГУ + 
ХС. Естественно предположить, что такое действие 
миогенного и нейрогенного факторов, совпадаю-
щее с направленностью развития эндотелиальных 
эффектов, носит компенсаторный характер и обу-
словлено дополнительной нагрузкой [59]. Такие 
данные получены и для экзогенных ГАГ (гиалуро-
нана, гепарина, гепарансульфата, ХС) [9], при-
чем экзогенные фрагменты гиалуронана (начиная 
с декасахаридов и выше) вытесняли гиалуронан 
с клеточной поверхности, а ХС таким эффектом не 
обладал, накапливаясь в ЭГ [4, 60, 61]. Введенный 
внутрикоронарно за пять минут до окончания ише-
мии у свиней меченый декстрансульфат (как аналог 
ГАГ) локализовался на поверхности пораженного 
сосуда миокарда, снижая размер инфаркта у жи-
вотных [62]. Можно полагать, что ГУ-ХС, свобод-
ный ХС, его электростатический комплекс с натив-
ной ГУ задерживаются в реперфузионный период 
в гликокаликсной сети, увеличивая резистентность 
открывшемуся кровотоку и обусловливая компен-
сационный вазодилатирующий вклад миогенного 
и нейрогенного факторов в развитие реперфузии 
(Рис. 10).

Флоуметрическое рассмотрение данных 
экспериментов, выполненных по схеме 2. 
Флоуметрическое изучение демонстрирует решаю-
щий вклад самого потока крови в достижение ис-
ходного уровня микроциркуляции после трехча-
совой ишемии (Рис. 9). Статистическая обработка 
этих данных показывает достоверность сходства 
результатов контрольного эксперимента и эффек-
та ГУ, от которых достоверно отличаются сходные 
между собой “тормозящие” восстановление кро-
вотока эффекты ГУ-ХС, свободного ХС и ГУ + ХС 
(Рис. 11). Действие БСА подчеркивает значимость 
ГУ активности, которая, по-видимому, направлена 
на измененную ишемией структуру ЭГ и снижает-
ся при функционировании нативного фермента 
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Рисунок 10. Вейвлет-спектры эндотелиального, нейрогенного и миогенного диапазонов колебаний (на заднем плане) 
и коробочное представление (по квартилям 25 % и 75 % отклонений в интервале значений измеряемого параметра, 
отрезками показаны минимальные и максимальные значения, □ – величина медианы) измерений нормированной 
амплитуды сигнала во временных отрезках 0-300, 300-600, 600-900 и 900-1200 сек для указанных эксперимен-
тальных групп животных (схема 2). 
 * – достоверность различий (p < 0.05) ранговому дисперсионному анализу (ANOVA Фридмена) с вычислени-
ем коэффициента конкордации Кендалла.
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в ишемизированной зоне микроциркуляции. Это 
влияние сказывается на действии смеси ГУ + ХС, 
обнаруживая, возможно, присутствие увеличен-
ного количества нейтральных сахаридных произ-
водных. Доминирующее накопление заряженных 
продуктов деградации ЭГ инактивирует ГУ-ХС и 
ее электростатические комплексы с ХС, подтверж-
дая участие ЭГ в развитии микроциркуляторных 
событий. Кроме того, возможное удержание ЭГ 
хондроитинсульфата и его ковалентных и электро-
статических комплексов с ГУ достоверно тормозит 
восстановление микроциркуляции (Рис. 11), веро-
ятно, благодаря организации гидродинамических 
препятствий кровотоку. Сравнение данных разных 
экспериментальных схем (Рис. 8 и 11) подтверж-
дает вероятность такой ситуации, указывая на анти-
ишемическую защиту поверхности микрососудов 
свободным ХС и ГУ + ХС. Полученные результаты 
поддерживают рассмотрение ЭГ (эндотелиального 
поверхностного слоя) как важной терапевтической 
мишени [7]. 

Рисунок 11. Сравнение экспериментально определенно-
го времени достижения исходного уровня микроцирку-
ляции в коробочной форме (по квартилям 25% и 75% 
отклонений в интервале значений измеряемого пара-
метра, □ – величина медианы) для экспериментальных 
групп животных, которым вводились указанные соеди-
нения по схеме 2. Достоверность различий (p < 0.05) по 
ANOVA Краскела-Уоллиса и медианному тесту указана в 
тексте. Сокращения как в подписи к Рис. 8.
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Заключение

Полученные результаты демонстрируют, что 
ферментативное воздействие нативной ГУ на 
компонент ЭГ – гиалуронан, в превентивном 
режиме с последующей ишемией (схема 1), 
способствует достоверно ускоренному восста-
новлению уровня исходной микроциркуляции. 
Заряженные формы продуктов деградации ЭГ 
(с N-ацетилгексозаминами у восстанавливающего 
конца), появляющиеся при ишемии, в противопо-
ложность нативному ферменту, инактивируют его 
модифицированное ХС производное. “Ударное” 
действие накопленных при ишемии продуктов де-
градации ЭГ становится еще более выраженным 
при “остром” введении исследуемых соединений 
(схема 2). Инактивируется как ковалентный, так 
и электростатический комплекс ГУ с ХС. Данные 
вейвлет-спектров позволяют предполагать (схема 
2) удержание гликокаликсом ГУ-ХС, свободно-
го ХС и его комплекса с нативной ГУ, способствуя 
замедленному восстановлению исходного уров-
ня микроциркуляции. Кроме того, в этих услови-
ях теряется антиишемическая защита микрососу-
дистой поверхности свободным ХС и его смесью 
с нативной ГУ. Тормозящее действие БСА в обеих 
исследуемых схемах эксперимента и инактивация 
продуктами деградации ЭГ модифицированной 
ГУ указывают на значимость стабильной ГУ актив-
ности для скорейшего восстановления адекватного 
уровня микроциркуляции. Полученные результа-
ты свидетельствуют об участии ЭГ в микроцирку-
ляторных нарушениях. Это обосновывает новые 
подходы к изучению и терапии случаев отсутствия 
“оптимальной” реперфузии у пациентов с острыми 
сердечно-сосудистыми поражениями.

Настоящее исследование по биоинженерно-
му изучению in vivo эндотелиального гликокалик-
са микроциркуляции поддержаны Федеральной 
целевой научно-технической программой «Но-
вейшие методы биоинженерии» направления 
«Инженерная энзимология» и «Биокаталитиче-
ские технологии», грантами РФФИ 06-04-48058, 
07-04-12057-офм, 09-04-00023, Росздравом, 
Росмедтехнологий, а также Минздравсоцразвития 
России.
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