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КИСЛОТЫ НА ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ОМЕГА-3 И ОМЕГА-6 КИСЛОТ 
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Гиалуроновая кислота (НА) – один из ключевых полимерных компонентов межклеточного матрик-
са, в зависимости от молекулярной массы может по-разному влиять на внутриклеточную сигнали-
зацию. Сравнили действие низко- (LMW) и высокомолекулярных (HMW) полимеров HA на спо-
собность первичных астроцитов, глиальных клеток мозга, высвобождать во внеклеточную среду
омега-3-ненасыщенные жирные кислоты: докозагексаеновую (DHA) и эйкозапентаеновую (ЕРА) и
омега-6-ненасыщенную арахидоновую кислоту (АА), определяемые методом HPLC-MS/MS. Пока-
зано, что добавление LMW НА на 4.5 ч снижает концентрацию АА. HMW НА не влияет на AA, уве-
личивает высвобождение DHA и ЕРА. Адаптация клеток в течение 48 ч к действию полимеров раз-
ной молекулярной массы НА приводила к снижению высвобождения омега-3- и омега-6-ненасы-
щенных жирных кислот астроцитами. Сравнение способности НА модулировать ответы астроцитов
на стимуляцию агонистами Толл-подобных рецепторов (TLR) показало, что НА влияет на
TLR4-стимулированную индукцию гена провоспалительного маркера IL-1β при 0.5 ч экспозиции
с LMW НА и HMW НА при дальнейшей стимуляции TLR4-агонистом в течение 4 ч. Таким образом,
высвобождение полиненасыщенных жирных кислот в астроцитах: 1) чувствительно к действию НА;
2) чувствительно к молекулярной массе полимеров НА; 3) длительная (48 ч) экспозиция с НА при-
водит к адаптации астроцитов; 4) НА по-разному влияет на высвобождение омега-6 (AA) и омега-3
(DHA)-ненасыщенных жирных кислот, что указывает на различие в механизмах их высвобожде-
ния. Поскольку считается, что DHA выполняет противовоспалительную и протекторную функции
в мозге, то полученные данные открывают перспективы использования полимеров HA как модуля-
торов воспалительных ответов астроцитов.

Ключевые слова: гиалуроновая кислота, астроциты, Толл-подобные рецепторы, интерлейкин-1-бета,
полиненасыщенные жирные кислоты, нейровоспаление
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время показано, что большинство

патологий центральной нервной системы (ЦНС),
таких, как нейродегенеративные заболевания
(болезни Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона),
аутоиммунные заболевания (рассеянный скле-
роз), травматические повреждения (в том числе,
вследствие острого нарушения мозгового крово-
обращения) и психические заболевания сопро-
вождаются развитием воспалительных процессов
[1, 2]. Основные клетки, регулирующие развитие
воспалительных процессов в ЦНС – астроглия и

микроглия, содержат рецепторы к различным ве-
ществам, вызывающим воспалительные ответы
[2, 3]. Важнейшим семейством рецепторов этих
сигналов являются Толл-подобные рецепторы
(TLR), активация которых приводит к выбросу
различных цитокинов и других сигнальных меди-
аторов клетками глии [4–6]. Понимание молеку-
лярных механизмов процессов нейровоспале-
ния позволит понять механизмы развития ука-
занных патологий, разработать терапевтические
подходы для коррекции и направленной регуля-
ции состояний.
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Известно, что внеклеточный матрикс, один из
ключевых структурных компонентов, отвечаю-
щих за поддержание гомеостаза тканей ЦНС, со-
ставляет приблизительно 20% от объема ткани.
Состав внеклеточного матрикса ЦНС отличается
от состава внеклеточного матрикса периферических
структур [7]. Основными компонентами матрик-
са ЦНС являются гиалуроновая кислота (HA) и
протеогликаны [7–9]. HA выполняет разнообраз-
ные биологические функции, включая регуля-
цию клеточной адгезии, пролиферацию клеток,
диффузию питательных веществ и факторов ро-
ста, а также участвует в реакциях репарации тка-
ней после повреждений и в воспалительных про-
цессах [10]. На клетках микроглии показано, что
НА влияет на высвобождение цитокинов при сти-
муляции липополисахаридом (LPS), агонистом
рецептора TLR4 [11]. НА влияет также на проли-
ферацию астроцитов [12], что указывает на воз-
можность модуляции этим полимером ответов
астроцитов на действие провоспалительных сти-
мулов. Однако возможность такой модуляции не
была изучена ранее и стала целью нашей работы.

Следует отметить, что НА – это полимер с по-
вторяющимися дисахаридными цепями N-ацети-
лглюкозамина и глюкуроновой кислоты. Извест-
но, что характер влияния НА на развитие воспа-
лительного ответа зависит от молекулярной
массы полимера [14]. Различают низкомолеку-
лярную (< 500 кДа, LMW) и высокомолекуляр-
ную форму (> 500 кДа, HMW) HA, причем на
большинство клеток миелоидного происхожде-
ния LMW HA оказывает провоспалительное, а
HMW HA – противовоспалительное действие.
Астроциты относятся к клеткам эктодермального
происхождения, т.е. отличаются от микроглии,
которые, как и макрофаги, имеют миелоидное
происхождение. Исследования последних лет по-
казали, что экспрессия многих регуляторных ге-
нов и белков сигнального пути TLR в астроцитах
отличается от других клеток [15–17]. Поэтому на-
ми проведено сравнение действия LMW НА и
HMW НА на ответы астроцитов при стимуляции
TLR3- и TLR4-агонистами. Влияние НА на дей-
ствие TLR-агонистов оценивали по уровню экс-
прессии одного из основных провоспалительных
цитокинов – интерлейкина-1β (IL-1β) [18].

Полиненасыщенные жирные кислоты и их ме-
таболиты играют важную роль в регуляции функ-
ций астроцитов [19–22]. Известно, что активация
сигнальных путей TLR в астроцитах приводит к
активации выброса омега-6-ненасыщенной ара-
хидоновой кислоты (АА) и ее метаболитов [5, 19,
23, 24]. При этом в астроцитах повышено содер-
жание омега-3-ненасыщенных жирных кислот:
докозагексаеновой (DHA) и эйкозапентаеновой
(EPA) в sn-2-положении фосфолипидов мембран
[25, 26]. Интересно, что при активации клеток
омега-3- и омега-6-ненасыщенные кислоты вы-

свобождаются под действием различных типов
фосфолипазы А2 [23]. Влияние LMW HA и HMW
НА на высвобождение омега-3- и омега-6-нена-
сыщенных жирных кислот ранее не было иссле-
довано, поэтому явилось целью данной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Липополисахарид (LPS, Sigma-Al-
drich, США; кат. № L2630), стрептомицин-пени-
циллин (кат. № А063), трипсин (кат. № P037),
бычья сыворотка (кат. № BS-110/500) (ПАНЭКО,
Россия). Культуральная среда DMEM (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, США; кат. № 21885-025).
Дейтерированные стандарты эйкозаноидов: EPA-d5
(кат. № 10005056), DHA-d5 (кат. № 10005057),
AA-d8 (кат. № 390010) (Cayman Chemical, США).
Колонки для твердофазной экстракции Oasis®
PRIME HLB (60 мг, 3cc, Waters, Германия;
кат. № 186008056). Poly I:C (PIC, InVivoGen, США;
кат. № tlrl-pic). HMW HA (1.01 мДа-1.8 мДа,
кат. № HA15M-1, HMW) и LMW HA (41 кДа–65 кДа,
кат. № HA40K-1, LMW) – Lifecore Biomedical
(США).

Клеточная культура. Первичная культура аст-
роцитов получена по методике, описанной ранее
[15, 27]. Изолированный мозг новорожденных
крысят линии Wistar (не старше 2 дней) измельча-
ли посредством последовательного перетирания
сквозь сита, далее клетки культивировали в среде
DMEM (Thermo Fisher Scientific, США), содер-
жащей 1 г/л глюкозы, 10% сыворотки (FBS) и ан-
тибиотики (50 ед./мл стрептомицина и 50 мкг/мл
пенициллина) в течение 14 дней. Первую смену
среды проводили на 3-й день, предварительно
флакон отряхивали для отделения микроглии
(орбитальный шейкер Biosan OS-20, 180 об/мин в
течение 90 мин). Затем среду заменяли каждые
2 дня, на 9-й день клетки пересаживали в 12-лу-
ночный планшет с плотностью 350000 клеток на
лунку. За 2 ч до начала экспериментов проводили
смену среды в лунках.

Для оценки влияния HMW и LMW HA на экс-
прессию IL-1β клетки предварительно инкубиро-
вали по отдельности с указанными кислотами
(30 мин или 48 ч) и стимулировали LPS (100 нг/мл)
и PIC (10 мкг/мл) в течение 4 ч.

ПЦР в режиме реального времени. Суммарную
РНК выделяли из клеток с помощью GeneJET
RNA Purification Kit (Thermo Scientific, США).
Синтез первой цепи проводили с помощью
MMLV RT kit (Evrogen, Россия). Относительный
уровень экспрессии определяли с помощью ко-
личественной ПЦР с SYBR GREEN (использова-
ли коммерческий 5× PCR-HS-SYBR микс, Evro-
gen, Россия). Последовательности используемых
праймеров (5'-3'): IL1B, прямой: CACCTCT-
CAAGCAGAGCACAG, обратный: GGGTTC-
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CATGGTGAAGTCAAC, ACTB (референсный
ген), прямой: AGATGACCCAGATCATGTTTGAG,
обратный: GGCATACAGGGACAACACAG. Тем-
пература плавления – 57°C. В одну реакционную
смесь объемом 25 мкл брали 50 нг кДНК.

Детекция липидов. Липидные компоненты для
масс-спектрометрического анализа экстрагиро-
вали из 700 мкл клеточной среды при помощи
1 мл метанола, затем использовали колонки Oasis
HBL 3сс для твердофазной экстракции согласно
рекомендациям производителя. Анализ проводи-
ли с использованием квадрупольного масс-спек-
трометра Shimadzu 8040 (Shimadzu, Япония),
оборудованного системой ультра HPLC Nexera, и
колонки Phenomenex C8 (2.1 мм × 150 мм × 2.6 мкм).
Регистрацию проводили путем мониторинга
множественных реакций по методике, описан-
ной ранее [19]. Для количественного определения
детектируемых кислот использовали стандарты:
EPA-d5, DHA-d5, AA-d8.

Статистический анализ. Значения представля-
ли как среднее со стандартным отклонением.
Статистическую значимость различий между
группами оценивали с помощью t-критерия Стъ-
юдента. Максимально допустимую вероятность
отвергнуть верную нулевую гипотезу p для опре-
деления отличий между группами принимали
равной 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние высоко- и низкомолекулярной гиалуроновой 
кислоты на экспрессию мРНК IL-1beta

Для определения эффективной концентрации
LMW НА и HMW НА добавляли на 30 мин, затем
клетки стимулировали агонистами TLR3 (PIC,
10 мкг/мл) и TLR4 (LPS, 100 нг/мл) в течение 4 ч
и оценивали уровень экспрессии мРНК IL-1β.
Показано что стимуляция астроцитов агонистами
TLR3 и TLR4 увеличивает экспрессию гена il1b в
среднем в 20 и в 110 раз соответственно (рис. 1а).
Далее оценивали влияние предварительной ин-
кубации клеток с различными концентрациями
HMW и LMW НА (10, 100, 450 мкг/мл) на стиму-
лированную агонистом экспрессию мРНК гена
il1b. Показано, что оба варианта НА во всех кон-
центрациях не влияют на экспрессию гена il1b
при стимуляции PIC (рис. 1б). Показано, что
HMW и LMW НА в концентрациях 10 и 100 мкг/мл
не влияют на экспрессию гена il1b в ответ на 4-ча-
совую стимуляцию LPS, HMW НА в дозе
450 мкг/мл уменьшает ее в 2 раза, а LMW НА в та-
кой же дозе увеличивает в 1.5 раза (рис. 1в). Эф-
фекты, полученные на стимулированных LPS
клетках, подтверждают гипотезу о провоспали-
тельном действии LMW НА и противовоспали-
тельном – HMW НА.

Влияние высоко- и низкомолекулярной гиалуроновой 
кислоты на высвобождение полиненасыщенных 

жирных кислот
В качестве оптимальной концентрации

HMW HA и LMW НА, использованной в даль-
нейших исследований, нами была выбрана доза
450 мкг/мл. Изучено влияние HMW HA и LMW
НА в этих концентрациях на выброс полиненасы-
щенных жирных кислот. Влияние HA оценивали
после предварительной инкубации в течение
30 мин (S) и 48 ч (L). Длительное время инкуба-
ции выбрано для оценки возможности адаптации
клеток к условиям культивирования в присут-
ствия HMW или LMW НА. Установлено, что дли-
тельная инкубация как с HMW НА, так и LMW
НА приводит к снижению высвобождаемой АA и
DHA (рис. 2а, 2б). Снижение ЕРА происходит
только при длительной инкубации с HMW НА
(рис. 2в). При кратковременной инкубации с HA
наблюдалось незначительное снижение выброса
АА, DHA и EPA во внеклеточную среду при дей-
ствии HMW HA в течение 4.5 ч (рис. 2). Таким об-
разом, полученные данные свидетельствуют о
том, что высвобождение полиненасыщенных
жирных кислот в астроцитах: 1) чувствительно к
действию НА; 2) длительная (48 ч) экспозиция
приводит к адаптации клеток к обработке НА;
3) влияние HMW HA и LMW HA различается для
омега-6 (AA) и омега-3 (DHA)-ненасыщенных
жирных кислот, что указывает на различия в ме-
ханизмах их высвобождения.

Гиалуроновая кислота модулирует 
стимулированный агонистом TLR выброс 

полиненасыщенных жирных кислот
Добавление различных агонистов к астроци-

там активирует в них различные фосфолипазы А2
[5, 21, 28], которые выщепляют полиненасыщен-
ные жирные кислоты из фосфолипидов, далее
эти кислоты метаболизируются по циклооксиге-
назному, липоксигеназному, эпоксигеназному
пути [29]. Часть кислот выходит во внеклеточное
пространство и может модулировать различные
функции астроцитов, в частности, осцилляции
внутриклеточного кальция [30]. Чтобы ответить
на вопрос, изменяют ли HMW HA и LMW НА
стимулированный агонистами TLR выброс оме-
га-3 и омега-6- ненасыщенных жирных кислот во
внеклеточное пространство, мы добавляли HMW
HA или LMW НА (450 мкг/мл) за 30 мин (S) или
48 ч (L) до добавления TLR-агонистов (рис. 3).
Длительная экспозиция с LMW НА приводит к
снижению высвобождения АА при стимуляции
TLR3- и TLR4-агонистами (рис. 3а), снижению
высвобождения DHA при стимуляции TLR4-аго-
нистом (рис. 3б), ЕРА при стимуляции TLR3- и
TLR4-агонистами (рис. 3в). HMW НА статисти-
чески значимо действовала как индуктор высво-
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бождения DHA при стимуляции клеток TLR3-аго-
нистом при длительной экспозиции (рис. 3б).
Таким образом, высвобождение омега-3 и омега-
6-ненасыщенных жирных кислот при действии
TLR3- и TLR4-агонистов чувствительно ко вре-
мени экспозиции с НА и молекулярной массе ее
полимеров.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ответы астроцитов на провоспалительные
стимулы играют важную роль в развитии патоло-
гий мозга [3], поэтому выявление механизмов ре-
гуляции этих ответов имеют перспективу поиска
новых терапевтических подходов и средств их ре-
ализации. Нами впервые показано, что НА влия-
ет на функции астроцитов при моделировании
воспалительных условий, т.е. при стимуляции
клеток агонистами TLR. При этом наблюдается
схожесть астроцитов с клетками неэктодермаль-
ного происхождения, т.е. LMW НА стимулируют,

а HMW НА снижают TLR-стимулируемую ин-
дукцию провоспалительных цитокинов [31–34].
Эти данные позволяют предположить, что сиг-
нальные пути действия НА в астроцитах имеют
общие черты с ранее показанными механизмами
вовлечения HA в регуляцию клеточного воспали-
тельного ответа на других типах клеток.

Обнаружена особая чувствительность астро-
цитов к действию НА и их способность к адапта-
ции при длительном воздействии НА. Эта чув-
ствительность проявляется при высвобождении
во внеклеточную среду полиненасыщенных жир-
ных кислот. Следует отметить, что астроциты
отличаются от многих других клеток тем, что в
sn-2-положении фосфолипидов у них высокое
содержание омега-3 DHA [23, 26]. Показано, что
в астроцитах омега-6 AA высвобождается из фос-
фолипидов при стимуляции фосфолипаз cPLA2,
sPLA2A, а омега-3 DHA при действии фосфоли-
пазы iPLA2 [23]. Ранее мы показали, что возмож-
но направленное модулирование фосфолипаз

Рис. 1. Влияние HMW и LMW НА на экспрессию мРНК IL-1β в стимулированных астроцитах. Клетки обрабатывали
(a) LPS (100 нг/мл, 4 ч) или PIC (10 мкг/мл, 4 ч); или HMW или LMW НА в указанных концентрациях (10, 100, 450 мкг/мл)
в течение 30 мин, затем стимулировали PIC (10 мкг/мл, 4 ч) (б) или LPS (100 нг/мл, 4 ч) (в), затем измеряли относи-
тельный уровень мРНК методом ПЦР в реальном времени. Полученные значения нормировали на экспрессию гена
β-актина. В (а) за единицу принимали уровень экспрессии IL-1βв нестимулированных клетках, в (б), (в) за единицу
был принят уровень экспрессии в стимулированных клетках. * – p < 0.05 по сравнению с контрольными клетками,
# – p < 0.05 по сравнению со стимулированными клетками.
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синтетическими агонистами ядерных рецепторов
PPAR [35]. Целью данной работы было выявле-
ние возможных различий во влиянии НА на оме-
га-3 и омега-6-ненасыщенные жирные кислоты.
Впервые показано, что НА стимулирует высво-
бождение омега-3 DHA. Результаты позволяют
предположить возможность регуляции баланса
между выбрасываемыми омега-3 и омега-6-нена-

сыщенными жирными кислотами с помощью
олигомеров НА различной длины. Действитель-
но, LMW и HMW НА прямо влияют на высвобож-
дение полиненасыщенных жирных кислот. При
этом наблюдается возникновение адаптации к
длительному воздействию НА. Если короткие
времена инкубации с LMW и HMW НА увеличи-
вают высвобождение жирных кислот, то культи-

Рис. 2. Влияние PIC, LPS, HMW и LMW НА на выбросы AA (арахидоновая кислота), DHA (докозагексаеновая кисло-
та), EPA (эйкозапентаеновая кислота). Клетки обрабатывали HMW или LMW НА (450 мкг/мл) в течение 30 мин (S)
или 48 ч (L), PIC (10 мкг/мл, 4 ч) или LPS (100 нг/мл, 4 ч), затем измеряли уровень выбрасываемых во внеклеточную среду
кислот методом HPLC-MS/MS. За единицу принимался уровень выбросов кислот в контрольных клетках. * – p < 0.05 по
сравнению с контрольными клетками.
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вирование клеток в течение 2 дней с НА приводит
к снижению высвобождения во внеклеточную
среду как омега-6, так и омега-3-кислот. Интерес-
но, что осцилляции внутриклеточного кальция,
важные показатели функций астроцитов, чув-
ствительны к действию омега-6 и омега-3-жир-
ных кислот [20]. Насколько связаны воздействия
олигомеров НА различной массы с фосфолипаза-

ми и существует ли обратная связь между высво-
бождаемыми омега-6 и омега-3-ненасыщенными
жирными кислотами и чувствительностью к воз-
действию НА, еще не ясно и требует дальнейшего
изучения.

Существует много возможных механизмов
воздействия НА на сигнальные пути TLR и другие
функции клеток. Предполагается, что НА связы-

Рис. 3. Влияние HMW и LMW НА на выбросы DHA (докозагексаеновая кислота), AA (арахидоновая кислота), EPA
(эйкозапентаеновая кислота) в контрольных и стимулированных астроцитах. Клетки обрабатывали HMW или LMW
НА (450 мкг/мл) в течение 30 мин (S) или 48 ч (L) и затем стимулировали PIC (10 мкг/мл, 4 ч) или LPS (100 нг/мл, 4 ч),
затем измеряли уровень выбрасываемых во внеклеточную среду кислот методом HPLC-MS/MS. За единицу принимался
уровень выбросов кислот в стимулированных клетках. * – p < 0.05 по сравнению со стимулированными клетками.
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вается с различными белками плазматической
мембраны клетки, такими как CD44 и др. [10].

В пользу реализации эффекта НА через по-
верхностные рецепторы говорят наши данные о
низкой чувствительности ответов клеток при сти-
муляции агонистом TLR3 к кратковременной
экспозиции с НА – значимый эффект оказывала
только кратковременная инкубация с LMW НА
на выброс DHA. Такая разница в эффектах, на-
блюдаемых при различных стимуляциях, может
быть объяснена расположением целевых рецеп-
торов: рецептор TLR4 расположен на поверхно-
сти клеточной мембраны, а TLR3 – на мембране
эндосом. При более длительной инкубации воз-
можно, проявляется эффект взаимосвязи сиг-
нальных путей TLR2/TLR3, показанный ранее
[36, 37]. Все эти предположения требуют дальней-
ших исследований.

В данной работе впервые показана связь меж-
ду действием различных олигомеров НА и сиг-
нальными путями TLR, включая высвобождение
омега-3 и омега-6-ненасыщенных жирных кис-
лот. НА широко используется в различных био-
медицинских приложениях, включая дерматоло-
гию, ортопедию, артриты, офтальмологию [38].
Данное исследование открывает перспективы ис-
пользования НА при патологиях мозга с нейро-
воспалительной компонентой.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
№ 18-74-00069.
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Influence of High- and Low-Molecular Weight Hyaluronic Acid on the Toll-Like 
Receptor-Mediated Omega-3 and Omega-6 Fatty Acid Release in Astrocytes
N. V. Azbukina1, *, А. А. Astachova2, S. V. Goriainov3, V. V. Chistyakov3, M. G. Sergeeva2, **
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Hyaluronic acid (HA) is one of the key polymer components of the extracellular matrix and, depending on
its molecular weight, can exert different effects on intracellular signaling. Using HPLC-MS/MS method, we
assessed the influence of low- (LMW) and high- (HMW) molecular weight HA polymers on the ability of
primary astrocytes, glial brain cells, to release omega-3 polyunsaturated fatty acids (docosahexaenoic acid,
DHA, and eicosapentaenoic acid, EPA) and omega-6 polyunsaturated fatty acid (arachidonic acid, AA) into
the extracellular medium. The addition of LMW HA for 4.5 h reduced the AA concentration and increased
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the DHA concentration in the culture medium. HMW HA did not affect the AA release but increased the
release of DHA and EPA. A 48-h exposure of cells to HA of different molecular weights resulted in a decrease
in the release of omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids by astrocytes. Comparison of the HA abil-
ity to modulate astrocyte responses to stimulation with agonists of Toll-like receptors (TLR) showed that HA
affects the TLR4-stimulated induction of the gene of the pro-inflammatory marker IL-1β after a 0.5-h ex-
posure to LMW and HMW HA and further stimulation by the TLR4 agonist for 4 h. Overall, we have found
that the release of polyunsaturated fatty acids in astrocytes: i) is sensitive to HAs; ii) is sensitive to the mo-
lecular weight of HA polymers; iii) a prolonged (48 h) exposure of astrocytes to HA leads to the cell adap-
tation and attenuation of the HA effects; iv) HAs exert different effects on the release of omega-6 (AA) and
omega-3 (DHA) polyunsaturated fatty acids, suggesting different mechanisms of these processes. Since
DHA is believed to perform anti-inflammatory and protective functions in the brain, our results open new
opportunities of the use of HA polymers as modulators of astrocyte inflammatory responses.

Keywords: hyaluronic acid, astrocytes, Toll-like receptors, interleukin-1-beta, polyunsaturated fatty acids,
neuroinflammation
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