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АННОТАЦИЯ
В в е д е н и е .  Гиалуронидаза – ферментный препарат, широко использующийся в медицине, в том числе и 
офтальмологии. Гиалуронидаза, имея белковую структуру, несет потенциальную опасность в виде нежелательных 
аллергических реакций. Чтобы избежать аллергизирующих эффектов, белковые структуры модифицируют путем 
соединения с полимерным носителем, например полиэтиленгликолем. 
Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я .  Изучение возможного аллергогенного действия гиалуронидазы, пегилиро-
ванной по технологии электронно-лучевого синтеза, при различных путях введения. 
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  Объект исследования – пегилированная гиалуронидаза (ПЭГ-Гиал). Экспе-
риментальные животные – мыши-гибриды и морские свинки. Было проведено 7 типов экспериментов: анафилак-
тогенная активность; конъюнктивальная проба; накожные аппликации; реакция гиперчувствительности замед-
ленного типа (ГЗТ); активная кожная анафилаксия; непрямая реакция дегрануляции тучных клеток; реакция вос-
паления на конканавалин А (КонА). 
Р е з у л ь т а т ы .  При изучении анафилактогенной активности анафилактической реакции у морских свинок 
не наблюдалось. Конъюнктивальный тест также не выявил признаков повышенной чувствительности к препа-
рату. При исследовании сенсибилизирующего действия не наблюдалось развития местных аллергических реак-
ций. В экспериментах по изучению реакции ГЗТ на мышах не выявлено достоверных различий индекса реакции 
ГЗТ в опытной и контрольной группах. В эксперименте по оценке активной кожной анафилаксии показано, что 
диаметр окрашенного пятна достоверно не отличался в обеих опытных группах от контрольной. В экспериментах 
по непрямой реакции дегрануляции тучных клеток установлено, что статистически значимого изменения показа-
теля дегрануляции тучных клеток не наблюдалось. Оценка аллергизирующего действия ПЭГ-Гиал в реакции вос-
паления на КонА показала, что нет статистически достоверной разницы между опытными и контрольной груп-
пами. 
З а к л ю ч е н и е .  На основании результатов проведенных экспериментов можно сделать вывод о том, что 
ПЭГ-Гиал не обладает аллергизирующим действием при различных путях введения, что существенно расширяет 
возможности ее клинического применения. 
Ключевые слова: гиалуронидаза, пегилированная гиалуронидаза, аллергизирующее действие, сенсибилиза-
ция, реакция гиперчувствительности замедленного типа.
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ВВЕДЕНИЕ
Гиалуронидаза широко используется в раз-

личных областях медицины, включая анестезио-
логию, кардиологию, рентгенографию, онколо-
гию, офтальмологию, пластическую хирургию, 
эстетическую медицину. Она имеет широкий 
спектр клинических применений благодаря 
своей уникальной способности облегчать рассеи-
вание и/или всасывание различных лекарствен-
ных препаратов. Этот фермент также использу-
ется для лечения келоидных рубцов в качестве 
альтернативы стероидам, для лечения гематом и 

INTRODUCTION
Hyaluronidase is used in various fi elds of medi-

cine, including anesthesiology, cardiology, radiogra-
phy, oncology, ophthalmology, plastic surgery, aes-
thetic medicine. It has a wide range of clinical appli-
cations because of its unique ability to facilitate the 
dispersion and/or absorption of various drugs. This 
enzyme is also used to treat keloid scars as an alter-
native to steroids, to treat hematomas and lymph-
edema. Hyaluronidase can also be used to eliminate 
persistent edema, given its ability to increase the 
permeability of capillaries and tissues.
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ABSTRACT 
I n t r o d u c t i o n .  Hyaluronidase is an enzyme preparation widely used in medicine, including ophthalmology. 
Hyaluronidase, having a protein structure, carries a potential danger in the form of undesirable allergic reactions. To avoid 
allergenic eff ects, protein structures are modifi ed by combining with a polymer carrier, for example, by polyethylene glycol 
(PEG).
A i m .  To study the possible allergenic potential of hyaluronidase, PEGylated using the technology of electron beam 
synthesis, with various routes of administration.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  The object of the study is PEGylated hyaluronidase (PEG-Hyal). Experimen-
tal animals are hybrid mice and guinea pigs. Seven types of experiments were carried out: anaphylactogenic activity; con-
junctival challenge test; cutaneous applications; delayed-type hypersensitivity (DTH); active cutaneous anaphylaxis; indi-
rect mast cell degranulation; infl ammatory response to concanavalin A (ConA).
R e s u l t s .  When studying anaphylactogenic activity, an anaphylactic reaction was not observed in guinea pigs. The 
conjunctival challenge test also revealed no signs of hypersensitivity to the drug. In the study of sensitization, no develop-
ment of local allergic reactions was observed. In experiments to the study DTH in mice, there were no signifi cant diff er-
ences for the DTH  index in the experimental and control groups. The assessment of active skin anaphylaxis has been 
showed that the diameter of the stained spot did not signifi cantly diff er in both experimental groups from the control one. 
In indirect mast cell degranulation experiments, it was found that there was no statistically signifi cant change in the mast 
cell degranulation index. Evaluation of the allergenic potential of PEG-Hyal in the infl ammatory response to ConA showed 
that there is no statistically signifi cant diff erence between the experimental and control groups.
C o n c l u s i o n .  Based on the results of the experiments, it can be concluded that PEG-Hyal does not have an aller-
genic potential in various routes of administration, which signifi cantly expands the possibilities of its clinical use.
Keywords: hyaluronidase, PEGylated hyaluronidase, allergenic potential, sensitization, delayed-type hypersensi-
tivity.
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лимфедемы. Также можно использовать гиалу-
ронидазу для устранения стойких отеков, учиты-
вая ее способность увеличивать проницаемость 
капилляров и тканей. 

Однако, имея белковую структуру, этот натив-
ный фермент несет потенциальную опасность 
для организма в виде высокой иммуногенности и 
аллергического потенциала. При использовании 
гиалуронидазы в основном возникают местные 
аллергические реакции. Сообщается, что частота 
аллергических реакций составляет от 0.05 до 
0.69 % [1, 2]. Аллергические реакции на гиалуро-
нидазу представляют собой реакции гиперчув-
ствительности немедленного действия (тип I, 
опосредованный иммуноглобулином Е), встреча-
ются менее чем в 0.1 % случаев, также могут воз-
никать реакции гиперчувствительности замед-
ленного типа (тип IV, опосредованный 
Т-клетками) [3, 4]. В 2016 г. было опубликовано 
сообщение о реакции гиперчувствительности 
немедленного типа при использовании гиалуро-
нидазы в сочетании с местными анальгетиками 
при оперативных вмешательствах на глазах, 
когда в раннем послеоперационном периоде 
наблюдался отек век и хемоз конъюнктивы, кото-
рый был купирован использованием антигиста-
минных препаратов и глюкокортикостероидов 
[5]. Реакция замедленного типа в ответ на введе-
ние гиалуронидазы отмечалась в виде целлю-
лита орбитальной клетчатки с последующей 
необратимой потерей зрения [6, 7]. 

Предполагается существование связи между 
способом введения и дозировкой, что может быть 
фактором тяжести аллергической реакции. 
В целом при местном введении гиалуронидазы в 
дозах менее 1500 МЕ наблюдаются локальные 
аллергические реакции (например, отек, эри-
тема, крапивница) в области инъекции без общих 
симптомов [8]. Когда дозы варьируют от 1500 до 
200 000 МЕ и/или вводятся внутривенно, у боль-
шинства пациентов с аллергией наблюдаются 
более общие симптомы [8, 9]. 

Тестирование на кожную аллергию широко 
распространено в практике эстетической меди-
цины для предотвращения анафилактической 
реакции, однако наиболее ценной информацией 
для врача является история болезни пациента – 
прием лекарств, аллергии и любая реакция на 
предшествующее воздействие гиалуронидазы. 
Существуют определенные группы пациентов, у 
которых при возникновении реакции I типа на 
какой-либо препарат или аллерген будет более 
выраженный анафилактический ответ. Приме-
рами таких пациентов являются люди, принима-

However, having a protein structure, this native 
enzyme carries a potential danger to the body as 
high immunogenicity and allergenic potential. 
When using hyaluronidase, local allergic reactions 
occur. It is reported that the frequency of allergic 
reactions ranges from 0.05 to 0.69% [1, 2]. Allergic 
reactions to hyaluronidase are immediate hypersen-
sitivity reactions (type I, mediated by immunoglob-
ulin E), occur in less than 0.1% of cases, delayed-
type hypersensitivity reactions may also occur (type 
IV, mediated by T cells) [3, 4]. In 2016, a report was 
published on an immediate hypersensitivity reac-
tion to hyaluronidase in combination with local 
anesthetics during eye phacoemulsifi cation, when in 
the early postoperative period there were lid edema 
and conjunctival chemosis, which were managed 
with anti his ta mines and glucocorticosteroids [5]. 
Delayed hypersensitivity reaction in response to 
introducing hyaluronidase was noted in the form of 
orbital cellulitis with subsequent irreversible loss of 
vision [6, 7].

It is assumed that there is a relationship between 
the route of administration and dose strength, which 
may be a factor in the severity of allergic reaction. In 
general, with topical administration of hyalu-
ronidase at doses less than 1500 IU, local allergic 
reactions (for example, edema, erythema, urticaria) 
are observed in the injection site without general 
symptoms [8]. When doses range from 1500 to 
200 000 IU and/or are administered intravenously, 
most patients with allergy experience more general 
symptoms [8, 9].

Skin testing is widespread in the practice of 
aesthetic medicine to prevent anaphylactic reac-
tion, but the most valuable information for a doc-
tor is the patient’s medical history – taking medi-
cations, allergies and any response to hyaluroni-
dase. There are certain groups of patients who, 
when a type I reaction to a drug or allergen occurs, 
will have a more pronounced anaphylactic 
response. Examples of such patients are people 
taking angiotensin converting enzyme inhibitors, 
beta-blockers, patients with mast cell activation 
and high trypsin levels, susceptibility to allergic 
reactions, with C1-esterase deficiency, hereditary 
angioedema [10].

To increase the eff ectiveness, reduce the sensiti-
zation and toxicity of protein-based drugs, their 
modifi cation is used – physico-chemical transfor-
mation via the conjugation of a protein molecule 
with a polymer carrier. At the moment, a lot of 
attention is paid to polyethylene glycols (PEG) of 
various molecular weights. Conjugation of a poly-
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ющие ингибиторы ангиотензинпревращающего 
фермента, бета-блокаторы, пациенты с пораже-
нием тучных клеток и высоким уровнем трип-
сина, предрасположенностью к аллергическим 
реакциям, с дефицитом С1-эстеразы, наслед-
ственным ангионевротическим отеком [10]. 

Для повышения эффективности, снижения 
аллергогенности и токсичности лекарственных 
препаратов белковой природы используется их 
модификация – физико-химическая трансфор-
мация за счет соединения белковой молекулы с 
полимерным носителем. На данный момент 
много внимания уделяется полиэтиленгликолям 
(ПЭГ) различной молекулярной массы. Процесс 
присоединения молекулы полиэтиленгликоля к 
другой молекуле носит название пегиляция или 
пегилирование. Эффекты пегилированных пре-
паратов модифицируются за счет повышения 
растворимости в воде; устойчивости к действию 
ферментов, полностью их разрушающих или 
частично снижающих концентрацию в тканях 
препарата; адресной доставки лекарственного 
препарата до мишени. Помимо этого, пегилиро-
вание продлевает период его полувыведения и 
способно снижать иммуногенность [11]. 

В нашем исследовании мы изучали аллерги-
зирующие свойства пегилированной гиалуро-
нидазы с целью расширения потенциальных 
направ лений применения данного препарата, в 
том числе и в офтальмологии. Данное исследова-
ние выполнено в трех учреждениях, указанных в 
аффилиации. Публикация данной статьи одо-
брена Локальным экспертным комитетом Инсти-
тута клинической и экспериментальной лимфо-
логии (Новосибирск) (протокол № 179 от 
23.03.2023).

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение возможного аллергогенного дей-

ствия гиалуронидазы, пегилированной по техно-
логии электронно-лучевого синтеза, при различ-
ных путях введения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Пегилированная 

гиалуронидаза (ПЭГ-Гиал) изготовлена в АО 
«Сибир ский центр фармакологии и биотехноло-
гии» (г. Новосибирск) и любезно предоставлена 
для экспериментальных исследований в рамках 
научного сотрудничества. ПЭГ-Гиал представ-
ляет собой тестикулярную гиалуронидазу Н20, 
которая была подвергнута электронно-лучевой 
иммобилизации на полиэтиленоксиде (Макро-
гол-1500) в потоке ускоренных электронов в дозе 

ethylene glycol molecule with another molecule is 
called PEGylation. The eff ects of PEGylated drugs 
are modifi ed by increasing solubility in water; resis-
tance to enzymes that completely destroy them or 
partially reduce the tissue concentration of the drug; 
by targeted delivery of the drug. In addition, 
PEGylation prolongs its half-life and can reduce 
immunogenicity [11].

In our study, we investigated the allergenic prop-
erties of PEGylated hyaluronidase in order to 
expand the potential uses of this drug, including 
ophthalmology. This study was carried out in three 
institutions specifi ed in the affi  liation. The publica-
tion of this article was approved by the Local Expert 
Committee of the Institute of Clinical and Experi-
mental Lymphology (Novosibirsk) (No. 179 dated 
2023-03-23).

AIM OF THE RESEARCH
To study the possible allergenic potential of hyal-

uronidase PEGylated using the technology of elec-
tron beam synthesis with various routes of adminis-
tration.

MATERIALS AND METHODS 
Object of study. Pegylated hyaluronidase (PEG-

Hyal) was manufactured by Siberian Center of Phar-
macology and Biotechnology, JSC (Novosibirsk) and 
kindly provided for experimental research within the 
scientifi c cooperation. PEG-Hyal is a testicular hyal-
uronidase H20, which was subjected to electron 
beam immobilization on polyethylene oxide (Macro-
gol-1500) in accelerated electron fl ux at a dose of 
1.5 Mrad generated by a pulsed linear accelerator 
ILU-10 (manufactured by the Budker Institute of 
Nuclear Physics, Novosibirsk). PEG-Hyal used in the 
experiments is a lyophilized powder of light gray 
color with an enzymatic activity of 2800 IU per 1 g of 
dry matter, easily soluble in crystalloid and colloidal 
solutions.

Currently, there are no approved  PEG-Hyal-
based medications to treat degenerative diseases. 
Meanwhile, there is a long-term research experi-
ence in determining the specifi c regenerative activ-
ity of PEG-Hyal [12–16]. This circumstance pro-
vides for the positioning of this drug as a medication 
for regenerative medicine not for bolus injection, 
but for long-term use. Where, the most compliant is 
topical and oral administration of PEG-Hyal medi-
cations.

Experimental animals. F1(CBA/C57Bl/6), 
Balb/c hybrid mice of both sexes aged 6–8 weeks 
weighing 18–20 g. Guinea pigs of both sexes weigh-
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1.5 Мрад, создаваемым импульсным линейным 
ускорителем ИЛУ-10 (производство – Институт 
ядерной физики им. Г.И. Будкера СО РАН, Ново-
сибирск). Использованная в экспериментах ПЭГ-
Гиал представляет собой лиофилизированный 
порошок светло-серого цвета с ферментативной 
активностью 2800 ЕД в 1 г сухого вещества, легко 
растворяющийся в кристаллоидных и коллоид-
ных растворах.

В настоящее время нет зарегистрированных 
лекарственных препаратов на основе ПЭГ-Гиал 
для лечения дегенеративных заболеваний. Между 
тем есть многолетний опыт исследований по опре-
делению специфической регенеративной активно-
сти ПЭГ-Гиал [12–16]. Это обстоятельство предпо-
лагает позиционирование данного препарата как 
средства для регенеративной медицины, предусма-
тривающего  не болюсное, а курсовое длительное 
применение. В этом случае максимально компла-
ентным является местный и пероральный прием 
лекарственных препаратов на основе ПЭГ-Гиал.

Экспериментальные животные. Мыши-
гибриды обоего пола F1(CBA/C57Bl/6), Balb/c 
6–8-недельного возраста массой тела 18–20 г. 
Морские свинки обоего пола массой 250–270 г. 
Содержание животных осуществлялось в соот-
ветствии с правилами, принятыми Европейской 
конвенцией по защите позвоночных животных 
(Страсбург, 1986); ГОСТ 33216-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными живот-
ными. Правила содержания и ухода за лабора-
торными грызунами и кроликами» от 01.07.2016; 
ГОСТ 33215-2014 «Руководство по содержанию и 
уходу за лабораторными животными. Правила 
оборудования помещений и организации проце-
дур» от 01.07.2016. Выведение животных из экс-
перимента осуществлялось через 24 ч в соответ-
ствии с современными ме тодами эвтаназии лабо-
раторных животных (со гласно Директиве 
2010/63/EU по охране животных, используемых 
в научных целях, Европейского Парламента и 
Совета Европейского союза). 

Методы изучения аллергизирующего 
действия. Изучение аллергизирующего дей-
ствия ПЭГ-Гиал проводилось согласно [17] и 
состояло из 7 экспериментов:

1. Изучение анафилактогенной активности на 
морских свинках самцах (♂) и самках (♀). Сенси-
билизацию животных осуществляли внутриже-
лудочным введением ПЭГ-Гиал в течение 5 суток 
в дозах 20.83 ЕД/кг (1 терапевтическая доза (ТД)) 
и 208.3 ЕД/кг (10 ТД). Анафилактогенные свой-
ства ПЭГ-Гиал выявляли путем внутривенного 
введения раствора препарата на 14-е сутки после 

ing 250–270 g. The animals were kept in accor-
dance with the rules adopted by the European Con-
vention for the Protection of Vertebrate Animals 
Used for Experimental and Other Scientifi c Pur-
poses (Strasbourg, 1986); GOST 33216-2014 Guide-
lines for the Management and Care of Laboratory 
Animals. Rules for the Management and Care of 
Laboratory Rodents and Rabbits dated 2016-07-01; 
GOST 33215-2014 Guidelines for Accommodation 
and Care of Animals. Environment, Housing and 
Management dated 2016-07-01.  The animals were 
removed from the experiment after 24 hours in 
accordance with modern methods of euthanasia of 
laboratory animals (according to EU-Directive 
2010/63/ on the use of animals for scientifi c pur-
poses, the European Parliament and the Council of 
the European Union).

Methods of studying the allergenic poten-
tial. The study of the allergenic potential of PEG-
Hyal was carried out according to [17] and consisted 
of 7 experiments:

1. Study of anaphylactogenic activity on male (♂) 
and female (♀) guinea pigs.

Animals were sensitized by intragastric admin-
istration of PEG-Hyal for 5 days at doses of 
20.83 IU/kg (1 curative dose (CD)) and 208.3 U/kg 
(10 CD). The anaphylactogenic properties of PEG-
Hyal were detected by intravenous administration 
of the drug solution on the 14th day following the 
last sensitizing application. Challenge  test with 
intravenous administration of the studied drug was 
carried out at a dose of 208.3 IU/kg, which was ten-
fold curative dose for guinea pigs. This dose was 
used both in guinea pigs with the administration of 
1 CD and 10 CD. The control was non-sensitized 
guinea pigs, to which the drug was administered 
intravenously. The intensity of the anaphylactic 
reaction was evaluated by the Weigle method [18] 
using the formula

 AI = (4 · n + 3 · n1 + 2 · n2 + 1 · n3) / N,

AI – anaphylactic index;
n –  number of animals whose anaphylactic reac-

tion resulted in death;
n1 – number of animals with intense manifesta-

tions of anaphylactic reaction;
n2 –  number of animals with moderate anaphy-

lactic reaction;
n3 –  number of animals with mild anaphylactic 

reaction;
N – total number of animals in the group. 
With an AI value of ≤ 1.0, the anaphylactic reac-

tion was considered negative.
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последнего сенсибилизирующего применения. 
Разрешающее тестирующее внутривенное введе-
ние исследуемого препарата проводилось в дозе 
208.3 ЕД/кг, которая составляла десятикратную 
терапевтическую дозу для свинок. Эта доза при-
менялась как у морских свинок с введением 1 ТД, 
так и 10 ТД. Контролем служили несенсибилизи-
рованные морские свинки, которым препарат 
вводили внутривенно. Интенсивность анафилак-
тической реакции оценивали по методу W.O. 
Weigle [18] с использованием формулы 

 АИ = (4 · n + 3 · n1 + 2 · n2 + 1 · n3) / N,

где АИ – анафилактический индекс; 
n – число животных, анафилактическая реак-

ция которых заканчивалась смертельным исхо-
дом; 

n1 – число животных со значительными про-
явлениями анафилактической реакции; 

n2 – число животных со средними проявлени-
ями реакции; 

n3 – число животных со слабыми проявлени-
ями реакции; 

N – общее число животных в группе. 
При величине АИ ≤ 1.0 анафилактическая 

реакция считалась отрицательной.
2. Конъюнктивальная проба на морских свин-

ках. Через 24 ч после завершения 5-дневного 
цикла сенсибилизирующих введений ПЭГ-Гиал 
внутрижелудочно в дозах 20.83 ЕД/кг и 
208.3 ЕД/кг проводилось конъюнктивальное 
тестирование. Тест заключался в закапывании в 
левый глаз каждого животного 20 мкл раствора 
ПЭГ-Гиал с концентрацией 167 ЕД/мл (доза, не 
вызывающая раздражающего действия у интакт-
ных животных), в правый глаз – 2% раствор ПЭГ 
в том же объеме. Оценка состояния конъюнктивы 
глаза проводилась через 15 мин, 24 и 48 ч по сле-
дующей шкале (в баллах): 1 – легкое покраснение 
слёзного протока; 2 – покраснение слёзного про-
тока и склеры в направлении к роговице; 3 – 
покраснение всей конъюнктивы и склеры.

3. Метод накожных аппликаций на морских 
свинках. Исследование сенсибилизирующего 
действия ПЭГ-Гиал проводили путем 20 повтор-
ных накожных аппликаций на участок боковой 
поверхности туловища размером 2×2 см по 5 раз 
в неделю. Наносили по 3 капли раствора ПЭГ-
Гиал с концентрацией 167 ЕД/мл (доза, не вызы-
вающая местнораздражающего действия). Кон-
трольным группам морских свинок (5 самцов и 
5 самок) наносили растворитель – 2% раствор 
ПЭГ-1500. Первое тестирование проводили после 
10 аппликаций, второе – после 20. Реакцию кожи 

2. Conjunctival challenge test on guinea pigs. 
Twenty-four hours after the completion of the 
5-day cycle of sensitizing injections of PEG-Hyal 
intragastrically at doses of 20.83 IU/kg and 
208.3 IU/kg, conjunctival testing was performed. 
The test consisted in instilling of 20 ml of PEG-
Hyal solution at a concentration of 167 IU/ml 
(a dose that does not cause irritating eff ects in 
intact animals) into the left eye of each animal, and 
2% PEG solution in the same volume – into the 
right eye. The assessment of the conjunctiva was 
carried out after 15 min, 24 and 48 hours using the 
following scale (in points): 1 – mild redness of the 
lacrimal duct; 2 – redness of the lacrimal duct and 
sclera in the direction of the cornea; 3 – redness of 
the entire conjunctiva and sclera.

3. Cutaneous applications on guinea pigs. The 
study of the sensitizing eff ect of PEG-Hyal was car-
ried out by 20 repeated cutaneous applications to a 
2×2 cm area of the lateral surface of the trunk 5 times 
a week. Three drops of PEG-Hyal solution were 
applied at a concentration of 167 IU/ml (a dose that 
does not cause local irritant eff ect). Control groups of 
guinea pigs (5 males and 5 females) were applied a 
solvent – a 2% PEG-1500 solution. The fi rst test was 
performed after 10 applications, the second – 
after 20. The skin reaction was assessed according to 
the following criteria: if the skin in the area of drug 
application remains unchanged, the reaction is nega-
tive (–); if erythema appears at the site of applica-
tion, the mild positive reaction (+) is registered; the 
presence of erythema and edema is evaluated as the 
positive reaction (++); when erythema and edema go 
beyond the limits of the drug’s contact with the skin, 
the reaction is assessed as the strong positive (+++); 
when hyperergia is characterized by an extensive 
peripheral edema, erythema, vesiculation and ulcer-
ation of the skin, then the reaction is of the highest 
degree (++++).

4. Delayed-type hypersensitivity (DTH) in mice. 
Outbred albino mice were sensitized with a single 
intradermal injection of 60 μl of an emulsion con-
sisting of 30 μl of PEG-Hyal solution at a concentra-
tion of 167 IU/ml and 30 μl of complete Freund’s 
adjuvant (CFA) into the base of a tail. To detect sen-
sitization 5 days later, 40 ml PEG-Hyal solution at a 
concentration of 167 IU/ml was injected into the pad 
of the hind paw of mice. Following six and twenty-
four hours after the sensitizing injection, the inten-
sity of DTH was evaluated by the reaction index (RI), 
which was calculated individually for each animal 
according to the formula
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 RI (%) = (Mexp – Mc) / Mc · 100 %,

Mexp – weight of the paw of the experimental ani-
mal;

Mc – weight of the paw of the control animal.
Control animals were sensitized using CFA emul-

sion with Hanks’ solution according to the same 
scheme as in the experiment.

5. Active cutaneous anaphylaxis in mice. Balb/c 
mice were sensitized by administration of PEG-Hyal 
for 5 days intragastrically at a dose of 50 IU/kg 
(1 CD) in 0.2 ml of a 2% solution of PEG-1500 
(group 1), and at a dose of 500 μg/kg (10 CD) in 
0.2 ml of a 2% solution of PEG-1500 (group 2). The 
challenge injection of PEG-Hyal was performed 
1 week after the last sensitizing procedure in twofold 
dilutions of the drug at doses of 0.5 IU and 1 IU 
intradermally in a volume of 0.03 ml. Twenty min-
utes after, 0.5 ml of a 1% Evans blue solution was 
intravenously administered to mice. Thirty minutes 
later, the animals were euthanized and the size of 
the blue spot on the inside of the skin at the injection 
site was determined. The challenge injections of 
PEG-Hyal and Evans blue were also administered to 
control animals, which were injected with a solvent 
only – 2% PEG solution on the days of sensitization 
of the experimental groups.

6. Indirect mast cell degranulation in mice. At 
the end of the 5-day administration of PEG-Hyal to 
CBA/C57Bl/6 mice at doses of 50 IU/kg and 500 
IU/kg, the animals were euthanized and blood 
serum was obtained, which was then tested for the 
ability to cause mast cell degranulation in the pres-
ence of a specifi c PEG-Hyal antigen. To obtain mast 
cells, intact CBA/C57Bl/6 mice were euthanized, 
4–5 ml of Hanks solution without phenol red was 
injected intraperitoneally, after a light massage of 
the abdominal wall for 1–1.5 min, an incision was 
made with scissors along the midline and the exu-
date was collected into a silicone tube. The speci-
mens were prepared on cleared slides stained with 
0.3% alcohol solution of neutral red and dried at 
room temperature. On one side of the slide, 0.03 ml 
of mast cell suspension, 0.03 ml of experimental 
animal serum and 0.03 ml of PEG-Hyal solution at a 
concentration of 0.15 IU/ml were mixed (the dose of 
the drug was selected in advance so that the index of 
mast cell degranulation during incubation with the 
test substance did not exceed 5%), this area was 
experimental; on the other side of the slide, 0.03 ml 
of mast cell suspension, 0.03 ml of experimental 
animal serum and 0.03 ml of Hanks’ solution were 

учитывали по следующим критериям: если кожа 
в области нанесения препарата остается неиз-
менной – реакция отрицательная (–); при слабо-
положительной реакции (+) на месте нанесения 
появляется эритема; наличие эритемы и отека 
кожи оценивается как положительная реакция 
(++); при резкоположительной реакции (+++) 
эритема и отек выходят за пределы контакта пре-
парата с кожей; высшая степень реакции 
(++++) – гиперергия – выражается в обширном 
периферическом отеке, эритеме, везикуляции и 
изъязвлении кожи. 

4. Реакция гиперчувствительности замед-
ленного типа (ГЗТ) на мышах. Беспородных 
мышей-альбиносов сенсибилизировали одно-
кратным внутрикожным введением в основа-
ние хвоста 60 мкл эмульсии, состоящей из 
30 мкл раствора ПЭГ-Гиал с концентрацией 
167 ЕД/мл и 30 мкл полного адъюванта Фрейнда 
(ПАФ). Для выявления сенсибилизации через 
5 сут мышам в подушечку задней лапы вводили 
40 мкл раствора ПЭГ-Гиал с концентрацией 
167 ЕД/мл. Через 6 и 24 ч после сенсибилизиру-
ющей инъекции интенсивность реакции ГЗТ 
оценивали по индексу реакции (ИР), который 
вычисляли индивидуально для каждого живот-
ного по формуле

 ИР (%) = (Моп – Мк) / Мк · 100 %, 

где Моп – масса лапы животного опытной группы; 
Мк – масса лапы животного контрольной 

группы.
Контрольных животных сенсибилизировали 

эмульсией ПАФ с раствором Хенкса по той же 
схеме, что и в опыте.

5. Активная кожная анафилаксия на мышах. 
Мышей линии Balb/c сенсибилизировали путем 
введения ПЭГ-Гиал в течение 5 суток внутриже-
лудочно в дозе 50 ЕД/кг (1 ТД) в 0.2 мл 2% рас-
твора ПЭГ-1500 (1-я группа) и в дозе 500 мкг/кг 
(10 ТД) в 0.2 мл 2% раствора ПЭГ-1500 (2-я 
группа). Разрешающее введение ПЭГ-Гиал осу-
ществляли через 1 неделю после последнего сен-
сибилизирующего применения в двукратных раз-
ведениях препарата в дозах 0.5 ЕД и 1 ЕД внутри-
кожно в объеме 0.03 мл. Через 20 мин мышам 
внутривенно вводили 0.5 мл 1% раствора синего 
Эванса. Через 30 мин проводили эвтаназию 
животных и определяли размеры синего пятна на 
внутренней стороне кожи в месте введения препа-
рата. Разрешающие инъекции ПЭГ-Гиал и синего 
Эванса вводили также контрольным животным, 
которым в дни сенсибилизации опытных групп 
вводили только растворитель – 2% раствор ПЭГ.
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6. Непрямая реакция дегрануляции тучных 
клеток на мышах. По окончании 5-дневного курса 
введения мышам линии CBA/C57Bl/6 ПЭГ-Гиал в 
дозах 50 ЕД/кг и 500 ЕД/кг проводили эвтаназию 
животных и получали сыворотку крови, которую 
затем тестировали на способность вызывать 
дегрануляцию тучных клеток в присутствии спец-
ифического антигена ПЭГ-Гиал. Для получения 
тучных клеток проводили эвтаназию интактных 
мышей линии CBA/C57Bl/6, вводили внутрибрю-
шинно 4–5 мл раствора Хенкса без фенолового 
красного, после легкого массажа брюшной стенки 
в течение 1–1.5 мин делали ножницами разрез по 
средней линии и собирали экссудат в силикони-
зированную пробирку. Препараты готовили на 
обезжиренных предметных стеклах, окрашенных 
0.3% спиртовым раствором нейтрального крас-
ного и высушенных при комнатной температуре. 
С одной стороны предметного стекла смешивали 
0.03 мл взвеси тучных клеток, 0.03 мл сыворотки 
подопытного животного и 0.03 мл раствора ПЭГ-
Гиал с концентрацией 0.15 ЕД/мл (дозу препа-
рата подбирали заранее, так чтобы показатель 
дегрануляции тучных клеток при инкубации с 
исследуемым веществом не превышал 5 %) – 
опыт; с другой стороны – 0.03 мл взвеси тучных 
клеток, 0.03 мл сыворотки подопытного живот-
ного и 0.03 мл раствора Хенкса – контроль. Далее 
препараты покрывали покровными стеклами, 
затем инкубировали 15 мин в термостате при 
370 °С. Препараты изучали при увеличении ×20. 
Оценку результатов проводили дифференциаль-
ным способом, подсчитывали показатель дегра-
нуляции тучных клеток (ПДТК) по формуле 

 ПДТК = (1а + 2b + 3с + 3d )/ 100, 

где а, b, с, d – количество дегранулированных 
клеток соответственно степени дегрануляции 
(слабо выраженной, умеренной, резкой и полной 
дегрануляции клеток).

7. Оценка аллергизирующего действия в реак-
ции воспаления на конканавалин А (КонА). 
Опыты проводили на беспородных белых мышах 
массой 18–20 г. ПЭГ-Гиал вводили животным 
перорально в двух дозах – 50 ЕД/кг (1 ТД) и 500 
ЕД/кг (10 ТД) однократно. Мышам контрольной 
группы аналогичным образом вводили 2% рас-
твор ПЭГ-1500. Через 3 ч после введения препа-
рата или растворителя мышам опытных и кон-
трольной групп субплантарно вводили КонА в 
дозе 100 мкг/20 г массы тела (20 мкл раствора в 
концентрации 5 мг/мл), в контрлатеральную 
конечность – тот же объем физиологического 
раствора. Через 1 ч проводили эвтаназию, опре-

mixed, and this part was control.  Next, the speci-
mens were covered with cover slips, and then incu-
bated for 15 minutes in a thermostat at 370°C. The 
specimens were studied at magnifi cation ×20. The 
results were evaluated in a diff erential way, the mast 
cell degranulation index (MCDI) was calculated 
according to the formula

  MCDI = (1а + 2b + 3с + 3d ) / 100,

а, b, с, d – number of degranulated cells corre-
sponds to the degree of degranulation (mild, moder-
ate, strong and complete degranulation of cells).

7. Infl ammatory response to concanavalin 
A (ConA). Experiments were carried out on out-
bred albino mice weighing 18–20 g. PEG-Hyal was 
administered orally to animals in two doses – 
50 IU/kg (1 CD) and 500 IU/kg (10 CD) once. The 
control mice were similarly administered the 2% 
PEG-1500 solution. Three hours after the adminis-
tration of the drug or solvent, the mice of the 
experimental and control groups were injected 
subplantarly with ConA at a dose of 100 μg/20 g of 
body weight (20 μl of solution at a concentration of 
5 mg/ml), the same volume of saline solution was 
injected into the contralateral limb. One hour later, 
euthanasia was performed, the weight of the hind 
paws was determined and the infl ammatory 
response index (IRI) was calculated according to 
the formula

 IRI = (Мexp – Мc) / Мc · 100 %,

Mexp – mass of the hind paw foot, into the pad of 
which the ConA was injected; 

Mc – mass of the hind paw foot, into the pad of 
which the saline solution was injected.

RESULTS AND DISCUSSION
In experiments to study the anaphylactogenic 

activity, it was shown that the intravenous adminis-
tration of PEG-Hyal did not lead to the development 
of an anaphylactic reaction in guinea pigs (Table 1). 
The anaphylactic index in both control and experi-
mental groups of animals was less than 1.0.

The conjunctival  challenge test revealed no signs 
of redness of the conjunctiva or lacrimal duct in 
guinea pigs, which indicates the absence of hyper-
sensitivity to the PEG-Hyal drug (Table 2).

When assessing the sensitizing effect of PEG-
Hyal, no development of redness or skin edema at 
the site of application of the studied drug follow-
ing both 10 and 20 applications was  found. The 
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деляли массу лап и подсчитывали индекс реак-
ции воспаления (ИР) по формуле 

 ИР = (Моп – Мк) / Мк · 100 %, 

где Моп – масса стопы задней лапы, в подушечку 
которой вводили КонА; 

Мк – масса стопы задней лапы, в подушечку 
которой вводили физиологический раствор. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В экспериментах по изучению анафилакто-

генной активности показано, что тестирующее 
внутривенное введение ПЭГ-Гиал не приводило 
к развитию анафилактической реакции у мор-
ских свинок (табл. 1). Анафилактический индекс 
как в контрольной, так и в опытных группах 
животных был менее 1.0. 

Конъюнктивальный тест не выявил призна-
ков покраснения конъюнктивы или слёзного 
протока глаз морских свинок, что свидетель-
ствует об отсутствии повышенной чувствитель-
ности к препарату ПЭГ-Гиал (табл. 2).

При оценке сенсибилизирующего действия 
ПЭГ-Гиал не наблюдалось развития покраснения 
или отека кожи на месте нанесения исследуемого 
препарата как после 10, так и после 20 апплика-

skin reaction in the experimental group did not 
differ from the reaction in the control group 
(Table 3).

In the experiments studying the delayed hyper-
sensitivity reaction in mice, we have found  no sig-
nifi cant diff erences in the reaction index in the 
experimental group of mice which received PEG-
Hyal with Freund’s adjuvant, compared with the 
control group which received Freund’s adjuvant 
alone, following 6 and 24 hours after administration 
(Table 4).

When studying active cutaneous anaphylaxis, it 
was shown that after an intradermal  challenge PEG-
Hyal injection, the diameter of the stained spot did 
not signifi cantly diff er in both experimental groups 
(50 IU/kg and 500 IU/kg) from the control one 
(Table 5).

In experiments evaluating the indirect mast cell 
degranulation, it was found that the serum of ani-
mals which received PEG-Hyal at doses of 50 and 
500 IU/kg did not cause a statistically signifi cant 
change in the MCDI compared with the control group 
(Table 6), and the MCDI did not signifi cantly change 
either in the absence or in the presence of PEG-Hyal. 
The MCDI in the presence of PEG-Hyal but without 
the addition of mouse serum was 0.04.

Таблица 2. Оценка влияния инстилляций ПЭГ-Гиал на состояние конъюнктивы глаза 
Table 2. Assessment of the effect of PEG-Hyal instillations on the state of the conjunctiva 

Группа
Group

Время после инстилляции
Time after instillation

15 мин / min 24 ч / h 48 ч / h

Контроль 1 (2% раствор ПЭГ) / Control 1 (2% PEG solution) ♂ (n = 5) н.и. / n.ch. н.и. / n.ch. н.и. / n.ch.
ПЭГ-Гиал, доза 20.83 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 20.83 IU/kg ♂ (n = 5) н.и. / n.ch. н.и. / n.ch. н.и. / n.ch.
ПЭГ-Гиал, доза 208.3 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 208.3 IU/kg ♂ (n = 5) н.и. / n.ch. н.и. / n.ch. н.и. / n.ch.
Контроль 2 (2% раствор ПЭГ) / Control 2 (2% PEG solution) ♀ (n = 5) н.и. / n.ch. н.и. / n.ch. н.и. / n.ch.
ПЭГ-Гиал, доза 20.83 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 20.83 IU/kg ♀ (n = 5) н.и. / n.ch. н.и. / n.ch. н.и. / n.ch.
ПЭГ-Гиал, доза 208.3 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 208.3 IU/kg ♀ (n = 5) н.и. / n.ch. н.и. / n.ch. н.и. / n.ch.

П р и м е ч а н и е .  н.и. – нет изменений.
N o t e .  n.ch. – no changes.

Таблица 1. Оценка влияния ПЭГ-Гиал на реакцию общей анафилаксии
Table 1. Evaluation of the effect of PEG-Hyal on the anaphylactic reaction

Группа
Group

Анафилактический индекс 
Anaphylactic index (X ± m)

Контроль 1 (2% раствор ПЭГ) / Control 1 (2% PEG solution) ♂ (n = 5) 0.60 ± 0.24
ПЭГ-Гиал, доза 20.83 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 20.83 IU/kg ♂ (n = 5) 0.80 ± 0.20
ПЭГ-Гиал, доза 208.3 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 208.3 IU/kg ♂ (n = 5) 0.80 ± 0.20
Контроль 2 (2% раствор ПЭГ) / Control 2 (2% PEG solution) ♀ (n = 5) 0.60 ± 0.24
ПЭГ-Гиал, доза 20.83 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 20.83 IU/kg ♀ (n = 5) 0.60 ± 0.24
ПЭГ-Гиал, доза 208.3 ЕД/кг | PEG-Hyal, dose 208.3 IU/kg ♀ (n = 5) 0.80 ± 0.20
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ций. Реакция кожи в опытной группе не отлича-
лась от реакции в контрольной группе (табл. 3).

В экспериментах по изучению реакции гипер-
чувствительности замедленного типа на мышах 
установлено, что достоверных различий индекса 
реакции ГЗТ в опытной группе мышей, получав-
ших ПЭГ-Гиал с адъювантом Фрейнда, по срав-
нению с контрольной группой, получавших 
только адъювант Фрейнда, не наблюдалось через 
6 и 24 ч после введения (табл. 4). 

При изучении активной кожной анафилаксии 
показано, что после внутрикожного введения 
разрешающей инъекции ПЭГ-Гиал диаметр 
окрашенного пятна достоверно не отличался в 
обеих опытных группах (50 ЕД/кг и 500 ЕД/кг) 
от контрольной (табл. 5). 

В экспериментах по изучению непрямой реак-
ции дегрануляции тучных клеток установлено, 
что сыворотка животных, получавших ПЭГ-Гиал 
в дозах 50 и 500 ЕД/кг, не вызывала статистиче-
ски значимого изменения ПДТК по сравнению с 
контрольной группой (табл. 6), причем ПДТК 
достоверно не изменялся как в отсутствии, так и в 
присутствии ПЭГ-Гиал. ПДТК в присутствии 
ПЭГ-Гиал без добавления сыворотки мышей 
составил 0.04. 

Оценка аллергизирующего действия ПЭГ-
Гиал в реакции воспаления на конканавалин А 

Evaluation of the allergenic potential  of PEG-
Hyal in the infl ammatory response to concanavalin A 
showed that the course administration of the drug 
both at a dose of 50 IU/kg and at a dose of 500 IU/kg 
did not lead to a statistically signifi cant diff erence in 
the IRI in the experimental and control groups 
(Table 7).

CONCLUSION 
When studying the allergenic properties of PEG-

Hyal in various experiments (anaphylactogenic 
activity, conjunctival challenge testing and cutane-
ous applications on guinea pigs; active cutaneous 
anaphylaxis, delayed-type hypersensitivity, indirect 
mast cell degranulation, cutaneous and infl amma-
tory response to concanavalin A in mice), no signifi -
cant diff erences were found between the control and 
experimental groups. Thus, PEG-Hyal does not have 
an allergenic potential in various routes of adminis-
tration. This, fi rstly, signifi cantly expands the possi-
bilities of clinical use of PEG-Hyal, and, secondly, 
once again confi rms that electron beam PEGylation 
of enzymes allows to achieve the eff ect of eluding of 
proteins from allergic response of immunocompe-
tent cells.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

Таблица 3. Оценка влияния накожных аппликаций ПЭГ-Гиал на состояние кожных покровов морских свинок 
Table 3. Evaluation of the effect of PEG-Hyal skin applications on the state of the guinea pigs’ skin

Группа
Group

Количество аппликаций
Number of applications

10 20

Контроль 1 ♂ (2% раствор ПЭГ)  / Control 1 ♂ (2% PEG solution) (n = 5) – –
ПЭГ-Гиал / PEG-Hyal ♂ (n = 5) – –
Контроль 2 ♀ (2% раствор ПЭГ) / Control 2 ♀ (2% PEG solution) (n = 5) – –
ПЭГ-Гиал / PEG-Hyal ♀ (n = 5) – –

П р и м е ч а н и е .  «–» – отрицательная реакция. 
N o t e .  «–» – negative reaction.

Таблица 4. Оценка влияния ПЭГ-Гиал на интенсивность реакции ГЗТ 
Table 4. Evaluation of the effect of PEG-Hyal on the intensity of the DTH 

Группа
Group

Индекс реакции ГЗТ / DTH  index (X ± m)

через 6 ч / after 6 h через 24 ч / after 24 h

Контроль (р-р Хенкса + адъювант Фрейнда)
Control (Hanks’ solution + Freund’s adjuvant) (n = 5)

1.66 ± 0.53 2.42 ± 0.64

Опыт (ПЭГ-Гиал + адъювант Фрейнда) 
Experiment (PEG-Hyal + Freund’s adjuvant) (n = 5)

7.58 ± 2.71 4.96 ± 1.19

П р и м е ч а н и е .  ГЗТ – гиперчувствительность замедленного типа.
N o t e .  DTH – delayed-type hypersensitivity.
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показала, что курсовое введение препарата как в 
дозе 50 ЕД/кг, так и в дозе 500 ЕД/кг не приво-
дило к статистически достоверной разнице по ИР 
в опытных и контрольной группах (табл. 7).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При изучении аллергизирующих свойств 

ПЭГ-Гиал в различных экспериментах (анафи-
лактогенная активность, конъюнктивальное 
тестирование и накожные аппликации на мор-
ских свинках; активная кожная анафилаксия, 
реакция гиперчувствительности замедленного 
типа, реакция непрямой дегрануляции тучных 
клеток и реакция воспаления на конканавалин А 

Таблица 5. Влияние введения ПЭГ-Гиал на активную кожную анафилаксию 
Table 5. Effect of PEG-Hyal administration on active cutaneous anaphylaxis

Группа
Group

Диаметр пятна (мм2) (X ± m) при разрешающем введении 
ПЭГ-Гиал в дозе
Spot diameter (mm2) (X ± m) in challenge administration 
of PEG-Hyal at a dose of

0.5 ЕД / IU 1.0 ЕД / IU

Контроль (2% р-р ПЭГ) 
Control (2% PEG solution) (n = 5)

0.75 ± 0.19 1.06 ± 0.33

Опыт 1 (ПЭГ-Гиал, доза 50 ЕД/кг) 
Experiment 1 (PEG-Hyal, dose 50 IU/kg) (n = 5)

0.88 ± 0.18 2.19 ± 0.60

Опыт 2 (ПЭГ-Гиал, доза 500 ЕД/кг) 
Experiment 2 (PEG-Hyal, dose 500 IU/kg) (n = 5)

1.29 ± 0.26 2.0 ± 0.61

Таблица 6. Влияние введения ПЭГ-Гиал на реакцию дегрануляции тучных клеток 
Table 6. Effect of PEG-Hyal administration on the mast cell degranulation

Группа (доноры сыворотки)
Group (serum donors)

ПДТК (X ± m) в присутствии / MCDI (X ± m)

сыворотки
for serum

сыворотки и ПЭГ-Гиал
for serum and PEG-Hyal

Фон / Background (n = 5) 0.048 ± 0.005 0.046 ± 0.009
Контроль (2% р-р ПЭГ) / Control (2% solution PEG) (n = 5) 0.044 ± 0.008 0.050 ± 0.015
Опыт 1 (ПЭГ-Гиал, доза 50 ЕД/кг) 
Experiment 1 (PEG-Hyal, dose 50 IU/kg) (n = 5)

0.052 ± 0.010 0.060 ± 0.005

Опыт 2 (ПЭГ-Гиал, доза 500 ЕД/кг) 
Experiment 2 (PEG-Hyal, dose 500 IU/kg) (n = 5)

0.048 ± 0.010 0.046 ± 0.007

П р и м е ч а н и е .  ПДТК – показатель дегрануляции тучных клеток.
N o t e .  MCDI – mast cell degranulation index. 

Таблица 7. Влияние введения ПЭГ-Гиал на индекс реакции (ИР) воспаления на конканавалин А 
Table 7. Effect of PEG-Hyal administration on the inflammatory response index (IRI) to concanavalin A

Группа / Group ИР / IRI (X ± m)

Контроль (2% р-р ПЭГ) / Control (2% solution PEG) (n = 5) 3.09 ± 0.59
Опыт 1 (ПЭГ-Гиал, доза 50 ЕД/кг) | Experiment 1 (PEG-Hyal, dose 50 IU/kg)  (n = 5) 3.25 ± 0.74
Опыт 2 (ПЭГ-Гиал, доза 500 ЕД/кг) | Experiment 2 (PEG-Hyal, dose 500 IU/kg) (n = 5) 3.69 ± 0.87

на мышах) не было выявлено достоверных отли-
чий между контрольными и опытными груп-
пами. Таким образом, ПЭГ-Гиал не обладает 
аллергизирующим действием при различных 
путях введения. Это обстоятельство, во-первых, 
существенно расширяет возможности клиниче-
ского применения ПЭГ-Гиал, а во-вторых, еще 
раз подтверждает, что электронно-лучевое пеги-
лирование ферментов позволяет достичь 
эффекта «ускользания» белков от аллергиче-
ского ответа иммунокомпетентных клеток.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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