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На модели моноаксиальной механической деформации фибробластов легкого, культивируемых на 
эластичной подложке, при помощи гель-хроматографии изучен спектр молекулярной массы 
синтезируемого клетками гиалуроната. Показано, что растяжение фибробластов приводит к снижению 
средней молекулярной массы гиалуроновой кислоты, синтезированной деформируемыми 
фибробластами.  
 
Ключевые слова: деформация фибробластов, гиалуроновая кислота, гель-хроматография.  
 

Вплив деформації фібробластів у культурі на молекулярну масу 
гіалуронової кислоти, що синтезується ними 

Ю.Г.Кот  
 

На моделі моноаксіальної механічної деформації фібробластів легенів у культурі методом гель-
хроматографії досліджено спектр молекулярної маси гіалуронату, що синтезується клітинами. Показано, 
що деформація фібробластів призводить до зниження середньої молекулярної маси гіалуронату, що 
синтезується деформованими клітинами.  
 
Ключові слова: деформація фібробластів, гіалуронова кислота, гель-хроматографія. 
  

The effect of fibroblasts deformation in culture on a molecular mass of 
synthesized hyaluronic acid  

Yu.G.Kot 
 

The spectrum of hyaluronate molecular weight has been studied by gel chromatography on the model of 
monoaxial mechanical deformation of lung fibroblasts cultured on flexible substrate. It has been shown that 
fibroblasts stretching leads to a decrease of average molecular weight of hyaluronic acid synthesized by 
deformable fibroblasts. 
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Введение 
При культивировании на подложке фибробласты синтезируют структурные биополимеры и 

другие молекулы соединительной ткани и образуют из них слой, представляющий собой матрикс, 
несколько упрощённый из-за отсутствия других клеток. В этом слое, как и в нативных тканях, 
происходит обмен. Часть синтезированных молекул коллагена и гликозаминогликанов, вышедших в 
него, разрушаются под действием специфичных ферментов распада, которые синтезируются самими 
фибробластами, и продукты распада выходят в культуральную среду. Деформация фибробластов 
приводит к значительным изменениям обмена биополимеров, в том числе и гиалуроната (Фальченко, 
2011), и, как следствие, к изменениям строения этого слоя. Учитывая важную адгезивную и 
сигнальную роль гиалуроновой кислоты в контактах клетка-клетка и клетка-матрикс, представляет 
интерес выяснить, изменяется ли при этом молекулярная масса гиалуроната в синтезируемом в 
культуре клетками матриксе. 

 
Материалы и методы исследования 
В работе применена модель моноаксиальной деформации, при которой статическое 

механическое растяжение эластичной подложки передаётся культивируемым на ней клеткам (Кот, 
2013). Используемые в работе фибробласты легкого крыс 2-недельного возраста (2-й пассаж 
культуры) были получены стандартными методами (Rittié, Fisher, 2005; Freshney, 2010).  
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Для выделения гликозаминогликанов, синтезированных монослоем фибробластов, подложку 
обрабатывали смесью гиалуронидазы и хондроитиназы АБС, как описано в (De Rosa et al., 2007). 
Фракционирование гликозаминогликанов проводили методом ионообменной хроматографии на 
Dowex 1×2 согласно (Меркурьева, 1974). В каждом из снимаемых с колонки элюатов определяли 
концентрацию ГАГ с помощью карбазоловой и орциновой реакции колориметрически (Wei-Chih 
Huang, 2007; Malmström et al., 2012) на микропланшетном ридере Bio-Tek FL600. С использованием 
стандартов на гиалуроновую кислоту и хондроитинсульфаты строили калибровочный профиль 
фракционирования. Аликвоты, соответствующие пику выхода гиалуроновой кислоты с колонки, 
объединяли. Анализ спектра молекулярных масс гиалуроната проводили методом гель-
хроматографии после фракционирования ГАГ ионообменной хроматографией, как описано выше. 
Гиалуроновую кислоту осаждали 100% этанолом из соответствующих аликвот, осадок отделяли и 
высушивали при комнатной температуре. Осадок ресуспендировали в 0,5 мл 10% водного раствора 
ацетата натрия и разделяли методом гель-хроматографии на Сефадекс G200 (Nakano et al., 1982). 
Элюирующий раствор – 10% водный раствор ацетата натрия, объем аликвоты элюата – 1 мл, 
размеры колонки 0,5×50 см (Kalbhen, 1967; Vocaturo et al., 1978). Для построения калибровочного 
профиля проводили гель-хроматографию декстранов с известной молекулярной массой: Dextran Blue 
(Mw 2000 кД), Dextran Т500 (Mw 450 кД), Dextran 150 (Mw 150 кД), Dextran 80 (Mw 75 кД), Dextran Т40 
(Mw 37 кД), Dextran 5 (Mw 5 кД), Dextran 1 (Mw 1 кД). О выходе гиалуроната с колонки в аликвотах 
опытной и калибровочной разгонки судили по содержанию D-глюкуроновой кислоты (Wei-Chih Huang, 
2007). Сопоставляя профиль разделения опытной пробы с калибровочным профилем, проводили 
анализ спектра молекулярной массы гиалуроната, синтезируемого фибробластами, раскладывая 
профили элюции на составляющие пики с помощью пакета программ TotalLab 2.01. Численные 
результаты измерений обрабатывали статистически (Атраментова, Утєвська, 2007). 

 
Результаты и обсуждение 
На рис. 1 показан результат гель-хроматографического разделения по молекулярной массе 

гиалуроновой кислоты, синтезированной фибробластами при их культивировании на 
недеформируемой и деформируемой подложке. А в табл. 1 приведены численные значения 
распределения молекулярных масс, полученные из соотношения площадей соответствующих пиков. 

В соответствии с полученными данными средняя молекулярная масса гиалуроновой кислоты, 
синтезированной деформируемыми фибробластами, снижается за счёт уменьшения на 17% доли 
высокомолекулярного (2000–450 кД) гиалуроната и увеличения на 11% и 6% соответственно доли 
средне- (450–75 кД) и низкомолекулярной (75–1 кД) фракций. 

Следует отметить, что биологические эффекты гиалуроната заметно варьируют в зависимости 
от его молекулярной массы. Так, высокомолекулярные полисахариды, как молекулы 
пространственного наполнения и гидратации тканей, являются ангиогенными, 
противовоспалительными и иммуносупрессивными (Hwal, Lee, 2002). Присутствие в культуральной 
среде гиалуроновой кислоты также оказывает модулирующее действие на метаболизм клеток. 
Фрагменты гиалуроната с молекулярной массой 20 кДа стимулируют синтез воспалительных 
цитокинов. Меньшие фрагменты (6–20 кДа) гиалуроновой кислоты оказываются ангиогенными и 
провоспалительными. Фрагменты с молекулярной массой 200 кДа улучшают in vitro выживание 
эозинофилов периферической крови, а гиалуроновая кислота с молекулярной массой от 3000 до 6000 
кДа имеет существенно меньший эффект (Stern, 2004). Фрагменты гиалуроната могут обладать 
биологической активностью, отличной от полимерной формы. Низко-, но не высокомолекулярный 
гиалуронат стимулирует продукцию металлоэластазы в клетках МН-S и экспрессию индуцибельной 
NO-синтазы в эндотелиальных и купферовских клетках печени крыс (Yanagishita, 1993). Известно, 
что, независимо от молекулярного веса, при добавлении экзогенной гиалуроновой кислоты (от 0,1 до 
1 мг/мл) в культуральную среду фибробластов происходит постоянное снижение экспрессии CD44 на 
поверхности фибробластов. При этом существуют отдельные работы, в которых показано 
образование стрессовых волокон в ответ на внесение в культуральную среду гиалуроната (Choquet, 
1997).  
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Рис. 1. Калибровочный профиль хроматографического разделения декстранов с 

известной молекулярной массой (А) и профили элюции гиалуроновой кислоты, выделенной 
из культуры недеформируемых (Б) и деформируемых (В) фибробластов на 60 час 
культивирования. Гель-хроматография на Сефадекс G200 
 

Таблица 1. 
Относительное содержание гиалуроната с различной молекулярной массой, % 

 

Пределы молекулярной массы, кД 
Условия культивирования 

без деформации деформация 
2000–450 40 23 

450–75 47 58 
75–5 11 12 
5–1 2 7 

 
Обнаруженный эффект снижения молекулярной массы гиалуроновой кислоты, синтезируемой 

фибробластами при их деформации, может быть следствием показанного нами в предыдущей работе 
(Фальченко, 2011) увеличения гиалуронатлитической активности деформируемых фибробластов.  
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