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Клеточная миграция во многом определяется типом протрузий, которые образует клетка. Мезен-
химальная миграция осуществляется за счёт образования ламеллиподий и/или филоподий, а ос-
новой амебоидной миграции являются мембранные блебы. Изменение условий миграции может 
приводить к смене характера клеточного движения, например, ингибирование Arp2/3-зависимой 
полимеризации актина ингибитором СК-666 вызывает переход от мезенхимального движения 
к амебоидному. Способность клеток переключаться с одного типа движения на другой называется 
пластичностью миграции. Клеточные механизмы, регулирующие миграционную пластичность, 
изучены плохо. Одним из факторов, определяющих возможность миграционной пластичности, 
может быть наличие и организация виментиновых промежуточных филаментов (ВПФ). Чтобы 
ответить на вопрос, влияет ли организация ВПФ на способность фибробластов формировать мем-
бранные блебы, мы использовали крысиные эмбриональные фибробласты REF52 с нормальной 
организацией ВПФ, с нокаутом ВПФ (REF–/–) и с мутацией, ингибирующей сборку полноценных ВПФ 
(REF117). Образование блебов вызывали обработкой клеток СК-666. Нокаут виментина не приво-
дил к статистически значимому увеличению количества клеток, образующих блебы. Среди фибро-
бластов с виментином в виде коротких фрагментов существенно возрастало количество клеток 
с блебами как в контрольной культуре, так и под действием СК-666. Нарушение организации ВПФ 
не вызывало изменения микротрубочек или фосфорилирования малой цепи миозина, но приво-
дило к значительному изменению фокальных контактов (ФК). Наиболее заметное и статистически 
достоверное уменьшение размеров и количества ФК наблюдалось в клетках REF117. Мы считаем, 
что регуляция мембранного блеббинга ВПФ опосредуется их действием на систему ФК. При куль-
тивировании фибробластов с различной организацией ВПФ в трёхмерном коллагеновом геле 
было показано, что организация ВПФ определяет характер образуемых клеткой протрузий, что, 
в свою очередь, определяет характер движения клеток. Показана новая роль ВПФ как регулятора 
мембранного блеббинга, характеризующего переход к амебоидному движению.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: виментиновые промежуточные филаменты, филоподия, блеб, фокальные кон-
такты, актиновый кортекс.
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Принятые сокращения: ВПФ – виментиновые промежуточные филаменты; ФК – фокальные контакты; DIC-мик-
роскопия – дифференциально-интерференционно-контрастная микроскопия; MLC – лёгкая цепь миозина.
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ВВЕДЕНИЕ

Первым шагом клеточной миграции является 
формирование специфических выростов – про-

трузий, причём форма и характер этих протру-
зий определяют характер миграции клеток  [1]. 
Для  высокоподвижных мезенхимальных клеток 
характерно образование широких плоских про-



ВПФ ОПРЕДЕЛЯЮТ ТИП КЛЕТОЧНЫХ ПРОТРУЗИЙ 195

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

трузий – ламеллиподий – или тонких узких фило-
подий, обеспечивающих миграцию по мезенхи-
мальному механизму. Мезенхимальная миграция 
осуществляется за счёт полимеризации актиновых 
филаментов, регулируется активностью малых 
ГТФаз Rac и/или Cdc42 и зависит от взаимодей-
ствия клеток с субстратом, формирования адге-
зионных структур – фокальных контактов (ФК), 
а также от активности матриксных металлопро-
теаз  [2]. Ещё одним типом протрузий являются 
мембранные блебы – пузыреобразные выросты 
мембраны, образующиеся под действием внутри-
клеточного давления, которые после образования 
быстро заполняются цитоскелетными структура-
ми и могут сокращаться. В отличие от ламеллипо-
дий, для формирования блебов необходима актив-
ность малой ГТФазы Rho, не требуется образования 
адгезионных контактов с субстратом и активности 
металлопротеаз. Динамика образования и струк-
тура блебов описана несколькими группами [3–5]. 
Ранее образование блебов было отмечено у деля-
щихся клеток и считалось признаком митоза или 
апоптоза  [6]. В последнее время было показано, 
что блебы являются лидирующими протрузиями 
в случае так называемого амебоидного движения 
клеток – быстрого движения в 3D-субстрате, неза-
висимого от активности матриксных металлопро-
теаз [7–9]. Амебоидное движение характерно для 
амёб, клеток лейкоцитарного ряда, для стволовых 
и опухолевых клеток [10]. Некоторые клетки мо-
гут переключаться с одного способа движения на 
другой в зависимости от микроокружения. Способ-
ность клеток изменять характер движения назы-
вается пластичностью миграции и даёт возмож-
ность мигрирующим клеткам «выбрать» наиболее 
оптимальный для конкретных условий способ дви-
жения [11, 12]. Переход с зависимого от образова-
ния ламеллиподий/филоподий мезенхимального 
движения на блеб-зависимое амебоидное движе-
ние (мезенхимально-амебоидный переход, МАП) 
показан для агрессивно мигрирующих опухолевых 
клеток (меланома, глиобластома) при движении в 
3D-субстрате (коллагене, матригеле) или при дви-
жении в ограниченном пространстве [13–15] для 
стволовых клеток. Формирование блебов проис-
ходит за счёт повышения внутриклеточного дав-
ления в результате усиления акто-миозиновой 
сократимости или за счёт внешних воздействий, 
например, сжатия клетки или миграции в услови-
ях ограниченного пространства [16]. Показано, что 
формирование блебов может быть инициировано 
нарушением целостности актинового подмембран-
ного цитоскелета – актинового кортекса [17], или 
ослаблением связи между клеточной мембраной 
и подлежащим актиновым кортексом [18]. Одна-
ко даже в одной и той же культуре не все клет-
ки демонстрируют миграционную пластичность 

при одних и тех же условиях и воздействиях [19]. 
Какими особенностями обладают клетки, способ-
ные формировать блебы и переходить на амебоид-
ное движение, остаётся неизвестным.

В основе движения клеток лежит реоргани-
зация клеточного цитоскелета. Характер и эффек-
тивность клеточной миграции во многом опре-
деляется взаимодействием трёх основных систем 
цитоскелета: микротрубочек, актиновых фила-
ментов и промежуточных филаментов [20]. Роль 
микрофиламентов и микротрубочек в регуляции 
миграции изучена очень хорошо [2, 21, 22], а про 
участие промежуточных филаментов в регуляции 
клеточной подвижности остаётся много вопросов. 
В разных типах клеток содержатся разные про-
межуточные филаменты. Для высокоподвижных 
мезенхимальных клеток характерны вименти-
новые филаменты – промежуточные филаменты, 
относящиеся к III  типу. Основными функциями 
виментиновых промежуточных филаментов (ВПФ) 
считаются регуляция жёсткости клеток [23], защи-
та клетки от механических повреждений [24], уча-
стие в регуляции клеточной адгезии и подвижно-
сти [25]. Экспрессия ВПФ является общепринятым 
маркером эпителиально-мезенхимального пере-
хода (ЭМП), процесса приобретения эпителиаль-
ными клетками подвижного фенотипа  [26]. ЭМП 
наблюдается в процессе эмбрионального развития 
при формировании клеточных слоёв, в процессе 
заживления ран или при опухолевом метастазиро-
вании. Показано, что экспрессия виментина сама 
по себе может стимулировать мезенхимальную 
миграцию клеток [27], а также формирование спе-
цифических протрузий, характерных для метаста-
зирующих клеток – инвадоподий [28–29]. Поэтому 
широко обсуждается возможность подавления экс-
прессии виментина в опухолевых клетках в каче-
стве терапевтического воздействия для остановки 
метастазирования при лечении злокачественных 
заболеваний [30]. В пользу такого подхода говорят 
результаты, полученные на дендритных клетках, 
свидетельствующие о том, что виментин необ-
ходим и для амебоидного движения  [31]. Однако 
в последнее время появились данные, показываю-
щие, что ингибирование виментина приводит к 
усилению миграции клеток меланомы в условиях 
ограниченного пространства: через мелкие поры 
и в узких щелях, и вызывает активацию амебоид-
ного движения опухолевых клеток [32–34]. Каким 
образом ВПФ могут регулировать возможность пе-
рехода к амебоидному движению, остаётся неиз-
вестным.

Ранее было показано, что ВПФ могут нахо-
диться в клетке в различном состоянии [35], что 
определяется степенью их сборки и посттранс-
ляционными модификациями. В частности, они 
могут быть представлены зрелыми филаментами, 
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организованными в густую сеть, или короткими 
филаментами различной длины. Наиболее корот-
кие из них – unit-length filament (ULF) – представ-
ляют из себя филаменты, собранные из восьми 
тетрамеров виментина, длиной около 65 нм [36]. 
По данным других авторов, длина ULF, измерен-
ная с помощью иммунофлуоресценции, достигает 
130 нм  [37]. ULF могут объединяться концами и 
формировать полномерные неполярные вименти-
новые филаменты [38].

Целью настоящей работы была проверка вы-
двинутой нами гипотезы о том, что способность 
к формированию мембранных блебов у фибро-
бластов зависит от наличия и состояния системы 
ВПФ. Для анализа влияния организации ВПФ на 
формирование различных протрузий в клетках 
мы использовали клетки с ярко выраженными 
отличиями в строении ВПФ – линию клеток эм-
бриональных крысиных фибробластов REF52 с 
нормальными, хорошо выраженными ВПФ, и про-
изводные этих клеток с нокаутом ВПФ и мутацией 
в гене виментина, нарушающей сборку филамен-
тов. Блеббинг мы стимулировали обработкой кле-
ток ингибитором Arp2/3-зависимой полимериза-
ции актина СК-666, что, как было показано ранее, 
приводит к формированию краевого блеббинга у 
клеток фибросаркомы НТ1080 [19] и стимулирует 
переход клеток на амебоидное движение  [39]. 
Выявление роли ВПФ в регуляции формирования 
блебов и, следовательно, в определении возмож-
ности перехода клеток на амебоидное движение 
является демонстрацией новой и очень важной 
функции виментиновых филаментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии. Были использованы три 
линии эмбриональных фибробластов крысы: кон-
трольная линия клеток REF52, а также получен-
ные на её основе с помощью CRISPR/Cas9-системы 
клетки REF–/–, в которых отсутствуют виментино-
вые филаменты, и REF117 – клетки с мутацией в 
гене виментина (замена Tyr117 на Leu), которая 
приводит к нарушению сборки зрелых полнораз-
мерных ВПФ  [23]. Клетки были любезно предо-
ставлены А.А. Мининым (Институт белка РАН). 
Клетки культивировали в среде DMEM («Sigma-
Aldrich», США), содержащей 10% эмбриональной 
сыворотки телёнка (FCS) («Biowest», Франция) и  
антибиотики (по 100 ед./мл пенициллина и стреп-
томицина), при 37 °С во влажной атмосфере в при-
сутствии 5% CO2.

Флуоресцентная микроскопия. Для проведе-
ния флуоресцентного окрашивания и выявле-
ния внутриклеточной локализации актина, ФК, 
виментина и клеточных ядер применяли фикса-

цию 3,7%-ным параформальдегидом (PFA) («Sigma-
Aldrich»). Для визуализации микротрубочек приме-
няли фиксацию холодным 100%-ным метанолом. 
В качестве первичных антител использовали 
моноклональные мышиные антитела к вимен-
тину (клон V9, «Sigma-Aldrich»), моноклональные 
мышиные антитела к α-тубулину (клон DM1A, 
«Sigma-Aldrich»), моноклональные кроличьи анти-
тела к винкулину (клон 42H89L44, «Thermo Fisher 
Scientific», CША). В качестве вторичных антител 
использовали анти-мышиные антитела, конъю-
гированные с флуоресцентной меткой Alexa-488 
(«Jackson Immuno Research», США), и анти-кроли-
чьи антитела, конъюгированные с флуоресцентной 
меткой Alexa-594 («Jackson Immuno Research»). Акти-
новые филаменты выявляли с помощью фаллоиди-
на, конъюгированного с флуоресцентными краси-
телями (Alexa Fluor 488 phalloidin («MolecularProbes», 
США) и TRITC-phalloidin («Sigma-Aldrich»)), а ядра ме-
тили красителем DAPI («Sigma-Aldrich»). При окра-
шивании антитела использовали в разведениях, 
рекомендованных производителями. Препараты 
исследовали с помощью флуоресцентного микро-
скопа Nikon Eclipse-Ti («Nikon», Япония).

Измерение площади ФК. Для измерения пло-
щади ФК с помощью программы Fiji/ImageJ анали-
зировали препараты иммунофлуоресцентно-окра-
шенного винкулина, отснятые при увеличении 
40 × 1,5. Выбирали одиночную клетку, после чего 
использовали функцию Threshold Moments для вы-
деления интересующих нас контактов; площадь и 
количество ФК обсчитывали с помощью функции 
Analyze particles. В случае, если Threshold выделял 
частицы, не являющиеся контактами, такие объек-
ты отфильтровывали вручную и в обсчёт не брали. 
Для статистической обработки данных использо-
вали программу GraphPad Prism.

Индукция блеббинга с использованием CK-
666. Клетки сажали в концентрации 40  тыс. кле-
ток/мл на 3,5-см чашки Петри со стеклянным 
дном («MatTek», США). Через 24 ч снимали общий 
вид культуры с помощью дифференциально-
интерференционно-контрастной (DIC) микроско-
пии (микроскоп Nikon Eclipse-Ti с объективом 
Plan-fluar ×20 (× 1,5)), применялась цифровая камера 
с охлаждением Hamamatsu c программным обеспе-
чением NIS-Elements AR. Клетки были сфотографи-
рованы на 10 случайно выбранных полях зрения.

Для того чтобы индуцировать блеббинг, 
клетки в течение часа были обработаны ингиби-
тором Arp2/3-зависимой полимеризации актино-
вых филаментов СК-666 в концентрации 200 мкМ.  
После инкубации клетки снова фотографировали 
с помощью DIC с теми же увеличениями на 10 
случайно выбранных полях зрения. Полученные 
фотографии вручную обсчитывали для определе-
ния процента клеток с блебами. В обсчёт брали 



ВПФ ОПРЕДЕЛЯЮТ ТИП КЛЕТОЧНЫХ ПРОТРУЗИЙ 197

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

одиночные клетки и клетки, которые контактиру-
ют не более чем с двумя соседними клетками, де-
лящиеся и апоптотические клетки не учитывали.

Вестерн-блот. Данный метод использовали 
для анализа экспрессии интересующих нас бел-
ков – винкулина, виментина, лёгкой цепи мио-
зина (MLC) и фосфорилированной формы миозина 
(pMLC). Для получения белковых лизатов клетки 
предварительно высаживали на чашки, культиви-
ровали в течение 24 ч при 37 °С во влажной атмо-
сфере в присутствии 5% CO2. Затем клетки лизи-
ровали, используя лизис-буфер RIPA c коктейлем 
ингибиторов протеаз («Roche», Германия). Нор-
мализованные по концентрации белка образцы 
клеточных лизатов наносили на 12,5%-ный SDS-
полиакриламидный гель и проводили вертикаль-
ный электрофорез согласно протоколу («Bio-Rad», 
США). Белки после электрофореза переносили с 
гелей на нитроцеллюлозные мембраны Amersham 
Hybond-С («GE Healthcare», США). Мембраны бло-
кировали 5%-ным раствором бычьего сывороточ-
ного альбумина («ПанЭко», Россия) на фосфатном 
буфере (1×  TBS, pH  7,4) с добавлением 0,1% (v/v) 
Tween-20 («AppliChem», Испания) в течение 1 ч на 
качалке. Далее мембраны инкубировали с первич-
ными антителами 16 ч при 4 °C. В качестве пер-
вичных антител использовали моноклональные 
мышиные антитела к виментину (клон V9, «Sigma-
Aldrich»), кроличьи моноклональные рекомби-
нантные антитела к винкулину (клон 42H89L44, 
«Thermo Fisher Scientific»), кроличьи поликло-
нальные антитела к лёгкой цепи миозина 2 (клон 
D18E2, «Cell Signaling», США); кроличьи поликло-
нальные антитела к фосфорилированной лёгкой 
цепи миозина 2 (Ser19) (клон 3671, «Cell Signaling»). 
В качестве контроля загрузки белков использова-
ли моноклональные мышиные антитела к актину 
С4 («Sigma-Aldrich») и мышиные моноклональные 
антитела к γ-тубулину GTU-88 («Sigma-Aldrich»). 
В качестве вторичных антител использовали анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой («Jackson 
ImmunoResearch», Великобритания). Сигнал детек-
тировали с помощью субстрата Pierce ECL Western 
Blotting Substrate («Thermo Fisher Scientific»), изо-
бражения получали с помощью прибора Image 
Quant LAS 4000 («GE Healthcare»). Для денситоме-
трии использовали программу ImageJ.

3D-Миграция в коллагеновом матриксе. Для 
изучения морфологии образуемых протрузий и 
характера миграции клеток в 3D-субстрате ис-
пользовали коллаген I типа из крысиных хвостов 
(«Corning», США). Для приготовления 300 мкл сме-
си коллагена на льду смешивали 15,3 мкл 10× PBS, 
3  мкл 1N NaOH, 79  мкл среды DMEM («Sigma-
Aldrich»), содержащей 20% FCS, и 153  мкл кол-
лагена, на каждом этапе хорошо перемешивали 
раствор, не допуская образования пузырей. После 

этого вносили 50 мкл клеток, разведённых в DMEM 
(«Sigma-Aldrich»), содержащей 20% FCS в концен-
трации 600 тыс. кл./мл. Полученный раствор зали-
вали в самодельную камеру: на предметное стекло 
притирали 3 слоя парафильма, вырезали камеры 
размером примерно 1,5  см на 1,5  см, после чего 
накрывали их покровным стеклом и запаивали 
с помощью нагретого парафина, оставляя зазор 
для заполнения коллагеном. После заполнения 
раствором коллагена камеру полностью запаи-
вали парафином и оставляли на час в термостате 
при 37 °С. Далее проводили съёмку в режиме DIC-
микроскопии (микроскоп Nikon Eclipse-Ti с объек-
тивом Plan-fluar ×20 (×1,5)), применялась цифровая 
камера с охлаждением Hamamatsu c программным 
обеспечением NIS-Elements AR.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для получения ответа на вопрос о том, каким 
образом наличие ВПФ и их внутриклеточная орга-
низация влияет на возможность формирования 
мембранных блебов, мы использовали линию 
крысиных эмбриональных фибробластов (REF52), 
её производные с нокаутом виментина (REF–/–) и 
нокаутные клетки с трансфицированным мутант-
ным виментином, в котором тирозин в позиции 
117 заменён на лейцин (REF117). Такая мутация 
приводит к тому, что виментин не собирается в 
длинные зрелые филаменты, а остаётся в виде ко-
ротких предшественников как in vitro, так и при 
трансфекции в клетки [40].

Морфологическая характеристика фибро-
бластов с разной организацией ВПФ. Клетки всех 
трёх линий являются типичными фибробластами 
c наличием активного края, хорошо выраженны-
ми пучками микрофиламентов и развитой систе-
мой микротрубочек (рис. 1).

В культуре REF52 ВПФ представлены густой 
сетью филаментов, распредёленной практически 
по всей клетке. В культуре REF–/– ВПФ отсутствуют. 
В клетках REF117 ВПФ представлены мелкими то-
чечными структурами, в основном сосредоточен-
ными в центральной части клетки и вокруг ядра. 
При этом степень распластанности этих клеток на 
субстрате в редкой культуре (когда клетки распо-
ложены не группами, а в основном поодиночке) 
после культивирования в течение 24 ч несколько 
различается (рис. 2).

Клетки REF52 при съёмке живой культуры в 
режиме DIC выглядят как хорошо распластанные 
фибробласты, среди REF–/– наравне с типичными 
фибробластами наблюдается довольно много 
слабо прикреплённых и плохо распластанных 
клеток. Ещё больше плохо распластанных клеток 
наблюдается в культуре REF117, что хорошо видно 
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Рис. 1. Цитоскелет фибробластов с разной организацией ВПФ. Иммунофлуоресцентное окрашивание. Верхний 
ряд – актин (красный) и виментин (зелёный), нижний ряд – микротрубочки. Масштабный отрезок – 10 мкм

на рис. 2, б по значительному увеличению фрак-
ции клеток малой площади. При фиксации эти 
клетки легко отделяются от субстрата, а на пре-
парате остаются лучше прикреплённые клетки, 
практически не отличающиеся по морфологии 
от контрольных REF52. Именно слабым прикреп-
лением части клеток в случае нокаута или нару-
шения сборки ВПФ мы можем объяснить отличие  
в нашем описании этих культур от данных преды-
дущих исследователей, говорящих о том, что отсут-
ствие или недостаточная сборка ВПФ не оказывает 
существенного влияния на морфологию фибробла-
стов  [23]. Анализ площадей живых клеток после 
24 ч культивирования показал, что лучше всего 
распластаны клетки REF52, средняя площадь кле-
ток REF–/– несколько меньше, а наименьшая сред-
няя площадь у клеток REF117 (рис. 2). Различия 
статистически достоверны. Увеличение сроков 
культивирования до 48 ч не приводило к суще-
ственным изменениям степени распластывания  
клеток.

Отличия в морфологии образуемых про-
трузий у фибробластов с разной организацией 
ВПФ. Основным типом протрузий у клеток всех 
трёх типов являются широкие ламеллиподии или 

тонкие филоподии, иногда наблюдается спонтан-
ное формирование блебов, причём в основном на 
слабо распластанных поджатых клетках. Таких 
«спонтанных» блебов практически нет в культуре 
REF52, в культуре REF–/– средний процент клеток с 
блебами несколько выше (6,65 ± 1,1% и 12,3 ± 1,6% 
соответственно), однако статистической разницы 
между двумя линиями нет. В культуре REF117 доля 
клеток, спонтанно образующих блебы, существен-
но увеличена (56,8 ± 3,4%) (рис. 2).

Для того чтобы стимулировать блеббинг, мы 
обрабатывали клетки ингибитором Arp2/3-зави-
симой полимеризации актиновых филаментов 
СК-666 в течение 1 ч, а затем снимали живые 
клетки в режиме DIC. Съёмка живых клеток для 
оценки эффективности перехода к блеббингу была 
необходима, потому что при фиксации часть мем-
бранных блебов лопается и не регистрируется на 
фиксированных или окрашенных препаратах. 
Во всех трёх исследуемых клеточных линиях обра-
ботка СК-666 приводила к существенному поджа-
тию ламеллиподий, часть клеток ошарились. При 
этом во всех культурах статистически достоверно 
увеличивалось количество клеток с блебами 
(рис. 2). Важно отметить, что в фибробластах с ви-
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Рис. 2. Различия в способности к мембранному блеббингу у фибробластов с разной организацией ВПФ. а – Мор-
фология контрольных клеток (верхний ряд) и клеток после обработки 200  мкМ СК-666 в течение 1  ч (ниж-
ний ряд). DIC-Микроскопия, масштабный отрезок 20 мкм. Клетки с мембранным блеббингом обозначены бе-
лыми стрелками. На врезках большое увеличение клеток с блебами, выделенных на рисунке пунктирным 
квадратом. б  –  Точечная диаграмма, иллюстрирующая площадь клеток REF52, REF–/–, REF117, распластанных 
на субстрате, представлены средние значения со стандартными отклонениями. Представлены результаты 
4  экспериментов, статистическая обработка выполнена с помощью программы GraphPad Prism, критерий  
Краскелла–Уоллиса (с апостериорным тестом Данна): ***  p  <  0,001, ****  p  <  0,0001, ns  –  статистически незна
чимые изменения, N = 60 клеток для каждой группы. в – Доля клеток, образующих блебы в культурах до и по-
сле обработки СК-666. Для статистического анализа использовали дисперсионный анализ ANOVA: *** p < 0,001,  
**** p < 0,0001, ns – статистически незначимые изменения, N = 30 полей зрения для каждой группы

ментином в виде коротких фрагментов количество 
клеток с блебами после обработки СК-666 достига-
ло 83 ± 2,8% по сравнению с 22,7 ± 2,3% и 26,4 ± 3,1% 
у клеток REF52 и REF–/– соответственно (рис. 2).

Таким образом, на способность клеток к обра-
зованию мембранных блебов наибольшее влияние 

оказывает не отсутствие ВПФ, а нарушение сборки 
полноценных виментиновых филаментов.

Анализ причин, вызывающих повышенное 
формирование блебов в клетках с нарушен-
ной организацией ВПФ. Мы поставили задачей 
выявить факторы, которыми можно было бы 
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Рис. 3. Экспрессия MLC; pMLC и различия в системе ФК у фибробластов с разной организацией виментина. 
а  –  Репрезентативный Вестерн-блот, регистрирующий изменения экспрессии виментина, лёгкой цепи мио-
зина (MLC), фосфорилированной лёгкой цепи миозина (pMLC). Для контроля нанесения белков использован 
гамма-тубулин. б – Морфология ФК у клеток исследуемых культур, иммунофлуоресцентное окрашивание ан-
тителами к винкулину. Масштабный отрезок 20  мкм. в  –  Вестерн-блот, демонстрирующий экспрессию вин-
кулина в трёх культурах, актин использован для контроля нанесения белков, денситометрия выполнена на 
основе анализа 4-х экспериментов. г – Диаграммы, иллюстрирующие изменение размеров (левая) и количе-
ства (правая) ФК в исследованных культурах. Диаграмма показывает 90%-ный интервал значений площадей и 
количества индивидуальных контактов на клетку. Статистическая обработка выполнена с помощью програм-
мы GraphPad Prism. Для проверки статистической достоверности в различиях площади ФК в трёх культурах 
REF использовался критерий Краскела–Уоллиса (с апостериорным тестом Данна): *** p < 0,001, **** p < 0,0001, 
ns – статистически незначимые изменения, N ≥ 1004 контактов

объяснить разную способность клеток к образо-
ванию мембранных блебов в этих трёх культурах. 
Ранее было показано, что блеббинг может быть 
вызван нарушением организации микротрубо-
чек [41, 42]. С помощью иммунофлуоресцентного 
окрашивания антителами к тубулину мы показа-
ли, что существенных различий в строении мик-
ротрубочек у этих трёх культур не наблюдается и 
микротрубочки представлены густой сетью, рас-
пределённой по всей клетке (рис. 1). Поскольку об-
разование блебов связано с возрастанием внутри-
клеточного гидростатического давления [9, 42], что 
может быть вызвано ростом сократимости [8], мы 
провели с помощью Вестерн-блота анализ измене-
ния в наших клетках экспрессии лёгкой цепи мио-
зина (MLC) и наличие активированной (фосфори-
лированной) лёгкой цепи миозина (pMLC) (рис. 3). 

Мы  не обнаружили статистически достоверных 
отличий в изменении количества MLC и pMLC в 
этих культурах, которые свидетельствовали бы о 
существенном изменении сократимости, вызван-
ной отсутствием ВПФ или нарушением формиро-
вания зрелых промежуточных филаментов.

Ранее в нескольких работах было показано, 
что ВПФ взаимодействуют с ФК, и наличие и ор-
ганизация ВПФ влияют на формирование адгези-
онных структур [36, 39, 43, 44]. Мы проанализиро-
вали изменение в строении ФК у фибробластов 
с разным статусом ВПФ в нашей системе. С помо-
щью Вестерн-блота было показано, что делеция 
виментина или нарушение образования зрелых 
ВПФ у мутантных клеток REF117 не влияет на 
количество экспрессируемого белка ФК винкули-
на (рис. 3, в). Однако распределение и размер ФК 
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Рис. 4. Разнообразие протрузий, образуемых клетками с разной организацией ВПФ в трёхмерном коллагено-
вом геле. а – Морфология образованных протрузий, отмечено время от начала съёмки для каждого выбранно-
го кадра, масштабный отрезок 40 мкм; б – треки движения клеток с разной организацией ВПФ в трёхмерном 
коллагеновом геле

при этом меняются. Типичная морфология, сред-
нее количество на клетку и средние размеры ФК 
у исследуемых клеток представлены на рис. 3, б, г. 
Для клеток REF52 характерно формирование круп-
ных ФК (максимальная площадь 6,5 мкм2) пре-
имущественно на краю клетки (рис. 3, б). Средняя 
площадь ФК REF52 равна 0,6 ± 0,03 мкм2 (рис. 3, г). 
Максимальные размеры регистрируемых ФК у 
REF–/– – 4,2 мкм2, средние значения – 0,51 ± 0,02 мкм2. 
Важно отметить, что разница в размерах ФК у кле-
ток REF52 и REF–/– была статистически недостовер-
на. Также не было отмечено достоверной разницы 
в количестве ФК между этими культурами. У кле-
ток REF117 количество контактов и их средняя 
площадь статистически достоверно уменьшаются 
как по сравнению с контролем, так и с клетками с 
нокаутом виментина REF–/–. Максимальный размер 
контактов в этой культуре – 3,8 мкм2, средние зна-
чения – 0,44 ± 0,03 мкм2. Как было отмечено выше, 
среди клеток REF–/– и REF117 наблюдается большое 

число поджатых и плохо распластанных клеток. 
У таких клеток ФК практически отсутствуют, есть 
лишь несколько очень мелких контактов на самой 
периферии.

Таким образом, не столько отсутствие (нокаут) 
виментиновых филаментов, сколько нарушение 
формирования полноразмерных зрелых ВПФ при-
водило к существенному ухудшению образования 
и созревания ФК.

Анализ характера протрузий у фибробластов 
с различной организацией ВПФ при культивиро-
вании в трёхмерном коллагеновом геле. Более 
приближенной к естественным условиям моделью 
является культивирование клеток в трёхмерном 
матриксе. Мы анализировали морфологию кле-
ток при их культивировании в коллагеновом геле, 
обращая особое внимание на характер протрузий 
и долю подвижных клеток в каждой культуре. По-
движными мы считали клетки, которые в течение 
времени съёмки (22  ч) переместились более чем 
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на один диаметр. Общее количество обсчитанных 
клеток REF52 – 94, REF–/– – 100, REF117 – 79.

В 3D коллагеновом геле контрольные фибро-
бласты REF52 образуют несколько тонких отрост-
ков (филоподий), направленных в разные стороны 
(рис. 4).

Клетки REF52 в основном не демонстрируют 
направленного эффективного движения: отростки 
могут поджиматься и снова образовываться, и 
клетки передвигаются на минимальные расстоя-
ния, часто меняя направления. В отсутствии допол-
нительного стимула в культуре REF52 мигрирует 
41% клеток. В культуре REF–/– в коллагеновом геле 
клетки в основном остаются поджатыми и ошарен-
ными, наблюдается формирование мембранных 
блебов. Этот блеббинг не сопряжён с апоптозом, 
блебы образуются с разных сторон (неполяризо-
ванный блеббинг), клетки перемещаются очень 
мало, подвижно 30% клеток. Некоторые клетки 
формируют отростки или в виде филоподий, или 
в виде утолщённого выроста с боковыми блебами 
(лобоподии) [45]. Одна и та же клетка может после-
довательно формировать разные типы отростков. 
Такие клетки перемещаются на малые расстояния 
(1–3 диаметра клетки), и их движение не направ-
лено. Клетки REF117 в трёхмерном коллагеновом 
геле наиболее подвижны в сравнении с осталь-
ными культурами, перемещаются около 63% кле-
ток. Сначала по всей поверхности образуются мем-
бранные блебы, а потом происходит поляризация 
клетки, образуется один длинный вырост, часто 
имеющий боковые блебы, и клетки начинают на-
правленное движение в сторону выроста.

Таким образом, различная организация ВПФ 
определяет характер протрузий, образующихся в 
трёхмерном коллагеновом матриксе, что, в свою 
очередь, определяет характер движения клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Характер клеточной миграции во многом 
определяется типом протрузий, которые могут об-
разовывать клетки. Так, для мезенхимального дви-
жения характерно формирование ламеллиподий 
или филоподий, а быстрое амебоидное движение 
происходит за счёт формирования блебов. В нашей 
работе мы не стремились сравнивать амебоидное 
и мезенхимальное движение хотя бы потому, что 
амебоидное движение, прежде всего, характерно 
не для нормальных фибробластов, а для клеток 
лейкоцитарного ряда, стволовых или опухолевых 
клеток. Нашей задачей стала проверка гипотезы о 
том, что даже у нормальных фибробластов орга-
низация сети виментиновых филаментов может 
определять возможность формирования мембран-
ных блебов. Ранее было показано, что степень 

сборки виментиновых филаментов регулирует 
образование ламеллиподии  [46]. В частности, на 
мышиных эмбриональных фибробластах и клет-
ках линии 3Т3 было показано, что в активной 
ламеллиподии виментиновые филаменты пред-
ставлены короткими фрагментами, тогда как в 
клетках, культивируемых в отсутствии сыворотки 
и не образующих ламеллиподий, виментин собран 
в длинные филаменты. Более того, искусственная 
разборка длинных виментиновых филаментов на 
фрагменты в клетке даже в отсутствии сыворотки 
стимулирует образование ламеллиподии. Было по-
казано, что короткие фрагменты ВПФ стимулиру-
ют Rac-сигналлинг [46], который, в свою очередь, 
является основным регуляторным путём, отвечаю-
щим за формирование ламеллиподии [47].

В нашем случае отсутствие виментиновых 
филаментов или нарушение сборки длинных ВПФ 
приводило к статистически значимому уменьше-
нию распластанности клеток. По окраске анти-
телами к виментину видно (рис. 1), что в культуре 
REF117 организованные в короткие фрагменты 
ВПФ располагались в большей степени в централь-
ной части клетки. Вероятно, поэтому мы не отме-
тили активации формирования ламеллиподий на 
краю клеток, как в работах лаборатории Гольд-
мана, где описана активация ламеллиподии в 
случае расщепления пептидом длинных ВПФ, под-
ходящих к самому краю клетки, на короткие фи-
ламенты [46]. Ранее влияние сети ВПФ на форму 
клеток было исследовано несколькими группами 
авторов [27, 48, 49], но в этих работах в основном 
рассматривали влияние ВПФ на изменение формы 
эпителиальных клеток в процессе ЭМП. При иссле-
дованиях, проведённых на фибробластах, суще-
ственного изменения формы клеток отмечено не 
было [23]. Вероятно (как было отмечено выше), это 
объясняется тем фактом, что в культурах REF–/– и 
REF117 увеличивается количество плохо расплас-
танных слабо прикреплённых клеток. Это хорошо 
видно при исследовании живых культур, а при 
фиксации часть плохо прикреплённых клеток 
открепляется от субстрата, и остаются в основном 
наиболее распластанные и хорошо прикреплён-
ные клетки, морфология которых существенно не 
отличается от морфологии контрольных REF52.

Описанные морфологические изменения у ис-
следованных нами культур были ассоциированы 
с индукцией формирования мембранных блебов 
как спонтанных, так и сформировавшихся под 
действием СК-666. В культуре REF52 было отмечено 
мало клеток со спонтанными блебами, нокаут ВПФ 
не приводил к статистически достоверному увели-
чению количества клеток, формирующих блебы, а 
наиболее активный спонтанный блеббинг наблю-
дался в культуре REF117. Обработка СК-666 приво-
дила к активизации блеббинга во всех культурах, 
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но сильнее всего этот процесс был выражен в 
культуре REF117 (появление блебов у более чем 
80% клеток). Согласно нашим данным, изменения 
организации ВПФ не приводили к существенным 
изменениям таких факторов, как строение систе-
мы микротрубочек или увеличению экспрессии 
активированной лёгкой цепи миозина (pMLC), что 
могло бы свидетельствовать об увеличении сокра-
тимости фибробластов. Эти факторы часто рас-
сматривают как причины, вызывающие блеббинг. 
Наибольшее отличие между нашими культурами 
мы обнаружили на уровне образования ФК. Так, 
в клетках REF52, наряду с большим количеством 
мелких ФК, наблюдается большое количество круп-
ных зрелых ФК, типичных для фибробластов, рас-
положенных в основном на периферии клеток. 
Нокаут виментина приводит к некоторому умень-
шению размера ФК, хотя это нарушение просле-
живается только на уровне тенденции, поскольку 
уменьшение средних размеров и количества ФК по 
сравнению с контрольными клетками REF52 было 
статистически недостоверно. Наибольшие отли-
чия наблюдались в культуре REF117, в которой 
ВПФ присутствовали, но в виде коротких частиц, 
не собирающихся в зрелые филаменты. Контактов 
в этих клетках было мало, и их размеры были су-
щественно редуцированы.

Связь виментина и ФК была показана очень 
давно [44]. В недавних работах было показано, что 
ВПФ разной степени полимеризации ассоцииро-
ваны с разными ФК [37]. Так, более длинные ВПФ 
были ассоциированы со зрелыми ФК, тогда как ко-
роткие фрагменты виментина находились вблизи 
мелких фокальных комплексов. Более того, авторы 
показали, что короткие фрагменты виментина сти-
мулируют уменьшение размеров ФК. Роль ВПФ в ре-
гуляции динамики ФК у фибробластов была также 
хорошо продемонстрирована в недавней работе, где 
было показано, что виментин регулирует стабиль-
ность, размер и ориентацию ФК [50]. В частности, 
авторы показали, что в клетках, лишённых вимен-
тина, скорость разборки ФК значительно выше, чем 
в контроле, что приводило к общему уменьшению 
размеров ФК. Эти данные совпадают с полученны-
ми нами результатами. Статистически достоверное 
уменьшение размера и количества ФК, отмеченное 
нами у клеток REF117 с ВПФ в виде коротких фила-
ментов, может быть вызвано, например, активаци-
ей сигналинга малой ГТФазы Rac, которая стимули-
руется короткими незрелыми ВПФ [37, 49].

Мы показали, что изменение числа и разме-
ров ФК, вызванное изменением системы ВПФ, кор-
релирует со способностью фибробластов к образо-
ванию мембранных блебов. Такая ассоциация ФК 
и мембранного блеббинга была отмечена и рань-
ше: клетки фибросаркомы НТ1080, культивируе-
мые на малоадгезивном субстрате, формировали 

блебы [19], быстрые переходы между амебоидным 
и мезенхимальным движением были показаны 
для клеток карциносаркомы Уокера 256 при пере-
ходе с адгезивного на неадгезивный субстрат [51], 
а также для клеток, мигрирующих в трёхмерном 
субстрате в условиях ограниченного пространства 
на субстратах с различной адгезивностью [16].

Каким образом наличие и размеры ФК могут 
определять способность клеток к формированию 
блебов, остаётся неясным. Недавно на примере 
подоцитов было показано, что нарушения в обра-
зовании фокальных адгезий могут приводить к на-
рушениям структуры актинового кортекса и вызы-
вать блеббинг [52]. При этом в данной работе было 
показано, что такие нарушения не обязательно 
связаны с возрастанием сократимости акто-мио-
зина, что согласуется с нашими результатами (см. 
выше). То, что причиной блеббинга могут быть 
нарушения целостности подмембранного актино-
вого кортекса, показано ранее несколькими авто-
рами  [17], причём такие нарушения могут быть 
вызваны не только внешними воздействиями, но 
также являться следствием особенностей строения 
актинового цитоскелета. Примером может слу-
жить ассоциация блеббинга с наличием филопо-
дий, объясняющаяся неравномерностями строения 
актинового кортекса в основании филоподии [19]. 
Вероятно, нарушения системы фокальных адгезий 
вносят существенный вклад в целостность и орга-
низацию актинового кортекса, что, в свою очередь, 
влияет на способность клеток формировать мем-
бранные блебы.

Таким образом, наличие и организация систе-
мы промежуточных филаментов в фибробластах, 
в частности степень их сборки, является важным 
фактором, определяющим внутреннюю способ-
ность клеток формировать мембранные блебы. 
При этом важным фактором такой регуляции яв-
ляются изменения в системе адгезионных струк-
тур клетка-матрикс под влиянием ВПФ. В нашей 
работе мы проверили, как внесённые мутации 
(нокаут виментина или нарушение сборки полно-
ценных филаментов) влияют на основные извест-
ные факторы, стимулирующие блеббинг, такие как 
распределение микротрубочек, увеличение сокра-
тимости клетки, изменение формирования адгези-
онных контактов. Вместе с тем нельзя полностью 
исключить, что сама процедура внесения этих му-
таций (CRISPR/Cas9) ведёт к появлению каких-либо 
не учтённых нами изменений, в свою очередь, 
способствующих появлению блебов. Выяснение 
этих вопросов требует дальнейших исследований.

Анализ формирования протрузий и подвиж-
ности фибробластов с разной организацией ВПФ в 
трёхмерном коллагеновом геле показал, что орга-
низация системы ВПФ имеет существенное значе-
ние в определении характера миграции клеток. 
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Среди исследуемых нами культур клетки REF52 
образовывали филоподии, типичные для фибро-
бластов в трёхмерном геле, REF–/– образовывали в 
основном блебы, но в отсутствии дополнительных 
стимулов миграция этих клеток была ограничена. 
Только клетки REF117 мигрировали эффективно и 
направленно, причём эта миграция осуществля-
лась за счёт образования специфического выроста, 
часто имеющего небольшие латеральные блебы 
по краям и напоминающего лобоподию  [1, 53].  
Подобное движение было ранее описано у первич-
ных фибробластов в специфическом 3D-матриксе, 
полученном из дермиса млекопитающих или син-
тезированном клетками в течение длительного 
инкубирования. Авторы приходят к выводу, что 
такой тип миграции происходит в случае отсут-
ствия поляризации в распределении регуляторных 
молекул Rac1, Cdc42 и PIP3 и определяется внеш-
ней организацией внеклеточного матрикса  [45].  
В нашем случае, поскольку условия миграции кле-
ток были одинаковыми, а различия заключались 
в организации ВПФ, было ясно продемонстрирова-
но, что не только наличие или отсутствие ВПФ, но 
и их организация имеет существенное значение, 
детерминирующее тип протрузий, образованных 

клетками и определяющих характер их мигра-
ции и миграционную пластичность. Мы впервые 
показали, что ВПФ могут регулировать тип обра-
зующихся протрузий и разные типы миграции 
не только у трансформированных клеток, но и у 
нормальных фибробластов. Исследование меха-
низмов, определяющих пластичность клеточной 
миграции, важно для определения причин нару-
шения характера и эффективности миграции, воз-
никающих при различных патологиях.
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THE IMPAIRMENT OF THE ASSEMBLY  
OF VIMENTIN FILAMENTS LEADS TO SUPPRESSION  

OF THE FORMATION AND MATURATION OF FOCAL CONTACTS  
AND AN ALTERATION OF THE TYPE OF CELLULAR PROTRUSIONS

A. O. Zholudeva1, N. S. Potapov2, E. A. Kozlova2,  
M. E. Lomakina1, and A. Y. Alexandrova1*

1 Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation, 
115478 Moscow, Russia; e-mail: tonya_alex@yahoo.com

2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

Cell migration is largely determined by the type of protrusions formed by the cell. Mesenchymal migra-
tion is accomplished by the formation of lamellipodia and/or filopodia, and membrane blebs lay at the 
basis of amoeboid migration. Changing the conditions of migration can lead to an alteration of the char-
acter of cell movement, for example, inhibition of Arp2/3-dependent actin polymerization by the CK-666 
inhibitor leads to transition from mesenchymal to amoeboid motility type. The ability of cells to switch 
from one type of motility to another is called migration plasticity. The cellular mechanisms regulating mi-
gratory plasticity are poorly understood. One of the factors determining the possibility of migratory plas-
ticity may be the presence and/or organization of vimentin intermediate filaments (VIFs). To investigate 
whether the organization of the VIF network affects the ability of fibroblasts to form membrane blebs, we 
used rat embryonic fibroblasts REF52 with normal VIF organization, with VIF knockout (REF–/–) and with 
a mutation inhibiting the assembly of full-length VIFs (REF117). Blebs formation was induced by treat-
ment of cells with CK-666. Vimentin knockout did not lead to statistically significant increase of number 
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of cells with blebs. In fibroblasts with short fragments of vimentin the number of cells forming blebs both 
spontaneously and in presence of CK-666 increased significantly. Disruption of the VIF organization did 
not lead to the significant changes in microtubules network or myosin light chain phosphorylation, but 
caused a significant reduction of the focal contact system. The most pronounced and statistically signifi-
cant decrease in both the size and number of focal adhesions were observed in REF117. We believe that 
the regulation of membrane blebbing by VIFs is mediated by their effect on the focal adhesion system. 
Analysis of migration of fibroblasts with different organization of VIFs in a three-dimensional collagen 
gel showed that the organization of VIFs determines the type of cell protrusions, which in turn deter-
mines the character of cell movement. A novel role of VIF as a regulator of membrane blebbing, essential 
for the manifestation of migratory plasticity, is shown.

Keywords: vimentin intermediate filaments, filopodium, bleb, focal contacts, actin cortex


