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Некоторые индукторы стресса эндоплазматического ретикулума (ЭПР) способны влиять на по-
движность нормальных и опухолевых клеток. Однако неизвестно, какие механизмы опосредуют та-
кой эффект и является ли он следствием стресса ЭПР. Целью нашей работы являлось исследование
влияния индуктора стресса ЭПР дитиотреитола (ДТТ) на морфологические признаки, отражающие
локомоторные свойства клеток, а также непосредственно на миграторные свойства культивируе-
мых дермальных фибробластов и клеток фибросаркомы HT1080 человека. Мы показали, что ДТТ
вызывает нарушение организации актинового цитоскелета в обоих типах клеток, что сопровожда-
ется изменением клеточной поверхности и формы клеток, а также уменьшением площади их рас-
пластывания. Кроме того, в дермальных фибробластах наблюдалось уменьшение количества фо-
кальных контактов. ДТТ также снижал подвижность дермальных фибробластов и клеток фибросар-
комы. Для анализа клеточной подвижности и определения момента возникновения ее изменения
мы разработали метод, показавший, что изменение миграторных свойств клеток фибросаркомы
при культивировании с ДТТ начиналось раньше, чем в дермальных фибробластах. Таким образом,
активация стресса ЭПР с помощью ДТТ сопровождается изменением организации актинового ци-
тоскелета и подвижности в нормальных и опухолевых клетках человека. Следовательно, стресс
ЭПР, запускаемый различными индукторами с разными механизмами действия, влияет на подвиж-
ность нормальных и опухолевых клеток, что необходимо учитывать при разработке противоопухо-
левых препаратов, вызывающих гибель клеток через активацию стресса ЭПР.
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ВВЕДЕНИЕ

Определенные химические вещества и условия
окружающей среды могут нарушать биосинтетиче-
ские процессы в клетках, вызывая избыточное об-
разование и накопление в эндоплазматическом ре-
тикулуме (ЭПР) поврежденных и неправильно
уложенных белков, что приводит к состоянию,
которое называется стресс ЭПР (Oslowski, Urano,
2011; Sicari et al., 2020; Турищева и др., 2022). В ответ
на стресс ЭПР в клетке развивается физиологиче-
ская адаптивно-компенсаторная реакция, извест-
ная как ответ на неправильно свернутые белки, или
UPR. Если с помощью активации UPR удается
восстановить нормальное функционирование ЭПР,
то клетка выживает, если этого не происходит, то
активируется клеточная гибель.

Протеостаз является частью общего механиз-
ма поддержания клеточного гомеостаза, и поэто-
му нерегулируемый стресс ЭПР рассматривается
как важный фактор, который может приводить к
развитию нейродегенеративных заболеваний (Hetz,
Saxena, 2017) и туморогенезу (Limia et al., 2019).
Отмечается, что UPR может становиться важным
фактором в злокачественной трансформации и
росте опухолей путем влияния на миграцию и инва-
зию опухолевых клеток, ремоделирование внекле-
точного матрикса, модификацию клеточных адге-
зий, эпителиально-мезенхимный переход, модуля-
цию сигнальных путей, связанных с подвижностью
клеток, т.е. на все процессы, в которых задейство-
ван цитоскелет (Limia et al., 2019).

В настоящее время накоплено много данных,
касающихся молекулярных механизмов актива-
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ции стресса ЭПР, сигнальных каскадов, ведущих
к выживанию или гибели клеток, а также спосо-
бов индукции стресса ЭПР (Corazzari et al., 2017;
Almanza et al., 2019; Турищева и др., 2022). Экспе-
риментальными индукторами стресса ЭПР являют-
ся самые разные химические агенты. Среди наибо-
лее распространенных – туникамицин, который
нарушает N-гликозилирование белков в ЭПР (Yoo
et al., 2018); тапсигаргин, ингибирующий работу
каналов SERCA в ЭПР и тем самым вызывающий
нарушение метаболизма кальция (Wu et al., 2019);
бортезомиб – специфический ингибитор протеа-
сом 20S, блокирующий систему ЭПР-ассоцииро-
ванной деградации белка (ERAD) и вызывающий
накопление неправильно уложенных белков в
ЭПР (Brüning et al., 2009), и дитиотреитол (ДТТ),
нарушающий формирование S–S связей у синте-
зируемых белков (Ren et al., 2018).

Следует отметить, что некоторые индукторы
стресса ЭПР являются медицинскими препарата-
ми. Так, например, туникамицин – антибиотик
(Ren et al., 2018), бортезомиб – противоопухоле-
вый препарат, используемый для лечения множе-
ственной миеломы и некоторых неходжкинских
лимфом (Curran, McKeage, 2009), тапсигаргин –
также противоопухолевый агент (Wu et al., 2019) и
потенциальный противовирусный препарат (Al-
Beltagi et al., 2021). Но помимо влияния на про-
теостаз эти вещества могут оказывать влияние на
разные клеточные функции и характеристики.
Это особенно важно в связи с тем, что, например,
при терапии и лечении опухолевых заболеваний
воздействию подвергаются не только патологиче-
ски измененные, но и нормальные клетки орга-
низма. Так, например, показано, что тапсигаргин
индуцирует апоптоз в опухолевых клетках линии
А549, однако у выживших клеток вызывает изме-
нение формы и нарушение организации актино-
вого цитоскелета (Wang et al., 2014). Туникамицин
может способствовать апоптозу и повышать чув-
ствительность раковых клеток к химиотерапии и
лучевой терапии (Jung et al., 2012; Wu et al., 2018),
таким образом устраняя эффект устойчивости к
химиотерапевтическим препаратам. В других ис-
следованиях было показано, что туникамицин
усиливает миграцию опухолевых клеток кишеч-
ника (Gundamaraju et al., 2021), что будет также
способствовать более активному метастазирова-
нию. Бортезомиб индуцирует аутофагическую
гибель в культивируемых клетках эндотелия че-
ловека HUVEC, при этом клетки вытягиваются,
становятся веретеноподобными и отростчатыми,
наблюдается вакуолизация цитоплазмы (Belloni
et al., 2010). Анализ данных литературы дает осно-
вания полагать, что при действии туникамицина
(Kohno et al., 1979), тапсигаргина (Földi et al., 2013) и
бортезомиба (Brüning et al., 2009; Belloni et al., 2010)
происходит изменение формы культивируемых

нормальных и опухолевых клеток, причем этот
эффект носит обратимый характер.

Однако, с чем связаны такие изменения фор-
мы клеток в ответ на индукцию стресса ЭПР, не-
известно. Кроме этого, вопрос о том, отличается ли
реакция на стресс ЭПР у нормальных и патологиче-
ски измененных клеток, представляет и практиче-
ский интерес. В связи с этим целью нашей работы
было исследовать влияние распространенного экс-
периментального индуктора стресса ЭПР – ДТТ –
на морфологические признаки, отражающие локо-
моторные свойства клеток (клеточная поверхность,
форма и площадь клеток, состояние актинового ци-
тоскелета, контакты клеток с субстратом), а также
непосредственно на миграторные свойства культи-
вируемых нормальных и опухолевых клеток челове-
ка соединительнотканного происхождения – дер-
мальных фибробластов и клеток фибросаркомы
HT1080.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток

Клетки выращивали в стандартных условиях
(+37°С и 5% CO2). Дермальные фибробласты че-
ловека, предоставленные Е.Р. Андреевой (Ин-
ститут медико-биологических проблем, РАН),
культивировали в среде DMEM/F12 (ПанЭко, Рос-
сия), содержащей 10% эмбриональной сыворотки
теленка (FBS, Biosera, Франция), 2 мМ L-глутами-
на (ПанЭко) и 60 мкг/мл антибиотика гентамицина
(Белмедпрепараты, Беларусь). Клетки фибросар-
комы человека линии HT1080, предоставленные
И.И. Киреевым (НИИ физико-химической био-
логии им. А.Н. Белозерского, МГУ им. М.В. Ломо-
носова), культивировали в среде DMEM (ПанЭко)
с теми же добавками. Клетки пассировали смесью
растворов трипсина (ПанЭко) и Версена (ПанЭко) в
соотношении 3 : 7. При проведении эксперимен-
тов дермальные фибробласты и клетки фибросар-
комы высаживали в чашки Петри в концентра-
ции 30000 и 40000 кл./мл, соответственно, или в
чашки Петри с покровными стеклами в концен-
трации 25000 и 30000 кл./мл, соответственно, и
культивировали в течение 24 ч. Через 24 ч конди-
ционированную среду в чашках Петри заменяли
на свежую среду, содержащую 2 мМ ДТТ (Pan-
ReacAppliChem, Германия). В контрольных чаш-
ках Петри кондиционированную среду заменяли
на свежую среду без ДТТ. Срок культивирования
клеток в присутствии ДТТ составлял 24 ч.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ)

Покровные стекла с клетками промывали
фосфатно-солевым буферным раствором PBS
(pH 7.4, Merck, США) 5 мин и затем фиксировали
2.5% раствором глутарового альдегида (Ted Pella
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Inc., США) в течение 1 ч. Затем клетки на стеклах
отмывали от фиксатора с помощью PBS 3 раза по
5 мин и обезвоживали в холодном (+4°С) этаноле
возрастающей концентрации (от 40 до 96% с ша-
гом в 10%, 2 смены каждой концентрации по
10 мин). Далее образцы проводили по смесям
ацетона (Реахим, Россия) с этанолом с последова-
тельно возрастающей концентрацией ацетона (1 : 3,
1 : 1, 3 : 1; 3 смены каждой смеси по 5 мин). Затем
образцы помещали в чистый ацетон на 1 ч и высу-
шивали в критической точке. Высушенные об-
разцы покрывали 1–2 нм Au–Pd пленкой. Образ-
цы анализировали с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа JSM-6380LA (ускоряющее
напряжение 20 кВ; SEI mode, JEOL, Япония).

Цитохимическое и иммуноцитохимическое 
маркирование

Клетки на покровных стеклах фиксировали
4% раствором формальдегида (Реахим), разведен-
ным в PBS. Далее для цитохимического выявления
полимеризованного F-актина клетки на стеклах
инкубировали с 0.005 мг/мл фаллоидина, мечен-
ного TRITC (тетраметилродамин B изотиоциа-
нат) (Merck), во влажной камере при +37°С в те-
чение 30 мин. Для иммуноцитохимического марки-
рования фиксированные формальдегидом клетки
пермеабилизовали с помощью 0.1% Triton X-100
(Serva, Германия). Для выявления винкулина ис-
пользовали первичные мышиные моноклональные
антитела к винкулину (Merck) и вторичные моно-
клональные антитела козы к IgG мыши (Thermo
Fisher Scientific, США). Ядра визуализировали с
помощью DAPI (4',6-диамидино-2-фенилиндол)
(Merck); препараты заключали в Mowiol (Hoechst,
Германия). Образцы анализировали с помощью
инвертированного флуоресцентного микроскопа
Axiovert 200M (Zeiss, Германия) (объектив ×63
PlanApo NA 1.40 Oil), снабженного черно-белой
цифровой камерой Carl Zeiss AxioCam (Zeiss Ax-
iocam 202 mono, Германия), и моторизованного
инвертированного флуоресцентного фазово-кон-
трастного микроскопа (Keyence BZ-9000E BIORE-
VO, Boston Microscopes, США) (объектив ×60 Pla-
nApo NA 1.40 Oil).

Прижизненная съемка клеток

Прижизненную съемку проводили с использо-
ванием специальной инкубационной камеры,
поддерживающей температуру среды на уровне
+37°С. Синие и фиолетовые области спектра све-
та, использовавшегося для освещения камеры,
отсекали с помощью светофильтров. Клетки в не-
обходимой концентрации высаживали в чашки
Петри. Спустя 24 ч культивирования кондицио-
нированную среду заменяли свежей средой, содер-
жащей 2 мМ ДТТ (для экспериментальных чашек

Петри), или не содержащей ДТТ (для контрольных
чашек Петри). Далее чашки Петри устанавливали
в камеру для прижизненных наблюдений. Съемка
клеток в чашке Петри производилась каждые
90 мин в течение суток с момента начала экспе-
римента.

Обработка и анализ результатов
Обработка полученных изображений прово-

дилась при помощи программного обеспечения
(ПО) Fiji. Изменение площади распластывания
клеток оценивалось при измерении площади по-
верхности, ограниченной клеточным контуром.
Траектории движения отдельных клеток были
получены с помощью плагина MTrackJ. Рефе-
ренсной точкой при отслеживании клеток служил
геометрический центр ядра (ГЦЯ) каждой из них.
ГЦЯ – это центр тяжести для множества центров
масс однородной геометрической фигуры на плос-
кости, коей и является изображение клеточного
ядра. Визуализация и коллажирование получен-
ных треков клеточной подвижности проводились
при помощи среды создания и редактирования
изображений CorelDRAW.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных выбороч-

ных значений площади распластывания, количе-
ства фокальных контактов и параметров клеточ-
ной подвижности проводился при помощи встро-
енных пакетов ПО Graphpad 8.0. Сравнительный
анализ контрольных и экспериментальных групп
проводился с использованием непараметриче-
ского двустороннего U-критерия Манна–Уитни.
При получении p-значения ≤0.05 различия счита-
лись статистически значимыми.

Для анализа клеточной подвижности и опре-
деления момента возникновения ее изменения
мы разработали метод, являющийся адаптацией
∆∆Ct метода. Основная идея нашего метода за-
ключается в количественной максимизации де-
тектируемых отличий, связанных с изменением
характера подвижности фибробластов и клеток
линии HT1080. При анализе мы ввели следующие
метрики: средняя скорость в контрольной и экспе-
риментальной группах, метрика разности усреднен-
ных значений скорости контрольной и эксперимен-
тальной групп по модулю (∆V) и метрика отличия
каждого индивидуального измерения от ∆V (∆∆V).
При дальнейшем возведении вещественного числа
(в нашем случае эту роль взяла на себя экспонен-
та) в степень ∆∆V(эксп) – ∆∆V(С1/C2/C3) дифференци-
рующий эффект масштабируется для последующей
интерпретации. Таким образом, для каждого изме-
рения скорости при действии ДТТ были получены
величины (exp∆∆V(эксп) – ∆∆V(С1/C2/C3)), распре-
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деление которых приведено на рис. 8. Затем каж-
дый столбец из экспериментальной группы из-
мерений был выделен цветом с использованием
условного форматирования этих величин
(exp∆∆V(эксп) – ∆∆V(С1/C2/C3)). Подробнее метод
описан в разделе “РЕЗУЛЬТАТЫ”.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ клеточной поверхности

С помощью СЭМ мы проанализировали по-
верхность дермальных фибробластов и клеток
фибросаркомы НТ1080 (рис. 1) в нормальных
условиях культивирования и при действии ДТТ.

В нормальных условиях культивирования в
популяции дермальных фибробластов (рис. 1а)
присутствовали клетки разной формы: веретено-
видные, отростчатые, с разной степенью поляриза-
ции. Клеточные отростки имели разную длину и за-
канчивались филоподиями. Все клетки были тон-
кими, хорошо распластанными, со сглаженным
микрорельефом поверхности. После воздействия
ДТТ наблюдалось изменение формы и рельефа по-

верхности дермальных фибробластов (рис. 1в):
клетки становились более выпуклыми и “поджа-
тыми”, их отростки – более толстыми и рельеф-
ными, на дорзальной поверхности клеток появ-
лялись бугристые и складчатые образования.

В популяции клеток фибросаркомы в нор-
мальных условиях культивирования (рис. 1б)
присутствовали клетки разной формы, также с
разной степенью поляризации и распластывания.
Дорзальная поверхность клеток была покрыта мно-
жеством микроворсинок и складок. После воздей-
ствия ДТТ наблюдалось изменение формы и релье-
фа поверхности клеток фибросаркомы (рис. 1г):
клетки поджимались и становились более выпук-
лыми, на их поверхности отмечались многочислен-
ные филоподии и вздутия, морфологически похо-
жие на те, которые формируются при блеббинге.

Таким образом, ДТТ вызывал поджимание кле-
ток и изменение формы у обоих типов клеток. На-
блюдалось также изменение поверхности фиб-
робластов и клеток фибросаркомы, но эти изме-
нения носили разный характер.

Рис. 1. Влияние ДТТ на форму, распластанность и микрорельеф клеточной поверхности дермальных фибробластов (а, в)
и клеток фибросаркомы (б, г), СЭМ. (а, б) Контроль; (в, г) 24 ч воздействия ДТТ. Масштабный отрезок – 10 мкм.

(а) (в)

(б) (г)

10 мкм

10 мкм

Контроль ДТТ
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Анализ актинового цитоскелета

Изменения формы и поверхности клеток связа-
ны с состоянием актинового цитоскелета. Поэтому
мы проанализировали актиновый цитоскелет дер-
мальных фибробластов и клеток фибросаркомы в
нормальных и экспериментальных условиях
культивирования.

В нормальных условиях культивирования в
дермальных фибробластах на переднем крае по-
ляризованных клеток выявлялась плотная сеть
актиновых филаментов, в центральной части кле-
ток сеть была более разреженная (рис. 2а). Актин
также выявлялся в клеточных отростках и фило-
подиях. В центральной и хвостовой части клеток
присутствовали толстые и прямые пучки актино-
вых филаментов, по-видимому, представляющие
собой стресс-фибриллы. При действии ДТТ на-
блюдалась дезорганизация системы актиновых
филаментов (рис. 2в): пучки актина, характерные
для контрольных клеток, становились менее вы-
раженными или отсутствовали. Кроме того, вы-
явление актиновых филаментов в кортикальной
зоне отчетливо указывало на то, что клетки меня-

ли свою форму и характер распластывания на
субстрате, а также становились отростчатыми.

В клетках фибросаркомы в нормальных усло-
виях культивирования выявлялась хорошо выра-
женная сеть кортикального актина и более разре-
женная сеть актина в центральной части клеток
(рис. 2б). Пучки актиновых филаментов не выяв-
лялись или были короткими и хаотически ориен-
тированными. Между соседними клетками часто
были видны тонкие выросты, содержащие актин
и тянущиеся от одной клетки к другой в виде мо-
стика. При действии ДТТ клетки фибросаркомы
становились более поджатыми и отростчатыми
(рис. 2г). Наблюдалось усиление окрашивания
актина как в зоне кортекса, так и в центральной
части клеток, что, по-видимому, связано с умень-
шением площади распластывания и поджимани-
ем клеток. Длинные нитевидные выросты, тяну-
щиеся между соседними клетками, при действии
ДТТ сохранялись.

Таким образом, ДТТ вызывал нарушение ор-
ганизации актинового цитоскелета только в дер-
мальных фибробластах.

Рис. 2. Влияние ДТТ на состояние актиновых филаментов дермальных фибробластов (а, в) и клеток фибросаркомы
(б, г). Цитохимическое выявление актиновых филаментов с помощью фаллоидина, конъюгированного с TRITC
(красный; ядра окрашены в синий цвет DAPI). (а, б) Контроль; (в, г) 24 ч воздействия ДТТ. Масштабный отрезок – 40 мкм.

(а) (в)

(б) (г) 40 мкм

40 мкм

Контроль ДТТ
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Оценка площади клеток
Хорошо выявляемый при маркировании фал-

лоидином кортикальный слой актина позволил
оценить изменение площади дермальных фиб-
робластов и клеток фибросаркомы после воздей-
ствия ДТТ.

Было проанализировано 56 фибробластов в
нормальных условиях культивирования и 82 фиб-
робласта после воздействия ДТТ. Оказалось, что
ДТТ вызывал уменьшение площади распластыва-
ния дермальных фибробластов в 1.3 раза (рис. 3а).

Анализ 154 клеток фибросаркомы в нормаль-
ных условиях культивирования и 75 клеток фиб-
росаркомы после воздействия ДТТ показал, что в
этих клетках ДТТ также вызывал уменьшение
площади распластывания в 1.3 раза (рис. 3б).

Таким образом, при действии ДТТ происходи-
ло уменьшение площади распластывания дер-
мальных фибробластов и клеток фибросаркомы
HT1080 в 1.3 раза.

Характеристика фокальных контактов
Поскольку в дермальных фибробластах при

действии ДТТ мы наблюдали дезорганизацию

пучков актиновых филаментов, а стресс-фибриллы
у фибробластов могут быть связаны с фокальными
контактами (Tojkander et al., 2012), с помощью им-
муноцитохимического выявления винкулина мы
проанализировали распределение фокальных кон-
тактов в дермальных фибробластах. В нормаль-
ных условиях культивирования фокальные кон-
такты были распределены по вентральной по-
верхности клеток и выявлялись в клеточных
отростках (рис. 4а, 4б). ДТТ вызывал перераспре-
деление фокальных контактов в дермальных фиб-
робластах (рис. 4в, 4г): в распластанных и отрост-
чатых клетках фокальные контакты присутство-
вали преимущественно в клеточных отростках, а
в сильно поджатых клетках – наоборот, в цен-
тральной части клеток. Кроме того, при воздей-
ствии ДТТ количество фокальных контактов на
клетку уменьшалось в 4 раза (рис. 4д). Следова-
тельно, ДТТ вызывал уменьшение числа фокаль-
ных контактов у дермальных фибробластов.

В клетках фибросаркомы использование анти-
тел к винкулину выявило диффузное окрашивание
цитоплазмы в теле клеток и точечные фокальные
контакты по краям ламеллы (рис. 5а, 5б). После
культивирования с ДТТ такое окрашивание ци-

Рис. 3. Измерение площади дермальных фибробластов (a) и клеток фибросаркомы (б) в нормальных условиях культи-
вирования (синий) и при действии ДТТ (красный). Площадь выражена в условных единицах, где 1 ≈ 100 мкм2. Объем
контрольной выборки дермальных фибробластов n = 56, объем экспериментальной выборки дермальных фибробла-
стов n = 82. Объем контрольной выборки клеток фибросаркомы НТ1080 n = 154, объем экспериментальной выборки
клеток фибросаркомы n = 75. * – p < 0.05 по критерию Манна–Уитни.
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Рис. 4. Влияние ДТТ на распределение и количество фокальных контактов в дермальных фибробластах. (а, в) Фазо-
вый контраст; (б, г) иммуноцитохимическое выявление винкулина (зеленый). (а, б) Контроль; (в, г) 24 ч воздействия
ДТТ. Масштабный отрезок (а–г) – 20 мкм. (д) Подсчет количества фокальных контактов на клетку в нормальных
условиях культивирования (синий) и при действии ДТТ (красный). Объем контрольной выборки n = 44, объем экспе-
риментальной выборки n = 32. * – p < 0.05 по критерию Манна–Уитни.
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топлазмы сохранялось. Диффузное окрашивание
цитоплазмы не позволило нам оценить количе-
ство и распределение фокальных контактов на
вентральной стороне клеток (рис. 5в, 5г).

Оценка параметров клеточной подвижности

Система актиновых филаментов отвечает за
поддержание формы клеток и клеточную подвиж-
ность. В связи с этим с помощью прижизненных
наблюдений мы проанализировали движение фиб-
робластов и клеток фибросаркомы в нормальных
условиях культивирования и в присутствии ДТТ
(рис. 6 и 7), а также оценили возможность корре-
ляции между изменением формы и подвижно-
стью клеток. Для этого каждые 90 мин в течение

22.5 ч производилась съемка полей зрения и на
полученных изображениях отмечалось положение
каждой клетки. Затем с помощью плагина MTrackJ
программы Fiji были получены траектории дви-
жения отдельных клеток и произведен анализ пара-
метров клеточной подвижности. Изменение коор-
динат клеток в двумерном пространстве оценива-
лось с помощью перевода изображений треккинга в
цифровой формат с последующей статистиче-
ской обработкой полученных графов клеточной
подвижности, которая заключалась в оценке из-
менений длины сегментов графа за выбранную
единицу времени, выраженных в пикселях и ми-
нутах соответственно (Sharma et al., 2020).

Съемка проводилась в течение 24 ч, при этом
обработка результатов осуществлялась в рамках

Рис. 5. Выявление винкулина в клетках фибросаркомы HT1080. (а, в) Фазовый контраст; (б, г) иммуноцитохимиче-
ское выявление винкулина (зеленый). (а, б) Контроль; (в, г) 24 ч воздействия ДТТ. Стрелкой показан фокальный кон-
такт. Масштабный отрезок – 10 мкм.

(а) (в)

(б) (г) 10 мкм

Контроль ДТТ
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от 0 до 22.5. Подобный промежуток был выбран
для облегчения визуализации получаемых данных и
исключения из анализа средовых артефактов, воз-
никающих за 40 мин до завершения 24-часового
периода непрерывной съемки. Далее приведены
результаты выбранного временного диапазона
(0–22.5 ч).

В нормальных условиях культивирования дер-
мальные фибробласты сохраняли распластанную
морфологию в течение всего периода наблюдений
(22.5 ч) (рис. 6а–6в). Отмечался ненаправленный
характер движения клеток (рис. 6г). Среднее прой-
денное клетками расстояние за 22.5 ч составляло
296.75 пикселей. При наблюдении за движением
фибробластов в течение 22.5 ч после добавления
ДТТ (рис. 6д–6ж) было обнаружено, что через 9–
10 ч культивирования с ДТТ 22 из 25 проанализи-
рованных клеток изменяли морфологию, стано-
вились более поджатыми и выпуклыми (рис. 6е).
Кроме того, у большинства клеток через 9–10 ч
изменялся характер движения, в частности, наблю-
далось уменьшение среднего расстояния, пройден-
ного отдельной клеткой за 22.5 ч (рис. 6з), на
36.15 пикселей. Среднее проходимое клеткой рас-
стояние за 90 мин (средняя скорость) после 9 ч
культивирования с ДТТ снижалась на 7.16 пиксе-
лей по сравнению с контролем.

Таким образом, ДТТ вызывал снижение по-
движности дермальных фибробластов, по хроно-
логии совпадавшее с уменьшением площади рас-
пластанности этих клеток. По-видимому, события,
развивающиеся в клетке под воздействием ДТТ,
связаны с изменением как морфологических, так
и миграторных параметров.

Анализ движения клеток фибросаркомы пока-
зал, что в нормальных условиях культивирования
эти клетки сохраняли распластанную морфоло-
гию в течение всего периода наблюдений (22.5 ч)
(рис. 7а–7в). Отмечался ненаправленный харак-
тер движения клеток (рис. 7г). Среднее пройден-
ное клетками расстояние за 22.5 ч составляло
247.82 пикселя. При наблюдении за движением
клеток фибросаркомы в течение 22.5 ч после до-
бавления ДТТ (рис. 7д–7ж) было обнаружено,
что после 6–7 часов культивирования с ДТТ 18 из
25 проанализированных клеток тоже изменяли
морфологию, становясь более поджатыми и вы-
пуклыми, или шарообразными (рис. 7е). Кроме
того, после 6–7 ч культивирования с ДТТ у 20 из
25 проанализированных клеток изменялся и ха-
рактер движения. В частности, клетки проявляли
осцилляторный (колебательный) характер дви-
жения, который выражался в хаотической смене
направления движения (cell stalling). Кроме этого,
отмечалось уменьшение среднего расстояния,
пройденного отдельной клеткой, на 99.12 пиксе-

лей (рис. 7з). Средняя скорость после 6 ч культи-
вирования с ДТТ снижалась на 6.23 пикселя по
сравнению с контролем.

Таким образом, ДТТ вызывал снижение по-
движности клеток фибросаркомы, по хронологии
совпадавшее с уменьшением площади распла-
станности этих клеток. Наблюдалось падение ве-
личины среднего пройденного расстояния при
небольшом изменении средней скорости клеток.
Подобный эффект объясняется значимым уско-
рением клеток фибросаркомы в начале миграции
и резким затормаживанием ближе к концу прове-
дения наблюдений.

Полученные качественные характеристики
изменения параметров клеточной подвижности
были валидированы с помощью адаптации ∆∆Ct
метода. В рамках экспериментального подхода
для каждой клетки был получен набор значений,
отражающих скорость ее движения в установлен-
ные промежутки времени. Всего анализу подверг-
лись 50 клеток при описании подвижности фиброб-
ластов (25 контроль и 25 ДТТ+) и 50 клеток для
HT1080 (25 контроль и 25 ДТТ+). Каждая клетка в
контрольных и экспериментальных группах счита-
лась техническим повтором. Ниже мы приводим
схему обработки значений для количественного
обоснования особенностей клеточной подвижно-
сти при действии ДТТ для обеих клеточных ли-
ний.

1) Подсчет среднего значения скорости для
каждого технического повтора в контрольной и
опытной группе.

где j – порядковый номер технического повтора
(клетки), Xij – значение скорости j-ой клетки в
каждом i-ом временном промежутке, а n – коли-
чество разбиений временного континуума.

2) Подсчет ∆V как модуля разницы между Vav j
контроля и Vav j экспериментальной группы.

где Vav jC – средняя разница для j-того техниче-
ского повтора в контроле, а Vav jE – средняя раз-
ница j-того технического повтора в эксперимен-
тальной группе.

3) Подсчет значений ∆∆V для обеих анализи-
руемых групп

где Xij – значение скорости j-ой клетки в каждом
i-ом временном промежутке в контроле или экс-
периментальной группе.

4) Для наглядности и масштабирования ре-
зультатов полученные значения для каждого тех-

( )av sum ,j ijV X n=

av av   ,j jV V C V EΔ = −

   ,ijV X VΔΔ = − Δ
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Рис. 6. Прижизненные наблюдения за поведением дермальных фибробластов в течение 22.5 ч. (а–г) Контроль;
(д‒з) 22.5 ч воздействия ДТТ. (а–в, д–ж) Фазовый контраст, масштабный отрезок 40 мкм. (г, з) Репрезентативные
траектории движения отдельных клеток, полученные с помощью плагина MTrackJ программы Fiji. Положение клеток
отмечалось каждые 90 мин (расстояние между двумя соседними точками). Красным цветом отмечен пройденный
клетками путь.
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Рис. 7. Прижизненные наблюдения за поведением клеток фибросаркомы в течение 22.5 ч. (а–г) Контроль; (д–з) 22.5 ч
воздействия ДТТ. (а–в, д–ж) Фазовый контраст, масштабный отрезок 20 мкм. (г, з) Репрезентативные траектории
движения отдельных клеток, полученные с помощью плагина MTrackJ программы Fiji. Положение клеток отмечалось
каждые 90 мин (расстояние между двумя соседними точками). Красным цветом отмечен проходимый клетками путь.
Длина пути выражена в пикселях.
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нического контроля были использованы для воз-
ведения экспоненты в соответствующую степень.

где ∆∆Vj – разница между средней разницей j-то-
го технического повтора в контроле или экспери-
ментальной группе и Vav j.

Полученные результаты были визуализированы
в формате HeatMap, где каждая ячейка содержит
значение D, величину, которая позволяет оценить
скорость движения клетки по субстрату. При раз-
биении полученной выборки из контрольных и
экспериментальных точек на перцентили по ве-
личинам D оказалось, что контрольная и экспе-
риментальная группы образуют два множества
значений с хорошо дискриминирующим порогом
на уровне 60-ой перцентили (рис. 8). На рис. 8
красным цветом обозначены ячейки, в которых
характер движения клетки в заданный промежу-
ток времени отличался от контрольного значения

( )exp ,jD V= ΔΔ

(посчитано независимо для С1, С2 и С3), то есть
красным выделены значения выше порога. Зеле-
ный цвет, напротив, указывает на отсутствие зна-
чительного отличия от контрольного измерения
на заданном промежутке времени при выбран-
ном дискриминирующем пороге.

Таким образом, в рамках реализованного экс-
перимента 22.5-часовой промежуток времени
был разбит на 14 промежутков, каждый из кото-
рых обладает введенным нами индивидуальным
параметром скорости. Дальнейшая статистиче-
ская обработка наборов индивидуальных скоро-
стей каждого временного промежутка для каждой
анализируемой клетки позволила нам не только
подтвердить факт снижения эффективности про-
движения клетки по субстрату, но и достаточно
точно определить момент возникновения наблюда-
емого эффекта. Для фибробластов статистически
значимые изменения эффективности подвижности
клеток наблюдаются с 9 ч культивирования с ДТТ,

Рис. 8. Количественный анализ особенностей клеточной подвижности при обработке ДТТ. (а) Дермальные фиброб-
ласты, (б) клетки фибросаркомы. Красным цветом обозначены ячейки, в которых характер движения клетки в задан-
ный промежуток времени отличался от контрольного значения (посчитано независимо для С1, С2 и С3). Зеленый
цвет, напротив, указывает на отсутствие значительного отличия от контрольного измерения на заданном промежутке
времени при выбранном дискриминирующем пороге (60-ая перцентиль). Все 5 выборок измерений, полученных при
анализе действия ДТТ, сравнивались с каждой контрольной выборкой как для фибробластов, так и для клеток линии
HT1080. Синим цветом в таблице обозначены столбцы, относящиеся к контрольным группам, оранжевым цветом
обозначены экспериментальные группы, а бесцветный столбец отражает разбиение по времени проведения прижиз-
ненной съемки.

(a)

(б)
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тогда как у клеток линии НТ1080 падение актив-
ности было обнаружено уже через 6 ч в условиях
экспериментального воздействия.

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные нами исследования показали,

что индуктор стресса ЭПР ДТТ вызывает измене-
ние формы и поверхности дермальных фибробла-
стов и клеток фибросаркомы НТ1080, а также вли-
яет на организацию актинового цитоскелета, фо-
кальных контактов и подвижность в этих клетках.

ДТТ вызывает стресс ЭПР, блокируя образо-
вание дисульфидных связей между остатками ци-
стеина в белках, из-за чего нарушается их свора-
чивание и происходит накопление не свернутых
белков в ЭПР (Oslowski, Urano, 2011; Ren et al.,
2018). В клетках человека дисульфидные связи
присутствуют преимущественно в секретируемых
белках, которые синтезируются в ЭПР, и практи-
чески отсутствуют в цитозольных белках (Weiss
et al., 2022; Chang, Fu, 2023). Таким образом, ДТТ
нарушает сворачивание преимущественно секре-
торных белков, синтезируемых в ЭПР.

Мы показали, что культивирование дермаль-
ных фибробластов и клеток фибросаркомы ли-
нии НТ1080 в присутствии ДТТ в течение 24 ч вы-
зывает сжатие этих клеток, изменение их формы
и поверхности и уменьшение площади распла-
стывания. Изменение формы клеток при дей-
ствии индукторов стресса ЭПР не считается ха-
рактерным морфологическим признаком стресса
ЭПР и UPR, однако есть данные о поджатии нор-
мальных и опухолевых клеток при действии неко-
торых индукторов стресса ЭПР, имеющих разный
механизм активации стресса ЭПР (Kohno et al.,
1979; Brüning et al., 2009; Belloni et al., 2010; Földi
et al., 2013). Интересно, что при действии тапси-
гаргина на клетки нейробластомы изменение
формы клеток сопровождалось снижением уров-
ня синтеза белков, участвующих в поддержании и
динамике актинового цитоскелета, таких как
винкулин и эзрин (отвечает за сборку актиновых
пучков) (Földi et al., 2013). Однако механизмы та-
ких изменений формы до сих пор неизвестны.

Изменение рельефа поверхности клеток и их
сжатие свидетельствуют о перестройках актино-
вого цитоскелета, так как изменение состояния
системы актиновых филаментов, в частности,
кортикального актина и стресс-фибрилл, влияет
на форму, рельеф поверхности и площадь рас-
пластывания клетки (Cleuren, Boonstra, 2012).
Действительно, мы показали, что в дермальных
фибробластах при действии ДТТ наблюдалась
реорганизация актинового цитоскелета, в част-
ности, пучки актина, характерные для контроль-
ных клеток, становились менее выраженными или

отсутствовали. Кроме того, наблюдалось умень-
шение числа фокальных контактов. По-видимому,
изменение формы и поверхности фибробластов,
а также уменьшение числа фокальных контактов,
обусловлены реорганизацией актинового цитос-
келета, вызванной действием ДТТ, так как депо-
лимеризация и реорганизация актина может вы-
зывать разборку фокальных контактов (Cleuren,
Boonstra, 2012). В то же время известно, что
стресс-фибриллы могут формироваться за счет
полимеризации актина на фокальных контактах
(Tojkander et al., 2012), поэтому отсутствие пучков
актина, часть из которых, по-видимому, представ-
ляет собой стресс-фибриллы, при действии ДТТ
может быть также вызвано уменьшением числа
фокальных контактов.

В клетках линии НТ1080 реорганизацию акти-
нового цитоскелета мы не обнаружили с помо-
щью окрашивания TRITC-фаллоидином, однако
сжатие этих клеток, изменение их формы и по-
верхности и уменьшение площади распластыва-
ния под действием ДТТ тоже происходило. По-
видимому, в клетках НТ1080 при действии ДТТ
происходит реорганизация кортикального актина,
приводящая к изменению поверхности и площади
распластывания клеток, которую мы не наблюдаем
из-за ограничений разрешающей способности
метода. Возможно, ДТТ влиял и на состояние
фокальных контактов в клетках фибросаркомы,
однако диффузное окрашивание цитоплазмы
при выявлении винкулина, отмечаемое в литера-
туре (Schwartz et al., 2013), не позволило сделать
выводы об изменении количества фокальных
контактов и их перераспределении.

Следует отметить, что актин и винкулин отно-
сятся к цитозольным белкам и, по-видимому, не
имеют дисульфидных связей в своей структуре.
Поэтому реорганизация актинового цитоскелета
и уменьшение количества фокальных контактов
после действия ДТТ, скорее всего, не связаны с
влиянием ДТТ на структуру актина и винкулина.
Однако нельзя исключать вероятность того, что
ДТТ может оказывать влияние, не связанное с
восстановлением дисульфидных связей белков. В
этом случае возможно, что ДТТ нарушает функци-
онирование белков, контролирующих состояние
актиновой сети, т.е. актин-связывающих белков.
Так, например, в мышиных фибробластах линии
NIH-3T3 ингибитор Arp2/3 (Actin Related Protein
2/3 complex) CK666 вызывал переход сети актина
в фибриллы в кортикальной зоне, а ингибитор
формина SMIFH2 вызывал исчезновение стресс-
фибрилл (Eghiaian et al., 2015). При действии ДТТ
на фибробласты в нашем исследовании пучки ак-
тина, часть из которых, по-видимому, представляет
собой стресс-фибриллы, отсутствовали или ста-
новились менее выраженными. Возможно, ДТТ
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прямо или косвенно подавлял работу формина,
который участвует в формировании стресс-фиб-
рилл.

Система актиновых филаментов отвечает не
только за поддержание формы клеток, но и за
клеточную подвижность (Cleuren, Boonstra, 2012;
Tojkander et al., 2012). Фибробласты перемещаются
по 2D-субстрату с помощью полимеризации ак-
тина и формирования фокальных контактов (Sixt,
2012). Полимеризация актина в сторону плазма-
тической мембраны обеспечивает силу, необхо-
димую для формирования выступа (протрузии)
плазматической мембраны (Cleuren, Boonstra,
2012). Поэтому высокая скорость роста актино-
вых филаментов очень важна для успешного пе-
ремещения клеток. Кроме того, актиновые фила-
менты формируют пучки – стресс-фибриллы, чаще
всего способные сокращаться за счет связи с мио-
зином II (Tojkander et al., 2012). Сократимые
стресс-фибриллы обычно связаны с фокальными
контактами. В связи с этим нарушение организа-
ции актинового цитоскелета и изменение коли-
чества фокальных контактов в дермальных фиб-
робластах могут свидетельствовать о нарушении
подвижности клеток. Действительно, мы показали,
что ДТТ вызывал снижение подвижности дермаль-
ных фибробластов, по хронологии совпадавшее с
уменьшением площади распластанности этих кле-
ток, вызванной реорганизацией актинового цитос-
келета. Снижение подвижности при активации
UPR было обнаружено также при действии ин-
дуктора стресса ЭПР туникамицина. Так было
показано, что туникамицин подавлял миграцию
дермальных фибробластов и кератиноцитов че-
ловека (Bachar-Wikstrom et al., 2020) и миграцию
гладкомышечных клеток сосудов, вызванную
тромбоцитарным фактором роста (Yi et al., 2012).
Однако исследования состояния актинового ци-
тоскелета или механизмов, опосредующих такую
клеточную реакцию, не проводилось.

Опухолевая трансформация включает в себя
реорганизацию цитоскелета (кортикально орга-
низованный актин) и фокальных контактов, сни-
жение адгезивности к субстрату (Schwartz et al.,
2013). Клетки фибросаркомы НТ1080 способны и
к мезенхимному (как фибробласты, с участием
фокальных контактов), и к амебоидному типу
движения (с помощью блеббинга, без участия фо-
кальных контактов) (Yamazaki et al., 2005). Для
обоих типов движения необходимо участие акти-
нового цитоскелета (Sixt, 2012; Limia et al., 2019).
В связи с этим, обнаруженное нами снижение
клеточной подвижности клеток НТ1080 может
быть связано с нарушением структурной целостно-
сти актиновой сети, что повлияло на эффектив-
ность продвижения клеток по субстрату. Влияние
стресса ЭПР (UPR) на подвижность опухолевых

клеток до сих пор однозначно не определено
(Urra et al., 2016). Есть данные как о стимулирую-
щем влиянии участников сигнальных каскадов
UPR на миграцию опухолевых клеток и актива-
ции эпителиально-мезенхимного перехода, так и
данные об ингибирующем влиянии. Противоре-
чивость данных может быть связана с различны-
ми клеточными линиями и индукторами UPR.
Так, например, туникамицин усиливал мигра-
цию опухолевых клеток кишечника человека ли-
нии LS174T (Gundamaraju et al., 2021), но при
этом подавлял миграцию стволовых клеток рака
молочной железы линии MCF 7 фенотипа
CD44+/CD24– (Nami et al., 2016). Кроме того, ак-
тивация стресса ЭПР с помощью β-азарона в опу-
холевых клетках мочевого пузыря человека линий
253J и 5637 приводила к подавлению их миграции
(Liu et al., 2023). Мы обнаружили снижение по-
движности клеток фибросаркомы, по хронологии
совпадавшее с уменьшением площади распла-
станности этих клеток, при этом наблюдалось
значимое ускорение клеток фибросаркомы в на-
чале миграции и резкое затормаживание ближе к
концу проведения наблюдений. Возможно, ин-
дукция UPR с помощью ДТТ стимулировала по-
движность клеток, однако другие воздействия
ДТТ, не связанные непосредственно с активаци-
ей стресса ЭПР, приводили к снижению подвиж-
ности клеток фибросаркомы.

Существует несколько методов и подходов,
используемых при измерении параметров движе-
ния клеток. Например, дифференциальное ин-
терференционное контрастирование (DIC), фа-
зовый контраст, time-lapse видеомикроскопия и
треккинг (Sharma et al., 2020). Для проведения бо-
лее точных измерений и количественной оценки
эффекта используется метод треккинга, который
подразумевает анализ кадров видеоряда за счет
отслеживания пути движения клеток в рамках
выделенного промежутка времени с использова-
нием специального программного обеспечения.
Для проведения количественной оценки широко
используется подход, который заключается в оцен-
ке изменения отношения пути каждой отдельной
клеточной единицы к ее перемещению. Метод
позволяет отметить явные изменения в продви-
жении клеток по субстрату в рамках эксперимен-
тальной модели и дает статистически значимые и
воспроизводимые результаты. Однако особен-
ность метода, которая заключена в генерализа-
ции данных измерения и кумулятивной оценке
эффективности продвижения по субстрату, не
позволяет выявить точный момент возникновения
эффекта, вызванного экспериментальным агентом
(в нашем случае – ДТТ), и не подразумевает ис-
пользование способов технологических методов
повышения чувствительности проводимых изме-
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рений. Разработанный нами метод позволяет зна-
чительно повысить чувствительность анализа и
проводить оценку изменений клеточной подвиж-
ности не только в рамках полного эксперимен-
тального промежутка времени, но и на любом,
сколь угодно малом, отрезке времени, задавае-
мом исследователем. При этом точность оценки
может быть повышена за счет увеличения степени
сегментации получаемых треков по времени, в за-
висимости от разрабатываемого дизайна и потреб-
ностей исследователя. Дополнительным преиму-
ществом разработанного метода перед существую-
щими способами оценки является устойчивость к
выбросам в рамках анализируемой выборки кле-
ток. Ранние или слишком поздние показатели
снижения или увеличения эффективности клеточ-
ной подвижности достаточно просто отсеиваются
на основании расчета коэффициента стандартного
отклонения и стандартной ошибки среднего для
анализируемой когорты, тогда как более конвен-
циональные методы требуют дополнительного
раунда фильтрации данных.

Таким образом, разработанный метод позво-
ляет провести количественную оценку и валида-
цию наблюдаемых качественных изменений ха-
рактера подвижности клеток при действии раз-
ных агентов (в нашем случае – ДТТ), которое
выражается в виде такого эффекта как cell-stalling
(“застревание клетки”). Тем не менее, учитывая
универсальность метода, мы предполагаем более
широкое использование предлагаемой техники
для количественной оценки изменения характера
клеточной подвижности на 2D-субстратах. Так,
адаптация адаптации ∆∆Ct метода может быть
использована при исследовании влияния потен-
циально лекарственных агентов на подвижность
нормальных и опухолевых клеток. Методология
позволит выявить не только факт зависимости
подвижности от экспериментального воздей-
ствия, но и провести сравнительный анализ сте-
пени эффективности используемых потенциаль-
но лекарственных агентов в зависимости от мо-
мента возникновения терапевтического эффекта.

Таким образом, мы показали, что индуктор
стресса ЭПР ДТТ оказывает сходное влияние на
морфологические признаки, отражающие локо-
моторные свойства клеток, а также непосред-
ственно на миграторные свойства культивируемых
дермальных фибробластов и клеток фибросарко-
мы HT1080, вызывая реорганизацию актинового
цитоскелета и фокальных контактов в этих клетках,
сопровождающуюся изменением поверхности кле-
ток, уменьшением площади их распластывания и
снижением подвижности клеток. Поэтому при раз-
работке противоопухолевых препаратов, вызыва-
ющих гибель клеток через активацию стресса
ЭПР, следует учитывать влияние этих препаратов

на нормальные клетки, в том числе на мишени, не
связанные непосредственно с активацией UPR.
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Endoplasmic Reticulum Stress Inducer Dithiothreitol Affects the Morphology
and Motility of Cultured Human Dermal Fibroblasts

and Fibrosarcome HT1080 Cell Line
E. P. Turishcheva1, *, G. A. Ashniev1, M. S. Vildanova1, and E. A. Smirnova1

1Lomonosov Moscow State University, Department of Cell Biology and Histology, Moscow, 119234 Russia
*e-mail: kitten-caterina@yandex.ru

Some inducers of endoplasmic reticulum (ER) stress can affect the motility of normal and tumor cells. How-
ever, it is unknown what mechanisms mediate this effect and whether it is a consequence of ER stress. The
aim of our work was to study the effect of the ER stress inducer dithiothreitol (DTT) on morphological fea-
tures reflecting the locomotor properties of cells, as well as directly on the migratory properties of cultured
human dermal fibroblasts and fibrosarcoma HT1080 cells. We have shown that DTT causes disruption of the
organization of actin cytoskeleton in both types of cells, which is accompanied by a change in the cell surface
and shape of cells, as well as a decrease in their spreading area. In addition, a decrease in the number of focal
contacts was observed in dermal fibroblasts. DTT also reduced the motility of dermal fibroblasts and fibro-
sarcoma cells. To analyze cell motility and determine the moment of its change, we developed a method
which showed that the change in the migratory properties of fibrosarcoma cells cultured with DTT began ear-
lier than in dermal fibroblasts. Thus, activation of ER stress by DTT is accompanied by a change in the orga-
nization of the actin cytoskeleton and motility in normal and tumor human cells. Consequently, ER stress
triggered by various inducers with different mechanisms of action affects the motility of normal and tumor
cells, which must be taken into account when developing antitumor drugs that cause cell death through acti-
vation of ER stress.

Keywords: dithiothreitol, cell motility, fibroblasts, fibrosarcoma cells, ER stress


