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Фокальные контакты (ФК) – это механосенсорные структуры, которые способны преобразовывать 
физические стимулы в химические сигналы, управляющие миграцией клеток. Существует кор-
реляция между параметрами ФК и показателями клеточной подвижности для отдельных мигри-
рующих клеток. Однако какие именно параметры ФК являются критическими для движения эпи-
телиальных клеток в составе монослоя, остаётся неизвестным. Мы использовали прижизненную 
съёмку клеток для описания взаимосвязи между параметрами ФК и миграцией иммортализован-
ных эпителиальных кератиноцитов (HaCaT) и клеток карциномы лёгкого (A549) в условиях инги-
бирования или подавления транскрипции белков ФК винкулина и киназы фокальной адгезии 
(FAK). Чтобы оценить взаимосвязь между морфологией ФК и миграцией клеток, мы использовали 
субстраты разной эластичности в модели зарастания экспериментальной раны. ФК с максималь-
ной площадью и максимальная скорость миграции в рану, а также высокий уровень экспрессии 
мРНК FAK и винкулина были показаны для клеток на фибронектине, тогда как минимальная 
площадь ФК и замедление скорости миграции в рану были характерны для клеток на стекле. 
Как в нормальных, так и в опухолевых клетках подавление экспрессии винкулина приводило 
к уменьшению размера ФК и интенсивности их флуоресценции, однако не влияло на скорость 
миграции клеток внутрь раны. Подавление экспрессии или ингибирование активности FAK не 
влияло на размер ФК, однако снижало время жизни ФК и значительно замедляло скорость мигра-
ции клеток внутрь раны как в клетках HaCaT, так и в A549. Наши данные показывают, что опре-
деляющим параметром для миграции эпителиальных клеток в составе монослоя является время 
жизни ФК. Показанное влияние киназы FAK на скорость миграции клеток в составе монослоя де-
лает FAK многообещающей мишенью для противоопухолевой терапии аденокарциномы лёгких.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фокальные контакты, винкулин, FAK, аденокарцинома лёгкого, эксперимен-
тальная рана, миграция.
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Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ФК – фокальные контакты; A549 – линия клеток кар-
циномы лёгкого человека; FAK – киназа фокальной адгезии (Focal Adhesion Kinase); HaCaT – иммортализован-
ные эпителиальные кератиноциты человека.
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ВВЕДЕНИЕ

Фокальные контакты (ФК) представляют собой 
крупные мультибелковые комплексы, которые 
преобразуют физические сигналы из внеклеточ-
ного матрикса (ВКМ) в химические сигналы внут-

ри клетки и таким образом регулируют подвиж-
ность клеток. Так как ФК играют ключевую роль в 
передаче сигнала и генерации тянущего усилия в 
клетках, их формирование важно для различных 
типов клеточной миграции, включая 2D мигра-
цию по субстрату [1].
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Структура ФК универсальна для клеток раз-
личных типов тканей и включает три слоя: 
нижний сигнальный слой из интегринов, слой, 
отвечающий за механотрансдукцию, и слой с ре-
гуляторными актин-связывающими белками [2–4]. 
Киназа фокальной адгезии (FAK, Focal Adhesion 
Kinase) расположена в среднем слое и служит 
одним из ключевых сигнальных белков ФК благо-
даря как своей киназной активности, так и струк-
турирующим свойствам  [5]. После мобилизации 
и активации паксиллина в состав ФК киназа FAK 
взаимодействует с ним и связывает талин  [6,  7], 
далее эти белки начинают работать как плат-
форма для сборки зрелого ФК  [8]. В опухолевых 
клетках FAK играет важную роль в образовании 
метастазов, способствуя миграции и инвазии кле-
ток. Повышенная экспрессия FAK и её функцио-
нальная активация положительно коррелируют 
с частотой метастазирования, плохим прогнозом 
и худшей выживаемостью онкобольных  [9–11]. 
Многочисленные работы указывают на то, что FAK 
способствует выживаемости и пролиферации опу-
холевых клеток и регулирует их метаболизм, сти-
мулируя не только миграцию и инвазию клеток, 
но и другие процессы, способствующие развитию 
опухоли [12–15].

Важную роль в динамике ФК также играет 
жёсткость субстрата, по которому мигрируют клет-
ки, и его состав. Клетки на жёстких субстратах фор-
мируют более крупные ФК, при этом повышается 
экспрессия ключевых регуляторных и структур-
ных белков ФК, таких как паксиллин, винкулин 
или зиксин [16–19]. На эластичных 2D-субстратах 
и в мягких 3D-гелях у клеток обычно формируются 
ФК меньших размеров [20, 21]. В некоторых иссле-
дованиях описана корреляция между размером ФК 
и подвижностью клеток разных типов, например, 
одиночных фибробластов или миобластов [22, 23]. 
Тем не менее остаётся неизученным вопрос о том, 
как изменение параметров ФК, происходящее в от-
вет на сигналы от ВКМ или изменение экспрессии  
белков ФК, влияет на миграцию клеток в составе 
монослоя. В своей работе мы использовали цей-
траферную микроскопию для описания функцио-
нальной взаимосвязи между параметрами ФК и 
параметрами миграции клеток при изменении 
экспрессии белков ФК или эластичности субстра-
та в иммортализованных эпителиальных кера-
тиноцитах человека (HaCaT) и клетках аденокар-
циномы лёгкого (A549). В нашей работе впервые 
показано, что подавление экспрессии FAK-киназы 
в нормальных и опухолевых эпителиальных клет-
ках, мигрирующих в составе монослоя, приводит 
к статистически значимому уменьшению времени 
жизни ФК и замедляет направленное движение 
нормальных и опухолевых клеток в модели экспе-
риментальной раны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеточных линий. Клетки 
линий A549 (клетки аденокарциномы базального 
эпителия лёгких), HaCaT (спонтанно иммортализо-
ванные кератиноциты человека) и HEK293T (эпи-
телий из эмбриональной почки человека) были 
получены из Американской коллекции типовых 
клеточных культур (ATCC, США) и культивирова-
лись в смеси сред DMEM и F12 («ПанЭко», Россия) в 
соотношении 1 : 1 с добавлением 10%-ной эмбрио-
нальной телячьей сыворотки («ПанЭко») и гента-
мицина (0,8 мг/мл) при температуре 37 °С во влаж-
ной атмосфере с 5%-ным содержанием СО2.

Подготовка поверхности культивирования и 
миграции клеток. Лунки планшета покрывались 
фибронектином, витронектином или поли-D-лизи-
ном из расчёта концентрации 5 мкг/см2 («Sigma-
Aldrich», США), лунки покрывали 150 мкл раствора 
и оставляли на час при 37 °С, после этого планшет 
оставляли на воздухе до полного высыхания в сте-
рильных условиях.

Модель экспериментальной раны. Клетки са-
жали на 6-луночные планшеты и культивировали 
до полной конфлюэнтности. Клеточный слой про-
царапывали концом носика стерильной пипетки 
на 10 мкл (ширина ≈350 мкм). Клеточный дебрис 
удаляли путём двукратного промывания средой 
DMEM без сыворотки. Клетки, мигрирующие в 
рану, снимали в режиме цейтраферной съёмки 
в течение 600 мин с интервалом в 10 мин между 
кадрами. Прижизненную съёмку проводили на 
инвертированном флуоресцентном микроскопе 
Zeiss AxioObserver под управлением программно-
го обеспечения Zen 3.1 Blue Edition, с объективом 
×20/1,6 (фазовый контраст) при 36,5–37 °C в CO2-не-
зависимой среде («Gibco», США) с использованием 
камеры Hamamatsu ORCA-Flash4.0 V2 («Hamamatsu 
Photonics», Япония). В каждой лунке было по 6 про-
царапанных ран, эксперимент повторили трижды. 
Каждое измерение проводилось в соответствии 
с методом, описанным Kauanova et al. [24].

РНК-Интерференция. Клетки карциномы 
лёгкого A549 трансфицировали миРНК к FAK и 
винкулину, а также контрольной миРНК (к GFP) 
с использованием трансфицирующего агента 
TurboFect («Thermo Fisher Scientific», США) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. Коротко, 
в 35-мм чашках Петри клетки культивировали до 
65% конфлюентного монослоя, после чего добав-
ляли 100 пмоль миРНК на лунку (объёмное соот-
ношение трансфицирующего агента к миРНК 
составляло 3 : 1), через 12 ч инкубации среду с 
трансфекционными комплексами заменяли на 
свежую. Все миРНК были написаны с помощью 
программного обеспечения BLOCK-IT (https://
rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress) и син-
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тезированы в компании «ДНК-Синтез» (Россия). 
Последовательности миРНК приведены в табл. S1 
Приложения.

Выделение РНК и обратная транскрипция. 
Для выделения тотальной РНК использовали ком-
мерческий набор RNeasy Mini Kit («Qiagen», США), 
следуя рекомендациям производителя. Определе-
ние концентрации выделенной РНК проводили 
на спектрофотометре NanoPhotometer («Implen», 
Германия). Чистоту выделенной РНК контролиро
вали по А260/А230 и А260/А280-показателям спек-
тров поглощения. кДНК получали с помощью на-
бора iScript Advanced cDNA synthesis kit («Bio-Rad 
Laboratories», США) в соответствии с протоколом 
производителя, используя по 500 нг тотальной 
РНК на реакцию.

ПЦР в реальном времени. ПЦР-Анализ в 
реальном времени проводили на приборе CFX96 
(«Bio-Rad Laboratories) с использованием сме-
си iTaq Universal SYBR Green Supermix («Bio-Rad 
Laboratories») согласно инструкциям производите-
ля. Протокол реакции включал денатурацию (95 °С, 
10 мин), за которой следовали 39 циклов амплифи-
кации (95 °С, 15 с; X °С (точная температура отжига 
для каждой пары праймеров приведена в табл. S2 
Приложения), 30 с; и 72 °С, 60 с). Все образцы были 
поставлены в трипликате. Один из образцов кДНК 
вводился в каждый цикл количественной ПЦР 
(кПЦР) для калибровки и возможности дальней-
шего объединения данных в один эксперимент. 
Последовательности праймеров приведены в 
табл. S2 Приложения. Праймеры были синтезиро-
ваны в компании «ДНК-Синтез». Специфичность 
праймеров была подтверждена анализом кривых 
плавления. Значения Ct были определены для кри-
вых кПЦР в реальном времени путём установки 
порогового значения на уровне 5 SD (стандартных 
отклонений) для каждого эксперимента. Данные 
кПЦР были нормализованы в соответствии с ме-
тодикой, предложенной Vandesompele et  al.  [25], 
с использованием генов UBC и HPRT1 в качестве 
референтных.

Характеристика стабильных линий HaCaT 
и A549. Для получения клеточных линий HaCaT 
и A549 со стабильной экспрессией винкулина, 
меченного RFP, мы клонировали кДНК винкулина 
в лентивирусный вектор pSLIK, содержащий RFP 
в качестве репортера и пуромицин в качестве 
маркера селекции (ООО «Евроген», Россия). Ленти-
вирусный вектор был котрансфицирован во вспо-
могательные клетки HEK293 (ATCC #CRL-11268) при 
помощи трансфицирующего агента X-TremeGENE 
HP DNA («Sigma-Aldrich») в соответствии с прото-
колом производителя. Выделенные в среду вирус-
ные частицы собирали через 24 и 48 ч после транс-
фекции, а затем использовали для трансдукции 
клеток A549 и HaCaT. Титр вирусов определяли в 

экспериментах по серийному разведению вирус-
ных частиц, добавленных к 6 × 105 клеток HEK293Т, 
посаженных на 12-луночный планшет за 24 ч до 
трансдукции. Полибрен («Sigma-Aldrich») добав-
ляли в среду в конечной концентрации 8 мкг/мл. 
Клетки анализировали методом проточной цито-
метрии через 48 ч после трансдукции, и процент 
клеток, экспрессирующих RFP, использовали для 
расчёта количества трансдуцирующих единиц 
(TU) на мл. Для заражения клеток А549 и HaCaT к 
5 × 106 клеток в 2 мл культуральной среды добав-
ляли по 1 мл вирусных частиц с концентрацией 
не менее 107 TU/мл, через сутки среду заменяли на 
свежую. Инфицированные клетки культивирова-
ли в среде с 0,1% пуромицина («Gibco») по объёму 
и через 5 дней сортировали по интенсивности 
флуоресценции в канале RFP (возбуждение 561 нм, 
излучение 585/15 нм ВР) с помощью клеточного 
сортера FACSAria SORP («BD Biosciences», США) с 
установленной 85-мкм форсункой и соответствую-
щими параметрами давления. После получения 
клеточных линий со стабильной экспрессией вин-
кулина-RFP мы отсортировали клетки HaCaT-RFP 
или A549-RFP со средним уровнем флуоресценции 
в канале RFP-PE (27% событий со средней интен-
сивностью флуоресценции MFI = 1,68), исключив 
клетки с высокой флуоресценцией RFP (15,5% со-
бытий с MFI = 18,77). Мы также сравнили уровень 
экспрессии мРНК винкулина в клетках со стабиль-
ной экспрессией винкулина-RFP и нетрансфициро-
ванных клетках и не обнаружили статистически 
значимых различий, что подтверждает физио-
логическую экспрессию винкулина в стабильных 
линиях (рис. S1 Приложения).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки со 
стабильной экспрессией винкулина A549-vin-RFP 
или HaCaT-vin-RFP фиксировали 4%-ным раство-
ром параформальдегида (ПФА) в течение 15  мин 
при комнатной температуре. После этого клетки 
трижды отмывали фосфатно-солевым буфером 
(ФСБ) и пермеабилизовали раствором 0,01%-ного 
Triton-X100 («Amresco», США) и 0,01%-ного Tween-20 
(«Amresco») в ФСБ («ПанЭко») в течение часа при 
комнатной температуре. После этого блокировали 
неспецифическое связывание антител с помо-
щью инкубации клеток в течение 1 ч в 5%-ном 
БСА («Sigma-Aldrich»), далее их инкубировали с 
первичными кроличьими антителами к паксил-
лину (клон Y113, «Abcam», Великобритания) в 
конечном разведении 1 : 200 при 37 °C в течение 
60  мин и вторичными антителами против кро-
лика, конъюгированными с Alexa-633 («Abcam»), в 
конечном разведении 1 : 200, а также DAPI («Sigma-
Aldrich») для визуализации ядер. Изображения 
были получены с помощью микроскопа Zeiss 
AxioObserver со светодиодным источником света 
Colibry 7 и объективом PlanApochromat 63×1,46 Oil.  
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Использовался следующий куб светофильтров: GFP 
(фильтр возбуждения 450–490  нм, светоделитель 
495 нм, излучение 500–550 нм) и mKate (фильтр воз-
буждения 540–580 нм, светоделитель 585 нм, излу-
чение 593–668 нм). Данные были получены с помо-
щью программного обеспечения Zeiss Zen Blue 3.1.

Ингибиторный анализ. Для подавления 
активности FAK клетки линий A549-vin-RFP или 
HaCaT-vin-RFP инкубировали в среде с селектив-
ным ингибитором FAK PF-573228 («Selleck», США) в 
концентрации 1 мкМ на протяжении 2 ч до начала 
анализа, клетки не отмывали от ингибитора перед 
началом съёмки.

Анализ и обработка изображений. Данные 
микроскопии анализировали с помощью про-
граммы ImageJ  [26]. Площадь, соотношение осей 
и время жизни ФК были измерены, как описано 
в работе Gladkikh et al. [27], от 200 до 500 ФК были 
посчитаны для каждой экспериментальной точки. 
Параметр средней интенсивности флуоресценции 
(СИФ) использовали как непрямой показатель 
количества целевого белка в ФК. Флуоресцентные 
изображения были обработаны с помощью про-
граммного обеспечения Adobe Photoshop («Adobe 
Systems», США).

Статистический анализ данных. Статисти-
ческий анализ проводился с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 7 
(«GraphPad Software», США). Для сравнения раз-
личий между двумя независимыми группами 
использовался критерий Манна–Уитни, статисти-
чески значимым было принято p < 0,05. Данные 
представлены в виде медианы с разбросом для па-
раметров ФК или в виде среднего ± SD при оценке 
экспрессии мРНК и анализе зарастания экспери-
ментальной раны.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Размер ФК зависит от типа субстрата и кор-
релирует со скоростью зарастания раны. В кон-
трольных клетках HaCaT и A549, высаженных 
на химически чистое стекло и находящихся на 
краю монослоя, ФК были локализованы преиму-
щественно на краю клеток для обеих модельных 
линий (рис. 1, а). ФК в клетках линии A549 имеют 
медианное значение площади 1,17 мкм2 (разброс 
0,11–5,33, n = 500) и обычно умеренно вытянуты 
(среднее соотношение длин осей составляет 1,73, 
разброс 1,0–5,54). ФК в клетках HaCaT имеют сопо-
ставимую площадь 0,98 мкм2 (разброс 0,12–8,36, 
n = 500), но значительно более вытянуты (среднее 
соотношение длин осей составляет 2,46, разброс 
1,02–7,09, n = 500).

Чтобы оценить взаимосвязь между парамет-
рами ФК и подвижностью клеток, мы использо-

вали модель зарастания экспериментальной раны 
как золотой стандарт для анализа миграции эпи-
телиальных клеток. Для получения ФК разного 
размера мы использовали субстраты различной 
эластичности (чистое стекло, стекло, покрытое 
поли-D-лизином, витронектином или фибронекти-
ном). В обеих клеточных линиях на фибронектине 
ФК достигали наибольшей по медиане площади: 
2,44 мкм2 для A549 (разброс 0,29–6,05) и 1,32 мкм2 
для HaCaT (разброс 0,11–7,37) (рис. 1, б, рис. S2 При-
ложения). Наименьшая медианная площадь ФК 
была у клеток, выращенных на чистом стекле: 
медианная площадь 1,22 мкм2 для А549, 0,99 мкм2 
для HaCaT (p < 0,0001 для A549, p = 0,0002 для 
HaCaT, непараметрический критерий Манна– 
Уитни).

Скорость зарастания экспериментальной 
раны также зависела от типа субстрата. Для обеих 
клеточных линий самая высокая скорость мигра-
ции наблюдалась для фибронектина, где ФК имели 
наибольший размер. Мы получили 100 ± 11,75% за-
крытия раны в течение 600 мин для клеток A549 и 
61,74 ± 16,88% для клеток HaCaT на фибронектине. 
Клетки на стекле имели самую низкую скорость 
миграции (81,70 ± 15,54% закрытия раны для кле-
ток A549 и 43,95 ± 13,31% для клеток HaCaT), клетки 
на витронектине и поли-D-лизине имели проме-
жуточные скорости миграции (рис. 1, в, рис. S3 
Приложения).

Далее мы оценили, за счёт каких компонен-
тов ФК происходит их увеличение при смене суб-
страта. Для этого мы измерили общую экспрессию 
мРНК винкулина (как структурного белка) и FAK 
(как регуляторного белка) в клетках на разных суб-
стратах и обнаружили тенденцию к повышению 
количества мРНК для обоих маркеров в клетках, 
посаженных на фибронектин, по сравнению с 
клетками, посаженными на стекло. Спустя 72 ч с 
момента посадки относительное количество мРНК 
винкулина для клеток A549 составило 1,14 ± 0,19 на 
фибронектине по сравнению с 0,60 ± 0,10 на стекле, 
для клеток HaCaT оно составило 0,83 ± 0,01 на фиб-
ронектине против 0,62 ± 0,01 на стекле (рис. 2, а, в).  
Экспрессия мРНК FAK также повышалась в клет-
ках, высаженных на фибронектин (относитель-
ное среднее количество мРНК 1,18 ± 0,03 против 
0,77 ± 0,05 для клеток A549 и 1,23 ± 0,21 против 
0,95 ± 0,15 для клеток HaCaT), по сравнению с клет-
ками, посаженными на стекло (рис. 2, б, г) (раз-
личия были статистически значимыми только 
для клеток A549, р = 0,03, непараметрический 
критерий Манна–Уитни). Поскольку повышенная 
экспрессия этих белков на фибронектине корре-
лирует с повышенной подвижностью клеток, мы 
задали вопрос: может ли направленное изменение 
экспрессии этих белков повлиять на параметры 
подвижности клеток?



СОЛОМАТИНА и др.436

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

Подавление экспрессии винкулина при-
водит к уменьшению размера ФК, но не влияет 
на параметры миграции клеток. Чтобы изучить 
влияние уровня экспрессии винкулина на ми-
грацию клеток, мы подавляли экспрессию мРНК 
винкулина методом миРНК-интерференции. При 
этом в клетках линии A549 уровень экспрессии 
винкулина снижался в 4–10 раз, в клетках линии 
HaCaT экспрессия мРНК винкулина снижалась в 
10–60 раз (рис. 2, а, в). Тем не менее уровень экс-

прессии винкулина после его подавления в клет-
ках оставался в пределах физиологического диапа-
зона: клетки сохраняли способность мигрировать 
по субстрату и преодолевать значимые расстояния 
(более 10 диаметров ядра), сохраняя при этом нор-
мальную морфологию (рис. 3, а; рис. 4, а).

Подавление экспрессии винкулина в клетках 
A549, посаженных на стекло, привело к уменьше-
нию площади ФК в 2,6 раза (медиана площади ФК – 
0,45  мкм2 по сравнению с 1,17  мкм2 в контроле),  

Рис. 1. Морфология ФК коррелирует со скоростью зарастания раны на субстратах различной жёсткости.  
а  – Морфология ФК в клетках A549 и HaCaT со стабильной экспрессией винкулина-RFP, размерный отрезок 
10 мкм, С – стекло, ФН – фибронектин, приведены фотографии краевых клеток в составе монослоя. б – Меди-
анная площадь ФК в клетках A549 на субстратах различной жёсткости, центральная горизонтальная линия – 
медиана. **** Достоверное отличие от контроля, р  < 0,001. в  – Степень зарастания экспериментальной раны 
в % от площади на первом кадре съёмки для клеток A549 на стекле (1), поли-D-лизине (2), витронектине (3)  
и фибронектине (4)
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а также к снижению средней интенсивности флуо-
ресценции белка в составе ФК в 4,8 раза (с 417 у.е. 
в контроле до 87 у.е. в клетках после подавления 
винкулина), форма ФК при этом не изменялась 
(медиана соотношения длин осей составила 1,79 
по сравнению с 1,73 в контроле). Уменьшение пло-
щади ФК после подавления винкулина было ста-
тистически значимым как для клеток A549, так и  
для клеток HaCaT (р < 0,0001, непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни, рис. S4 Приложе
ния). Подавление активности винкулина в 
клетках HaCaT, посаженных на стекло, также при-

вело к двукратному уменьшению площади ФК 
(медиана площади ФК уменьшилась с 0,98 мкм2 
до 0,55 мкм2), медиана интенсивности флуорес-
ценции также снизилась с 372 у.е. в контроле до 
205 у.е. в клетках после подавления винкулина. 
Чтобы подтвердить достоверность уменьшения 
площади ФК, мы окрасили клетки с миРНК к 
винкулину антителами к паксиллину в качестве 
альтернативного белка-репортера ФК (рис. 3, б; 
рис. 4, б). При подавлении экспрессии мРНК вин-
кулина время жизни ФК не изменилось (рис. 3, в;  
рис. 4, в).

Рис. 2. Нормализованная экспрессия мРНК винкулина (а, в) и FAK (б, д) в клетках A549 и HaCaT в контроле и 
после подавления в клетках экспрессии мРНК винкулина или FAK. Все измерения проводили в трипликате, 
данные нормализовали по генам UBC и HPRT1. Обозначения: (1) контрольные клетки на стекле, (2) контроль-
ные клетки на фибронектине, (3) клетки с миРНК к винкулину на стекле, (4) клетки с миРНК к винкулину 
на фибронектине, (5) клетки с миРНК к FAK на стекле, (6) клетки с миРНК к FAK на фибронектине, (7) клетки  
с миРНК к GFP. ** Достоверное отличие от контроля, р < 0,01;*** достоверное отличие от контроля, р < 0,001
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Рис. 3. Параметры ФК и скорость зарастания раны клетками линии A549 после подавления экспрессии мРНК 
FAK или винкулина. а – Морфология ФК на стекле и фибронектине в контроле и после нокдауна винкулина 
(KD vin), размерный отрезок 10  мкм. б  – Окрашивание фиксированных клеток A549 со стабильной экспрес-
сией винкулина-RFP антителами к паксиллину. Обозначения: 1 – контроль, 2 – клетки с миРНК к винкулину, 
3 – клетки с миРНК к FAK, I  – окраска антителами к винкулину, II  – окраска антителами к паксиллину,  
III – наложение. в – Время жизни ФК в клетках А549, жирные горизонтальные линии представляют собой ме-
дианы. Обозначения: 1 – контрольные клетки на фибронектине, 2 – контрольные клетки на стекле, 3 – клет-
ки с миРНК к винкулину на фибронектине, 4 – клетки с миРНК к винкулину на стекле, 5 – клетки с миРНК 
к FAK на фибронектине, 6  – клетки с миРНК к FAK на стекле. **  Достоверное отличие от контроля, р  <  0,01.  
г  – Морфология зарастания экспериментальной раны клетками А549 на фибронектине и на стекле в кон-
троле (1) и после нокдауна винкулина (2). д – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади  
на первом кадре съёмки для клеток A549 на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК 
к винкулину (2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках с миРНК к винкулину (4). е – Степень зараста-
ния экспериментальной раны в % от площади на первом кадре съёмки для клеток A549 на фибронектине  
в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК к FAK(2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках  
с миРНК к FAK (4). ж  – Морфология зарастания экспериментальной раны клетками А549 на фибронектине 
и на стекле в контроле (1) и после нокдауна FAK (2). Количество экспериментов для каждого анализа зараста-
ния раны приведено в табл. S3 Приложения
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Рис. 4. Параметры ФК и скорость зарастания раны клетками линии HaCaT после подавления экспрессии мРНК 
FAK или винкулина. а – Морфология ФК на стекле и фибронектине в контроле и после нокдауна винкулина 
(KD vin), размерный отрезок 10 мкм. б – Окрашивание фиксированных клеток HaCaT со стабильной экспрес-
сией винкулина RFP антителами к паксиллину, 1  – контроль, 2  – клетки с миРНК к винкулину, 3  – клетки  
с миРНК к FAK, I – окраска антителами к винкулину, II – окраска антителами к паксиллину, III – наложение. 
в – Время жизни ФК в клетках HaCaT, жирные горизонтальные линии представляют собой медианы. Обозна-
чения: (1) контрольные клетки на фибронектине, (2) контрольные клетки на стекле, (3) клетки с миРНК к FAK 
на фибронектине, (4) клетки с миРНК к FAK на стекле. ** Достоверное отличие от контроля, р < 0,01; **** до-
стоверное отличие от контроля, р  <  0,0001. г  – Морфология зарастания экспериментальной раны клетками 
HaCaT на стекле в контроле (1), после нокдауна винкулина (2) и после нокдауна FAK (3). д  – Степень зара-
стания экспериментальной раны в % от площади на первом кадре съёмки для клеток A549 на фибронекти-
не в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК к винкулину (2), на стекле в контроле (3) и на стекле  
в клетках с миРНК к винкулину (4). е – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади на пер-
вом кадре съёмки для клеток A549 на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК  
к FAK (2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках с миРНК к FAK (4). ж – Морфология зарастания экс-
периментальной раны клетками А549 на фибронектине и на стекле в контроле (1), после нокдауна винкули-
на (2) и после нокдауна FAK (3). Количество экспериментов для каждого анализа зарастания раны приведено  
в табл. S3 Приложения
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Для оценки влияния экспрессии винкулина 
на миграцию клеток мы использовали модель 
зарастания экспериментальной раны. Снижение 
уровня экспрессии винкулина в клетках HaCaT 
и A549 существенно не влияло на скорость зара-

стания ран ни на стекле, ни на фибронектине 
(рис. 3, г; рис. 4, г). Для клеток A549 после подавле-
ния экспрессии мРНК винкулина степень зараста-
ния раны через 600 мин составила 99,29 ± 2,45% на 
фибронектине и 97,70 ± 25,34% на стекле, что сопо-

Рис. 5. Зарастание экспериментальной раны на фибронектине и стекле. а  – Зарастание экспериментальной 
раны клетками A549 на фибронектине и на стекле в контроле (1) и после инкубации с 1  мкМ PF-573228 (2).  
б  – Зарастание модельной раны клетками HaCaT на фибронектине и на стекле в контроле (1) и после инку-
бации с 1 мкМ PF-573228 (2). в – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади на первом ка-
дре съёмки для клеток A549 на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках после инкубации 
с 1 мкМ PF-573228 (2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках после инкубации с 1 мкМ PF-573228 (4).  
г – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади на первом кадре съёмки для клеток HaCaT 
на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках после инкубации с 1 мкМ PF-573228 (2), на стекле 
в контроле (3) и на стекле в клетках после инкубации с 1 мкМ PF-573228 (4)
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ставимо с контрольными значениями (рис.  3,  д). 
Для клеток HaCaT степень зарастания раны через 
600 мин составила 52,16 ± 15,0% на фибронектине 
и 43,19 ± 9,18% на стекле, что также сопоставимо 
с контролем (рис. 4, д). В контроле как на стекле, 
так и на фибронектине фронт (передний край) 
клеток был прямым. Через 3 ч некоторые клетки 
отделились от монослоя и начали мигрировать в 
рану. Направление миграции отдельных клеток 
соответствовало направлению миграции фронта 
клеток. После подавления экспрессии винкулина 
уже на ранних этапах зарастания раны (в течение 
первых 3 ч) передняя часть края раны становилась 
неровной, клетки внутри фронта располагались 
разреженно. Движение клеток в слое становилось 
нескоординированным. Через 3 ч клетки утрачи-
вали связь друг с другом и покидали монослой, 
продолжая хаотично перемещаться вдоль края 
раны (латеральная миграция) (рис. S5 Приложе-
ния).

Подавление экспрессии или ингибирова-
ние FAK подавляет миграцию нормальных и 
опухолевых эпителиальных клеток в модели 
экспериментальной раны. Чтобы оценить влия-
ние экспрессии FAK в клетках на параметры ФК 
и на подвижность клеток, мы также использо-
вали метод миРНК-интерференции. При подав-
лении экспрессии FAK происходило 4–6-кратное 
снижение уровня мРНК FAK в клетках A549 и 
3–4-кратное – в HaCaT (рис. 2, б, г). Подавление экс-
прессии мРНК FAK в клетках A549 не влияло ни 
на площадь, ни на форму ФК (медиана площади 
ФК составляла 1,11 мкм2, медиана соотношения 
осей – 1,84) (рис. S4 Приложения), подавление FAK 
в клетках HaCaT также не повлияло на морфо-
логию ФК (медиана площади ФК  – 0,98, медиана 
соотношения осей  – 1,84) (рис. 4, а). Чтобы под-
твердить отсутствие изменений в морфологии 
ФК в ответ на снижение уровня FAK, мы окрасили 
ФК антителами к паксиллину, использовав его в 
качестве альтернативного репортерного белка 
(рис. 3, б; рис. 4, б). Скорость зарастания раны при 
подавлении экспрессии FAK резко снизилась. 
На фибронектине клетки A549 после подавления 
FAK закрывали 65,84 ± 5,25% раны за 600 мин (по 
сравнению со 100 ± 11,75% в контроле) (рис. 3, е).  
Такой же эффект наблюдался для клеток HaCaT 
на фибронектине: закрытие раны составило все-
го 43,52 ± 16,06% по сравнению с 61,74 ± 16,88% в 
контроле (рис. 4, е). Когда клетки после подавле-
ния FAK высаживали на стекло, закрытие раны 
составляло 77,65 ± 19,68% за 600 мин для A549 и 
26,88 ± 13,04% для HaCaT. Существенные различия 
в морфологии клеток в контроле и при подавле-
нии FAK отсутствовали, общий фронт раны оста-
вался ровным в течение всей съёмки (рис. 3, ж; 
рис. 4, ж). Примечательно, что мы обнаружили 

статистически значимое уменьшение продолжи-
тельности времени жизни ФК для клеток с  по-
ниженным уровнем FAK для обеих клеточных 
линий. Для клеток A549 медианное время жизни 
ФК уменьшилось с 45 до 32 мин на фибронектине 
и с 42 до 30  мин на стекле (рис. 3, в). Для клеток 
HaCaT медианное время жизни ФК уменьшилось 
с 20 до 12 мин на фибронектине и с 30 до 20 мин 
на стекле (рис. 4, в).

Чтобы подтвердить эти наблюдения, мы ис-
пользовали селективный ингибитор FAK-киназы 
PF-573228 и оценили влияние ингибирования FAK 
на параметры ФК и скорость зарастания экспери-
ментальной раны. Инкубация с 1 мкМ PF-573228 не 
влияла на среднюю площадь ФК в клетках HaCaT и 
A549, а также на соотношение сторон и интенсив-
ность флуоресценции ФК (данные не показаны), 
но значительно снижала скорость закрытия раны. 
Закрытие раны на стекле для клеток A549 при 
ингибировании FAK составило всего 59,42 ± 5,69% 
и только 19,26 ± 7,48% для клеток HaCaT. Закры-
тие раны на фибронектине при ингибировании 
FAK составило всего 77,87 ± 3,77% для клеток A549 
и 30,15 ± 5,86% для клеток HaCaT (рис. 5, а–г).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что снижение экспрессии или активности регу-
ляторной киназы FAK замедляет скорость мигра-
ции монослоя как нормальных, так и опухолевых 
эпителиоцитов, что делает FAK многообещающей 
мишенью для замедления миграции клеток кар-
циномы лёгких.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Киназа FAK, исходно относившаяся к раз-
ряду ключевых регуляторных молекул сигналь-
ного пути от интегринов, играет важную роль в 
миграции и инвазии клеток [28, 29]; на сегодняш-
ний день показано её участие в стимуляции вы-
живаемости клеток, ангиогенезе и тонкой регу-
ляции микроокружения опухолей  [30–32]. Ввиду 
важности сигнальных каскадов с участием FAK в 
опухолевой трансформации эта молекула являет-
ся одной из наиболее многообещающих мишеней 
для противоопухолевой терапии.

Большинство ингибиторов FAK являются 
конкурентными или аллостерическими моле-
кулами, которые блокируют киназную катали-
тическую активность FAK  [33–35]. Ингибирова-
ние сигнального пути FAK снижало как объём 
первичной опухоли, так и количество метаста-
зов на мышиных моделях рака молочной же-
лезы  [36], снижало подвижность клеток адено-
карциномы поджелудочной железы  [37], а также 
подавляло пролиферацию или индуцировало 
старение в клеточных линиях рака лёгких  [37].  



СОЛОМАТИНА и др.442

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

Основные механизмы, посредством которых FAK 
регулирует подвижность опухолевых клеток и их 
способность к формированию метастазов, связаны 
с формированием динамичных ФК и ремоделиро-
ванием актинового цитоскелета [38, 39]. Ключевые 
этапы ремоделирования цитоскелета посредством 
передачи сигналов от FAK-киназы включают пере-
крестную активацию киназ Src [40], привлече-
ние талина и паксиллина к сайтам ФК  [7, 41] и 
активацию сигнального пути малых GTPаз, что в 
конечном итоге приводит к реорганизации акти-
нового цитоскелета и изменению типа миграции 
клеток  [42, 43]. FAK также выступает в качестве 
важного участника сигнального каскада механо-
трансдукции, активируя процесс реагирования 
клетки на изменение жёсткости ВКМ [44, 45]. Как 
повышенная жёсткость ВКМ, так и высокая кон-
центрация лигандов интегринов способствуют пе-
редаче сигнала от β1-интегрина к FAK, что, в свою 
очередь, активирует сигнальный путь RhoA и 
перестройку актинового цитоскелета, способствуя 
миграции клеток. Таким образом, состав ВКМ сле-
дует рассматривать как дополнительный фактор 
риска FAK-зависимой прогрессии опухоли [46, 47]. 
Взаимосвязь состава ВКМ, активации FAK и изме-
нений миграционного потенциала опухолевых 
клеток стала предметом активных исследований 
в течение последних десяти лет  [48, 49]. Долгое 
время размер ФК считался ключевым показателем 
реакции на любой внеклеточный или внутрикле-
точный стимул (например, на эластичность суб-
страта или перестройки цитоскелета), который 
способен регулировать скорость движения клеток. 
В нескольких исследованиях была описана корре-
ляция между размером ФК и параметрами мигра-
ции одиночных клеток [22, 23, 50], однако вопрос 
о динамике ФК клеток, движущихся направленно 
в составе монослоя, до сих пор остаётся малоиз-
ученным.

Полученные нами результаты показывают, 
что подавление экспрессии винкулина приводит к 
уменьшению размера ФК и при этом существенно 
не влияет на скорость миграции эпителиальных 
клеток в составе монослоя, хотя в ране появляется 
множество хаотично мигрирующих неполяризо-
ванных клеток (рис. S5 Приложения). Это согла-
суется с предыдущими наблюдениями о том, что 
винкулин играет важную роль в поляризации и 
направленном движении клеток, а его подавление 
приводит к частой перемене направления мигра-
ции [51]. На модели субконфлюэнтного монослоя 
клеток MDCK было показано, что транслокация 
винкулина между межклеточными и фокальными 
контактами служит регулятором для переключе-
ния между коллективной и одиночной миграци-
ей [52], что согласуется с нашими данными о том, 
что подавление экспрессии винкулина приводит 

к его исчезновению прежде всего из межклеточ-
ных контактов, в результате чего нарушается 
механизм коллективной миграции и появляются 
отдельные мигрирующие клетки.

В отличие от винкулина, подавление экспрес-
сии FAK не влияет на размер ФК, однако значи-
тельно замедляет миграцию слоя как нормальных, 
так и опухолевых клеток эпителиального происхо-
ждения, что согласуется с другими исследования-
ми, показывающими, что инактивация FAK значи-
тельно снижает скорость движения клеток [8, 53]. 
Интересно, что влияние нокдауна FAK на скорость 
миграции гораздо менее выражено в модели слу-
чайного блуждания  [54, 55], что может отражать 
существенное различие между направленной ми-
грацией клеток в составе монослоя и случайной 
миграцией отдельных клеток.

Важно отметить, что в настоящей работе по-
казано статистически значимое снижение про-
должительности жизни ФК в клетках после по-
давления экспрессии FAK. Согласно литературе, 
FAK-киназа облегчает цикл обмена ФК  [56, 57] за 
счёт тонкой регуляции динамики других регуля-
торных белков  [40, 58]. Из литературы известно, 
что клетки с инактивированной или выключен-
ной FAK имеют уменьшенное время разборки и 
значительно более продолжительное время жизни 
ФК [35, 50]. Также известно, что в клетках со сни-
женной экспрессией FAK-киназы снижается коли-
чество стресс-фибрилл, сеть актиновых филамен-
тов становится более гомогенной, что приводит к 
замедлению процесса распластывания [59]. Одна-
ко большинство из описанных наблюдений было 
получено для модели случайного блуждания оди-
ночных клеток в 2D или 3D, тогда как модель кол-
лективной миграции не может быть упрощена до 
миграции группы изолированных клеток, направ-
ление и скорость перемещения которых случайно 
совпали  [60]. Модель экспериментальной раны 
основана на скоординированном взаимодействии 
клеток внутри группы, так что скорость и направ-
ление движения каждой отдельной клетки напря-
мую зависят от движения её соседей [61]. Для кле-
точной линии нормальных кератиноцитов HaCaT 
и для опухолевых клеток аденокарциномы А549 
мы показали, что нокдаун FAK в клетках в составе 
монослоя приводит к значительному снижению 
времени жизни ФК как для клеток, посаженных 
на стекло, так и для случая, в котором в качестве 
субстрата выступает фибронектин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные показывают, что для генера-
ции максимальной скорости миграции клеток в 
составе монослоя ключевым параметром является 
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не площадь ФК, а время их жизни. По-видимому, 
короткоживущие ФК не успевают прочно закре-
питься на субстрате и не создают достаточного 
натяжения внутри клетки, необходимого для про-
движения всего слоя вперёд, однако этот вывод 
требует дополнительных экспериментов с пря-
мым измерением тянущих усилий, развиваемых 
при коллективной миграции клеток монослойных 
адгезивных клеточных культур по специальным 
деформирующимся субстратам.
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SUPPRESSION OF FAK KINASE EXPRESSION  
DECREASES THE LIFETIME OF FOCAL ADHESIONS  

AND INHIBITS MIGRATION OF NORMAL AND TUMOR 
EPITHELIOCYTES IN A WOUND HEALING ASSAY

E. Solomatina1,2, A. Kovaleva1,2, A. Tvorogova1,3, I. Vorobjev1, and A. Saidova1,2*

1 Department of Cell Biology and Histology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119234 Moscow, Russia; e-mail: aleena.saidova@gmail.com

2 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia
3 Belozersky Research Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 

119992 Moscow, Russia

Focal adhesions (FAs) are mechanosensory structures that can convert physical stimuli into chemical 
signals guiding cell migration. There is a postulated correlation between FA features and cell motility 
parameters for individual migrating cells. However, which FA properties are essential for the movement 
of epithelial cells within a monolayer remains poorly elucidated. We used real-time cell visualization 
to describe the relationship between FA parameters and migration of immortalized epithelial keratino-
cytes (HaCaT) and lung carcinoma cells (A549) under inhibition or depletion of the FA proteins vinculin 
and FAK. To evaluate the relationship between FA morphology and cell migration, we used substrates 
of different elasticity in a wound healing assay. High FAK and vinculin mRNA expression, as well as 
largest FAs and maximal migration rate were described for cells on fibronectin, whereas cells plated 
on glass had minimal FA area and decelerated speed of migration into the wound. Both for normal and 
tumor cells, suppression of vinculin expression resulted in decreased FA size and fluorescence intensity, 
but had no effect on cell migration into the wound. Suppression of FAK expression or inhibition of FAK 
activity had no effect on FA size, but decreased FA lifetime and significantly slowed the rate of wound 
healing both for HaCaT and A549 cells. Our data indicates that FA lifetime, but not FA area is essential 
for epithelial cell migration within a monolayer. The effect of FAK kinase on the rate of cell migration 
within the monolayer makes FAK a promising target for antitumor therapy of lung adenocarcinoma.
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