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Прогресс в фундаментальных исследованиях напрямую связан с появлением новых ме-
тодов, которые не просто расширяют устоявшиеся классические представления, но  
могут дать информацию, меняющую их принципиально. По нашим данным, вименти-
новые филаменты, связываясь с митохондриями, определяют их распределение и  под-
вижность в клетках, а также влияют на уровень их мембранного потенциала. Кроме того, 
в  N-концевой части молекулы виментина имеется область, отвечающая за взаимодей-
ствие виментиновых филаментов с митохондриями, а схожие аминокислотные последо-
вательности обнаружены и в других белках. Поскольку уже было показано прямое взаи-
модействие филаментов виментина с микротрубочками и филаментами актина, эти 
факты в совокупности позволили нам предположить, что связь отдельных компонентов 
цитоскелета друг с другом и с митохондриями не ограничивается взаимодействием через 
сшивающие и моторные белки. Виментин (а возможно, и другие белки промежуточных 
филаментов) может регулировать взаимодействие цитоскелета с митохондриями. Инно-
вационное исследование, выполненное с использованием криоэлектронной томогра-
фии, принципиально изменившее наши представления о трехмерной структуре фила-
ментов виментина, побудило нас использовать возможности метода криоэлектронной 
микроскопии, чтобы попытаться идентифицировать сайты связывания виментина с дру-
гими компонентами цитоскелета и митохондриями. Решить эту задачу принципиально 
возможно, если объединить микроскопию сверхвысокого разрешения и криоэлектрон-
ную томографию, что позволит преодолеть существующий «разрыв разрешения» и ре-
шить сопутствующие проблемы.
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Введение
В последние десятилетия исследования в об-

ласти биологии клетки активно развиваются во 
многом благодаря появлению целого ряда инно-
вационных технологий в микроскопии, в том 
числе методов микроскопии сверхвысокого раз-
решения, позволяющих наблюдать биологиче-
ские объекты с  разрешением, превышающим 
дифракционный предел классической оптиче-
ской микроскопии, а  также методик криоэлек-
тронной микроскопии. Сочетание появляющихся 
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технологий позволяет искать подходы к решению 
множества неразрешимых ранее задач, например, 
исследовать взаимодействие внутриклеточных 
структур различного размерного диапазона. 
В области наших интересов – взаимодействие 
митохондрий и компонентов цитоскелета клетки, 
диаметр филаментов которого лежит в  нано- 
размерном диапазоне. Особенно актуальным 
в свете накопленных экспериментальных данных 
представляется взаимодействие митохондрий 
и  промежуточных филаментов. Показано, что  
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виментиновые филаменты, связываясь с  мито-
хондриями, определяют их распределение и под-
вижность в клетках [1] и влияют на уровень их 
мембранного потенциала [2]. В N-концевой части 
молекулы виментина имеется область, отвечаю-
щая за взаимодействие виментиновых филамен-
тов с митохондриями [1], а схожие аминокислот-
ные последовательности обнаружены и  в  других 
белках, например, в десмине. Поскольку извест-
но, что филаменты виментина способны напря-
мую взаимодействовать с микротрубочками  [3] 
и филаментами актина [4], можно предположить, 
что связь отдельных компонентов цитоскелета 
друг с другом и с митохондриями не ограничива-
ется взаимодействием через сшивающие и мотор-
ные белки. Виментин (также как, возможно, 
и другие белки промежуточных филаментов) спо-
собен регулировать взаимодействие цитоскелета 
с митохондриями [5]. Революционное исследова-
ние, выполненное с использованием криоэлек-
тронной томографии и принципиально изменив-
шее наши представления о трехмерной структуре 
филаментов виментина [6], побудило нас исполь-
зовать возможности метода криоэлектронной ми-
кроскопии, чтобы попытаться идентифицировать 
сайты связывания виментина с другими компо-
нентами цитоскелета и митохондриями. Решить 
эту задачу принципиально возможно, если объе-
динить микроскопию сверхвысокого разрешения 
и криоэлектронную томографию. Задача состоит 
в том, чтобы идентифицировать и  подробно  
охарактеризовать ультраструктуру участков свя-
зывания виментина (и,  возможно, других проме-
жуточных филаментов) с митохондриями – 
в  частности, проверить, проходит ли N-конец 
виментина (десмина) только через внешнюю ми-
тохондриальную мембрану в межмембранное 
пространство или проникает через две мембраны 
и входит в митохондриальный матрикс. Исто- 
рически основной проблемой для решения  
соответствующих биологических вопросов для  
флуоресцентной корреляционной световой  
и  электронной микроскопии был так называе- 
мый «разрыв разрешения». Мы надеемся, что ис-
пользование микроскопии сверхвысокого разре-
шения вместо обычной флуоресцентной микро-
скопии в сочетании с корреляционным анализом 
и криоэлектронной томографией позволит нам 
преодолеть «разрыв разрешения» и решить наши 
проблемы.

Цитоскелет клетки – динамичный ансамбль  
из трех компонентов

История развития клеточной биологии, как 
и  большинства естественных наук, напрямую 
связана с появлением новых методов исследова-
ния, позволяющих не только получать принци-
пиально новые знания, но и фундаментальным 
образом пересматривать уже накопленные фак-

ты, расширяя сложившиеся классические пред-
ставления и  давая информацию, меняющую 
их  кардинальным образом. Прекрасным приме-
ром, подтверждающим этот тезис, являются ис-
следования цитоскелета клетки, отдельные ком-
поненты которого – микротрубочки – были 
описаны как «нити веретена деления» во время 
митоза еще в 70-х гг. XIX в. [7–9] исследователя-
ми, использовавшими простейший световой  
микроскоп. 

Позднее выдающийся российский и совет-
ский биолог Николай Константинович Кольцов 
(1872–1940) впервые ввел в обращение термин 
«цитоскелет», само значение которого указывало 
на то, что составляющие его компоненты – види-
мые в световой микроскоп «нити», расположен-
ные в цитоплазме клетки – являются механически 
прочными и неизменными структурами, пред-
ставляют собой своеобразный внутриклеточный 
каркас, подобный скелету человеческого тела. По-
явившийся позднее метод электронной микроско-
пии позволил с точностью до нанометров опреде-
лить толщину филаментов и сделать вывод о том, 
что в составе цитоскелета обнаруживаются три 
типа «нитей» – микротрубочки (структуры диаме-
тром 25 нм), актиновые микрофиламенты (тонкие 
фибриллы толщиной около 6 нм) и промежуточ-
ные филаменты (диаметр которых составляет 
9–10 нм – то есть, по толщине эти филаменты за-
нимают промежуточное положение между двумя 
упомянутыми выше). 

Прогресс в биохимии и иммуноцитохимии 
позволил не только установить различия в хими-
ческом составе трех типов фибрилл, но и описать 
их поведение в живой клетке – оказалось, что 
компоненты цитоскелета не статичны, это дина-
мично изменяющиеся структуры. Основным бел-
ком микротрубочек является белок тубулин, ми-
крофиламенты образует белок актин (поэтому их 
часто называют актиновыми филаментами), эти 
компоненты монобелковые. А вот промежуточные 
филаменты крайне вариабельны по белковому со-
ставу в зависимости от типа клеток и тканей, в ко-
торых они располагаются. Оказалось, что динами-
ческое поведение, функции этих компонентов, 
а  также механизм осуществления этих функций 
заметно различаются [5]. При этом, все три ком-
понента функционируют взаимосвязано, делая 
цитоскелет клеток животных одной из наиболее 
сложноорганизованных и функционально универ-
сальных внутриклеточных систем, участвующих 
в  целом комплексе процессов; от деления клеток 
и  внутриклеточного транспорта до обеспечения 
клеточной подвижности и реакции клеток на 
внешние воздействия. Компоненты цитоскелета 
образуют высокоструктурированную и динамич-
ную сеть, эффективно реагирующую на внешние 
и внутренние сигналы быстрой (в минутной шка-
ле) реорганизацией. 
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КРИОЭМ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ УЧАСТКОВ СВЯЗЫВАНИЯ МИТОХОНДРИЙ С ВИМЕНТИНОМ

Виментин – уникальный белок  
промежуточных филаментов

Дальнейший прогресс, связанный с появлени-
ем новые молекулярно-биологических и клеточ-
ных подходов к исследованиям, а также микроско-
пических методов прижизненных наблюдений, 
обеспечил бурный рост исследований динамики 
и  функциональных особенностей микротрубочек 
и  актиновых филаментов. Промежуточные фила-
менты исследовались не столь активно, интерес 
к их изучению возрос в связи с успехами медицин-
ской генетики. Оказалось, что мутации белков 
промежуточных филаментов связаны с тяжелыми 
заболеваниями человека – кожными болезнями 
(вызываются мутациями кератинов), нервными 
патологиями (связаны с нарушениями нейрофила-
ментов), мышечными дистрофиями (результат му-
таций десмина) и кардиомиопатиями (вызываемы-
ми дефектами десмина и виментина) [10–13]. 
Данные о белковом разнообразии промежуточных 
филаментов свидетельствуют об их индивидуаль-
ной функциональной роли в физиологии различ-
ных клеток. При этом белок виментин, характер-
ный для промежуточных филаментов мезенхи- 
мальных клеток, стоит особняком, являясь уни-
кальным и важным компонентом, вовлеченным 
в функционирование многих типов клеток [5]. Ви-
ментин гораздо чаще других белков промежуточ-
ных филаментов вступает во взаимодействие с дру-
гими белками – количество белков-партнеров 
виментина составляет около 300, тогда как в сред-
нем каждый другой белок промежуточных фила-
ментов взаимодействует с пятьюдесятью другими 
белками [14]. Описанные мутации белков проме-
жуточных филаментов приводят, как правило, 
к  генетическим заболеваниям различной степени 
тяжести, но не приводят к летальному исходу, в то 
же время известны лишь единичные случаи забо-
леваний взрослых людей, причиной которых явля-
ется мутация в гене виментина [15], а нарушение 
регуляции экспрессии виментина является ключе-
вым событием целого ряда заболеваний челове-
ка  [16, 17]. Без участия виментина другие проме-
жуточные филаменты не способны формировать 
нормальную сеть, без его участия не могут нор-
мально идти процессы регенерации и восстановле-
ния тканей после повреждения.

Взаимодействие виментиновых филаментов 
с митохондриями

Как уже указывалось, все компоненты цито-
скелета взаимодействуют друг с другом: микротру-
бочки взаимодействуют с виментиновыми фила-
ментами [18], а актиновые и виментиновые 
филаменты могут быть связаны напрямую при 
участии С-концевого (хвостового) домена молеку-
лы виментина [4]. Функциональная взаимосвязь 
между всеми тремя системами призвана поддер-
живать клеточную структуру и форму, а также ре-

гулировать ее биохимические, механические 
и пространственные свойства. Компоненты цито-
скелета и, особенно, промежуточные филаменты 
формируют в клетке фибриллярную сеть для орга-
низации внутриклеточной архитектуры и транс-
порта, а кроме того, у них обнаружены дополни-
тельные важные функциональные роли, имеющие 
ключевое значение для передачи сигналов о физи-
ологических процессах и стрессе. Их способность 
к взаимодействию с клеточными органеллами, ко-
торые влияют на функции, расположение и регу-
ляцию окислительных процессов, привлекли вни-
мание к этим полимерам как к важнейшим 
платформам для модуляторов белков и органелл. 
Особенно интересна взаимосвязь между особен-
ностями митохондрий и передачей сигналов (на-
пример, их подвижностью и динамикой деле-
ния / слияния) и активностью виментиновых 
филаментов. Известно, что митохондрии в основ-
ном находятся в стационарном состоянии благо-
даря взаимодействиям с цитоскелетом (рис. 1), 
и лишь небольшая их часть находится в процессе 
транспорта по микротрубочкам [19–23]. 

Показано, что митохондрии способны на-
правленно перемещаться в клетке в места наи-
большего потребления энергии, и этот транспорт 
опосредован комплексом моторных белков, свя-
занных с микротрубочками и микрофиламента-
ми  [24, 25]. Связь виментиновых филаментов 
с  митохондриями, по-видимому, чрезвычайно 
важна для обеспечения клеточного митостазиса – 
совокупности процессов слияния и деления мито-
хондрий, митохондриального транспорта и заяко-
ривания митохондрий. 

По нашим собственным данным, виментино-
вые филаменты, связываясь с митохондриями, 
обеспечивают целую совокупность их важнейших 
свойств: определяют их распределение и подвиж-
ность в клетках [1], а также влияют на уровень их 
мембранного потенциала [2]. Нами было показа-
но, что между этими клеточными компонентами 
возможна и прямая связь – в N-концевой части 
молекулы виментина имеется область, отвечаю-
щая за взаимодействие виментиновых филамен-
тов с митохондриями (рис. 2) [1], а схожие амино-
кислотные последовательности обнаружены 
и в других белках, например, в десмине. 

 Поскольку уже было показано прямое взаи-
модействие филаментов виментина с микротру-
бочками [3] и филаментами актина [4], эти факты 
в совокупности позволили нам предположить, что 
связь отдельных компонентов цитоскелета друг 
с  другом и с митохондриями не ограничивается 
взаимодействием через сшивающие и моторные 
белки. Виментин (и, возможно, другие белки про-
межуточных филаментов), по-видимому, может 
взаимодействовать с митохондриями напрямую, 
а  также регулировать их взаимодействие с цито-
скелетом [5].
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Рис. 1. Анализ колокализации митохондрий (средние фото панелей А и Б, окрашены красным цветом) с компонентами цитоске-
лета (левые фото панелей А и Б, окрашены зеленым цветом) на изображениях, полученных с помощью флуоресцентной микро-
скопии сверхвысокого разрешения. А (правое фото), В – взаимное расположение митохондрии и виментина. Б (правое фото), 
Г – взаимное расположение митохондрий и микротрубочек. Голубыми стрелками показаны участки предполагаемой колокали-
зации (окрашены желтым цветом), коричневыми – участки, где колокализация отсутствует. Увеличенные изображения выде-
ленных участков показаны на врезках соответствующим цветом. Масштабные отрезки – 10 мкм и 2 мкм.

Революция в исследование структуры  
виментиновых филаментов 

Революционное исследование, выполненное 
в  прошлом году методом криоэлектронной томо-
графии, коренным образом изменило ставшее уже 
классическим представление о трехмерной струк-
туре виментиновых филаментов [6]. Оказалось, что 
N-концевые фрагменты виментина не локализова-
ны на его поверхности, как предполагалось ранее: 
они ориентированы внутрь филамента, в просвет 
обнаруженной авторами работы полости. Таким 
образом, реконструкция виментинового филамен-
та с помощь криоэлектронной микроскопии поста-
вила перед исследователями целый ряд вопросов – 
в частности, необходимо понять, каким же образом 
осуществляется связывание N-концевых участков 

виментина с митохондриями, неоднократно опи-
санное ранее и характерное не только для вименти-
на [26], но и для десмина [27].

Данные, полученные авторами методом крио-
электронной микроскопии, мотивировали нас ис-
пользовать возможности современных методов 
исследований, чтобы попытаться идентифициро-
вать области связывания виментина с митохон-
дриями и другими компонентами цитоскелета. 
Для решения этой задачи необходимо идентифи-
цировать на светооптическом уровне участки свя-
зывания митохондрий с виментином, определить 
степень их колокализации и исследовать области 
с высокой колокализацией с помощью криоэлек-
тронной томографии. На пути к решению постав-
ленной задачи возникает проблема, описанная ра-
нее как «разрыв в разрешении» («resolution gap»).
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Возможно ли преодолеть «разрыв в разрешении»? 
Основной проблемой при решении задач кор-

реляционной микроскопии, совмещающей ре-
зультаты флуоресцентной светооптической ми-
кроскопии с электронной микроскопией (CLEM, 
Correlative Light-Electron Microscopy), был так на-
зываемый «разрыв в разрешающей способности». 
В то время как разрешение обычного флуорес-
центного микроскопа составляет около 200 нм из-
за дифракции света, электронная микроскопия 
имеет примерно на два порядка более высокое 
разрешение (~1 нм). Эта разница в разрешении 
(«разрыв в разрешении») затрудняет сопоставле-
ние экспериментальной информации, получен-
ной на основе флуоресцентных изображений с по-
мощью светового микроскопа, и электронных 
изображений. Другими словами, неопределен-
ность в локализации конкретных молекул по от-
ношению к точным деталям ультраструктуры 
ограничивает интерпретацию корреляции. По-
пыткой преодолеть разрыв в разрешающей спо-
собности метода CLEM стало использование  
давно распространенного в электронной микро-
скопии подхода – применение ультратонких кри-
осрезов (криосекционирование) для получения 
изображений [28]. При использовании ультратон-
ких криосрезов эффективное осевое разрешение 
флуоресцентной микроскопии может быть увели-
чено до ~50 нм, в зависимости от толщины среза, 
что примерно на порядок превышает обычное 

осевое разрешение в флуоресцентной микроско-
пии (~800 нм) [29]. Этот принцип был применен, 
например, при описании ультраструктуры гранул 
в нейтрофилах [30], а также структурных деталей 
сайтов транскрипции [31]. Однако наиболее важ-
ным достижением в области уменьшения разрыва 
в разрешении стало применение технологии 
сверхразрешения в световой микроскопии для 
анализа флуоресцентно-меченных структур 
в  клетке. В 2006 г. были опубликованы две рево-
люционные статьи, описывающие совершенно 
новые методы – PALM (Photo-Activated Localiza-
tion Microscopy) [32] и STORM (Stochastic Optical 
Reconstruction Microscopy) [33], которые позволи-
ли повысить разрешение флуоресцентной микро-
скопии до ~10–20 нм. Разумеется, методы сверх-
высокого разрешения имеют свои ограничения: 
необходимость использования флуоресцентных 
меток и высокие требования к качеству образца, 
ограниченное время наблюдения для живых объ-
ектов, риск повреждения образца в результате его 
девитрификации, вызванный интенсивностью ла-
зерного излучения, необходимой для получения 
изображений сверхвысокого разрешения. Для  
получения адекватных данных требуется тща- 
тельный подбор условий для съемки образцов, 
а  полученные результаты требуют грамотной ин-
терпретации. Однако эти сложности не останав-
ливают исследователей, поскольку с помощью 
этих методов стало возможным точно определять 
локализацию конкретных молекул в ультраструк-

Рис. 2. Исследование взаимодействия митохондрий с различными элементами цитоскелета методом трансмиссионной элек-
тронной микроскопии (ТЭМ). Несмотря на высокое разрешение, ТЭМ не всегда позволяет сделать однозначный вывод о нали-
чии или отсутствии взаимодействия между митохондриями и компонентами цитоскелета. Синими стрелками показано возмож-
ные области взаимодействия митохондрий с виментиновыми промежуточными филаментами, зелеными – возможные области 
взаимодействия митохондрий с микротрубочками, красными – области, где взаимодействие митохондрий с компонентами  
цитоскелета отсутствует. На фото – клетки культуры REF52 (Rat Embryo Fibroblast 52), ТЭМ, масштабный отрезок – 500 нм. 
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турном контексте, то есть адекватно совмещать 
изображение, полученное с помощью STORM 
(разрешение ~20 нм) и электронномикроскопиче-
ское изображение того же объекта. Использование 
метода STORM позволило напрямую сопостав-
лять молекулярную локализацию с ультраструкту-
рой внутриклеточных органоидов и фибрилляр-
ных структур. Методы, совмещающие супер- 
разрешение и электронную микроскопию, разви-
ваются, появляются работы, где исследователи  
сосредоточены на улучшении визуализации  
и сочетают флуоресцентную микроскопию с крио- 
электронной томографией или другими мето- 
дами криоэлектронной микроскопии, что позво-
ляет идентифицировать даже отдельные моле- 
кулы [34–37].

Заключение
Таким образом, все вышесказанное позволяет 

надеяться на возможность использования ком-
плекса современных методов для преодоления 
«разрыва в разрешении», что дает нам теоретиче-
ское основание рассчитывать на успешное реше-
ние вопросов, связанных с идентификацией 
и  ультраструктурным описанием потенциальных 
мест связывания промежуточных филаментов 
и митохондрий, а значит, позволит разрешить во-
прос о том, каким образом осуществляется связь 
N-концевых участков виментина (расположен-
ных, согласно последним данным, внутри проме-

жуточного филамента) и митохондрий. Анализи-
руя преимущества и ограничения имеющихся 
в  современном арсенале методов микроскопии 
сверхвысокого разрешения, возможно подобрать 
оптимальный для решения поставленной задачи 
метод и далее использовать микроскопию сверх-
высокого разрешения в сочетании с корреляцион-
ным анализом для определения мест связывания 
и  последующей криоэлектронной томографией 
(рис. 3), что позволит нам преодолеть «разрыв раз-
решения» и решить поставленные задачи.

Сочетая выбранный метод микроскопии вы-
сокого разрещения и криоэлектронную томогра-
фию, мы надеемся идентифицировать и детально 
описать ультраструктуру сайтов связывания ви-
ментиновых филаментов (а, возможно, и других 
промежуточных филаментов) с митохондриями – 
в частности, проверить, проходит ли N-конец ви-
ментина (десмина) через наружную мембрану ми-
тохондрий в межмембранное пространство, или 
он проникает через две мембраны и локализован 
в матриксе митохондрии.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№23-74-00036). Настоящая статья не содержит 
описания выполненных авторами исследований 
с  участием людей или использованием животных 
в качестве объектов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Рис. 3. Предлагаемая схема исследования, позволяющая выявлять участки колоколизации митохондрий с компонентами цито-
скелета. На первом этапе по изображениям, полученным методом флуоресцентной микроскопии сверхвысокого разрешения, 
определяются области взаимодействия митохондрий с отдельными компонентами цитоскелета. На втором этапе по полученным 
композитным изображениям митохондрий и одного из компонентов цитоскелета проводится анализ их колоколизации в вы-
бранных областях посредством плагинов программы ImageJ (Fiji). Далее выбранные для анализа участки с высокой степенью ко-
локализации митохондрий с компонентами цитоскелета исследуются при помощи криоэлектронной томографии, позволяющий 
точно установить наличие взаимодействия между органеллами и детально описать области их взаимодействия. 
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Progress in fundamental research is directly related to the emergence of new research methods 
that not only expand the established classical concepts, but can provide information that funda-
mentally changes them. According to our data, vimentin filaments, binding to mitochondria, de-
termine their distribution and mobility in cells, affect the level of their membrane potential, there 
is a region responsible for the interaction of vimentin filaments with mitochondria in the N-ter-
minal part of the vimentin molecule and similar amino acid sequences are found in other pro-
teins, for example, in desmin. Since direct interaction of vimentin filaments with microtubules 
and actin filaments has already been shown, these facts together allowed us to assume that the 
connection of individual cytoskeleton components with each other and with mitochondria is not 
limited to interaction through cross-linker and motor proteins. Vimentin (and possibly other in-
termediate filament proteins) can regulate cytoskeletal interactions with mitochondria. A revolu-
tionary study performed using cryo-electron tomography and fundamentally changing our un-
derstanding of the three-dimensional structure of vimentin filaments motivated us to use the 
capabilities of the cryo-electron microscopy method to try to identify the binding sites of vimen-
tin with other cytoskeletal components and mitochondria. To meet this challenge is fundamen-
tally possible if we combine super-resolution microscopy and cryo-electron tomography, which 
will bridge the existing “resolution gap” and solve associated problems. 
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