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Ингибиторы гистондеацетилазной активности широко используются для остановки пролиферации рако-
вых клеток в клинических испытаниях in vivo и в исследованиях на линиях опухолевых клеток in vitro. Кро-
ме подавления пролиферации опухолевых клеток эти ингибиторы способны индуцировать либо клеточ-
ное старение, либо апоптотическую гибель клеток и аутофагию. Гистондеацетилаза 6 (HDAC6, класс II)
отличается от других HDAC (класса I) преимущественно цитоплазматической локализацией и низкой де-
ацетилазной активностью в отношении гистонов. Более того, HDAC6 деацетилирует ряд негистоновых
белков, включая α-тубулин – компонент микротрубочек, тем самым влияя на их стабильность. Оверэкс-
прессия HDAC6 была обнаружена в различных линиях опухолевых клеток и индуцированных опухолях
мышей. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что HDAC6 участвует в контроле процесса аутофа-
гии, поскольку ацетилирование α-тубулина необходимо для слияния аутофагосом с лизосомами. В насто-
ящей работе мы сравнивали эффекты, производимые ингибитором HDAC бутиратом натрия и тубацином,
который является специфическим ингибитором HDAC6, на E1A + Ras-трансформированные фибробла-
сты мыши (линия mERas). Бутират натрия ингибирует активность HDAC класса I (но не HDAC6). Оказа-
лось, что тубацин вызывает те же эффекты, что и бутират натрия, в отношении подавления роста клеток,
индукции блока клеточного цикла на границе фаз G1/S и клеточного старения. Поскольку тубацин ин-
дуцирует ацетилирование α-тубулина, можно предположить, что определенный уровень ацетилирования
α-тубулина необходим для пролиферации, старения и миграции клеток mERas.
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Ингибиторы HDAC широко используются для
подавления пролиферации опухолевых клеток, так
как вызывают блок клеточного цикла, клеточное
старение или апоптотическую гибель клеток (Shao
et al., 2004; Newbold et al., 2016). Предполагается, что
эти эффекты, по крайней мере частично, опосредо-
ваны ацетилированием нуклеосомных гистонов, что
в свою очередь приводит к активации генов-супрес-
соров опухолей и ингибированию экспрессии генов,
специфичных для пролиферации. Важно отметить,
что большинство из этих процессов может быть реа-
лизовано в опухолевых клетках с мутантным белком
р53, часто стабилизированным в опухолях человека.
Кроме того, ингибиторы HDAC вызывают необра-
тимую остановку клеточного цикла в опухолевых

клетках, экспрессирующих дикий тип p53, за кото-
рой следует либо клеточное старение, либо апопто-
тическая гибель клеток. Стареющие клетки не де-
лятся, но все еще сохраняют жизнеспособность и
секретируют различные факторы роста и цитокины,
поддерживающие так называемый секреторный фе-
нотип (SASP) (Rodier, Campisi, 2011; Laberge et al.,
2015). Тем не менее, такое покоящееся состояние
in vivo потенциально опасно как для этих, так и для
окружающих клеток. Стареющие клетки могут пере-
запустить пролиферацию при определенных усло-
виях, в то время как секретируемые ими факторы
могут индуцировать трансформацию окружающих
нормальных клеток. Следовательно, в практических
клинических целях представляется перспективным
индуцировать апоптотическую гибель стареющих
опухолевых клеток, но это не всегда возможно из-за

Принятые сокращения: ДМСО – диметилсульфоксид; ПААГ –
полиакриламидный гель; HDAC6 – гистондеацетилаза 6; MEF –
эмбриональные фибробласты мыши.
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активации антиапоптотических факторов семейства
Bcl-2 (Adams, Cory, 2007; Delbridge, Strasser, 2015).

Ингибиторы HDAC также могут препятствовать
процессу аутофагии, которая играет важную защит-
ную функцию в опухолевых клетках. Это особенно
важно в тех случаях, когда эти ингибиторы вызыва-
ют старение и гипертрофию клеток. Необходимо
своевременно элиминировать стареющие клетки,
которые продуцируют избыточное количество бел-
ков и других компонентов (Rodier, Campisi, 2011).
Переход клетки от цитопротекторной аутофагии к ее
цитотоксической форме требует тщательного изуче-
ния механизмов аутофагии в опухолевых клетках
(Mathew et al., 2007). Следовательно, использование
ингибиторов HDAC, которые нацелены на цито-
плазматические деацетилазы (Verdel et al., 2000), мо-
жет обеспечить новый подход для подавления про-
лиферации опухолевых клеток и их сопутствующей
элиминации.

В представленной работе мы использовали фиб-
робласты мыши, трансформированные онкогенами
E1A и cHa-Ras (линия mERas), для сравнения эф-
фектов, продуцируемых ингибитором HDAC бути-
ратом натрия, который ингибирует активность
HDAC класса I (но не активность цитоплазматиче-
ской HDAC6) и тубацином, который является спе-
цифическим ингибитором HDAC6 и способствует
ацетилированию α-тубулина. Наши данные показы-
вают, что тубацин способен запускать большинство
клеточных событий, вызываемых ингибиторами
HDAC класса I, а именно бутиратом натрия: G1/S-
блок клеточного цикла, клеточное старение и подав-
ление миграции клеток. Поскольку тубацин преиму-
щественно индуцирует ацетилирование α-тубулина,
можно предположить, что высокий уровень ацети-
лирования α-тубулина в микротрубочках необходим
для пролиферации, старения и клеточной миграции
фибробластов мыши, трансформированных онкоге-
нами E1A и Ras.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки и реактивы. Эмбриональные фибробласты
мыши (MEF) выделяли из эмбрионов через 14–15 сут
после начала беременности. Стабильные трансфор-
мированные клетки MEF (линия mERas) получали с
помощью кальций-фосфатной трансфекции онко-
генов E1A аденовируса Ad5 и активированного cHa-
Ras (Поспелова и др., 1990). Клетки mERas выращи-
вали на среде DMEM, содержащей 10% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки (FCS; HyClone GE, США).
Растворенный в ДМСО тубацин (Sigma, США) и
водный раствор бутирата натрия (Sigma) использо-
вали в концентрациях 2.5–15 мкM и 4 мM соответ-
ственно. Растворенный в ДМСО рапамицин (Cal-
biochem, США) использовали в конечной концен-
трации 500 нM.

Для оценки пролиферативной активности клетки
mERas высевали в чашки диаметром 60 мм. Число
клеток считали на стеклах KOVA (Hycor Biomed, Ве-
ликобритания). Когда число клеток достигало 35 ×
× 104, их обрабатывали 10 мкМ тубацина в течение
24, 48 или 72 ч. Необработанные клетки служили
контролем. Кривые роста строили, исходя из четы-
рех независимых экспериментов.

Жизнеспособность клеток mERas оценивали с
помощью набора Count and Viability (Millipore,
США) на цитометре Muse Cell Analyzer (Millipore) по
методике, рекомендованной производителем.

Анализ распределения клеток по фазам клеточного
цикла. Использовали проточную цитометрию, как
описано ранее (Nelyudova et al., 2007). Клетки про-
мывали фосфатно-солевым буферным раствором
(PBS) и пермеабилизовали 30 мин 0.01%-ным сапони-
ном. Затем клетки инкубировали в PBS, содержвщем
40 мкг/мл йодистого пропидия, 0.1 мг/мл РНКазы A
(все от Sigma) 15 мин при 37°С и анализировали на
цитометре CytoFLEX (Beckman, США). Популяции
контрольных и обработанных клеток в разных фазах
цикла сравнивали с помощью цитометрического
светорассеяния и анализировали в программе Win
MDI, v.2.8. Количество апоптотических клеток оце-
нивали по относительной площади субдиплоидного
пика на гистограммах проточной цитометрии. Для
подсчета апоптотических клеток в двумерном рас-
пределении использовали набор Аннексин V-FITC
(Abcam, США) в сочетании с йодистым пропидием.

МТТ-тест на жизнеспособность клеток. Жизне-
способность клеток оценивали посредством колори-
метрического анализа с помощью 3-(4,5-диметилти-
азол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромидом (MTT,
Sigma). Количество образовавшегося формазаново-
го продукта коррелирует с числом живых клеток.
Приблизительно по 10 тыс. клеток сеяли в 96-луноч-
ные планшеты и обрабатывали в течение 1 сут
2.5 мкМ тубацина и (или) 4 мМ бутиратом натрия в
среде ДМЕМ. Далее в лунки добавляли МТТ
(0.5 мг/мл), растворенный в PBS, и клетки культи-
вировали в течение 1.5 ч при 37°С в CO2-инкубаторе.
Полученные осадки формазана растворяли в ДМСО
(Sigma). Поглощение измеряли при длине волны
570 нм на планшетном спектрофотометре Multiskan-
EX (Thermo Sci., США). Каждый эксперимент по-
вторяли шесть раз с последующим вычислением
средних значений и их стандартных ошибок.

Иммуноблотинг. Клеточные экстракты получали,
лизируя клетки в буфере RIPA, содержащем раствор
PBS, 1% Igepal CA-630, 0.5% дезоксихолата натрия,
0.1% SDS, 1 мМ DTT, набор ингибиторов протеаз
(пепстатин А, леупептин, апротинин (все в концен-
трации 1 мкг/мл), 1 мМ PMSF) и фосфатаз (1 мМ ор-
тованадат натрия, 2.5 мМ EGTA, 20 мМ β-глицерофос-
фат натрия, 10 мМ фторид натрия) (все упомянутые
здесь вещества получены от Sigma). Концентрацию
белка в клеточных экстрактах определяли методом
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Брэдфорд (Bradford, 1976). Пробы по 50 мкг белко-
вых экстрактов разделяли с помощью электрофореза
в 10–15%-ном ПААГ, переносили на мембрану
PVDF Immobilon-P (Millipore, США) с размером пор
0.45 мкм. Эти мембраны инкубировали с первичны-
ми антителами в буфере TBS с 5%-ным BSA в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Марке-
рами молекулярной массы служил набор окрашен-
ных стандартных белков SeeBluePlus2 (Invitrogen,
США). В качестве вторых антител использовали ко-
зьи антитела против иммуноглобулинов кролика
или кроличьи антитела против иммуноглобулинов
мыши (все от Sigma), конъюгированные с перокси-
дазой хрена. Белки на мембранах визуализировали с
помощью наборов ECL Optiblot (Abcam) или Super
Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Sci.), используя систему гель-документации
PXi6 Access (Syngene, Великобритания). Нужные бел-
ковые полосы денситометрировали и нормализовали
относительно контрольных полос и стандартного бел-
ка, обычно α-тубулина. Иммуноблотинг определен-
ных белков повторяли не менее 3 раз. На рисунках
приведены иммуноблоты, в которых интенсивности
интересующих белковых полос близки средним зна-
чениям полос, полученных в нескольких электрофо-
резах. Погрешности определения интенсивности
белковых полос обычно составляли ±0.1 отн. ед.

Использовали первичные антитела к следующим
белкам: α-тубулину (T5168; Sigma), LC3 (PM036;
MBL, США), ацетилированному по лизину-40 α-тубу-
лину (cs-5335), ацетилированному по лизинам-9/14
гистону H3 (cs-9677), фосфо-S6 (cs-2211), S6 (cs-2317),
фосфо-4E-BP1 (cs-9459), SQSTM1/p62 (cs-5114), фос-
фо-ULK1 по Ser555 (cs-5869) и Ser757 (cs-14202),
фосфо-AMPKα по Thr172 (cs-2535) (все от Cell Sig-
naling, США).

Миграция клеток в монослое. Этот анализ прово-
дили, как описано ранее (Romanov et al., 2010). Клет-
ки mERas росли на чашках 35 мм 1 сут, затем в моно-
слое делали рану путем удаления клеток с помощью
наконечника 200 мкл. Оставшиеся прикрепленные
клетки дополнительно промывали средой DMEM.
Для оценки влияния тубацина или бутирата натрия
на миграцию клеток в рану, их культивировали в
среде DMEM дополнительно в течение 48 ч в при-
сутствии тубацина и (или) бутирата, или без этих ин-
гибиторов (контроль). Затем раны фотографировали
под микроскопом Axiovert с 5-кратной линзой. Ин-
тегральную плотность клеток считали на 5 равных
участках для каждой раны с использованием про-
граммы ImageJ. Достоверность различий оценивали
с помощью t-критерия Стьюдента.

Протеасомная активность. Химотрипсин-, трипсин-
и каспаза-подобные пептидазные активности протеа-
сом определяли, используя флуорогенные субстраты
Succ-LLVY-AMC, Ac-RLR-AMC и Z-LLE-AMC соот-
ветственно в концентрации 50 мкМ, которые рас-
творяли в буфере, содержащем 50 мМ трис-HCl,

pH 7.5, 1 мМ MgCl2, 10 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 5 мМ
АТФ (Sigma). Клеточные экстракты инкубировали с
субстратами 45 мин при 37°С, как было описано ра-
нее (Kulichkova et al., 2010). Количество высвобож-
денного вещества АМС определяли по интенсивно-
сти флуоресценции с помощью флуориметра Glo-
max Multi (Promega, США), используя длину волны
возбуждения и эмиссии соответственно 365 и 440 нм.
Для контроля специфичности перед добавлением
субстратов клеточные экстракты обрабатывали про-
теасомным ингибитором MG132 (100 мкМ; Milli-
pore) или его растворителем для контроля (ДМСО) в
течение 20 мин при 4°С.

Анализ клеточного старения. Старение клеток
контролировали путем анализа активности β-галак-
тозидазы (SA-β-gal), связанной со старением, как
описано ранее (Dimri et al., 1995). Клетки mERas вы-
ращивали на покровных стеклах 72 ч. Окрашивание
SA-β-gal после обработки фиксированных клеток
раствором X-gal (Sigma) наблюдали в проходящем
свете и фотографировали под микроскопом Pascal
LSM5 (Zeiss, Германия) при увеличении объектива
40×.

Анализ аутофагии. Уровень аутофагии в клетках
оценивали, используя набор CYTO-ID (Enzo Life
Sci., США), который содержал флуоресцентный
краситель, специфически и количественно связыва-
ющийся с аутофагическими вакуолями. Живые сус-
пендированные клетки mERas инкубировали с кра-
сителем CYTO-ID в течение 30 мин при 37°C в тем-
ноте в соответствии с протоколом производителя и
анализировали с помощью проточной цитометрии
при длине волны 488 нм. Эти эксперименты повто-
ряли не менее 4 раз.

Статистический анализ. Представленные здесь
средние значения количественных данных и их
средние квадратичные отклонения являются резуль-
татами по крайней мере 3-х независимых экспери-
ментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Тубацин индуцирует блок клеточного цикла на гра-
нице G1 и S фаз. Ранее мы показали (Abramova et al.,
2006; Romanov et al., 2010), что бутират натрия (инги-
битор HDAC класса I) способен индуцировать как
необратимый блок клеточного цикла, так и клеточ-
ное старение в клетках mERas. В данной работе мы
хотели проверить, может ли специфический инги-
битор тубацин цитоплазматической HDAC6 класса
II оказывать такое же действие на клетки mERas, как
и бутират натрия. Известно, что бутират не ингиби-
рует активность HDAC6 (Guardiola, Yao, 2002; Davie,
2003) и способен индуцировать ацетилирование α-
тубулина, хотя и в меньшей степени по сравнению с
тубацином (Zhang et al., 2003). Данные, представлен-
ные на рис. 1а, показывают, что тубацин значитель-
но увеличивает ацетилирование α-тубулина по срав-
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нению с бутиратом натрия, что хорошо видно при
использовании оптимальной экспозиции ECL. Это
различие в активностях двух ингибиторов HDAC для
субстрата α-тубулина оценивается в десятки раз,
причем оно проявляется при минимальной исполь-
зуемой концентрации тубацина – 2.5 мкМ (рис. 1а).
Такая концентрация была предложена ранее (Hag-
garty et al., 2003) как действенная в клетках A549.
Влияние бутирата натрия на ацетилирование α-ту-
булина очень низкое по сравнению с тубацином и
может наблюдаться только после длительной экспози-
ции мембраны в процессе ECL (данные не показаны).
Поэтому при их совместном действии вклад 4 мМ бу-
тирата натрия мал и практически теряется на фоне
действия 2.5 мкМ тубацина (рис. 1а). С другой сто-

роны, тубацин на порядок меньше влияет на ацети-
лирование таких неспецифических для него суб-
стратов, как гистоны, в частности гистон H3 по срав-
нению с бутиратом натрия (рис. 1б), что согласуется
с другими исследованиями (Haggarty et al., 2003;
Depetter et al., 2019).

Кроме того, тубацин оказывает сильное антипро-
лиферативное действие, о чем свидетельствуют дан-
ные проточной цитометрии и анализа жизнеспособ-
ности клеток (МТТ) (рис. 2а, б; рис. 3а). Согласно
данным проточной цитометрии (рис. 2а), тубацин
способен индуцировать остановку клеточного цикла
перед фазой S и уменьшать долю вовлеченных в S-фа-
зу клеток. Следует отметить, что тубацин несколько
менее эффективен в индукции G1/S-блока клеточ-
ного цикла, чем бутират натрия в определенных экс-
периментальных условиях. Как показано другими
авторами (Namdar et al., 2010), в трансформирован-
ных клетках LNCaP тубацин также может индуциро-
вать остановку в фазе G1, и, судя по анализу тран-
скриптов, он уменьшает экспрессию 72 генов, из ко-
торых 40% относятся к клеточному циклу, включая
специфические гены для перехода G1/S. Кроме того,
тубацин способен ингибировать пролиферацию дру-
гих опухолевых клеток (линий PC3 клеток простаты и
TNBC молочной железы) и повышать экспрессию ге-
на p21Waf1 (Sobue et al., 2016; Yu et al., 2017).

Тем не менее, сам по себе тубацин не вызывал
апоптотической гибели клеток mERas в пределах ис-
пользуемых концентраций (2.5–10 мкМ), что следу-
ет из малой величины субдиплоидного пика ДНК на
рис. 2б. Однако в отличие от клеток mERas, в других
типах опухолевых клеток, например, в клетках
острого лимфобластного лейкоза, тубацин может
индуцировать апоптоз наряду с подавлением проли-
ферации (Aldana-Masangkay et al., 2011). Параллель-
но с индукцией G1/S-блока клеточного цикла туба-
цин снижает их жизнеспособность, которую оцени-
вали по МТТ-тесту (рис. 3а) и также уменьшает
количество растущих клеток, судя по анализу кри-
вых роста (рис. 3б). Таким образом, тубацин снижает
жизнеспособность клеток mERas в большей степе-
ни, чем бутират натрия.

Тубацин способствует гипертрофии и старению
трансформированных клеток mERas. Измерение пря-
мого светорассеяния методом проточной цитомет-
рии клеток mERas, обработанных тубацином, пока-
зало, что тубацин увеличивает размер клеток (вызы-
вает их гипертрофию) (рис. 2в), что считается
необходимым шагом для развития клеточного старе-
ния. Хотя гипертрофия клеток выражена не в такой
степени, как в случае бутирата натрия, тем не менее,
длительная обработка тубацином в течение 72 ч вы-
зывает экспрессию маркера стареющих клеток SA-
β-Gal (окрашивание показано на рис. 4а). В сово-
купности данные свидетельствуют о том, что ацети-
лирование α-тубулина в трансформированных клет-
ках mERas после действия тубацина способствует

Рис. 1. Тубацин (Туб) способствует накоплению ацети-
лированного α-тубулина в цитоплазме клеток mERas. а –
Имуноблот с антителами к ацетилированной (Ац) и неа-
цетилированной формам α-тубулина после электрофо-
реза клеточных экстрактов (50 мкг) в 10%-ном ПААГ;
клетки обрабатывали 2.5 мкМ Туб и (или) 4 мМ бутирата
натрия (Бут) в течение 24 или 72 ч; нормализованные
значения (отношения интенсивности полос ацетилиро-
ванной и неацетилированной форм α-тубулина) показа-
ны между панелями. б – Иммуноблот с антителами к ги-
стону H3, ацетилированному по лизинам 9/14, и к α-ту-
булину после электрофореза в 12.5%-ном ПААГ белков
(50 мкг) из клеток mERas, обработанных 5 мкМ Туб или
4 мМ Бут в течение 24 или 72 ч; К – контрольные необра-
ботанные клетки. Положение маркерного белка 16 кД
указано стрелкой справа; нормализованные значения
(отношения интенсивности полос ацетилированного Н3
к α-тубулину) показаны между панелями.
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остановке клеточного цикла в фазе G1 с последую-
щей индукцией гипертрофии и старения клеток. Таким
образом, ацетилирование гистонов, индуцированное
обработкой клеток бутиратом натрия и сопровождаю-
щееся индукцией бутират-опосредованного клеточно-
го старения (Romanov et al., 2010), не является един-
ственным условием для осуществления старения.

Тубацин ингибирует миграцию клеток в монослое.
Ранее мы показали, что после обработки бутиратом
натрия клеток mERas значительно снижается мигра-
ция, и эта особенность сильно зависит от экспрес-
сии гена p21Waf1 (Romanov et al., 2010). Для оценки
подвижности клеток широко используется процеду-
ра миграции клеток в рану in vitro (зарастание раны в
монослое). Результаты, представленные в рис. 4б,
показывают, что тубацин также ингибировал мигра-
цию клеток mERas в рану после обработки в течение
48 ч, хотя и в меньшей степени, чем бутират натрия.
Для сравнения эффектов, производимых бутиратом
и тубацином, с помощью программы ImageJ считали
интегральные плотности клеток, мигрировавших в
рану, на 5 равных полях соответствующих ран моно-
слоя.

Рис. 2. Длительное воздействие тубацина (Туб) вызывает
G1/S-блок клеточного цикла и гипертрофию клеток
mERas, но не их апоптотическую гибель. а – Распределе-
ние клеток по фазам клеточного цикла в контроле и по-
сле действия 5 мкМ Туб или 4 мМ бутирата натрия (Бут)
в течение 24, 48 и 72 ч по данным проточной цитометрии.
На столбцах указаны средние значения (%) доли клеток в
каждой фазе и их погрешности (вертикальные отрезки)
из 5 экспериментов. б – Распределение клеток по фазам
клеточного цикла по данным проточной цитометрии
контрольных клеток mERas (К) и клеток после действия
5 мкМ тубацина (Туб) в течение 72 ч; процентное содер-
жание апоптотических клеток оценивали по площади
субдиплоидных пиков ДНК, которые обозначены стрел-
ками. в – Размеры клеток относительно контрольных
клеток (первый столбец), определенные по светорассеи-
ванию при проточной цитометрии; указаны средние раз-
меры и их ошибки из 5 экспериментов.
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Рис. 3. Тубацин снижает жизнеспособность клеток
mERas и замедляет их пролиферацию. а – МТТ-анализ
клеток mERas, культивируемых с 2.5 мкМ тубацина
(Туб), или с 4 мМ бутирата натрия (Бут), или с двумя ре-
агентами вместе (Туб + Бут) в течение 24 ч; К – контроль-
ные клетки; показаны средние количества живых клеток
относительно контроля (К) и их ошибки из 4 экспери-
ментов. б – Кривые роста контрольных клеток mERas (К)
и клеток, обработанных 10 мкМ тубацина (Туб) в течение
24, 48 и 72 ч.
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Различия между заросшей раной контрольных
клеток (в среде DMEM) и ранами, культивируемы-
ми в присутствии тубацина и (или) бутирата натрия
(рис. 4б) являются значимыми при P = 0.005 в соответ-
ствии с t-критерием Стьюдента. Можно предполо-
жить, что индуцированное тубацином ацетилирование
α-тубулина служит важным фактором уменьшения
стремлений клеток к миграции и метастазированию. В
другой работе (Ding et al., 2014) также показано, что
тубацин значительно подавлял миграцию и инвазию
клеток лимфомы Беркитта. Таким образом, ингиби-
рование HDAC6 тубацином и сопутствующее гипе-
рацетилирование α-тубулина способствуют таким
изменениям структуры цитоскелета, которые сни-

жают миграционный потенциал трансформирован-
ных клеток.

Активность mTOR и аутофагия. Выше было пока-
зано, что ингибирование активности HDAC6 подав-
ляет рост и миграцию клеток mERas, а также индуци-
рует старение клеток. HDAC6 имеет цитоплазматиче-
скую локализацию и не участвует в деацетилировании
гистонов, тогда как она деацетилирует α-тубулин –
компонент микротрубочек, тем самым влияя на их
стабильность (Verdel et al., 2000; Matsuyama et al.,
2002; Asthana et al., 2013). Следовательно, ингибиро-
вание HDAC6, способствующее ацетилированию α-
тубулина, может мешать другому сигнальному пути
и кооперировать с противораковыми препаратами,

Рис. 4. Длительная обработка клеток mERas тубацином вызывает клеточное старение в той же степени, что и бутират натрия,
а также препятствует миграции клеток в рану. а – Клетки mERas выращивали в течение 72 ч на покровных стеклах в среде
DMEM (контроль) или в присутствии 5 мкМ тубацина (Туб) или 4 мМ бутирата натрия (Бут), затем их окрашивали на SA-β-
gal; масштабный отрезок под фотографиями справа – 25 мкм. б – Зарастание раны на монослое клеток, нанесенной через 24 ч
культивирования, в среде DMEM (контроль зарастания), в присутствии 2.5 мкМ тубацина (Туб), или (и) 4 мМ бутирата на-
трия (Бут) в течение еще 48 ч культивирования; средние значения интегрированных плотностей клеток в ране показаны под
фотографиями. За 1 ед. отн. плотности принимали плотность в местах раны, где отсутствуют клетки.
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вызывающими деполимеризацию микротрубочек.
Например, в клетках немелкоклеточного рака легко-
го активность HDAC6 поддерживает высокий уро-
вень экспресии рецептора Notch1 и соответствую-
щий сигнальный путь, важный для выживания и
пролиферации этих опухолевых клеток, поэтому ту-
бацин и соединения, подобные ингибиторам HDAC,
могут быть потенциальными терапевтическими
агентам для пациентов с таким раком (Deskin et al.,
2020). Тубацин в низких концентрациях способству-
ет пролиферации стволовых стромальных клеток
костного мозга и усиливает их механические свой-
ства при увеличении содержания ацетилированного
α-тубулина, причем его действие опосредуется через
MEK/ERK-сигнальный каскад (Liang et al., 2019).

Поскольку клеточное старение, индуцированное
ингибиторами HDAC класса I, сопровождается
остановкой деления клеток, но не прекращением их
роста и синтеза белков, мы проверили уровень ак-
тивности mTOR-сигнального пути в клетках mERas,
обработанных тубацином, анализируя фосфорили-
рование мишеней mTOR: содержание фосфорили-
рованного рибосомного белка S6 (p-S6) и фосфори-
лированного эукариотического фактора инициации
транскрипции 4E-BP1 (p-4E-BP1). Представленные
на рис. 5а данные показывают, что тубацин увеличи-
вает фосфорилирование 4E-BP1 через 24 ч, затем
уровень p-4E-BP1 сохраняется в течение 72 ч, но со-
держание его изоформ меняется. Что касается S6, то
тубацин слабо способствует его фосфорилированию
через 24 ч, которое резко снижается к 72 ч (рис. 5а).
Таким образом, длительное воздействие тубацина
снижает активность mTOR и в то же время вызывает
клеточное старение, что отличается от результатов,
полученных с бутиратом натрия (Romanov et al.,
2010), который и индуцирует старение, и активирует
mTOR-путь.

Поскольку мы показали модуляцию уровней
mTOR в клетках mERas, обработанных тубацином,
важно выяснить, как изменяется уровень аутофагии
в клетках. Хорошо известно, что высокая активность
mTOR негативно регулирует аутофагию посред-
ством ингибиторного фосфорилирования белка
ULK-1 (Atg-1) с сопутствующими изменениями двух
маркерных белков аутофагии: LC3-II, связанного с
мембранами аутофагосом (Kuma et al., 2007), и на-
коплением p62/SQSTM1, белка секвестосомы 1,
(Bjørkøy et al., 2006; Sahani et al., 2014), который мо-
жет взаимодействовать с HDAC6 и регулировать ее
деацетилазную активность (Yan et al., 2013).

Действительно, белок р62 значительно накапли-
вается при обработке тубацином (рис. 6в). Подобное
накопление белка р62 в цитоплазме было подтвер-
ждено с помощью иммунофлуоресценции с испол-
зованием антител к р62 (данные не показаны). Здесь
мы показали, что тубацин индуцировал старение
клеток mERas (рис. 4а), а ранее были получены дан-
ные о том, что в стареющих фибробластах могут на-

капливаться агрегаты белка p62 (Gamerdinger et al.,
2009). Хотя обычно уровень p62 обратно коррелиру-
ет с уровнем аутофагии, но это относится к полному
циклу аутофагии. Так, в нормальных MEF и транс-
формированных клетках HepG2 белок p62 накапли-
вается во время развития аутофагии (Sahani et al.,
2014). В клеточных линиях PC3 и LNCaP рака про-
статы тубацин вызывал накопление p62 благодаря
непосредственной регуляции его стабильности неза-
висимо от стадии аутофагии (Watson et al., 2016). По-
скольку белок р62 физически связан с HDAC6 в ци-
топлазме, он может модулировать ее деацетилазную
активность, так что накопление р62 возможно снижа-
ет активность HDAC6 (Yan et al., 2013). В целом, со-
держание p62 модулируется различными стимулами:
окислительным стрессом, активностью киназных
каскадов Ras/MAPK и JNK, индуктором аутофагии
ресвератролом (Liu et al., 2016). Например, ресвера-
трол активирует экспрессию p62 через JNK-путь и
инициирует аутофагию в клетках K562 (Puissant et al.,
2012).

Мы также проверили уровень фосфорилирова-
ния белка ULK1 – мишени для киназы AMPK. Туба-
цин вызывает, главным образом, AMPK-зависимое
фосфорилирование по серину-555 (S555), тогда как
фосфорилирование по S757 (мишени mTOR) лишь
слегка повышено (рис. 5б). Это означает, что AMPK-
зависимое фосфорилирование ULK1 (по S555) спо-
собствует активации аутофагии (Egan et al., 2011), то-
гда как mTOR-зависимое фосфорилирование по
S757 слабо ингибирует аутофагию (Kim et al., 2011).
Кроме того, тубацин способен непосредственно ак-
тивировать киназу AMPKα (Hawley et al., 1996), уси-
ливая ее фосфорилирование по Thr172 с максиму-
мом через 48 ч (рис. 5в).

Так как ацетилирование α-тубулина необходимо
для слияния аутофагосом с лизосомами, HDAC6, ве-
роятно, участвует в контроле процесса аутофагии
(Lee et al., 2010). Обработка клеток тубацином в тече-
ние 24 ч несильно увеличивает превращение цито-
плазматического белка LC3-I в форму LC3-II, свя-
занную с мембранами аутофагосом (рис. 6б), в то время
как это превращение хорошо заметно через 72 ч, что
свидетельствует об увеличении уровня аутофагии в
обработанных тубацином клетках через 3 сут.

Эти результаты согласуются с данными, полу-
ченными с помощью набора для аутофагии CytoID
(рис. 6а). Можно видеть, что в клетках mERas ин-
дуктор аутофагии рапамицин действительно увели-
чивает количество обнаруженных аутофагосомных
вакуолей в среднем в 1.4 раза, в то время как после
суточного воздействия тубацина это значение до-
стигает 1.6 раза (рис. 6а). Таким образом, все эти ре-
зультаты показывают, что тубацин действительно
усиливает по крайней мере начальную стадию ауто-
фагии. Подобное действие тубацина на уровень
аутофагии также наблюдали в подоцитах (Liang et al.,
2020). Эта его роль в сочетании с другими противо-
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пухолевыми препаратами может быть перспектив-
ной для противораковой терапии (Janku et al., 2011).
Так, недавно показали, что комбинация тубацина с
эрастином – блокатором транспорта цистеина – ин-

дуцирует гибель немезенхимных клеток TNBC рака
молочной железы (Alothaim et al., 2021).

Тубацин в сочетании с бортезомибом индуцирует
апоптоз. Контрольные клетки mERas показывают

Рис. 5. Тубацин (Туб) индуциует фосфорилирование белков AMPKα, ULK1 (зависимое от AMPK) и 4E-BP1 – мишени
mTOR. а – Иммуноблот с антителами к фосфорилированным формам белков 4E-BP1 (p-4E-BP1) и S6 (p-S6), а также к не-
фосфорилированному белку S6 после электрофореза клеточных экстрактов (50 мкг) в 10%-ном ПААГ. Клетки обрабатывали
или не обрабатывали (−, контроль) 5 мкМ Туб в течение 24 или 72 ч; позиции маркерных белков указаны справа; отн. значе-
ния денситометрии полос p-S6/S6 показаны между панелями. б – Иммуноблот с использованием антител к α-тубулину и бел-
ку ULK1, фосфорилированному по серину757 (S757) или 555 (S555), после электрофореза экстрактов клеток mERas в 10%-
ном ПААГ. Клетки обрабатывали или не обрабатывали (−, контроль) 10 мкM Туб в течение 24 или 72 ч; указано положение
маркерного белка 148 кД; отн. значения денситометрии полос р-ULK1/α-тубулин показаны между панелями. в – Имму-
ноблот с антителами к AMPKα, фосфорилированному по треонину-172 (р-AMPK), и к α-тубулину после электрофореза экс-
трактов клеток mERas в 10% ПААГ; клетки обрабатывали или не обрабатывали (−) 10 мкM Туб в течение 24, 48 и 72 ч; отн.
значения денситометрии полос р-АМPК/α-тубулин показаны между панелями.

а
2.5 мкМ Туб, ч:

p-S6

p-S6/S6:

p-4E-BP1

– 24 72

б

в

10 мкМ Туб:

p-ULK1

p-ULK1/α-тубулин:

p-AMPK/α-тубулин:

α-тубулин:

p-AMPK

α-тубулин

Время, ч:

– + +

24

1.0 1.0

24 72

– + +

24 24 72

36

1.0 1.0

36

22

S6

0.4

10 мкМ Туб:

Время, ч:

– + +

24 24 48

+

72

(S757)
p-ULK1
(S555)

1.2 1.3 1.7 3.0

1.0 1.3 1.8 1.4

148



552

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 6  2022

КУКУШКИН и др.

высокий уровень протеосомной активности, в част-
ности химотрипсин-подобной активности, которая
дополнительно возрастает при действии тубацина
(рис. 7а). Поскольку химотрипсин-подобная актив-
ность очень чувствительна к бортезомибу, ингиби-
тору протеосомной активности, мы проверили, мо-
жет ли тубацин в сочетании с бортезомибом вызы-
вать синергический антипролиферативный эффект
в клетках mERas. Действительно, данные проточной
цитометрии (рис. 7б1) показывают, что тубацин и
бортезомиб вместе уменьшают S-фазу клеточного
цикла до 18%. Интересно, что отдельно бортезомиб
способен индукцировать G1/S-блок в клеточном
цикле mERas, причем доля G1-фазы возрастает при
увеличении концентраци бортезомиба (рис. 7в1).
Индуцированный бортезомибом G1/S-блок также
наблюдали в некоторых линиях опухолевых клеток
(хондросаркомы, В-лимфомы Раджи) (Bao et al.,
2017; Gu et al., 2017), тогда как G2/M-блок цикла был
обнаружен в других опухолевых клетках (саркомы
Ивинга, рефрактерной B-лимфомы мантии, коло-
ректального рака) (Lu et al., 2008; Hutter et al., 2012;
Rastogi, Mishra, 2012).

Супрессорное действие бортезомиба на клеточ-
ный цикл можно объяснить индукцией экспрессии
ингибиторов клеточного цикла (р21, р27, р15) (Lu et al.,
2008; Hutter et al., 2012; Rastogi, Mishra, 2012), а также
его способностью препятствовать деградации этих
регуляторных белков (Lu et al., 2008; Gu et al., 2017).

При низкой концентрации (10 нМ) бортезомиб
не вызывает заметной апоптотической гибели кле-
ток mERas (рис. 7б2, в2). После совместной обработ-
ки тубацином и бортезомибом наблюдали дополни-
тельный (синергетический) эффект по снижению
доли клеток в S-фазе (рис. 7б1). В то же время, по
данным проточной цитометрии в клетках, обрабо-
танных тубацином и бортезомибом, наблюдали уве-
личение субдиплоидного пика как характеристики
продолжающейся апоптотической гибели клеток
(рис. 7б2). Этот факт можно объяснить значитель-
ным снижением жизнеспособности клеток mERas
при совместном действии тубацина и бортезомиба,
которое выявлялось с помощью набора Count and
Viability (рис. 8а). Повышенная апоптотическая ги-
бель клеток mERas в присутствии тубацина и борте-
зомиба подтверждается проточной цитометрией с
использованием набора Аннексин-V-FITC и после-
дующим анализом двупараметрического распреде-
ления клеток (рис. 8б, в).

Ранее аналогичный комбинированный эффект
был обнаружен для клеток множественной миеломы
человека (Hideshima et al., 2005). При использовании
другой модели было показано, что комбинация бор-
тезомиба и индуцирующего аутофагию рапамицина
может подавлять гепатоцеллюлярную карциному
мыши (Wang et al., 2012). В совокупности эти результа-
ты показывают, что ингибитор HDAC6 тубацин усили-
вает протеосомную активность в клетках mERas, а сов-

Рис. 6. Тубацин (Туб) увеличивает количество аутофаго-
сомных вакуолей (АВ) в клетках mERas. а – Количество
АВ в контроле (К) и при действии рапамицина (индукто-
ра аутофагии; Рап, 0.5 мкМ) и Туб (5 мкМ) в течение 24 ч;
значения относительно контроля (К), принятого за 1 ед.,
показаны внутри столбцов; контрольные клетки культи-
вировали с растворителем реагентов ДМСО; суспенди-
рованные клетки (5–7 × 105) добавляли к компонентам
флуоресцентного набора для обнаружения аутофагии
CYTO-ID® и анализировали в проточном цитометре (см.
раздел “Материал методика”). б – Иммуноблот с антите-
лами к белкам LC3 (формы I и II) и α-тубулину после
электрофореза 50 мкг экстрактов клеток в 15%-ном
ПААГ; показаны клетки контрольные (−) и обработан-
ные 5 мкМ Туб 24, 48 и 72 ч; относительные значения
денситометрии полос LC3-II/α-тубулина указаны между
панелями. в – Иммуноблот с антителами к убиквитин-
связывающему белку SQSTM1/p62 (р62) и белку S6 после
электрофореза экстрактов клеток в 10%-ном ПААГ;
клетки обрабатывали 5 мкМ Туб 24 и 72 ч; (−) – кон-
трольные клетки; значения относительной денситомет-
рии полос p62/S6 указанымежду панелями.

64

36

а

б

в

5 мкМ Туб, ч:

LC3

LC3-II/α-тубулин:

α-тубулин

1.0 0.9 0.9

S6

p62/S6:

p62

5 мкМ Туб, ч:

24– 48 72

2.0

1.6

1.2

0.8

0.4
0.2

1.8

1.4

1.0

0.6

0
K Рап Туб

1 1.4 1.6О
тн

. к
ол

ич
ес

тв
о 

А
В

I

II

1.4

24– 72

1.0 1.5 2.2



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 6  2022

ТУБАЦИН, ИНГИБИТОР ГИСТОНДЕАЦЕТИЛАЗЫ 6, ВЫЗЫВАЕТ 553

местное воздействие тубацина и бортезомиба оказыва-
ет дополнительное антипролиферативное действие и
вызывает апоптотическую гибель клеток.

Суммируя, можно сказать, что ингибитор
HDAC6 тубацин действует через ацетилирование α-
тубулина, который является основным компонен-
том микротрубочек, участвующих в процессе ауто-
фагии. Подобно ингибитору HDAC бутирату на-
трия, тубацин вызывает остановку клеточного цикла
на стадии G1/S, подавляет пролиферацию клеток
mERas, а также вызывает их гипертрофию и клеточ-
ное старение, что приводит к подавлению миграции
клеток в рану. Следует отметить, что тубацин осу-
ществляет все эти эффекты при гораздо более низ-

ких концентрациях (микромолярных) по сравнению
с бутиратом натрия (4 мМ).

Полученные результаты показывают, что туба-
цин способен индуцировать по меньшей мере пер-
вые стадии аутофагии путем активации как AMPK-
зависимого фосфорилирования ULK1, так и самого
фосфорилирования AMPKα. Хотя белок LC3-II на-
капливается в течение 72 ч после обработки клеток
тубацином, слияние аутофагосом и лизосом, по-ви-
димому, не происходит. Комбинация протеосомно-
го ингибитора бортезомиба в наномолярных концен-
трациях и тубацина очень эффективна для индукции
апоптотической гибели клеток mERas, что предпола-
гает перспективное использование ее для элиминации
Ras-экспрессирующих опухолевых клеток.

Рис. 7. Протеосомный ингибитор бортезомиб (Бз) усиливает индуцированный тубацином G1/S-блок клеточного цикла и в
сочетании с тубацином (Туб, 5 мкМ) способствует апоптотической гибели клеток mERas. а – активность химотрипсин-по-
добной пептидазы с флуорогенным субстратом (50 мкМ, Enzo) в экстрактах клеток (5 мкг белка) после обработки ингибито-
ром HDAC в течение 72 ч; К – контрольные клетки, Бут – 4 мМ бутират натрия; значения активности пептидазы относитель-
но контроля (К), принятого за 1 ед., показаны внутри столбцов. б1 – Распределение клеток по фазам клеточного цикла после
суточной обработки 15 мкМ Туб и (или) 10 нМ Бз по данным проточной цитометрии, (−) – контрольные клетки; указаны
средние значения и их ошибки по 3 экспериментам. б2 – доля (в %) апоптотирующих клеток, измеренная по площади пиков
субдиплоидной ДНК для одного из экспериментов, представленного на диаграмме б1. в1 – Распределение клеток по фазам
клеточного цикла после обработки (24 ч) Бз в концентрации 10, 15 и 20 нМ; (−) – контрольные клетки; указаны средние зна-
чения и их ошибки по 3 экспериментам. в2 – Доля (в %) апоптотирующих клеток, измеренная по площади пиков субдипло-
идной ДНК для одного из экспериментов, представленного на диаграмме в1.
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Рис. 8. Совместное действие тубацина (Туб, 15 мкМ) и бор-
тезомиба (Бз, 15 нМ) значительно снижает жизнеспособ-
ность клеток mERas вследствие активации апоптоза. а –
Жизнеспособность клеток, оцененная с помощью набора
Count and Viability для цитометра Muse Cell Analyzer, (−) –
контроль; процентное количество живых клеток указано
внутри столбцов. б – Двупараметрическое распределение
клеток (содержание ДНК против Аннексин V-FITC) по
данным проточной цитометрии; показаны контрольные
клетки (К), действие Туб, Бз, раздельно и совместно. в –
Диаграмма по результатам одного из экспериментов, пред-
ставленного в части б этого рисунка; показано процентное
содержание апоптотических клеток.
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Tubacin, a Histone Deacetylase 6 Inhibitor, Causes α-Tubulin Acetylation, Cell Cycle Arrest, 
Senescence and Suppression of Migration of Mouse Fibroblasts Transformed 

by E1A and cHa-ras Oncogenes
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Inhibitors of histone deacetylase activity (HDACs) are widely used to block proliferation of cancer cells in clinical
trials in vivo and in studies on tumor cell lines in vitro. Some inhibitors reached to the clinical stage (SAHA, Class I).
In addition to the suppression of cancer cell proliferation, they are capable of inducing either cellular senescence or
apoptotic cell death and autophagy. HDAC6 (Class II) is different from other HDACs in its cytoplasmic localization
and the lack of a noticeable histone deacetylase activity. In turn, HDAC6 deacetylates a number of non-histone pro-
teins, including α-tubulin, a component of microtubules, thereby influencing microtubule stability. Overexpression
of HDAC6 has been identified in a variety of cancer cell lines and mouse tumor models. Available data suggest that
HDAC6 is involved in quality control in the process of autophagy as α-tubulin acetylation is essential for fusion of
autophagosomes to lysosomes. We compared the effects produced by HDAC inhibitor sodium butyrate, which in-
hibits the activity of HDACs Class I, but not HDAC6, and by Tubacin, which is a specific inhibitor of HDAC6. It
turned out that Tubaсin causes the same effects as the sodium butyrate does regarding suppression of cell growth,
induction of G1/S cell cycle arrest and cellular senescence. As long as Tubacin treatment induces acetylation of α-
tubulin, one may suggest that the level of α-tubulin acetylation is indispensable for proliferation, senescence and cell
migration of E1A + Ras transformed cells.
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