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Для фибробластов мыши, трансформированных онкогенами E1A и cHa-ras, вещество CAY10603 (CAY) яв-
ляется эффективным ингибитором гистондеацетилазы HDAC6, когда происходит деацетилирование суб-
страта α-тубулина. В низких концентрациях CAY вызывает блок клеточного цикла на границе фаз G1/S
этих клеток, замедляет их пролиферацию, но не провоцирует апоптотическую гибель. Обработка CAY в
сочетании с бутиратом натрия приводит к ускоренному старению трансформантов E1A+cHa-ras. Также
при действии CAY происходит накопление аутофагических вакуолей и аутофагосомного белка LC3 в ци-
топлазме клеток E1A+cHa-ras, что может свидетельствовать об участии HDAC6 в индукции аутофагии в
этих трансформированных клетках.
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Гистондеацетилаза HDAC6 относится к классу
IIb деацетилаз с преимущественно цитоплазматиче-
ской локализацией в клетке и она деацетилирует не-
гистоновые белки, такие как тубулин, кортактин,
Hsp90, HSF1, Ku70 и др. (Verdel, Khochbin, 1999;
Hubbert et al., 2002; Matsuyama et al., 2002; Zhang X. et al.,
2007; Aldana-Masangkay, Sakamoto, 2011; Kerr et al.,
2012; Li et al., 2013). В качестве энзима, деацетилиру-
щего сократительные белки (тубулин и кортактин),
HDAC6 регулирует многие клеточные процессы, в
которых участвуют микротрубочки и микрофила-
менты: подвижность и поддержание формы клеток,
клеточный цикл, аутофагию (Zhang Y. et al., 2003;
Zhang X. et al., 2007; Li et al., 2013; Yan et al., 2013). Ин-
гибирование активности HDAC6 и повышение
уровня ацетилирования тубулина приводит к стаби-
лизации структуры микротрубочек (Matsuyama et al.,
2002; Asthana et al., 2013). Наряду с двумя каталити-
ческими деацетилазными доменами молекула
HDAC6 обладает С-концевым доменом с цинковы-
ми пальцами, который способен связывать убикви-
тин и убиквитинированные белки. Таким образом,
HDAC6 вовлечена в деградацию мутантных или аг-
регированных белков как на протеосомах, так и в ауто-
фаголизосомах, способствуя слиянию аутофагосом и

лизосом (Seigneurin-Berny et al., 2001; Hook et al., 2002;
Lee et al., 2010). Белок HDAC6 интенсивно экспрес-
сируется во многих опухолевых клетках, обусловли-
вая активацию Ras-сигнального пути и поддержание
трансформированного фенотипа (Lee et al., 2010;
Namdar et al., 2010; Aldana-Masangkay, Sakamoto,
2011; Kanno et al., 2012), поэтому уровень экспрессии
HDAC6 может считаться прогностическим марке-
ром онкогенеза (Zhang Z. et al., 2004). В этой связи
представляет интерес возможность использования
специфичных для HDAC6 фармакологических ин-
гибиторов (SAHA, тубацина, тубастатина А), которые
вызывают гиперацетилирование субстратов HDAC6 и
нарушения жизнедеятельности опухолевых клеток
(остановку клеточного цикла, апоптоз, деструктив-
ную аутофагию) (Haggarty et al.,2003; Lee et al., 2010;
Namdar et al., 2010; Kerr et al., 2012; Bai et al., 2015). Бы-
ло показано, что ингибиторы HDAC6 усиливают
действие ДНК-повреждающих агентов (этопозида,
доксорубицина) по продуцированию двуцепочеч-
ных разрывов ДНК, что приводит к гибели транс-
формированные клетки, тогда как нормальные
клетки выживают, репарируя такие разрывы ДНК
(Lee et al., 2010; Namdar et al., 2010).

Одним из новых специфических ингибиторов
HDAC6 является вещество CAY10603 (N-[4-[3-[[[7-
(Hydroxyamino)-7-oxoheptyl]amino]carbonyl]-5-isox-

Принятые сокращения: ПААГ – полиакриламидный гель;
CAY – CAY10603; HDAC6 – гистондеацетилаза 6.
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azolyl]phenyl]-1,1-dimethylethylester), которое, как
показано недавно, способно подавлять пролифера-
цию некоторых опухолевых клеток и вызывать их
апоптотическую гибель: аденокарциномы легкого
(Wang et al., 2016), медуллобластомы мозжечка и гли-
областомы (Dhanyamraju et al., 2015). Однако это ве-
щество может использоваться и в более широких ме-
дицинских целях, например, оно может подавлять
развитие малярийного плазмодия или паразита овец
Lucilia cuprina (Trenholme et al., 2014; Bagnall et al.,
2017), ослаблять воспалительную реакцию легочного
эндотелия (Yu et al., 2016). Таким образом, пока на-
коплено немного данных о воздействии CAY на
трансформированные клетки, и мы надеемся внести
свой вклад в этот вопрос.

В настоящей работе мы изучали влияние ингиби-
тора CAY10603 (CAY) в низких фармакологических
концентрациях на клеточные функции модели опу-
холевых клеток – линии эмбриональных фибробла-
стов мыши, трансформированных онкогенами E1A
и cHa-ras, предполагая возможности замедления их
пролиферации или гибели. Мы планировали иссле-
довать воздействие CAY на клеточный цикл и на
процессы апоптоза и аутофагии в этих трансформи-
рованных клетках, а также сравнить действие этого
специфичного ингибитора HDAC6 с нашими
предыдущими результатами по старению клеток
E1A+cHa-ras, полученными для общего ингибитора
HDAC – бутирата натрия.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Линия эмбриональных фибробластов
мыши, трансформированных онкогенами E1A и
cHa-ras, была получена ранее (Поспелова и др.,
1990). Клетки на чашках выращивали в среде
DMEM, содержащей 10% эмбриональной сыворот-
ки теленка (ЭТС) до плотности 70%. Ингибитор
HDAC6 CAY (Santa Cruz Biotech., США) растворяли
в 95%-ном этаноле в концентрации 1.12 мМ. Клетки
обрабатывали CAY в конечных концентрациях 0.5–
2.5 мкМ в течение 24, 48 или 72 ч. К контрольным
клеткам добавляли соответствующие количества
этанола – растворителя CAY. Также клетки обраба-
тывали 4 мM бутиратом натрия (Sigma, США) 72 ч.

Для оценки пролиферативной активности клетки
E1A+cHa-ras высевали на чашки Петри диаметром
60 мм. Когда их количество достигало 35 × 104, их об-
рабатывали 2.5 мкМ CAY в течение 24, 48 или 72 ч.
Не обработанные клетки служили контролем. Затем
клетки снимали и считали в камере Горяева. Кривые
роста строили на основании 4 независимых подсчетов.

Проточная цитометрия. Метод использовали для
анализа распределения клеток по фазам клеточного
цикла. Процедуру подготовки клеток проводили,
как описано ранее (Иготти и др., 2016). Число апо-
птозных клеток оценивали по относительной пло-
щади субдиплоидного пика распределения на гисто-

граммах проточной цитометрии, используя прибор
Coulter Epicks XL (Bechman, США). Относительные
размеры клеток определяли по показателю светорас-
сеивания.

Жизнеспособность клеток определяли с помощью
MTT-теста (Sigma) в 96-луночных планшетах, как
изложено ранее (Иготти и др., 2016), с 6 повторами
для каждой точки. Количество продукта реакции
MTT определяли на планшетном спектрофотометре
Multiscan-EX (Thermo Scientific., США) при длине
волны 570 нм. Достоверность количественных дан-
ных оценивали по t-критерию Стьюдента.

Активность каспазы-3 анализировали в 40 мкг
экстрактов из клеток E1A+cHa-ras, культивирован-
ных 72 ч, в 96-луночных планшетах с 0.2 мМ колори-
метрического субстрата Ac-DEVD-pNA (Calbio-
chem, США), как описано ранее (Abramova et al.,
2010), с 5 повторами для каждой точки. Количество
продукта каспазной реакции определяли на план-
шетном спектрофотометре Multiscan-EX при длине
волны 405 нм. Для ингибирования каспазной актив-
ности in vitro использовали 0.5 мМ ингибитор ZVAD
(Selleck Chemicals, США).

Старение клеток оценивали по активности β-галак-
тозидазы, ассоциированной со старением (SA-β-gal)
(Гордеев и др., 2015). Клетки E1A+cHa-ras выращи-
вали на покровных стеклах 72 ч. Окраску клеток вы-
являли с помощью микроскопа Pascal LSM5 (Zeiss,
Германия) в проходящем свете.

Аутофагию в клетках детектировали in vitro с по-
мощью набора CYTO-ID (Enzo Life Sci., Швейцария),
который содержал флуоресцентный краситель, специ-
фично связывающийся с аутофагическими вакуолями.
Инкубацию живых клеток с красителем CYTO-ID
проводили согласно протоколу производителя, после
чего использовали проточную флуориметрию при
длине волны 488 нм. Эксперименты повторяли 4 раза.

Иммуноблотинг. Клеточные экстракты получали,
как описано ранее (Кукушкин и др., 2016). Концен-
трацию белка определяли методом Брэдфорд (Brad-
ford, 1976). Белки (50 мкг) из клеточных экстрактов
разделяли электрофорезом в 10%-ном ПААГ в 25 мМ
трис-глициновом буфере, рН 8.5, содержащем 0.1%
SDS. Маркерами мол. массы служили цветные белки
из набора SeeBluePlus2 (Invitrogen, США). После
электрофореза белки переносили на PVDF-мембра-
ну (Millipore, США) с порами 0.45 мкм. Интересую-
щие белки выявляли на мембране с помощью анти-
тел кролика к α-тубулину, ацетилированному по ли-
зину-40, (cs-5335, Cell Signaling, США) или антител
мыши к α-тубулину (T5168, Sigma). В качестве вто-
рых антител использовали антитела козла против
иммуноглобулинов кролика (GAR, A0545, Sigma)
или антитела кролика против иммуноглобулинов
мыши (RAM, A9044, Sigma), конъюгированные с
пероксидазой хрена. Сигналы от антител на мембра-
нах выявляли стандартным методом усиления хемо-
люминесценции (ECL, Sigma) с помощью гель-доку-
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ментирующей системы PXi6 Access (Syngene, Велико-
британия). Иммуноблотинг с антителами повторяли
не менее 3 раз.

Иммунофлуоресцентную микроскопию проводили,
как описано в предыдущей работе (Кукушкин и др.,
2016). Использовали антитела кролика к белку LC3
(PM036, MBL, США) или к ацетилированному α-ту-
булину (см. выше). Вторые антитела козла против
иммуноглобулинов кролика были конъюгированы с
флуорохромом AlexaFluor 488 (Invitrogen, США).
Ядра клеток окрашивали флуоресцентным красите-
лем DAPI (Invitrogen, США). Препараты просматри-
вали на конфокальном микроскопе Leica TCS SP5
(США). Эксперименты по иммунофлуоресценции
повторяли не менее 3 раз для каждого белка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В E1A+cHa-ras-трансформированных фибробла-
стах мыши α-тубулин, который является основным
компонентом микротрубочек и одним из субстратов
гистондеацетилазы HDAC6, конститутивно экс-
прессируется на высоком уровне независимо от
условий культивирования клеток (рис. 1а), поэтому
белок α-тубулин традиционно используется для
контроля количества белка во время электрофореза
и последующего иммуноблотинга. Ацетилирован-
ный по лизину-40 α-тубулин слабо представлен в
контрольных клетках E1A+cHa-ras (рис. 1а, 1б), что
может быть обусловлено заметной деацетилазной
активностью HDAC6 (данные не показаны). Однако
при культивировании этих клеток со специфиче-
ским ингибитором HDAC6 0.5 мкМ CAY в течение
48 или 72 ч наблюдается значительное накопление
ацетилированной формы α-тубулина в цитоплазме,
что видно как на иммуноблотинге (рис. 1а), так и
при иммунофлуоресценции (рис. 1б). При более ко-
ротком культивировании (24 ч) в присутствии CAY
ацетил-α-тубулин еще не успевает накопиться
(рис. 1а). Таким образом, этот ингибитор HDAC6
подтверждает свою специфичность в E1A+cHa-ras-
трансформированных фибробластах на примере
субстрата α-тубулина.

Проточная цитометрия показала, что доля
E1A+cHa-ras клеток, находящихся в фазахе G0/G1
клеточного цикла, значительно возрастает после об-
работки 0.5 мкМ CAY в течение 48–72 ч, соответ-
ственно доля S-фазных клеток уменьшается вплоть
до 10% (рис. 2а), т.е. имеет место выраженный блок
на границе фаз G1/S клеточного цикла. Такой блок
наблюдался после 72-часового действия CAY в кон-
центрациях от 0.5 до 2.5 мкМ, что свидетельствует об
отсутствии дозового эффекта CAY в данном диапа-
зоне. Ранее подобный блок клеточного цикла при
переходе от G1 к фазе S выявлялся для E1A+cHa-ras-
трансформированных фибробластов при действии
общего неспецифического ингибитора HDAC бути-
рата натрия в концентрации 4 мМ (Abramova et al.,

Рис. 1. Содержание α-тубулина в E1A+cHa-ras-транс-
формированных фибробластах, определяемое с помо-
щью иммуноблотинга (а) и иммунофлуоресценции (б). 
а – иммуноблот α-тубулина (α-туб) и его ацетилирован-
ной по лизину-40 формы (Ац-α-туб ) из экстрактов
E1A+cHa-ras клеток, обработанных 0.5 мкМ CAY в тече-
ние 24 и 72 ч. 0 – Контрольные клетки, культивирован-
ные 24 ч с добавлением соответствующих количеств эта-
нола (растворителя CAY). На дорожки 10%-ного ПААГ
наносили по 50 мкг белка клеточных экстрактов, прово-
дили электрофорез и перенос на PVDF-мембраны, кото-
рые инкубировали с антителами к α-туб и Ац-α-туб. б –
Иммунофлуоресценция ацетилированного α-туб в клет-
ках E1A+cHa-ras контрольных (0) и обработанных
0.5 мкМ CAY в течение 48 и 72 ч. Клетки выращивали в
среде DMEM с 10%-ной сывороткой, обрабатывали CAY,
фиксировали параформальдегидом, инкубировали с пер-
вичными антителами к ацетилированному α-тубулину и
(или) c DAPI для окраски ядер, а затем – со вторыми ан-
тителами с флуорохромом AlexaFluor 488. Длина мас-
штабного отрезка в правом нижнем углу микрофотогра-
фий – 5 мкм.

CAY, ч:

CAY, 48 ч

0

CAY, 72 ч

0 24 72

α-туб

Ац-α-туб

Ац-α-тубулин Ац-α-тубулин
+ DAPI

а

б
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2006). Кроме того, наблюдалась значительная гипер-
трофия клеток E1A+cHa-ras в течение 3–5 сут куль-
тивирования в присутствии бутирата натрия (Roma-
nov et al., 2010), тогда как в настоящей работе по дан-
ным светорассеивания проточной цитометрии CAY
за то же время не вызывал подобного эффекта и об-
работанные клетки мало отличались по размеру от
контрольных.

Вызванный CAY блок G1/S клеточного цикла
предполагает, вероятно, замедление пролиферации
клеток E1A+cHa-ras. Чтобы проверить это, мы по-
строили кривые роста этих клеток, интактных и обра-
ботанных CAY (2.5 мкМ) в течение 1–3 сут. Действи-
тельно, рост клеток, культивируемых в присутствии
CAY, отставал уже через 24 ч и замедлялся в 3–4 раза
через 48–72 ч по сравнению с контрольными клетка-

ми (рис. 2б). Таким образом, наше предположение о
замедлении пролиферации E1A+cHa-ras-трансфор-
мированных фибробластов в присутствии CAY экс-
периментально подтвердилось.

Для того чтобы оценить токсичность CAY в ис-
пользованных низких концентрациях для клеток
E1A+cHa-ras, мы провели MTT-анализ их жизне-
способности, выбрав наибольшую из используемых
концентраций CAY – 2.5 мкМ. За 24 ч действия CAY
количество живых клеток в среднем снизилась всего
до 75% по сравнению с контрольными необработан-
ными клетками, через 48 ч доля живых клеток воз-
растала до 86% (рис. 3а) за счет некоторого прироста
популяции, несмотря на замедление темпов роста в
присутствии CAY. Следовательно, выбранные кон-
центрации ингибитора CAY не приводят к значи-
тельной гибели клеток E1A+cHa-ras при длительном
культивировании. На гистограммах проточной ци-
тометрии этих клеток, культивированных 24–72 ч в
присутствии CAY, относительные площади субди-
плоидных пиков не превышали 2%, что также гово-
рит о том, что под действием данного ингибитора не
происходит апоптотической гибели клеток.

При развитии апоптоза происходит активация
каспазного каскада, в частности ключевой каспазы-3.
Поэтому с помощью специфичного колориметриче-
ского субстрата для каспазы-3 мы проверили ее ак-
тивность в экстрактах из клеток E1A+cHa-ras, не об-
работанных (контрольных) и обработанных 2.5 мкМ
CAY в течение 3 сут. Активности каспазы-3 оказа-
лись практически идентичными (рис. 3б), причем
они одинаково снижались до базальной при добав-
лении протеазного ингибитора ZVAD in vitro (дан-
ные не показаны). Таким образом, длительная инку-
бация клеток с CAY не приводила к какой-либо ак-
тивации каспазы-3, что также свидетельствует об
отсутствии заметного апоптоза при обработке кле-
ток изучаемым ингибитором HDAC6.

Ранее было показано (Зубова и др., 2005), что
E1A+cHa-ras-трансформированные фибробласты
крысы, обработанные бутиратом натрия (4 мМ) в те-
чение 48 ч и более, обнаруживают признаки уско-
ренного клеточного старения, выражающегося, в
частности, в накоплении β-галактозидазы. Мы ре-
шили проверить, может ли специфический ингиби-
тор CAY, подобно бутирату натрия, способствовать
старению E1A+cHa-ras-трансформированных фиб-
робластов мыши после 72-часового действия. На
рис. 4а видно, что бутират натрия (4 мМ) вызывает
заметное накопление β-галактозидазы и старение
клеток, тогда как при действии 1 мкМ CAY наблюда-
ли лишь незначительные следы β-галактозидазы. Од-
нако при совместном действии 1 мкМ CAY и 4 мМ бу-
тирата натрия стареющий фенотип был наиболее
выражен (рис. 4а). Таким образом, CAY сам по себе
не вызывает старения клеток E1A+cHa-ras, но при
совместном действии с бутиратом натрия имеет ме-

Рис. 2. Распределение клеток E1A+cHa-ras по фазам кле-
точного цикла (а) и их пролиферативная активность (б) в
присутствии ингибитора CAY. 
а – клетки культивировали 24–72 ч в присутствии
0.5 мкМ CAY или в его отсутствии (К, контроль, 24 ч);
числа в столбиках – доля клеток (%) по результатам одно-
го из экспериментов с помощью проточной цитометрии;
б – кривые роста клеток E1A+cHa-ras в контроле (К) и в
присутствии 2.5 мкМ CAY. По оси Y – среднее число кле-
ток из 4-х чашек.
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сто усиление эффекта и большинство клеток приоб-
ретает стареющий фенотип.

Кроме того, стареющие клетки характеризуются
большим содержанием в цитоплазме вакуолей,
включая лизосомы и аутофагосомы (Roninson,
2003). Важным маркером аутофагосом является бе-
лок LC3, который находится в связанной с мембра-
ной форме LC3-II (Kabeya et al., 2000; Klionsky, 2005;
Karim et al., 2007; Mizushima, Yoshimori, 2007). Им-
мунофлуоресценция с антителами к LC3 показывает
незначительное содержание этого белка в цитоплаз-
ме контрольных клеток E1A+cHa-ras (рис. 4б). При
1-суточной обработке клеток 2.5 мкМ CAY происхо-
дит накопление LC3 в цитоплазме, особенно выра-
женное в перинуклеарном пространстве. При даль-
нейшем культивировании клеток в присутствии
CAY в течение 72 ч сохраняется высокий цитоплаз-
матический уровень белка LC3, а его избыток может
транслоцироваться и депонироваться в ядре (Buck-
ingham et al., 2014; Huang, Liu, 2015) (рис. 4б). Следо-
вательно, CAY может способствовать экспрессии
белка LC3 в клетках E1A+cHa-ras, его накоплению в
аутофагосомах в связанной с мембранами форме
LC3-II (Mizushima, Yoshimori, 2007), а также увели-
чению количества самих аутофагосом. Чтобы прове-
рить, как CAY может влиять на общий пул аутофаго-
сомных вакуолей в клетках E1A+cHa-ras, мы ис-
пользовали набор CYTO-ID, который содержит
флуоресцентный краситель, специфично и дозоза-
висимо связывающийся с аутофагосомами различ-
ной степени развития. После инкубации живых кле-
ток в количестве (4–5) × 105 с этим красителем их
анализировали с помощью проточной флуоримет-
рии и по интенсивности сигнала судили о содержа-
нии аутофагических вакуолей в клетках. Как видно из
рис. 5, обработка клеток 2.5 мкМ CAY в течение 1 сут
вызывала прирост количества аутофагосом в сред-
нем более чем в 1.5 раза по сравнению с контрольны-
ми необработанными клетками. Таким образом,
CAY способствует быстрому развитию аутофагии в
E1A+cHa-ras-трансформированных фибробластах.

В настоящей работе показано, что CAY действи-
тельно является специфическим ингибитором
HDAC6 в случае деацетилирования ее субстрата α-ту-
булина в E1A+cHa-ras-трансформированных фиб-
робластах мыши. Его действие вызывает G1/S-блок
клеточного цикла, но не приводит к апоптотической
гибели клетки mEras. Также CAY вкупе с другим не-
специфическим ингибитором HDAC бутиратом на-
трия может способствовать процессу старения кле-
ток. Кроме того, он влияет на индукцию аутофагиче-
ских вакуолей в цитоплазме и накоплению в них
маркерного белка аутофагосом LC3.

Механизмы влияния CAY на клеточные функции
практически не изучены за исключением прямого
ингибирующего действия на каталитические центры
деацетилазных доменов HDAC6 (Sixto-López et al.,
2017), которое приводит к гиперацетилированию ее

специфических субстратов, например α-тубулина, и
связанного с ним увеличения стабильности микро-
трубочек в цитоплазме (Asthana et al., 2013). Такая
стабилизация способствует укреплению межклеточ-
ных контактов, поддержанию целостности клеток
легочного эндотелия и подавлению воспалительной
реакции посредством ингибирования TNFα-зави-
симой активации каспазы-3 (Yu et al., 2016). Для кле-
ток аденокарциномы легкого было показано, что
CAY понижает уровень белка EGFR и тем самым ин-
гибирует EGFR-сигнальный путь (Wang et al., 2016).
Сочетание CAY с противоопухолевым препаратом
гефитинибом (ингибитором тирозинкиназы EGFR)

Рис. 3. Анализ жизнеспособности клеток E1A+cHa-ras в
реакции MTT (а) и определение в них активности каспа-
зы-3 (б). 
а – относительное количество живых клеток в контроле
(К, принято за 1) и в клетках, обработанных 2.5 мкМ CAY
в течение 24 или 48 ч. б – Относительная активность кас-
пазы-3 в реакции со специфическим субстратом в кон-
трольных клетках (К, принята за 1) и клетках, обработан-
ных 2.5 мкМ CAY в течение 72 ч. 
Вертикальные отрезки – стандартное отклонение от
среднего. Уровень значимости по t-критерию Стьюдента
P = 0.001.
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Рис. 4. Старение клеток E1A+cHa-ras (а) и содержание в них белка LC3 (б). 
а – активность SA-β-галактозидазы, связанной с клеточным старением, в микроскопических препаратах контрольных кле-
ток (К) и клеток, культивированных 72 ч в присутствии 1 мкМ CAY и (или) 4 мМ бутирата натрия (But). б – Иммунофлуорес-
ценция белка LC3 в клетках, обработанных 2.5 мкМ CAY в течение 24 и 72 ч, или в контрольных клетках (К). Ядра окрашены
DAPI. Использовали вторые антитела к иммуноглобулинам кролика, конъюгированные с флуорохромом AlexaFluor 488.
Длина масштабного отрезка – 5 мкм.
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вызывает апоптотическую гибель клеток аденокар-
циномы (Wang et al., 2016). Поскольку во многих
опухолевых клетках повышена экспрессия белка
HDAC6 и активирован Ras-зависимый сигнальный
каскад, что характерно также и для E1A+cHa-ras-
трансформированных фибробластов, использова-
ние специфических ингибиторов HDAC6, например
CAY, приводило к подавлению пролиферации кле-
ток (Dhanyamraju et al., 2015). В нашей работе CAY
тоже вызывал G1/S-блок клеточного цикла и подав-
ление роста E1A+cHa-ras-трансформированных
фибробластов. Можно предположить, что совмест-
ное действие этого ингибитора HDAC6 и какого-ли-
бо ДНК-повреждающего агента (этопозида, доксо-
рубицина) будет приводить к гибели этих трансфор-
мированных клеток путем деструктивной аутофагии
или апоптоза.

Авторы благодарят Н.Д. Аксенова за помощь в
проведении проточной цитометрии и В.А. Поспело-
ва за всестороннюю помощь в работе.
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CAY10603 AS AN INHIBITOR OF HISTONE DEACETYLASE HDAC6 CAUSES G1/S 
BLOCK OF CELL CYCLE AND PROMOTES AGING 

OF E1A+cHa-ras-TRANSFORMED MURINE FIBROBLASTS
A. N. Kukushkina, *, S. B. Svetlikovaa

aInstitute of Cytology RAS, Saint-Petersburg, 194064, Russia
*e-mail: kan@incras.ru

In murine fibroblasts transformed by oncogenes of E1A and cHa-ras, substance CAY10603 is an efficient inhibitor
of histone deacetylase HDAC6 in relation to α-tubulin as its substrate. G1/S cell cycle block takes place at low con-
centrations of CAY in these cells, also their proliferation slows down but apoptotic death does not provoke. CAY
treatment in combination with sodium butyrate leads to quick senescence of E1A+cHa-ras-transformants. Besides,
autophagic vacuoles and autophagosome protein LC3 accumulate in cytoplasm at CAY action that can demonstrate
participation of HDAC6 in autophagy induction in the studied transformed cells.

Keywords: HDAC6, CAY10603, E1A+cHa-ras-transformed fibroblasts
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