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Ацетилювання α-тубуліну впливає на зміни білкового мікрооточення мікротрубочок при розвитку аутофагії в клітинах...
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Аутофагія є внутрішньоклітинним високо-
консервативним катаболічним процесом, що 
притаманний усім еукаріотам, зокрема рослинам. 
Даний процес включає в себе механізми дегра-
дації та рециркуляції макромолекул та органел у 
відповідь на дію стресових факторів, патогенно-
го впливу, а також в процесі індивідуального роз-
витку та старіння рослинного організму [1]. Ос-
таннім часом важливу роль у реалізації механіз-
мів розвитку аутофагії відводять мікротрубочко-
вому цитоскелету [2]. Мікротрубочки беруть без-
посередню участь у формуванні [3] та транспорті 
аутофагосом для їх подальшого злиття з лізосо-
мами [4]. Участь цитоскелету в розвитку аутофа-
гії опосередковується залученням до цього про-
цесу кінезинів, динеїнів та білків, асоційованих 
з мікротрубочками [2]. Але даних, які б вичерп-
но описували картину залучення цитоскелету 
до формування аутофагосом недостатньо; окрім 
того, основний масив результатів стосовно да-
ної проблеми отримано на клітинах дріжджів та 
ссавців. Вважається, що у процесі аутофагії мо-
лекули тубуліну стабільних мікротрубочок зазна-
ють пострансляційних модифікацій, які вплива-
ють на ефективність їх зв’язування з молекулами 
мікрооточення, у першу чергу моторними білка-
ми та білками, асоційованими з мікротрубочка-
ми [5]. зокрема, до таких важливих модифіка-
цій відносять ацетилювання α-тубуліну в поло-
женні Ліз-40 [5]. Так, встановлено локальне аку-
мулювання лабільними мікротрубочками клітин 
HeLa таких аутофагосомних маркерів, як фосфо-
інозитол-3 кіназа, WIPI-1 (фосфоінозитид зв’язу-
ючий білок, що містить WD домен), atg12-atg5 
комплекс та LC3 (гомолог atg8 у Saccharomyces 
cerevisiae та Arabidopsis thaliana) [6]. У свою чер-
гу даний процес відбувається залежно від гіпер-
ацетилювання тубуліну лабільних та стабільних 
мікротрубочок. Це призводить до локального на-
копичення кінезину-1 та сигнального білка JIP-1, 
що має наслідком фосфорилювання та активацію 
JNK1 кінази, порушення інгібіторного комплексу 

Bcl-2-Beclin 1 та індукцію аутофагії [6]. з висо-
кою вірогідністю можна передбачити наявність 
аналогічних або принципово схожих процесів у 
рослинній клітині, що потребує експерименталь-
них доказів. Дана робота присвячена досліджен-
ню залучення ацетилювання α-тубуліну в рос-
линній клітині на моделі суспензійної культури 
клітин тютюну (Nicotiana tobacum) BY-2 до регу-
ляції аутофагії та програмованої клітинної заги-
белі шляхом впливу на білкове мікрооточення мі-
кротрубочок. 

Матеріали і методи
Культура клітин та умови досліду. Клі-

тини тютюну BY-2 культивували в стандартних 
умовах. Субкультивацію BY-2 проводили паса-
жем 2 мл клітинної суспензії кожні 7 днів. В екс-
периментах по виснаженню культури тривалість 
культивування було збільшено до 15 діб для ін-
дукції аутофагії. Для аналізу зразків за допомо-
гою Вестерн блотингу та методом TUNEL 1 мл 
клітинної суспензії відбирали в асептичних умо-
вах, на 4, 7, 8, 9, 11, 14 і 15 добу культивування.

Флуоресцентна мікроскопія і TuNEL ана-
ліз. Для мікроскопічної оцінки розвитку аутофа-
гії було використано селективний флуоресцент-
ний маркер монодансилкадаверин (МДК). Для 
дослідження програмованої клітинної загибелі 
використовували набір In Situ Detection Kit TMr 
(roche) відповідно до інструкцій виробника.

Електрофорез та Вестерн блотинг. Білки 
клітинних лізатів розділяли електрофоретично в 
ДСН-ПААГ у відновлюючих умовах та проводи-
ли електроперенос на нітроцелюлозну мембрану 
(GE Healthcare) за допомогою системи Bio-rad 
Criterion. Для імунодетекції ацетильованого ту-
буліну використовували моноклональні антитіла 
T6793, Sigma. Інкубація з відповідними HrP-мі-
ченими вторинними антитілами передувала по-
дальшому детектції сигналу за допомогою хе-
мілюмінесцентного субстрату SuperSignal Pico 
(Thermo Fisher Scientific Inc.).
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вим, який було використано в якості вітального 
індикатора рН цитоплазми (не показано). Важли-
во, що кисла реакція спостерігалась в основному 
в цитоплазмі і вакуолях, але не в ядрах, де була 
рідкісною подією. зміщення реакції цитоплазми 
клітин в кислий діапазон при розвитку аутофа-
гії може свідчити на користь двох тверджень: а 
саме, що аутофагія і програмована клітинна заги-
бель виступають як два дискретних адаптивних 
процеси (в аналогічних стресових умовах), або 
аутофагію слід розглядати як один з етапів роз-
витку програмованої клітинної загибелі. з іншо-
го боку, слід відзначити повний збіг у часі детек-
тування розвитку аутофагії та зникнення її ознак 
з гіперацетилюванням та деацетилюванням б-ту-
буліну в клітинах BY-2 (рис. 2).

Отже, ацетилювання α-тубуліну було ви-
явлено, як оборотний процес і зниження рівня 
ацетилювання синхронно передувало розвитку 
нуклеосомної фрагментації ДНК. Максималь-
ний рівень модифікованого тубуліну на 8-му, 
9-ту добу та його зниження на 10-ту відповіда-
ють максимальному рівню аутофагії в даному ча-
совому проміжку (24–27 % клітин, позитивно за-
барвлених монодансилкадаверином) (рис. 1, 2). 
Базальний рівень аутофагії на термінальних ча-
сових проміжках експерименту супроводжував-
ся відсутністю ацетилювання α-тубуліну. Так, 
відомо, що аутофагія може відігравати не лише 
роль клітинного механізму, який забезпечує ви-
живання, але й такого, що передує клітинній за-
гибелі [8]. Отримані нами результати дають під-
ставу передбачити одночасну реалізацію в кліти-
нах, що культивуються як процесів аутофагії, так 

Ко-імунопреципітація та аналіз систе-
мою Experion Bio-Rad. Ко-імунопреципітацію 
проводили з використанням набору Pierce® Co-
Immunoprecipitation (Co-IP). Для проведення до-
сліджень білків, що утворюють комплекс з моди-
фікованим тубуліном було використано антитіла 
до ацетильованого (T6793, Sigma), які було імо-
білізовано на альдегід-активованій агарозі. Для 
аналізу використовували зразки клітин, відібрані 
через 4, 11 та 14 діб культивування, що відпові-
дало стадії експоненційного росту культури, ста-
дії розвитку аутофагії та стадії розвитку програ-
мованої клітинної загибелі. Ко-імунопреципітп-
цію проводили згідно протоколу виробника, іму-
нопреципітати аналізували за допомогою авто-
матизованої системи капілярного електрофорезу 
Experion (Bio-rad).

Результати і обговорення
Як було нами продемонстровано раніше, 

виснаження культурального середовища за глю-
козою, при тривалому культивуванні клітин BY-2, 
призводить до різкого підвищення рівня аутофа-
гії та гіперацетилювання α-тубуліну [7]. за да-
них експериментальних умов спостерігалось різ-
ке зростання кількості клітин, що містять авто-
фагосоми з 8-ї по 11-ту добу культивування (від 
24 до 27 % клітин, відповідно), що відповідало 
початку стадії виснаження культиваційного се-
редовища. Однак подальші клітинні події вияви-
ли протилежний розвиток даного процесу. На 14-
ту добу, кількість клітин, що містять аутофагосо-
ми різко зменшувалася (до 14 %); а на 15-ту добу 
культивування клітини, що містили аутофагосо-
ми не траплялись взагалі. В той же час, у даному 
часовому діапазоні було виявлено чітку зворотну 
кореляцію між прогресом аутофагії та розвитком 
програмованої клітинної загибелі, яку визначали 
за рівнем нуклеосомної фрагментації ДНК мето-
дом TUNEL-аналізу. Так, упродовж усього тер-
міну культивування клітин з 1 по 14 добу кіль-
кість клітин з ознаками нуклеосомної фрагмен-
тації ДНК знаходилась на сталому рівні у діапа-
зоні між 2,5 і 3,1 %. Однак на 14 і 15 добу кіль-
кість TUNEL-позитивних клітин стрімко зроста-
ла, досягаючи 4,8 % і 27 %, відповідно (рис. 1). 

Слід зазначити, що на стадії культивуван-
ня, яка відповідала розвитку аутофагії як масо-
ве явище також спостерігалось закислення цито-
плазми клітин, що є однією з ознак програмова-
ної клітинної загибелі. Кисла реакція цитоплаз-
ми виявлялась за допомогою забарвлення клітин 
флуоресцентним барвником акридин оранже-

Рис. 1. Розвиток аутофагії та нуклеосомної фраг-
ментації ДНК в клітинах BY-2 впродовж 15-денно-
го пролонгованого культивування. МДК – відсоток 
клітин, що містять аутофагосоми, забарвлені мо-
нодансилкадаверином (МДК). TUNEL – відсоток 

TUNEL-позитивних клітин
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лінподібних білків, що знаходилась у діапазоні 
45–58 кДа, була майже незмінною в усіх групах 
порівняння (зразки 4, 11 та 14 доби культивуван-
ня). Певні ко-імунопреципітовані білки були асо-
ційовані з експоненційною стадією росту та ста-
дією аутофагії (4 та 11 доба), інші зі стадіями ау-
тофагії та початком розвитку ознак програмова-
ної клітинної загибелі (11 та 14 доба). зокрема, 
преципітовані комплекси ацетильованого б-тубу-
ліну зі зразків 4 та 11-ї доби були подібні білкам 
малої та середньої молекулярної ваги, натомість, 
11 та 14 доба виявили подібність високомоле-
кулярних білків. з іншого боку, мікрооточення 
α-тубуліну також характеризувалось білками, що 
або були властиві усім експериментальним ста-
діям, або такими, що детектувались на початко-
вій чи фінальній стадії досліду. значні відмінно-

і програмованої клітинної загибелі, кожен з яких, 
ймовірно, конкурентно регулюється однаковим 
набором зовнішніх стимулів. Для встановлення 
афінності ацетильованого α-тубуліну до цито-
зольних білків та порівняння різних пулів білків 
асоційованих з мікротрубочками за умов аутофа-
гії нами було проведено ко-імунопреципітацію 
білкових комплексів з їх подальшим аналізом за 
допомогою автоматизованої системи капілярно-
го електрофорезу Experion. У результаті, нами 
було виявлено визначальний вплив пост-транс-
ляційного ацетилювання α-тубуліну на мікро-
оточення мікротрубочок. зразки, відібрані на різ-
них часових проміжках культивування відзнача-
лись різним складом білкових комплексів ко-іму-
нопреципітованих антитілами до ацетильовано-
го α-тубуліну. Слід зазначити, що фракція тубу-

Рис. 2. Ацетилювання α-тубуліну в процесі розвитку аутофагії в клітинах BY-2 при тривалому культивуван-
ні. А – Вестерн-блот аналіз рівня ацетилювання α-тубуліну, Б – динаміка розвитку аутофагії та ацетилювання 

α-тубуліну, МДК – монодансилкадаверин

Таблиця 1
Спектри білків, що утворюють комплекс з ацетильованим α-тубуліном з клітин BY-2 зразків різних стадій роз-
витку культури (4, 11 та 14 доба культивування, за результатами аналізу системою Experion)

4-та доба 11-та доба 14-та доба

Молекуляр-
на вага, кДа

% від за-
гального 

білка

Концентра-
ція нг/мкл

Молеку-
лярна вага, 

кДа

% від за-
гального 

білка

Концентра-
ція нг/мкл

Молекулярна 
вага, кДа

% від за-
гального 

білка

Концентра-
ція нг/мкл

17,68 4,9 11,93 18,97 4,86 7,5 25,55 7,57 3,33
32,78 4,98 12,11 30,9 4,68 7,23 80,39 7,33 3,22
77,22 7,15 17,4 78,33 8,1 12,5 93,74 6,45 2,83
93,75 10,93 26,62 105,53 7,43 11,47 106,53 5,92 2,6
116,74 5,51 13,41 119,34 8,08 12,47 119,08 11,8 5,19
140,7 5,08 12,38 130,78 6,64 10,25 130,02 12,92 5,68
156,68 6,56 15,98 139,86 6,77 10,45 141,36 11,85 5,21
184,26 4,55 11,07 150,15 6,87 9,89 167,93 8,49 3,73

207,09 5,64 8,11 196,38 8,24 3,62
210,35 7,29 3,21
222,76 6,2 2,72
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[10]. Так, наприклад, показано, що кинезинпо-
дібний білок NaCK1 (108,6 кДа, UniProt номер – 
Q8S950) і NaCK2 (107,2 кДа, UniProt номер – 
Q8S950) регулює активність та локалізацію міто-
ген-активованої протеїнкінази NPK1 в клітинах 
BY-2 [11]. Інший білок TKrP125 (125 кДа кине-
зинподібний білок, UniProt номер – O23826) бере 
участь у регуляції організації МТ впродовж клі-
тинного циклу, в тому числі в організації фраг-
мопласту, а також русі хромосом в анафазі [11].

Висновки
У роботі було показано, що ацетилювання 

α-тубуліну є регуляторною пост-трансляційною 
модифікацією, що залучена до опосередкування 
аутофагії в рослинній клітині цитоскелетом че-
рез зміни білкового мікрооточення МТ. Водно-
час, твердження про участь кінезинів, а також ін-
ших білків цитоскелету, у регуляції аутофагії ви-
магає подальшого вивчення в клітинах рослин.

сті у спектрі білків, що формують комплекси з 
ацетильованим α-тубуліном вказують на регуля-
торну роль даної пост-трансляційної модифікації 
у підтримці функціонального стану рослинно-
го цитоскелету в умовах трофічного стресу. Так, 
нами було визначено білки з молекулярними ва-
гами 78.3, 105.5, 119.3, 130.8, 139.9, 150.2 кДа, 
що мають відношення до опосередкування ау-
тофагії мікротрубочками (детектовані в зразках 
клітин BY-2 на 11 добу культивування) (табл. 1).

Наявність високомолекулярних білків (біль-
ше 105 кДа) в зразках отриманих преципітатів 
ацетильованого α-тубуліну дає нам підстави роз-
раховувати на наявність у складі даних комплек-
сів гомологів моторного білка кінезину-1 люди-
ни, що узгоджується з даними про роль даної 
пост-трансляційної модифікації у зв’язуванні 
кінезину-1 з МТ [9]. Є дані про наявність кіне-
зин-1-подібних білків в клітинах тютюну, не зва-
жаючи на суттєві відмінності суперродини кіне-
зинів у рослин, порівняно з іншими еукаріотами 
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α-TUBULIN ACETYLATION INFLUENCES ON MICROTUBULE PROTEIN 
MICROENVIRONEMENT UNDER AUTOPHAGY DEVELOPMENT IN TOBACCO CELLS
Aims. Microtubules (MTs) play an important role in the regulation of autophagy development in yeast and animal cells. 
MTs participate in maturation and traffic of autophagosomes through their dynamic state changes and post-translational 
modifications of tubulin, including acetylation. But the role of the plant cytoskeleton remains unclear in this field of 
cellular functions. We investigated the involvement of plant MTs in the development of starvation-induced autophagy via 
tubulin acetylation. Methods. We subjected BY-2 tobacco cells to metabolic stress induced by prolonged cultivation, and 
analyzed interrelation of autophagy development and tubulin acetylation and its microinvironement. Results. Development 
of autophagy was strongly accompanied by α-tubulin acetylation in tobacco BY-2 cells. This post-translational 
modification was caused by changes in the MTs microenvironment that was revealed via co-immunoprecipitation assay. 
The termination of autophagy led to the development of nucleosomal DNa fragmentation and decreases in α-tubulin 
acetylation. Conclusions. Our work indicates the role of the functional state of the cytoskeleton in the mediation of plant 
autophagy via changes in the tubulin post-translational modifications and its microenvironment.
Keywords: BY-2 tobacco cells, microtubules, plant autophagy, starvation, tubulin acetylation.


