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РЕФЕРАТ

Статья посвящена рибонуклеазам (РНКазы), цитотокси-

ческий эффект которых определяется ферментативной 

активностью, т. е. способностью катализировать расще-

пление фосфодиэфирных связей РНК. Представлены из-

вестные и собственные данные о РНКазах с противоопухо-

левыми свойствами различного происхождения, проведен 

поиск параллелей между механизмами цитотоксичности, 

биохимическими и молекулярно-биологическими свойст-

вами. Анализ данных литературы дает возможность счи-

тать, что все перечисленные свойства вносят свой вклад в 

антипролиферативное действие РНКаз. Основной пробле-

мой для этого ряда ферментов остается достижение се-

лективной биодоступности. Это решается путем создания 

конъюгатов, как это показано для ранпирназы и барназы. 

По основным фармакологическим характеристикам актив-

ные противоопухолевые РНКазы перспективны не только 

в онкогематологии, но и при терапии солидных опухолей.
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ABSTRACT

The article dwells on ribonucleases (RNAses) whose cyto-

toxic activity depends on the enzymatic activity, i.e. the ability 

to catalyze the cleavage of phosphodiester bonds of RNA. It 

presents both well-known information and our own data on 

RNAses of different origins with antitumor properties; it in-

vestigates the relation between the mechanism of cytotoxic-

ity and biochemical and molecular biological characteristics. 

The analysis of published data demonstrates that all above 

characteristics contribute to the antiproliferative activity of 

RNAses. The major challenge for this group of enzymes is 

the achieving of selective bioavailability. This problem can 

be solved by creating conjugates as in case with ranpirnase 

and barnase. Based on their major pharmacological prop-

erties, active antitumor RNAses have great perspectives for 

treatment of not only oncohematological, but also solid ma-

lignancies.
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ВВЕДЕНИЕ

Рибонуклеазы (РНКазы) — важнейшие ферменты 
метаболизма РНК, функции которых заключаются в 
расщеплении мРНК, превращении предшественников 
РНК в зрелые формы, продукции малых регуляторных 
РНК, деградации определенных типов РНК. Клетка со-
держит много различных РНКаз, которые могут входить 
в состав надмолекулярных комплексов и проявлять 
высокую специфичность к определенным нуклеотидным 
последовательностям [1]. В последние годы особое вни-
мание уделяется таким биологическим эффектам РНКаз, 
как контроль роста кровеносных сосудов, токсичность по 
отношению к клеткам опухолей, противовирусная актив-
ность. Современные представления о роли и функциях 
РНКаз в клетках позволяют рассматривать эти ферменты 
как перспективную альтернативу традиционным сред-
ствам химиотерапии злокачественных новообразований 
[2].

Антипролиферативные свойства РНКаз впервые 
были описаны в начале 1950-х годов, когда in vitro 
и in vivo был выявлен противоопухолевый эффект 
РНКазы А. В частности, панкреатическая РНКаза при 
внутрибрюшинном введении на 30–50 % увеличивала 
жизнь мышей с асцитной карциномой Эрлиха или 
саркомой Уокера 256 [3]. Однако первые результаты из-
учения РНКаз in vivo на опухолевых моделях оказались 
малоутешительными: ингибирующий эффект этих фер-
ментов проявлялся лишь при внутриопухолевом введении 
в относительно высоких дозах. В конце прошлого века 
появились сообщения о значительной цитотоксичности 
некоторых РНКаз в культурах опухолевых клеток, что 
возродило интерес онкологов к этой группе ферментов и 
способствовало интенсификации поиска агентов с анти-
пролиферативными свойствами.

К настоящему времени активные РНКазы обнару-
жены среди представителей известных суперсемейств — 
РНКазы А и РНКазы Т1. Ранее других описаны РНКазы, 
выделенные из семенников быка, онконаза и ранпирназа, 
а также другие РНКазы земноводных. Затем появились 
публикации о биназе, барназе и других ферментах. Раз-
личные РНКазы и конъюгаты (иммуноРНКазы) на их ос-
нове охарактеризованы в ряде обзорных работ в качестве 
потенциальных противоопухолевых агентов [4–6].

Антипролиферативное действие РНКаз связывают 
с регуляцией РНК-зависимых механизмов клеточной 
пролиферации и апоптоза, а также функции Ca2+-
активируемых калиевых каналов [7]. Существует предпо-
ложение, что цитотоксичность РНКаз напрямую связана 
с уровнем экспрессии онкогенов ras [8].

Разноречивые проявления антипролиферативной 
активности отдельных РНКаз, и особенно возобновление 
поиска в этом ряду оригинальных противоопухолевых 
агентов, побудили авторов настоящей статьи обсудить 
опубликованные и собственные данные об особенностях 
действия наиболее хорошо изученных РНКаз in vitro/in 
vivo в фокусе клинической перспективы.

РАНПИРНАЗА (ОНКОНАЗА)

Изучение ранпирназы как противоопухолевого фермента 
началось после 1980 г. с выделения из ооцитов леопар-
довой лягушки Rana pipiens белка P-30 c цитостатиче-

скими свойствами [9]. Позднее было установлено, что 
этот белок обладает РНКазной активностью и принад-
лежит к суперсемейству РНКаз панкреатического типа 
(РНКазы А), активных в отношении высокомолекулярной 
РНК, в т. ч. мРНК, играющей важную роль в экспрессии 
генов [10].

К настоящему времени ранпирназа является наи-
более хорошо изученной РНКазой с доказанными 
противоопухолевыми свойствами в эксперименте и кли-
нике. Аминокислотная последовательность ранпирназы 
состоит из 104 аминокислотных остатков, что делает ее 
самым маленьким ферментом из суперсемейства. Как 
и у других РНКаз А, активный центр ранпирназы пред-
ставлен каталитической триадой His10, Lys31 и His97. 
Ранпирназа катализирует расщепление связи P–O5' со 
стороны 3'-пиримидинового основания цепи РНК [11]. 
Расщепление РНК под действием ранпирназы приводит 
к угнетению синтеза циклина D3 и стимуляции p27KIP1, 
p16INKA

 и p21WAF1/CIP1, что препятствует фосфорилиро-
ванию pRb в фазе G0/G1 и обусловливает остановку 
клеточного цикла в сверочной точке, контролируемой 
циклином D и циклинзависимыми киназами Cdk4/6 [12]. 
Существуют также данные о том, что фермент потенци-
рует действие на опухолевые клетки фактора некроза 
опухолей α и вызывает апоптоз [13].

На клетках Т-лимфобластного лейкоза Jurkat по-
казано выраженное угнетение пролиферации через 72 и 
96 ч после инкубации, сопровождающееся выраженным 
снижением экспрессии Rb [14]. Для реализации противо-
опухолевого эффекта ранпирназа должна проникнуть в 
опухолевую клетку. Считается, что это происходит путем 
связывания с поверхностью клетки и последующего эн-
доцитоза [15]. Наличие рецепторов на поверхности опу-
холевых клеток, способных связываться с ранпирназой, 
остается спорным [15]. Возможным вспомогательным 
механизмом связывания с поверхностью клетки является 
электростатическое взаимодействие. Ранпирназа об-
ладает высоким положительным зарядом (pI > 9,5), в 
то время как поверхность опухолевых клеток, особенно 
при онкогематологических заболеваниях, заряжена резко 
отрицательно [15, 16]. Последующий эндоцитоз ранпир-
назы проходит с участием AP-2/клатрина [15]. Важным 
свойством ранпирназы является ее устойчивость к дей-
ствию внутриклеточных ингибиторов РНКаз [17].

На молекулярном уровне изначально предполагалось, 
что антипролиферативное действие ранпирназы связано 
с расщеплением рРНК 28S и 18S [18]. Впоследствии 
возможной мишенью ранпирназы была названа тРНК 
[19], расщепление которой происходит по связям GG и 
UG [20]. Разрушение как тРНК, так и рРНК приводит 
к угнетению трансляции в опухолевых клетках, однако 
ряд наблюдений специфической активности онконазы 
опровергает это предположение. В частности, наблю-
даемые внутриклеточные изменения после коинкубации 
с ранпирназой отличаются от характерных для других 
ингибиторов трансляции, таких как циклогексимид [21].

В то время как классические ингибиторы транс-
ляции неспецифически останавливают клеточный цикл, 
онконаза изначально останавливает цикл в фазе G1, a 
апоптоз происходит с задержкой в 24–48 ч [12]. Кроме 
того, ряд генов, кодирующих белки, которые регулируют 
клеточный цикл, активируется под действием онконазы 
[12]. Эти данные ставят под сомнение тот факт, что опре-
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деляющим фактором в механизме противоопухолевой 
активности ранпирназы является расщепление тРНК, 
мРНК или рРНК, которое приводило бы к неизбиратель-
ному подавлению синтеза белка.

Альтернативный механизм действия онконазы связан 
с расщеплением некодирующих РНК (микроРНК), 
которые регулируют экспрессию генов путем РНК-
интерференции [22]. В частности, показано, что инакти-
вация гена глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы под 
действием коротких интерферирующих siРНК в клетках 
А549 может быть предотвращена введением онконазы 
[23]. Предполагается, что именно способность рас-
щеплять микроРНК определяет более высокую избира-
тельность РНКаз по отношению к опухолевым клеткам. 
Общеизвестно, что микроРНК играют важную роль в 
патогенезе лейкозов, лимфом и ряда солидных опухолей 
путем контроля экспрессии генов-супрессоров опухоле-
вого роста и онкогенов [24].

Еще одной возможной мишенью онконазы можно 
считать двухцепочечную dsРНК-зависимую протеин-
киназу R, которая фосфорилирует IκB и таким образом 
активирует убиквитин-опосредованную транскрипцию 
NF-κB [25]. Среди ряда генов, активируемых NF-κB, при-
сутствуют гены «выживания», регулирующие клеточный 
цикл и защищающие клетки от апоптоза. Показано, что 
при остановке клеточного цикла в клетках лейкоза Jurkat 
под действием ранпирназы активность NF-κB подавля-
ется [14].

В 1990 г. была установлена противоопухолевая 
активность ранпирназы in vivo на ксенографтах рака 
поджелудочной железы человека ASPC-1 и немелкокле-
точного рака легкого (НМРЛ) А549 у бестимусных (nude) 
мышей [26, 27]. На ксенографтах рака толстой кишки 
человека показано потенцирующее действие комбинации 
винкристин + ранпирназа [28]. Среди моделей опухолей 
системы крови к ранпирназе оказались чувствительными 
клетки промиелоцитарного лейкоза HL-60, гистиомо-
ноцитарной лимфомы U937 и множественной миеломы 
RPMI-8228 [29]. Показана высокая чувствительность 
к ранпирназе in vitro и in vivo моделей хронического 
лимфолейкоза и В-клеточных лимфом. Клетки острого 
лимфобластного лейкоза или множественной миеломы 
оказались менее чувствительными [30]. В культуре 
клеток диффузной В-крупноклеточной лимфомы Toledo 
показано, что добавление ранпирназы к сочетанию ри-
туксимаба, мафосфамида, винкристина, доксорубицина и 
дексаметазона вызывает более выраженную цитотоксич-
ность, чем стандартная комбинация R-CHOP [31].

В 2002 г. были опубликованы результаты II фазы 
клинического изучения ранпирназы у 105 пациентов с 
мезотелиомой плевры, практически нечувствительной к 
химиотерапии. У 77 % пациентов был зарегистрирован 
объективный эффект, прогностически значимый для 
выживаемости. В III фазе испытания показано, что 
комбинация доксорубицин + ранпирназа превосходит 
результаты монохимиотерапии каждым из препаратов 
в отдельности [32]. Положительные эффекты были 
отмечены также при раке молочной железы, почки и 
НМРЛ [33, 34]. Применение ранпирназы при солидных 
новообразованиях не сопровождается гематологической, 
кардио- или гепатотоксичностью, а также мукозитами. 
Наиболее частым побочным действием ранпирназы явля-
ется нефротоксичность, которая выражается обратимой 

протеинурией с азотемией или без таковой, перифериче-
скими отеками [33, 35].

АМФИНАЗА

Амфиназа выделена из ооцитов Rana pipiens исследо-
вателями ранпирназы, гомологична последней на 38,2–
40,0 % (в зависимости от подтипа). Как и ранпирназа, 
амфиназа обладает относительно невысокой РНКазной 
активностью, не ингибируется рекомбинантным инги-
битором РНКаз человека RI и обладает идентичным 
механизмом действия как на молекулярном уровне, так и 
на уровне регуляции клеточного цикла. Однако амфиназа 
существенно отличается от ранпирназы по каталити-
ческой эффективности, субстратной специфичности и 
профилю гликозилирования [36].

Антипролиферативная активность показана на куль-
турах клеток HL-60, Jurkat и U-937, причем по сравнению 
с ранпирназой при эквимолярных концентрациях амфиназа 
оказалась более активной [37]. Показана высокая чувстви-
тельность к амфиназе моделей хронического лимфолейкоза 
и В-клеточных лимфом in vitro и in vivo. Клетки острого 
лимфобластного лейкоза или множественной миеломы 
оказались менее чувствительными [30].

На культурах клеток HL-60, U-937 и Jurkat антипро-
лиферативный эффект различных изоформ амфиназы 
проявляется остановкой клеточного цикла в фазе G1, а 
также уменьшением количества клеток в фазах S и G2 
[37]. Цитотоксический эффект амфиназы проявляется 
классическими признаками апоптоза, включая морфо-
логические показатели уменьшения размера клеток, 
конденсации хроматина и фрагментации ядра, а также 
активацию каспаз, сериновых протеаз и тканевой транс-
глутаминазы.

Следует отметить, что для реализации эффекта 
амфиназы in vitro важно наличие РНКазной активности. 
Ферментативно неактивная алкилированная форма 
амфиназы, обладающая аналогичной конформационной 
структурой, цитотоксическим эффектом не характери-
зуется [37]. Помимо внутриклеточной РНК возможной 
мишенью амфиназы являются микроРНК, ответственные 
за экспрессию генов путем РНК-интерференции [22].

БИНАЗА

Биназа — секретируемая Bacillus intermedius микробная 
РНКаза, принадлежит к семейству РНКаз N1/T1 и обла-
дает эндонуклеазной активностью в отношении гидролиза 
РНК и динуклеозидфосфатов. По механизму действия и 
структуре биназа принципиально отличается от РНКаз А 
и относится к гуанин-специфичным РНКазам. Гуанинсвя-
зывающий сайт биназы, идентифицированный методом 
кристаллографии, включает Lys26, Glu72, Arg82, Arg86 
и His101, при этом за непосредственное связывание с 
субстратом отвечают Glu72 и His101 [38]. Существенная 
часть экспериментальных данных о структурных особен-
ностях, ферментативной активности и антипролифера-
тивном эффекте биназы была получена в России под 
руководством А.А. Макарова и О.Н. Ильинской и описана 
в ряде обзорных работ [39–41].

Биназа оказывает цитотоксическое действие на 
фибробласты, трансформированные онкогенами ras, 
fms, src, AML и AML/ETO, что позволяет предполагать 
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участие этих онкогенов в реализации ее противоопухо-
левой активности [7, 42]. Экспрессия онкогенов KIT и 
AML1-ETO также может служить возможным маркером 
прогноза чувствительности клеток опухолей системы 
крови к биназе [43].

В культуре клеток острого миелобластного лейкоза 
Kasumi-1 также продемонстрирован выраженный цитоток-
сический эффект биназы, сопровождающийся усилением 
экспрессии целого ряда проапоптотических генов [44]. 
Установлено, что биназа оказывает избирательное цито-
токсическое действие на kit-трансформированные предше-
ственники миелоидных клеток, при этом в цитозоле апоп-
тотических клеток наблюдали дозозависимое уменьшение 
содержания ионов Ca2+ [45]. Как и в случае с РНКазами А, 
снижение ферментативной активности приводит к потере 
противоопухолевого эффекта биназы. С использованием 
мутантных РНКаз показано, что снижение уровня каталити-
ческой активности до 2,5 % от активности фермента дикого 
типа приводит к потере апоптогенных свойств [46].

В культурах клеток эритромиелолейкоза K562 и 
рака легкого А549 установлена избирательная индукция 
апоптоза под действием биназы. В клетках, обработанных 
биназой, зафиксировано появление ранних маркеров 
апоптоза — низкомолекулярных олигонуклеосомных 
фрагментов ДНК размером менее 50 т.п.н. Антипролифе-
ративное и апоптогенное действие биназы на лимфоциты 
крови здоровых доноров в терапевтических концентра-
циях отсутствует [46].

Для подтверждения противоопухолевого эффекта 
биназы in vivo в наших исследованиях использовалась 
модель меланомы мышей B16, а также подкожные 
ксенографты опухолей человека [47] на мышах Balb/c 
nude [48] — меланома MeWo и рак легкого РЛ4 (А549). 
Биназу в изотоническом растворе натрия хлорида (кон-
центрация 0,5–4,0 мкг/мл) вводили в/в 5-кратно 1 раз 
в сутки с интервалом 48 ч во 2, 4, 6, 8 и 10-й дни после 
трансплантации опухолей. Разовые дозы составили 5, 10 
и 50 мкг/кг, суммарные — 25, 50 и 250 мкг/кг соответ-
ственно. Контрольным препаратом служила РНКаза А, 
которую вводили в/в по аналогичной схеме. О противо-
опухолевом эффекте судили по стандартному показа-
телю торможения роста опухоли (ТРО) в процентах и 
увеличению продолжительности жизни мышей (УПЖ) 
по отношению к контролю без лечения, минимальный 
критерий ТРО ≤ 50 % [49].

Показано, что РНКаза А на 10-й и 18-й дни роста 
меланомы В16 при средних объемах опухолей без 
лечения 1644 и 6857 мм3 практически неэффективна, 
ТРОmax 22–29 % (p > 0,05). Биназа же в минимальной 
разовой дозе 5 мкг/кг (суммарно 25 мкг/кг) дала значимое 
и достоверное кратковременное ТРО 62 % (p < 0,05) 
только сразу после окончания лечения, т. е. на 10-й день 
роста меланомы без значимого УПЖ (табл. 1).

Переносимость всех видов терапии РНКазой и би-
назой в использованных схемах была удовлетворительной. 
Состояние и поведение мышей — без особенностей, 
гибели от токсичности не отмечали, масса селезенки ста-
тистически значимо не отличалась от контрольной группы.

Сравнительная оценка эффективности биназы и 
РНКазы А проведена на подкожных ксенографтах мела-
номы человека MeWo и НМРЛ человека РЛ4 (из линии 
клеток А549) у мышей Balb/c nude. Лечение начинали 
через 48 ч после трансплантации опухоли, биназу вводили 

в эффективном для меланомы В16 режиме: 5-кратно в 
разовой дозе 5 мкг/кг (суммарно 25 мкг/кг) с интервалом 
48 ч. РНКазу А вводили в аналогичном временном и до-
зовом режимах. Результаты показали, что обе РНКазы 
не вызывают значимого эффекта на MeWo до конца на-
блюдения (21-й день), ТРОmax 20 % для биназы и 22 % 
для РНКазы А. На РЛ4 биназа дала кратковременное ста-
тистически незначимое ТРО 54 % (p > 0,05), в то время 
как РНКаза А была практически неактивна (ТРО 33 %). 
Переносимость терапии была удовлетворительной, ги-
бели мышей от токсичности не наблюдали.

Таким образом, пилотные эксперименты на мышах с 
подкожными ксенографтами опухолей человека показали 
результаты ниже или на уровне минимального критерия 
эффективности. Биназа, продемонстрировавшая не-
которую активность, была отобрана для продолжения 
изучения в качестве потенциального модификатора био-
логических реакций при цитотоксической химиотерапии.

БАРНАЗА

Барназа, выделенная из Bacillus amyloliquefaciens, от-
носится к РНКазам бактериального происхождения. По 
своим физико-химическим характеристикам и особен-
ностям механизма действия барназа аналогична биназе. 
Принципиальным отличием барназы является высокое 
сродство к внутриклеточному ингибитору барстару [50]. 
Способность барназы формировать высокоаффинный 
комплекс с барстаром является классическим примером 
белок-белкового взаимодействия с очень высоким срод-
ством субстратов [51, 52]. Это позволяет использовать 
барназу или барстар в качестве метки (или вектора) для 
конъюгации с другими белками и пептидами по типу 
«молекулярного конструктора» для достижения разных 
целей, а также облегчения очистки фермента [53].

Показано, что барназа способна ингибировать кле-
точную пролиферацию при ряде лейкозов и солидных 
опухолей человека [4]. Из клеточных линий опухолей 
системы крови к терапии барназой оказались чувстви-
тельными U-937, HL-60, K562.

ПРОЧИЕ РИБОНУКЛЕАЗЫ

Практически все РНКазы с доказанным противоопухо-
левым эффектом, изучаемые в последние годы, были вы-

Таблица 1. Сравнительная эффективность биназы и РНКазы А 

на модели мышиной меланомы В16 (n = 10)

Группа

Доза, мкг/кг

ТРО, %

УПЖ, %

День после окончания 
лечения

Разовая Суммарная* 1-й 4-й 8-й

РНКаза А 5 25 19 22 20 11

10 50 24 16 29 0

50 250 24 10 8 7

Биназа 5 25 62** 33 13 1

10 50 23 28 15 0

50 250 20 17 7 9

ТРО — торможение роста опухоли; УПЖ — увеличение 

продолжительности жизни.

* Внутривенно во 2, 4, 6, 8 и 10-й дни после трансплантации опухоли; 

в группе контроля соответственно срокам измерения Vcp = 1644 м3, 

Vcp = 2835 м3 и Vcp = 6857 мм3.

** p < 0,05 по сравнению с контрольной группой.
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КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОГЕМАТОЛОГИЯ

делены из двух типов источников: ооцитов или гамет 
земноводных (РНКазы А), а также бактерий (РНКазы 
N1/Т1). Охарактеризованные и известные ранее пан-
креатические РНКазы в настоящее время используются 
главным образом как препараты сравнения. В качестве 
перспективных противоопухолевых агентов эти ферменты 
не рассматриваются. Среди РНКаз А земноводных помимо 
ранпирназы и амфиназы цитотоксическая активность об-
наружена у РНКаз, выделенных из ооцитов лягушек Rana 
japonica и Rana catesbeiana [54, 55]. В редких работах 
описана цитотоксичность РНКаз из других источников, 
в частности, показана цитотоксичность РНКазы гриба 
Hohenbuehelia serotina в культурах клеток мышиных 
лимфолейкоза L1210 и лимфомы MBL2 [56].

В последние годы возрос интерес к лектинам, об-
ладающим РНКазной и противоопухолевой активностью. 
В одной из обзорных работ T. Tatsuta и соавт. [57] при-
ведены сведения о лектине из ооцитов R. catesbeiana, 
связывающем сиаловую кислоту (SBL, sialic acid-binding 
lectin). Подробно описаны РНКазная активность SBL 
и антипролиферативный эффект in vivo и in vitro на 
моделях мышиных лимфолейкозов Р388, L1210 и на 
широкой панели лейкозов человека [58, 59].

ХИМЕРНЫЕ МОЛЕКУЛЫ НА ОСНОВЕ РИБОНУКЛЕАЗ

Одним из наиболее актуальных направлений разработки 
противоопухолевых препаратов на основе РНКаз явля-
ется конъюгация их с другими биологически активными 
молекулами (белками, пептидами или даже наночасти-
цами) с целью повысить избирательность действия на 
опухолевые клетки. Чаще всего используются антитела 
или их фрагменты. Рациональность этого подхода опре-
деляется тем, что противоопухолевый эффект РНКаз 
реализуется после проникновения внутрь клетки [60].

Опубликованы результаты изучения in vitro и in 
vivo конъюгата ранпирназы с иммунотоксином 2L-Rap-
hLL1-γ4P, состоящим из двух молекул ранпирназы, конъ-
югированных с N-концом легкой цепи hLL1, антитела к 
CD74. Применение конъюгата у мышей с подкожными 
ксенографтами лимфомы Беркитта CD74+, Raji и Daudi 
продемонстрировало возможность получения полной 
ремиссии у большинства животных [61].

Другим успешным примером конъюгирования 
РНКазы с антителами может служить конъюгат ран-
пирназы с антителами к CD22, нацеленный на терапию 
неходжкинских лимфом [62]. По сравнению с ранпир-
назой полученный химерный белок оказался более ци-
тотоксичным in vitro на моделях неходжкинских лимфом 
(IC50 на 4 порядка меньше). Он увеличивает in vivo жизнь 
мышей с в/в трансплантированной лимфомой Daudi (мо-
делирование генерализации процесса) на 135 % [63]. При 
этом данный белок был менее токсичным для мышей, т. е. 
проявлял большую избирательность действия.

Результативность конъюгирования с антителами 
против белков, гиперэкспрессирующихся на поверх-
ности опухолевых клеток, оценена на примере конъюгата 
4D5 scFv-дибарназы — иммуноРНКазы, состоящей из 
мини-антител (антигенсвязывающих одноцепочечных 
вариабельных фрагментов антител, scFv) и РНКазы 
Bacillus amyloliquefaciens — барназы. Методами генной 
инженерии были получены рекомбинантные мини-
антитела к антигену HER2/neu, который относится к 

наиболее специфичным маркерам злокачественных опу-
холей, прежде всего рака молочной железы и яичников 
[64, 65]. Были созданы анти-НЕR2/neu-мини-антитела 
(4D5 scFv), слитые с двумя молекулами барназы. Дока-
зано, что созданный химерный белок способен проникать 
внутрь клеток, экспрессирующих НЕR2/neu, показана 
его цитотоксическая активность [60, 66, 67]. Попадая 
внутрь клетки в составе химерного белка анти-НЕR2/
neu-мини-антитело-дибарназа (4D5 scFv-дибарназа), 
барназа реализует антипролиферативное действие как 
РНКаза [60].

Цитотоксический эффект scFv 4D5-дибарназы в 
отношении HER2-позитивных клеток рака яичников 
человека SKOV-3 оказался в 1000 раз выше, чем эффект 
барназы [4]. Мини-антитела не только обеспечивают из-
бирательное связывание иммуноРНКазы с поверхностью 
опухолевой клетки, но и облегчают ее проникновение 
внутрь клетки путем рецептор-опосредованного эндоци-
тоза [68].

Выявление вклада РНКазной активности в противо-
опухолевый эффект in vivo химерной молекулы-конъю-
гата 4D5 scFv с двумя молекулами барназы (4D5 scFv-
дибарназа) проведено в сравнении с мини-антителами 
(4D5 scFv) и смесью барназы и 4D5 scFv. В опытах 
использованы подкожные ксенографты рака молочной 
железы человека SKBR-3 HER2+ у мышей-самок Balb/c 
nude. Опухоль имплантировали по 6 × 106 или 1,5 × 106 
клеток. Агенты вводили парентерально в диапазоне ра-
зовых доз от 0,25 до 1 мг/кг многократно, 10–13-кратно 
с интервалом 24–72 ч. Лечение начинали на следующий 
день после имплантации опухоли.

В результате показано, что неконъюгированные 
антитела 4D5 scFv и простая смесь 4D5 scFv и барназы во 
всем диапазоне примененных доз малоактивны (ТРО 41 
и 13 % соответственно). Конъюгат 4D5 scFv-дибарназа, 
примененный против опухоли, полученной транспланта-
цией 6 × 106 клеток, тоже был малоактивен (ТРО 35 %).

При уменьшении размеров опухолевого узла в 
4 раза к началу лечения и снижении суммарной дозы 
конъюгата в 2–2,5 раза замедление темпов роста опу-
холи через 5 дней после окончания лечения (23-й день 
опыта) достигло значимой величины — ТРО 62–67 % 
(p < 0,05). Полученный эффект оказался дозозависимым, 
т. к. уменьшение разовой дозы и длительности курса с 
двукратным уменьшением суммарной дозы привело к 
почти двукратному снижению ниже порогового уровня 
ТРО 45 % (табл. 2).

Таблица 2. Сравнительная эффективность иммуноРНКазы 

(конъюгат 4D5 scFv-дибарназы) на ксенографтах рака 

молочной железы человека SKBR-3 HER2+ после подкожной 

трансплантации 1,5 × 106 клеток

Группа

Доза, мкг/кг

ТРО, %

День после 
трансплантации опухоли

Разовая Суммарная 14-й 28-й 37-й

Конъюгат 4D5 scFv-

дибарназы (n = 10)

0,7 7,0** 71 38* 33*

0,25 2,25*** 45 36 Измерение не 

проводили

* p < 0,05 по сравнению с контрольной группой.

** Внутрибрюшинно в 5, 7, 9, 10, 12, 14, 16, 19, 21 и 23-й дни после 

трансплантации опухоли.

*** Внутрибрюшинно в 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 и 17-й дни после 

трансплантации опухоли.
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Переносимость всех видов лечения была удовлет-
ворительной, побочных эффектов или гибели животных 
от токсичности не наблюдали. Изучение токсичности на 
здоровых мышах-самках BDF1 показало, что при одно-
кратном в/в введении в дозе 7 мг/кг (10-кратная разовая 
терапевтическая доза) 4D5 scFv-дибарназа нетоксична 
и не влияет на физиологические, биологические и био-
химические показатели.

Полученные нами результаты свидетельствуют о пер-
спективности создания химерных молекул-конъюгатов 
с РНКазной активностью. Они согласуются с данными, 
полученными с иммунотоксином, включающим панкреа-
тическую РНКазу А [69, 70].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ биохимических свойств и основных фармакологи-
ческих эффектов демонстрирует ряд особенностей РНКаз 
с антипролиферативной активностью [71, 72]. В отличие 
от других ферментов с противоопухолевой активностью, 
в частности разрушающих аминокислоты, механизм 
действия РНКаз предполагает наличие внутриклеточных 
мишеней и, соответственно, требует проникновения фер-
мента через клеточную мембрану. Общими свойствами 
для РНКаз с доказанным противоопухолевым эффектом 
являются:
 нечувствительность к действию ингибитора РНКаз 

клеток млекопитающих RI;
 наличие выраженного положительного заряда мо-

лекулы (pI > 9,0);
 высокая конформационная стабильность.

Очевидно, что противоопухолевый эффект РНКаз 
напрямую связан с их ферментативной активностью. 
Так, на примере биназы и ранпирназы с использованием 
точечных замен показано, что снижение ферментативной 
активности приводит к потере биназой противоопухо-
левых и апоптогенных свойств. Выявленная нами более 
высокая активность конъюгата 4D5 scFv-дибарназы 
по сравнению с мини-антителами 4D5 scFv и простой 
смесью белков также свидетельствует о наличии суще-
ственного вклада ферментативной активности в реали-
зацию противоопухолевого эффекта. В зависимости от 
особенностей генетического аппарата опухолевых клеток 
антипролиферативное действие РНКаз может быть 
связано с разрушением рРНК, тРНК или микроРНК 
[18–21]. Следовательно, чувствительность опухолевых 
клеток к РНКазам существенно варьирует в зависимости 
от содержания конкретной РНК, а также ее значения для 
выживания клетки.

Механизмы проникновения РНКаз внутрь клетки 
остаются не до конца выясненными. Потенциальными 
акцепторами РНКаз на клеточной поверхности могут 
быть кислые липиды и гликопротеиды, содержащие 
гепарансульфат протеогликаны, актин и ассоцииро-
ванные с РНК белки. Клеточные мембраны нормальных 
и злокачественных клеток отличаются по составу этих 
компонентов, что во многом определяет избирательность 
действия РНКаз и может быть научной основой для 
поиска специфических мишеней и маркеров предполага-
емой чувствительности клеток опухолей системы крови к 
РНКазам.

Известные к настоящему времени ключевые звенья 
регуляции клеточного цикла — мишени для РНКаз, 

включают NF-κB-зависимый сигнальный путь, раз-
личные каспазы и онкогены. Чувствительность клеток к 
действию РНКаз связана с экспрессией онкогенов ras, 
KIT, AML1-ETO, определение которых будет полезным 
для прогнозирования ответа на лечение с использованием 
РНКаз. Повышенная экспрессия как KIT, так и AML1-
ETO характерна для острого миелобластного лейкоза [73, 
74].

Принципиально важной особенностью активных в 
отношении опухолевых клеток РНКаз является наличие 
резко положительного заряда молекулы. Учитывая тот 
факт, что подавляющее большинство клеток опухолей 
системы крови имеет на поверхности выраженный от-
рицательный заряд, цитотоксические эффекты РНКаз 
определяются не только расщеплением доступной РНК и 
действием продуктов ее гидролиза, но и некаталитическим 
электростатическим взаимодействием с компонентами 
клетки [41].

Следует отметить также способность РНКаз повы-
шать чувствительность опухолевых клеток к цитоток-
сическим агентам с другим механизмом действия [28, 
31]. Эта способность открывает возможность рассма-
тривать их в качестве модификаторов биологических 
реакций, повышающих эффективность стандартной 
лекарственной терапии злокачественных опухолей. 
Для РНКаз с антипролиферативными свойствами 
целесообразен поиск комбинаций с различными цито-
статическими агентами под контролем эффективности 
и переносимости лечения.

Данные литературы и результаты наших опытов по 
эффективности конъюгатов с антителами к специфи-
ческим рецепторам на поверхности опухолевых клеток 
позволяют считать их перспективными для таргетной 
терапии опухолей с гиперэкспрессией соответствующих 
антигенов. Кроме того, несомненным является и то, что не-
обходимость поиска и изучения новых препаратов РНКаз 
во многом определяется разработкой соответствующих 
систем доставки. При этом для действующего вещества 
основным критерием результативности конъюгирования 
является незначительная потеря ферментативной актив-
ности, а для антител — иммунологической [32].

Несмотря на наличие массива экспериментальных 
данных, демонстрирующих эффективность РНКаз на 
моделях опухолей системы крови in vitro и in vivo и 
хорошую переносимость, перспективы их востребован-
ности, в частности, в клинической онкогематологии пока 
остаются неочевидными. Однако приведенные в обзоре 
сведения позволяют заключить, что среди огромного 
разнообразия РНКаз существуют практически неис-
черпаемые ресурсы в создании новых оригинальных 
РНКаз. Детализация механизмов цитотоксических эф-
фектов РНКаз на злокачественных клетках послужит 
основой для поиска новых относительно безопасных 
средств направленной (таргетной) противоопухолевой 
терапии.
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