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РЕФЕРАТ Одним из подходов к элиминации опухолевых клеток является направленная деструкция/мо-
дификация молекул их РНК, поэтому считается, что рибонуклеазы (РНКазы) обладают терапевтическим 
потенциалом, во многом еще не изученным. Предполагается, что биологические эффекты секретируемых 
РНКаз, а именно их противоопухолевые и противовирусные свойства, обусловлены каталитической актив-
ностью. Однако ряд современных данных опровергает исключительную роль ферментативной активности 
РНКаз в проявлении их селективной цитотоксичности по отношению к раковым клеткам. В настоящем об-
зоре мы анализируем современные данные о цитотоксических эффектах секретируемых РНКаз, проявляю-
щихся без участия каталитической активности, и приводим доказательства того, что важнейшим фактором 
селективного апоптозиндуцирующего действия РНКаз является структурная организация ферментов, об-
уславливающая их взаимодействие с компонентами клетки. Приведенные доказательства в пользу приори-
тетной роли некаталитических взаимодействий РНКаз с раковыми клетками в проявлении избирательной 
цитотоксичности внесут вклад в разработку противоопухолевых препаратов на базе РНКаз.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рибонуклеаза, димер, олигомеризация, каталитическая активность, цитотоксичность, 
противоопухолевая активность. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ дцРНК – двухцепочечная РНК; ИР – ингибитор рибонуклеаз млекопитающих; BS-
РНКаза – рибонуклеаза семенников быка.

ВВЕДЕНИЕ
Рибонуклеазы (РНКазы) катализируют расщепле-
ние фосфодиэфирных связей в различных РНК-
субстратах, играя ключевую роль в деградации 
и процессинге клеточной РНК [1]. Большинство из-
вестных РНКаз являются белками, однако обнару-
жены и нетипичные формы РНКаз, каталитическая 
часть которых представлена молекулой РНК. Таким 
образом, РНКазы – одни из немногих ферментов, 
которые, по-видимому, до сих пор сохраняют связь 
с первичным миром РНК, древней системой репли-
каторов и катализаторов РНК [1]. 

РНКазы классифицируют на экзо- и эндорибо-
нуклеазы. Экзорибонуклеазы осуществляют гидро-
лиз фосфодиэфирной связи между нуклеотидами, 
находящимися на концах полинуклеотидной цепи, 
в направлении 3’ → 5’. Эндонуклеазы расщепляют 
фосфодиэфирные связи внутри одноцепочечных 
или двухцепочечных молекул РНК.
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Клетки живых организмов содержат различные 
виды экзо- и эндорибонуклеаз, основная функция ко-
торых заключается в контроле экспрессии генов пу-
тем изменения стабильности различных видов РНК 
и элиминации ненужных внутриклеточных РНК [2]. 
Кроме того, расщепляя проникшие в клетки чуже-
родные РНК [3] и участвуя в клеточном суициде, 
РНКазы играют защитную роль [4]. 

Секретируемые РНКазы микроорганизмов вы-
полняют пищеварительную, защитную и регуля-
торную функции. Они необходимы для гидролиза 
РНК во внеклеточном пространстве. Считается, 
что у микроорганизмов расщепление внеклеточной 
РНК происходит в основном с целью извлечения 
питательных веществ. Лишь отдельные сообщения 
указывают на вовлечение секретируемых РНКаз 
микроорганизмов в конкурентную борьбу за эколо-
гическую нишу [5], в реализацию патогенного по-
тенциала [6–8], в защиту своей популяции, а также 
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ассоциированных организмов от вирусной инфек-
ции [9, 10]. 

У высших организмов секретируемые РНКазы, 
наоборот, в меньшей степени участвуют в перевари-
вании пищи и представляют собой компоненты врож-
денной системы защиты и поддержания физиологи-
ческого гомеостаза. У растений они обуславливают 
самонесовместимость [11]. У позвоночных животных 
секретируемые РНКазы гидролизуют внеклеточную 
РНК, которая высвобождается из поврежденных, 
стресс-индуцированных или малигнизированных 
клеток, оказывая противовоспалительное и антико-
агулянтное действие; обладают противомикробной 
и противовирусной активностями, а также иммуно-
модулирующими и регенеративными свойствами [12].

Отдельные виды секретируемых РНКаз животных 
вовлечены в туморогенез [13], в то время как другие 
подавляют пролиферацию раковых клеток и инду-
цируют в них апоптоз [14–19], что позволяет рас-
сматривать РНКазы в качестве потенциальных 
противоопухолевых агентов в щадящей терапии 
злокачественных новообразований. Селективной ци-
тотоксичностью по отношению к опухолевым клет-
кам обладают и микробные РНКазы [18–22], нечув-
ствительные к ингибитору РНКаз млекопитающих 
(ИР), что открывает широкие возможности для био-
инженерии [23]. РНКазы могут быть интернализова-
ны клетками путем рецептор-зависимого эндоцитоза 
для регуляции сигнальных путей и внутриклеточных 
РНК [13]. При этом рибонуклеолитическая актив-
ность как таковая не всегда имеет первостепенное 
значение, вероятно, ключевая роль принадлежит 
физико-химическим и структурным свойствам бел-
ков.

СЕКРЕТИРУЕМЫЕ РИБОНУКЛЕАЗЫ БАЦИЛЛ
Среди внеклеточных РНКаз бактерий, проявляющих 
противоопухолевую активность, подробно охаракте-
ризованы секретируемые РНКазы бацилл [19, 20, 22, 
24, 25]. Бациллярные РНКазы представлены двумя 
типами эндонуклеолитических ферментов: низкомо-
лекулярными гуанилпредпочитающими РНКазами 
[24] и высокомолекулярными неспецифичными 
РНКазами [26, 27]. Высокомолекулярные РНКазы 
бацилл (биназа II, РНКаза Bsn), представляющие 
семейство HNH эндонуклеаз (IPR003615), состоят 
примерно из 240 аминокислотных остатков (30 кДа). 
Эти белки, стабильные в диапазоне pH 6.5–9.5, имеют 
изоэлектрическую точку, равную примерно 5, и рас-
щепляют РНК без видимой специфичности с образо-
ванием 5’-фосфорилированных олигонуклеотидов. 
Для проявления каталитической активности необ-
ходимы ионы Mg2+. Оптимум pH для гидролиза РНК 
составляет 8.5, оптимум температуры – 37°С. 

Низкомолекулярные гуанилпредпочитающие 
РНКазы бацилл (биназа, барназа), относящиеся 
к семейству N1/T1/U2 (IPR000026), представляют 
собой малые внеклеточные белки, состоящие при-
мерно из 110 аминокислотных остатков (12 кДа). 
Ферменты стабильны в широком диапазоне рН (3–
10). Гуанилспецифичные РНКазы относятся к ка-
тионным белкам с изоэлектрической точкой около 
9. Они катализируют расщепление РНК предпочти-
тельно у остатков гуанозина в две последовательные 
реакции, в ходе которых трансэтерификация 5’-фос-
фоэфирной связи приводит к образованию цикличе-
ских 2’,3’-фосфодиэфиров как промежуточных про-
дуктов гидролиза с их последующим расщеплением 
до нуклеозид-3’-фосфатов [28]. Для проявления ка-
талитической активности ферменты не нуждаются 
в ионах металлов и кофакторах [29]. Оптимальные 
условия для гидролиза РНК – рН 8.5 и 37°С.

Синтез внеклеточных РНКаз у бацилл индуци-
руется, за редким исключением, в условиях фос-
фатного голодания [30, 31], а низкомолекулярных 
РНКаз – еще и в условиях азотного голодания 
[32], что указывает на значимость этих ферментов 
для обеспечения клеток питательными веществами. 
Стоит отметить, что уровень РНКазной активности 
низкомолекулярных РНКаз на 1–2 порядка выше, 
чем у высокомолекулярных. Низкомолекулярные 
РНКазы также отличают особенности механизма 
рибонуклеолитической реакции – предпочтитель-
ность к гуаниловым остаткам, образование цикли-
ческих 2’,3’-рибонуклеотидов, которые сохраняются 
в реакционной среде не менее 1 ч [33], и фосфатная 
группа на 3’-конце образуемых нуклеотидов. В на-
стоящее время 2’,3’-циклопроизводные нуклеоти-
дов, обнаруживаемые как у про-, так и у эукариот, 
рассматриваются у эукариот в качестве компо-
нентов пути, защищающего ткани от инфекций 
и повреждений [34]. Нуклеотиды с 5’-концевым 
фосфатом могут быть лигированы с подобными ну-
клеотидами с образованием полимерных структур, 
в то время как встраивание нуклеотида с 3’-конце-
вым фосфатом требует дополнительных реакций 
по переносу фосфатной группы на 5’-конец. Эти осо-
бенности, наряду с тем, что высокомолекулярные 
РНКазы широко представлены в мире бактерий, 
а низкомолекулярные имеются лишь у ограничен-
ного числа видов бактерий [35], позволяют считать 
низкомолекулярные РНКазы бацилл уникальны-
ми белками и предполагают наличие у них особых 
функций и биологических свойств. 

Так, имеются данные, косвенно указывающие 
на антагонистические свойства низкомолекулярных 
РНКаз [5, 24] и их участие в защите бактериаль-
ных клеток от фаговой инфекции [9]. У патогенных 
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бацилл группы Bacillus cereus низкомолекулярные 
РНКазы входят в состав поверхностных токсинов 
[35]. На сегодняшний день показаны разнообраз-
ные биологические эффекты низкомолекулярных 
РНКаз бацилл – от ростостимулирующих до анти-
пролиферативных [19, 20, 22, 36, 37], что делает их 
перспективными для практического применения. 
Потенциал же высокомолекулярных РНКаз бацилл 
еще не изучен.

Низкомолекулярные РНКазы бацилл обладают 
высокой степенью сходства по первичной струк-
туре (более 73%), основные различия сосредоточе-
ны в регуляторных областях генов, что опосредует 
разный уровень продукции этих белков, а также 
в сигнальных пептидах, влияющих на их секре-
цию [35]. Ферменты имеют практически идентич-
ную третичную структуру, обладают общими фи-
зико-химическими и каталитическими свойствами. 
Аминокислотные остатки His и Glu в активном цен-
тре ферментов действуют как общие кислотно-ос-
новные группы во время катализа, а Arg и Lys важны 
для связывания фосфата.

Первые работы по выделению и очистке низко-
молекулярных РНКаз появились в 70-х годах про-
шлого столетия: были выделены и охарактеризованы 
РНКаза B. amyloliquefaciens (барназа) и РНКаза B. 
pumilus 7P (биназа) [38, 39]. Нами усовершенство-
ван метод выделения бациллярных РНКаз, позво-
ляющий в три этапа получать гомогенный препарат 
белка. С помощью этого метода выделены, хромато-
графически очищены и охарактеризованы гуанил-
предпочитающие РНКазы B. pumilus 7P (биназа), B. 
altitudinis B-388 (бальназа) и B. licheniformis (бали-
фаза) [30, 40, 41]. Среди представленных видов наи-
более активным продуцентом РНКазы является вид 
B. pumilus, секретирующий биназу. Близким гомо-
логом биназы долгое время считалась рибонуклеаза 
B. amyloliquefaciens – барназа. Сходство первичной 
структуры биназы и барназы составляет 85%, однако 
синтез барназы не подвержен фосфатной регуляции 
и зависит от многофункционального белка Spo0A [24].

Исследование новой РНКазы бальназы, секре-
тируемой штаммом B. altitudinis B-388, показало, 
что именно она представляет собой наиболее близкий 
естественный гомолог биназы. Первичные структуры 
белков отличаются лишь одной аминокислотной за-
меной: треонин в положении 106 в молекуле биназы 
заменен на аланин у бальназы [29], что не сказыва-
ется на изоэлектрической точке белка, но несколько 
снижает термостабильность [29, 42]. 

РНКаза B. licheniformis – балифаза – сходна 
по первичной структуре с биназой (73%) и барназой 
(74%). Синтез балифазы индуцируется в условиях 
фосфатного голодания, что сближает фермент с би-

назой и бальназой, но по физико-химическим свой-
ствам балифаза ближе к барназе [41]. 

Несмотря на то что секретируемые РНКазы бацилл 
близки по физико-химическим и каталитическим 
свойствам, они различаются по способу димериза-
ции и стабильности димерных форм, что отражается 
и на цитотоксических свойствах этих РНКаз. 

Олигомеризация РНКаз
Олигомеризация – один из наиболее распростра-
ненных феноменов, является ключевым фактором 
регуляции ферментов, ионных каналов, рецепторов 
и факторов транскрипции. Димеры и олигомеры об-
уславливают стабильность белков, активируют пере-
дачу сигналов через мембрану, увеличивают фер-
ментативную активность, расширяют возможности 
для регуляции, обеспечивая комбинаторную специ-
фичность, аллостерические свойства, активацию 
и ингибирование каталитической активности фер-
ментов [43].

При изучении структурной организации выделен-
ных нами РНКаз – биназы, бальназы и балифазы – 
впервые было установлено, что все они димеризуют-
ся в естественных условиях среды и представляют 
собой природные димеры [41, 44, 45]. Вероятно, обра-
зование димеров у РНКаз – это один из важнейших 
процессов, необходимых ферментам для выполнения 
их функций и проявления биологических свойств. 
Несмотря на высокую степень структурного сход-
ства, способ димеризации и стабильность димерных 
структур у гомологичных РНКаз сильно различают-
ся [22]. 

Мы впервые обнаружили природные димер-
ные структуры биназы, на протяжении длитель-
ного времени известной как мономер, не способный 
к олигомеризации [44]. Ранее димеры биназы нахо-
дили только в условиях белкового кристалла [46]. 
Теоретическая возможность димеризации фермента 
в растворе рассматривалась как артефакт, который 
может возникать только при высокой концентрации 
белка [47]. Мы показали, что биназа в естественных 
условиях представлена димерами двух типов, раз-
личающихся механизмом образования и стабиль-
ностью. Одни димеры биназы высокостабильны, 
по-видимому, за счет обмена N- или C-концевыми 
участками и не диссоциируют в денатурирующих 
условиях, другие не способны к обмену доменами 
между мономерами (swapping-взаимодействиям), 
в связи с чем димеры такого типа при электрофорезе 
в денатурирующих условиях распадаются на моно-
меры [44]. У бальназы и балифазы образуются диме-
ры только второго типа [22, 41, 45]. 

Молекулярное моделирование димерных струк-
тур биназы, бальназы и балифазы выявило разно-
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образие их димеров (рисунок). Необходимо отметить, 
что димеры бациллярных РНКаз стабилизируются 
нековалентными связями, поскольку в первичных 
структурах белков отсутствуют серосодержащие 
аминокислоты [48]. С учетом сил, принимающих уча-
стие в образовании белкового комплекса (электро-
статических, гидрофобных, ван-дер-ваальсовых 
и электростатических или их баланса), были ото-
браны по две модели в каждой группе (рисунок). 
Обнаружено, что биназа способна к образованию 
димеров четырех видов (рис. А), тогда как бальназа 
(рис. Б) и балифаза (рис. В) – трех и двух видов со-
ответственно, причем один из видов – это вариант 
с блокированным активным центром фермента. 

Анализ механизмов димеризации бациллярных 
РНКаз ставит вопрос о доступности активных цен-
тров для гидролиза субстрата в молекулах димеров. 
Изучение кристаллической формы биназы позволи-
ло сделать заключение, что связывание РНК в диме-
ре может осуществлять только одна из двух молекул 
мономеров, поскольку в димерной структуре блоки-
рован каталитический центр второй субъединицы 
[21]. Мутантная биназа Glu43Ala/Phe81Ala обладает 
более высокой каталитической активностью и более 
выраженными цитотоксическими свойствами в отно-
шении клеток лейкоза Касуми-1 по сравнению с фер-
ментом дикого типа, что связывают с неспособностью 
мутантной формы создавать самоингибирующиеся 
димерные структуры [49].

С использованием расчетных методов броунов-
ской динамики показано, что с учетом доступности 
активного центра биназа образует димеры трех ти-
пов [50]. Димерные структуры первого типа имеют 
два открытых каталитических центра, принимаю-
щих участие в гидролизе РНК. У димеров второго 
и третьего типов блокированы один или оба активных 
центра. Изучение скорости ассоциации мономеров 
при димеризации биназы показало, что константа 
скорости реакции образования димеров первого типа 
намного выше, чем у моделей второго и третьего ти-
пов, и ее значение сопоставимо со скоростью форми-
рования комплекса биназы и ингибитора барстара 
[50]. Учитывая схожий уровень каталитической ак-
тивности биназы, бальназы и балифазы, а также ре-
зультаты анализа интенсивности эмиссии белковых 
полос и площади зон гидролиза, мы можем утверж-
дать, что в молекулах димеров исследуемых РНКаз 
в катализе принимают участие оба активных центра 
[22], а димеры с частично или полностью закрытыми 
активными центрами, по-видимому, являются ми-
норными. 

Стоит отметить, что большинство димеров в при-
роде образуются именно за счет нековалентных 
связей между внеклеточными доменами, трансмем-
бранными регионами и/или N,С-концами белков [51]. 
Последний механизм может осуществляться двумя 
способами. Первый – это контактная димеризация, 
когда петля одного из мономеров создает стабили-
зирующие контакты с другой молекулой, а второй 
способ – это обмен концевыми доменами или domain 
swapping [51]. Обмен доменами характерен для таких 
белков, как цитохром c [52] и, особенно, для некото-
рых амилоидогенных белков, таких, как прионный 
белок человека, цистатин C или β2

-микроглобулин 
[53, 54].

Феномен обмена доменами частично нарушает 
догму Анфинсена о том, что аминокислотная после-
довательность определяет уникальность третичной 

Рисунок. Модели димеров бациллярных РНКаз. Моде-
лирование белок-белкового взаимодействия мономе-
ров РНКаз было выполнено прямым методом путем 
поиска структур, обладающих минимальной свобод-
ной энергией Гиббса. Модели поделены на группы 
на основе сил, принимающих участие в образовании 
белкового комплекса (электростатических, ван-дер-
ваальсовых и электростатических, гидрофобных или их 
баланса) и из каждой группы отобрано по две структу-
ры с наименьшей свободной энергией. Один из моно-
меров биназы (А), бальназы (Б) или балифазы (В) 
представлен в виде молекулы с элементами вторичной 
структуры, окрашенной в цвета радуги от N-конца 
(синий) до C-конца (красный). Возможные позиции 
второго мономера в димерах РНКаз показаны серым 
цветом. (Г) Уникальный димер биназы, отсутствую-
щий у бальназы и балифазы. Контактная поверхность 
в димере образована двумя гибкими петлями I (амино-
кислотные остатки 56–69) и II (аминокислотные остатки 
99–104) [57], позволяющими мономерам обменивать-
ся С-концевыми участками
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структуры белка [55]. На самом деле гибкие петли 
белка могут принимать вариабельные конформации, 
занимая более одного доступного минимума энергии 
[56]. Это позволяет доменам, связанным с гибкими 
частями белков, принимать различные ориентации 
и подвергаться взаимному обмену с эквивалентным 
доменом соседней субъединицы. Следовательно, 
при наличии более одной гибкой петли могут обра-
зоваться нековалентные димеры или более крупные 
олигомеры, что дает ферментам новые возможно-
сти для аллостерических взаимодействий и макро-
молекулярной передачи сигналов [57, 58]. В биназе 
две гибкие петли располагаются вокруг активного 
центра: первая петля образована аминокислотны-
ми остатками 56–69, а вторая – остатками 99–104 
[59]. Обе петли находятся в непосредственной бли-
зости в разновидности димера биназы, которого нет 
у других РНКаз (рис. Г). В его стабилизации прини-
мают участие Phe105, Thr106, Arg107, Glu59, Gly60. 
Именно Thr106 является единственным аминокис-
лотным остатком, измененным в молекуле бальназы 
по сравнению с биназой. Замена полярного треонина 
на гидрофобный аланин отразилась на стабильности 
бальназы [22, 29, 42]. Предполагается возможность 
обмена именно С-концевыми участками при образо-
вании стабильного димера биназы. Отсутствие та-
кой возможности у бальназы и балифазы привело 
не только к существенным различиям в способах их 
димеризации по сравнению с биназой, но и к сниже-
нию стабильности димеров и противоопухолевого по-
тенциала гомологичных РНКаз [22].

На сегодняшний день известно несколько пред-
ставителей РНКаз, функциональность которых за-
висит от структурной организации их молекул. Так, 
например, противовирусный потенциал РНКазы L 
и хемоаттрактантного белка-1 моноцитов (MCPIP1) 
инициируется образованием димерных структур [60, 
61]. Среди РНКаз животного происхождения наи-
более полно охарактеризована РНКаза семенников 
быка (BS-РНКаза), представляющая собой природ-
ный димер [62]. Обнаружена корреляция между эф-
фективностью катализа и димеризацией микробной 
РНКазы Т из Escherichia coli [63]. РНКаза J B. subtilis 
функционирует в клетке в форме димера или олиго-
меров более высокого порядка [64]. 

Долгое время среди всего разнообразия РНКаз был 
известен лишь один природный димер, способный 
к обмену доменами – BS-РНКаза, представляющая 
собой смесь димеров двух типов [65]. Одни димерные 
структуры образуются за счет ковалентных дисуль-
фидных мостиков между аминокислотными остат-
ками Cys31 и Cys32, димеры второго типа дополни-
тельно стабилизированы за счет обмена N-концами 
α-спиралей фермента [66]. Как оказалось, противо-

опухолевую активность проявляют только димеры 
второго типа. Возможность обмена доменами при-
водит к образованию высокостабильных димерных 
структур, которые не разрушаются при проникно-
вении фермента внутрь клетки и остаются нечув-
ствительными к действию ИР, проявляя свою цито-
токсичность путем гидролиза внутриклеточной РНК 
[65].

Еще один представитель РНКаз, димер которого 
способен к обмену участками, – панкреатическая 
РНКаза А [67]. Фермент способен нековалентно са-
моассоциироваться при взаимодействии с субстра-
том, а также олигомеризоваться при лиофилизации 
в 40% уксусной кислоте [68, 69]. Образование диме-
ров и олигомеров более высокого порядка происхо-
дит путем обмена доменами, включающим N- и/или 
C-концевые участки белка [70]. Swapping-олигомеры 
РНКазы А увеличивают свою ферментативную ак-
тивность в отношении субстратов двухцепочечной 
РНК (дцРНК) или ДНК:РНК-гибридов по сравнению 
с нативным мономером [71]. Увеличение каталити-
ческой активности прямо пропорционально размеру 
олигомеров, более того, наибольшей ферментативной 
активностью обладают виды, содержащие больше 
С-swapping олигомерных структур, чем N-swapping, 
ввиду большей основности заряда С-олигомеров 
[72]. Противоречивые результаты получены при из-
учении противоопухолевого потенциала олигомеров 
РНКазы А, что требует проведения дальнейших ис-
следований.

Способностью к swapping-димеризации облада-
ет и онконаза – РНКаза леопардовой лягушки Rana 
pipiens. Фермент образует димерные структуры 
за счет обмена N-концевыми фрагментами при ли-
офилизации в 40% уксусной кислоте [73]. При этом 
С-конец фермента не способен принимать участие 
в обмене, поскольку заблокирован дисульфидной 
связью между Cys87 и Cys104 [58]. Димеризация 
онконазы усиливает ее биологическую активность, 
как и у других РНКаз [17, 74, 75]. Так, димер онкона-
зы оказался более цитотоксичным для клеток рака 
поджелудочной железы, чем нативный мономер [73]. 
Усиление цитотоксичности при димеризации связы-
вают с увеличением основности молекулы онконазы, 
что усиливает сродство фермента с отрицательно за-
ряженными мембранами раковых клеток и/или их 
внутриклеточными мишенями [75, 76]. 

Олигомеризация РНКаз позволяет избегать дей-
ствия ИР и усиливает заряд молекулы, улучшая 
интернализацию фермента в опухолевые клетки; 
увеличивает ферментативную активность РНКаз 
и их сродство к дцРНК [62, 70]; а также придает им 
новые биологические свойства [65, 70] или усилива-
ет уже существующие. Таким образом, способность 
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к образованию олигомерных структур, причем имен-
но за счет механизма обмена доменами, необходима 
РНКазам для проявления их цитотоксичности.

Противоопухолевая активность РНКаз
РНКазы обладают избирательной цитотоксичностью 
по отношению к определенным раковым клеткам, 
не оказывая при этом значимого влияния на нор-
мальные клетки организма, что позволяет рассма-
тривать эти ферменты в качестве потенциальной 
альтернативы современным противоопухолевым 
средствам [20, 24, 25].

Наиболее яркий представитель бактериальных 
РНКаз – биназа оказывает противовирусное дей-
ствие в отношении вирусов гриппа типа A (H1N1), бе-
шенства, ящура и ряда вирусов растений [77]. Биназа 
проявляет селективную цитотоксичность по отно-
шению к опухолевым клеткам, экспрессирующим 
определенные онкогены: ras, KIT, AML/ETO, FLT3, 
E6 и E7 [18, 19, 21]. Несмотря на активное изучение 
природы селективности РНКаз, механизм их изби-
рательного действия до сих пор остается неясным.

Биологические эффекты РНКаз определяются 
молекулярными детерминантами, которые вносят 
вклад в апоптозиндуцирующее действие ферментов, 
такими, как каталитическая активность, структура 
и заряд молекулы, ее стабильность [25]. Однако вкла-
ду надмолекулярной организации в цитотоксичность 
РНКаз до сих пор уделено мало внимания.

Долгое время считалось, что определяющую роль 
в проявлении цитотоксичности РНКаз играет их 
ферментативная активность [78]. Однако появляет-
ся все больше данных, согласно которым фермен-
ты без каталитической активности также облада-
ют способностью индуцировать гибель опухолевых 
клеток. Показано, что мутантные формы α-сарцина 
и катионного белка эозинофилов человека, не спо-
собные к гидролизу РНК, сохраняют свою токсич-
ность и запускают апоптоз в раковых клетках [79, 80]. 
Противоопухолевая активность катионного белка эо-
зинофилов человека обусловлена его взаимодействи-
ем с поверхностными структурами клетки, что при-
водит к изменению проницаемости плазматической 
мембраны и нарушению ионного равновесия без ин-
тернализации фермента и гидролиза внутриклеточ-
ной РНК [81]. Обнаружено, что РНКаза А и ее гомо-
логи способны связываться с дцРНК без проявления 
каталитической активности, вероятно, влияя таким 
образом на регуляторные функции этих молекул [20]. 
Высокая аффинность РНКазы А к дцРНК обуслов-
лена положительно заряженными аминокислота-
ми, расположенными вблизи активного центра [82]. 
Бактериальная РНКаза III содержит два отдельных 
домена, один из которых предназначен для связы-

вания с дцРНК, а второй – для ее деструкции [83]. 
Согласно представленным данным, фермент регули-
рует экспрессию генов либо расщепляя дцРНК, либо 
связываясь с ней, что приводит к функциональным 
изменениям в молекуле дцРНК [83].

Хотя обработка клеток биназой приводит к сни-
жению уровня внутриклеточной РНК, этот про-
цесс не связан непосредственно с индукцией апоп-
тоза [84]. На фоне снижения количества суммарной 
РНК увеличивается экспрессия проапоптотических 
генов p53 и hSK4 – в 1.5 и 4.3 раза соответственно, 
тогда как уровень мРНК антиапоптотического гена 
bcl-2 снижается в 2 раза. Вероятно, гидролиз РНК-
субстратов биназой приводит к запуску каскада ре-
акций, регулирующих гены, контролирующие апоп-
тоз [84]. Не обнаружено также прямой корреляции 
между снижением уровня РНК и токсическим эф-
фектом РНКаз. Так, в клетках острого миелоидно-
го лейкоза Kасуми-1, чрезвычайно чувствительных 
к действию биназы, уровень суммарной РНК не из-
менялся даже при снижении жизнеспособности 
на 95% [85]. Онконаза вызывает апоптоз стимулиро-
ванных митогеном лимфоцитов, не влияя на уровень 
внутриклеточной РНК [86].

На сегодняшний день первичное взаимодействие 
РНКаз с поверхностными клеточными структура-
ми рассматривается как один из наиболее значимых 
процессов, играющих важную роль в запуске каскада 
реакций, приводящих к гибели опухолевых клеток. 
Интернализация РНКаз происходит либо за счет 
специфического взаимодействия с клеточными ре-
цепторами [87], либо путем их прямого взаимодей-
ствия с мембраной клетки [76]. РНКазы взаимодей-
ствуют с поверхностью клетки-мишени с участием 
мембранных липидов, ионных каналов, рецепторов, 
а также посредством неспецифического электро-
статического связывания [88]. Показано, что натив-
ные и мутантные димерные РНКазы сильно влия-
ют на агрегацию, текучесть и слияние клеточных 
мембран [75]. Обнаружено, что РНКаза А и ее ана-
лог – рибонуклеаза поджелудочной железы чело-
века (РНКаза 1) – специфически взаимодействуют 
с нейтральным гексасахаридным гликосфинголипи-
дом Globo H [88], расположенным на внешней сторо-
не мембраны эпителиальных клеток и в большом ко-
личестве представленным в некоторых опухолевых 
клетках [89]. Онконаза и BS-РНКаза взаимодейству-
ют со специфическими небелковыми рецепторопо-
добными молекулами на плазматической мембране, 
что нехарактерно для других РНКаз [90].

Одним из механизмов, обуславливающих изби-
рательную цитотоксичность биназы и других кати-
онных РНКаз, является способность РНКаз взаимо-
действовать с анионными группами на поверхности 
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раковых клеток [25]. Как известно, опухолевые клет-
ки более электроотрицательны, чем нормальные, 
за счет большого содержания кислых фосфолипи-
дов [91]. Димеризация ферментов приводит к уве-
личению катионности белка, а значит и к усилению 
их противоопухолевых свойств. Так, замена отри-
цательно заряженных аминокислотных остатков 
на поверхности РНКазы Streptomyces aureofaciens 
(РНКазы Sa) на положительно заряженные при-
водила к усилению цитотоксического потенциала 
фермента [92, 93]. Апоптозиндуцирующее действие 
РНКазы Sa по отношению к клеткам острого миело-
идного лейкоза Касуми-1 достоверно коррелировало 
с увеличением катионности фермента [18]. Введение 
положительно заряженных остатков в аминокислот-
ную последовательность белка усиливало цитоток-
сичность онконазы [94].

Однако оказалось, что одного повышения за-
ряда недостаточно для успешной интернализации 
РНКаз в клетку. Показана исключительно важная 
роль специфической ориентации молекулы РНКазы 
(онконазы, BS-РНКазы, РНКазы 1 и РНКазы А) от-
носительно клеточной мембраны [76]. Так, нативная 
димерная BS-РНКаза принимает наиболее выгодную 
для своей интернализации ориентацию, когда она 
обращена обоими N-концами к клеточной мембра-
не [75]. Мутант Gly38Lys BS-РНКазы, наделенный 
дополнительным катионным остатком, ориентиро-
ванном в направлении N-конца, взаимодействовал 
с мембраной сильнее и был более цитотоксичным, 
чем BS-РНКаза дикого типа [17]. Представленные 
данные в очередной раз показали важность трехмер-
ной структуры РНКаз, особенно ориентации основ-
ных зарядов, которые влияют на цитотоксический 
потенциал этих ферментов.

Биназа вызывает гибель трансформированных 
клеток MLE-12 легочного эпителия мыши, не влияя 
при этом существенно на нормальные клетки АТ-II 
[95]. При этом спустя 24 ч инкубации биназа дости-
гает ядра клеток АТ-II, не проявляя при этом ци-
тотоксичности, и вызывает гибель клеток MLE-12 
без проникновения в них [95]. Каким образом РНКаза 
опосредует свой цитотоксический потенциал без ин-
тернализации фермента? Этот вопрос долгое время 
оставался открытым.

Недавно мы обнаружили, что селективность би-
назы в отношении опухолевых клеток, экспресси-
рующих онкоген ras обусловлена прямым взаимо-
действием РНКазы с эндогенным белком KRAS [96]. 
Исследование активированного KRAS с использова-
нием негидролизуемого аналога GTP (GTPγS) пока-
зало, что биназа препятствует обмену GDP на GTP, 
а также снижает взаимодействие RAS с белковыми 
факторами GEF, SOS1. Анализ фосфорилирования 

эффекторов RAS – белков AKT и ERK1/2 – подтвер-
дил ингибирование сигнального пути MAPK/ERK 
[96]. Таким образом, доказано, что селективность би-
назы в отношении опухолевых клеток, экспрессиру-
ющих онкоген ras, связана с взаимодействием биназы 
и KRAS, которое приводит к блокированию сигналь-
ного пути MAPK/ERK и запуску апоптоза в опухо-
левых клетках. Связанная с KRAS биназа находится 
не только в димерной форме, но и в форме тримера, 
что подтверждает значимость агрегации фермента 
в олигомеры более высокого порядка для блокирова-
ния пролиферативных сигналов [96]. 

РНКаза А способна также влиять на клеточные 
сигналы, однако ее действие противоположно про-
тивоопухолевому эффекту биназы. Фермент взаи-
модействует с рецептором эпидермального фактора 
роста (EGFR), активируя сигнальный путь MAPK/
ERK, что приводит к индукции клеточной проли-
ферации и росту опухоли [13]. Данная особенность 
РНКазы А, обнаруженная относительно недавно, 
ставит под сомнение возможность использования 
этого фермента в качестве потенциального противо-
опухолевого средства.

Некоторые РНКазы для проявления их цитоток-
сического потенциала должны проникнуть в клет-
ку. Опубликованы противоречивые данные, каса-
ющиеся механизма интернализации РНКаз. Так, 
онконаза и РНКаза А интернализуются в ранние 
эндосомы клеток HeLa и K562 с использовани-
ем клатрин- и кавеолиннезависимых путей [87], 
тогда как в клетках Jurkat эндоцитоз онконазы 
происходит динаминзависимым путем [97]. Эти 
противоречивые данные предполагают, что для про-
никновения в клетки РНКазы могут использовать 
различные пути, и многие аспекты интернализа-
ции РНКаз до сих пор остаются неизвестными. 
BS-РНКаза интернализуется в эндосомах как нор-
мальных, так и злокачественных клеток, но толь-
ко в последних, где фермент цитотоксичен, он до-
стигает комплекса Гольджи, обеспечивающего его 
цитозольную доставку [90]. Вариант BS-РНКазы, 
С-конец которого сконструирован для локализации 
в эндоплазматическом ретикулуме, не обладает ци-
тотоксичностью, поскольку он не может высвобож-
даться в цитозоле, чтобы проявить свою противо-
опухолевую активность [90].

При достижении цитозольного компартмента 
РНКазы встречаются с еще одним препятствием – 
внутриклеточным ингибитором РНКаз млекопитаю-
щих. ИР – белок с молекулярной массой 50 кДа, при-
сутствующий в цитоплазме, митохондриях и ядре 
клеток животных и человека [98]. Биологические 
функции ИР до сих пор выяснены не до конца, рас-
сматривается его потенциальное участие в окисли-
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тельно-восстановительном гомеостазе клетки [99]. 
ИР блокирует действие РНКаз млекопитающих, 
образуя с ними плотные комплексы, ингибирующие 
каталитическую активность. Филогенетическая от-
даленность бактериальных РНКаз и РНКаз амфибий 
делает их нечувствительными к действию ИР и по-
зволяет рассматривать в качестве потенциальных 
противоопухолевых средств. BS-РНКаза избегает 
действия ИР за счет природной димеризации, обра-
зуя трехмерные структуры, недоступные для бло-
кирования ингибитором. Причем, как указывалось 
ранее, лишь димеры, стабилизированные за счет об-
мена доменами, не подвергаются действию ИР и про-
являют свою цитотоксичность [65], что еще раз под-
черкивает важность олигомеризации РНКаз.

Использование гомологичных РНКаз для изуче-
ния механизма образования димеров позволило нам 
выявить вклад стабильности димерных структур 
в проявление противоопухолевого потенциала этих 
ферментов. Исследование цитотоксического дей-
ствия бальназы и балифазы на клетки аденокарци-
номы легкого человека А549 показало, что наиболее 
выраженным апоптогенным эффектом обладает би-
наза, цитотоксический потенциал которой возрас-
тает при увеличении продолжительности инкубации 
с клетками, тогда как активность бальназы и бали-
фазы начинает снижаться после 48 ч инкубации [22]. 
Эти данные указывают на ключевую роль стабиль-
ности димерных структур в проявлении цитоток-
сичности ферментов. Димеры бальназы и балифазы, 
в отличие от биназы, имеют пониженную стабиль-
ность вследствие неспособности к обмену доменами; 
вероятно, через 48 ч они диссоциируют на мономеры, 
что приводит к снижению их токсических свойств. 
Димерные структуры биназы отличаются высокой 

стабильностью и способны индуцировать гибель опу-
холевых клеток на протяжении длительного времени 
[22].

Представленные аргументы указывают на то, 
что противоопухолевая активность РНКаз является 
результатом сложного взаимодействия структурных 
и функциональных особенностей ферментов, а оли-
гомеры РНКаз наделены большим цитотоксическим 
потенциалом, нежели мономеры [62, 70]. 

Известно, что цитотоксическое действие РНКаз 
обусловлено не только последствиями прямой де-
градации РНК, но и регуляторными эффектами про-
дуктов ее гидролиза [20, 86]. В проявление биологи-
ческих эффектов РНКаз вносят вклад различные 
клеточные механизмы, включающие некаталити-
ческое взаимодействие РНКаз с клеточными ком-
понентами, интернализацию белков внутрь клетки, 
а также способность избегать действия ИР. Каждый 
тип цитотоксических РНКаз имеет свой специфиче-
ский набор молекулярных механизмов, определяю-
щий противоопухолевое действие фермента, однако 
главным среди них является структурная организа-
ция молекул РНКаз, которая вносит вклад в каждый 
из представленных молекулярных механизмов.

Результаты наших исследований обнаружива-
ют прямую корреляцию между цитотоксичностью 
и стабильностью димерных структур РНКаз, под-
тверждая основополагающую роль надмолекулярной 
организации ферментов в проявлении их противо-
опухолевого действия. 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
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