
Институт химической биологии и фундаментальной медицины 

Сибирского отделения Российской Академии Наук 

 

 

На правах рукописи 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Миронова Надежда Львовна 

 

Механизмы подавления прогрессии экспериментальных опухолей под 

действием дендритных клеток и природных нуклеаз 

 

03.01.04 – биохимия 

 

 

 

Диссертация на соискание ученой степени 

доктора биологических наук 

 

 

 

 

 

 

 

 

Научный консультант: 

д.б.н., профессор Зенкова Марина Аркадьевна 
 

 

 

 

 

 

 

 

Новосибирск-2018 



2 

ОГЛАВЛЕНИЕ 

ОГЛАВЛЕНИЕ ...................................................................................................................................2 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И СЛОВАРЬ ТЕРМИНОВ ..................................................................6 

ВВЕДЕНИЕ .......................................................................................................................................10 

Актуальность темы исследования ..........................................................................................10 

Цели и задачи исследования. ...................................................................................................12 

Научная новизна полученных результатов ............................................................................13 

Практическая значимость ........................................................................................................14 

Основные положения, выносимые на защиту .......................................................................14 

Апробация работы и публикации ...........................................................................................15 

Личный вклад автора ...............................................................................................................15 

Объем и структура диссертации. ............................................................................................16 

ГЛАВА 1. Природные нуклеазы, проявляющие противоопухолевую активность, и 

механизмы их действия (литературный обзор). ............................................................................17 

1.1. Введение .................................................................................................................................18 

1.2. Опухоль-ассоциированные внеклеточные нуклеиновые кислоты и их роль в 

канцерогенезе ................................................................................................................................18 

1.2.1. Опухоль-ассоциированные внДНК...............................................................................18 

1.2.2. Участие внДНК опухолевого происхождения в злокачественной трансформации 

здоровых клеток ........................................................................................................................21 

1.2.3. Опухоль-ассоциированные внРНК ...............................................................................24 

1.2.4. Участие опухоль-ассоциированных внРНК в злокачественной трансформации 

здоровых клеток ........................................................................................................................29 

1.2.5. Заключение ......................................................................................................................31 

1.3. Роль эндогенных РНКаз и ДНКаз млекопитающих в контроле внутриклеточных 

событий и сигнальных путей, ответственных за онкотрансформацию ..................................32 

1.3.1. Введение ..........................................................................................................................32 

1.3.2. РНКазы, участвующие в событиях обычной деградации мРНК: CCR4b, PARN и 

XRN1 ..........................................................................................................................................33 

1.3.3. РНКазы, активирующиеся в клетке под действием специфических сигналов: 

РНКаза L, IRE1 и PMR1 ...........................................................................................................37 

1.3.4. РНКазы, участвующие в биогенезе миРНК: DROSHA, DICER и AGO2 ..................41 

1.3.5. Многофункциональные ДНКазы с РНКазной активностью и РНКазы 

ядра/цитоплазмы: ангиогенин, G3BP, APE1 и FEN1 ............................................................44 

1.3.6. Заключение ......................................................................................................................51 

1.4. Экзогенные противоопухолевые нуклеазы и механизм их действия ...............................53 



3 

1.4.1. Введение ..........................................................................................................................53 

1.4.2. Бычья панкреатическая РНКаза А и панкретическая РНКаза 1 человека ................54 

1.4.3. Онконаза/ранпирназа (из ооцитов лягушки Rana pipiens) .........................................56 

1.4.4. BS-РНКаза (из семенников быка) .................................................................................57 

1.4.5. Микробные рибонуклеазы .............................................................................................59 

1.4.6. Возможные механизмы цитотоксического действия РНКаз ......................................60 

1.4.7. Панкреатическая бычья ДНКаза I .................................................................................67 

1.5. Заключение .............................................................................................................................69 
ГЛАВА 2. Экспериментальная часть (материалы и методы) .......................................................71 

2.1. Материлы................................................................................................................................72 
2.1.1. Реактивы и препараты ....................................................................................................72 

2.1.2. Оборудование .................................................................................................................73 

2.1.3. Плазмиды.........................................................................................................................74 

2.1.4. Буферы и растворы .........................................................................................................74 

2.1.5. Олигонуклеотиды ...........................................................................................................75 

2.1.6. Клеточные культуры ......................................................................................................77 

2.1.7. Лабораторные животные и опухолевые модели .........................................................78 

2.1.8. Липосомы ........................................................................................................................78 

2.2 Методы ....................................................................................................................................79 
2.2.1. Электрофоретическое разделение нуклеиновых кислот ............................................79 

2.2.2. Введение [
32

P]-метки по 5‘-концу РНК и ДНК ............................................................79 

2.2.3. Получение первичных культур клеток .........................................................................80 

2.2.4. Получение биологического материала .........................................................................81 

2.2.5. Выделение нуклеиновых кислот ...................................................................................82 

2.2.6. Работа с опухолевыми моделями мыши ......................................................................83 

2.2.7. Исследование противоопухолевой активности вакцин на основе дендритных 

клеток .........................................................................................................................................86 

2.2.8. Получение лимфосаркомы с фенотипом МЛУ ...........................................................92 

2.2.9. Исследование противоопухолевого и антиметастатического потенциала бычьей 

панкреатической РНКазы А, бычьей панкреатической ДНКазы I и рибонуклеазы Bacillus 

intermedius (биназы) .................................................................................................................94 

2.2.10. Исследование активации иммунной системы под действием нуклеаз и 

дендритных клеток ...................................................................................................................98 

2.2.11. Исследование противоопухолевого механизма действия бычьей панкреатической 

РНКазы А ................................................................................................................................100 



4 

2.2.12. Исследование противоопухолевого механизма действия ДНКазы I .....................107 

2.2.13. Статистический анализ ..............................................................................................111 

ГЛАВЫ 3 – 7. Подавление опухолевой прогрессии путем инактивации опухоль-

ассоциированных нуклеиновых кислот и индукции специфического иммунного ответа 

(результаты и обсуждение) ............................................................................................................112 

ГЛАВА 3. Противоопухолевые вакцины на основе модифицированных дендритных 

клеток, способных эффективно экспрессировать и презентировать опухолеспецифические 

антигены и запускать цитотоксический Т-клеточный ответ ..................................................113 

3.1. Выбор поликатионных липосом, эффективно доставляющих нуклеиновые кислоты в 

ДК .............................................................................................................................................114 

3.2. Исследование противоопухолевого потенциала ДК, нагруженных комплексами 

опухолевой РНК и катионных липосом ...............................................................................127 

3.3. Эффективность профилактических и терапевтических дендритно-клеточных вакцин 

в подавлении прогрессии экспериментальных опухолей ...................................................135 

3.4. Заключение .......................................................................................................................140 

ГЛАВА 4. Исследование противоопухолевого и антиметастатического потенциала бычьей 

панкреатической РНКазы А, бычьей панкреатической ДНКазы I и микробной 

рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы) ............................................................................142 

4.1. Разработка лекарственно-устойчивой модели лимфосаркомы мыши .......................143 

4.2. Исследование противоопухолевой и антиметастатической активности РНКазы А и 

ДНКазы I in vivo ......................................................................................................................147 

4.3. Исследование противоопухолевого и антиметастатического действия биназы in vivo161 

4.4. Заключение .......................................................................................................................167 

ГЛАВА 5. Иммуномодулирующее действие ДК-вакцин, РНКазы А, ДНКазы I и биназы 170 

5.1. Иммуномодулирующее действие ДК-вакцин ...............................................................170 

5.2. Иммуномодулирующее действие природных нуклеаз РНКазы А, ДНКазы I и биназы183 

5.3. Заключение .......................................................................................................................189 

ГЛАВА 6. Исследование механизма противоопухолевого и антиметастатического действия 

РНКазы А: поиск молекулярных мишеней среди регуляторных и кодирующих РНК .......191 

6.1. Влияние РНКазы А на концентрацию внРНК и суммарную РНКазную активность в 

плазме крови мышей с LLC и НА-1 ......................................................................................191 

6.2. Дизайн эксперимента ......................................................................................................193 

6.3. Анализ данных секвенирования миРНК из опухолевой ткани и сыворотки крови 

мышей с LLC после воздействия РНКазы А .......................................................................194 

6.4. Валидация данных секвенирования с помощью qПЦР. ..............................................195 

6.5. Влияние РНКазы А на уровень миРНК и генов, участвующих в процессинге миРНК, 

в клетках LLC при воздействии in vitro ...............................................................................202 



5 

6.6. Анализ данных секвенирования полного транскриптома опухоли мышей с LLC 

после воздействия РНКазы А ................................................................................................206 

6.7. Интегрирование данных секвенирования полного транскриптома в метаболические 

процессы, обеспечивающие жизнедеятельность опухолевых клеток, и регуляторные 

пути, задействованные в опухолевой прогрессии ...............................................................207 

6.8. Валидация экспрессии генов – ключевых участников сигнальных путей, 

изменившихся после воздействия РНКазы А ......................................................................217 

6.9. Механизм противоопухолевого действия РНКазы А на основании данных 

секвенирования регуляторных и кодирующих РНК ...........................................................219 

6.10. Заключение .....................................................................................................................226 

ГЛАВА 7. Исследование механизма противоопухолевого и антиметастатического действия 

ДНКазы I: поиск молекулярных мишеней среди внеклеточных опухоль-ассоциированных 

ДНК ..............................................................................................................................................227 

7.1. Определение концентрации внДНК и суммарной ДНКазной активности в плазме 

крови мышей с LLC и НА-1 до и после введения ДНКазы I .............................................227 

7.2. Дизайн эксперимента ......................................................................................................228 

7.3. Анализ данных секвенирования внДНК сыворотки крови мышей с LLC после 

воздействия ДНКазы I ............................................................................................................230 

7.4. Исследование уровня SINE и LINE элементов в крови мышей с LLC и 

метастатической меланомой В16 и их изменения под действием ДНКазы I ...................237 

7.5. Механизм противоопухолевого действия ДНКазы I на основании данных 

секвенирования циркулирующих внДНК ............................................................................238 

7.6. Заключение .......................................................................................................................242 

ВЫВОДЫ ....................................................................................................................................243 

БЛАГОДАРНОСТИ ...................................................................................................................245 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ ..........................................................................................................246 

ПРИЛОЖЕНИЕ 1 .......................................................................................................................286 

ПРИЛОЖЕНИЕ 2(Список научных трудов, вошедших в диссертацию) .............................311 
Статьи в научных журналах ..................................................................................................311 

Тезисы конференций ..............................................................................................................312 

 



6 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И СЛОВАРЬ ТЕРМИНОВ 

A2 – аннексин А2 

ABE – ангиогенин-связывающий элемент 

AGO – аргонавт 

APE1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1 

ARE – AU-богатые элементы 

B/Akt – серин/треониновая киназа AKT 

BAK – про-апоптотический белок ВАК 

BAX – BCL2-ассоциированный Х белок 

BC – карцинома молочной железы 

BCCL - клеточные линии, полученные из карциномы молочной железы 

BCL2 – регулятор апоптоза BCL2 

BER –эксцизионная репарация оснований 

BL – лимфома Беркетта 

BMP – костный морфогенетический белок 

BRCA1 – белок восприимчивости к раку молочной железы 

CEA – карциноэмбрионический антиген 

CC – аденокарцинома толстого кишечника 

CGN – cis-Golgi сеть. 

CK-19 – цитокератин-19 

CSCC - цервикальная плоскоклеточная карцинома 

CUG-BP - CUG РНК-связывающий белок 

DHT – дигидротестостерон 

DMEM – среда Игла, модифицированная Дульбекко 

dNTP – дезоксирибонуклеотидтрифосфаты 

DROSHA – рибонуклеаза III (Drosha) 

ECM – внеклеточный матрикс 

EGFP – зеленый флуоресцирующий белок 

ER, ЭР – эндоплазматический ретикулум 

ESSC – плоскоклеточная карцинома пищеварительного тракта 

FBS – эмбрионическая телячья сыворотка 

FITC – флуоресцеин изотиоцианат 

fold change – кратность изменения между библиотеками 

G3BP – RasGAP-ассоциированная эндорибонуклаза G3BP 

GC – карцинома желудка 

HCC – гепатоцеллюлярная карцинома 

HNPC - наследственный неполипозный рак толстой кишки 

hnRNP – гетерогенные ядерные рибонуклеопротеины 

HNSCC – плоскоклеточный рак головы и шеи 

HPC – наследственный рак предстательной железы 
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hTERT – обратная транскриптаза теломеразы 

hTR – РНК компонент теломеразы 

IMDM – Iscove's modified Dulbecco's medium, среда Дульбекко, модифицированная по 

способу Исков 

KSRP – KH-type splicing regulatory protein, регуляторный белок сплайсинга КН-типа 

LC - аденокарцинома легких 

LCL - клеточные линии лейкемического происхождения 

LF – Lipofectamine 2000, липофектамин 

LLC – Lewis lung carcinoma, карцинома легких Льюис 

LM - леймиома 

LR – липидный рафт 

LS – лимфосаркома 

LSM – lymphocyte separation medium, среда для отделения лимфоцитов 

MAGE-3 – меланома-ассоциированный антиген 3 

MC - мукоэпидермоидная карцинома 

Mdm2 – протоонкоген MDM2 

MDR – multiple drug resistant, лекарствено-устойчивый 

MFI – mean fluorescence intensity, средняя интенсивность флуоресценции 

MG - злокачественная глиома 

МНС – молекулы главного комплекса гистосовместимости 

ML – миелома 

MN – меланома 

MUC18 – меланома-ассоциированная молекула кеточной адгезии 

NSCLC – немелкоклеточный рак легкого 

N/P соотношение – соотношение количества аминогрупп в поликатионных липидах к 

количеству фосфатных групп в нуклеиновой кислоте 

ncРНК – некодирующие РНК 

NET – neutrophilic extracellular traps, нейтрофильные внеклеточные ловушки 

OC –  серозная карцинома яичника 

OSC – остеосаркома 

PanC – анкореатическая аденокарцинома 

PBS – фосфатно-солевой буфер 

PC – аденокарцинома простаты 

P.D.I. – polydispersity index, индекс полидисперсности 

PI – индекс пролиферации 

PE – фикоэритрин 

PHPMA – поли[N-(2-гидроксипропил)метакриламид] 

PKCβ2 – протеинкиназа C β2 

PLN – плазмин 

PLSCR1 – фосфолипид скрамблаза 1 

PLSG – плазминоген 
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PMR1 – полисомальная рибонуклеаза 1 

pre-миРНК –  предшественник миРНК 

pre-рРНК – предшественник рРНК 

pri-миРНК – первичная миРНК 

PSMA – простат-специфичный мембранный антиген 

RBP – РНК-связывающие белки 

RFU – relative sluorescent unit, относительная флуоресцентная единица 

RIN, RNA integrity number - целостность РНК в составе фракций 

RLS, RLS40 – резистентная лимфосаркома 

RNH1 – плацентарный рибонуклеазный ингибитор человека 

RNP – рибонуклеопротеиновый комплекс 

RPKM – reads per kilobase per million reads in library, количество фрагмент-специфичных 

прочтений на 1000 нк на млн прочтений в библиотеке 

RPM – reads per million reads in library, количество фрагмент-специфичных прочтений на млн 

прочтений в библиотеке 

S100 – calpactin S100-A10, кальпактин S100-A10 

SAPK/JNK – стресс-ассоциированная протеин киназа/N---концевая киназа C-Jun 

Score – номер миРНК в порядке убывания представленности последовательностей 

(величинам RPKM) в библиотеке 

SCLC –  мелкоклеточный рак легкого  

snoРНК – малые некодирующие РНК  

5T4 – онкофетальный антиген 5T4 

TA – тироидная аденома 

TAN – опухоль-ассоциированные нейтрофилы 

TE – эффективность трансфекции 

TGN – trans-Golgi network 

Th1 – Т-хелперные клетки 1 типа 

Th17 – Т-хелперные клетки 17 типа 

Th2 – Т-хелперные клетки 2 типа 

TIA – Т-клеточный внутренний антиген 

TIC – комплекс инициации трансляции 

tiРНК или tRF - малые РНК, образование которых из тРНК индуцируется под действием 

стресса 

Total fold (TF) – сумма fold change 

UCE – вышележащий коровый элемент 

uPA – активатор плазминогена 

uPAR – рецептор активатора плазминогена 

USP – убиквитин-специфичные протеазы 

VT – vitronectin, витронектин 

VEGF – фактор роста эндотелия сосудов 

XBP1 – Х-бокс-связывающий белок 1 

XRN1 – 5‘-3‘ экзорибонуклеаза 1 
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w/s – without stimulation, без стимулирования 

w/t – without treatment, без обработки (введения, применения) 

YB-1 – Y box binding protein 1 

АГ – антиген 

АПК – антиген-представляющие клетки 

в/б - внутрибрюшинно 

в/в – внутривенно 

в/м – внутримышечно 

внДНК – внеклеточная дезоксирибонуклеиновая кислота 

внРНК – внеклеточная рибонуклеиновая кислота 

ГМ-КСФ – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

ДК – дендритные клетки 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

дцДНК – двуцепочечная дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИЛ – интерлейкин 

ИФН – интерферон 

миРНК – микроРНК 

siРНК – малая интерферирующая РНК 

ЛПВП – липопротеины высокой плотности 

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

НК – нуклеиновая кислота 

ОАГ – опухолеспецифические антигены, опухолеассоциированные антигены 

ОТ-ПЦР – обратная транскрипция и полимеразная цепная реакция 

преДК – предшественники дендритных клеток 

РНБ - реакции несвернутых белков РНБ 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

рРНК – рибосомальная рибонуклеиновая кислота 

Трег – Т регуляторные клетки 

ФНО – фактор некроза опухоли 

ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Развитие опухоли сопровождается быстрой пролиферацией, потерей 

дифференциации, развитием устойчивости опухолевых клеток к гибели, 

перепрограммированием энергетического метаболизма, потерей адгезии между клетками и 

опухолевым матриксом, уклонением от иммунного надзора, иммуносупрессией, индукцией 

ангиогенеза, инфильтрационным ростом и метастазированием [1]. Наиболее важной чертой 

опухолевой прогрессии является активация функционирования внутриклеточных 

регуляторных каскадов, направленных на поддержание выживаемости опухолевых клеток, 

что позволяет поврежденным клеткам адаптироваться к избирательному давлению, 

ускользать от узко сфокусированных терапевтических препаратов, а также рекрутировать 

соседние нормальные клетки, которые образуют микроокружение опухоли и усиливают ее 

прогрессию [1]. 

На всех этапах опухолевой прогрессии принимают участие опухоль-ассоциированные 

нуклеиновые кислоты, которые играют двоякую роль. С одной стороны, опухоль-

ассоциированные НК играют отрицательную роль и способствуют прогрессии опухоли, с 

другой стороны являются важным звеном, формирующим противоопухолевый иммунитет. 

Среди важных опухоль-ассоциированных РНК выделяют: внутриклеточные кодирующие 

РНК, определяющие направленность метаболических путей [2, 3], контроля клеточного 

цикла, ангиогенеза, адгезии, апоптоза [4-9] и путей онкотрансформации, таких как 

PI3K/AKT, TGF-β, JAK/STAT и МАРК [10-14]; внутриклеточные и внеклеточные 

регуляторные РНК, участвующие в аутокринной и паракринной регуляции экспрессии их 

прото-онкогенных и онкосупрессорных мРНК [15, 16]. Среди ДНК, которые могут 

принимать участие в канцерогенезе, выделяют: внеклеточные ДНК в составе ДНК/белковых 

комплексов и микровезикул, участвующие в трансформации нормальных клеток [17, 18], в 

том числе ретротранспозонные ДНК [19-21]; продуцируемые опухолью ДНК, участвующие в 

усилении так называемых нейтрофильных ловушек (NET), которые способствуют миграции 

и инвазии опухоли [22-24]. 

Полученные многочисленные данные об участии опухоль-ассоциированных РНК в 

канцерогенезе и ДНК в метастазировании позволили по-новому взглянуть на ферменты, 

способные разрушать нуклеиновые кислоты, как на возможные противоопухолевые и 

антиметастатические агенты. Препараты на основе природных рибонуклеаз и 

дезоксирибонуклеаз давно рассматриваются исследователями, как перспективная 



11 

альтернатива химиотерапии рака, в связи с их основной функцией - деградацией 

нуклеиновых кислот. 

В мире широким фронтом ведутся исследования противоопухолевого потенциала 

экзогенных рибонуклеаз. На сегодняшний день продемонстрирован высокий 

противоопухолевый потенциал различных природных рибонуклеаз - BS-РНКазы из 

семенников быка [25-28] и онконазы из ооцитов Rana pipiens [29-31], относящихся к 

семейству РНКазы А, а также ряда микробных нуклеаз [32, 33]. Однако данные по 

исследованию противоопухолевого потенциала наиболее каталитически активного 

представителя семейства РНКазы А бычьей панкреатической РНКазы А оказались 

противоречивыми. В ряде работ была продемонстрирована ее высокая противоопухолевая 

активность [34-36], тогда как в других – ее полное отсутствие [37, 38]. Таким образом, 

противоопухолевый потенциал РНКазы А остался невыясненным. 

Микробная рибонуклеаза Bacilus intermedias (биназа) является представителем 

семейства РНКазы Т1 с относительно недавно открытой противоопухолевой активностью. 

Для нее было продемонстрировано цитотоксическое действие против ряда опухолевых 

клеток [33, 39], что делает ее перспективной для исследования противоопухолевого 

потенциала in vivo. 

Среди ДНКаз внимание исследователей привлекли два фермента: панкреатическая 

ДНКаза I быка и рекомбинантная ДНКаза I человека (дорназа альфа) [40]. На линиях 

опухолевых клеток Calu-1, SK-MES-1, HeLa, HEP-2 и L-929 была продемонстрирована 

способность ДНКазы I снижать их пролиферацию [41]. Антиметастатический потенциал 

ДНКазы I был продемонстрирован in vivo на модели опухоли L5178Y-ML, метастазирующей 

в печень [42, 43]. На модели рака поджелудочной железы была показана способность 

ДНКазы I снижать уровень метастазирования in vivo и уменьшать миграционный и 

инвазивный потенциал опухолевых клеток in vitro, не влияя при этом на скорость миграции 

клеток нормального эпителия поджелудочной железы [44]. Предпринимались попытки 

применять ДНКазу I для лечения пациентов с различными метастатическими формами рака 

[45, 46]. Однако, несмотря на прогресс в этой области, информация о противоопухолевой 

активности ДНКазы I и механизмах, опосредующих эту активность, остается фрагментарной 

и не до конца выясненной. 

Следует отметить и положительную роль опухоль-ассоциированных нуклеиновых 

кислот в формировании противоопухолевого иммунитета. Известно, что клетки опухолей 

часто экспрессируют ряд белков, которые отсутствуют или экспрессируются на низком 

уровне в нормальных клетках. Такие белки, а, следовательно, и кодирующие их РНК, могут 
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выступать в роли опухолеспецифических антигенов (ОАГ) для антиген-презентирующих 

клеток, в частности, дендритных клеток (ДК). В настоящее время разработаны схемы 

лечения онкологических заболеваний пациентов с применением ДК, нагруженных 

опухолеспецифическими антигенами [47-49]. Предшественники ДК получают из костного 

мозга или периферической крови пациента, далее культивированием в присутствии коктейля 

цитокинов из них получают незрелые ДК. Параллельно у пациента берется опухолевый 

материал, который и служит источником опухолевых белков или опухоль-ассоциированных 

нуклеиновых кислот для нагрузки ДК. Далее ДК вводят обратно пациенту, где они способны 

находить и активировать опухолеспецифические цитотоксические Т-лимфоциты (ЦТЛ), 

способные уничтожать опухолевые клетки. Таким образом, для получения ДК-вакцин с 

высокой противоопухолевой активностью крайне актуальным является поиск иммуногенных 

опухоль-ассоциированных антигенов и систем их доставки в ДК. 

Цели и задачи исследования. 

Целью настоящей работы являлось исследование противоопухолевого и 

иммуностимулирующего потенциала природных нуклеаз и дендритных клеток, 

оказывающих свое действие на разных уровнях опухолевой прогрессии и взаимодействия 

опухоли с иммунной системой, на экспериментальных моделях опухолей мыши. 

(1) модифицированных дендритных клеток, способных эффективно экспрессировать и 

презентировать опухолеспецифические антигены и запускать противоопухолевый 

цитотоксический Т-клеточный ответ, позволяющий избегать уклонения опухоли от 

иммунного надзора. 

(2) природных белков с нуклеазной активностью, способных вызывать 

неспецифическую деградацию нуклеиновых кислот, участвующих в процессах 

трансформации опухолевой клетки и диссеминации опухоли по организму. 

В ходе исследования решались следующие задачи: 

1. Разработка прототипов дендритно-клеточных вакцин, основанная на принципе 

высокоэффективной и избирательной доставки опухолеспецифической РНК с помощью 

липосомальных композиций, в том числе и адресованных к лектиновым рецепторам антиген-

презентирующих клеток. 

2. Исследование противоопухолевого и антиметастатического потенциала природных 

нуклеаз бычьей панкреатической РНКазы А, бычьей панкреатической ДНКазы I и 

микробной рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы) на экспериментальных опухолевых 
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моделях мыши и поиск корреляций между ферментативной активностью нуклеаз и 

противоопухолевым эффектом. 

3. Изучение иммуномодулирующего действия ДК-вакцин, РНКазы А, ДНКазы I и 

биназы in vivo, вносящего вклад в противоопухолевый ответ. 

4. Исследование механизма противоопухолевого действия РНКазы А и ДНКазы I. 

Научная новизна полученных результатов 

В рамках работы впервые получены прототипы высокоэффективных дендритно-

клеточных вакцин, нагруженные комплексами опухолеспецифической РНК в составе 

мультикомпонентных адресных липосом, состоящих из липида на основе двух остатков 

холестерина, липида-хелпера и липоконъюгата, содержащего остаток маннозы, 

присоединенный к диалкилглицерину с помощью скваратного линкера. Показана 

способность ДК-вакцин эффективно подавлять рост экспериментальных опухолей 

различного гистогенеза и метастазирование. В том числе показано, что профилактическая 

схема лечения ДК-вакцинами наиболее эффективна в отношении высокоагрессивных 

метастазирующих опухолей, тогда как терапевтическая схема - неметастазирующих 

опухолей. Показано, что липоплексы опухолевой РНК и адресных липосом могут быть 

применены для индукции противоопухолевого ответа, как бесклеточные вакцины, минуя 

стадию приготовления ДК-вакцин.  

Впервые продемонстрирован противоопухолевый и антиметастатический потенциал 

бычьей панкреатической РНКазы А и микробной рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы) 

и антиметастатический потенциал бычьей панкреатической ДНКазы I на широком спектре 

опухолевых моделей, и выявлены перспективы дальнейшего исследования этих ферментов в 

качестве противоопухолевых препаратов. 

Впервые показано что противоопухолевое и антиметастатическое действие РНКазы А 

реализуется за счет снижения уровня циркулирующих миРНК и индукции их синтеза в 

опухоли, повышения функционирования метаболических каскадов опухолевой клетки, в 

частности, окислительного фосфорилирования, и ингибирования сигнальных путей, 

участвующих в злокачественной трансформации.  

Впервые показано, что антиметастатическое действие ДНКазы I реализуется за счет 

деградации специфических последовательностей опухоль-ассоциированных ДНК в крови 

животных-опухоленосителей: фрагментов онкогенов Hmga2, Myc, Jun и фрагментов 

тандемных повторов подсемейств L1 и подсемейств В1-В4, относящихся к 

ретротранспозонам, которые участвуют в процессе метастазирования. 
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Практическая значимость 

Опухоль-ассоциированные нуклеиновые кислоты играют важную роль на всех этапах 

опухолевой прогрессии. С одной стороны, опухоль-ассоциированные нуклеиновые кислоты 

способствуют прогрессии опухоли при их гиперэкспрессии в клетке, что приводит к ее 

злокачественному перерождению. С другой стороны опухоль-ассоциированные нуклеиновые 

кислоты являются важным звеном, формирующим противоопухолевый иммунитет. 

Автором выявлен ряд значимых опухоль-ассоциированных миРНК, мРНК, тандемных 

повторов и онкогенов мыши, ортологи которых у человека могут быть использованы в 

качестве молекулярных маркеров для диагностики опухолевых заболеваний, ответа на 

лечение и мишеней для ген-направленной терапии. Автором получены ДК-вакцины, 

способные индуцировать эффективный противоопухолевый иммунный ответ на 

экспериментальных опухолях мыши, которые могут быть предложены в качестве прототипов 

ДК-вакцин для лечения онкологических заболеваний человека. Выявлен высокий 

противоопухолевый и антиметастатический потенциал бычьей панкреатической РНКазы А, 

микробной рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназа) и бычьей панкреатической ДНКазы I 

на экспериментальных опухолях мыши, что позволяет рассматривать эти нуклеазы как 

перспективные агенты адьювантной противоопухолевой терапии человека. 

Основные положения, выносимые на защиту 

- Прототипы дендритно-клеточных вакцин, основанные на принципе избирательной и 

высокоэффективной доставки опухолеспецифической РНК в составе мультикомпонентных 

адресных липосом, проявляют высокую противоопухолевую и антиметастатическую 

активность на широком спектре экспериментальных опухолей различного гистогенеза и 

активируют иммунный надзор за опухолью. Бесклеточные вакцины на основе 

опухолеспецифической РНК и мультикомпонентных адресных липосом сравнимы по 

эффективности с дендритно-клеточными-вакцинами. 

- Бычья панкреатическая РНКаза А и микробная рибонуклеаза Bacillus intermedius 

(биназа) проявляют высокую противоопухолевую и антиметастатическую активность, бычья 

панкреатическая ДНКаза  I проявляет антиметастатическую активность на широком спектре 

экспериментальных опухолей различного гистогенеза и вызывают индукцию 

противоопухолевого иммунного ответа. 

- Снижение инвазивного потенциала опухоли под действием РНКазы А 

сопровождается снижением уровня миРНК в крови животных-опухоленосителей и 

индукцией их синтеза в опухолевых клетках. Изменение репертуара миРНК в опухоли 
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повышает функционирование энергетических каскадов, вызывает перераспределение в 

эффективности функционирования событий опухолевой прогрессии, связанных с 

регулированием клеточного роста и диссеминации, а также ослабляет функционирование 

сигнальных путей, участвующих в злокачественной трансформации. 

- Антиметастатическое действие ДНКазы I ассоциировано с деградацией 

специфических внДНК в кровотоке животных-опухоленосителей, и основными ее мишенями 

являются фрагменты опухоль-ассоциированных генов Hmga2, Myc и Jun и тандемных 

повторов подсемейств В1-В4 и L1. 

Апробация работы и публикации 

По материалам работы опубликовано 22 статьи в рецензируемых журналах, 

цитируемых в базах Web of Science и SCOPUS, и один патент. Результаты работы были 

представлены на 44 российских и международных конференциях (Приложение 2). 

Личный вклад автора 

Представленные в работе экспериментальные данные получены лично автором, либо 

при его непосредственном участии на всех этапах исследования, включая планирование и 

проведение экспериментов, обработку, оформление и публикацию результатов. 

Идеологическое планирование работы проведено совместно с д.б.н., профессором 

Зенковой М.А и научным руководителем института академиком Власовым В.В. (ИХБФМ СО 

РАН, Новосибирск). Эксперименты с животными на опухолевых моделях проведены 

совместно с к.б.н., профессором Поповой Н.А., к.б.н. Калединым В.И., к.м.н. Николиным 

В.П. (Институт цитологии и генетики СО РАН), к.б.н. Патутиной О. А., к.б.н. Марковым 

О.В. и к.м.н. Сеньковой А В. (Институт химической биологии и фундаментальной медицины 

СО РАН). 

Эксперименты по исследованию противоопухолевого действия биназы спланированы 

и проведены совместно с академиком Макаровым А. А., к.х.н. Митькевичем В. А. и к.ф.-м.н. 

Петрушанко И. Ю. (Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН) и д.б.н., 

профессором Зенковой М.А (ИХБФМ СО РАН). Поликатионные липосомы серии N-DOPE и 

МЛ были синтезированы и любезно предоставлены к.х.н. Шмендель Е. В. и д.х.н., 

профессором Масловым М. А. (МИРЭА, Москва). 

Патоморфологический анализ гистологических образцов проведен к.м.н. Сеньковой 

А.В. (ИХБФМ СО РАН), д.м.н. Малковой Е.М., Тарановым О.С. и д.б.н. Рябчиковой Е.И. 

(Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор»). 
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Анализ уровня миРНК с помощью qПЦР проведен Патутиной О.А. (ИХБФМ СО 

РАН). Секвенирование ДНК-библиотек, получены из РНК и внДНК проведено к.б.н. 

Бреннером Е. В. (ИХБФМ СО РАН). Первичная обработка данных секвенирования 

проведена к.б.н. Курильщиковым А. М. (ИХБФМ СО РАН). Вторичная обработка данных 

секвенирования ДНК-библиотек, полученных из внДНК, проведена совместно с Алексеевой 

Л.А. (ИХБФМ СО РАН). 

В работу вошли результаты кандидатских диссертаций к.б.н. Патутиной О.А. и к.б.н. 

Маркова О.В. и защищенных под руководством автора. Результаты кандидатской 

диссертации к.б.н. Маркова О.В. вошли в Главы 3 и 5. Результаты кандидатской диссертации 

к.б.н. Патутиной О.А. вошли в Главы 4 и 5. 

Объем и структура диссертации. 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов 

исследования, результатов собственных исследований и их обсуждения, выводов, 

приложений и списка цитируемой литературы. Текст изложен на 317 страницах, 

иллюстрирован 60 рисунками, включает 27 таблиц, список литературы содержит 681 

библиографический источник. Приложение 1 включает 6 таблиц, приложение 2 – список 

научных трудов, вошедших в диссертацию. 



17 

 

 

 

 

 

 

 

 

ГЛАВА 1. Природные нуклеазы, проявляющие 

противоопухолевую активность, и механизмы их действия 

(литературный обзор). 
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1.1. Введение 

Согласно современным представлениям экзогенные нуклеазы представляют собой 

новый класс противоопухолевых препаратов. Среди известных рибонуклеаз, проявляющих 

противоопухолевую активностью, следует упомянуть BS-РНКазу из семенников быка [25-28], 

а также онконазу из ооцитов лягушки Rana pipiens [29-31]. Среди малоизученных в 

экспериментах in vivo рибонуклеаз с цитотоксическим действием следует отметить 

микробную рибонуклеазу Bacillus intermedias (биназу), относящуюся к семейству РНКазы Т1 

[32, 33, 50, 51].  

Противоопухолевый потенциал экзогенных нуклеаз исследуется около 60 лет. Тем не 

менее, лишь недавние открытия в области контроля злокачественной трансформации клетки с 

помощью эндогенных нуклеаз, позволили по-новому взглянуть на экзогенные нуклеазы, как 

средства восполнения недостаточности функции эндогенных нуклеаз. Кроме того, открытия в 

области внеклеточных ДНК и РНК, уровень которых значительно повышен в крови 

онкологических больных, позволил предположить новые мишени для экзогенных нуклеаз, 

которые могут осуществлять функцию контроля злокачественной трансформации не только 

на уровне клетки, но и на системном уровне. 

В обзоре будут рассмотрены: опухоль-ассоциированные внеклеточные нуклеиновые 

кислоты и их роль в канцерогенезе; механизмы контроля злокачественной трансформации 

клетки под действием эндогенных нуклеаз; природные нуклеазы, проявляющие 

противоопухолевую активность; и механизмы, опосредующие противоопухолевое действие 

природных нуклеаз. 

1.2. Опухоль-ассоциированные внеклеточные нуклеиновые кислоты и их 

роль в канцерогенезе 

1.2.1. Опухоль-ассоциированные внДНК 

Первое доказательство существования внеклеточных нуклеиновых кислот было 

сделано в работах Griffith, который продемонстрировал передачу патогенных свойств от 

убитых бактерий живым клеткам непатогенного штамма [52]. Через несколько десятилетий 

Avery с соавторами показали не только перенос генетического материала между различными 

бактериальными штаммами на примере Pneumococcus, но и доказали, что в переносе 

участвуют именно внДНК [53].  

Наличие внДНК в плазме крови было впервые описано в работе Mandel и Métais в 

1948 году [54]. Однако данная работа не привлекла особого внимания исследователей вплоть 
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до 1977 года, когда Anker и Stroun достаточно подробно описали в своей работе 

циркулирующие внДНК плазмы крови некоторых высших организмов [55]. В 1994 году в 

составе внДНК крови больных онкологическими заболеваниями были обнаружены 

последовательности мутантных фрагментов гена Ras [56, 57] и мутантных 

микросателлитных ДНК [58], что дало толчок к появлению различных гипотез об их участии 

в процессе онкотрансформации. В течение последнего десятилетия внеклеточным 

нуклеиновым кислотам уделялось все больше внимания, причем не только ДНК, но и 

опухоль-ассоциированным и некодирующим РНК, которые также обнаруживаются в крови 

онкологических больных. 

Источником внДНК в крови являются некротизированные клетки и клетки в 

состоянии апоптоза [59]. Остатки некротизированых клеток и апоптотические тельца 

поглощаются макрофагами и другими фагоцитирующими клетками, которые впоследствии 

выделяют «переработанные» ДНК в окружающие ткани [60], однако часть апопототических 

телец может участвовать в циркуляции, избежав фагоцитоза. В норме некроз встречается 

значительно реже апоптоза. Хотя он часто наблюдается при развитии опухолей, однако он не 

может рассматриваться как основной источник внДНК у онкологических больных, т.к. 

высокие концентрации внДНК наблюдаются, в том числе, на ранних этапах развития 

опухоли, не сопровождающихся обширным метастазированием и возникновением 

некротизированных участков [61]. Тем не менее, была обнаружена достоверная корреляция 

увеличения концентрации циркулирующей в крови ДНК в зависимости от тяжести травмы у 

пациентов [62]. Некоторые данные позволяют судить о наличии механизма секреции 

внеклеточных ДНК некоторыми типами клеток [63]. Однако точные доказательства наличия 

этого процесса и механизмы не были найдены.  

ВнДНК, в основном, циркулируют в крови в составе ДНК-гистоновых комплексов, 

так называемых олигонуклеосомных частиц [64], в комплексе с белками сыворотки крови 

[65], в составе апоптотических телец, в комплексах с липопротеинами, белком p53 и другими 

белками [59, 66. Показано, что олигонуклеосомные частицы могут циркулировать в крови в 

составе иммунных комплексов с анти-ДНК антителами [67]. 

Опухоль обычно представляет собой смесь клонов различных раковых клеток, что 

зависит от геномной и эпигеномной гетерогенности опухоли, и нормальных клеток, 

формирующих опухолевую строму, поэтому при прогрессировании опухоли в кровь и другие 

биологические жидкости попадают ДНК как нормальных, так и опухолевых клеток. Таким 

образом, количество внДНК опухолевого происхождения в крови постоянно меняется и 

зависит от динамики развития опухоли, клиренса, скорости ее деградации и других 
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физиологических путей фильтрации крови и лимфы. Отсюда очевидно, что профили внДНК 

здоровых доноров и больных онкологическими заболеваниями должны сильно различаться 

как по концентрации внДНК, так и по типам представленных последовательностей. 

Среди внДНК крови онкологических больных были обнаружены фрагменты 

онкогенов и мутантных генов, фрагменты перегруппированных генов, микросателлитные 

последовательности, не характерные для нормальных клеток, гиперметилированые 

последовательности [66], мутантные последовательности митохондриальной ДНК [68, 69], 

ретротранспозонные ДНК [19-21]. Так, в плазме крови пациентов с В-клеточными 

новообразованиями были обнаружены фрагменты перегруппированных генов, кодирующих 

тяжелые цепи иммуноглобулинов [70]. У пациентов с внутричерепными опухолями в 

спинномозговой жидкости была обнаружена повышенная представленность фрагментов гена 

Her-2/neu [71]. В плазме и сыворотке крови пациентов с нейробластомой обнаруживались 

высокие уровни фрагментов гена MYC-N, что позволило использовать его в качестве 

молекулярного маркера прогрессирования заболевания при дальнейшем ведении пациентов 

[72, 73].  

Наиболее часто среди внДНК плазмы крови онкологических больных встречаются 

фрагменты мутантного гена K-Ras, являющегося ключевым участником внутриклеточных 

каскадов, ответственных за онкотрансформацию клетки, и гена p53, играющего ключевую 

роль в запуске апоптоза. Этот ген, наряду с p53, насчитывает наибольшее количество случаев 

возникновения мутаций в опухолевых клетках. Мутантные фрагменты гены K-Ras 

обнаруживаются в плазме крови пациентов с панкреатической карциномой и раком 

поджелудочной железы [74, 75], немелкоклеточным раком легкого [76] и колоректальным 

раком [77, 78]. Наиболее часто встречаются мутантные последовательности гена р53 у 

пациентов с гепатоцеллюлярной карциномой [79, 80], раком яичников [81] и раком груди 

[82]. Большое количество мутантных последовательностей генов в плазме крови пациентов с 

онкологическими заболеваниями напрямую связано с нарушением нормального 

функционирования клетки при ее злокачественном перерождении, а с увеличением объема 

опухоли это приводит к повышению представленности таких фрагментов. 

В последнее время накапливаются данные о присутствии большого количества 

фрагментов SINE и LINE элементов, относящихся к ретротранспозонам, среди 

циркулирующих внДНК плазмы крови пациентов с онкологическими заболеваниями [83, 84]. 

В плазме крови были обнаружены микровезикулы, секретируемые опухолевыми клетками, в 

которых наряду с фрагментами онкогенов были обнаружены и фрагменты генов с 

инсерциями LINE-1 и Alu элементов [85]. Роль ретротранспозонов в онкотрансформации в 
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настоящее время активно обсуждается. В большинстве клеток в норме гены LINE-элементов 

репрессированы, однако во множестве эпителиальных опухолей эти гены активно 

экспрессируются, что позволяет предположить связь между активностью LINE-элементов и 

пролиферативным и метастатическим поведением раковых клеток. 

1.2.2. Участие внДНК опухолевого происхождения в злокачественной 

трансформации здоровых клеток 

Горизонтальный перенос ДНК впервые был показан у бактерий, у которых этот 

процесс играет важную роль в развитии устойчивости к антибиотикам и адаптации к новым 

средам [86, 87]. Известен также обмен генетическим материалом между клетками в 

трансплантатах тканей растений [88]. Существует множество работ, опубликованных в 

между 1960 и 1970 годами, указывающих на то, что эукариотические клетки могут 

поглощать внеклеточную ДНК и РНК [89, 90], при этом способность обмениваться НК не 

зависит от источника происхождения донорных НК и клеток-реципиентов [89]. Было 

показано, что экзогенная ДНК способна индуцировать повреждение хромосом [91] и менять 

кариотип клеток в случае разного видового происхождения экзогенной ДНК и клетки-

реципиента [92]. Также существуют доказательства того, что ДНК, захваченная клетками 

млекопитающих, подвергается репликации, транскрипции и трансляции [93, 94].  

Stroun, Anker и Gahan разработали концепцию обмена генетическим материалом: в 

экспериментах с бактериями, растениями и высшими организмами они идентифицировали 

комплексы, содержащие бактериальные ДНК и их собственные ДНК и РНК-зависимые ДНК-

полимеразы, способные интегрировать фрагменты бактериального генома в геном клетки-

хозяина [95-97]. После идентификации подобных комплексов в высших организмах эти 

авторы предложили концепцию виртосом, играющих важную роль в межклеточной 

коммуникации: липопротеиновых комплексов, содержащих ДНК, РНК, а также ДНК и РНК-

зависимые ДНК-полимеразы [98]. Важными участниками межклеточной коммуникации 

также являются нуклеосомы, гистоны, апоптотические тельца, а также микровезикулы и 

экзосомы, в составе которых обнаруживается как ДНК, так и РНК. Учитывая существование 

горизонтального переноса ДНК, присутствие больших количеств опухоль-ассоциированных 

внДНК в крови онкологических больных предполагает их возможное участие в качестве 

переносчиков определенных «опухолегенных» свойств нормальным клеткам. 

Классическая теория метастазирования предполагает, что метастазирование 

происходит путем распространения по организму клеток первичной опухоли через кровоток 

с формированием очагов метастазов в наиболее ―чувствительных‖ к этому органах-мишенях. 

В 1999 году группа исследователей, возглавляемая Garcia-Olmo, выдвинула гипотезу об 
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альтернативном пути возникновения метастазов. Согласно этой «генометастатической» 

теории предполагается, что ―метастазы могут возникать путем трансфекции уязвимых 

клеток, расположенных в органах-мишенях, опухолеспецифическими ДНК из клеток 

первичной опухоли, циркулирующими в крови‖ [99]. Эта гипотеза была принята другими 

авторами как одна из главных моделей, которая может объяснить противоречия в 

экспериментальных данных, касающихся метастазирования. Впоследствии группа Holmgren 

представила доказательства, что ДНК опухоли могут попадать в другие клетки при 

поглощении ими клеточного материла после апоптоза путем горизонтального переноса, что 

приводило к анеуплоидии и накоплению генетических изменений, ведущих к образованию 

опухоли [100].  

В 2010 году Garcia-Olmo с соавторами было показано участие внДНК опухолевого 

происхождения в злокачественной трансформации [101]. Линию NIH-3T3 опухолевых 

клеток мыши культивировали в плазме крови пациентов с колоректальным раком, в которой 

были выявлены внДНК, содержащие фрагменты мутантных генов K-ras, p53 и β-глобина, или 

плазме здоровых доноров в течение 20 суток и вводили подкожно мышам линии NOD-SCID. 

Клетки линии NIH-3T3, которые культивировали в плазме крови онкологических больных, 

in vivo формировали опухоль, в которой обнаруживались мутантные последовательности 

гена K-ras. При этом клетки, культивированные в плазме крови здоровых доноров, in vivo 

опухоль не образовывали. Таким образом, авторами был доказан перенос внДНК 

опухолевого происхождения и приобретение клетками мыши злокачественного фенотипа 

опухоли человека. Эти результаты коррелируют с исследованиями других авторов, в 

которых было показано, что в клетках культуры фибробластов мыши после трансфекции 

ДНК из опухолей человека обнаруживаются не только трансформированные опухолевые 

гены, но и огромное количество других фрагментов ДНК человека [102]. 

В 2012 году группой Dueñas-González было показано, что циркулирующие ДНК 

способны вызывать возникновение опухолей толстой кишки у крыс и мышей. ВнДНК из 

сыворотки крови больных колоректальным раком и внДНК из культуральной среды, в 

которой культивировали клетки карциномы толстой кишки человека SW480, содержащие 

мутацию K-ras в обоих аллелях и выделяющие внДНК с мутированным онкогеном в 

культуральную среду, индуцировала трансформацию клеток NIH-3T3 in vitro и опухолегенез 

in vivo. При этом трансформации клеток и повышения их опухолегенных свойств не 

происходило в случае полного удаления внДНК из сыворотки и супернатанта. У крыс 

опухоли толстого кишечника были индуцированы путем воздействия 1,2-диметилгидразина, 

и скорость роста опухолей значительно возрастала после инъекции в область спины крысам 
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клеток карциномы толстого кишечника человека SW480 в качестве источников внДНК 

опухолевого происхождения. Таким образом, результаты исследования показали, что внДНК 

опухолевого происхождения не только вызывает трансформацию клеток, но также 

способствует росту опухоли в живом организме [103]. 

внДНК в составе нуклеосом или гистонов могут непосредственно транслоцироваться 

сквозь клеточную мембрану способом, который является энерго-независимым и не связан с 

эндоцитозом [104]. Проникновение ДНК в составе комплексов с гистонами (нуклеосомных 

единиц) в клетки осуществляется за счет неспецифической формы нековалентных ионных 

взаимодействий с клеточной плазматической мембраной. Учитывая отрицательный заряд 

ДНК и положительный заряд гистонов, такой комплекс обеспечивает стабильность ДНК в 

кровотоке и представляет собой некое «мобильное устройство» для транспортировки ДНК в 

клетки [104]. Было показано, что протеогликаны клеточной поверхности могут собирать 

нуклеосомы, в то время как высвобождающиеся из состава нуклеосом ДНК проникают в 

клетки с помощью толл-подобных рецепторов [105, 106]. В нескольких работах была 

доказана биологическая роль циркулирующих гистонов. Так, внДНК в составе комплексов с 

гистонами, количество которых повышается в кровотоке при воспалении и сепсисе, 

оказывали цитотоксический эффект по отношению к эндотелиальным клеткам in vitro, а при 

введении мышам вызывали летальный исход [107].  

внДНК также способны попадать в нормальные клетки в составе апоптотических 

телец, микровезикул и экзосом. В крови пациентов с онкологическими заболеваниями было 

обнаружено присутствие аномального количества микровезикул, большинство из которых 

имело опухолевое происхождение [108, 109]. Такие микровезикулы являются главным 

источником опухоль-ассоциированной внДНК и способны принимать участие в 

трансформации, и, как следствие, в злокачественном перерождении нормальных клеток [110, 

111].  

внДНК в опухолевом окружении также принимают участие в формировании так 

называемых нейтрофильных ловушек (NET). Нейтрофилы представляют значительную часть 

инфильтрата воспалительных клеток опухолевого окружения [112]. Было показано, что 

опухоль-ассоциированные нейтрофилы (TAN) проявляют как ―опухолегенные‖, так и 

противоопухолевые свойства в зависимости от их активационного статуса [113-115]. 

Нетозис, запрограммированная смерть нейтрофилов путем лизиса, происходит при 

активации нейтрофилов под действием патогенов или в определенных условиях. При этом 

происходит деконденсация хроматина, лизис клеток и ядерных мембран, что, в итоге, 

приводит к высвобождению нейтрофильных ДНК и формированию NET [116]. Таким 
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образом, NET состоят из волокон, включающих реконструированные внДНК и 

антимикробные гранулы [117], и их изначальная функция заключается в формировании 

ловушек для патогенов и их элиминации [118]. Эти нейтрофильные сети и являются одним 

из главных источников внДНК [116]. Формирующиеся в условиях развития инфекции или 

при конкретных патофизиологических состояниях, NET интересны с точки зрения их 

функций, особенно при аутоиммунных патологиях, раке, сепсисе и при воспалительных 

реакциях [119-121]. Так, было показано, что продуцируемые опухолью ДНК участвуют в 

усилении NET и способствуют миграции и инвазии опухоли [22-24, 119]. Таким образом, 

опухоль-ассоциированные внДНК не только способны участвовать в злокачественной 

трансформации нормальных клеток, но и могут способствовать диссеминации опухоли за 

счет интегрирования в NET. 

1.2.3. Опухоль-ассоциированные внРНК 

Учитывая тот факт, что РНК нестабильны в обогащенной РНКазами плазме крови, 

долгое время факт существования внРНК не признавался научной общественностью. 

Kopreski с соавторами однозначно продемонстрировали наличие опухоль-ассоциированных 

РНК в плазме крови онкологических больных [122]. Впоследствии это наблюдение 

подтвердилось многими авторами и признается повсеместным явлением [123, 124]. Спектр 

обнаруживаемых в плазме крови РНК достаточно широк: это фрагменты митохондриальных 

РНК, рРНК, тРНК, мРНК, малые некодирующие РНК (snoРНК, миРНК), которые 

детектируются в плазме или сыворотке крови в составе рибонуклеопротеинов, внеклеточных 

мембранных везикул, микровезикул и экзосом [125, 126]. 

мРНК. Среди внРНК были обнаружены фрагменты мРНК, кодирующие опухоль-

ассоциированные антигены, т.е. белки, которые в норме экспрессируются в клетке с низкой 

эффективностью, но при опухолевой прогрессии уровень их экспрессии значительно 

возрастает. Большие количества фрагментов таких опухоль-ассоциированных мРНК были 

обнаружены в плазме крови пациентов с раком легких, щитовидной железы, молочной 

железы, предстательной железы, мочевого пузыря и меланомы. (Таблица 1, www.cnaps.net). 

В нескольких исследованиях был проведен поиск таких опухоль-ассоциированных мРНК 

среди внРНК плазмы и сыворотки крови онкологических больных с целью выявления 

диагностических маркеров. Проведенные исследования позволили сделать вывод о 

представленности таких мРНК при разных типах рака в крови пациентов. 

В нескольких работах в плазме крови пациентов с раком молочных желез, раком 

щитовидной железы, злокачественной меланомой и гепатоцеллюлярной карциномой были 

обнаружены повышенные уровни фрагментов мРНК, кодирующих компоненты теломеразы  

http://www.cnaps.net/
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Таблица 1. Опухоль-ассоциированные мРНК, фрагменты которых обнаруживаются в 

высоких количествах в плазме/сыворотке крови пациентов с онкологическими 

заболеваниями. 

Тип онкологического 

заболевания/количество 

пациентов в выборке 

Ген 
Плазма/ 

сыворотка 
Ссылки, примечания 

Рак молочных желез/10 маммаглобин 6/10 (60%) Gal et al, 2001 [127] 

Колоректальный рак/50 

Здоровые доноры/50 
hTERT 

Детекция в обоих группах, 

но у онкологических 

больных значительно выше, 

чем у здоровых 

Lledo et al, 2004 [128] 

Колоректальный рак/53 

 

Здоровые доноры/25 

СЕА 

СК 19 

СЕА 

СК 19 

17/53 (32%) 

39/53 (74%) 

1/25 (4%) 

5/25 (20%) 

Silva et al, 2002 [129] 

Меланома/10 

Тирозиназа 

 

gp100 

MART-1 

PBGD 

3-5/10 (30-50%, сыворотка – 

плазма) 

0/10 

0/10 

7-8/10 (70-80%, сыворотка-

плазма) 

Hasselmann et l, 2001 

[130] 

Меланома/119 

Тирозиназа 

MAGE-3 

MUC-18 

p97 

24/119 (20%) 

10/119 (8%) 

41/119 (34%) 

19/119 (16%) 

Hoon et al, 2000 [131] 

Карцинома простаты/12 
PSMA 

CEA 

4/12 (33%) 

1/12 (8%) Papadopoulou et al, 2004 

[132] 
Здоровые доноры/18 

PSMA 

CEA 

Отрицательно во всех 

образцах 

Рак молочных желез/18 
hTR 

hTERT 
5/18 (28%) Chen et al, 2000 [133] 

Рак молочных желез/25 
hTR 

hTERT 

23/25 (92%) 

12/25 (48%) 

Novakovic et al, 2004 

[134] 

Злокачественная меланома/29 
hTR 

hTERT 

24/29 (83%) 

17/29 (59%) 

Рак щитовидной железы/4 
hTR 

hTERT 

4/4 (100%) 

4/4 (100%) 

Здоровые доноры/7 
hTR 

hTERT 

3/7 (43%) 

0/7 (0%) 

Гепатоцеллюлярная 

карцинома /78 

hTERT 

90% 

Miura et al, 2003 [135] 
Цирроз печени/10 70% 

Хронический гепатит/12 42% 
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Таблица 1 (продолжение). Опухоль-ассоциированные мРНК, фрагменты которых 

обнаруживаются в плазме/сыворотке крови пациентов с онкологическими заболеваниями. 

Тип онкологического 

заболевания/количество 

пациентов в выборке 

Ген Плазма/ 

сыворотка 

Ссылки, примечания 

Рак молочных желез/45 

 

Здоровые доноры/25 

маммаглобин 

СК 19 

маммаглобин 

СК 19 

27/45 (60%) 

22/45 (49%) 

3/25 (12%) 

5/25 (20%) 

Silva et l, 2001 [136] 

Рак легких/8 
Her2/neu 

hnRNP-B1 

4/8 (50%) 

8/8 (100%) 

Fleischhacker et al, 2001 

[139] 

Рак легких/44 

Здоровые доноры/25 
hnRNP-B1 

0.99 пг/г РНК 

0.3 пг/г РНК 
Sueoka et al, 2005 [140] 

Рак молочной железы/5 
5Т4 

2/5 (40%) 
Kopreski et al, 2001 [141] 

Рак легких/14 6/14 (43%) 

 

hTR и hTERT (Таблица 1) [133-134]. Теломераза представляет собой РНК-зависимую ДНК 

полимеразу, достраивающую теломерные участки, и играет значительную роль в клеточном 

старении. Уровень ее экспрессии в нормальных клетках крайне низок. Гиперэкспрессия 

теломеразы в клетках может приводить к эпителиально-мезенхимальному перерождению и 

опухолевой прогрессии. Повышенные уровни теломеразы обнаруживаются во многих типах 

опухолей и, таким образом, опухолевые клетки могут служить источником большого 

количества фрагментов генов hTR и hTERT мРНК в крови пациентов с онкологическими 

заболеваниями. 

В крови пациентов с раком молочных желез также обнаруживаются высокие уровни 

мРНК, кодирующих маммаглобин, CK-19 [136] и Her2/neu [137], которые являются 

специфическими маркерами рака молочных желез [138]. CK-19 участвует в поддержании 

стабильности эпителиальных клеток и его высокие уровни экспрессии определяются также и 

в опухолевой ткани [138]. Онкоген Her2/neu амплифицируется на высоком уровне примерно 

в 20% случаев рака молочной железы и связан с быстрой пролиферацией опухоли и плохим 

прогнозом. 

В крови пациентов с раком легких детектируется повышенная представленность 

фрагментов мРНК, кодирующих Her2/neu, hnRNP-B1 и 5Т4 [139-141]. hnRNP-B1 играет 

важную роль в сплайсинге опухолевых супрессоров и рассматривается в качестве онкогена, 

для которого была показана важная роль в развитии глиобластомы [142], рака легких [143] и 

гепатоцеллюлярной карциномы [144]. Онкоген 5T4 участвует в модуляции клеточной 

адгезии и гиперэкспрессируется во многих типах раковых клеток. Для пациентов со 
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злокачественной меланомой характерно наличие в крови мРНК, кодирующей тирозиназу, 

MAGE-3, MUC-18, p97 и PBGD. Тирозиназа участвует в синтезе меланина, MAGE-3 

участвует в злокачественной трансформации и является главным опухолеспецифическим 

антигеном меланомы, MUC18 участвует в клеточной адгезии. Также в крови пациентов с 

онкологическими заболеваниями обнаруживается повышенная представленность мРНК 

онкогенов, таких как Myc и Nras. 

вн-миРНК. В 2008 году несколькими исследовательскими группами было впервые 

показано присутствие внеклеточных миРНК (вн-миРНК) в плазме и сыворотке крови 

человека [145-148]. миРНК представляют собой подкласс малых некодирующих РНК, 

которые экспрессируются во всех эукариотических клетках и являются регуляторами 

экспрессии генов на пост-транскрипционном уровне [149, 150]. Гены большинства миРНК 

транскрибируются РНК полимеразой II с образованием pri-миРНК транскриптов, которые в 

дальнейшем процессируются белками DROSHA и DICER с образованием дуплексов миРНК 

длиной 19 – 24 нуклеотида (Рис. 1). На конечном этапе дуплекс связывается с белком AGO 

семейства Argonaute и одна из цепей деградирует. Далее одна из цепей миРНК в составе 

комплекса с AGO связывается с 3'-нетранслируемой областью (3'UTR) мРНК-мишени, что 

приводит к снижению стабильности мРНК-мишени и эффективности ее трансляции [149-

151]. Однако недавно полученные данные свидетельствуют о том, что миРНК могут также 

участвовать в выключении транскрипции генов в ядре путем сиквенс-специфичного 

взаимодействия с промоторными областями в ДНК [152, 153]. У человека было обнаружено 

более 2000 миРНК, и было показано, что они координируют ключевые клеточные процессы, 

включая пролиферацию, репарацию ДНК, дифференцировку, метаболизм, апоптоз и 

онкотрансформацию [149, 150, 154, 155]. 

Большинство вн-миРНК, выделенных из плазмы крови здоровых доноров и пациентов 

с онкологическими заболеваниями, обладает высокой стабильностью и устойчивы к 

рибонуклеазам крови, перепадам рН, колебаниям температуры и длительному хранению 

[147, 148, 156]. Первоначально предполагалось, что стабильность вн-миРНК обусловлена их 

инкапсулированием в мембранные везикулы, поскольку эти молекулы со-осаждались 

совместно с фракциями микровезикул, экзосом и апоптотических телец [157-159]. Однако 

более поздние исследования показали, что, по крайней мере, в плазме крови 95-99% вн-

миРНК находятся не в составе везикул, а в составе рибонуклеопротеидных комплексов 

миРНК/AGO2 [156, 160]. В составе вн-миРНК встречаются как онкомиры, так и 

онкосупрессоры. 
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Рис. 1. Этапы биогенеза и функционирования миРНК. Рисунок адаптирован из Turchinovich et al, 

2016 [161]. 

 



29 

миРНК секретируются клетками с помощью церамид-зависимого секреторного 

механизма, включаются в состав липидных или липопротеиновых комплексов, таких как 

апоптотические тельца, микровезикулы или экзосомы [162, 163], и в таком виде попадают в 

кровоток. Существуют данные, что вн-миРНК также могут быть побочными продуктами 

мертвых клеток и сохраняются в плазме крови из-за высокой стабильности комплекса 

миРНК/Ago2 [164, 165]. 

Главным резервуаром мембранных везикул в крови считаются тромбоциты [166, 167]. 

Интересно, что тромбоциты способны высвобождать функциональные митохондрии, 

заключенные в мембрану тромбоцитов, и, таким образом, являются источником 

циркулирующих митохондриальных НК [168]. Мембранные везикулы плазмы крови несут 

мРНК и другие клеточные РНК: 28S и 18S рРНК, тРНК, а также, в меньшей степени, 

длинные и малые некодирующие регуляторные РНК [166, 169]. Рибонуклеопротеиновые 

комплексы (RNP) представлены, в основном, комплексами миРНК/AGO2 [156, 160]. Кроме 

того, в плазме крови обнаруживаются комплексы миРНК и липопротеинов высокой 

плотности (ЛПВП), компонентами пути обратного транспорта холестерина, которые 

являются межклеточными медиаторами и участвуют в коммуникационных путях 

некодирующихРНК [170]. 

1.2.4. Участие опухоль-ассоциированных внРНК в злокачественной 

трансформации здоровых клеток 

Секреция РНК клетками в составе рибонуклеопротеидных комплексов и передача 

РНК между клетками млекопитающих была описана еще в 1970-х годах прошлого столетия 

[171, 172]. Основываясь на наблюдениях, что экзогенные РНКазы обладают 

цитостатическим эффектом, и на том факте, что ангиогенин, обеспечивающий 

васкуляризацию опухолей, по последовательности идентичен РНКазе А человека на 40% и 

имеет высокую каталитическую активность, Benner разработал гипотезу о том, что 

определенный баланс между РНК, РНКазами и рибонуклеазными ингибиторами 

контролирует развитие тканей у высших организмов [173]. 

Впервые возможность трансформации нормальных клеток рибонуклеопротеидными 

комплексами была показана на примере РНК-протеолипидного комплекса 27S рРНК и 

гликосфинголипида, выделенного из сыворотки крови пациентов с меланобластомой [174]. 

Ретикулярные клетки из костного мозга трансформировали этим комплексом в 

культуральной среде и наблюдали значительное изменение морфологии клеток, включая 

полиморфизм клеток и увеличение скорости пролиферации [174]. На примере РНК из 

опухолевых клеток, полученных от мышей с плазмоцитомой, была показана конверсия 
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поверхностных рецепторных иммуноглобулинов В-лимфоцитов и иммуносупрессивное 

действие [175, 176], что является доказательством того, как иммуносупрессия 

осуществляется опухолью посредством собственной РНК. У человека также была 

продемонстрирована передача РНК из клеток миеломы нормальным лимфоцитам, что 

приводило к синтезу рецепторных иммуноглобулинов [177].  

Было показано, что клетки HeLa могут включать экзогенные мононуклеотиды и более 

крупные фрагменты олигонуклеотидов во вновь синтезированную РНК [178]. РНК, 

выделенная из асцитной жидкости карциномы Эрлиха, усиливает приживаемость 

трансплантата и скорость роста гомологичной опухоли после обработки ею опухолевых 

клеток [179, 180]. Таким образом, РНК и рибонуклеопротеиновые комплексы могут 

представлять собой специфический секреторный продукт опухолевых клеток, способный 

опосредовать взаимодействие хозяин-опухоль или осуществлять информационное 

взаимодействие между эукариотическими генами и их продуктами [181]. 

Недавнее открытие регуляторных РНК, в том числе и миРНК, привело к 

возникновению революционной гипотезы о том, что вн-миРНК могут опосредовать 

межклеточный сигналинг паракринным или даже эндокринным путем. Гипотеза возникла 

после того, как несколько исследовательских групп обнаружили в кровотоке большое 

количество миРНК в составе рибонуклеопротеидных комплексов, микровезикул и экзосом. 

Эта парадигма была в значительной степени подкреплена многочисленными последующими 

публикациями, демонстрирующими, что миРНК в составе различных микровезикул могут 

попадать в клетки-реципиенты, менять экспрессию генов и вызывать функциональные 

эффекты [157, 163, 182-185]. 

Самым сильным подтверждением теории межклеточной коммуникации с помощью 

вн-миРНК является доказательство подавления мРНК-мишени в клетках-реципиентах под 

действием миРНК после обработки клеток-реципиентов фракцией экзосом [163, 183, 184, 

186-188]. Одним из примеров является разрушение плотных контактов в эпителиальных 

клетках кровеносных сосудов под действием miR-105 в составе экзосом, секретируемых 

соседними раковыми клетками, и последующее усиление метастазирования [186]. Кроме 

того, гиперэкспрессия miR-105 в неметастазирующих раковых клетках индуцировала 

проницаемость сосудов и метастазы, тогда как ингибирование miR-105 в опухолях 

приводило к снижению этих эффектов [186]. 

Межклеточная коммуникация с помощью вн-миРНК была также доказана в 

отношении клеток иммунной системы. В частности, в экзосомах, выделенных из культур 

дендритных клеток, были обнаружены две миРНК, участвующих в регуляции иммунного 
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ответа, провоспалительная miR-155 и иммуносупрессивная miR-146a, которые в составе 

экзосом поглощались клетками-реципиентами. Обе miR-155 и miR-146a в составе комплекса 

с AGO снижали уровень их соответствующих мРНК-мишеней и перепрограммировали 

клеточный ответ в ответ на введение эндотоксина [188]. Кроме того, иммунные клетки 

обменивались miR-155 и miR-146a in vivo, а инъекции экзосом, содержащих miR-146a, 

ингибировали воспалительный ответ на эндотоксин на мышиных моделях, тогда как 

инъекции экзосом, содержащих miR-155, способствовали воспалению, вызванному тем же 

стимулом. 

На примере тучных клеток был показан механизм регуляции активности или 

дифференцировки других тучных клеток посредством передачи экзосомальной мРНК и 

миРНК между клетками [157]. Так, в составе экзосом тучных клеток был идентифицирован 

ряд миРНК, в том числе и lin-4, let-7, miR-1, miR-15, miR-16, miR-181 и miR-375 [157]. Две 

хорошо изученные миРНК lin-4 и let-7 играют роль в регуляции клеточной пролиферации и 

относятся к онкосупрессорам [189-191]. миРНК miR-1, miR-17, miR-18, miR-181 и miR-375 

играют важную роль в контроле ангиогенеза, гематопоэза, экзоцитоза и опухолегенеза [190, 

191], что может свидетельствовать о важной функции контроля на уровне организма с 

помощью миРНК, переносимыми экзосомами.  

Было показано, что клетки глиобластомы секретируют экзосомы, содержащие мРНК, 

миРНК и ангиогенные белки, которые поглощаются нормальными клетками, такими как 

микрососудистые эндотелиальные клетки мозга [182]. Среди миРНК экзосом была 

обнаружена онкогенная miR-21, которая гиперэкспрессируется в клетках глиобластомы 

[192]. мРНК, наиболее представленные к экзосомах глиобластомы, кодировали белки, 

участвующие в ангиогенезе, клеточной пролиферации, иммунном ответе, клеточной 

миграции и модификации гистонов. Эти результаты доказывают, что микровезикулы 

опухолевых клеток служат средством, с помощью которого опухоль может манипулировать 

свои окружением, делая его более благоприятным для ее роста и инвазии. 

1.2.5. Заключение 

Таким образом, биологическая активность внеклеточных нуклеиновых кислот может 

быть суммирована следующим образом: (1) эукариотические клетки могут захватывать 

экзогенные нуклеиновые кислоты in vitro и in vivo; (2) экзогенные нуклеиновые кислоты 

могут попадать в ядро клетки-хозяина in vitro и in vivo и транскрибироваться в случае 

кодирующих нуклеиновых кислот; (3) экзогенные нуклеиновые кислоты могут вызывать 

генетическую трансформацию клеток-реципиентов, хотя и редких случаях; (4) экзогенные 

нуклеиновые кислоты могут вызывать повреждение хромосом и оказывать цитотоксическое 
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действие на клетки-реципиенты; (5) внДНК, содержащая фрагменты онкогенов, может 

трансформировать клетки-реципиенты, как это было показано в культуре клеток; (6) 

экзогенные ДНК и нуклеосомы могут инициировать индукцию провоспалительных 

цитокинов и ауто-антител; (7) экзогенная РНК может поглощаться клетками и способна 

транскрибироваться и транслироваться с образованием белков; (8) регуляторные РНК, в 

частности, миРНК, могут регулировать процессы контроля развития тканей и 

онкотрансформации на уровне организма путем паракринной и эндокринной регуляции. 

Таким образом, опухолевая внДНК является компонентом, способным вызывать изменение 

генома нормальных клеток, что в итоге приводит к онкотрансформации нормальных клеток 

и подтверждает гено-метастатическую гипотезу. Учитывая разнообразие механизмов 

биологической активности внРНК, можно с уверенностью утверждать, что внРНК является 

важным участником межклеточной коммуникации и переключения внутриклеточных 

каскадов, контролирующих клеточную пролиферацию и дифференцировку, что указывает на 

ее участие в контроле многих процессов, включая активацию иммуной системы в ответ на 

патогены и канцерогенез. 

1.3. Роль эндогенных РНКаз и ДНКаз млекопитающих в контроле 

внутриклеточных событий и сигнальных путей, ответственных за 

онкотрансформацию 

1.3.1. Введение 

Нарушение регуляции экспрессии генов является характерным признаком многих 

видов рака. К таким нарушениям относятся амплификация и делеция генов [193, 194], 

повреждение ДНК [195] и нарушение таких важных процессов, как транскрипция [196], 

сплайсинг [197] и локализация транскриптов [198]. Исследования последнего десятилетия 

показали важность посттранскрипционного этапа в контроле экспрессии генов, в частности, 

в деградации мРНК. Процессы, обеспечивающие стабильность мРНК, ингибирование 

трансляции и деградацию транскриптов, связаны друг с другом сложным образом, и на них 

могут влиять цис-действующие элементы, такие как поли (А) последовательности и AU-

богатые элементы (ARE), и транс-действующие факторы, такие как некодирующие РНК 

(ncРНК), РНК-связывающие белки (RBP) и рибонуклеазы (РНКазы). 

В работах по исследованию ARE и ARE-связывающих белков было высказано 

предположение, что существует важная связь между дисфункцией транс-действующих 

факторов, принимающих участие в метаболизме мРНК, и онкогенезом [199, 200]. Некоторые 

белки, относящиеся к гетерогенным ядерным рибонуклеопротеинам (hnRNP) и способные 

связываться со значительным числом транскриптов, выступают в роли онкогенов и генов-
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супрессоров опухолей, которые опосредуют свое действие за счет стабилизации 

транскриптов или их деградации [201]. Более того, компоненты процесса деаденилирования 

и эндогенные рибонуклеазы могут быть рекрутированы ncРНК и RBP для регуляции 

экспрессии онкогенов и генов-супрессоров опухолей [202]. Эти данные подчеркивают 

важность понимания метаболизма мРНК и транс-действующих факторов, которые связаны с 

опухолевой прогрессией. Эндогенные РНКазы являются участниками 

посттранскрипционного контроля экспрессии генов, и, таким образом, изменение уровня их 

представленности и/или функционирования в клетке приводит к событиям онкогенеза и 

опухолевой прогрессии. Эндогенные ДНКазы являются ключевыми участниками 

репликации и репарации ДНК и контролируют целостность и сохранность генома, что 

является важным аспектом поддержания нетрансформированного состояния клетки. 

Эндогенные ДНКазы, часто обладают и рибонуклеазной активностью, что расширяет спектр 

их возможных функций в поддержании нормального оборота нуклеиновых кислот в клетке. 

Эндогенные РНКазы и ДНКазы, участвующие в контроле злокачественного перерождения, 

суммированы в Таблице 2.  

В данной части обзора будет рассмотрена роль внутриклеточных нуклеаз в 

поддержании нормального функционирования клетки и события, происходящие при 

нарушении уровня экспрессии/функционирования эндогенных нуклеаз. 

1.3.2. РНКазы, участвующие в событиях обычной деградации мРНК: CCR4b, 

PARN и XRN1 

Оборот мРНК, прошедших правильный процессинг, в клетке осуществляется с 

помощью различных транс-действующих факторов. Этот путь отличается от путей надзора 

за мРНК, задача которых заключается в детекции и деградации аберрантных транскриптов, 

которые не прошли правильный процессинг. Процесс распада мРНК в клетках 

млекопитающих начинается с деаденилирования [203], и в нем также принимают участие 

эндогенные эндорибонуклеазы. Существует ряд комплексов рибонуклеаз с белками, которые 

принимают участие в этом важном процессе, такие как PAN2-PAN3, CCR4b-NOT и PARN, 

которые инициируют деградацию мРНК и действуют на этапе, определяющем скорость 

оборота мРНК и уровень экспрессии генов. 

В клетках млекопитающих такие комплексы за счет экзонуклеазной активности 

осуществляют деградацию поли-А хвоста различных мРНК, процессируя мРНК-молекулу 

таким образом, что возможна полная ее деградация под действием экзосомального 

комплекса (Рис. 2, В). Эти комплексы деградируют любые полиаденилированные мРНК и не 

обладают особой специфичностью. Эксперименты с подавлением этих РНКаз с помощью 
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РНК-интерференции продемонстрировали их участие в фертильности и контроле клеточного 

роста [204]. В нескольких работах было выявлено, что мутации в этих ферментах или 

снижение/повышение их экспрессии приводит к индукции опухолевого фенотипа клетки. 

CCR4b. Рибонуклеаза CCR4b, деаденилаза, входящая в комплекс CCR4b–NOT, 

считается про-онкогеном, поскольку была показана ее способность активировать рост 

клеточных линий фибробластов [206]. В нормальных условиях этот фермент регулирует 

уровень p27Kip1 мРНК, кодирующей опухолевый супрессор, который ингибирует циклин-

зависимые киназы и препятствует опухолевому росту. Более того, в клетках с выключенным 

CCR4b, наблюдалось повышение уровня p27Kip1 и замедление клеточного роста [206]. 

Однако, до сих пор нет сообщений, свидетельствующих об изменениях уровней CCR4b в 

различных типых опухолей. 

PARN. Среди РНКаз, контролирующих уровень мРНК в составе комплексов с RBP, 

следует отметить поли-А РНКазу PARN (Рис. 2, Б). РНКаза PARN проявляет деаденилазную 

активность и в составе комплекса с RBP, дестабилизирущего структуру мРНК, может 

действовать в качестве потенциального опухолевого супрессора, приводя к деградации ряда 

мРНК, таких как мРНК IL-8 и VEGF мРНК. В нескольких работах было показано, что в 

клетках злокачественной глиомы RBP существует в дефектной форме и не способен 

рекрутировать PARN [208, 209], что приводит к снижению функционирования данного 

комплекса и, как следствие, к прогрессированию опухоли. Кроме того, PARN и 

экзосомальный комплекс могут рекрутироваться белком KSRP и в составе такого комплекса 

вызывают дестабилизацию различных мРНК, включая c-jun и uPA, чей повышенный уровень 

связан с раковыми заболеваниями [205, 210]. В другом исследовании было 

продемонстрировано, что PARN в составе комплекса с CUG-BP приводила к дестабилизации 

c-fos и ФНО-α мРНК [211]. 

XRN1. Помимо процесса деаденилирования 5′–3′ экзорибонуклеазы, такие как РНКаза 

XRN1 (Рис. 2, Б), также инициируют деградацию мРНК после декэпирования транскрипта-

мишени. XRN1 является примером опухолевого супрессора, при нарушении экспрессии 

которого происходит онкотрансформация и развитие опухоли. В первичных образцах 

остеогенной саркомы и дочерних клеточных линий было обнаружено снижение экспрессии 

или полная потеря XRN1 мРНК [213]. 

Можно заключить, что такие эндогенные РНКазы, участвующие в обычном пути 

деградации мРНК, влияют на экспрессию генов, вовлеченных в пролиферацию, контроль 

клеточного цикла, ангиогенез и сигнальные пути онкотрансформации. 
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Таблица 2. Эндогенные РНКазы и ДНКазы, принимающие участие в контроле или развитии опухолевой прогрессии. 

Процесс, в котором 

участвует РНКаза 

РНКаза Тип рака Изменение Биологическая функция Ссылки 

Обычный распад мРНК CCR4b N/D N/D Деаденилирование, гомологичная 

рекомбинация, регуляция p27Kip1 мРНК, 

ингибирование под действием 

антипролиферативных агентов 

[206, 207] 

PARN MG Недоступность для мРНК Деаденилирование, нонсенс-опосредованный 

распад мРНК, регуляция c-jun, c-fos, TNF-α, 

uPA мРНК 

[208-212] 

XRN1 OSC Снижение уровня в клетке 5′–3′-экзонуклеаза [213] 

РНКазы, 

активирующиеся в 

клетке под действием 

специфических 

сигналов 

РНКаза L PC Высокая встречаемость измененных 

вариантов со сниженной 

активностью (R462Q и E265X) 

Противовирусный ответ [214-218] 

IRE1 PanC 

HNPCC 

IRE1 BC 

Повышенная активность Реакция несвернутых белков, сплайсинг XBP1 

мРНК, регуляция CD59 мРНК 

[219-221] 

PMR1 BCCL 

HCC 

N/D 

Повышенная экспрессия 

Повышенная активность  

N/D 

Активна при фосфорилировании под 

действием c-Src, регулирует мРНК 

вителлогенина 

[222-224] 

Созревание миРНК DROSHA ESSC 

CSCC 

Повышенная экспрессия 

Амплификация 

Процессинг pri-миРНК [225-227] 

DICER LCL Повышенная доступность для pri-

миРНК 

Процессинг pri-миРНК [228-236] 

MC Измененная экспрессия 

LC Повышенная экспрессия 

PC 

OC 

BL 

LC (мыши) Деплеция 

NSCLC Пониженная экспрессия 

BC 

AGO2 BC Повышенная экспрессия Активация комплекса с миРНК для 

выключения мРНК 

[233, 237, 238] 

BCCL Измененная экспрессия 

Таблица 2 (продолжение). Эндогенные РНКазы и ДНКазы, принимающие участие в контроле или развитии опухолевой прогрессии. 
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Процесс, в котором 

участвует РНКаза 

РНКаза Тип рака Изменение Биологическая функция Ссылки 

Другие ANG PA Повышенная экспрессия Ангиогенез, клеточная пролиферация, 

регуляция тРНК 

[239-242] 

G3BP GC Повышенная экспрессия Регуляция С-myc мРНК, регуляция вхождения 

в S фазу 

[243-245] 

MN 

BC 

APE1 HNSCC Повышенная экспрессия Эксцизионная репарация оснований, 

апурин/апиримидин эндонуклеаза, редокс-

активация транскрипционных факторов, 3‘-

5‘—экзонуклеаза, 3‘-фосфодиэстераза, 

активность РНКазы Н. 

[246-250] 

CA 

ESSC 

TA 

ML 

OSC Повышенная экспрессия  

BC Локализация в цитозоле 

HC 

CC Высокая частота встречаемости 

варианта D148E Рак легких* 

LM Повышенный уровень 

фосфорилированной APE1 

FEN1 PA Повышенная экспрессия Удаление праймеров РНК во время 

репликации ДНК, 3‘-5‘—экзонуклеаза, 

активность РНКаза Н 

[251-254] 

NSCLC 

SCLC 

Список сокращений к Таблице 2: BC, карцинома молочной железы; BCCL, клеточные линии, полученные из карциномы молочной железы; BL, лимфома 

Беркетта; CC, аденокарцинома толстого кишечника; CSCC, цервикальная плоскоклеточная карцинома; ESSC, плоскоклеточная карцинома 

пищеварительного тракта; GC, карцинома желудка; HCC, гепатоцеллюлярная карцинома; HNPCC, наследственный неполипозный рак толстой кишки; 

HNSCC, плоскоклеточный рак головы и шеи; LC, аденокарцинома легких; LCL, клеточные линии лейкемического происхождения; LM, леймиома; *Рак 

легких, включающий проскоклеточную карциному, аденокарциному, немелкоклеточный рак легкого, мелкоклеточную карциному; MC, 

мукоэпидермоидная карцинома; MG, злокачественная глиома; ML, миелома; MN, меланома; NSCLC, немелкоклеточный рак легкого; OC, серозная 

карцинома яичника; OSC, остеосаркома; PanC, панкореатическая аденокарцинома; PC, аденокарцинома простаты; SCLC, мелкоклеточный рак легкого; 

TA, тироидная аденома, включающая макрофолликулярную аденому и комбинированную аденому. 
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Рис. 2. Механизмы действия эндогенных РНКаз. А1. AGO2 в комплексе с некодирующими РНК 

(siРНК, миРНК) индуцирует расщепление мРНК. А2. миРНК может участвовать в 

ингибировании процесса трансляции путем рекрутинга ферментов путей распада РНК, таких как 

деаденилазы и декэпирующие ферменты. Б1. РНК-связывающие белки (RBP) участвуют в 

контроле стабильности мРНК. Дестабилизирующие RBP могут активировать путь 

деаденилирования или рекрутировать набор эндорибонуклеаз для ускорения распада мРНК. Б2. 

Стабилизирующие RBP могут ослаблять распад мРНК путем связывания или с кодирующими 

районами или с 3′ UTR-районами мРНК. В1. РНКазы могут действовать или самостоятельно, или 

в комплексе с другими факторами распада, направляя мРНК по пути деградации. Деаденилазы, 

такие как PARN и CCR4b, в составе комплекса CCR4b–NOT удаляют поли-А хвост мРНК-

мишени, тогда как декэпирующие ферменты удаляют 5′-m7G мРНК кэп. В2. Эндорибонуклеазы, 

такие как PMR1 и РНКаза L, могут расщеплять мРНК посередине последовательности. 

Комбинация этих трех процессов облегчает последующую деградацию мРНК 

экзорибонуклеазами и распад транскриптов в направлении 5′–3′ (XRN1) или 3′–5′ 

(экзосомальный комплекс). Рисунок адаптирован из Kim et al, 2009 [255]. 

 

1.3.3. РНКазы, активирующиеся в клетке под действием специфических 

сигналов: РНКаза L, IRE1 и PMR1 

Существует ряд эндогенных РНКаз, которые в норме в клетке не экспрессируются, 

однако активируются либо под действием специфических стрессовых сигналов (РНКаза L, 
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IRE1), либо под действием прото-онкогенов (PMR1) [222, 256, 257]. РНКаза L участвует в 

противовирусной защите, но также и в супрессии опухолей, мутации в этом ферменте были 

обнаружены во многих типах опухолей. В последнее время возрос интерес к РНКазе IRE1, 

для которой помимо ее роли в борьбе со стрессом ЭР были показаны эффекты, связанные с 

онкогенезом и апоптозом. Появился ряд доказательств, указывающих на связь между 

РНКазой PMR1 и развитием опухоли. В норме эта РНКаза находится в инактивированном 

состоянии, но активируется для участия в распаде мРНК. 

РНКаза L. РНКаза L человека представляет собой эндорибонуклеазу, 

экспрессирующуюся во множестве типов нормальных и раковых клеток млекопитающих 

[258]. Была показана ее способность расщеплять как в бесклеточной системе, так и в клетках, 

вирусные РНК [259, 260], рРНК [261, 262] и некоторые клеточные РНК [263-265]. Было 

обнаружено, что РНКаза L расщепляет одноцепочечные РНК по фосфодиэфирным связям в 

UU- и UA-последовательностях [266]. РНКаза L контролирует стабильность мРНК, 

кодируемых в митохондриях, в клетках человека и мыши [263, 267] и дестабилизирует мРНК 

генов, индуцируемых под действием интерферонового ответа на вирусную инфекцию [265]. 

Однако основная роль РНКазы L заключается в участии в реакциях врожденного иммунитета 

и усилении противовирусного ответа [268, 269]. Была показана способность РНКазы L 

участвовать в регуляции интерферон-индуцируемого апоптоза путем контроля стабильности 

митохондриальных мРНК [270]. 

Активность РНКазы L находится под контролем ингибитора. В норме фермент 

существует в мономерной латентной форме, и его активность выключена за счет связывания 

с ингибитором RLI [264, 271]. Однако, при связывании с 2′,5′-присоединенными 

олигоаденилатами (2-5 А), образующимися под действием 2-5-А-синтетаз, РНКаза L 

димеризуется и функционирует в цитоплазме как активированная РНКаза [272]. 

Ген, кодирующий РНКазу L, у человека картируется в участке генома, связанном с 

восприимчивостью к наследственному раку предстательной железы (HPC) [273]. 

Аминокислотные замены и мутации в РНКазе L приводят к агрессивному росту метастазов 

[214], повышенному риску развития рака простаты [215, 216], колоректального рака [217] и 

рака поджелудочной железы (Таблица 2) [218]. Опухоле-супрессирующая функция 

РНКазы L была хорошо охарактеризована в контексте интерферонового сигналинга. Было 

сделано предположение, что РНКаза L разрушает митохондриальные РНК, что приводит к 

высвобождению цитохрома С и активации каспазы 3 в процессе апоптоза, запускаемого под 

действием ИФН-α или противоопухолевых препаратов [270, 274]. Действие РНКазы L также 

заключается в повышении экспрессии опухолевых супрессоров. Так, было показано, что 



39 

активность РНКазы L необходима для повышения уровня MIC-1/NAG-1, кодирующего 

лиганд суперсемейства белков TGF-β, который способен связываться с рецепторами TGF-β и 

запускать TGF-β сигналинг, участвующий в онкотрансформации. Каким образом РНКаза L 

способна повышать уровень определенных мРНК пока не известно, но существует мнение, 

что этот фермент может разрушать ингибиторные миРНК или рРНК, которые могут 

инициировать активацию транскрипционной машины [275]. 

Было также обнаружено, что РНКаза L действует как нижележащий эффектор 

опухолевого супрессора BRCA1, который активируется при сигналинге под действием ИФН-

γ и способствует апоптозу в раковых клетках [276]. Аналогично, в клетках предстательной 

железы путь дигидротестостерона (DHT) может выступать в роли антагониста 

интерферонового сигналинга, что в итоге способствует выживанию и пролиферации клеток 

[277]. Снижение активности РНКазы L, например, в случае ее мутантных форм, приводит к 

снижению расщепления DHT-индуцированных мРНК, способствующих онкотрансформации, 

тогда как гиперэкспрессия РНКазы L дикого типа приводит к ингибированию опухолевого 

генеза [277], подтверждая ее роль как опухолевого супрессора. 

Такая же функция РНКазы L была показана на модели фибросаркомы мыши [278]. 

Так, гиперэкспрессия экзогенной РНКазы L человека в клетках фибросаркомы мыши 

значительно замедляла рост опухоли, а после ее выключения опухоль начинала 

прогрессировать [278]. Таким образом, РНКаза L может действовать в качестве опухолевого 

супрессора, и уровень ее экспрессии, так же, как и активность, имеют решающее значение 

для регулирования роста и выживания клеток. 

IRE1. IRE1 является трансмембранной эндорибонуклеазой, локализующейся в ЭПР. В 

ее структуру входит эндорибонуклеазный/киназный домен, располагающийся со стороны 

цитоплазмы, и стрессо-чувствительный домен с внутренней стороны ЭПР. При воздействии 

стрессовых сигналов происходит димеризация и автофосфорилирование IRE1, что приводит 

к появлению у нее рибонуклеазной активности [257]. В клетках млекопитающих субстратами 

для IRE1 являются ее собственная мРНК, а также значительное число мРНК, которые 

кодируют белки, участвующие в регуляции процессов ангиогенеза [279], Х-бокс-

связывающий белок 1 (XBP1) и CD59 [257, 280, 281]. Гиперэкспрессия IRE1 приводит к 

снижению экспрессии CD59, вовлеченого в развитие рака легких [280]. В результате 

расщепления мРНК XBP1 РНКазой IRE1 происходит сплайсинг транскрипта, кодирующего 

потенциальный транскрипционный фактор XBP1, который активирует транскрипцию генов, 

необходимых для реакции несвернутых белков (РНБ). РНБ представляет собой 

гомеостатический сигнальный путь, который корректирует в ЭПР способность белков 
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структурироваться, и регулирует либо выживаемость клеток, либо апоптоз в соответствии с 

потребностями клетки [282]. Таким образом, IRE1, выступая в роли регулятора РНБ, 

является важной РНКазой, определяющей развитие опухоли или ее гибель. 

Существуют данные о связи XBP1 с опухолевой прогрессией при гипоксии, которая 

характерна для всех солидных опухолей в состоянии стресса ЭПР. Было показано, что IRE1-

XBP1 сигналинг способствует выживанию опухолевых клеток и росту опухоли. 

Гиперэкспрессия XBP1 в клетках рака молочной железы с высоким уровнем экспрессии 

эстрогеновых рецепторов приводит к эстроген-независимому росту и снижает 

чувствительность опухолевых клеток к антиэстрогенам [219]. Сходным образом, 

гиперэкспрессия XBP1 может приводить к индукции множественной миеломы у мышей 

[283]. Более того, было обнаружено активное функционирование IRE1-XBP1 сигналинга в 

клеточных линиях опухолей молочной железы с повышенной выживаемостью [220] и в 

активно делящихся клетках рака печени [221]. Было обнаружено, что IRE1-XBP1 сигналинг 

используется онкобелком Hbx для активации вируса гепатита B, что приводит к развитию 

гепатокарциномы [284]. Таким образом, IRE1 является РНКазой, играющей важную роль в 

канцерогенезе.  

Была обнаружено и опухоль-супрессирующая функция IRE1. В нескольких работах, 

посвященных скринингу генома, было обнаружено, что IRE1α часто встречается в мутантной 

форме при многих типах рака [285, 286]. Также было показано, что медиаторы опухолевой 

супрессии BAX и BAK способны влиять на уровень функционирования РНБ путем 

непосредственного взаимодействия с IRE1 в клетках мыши и человека [287]. Что более 

важно, было установлено, что IRE1-РНБ сигналинг может быть рекрутирован различными 

агентами для подавления роста опухолевых клеток и их гибели [288, 289].  

Существуют данные, свидетельствующие о роли IRE1 как про-апоптотического 

фактора. Так, было показано, что повышенная экспрессия IRE1 значительно увеличивает 

уровень апоптоза синовиальных фибробластов мыши [290]. В недавних работах было 

обнаружено, что процессинг мРНК XBP1 с помощью IRE1α обеспечивает клеткам 

повышенную выживаемость при ЭПР-стрессе, тогда как активация митоген-активируемой 

протеин киназы семейства JNK под действием IRE1α на поздних стадиях ответа на ЭР-стресс 

приводит к запуску апоптоза [291]. Были получены данные, что активация JNK в ответе на 

ЭР-стресс предшествует активации XBP1 [291] и может иметь решающее значение в выборе 

направления: выживание или гибель клетки. Таким образом, для окончательных выводов о 

роли IRE1-РНБ сигналинга в опухолевой прогрессии требуются дополнительные 

исследования. 



41 

PMR1. PMR1, полисомальная рибонуклеаза 1, представляет собой эндорибонуклеазу, 

изначально полученную их полисом печени лягушки. Однако, позднее ее ортолог был 

обнаружен и в клетках млекопитающих [292]. Локализующаяся на полисомах в цитоплазме, 

PMR1 имеет уникальную последовательность и структуру, которые отличают ее от других 

групп РНКаз. Было показано, что PMR1 инициирует распад мРНК во время процесса 

трансляции ее мРНК-мишеней только в составе полисомы. Способность PMR1 нацеливаться 

на полисомы и активировать распад мРНК определяется фосфорилированием с помощью 

прото-онкогена c-Src по остатку тирозина на С-конце молекулы [222]. Было обнаружено, что 

c-Src-фосфорилирование может активироваться под действием сигналов EGFR пути, 

ассоциированного с опухолевой прогрессией.  

C-Src является известным прото-онкогеном, высокий уровень экспрессии которого 

характерен для многих типов рака человека [293]. Благодаря своей киназной активности с-

Src активирует большое количество разнообразных транскрипционных факторов и 

сигнальных каскадов, что приводит к пролиферации клеток. Существующая 

механистическая модель участия с-Src в канцерогенезе, предложенная Peng с коллегами 

[294], предполагает, что с-Src может использовать путь распада мРНК под действием PMR1 

для разрушения транскриптов, кодирующих опухолевые супрессоры. 

В активации PMR1 участвуют и другие внутренние стимулы, такие как Hsp90, 

который способен связываться с PMR1 и стабилизировать ее структуру от протеасомной 

деградации, что приводит к поддержанию ее функции распада мРНК в клетке [294]. 

Поскольку Hsp90 является медиатором клеточной пролиферации, существует 

предположение, что этот белок продлевает срок службы PMR1 для поддержания процесса 

распада мРНК, кодирующих регуляторы клеточного роста [295]. 

Недавно полученные данные показали, что повышенная миграционная активность и 

инвазивность клеток рака молочной железы MCF-7 связана с высокой активностью PMR1, 

мишенями которой являются миРНК семейства miR-200 [296], ответственные за контроль 

адгезии и инвазии [297, 298]. Эти данные указывают на потенциальную роль PMR1 в 

развитии рака и его прогрессии. 

1.3.4. РНКазы, участвующие в биогенезе миРНК: DROSHA, DICER и AGO2 

Последнее время накапливается все больше данных, свидетельствующих о связи 

между дисрегуляцией в экспрессии миРНК и развитием раковых заболеваний. В созревании 

и выполнении основных функций миРНК участвует три ключевых РНКазы, изменение в 

уровне экспрессии которых оказывает прямое влияние на канцерогенез. 
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DROSHA. Созревание миРНК начинается с процесинга pri-миРНК. Этот этап 

осуществляется с помощью РНКазы DROSHA в составе комплекса с DGCR8. DROSHA 

принадлежит к семейству РНКазы III и является РНКазой, специфично расщепляющей РНК 

по двуцепочечным участкам. Существует ряд доказательств ее роли как прото-онкогена. Так, 

было показано, что повышенная экспрессия DROSHA и кодирующих эту РНКазу мРНК 

обнаруживалась при раке пищевода [225]. Подавление функционирования этого белка в 

линиях опухолевых клеток приводило к ингибированию их пролиферации. 

В других исследованиях была показана корреляция между повышением уровня мРНК, 

кодирующей DROSHA, и увеличением числа ее геномных копий в клинических образцах и 

клеточных линиях цервикальной плоскоклеточной карциномы [226]. Также была показана 

повышенная экспрессия DROSHA в клетках рака шейки матки, что указывает на ее 

возможную роль в качестве опухолевого активатора [227]. 

В нескольких исследованиях описывается возможный механизм участия РНКазы 

DROSHA в канцерогенезе. Его повышенную активность при процессинге pri-миРНК 

связывают с влиянием на уровень миРНК, приводящих к онкотрансформации клетки. В 

одном исследовании было показано, что активный процессинг pri-miR-191 с помощью 

DROSHA приводил к повышенному уровню экспрессии miR-191 в лейкемических 

клеточных линиях [299]. 

Было обнаружено, что факторы роста, такие как TGF-β и BMP, влияют на 

нижележащие трансдукторы, которые взаимодействуют с DROSHA и повышают его 

доступность и/или активность в отношении pri-miR-21. Это приводит к быстрому 

повышению уровня miR-21 в клетках гладкой мускулатуры сосудов и снижению уровня 

экспрессии опухолевого супрессора PDCD4 [300]. Повышенный уровень экспрессии miR-21 

при многих типах рака указывает на возможные нарушения экспрессии/функционирования 

DROSHA [301-304]. В недавних работах было продемонстрировано, что мутации в 

микропроцессорном комплексе DROSHA/DGCR8 приводят к высокому риску развития 

аденосаркомы почки [305, 306]. 

Таким образом, РНКаза DROSHA, с одной стороны, крайне важна для правильного 

процессинга предшественников миРНК, тогда как с другой стороны нарушение в уровне ее 

экспрессии, а особенно повышение функциональной активности, является негативным 

событием для клетки и приводит к онкотрансформации. 

DICER. DICER также является РНКазой, принадлежащей семейству РНКазы III, и 

участвует в процессинге pre-миРНК [307]. В нескольких исследованиях было обнаружено ее 

участие в дестабилизации AU-богатых мРНК [308, 309]. Эта РНКаза считается одним из 
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основополагающих регуляторов созревания миРНК и их дерегуляции при канцерогенезе. 

Действует ли DICER в качестве прото-онкогена или опухолевого супрессора – неизвестно, 

поскольку эта РНКаза участвует в процессинге всех двуцепочечных миРНК без 

предпочтения к последовательности. Однако, гиперэкспрессию DICER, а также ее 

аберрантную функцию, часто связывают с канцерогенезом, что указывает на ее роль прото-

онкогена. Тем не менее, есть ряд доказательств, указывающих, что DICER функционирует и 

как онкосупрессор. 

В нескольких исследованиях сообщалось о избыточной экспрессии DICER при 

раковых заболеваниях: раке слюнной железе [228], легких [229], раке простаты [230] и 

яичников [231], а также при лимфоме Беркитта [232], что свидетельствует о ее участии в 

процессинге онкогенных миРНК и повышении уровня их экспрессии. Интересным фактом 

является то, что уровень экспрессии DICER в клетках контролируется с помощью миРНК 

семейства let-7, относящихся к опухолевым супрессорам [310, 311]. 

Тем не менее, есть факты, указывающие на то, что снижение уровня экспрессии 

DICER и последующее снижение степени созревания миРНК могут усиливать канцерогенез 

[233, 234]. Было обнаружено, что снижение уровня DICER является маркером 

неблагоприятного прогноза у пациентов с раком легкого [235]. В другом исследовании было 

показано, что снижение уровня DICER свидетельствует о рецидиве в случае 

немелкоклеточного рака легкого [236]. Нарушение экспрессии и внутриклеточной 

локализации DROSHA и DICER коррелирует с прогрессированием различных типов 

опухолей и плохим прогнозом [312]. Кроме того, было обнаружено, что генетические 

дефекты в гене Dicer1 приводят к перераспределению репертуара миРНК и злокачественной 

трансформации [313]. 

AGO2. pre-миРНК процессируются DICER с образованием зрелых миРНК, которые 

образуют комплекс с РНКазой AGO2 и в составе этого комплекса деградируют мРНК за счет 

комплементарного связывания со зрелой миРНК. AGO2 взаимодействует с DICER [314] и 

участвует в процессинге pre-миРНК [315]. Изменение уровня AGO2 приводит к дерегуляции 

активности миРНК. Так, повышенный уровень AGO2 обнаруживается в клетках рака 

молочной железы и связан с агрессивным ростом опухоли [233].  

Кроме того, экзогенная экспрессия AGO2 в клеточной линии MCF7 приводила к 

увеличению пролиферации клеток и к приобретению ими фенотипа, характеризующего 

эндотелиально-мезенхимальную трансформацию [238]. Каким образом повышенный уровень 

AGO2 приводит к канцерогенезу не совсем ясно. Существуют данные, что избыточная 

экспрессия AGO2 усиливает конкуренцию между различными видами миРНК, что в итоге 
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приводит к изменению в регулировании экспрессии генов и позволяет онкогенным миРНК 

лучше проявлять свои эффекты [316]. Однако, снижение ее уровня экспрессии также 

является для клетки негативным событием и приводит к ослаблению процессинга миРНК 

под действием DICER [315]. 

1.3.5. Многофункциональные ДНКазы с РНКазной активностью и РНКазы 

ядра/цитоплазмы: ангиогенин, G3BP, APE1 и FEN1 

Усилия многих исследователей направлены на выявление новых РНКаз, которые 

играют ключевую роль в регуляции экспрессии генов. Было обнаружено несколько 

ферментов с РНКазной активностью, важных для канцерогенеза и диссеминации опухоли. 

Ангиогенин, который относится к РНКазам семейства РНКазы А и имеет с ней высокую 

гомологию, участвует в процессах васкуляризации, и изменение его активности связывают с 

развитием рака. G3BP влияет на оборот мРНК c-myc, и нарушение его экспрессии или 

образование мутантных форм обнаруживают при раке. И наконец, два фермента, APE1 и 

FEN1, изначальной функцией которых является участие в процессах репарации и 

репликации ДНК, последнее время привлекают пристальное внимание из-за их способности 

расщеплять РНК и того факта, что нарушение их экспрессии связывают с онкогенезом. 

Ангиогенин. Ангиогенин (ANG) относится к РНКазам семейства РНКазы А. 

Первоначально у человека ANG был выделен как фактор ангиогенеза опухолевого 

происхождения. ANG - секретируемый фактор роста, присутствующий в нормальных тканях 

и жидкостях человека, таких как плазма [317], амниотическая жидкость [318], 

микроокружение опухоли [319], и цереброспинальная жидкость [320]. Экспрессии ANG 

клетками различных тканей предполагает, что его функции не ограничиваются 

неоваскуляризацией. 

ANG является эндорибонуклеазой и расщепляет РНК по одноцепочечным участкам со 

специфичностью CpA > CpG >UpA > UpG [321], сходной со специфичностью РНКазы А. Его 

каталитическая активность на несколько порядков ниже, чем у РНКазы А, однако, она 

необходима для ангиогенеза [239]. На Рис. 3 приведен механизм действия ангиогенина в 

клетке. Секретируемый ANG попадает в клетку путем рецептор-опосредованного эндоцитоза 

и накапливается в ядрышках. В серии исследований показано, что ANG участвует в 

метаболизме нуклеиновых кислот. При внутриядерной локализации ANG индуцирует 

транскрипцию 47S pre-рРНК путем связывания с ABE и UCE на промоторе рибосомальной 

ДНК (рДНК). В результате ANG увеличивает количество активно транскрибирующих рДНК 
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Рис. 3. Схематическое представление механизмов действия ANG [326]. Секретируемый ANG 

подвергается рецептор-опосредованному эндоцитозу и попадает с клеточной поверхности внутрь 

клетки, где аккумулируется в ядрышке в условиях роста или в цитоплазме в условиях стресса. 

Внеклеточный ANG в различных клетках и условиях активирует пути передачи сигнала, включая 

пути SAPK/JNK, ERK1/2 и PI3K/AKT, хотя точный механизм активации не выяснен. Одним из 

опухолегенных механизмов ANG является его взаимодействие с комплексами на поверхности 

клеток, что приводит к деградации внеклеточного матрикса, активации матриксных 

металлопротеиназ и способствует клеточной миграции и инвазии. Вторым опухолегенным 

механизмом ANG после попадания в цитоплазму является расщепление тРНК с образованием 

tiРНК в условиях стресса, а далее 5′-tiРНК взаимодействуют с трансляционным сайленсером YB-

1 и ингибируют инициацию трансляции путем рекрутинга eIF4G/A у некэпированных мРНК. 

ANG также ингибирует фосфорилирование р53 по 15-му остатку серина и последующее 

связывание Mdm2, что приводит к убиквинитилированию р53. Кроме того, ANG в цитоплазме 

может влиять на сборку стрессовых волокон и фокальную адгезию, что усиливает клеточную 

мигацию. Третьим опухолегенным механизмом является его участие в 

траснкрипции/процессинге рРНК и транскрипции мРНК в условиях клеточного роста. 

 

и способствует сборке инициирующего комплекса путем эпигенетической активации через 

метилирование промотора и модификацию гистонов [322, 323]. ANG может усиливать 

процессинг рРНК, действуя как эндонуклеаза и расщепляя по первому сайту расщепления 

(A0) pre-рРНК 47S [324]. В добавление к этому в экспериментах in vitro была показана 
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способность ANG расщеплять 28S и 18S рРНК с образованием продуктов длиной 100-500 нк 

[325], что может указывать на его участие в процессинге рРНК. 

Есть несколько доказательств, указывающих на то, что повышенное содержание ANG 

в ядре может влиять на транскрипцию множества мРНК. Так, было показано его участие в 

регуляции экспрессии 699 генов, повышенный уровень которых ассоциирован с 

канцерогенезом, нарушением сигнальных путей Wnt и TGF-β [326]. Предварительные 

данные показали, что ANG может участвовать в деградации миРНК [326]. ANG может 

действовать подобно активатору перестройки хроматина и регулировать таким образом 

транскрипцию мРНК. И хотя нет доказательств, что ANG обладает метилтрансферазной или 

ацетилтрансферазной активностью, по всей вероятности, он выступает в роли структурного 

или адапторного белка, рекрутируя для этих целей другие ферменты. 

ANG также играет важную роль в метаболизме тРНК, который происходит в 

цитоплазме. Было показано, что ANG расщепляет консервативный одноцепочечный 3′-CCA-

конец тРНК или антикодоновую петлю тРНК с образованием так называемых tiРНК или tRF 

в ответ на окислительный стресс, гипоксию или голодание [327-329]. Помимо ANG в 

продукции tiРНК участвуют также и другие внутриклеточные РНКазы, такие как PrrC, Rny1, 

DICER, РНКаза Z и РНКаза P [330-332]. Продукция tiРНК под действием ANG играет 

значительную функциональную роль в пролиферации клеток и канцерогенезе [333]. 

Образующиеся tiРНК ре-программируют трансляцию белков, способствуя репарации 

повреждений и выживанию клетки [334]. 5‘-конец tiРНК взаимодействует с трансляционным 

сайленсером YB-1, приводя к ингибированию трансляции за счет рекрутинга eIF4E/G/A от 

кэпированных мРНК или eIF4G/A от некэпированных мРНК. Из двух половинок тРНК, 

образующихся под действием ANG, 5′- tiРНК (но не 3′-tiРНК) ингибирует трансляцию 

in vitro, однако, далеко не все 5′- tiРНК активны. Так была показана активность только для 5′-

tiРНК
Ala

 и 5′-tiРНК
Cys
, что связывают с присутствием в них олиго-G мотива (от четырех до 

пяти остатков гуанина) на 5‘-конце. Фактически, о локализации, относительной 

представленности и стабильности tiРНК в клетке известно мало. 

В качестве компонента внеклеточного матрикса секретируемый ANG может запускать 

серию сигнальных ответов путем связывания с 170-кДа трансмембранным рецептором [335]. 

Было продемонстрировано, что ANG активирует киназу ERK1/2, протеин киназы B/Akt и 

SAPK/JNK в различных клетках [336-338]. Активация этих ключевых медиаторов сигналинга 

приводит к продукции большого количества рибосомальных белков и, как следствие, 

клеточному росту. ANG также индуцирует синтез оксида азота, который является важным 

биологическим регулятором, вовлеченным в активацию сигнального пути PI3K/Akt [339]. 
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Более того, белок RNH1, связываясь с ANG, блокирует сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR, 

регулируя таким образом биологическую функцию ANG в раковых клетках [340, 341]. Кроме 

того, ANG может активировать путь NF-κB, способствующий выживанию клетки, и Bcl-2-

опосредованный запрет апоптоза [342, 343]. 

Имеющиеся данные показывают, что ANG влияет почти на все стадии канцерогенеза, 

включая защиту опухолевых клеток от плохих условий, способствуя их пролиферации, 

усиливая миграцию, инвазию и индуцируя ангиогенез. В солидных опухолях часто 

встречаются области неоптимальных условий роста, и для клеток в этих областях характерно 

перепрограммирование экспрессии генов, позволяющее адаптироваться к этим условиям, 

выживать и пролиферировать. ANG является одним из белков, позволяющих отвечать на 

стресс, и его экспрессия активируется под действием транскрипционного фактора HIF-1 

[344]. Было показано, что секреция ANG значительно возрастает в клетках злокачественной 

меланомы человека и рака шейки матки в условиях гипоксии [345, 346]. ANG инактивирует 

р53 путем ингибирования его фосфорилирования по остатку Ser-15 и последующее 

связывание с Mdm2, что приводит к убиквитинилированию р53 [342]. Это указывает на 

возможную роль ANG в запрете апоптоза в раковых клетках. ANG в ответ на стресс в 

клетках млекопитающих расщепляет тРНК с образованием регуляторных tiРНК, как уже 

было сказано выше, что в результате приводит к ре-программированию трансляции белков и 

выживанию клетки [347]. 

В свою очередь, снижение уровня экспрессии ANG в опухолевых клетках приводит к 

подавлению их пролиферации. Так в клетках меланомы в отсутствие ANG не наблюдалось 

пролиферации под действием основного фактора роста фибробластов [348]. Для клеток 

HeLa, нокаутных по ангиогенину, было показано заметное подавление пролиферации, а в 

клетках аденокарциномы предстательной железы его выключение приводило к торможению 

транскрипции рРНК, пролиферации и роста ксенотрансплантата у мышей [349, 350]. 

ANG секретируется опухолевыми клетками во внеклеточный матрикс и способствует 

опухолевой прогрессии. Так, было показано, что ANG секретируется клетками глиобластомы 

в составе микровезикул и стимулирует образование сосудов эндотелиальными клетками 

[319]. Клетки гепатоцеллюлярной карциномы также секретируют ANG, индуцируя рост 

клеток Ито и ремоделирование внеклеточного матрикса [351]. При раке предстательной 

железы, ANG внеклеточного матрикса может стимулировать инвазию нормальных 

фибробластов предстательной железы и фибробластов, ассоциированных с раком 

предстательной железы [352]. Поскольку ANG может способствовать деградации базальной 

мембраны и внеклеточного матрикса, это позволяет эндотелиальным клеткам проникать и 
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мигрировать в опухоль. Другой аспект функционирования ANG в микроокружении опухоли 

может включать подавление иммунной системы, поскольку ANG обладает 

иммуносупрессирующим действием. 

G3BP. Семейство белков G3BP млекопитающих состоит из двух эндорибонуклеаз 

G3BP1 и G3BP2 со схожей молекулярной структурой, которые локализуются в ядре и 

цитоплазме. In vitro было продемонстрировано, что G3BP расщепляет 3′-UTR С-Мyc мРНК с 

преимущественной специфичностью по связям С-А [245]. Доказанные и предполагаемые 

функции РНКаз семейства G3BP представлены на Рис. 4. 

Активность эндорибонуклеазы зависит от фосфорилирования ее сериновых остатков, 

а в делящихся клетках G3BP мигрирует к плазматической мембране и может 

взаимодействовать с RasGAP, участвуя, таким образом, во внутриклеточной передаче 

сигналов и злокачественной трансформации [245, 353] (Рис. 4, А). G3BP задействована во 

множестве сигнальных путей, которые участвуют в канцерогенезе и метастазировании, 

включая пути NF-jB и Ras, а также убиквитин-протеасомную систему [354-357] (Рис. 4, Б, В). 

G3BP1 и G3BP2 взаимодействуют с p53 и Mdm2, модулируя их экспрессию и локализацию и 

приводя к запрету апоптоза [358]. G3BP1 является белком, ассоциированным с полисомами, 

и, вследствие этого, предполагают его связь с метаболизмом мРНК. Было показано его 

присутствие в комплексах RNP, содержащих tau мРНК, что говорит о его возможном 

участии в ре-моделировании цитоскелета [359]. 

Было показано, что повышенная экспрессия G3BP коррелирует с прогрессией рака 

молочной железы, рака шеи и головы, колоректального рака, рака щитовидной железы и 

плоскоклеточной карциномы желудка [243, 244]. Тем не менее, в одном исследовании было 

показано, что снижение уровня G3BP ассоциировано в большем числе случаев с 

метастатической карциномой легких, чем с неметастатическими формами рака легких [360]. 

Несмотря на то, что полученные данные противоречивы, они интересны с учетом того факта, 

что G3BP участвует в различных путях, связанных с динамикой цитоскелета, которые, как 

известно, влияют на метастазирование [361, 362]. 

APE1. APE1, апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1, является ферментом, 

проявляющем как дезоксирибонуклеазную, так и рибонуклеазную активность. Основная 

функция APE1 заключается в участии в репарации ДНК и окислительно-восстановительной 

регуляции транскрипционных факторов. В эксцизионной репарации оснований (BER) APE1 

функционирует как апурин/апиримидин эндодезоксирибонуклеаза и исправляет 

повреждения ДНК, вызванные окислительными или алкилирующими агентами. APE1, как 

эндорибонуклеаза, участвует в контроле метаболизма одноцепочечных РНК, в частности, 
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участвует в регуляции уровня С-Мyc мРНК путем расщепления по UA и CA связям 

детерминантного кодирующего участка c-myc мРНК [363]. APE1 участвует в процессе 

контроля качества рРНК во время деления клетки [364].  

 

 

 

Рис. 4. Схематическое представление биологической активности G3BP в клетках [243]. На 

диаграмме представлены различные биологические эффекты G3BP, описанные в литературе: (А) 

сигнальный путь rasGAP, который, согласно предположениям, приводит к деградации С-Мyc; 

(В) вовлечение NFκB и IκB в ядерно-цитоплазматическое равновесие; (C) взаимодействие с 

убиквитин-специфичными протеазами (USP), которые могут участвовать в ретроградном и анти-

ретроградном путях секреции белков. Также предложена роль G3BP, связанная с метаболизмом 

РНК: (D) взаимодействие G3BP1 с tau мРНК; (E) участие в формировании гранул стресса; (F) 

роль в активности полисом. (G) возможная роль G3BP в ядре во взаимодействии 

ацетилированного Histone 3 и мРНК, облегчающая ее экспорт.  
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Таким образом, APE1 выполняет в клетке несколько функций и с помощью 

рибонуклеазной активности может поддерживать генетическую целостность и регулировать 

оборот различных мРНК. Недавно было высказано предположение, что этот белок может 

выполнять неканонические, но, тем не менее, важные функции в метаболизме РНК, влияя на 

посттранскрипционный контроль экспрессии генов [365-367]. 

Повышенная экспрессия APE1 была обнаружена в клетках ряда опухолей. Так, 

повышенный уровень APE1 детектировался в опухоли пациентов с множественной 

миеломой [246] и гепатоцеллюлярной карциномой [368], а в случае остеосаркомы был связан 

с устойчивостью опухоли к лечению и плохим прогнозом для пациентов [247]. APE1 

является ядерным белком, тем не менее, при приобретении клетками ракового фенотипа 

происходит его перераспределение между ядром и цитоплазмой [369]. И если его функции, 

как ядерного белка, известны, то функции в цитоплазме, опосредующие злокачественную 

трансформацию клетки, остаются неизученными. Тем не менее, есть данные, что уровень 

эндорибонуклеазной активности APE1 в цитоплазме коррелирует с агрессивным фенотипом 

опухоли. Предполагают, что его функции могут заключаться в расщеплении миРНК и мРНК, 

кодирующих опухолевые супрессоры или онкогены. 

У человека обнаруживают семь полиморфных вариантов белка АРЕ1, у которых 

РНКазная активность не охарактеризована [370]. Наиболее часто встречающийся вариант 

АРЕ1 D148E сохраняет свою апурин/апиримидин-дезоксирибонуклеазную активность. 

Гомозиготностные варианты D148E (E/E) ассоциируют с повышенным риском развития 

нескольких видов рака, включая колоректальный рак [248]. Аналогичным образом было 

обнаружено, что полиморфизм D148E в значительной степени связан с повышенным риском 

развития рака легких [249]. Тем нее менее, повышенный риск связан не с 

апурин/апиримидин-ДНКазной активностью белка, а, по всей вероятности, именно с 

РНКазной активностью, которая может влиять на оборот мРНК в клетке [255]. Пост-

траснляционные модификации APE1 также связывают с опухолевой прогрессией, хотя 

данных пока немного. В одном из исследований была обнаружена повышенная 

представленность фосфорилированного APE1 в экстрактах лейомиомы, что свидетельствует 

о его связи с опухолевым генезом гладкой мускулатуры матки, и та же картина наблюдалась 

в клеточных линиях, полученных из злокачественной лейомиомы [250].  

FEN1. Флэп-эндонуклеаза 1 человека (FEN1) локализуется в ядре, обладает 

эндорибонуклеазной активностью и способна расщеплять in vitro как синтетические, так и 

природные РНК в двуцепопечных участках (стеблевых структурах) с 5‘-конца [371], хотя ее 

способность к расщеплению РНК в клетках в настоящее время не подтверждена [255]. К 
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функциям FEN1 относится удаление РНК-праймеров во время репликации ДНК, 5‘-3‘-

экзонуклеазная активность по дцДНК, гэп-эндонуклеазная активность и РНКаза Н-подобная 

активность [251, 252]. Интересным является тот факт, что экзонуклеазная активность FEN1, 

по-видимому, играет роль в фрагментации апоптотической ДНК, в то время как гэп-

эндонуклеазная активность важна для запуска остановленной вилки репликации ДНК. 

Подобно АРЕ1 белок FEN1, помимо своей функции удаления РНК-праймеров во время 

репликации ДНК, может также участвовать в регуляции уровня РНК в клетке. 

При развитии опухоли белок FEN1 играет две противоположные роли. 

Гиперэкспрессия данного белка обнаруживается во множестве агрессивных быстрорастущих 

опухолей [253, 254]. Главным образом, клеточной пролиферации может способствовать 

функция FEN1, заключающаяся в удалении РНК-праймеров при репликации ДНК. Однако, 

может ли FEN1 участвовать в обороте других клеточных РНК, пока не выяснено. Было 

обнаружено, что сниженная эндодезоксирибонуклеазная активность FEN1 ассоциирована с 

развитием опухолей и in vitro модулируется циклин-зависимыми киназами – мессенджерами 

путей сигнальной трансдуции, способствующих клеточному росту [372]. При этом в быстрое 

прогрессирование опухолей вносит вклад также и гаплонедостаточность FEN1 [373].  

На мышиных моделях было показано, что недостаточность FEN1 вносит 

существенный вклад в частоту и множественность возникновения опухолей [374], что может 

быть связано со снижением эффективности удаления РНК-праймеров и запуска 

остановленной вилки репликации из-за снижения концентрации фермента. С другой точки 

зрения, способность FEN1 расщеплять РНК также может играть важную роль в канцерогезе 

[255]. 

1.3.6. Заключение 

В регуляции экспрессии генов на уровне мРНК участвует множество транс-

действующих факторов, которые включают некодирущие РНК, РНК-связывающие белки и 

РНКазы, которые контролируют деградацию и оборот транскриптов и, таким образом, 

продукцию белков. Нарушения этих процессов вызваны аберрантными уровнями или 

неправильным функционированием этих факторов, что приводит к злокачественной 

трансформации клетки и прогрессированию рака. Среди этих факторов РНКазы не только 

играют ключевую роль в обороте различных транскриптов на разных временных этапах 

клеточного цикла, но также и в процессинге РНК, участвующих в контроле трансляции. 

Некоторые РНКазы участвуют как в индукции, так и в супрессии опухолевой прогрессии. 

Среди РНКаз, которые непосредственно участвуют в распаде мРНК, CCR4b способствовует 

прогрессии клеточного цикла, тогда как другие РНКазы, в частности. PARN и XRN1, 
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проявляют опухоль-супрессирующую активность. РНКазе L, IRE1 и PMR1 для 

осуществления опухоль-модулирующих функций требуются определенные сигналы. 

РНКаза L, согласно многочисленным исследованиям, зарекомендовала себя как опухолевый 

супрессор, тогда как IRE1 может осуществлять как опухоль-индуцирующую, так и опухоль-

супрессирующую активность. Ангиогенин был описан самым первым среди рибонуклеаз-

протоонкогенов, и повышенный уровень его экспрессии был отмечен во многих типах 

раковых клеток. PMR1 проявляет свойства протоонкогена и является эффектором 

сигнального пути EFGR. Было показано, что мишенью для РНКазы G3BP in vitro является С-

Мyc мРНК, поэтому его роль связывают с контролем канцерогенеза. 

Кроме того, было обнаружено, что ферменты, участвующие в репликации и 

репарации ДНК, также проявляют РНКазную активность. В условиях стресса или при утрате 

сигнала ядерной локализации происходит перераспределение этих ферментов между ядром и 

цитоплазмой, где они могут влиять на уровень клеточных РНК. Для подтверждения этого 

потребуются дальнейшие исследования, которые позволят выявить новые механизмы 

регулирования оборота РНК в клетке. 

Ферменты, участвующие в биогенезе миРНК, также способны участвовать в 

модулировании злокачественной трансформации. Так, DROSHA, участвующая в 

процессинге pri-миРНК, характеризуется, как протоонкоген, а аберрантная активность 

DICER и AGO2, которые являются критическими регуляторами экспрессии генов по 

механизму РНК-интерференции, приводит к событиям опухолевой прогрессии. 

В настоящее время существует предположение, что многие РНКазы до сих пор не 

идентифицированы в клетках млекопитающих, и, соответственно, нет никакой информации 

об осуществляемых ими функциях. В частности, нет данных об участии РНКаз 

млекопитающих в событиях распада мРНК, которые позволяют избавляться от абберантных 

мРНК: непрерывном распаде (non-stop decay), заключающемся в высвобождении рибосом, 

застопорившихся на 3'-конце мРНК, и стимуляции экзосомальных комплексов для быстрой 

деградации транскриптов; нонсенс-опосредованном распаде (non-sense-mediated decay), 

заключающемся в деградации неправильно сплайсированных транскриптов, и распаде не 

полностью транслированных мРНК (no-go decay) [375]. Существует много наблюдений, 

которые указывают на участие в этих путях неописанных деаденилаз, экзосомальных 

ферментов и эндорибонуклеаз. Например, есть данные о РНКазе дрожжей, участвующей в 

эндонуклеолитическом распаде дефектных мРНК, которая явяется частью пути no-go decay. 

В исследованиях in vitro было показано, что белок Dom34 архей и дрожжей (Pelota у 

эукариот), выполняет функцию рибонуклеазы в распаде не полностью транслированных 
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мРНК [376]. Было показано, что белок Pelota высоконсервативен от насекомых до 

млекопитающих и играет важную роль в контроле самообновления стволовых клеток у 

плодовых мух и деления клеток у мышей [375]. 

Таким образом, эндогенные нуклеазы являются важной частью подержания 

нормального гомеостаза клетки за счет контроля оборота РНК, избавления от дефектных 

РНК, сохранения нормального транскриптома клетки, а нарушение в уровне их экспрессии 

или функционирования приводит к злокачественной трансформации и онкогенезу. 

1.4. Экзогенные противоопухолевые нуклеазы и механизм их действия 

1.4.1. Введение 

Обнаружение в 50-е годы токсичности экзогенных рибонуклеаз (РНКаз) по 

отношению к опухолевым клеткам послужило толчком к изучению этих ферментов в 

качестве противоопухолевых препаратов. В настоящее время в мире широким фронтом 

ведутся исследования противоопухолевого потенциала экзогенных рибонуклеаз и, в 

меньшей степени, экзогенных дезоксирибонуклеаз. Противоопухолевые рибонуклеазы 

представляют собой основные белки небольшого размера (10-29 кДа), принадлежащие к 

двум суперсемействам РНКаз – РНКазы А и РНКазы Т1. Их цитотоксические свойства 

напрямую связаны с ферментативной активностью, то есть способностью катализировать 

расщепление фосфодиэфирных связей в РНК.  

Одной из первых была исследована противоопухолевая активность панкреатической 

бычьей РНКазы А, для которой были получены противоречивые результаты [34-38]. 

Вследствие этого внимание привлекли другие рибонуклеазы – BS-РНКаза (РНКаза, 

выделенная из семенников быка) [26], РНКазы амфибий - онконаза (РНКаза, выделенная из 

ооцитов лягушки Rana pipiens ) [377], cSBL и jSBL (РНКазы, выделенные из Rana catesbeiana 

и Rana japonica, соответственно) [378], микробные РНКазы [32, 379] и конъюгаты РНКаз с 

различными молекулами [380], которые проявляли цитотоксическую и противоопухолевую 

активность. 

Панкреатическая бычья ДНКаза I широко используется для лечения вирусных и 

аутоиммунных заболеваний, в том числе и вызванных вирусом герпеса, аденовирусами и 

другими ДНК-содержащими вирусами. Для лечения муковисцидоза и острой бронхиальной 

астмы используется коммерчески доступная рекомбинантная человеческая ДНКаза I 

(дорназа альфа) в качестве агента, который уменьшает вязкость мокроты у пациентов [381, 

382]. Однако, в качестве противоопухолевого препарата ДНКаза I зарекомендовала себя 

лишь в небольшом числе исследований. 

http://www.multitran.ru/c/M.exe?t=4307975_2_1
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В данной части обзора будут рассмотрены известные противоопухолевые экзогенные 

рибонуклеазы и дезоксирибонуклеазы, а также возможные механизмы их цитотоксичности и 

противоопухолевой активности. 

1.4.2. Бычья панкреатическая РНКаза А и панкретическая РНКаза 1 человека 

Бычья панкреатическая рибонуклеаза А (РНКаза A) представляет собой белок 

небольшого размера (124 аминокислоты, 13.7 кДа) и обладает самой высокой 

каталитической активностью среди белков своего суперсемейства. РНКазы суперсемейства 

РНКазы А катализируют расщепление РНК по фосфодиэфирным связям после остатков 

пиримидинов в одноцепочечных участках. РНКаза А является первой из рибонуклеаз, чья 

противоопухолевая активность была исследована in vitro [383-385] и in vivo [34, 35, 386-388]. 

Однако, полученные результаты были противоречивы. Этот фермент в дозах 40 – 1000 мг/кг 

вызывал замедление роста солидных и асцитных опухолей у мышей и крыс [34-36]. В других 

работах было показано, что РНКаза А не проявляет цитотоксического и противоопухолевого 

действия даже при инъекциях высоких доз фермента в солидные опухоли [37, 38, 389]. 

Предпринимались попытки исследовать панкреатическую РНКазу 1 человека, которая также 

является представителем семейства РНКазы А с достаточно высокой каталитической 

активностью, в качестве противоопухолевого препарата, однако фермент на культурах 

клеток проявлял очень слабое цитотоксическое действие. Отсутствие цитотоксического 

действия РНКазы А и РНКазы 1 связывали с их инактивацией под действием 

внутриклеточного рибонуклеазного ингибитора (RI), который формирует с этими РНКазами 

чрезвычайно прочный комплекс (Kd < 10
-15

 М) [390]. Это мнение главенствовало последние 

60 лет. 

В ряде работ повышение цитотоксичности РНКазы А и РНКазы 1 было достигнуто за 

счет конъюгации мономеров этих РНКаз с пептидами, белками и антителами, что усилило 

эффективность их захвата опухолевыми клетками [391-394]. Youle с соавторами 

присоединяли остаток трансферрина по 89-му аминокислотному остатку РНКазы 1, что 

повышало цитотоксичность РНКазы 1 по отношению к клеткам, экспрессирующим 

рецепторы к трансферрину [395]. Для получения вариантов РНКазы А и РНКазы 1, 

устойчивых к RI, использовались методы белковой инженерии [396-398], химической 

модификации [399] или конверсии белка с образованием ковалентных димеров [400, 401]. 

D‘Alessio с соавторами с помощью сайт-направленного мутагенеза создали искусственные 

димеры РНКазы А и РНКазы 1, которые проявляли цитотоксичность по отношению к 

раковым клеткам [400, 402]. Это позволило получить производные РНКазы А и РНКазы 1 с 

высокой противоопухолевой активностью.  
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Первые клинически исследования РНКазы А в качестве противоопухолевого 

препарата были проведены корейскими исследователями в 1972 году [403]. В исследовании 

принимали участие 23 пациента с различными типами рака: гемангиоэндотелиомой, 

плоскоклеточной карциномой, фибросаркомой, гепатомой с метастазами в лимфоузлы, 

карциноматозным перитонитом, липосаркомой, синовиальной саркомой, злокачественной 

лимфомой, гигантоклеточной саркомой, лейкемической бронхогенной карциномой и раком 

желудка. У большей части пациентов эффекта от применения РНКазы А обнаружено не 

было. Тем не менее, в случае прямого введения в опухоль в большой концентрации (до 3 

мг/кг/день) была отмечена значительная регрессия опухоли у пациентов с фибросаркомой, 

липосаркомой, синовиальной саркомой и плоскоклеточным раком и даже ее полное 

исчезновение [403]. 

Несмотря на обнадеживающие результаты, интерес к терапевтическому потенциалу 

РНКазы А на долгое время исчез, однако появился спустя несколько десятилетий, когда была 

обнаружена способность РНКаз оказывать цитотоксические эффекты на опухолевые клетки 

в значительно более низких дозах, чем применялись в 50-х годах прошлого века. Так, в 2002 

году конъюгирование РНКазы А с поли[N-(2-гидроксипропил)метакриламидом] позволило 

получить конструкции, эффективно подавляющие рост меланомы у мышей nude [404]. В 

2004 году появились первые сведения о цитотоксическом действии вариантов РНКаз, 

которые, там не менее, были способны инактивироваться под действием RI. Был разработан 

цитотоксический вариант панкреатической РНКазы человека PE5, несущий сигнал ядерной 

локализации, который, несмотря на чувствительность к RI, продемонстрировал высокую 

цитотоксичность на панели различных опухолевых клеток [405]. В дальнейшем, 

дополнительные модификации, вносимые в структуру PE5, привели к появлению вариантов 

РНКазы 1 с высокой цитотоксичностью [406]. 

В период с 2010 года по настоящее время проводилось несколько клинических 

исследований панкреатической РНКазы А для лечения различных типов опухолей. Первое 

исследование (фаза I, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01201018), проводившееся в период 

сентябрь 2010 – июнь 2012 г, заключалось в применении РНКазы А в пероральной форме 

(препарат O‘Shadi R) для лечения пациентов с различными онкологическими заболеваниями 

[45]. И хотя официальный отчет об исследовании до сих пор не представлен, тем не менее, с 

тех пор стартовало еще четыре клинических испытания РНКазы А: для лечения 

метастазирующего немелкоклеточного рака легкого [407], мезотелиомы [408], базальной 

клеточной карциномы [409], острой миелоидной лейкемии и лимфоидной лейкемии [410]. 
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В связи с противоречивыми результатами о противоопухолевой активности РНКазы 

А, механизм ее действия фактически до настоящего времени был не изучен. 

1.4.3. Онконаза/ранпирназа (из ооцитов лягушки Rana pipiens) 

В конце 1980-х годов корпорация Alfacell проводила изучение экстракта эмбрионов 

леопардовой лягушки (R. pipiens), обладающего сильной цитостатической и цитотоксической 

активностью. Активным компонентом экстракта оказался основный белок небольшого 

размера (11.82 кДа), который также обнаруживался в неоплодотворенных ооцитах. 

Аминокислотная последовательность этого белка, первоначально названного P-30, а позднее 

онконазой или ранпирназой, имела сходство с последовательностью ферментов 

суперсемейства РНКазы А [411]. Онконаза является самым маленьким белком 

суперсемейства РНКазы А, и ее последовательность составляет 104 аминокислоты.  

Онконаза проявляет заметную рибонуклеазную активность [411, 412], которая в 10
2
-

10
5
 раз ниже по сравнению с активностью РНКазы А [411, 413]. Кроме того, было 

обнаружено, что онконаза является чрезвычайно стабильным белком и не подвергается 

инактивации под действием RI [413]. Цитостатические и цитотоксические свойства онконазы 

первоначально были исследованы на клеточных линиях лейкоза HL-60 человека, 

подчелюстной карциномы A-253 и аденокарциномой толстой кишки Colo 320 CM [414]. 

Онконаза вызывала замедление скорости пролиферации клеток путем увеличения 

продолжительности фазы G1 клеточного цикла, сопровождающейся снижением частоты 

репликации ДНК. В более поздних работах цитотоксичность онконазы была показана на 

клеточных линиях опухолей различного гистогенеза: В-клеточных лимфоидных опухолях 

[415], хронической миелоидной лейкемии [416], легочной карциномы и панкреатической 

аденокарциномы [417], множественной миеломы, аденокарциномы и рака простаты [418]. 

Одновременное применение онконазы и цитостатиков in vitro для обработки 

опухолевых клеток приводило к сильному синергическому эффекту. Так, было показано, что 

синергический эффект достигался на клеточных линиях легочной карциномы A549 и 

панкреатической аденокарциномы ASPC-1 при одновременном использовании онконазы с 

тамоксифеном и трифторперазином (Силазином) [417] или ловастатином [419]. Полученные 

данные дали толчок дальнейшим исследованиям, которые выявили синергизм онконазы в 

сочетании с другими агентами in vitro, такими как винкристин [29], ФНО-α [420], 

интерфероны [421, 422], ионизирующее излучение [423], индуцирующие дифференцировку 

агенты [424], цефарантин [418] и тамоксифен in vivo [425]. Цитотоксичность онконазы 

увеличивалась при умеренной (39.0°C) гипертермии [426]. Наблюдаемый синергизм 

интересен и потенциально важен для клинического применения фермента, поскольку этот 
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эффект был отмечен при сочетании онконазы с противоопухолевыми агентами, каждый из 

которых характеризовался совершенно другим механизмом действия, а некоторые из них 

имели очень низкую токсичность. 

Первоначальные исследования онконазы in vivo были проведены на модели 

карциномы Мэдисон M109 мышей и было продемонстрировано, что выживаемость 

животных-опухоленосителей после лечения онконазой возрастает в 12 раз по сравнению с 

контролем [427]. В недавних работах на моделях ксенографтов мезотелиомы было показано 

значительное подавление роста опухоли под действием онконазы [428], на моделях 

ксенографтов немелкоклеточного рака легкого и мезотелиомы – подавление роста опухоли и 

ангиогенеза при сочетанном действии онконазы и дигидроартемизинина [429]. В ряде работ 

была продемонстрирована противоопухолевая активность онконазы, конъюгированной с 

антителами, специфично адресующими фермент в опухолевые клетки [430, 431]. В недавних 

работах на модели ксенографтов глиомы мышей было показана высокая противоопухолевая 

активность онконазы, конъюгированной с хлоротоксином [432]. Последние из предпринятых 

исследований онконазы заключались в получении димеров фермента, которые 

демонстрировали значительное увеличению ее цитотоксичности по отношению к 

опухолевым клеткам [433]. 

Онконаза была одной из первых рибонуклеаз, исследуемых в клинических 

испытаниях. Онконаза была одобрена для клинического использования в качестве орфанного 

препарата для лечения неоперабельной злокачественной мезотелиомы в США, Европе и 

Австралии [434, 435]. Клинические испытания показали, что онконаза хорошо переносится 

пациентами, имеет низкую иммуногенность, но обладает высокой нефротоксичностью [435]. 

Однако, недавние клинические испытания онконазы для лечения пациентов с 

немелкоклеточным раком легкого [436] и мезотелиомой [437] были досрочно прекращены. 

1.4.4. BS-РНКаза (из семенников быка) 

BS-РНКаза была независимо открыта Hosokawa и Irie в 1971 году [438], D′Alessio с 

коллегами в 1972 г [439], а также Dostal и Matousek в 1972 [440]. Это единственная из всех 

рибонуклеаз, имеющая четвертичную структуру. BS-РНКаза представляет собой природный 

димер, который состоит из двух идентичных субъединиц, связанных двумя дисульфидными 

связями и нековалентными взаимодействиями [439, 441]. Аминокислотная 

последовательность субъединицы BS-РНКазы и ее структура демонстрируют 

принадлежность фермента к суперсемейству панкреатической РНКазы А [442, 443]. Как у 

РНКазы А полипептидная цепь субъединицы BS-РНКазы состоит из 124 аминокислотных 

остатков и на 80% гомологична РНКазе А. Наиболее важным отличием BS-РНКазы от 
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РНКазы А является наличие двух остатков цистеина в позициях 31 и 32 субъединицы BS-

РНКазы. Эти два остатка и участвуют в формировании межмолекулярной дисульфидной 

связи, между Cys31 одной субъединицы и Cys 32 второй субъединицы, что приводит к 

димеризации фермента [444]. Димерный фермент (27.218 кДа) представляет собой смесь 

двух различных четвертичных форм, обозначаемых как M=M и M×M [445]. 

Рибонуклеазная активность является крайне важной для цитотоксичности BS-РНКазы 

и, следовательно, для противоопухолевой активности фермента [446]. Однако, в работах 

Vestia с соавторами [447] и Kim с соавторами [448] было показано, что единичная 

субъединица, которая обладает более высокой каталитической активностью по сравнению с 

димерной BS-РНКазой, не проявляет цитотоксического действия по отношению к 

опухолевым клеткам. Объяснение было получено в работах Murthy и Sirdeshmukh [449] и 

заключалось в том, что отдельная субъединица, но не димерная форма фермента, 

инактивируется под действием цитозольного RI. Кроме того, было показано, что димерная 

форма BS-РНКазы, но не мономерная, вызывает дестабилизацию мембран опухолевых 

клеток, и эта дестабилизация вносит вклад в наблюдаемый противоопухолевый эффект 

фермента [450]. 

Противоопухолевое действие BS-РНКазы изучалось, в основном, на клетках 

опухолевых линий, и, в меньшей степени, на моделях опухолей in vivo. Так, BS-РНКаза 

проявляла цитотоксическое действие на различных опухолевых клеточных линиях – 

карциномы щитовидной железы, фибробластных клетках SVT2 и 3T3, миелоидных клетках 

ML-2 и клетках нейробластомы (NB-1 и NB-2) [25, 451-453]. Цитотоксическое действие BS-

РНКазы также было изучено на клеточных линиях нейробластомы человека SK-N-SH и 

UKF-NB-4, обладающих фенотипом множественной лекарственной устойчивости (MDR), и 

чувствительных линиях нейробластомы IMR-32, UKF-NB-1, UKF-NB-2 и UKF-NB-3 [27]. 

Оказалось, что независимо от чувствительности клеток нейробластомы к цитостатикам, они 

с одинаковой эффективностью элиминируются под действием BS-РНКазы [27]. Попытки 

присоединения BS-РНКазы к наночастицам с целью повысить ее проникновение в 

опухолевые клетки не принесли успеха, так как цитотоксичность интактной и 

конъюгированной с наночастицами BS-РНКазы по отношению к клеткам лейкемии и 

лимфомы была одинакова [454].  

В работах Soucek с соавторами были получены конъюгаты BS-РНКазы с поли[N-(2-

гидроксипропил)метакриламидом] (PHPMA), препятствующим деградации фермента в 

кровотоке, и на модели меланомы человека у мышей линии nude было показано 

значительное ингибирование роста опухоли под действием таких конъюгатов при 
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внутривенном введении, тогда как интактная BS-РНКаза была неэффективна [455]. 

Конъюгаты BS-РНКазы PHPMA были также изучены на различных моделях опухолей 

человека у мышей линии CD-1 nude. Конъюгаты при внутривенном и внутрибрюшинном 

введении мышам с меланомой, нейробластомой или раком яичников по схеме 2.5 и/или 1 

мг/кг в тречение 10 дней продемонстрировали существенное уменьшение опухолевых 

трансплантатов, в то время как интактная BS-РНКаза при введении в дозах порядка 10 мг/кг 

показала лишь незначительный противоопухолевый эффект [28]. 

1.4.5. Микробные рибонуклеазы 

В недавнее время было открыто множество РНКаз бактериального происхождения, 

проявляющих цитотоксическую активность. В отличие от цитотоксических РНКаз 

млекопитающих, которые относятся к суперсемейству РНКазы А, микробные РНКазы 

принадлежат суперсемейству РНКазы Т1. Суперсемейство РНКазы Т1 состоит из 25 

ферментов грибкового и бактериального происхождения, имеющих сходную 

аминокислотную последовательность и третичную структуру [456]. РНКазы суперсемейства 

РНКазы Т1 катализируют расщепление РНК по фосфодиэфирным связям после остатков 

гуанина в одноцепочечных участках. В таблице 3 приведены микробные РНКазы и их 

биологические эффекты. 

РНКазы грибов, также известные как риботоксины (α-сарцин, митогиллин и 

рестриктоцин) расщепляют эукариотическую 28S рРНК большой субъединицы рибосомы по 

единственной фосфодиэфирной связи и таким образом инактивируют синтез белков, 

вызывая апоптоз и клеточную смерть [457-459]. Хотя α-сарцин показал высокую 

цитотоксическую активность против ряда опухолей, в том числе и саркомы, однако проявлял 

высокую гепатотоксичность и вызывал токсические поражения сердца у здоровых животных 

(Таблица 3). 

Наиболее известные из микробных рибонуклеаз, проявляющих цитотоксическое 

действие по отношению к опухолевым клеткам, это РНКаза Sa (РНКаза Streptomyces 

aureofaciens), барназа (РНКаза Bacillus amyloliquefaciens) и биназа (РНКаза Bacillus 

intermedius) (Таблица 3). Согласно недавней генотипической идентификации, штамм, 

известный как B. intermedius, относится к видам B. Pumilus, поэтому он был 

соответствующим образом переименован (GenBank Accession No. HQ650161.1). Биназа и 

барназа не имеют гомологии с РНКазами млекопитающих и не связываются с RI [460]. 

Барназа и биназа представляют собой белки небольшого размера и состоят из 110 (12.382 

кДа) и 109 (12.213 кДа) аминокислот, соответственно [461, 462]. Их первичные структуры 

гомологичны на 85%.  
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В ряде исследований биназа и барназа продемонстрировали биологические эффекты, 

которые свидетельствуют о перспективности их использования для элиминации 

злокачественных клеток. Была показана способность барназы ингибировать пролиферацию 

клеток линий карциномы и лейкемии человека [463]. Для направленной доставки в 

опухолевые клетки две молекулы барназы конъюгировали с одноцепочным вариабельным 

фрагментом (scFv) гуманизированного антитела 4D5, направленного к внеклеточному 

домену рецептора эпидермального фактора роста человека 2 HER2, 

гиперэкспрессирующегося во многих карциномах человека [463, 464]. Цитотоксический 

эффект такого конъюгата в 1000 раз превышал цитотоксический эффект интактной барназы 

[463]. На основе барстара, который является ингибитором барназы бактериального 

происхождения, и барназы, конъюгированных с фрагментами различных антител и 

различными наночастицами, было предложено создание многофункциональных 

супрамолекулярных структур для элиминации злокачественных клеток [465]. 

Цитотоксичность биназы была исследована в работах Макарова с соавторами на ряде 

клеточных линий, отличающися экспрессируемыми онкогенами: миелоидных 

предшественниках FDC-P1; клетках FDC-P1-N822K, экспрессирующих онкоген KIT; 

трансдуцированных клетках FDC-P1, экспрессирующих онкоген AML1-ETO; 

трансдуцированных клетках FDC-P1-N822K, экспрессирующих онкогены AML1-ETO и KIT; 

клетках острой миелоидной лейкемии Kasumi-1, экспрессирующих также оба онкогена [33, 

39]. Было показано, что чувствительность клеток к биназе зависит от экспрессии онкогенов и 

наиболее чувствительна была линия клеток Kasumi-1 [33]. Было обнаружено, что высокий 

уровень экспрессии онкогена c-kit также повышает чувствительность опухолевых клеток к 

биназе [51], что позволяет предположить, что онкогенные мРНК могут быть мишенями для 

биназы. 

Несмотря на то, что противоопухолевый потенциал микробных рибонуклеаз в 

преклинических и клинических испытаниях еще не изучался, тем не менее, микробные 

РНКазы являются самыми «молодыми» РНКазами с высокой противоопухолевой 

активностью, эти ферменты являются перспективными кандидатами для создания 

противоопухолевых препаратов. 

1.4.6. Возможные механизмы цитотоксического действия РНКаз 

Предполагаемый и частично подтвержденный в различных исследованиях механизм 

цитотоксического действия экзогенных РНКаз складывается из этапов связывания с 

опухолевой клеткой, интернализации, выхода в цитозоль и непосредственного 
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Таблица 3. Микробные РНКазы и их биологические эффекты. 

Источник РНКаза Исследованные клеточные линии и вирусы Эффект Ссылки 

Бактерии 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

Химерные токсины барназы с 

РЕ (PE-Bar) 

PE: эндотоксин A 

Pseudomonas 

Клеточные линии фибробластов мыши (L929), 

эпидермоидной карциномы, карциномы 

молочной железщы, гепатомы, глиобластомы. 

Цитотоксичность по отношению 

к опухолевым клеткам, 

токсичность для мышей. 

Prior et al, 1996 

[466] 

Streptomyces 
aureofaciens 

РНКаза Sa (заряженные 

мутанты и варианты с 

N-концевой достройкой) 

Клетки острой миелоидной лейкемии человека 

Kasumi-1 

Цитотоксичность по отношению 

к опухолевым клеткам за счет 

запуска апоптоза 

Mitkevich et al, 

2014 [467] 

Bacillus intermedius Биназа Клетки лейкемии Kasumi-1 Запуск апоптоз по внешнему и 

внутреннему пути 

Mitkevich et al, 

2013 [468] 

Bacillus intermedius Биназа Клетки рака яичника человека (SKOV3 и 

OVCAR5), клетки нормального эпителия 

яичника (HOSE1 HOSE2) 

Снижение жизнеспособности 

клеток и селективный запуск 

апоптоза путем активации 

каспазы-3 

Garipov et al, 2014 

[469] 

Bacillus intermedius Биназа Фибробласты куриных эмбрионов (нормальные 

и трансформированные вирусом саркомы Рауса), 

мышиные фибробласты (клетки NIH3T3, 

трансформированные v-ras, v-src, v-fms, и 

нормальные) 

Ингибирование клеточной 

пролиферации и мембранного 

тока в фибробластах куриных 

эмбрионов и v-ras-

трансформированных клетках 

NIH3T3 

Ilinskaya et al, 2001 

[32] 

Streptomyces 
aureofaciens 

РНКаза Sa 3 Клетки эритролейкемии человека К-562 Ингибирование пролиферации 

клеток РНКазой Sa 3 с IC50, 

превышающей IC50 онконазы в 

10 раз. 

Shevcik et al, 2002 

[379] 

Bacillus intermedius Биназа Клетки альвеолярной аденокарциномы человека 

А549 

Запуск апоптотического ответ а 

(фрагментация ДНК, клеточная 

смерть), не токсична для 
нормальных клеток легочного 

эпителия 

Cabrera-Fuentes et 

al, 2013 [470] 
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Таблица 3 (продолжение). Микробные РНКазы и их биологические эффекты. 

Источник РНКаза Исследованные клеточные линии и вирусы Эффект Ссылки 

Грибы 

Bacillus intermedius РНКаза Вирус табачной мозаики Ингибирование вируса на 90% Zhou and Niu, 2009 

[471] 

Aspergillus 

fumigatus 

Asp-fI (главный аллерген) Макрофагальные клетки Деградация рибосомальной РНК 

и ингибирование синтеза белков 

Madan et al, 1997 

[472] 

Aspergillus 

giganteus 

α-сарцин Клетки рабдомиосаркомы человека Специфическое расщепление 28S 

рРНК, ингибирование синтеза 

белка и апоптоз 

Olmo et al, 2001 

[458] 

Aspergillus 
giganteus 

MDH18894 

α-сарцин Различные опухолевые модели животных 

(протестировано 28 опухолей) 

Цитотоксичность по отношению 

к ткани печени человека (Chang), 

КВ (Eagle), Detroit 6 (Berman), 

ткани сердца человека (Girardi), 

Maben (Frisch), саркоме 180 

(Foley) 

Olson et al, 1965 

[473] 

Aspergillus 
restrictus 

Иммуноконъюгаты 

рестриктоцина 

Карцинома молочной железы человека MCF-7, 

карцинома толстого кишечника человека НТ-29, 

карцинома яичника человека MeWo и OVCA, 

здоровые мыши линии BALB/с 

Специфическое расщепление 28S 

рРНК, ингибирование синтеза 

белков путем блокирования этапа 

элонгации, низкая токсичность 

для мышей 

Conde et al, 1989 

[474] 

Aspergillus 
fumigatus 

Рекомбинантный митогиллин 

и иммуноконъюгаты 

митогиллина 

Мононуклеарные клетки периферической крови 

человека (PBMC) 

Токсичность для Т-клеток и 

мононуклеарных клеток 

периферической крови 

Better et al, 1992 

[475] 

Адаптировано из Hames and Demir, 2015 [476]. 
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действия на внутриклеточные РНК (Рис. 5). Помимо влияния на внутриклеточные РНК, 

РНКазы при попадании в кровоток могут оказывать действие и на опухоль-ассоциированные 

циркулирующие внРНК. 

Связывание РНКаз с опухолевой клеткой. Исследователи полагают, что способность 

РНКаз избирательно элиминировать опухолевые клетки основана на различиях в структурно-

функциональных свойствах нормальных и малигнизированных клеток. При неопластической 

трансформации в плазматической мембране клеток происходит увеличение молярного 

соотношения между фосфолипидами этаноламина и фосфолипидами холина [477]. Это 

приводит к увеличению отрицательного заряда мембраны, что облегчает связывание с 

положительно заряженными молекулами РНКаз. Кроме того, селективное взаимодействие 

молекул РНКазы с опухолевыми клетками обеспечивается усиленным отрицательным 

зарядом опухолей за счет анионного фосфотидилсерина, экспонирующегося на поверхности 

кровеносных сосудов в опухолях [478].  

Анализ связывания РНКазы А с клетками in vitro и in cellulo выявил, что РНКаза А 

формирует плотные контакты с поверхностным протеогликанами, содержащими  

 

 

Рис. 5. Главные этапы взаимодействия цитотоксических РНКаз с опухолевыми клетками. 

Адаптировано из Makarov et al, 2008 [479]. 
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глюкозаминогликаны, такие как гепаран сульфат и хондроитин сульфат, а также остатки 

сиаловой кислоты [480]. Для онконазы было подтверждено электростатическое связывание с 

плазматической мембраной клетки, экспонирующей остатки сиаловой кислоты [481]. C этим 

наблюдением соотносятся результаты Ильинской и коллег [482], продемонстрировавшие, 

что увеличение катионизации биназы повышает цитотоксические свойства фермента. 

Электростатическое связывание катионных участков молекулы РНКазы с 

отрицательно заряженными гликолипидами и гликопротеинами мембран может затронуть 

рецепторные компоненты сигнальных систем клетки и повлиять на различные звенья 

передачи внутриклеточных регуляторных сигналов [483]. Тем не менее, было показано, что 

BS-РНКаза одинаково легко связывается как с нормальными, так и с опухолевыми клетками, 

однако является более токсичной для малигнизированных клеток [484]. 

Помимо электростатического связывания с поверхностью опухолевых клеток РНКазы 

могут связываться с трансмембранными белками, участвующими в передаче сигналов. Было 

показано, что в трансформированной клетке белок онкогена ras, гиперэкспрессирующийся 

более чем в 25% случаев онкопатологий человека и в 20-60% неоплазий у 

экспериментальных животных [485], ковалентно связан с остатком пальмитиновой кислоты 

и закреплѐн в клеточной мембране [486]. Мембранная локализация белка может 

способствовать его взаимодействию с экзогенными РНКазами, которые в свою очередь 

могут повлиять на процессы передачи сигналов. 

Таким образом, первым этапом является связывание положительно заряженных 

РНКаз с отрицательно заряженной мембраной клетки или трансмембранными белками, 

участвующими во внутриклеточной передаче сигналов, и проникновение внутрь путѐм 

эндоцитоза. 

Интернализация РНКаз и выход в цитозоль. На примере онконазы было показано, что 

ее интернализация происходит путем энергозависимого эндоцитоза [487], который 

опосредуется комплексом AP-2/клатрин, то есть по клатрин-динамин независимому 

механизму [488]. Исследование проникновения РНКазы А в работах Raines с коллегами 

показало, что РНКаза А интернализуется с помощью многоступенчатого механизма, который 

вовлекает клатрин-зависимый механизм и проникновение в составе макропиносом [489]. По 

типу проникновения в клетку РНКазу А можно отнести к белкам, проникающим в клетки 

(cell-penetrating protein). 

На этапе выхода в цитозоль РНКазы могут связываться RI и подвергаться 

инактивации. Есть мнение, что RI действует как защитный механизм против внеклеточных 

РНКаз, которые могли случайно попасть в цитоплазму [490]. Константа ингибирования Ki 



65 

 

(RI) для РНКазы А составляет 410
-14

 М, и, поскольку концентрация RI внутри клети и в 

тканевых жидкостях составляет 1 – 4 мкМ, то РНКаза А в концентрации  1 мкМ 

оказывается инактивированной [491], чем исследователи и объясняют отсутствие 

противоопухолевого эффекта в ряде работ с РНКазой А. BS-РНКаза и РНКазы амфибий в 

силу своих структурных особенностей не подвергаются ингибированию RI. Это наблюдение 

позволило некоторым исследователям предположить, что предпосылкой для проявления 

РНКазой цитотоксичности является способность избегать взаимодействия с RI, однако эта 

гипотеза является спорной. Так, Naddeo и коллеги показали, что димеры РНКазы А, 

несмотря на их прочное связывание с рибонуклеазным ингибитором, вызывают 

значительный цитотоксический эффект [492 ]. 

В опухолевых клетках существуют пути внутриклеточного транспорта, в котором 

участвуют определенные органеллы, перемещающие РНКазы в цитозоль. Действительно, 

BS-РНКаза была обнаружена в цистернах аппарата Гольджи малигнизированных, но не 

нормальных клеток [493]. Это наблюдение, по всей видимости, указывает на наличие 

нескольких путей транспорта белка внутри клетки, не все из которых приводят к 

высвобождению фермента в цитозоль. 

Разрушение клеточной РНК. На следующем этапе РНКазы попадают в цитозоль, где 

разрушают клеточную РНК. Очевидно, что центральной молекулярной мишенью РНКаз 

являются разнообразные РНК: рРНК, мРНК, РНК в составе рибонуклеопротеинов, тРНК и 

некодирующие малые РНК. РНКазы в условиях in vitro разрушают рРНК и тРНК в равных 

количествах, тем не менее, in vivo для каждой РНКазы более предпочтительным является 

определенный тип РНК: BS-РНКаза разрушает рРНК [484, 494], тогда как онконаза - тРНК 

[495, 496]. Это может быть связано со следующими факторами: (1) специфической 

локализацией РНКаз внутри клетки; (2) типом рибонуклеопротеидного комплекса, который 

может экранировать РНК от действия РНКаз или, наоборот, делать более доступным для 

расщепления, (3) протеолизом или модификацией фермента после проникновения в клетку 

[497]. Таким образом, токсическое действие РНКаз связано с их основной функцией – 

способностью катализировать расщепление РНК. Однако существуют данные, указывающие 

на то, что рибонуклеазная активность РНКаз является не единственной составляющей 

механизма противоопухолевой активности. Показано, что панкреатическая РНКаза человека 

обладает не связанной с каталитической активностью функцией дестабилизации 

двуспиральной РНК [498], а бактериальная РНКаза III влияет на экспрессию генов не только 

путем деградации двуцепочечных РНК в ходе процессинга, но и путем ее неборатимого 

связывания [499].  
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После проникновения РНКаз в цитозоль происходит разрушение клеточной РНК, 

вследствие чего блокируется синтез белков и запускается апопотоз. Так, в клетках, 

обработанных BS-РНКазой [25, 402] и онконазой [500-502] были зафиксированы 

специфические признаки апоптоза. Кроме того, цитостатические эффекты РНКаз могут быть 

связаны с их способностью подавлять функции KCa-каналов в опухолевых клетках [482], как 

это было показано в работах Макарова и Ильинской для биназы. 

Более подробно рассмотрим опухоль-ассоциированные РНК и другие возможные 

мишени в опухолевой клетке в качестве молекулярных мишеней РНКаз. Онконаза проявляет 

свои антипролиферативные и цитотоксические свойства путем регуляции клеточного цикла 

и индукции программируемой клеточной смерти [503-506]. Было показано, что онконаза 

активирует каспазу-3 и одновременно снижает уровень Bcl-2, что приводит к индукции 

апоптоза в опухолевых клетках [507]. Еще одной потенциальной мишенью онконазы 

является дцРНК-зависимая протеинкиназа R, фермент, который фосфорилирует IjB и, таким 

образом, активирует транскрипционный фактор NFjB, что повышает чувствительность 

опухоли к другим противоопухолевым препаратам [508]. Внутриклеточными мишенями 

онконазы являются тРНК, рРНК, мРНК и, как было показано в недавних работах, миРНК 

[509]. В дополнение к этим механизмам генной регуляции, также было показано, что 

онконаза активирует каскад протеолитических каспаз и сериновых протеаз, что приводит к 

гибели клеток [502]. 

Механизм цитотоксического действия BS-РНКазы по отношению к опухолевым 

клеткам не до конца изучен. Основываясь на своих наблюдениях и наблюдениях других 

исследователей Kim с коллегами предложили следующий механизм цитотоксического 

действия BS-РНКазы [510]. Фермент в виде смеси форм M=M и M×M в равном количестве 

поступает в клетку с помощью абсорбирующего эндоцитоза. Форма M=M в цитозоле 

диссоциирует с образованием двух мономерных субъединиц и инактивируется под 

действием RI. Форма M×M, стабилизированная нековалентными взаимодействиями, остается 

в виде димера, не подвергается связыванию RI и расщепляет внутриклеточную РНК с 

предпочтением рРНК, что приводит к цитотоксическому действию на опухолевые клетки. 

В случае биназы было показано, что обработка клеток ферментом приводит к 

значительному снижению суммарного количества внутриклеточной РНК, которое, тем не 

менее, не коррелирует с уровнем цитотоксического действия биназы [511]. Поскольку биназа 

сохраняет свою каталитическую активность после интернализации в опухолевых клетках в 

течение 48 ч [511], она способна индуцировать регуляторные изменения. Было показано, что 
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биназа в опухолевых клетках приводит к повышению уровня проапоптотических p53 и hSK4 

мРНК, и снижению уровня антиапоптотической bcl-2 мРНК. 

Важным аспектом цитотоксичности биназы является ее избирательность по 

отношению к опухолевым клеткам, экспрессирующим ряд онкогенов. Эта избирательность 

была продемонстрирована в ряде работ, хотя основы такой селективности не до конца 

понятны. Так, было показано, что фибробласты, трансформированные онкогенами Ras и Kit, 

более восприимчивы к токсическому эффекту биназы, чем нетрансформированные клетки 

[32, 39, 51]. Это было подтверждено для онкогена kit в работе, где ингибирование 

тирозинкиназы Kit иматинибом привело к резкому снижению чувствительности миелоидных 

клеток, трансформированных онкогеном kit, к биназе [51]. 

Было сделано предположение, что наблюдаемые эффекты изменения уровней 

внутриклеточных опухоль-ассоциированных РНК под действием экзогенных РНКаз могут 

быть следствием как прямой деградации мРНК, так и деградации миРНК, которые 

подавляют экспрессию определенных генов, и/или генерации нового набора siРНК-подобных 

молекул, которые могут участвовать в регуляции внутриклеточных процессов по механизму 

РНК-интерференции [512, 513]. 

Таким образом, каталитическая активность экзогенных РНКаз рассматривается в 

качестве ключевого фактора, определяющего регуляцию внутриклеточных процессов с 

участием РНК. Как уже обсуждалось в разделе 1.3, контролируемая эндогенными РНКазами 

деградация РНК играет значительную роль в контроле экспрессии генов, созревании и 

обороте РНК, которые могут быть ассоциированы со злокачественным перерождением 

клетки и опухолевой прогрессией. И экзогенные РНКазы могут в какой-то степени 

восполнять уровень эндогенных РНКаз и участвовать в контроле опухоль-ассоциированных 

РНК. 

1.4.7. Панкреатическая бычья ДНКаза I 

Панкреатическая бычья дезоксирибонуклеаза I (ДНКаза I) – секретируемая 

эндонуклеаза (31 кДа), впервые выделенная из экстракта поджелудочной железы быка и 

расщепляющая ДНК по двуцепочечным участкам [514]. Основной физиологической 

функцией ДНКазы I считают разрушение ДНК, попадающей с пищей, до коротких 

олигонуклеотидов. Кроме того, было показано, что ДНКаза I участвует в контроле 

аутоиммунитета, подавляя аутоиммунную реакцию на собственную ДНК за счет разрушения 

хроматина погибших клеток [515, 516] и фрагментации апоптотической ДНК [517]. 
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Исследования ДНКазы I в качестве антиметастатического и противоопухолевого 

агента ведутся достаточно давно, однако, несмотря на очевидный успех, полученные данные 

отрывочны и немногочисленны. Первая работа, продемонстрировавшая противоопухолевую 

активность панкреатической ДНКазы I на модели асцитной карциномы Эрлиха мышей, 

появилась в 1961 году [518]. В 1964 году появились первые сведения о противоопухолевой 

активности бактериальной ДНКазы из Serratia marcescens [519]. В 1967 году в работах 

Салганика был показан антиметастатический потенциал ДНКазы I на моделях спонтанного 

лимфолейкоза [520]. Однако, исследование противоопухолевого потенциала ДНКаз 

оставалось неизведанной территорией в течение многих лет. 

В 1993 году в работах японских ученых был продемонстрирован антиметастатический 

потенциал ДНКазы I на модели рака печени L5178Y-ML
 

[521]. В 2009 году группой 

Alvarado-VaÂsquez было проведено исследование влияния ДНКазы I на пролиферацию 

клеток опухолевых линий Calu-1, SK-MES-1, HeLa, HEp-2, L-929 [41]. Было показано 

снижение количества опухолевых клеток в 5-9 раз под действием ДНКазы I, в то время как 

фермент не влиял на пролиферацию нормальных (нетрансформированных) клеточных 

линий. В работе Wen с коллегами в 2013 году была показана антиметастатическая 

активность ДНКазы I in vivo на ортотопической модели ксенотрансплантата рака 

поджелудочной железы [44]. 

Karli впервые предложил применять ДНКазу I в клинике в качестве препарата 

индивидуальной противораковой терапии в 2001 году. Схема его терапии представляет 

собой использование ДНКазы I для запуска каскада апоптотических реакций, ведущих, в том 

числе, к высвобождению в кровь все большего количества ДНКазы I, что приводит к 

усилению первоначального сигнала. Им были показаны значительные успехи в снижении 

количества опухолевых клеток под действием ДНКазы I для хемо- и радиорезистентной 

линии меланомы человека [522]. В настоящее время ДНКаза I проходит клинические 

испытания для лечения метастазирующих опухолей в виде препарата O‘Shadi D для 

перорального применения совместно с РНКазой А [45, 407-410]. 

Механизмы противоопухолевого действия ДНКазы I изучены недостаточным 

образом. В работе Wen с соавторами было показано, что антиметастатическое действие 

ДНКазы I связано с разрушением внДНК, интегрированных в нейтрофильные ловушки 

(NET) [44]. Так, было показано, что обработка ДНКазой I клеток рака поджелудочной 

железы, на поверхности которых была обнаружена повышенная представленность внДНК 

опухолевого происхождения, приводила к деградации внДНК и неспецифически снижала 

миграцию и инвазию. Исследователи предположили существование петли с положительной 
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обратной связью, в которой внДНК способствует экспрессии воспалительного хемокина 

CXCL8, что приводит к более высокому продуцированию внДНК раковыми клетками 

поджелудочной железы, а лечение ДНКазой I приводит к значительному снижению уровня 

CXCL8 вследствие снижения уровня внДНК [44]. 

Накопленные в последнее время данные о присутствии большого количества внДНК в 

крови онкологических больных позволяют сделать предположение, что эти внДНК также 

могут быть мишенями для ДНКазы I, однако прямых доказательств пока не получено. 

1.5. Заключение 

События, опосредующие злокачественную трансформацию клетки, 

неконтролируемую пролиферацию, повышение миграции и инвазии, представляют собой 

сложные и многостадийные процессы, на всех этапах которых принимают участие опухоль-

ассоциированные НК. Правильный баланс между внутриклеточными РНК, кодирующими 

онкогены, и РНК, кодирующими опухолевые супрессоры, также как и баланс между 

регуляторными онкогенными или онкосупрессорными миРНК, определяет нормальный 

фенотип клетки, и нарушение этого равновесия приводит к ее перерождению. Внеклеточные 

опухоль-ассоциированные кодирующие и регуляторные РНК вносят значительный вклад в 

опухолевую прогрессию за счет дистанционной трансфекции нормальных клеток и 

формирования новых опухолевых очагов. Внеклеточные ДНК, кодирующие онкогены, или 

фрагменты ретротранспозонов в последнее время считаются одними из главных участников 

процесса метастазирования в связи со своей способностью трансфецировать нормальные 

клетки, приводить к повышению уровня экспрессии онкогенных белков и вносить 

нарушения в ДНК нормальной клетки за счет интеграции мобильных элементов. 

В контроле НК-гомеостаза клетки принимают участие эндогенные нуклеазы, роль 

которых связана с поддержанием целостности геномной ДНК и выбраковыванием 

абберантных РНК. В связи с этим изменение уровня экспрессии или функционировании 

эндогенных нуклеаз приводит к накоплению абберантных НК, неспособных выполнять свои 

функции, или транскриптов, кодирующих онкогенные белки, которые меняют нормальное 

функционирование сигнальных путей клетки на патологическое, что приводит к онкогенезу 

и прогрессированию опухоли.  

Экзогенные нуклеазы давно рассматриваются исследователями в качестве 

перспективных противоопухолевых препаратов. Накоплено много данных, 

подтверждающих, что мишенями экзогенных РНКаз в опухолевой клетке являются именно 

опухоль-ассоциированные РНК. Это позволяет предположить, что экзогенные РНКазы могут 
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восполнять уровень и/или функцию эндогенных РНКаз, нарушенных в опухолевой клетке, и 

участвовать в контроле опухоль-ассоциированных РНК. Открытие участия циркулирующих 

внНК в метастазировании позволило предположить, что они могут быть также мишенями 

для экзогенных нуклеаз. Экзогенные нуклеазы, снижая концентрацию опухоль-

ассоциированных внНК в кровотоке, могут снижать метастатическую нагрузку и, как 

следствие скорость диссеминации опухоли. 

Таким образом, экзогенные нуклеазы могут рассматриваться в качестве 

перспективных противоопухолевых и антиметастатических препаратов, избирательно 

действующих на уровне опухоль-ассоциированных НК. 
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ГЛАВА 2. Экспериментальная часть (материалы и методы) 
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2.1. Материлы 

2.1.1. Реактивы и препараты 

В работе были использованы акриламид, N,N‘-метиленбисакриламид, ТЕМЕD, Трис, 

ЭДТА, диэтилпирокарбонат (DEPC), бромфеноловый синий, ксиленцианол, формальдегид, 

параформальдегид, фиколл, FBS (ICN, Германия); циклофосфамид («Биохимик», Россия); 

винкристин (Lens-Farm, Россия); преднизолон (Nycomed, Россия); раствор антибиотиков и 

антимикотика (100 ед./мл пенициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл 

амфотерицина), мехлорэтамин гидрохлорид (тривиальное назавание эмбихин) (Aldrich, 

США); платидиам (тривиальное название цисплатин) (Лахема, Чехия); рубомицин (Ферейн, 

Россия); фосфатно-солевой буфер (PBS) (ICN Biomedicals, США); среда для отделения 

лимфоцитов LSM (MP Biomedicals, США); формальдегид, мочевина, персульфат аммония, 

агароза, конканавалин А, МТТ, DTT, Хекст-33258, SYBR Green II, винбластин, 

доксорубицин, цитарабин, культуральные среды RPMI, DMEM и IMDM, среда для отделения 

моноцитарно-лейкоцитарной фракции Histopaque-1083, магнитные бусы Dynabeads Mouse 

DC Enrichment Kit и Dynal Mouse CD8 Negative Isolation Kit, набор реагентов для 

определения концентрации белка Total Protein Kit Micro-Lowry Peterson`s Modification 

(Sigma, США); среда Opti-MEM, Lipofectamine 2000, набор реагентов для мультиплексного 

анализа Mouse Cytokine 10-Plex Panel, наборы для определения концентрации РНК и ДНК 

Qubit® RNA Assay Kit, Qubit® RNA BR Assay Kit и Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit 

(Invitrogen, США); EVA-Green (Biotium, США, и Invitrogen, США); 10×ПЦР мастер-микс 

(Вектор-Бест, Россия); сыворотка Hy Clone FBS, наборы реагентов для иммуноферментного 

анализа Mouse IFN gamma, Mouse Interferon Alpha, Mouse IL-6, Mouse IL-1 alpha, Mouse TNF 

alpha ELISA kits (ThermoScientific, США); трипановый синий (BioRad, США); бромистый 

этидий (Fluka, Швейцария); рекомбинантный ГМ-КСФ, рекомбинантный ИЛ-4 и 

рекомбинантный ИЛ-2 мыши (Millipore, США); Wizard Plus Megapreps DNA Purification 

System (Promega, США); PerfectPrep EndoFree Plasmid Maxi Kit (5 Prime, Германия); Mouse 

IFN-γ ELISPOT Set (BD Bioscience Pharmingen, США); моноклональные анти-мышиные 

антитела анти-CD4-PE (CALTAG, Великобритания); анти-CD206-FITC (BioLegend, США); 

анти-CD8-FITC, анти-CD11c-FITC, анти-CD83-PE (BD Biosciences, США), анти-CD80-FITC, 

анти-CD86-PE, анти-MHC II-FITC (Life Technologies, США); набор для выделения миРНК 

mirVana miRNA Isolation Kit и реагент Trizol (Ambion, США); набор для экстракции ДНК 

QIAquick
®
 Gel Extraction Kit (Qiagen, США); набор для удаления рибосомальной РНК 

RiboMinus Eukaryote Kit (Life Technologies, США); наборы для конструирования ДНК 

библиотек SOLiD™ small RNA expression kit (SREK), SOLiD™ whole transcriptome kit и ABS 
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SOLiD™ Fragment Library Construction Kit (Applied Biosystems™, США); наборы для ПЦР 

Advantage 2 Polymerase Mix, Advantage 2 PCR Buffer (Clontech, США) и SYBR-Green-

containing BioMasterCor HS-qPCR (BiolabMix, Россия). 

Остальные использованные в работе реактивы были отечественного производства и 

имели квалификацию ―о.с.ч.‖ и ―х.ч.‖. 

В работе использовали ферменты: эндонуклеазы рестрикции BamH I, Vne 1 

(СибЭнзим, Россия), ДНК-полимеразу Taq и ревертазу M-MLV производства Лаборатории 

биоорганической химии ферментов (ИХБФМ СО РАН). В работе использовали Т4-

полинуклеотидкиназу (Fermentas, Литва), Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase (Thermo 

Scientific, США), обратную ревертазу SuperScript III (Invitrogen, США), AmpliTaq Gold 

(Applied Biosystems, США), ДНКазу I (Boehringer Mannheim, Германия), ДНКазу I (2400 

Kunitz/мг, Sigma-Aldrich, США) и РНКазу А (Sigma, США). 

Биназа была любезно предоставлена к.х.н. Миткевичем В. А. (ИМБ РАН, Москва). 

Биназу (12.3 кДа) выделяли из ростовой среды клеток Escherichia coli BL21, несущих 

плазмиду pGEMGX1/ent/Bi. Очистку фермента проводили, как описано в [523]. Содержание 

эндотоксинов в препаратах биназы, определенное с помощью Limulus amoebocyte lysate test 

(LAL) (Charles River Endosafe), составило 5 EU/мг. Каталитическую активность биназы 

подтверждали с использованием в качестве субстрата poly(I) [511].  

[γ-
32
P]аденозин-5‘-трифосфат ([γ-

32
P]ATP) с удельной активностью ~ 4000 Ки/ммоль 

были производства «Биосан» (Россия). 

2.1.2. Оборудование 

В работе использовали амплификатор PCRExpress (Hybaid, США); многоканальный 

спектрофотометр Multiscan RC (Labsystems, Финляндия); спектрофотометр BioMate 3 

(Thermo LabSystems, США); флуоресцентный спектрофотометр Cary Eclipse (Varian, 

Австралия); Axioimager Z microscope (ZEISS, Германия); вакуумную сушку для 

акриламидных гелей (LABCONCO, США); pH-метр Orion 410A (США); счетчик 

радиоактивности (Canberra Packard, США); центрифуги Eppendorf 5810R, Eppendorf 5415R, 

Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Германия) и Contron T42K (Centricon Instruments, Италия); 

проточный цитофлуориметр Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США); магнитный 

концентратор Dynal Magnetic Particle Concentrator (Chemicon, США); анализатор размеров и 

дзета-потенциалов частиц и молекул Malvern Zetasizer Nano (Malvern Instruments, 

Великобритания); ультразвуковая баня Ultrasonic cleaner 08849-02 (Cole-Parmer, США); 

система гель-документации Infinity-1500/36M (Vilber Lourmat, Франция); вортекс для 
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пробирок Reax top (Heidolph, Германия), молекулярный имаджер Pharos FX Plus Molecular 

Imager (Bio-Rad, США); флюориметр Qubit (Invitrogen, США); регистратор 

жизнеспособности клеток в режиме реального времени xCELLigence (ACEABiosciences, 

США), микроскоп Zeiss Primo Vert (Zeiss, Германия), оснащенный камерой AxioCam ERc5s 

CCD. 

Для обработки полученных результатов использовали следующее программное 

обеспечение: Microsoft Excel 2010, CXP Analysis, Adobe Photoshop CS3, Gel-Pro Analyzer 4.0, 

VideoTesT Morphology 5, Axiovision v. 3.1, ImageJ, FastQC, Bioscope 1.3, Viesscan Professional 

V8.2.13, Statistica 10.0. Для анализа данных использовали интернет-ресурсы NCBI Primer-

BLAST, OligoAnalyzer 3.1, Miranda (http://microRNA.org), TargetScan Mouse 7.0 0 

(http://www.targetscan.org), PANTHER (http://pantherdb.org), KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/kaas/), ToppFun (https://toppgene.cchmc.org) и 

Gene Card (http://www.genecards.org). 

Гистологические срезы визуализировали с помощью микроскопа Axioimager Z, 

оснащенного CCD камерой (ZEISS, Германия). Для работы с клетками использовали 

ламинарный бокс Ламинар-С. (Ламинарные системы, Россия), СО2-инкубатор производства 

Sanyo (Япония), автоматический счетчик клеток ТС20 производства Bio-Rad (США). Для 

наблюдения за клетками использовали инвертированный микроскоп Биолам П2-1 (ЛОМО, 

Россия). В работе использовали культуральный пластик производства TPP (Швейцария), 

Costar (США). 

2.1.3. Плазмиды 

В работе была использована плазмида pEGFP производства Clontech (Германия), 

содержащая ген зеленого флуоресцентного белка. Плазмида pHIV-2, содержащая фрагмент 

РНК HIV-1 под промотором РНК-полимеразы фага T7, была любезно предоставлена 

профессором Г. Дж. Гроссом (Университет г. Вюрцбурга, Германия). 

Для приготовления всех буферных растворов и реакционных проб использовали воду, 

очищенную на установке MilliQ (Millipore, США). Все растворы и среды фильтровали через 

нитроцеллюлозные фильтры с диаметром пор 0.22 или 0.45 мкм (TPP, Щвейцария). 

2.1.4. Буферы и растворы 

PBS 1.47 мМ KH2PO4, 4.29 мМ Na2HPO4
.
7H2O, 137 мМ NaCl 

TBE 2 мМ ЭДТА, 0.089 М Трис-борат, рН 8.3 

Раствор 

бромистого 
0.002%-ный бромистый этидий в воде 
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этидия 

Раствор М 20%-ный фиколл, 0.025%-ный бромфеноловый синий, 0.025%-ный 

ксиленцианол 

Буфер ОТ 50 мМ Трис-HCl, 75 мМ КCl, 3 мМ MgCl2 

ТЕ-буфер 10 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 1 мМ EDTA 

ОТ-буфер 50 мМ Трис-HCl, pH 8.3, 75 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 10мМ DTT 

ПЦР-буфер 10 мМ Трис-HCl, pH 8.3, 50 мМ KCl, 0.5 мМ MgCl2 

Буфер H 30 мМ HEPES-KOH, 100 мМ КAc, 2 мМ MgAc 

Буфер Т4 ПНК 50 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 10 мМ MgCl2, 1мМ DTT, 0.1 мМ спермидин 

Буфер D 10 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 2.5 мM MgCl2, 0.1 мM CaCl2 

Буфер R 50 мМ Трис-HCl, рН 7.0, 200 мМ KCl, 1 мМ EDTA, 100 мкг/мл 

суммарной тРНК E. coli 

Буфер Е 50 мМ EDTA в PBS 

Раствор М 8 М мочевина, 0.025%-ный бромфеноловый синий, 0.025%-ный 

ксиленцианол 

Раствор F 15%-ный Ficoll-400 в воде, 0.025%-ный бромфеноловый синий, 

0.025%-ный ксиленцианол 

Раствор G 50%-ный глицерин, 0.05%-ный бромфеноловый синий, 0.05%-ный 

ксиленцианол 

 

2.1.5. Олигонуклеотиды 

Олигодезоксирибонуклеотиды были синтезированы в лаборатории биомедицинской 

химии ИХБФМ СО РАН с помощью стандартного фосфитамидного метода и выделены с 

помощью обращено-фазовой ВЭЖХ.  

Для проведения реакции обратной транскрипции в работе использовали 

рандомизированные гексапраймеры. Для дизайна шпилечных RT-праймеров к миРНК 

использовали последовательность петли, описанную в [524]. Последовательности RT-

праймеров приведены в Таблице 4. Последовательности специфических праймеров к генам 

mdr1a, mdr1b, bcl-2, p53, β-актину, RORg, Foxp3, GATA3 и Tbet мыши для проведения ПЦР 

были выбраны с использованием программы OLIGOS и на основании литературных данных 

[525, 526] (Таблица 4). Последовательности специфических праймеров к генам Drosha, xpo5, 

dicer1, eif2c2, rpl30, Myc, Dusp6, Fam89b, Map2k4, Mtap, Serpinf1, Hprt1 и Ywhaz мыши были 

выбраны с использованием программ NCBI Primer-BLAST и OligoAnalyzer 3.1. Прямой 

праймер к U6 был выбран на основании литературных данных [527].  

Олигодезоксирибонуклеотид ДНК59 с последовательностью 5‘-

TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCTGACCTGACCCTGAAATTCATTGTGTGCACCTCA 



76 

 

Таблица 4. Последовательность праймеров для обратной транскрипции миРНК 

Наименование Последовательность RT-праймеров*, 5’ → 3’ 

mmu-mir-18a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAT

CTGCACT 

mmu-mir-17-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTA

CCTGCAC 

mmu-mir-31-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAG

CTATGCC 

mmu-mir-29-b-1-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAA

ACCACCA 

mmu-mir-145a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGG

GATTCCT 

mmu-mir-451a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAC

TCAGTAA 

mmu-mir-10b-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAC

AAATTCG 

mmu-mir-21-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCA

ACATCAG 

mmu-let-7g-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAC

TGTACAA 

U6 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAA

AATATGGAACG 

*В последовательности праймера подчеркиванием выделен участок, комплементарный 

соответствующей миРНК. 

 

Таблица 5. Последовательности специфических праймеров для проведения ПЦР 

Наименование 
Последовательность прямого 

праймера, 5’ → 3’ 

Последовательность обратного 

праймера, 5 ’→ 3’ 

β-актин-1 AGCCATGTACGTAGCCATCCA TCTCCGGAGTCCATCACAATG 

β-актин-2 CTCTCCCTCACGCCATCCT TCCGCCTAGAAGCACTTGC 

β-актин-3 TCCACCA CCACAGCTGAGAGG CAGCTTCTCTTTGATGTCACG 

β-актин-4 TCTTTGCAGCTCCTTCGTTG AGTGAGGTACTAGCCACGAGA 

Tbet CGGTACCAGAGCGGCAAGT CATGCTGCCTTCTGCCTTTC 

GATA3 TACTTGCGTTTTTCGCAGGA GATCTGTCGCTTTCGGGCCT 

RORγ GGAGCTCTGCCAGAATGACC CAAGGCTCGAAACAGCTCCAC 

Foxp3 CAGCTGCCTACAGTGCCCCTA CATTTGCCAGCAGTGGGTAG 

mmu-mir-18a-5p GCGTAAGGTGCATCTAGTG GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-mir-17-5p AGACAAAGTGCTTACAGTGC GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-mir-31-5p AGGCAAGATGCTGGCA GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-mir-29-b-1-5p AACGCTGGTTTCATATGGT GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-mir-145a-5p AGGTCCAGTTTTCCCAGGA GTGCAGGGTCCGAGGT 

 



77 

 

Таблица 5 (продолжение). Последовательности специфических праймеров для проведения 

ПЦР. 

Наименование 
Последовательность прямого 

праймера, 5’ → 3’ 

Последовательность обратного 

праймера, 5 ’→ 3’ 

mmu-mir-451a-5p ACGCAAACCGTTACCATTAC GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-mir-10b-5p TACCCTGTAGAACCGAA GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-mir-21-5p AGACTAGCTTATCAGACTGA GTGCAGGGTCCGAGGT 

mmu-let-7g-5p AACGCTGAGGTAGTAGTTTGT GTGCAGGGTCCGAGGT 

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA GTGCAGGGTCCGAGGT 

drosha ATGAAAGGAGCAGAGAGCGG CATCTCCCCAGGCAACTCTG 

xpo5 GGCATGAAGTTCTGTCCCGT TCGGGAGGAGTTGAAGAAAGC 

dicer1 CAAACAGATGGAGGCGGAGT ATTAGAGATCGGCGCTCGTG 

eif2c2 TCCATCAAGTGGGTGTCGTG GGGTTGGAACAGCCTTCAGA 

rpl30 CTCTCTTCTGTCCTCTGTGTAT AAGGATAACCAACTTCGCTTTG 

Dusp6 CCTGGAAGGTGGCTTCAGTA AGTCCGTTGCACTATTGGGG 

Fam89b CAAGGAGATGGTGGGGCTG CTCCTCGTCATCAGACAGGC 

Map2k4 CATGCAGGGTAAGCGCAAAG ATCCCAGTGTTGTTCAGGGG 

Mtap ATACTCCATTCGGCAAGCCAT CTCTCTCAAGGACCCGCAAG 

Serpinf1 TTCAAGGGGCAGTGGGTAAC CAGGGGCAGGAAGAAGATGA 

Hprt1 TTGCTGACCTGCTGGATTAC AGTTGAGAGATCATCTCCAC 

Ywhaz CCTCAACTTCTCTGTGTTCTA TGCTTCATCTCCTTGGGTATC 

Myc CGACTACGACTCCGTACAGC CCAGATATCCTCACTGGGCG 

mdr1a GCAGGTTGGCTAGACAGGTTGT GAGCGCCACTCCATGGATAA 

mdr1b CTGCTGTTGGCGTATTTGGG TGGCAGAATACTGGCTTCTGCT 

bcl-2 TCGCAGAGATGTCCAGTCAGC CATCCCAGCCTCCGTTATCC 

p53 GAACCGCCGACCTATCCTTAC GTTTGGGCTTTCCTCCTTGAT 

B1_mus1 AGGCGGATTTCTGAGTTCAA GAGACAGGGTTTCTCTGTGTAG 

L1_mus 1 GCCAGGTATCTGTGCATCTT ACTCTAGCTCTCTCCTGAGTTT 

 

-3‘ был любезно предоставлен к.б.н. Гусаченко О. Н. (Лаборатория биохимии нуклеиновых 

кислот, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск). 

РНК HIV-1 (96-звенный фрагмент) была любезно предоставлена к.б.н. Федоровой 

А. А. (Лаборатория биохимии нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск). 

2.1.6. Клеточные культуры 

Клетки В16-F10 (меланома мыши) были получены из банка клеточных культур 

Института Цитологии РАН (Санкт-Петербург). Клеточная линия BHK-IR780, эндогенно 

экспрессирующая зеленый флуоресцентный белок, была получена из ВНК клеток (почка 

хомяка) и любезно предоставлена профессором В. С. Прасоловым (ИМБ РАН, Москва). 
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Клетки инкубировали в DMEM с 10%-ной эмбриональной телячьей сывороткой (FBS), 100 

ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, и 0.25 мкг/мл амфотерицина в атмосфере 

5%-ного СО2 при 37 °С, и регулярно пассировали для поддержания экспоненциального 

роста. 

2.1.7. Лабораторные животные и опухолевые модели 

В работе использовали 10-14-недельных мышей линии CBA/LacSto (далее CBA), 

С57Bl/J6 и A/Sn развода вивария ИЦиГ СО РАН и ИХБФМ СО РАН. Животных содержали 

по 10 особей в клетке в хорошо освещенном помещении. Мыши имели свободный доступ к 

еде и воде. Эксперименты с животными проводили согласно директиве ECC Directive 

2010/63/EU. 

Для экспериментов использовали аденокарциному Кребс-2, карциному легких Льюис 

(LLC), лимфосаркомы LS, RLS [528] и гепатому HА-1 [529] мышей, любезно 

предоставленные к.б.н., профессором Поповой Н.А., к.б.н. Калединым В.И. и к.м.н. 

Николиным В.П. (ИЦиГ СО РАН, Новосибирск). Для экспериментов также использовали 

меланому В16 мыши и лимфосаркому RLS40, полученную автором. Штаммы опухолей 

Кребс-2, LS и RLS, LLC и HA-1 постоянно поддерживаются в виварии ИЦиГ СО РАН путем 

регулярного пассирования на мышах.  

2.1.8. Липосомы 

В работе использовали поликатионные липосомы серии N-DOPE: 2X3-DOPE, 2D3-

DOPE, X2-DOPE, S1-DOPE, S2-DOPE и S3-DOPE. 2X3 - 1,26-бис(холест-5-ен-3β-

илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорид; 2D3 - 1,26-бис(1,2-

ди-О-тетрадецил-rac-глицерин)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорид; X2 – 1,17-

диамино-N
1
-[(холест-5-ен-3β-ил)оксикарбонил]-5,9,14-триазагептадекан тетрагидрохлорид; 

S1 - (холест-5-ен-3β-ил)-19-амино-3,4-дитиа-6-оксо-7,11,16-триазадодеканоат 

тригидрохлорид; S2 – (холест-5-ен-3β-ил)-21-амино-4,5-дитиа-8-оксо-9,13,18-

триазагенэйкозаноат тригидрохлорид; S3 – 1,22-диамино-N
1
-[(холест-5-ен-3β-

ил)оксикарбонил]-3,4-дитиа-8-оксо-7,10,14,19-тетраазадокозан тетрагидрохлорид, DOPE - 

1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин. 

В работе использовали маннозилированные липосомы серии МЛ: М1, М2, М3, М4, 

М5 и М6. МЛ состояли из катионного липида 2X3, липида-хелпера DOPE (1 : 2 мол. 

отношение) и маннозилированных липоконъюгатов 1 (1-[6-(α-D-

маннопиранозилокси)гексил]амино-4-{6-[rac-2,3-ди(тетрадецилокси)проп-1-

илоксикарбониламино]гексил}аминобутан-1,4-дион, липосомы М1, М2 и М3) и 2 (3-[6-(α-D-
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маннопиранозилокси)гексил]амино-4-{6-[rac-2,3-ди(тетрадецилокси)проп-1-

илоксикарбониламино]гексил}аминоциклобут-3-ен-1,2-дион, липосомы М4, М5 и М6), 

взятых в молярном отношении 2.5, 5 и 10%, соответственно. 

Поликатионные липосомы серии N-DOPE и МЛ были любезно предоставлены к.х.н. 

Шмендель Е. В. и д.х.н., профессором Масловым М. А. (МИРЭА, Москва). 

2.2 Методы 

2.2.1. Электрофоретическое разделение нуклеиновых кислот 

2.2.1.1. Электрофорез в агарозном геле 

Качество выделенной РНК и разделение фрагментов ДНК проверяли с помощью 

электрофореза в 1-2%-ном агарозном геле в буфере ТВЕ при напряжении электрического 

поля 20 В/см. Гель окрашивали бромистым этидием, фотографировали при визуализации в 

ультрафиолетовом свете с использованием прибора Infinity-1500/36M. 

2.2.1.2. Электрофорез в ПААГ в денатурирующих условиях 

Для разделения фрагментов РНК использовали электрофорез в 8%-ном ПААГ при 

соотношении акриламид : N,N‘-метиленбисакриламид = 20 : 1 в присутствии 8 М мочевины в 

буфере ТВЕ при напряженности электрического поля 30-45 В/см. Перед нанесением на гель 

пробы растворяли в растворе М. Гели высушивали и радиоавтографировали с 

использованием экрана молекулярного имаджера Pharos FX Plus Molecular Imager. 

2.2.1.3 Электрофорез в ПААГ в нативных условиях 

Разделение продуктов ПЦР проводили в 8%-ном ПААГ при соотношении 

акриламид : N,N‘-метиленбисакриламид = 20 : 1 в буфере ТВЕ при напряженности 

электрического поля 30-45 В/см. Перед нанесением на гель к пробам добавляли одну пятую 

от объема пробы раствора F. Положение продуктов в геле определяли путем окрашивания 

раствором бромистого этидия при визуализации в УФ свете. 

2.2.2. Введение [
32

P]-метки по 5’-концу РНК и ДНК 

Введение [
32

P]-метки по 5‘-ОН РНК HIV-1 и ДНК59 проводили в реакционной смеси 

объемом 10 мкл, содержащей 0.1 мКи [γ-
32
P]ATP, 5 ед. акт. T4 полинуклеотидкиназы, 2 мкг 

РНК HIV-1 или ДНК59 и буфер Т4 ПНК при 37 °С в течение 30 мин [530]. 5‘-[
32

P]-РНК и 5‘-

[
32

P]-ДНК выделяли с помощью электрофореза в 8%-ном ПААГ в денатурирующих 

условиях. По окончании электрофореза полосу геля, содержащую меченую РНК HIV-1 или 

ДНК59, визуализировали с помощью радиоавтографии и вырезали из геля. Меченную ДНК59 

элюировали путем пассивной элюции в 100 мкл воды в течение 12 ч при 4 °С и постоянном 
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перемешивании, меченную РНК HIV-1 элюировали в 300 мкл 0.3 М ацетата натрия, pH 5.2, в 

присутствии 10%-ного фенола, затем осаждали этиловым спиртом и хранили при - 20 °С. 

2.2.3. Получение первичных культур клеток 

2.2.3.1. Получение первичных культур опухолевых клеток 

На 10–12 день развития асцитной опухоли (Кребс-2, LS, RLS, RLS40) 0.5 мл 

физиологического раствора вводили животным в брюшную полость. Мышь умерщвляли 

методом дислокации шейных позвонков, далее асцитную жидкость собирали с помощью 

шприца и разводили в 5 мл PBS. Солидные опухоли (LLC, НА-1, LS, RLS, RLS40) на 14–16 

дни развития гомогенизировали и разводили в 5 мл PBS. Полученную клеточную суспензию 

наслаивали на 3 мл среды LSM или Histopaque-1083, центрифугировали при 450 g в течение 

15 мин. Фракцию клеток, находящуюся на границе раздела LSM или Histopaque-1083 и 

супернатанта, переносили в чистую пробирку, содержащую 5–7 мл PBS, суспендировали и 

центрифугировали при 200 g в течение 5 мин. Полученные клетки культивировали в среде 

IMDM, содержащей 10%-ный FBS и 1%-ный раствор антибиотиков и антимикотика (100 

ед./мл пенициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл амфотерицина), в концентрации 

3×10
5
 кл/мл в атмосфере 5%-ного СО2 при 37 С или использовали для трансплантации, 

получения суммарной РНК и лизата непосредственно после выделения. 

2.2.3.2. Выделение предшественников ДК (преДК) мыши из костного мозга 

Мышь умерщвляли методом дислокации шейных позвонков, извлекали бедренные и 

большие берцовые кости. Концы костей удаляли, диафизы дважды промывали 3 мл буфера 

PBS. Клетки суспендировали, костно-мозговые преДК выделяли с помощью 

центрифугирования на среде Histopaque-1083, как описано в п. 2.2.3.1. 

2.2.3.3. Получение незрелых ДК из костно-мозговых преДК 

К клеточной суспензии предшественников ДК мыши (10
6
 кл/мл) в среде IMDM, 

содержащей 10%-ный FBS и 1%-ный раствор антибиотиков и антимикотика (100 ед./мл 

пенициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл амфотерицина), добавляли ГМ-КСФ 

мыши (20 нг/мл) и ИЛ-4 мыши (50 нг/мл). Каждые 48 ч клетки собирали 

центрифугированием при 200 g в течение 5 мин, удаляли половину объема среды и заменяли 

на свежую среду с ГМ-КСФ (20 нг/мл) и ИЛ-4 (50 нг/мл). На 6–7 день из костно-мозговых 

преДК получали незрелые ДК. 
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2.2.3.4. Получение первичной культуры спленоцитов из селезенки мыши 

Мышей линии C57Bl/6J умерщвляли методом дислокации шейных позвонков, 

извлекали селезенку и гомогенизировали раздавливанием между стеклами. Гомогенат 

смывали со стекла 3-4 мл буфера PBS. Дальнейшее выделение спленоцитов проводили, как 

описано в п. 2.2.3.1. Спленоциты помещали в среду IMDM, содержащую 10%-ный FBS и 1%-

ный раствор антибиотиков и антимикотика, в концентрации 10
6
 кл/мл и культивировали в 

атмосфере 5%-ного СО2 при 37 С. 

2.2.4. Получение биологического материала 

2.2.4.1. Получение сыворотки крови 

Кровь собирали с помощью канюли из ретро-орбитального синуса 

экспериментальных животных и использовали для получения сыворотки. Сыворотку крови 

получали методом формирования тромба при 37 °С в течение 30 мин с последующей 

инкубацией при 4 °С в течение ночи. Тромб извлекали и сыворотку центрифугировали (1500 

g, 4 °С, 20 мин). Образцы сывороток хранили при −70 °С. 

2.2.4.2. Получение плазмы крови 

Кровь (~ 0.6 мл) собирали с помощью канюли из ретро-орбитального синуса 

экспериментальных животных в пробирки, содержащие 0.2 мл буфера Е. Полученную кровь 

разделяли на плазму и фракцию клеток крови путем центрифугирования при 150 g 

(центрифуга Contron T42K) в течение 20 мин при 4 °С. Плазму крови собирали в чистые 

пробирки, центрифугировали при 500 g (центрифуга Contron T42K) в течение 20 мин при 

4 °С и хранили при -20 °C. 

2.2.4.3. Получение лизата клеток 

В случае асцитных форм опухолей клетки выделяли из асцита с помощью 

центрифугирования на среде Histopaque-1083, как описано в п. 2.2.3.1. В случае 

монослойных клеточных культур клетки открепляли от культурального пластика с помощью 

трипсина, последовательно промывали средой IMDM, содержащей 10%-ный FBS, и буфером 

PBS. Полученные клетки ресуспендировали в среде IMDM без сыворотки и антибиотиков в 

плотности 5×10
6
 кл/мл. Клетки инкубировали при −70 °С в течение 20 мин и при 24 °С до 

полного расстаивания. Всего проводили четыре таких цикла. Лизат центрифугировали при 

300 g в течение 1 мин, и далее фильтровали супернатант через нитроцеллюлозный фильтр с 

диаметром пор 0.22 мкм. Суммарную концентрацию белка в лизате определяли с помощью 

Total Protein Kit Micro-Lowry Peterson`s Modification. Лизат хранили при температуре −20 °С. 
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2.2.5. Выделение нуклеиновых кислот 

2.2.5.1. Выделение суммарной клеточной РНК 

Суммарную клеточную РНК выделяли из клеток с помощью реагента TRIzol согласно 

протоколу фирмы-изготовителя. Клетки (5–1010
6
) осаждали центрифугированием при 450 

g. в течение 5 мин. Супернатант удаляли, к осадку клеток добавляли 1 мл TRIzol, тщательно 

перемешивали и инкубировали при 24 °С в течение 5 мин. Далее к образцу добавляли 0.2 мл 

хлороформа, встряхивали и инкубировали при 24 °С в течение 3 мин. Водную фазу отделяли 

от органической центрифугированием (12000 g, 4 С, 15 мин). РНК осаждали из водной фазы 

0.5 объемами изопропанола при 24 °С в течение 10 мин. Осадок РНК отделяли 

центрифугированием (12000 g, 4 С, 5 мин), промывали 75%-ным этанолом, высушивали при 

24 °С в течение 5-10 мин и растворяли в Н2О milli Q, хранили при −20 С. 

Концентрацию РНК определяли спектрофотометрически по поглощению на длине 

волны 260 нм. Сохранность выделенной РНК проверяли с помощью электрофореза в 1%-ной 

агарозе. 

2.2.5.2. Выделение внРНК из сыворотки крови 

внРНК выделяли из сыворотки с помощью реагента TRIzol по модифицированному 

протоколу. К 3 мл сыворотки добавляли 9 мл TRIzol, тщательно перемешивали и 

инкубировали при 24 °С в течение 5 мин. Далее к образцу добавляли 0.3 мл хлороформа, 

встряхивали и инкубировали при 24 °С в течение 3 мин. Водную фазу отделяли от 

органической центрифугированием (12000 g, 4 С, 15 мин). Осаждение и определение 

концентрации проводили, как описано в п. 2.2.5.1. 

2.2.5.3. Выделение внеклеточных нуклеиновых кислот из плазмы крови 

внДНК и внРНК выделяли из 0.1 мл плазмы крови методом сорбции на 

мелкодисперсном стекле [531]. Концентрацию внДНК измеряли на флуоресцентном 

спектрофотометре после окрашивания нуклеиновой кислоты Hoechst 33258 [532]. 

Концентрацию внРНК измеряли на флуоресцентном спектрофотометре после окрашивания 

SYBR Green II в соответствии с протоколом фирмы-производителя. Концентрации 

нуклеиновых кислот определяли по калибровочным кривым. Для построения калибровочных 

кривых использовали растворы ДНК спермы лосося с концентрациями 0, 10, 20, 100, 200, 500 

нг/мл и растворы суммарной РНК клеток RLS с концентрациями 0, 10, 20, 100, 200, 500 

нг/мл.  
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2.2.5.4. Фракционирование суммарной РНК 

Суммарную РНК из опухолевых клеток и сыворотки крови разделяли на фракцию 

высокомолекулярных РНК (>200 нк) и фракцию низкомолекулярных РНК (<200 нк), 

включающую миРНК, с помощью mirVana miRNA Isolation Kit согласно протоколу фирмы 

производителя. Чистоту и целостность РНК проверяли с помощью прибора Bioanalyzer 

(Agilent Technologies, США). Рибосомальные РНК удаляли из фракции высокомолекулярных 

РНК с помощью RiboMinus Eukaryote Kit согласно протоколу фирмы-производителя. 

Обогащение фракции низкомолекулярных РНК проводили с помощью mirVana miRNA 

Isolation Kit. Концентрацию высокомолекулярных РНК измеряли с использованием Qubit® 

RNA BR Assay Kit согласно протоколу фирмы-производителя с помощью флуориметра 

Qubit, концентрацию низкомолекулярных РНК - с использованием Qubit® RNA Assay Kit. 

2.2.5.5. Выделение внДНК из сыворотки крови 

внДНК выделяли из сыворотки крови с помощью экстракции фенолом (фенол–Tris–

HCl, pH 8.0) и хлороформом. К 1 мл сыворотки добавляли 1 мл фенола, тщательно 

перемешивали и инкубировали при 24 °С в течение 5 мин. Водную фазу отделяли от 

органической центрифугированием (12000 g, 4 С, 10 мин). Далее к водной фазе добавляли 1 

мл хлороформа, встряхивали и инкубировали при 24 °С в течение 10 мин. Водную фазу 

отделяли от органической центрифугированием (12000 g, 4 С, 15 мин). ДНК 

концентрировали их водной фазы с помощью QIAquick
®
 Gel Extraction Kit и хранили в 50 

мкл водного раствора при −20 С. Концентрацию внДНК измеряли с использованием Quant-

iT dsDNA HS Assay Kit согласно протоколу фирмы-производителя с помощью 

флуориметра Qubit. 

2.2.6. Работа с опухолевыми моделями мыши 

2.2.6.1. Трансплантация опухолей 

Аденокарцинома Кребс-2. Клетки Кребс-2 (10
5
 кл в 0.2 мл PBS/животное) 

трансплантировали в/м в правую бедренную мышцу мышам линии C57Bl/6J (самцам). 

Мышей выводили из эксперимента путем дислокации шейных позвонков на 19 день 

развития опухолей 

Карцинома легких Льюис (LLC) с первичным опухолевым узлом. Клетки LLC (6×10
5
 кл 

в 0.2 мл PBS/животное) трансплантировали в/м в правую бедренную мышцу мышам линии 

C57Bl/6J (самкам или самцам) для формирования солидной опухоли. Мышей выводили из 

эксперимента на 20 день развития опухолей. 
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Метастатическая карцинома легких Льюис (LLC). Клетки LLC (1.25×10
5
 кл в 0.1 мл 

PBS/животное) вводили в/в в хвостовую вену мышам линии C57Bl/6J (самкам) для 

формирования солидной опухоли. Мышей выводили из эксперимента на 20 день развития 

опухолей. 

Гепатома НА-1. Клетки HА-1 (10
6
 кл в 0.1 мл в физиологическом растворе) 

трансплантировали в/м в правую бедренную мышцу мышам линии A/Sn (самкам) для 

формирования солидной опухоли. Мышей выводили из эксперимента на 20 день развития 

опухолей 

Лимфосаркомы LS, RLS и RLS40. Клетки LS, RLS и RLS40 (10
6
 кл/мл в 0.2 мл в 

физиологическом растворе) трансплантировали в/м в правую бедренную мышцу мышам 

линии CBA (самкам) для формирования солидной опухоли или в/б для формирования 

опухоли в асцитной форме. Мышей выводили из эксперимента на 20 день развития 

опухолей. 

Метастатическая меланома В16. Клетки В16 (10
5
 кл в 0.1 мл PBS) 

трансплантировали в/в в хвостовую вену мышам линии C57Bl/6J (самкам или самцам). 

Мышей выводили из эксперимента на 15 день после трансплантации. 

Эксперименты на мышах по прививанию опухолей проводили при содействии к.м.н. 

Сеньковой А.В. (Лаборатория биохимии нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, 

Новосибирск) и к.б.н., профессора Поповой Н.А., к.б.н. Каледина В.И. и к.м.н. Николина 

В.П. (ИЦиГ СО РАН, Новосибирск). Инъекции в/в проводили при содействии к.м.н. 

Сеньковой А.В. и к.м.н. Николина В.П. 

2.2.6.2. Определение параметров опухолевого роста 

В ходе эксперимента, как только опухоли начинали пальпироваться, каждые 2 - 3 дня 

проводили измерение их объема с помощью штангенциркуля. Объем опухоли подсчитывали, 

используя отношение (π/6×длина×высота×ширина) [533]. По окончании каждого 

эксперимента мыши были препарированы, опухоли изъяты и взвешены. Вес опухоли 

определяли как разницу между весом лапы с опухолью и противоположной лапы без 

опухоли. Процент подавления роста опухоли вычисляли по формуле: 

Ингибирование роста опухоли (%) = ((Средний вес опухоликонтроль –

 Средний вес опухолиэксперимент)/Средний вес опухоликонтроль)×100. 

Время удвоения роста опухоли, DT, вычисляли по формуле [534]: DT=(t˗t0)×ln2/(lnV-

lnV0), где (t˗t0) – время между двумя измерениями размера опухоли, V0 – начальный размер 

опухоли, V – конечный размер опухоли. 
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2.2.6.3. Гистологическое исследование и морфометрирование 

На 15 день (для модели меланомы В16) и 20 день (для моделей лимфосарком, LLC, 

НА-1) развития опухолей мышей подвергали эвтаназии путем дислокации шейных 

позвонков под легким эфирным наркозом. Далее проводили забор материала для 

последующего патоморфологического и морфометрического исследований: лѐгкие в случае 

меланомы В16 и LLC, печень в случае лимфосарком, гепатомы НА-1. Исследуемые органы и 

опухолевые узлы отделяли и фиксировали в 10%-ном нейтральном растворе формалине в 

течение 7 дней. Количество поверхностных легочных метастазов подсчитывали с помощью 

бинокулярного микроскопа. 

Патоморфологический анализ экспериментальных образцов был проведен к.м.н. 

Сеньковой А.В. (Лаборатория биохимии нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, 

Новосибирск), д.м.н. Малковой Е.М. и Тарановым О.С. под руководством д.б.н. Рябчиковой 

Е.И. (ГНЦ ВБ «Вектор», Новосибирск). Образцы легких и печени мышей после фиксации 

обезвоживали в растворах этилового спирта возрастающей концентрации, просветляли 

ксилолом и заключали в парафин. Для исследования брали большую долю правого легкого и 

большую долю печени и изготавливали фронтальный срез, соответствующий 

гистотопограмме. Срезы толщиной до 5 мкм окрашивали гематоксилином и эозином. 

Патоморфологическое и морфометрическое исследование препаратов проводили с помощью 

микроскопа Axiostar plus, оснащенного камерой MRc5. Для проведения морфометрического 

анализа гистотопограмм препараты сканировали на сканере Epson Perfection 2400 с 

разрешением 1200 dpi и обрабатывали с помощью программы Viesscan Professional V8.2.13. 

Измерение площади среза доли легкого и площади метастазов на данном срезе проводили с 

использованием программы Adobe Photoshop C52. Рассчитывали процент площади 

метастазов по отношению к площади измеряемой доли легкого. Торможение развития 

метастазов оценивали путем вычисления индекса ингибирования метастазов (ИИМ): 

ИИМ = [(Средняя площадь метастазов контроль –

 Средняя площадь метастазов эксперимент)/Средняя площадь метастазов контроль]×100% 

ИИМ контрольной группы отражал отсутствие ингибирования метастазов и 

соответствовал 0 %. 

Морфометрическое исследование печени проводили с использованием закрытой 

тестовой системы, состоящей из 100 точек площадью 3.2 × 10
6
 мкм

2
, накладывая сетку 

случайным образом и подсчитывая в каждой группе 70-100 полей зрения. Были оценены 

объемные плотности (Vv, %) нормальной паренхимы печени, дистрофически и некротически 
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измененных гепатоцитов, а также численная плотность (Nv) двуядерных гепатоцитов, 

отражающих регенераторный потенциал печени. 

2.2.7. Исследование противоопухолевой активности вакцин на основе 

дендритных клеток 

2.2.7.1. Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток антителами 

Для характеризации спленоцитов использовали анти-CD4-PE (CALTAG) и анти-CD8-

FITC (BD Biosciences) антитела; ДК – анти-CD11c-FITC (BD Biosciences), анти-CD206-FITC 

(BioLegend), анти-CD83-PE (BD Biosciences), анти-CD80-FITC, анти-CD86-PE, анти-MHC II-

FITC (Life Technologies) антитела. Клетки (5×10
6
) центрифугировали при 200 g в течение 10 

мин, удаляли супернатант и суспендировали в 250 мкл буфера PBS. Центрифугировали при 

200 g в течение 10 мин и удаляли супернатант. К клеткам добавляли 95 мкл буфера PBS и 0.4 

мкг моноклональных антител и инкубировали при 0 °С в течение 1 ч. Клетки дважды 

промывали буфером PBS, суспендировали в 400 мкл 4%-ного раствора формальдегида. 

Анализ проводили с помощью проточной цитофлуорометрии на приборе Cytomics FC500, 

результаты обрабатывали с помощью программы CXP Analysis. 

2.2.7.2. Приготовление комплексов катионных липосом и нуклеиновых кислот 

Для трансфекции ДК использовали плазмидную ДНК pEGFP-C2 (далее pEGFP), 

суммарную РНК из ВНК-IR780 клеток (далее РНК-EGFP), клеток меланомы мыши B16 

(далее РНК-B16), клеток аденокарциномы Кребс-2 (далее РНК-Кребс-2) и клеток карциномы 

легких Льюис (далее РНК-LLC). Суммарную РНК выделяли с помощью реагента TRIzol, как 

описано в п. 2.2.5.1. 

Комплексы ДНК(РНК)/липосомы формировали при следующих соотношениях N/P 

(соотношение количества аминогрупп в липосомах к количеству фосфатных групп в НК): 

1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1 и 10/1 для трансфекции ДНК (1 мкг ДНК соответствовал 3.08×10
-9

 моль 

фосфатов) или 1/1 и 2/1 для трансфекции РНК (1 мкг РНК соответствовал 2.94×10
-9

 моль 

фосфатов). Комплексы катионных липосом с нуклеиновыми кислотами формировали в среде 

Opti-MEM в отсутствие сыворотки интенсивным перемешиванием 0.5 мкг ДНК или 5 мкг 

РНК с липосомами, взятыми в соответствующих концентрациях; полученные смеси 

инкубировали 20 мин при 24 °С и использовали для трансфекции. 

2.2.7.3. Физико-химическая характеристика липосом и липоплексов 

Для измерения характеристик липосом 25 мкл липосом (1 мМ) растворяли в 975 мкл 

деионизованной воды MilliQ. Для измерения характеристик липоплексов 1 мкг pEGFP-C2 

смешивали с липосомами, взятыми в концентрациях, соответствующих P/N соотношениям 
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N/P 1/2, 1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1 и 10/1, в 1 мл деионизованной воды MilliQ и инкубировали в 

течение 15 мин при комнатной температуре. Размер частиц и δ потенциал измеряли с 

помощью прибора Malvern Zetasizer Nano. 

2.2.7.4. Агглютинация с конканавалином А 

Исследование агглютинации липосом с конканавалином А (КонА) проводили по 

модифицированной методике [535]. Реакционная смесь (объем 100 мкл) содержала 25 мкг 

КонА, 25 нМ липосом, PBS, рН 7.4, 1 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2. Мутность раствора 

регистрировали с помощью спектрофотометра BioMate3 при 360 нм. Изменение мутности 

раствора регистрировали в течение 10 мин при 24 °С. Далее к раствору добавляли 1 мг 

маннозы (в 10 мкл PBS, рН 7.4, 1 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2) и регистрировали изменение 

мутности раствора еще в течение 5 мин. 

Эффективную константу скорости формирования комплексов КонА с липосомами 

рассчитывали по формуле.  

ktbeatT )(  (1), где T – мутность раствора; t – время; k – эффективная константа 

скорости изменения мутности раствора. 

2.2.7.5. Трансфекция pEGFP, РНК-EGFP, РНК-Кребс-2, РНК-LLC и РНК-B16 в 

преДК и незрелые ДК мыши 

Клетки высаживали в 24-луночный планшет (преДК, 5×10
5
 кл/лунку; незрелые ДК, 

4×10
5
 кл/лунку) в среде IMDM за 30 мин до трансфекции. Для приготовления пДНК-

содержащих липоплексов pEGFP (0.5 мкг/лунку) смешивали с липосомами в концентрациях, 

соответствующих соотношениям N/P 1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1 и 10/1. Для формирования РНК-

содержащих липоплексов РНК-EGFP, РНК-LLC или РНК-В16 (5 мкг/лунку) смешивали с 

липосомами в концентрациях, соответствующих соотношениям N/P 1/1 и 2/1. Липоплексы 

формировали в 50 мкл среды Opti-MEM в отсутствие сыворотки в течение 20 мин при 24 °С, 

как описано в п. 2.2.7.2. Клетки инкубировали с липоплексами в атмосфере 5%-ного СО2 при 

37 °С в течение 4 ч. После этого к клеткам добавляли FBS до концентрации 10% и 

инкубировали в атмосфере 5%-ного СО2 при 37 °С в течение 44 ч. Трансфекцию ДНК или 

РНК с помощью реагента Lipofectamine 2000 проводили в соответствии с протоколом 

производителя. Эффективность трансфекции оценивали с помощью проточной цитометрии 

на приборе FC500.  

2.2.7.6. Проточная цитометрия 

Для характеристики эффективности трансфекции липоплексов, содержащих pEGFP 

ДНК и РНК-EGFP, использовали проточную цитометрию. Через 48 ч после трансфекции 
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клетки, трансфицированные pEGFP ДНК или РНК-EGFP, механически открепляли от дна 

планшета скребком и собирали центрифугированием при 200 g (Eppendorf 5810R) в течение 

5 мин. Клетки промывали PBS и фиксировали 2%-ным формальдегидом в PBS. Полученные 

образцы анализировали с помощью проточной цитометрии с использованием проточного 

цитофлуориметра FC 500, данные обрабатывали с помощью программного обеспечения СХР 

Analyze. Интенсивность флуоресценции отдельных клеток измеряли в относительных 

единицах флуоресценции (RFU). Все экспериментальные точки были повторены три раза для 

статистического анализа. 

Эффективность трансфекции (ТЕ) характеризовалась двумя значениями: процентом 

флуоресцентных клеток и средней интенсивностью флуоресценции (MFI) в образце. Процент 

pEGFP-положительных клеток в анализируемых образцах рассчитывали по формуле: 

pEGFP
+
(%) = pEGFP

+
 образец (%) – pEGFP

+
контроль (%), где pEGFP

+
 образец (%) – процент 

флуоресцентных клеток в анализируемом образце, pEGFP
+
контроль (%) – процент 

флуоресцентных клеток в отрицательном контроле. Среднюю интенсивность флуоресценции 

клеток рассчитывали по формуле: MFI (RFU) = MFIобразец (RFU) – MFIконтроль (RFU), где 

MFIобразец (RFU) – средняя флуоресценция клеток в анализируемом образце, MFIконтроль (RFU) 

– средняя флуоресценция клеток в отрицательном контроле. Клетки, инкубированные в 

отсутствии pEGFP ДНК или РНК-EGFP и липосом, использовали в качестве отрицательного 

контроля: в данных образцах процент флуоресцентных клеток и интенсивность 

флуоресценции не превышали экспериментальную ошибку (1 – 3%). Клетки, 

инкубированные в присутствии pEGFP ДНК или РНК-EGFP и Lipofectamine 2000, 

использовали в качестве положительного контроля. 

2.2.7.7. Нагрузка ДК лизатом клеток Кребс-2 

Лизат клеток Кребс-2 получали, как описано в п. 2.2.4.3. Для трансфекции ДК 

использовали лизат из расчета 120 мкг белка на 1 мл клеточной суспензии ДК (10
6
 ДК). 

Инкубацию ДК с лизатом проводили в атмосфере 5%-ного СО2 при 37 °С в течение 4 ч. 

2.2.7.8. Исследование противоопухолевой активности ДК, нагруженных РНК в 

комплексах с липосомами ex vivo, на модели меланомы 

Метастатическую модель меланомы В16 индуцировали у мышей линии C57Bl/6J, как 

описано в п. 2.2.6.1. Мышей делили на 13 групп (n=5-6) и, начиная с четвертого дня после 

трансплантации проводили следующие инъекции: группа 1 (контроль) – физ/раствор в/в; 2, 3, 

4 и 5 – в/в зрелые ДК (10
5
 кл/животное), трансфицированные РНК-В16 в комплексе с 

Lipofectamine 2000 (2), липоплексами 2X3-DOPE/РНК-В16 (3), 2D3-DOPE/РНК-В16 (4) и X2-

DOPE/РНК-В16 (5), соответственно; 8, 9, 10, 11, 12 и 13 – в/в ДК (10
5
 кл/мышь), 
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трансфицированные 2X3-DOPE/РНК-В16 (8), М1/РНК-В16 (9), М2/РНК-В16 (10), М4/РНК-

В16 (11), М5/РНК-В16 (12) и М6/РНК-В16 (13), соответственно. 

На 15 день развития опухоли мышей выводили из эксперимента, извлекали легкие и 

фиксировали в 4% растворе формальдегида в течение 2 недель. Количество поверхностных 

легочных метастазов подсчитывали с помощью бинокулярного микроскопа. Кровь собирали, 

использовали для получения сыворотки. 

2.2.7.9. Реакция аллогенных смешанных лимфоцитов 

В качестве стимуляторных клеток использовали: (1) – контроль (w/t), 

нестимулированные ДК; (2) – ДК, обработанные 100 нг/мл ЛПС; (3) – ДК, обработанные 10 

мкг/мл РНК-В16; (4) и (5) – ДК, трансфицированные липоплексами 2X3-DOPE/РНК-В16 и 

М6/РНК-В16 (N/P 2/1, 10 мкг РНК на 10
6
 ДК), соответственно; (6) и (7) – ДК, обработанные 

липосомами 2X3-DOPE и М6, соответственно, в концентрациях, соответствующих 

концентрациям в липоплексах. Во всех образцах ДК инкубировали с соответствующими 

стимулирующими агентами при 37 °С и 5%-ном СО2 в течение 4 ч. Спленоциты выделяли из 

селезенки мыши линии C57Bl/6J, как описано в п. 2.2.3.4. Спленоциты (10
5
 кл/лун) 

культивировали в 96-луночном планшете в присутствии 10
4
 стимуляторных клеток при 37 °С 

и 5%-ном СО2 в течение 5 суток. Суммарный объем составлял 150 мкл/лун. Пролиферацию 

спленоцитов оценивали с помощью WST-1 теста в соответствии с протоколом фирмы-

производителя. Индекс пролиферации (PI) рассчитывали по формуле: PI (о.е.) = (OD450 образец 

− OD620 образец) / (OD450 спленоциты − OD620 спленоциты) × 100, где OD450 образец и OD620 образец 

оптическая плотность в лунках с образцами на длинах волн 450 нм и 620 нм, соответственно; 

OD450 спленоциты и OD620 спленоциты - оптическая плотность в лунках со спленоцитами без 

стимуляторных ДК на длинах волн 450 нм и 620 нм, соответственно. Уровень пролиферации 

спленоцитов в отсутствие ДК соответствовал 100% и был принят за одну относительную 

единицу (о.е.). 

2.2.7.10. Праймирование Т-лимфоцитов in vivo с помощью липосом серии МЛ 

Здоровых мышей линии C57Bl/6J (самцов) возрастом 10-12 недель делили на четыре 

группы (n=3): группе 1 (контроль) - вводили 200 мкл Opti-MEM в/в; 2, 3 и 4 – 200 мкл 

липоплексов 2X3-DOPE/РНК-В16, М5/РНК-В16 и М6/РНК-В16, соответственно, 

приготовленных при соотношении N/P=2/1 в Opti-MEM (10 мкг РНК/животное), в/в. На 7 

день мышей выводили из эксперимента и выделяли спленоциты, как описано в п. 2.2.3.4. 

Спленоциты высаживали в полной среде IMDM (10
6
 кл/мл) в присутствии ИЛ-2 (5 нг/мл) и 

активировали лизатом клеток меланомы В16 (20 мкг белка/мл) при 37 °С в атмосфере 5%-

ного CO2 в течение четырех дней с реактивацией на второй день. Полученные ЦТЛ 
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(эффекторные клетки) добавляли к клеткам меланомы В16 (таргетные клетки, 25 тыс. 

кл/лунку) в соотношении эффекторные клетки/таргетные клетки 1/1, 5/1, 10/1 и 20/1 и 

инкубировали при 37 °С в течение 24 ч. Процент специфически лизированных клеток 

подсчитывали следующим образом: специфический лизис (%) = 100 – (OD570эксп –

 OD620эксп) / (OD570конт – OD620конт) × 100, где OD570эксп и OD570конт оптическая плотность 

экспериментальных и контрольных лунок, соответственно, при длине волны 570 нм, и 

OD620эксп и OD620конт оптическая плотность экспериментальных и контрольных лунок, 

соответственно, при длине волны 620 нм. 

2.2.7.11. Состав вакцин и схемы вакцинации мышей ДК 

Состав вакцины. Тип ДК вакцины указан как: С/Т/А, где С – схема применения 1 

(профилактическая) или 2 (терапевтическая), Т- трансфектант, А – источник антигена; или С-

И/Т/А, где С – схема применения 1 (профилактическая) или 2 (терапевтическая), И – 

количество иммунизаций, Т- трансфектант, А – источник антигена. Для модели Кребс-2 ДК 

вакцины получали из ДК, нагруженных суммарной РНК-Кребс-2 в комплексах с 

Lipofectamine 2000 (вакцины 1/LF/РНК, 2/LF/РНК) или опухолевым лизатом (вакцины 

1/лизат, 2/лизат), или интактных ДК, обработанных Lipofectamine 2000 (вакцины 1/LF, 2/LF). 

Для модели LLC ДК вакцины получали из ДК, трансфицированных суммарной РНК-LLC в 

комплексах с коммерческим препаратом Lipofectamine 2000 (вакцины 1/LF/РНК, 2/LF/РНК) 

или катионными липосомами 2D3-DOPE (вакцины 1/2D3/РНК, 2/2D3/РНК). Для модели 

меланомы В16 ДК вакцину получали из ДК, трансфицированных суммарной РНК-В16 в 

комплексе с катионными липосомами 2D3-DOPE (вакцины 1-1/2D3/РНК, 1-2/2D3/РНК, 2-

1/2D3/РНК, 2-2/2D3/РНК). Все ДК вакцины вводили в/в в дозе 10
5
 кл/животное в 0.2 мл PBS. 

Схема применения 1 (профилактическая). 

Модель Кребс-2: Животных делили на три группы (n=6) и вводили ДК вакцины в/в: 

(1) – 1/LF; (2) – 1/LF/РНК; (3) – 1/лизат. Через 7 дней после вакцинации ДК животным 

трансплантировали клетки опухоли Кребс-2, как описано в п. 2.2.6.1. Мышей выводили из 

эксперимента на 19 день развития опухоли. 

Модель LLC: Животных делили на две группы (n=6-8) и вводили ДК вакцины в/в: (1) 

– 1/LF/РНК; (2) – 1/2D3/РНК. Клетки опухоли LLC трансплантировали внутримышечно, как 

описано в п. 2.2.6.1, через 7 дней после введения ДК вакцин. Животных выводили из 

эксперимента на 20 день. 

Модель меланомы В16: Животных делили на две группы (n=5) и вводили ДК вакцины 

в/в: (1) – 1-1/2D3/РНК за 7 дней до трансплантации опухоли (однократная вакцина); (2) – 1-
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2/2D3/РНК за 14 и 7 дней до трансплантации опухоли (двукратная вакцина). Клетки 

меланомы В16 трансплантировали, как описано в п. 2.2.6.1. Животных выводили из 

эксперимента на 15 день. В профилактической схеме в качестве контроля использовали 

контроль терапевтической схемы, соответствующий типу опухоли. 

Схема применения 2 (терапевтическая). 

Клетки опухолей Кребс-2, LLC и В16 трансплантировали мышам, как описано в 

п. 2.2.6.1. 

Модель Кребс-2: На четвертый день после трансплантации Кребс-2 животных делили 

на четыре группы (n=6) и вводили ДК вакцины в/в: (1, w/t) – PBS; (2) – 2/LF; (3) – 2/LF/РНК; 

(4) – 2/лизат. Животных выводили из эксперимента на 20 день. 

Модель LLC: На четвертый день после трансплантации LLC животных делили на 

четыре группы (n=6-8) и вводили ДК вакцины в/в: (1, w/t) – PBS; (2) – 2/LF/РНК; (2) – 

2/2D3/РНК. Животных выводили из эксперимента на 20 день. 

Модель меланомы В16: На четвертый день развития опухоли животных делили на три 

группы (n=5) и вводили ДК вакцины в/в: (1, w/t) – PBS; (2) – 2-1/2D3/РНК на четвертый день 

развития опухоли (однократная вакцина); (3) – 2-2/2D3/РНК на четвертый и 11 дни развития 

опухоли (двукратная вакцина). Животных выводили из эксперимента на 15 день. 

Контрольные группы (1, w/t) в терапевтической схеме применения также являлись 

контрольными группами в профилактической схеме. 

Размеры опухолей экспериментальных животных измеряли с помощью 

штангенциркуля через каждые 2-3 дня в течение эксперимента. Объем опухоли 

подсчитывали, как описано в п. 2.2.6.2. После окончания эксперимента подсчитывали 

количество легочных метастазов в группах мышей с метастатическими опухолевыми 

моделями LLC и В16. На 5, 11 и 19 дни у части животных забирали селезенку и определяли 

соотношение CD4
+
/CD8

+
 клеток, как описано в п. 2.2.7.1. 

2.2.7.12. Системное введение мышам с меланомой В16 ДК-вакцин или липоплексов 

Клетки меланомы трансплантировал мышам C57Bl/6J, как описано в п. 2.2.6.1. 

Мышей делили на шесть групп (n=5), и, начиная с четвертого дня после трансплантации, 

мыши получали следующие инъекции: группа 1 (контроль) - буфер PBS в/в (0.2 мл); 2 и 3 – 

в/в 10
5
 ДК, трансфицированных комплексами 2X3-DOPE/РНК-В16 или M6/РНК-В16, 

соответственно (0.2 мл); 4 и 5 – в/в липоплексы 2X3-DOPE/РНК-В16 и М6/РНК-В16, 

соответственно, приготовленных при соотношении N/P 2/1 в среде Opti-MEM (10 мкг 
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РНК/животное, 0.2 мл); 6 – в/в липосомы 2X3-DOPE в количестве, используемом для 

приготовления липоплексов (0.2 мл). 

2.2.7.13. Оценка противоопухолевого цитотоксического Т-клеточного ответа в 

режиме реального времени 

Спустя 7 дней после введения ДК-вакцин или липоплексов животных из п.2.2.7.12 

выводили из эксперимента, выделяли спленоциты, как описано в п. 2.2.3.4, и 

рестимулировали клетками меланомы В16, обработанными митомицином С (ММС-В16), при 

соотношении спленоциты/ММС-В16 10/1 при 37 °С, 5%-ном СО2 в течение 5 дней. 

Активированные спленоциты культивировали с клетками меланомы В16 для оценки 

цитотоксического ответа при соотношении спленоциты/опухолевые клетки 20/1. 

Жизнеспособность опухолевых клеток регистрировали в режиме реального времени с 

помощью прибора xCELLigence в течение 60 ч. 

2.2.8. Получение лимфосаркомы с фенотипом МЛУ 

2.2.8.1. Селекция линии RLS40 на повышающихся концентрациях винбластина 

Первичная культуры опухолевых клеток RLS была получены из асцитной формы 

опухоли RLS, как описано в п. 2.2.3.1. Далее селекция состояла из нескольких циклов. Цикл 

1: клетки RLS40 (300 тыс кл/мл, объем 5 мл) культивировали в полной среде IMDM в 

присутствии 5 нМ винбластин в течение 48 часов при 37С в атмосфере 5%-ного СО2. 

Жизнеспособные клетки отбирали путем центрифугирования на среде LSM, как описано в 

п. 2.2.3.1, и далее повторяли цикл 1 еще 2-3 раза. Циклы 2, 3 и 4 отличались от цикла 1 

концентрацией винбластина – клетки инкубировали в присутствии 10, 20 и 40 нМ 

винбластина, соответственно, и каждый раз отбирали жизнеспособную фракцию клеток. В 

результате был получен набор клеточных линий RLS5, RLS10, RLS20 и RLS40. 

2.2.8.2. Определение уровней мРНК генов mdr1b, mdr1a, bcl-2, р53 и β-актина в 

клетках первичных культур опухолей LS, RLS и RLS40 методом ОТ-ПЦР 

Для синтеза кДНК использовали суммарную РНК клеток LS, RLS и RLS40, 

выделенную, как описано в п. 2.2.5.1. кДНК получали в реакционной смеси объѐмом 20 мкл, 

содержащей ОТ-буфер, 2 мкг суммарной клеточной РНК, 0.01 M DTT, 12 пмоль 

гексануклеотидного праймера, 0.5 мМ каждого из дезоксинуклеозидтрифосфатов и 20 ед. 

обратной транскриптазы M-MLV. Реакцию синтеза кДНК проводили при 37С в течение 1 ч. 

Полученные образцы кДНК либо непосредственно использовали для проведения ПЦР, либо 

хранили при -20С.
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Последовательности олигонуклеотидов, использованных в качестве праймеров, 

приведены в таблице 5. ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл содержащей 1 

мкл кДНК, полученной с помощью реакции обратной транскрипции (п. 2.2.4.1), по 6 пмоль 

специфических праймеров, 2 ед. Taq-полимеразы и 0.05 мМ каждого из 

дезоксинуклеозидтрифосфатов для генов bcl-2, р53, mdr1b и 0.2 мМ – для гена mdr1a. Для 

получения специфических продуктов для генов mdr1a и mdr1b использовали 26 и 24 циклов 

амплификации, соответственно; для генов bcl-2 и р53 использовали 31 цикл амплификации. 

Праймеры β-актина добавляли в реакционную смесь для генов mdr1a, mdr1b после третьего и 

первого цикла, соответственно, и для генов bcl-2 и р53 после шестого цикла. Амплификацию 

проводили в следующих условиях: 1 цикл, 95С, 5 мин; 57С; 1 мин; 72С, 1 мин. 

Следующие циклы амплификации проводили в условиях: 94С, 1 мин; 57С, 1 мин; 72С, 1 

мин. Последний цикл амплификации, элонгацию, проводили в течение 5 мин при 72С. 

Продукты ПЦР разделяли с помощью электрофореза в 1.5%-ном агарозном геле, либо с 

помощью 8%-ного ПААГ электрофореза в нативных условиях. Полученные изображения 

полос обрабатывали с помощью компьютерной денситометрии (Gel-Pro Analyzer 4.0). Для 

определения уровня экспрессии мРНК интегральную оптическую плотность полос, 

соответствующих ген-специфическим ПЦР-продуктам, нормализовали на оптическую 

плотность продукта β-актина. 

2.2.8.3. Определение чувствительности клеток LS, RLS и RLS40 к действию 

цитостатиков с помощью МТТ теста 

Чувствительность клеток линий LS, RLS и RLS40 к цитостатикам определяли с 

помощью МТТ теста [536]. Для этого интактные клетки высаживали в 96-луночные 

планшеты по 310
4
 клеток на лунку, добавляли винбластин (в диапазоне концентраций 1 – 

100 нМ для клеток линии LS и RLS и 10 - 700 нМ для клеток линии RLS40), доксорубицин (в 

диапазоне 1 – 200 нМ для клеток линии LS и RLS и 0.5 – 30 мкМ для клеток линии RLS40) 

или цитарабин (в диапазоне - 0.1 - 1 мкМ для клеток линии LS и RLS и 0.1 – 4 мкМ для 

клеток линии RLS40) и инкубировали в течение 48 часов при 37С в атмосфере 5%-ного СО2. 

После окончания инкубации к клеткам добавляли раствор МТТ до концентрации 0.5 мг/мл и 

инкубировали в течение 3-4 ч в тех же условиях. Среду удаляли, образовавшиеся в клетках 

кристаллы формазана растворяли в 100 мкл DMSO и измеряли оптическую плотность по 

разности поглощения на длинах волн (А570 – А630) нм на многоканальном 

спектрофотометре. Данные представляли в виде процента живых клеток относительно 

контроля.  
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2.2.8.4. Определение чувствительности опухолей LS, RLS и RLS40 к 

химиопрепаратам in vivo 

Суспензию опухолевых клеток LS, RLS или RLS40 в физиологическом растворе (10
6
 

кл./мл) объѐмом 0.2 мл внутримышечно трансплантировали 210 мышам линии CBA для 

формирования солидной опухоли. На 11 день опухолевой прогрессии мышей делили по 

группам (n=10) и однократно вводили химиопрепараты: циклофосфамид (25 мг/кг, 50 мг/кг и 

100 мг/кг, в/б), цисплатин (10 мг/кг, в/б), винбластин (1.5 мг/кг, в/в) и рубомицин (15 мг/кг, 

в/в). Цитостатики разводили в физиологическом растворе непосредственно перед введением. 

Контрольные животные получали инъекции физ/раствора. Через 7 дней после введения 

препаратов мышей подвергали эвтаназии методом дислокации шейных позвонков и 

определяли объем опухолей. Объем и вес опухолей определяли, как описано в п. 2.2.6.2. 

2.2.9. Исследование противоопухолевого и антиметастатического потенциала 

бычьей панкреатической РНКазы А, бычьей панкреатической ДНКазы I и 

рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы) 

2.2.9.1. Инактивация РНКазы А и ДНКазы I 

Реакционную смесь объѐмом 300 мкл, содержащую 510
4
 М РНКазы А в воде и 3 мкл 

DEPC, инкубировали при комнатной температуре в течение 20 ч при постоянном 

перемешивании. Через 6 и 12 час после начала инкубации повторно добавляли 3 мкл DEPC. 

По окончании инкубации к реакционной смеси добавляли 3 мкл DEPC и инкубировали при 

37 С в течении 1.5 ч. 

Реакционную смесь объѐмом 0.5 мл, содержащую ДНКазу I в концентрации 10
4
 ед. 

акт./мл, в воде инкубировали при 65 С в течение 2 ч.  

2.2.9.2. Определение активности РНКазы А in vitro 

Реакционную смесь объѐмом 10 мкл, содержащую 5000 имп/мин 5‘-[
32

P]-РНК HIV-1, 

буфер R, интактную РНКазу А или инактивированную РНКазу А в концентрации 10
-10

 – 10
-7

 

M, инкубировали при 37 C в течение 1 – 15 мин. После окончания реакции смеси 

последовательно экстрагировали фенолом, смесью фенол/хлороформ (v/v; 1/1) и 

хлороформом. Продукты расщепления РНК осаждали добавлением 3 М ацетата натрия, pH 

5.2, до концентрации 0.3 М и 4-кратным объѐмом 96%-ного этанола. Продукты расщепления 

анализировали электрофорезом в 12%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. 

2.2.9.3. Определение активности ДНКазы I in vitro 

Реакционную смесь объѐмом 10 мкл, содержащую 0.2 мкг плазмиды рHIV-2, буфер D, 

интактную ДНКазу I или инактивированную ДНКазу I в количестве 0.001 – 0.1 ед. акт., 
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инкубировали при 37 C в течение 1 – 15 мин. По окончании реакции к смеси добавляли 5 

мкл 7.5 мМ ЭДТА до концентрации 2.5 мМ и инкубировали при 65 С в течение 10 мин. 

Продукты расщепления анализировали с помощью электрофореза в 1%-ном агарозном геле с 

последующим окрашиванием геля бромистым этидием. 

2.2.9.4. Исследование токсичности биназы на мышах линий C57Bl/6J и CBA 

Мышей линий C57Bl/6J или CBA делили на три группы (n=10) и далее проводили 

следующие инъекции: группе 1 (контроль) – физ/раствор (0.1 мл) в/б трижды в неделю в 

течение 2 недель; группе 2 и 3 – биназу в дозах 1 и 5 мг/кг (0.1 мл), соответственно, в/б 

трижды в неделю в течение 2 недель. Также в качестве дополнительного контроля 

использовали интактных здоровых мышей. В ходе эксперимента оценивали вес животных, 

состояние волосяного и кожного покровов, уровень потребления пищи и воды. На 14 день 

животных выводили из эксперимента, забирали печень и анализировали, как описано в 

п. 2.2.6.3. 

2.2.9.5. Исследование противоопухолевого и антиметастатического действия 

РНКазы А и ДНКазы I (широкий диапазон доз) на модели LLC с первичным опухолевым 

узлом 

Трансплантацию LLC самкам линии С57Bl/6J проводили, как описано в п. 2.2.6.1. 

Животных делили на 14 групп (n=20), и, начиная с четвертого дня после трансплантации 

опухоли, животные получали в/м: группа 1 (контроль) – физ/раствор (0.1 мл); 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 

и 9 – РНКазу А в дозах 0.0001, 0.0005, 0.001, 0.01, 0.05, 0.5, 1, 10 мг/кг (0.1 мл в 

физ/растворе); 10, 11, 12, 13 и 14 -  ДНКазу I в дозах 0.02, 0.12, 0.23, 1.15 и 2.3 мг/кг, 

соответственно. Введение проводили по схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня перерыв). На 20 

день развития опухолей мышей выводили из эксперимента. Лѐгкие изымали, фиксировали в 

4%-ном параформальдегиде в DMEM и анализировали, как описано в п. 2.2.6.3. Измерение 

объема и веса опухолей проводили, как описано в п. 2.2.6.2. 

2.2.9.6. Исследование противоопухолевого и антиметастатического действия 

РНКазы А и ДНКазы I на моделях LLC и НА-1 с первичным опухолевым узлом 

Трансплантацию LLC самкам линии С57Bl/6J и НА-1 самкам линии A/Sn проводили, 

как описано в п. 2.2.6.1. Животных каждой линии делили на 9 групп (n=8), и, начиная с 

восьмого дня после трансплантации опухоли, животные получали в/м: группа 1 (контроль) – 

физ/раствор (0.1 мл); 2, 3 и 4 – РНКазу А в дозах 0.35, 0.7 и 7 мкг/кг (0.1 мл в физ/растворе), 

соответственно; 5, 6, 7, 8 и 9 – ДНКазу I в дозах 0.02, 0.12, 0.23, 1.15 и 2.3 мг/кг (0.1 мл в 

физ/растворе), соответственно. Введение проводили по схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня 

перерыв). 
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На 20 день развития опухолей мышей выводили из эксперимента. Лѐгкие изымали, 

фиксировали в 4%-ном параформальдегиде в DMEM и анализировали, как описано в 

п. 2.2.6.3. Кровь собирали и готовили плазму, как описано в п. 2.2.4.2. Измерение объема и 

веса опухолей проводили, как описано в п. 2.2.6.2. 

2.2.9.7. Исследование комбинированного действия РНКазы А и циклофосфамида 

на модели LLC с первичным опухолевым узлом 

LLC трансплантировали мышам линии С57Bl/6J (самкам), как описано в п. 2.2.6.1. 

Мышей делили на четыре группы (n=8-10), и, начиная с четвертого дня после 

трансплантации опухоли, мыши получали следующие инъекции: группа 1 (контроль) – 

физ/раствор в/в (0.1 мл); группа 2 – РНКазу А в дозе 0.7 мкг/кг в/м по схеме 5+2 (5 дней 

инъекции, 2 дня перерыв) в течение 2 недель; группа 3 – циклофосфамид в дозах 150 и 100 

мг/кг на 7 и 11 дни после трансплантации, соответственно; группа 4 – РНКазу А в дозе 0.7 

мкг/кг в/м по схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня перерыв) в течение 2 недель и 

циклофосфамид в дозах 150 и 100 мг/кг на 7 и 11 дни после трансплантации, соответственно. 

На 20 день развития опухолей мышей выводили из эксперимента. Лѐгкие изымали, 

фиксировали в 4%-ном параформальдегиде в DMEM и анализировали, как описано в 

п. 2.2.6.3. Кровь собирали и готовили сыворотку, как описано в п. 2.2.4.1. 

2.2.9.8. Исследование комбинированного антиметастатического действия 

РНКазы А и ДНКазы I на модели LLC с первичным опухолевым узлом 

LLC трансплантировали мышам линии С57Bl/6J (самкам), как описано в п. 2.2.6.1. 

Животных делили на 3 группы (n=8), и, начиная с восьмого дня после трансплантации 

опухоли, животные получали в/м: группа 1 (контроль) – физ/раствор (0.1 мл); 2 - 0.023 мг/кг 

ДНКазы I и 0.7 мкг/кг РНКазы А (смесь 1); 3 - 0.023 мг/кг ДНКазы I и 0.35 мкг/кг РНКазы А 

(смесь 2). Введение проводили по схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня перерыв). На 20 день 

развития опухолей мышей выводили из эксперимента. Лѐгкие изымали, фиксировали в 4%-

ном параформальдегиде в DMEM и анализировали, как описано в п. 2.2.6.3. 

2.2.9.9. Исследование противоопухолевого и антиметастатического действия 

инактивированных ферментов РНКазы А и ДНКазы I на модели LLC с первичным 

опухолевым узлом 

LLC трансплантировали мышам линии С57Bl/6J (самкам), как описано в п. 2.2.6.1. 

Животных делили на 5 групп (n=8), и, начиная с восьмого дня после трансплантации 

опухоли, животные получали в/м: группа 1 (контроль) – физ/раствор; 2 – РНКазу А в дозе 0.7 

мкг/кг; 3 - инактивированную РНКазу А (п. 2.2.9.1) в дозе 0.7 мкг/кг; 4 – ДНКазу I в дозе 0.12 

мг/кг; 5 – инактивированную ДНКазу I (п. 2.2.9.1) в дозе 0.12 мг/кг. Введение проводили по 
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схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня перерыв). На 20 день развития опухолей мышей выводили 

из эксперимента. Лѐгкие изымали, фиксировали в 4%-ном параформальдегиде в DMEM и 

анализировали, как описано в п. 2.2.6.3. Измерение объема и веса опухолей проводили, как 

описано в п. 2.2.6.2. 

2.2.9.10. Исследование антиметастатического действия ДНКазы I in vivo на 

модели метастатической меланомы В16 

Клетки меланомы В16 трансплантировали, как описано в п. 2.2.6.1. Животных делили 

на 4 группы (n=20), и, начиная с четвертого дня после трансплантации, животные получали 

в/м: группа 1 (контроль) – физ/раствор (0.1 мл); 2, 3 и 4 – ДНКазу I в дозах 0.12, 0.6 и 1.2 

мг/кг (0.1 мл), соответственно. Инъекции проводили по схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня 

перерыв) в течение 2 недель. На 17 день после трансплантации мышей выводили из 

эксперимента. Лѐгкие, селезенку и тимус собирали и фиксировали в 10%-ном нейтрально-

буферном формалине для последующего патоморфологического исследования органов. 

Количество поверхностных метастазов в легких подсчитывали с помощью бинокуляра. 

2.2.9.11. Исследование противоопухолевого и антиметастатического действия 

биназы на моделях LLC и RLS40 с первичным опухолевым узлом и метастатической 

меланоме B16 

Солидные опухоли LLC, RLS40 и метастатическую модель меланомы В16 

индуцировали, как описано в п. 2.2.6.1. Животных с LLC делили на группы (n=10), и, 

начиная с четвертого дня после трансплантации опухоли, животные получали следующие 

инъекции: группа 1 (контроль 1) – физ/раствор (0.1 мл) в/м; 2 (контроль 2) - физ/раствор (0.1 

мл) в/б; 3, 4 и 5 – биназу в дозах 0.1, 0.5 и 1 мг/кг в/м, соответственно; 6, 7 и 8 - биназу в 

дозах 0.1, 0.5 и 1 мг/кг в/б, соответственно. Инъекции проводили в течение 2 недель, всего 8 

инъекций. 

Животных с RLS40 и В16 делили на группы (n=10), и, начиная с четвертого дня после 

трансплантации опухоли, животные получали следующие инъекции: группа 1 (контроль) – 

физ/раствор (0.1 мл) в/б; 2 и 3 – биназу в дозах 1 и 5 мг/кг в/б. Инъекции проводили трижды 

в неделю в течение 2 недель. 

После окончания эксперимента лѐгкие (в случае LLC, B16) и печень (в случае RLS40) 

изымали, фиксировали в 4%-ном параформальдегиде в DMEM и анализировали, как описано 

в п. 2.2.6.3. Измерение объема и веса опухолей проводили, как описано в п. 2.2.6.2. 
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2.2.9.12. Исследование антиметастатического действия РНКазы А и ДНКазы I 

на метастатической модели LLC 

Мышам C57Bl/6J вводили внутривенно клетки LLC, как описано в п. 2.2.6. Животных 

делили на группы (n=10), и, начиная с четвертого дня после трансплантации, животные 

получали в/м следующие инъекции ежедневно в течение 2 недель: группа 1 (контроль) – 

физ/раствор (0.1 мл); группа 2 – РНКазу А (0.7 мкг/кг), группа 3 – ДНКазу I (0.12 мг/кг). На 

15 день эксперимента легкие изымали, фиксировали в 4%-ном параформальдегиде в DMEM 

и анализировали, как описано в п. 2.2.6.3. 

2.2.9.13. Исследование комбинированного действия биназы и ПХТ на модели RLS40 

Солидные опухоли RLS40 индуцировали, как описано в п. 2.2.6.1. Животных делили 

на группы (n=10), и, начиная с четвертого дня после трансплантации опухоли, животные 

получали следующие инъекции в течение 2 недель: группа 1 (контроль) - – физ/раствор (0.1 

мл) в/б; 2 - ПХТ по протоколу CHOP; 3 и 4 – биназу в дозе 1 и 5 мг/кг в/б, соответственно; 5 - 

ПХТ по протоколу CHOP и биназу в дозе 1 мг/кг в/б. Химиотерапию проводили на 4 и 11 

дни после трансплантации опухоли. Протокол CHOP включал стандартную комбинацию 

цитостатиков в дозе, соответствующей 1/5 от LD50: циклофосфамид (50 мг/кг), доксорубицин 

(4 мг/кг), винкристин (0.1 мг/кг) преднизолон (5 мг/кг). Цитостатики растворяли в 

физ/растворе непосредственно перед введением в объеме. Доксорубицин вводили в/в, 

остальные цитостатики – в/б. 

По окончании эксперимента через 20 мин после последней инъекции биназы кровь 

собирали, готовили сыворотку, как описано в п. 2.2.4.1, и использовали для анализа уровня 

цитокинов. Печень изымали, фиксировали в 4%-ном параформальдегиде в DMEM и 

анализировали, как описано в п. 2.2.6.3. Измерение объема и веса опухолей проводили, как 

описано в п. 2.2.6.2. 

2.2.10. Исследование активации иммунной системы под действием нуклеаз и 

дендритных клеток 

2.2.10.1. Измерение уровней цитокинов в ростовой среде ДК и сыворотке крови 

животных-опухоленосителей, получавших ДК вакцины 

ДК трансфицировали комплексами РНК-В16 с Lipofectamine 2000, липосомами 2X3-

DOPE, 2D3-DOPE и X2-DOPE, как описано в п. 2.2.7.5. Через 48 ч после трансфекции ДК 

механически открепляли от дна планшета скребком и собирали центрифугированием при 200 

g (центрифуга Eppendorf 5810R) в течение 5 мин.  



99 

 

Образцы крови собирали у пяти групп мышей с меланомой В16 (n=5), получавших 

ДК, как описано в п. 2.2.7.8. Образцы крови собирали у пяти групп мышей с меланомой В16, 

получавших ДК по профилактической и терапевтической схемам, как описано в п. 2.2.7.11. 

Сыворотку крови получали, как описано в п. 2.2.4.1. Культуральную среду и 

сыворотку крови использовали для определения уровня цитокинов ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-1α, 

ИФН-α и ИФН-γ с помощью наборов реагентов Mouse IFN gamma, Mouse IL-6, Mouse IL-1 

alpha и Mouse TNF alpha Colorimetric, Mouse Interferon Alpha ELISA Kits в соответствии с 

рекомендациями фирмы-изготовителя. Уровни цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, 

ИЛ-10, ИЛ-12, ГМ-КСФ, ИФН-γ и ФНО-α измеряли с помощью набора реагентов Mouse 

Cytokine 10-Plex Panel в соответствии с рекомендациями фирмы-производителя. 

2.2.10.2. Измерение уровней цитокинов в сыворотке крови животных-

опухоленосителей, получавших лечение нуклеазами 

Образцы крови собирали у пяти групп мышей с лимфосаркомой RLS40, получавших 

лечение биназой в комбинации с химиотерапией, как описано в п. 2.2.8.12. Образцы крови 

собирали у четырех групп мышей с LLC, получавших лечение РНКазой А в комбинации с 

циклофосфамидом, как описано в п. 2.2.8.7. 

Сыворотку крови получали, как описано в п. 2.2.4.1.Уровни цитокинов ФНО-α, ИЛ-6, 

ИЛ-1α, ИФН-α и ИФН-γ определяли в сыворотке крови с помощью наборов реагентов Mouse 

IFN gamma, Mouse IL-6, Mouse IL-1 alpha и Mouse TNF alpha Colorimetric, Mouse Interferon 

Alpha ELISA Kits в соответствии с рекомендациями фирмы-производителя. 

2.2.10.3. Определение типа Т-хелперного иммунного ответа, развивающегося у 

животных при введении дендритно-клеточных вакцин 

Для определения типа Т-хелперного иммунного ответа проводили определение 

уровня экспрессии генов RORg, Foxp3, GATA3 и Tbet в спленоцитах методом 

количественной ПЦР. Для этого спленоциты собирали у пяти групп мышей с меланомой 

В16, получавших ДК по профилактической и терапевтической схемам, как описано в 

п. 2.2.7.11. Первичную культуру спленоцитов готовили, как описано в п. 2.2.3.4. Суммарную 

РНК выделяли из 10
7
 спленоцитов, как описано в п. 2.2.5.1.  

Обратную транскрипцию проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, 

содержащей 1 мкг суммарной РНК, ОТ-буфер, 50 пмоль гексануклеотидного праймера, 0.5 

мМ каждого дезоксирибонуклеотидтрифосфата, 20 ед. обратной транскриптазы M-MLV, при 

37 °С в течение 1 ч. Амплификацию проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, 

содержащей 5 мкл кДНК (разведение10
-2
), ПЦР мастер-микс (Вектор-Бест, Россия), 1 × EVA-

Green, по 0.4 мкМ каждого прямого и обратного праймеров, специфических к RORg, Foxp3, 
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GATA3, Tbet и β-актина-3 (Таблица 5). Амплификацию проводили в следующих условиях: 

(1) 94 °C, 4 мин, 1 цикл; 95 °С, 15 сек; 75 °С, 1 мин; 60 °С, 30 сек, 40 циклов, с последующим 

определением точки плавления или кривых диссоциации. Уровень экспрессии гена 

определяли по количеству циклов с использованием стандартной кривой и нормализовали на 

уровень экспрессии β-актина. 

2.2.10.4. Морфологическое исследование селезенки и тимуса 

Морфологическое исследование проводилось к.м.н. Сеньковой А.В. (Лаборатория 

биохимии нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск). Селезенку и тимус 

забирали у четырех групп животных с меланомой В16 (n=10), получавших ДНКазу I, как 

описано в п. 2.2.8.10. Селезенку и тимус фиксировали в 10%-ном растворе нейтрального 

формалина, подвергали стандартной обработке: производили обезвоживание в растворах 

этилового спирта возрастающей концентрации, просветляли ксилолом и заключали в 

парафин. Гистологические срезы окрашивали гематоксилином и эозином и изучали на 

микроскопе Axiostar plus, оснащенном камерой Axiocam MRc5 (Zeiss, Германия). 

Для оценки степени активации иммунной системы проводили микроскопическое и 

морфометрическое исследование селезенки и тимуса с использованием закрытой тестовой 

системы из 100 точек площадью 3.2×10
6
 мкм

2
. При морфометрическом исследовании 

селезенки подсчитывали объемные плотности (Vv, %) белой и красной пульпы, а также 

определяли диаметр лимфоидных фолликулов (мкм). При морфометрическом исследовании 

тимуса оценивали объемные плотности (Vv, %) коркового и мозгового вещества, 

подсчитывали корково-мозговой индекс (КМИ) по формуле: КМИ = N/n, где N и n 

количество точек, приходящихся соответственно на корковое и мозговое вещество тимуса. 

Объемную плотность структуры (объемную долю ткани, занимаемую данной структурой) 

подсчитывали как число узловых точек, приходящихся на данную структуру. 

2.2.11. Исследование противоопухолевого механизма действия бычьей 

панкреатической РНКазы А  

2.2.11.1. Определение концентрации внРНК в плазме крови 

Для забора крови использовали мышей линии С57Bl/6J с LLC и мышей линии A/Sn с 

HA-1 из п. 2.2.9.6. Забор крови проводили у следующих групп мышей: группа 1 - здоровые 

мыши линии С57Bl/6J (n=5); группы 2 и 3 - мыши линии С57Bl/6J на 12 и 18 дни развития 

LLC (n=5); группа 4 - мыши линии С57Bl/6J на 18 день развития LLC, получавшие РНКазу А 

в дозе 0.7 мкг/кг с восьмого дня после трансплантации опухоли. Забор крови был также 

проведен у таких же групп мышей линии A/Sn, несущих HA-1. Плазму получали, как 
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описано в п. 2.2.4.2. внРНК выделяли из плазмы крови и определяли их концентрацию, как 

описано в п. 2.2.5.3. 

2.2.11.2. Определение суммарной РНКазной активности плазмы крови 

Определение суммарной РНКазной активности плазмы крови проводили в образцах 

плазмы крови мышей линии С57Bl/6J с LLC и мышей линии A/Sn с HA-1 из п. 2.2.9.6. 

Реакционную смесь, содержащую [
32

P]-РНК HIV-1 5000 имп/мин, 45 мкл плазмы, 100 

мкг/мкл тРНК E. сoli, инкубировали при 30 – 33 °C в течение 10 – 80 мин. Реакцию 

останавливали добавлением 45 мкл 0.6 М ацетата натрия, pH 5.2, содержащего 1 мкг тРНК 

E. coli, с последующей экстракцией фенолом, смесью фенол/хлороформ (v/v; 1/1) и 

хлороформом. Продукты расщепления осаждали добавлением 4-кратного объема 96%-ного 

этанола. Продукты расщепления РНК и ДНК анализировали электрофорезом в 12%-ном 

ПААГ в денатурирующих условиях.  

Эффективные константы скорости расщепления РНК в плазме, которые 

характеризуют суммарную РНКазную активность плазмы, получали с использованием 

уравнения Pt=P(1-exp
-keff t

) [537], где Pt и P соответствуют фракции субстрата, 

расщепленного в момент времени t и в конечной точке, соответственно. 

2.2.11.3. Дизайн эксперимента для конструирования ДНК-библиотек на основе 

опухолевой и внРНК 

Трансплантацию LLC самкам линии С57Bl/6J проводили, как описано в п. 2.2.6.1. На 

четвертый день после трансплантации мышей делили на две группы: первая (контроль, n=30) 

получала инъекции физ/раствора в/м (0.1 мл); вторая группа (n=20) – РНКазу А в дозе 0.7 

мкг/кг в/м (0.1 мл). Введение проводили по схеме 5+2 (5 дней инъекции, 2 дня перерыв). На 

15 день после трансплантации опухоли образцы первичной опухоли и кровь из ретро-

орбитального синуса были собраны у всех животных обеих групп через 60 мин после 

последней инъекции РНКазы А. 

2.2.11.4. Обработка образцов и выделение РНК 

Для исследования использовали материал, полученный от мышей C57Bl/6J с в/м 

трансплантированной LLC без лечения и мышей с LLC, получавших РНКазу А в дозе 0.7 

мкг/кг по схеме, описанной в п. 2.2.9.5. Из образцов опухоли готовили первичные культуры, 

как описано в п. 2.2.3.1, и объединяли согласно группам непосредственно перед выделением 

РНК. Из крови готовили сыворотку, как описано в п. 2.2.4.1, и также объединяли согласно 

группам. Суммарную РНК выделяли из первичных культур опухолевых клеток, как описано 

в п. 2.2.5.1. внРНК выделяли из сыворотки крови, как описано в п. 2.2.5.2. Разделение 

выделенных РНК на фракции низкомолекулярных (<200 нк) и высокомолекулярных (>200 
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нк) РНК проводили, как описано в п. 2.2.5.4. В результате были получены следующие 

фракции РНК: фракции опухолевой РНК – фракция высокомолекулярных РНК, выделенная 

из опухолевой ткани контрольных мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора 

(RNALTc); фракция высокомолекулярных РНК, выделенная из опухолевой ткани мышей с 

LLC, получавших инъекции РНКазы А (RNALTR); фракция низкомолекулярных РНК, 

выделенная из опухолевой ткани контрольных мышей с LLC, получавших инъекции 

физ/раствора (RNASTc); фракция низкомолекулярных РНК, выделенная из опухолевой ткани 

мышей с LLC, получавших инъекции РНКазы А (RNASTR); фракции сывороточных РНК - 

фракция низкомолекулярных РНК, выделенная из сыворотки крови контрольных мышей с 

LLC, получавших инъекции физ/раствора (RNASSc); фракция низкомолекулярных РНК, 

выделенная из сыворотки крови мышей с LLC, получавших инъекции РНКазы А (RNASSR). 

Целостность РНК в составе фракций (RIN, RNA integrity number) определяли путем анализа 

на приборе Agilent 2100 BioAnalyzer. 

2.2.11.5. Приготовление библиотек низкомолекулярных РНК и секвенирование 

Библиотеки низкомолекулярных РНК готовили с помощью SOLiD™ small RNA 

expression kit (SREK) по модифицированному протоколу. Реактивы без указания 

концентрации или объема добавляли согласно протоколу фирмы-производителя. Для этого к 

фракциям РНК RNASTc, RNASTR, RNASSc, и RNASSR (по 100 нг каждой фракции) добавляли 

смесь адаптеров и Hybridization solution, инкубировали при 65 °С в течение 10 мин и при 

16 °С в течение 5 мин в термоциклере. Далее добавляли Ligation buffer и Ligation Enzyme Mix 

(общий объем составил 20 мкл) и проводили реакцию лигирования при 4 °C в течение 16 ч в 

термоциклере. Далее в реакционную смесь вносили RT Buffer, 2.5 мМ dNTP Mix и Array 

Script Reverse Transcriptase (общий объем составил 40 мкл) и проводили реакцию обратной 

транскрипции при 42 °С в течение 30 мин, после чего проводили обработку РНКазой Н при 

37 °С в течение 30 мин. Полученную кДНК хранили при -20 °С или сразу использовали для 

приготовления библиотек. 

Амплификацию библиотек проводили в реакционной смеси (объемом 100 мкл), 

содержащей полученную кДНК (1 мкл), PCR Buffer 1, SOLiD primers 1, 2.5 мМ dNTP Mix и 

AmpliTaq. Условия амплификации были следующие: (1) 95 °С, 5 мин, 1 цикл; (2) 95 °С, 30 

сек; 60 °С, 30 сек; 72 °С, 30 сек, 17 циклов; (3) 72 °С, 7 мин, 1 цикл. Полученные продукты 

разделяли с помощью гель-электрофореза в 6%-ном ПААГ и вырезали полосы, 

соответствующие длине 105-150 п.н. (библиотеки). Элюцию библиотек проводили путем 

нагревания при 70 °С в течение 5 мин и замораживания при -20 °C в течение 10 мин с 

последующей инкубацией в присутствии 3 М ацетата аммония при 45 °С в течение ночи. 

Обессоливание библиотек проводили с использованием QIAquick Gel Extraction Kit согласно 
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протоколу фирмы производителя. Концентрацию полученных библиотек определяли с 

помощью Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit согласно протоколу фирмы производителя. 

Отсутствие побочных продуктов амплификации короче 105 п.н. (так называемых, праймер-

димеров) подтверждали анализом на приборе Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). 

Подготовка библиотек к секвенированию и секвенирование было проведено к.б.н. 

Бреннером Е. В. (Лаборатория биохимии нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, 

Новосибирск). Приготовление частиц с иммобилизованными библиотеками, ПЦР в эмульсии 

и депонирование частиц проводили согласно стандартным протоколам SOLiD™ V3.5 

(Applied Biosystems). Все четыре образца наносили на один слайд и секвенировали на 

приборе SOLiD™ 3.5. Длина прочтения составила 35 нк. Количество прочтений для 

библиотек составило 7.17 × 10
7
, 5.14 × 10

7
, 4.26 × 10

7
 и 5.65 × 10

7
. Данные секвенирования 

были выложены в виде архива в базе NIH Short Read Archive (accession number SRP031771). 

2.2.11.6. Статистическая обработка результатов секвенирования библиотек 

малых РНК 

Обработка данных секвенирования была проведена к.б.н. Курильщиковым А. М. 

(Лаборатория молекулярной микробиологии, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск). Для 

определения дифференциальной экспрессии в библиотеках прочтения картировали на геном 

Mus musculus NCBI37. 2.63 × 10
7
, 1.87 × 10

7
, 1.39 × 10

7
 и 1.78 × 10

7 
RPKM (прочтений) 

соответственно библиотекам были уникально картированы на геном. Картирование 

проводилось с помощью ПО Bioscope v.1.3 (Life Technologies, USA). Аннотирование 

результатов, расчет покрытия (RPKM) и статистический анализ производился с 

использованием ПО Cufflinks v.2.0.1 (Center for Bioinformatics and Computational Biology, 

USA). 

2.2.11.7. Приготовление библиотек полного транскриптома LLC и 

секвенирование 

Для приготовления библиотек полного транскриптома использовали фракцию 

высокомолекулярных РНК, выделенную из опухолевой ткани контрольных мышей с LLC, 

получавших инъекции физ/раствора (RNALTc), и фракцию высокомолекулярных РНК, 

выделенную из опухолевой ткани мышей с LLC, получавших инъекции РНКазы А (RNALTR). 

Целостность РНК в составе фракций (RIN) определяли путем анализа на приборе Agilent 

2100 BioAnalyzer. Из фракций удаляли рибосомальные РНК, как описано в п. 2.2.5.4. 

Библиотеки РНК готовили с помощью SOLiD™ whole transcriptome kit по 

модифицированному протоколу. Реактивы без указания концентрации или объема добавляли 

согласно протоколу фирмы-производителя. Фрагментацию РНКазой III проводили в 
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реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей по 350 нг фракций RNALTc или RNALTR, 

RNase III Buffer и РНКазу III, при 37 °С в течение 10 мин. Реакцию останавливали 

добавлением 180 мкл деионизованной воды milliQ, РНК высаживали 96%-ным этанолом в 

присутствии 0.3 М ацетата натрия, рН 5.2, и гликогена (150 мкг) при -20 °С в течение 18 ч. 

Для проведения реакции лигирования к фрагментированным фракциям RNALTc или RNALTR 

(по 70 – 100 нг каждой фракции) добавляли смесь адаптеров (Adapter Mix A) и Hybridization 

solution, инкубировали при 65 °С в течение 10 мин и при 16 °С в течение 5 мин в 

термоциклере. Далее добавляли Ligation buffer и Ligation Enzyme Mix (общий объем составил 

20 мкл) и проводили реакцию лигирования при 4 °C в течение 16 ч в термоциклере. 

Обратную транскрипцию проводили, как описано в п. 2.2.10.5. Полученную кДНК хранили 

при -20 °С или сразу использовали для приготовления библиотек. 

Амплификацию библиотек проводили в реакционной смеси (объемом 100 мкл), 

содержащей полученную кДНК (1 мкл), PCR Buffer 1, SOLiD primers 1, 2.5 мМ dNTP Mix и 

AmpliTaq. Условия амплификации были следующие: (1) 95 °С, 5 мин, 1 цикл; (2) 95 °С, 30 

сек; 62 °С, 30 сек; 72 °С, 30 сек, 18 циклов; (3) 72 °С, 7 мин, 1 цикл. Полученные продукты 

обессоливали с помощью QIAquik Qiagen gel extraction kit, разделяли с помощью гель-

электрофореза в 6%-ном ПААГ и вырезали полосы, соответствующие длине 150-200 п.н. 

(библиотеки). Каждую полосу разделяли на четыре фрагмента и два центральных фрагмента 

использовали для амплификации в тех же условиях в течение 15 циклов, после чего 

проводили повторное обессоливание. Концентрацию полученных библиотек определяли с 

помощью Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit. В результате было сконструировано две 

библиотеки: LC, на основе фракции высокомолекулярных РНК из опухолевой ткани 

контрольных мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора (RNALTc), и LR, на основе 

фракции высокомолекулярных РНК, выделенных из опухолевой ткани мышей с LLC, 

получавших инъекции РНКазы А (RNALTR). 

Подготовку библиотек к секвенированию и секвенирование было проведено к.б.н. 

Бреннером Е.В. (Лаборатория биохимии нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, 

Новосибирск). Приготовление частиц с иммобилизованными библиотеками, ПЦР в эмульсии 

и депонирование частиц проводили согласно стандартным протоколам SOLiD™ V5.5 

(Applied Biosystems). Образцы наносили на один слайд и секвенировали на приборе SOLiD™ 

5.5. Данные секвенирования были выложены в виде архива в базе GEO Database (accession 

number GEO GSE63758). 

2.2.11.8. Картирование и аннотирование генов 

Картирование и аннотирование последовательностей было проведено к.б.н. 

Курильщиковым А. М. (Лаборатория молекулярной микробиологии, ИХБФМ СО РАН, 
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Новосибирск). Картирование полученных последовательностей в геноме Mus musculus 

genome (версия NCBI37) проводили с помощью программного обеспечения Bioscope software 

v.1.2 с использованием базовых параметров. Анализ дифференциальной экспрессии 

проводили с помощью пакета Cufflinks software v.2.0.1 [538]. 

Гены были аннотированы в терминах Gene Ontology с использованием системы 

классификации PANTHER. Картирование сигнальных путей проводили с использованием 

пакета Pathview для языка R. Перед началом картирования величины Log2fold RPKM для 

каждого гена были приведены к диапазону от -1 до 1. Последовательности генов были 

соотнесены с соответствующими сигнальными каскадами с помощью автоматического 

сервера аннотирования KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 

http://www.genome.jp/kegg/kaas/). 

2.2.11.9. Исследование влияния каталитической активности РНКазы А на 

профиль миРНК в клетках LLC 

Приготовление первичной культуры клеток из солидной опухоли LLC проводили, как 

описано в п. 2.2.3.1. Клетки сажали в 6-луночный планшет в плотности of 1.5×10
6
 кл/лунку в 

среде IMDM, содержащей 10%-ную FBS и 1%-ный раствор антибиотиков и антимикотика. К 

клеткам добавляли интактную РНКазу А или РНКазу А, инактивированную DEPC, до 

конечной концентрации 10
-8

 M. Клетки инкубировали при 37 °C и 5%-ном CO2 в течение 48 

ч и далее выделяли РНК, как описано в п. 2.2.5.1. В итоге было получено три фракции 

суммарной РНК: (1) суммарная РНК из клеток LLC, обработанных физ/раствором (RNATc); 

(2) суммарная РНК из клеток LLC, обработанных интактной РНКазой А (RNATR); (3) 

суммарная РНК из клеток LLC, обработанных инактивированной РНКазой А (RNATRi). 

2.2.11.10. Определение уровня экспрессии миРНК c помощью количественной stem-

loop ПЦР 

Определение уровней миРНК проводили с помощью количественной stem-loop ПЦР 

[524, 539]. Реактивы без указания концентрации или объема добавляли согласно протоколу 

фирмы-производителя. Синтез кДНК проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, 

содержащей 3 мкг суммарной РНК RNASTc, RNASTR, RNATc, RNATR, RNATRi или 0.25 мкг 

RNASSc или RNASSR (или суммарной РНК из независимого повторного эксперимента), First-

Strand Buffer, по 0.5 мМ каждого дезоксирибонуклеотидтрифосфата, 10 мМ DTT, 200 ед. акт. 

обратной ревертазы SuperScript III и 0.05 мкМ миРНК-специфичных праймеров для обратной 

транскрипции (Таблица 4). RT праймеры предварительно нагревали при 70 °C в течение 5 

мин и инкубировали по льду в течение 2 мин перед добавлением в реакционную смесь. 

Обратную транскрипцию проводили в следующих условиях: (1) 16 °C, 30 мин; (2) 30 °C, 30 

сек, 42 °C, 30 сек, 50 °C, 30 сек, 60 циклов; (3) 85 °C, 5 мин. Амплификацию проводили в 
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реакционной смеси объемов 20 мкл, содержащей Advantage 2 Polymerase Mix, Advantage 2 

PCR Buffer, по 0.6 мМ каждого дезоксирибонуклеотидтрифосфата, 1 × EvaGreen и по 0.2 

мкМ прямого и обратного миРНК-специфичных праймеров (Таблица 5). Амплификацию 

проводили в следующих условиях: (1) 95 °C, 2 мин; (2) 94 °C, 15 сек; 58 °C, 30 сек для miR-

21, miR-29b-1, let7-g, miR-10b, miR-451a, miR-17 и miR-18a, 40 циклов; (2) 94 °C, 15 сек; 

62 °C, 30 сек для miR-145a and miR-31, 40 циклов; (3) 70 °C, 30 сек. Уровень экспрессии 

миРНК из опухолевой ткани нормализовали на уровень экспрессии U6 и rpl30, 

концентрацию сывороточных миРНК нормализовали на объем сыворотки. 

2.2.11.11. Исследование изменений экспрессии генов Drosha, Xpo5, Dicer1 и Eif2c2 

(Argonaute 2 [Ago2]) методом количественной ПЦР 

Обратную транскрипцию проводили в реакционной смеси объемом 40 мкл, 

содержащей 5 мкг RNALTc, RNALTR, RNATc, RNATR или RNATRi (или суммарную РНК из 

независимого повторного эксперимента), ОТ-буфер, 10 мМ DTT, по 0.5 мМ каждого 

дезоксирибонуклеотидтрифосфата, 100 пмоль гексануклеотидного праймера и 20 ед. акт. M-

MLV обратной транскриптазы, при 37 °C в течение 60 мин. Амплификацию проводили в 

реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей 5 мкл кДНК (разведение 10
-2
), 0.5 ед. акт. 

AmpliTaq Gold, PCR Gold Buffer, 2.5 мМ MgCl2, по 0.35 мМ каждого 

дезоксирибонуклеотидтрифосфата, 1 × EvaGreen и по 0.25 мкМ специфических прямого и 

обратного праймеров (Таблица 5). Амплификацию проводили в следующих условиях: (1) 

94 °C, 6 мин; (2) 94 °C, 12 сек; 60 °C, 15 сек; 72 °C, 30 сек, 40 циклов. Уровень экспрессии 

генов нормализовали на уровень экспрессии генов Hprt1 и rpl30. Относительную экспрессию 

генов считали с помощью программного обеспечения BioRad IQ5. 

2.2.11.12. Валидация данных секвенирования полного транскриптома с помощью 

количественной ПЦР 

Экспрессию генов Dusp6, Fam89b, Map2k4, Mtap, Serpinf1 и Angptl4 оценивали с 

помощью количественной ПЦР. Синтез кДНК проводили в реакционной смеси объемом 40 

мкл, содержащей 5 мкг RNALTc или RNALTR (или суммарную РНК из независимого 

повторного эксперимента), ОТ-буфер, 10 мМ DTT, 0.5 мМ каждого из 

дезоксинуклеозидтрифосфатов, 100 пмоль гексануклеотидного праймера и 20 ед. акт. 

обратной транскриптазы M-MLV, при 37 °C в течение 60 мин. Амплификацию проводили в 

реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей 5 мкл кДНК (разведение 10
-2
), 0.6 ед. акт. 

Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase, ПЦР буфер, 1.5 мМ MgCl2, 0.2 мМ каждого из 

дезоксинуклеозидтрифосфатов, 1×EvaGreen и 0.25 мкМ специфических прямого и обратного 

праймеров (Таблица 5). Амплификацию проводили в следующих условиях: (1) 94 °C, 4 мин, 

1 цикл; (2) 94 °C, 40 сек; 60 °C, 30 сек; 72 °C, 30 сек, 40 циклов, с последующим 
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определением точки плавления или кривых диссоциации. Уровень экспрессии генов 

определяли по количеству циклов с использованием стандартной кривой и нормализовали на 

уровень экспрессии генов Hprt1 и Ywhaz. Относительную экспрессию генов определяли с 

помощью программного обеспечения BioRad IQ5. 

2.2.12. Исследование противоопухолевого механизма действия ДНКазы I 

2.2.12.1. Определение концентрации внДНК в плазме крови 

Для забора крови использовали мышей линии С57Bl/6J с LLC и мышей линии A/Sn с 

HA-1 из п. 2.2.9.6. Забор крови проводили у следующих групп мышей: группа 1 - здоровые 

мыши линии С57Bl/6J (n=5); группы 2 и 3 - мыши линии С57Bl/6J на 12 и 18 дни развития 

LLC (n=5); группа 4 - мыши линии С57Bl/6J на 18 день развития LLC, получавшие ДНКазу I 

в дозе 0.12 мг/кг с восьмого дня после трансплантации опухоли. Забор крови был также 

проведен у таких же групп мышей линии A/Sn с HA-1. Плазму получали, как описано в 

п. 2.2.4.2. внДНК выделяли из плазмы крови и определяли их концентрацию, как описано в 

п. 2.2.5.3. 

2.2.12.2. Определение суммарной ДНКазной активности плазмы крови 

Определение суммарной ДНКазной активности плазмы крови проводили в образцах 

плазмы крови мышей линии С57Bl/6J с LLC и мышей линии A/Sn с HA-1 из п. 2.2.9.6. 

Реакционную смесь, содержащую 45 мкл плазмы, 30 мМ CaCl2, 5000 имп/мин [
32

P]-ДНК59 и 

10
-6

 M ДНК59, инкубировали при 30 - 33 °C в течение 10 – 75 мин. Реакцию останавливали 

добавлением 40 мкл 0.3 М ацетата натрия, pH 5.2, содержащего 1 мкг ДНК59, с последующей 

экстракцией фенолом, смесью фенол/хлороформ (v/v; 1/1) и хлороформом. Продукты 

расщепления осаждали добавлением 4-кратного объема 96%-ного этанола. Эффективные 

константы скорости расщепления ДНК в плазме считали, как описано в п. 2.2.11.2. 

2.2.12.3. Определение чувствительности клеток меланомы B16 к действию 

ДНКазы I 

Чувствительность клеток линии меланомы B16 к ДНКазе I определяли с помощью 

МТТ теста [536]. Для этого клетки высаживали в 96-луночный планшет по 4  10
4
 клеток на 

лунку в среде IMDM, содержащей 10%-ную FBS и 1%-ный раствор антибиотиков и 

антимикотика. Через 24 ч среду заменяли на среду без сыворотки, добавляли ДНКазу I в 

диапазоне концентраций 1 – 20×10
3
 ед.акт./мл и инкубировали при 37 °С и 5%-ном CO2 в 

течение 24 ч. Далее к клеткам добавляли раствор МТТ до концентрации 0.5 мг/мл и 

инкубировали в течение 3-4 ч в тех же условиях. Среду удаляли, образовавшиеся в клетках 

кристаллы формазана растворяли в 100 мкл DMSO и измеряли оптическую плотность по 

разности поглощения на длинах волн (λ570 – λ630) нм на многоканальном спектрофотометре 



108 

 

Multiscan RC (Labsystems, Финляндия). Данные представляли в виде процента живых клеток 

относительно контроля.  

2.2.12.4. Определение миграционной активности клеток меланомы B16 под 

действием ДНКазы I методом зарастания царапины (Scratch assay) 

Клетки меланомы B16 высеивали в 6-луночный планшет таким образом, чтобы через 

12 ч клеточная культура достигла состояния 95%-ного конфлюэнтного монослоя (1.5×10
6
 

клеток на лунку). В клеточном монослое наносили царапины носиком пипетки на 200 мкл 

шириной 0.5 мм, монослой трижды промывали PBS для удаления откреплѐнных клеток и 

инкубировали в среде DMEM, содержащей ДНКазу I в концентрации 0.1 – 3.0 × 10
3
 

ед.акт./мл, при 37 °С и 5%-ном насыщении СО2 в течение 48 ч. Границы царапины 

маркировали и фотографировали зоны повреждения каждые 2 ч в течение двух суток с 

помощью микроскопа Zeiss Primo Vert (Zeiss, Германия). Длину зоны миграции оценивали, 

как разницу между границами царапин через 0 и 48 ч после нанесения повреждения. 

Площадь миграции оценивали, как отношение площади, заполненной клетками через 48 ч, к 

начальной площади царапины, относительно контроля. Скорость миграции клеток оценивали 

путѐм расчѐта степени зарастания царапины по формуле: υ = (1 – Χ) × 100%, где Χ – 

отношение свободной площади царапины через 2, 24 и 48 ч к первоначальной площади 

царапины. Для обсчѐта площади и длины миграции использовали программу ImageJ [540]. 

Для оценки статистической достоверности данных, полученных для контроля и каждой дозы 

ДНКазы I, получали фотографии в трѐх независимых экспериментах, данные усредняли, 

приводили в виде MEAN±SEM. 

2.2.12.5. Дизайн эксперимента для конструирования ДНК-библиотек из внДНК 

Трансплантацию LLC самкам линии С57Bl/6J возрастом 10-14 недель проводили, как 

описано в п. 2.2.6.1. Мышей делили на две группы (n=10), и, начиная с четвертого дня после 

трансплантации, мыши получали следующие инъекции в/м: группа 1 (контроль) - 

физ/раствора (0.1 мл); 2 – ДНКазы I в дозе 0.12 мг/кг (0.1 мл). Введение проводили по схеме 

5+2 (5 дней инъекции, 2 дня перерыв). На 15 день после трансплантации опухоли собирали 

кровь из ретро-орбитального синуса у всех животных обеих групп через 60 мин после 

последней инъекции ДНКазы I. 

2.2.12.6. Обработка образцов и выделение внДНК 

Из крови готовили сыворотку, как описано в п. 2.2.4.1. внДНК выделяли из шести 

образцов каждой группы, как описано в п. 2.2.5.5, и объединяли согласно группам. 

Концентрацию ДНК измеряли, как описано в п. 2.2.5.5. В итоге было получено три фракции 

внДНК: внДНКh (внДНК из сыворотки крови здоровых мышей C57Bl/6J), внДНКLLC (внДНК 
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из сыворотки крови мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора) и внДНКD (внДНК 

из сыворотки крови мышей с LLC, получавших инъекции ДНКазы I). 

2.2.12.7. Приготовление ДНК библиотек из внДНК и секвенирование 

Библиотеки внДНК готовили с помощью модифицированного протокола ABS 

SOLiD™ Fragment Library Construction Kit. Реактивы без указания концентрации или объема 

добавляли согласно протоколу фирмы-производителя. внДНКh, внДНКLLC и внДНКD (200 нг) 

озвучивали в деионизованной воде milliQ в объеме 50 мкл с помощью системы Covaris S2 

при 30 °С в течение 155 сек. Для образования тупых концов фрагменты внДНК достраивали 

с помощью реакции лигирования. Для этого реакционную смесь объемом 100 мкл, 

содержащую озвученную внДНК (200 нг), End-Polishing Buffer, 2.5 мМ каждого 

дезоксирибонуклеотидтрифосфата, 20 ед. акт. End-Polishing Enzyme 1 и 40 ед. акт. End-

Polishing Enzyme 2, инкубировали при 20 °С в течение 30 мин. Обессоливание библиотек 

проводили с использованием QIAquick Gel Extraction Kit. Лигирование с двуцепочечными 

адапторами проводили в реакционной смеси объемом 100 мкл, содержащей озвученную 

достроенную внДНК (200 нг), двуцепочечные адапторы 1 и 2, T4 ligase Buffer, 25 ед. акт. Т4 

ДНК лигазы, при 20 °С в течение 15 мин. Полученные продукты разделяли с помощью гель-

электрофореза в 1.5%-ной LE-агарозе и вырезали полосы, соответствующие длине 150-250 

п.н. (библиотеки). Элюцию библиотек проводили с использованием QIAquick Gel Extraction 

Kit. 

Ник-трансляцию и амплификацию проводили в реакционной смеси объемом 400 мкл, 

содержащей 2 нг ДНК, по 5 мкМ Primer 1 и Primer 2, 355 мкл Platinum PCR Amplification 

Mix, в следующих условиях: (1) 72 °С, 20 мин (ник-трансляция); (2) 95 °С, 5 мин 

(денатурация); (3) 95 °, 15 сек; 62 °С, 15 сек; 70 °С, 4 мин, 6 циклов; (4) 70 °С, 5 мин (снятие 

кривых плавления). Полученные продукты разделяли с помощью гель-электрофореза в 1.5%-

ной LE-агарозе, вырезали полосы, соответствующие длине 150-250 п.н. (библиотеки), и 

элюировали, как описано выше. В результате было получено три библиотеки: Lh (из внДНК 

сыворотки крови здоровых мышей C57Bl/6J), LLLC (из внДНК сыворотки крови мышей с 

LLC, получавших инъекции физ/раствора) и LD (из внДНК сыворотки крови мышей с LLC, 

получавших инъекции ДНКазы I). 

Секвенирование было проведено к.б.н. Бреннером Е. В. (Лаборатория биохимии 

нуклеиновых кислот, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск). Подготовку к секвенированию 

(иммобилизацию на магнитных частицах, ПЦР в эмульсии, обогащением частиц и 

модификацией 3‘-концов) проводили с помощью стандартных протоколов ABS SOLiD 

5.500. Секвенирование проводили на платформе ABS SOLiD 5.500 (длина фрагмента 
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прочтения 75 нк). Общий объем данных секвенирования составил не менее 50 млн 

последовательностей. 

Данные секвенирования были выложены в базе NCBI BioProject (accession number 

PRJNA313482). 

2.2.12.8. Анализ данных секвенирования 

Первичная обработка данных секвенирования была проведена к.б.н. Курильщиковым 

А. М. (Лаборатория молекулярной микробиологии, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск). Данные 

секвенирования были обработаны с помощью ПО Trimmomatic 0.32 [541]. Затем качество 

данных оценивали с помощью ПО FastQC. Данные картировали на референс, состоящий из 

980 тандемных повторов генома Mus musculus, с использованием ПО Bioscope v.1.3. Для 

оценки покрытия опухоль-ассоциированных генов данные NGS картировали на геном Mus 

musculus (MM9) с помощью ПО Bioscope 1.3. Количество прочтений, картированных на 

экзоны генов Hmga2, Fos, Myc, Nras и Jun, было нормировано на общее количество 

прочтений в каждой библиотеки RPM. 

2.2.12.9. Определение уровня гена Myc методом количественной ПЦР 

Амплификацию проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей 0.1 – 

0.5 нг внДНК, SYBR-Green-containing BioMasterCor HS-qPCR и по 0.4 мкМ прямого и 

обратного специфических праймеров к Myc и β-актин-4 (Таблица 5). Условия реакции были 

следующие: (1) 95 °C, 6 мин; (2) 95 °C, 15 сек; 59 °C, 15 сек; 65 °C, 45 сек, 40 циклов. 

Уровень экспрессии гена Myc нормализовали на уровень экспрессии β-актина. 

2.2.12.10. Определение уровня SINE и LINE элементов в крови мышей C57B/6J с 

LLC и метастатической меланомой В16, получавших ДНКазу I 

Уровень SINE и LINE определяли среди внДНК, полученных из крови: (1) здоровых 

мышей C57Bl/6J; (2) мышей с в/м трансплантированной LLC; (3) мышей с в/м 

трансплантированной LLC, получавших ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг, как описано в п. 2.2.9.6; 

(4) мышей с в/в трансплантированной меланомой В16; (5) мышей с в/в трансплантированной 

меланомой В16, получавших ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг, как описано в п. 2.2.9.10. Кровь 

собирали через 60 мин после последней инъекции ДНКазы I. Сыворотку крови получали, как 

описано в п. 2.2.4.1. внДНК выделяли из сыворотки крови, как описано в п. 2.2.5.5.  

Амплификацию проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей 0.1 – 

0.5 нг внДНК, SYBR-Green-containing BioMasterCor HS-qPCR и по 0.6 мкМ прямого и 

обратного специфических праймеров к B1_mus1 (SINE элементы) и L1_mus1 (LINE 

элементы) (Таблица 5). Условия реакции были следующие: (1) 95 °C, 6 мин; (2) 95 °C, 15 сек; 
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59 °C, 20 сек; 65 °C, 60 сек, 30 циклов. Уровень ДНК нормализовали относительно 

стартового количества внДНК. 

2.2.13. Статистический анализ 

Все эксперименты in vitro проводили не менее, чем в трех повторах. Все 

эксперименты in vivo проводили не менее, чем в двух повторах. 

Для статистической обработки данных использовали t-тест критерия Стьюдента и 

однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с апостериорным критерием Фишера (Fisher 

LSD) и критерия Тьюки (Tukey). Значение p≤0.05 отражало статистически достоверные 

отличия. Для статистического анализа использовали программу STATISTICA 10.0. 
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ГЛАВЫ 3 – 7. Подавление опухолевой прогрессии путем 

инактивации опухоль-ассоциированных нуклеиновых кислот и 

индукции специфического иммунного ответа (результаты и 

обсуждение) 
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ГЛАВА 3. Противоопухолевые вакцины на основе модифицированных 

дендритных клеток, способных эффективно экспрессировать и презентировать 

опухолеспецифические антигены и запускать цитотоксический Т-клеточный 

ответ 

В настоящее время в терапии онкологических заболеваний особое место занимают 

методы, основанные на активации иммунной системы. Среди множества подходов 

выделяется использование вакцин на основе дендритных клеток (ДК), способных запускать и 

поддерживать опухолеспецифический Т- и В-клеточный иммунный ответ [542]. В последнее 

время ДК выступают в роли объектов, которые исследователи используют для нагрузки 

опухоль-ассоциированными антигенами. ДК способны их процессировать и презентировать 

на поверхности в комплексах с молекулами главного комплекса гистосовместимости (MHC) 

первого и второго типа наивным Т-клеткам. В результате чего происходит созревание и 

активация опухолеспецифических цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), способных 

мигрировать к опухоли и уничтожать опухолевые клетки. Помимо этого запускается ответ Т-

хелперных клеток (Th-клеток) первого и второго типа, стимулирующий Т- и В-клеточные 

звенья противоопухолевого иммунного ответа. 

Несмотря на то, что дендритно-клеточные вакцины широко исследуются in vivo и в 

клинике [47-49], остается ряд нерешенных вопросов. Так, известным фактом является уход 

опухоли от иммунного надзора в связи с подавлением микроокружением опухоли иммунной 

системы. Опухоль и ее микроокружение, в том числе опухоль-ассоциированные макрофаги и 

нейтрофилы, инфильтрирующие опухоль, продуцируют разнообразные цитокины и 

хемокины, которые препятствующие созреванию АПК, что приводит к подавлению их 

функциональной активности и, как следствие, к сдвигу Т-хелперного иммунного ответа 

Th2/Th17 > Th1. Th1-ответ является важным звеном противоопухолевого иммунитета, 

поскольку определяет дифференцировку цитотоксических Т-лимфоцитов из CD8+ Т-клеток 

и, таким образом, определяет поляризацию ЦТЛ-ответа. Вакцины на основе ДК считаются 

одним из наиболее эффективных способов преодоления иммунодефицита с использованием 

собственных ресурсов организма в связи с их способностью поляризовать Т-хелперные 

ответы Th1 > Th2/Th17.  

Поэтому в настоящее время крайне актуальной является разработка вакцин на основе 

ДК, позволяющих преодолевать вызванные опухолью иммунодефицитные состояния. 

Задачей настоящей главы являлась разработка и исследование новых дендритно-клеточных 
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вакцин, основанная на принципе высокоэффективной и избирательной доставки 

опухолеспецифической РНК с помощью липосомальных композиций. 

3.1. Выбор поликатионных липосом, эффективно доставляющих 

нуклеиновые кислоты в ДК 

3.1.1. Приготовление и характеристика ДК вакцин 

В работе использовали костно-мозговые преДК и полученные из них незрелые ДК. 

ПреДК получали из клеток костного мозга мышей линии C57Bl/6J с помощью 

центрифугирования на среде Histopaque-1083. CD11c
+
 преДК изолировали путем 

иммуносорбции с помощью иммуномагнитных бус. Незрелые ДК получали 

культивированием преДК или CD11c
+
 преДК в присутствии ИЛ-4 и ГМ-КСФ в течение 

шести дней (см. п. 2.2.3.3). ДК вакцину получали нагрузкой незрелых ДК ОАГ в виде 

опухолевого лизата (пассивным методом) или суммарной опухолевой РНК (в комплексах с 

катионными липосомами). 

Степень зрелости ДК определяли по морфологическим характеристикам: наличию 

разветвленных отростков плазматической мембраны, так называемых дендритов. Как видно 

из Рис. 6А, костно-мозговые преДК представляли собой клетки небольшого размера 

округлой формы. В присутствии факторов созревания преДК претерпевают 

морфологические изменения с образованием незрелых ДК. Незрелые ДК значительно 

увеличиваются в размере в сравнении с преДК, и на их плазматической мембране 

появляются многочисленные дендриты (Рис. 6, Б, В). Таким образом, примененный протокол 

воспитания преДК приводит к образованию популяции незрелых ДК со всеми типичными 

морфологическими признаками этих клеток. 

 

Рис. 6. Морфология костно-мозговых преДК сразу после выделения (А) и незрелых ДК на 

шестой день культивирования в присутствии ГМ-КСФ и ИЛ-4 (Б-В). Стрелками показаны ДК с 

отличительными морфологическими свойствами. Морфология клеток оценивалась с помощью 

фазово-контрастной микроскопии при увеличении 400×. 
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3.1.2. Методология, использованная для определения способности ДК 

активировать противоопухолевый ответ ex vivo и in vivo 

Способность модифицированных ДК запускать противоопухолевый ответ оценивали 

ex vivo по интенсивности противоопухолевого цитотоксического Т-клеточного ответа (ЦТЛ), 

запускаемого такими ДК, и in vivo по снижению размеров опухоли и количества метастазов у 

экспериментальных животных.  

Для оценки интенсивности опухолеспецифического ЦТЛ ответа, запускаемого 

модифицированными ДК, из селезенок мышей, получавших внутривенные инъекции 

модифицированных ДК или липоплексов (комплексов липосом с суммарной опухолевой 

РНК), выделяли спленоциты, рестимулировали их с помощью различных ОАГ, таких как ДК, 

нагруженных суммарной опухолевой РНК или лизата опухолевых клеток. После 

рестимуляции опухолеспецифические ЦТЛ культивировали с опухолевыми клетками и 

оценивали интенсивность цитотоксического ответа с помощью МТТ-теста или в режиме 

реального времени. Противоопухолевый потенциал ДК, нагруженных ОАГ, оценивали in 

vivo по эффективности подавления роста опухоли и количества метастазов. 

3.1.3. Поликатионные липиды и липосомы серии N-DOPE 

На первом этапе исследовали серию новых катионных липосом N-DOPE, состоящих 

из поликатионных липидов на основе остатков холестерина или диалкилглицерина, 

связанных со спермином, и липида-хелпера диолеоилфосфатидилэтаноламина (DOPE). 

Структуры катионных липидов и их химические названия приведены на Рис. 7. Липиды 

были синтезированы и любезно предоставлены для работы к.х.н. Шмендель Е. В. и д.х.н. 

М. А. Масловым (МИРЭА, Москва). Все липиды состояли из биосовместимых и 

нетоксичных структурных элементов, таких как холестерин, диалкилглицерин и спермин. 

Поликатионные липиды содержали один (липиды X2, S1, S2 и S3) или два (2X3) остатка 

холестерина или диалкилглицерина (2D3), связанных со спермином. Катионные липосомы 

состояли из поликатионных липидов и цвиттерионного фосфолипида DOPE в молярном 

отношении 1:1, для которого были экспериментально показаны наибольшие уровни 

трансфекции [543, 544]. 

Липоплексы, т.е. комплексы, состоящие из липосом и ДНК или РНК, были 

приготовлены при разных соотношениях N/P (отношение количества аминогрупп катионных 

липидов к количеству фосфатных групп нуклеиновых кислот), поскольку ранее было 

показано, что данный параметр определяет эффективность трансфекции и специфичен для 

разных типов нуклеиновых кислот [545, 546]. 



116 

 

 

Рис. 7. Структуры компонентов поликатионных липосом серии N-DOPE. 2X3 - 1,26-бис(холест-

5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорид; 2D3 - 1,26-

бис(1,2-ди-О-тетрадецил-rac-глицерин)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорид; X2 – 

1,17-диамино-N1-[(холест-5-ен-3β-ил)оксикарбонил]-5,9,14-триазагептадекан тетрагидрохлорид; 

S1 - (холест-5-ен-3β-ил)-19-амино-3,4-дитиа-6-оксо-7,11,16-триазадодеканоат тригидрохлорид; 

S2 – (холест-5-ен-3β-ил)-21-амино-4,5-дитиа-8-оксо-9,13,18-триазагенэйкозаноат 

тригидрохлорид; S3 – 1,22-диамино-N1-[(холест-5-ен-3β-ил)оксикарбонил]-3,4-дитиа-8-оксо-

7,10,14,19-тетраазадокозан тетрагидрохлорид, DOPE - 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-

фосфоэтаноламин. 
 

3.1.4. Исследование трансфекционной активности липосом серии N-DOPE по 

отношению к костно-мозговым преДК и незрелым ДК 

Для оценки способности катионных липосом серии N-DOPE доставлять нуклеиновые 

кислоты в клетки была изучена доставка плазмидной ДНК pEGFP-C2, кодирующей зеленый 

флуоресцентный белок (EGFP), и суммарной РНК из клеток ВНК IR-780, экспрессирующих 

EGFP (далее РНК-EGFP), в мышиные CD11c
+
 преДК и незрелые ДК с помощью проточной 

цитометрии.  

Липоплексы, состоящие из плазмидной ДНК pEGFP-C2 или РНК-EGFP и исследуемых 

катионных липосом, сформированные при различных соотношениях N/P, добавляли к 
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клеткам в среде IMDM без сыворотки с последующей инкубацией в полной среде IMDM (см. 

п. 2.2.7.2). Таким образом, эффективность доставки НК оценивали по эффективности 

внутриклеточного синтеза зеленого флуоресцентного белка, что позволяет оценить 

правильность внутриклеточной локализации доставляемой нуклеиновой кислоты и 

возможность процессинга синтезированного белка ДК. Количество трансфицированных 

клеток (количество EGFP-позитивных клеток в популяции) и интенсивность флуоресценции 

клеток оценивали методом проточной цитометрии. 

Данные по эффективности доставки pEGFP-C2 с помощью липосом в преДК и 

незрелые ДК представлены в Таблице 6. Из представленных данных видно, что две 

липосомальные композиции 2X3-DOPE и 2D3-DOPE обладали высокой эффективностью 

трансфекции (ТЕ), как с точки зрения количества трансфицированных клеток, так и 

интенсивности флуоресценции (MFI) (Таблица 6). 

 

Таблица 6. Доставка pEGFP-C2 с помощью катионных липосом серии N-DOPE в костно-

мозговые преДК и незрелые ДК. 

 Липосомы Флуоресцентные клетки (ТЕ, %) 

/ Интенсивность флуоресценции (MFI, 

RFU) 

N/P  4/1 6/1 8/1 10/1 

п
р

еД
К

 

 

LF 0.2 / 0.6    

2X3-DOPE 21.2 / 2.1 22.1 / 1.8 25.1 / 1.9 32.8 / 2.0 

2D3-DOPE 17.1 / 0.5 21.3 / 0.8 24.0 / 1.7 31.0 / 2.2 

X2-DOPE 15.7 / 0.8 19.4 / 0.5 38.0 / 0.5 47.3 / 0.7 

S1-DOPE 9.2 / 1.0 9.8 / 0.8 11.0 / 0.8 10.3 / 0.9 

S2-DOPE 16.2 / 0.2 15.4 / 0.4 18.5 / 0.5 27.3 / 0.9 

S3-DOPE 9.5 / 1.3 10.9 / 1.3 10.0 / 1.4 10.2 / 1.9 

н
ез

р
ел

ы
е 

Д
К

 

 

LF - - 9.7 / 0.02  

2X3-DOPE - - 31.9 / 1.9 35.8 / 1.3 

2D3-DOPE - - 33.6 / 0.8 43.6 / 1.0 

X2-DOPE - - 40.1 / 0.02 45.8 / 0.01 

S2-DOPE - - 27.2 / 1.4 35.5 / 1.5 

Липосомы состояли из поликатионных липидов и цвиттерионного фосфолипида DOPE в 

молярном отношении 1:1. Количество флуоресцентных клеток и интенсивность флуоресценции 

оценивали через 48 ч после трансфекции. Уровень трансфекции pEGFP-С2 с помощью 

Lipofectamine 2000 (LF) использовали в качестве контроля. Данные представлены в виде MEAN. 

Значения S.E.M. не превышали 10%. «–»  - не проводили исследование. 
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Заметная эффективность доставки была показана для липосом X2-DOPE и S2-DOPE. 

Липосомальные композиции S1-DOPE и S2-DOPE показали низкий уровень трансфекции. 

Увеличение соотношения N/P приводило к повышению эффективности трансфекции для 

липосом 2X3-DOPE, 2D3-DOPE, X2-DOPE и S2-DOPE, в то время как липосомы S1-DOPE и 

S3-DOPE во всем интервале соотношений трансфицировали менее 10% преДК и 

обеспечивали уровень флуоресценции клеток схожий с уровнем, наблюдаемым для 

Lipofectamine 2000. Для липосом 2X3-DOPE, 2D3-DOPE и X2-DOPE была также показана 

эффективная доставка pEGFP в незрелые ДК (Таблица 6). 

В Таблице 7 показана эффективность доставки РНК-EGFP с помощью катионных 

липосом в преДК и незрелые ДК. Оказалось, что те же липосомальные композиции, что 

опосредовали эффективную доставку плазмидной ДНК, за исключением X2-DOPE, 

эффективно доставляли РНК-EGFP в преДК: 2X3-DOPE, 2D3-DOPE и S2-DOPE. Эти же  

 

Таблица 7. Доставка РНК-EGFP с помощью катионных липосом в костно-мозговые преДК и 

незрелые ДК. 

 

Липосомы 

Флуоресцентные клетки 

(ТЕ, %) / Интенсивность 

флуоресценции (MFI, RFU) 

N/P  1/1 2/1 

п
р

еД
К

 

 

LF 0.1 / 0.3  

2X3-DOPE 14.1 / 2.2 29.6 / 3.0 

2D3-DOPE 11.7 / 1.5 37.8 / 5.9 

X2-DOPE 8.6 / 0.04 58.4 / 1.4 

S1-DOPE 2.5 / 0.1 6.3 / 0.3 

S2-DOPE 6.3 / 0.4 31.5 / 3.5 

S3-DOPE 2.1 / 0.2 31.8 / 0.3 

н
ез

р
ел

ы
е 

Д
К

 

 

LF - 12.9 / 0.01 

2X3-DOPE - 33.6 / 4.2 

2D3-DOPE - 49.4 / 3.2 

X2-DOPE - 58.8 / 1.5 

S2-DOPE - 44 / 3.9 

Липосомы состояли из поликатионных липидов и цвиттерионного фосфолипида DOPE в 

молярном отношении 1:1. Количество флуоресцентных клеток и интенсивность флуоресценции 

оценивали через 48 ч после трансфекции. Уровни трансфекции РНК-EGFP с помощью 

Lipofectamine 2000 (LF) использовали в качестве контроля. Данные представлены в виде MEAN. 

Значения S.E.M. не превышали 10%. «-» - не проводили исследование. 
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липосомальные композиции обеспечивали эффективную доставку РНК-EGFP в незрелые ДК 

(Таблица 7). Липосомы S1-DOPE доставляли РНК-EGFP в преДК с наименьшей 

эффективностью. 

Поликатионные липиды 2X3 и 2D3 могут быть классифицированы как гемини-

сурфактанты – соединения, в которых два гидрофобных домена симметрично соединены 

посредством жесткого или гибкого линкеров с гидрофильными катионными концевыми 

группами. Гемини-сурфактанты хорошо зарекомендовали себя для доставки нуклеиновых 

кислот в клетки и демонстрировали средний или высокий уровень трансфекционной 

активности [547]. Сравнение 2X3-DOPE и 2D3-DOPE, содержащих в качестве гидрофобных 

доменов холестерин и диалкилглицерин, соответственно, показало, что тип гидрофобного 

домена не оказывает значительного влияния на трансфекционную активность липосом. С 

другой стороны, количество гидрофобных доменов, введенных в состав липосом, оказывает 

существенное влияние. Так липосомы 2X3-DOPE с двумя остатками холестерина показали 

существенно более высокую эффективность трансфекции по сравнению с липосомами X2-

DOPE, содержащими один остаток холестерина. 

3.1.5. Мультикомпонентные поликатионные липосомы серии МЛ, содержащие 

адресные конструкции 

Для разработки композиций, способных направленно (таргетно) доставлять 

нуклеиновые кислоты в интересующие клетки и органы, используют стратегию сборки 

катионных липосом с введением в их состав липофильных молекул, содержащих лиганды, 

способные с высокой эффективностью взаимодействовать с поверхностными рецепторами 

клеток-мишеней. ДК и макрофаги экспрессируют лектиновый рецептор, способный узнавать 

углеводы, включая маннозу, на клеточных стенках инфекционных агентов (бактерии, грибы, 

вирусы и т.д.) [548]. Было показано, что введение остатков маннозы в химические вектора 

приводит к увеличению эффективности доставки нуклеиновых кислот в ДК [549, 550] и 

индукции противоопухолевого ответа [551, 552]. Такая селективная доставка ОАГ в ДК 

позволяет увеличить концентрацию ОАГ на поверхности ДК и усилить презентацию 

антигенов эффекторным клеткам. 

Для конструирования таргетных липосом использовали принцип модульности, 

основанный на сборке липосом из нескольких компонентов, включая основной 

трансфекционный липид, липид-хелпер DOPE и липоконъюгаты, содержащие в своем 

составе остатки маннозы. В качестве основы для разработки таргетных маннозилированных 

липосом (серия МЛ), адресованных к лектиновым рецепторам ДК, в качестве кóровых 

липосом были выбраны липосомы 2X3-DOPE, которые при доставке как ДНК, так и РНК, 
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показали лучшее соотношение TE / MFI. Липосомы 2D3-DOPE не были выбраны по причине 

присутствия в их структуре остатков диалкилглицерина, которые могут затруднять сборку 

таргетных липосом или снижать их стабильность. Структуры компонентов МЛ представлены 

на Рис. 8. 

 

Рис. 8. А. Структуры липоконъюгатов, входящих в состав липосом серии МЛ. Б. МЛ состояли из 

катионного липида 2X3, липида-хелпера DOPE (1 : 2 мол. отношение) и маннозилированных 

липоконъюгатов 1 (1-[6-(α-D-маннопиранозилокси)гексил]амино-4-{6-[rac-2,3-

ди(тетрадецилокси)проп-1-илоксикарбониламино]гексил}аминобутан-1,4-дион, липосомы М1, 

М2 и М3) и 2 (3-[6-(α-D-маннопиранозилокси)гексил]амино-4-{6-[rac-2,3-

ди(тетрадецилокси)проп-1-илоксикарбониламино]гексил}аминоциклобут-3-ен-1,2-дион, 

липосомы М4, М5 и М6), взятых в молярном отношении 2.5, 5 и 10%, соответственно. 

 

Маннозилированные липосомы состояли из липидов 2X3 и DOPE (1:2 мол. 

отношение) с добавлением 2.5, 5 или 10% мол. маннозилированных липоконъюгатов 1 

(липосомы М1, М2, М3, соответственно) или 2 (липосомы М4, М5, М6, соответственно) 

(Рис. 8). Маннозилированные липоконъюгаты состояли из биосовместимых компонентов и 

содержали остаток D-маннозы, соединенный с диалкилглицерином через сукцинильный 

(липоконъюгат 1) или скваратный (липоконъюгат 2) линкеры, отличающиеся друг от друга 

пространственной структурой и гибкостью (Рис. 8). 

Анализ физикохимических свойств липосом серии МЛ показал, что средний диаметр 

липосом M1 – M6 больше, чем у кóровых липосом 2X3-DOPE. Липосомы M1 – M3, 

содержащие липоконъюгат 1, обладали самыми большими размерами (около 120 нм), причем 
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процентное содержание липоконъюгата не влияло на размер липосом. Размер липосом M4 – 

M6 уменьшался со 100 нм до 54 нм с увеличением содержания липоконъюгата 2 в липосомах 

и был близок к диаметру кóровых липосом 2X3-DOPE (первичные данные не приведены). 

При добавлении к липосомам как серии N-DOPE, так и серии МЛ, плазмидной ДНК 

происходило постепенное уменьшение их среднего размера, коррелирующее с увеличением 

соотношения N/P (до 57 нм при N/P 10/1). Исследованные липоплексы, сформированные при 

низких соотношениях N/P 2/1 и 1/1, имели отрицательный поверхностный заряд, который 

становился положительным при увеличении N/P до 4/1. Следует отметить, что при высоких 

соотношениях N/P (8/1 и 10/1) формировались очень компактные липоплексы с высоким 

положительным зарядом. 

3.1.6. Исследование специфичности взаимодействия липосом серии МЛ с 

аналогом маннозного рецептора конканавалином А 

Для оценки доступности маннозы в составе липосом серии МЛ была исследована 

агглютинации МЛ с КонА, который является растительным аналогом маннозного рецептора 

и имеет в своей структуре четыре сайта связывания остатков D-маннозы [553, 554]. В 

Таблице 8 представлены эффективные константы скорости формирования комплексов с 

КонА, которые фактически отражают способность липосом серии МЛ связываться с 

лектиновыми рецепторами АПК. Все липосомы серии МЛ эффективно связывались с КонА. 

С увеличением количества маннозилированных липоконъюгатов 1 или 2 в составе МЛ с 

2.5% мол. до 10% мол. эффективная константа скорости k увеличивалась (Таблица 8). 

Кóровые липосомы 2X3-DOPE также характеризовались высокой константой связывания,  

 

Таблица 8. Эффективные константы скорости формирования комплексов КонА-

липосомы (k).  

Липосомы k*, с
-1

 

2X3 (8.7±0.2)×10
-3

 

M1 (3.0±0.1)×10
-3

 

M2 (5.2±0.2)×10
-3

 

M3 (11.1±0.3)×10
-3

 

M4 (3.6±0.1)×10
-3

 

M5 (6.8±0.1)×10
-3

 

M6 (7.4±0.3)×10
-3

 

* Для расчета k использовали формулу: 

T(t) = a + be-kt, где k – эффективная константа скорости образования комплексов, t – время. 
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несмотря на отсутствие остатков маннозы в их составе, по всей вероятности, за счет 

электростатических взаимодействий (Таблица 8). Таким образом, все исследуемые МЛ 

специфично связываются с аналогом маннозного рецептора и могут быть использованы для 

рецептор-опосредуемой доставки ОАГ в ДК. 

3.1.7. Определение плотности маннозных рецепторов на поверхности ДК и 

оценка маркеров созревания ДК 

Для исследования эффективности трансфекции плазмидной ДНК и РНК с помощью 

адресных липосом серии МЛ в преДК и незрелые ДК в популяции CD11c
+
 клеток вначале 

оценили содержание маннозных рецепторов на поверхности клеток и экспрессию маркеров 

созревания ДК CD80, CD83, CD86 и MHC II. Количество CD11c
+
 клеток среди общей 

популяции преДК составило 6.8%. На шестой день созревания в присутствии ГМ-КСФ и ИЛ-

4 культура незрелых ДК уже содержала около 54% CD11c
+
 клеток. Содержание маннозных 

рецепторов на поверхности преДК и незрелых ДК определяли путем окрашивания mAb к 

CD206: согласно полученным данным около 4% преДК и 45% незрелых ДК экспрессируют 

на своей поверхности маннозные рецепторы CD206. 

Зрелые ДК получали путем обработки незрелых ДК липосомами 2X3-DOPE и М6 или 

их липоплексами с РНК-В16 и оценивали фенотип зрелых ДК по уровням экспрессии 

маркеров созревания CD80, CD83, CD86 и MHC II (Рис. 9). В качестве положительного 

контроля использовали ДК, обработанные ЛПС (100 нг/мл, 24 ч). Оказалось, что обработка 

ДК не нагруженными липосомами приводит к увеличению плотности маркеров созревания 

на поверхности ДК даже в большей степени, чем их обработка ЛПС (Рис. 9, панели ЛПС, 

2X3-DOPE и М6, все маркеры). При обработке ДК липоплексами 2X3-DOPE/РНК-В16 и 

М6/РНК-В16 происходило значительное увеличение плотности CD83 и CD86 на 

поверхности ДК по сравнению с ДК, обработанными только липосомами. Таким образом, 

наши данные показали, что как пустые липосомы, так и липосомы, нагруженные РНК, 

стимулируют созревание ДК в отсутствие каких-либо дополнительных факторов. 

3.1.8. Исследование трансфекционной активности маннозилированных липосом 

по отношению к преДК и незрелым ДК 

Эффективность трансфекции плазмидной ДНК pEGFP-С2 и РНК в комплексах с МЛ в 

преДК и незрелые ДК представлена в Таблицах 9 и 10. При соотношении N/P 1/1 и 2/1, когда 

заряды липоплексов являются отрицательными, нейтральными или умеренно 

положительными, больший вклад в эффективность трансфекции по нашим предположениям  
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Рис. 9. Экспрессия маркеров созревания на поверхности ДК после их инкубации в присутствии 

липосом 2X3-DOPE, М6 и липоплексов 2X3-DOPE/РНК, М6/РНК. РНК – суммарная РНК клеток 

меланомы В16; w/s – ДК без стимуляции (негативный контроль); ЛПС – ДК, обработанные ЛПС 

(положительный контроль). ДК были окрашены анти-CD80 (PE), анти-CD83 (РЕ), анти-CD86 

(FITC), анти-MHC II (FITC) mAb и проанализированы с помощью проточной цитометрии. 

 

будет вносить рецептор-опосредованная доставка. Из представленных данных видно, что при 

N/P 1/1 и 2/1 интенсивность флуоресценции преДК, опосредованная экспрессией EGFP, в 1.1 

– 1.5 раза выше для липосом М1, М2, М3 и М6 по сравнению с липосомами 2X3-DOPE 

(Таблица 9). Тем не менее, интенсивность флуоресценции и, что более важно, количество 

EGFP-положительных клеток, слишком малы (до 0.7 RFU и 12%, соответственно), что, по 

всей вероятности, связано с низкой плотностью маннозных рецепторов на поверхности 

преДК. 
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Таблица 9. Доставка pEGFP-C2 в преДК и незрелые ДК с помощью липосом серии МЛ. 

 Липосомы
1)

 Флуоресцентные клетки (ТЕ, %) / Интенсивность флуоресценции 

(MFI, RFU)
2)

 

N/P  1/1 2/1 4/1 6/1 8/1 10/1 

п
р

еД
К

 

 

LF 4.6 / 0.1      

2X3-DOPE 10.0 / 03 11.7 / 0.4 15.3 / 1.5 23.7 / 1.3 25.1 / 1.4 37.1 / 1.5 

M1 11.3 / 0.4 13.3 / 0.6 17.9 / 1.3 25.5 / 1.2 25 / 1.5 35.7 / 1.6 

M2 11.1 / 0.4 16.2 / 0.8 22.0 / 1.1 24.6 / 1.2 21.3 / 1.3 25.7 / 1.7 

M3 12.4 / 0.5 13.8 / 0.8 20.6 / 1.0 22.9 / 1.1 19.3 / 1.0 18.2 / 1.0 

M4 7.1 / 0.2 9.1 / 0.3 20.0 / 1.2 24.9 / 1.2 31.7 / 1.2 41.1 / 1.5 

M5 7.5 / 0.2 9.2 / 0.2 21.4 / 1.1 28.8 / 1.2 38.2 / 1.1 51.8 / 1.4 

M6 11.5 / 0.4 16.5 / 0.7 24.7 / 1.0 28.1 / 1.2 33.4 / 1.4 47 / 1.5 

н
ез

р
ел

ы
е 

Д
К

 

 

LF - -  - -  

2X3-DOPE - - 21.3 / 1.2 - 30 / 1.4 33.4 / 1.4 

M1 - - 21 / 1.2 - 35.2 / 1.4 37 / 1.3 

M2 - - 15.2 / 1.0 - 32.2 / 1.4 31.6 / 1.2 

M3 - - 13.6 / 0.8 - 34.3 / 1.4 37.8 / 1.4 

M4 - - 23.4 / 1.2 - 32.6 / 1.3 29.5 / 1.2 

M5 - - 24.1 / 1.3 - 32.8 / 1.4 29.4 / 1.2 

M6 - - 20 / 1.0 - 35.7 / 1.3 36.8 / 1.3 

1)Липосомы серии МЛ состояли из липида 2X3 и липида-хелпера DOPE в молярном 

отношении 1:2, а также липоконъюгатов 1 или 2, содержащих остатки маннозы. 2) Уровень 

трансфекции pEGFP-C2 (количество флуоресцентных клеток и интенсивность флуоресценции) 

оценивали через 48 ч после трансфекции по уровню экспрессии зеленого флуоресцентного белка. 

Уровень трансфекции pEGFP-С2 с помощью Lipofectamine 2000 (LF) и кóровых липосом 2X3-

DOPE использовали в качестве контроля. Данные представлены в виде MEAN. Значения S.E.M. 

не превышали 10%. 

 

Липоплексы, сформированные при высоких соотношениях N/P (от 4/1 до 10/1), имеют 

больший положительный заряд, поэтому при доставке pEGFP в клетки основной вклад будет 

определяться электростатическими взаимодействиями между положительно заряженными 

липоплексами и отрицательно заряженной клеточной мембраной ДК. Действительно, при 

данных N/P разница в эффективности трансфекции между контрольными липосомами 2X3-

DOPE и МЛ не превышала 10% (Таблица 9). При увеличении соотношения N/P наблюдалось 

повышение эффективности трансфекции как с точки зрения количества трансфицированных 

преДК, так и интенсивности флуоресценции. При высоких N/P липосомы М4, М5 и М6 в 1.2 

– 1.4 раза более эффективно доставляли pEGFP в преДК по сравнению с кóровыми 

липосомами 2X3-DOPE и М1 – М3 (Таблица 9), однако интенсивность флуоресценции 

клеток была примерно одинакова для всех липосом (Таблица 9). 
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Данные по доставке pEGFP с помощью МЛ в незрелые ДК с большим содержанием 

маннозных рецепторов показали, что при соотношении N/P 4/1 МЛ обладали одинаковыми 

или более низкими (для липосом М2 и М3) уровнями ТЕ по сравнению с кóровыми 

липосомами 2X3-DOPE (Таблица 9). При увеличении N/P наблюдалось увеличение 

трансфекционной активности для всех дипосом (Таблица 9). 

Доставку РНК-EGFP в комплексах с МЛ осуществляли при низких соотношениях N/P 

1/1 и 2/1 (Таблица 10), при которых главным механизмом трансфекции будет рецептор-

опосредованный эндоцитоз. Из представленных данных видно, что при N/P 1/1 липосомы М3 

наиболее эффективно доставляли РНК-EGFP в преДК по сравнению с другими МЛ и 

кóровыми липосомами 2X3-DOPE (Таблица 10). Другие липоплексы МЛ/РНК-EGFP,  

 

Таблица 10. Доставка РНК-EGFP в преДК и незрелые ДК с помощью липосом серии МЛ. 

 Липосомы
1)

 Флуоресцентные клетки (ТЕ, %) 

/ Интенсивность флуоресценции 

(MFI, RFU)
2)

 

N/P  1/1 2/1 

п
р

еД
К

 

 

LF 2.8 / 0.1  

2X3-DOPE 19.5 / 1.4 49.9 / 6.6 

М1 15.4 / 1.4 21.6 / 2.3 

М2 19.6 / 1.9 30.5 / 6.6 

М3 34.9 / 3.6 31.8 / 4.3 

М4 19.3 / 2.0 29.8 / 2.5 

М5 17.4 / 1.2 45 / 2.6 

М6 20.4 / 1.6 35.6 / 6.0 

н
ез

р
ел

ы
е 

Д
К

 

 

LF - - 

2X3-DOPE - 44.3 / 6.4 

М1 - 46.9 / 8.8 

М2 - 31.9 / 6.0 

М3 - 29.8 / 3.0 

М4 - 43.3 / 9.2 

М5 - 40.7 / 8.3 

М6 - 39.6 / 9.1 

1) Липосомы серии МЛ состояли из липида 2X3 и липида-хелпера DOPE в молярном отношении 

1:2, а также липоконъюгатов 1 или 2, содержащих остатки маннозы.2) Уровень трансфекции РНК-

EGFP (количество флуоресцентных клеток и интенсивность флуоресценции) оценивали через 48 

ч после трансфекции по уровню экспрессии зеленого флуоресцентного белка. Уровень 

трансфекции pEGFP-С2 с помощью Lipofectamine 2000 (LF) и кóровых липосом 2X3-DOPE 

использовали в качестве контроля. Данные представлены в виде MEAN. Значения S.E.M. не 

превышали 10%. 
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сформированные при N/P 1/1, не отличались по ТЕ от 2X3-DOPE. Увеличение соотношения 

N/P привело к повышению ТЕ для всех исследованных липосом (Таблица 10). 

Доставка РНК-EGFP в незрелые ДК с помощью МЛ при соотношении N/P 2/1 показала, 

что липосомы М1, М4 – М6 обладали высоким уровнем ТЕ, сравнимым с 2X3-DOPE 

(Таблица 10), при этом уровень интенсивности флуоресценции в 1.4 раза превышал таковой 

для клеток, трансфицированных 2X3-DOPE. Наименее эффективными липосомами для 

доставки РНК в незрелые ДК оказались М3. 

Следует отметить, что доставка РНК-EGFP с помощью МЛ как в преДК, так и в 

незрелые ДК была более эффективной по сравнению с доставкой pEGFP-C2. Это можно 

объяснить свойствами РНК: молекулы РНК меньше по размеру и более гибкие по сравнению 

с пДНК, что обусловило более легкую компактизацию РНК в липоплексы. Кроме того, в 

случае с РНК необходима лишь доставка в цитозоль, тогда как пДНК должна быть 

доставлена в ядро. 

Липоплексы МЛ с ДНК, как и липосомы 2X3-DOPE/ДНК, сформированные при 

высоких соотношениях N/P, несут положительный заряд и взаимодействуют с клетками, в 

основном, за счет электростатических взаимодействий с отрицательно заряженной 

клеточной мембраной, а не за счет взаимодействия с маннозными рецепторами, или вклад 

такого взаимодействия очень небольшой. Напротив, при низких N/P липоплексы имеют 

отрицательный заряд или близкий к нейтральному, и в этом случае вклад рецептор-

опосредованного эндоцитоза становится основным. Именно при низких соотношениях N/P 

(1/1 и 2/1) для всех липосом серии МЛ наблюдался выигрыш в трансфекционной 

эффективности в сравнении с кόровыми липосомами 2X3-DOPE. Однако значение ТЕ при 

доставке ДНК в ДК при таких соотношениях были слишком низки для того, чтобы достичь 

необходимые уровни нагрузки ДК in vitro. Таким образом, введение в состав липосом 2X3–

DOPE маннозилированных липоконъюгатов не привело к существенному увеличению 

эффективности доставки ДНК в преДК и незрелые ДК in vitro. Возможно, это связано с тем, 

что сама по себе кόровая липосомальная композиция 2X3-DOPE уже обеспечивала очень 

высокие уровни доставки рДНК в ДК, и на этом уровне вклад рецептор-опосредованной 

доставки был небольшим. 

Иная картина наблюдается для РНК (Таблица 10). По сравнению с кόровыми 

липосомами 2X3-DOPE при доставке РНК в составе липоплексов серии МЛ в незрелые ДК 

хотя и не наблюдалось выигрыша в количестве флуоресцентных клеток, тем не менее, 

интенсивность флуоресценции превышала таковую для кόровых липосом, что говорит о 
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более высоком уровне экспрессии трансгена и указывает на существенный вклад рецептор-

опосредованной доставки. 

3.2. Исследование противоопухолевого потенциала ДК, нагруженных 

комплексами опухолевой РНК и катионных липосом 

3.2.1. Доказательство адресности липосом серии МЛ. 

При взаимодействии ДК с наивными Т-лимфоцитами происходит их 

дифференцировка в антиген-специфические эффекторные Т-клетки с различными 

функциями. Так, CD4
+
 Т-лимфоциты могут стать Т хелперами 1 (Th1), 2 (Th2) и 17 (Th17) 

типов, а также Т-регуляторными клетками (Трег). Главные функции Т-хелперов 

заключаются в стимуляции CD8
+
 цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), способных 

специфически узнавать и уничтожать опухолевые клетки [555]. Уникальная способность ДК 

заключается в активации CD4
+
 Т-хелперов и CD8

+
 ЦТЛ, таким образом, в определении 

направленности противоопухолевых иммунных реакций. 

Преимущество адресных конструкций для доставки нуклеиновых кислот в АПК 

заключается в возможности их использования непосредственно in vivo для активации 

опухолеспецифических ЦТЛ на уровне организма. Представлялось интересным оценить 

способность адресных липосом серии МЛ активировать ЦТЛ in vivo. Для этого липоплексы 

2X3-DOPE/РНК-B16, M5/РНК-B16 и M6/РНК-B16 вводили внутривенно здоровым мышам 

линии C57Bl/6J (см. п. 2.2.7.10). В качестве контроля использовали пустые липосомы 2X3-

DOPE. На седьмой день после введения липоплексов получали первичные культуры 

спленоцитов, проводили их рестимуляцию с помощью лизата клеток меланомы В16 в 

присутствии ИЛ-2 в течение четырех дней и оценивали их цитотоксичность против клеток 

меланомы В16 с помощью МТТ-теста (Рис. 10). Из рисунка видно, что интенсивность ЦТЛ 

ответа в случае липоплексов РНК с  кóровыми липосомами 2X3-DOPE и липосомами М5, 

содержащих 5% мол. маннозилированных липоконъюгатов 2 со скваратным линкером 

статистически значимо не отличалась от уровня лизиса под действием непраймированных 

спленоцитов (базовая линия, 7 – 10% клеток, Рис. 10). В случае липосом М6, содержащих 

10% мол. маннозилированных липоконъюгатов 2 со скваратным линкером, наблюдался 

специфический лизис клеток меланомы В16, который был в 2.2 и 1.7 раз выше по сравнению 

с непраймированными спленоцитами и липосомами 2X3-DOPE, соответственно (при 

соотношении эффекторные клетки / таргетные клетки = 20 / 1), при этом отличия были 

статистически достоверны. Следует отметить, что интенсивность ЦТЛ ответа в случае 

праймирования Т-клеток под действием пустых липосом 2X3-DOPE, не содержащих РНК,  
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Рис. 10. Лизис клеток меланомы В16 под действием спленоцитов, праймированных 

липоплексами 2X3-DOPE/РНК-B16, M5/РНК-B16 и M6/РНК-B16 in vivo. Базовая линия 

(пунктирная): неспецифический лизис клеток В16 спленоцитами, выделенными из контрольных 

животных, получавших инъекции Opti-MEM (контроль), уровень базовой линии не превышал 7-

10%. Э/Т соотношение эффекторные клетки (спленоциты) / таргетные клетки (клетки В16). 

Статистический анализ проводили с помощью т-теста Стьюдента. Данные представлены как 

MEAN±S.E.M. 

 

статистически значимо не отличалась от уровня лизиса под действием непраймированных 

спленоцитов (первичные данные не приведены). 

Полученные данные показали, что липосомы М6 при введении в организм 

праймируют опухолеспецифические ЦТЛ с эффективностью, в два раза превышающей 

эффективность липосом 2X3-DOPE. Таким образом, адресные липосомы, демонстрируя 

примерно 1.1-1.5-кратный выигрыш в доставке РНК в ДК in vitro по сравнению с 

липосомами 2X3-DOPE, имеют двукратный выигрыш в праймировании ЦТЛ на уровне 

организма, по всей вероятности, за счет вовлечения в этот процесс не только ДК, но и других 

АПК, в частности, макрофагов. 

3.2.2. Бесклеточные вакцины - комплексы липосом М6 с РНК, сравнимые по 

эффективности с ДК-вакцинами 

При введении ДК вакцин в организм-опухоленоситель праймирование ЦТЛ 

происходит путем непосредственного взаимодействия между ДК и Т-лимфоцитами с 

последующей пролиферацией опухолеспецифического клона ЦТЛ. При введении 

комплексов липосом с опухолевой РНК в организм-опухоленоситель липосомам необходимо 
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сначала найти и трансфицировать ДК, которые, в свою очередь, далее будут праймировать 

ЦТЛ. 

С целью сравнения эффективности праймирования ЦТЛ под действием липосом и ДК 

мышам линии C57Bl/6J трансплантировали клетки меланомы В-16 и в/в вводили комплексы 

липосом 2X3-DOPE или М6 с РНК-В16, либо классические ДК-вакцины, где ДК были 

трансфицированы данными липоплексами ex vivo (п. 2.2.7.12). Из селезенки 

экспериментальных животных получали спленоциты и рестимулировали их клетками 

меланомы В16, обработанными митомицином С. Эффективность противоопухолевых ЦТЛ 

оценивали по способности уничтожать клетки меланомы В16 in vitro в режиме реального 

времени (Рис. 11, А). 

Внутривенное введение животным с меланомой как липоплексов, так и ДК-вакцин, 

инициировало активацию ЦТЛ (Рис. 11, А, Б). Липоплексы M6/РНК активировали наиболее 

эффективные ЦТЛ, которые снижали количество клеток меланомы В16 в 2.7 раза 

относительно контроля через 60 ч совместной инкубации ЦТЛ с опухолевыми клетками 

(Рис. 11, А, Б). И эффективность липоплексов M6/РНК была сравнима с эффективностью 

ДК-вакцин, нагруженных комплексами такого же состава (Рис. 11, А). Липоплексы 2X3-

DOPE/РНК В16, как интактные так и в составе ДК-вакцины, были менее эффективны по 

сравнению с липоплексами и ДК-вакциной на основе липосом М6 (Рис. 11, А). 

Липосомы 2X3-DOPE, не содержащие РНК, также влияли на активацию 

опухолеспецифических ЦТЛ, что выражалось в снижении количества клеток меланомы в 1.3 

раз относительно контроля, однако снижение было статистически недостоверным. Такая 

неспецифическая активация ЦТЛ может быть обусловлена, прежде всего, тем, катионные 

липосомы, неся большую плотность положительного заряда, распознаются толл-подобными 

рецепторами иммунокомпетентных клеток как патогенные агенты, что и приводит к 

некоторой активации иммунной системы [556]. 

3.2.3. Противоопухолевый потенциал ДК, трансфицированных комплексами 

липосом серии N-DOPE и МЛ с опухолевой РНК 

Одним из главных вопросов нашего исследования был вопрос, насколько эффективны 

ДК-вакцины, полученные путем трансфекции ДК липоплексами опухолевой РНК с 

липосомами серии N-DOPE и МЛ, в индукции противоопухолевого ответа in vivo. Для 

исследования противоопухолевого потенциала ДК, трансфицированных комплексами 

липосом с суммарной опухолевой РНК, использовали метастатическую модель меланомы, не 

формирующую первичного опухолевого узла и характеризующуюся метастазами в легких. 
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Рис. 11. Цитотоксическое действие спленоцитов мыши, индуцированных in vivo под действием 

ДК, нагруженных РНК-В16 в комплексах с липосомами 2X3-DOPE или М6, и комплексов 

липосом с РНК-В16, против клеток меланомы В16. А. Оценку жизнеспособности клеток 

меланомы В16 проводили в реальном времени с помощью прибора xCELLigence (―ACEA 

Biosciences‖, США). Данные представлены как средний клеточный индекс ± стандартное 

отклонение. Б. Диаграмма типа «ящик с усами», отражающая медианное значение клеточного 

индекса на время окончания эксперимента (60 ч). Статистическая обработка данных была 

проведена с помощью однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием 

Тьюки. Значение p отражает статистически достоверные отличия по сравнению с контролем, ** - 

статистически недостоверные отличия по сравнению с контролем. 
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Для исследования из серии липосом N-DOPE были выбраны липосомы 2X3-DOPE, 

2D3-DOPE и X2-DOPE, продемонстрировавшие высокую эффективность доставки РНК в 

незрелые ДК in vitro. В качестве источника ОАГ для нагрузки незрелых ДК использовали 

суммарную РНК, выделенную из клеток меланомы В16 (РНК-B16). Клетки меланомы В16 

трансплантировали в/в мышам линии C57Bl/6J и на четвертый день после трансплантации 

мышам в/в однократно вводили ДК, нагруженные липоплексами 2X3-DOPE/РНК-В16, 2D3-

DOPE/РНК-В16 или X2-DOPE/РНК-В16 (п. 2.2.7.8). В качестве контроля сравнения 

использовали мышей-опухоленосителей, получавших инъекции физ/раствора, и мышей, 

получавших инъекции ДК, трансфицированных РНК-В16 с помощью Lipofectamine 2000. 

На Рис. 12 приведено количество поверхностных метастазов в легких мышей с 

меланомой после лечения. Медианное количество метастазов в группе мышей, которым 

вводили ДК, нагруженные LF/РНК-B16, составило 63, что в 1.3 раза ниже по сравнению с 

контролем, получавшим физ/раствор (медиана 84). Введение животным ДК, 

трансфицированными липоплексами 2X3-DOPE/РНК-B16 и 2D3-DOPE/РНК-B16, привела к 

значительному снижению количества легочных метастазов (Рис. 12): медианное количество 

метастазов составило 25 и 22, соответственно, что в 3.3-3.8 раз меньше по сравнению с 

контрольной группой и в 2.5-2.8 раза меньше по сравнению с группой животных, 

получавшей ДК, нагруженные LF/РНК-B16. ДК, нагруженные X2-DOPE/РНК-B16, 

незначительно снижали количество легочных метастазов (медиана 68), однако отличия были 

статистически недостоверны. 

Интересным фактом является то, что эффективность трансфекции липосомами и 

уровень флуоресценции трансфицированных ими клеток не очевидно коррелирует с 

антиметастатическим эффектом ДК, нагруженных липосомами. Так, по соотношению 

TE/MFI преимущество имели липосомы 2D3-DOPE > 2X3-DOPE (Таблица 7). Тем не менее, 

антиметастатический эффект ДК/2X3-DOPE был сравним с ДК/2D3-DOPE. Однако, ДК, 

нагруженные липосомами X2-DOPE, которые имели самое лучшее соотношение TE/MFI 

(Таблица 7), практически не ингибировали развитие метастазов. 

Для исследования антиметастатической активности ДК, нагруженных липосомами 

серии МЛ в комплексе с опухолевой РНК, были выбраны липосомы 2X3-DOPE, M1, M2, M4, 

M5 или М6. Липосомы М3 не исследовали в эксперименте in vivo вследствие низкой 

эффективности трансфекции в экспериментах in vitro. Микроскопическое исследование 

поверхности легких показало, что иммунизация мышей ДК, трансфицированными 

липоплексами 2X3-DOPE/РНК-B16, M5/РНК-B16 и M6/РНК-B16, приводило к 

значительному снижению количества легочных метастазов (Рис. 13). 
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Рис. 12. Подавление метастазов на модели меланомы В16 с помощью ДК, трансфицированных 

липосомами серии N-DOPE в комплексе с опухолевой РНК. А. Схема эксперимента. Б. 

Количество поверхностных метастазов в легких мышей с меланомой В16 после введения ДК, 

нагруженных РНК-В16 в комплексах с катионными липосомами серии N-DOPE. Диаграмма типа 

―ящик с усами‖, отражающая медианное значение. Статистическую обработку данных 

проводили с использованием однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным 

критерием Тьюки. Значение p отражает статистически достоверные отличия по сравнению с 

контролем. 

 

Медианное количество метастазов в группах мышей, получавших лечение ДК, 

нагруженными липоплексами 2X3-DOPE/РНК-B16, составило 13 и было в 4.2 раза ниже по 

сравнению с контролем (p=0.033, Рис. 13). Липоплексы M5/РНК-B16 и M6/РНК-B16 более 

эффективно снижали количество метастазов: медианное количество составило 8 и 11, 

соответственно, что в 6.7 и 5 раз ниже по сравнению с контролем (p=0.017 и p=0.015,  
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Рис. 13. Подавление метастазов на модели меланомы В16 с помощью ДК, трансфицированных 

липосомами серии МЛ в комплексе с опухолевой РНК. А. Схема эксперимента. Б. Количество 

метастазов у животных с меланомой В16 после введения ДК, нагруженных РНК-В16 в 

комплексах с МЛ. Диаграмма типа ―ящик с усами‖, отражающая медианное значение. 

Статистический анализ был проведен с помощью однофакторного дисперсионного анализа с 

апостериорным критерием наименьшей значимости Фишера (Fisher LSD). Значение p отражает 

статистически достоверные отличия по сравнению с контролем. 

 

Рис. 13). Для мышей, получавших инъекции ДК, трансфицированных липоплексами 

М4/РНК-В16, медианное количество метастазов составило 18 и было в 3 раза ниже по 

сравнению с контролем (p=0.035, Рис. 13). В группе мышей, получавших ДК, нагруженные 

липоплексами М1/РНК-В16 или М2/РНК-В16, медианное количество метастазов снижалось 

(20 и 10, соответственно), тем не менее, большой разброс значений внутри групп показал, 

что снижение статистически недостоверно. 

Как и в случае липосом серии N-DOPE не наблюдалось прямой корреляции между 

эффективностью трансфекции липосомами и уровнем флуоресценции трансфицированных 



134 

 

ими клеток с антиметастатическим эффектом ДК. Так, ДК, нагруженные липосомами М5 и 

М6, имеющими схожее соотношение TE/MFI (Таблица 10), которая была сравнима с 2X3-

DOPE (Таблица 10), подавляли метастазы с самой высокой эффективностью, Тем не менее, 

липосомы М1, имеющие самое лучшее соотношение TE/MFI, обладали наименьшей 

антиметастатической эффективностью (Таблица 10, Рис. 13). 

Таким образом, из серии адресных липосом МЛ липосомы М5 и М6 являются 

лучшими кандидатами для приготовления опухолеспецифических ДК-вакцин ex vivo. 

3.2.4. Исследование аллостимуляторной активности ДК, нагруженных 

комплексами МЛ с РНК-В16 

Поскольку ДК, трансфицированные М5/РНК-В16 и М6/РНК-В16, 

продемонстрировали высокую эффективность в запуске антиметастатического ответа на 

модели меланомы В16 in vivo, а сами липоплексы при введении in vivo вызывали индукцию 

высокоэффективных ЦТЛ, была оценена такая важная характеристика, как способность 

липоплексов влиять на способность ДК стимулировать пролиферацию спленоцитов. Влияние 

липосом на стимуляторную способность ДК исследовали в реакции аллогенных смешанных 

лимфоцитов in vitro (Рис. 14). Для этого ДК, нагруженные липоплексами 2X3-DOPE/РНК-

В16 или М6/РНК-В16, ко-культивировали с аллогенными спленоцитами и через 24 ч 

оценивали их пролиферацию. Оказалось, что ДК, нагруженные липоплексами 2X3-

DOPE/РНК-В16 или М6/РНК-В16, обладали высокой стимуляторной активностью и 

усиливали пролиферацию спленоцитов в 1.9 – 2 раза по сравнению с нестимулированными 

ДК и с ЛПС (Рис. 14). ДК, обработанные пустыми липосомами 2X3-DOPE или М6, также 

стимулировали пролиферацию спленоцитов, однако отличия были статистически 

недостоверны (Рис. 14).  

Несмотря на то, что различия в стимуляторной активности не нагруженных липосом 

2X3-DOPE и М6 находились на границе статистической достоверности, тем не менее, они 

продемонстрировали высокий уровень стимуляции пролиферации спленоцитов. Способность 

повышать пролиферацию спленоцитов была показана и для некоторых других типов 

липосом. Так было показано, что липосомы на основе катионного липида 3β-N-

(диметиламиноэтил)карбамата с холестерином при подкожном введении стимулируют 

пролиферацию спленоцитов в организме мыши [557]. Полученные нами данные указывают 

на потенциальную возможность использования липоплексов с опухолеспецифической РНК в 

качестве бесклеточных вакцин, то есть, минуя стадию приготовления ДК-вакцин, для 

индукции специфического противоопухолевого ответа в организме. 
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Рис. 14. Индекс пролиферации (PI) спленоцитов после стимуляции ДК, нагруженными 

липоплексами. Для стимуляции аллогенных спленоцитов были использованы незрелые ДК, 

обработанные РНК-В16, липоплексами 2X3-DOPE/РНК-В16 или М6/РНК-В16, пустыми 

липосомами 2X3-DOPE или М6. В качестве отрицательного контроля использовали уровень PI 

под действием нестимулированных незрелых ДК (w/s), в качестве положительного контроля 

использовали уровень PI под действием ДК, обработанных ЛПС. Спленоциты (1×105 кл/лун) 

культивировали в 96-луночном планшете в присутствии 104 стимуляторных клеток при 37 °С и 

5% СО2 в течение 5 дней. Уровень пролиферации (PI) спленоцитов в отсутствие стимуляторных 

ДК взят за 1 относительную единицу (о.е.). Данные были статистически обработаны с помощью 

т-теста Стьюдента, отличия при p < 0.05 считали статистически достоверными. Данные 

представлены как MEAN±S.E.M. 

 

3.3. Эффективность профилактических и терапевтических дендритно-

клеточных вакцин в подавлении прогрессии экспериментальных опухолей 

ДК наиболее часто используют в противоопухолевой терапии в качестве 

терапевтических вакцин [558]. Для приготовления терапевтических вакцин из 

мононуклеарных клеток периферической крови и/или костного мозга пациента выделяют 

преДК и инкубируют в присутствии ростовых факторов для получения незрелых ДК. После 

нагрузки незрелых ДК опухолевыми антигенами (нуклеиновыми кислотами, белками, 

лизатами опухолевых клеток и т.д.) ex vivo их вводят обратно пациенту, где ДК мигрируют в 

периферические лимфатические узлы и селезенку и инициируют активацию 

противоопухолевого Т- и В-клеточного иммунного ответа. Этот метод хорошо известен и 

широко используется [48, 559] для лечения диагностированных опухолей. 

ДК в качестве профилактических противоопухолевых вакцин исследуется, прежде 

всего, на мышиных опухолевых моделях. Использование профилактических вакцин 
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необходимо в случае, когда наличие опухоли еще не установлено в организме пациента, 

однако, существует значительный риск ее развития. Профилактические вакцины могут быть 

также полезны для пациентов с высокими уровнями опухолевых маркеров в крови. Помимо 

пациентов с предрасположенностью к опухолевым заболеваниям, профилактические ДК 

вакцины в комплексе с химиотерапией могут иметь потенциальное значение после 

хирургического удаления опухолей и метастазов, когда визуально наличие опухолевых 

клеток в организме трудно установить. 

Несмотря на то, что были получены многообещающие результаты при использовании 

ДК в качестве противоопухолевых профилактических вакцин в экспериментах на мышиных 

опухолевых моделях in vivo при лечении карциномы легких Льюис [560], лимфомы [561] и 

меланомы [562, 563], направление профилактических дендритно-клеточных вакцин только 

начинает развиваться. 

В данном разделе проведено сравнение двух схем лечения животных с различными 

модельными опухолями с помощью профилактических и терапевтических ДК вакцин. 

3.3.1. Экспериментальные модели и схемы введения ДК-вакцин. 

В работе использовали три различные модели опухолевой прогрессии, отличающиеся 

наличием первичных опухолевых узлов и метастазированием: аденокарциному Кребс-2 

(далее Кребс-2, неметастазирующая опухоль с первичным узлом), меланому В16 (опухоль 

без первичного опухолевого узла с метастазами в легких) и карциному легких Льюис (LLC, 

опухоль с первичным опухолевым узлом и метастазами в легких). 

ДК вакцины получали из костно-мозговых преДК культивированием в среде в 

присутствии ГМ-КСФ и ИЛ-4 с последующей нагрузкой незрелых ДК ОАГ. В качестве ОАГ 

для нагрузки ДК использовали источники множества опухолевых антигенов, а именно лизат 

опухолевых клеток и суммарную опухолевую РНК. Данные источники опухолевых 

антигенов были выбраны, поскольку они содержали максимальный набор антигенов, 

представленных в опухолевых клетках, и, таким образом, при их нагрузке в ДК 

существовала возможность запуска поликлональных иммунных ответов широкого спектра 

[564, 565]. В качестве трансфектантов для доставки РНК в ДК использовали 

Lipofectamine 2000 (LF) и катионные липосомы 2D3-DOPE, чей высокий трансфекционный 

потенциал был продемонстрирован ранее (см. раздел 3.2). 

Экспериментальные схемы введения ДК вакцин представлены на Рис. 15. Схема 1 

(Рис. 15, А1, Б1/1, Б1/2) отражает режим профилактической вакцинации. В моделях опухолей  
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Рис. 15. Схемы применения ДК вакцин в терапии экспериментальных опухолей. (А) 

Аденокарцинома Кребс-2 и карцинома легких Льюис (LLC). (Б) Меланома В16. А1, Б1/1, Б1/2 – 

Схема 1, профилактическая схема введения ДК. А2, Б2/1, Б2/2 – Схема 2, терапевтическая схема 

введения ДК. В модели меланомы В16 использовали как однократные (Б1/1, Б2/1), так и 

двукратные (Б2/1, Б2/2) инъекции модифицированных ДК. 

 

Кребс-2 и карциномы легких Льюис (LLC) мыши были однократно в/в иммунизированы ДК 

вакцинами за семь дней до трансплантации опухоли. В модели меланомы В16 использовали 

одну (Рис. 15, Б1/1) или две ДК вакцинации (Рис. 15, Б1/2) с недельным интервалом между 

ними – начальную иммунизацию проводили за две недели до трансплантации опухоли, 

ревакцинацию осуществляли за неделю до трансплантации опухоли. Схема 2 (Рис. 15, А2, 

Б2/1, Б2/2) отражает режим терапевтического введения ДК вакцин. Животные-

опухоленосители получали в/в инъекции ДК вакцин на четвертый день после 

трансплантации опухоли, ревакцинацию мышей в модели меланомы В16 проводили на 11-

ый день развития опухоли, через неделю после первой ДК вакцинации (Рис. 15). 
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3.3.2. Сравнение противоопухолевой активности профилактической и 

терапевтической схем применения ДК на различных опухолевых моделях 

Эффективность противоопухолевого ответа при профилактической итерапевтической 

ДК вакцинации представлена на Рис. 16. Тип вакцины для моделей Кребс-2 и LLC приведен 

как С/Т/А – схема (1 – профилактическая, 2 – терапевтическая)/трансфектант/источник 

антигена, для модели меланомы В16 тип вакцины приведен как С-И/Т/А – схема (1 – 

профилактическая, 2 – терапевтическая) –количество иммунизаций /трансфектант / источник 

антигена. 

Мы показали, что в случае опухоли Кребс-2 профилактические вакцины как на основе 

РНК, так и на основе лизата не влияли на рост опухоли (Рис. 16, А). Введение 

терапевтической ДК вакцины на основе РНК (2/LF/РНК) мышам с Кребс-2 приводило к 

заметному (в 1.9 раз) подавлению роста опухоли по сравнению с контрольной группой без 

лечения (w/t), тогда как терапевтическая вакцина на основе лизата (2/лизат) была лишь слабо 

иммуногенной (Рис. 16, Б). 

Поскольку на модели Кребс-2 ДК вакцины на основе суммарной опухолевой РНК 

обладали лучшим противоопухолевым действием, в экспериментах на модели LLC 

использовали ДК вакцины на основе РНК, а в качестве трансфектанта использовали 

Lipofectamine 2000 (LF) и катионные липосомы 2D3-DOPE. В группе животных, получавших 

профилактические ДК вакцины 1/2D3/РНК, наблюдалось двукратное снижение скорости 

роста опухоли по сравнению с контролем (Рис. 16, В). В этой же группе животных 

наблюдался и наиболее эффективный антиметастатический ответ – снижение количества 

легочных метастазов в 4.7 раз относительно контрольной группы (Рис. 16, Г). 

Терапевтическая вакцинация мышей-опухоленосителей такой же вакциной (2/2D3/РНК) 

приводила к 2.3- кратному снижению количества метастазов по сравнению с контролем (Рис. 

16, Г), однако не вызывала подавления роста первичной опухоли (Рис. 16, В). Применение 

как профилактических, так и терапевтических ДК вакцин с Lipofectamine 2000 не приводило 

к снижению скорости роста опухоли, однако вызывало 1.5-кратное снижение количества 

метастазов по сравнению с контролем (Рис. 16, Г). 

На модели меланомы В16 использовали как одно-, так и двукратную вакцинацию ДК 

(Рис. 15, Б1/2, Б2/2). В качестве ДК вакцин использовали ДК, трансфицированные 

липоплексами РНК-В16/2D3-DOPE. Оказалось, что однократная профилактическая 

вакцинация 1-1/2D3/РНК наиболее эффективна и приводит к 10-кратному снижению 

количества легочных метастазов по сравнению с контролем (w/t) (Рис. 16, Д). Двукратная 

профилактическая вакцинация приводила лишь к 1.5–2-кратному снижению числа  
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Рис. 16. Эффективность профилактических и терапевтических ДК вакцин. А и Б. Влияние ДК-

вакцин на скорость роста первичной опухоли Кребс-2. w/t – контроль, животные с Кребс-2, 

получавшие инъекции физ/раствора. В и Г. Влияние ДК-вакцин на скорость роста первичной 

опухоли LLC и количество метастазов. w/t – контроль, животные с LLC, получавшие инъекции 

физ/раствора. Тип ДК вакцины для А-Г представлен в виде С/Т/А – схема (1 – профилактическая, 

2 – терапевтическая)/трансфектант/источник антигена. Д. Влияние ДК-вакцин на количество 

метастазов на метастатической модели меланомы В16. Тип ДК вакцины представлен в виде С-

И/Т/А – схема (1 – профилактическая, 2 – терапевтическая) – количество 

иммунизаций/трансфектант/источник антигена. w/t – контроль, животные с меланомой В16, 

получавшие инъекции физ/раствора. Статистический анализ был проведен с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием наименьшей значимости 

Фишера (Fisher LSD). Данные представлены как MEAN±S.E.M. Значение p отражает 

статистически достоверные отличия по сравнению с контролем. 
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метастазов (Рис. 16, Д), что свидетельствует о ее неэффективности. Нами было сделано 

предположение, что это может быть связано с поляризацией Т-хелперных ответов, которые 

не сдвигают иммунную систему в сторону надзора за опухолью. Доказательство этого будут 

рассмотрены в Главе 5. 

3.4. Заключение 

С целью получения новых нетоксичных и высокоэффективных липосомальных 

систем доставки в ДК мы провели исследование серии поликатионных липидов N-DOPE, 

состоящих из биосовместимых и нетоксичных структурных доменов, таких как спермин, 

холестерин и диалкилглицерин. Исследование доставки плазмидной ДНК и РНК в ДК с 

помощью липосомальных композиций на основе этих липидов выявило две композиции, 

которые обеспечивают высокий уровень доставки как ДНК, так и РНК, в ДК и эффективную 

экспрессию в ДК доставляемого трансгена: 2X3-DOPE и 2D3-DOPE. На основе липосом 

2X3-DOPE были созданы таргетные (адресные) мультикомпонентные липосомы, которые в 

своем составе содержали дополнительно липоконъюгат с остатками маннозы. Среди 

исследованных адресных липосом, композиция М6 на основе липоконъюгата с остатками 

маннозы и диалкилглицерина, соединенных скваратным линкером, позволила добиться 

значительного выигрыша в эффективности доставки опухолевой РНК в незрелые ДК по 

сравнению с липосомами 2X3-DOPE. 

Следует отметить, что, хотя ДК являются трудным объектом для доставки в них 

нуклеиновых кислот, тем не менее, эффективность трансфекции и ДНК, и РНК в ДК с 

помощью липосом 2X3-DOPE и М6 была сравнима с эффективностью, которая достигалась 

при использовании других методов доставки, таких как вирусные вектора [566, 567], 

электропорация [568] и таргетные липосомы [569, 570]. Наблюдаемая нами эффективность 

доставки была сравнима с эффективностью таких трансфектантов, как DOTAP (Roche), 60%, 

и TransPassR2 (New England Biolabs), 52%, и значительно превышала эффективность 

доставки с помощью TransPassR1 (New England Biolabs), 22%, и Lipofectamine (Invitrogen), 

5%, при очень низкой токсичности. Таким образом, разработанные нами липосомы серии 

МЛ обладают трансфекционной активностью, сравнимой с лучшими системами доставки, 

низкой токсичностью и могут быть использованы для доставки в ДК и другие АПК как 

in vitro, так и in vivo. 

В мире предпринимались попытки использовать адресные липосомы для лечения 

меланомы. Ранее было показано, что маннозилированные липосомы с инкапсулированной 

siРНК, адресованной к мРНК IDO (Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1), эффективно подавляют 

экспрессию IDO в ДК, что приводит к модулированию типа Т-хелперного ответа, и, как 

следствие, к замедлению роста меланомы и повышению выживаемости мышей-
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опухоленосителей [569]. Применение внутрибрюшинных инъекций маннозилированных 

липоплексов с плазмидной ДНК pUb-M, кодирующей меланома-ассоциированный антиген 

gp100, приводило к трансфекции ДК и макрофагов, а также к индукции меланома-

специфичных ЦТЛ, ингибированию роста меланомы и повышению выживаемости 

животных-опухоленосителей [570]. ДК, нагруженные липосомами 2X3-DOPE или М6 с РНК 

В16, продемонстрировали эффективное подавление метастазов на модели меланомы мыши. 

Кроме того, показана возможность использования комплексов адресных липосом в качестве 

бесклеточных противоопухолевых вакцин, сравнимых по эффективности с ДК-вакцинами, 

нагруженными ex vivo комплексами такого же состава. 

Наши данные показали, что профилактическая схема применения ДК-вакцин 

наиболее эффективна в отношении высокоагрессивных метастазирующих опухолей, тогда 

как терапевтическая схема - неметастазирующих опухолей. Исследованные нами опухолевые 

модели мыши имеют то преимущество, что они гомологичны опухолям человека, и, таким 

образом, успешные схемы применения ДК-вакцин могут быть апробированы в клинике. Так, 

аденокарцинома Кребс-2 (неметастазирующая опухоль с первичным узлом) соответствует 

аденокарциноме человека; меланома В16 (метастатическая модель без первичного узла) 

соответствует метастатической меланоме человека и имитирует клиническую ситуацию, 

когда в организме детектируются только метастазы; карцинома легких Льюис 

(метастазирующая опухоль с первичных узлом) соответствует анапластической карциноме 

легких человека. Эффективность как терапевтических, так и профилактических вакцин, была 

продемонстрирована в ряде исследований [560, 561]. Однако, данных об эффективности 

профилактических вакцин в активации антиметастатического ответа крайне мало [562, 563, 

571]. Мы впервые показали, что профилактические ДК-вакцины наиболее эффективны 

именно в предотвращении/ингибировании развития метастазов. 
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ГЛАВА 4. Исследование противоопухолевого и антиметастатического 

потенциала бычьей панкреатической РНКазы А, бычьей панкреатической 

ДНКазы I и микробной рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы) 

Как упоминалось во введении, РНКазы и ДНКазы представляют собой альтернативу 

химиотерапии рака в связи с их способностью расщеплять нуклеиновые кислоты, 

участвующие на всех этапах канцерогенеза и метастазирования. Противоопухолевый 

потенциал РНКазы А в течение 30 лет подвергался сомнению в связи с распространенным 

мнением, что этот фермент не способен оказывать цитотоксическое действие внутри 

опухолевой клетки из-за его инактивации под действием рибонуклеазного ингибитора. 

Однако, первые работы, в которых исследовали противоопухолевое действие РНКазы А, 

проводились при высоких дозах фермента и относились ко времени, когда главной гипотезой 

цитотоксической активности фермента полагали прямое расщепление РНК в клетке. В 

начале 21 столетия, произошел прорыв в области РНК: были открыты регуляторные 

нуклеиновые кислоты и внеклеточные нуклеиновые кислоты, что позволило предположить 

существование иных внеклеточных мишеней РНКазы А. 

Среди малоизученных рибонуклеаз с цитотоксическим действием следует отметить 

микробную рибонуклеазу Bacilus intermedias (биназу), относящуюся к семейству РНКазы Т1, 

которая активно исследовалась в серии работ российских ученых Ильинской с соавторами и 

Макарова с соавторами. Эта рибонуклеаза проявляла цитотоксическое действие в культуре 

клеток лейкемии человека К562 и Kasumi-1, которое, как было показано, зависит от уровня 

экспрессии онкогенов KIT, AML1-ETO и FLT3 [33, 39, 50, 51]. Однако, изучение 

противоопухолевого потенциала этого фермента in vivo до сих пор не проводилось. 

Существуют единичные работы, в которых была продемонстрирована способность 

ДНКазы I снижать пролиферацию опухолевых клеток [41], и всего лишь несколько работ, в 

которых было обнаружено антиметастатическое действие ДНКазы I [42-44]. Хотя результаты 

отрывочны и немногочисленны, перспективность дальнейшего исследования ДНКазы I в 

качестве противоопухолевого агента не вызывает сомнений. Недавно было обнаружено, что 

инициация и прогрессирование онкологических заболеваний могут быть ассоциированы с 

функционированием внДНК опухолевого происхождения [572, 573], что может пролить свет 

на возможные мишени ДНКазы I. 

Задачей данного раздела работы являлось исследование противоопухолевого и 

антиметастатического потенциала бычьей панкреатической РНКазы А, бычьей 

панкреатической ДНКазы I и микробной рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы). 
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4.1. Разработка лекарственно-устойчивой модели лимфосаркомы мыши 

4.1.1. Выбор родительских линий LS и RLS для получения линии опухолевых 

клеток с фенотипом МЛУ 

Фенотип множественной лекарственной устойчивости (МЛУ) опухолей связан с 

гиперэкспрессий р-гликопротеина, который формирует трансмембранную помпу и участвует 

в удалении из опухолевой клетки химиопрепаратов, препятствуя, таким образом, гибели 

опухоли. Опухоли с фенотипом МЛУ представляют особый интерес для исследователей в 

связи с плохим ответом на химиотерапию и необходимостью использовать для лечения 

препараты, не являющиеся субстратом для р-гликопротеина. Для исследования 

противоопухолевой активности природных нуклеаз, являющихся экзогенными белками, было 

необходимо разработать модель опухоли на мышах, обладающей выраженным фенотипом 

МЛУ. Для разработки модели были использованы два субштамма перевиваемых 

лимфосарком мыши – LS и RLS, полученных к.б.н., профессором Поповой Н.А. и ее 

коллегами (ИЦиГ СО РАН, Новосибирск). Эти субштаммы характеризуются разной 

чувствительностью к действию циклофосфамида, метаболит которого, образующийся в 

печени, является индуктором апоптоза. Лимфосаркома LS, полученная у мышей линии CBA 

путем однократной инъекции нитрозометилмочевины [528], проявляла высокую 

чувствительность к циклофосфамиду: еѐ полная регрессия достигалась при 

внутрибрюшинном введении препарата животным в дозе 50 мг/кг. Субштамм RLS был 

получен из опухоли LS путем ее многократного пассирования in vivo при низких дозах 

циклофосфамида (15 – 20 мг/кг) [528], и характеризовался устойчивостью к действию 

циклофосфамида: при дозе 150 мг/кг достигалась регрессия опухоли RLS около 50%.  

Различия между этими двумя субштаммами лимфосарком LS и RLS выявляли по их 

чувствительности к цитостатикам и отличиям в профиле экспрессии генов mdr1a, mdr1b, bcl-2 

и p53, определяющих формирование МЛУ. Для выявления чувствительности к цитостатикам 

первичные культуры опухолевых клеток были получены из асцитных форм опухолей LS и 

RLS (см. п. 2.2.3.1), и с помощью МТТ-теста была проведена оценка чувствительности к 

набору лекарственных препаратов, используемых в химиотерапии: винбластину, 

доксорубицину и цитарабину. Оказалось, что для клеток линии RLS значения IC50 

винбластина было выше в 1.5 раза, IC50 доксорубицина - в 2.9 и IC50 цитарабина – в 1.6 раза по 

сравнению с IC50 для клеток лимфосаркомы LS. 

Для определения уровня экспрессии мРНК генов mdr1a, mdr1b, bcl-2 и p53 

использовали метод ОТ-ПЦР (Рис. 17). Оказалось, что экспрессия гена mdr1b была в 2.5 раза 

выше, а bcl-2 - в 6.7 раз выше в клетках первичной культуры RLS по сравнению с клетками 
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LS, тогда как экспрессия генов mdr1a и p53 была ниже в 4 и 2 раза, соответственно. Таким 

образом, резистентная к циклофосфамиду опухоль RLS характеризуется повышенным 

уровнем экспрессии гена mdr1b, сниженным уровнем экспрессии гена р53 и повышенным 

уровнем bcl-2 по сравнению с родительской линией LS. 

 

Рис. 17. Сравнение профиля экспрессии генов, участвующих в формировании фенотипа МЛУ, в 

клетках линий LS, RLS и RLS40 методом ОТ-ПЦР. А. Уровень экспрессии генов mdr1a, mdr1b и 

p53. Б. Уровень экспрессии гена bcl-2. Уровень экспрессии гена нормировали на уровень 

экспрессии гена β-актина. 

 

4.1.2. Селекция высокорезистентной клеточной линии RLS40 

С целью получения высокорезистентной к химиопрепаратам культуры клеток, статус 

которой соответствовал бы опухоли после нескольких сеансов химиотерапии у пациентов, 

нашей задачей являлось «искусственное усиление» МЛУ опухоли RLS. Для этого был выбран 

метод селекции клеток на повышающихся концентрациях цитостатиков, имитирующий 

токсическое давление химиопрепаратов in vivo [574].  

Селекцию проводили следующим образом: первый цикл селекции включал два этапа - 

(1) культивирование клеток RLS в полной среде IMDM в присутствии 5 нМ винбластина при 

37ºС и 5%-ном насыщении СО2 в течение двух суток; (2) отбор жизнеспособной фракции 

опухолевых клеток путѐм фильтрации на среде для разделения лимфоцитов, (п. 2.2.3.1). 

Отобранные клетки культивировали в среде, содержащей 5 нМ винбластина, в течение 48 

часов для увеличения количества клеток, необходимого для второго этапа селекции. Второй, 

третий и четвѐртый циклы селекции также состояли из двух этапов и отличались только 

концентрацией винбластина в среде: 10, 20 и 40 нМ, соответственно. В ходе эксперимента 

был получен набор клеточных линий RLS5, RLS10, RLS20 и RLS40.  
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Для подтверждения того, что селекция идет в нужном направлении, полученные после 

каждого этапа селекции клеточные линии RLS5, RLS10, RLS20 и RLS40 характеризовали по их 

чувствительности к винбластину, а для клеток линии RLS40 была также оценена 

чувствительность к доксорубицину и цитарабину (Таблица 11). Значения IC50 винбластина 

составили 11, 20, 50 и 320 нМ для клеточных культур RLS5, RLS10, RLS20 

 

Таблица 11. Чувствительность селектированных линий RLSn, полученных из первичной 

культуры RLS, к цитостатикам. 

Полученная 

линия 

Концентрация 

винбластина*, нМ 

IC50 

Винбластин, нМ 
Доксорубицин, 

мкМ 

Цитарабин, 

мкМ 

RLS - 6.2 ± 1.1 0.2 ± 0.01 0.6 ± 0.01 

RLS5 5 11.2 ± 3.2 - - 

RLS10 5 19.7 ± 6.8 - - 

RLS20 20 49.7 ± 10.3 - - 

RLS40 40 318.9 ± 21.6 10.7 ± 1.3 1.8 ± 0.03 

* – концентрация винбластина, на которой поддерживается культура. 

 

и RLS40, соответственно (Таблица 11). На каждом этапе селекции происходило примерно 

двукратное увеличение значения IC50 винбластина, однако, при переходе от 20 до 40 нМ IC50 

винбластина линии RLS40 возросло относительно IC50 винбластина RLS20 в 6 раз. IC50 

винбластина для клеточной линий RLS40 была в 50 раз выше, чем для родительской линии 

RLS. Значение IC50 доксорубицина и цитарабина для клеточной линии RLS40 было в 46 и 3 

раза выше, соответственно, по сравнению с исходной линией RLS (Таблица 11). 

Далее в клетках линии RLS40 был исследован уровень экспрессии генов mdr1a, mdr1b, 

bcl-2 и p53 с помощью ОТ-ПЦР и проведено сравнение с профилями экспрессии этих генов в 

клетках линий LS и RLS (Рис. 17). В клетках линии RLS40 уровень экспрессии генов mdr1a и 

р53 вырос в 2 раза по сравнению с клетками линии RLS. Уровень экспрессии гена mdr1b в 

клетках линии RLS40 повысился в 4 раза, а уровень экспрессии гена bcl-2 снизился в 10 раз до 

его уровня в клетках линии LS. Таким образом, в случае опухоли RLS40 фенотип МЛУ 

является полностью опосредованным гиперэкспрессией генов mdr1a и mdr1b. 

4.1.3. Исследование способности клеток линии RLS40 формировать опухоль 

in vivo 

Клетки линии RLS40 в объеме 0.2 мл (2×10
5
 клеток) были трансплантированы мышам 

линии CBA в/б и в/м с целью оценить их способность формировать опухоль in vivo в асцитной 
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и солидной форме. Эксперименты показали, что клетки линии RLS40 способны формировать 

опухоль in vivo как в асцитной, так и в солидной форме, при этом скорость роста опухоли 

RLS40 не отличалась от скорости роста родительской опухоли RLS. Для того чтобы 

определить, будет ли меняться профиль экспрессии генов, вовлеченных в формирование 

фенотипа МЛУ, под действием естественного давления организма, мы провели исследование 

профиля экспрессии этих генов после нескольких пассирований опухоли in vivo. Для анализа 

экспрессии генов mdr1a, mdr1b, p53 и bcl-2 в клетках опухоли RLS40 с помощью метода ОТ-

ПЦР на 10 день после каждого пассажа опухоли асцитную жидкость собирали, получали 

культуру клеток (п. 2.2.3.1). После первых трех пассажей опухоли in vivo в опухолевых 

клетках наблюдали профиль экспрессии исследуемых генов, сходный с профилем экспрессии 

в культуре клеток RLS40, что свидетельствует о генетической стабильности опухоли RLS40. 

В режиме монотерапии было проведено сравнение восприимчивости опухолей LS, RLS 

и RLS40 к цитостатикам, используемым в противораковой терапии. Клетки лимфосарком LS, 

RLS и RLS40 (2×10
5
 клеток) были трансплантированы мышам в правую бедренную мышцу для 

формирования солидных опухолей. На 11-ые сутки после трансплантации мыши получали 

однократные инъекции цитостатиков: циклофосфамида, винбластина, цисплатина и 

рубомицина (п. 2.2.8.4). Данные по влиянию цитостатиков на рост опухолей представлены в 

таблице 12. 

 

Таблица 12. Торможение роста опухолей LS, RLS и RLS40 под действием цитостатиков. 

Химиопрепарат 
Торможение роста опухоли*, % 

LS RLS RLS40 

Циклофосфамид 100 16.5 5.0 

Цисплатин 93 44 20 

Винбластин 20.0 нет эффекта нет эффекта 

Рубомицин 89 51 13 

* торможение роста опухоли вычисляли, как описано в п. 2.2.6.2. 

 

Наиболее чувствительной к действию цитостатиков in vivo оказалась лимфосаркома LS 

(Таблица 12), как и предполагалось, исходя из ее чувствительности к цитостатикам in vitro. 

Наиболее устойчивой к действию химиопрепаратов оказалась лимфосаркома RLS40: эта 

опухоль продемонстрировала в три раза более высокую устойчивость к циклофосфамиду, в 

два раза более высокую устойчивость к цисплатину и в 4 раза более высокую устойчивость к 

рубомицину по сравнению с родительской линией RLS (Таблица 12). Таким образом, нами 

была получена модель лимфосаркомы RLS40, которая соответствует статусу опухоли, 
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наблюдаемому у пациентов после нескольких курсов химиотерапии, и имеет выраженный 

МЛУ фенотип, обусловленный гиперэкспрессией гена mdr1b и умеренной экспрессией гена 

bcl-2. 

4.2. Исследование противоопухолевой и антиметастатической активности 

РНКазы А и ДНКазы I in vivo 

4.2.1. Определение доз ферментов для экспериментов in vivo 

С целью определить диапазон доз ферментов для проведения экспериментов in vivo 

необходимо было определить концентрации РНКазы А и ДНКазы I, при которых 

наблюдается 50%-ное расщепление нуклеиновых кислот in vitro в условиях избытка 

катализатора по отношению к гидролизуемому субстрату. Для этого активность РНКазы А 

исследовали в реакции расщепления 96-звенного 5‘-[
32

P]-меченого фрагмента РНК HIV-1 в 

условиях, близких к физиологическим (см. п. 2.2.9.2). 50%-ное расщепление РНК-субстрата 

достигалось при концентрации РНКазы А 10
-9

 М за 10 мин инкубации. Активность ДНКазы I 

исследовали в реакции расщепления плазмиды рHIV-2 (см. п. 2.2.9.3). Анализ продуктов 

расщепления показал, что при концентрации ДНКазы I 10 ед.акт./мл наблюдается 50%-ное 

расщепление ДНК-субстрата за 1 мин инкубации. 

Концентрации РНКазы А и ДНКазы I, при которых наблюдали эффективное 

расщепление нуклеиновых кислот в экспериментах in vitro, были взяты за основу для 

определения диапазона доз ферментов в экспериментах in vivo. Пересчѐт молярности 

РНКазы А и единиц активности ДНКазы I в мг на кг веса животного производили по 

следующим формулам:  

ДозаРНКазы А = 

МРНКазы А х [E]РНКазы А х Vинъекций 

mмыши

,

ДозаДНКазы I= 
[E]ДНКазы I х Vинъекций 

уд.акт.ДНКазы I x mмыши
,

 

где МРНКазыА - молекулярный вес РНКазы А, 13700 г/М; уд.акт.ДНКазыI - удельная активность 

ДНКазы I; 2155 ед. акт./мг; [E]РНКазыА - концентрация РНКазы А, 1.4×10
-9

 М - 1.4×10
-4

 М; 

[E]ДНКазыI - концентрация ДНКазы I, 10
4
 – 10

6
 ед.акт./л; Vинъекции - объѐм инъекции, 0.1 мл, 

mмыши – средний вес мыши, 20 г. В результате для экспериментов in vivo были использованы 

следующие дозы ферментов: 0.1 - 50 мкг/кг и 0.5, 1, 10 мг/кг для РНКазы А и 0.02 - 2.3 мг/кг 

для ДНКазы I. 
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4.2.2. Влияние РНКазы А и ДНКазы I на рост первичной опухоли LLC 

Оценку влияния РНКазы А и ДНКазы I на рост первичной опухоли проводили на 

модели LLC, метастазирующей в легкие. Опухоль трансплантировали мышам линии C57Bl/6 

(самкам) внутримышечно (см. п. 2.2.6.1). Начиная с четвертого дня после трансплантации, 

животные получали ежедневно в/м инъекции физ/раствора (контроль), РНКазы А (0.1 - 50 

мкг/кг и 0.5 - 10 мг/кг) или ДНКазы I (0.02 - 2.3 мг/кг) (Рис. 18, А). 

На рис. 18 (Б) представлено изменение размеров опухолей в группах 

экспериментальных животных под действием РНКазы А. Как видно из рисунка, на 8-ой день 

после трансплантации опухоли и на 4 день ежедневного введения РНКазы А в дозах 1 – 50 

мкг/кг отмечалось подавление роста опухолей на 40 - 42 % (р < 0.05) по сравнению с 

контролем. К 11-му дню торможение роста опухолей составляло 23 – 33 % (р < 0.05) по 

сравнению с контролем в группах мышей, получавших инъекции РНКазы А в дозах 0.5 – 50 

мкг/кг, а к 13-му дню размер опухолей в этих группах был на 16 % ниже (р < 0.05), чем в 

контроле. В группах животных, получавших ДНКазу I, не было отмечено достоверного 

подавления роста первичной опухоли. 

Следующим этапом стало исследование противоопухолевой активности РНКазы А в 

наиболее эффективном диапазоне доз и ДНКазы I с использованием другой модели 

опухолевой прогрессии – гепатомы НА-1, метастазирующей в печень, на мышах A/Sn. 

Опухоль LLC была использована нами в этом эксперименте в качестве положительного 

контроля торможения роста первичной опухоли под действием РНКазы А. У мышей 

C57Bl/6J и мышей A/Sn внутримышечно индуцировали LLC и HA-1. Начиная с восьмого дня 

после трансплантации мыши получали инъекции физ/раствора в/м (контроль), РНКазу А 

(0.35 - 35 мкг/кг) или ДНКазу I (0.02 - 2.3 мг/кг) (см. п. 2.2.9.6). 

На рис. 18 (В и Г) приведено влияние РНКазы А на скорость роста LLC и НА-1. Как 

видно из представленных данных, на 10-ый день развития опухоли, средние размеры 

опухолей между группами различались слабо (Рис. 18, В и Г). На 15-ый день после 

трансплантации опухоли в группах мышей с НА-1, получавших инъекции РНКазы А в дозах 

0.35 и 0.7 мкг/кг, наблюдалось торможение роста опухолей, которое составило 23% (р < 

0.05) (Рис. 18, Г). В то же время торможение роста опухолей в соответствующих группах  
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Рис. 18. Влияние РНКазы А на рост первичной опухоли. А. Схема эксперимента. Б. 

Ингибирование роста первичной опухоли LLC у мышей линии C57Bl/6J в зависимости от дозы 

РНКазы А. В. Кинетика ингибирования роста первичной опухоли LLC у мышей линии C57Bl/6J 

под действием РНКазы А в дозах 0.35, 0.7 и 7 мкг/кг. Г. Кинетика ингибирования роста 

первичной опухоли НА-1 у мышей линии A/Sn в дозах 0.35, 0.7 и 7 мкг/кг. Для статистической 

обработки данных использовали t-тест критерия Стьюдента, статистически достоверными 

отличиями считали отличия при p < 0.05 (**) и p < 0.01 (***). 
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животных с LLC составило 43% (р < 0.05) по сравнению с контролем (Рис. 18, В). По 

окончании эксперимента средний вес опухолей в группах мышей с HA-1 и LLC, получавших 

инъекции РНКазы А в дозе 0.35 мкг/кг, был на 20 и 31% ниже (р < 0.05), соответственно, чем 

в контрольных группах (первичные данные не приведены). Так же, как и в случае модели 

LLC, в случае модели гепатомы НА-1 ДНКаза I не оказывала влияния на первичную 

опухоль. 

Для выявления изменения динамики роста первичного опухолевого узла было 

определено время удвоения объема опухоли (DT) (Таблица 13), расчет DT проводили, как 

описано в п. 2.2.6.2. Введение РНКазы А в диапазоне доз 0.5 – 50 мкг/кг животным с LLC 

приводит к замедлению роста первичной опухоли: в контрольной группе DT составило 2.5 

дня, и возрастало до 2.9 – 3.5 дней в группах, получавших РНКазу А (Таблица 13). 

Увеличение доз РНКазы А свыше 0.05 мг/кг приводило к исчезновению противоопухолевого 

эффекта. Замедление роста первичной опухоли также наблюдалось и в группах животных с 

НА-1, получавших РНКазу А в диапазоне доз 0.25 – 0.7 мкг/кг: в контрольной группе DT 

составило 5.7 дней и возрастало до 8.7 дней в экспериментальных группах (Таблица 13). 

Таким образом, РНКаза А в диапазоне низких доз 50-70 мкг/кг, но не в дозах, превышающих 

1 мг/кг, оказывает выраженное противоопухолевое действие. 

 

Таблица 13. Время удвоения объема опухолей (DT) LLC и НА-1 после применения 

РНКазы А. 

Доза РНКазы А, мг/кг Тип опухоли DT±SEM, дни 

0 

LLCa 

2.5±0.2 

0.0001 2.5±0.2 

0.0005 2.9±0.2 

0.0007 3.5±0.2 

0.001 3.2±0.2 

0.01 3.1±0.2 

0.05 3.2±0.2 

0.5 - 10 2.5±0.2 

0 

НА-1б 

5.7±0.5 

0.00035 8.3±0.7 

0.0007 8.7±0.9 

0.007 8.5±0.9 

Инъекции РНКазы А проводили, начиная с четвертогоа или восьмогоб дней после 

трансплантации опухолей. DT рассчитывали, как описано в п. 2.2.6.2. 
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Следует отметить, что РНКаза А в более ранних исследованиях применялась в дозах 1 

– 1000 мг/кг [35, 37, 575]. Именно для этого диапазона доз были получены противоречивые 

результаты по противоопухолевой активности РНКазы А, в ряде работ она была доказана, а в 

других работах было показано отсутствие противоопухолевой активности, которое 

связывали с инактивацией фермента под действием цитозольного рибонуклеазного 

ингибитора. Исходя из наших данных можно предположить, что фермент в низких дозах, по 

всей вероятности, работает не внутри клетки, а за счет действия на циркулирующие 

внеклеточные РНК, которые для него являются более доступными после внутримышечного 

введения. 

4.2.3. Исследование антиметастатического действия РНКазы А и ДНКазы I 

Влияние ферментов на метастазирование было исследовано при их применении как в 

режиме монотерапии на моделях LLC и НА-1 с первичным опухолевым узлом, так и в 

режиме комбинированной терапии на модели LLC с первичным опухолевым узлом, для 

которой использовали оба фермента в оптимальных дозах. Оценку антиметастатического 

действия ферментов в режиме монотерапии проводили, как описано в п. 2.2.9.6. Животным 

линий C57Bl/6J и A/Sn (самкам) трансплантировали клетки LLC или HA-1, соответственно 

(см. п. 2.2.6.1), и, с восьмого дня после трансплантации опухоли, животные получали в/м 

инъекции физ/раствора (контроль); РНКазу А и ДНКазу I. Оценку комбинированного 

действия РНКазы А и ДНКазы I на метастазирование проводили на модели LLC с 

первичным опухолевым узлом. У мышей линии C57Вl/6J индуцировали опухоль LLC (см. 

п. 2.2.6.1), и, на восьмой день после трансплантации, мыши получали в/м инъекции 

физ/раствора (контроль); смеси 1 (0.02 мг/кг ДНКазы I, 0.7 мкг/кг РНКазы А) или смеси 2 

(0.02 мг/кг ДНКазы I, 0.35 мкг/кг РНКазы А), как описано в п. 2.2.9.8. 

Микроскопическое исследование поверхности легких выявило, что введение мышам с 

LLC ферментов в режиме монотерапии приводит к значительному снижению количества 

метастазов (Рис. 19, А). Среднее количество метастазов составило: 30±3, 13±4 и 18±3 в 

группах мышей, получавших РНКазу А в дозах 0.5 мкг/кг, 0.7 мкг/кг и 10 мг/кг; 9±3 и 18±4 в 

группах мышей, получавших ДНКазу I в дозах 0.02 и 2.3 мг/кг, что было в 2 раза меньше по 

сравнению с контрольной группой (29±5). Поскольку в случае модели НА-1 количественный 

подсчет метастазов в печени был затруднителен вследствие их диффузных границ, для 

оценки использовали метод морфометрии с определением индекса ингибирования 

метастазов (ИИМ), как описано в п. 2.2.6.3. ИИМ контрольной группы принимали за 0%, а 

ИИМ 100% отражал полное отсутствие метастазов. С целью сравнить эффект также 

проводили морфометрирование легких в случае модели LLC. 
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Рис. 19. Влияние РНКазы А и ДНКазы I на метастазирование на моделях LLC и HA-1 с 

первичным опухолевым узлом. A. Схема эксперимента. Б. Количество поверхностных легочных 

метастазов у мышей с LLC, получавших РНКазу А или ДНКазу I. Данные представлены, как 

mean±S.E.M. В. ИИМ в группах мышей, получавших РНКазу А, ДНКазу I или смеси ферментов. 

Для статистической обработки данных использовали t-тест критерия Стьюдента. Г. 

Гистотопограммы долей легких контрольной и экспериментальных групп мышей с LLC. 

Окрашивание гематоксилином и эозином. Стрелками указаны крупные метастазы. Шкала 

соответствует 5 мм. 
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Во всех группах мышей с LLC или НА-1 введение ферментов приводило к снижению 

площади метастазов (Рис. 19, Б). В группах мышей с LLC, получавших ДНКазу I в дозах 0.02 

и 2.3 мг/кг, ИИМ составил 45% и 36% (p < 0.05), соответственно. В группах мышей с LLC, 

получавших РНКазу А, наиболее значительное ингибирование метастазов наблюдалось при 

дозах фермента 0.5 и 0.7 мкг/кг, в этом случае ИИМ составил 59% и 73%(p < 0.05) (Рис. 19, 

Б). В дозе 10 мг/кг РНКаза А не вызывала достоверного снижения площади метастазов, что 

согласуется с данными других исследователей о неэффективности использования высоких 

доз РНКазы А. Наиболее выраженный эффект наблюдался в группах мышей с LLC, 

получавших оба фермента: ИИМ составил 80% (p < 0.05) в группе мышей, получавших 

смесь 1, и достигал 95% (p < 0.01) в группе, получавшей смесь 2 (Рис. 19, Б). Следует 

отметить, что в случае монотерапии мышей с LLC ДНКазой I наблюдалось более 

значительное снижение количества поверхностных метастазов по сравнению с РНКазой А 

(Рис. 19, Б), тем не менее, ИИМ был более низкий, чем для РНКазы А, что свидетельствует о 

влиянии фермента не только на количество, но и на площадь метастазов. В случае модели 

НА-1 ферменты вызывали более эффективное уменьшение площади метастазов по 

сравнению с моделью LLC (Рис. 19, Б): ИИМ варьировал от 62 до 90% (p < 0.05) в группах, 

получавших РНКазу А, и от 70 до 90% (p < 0.05) в группах, получавших ДНКазу I. 

Типичная топограмма срезов долей легких мышей с LLC до и после введения 

ферментов представлена на Рис. 19, Г. В легких животных контрольной группы метастазы 

достаточно крупные и локализуются как в паренхимальной, так и в субплевральной зонах. 

Введение ферментов приводит к уменьшению размера метастазов и изменению их 

локализации с паренхимальной на субплевральную, что более выражено в случае ДНКазы I. 

Такое изменение локализации метастазов может свидетельствовать о гибели опухолевых 

клеток в кровотоке под действием ферментов (согласно теории открепления онкоцитов от 

очага первичного возникновения и миграции в отдаленные органы-мишени), либо о 

разрушении нуклеиновых кислот – потенциальных мишеней в кровотоке, и, как следствие, 

снижении их концентрации и уменьшении опосредованной опухоле-специфическими НК 

миграции опухолевых клеток или снижения уровня трансформации нормальных клеток в 

органах-мишенях. 

Для доказательства антиметастатического действия РНКазы А и ДНКазы I также 

использовали метастатическую модель LLC без первичного опухолевого узла. Мышам 

C57Bl/6J в/в вводили клетки LLC (см. п. 2.2.6.1), и начиная с четвертого дня после 

трансплантации ежедневно в/м вводили РНКазу А или ДНКазу I (см. п. 2.2.9.12). Количество 

метастазов, морфометрический анализ и типичная гистотопограмма долей легких 
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представлена на Рис. 20. Ферменты значительно снижали как количество, так и площадь 

метастазов в легких. Было отмечено снижение количества метастазов в 4 раза, при этом 

ИИМ составил 34% и 66% (p < 0.05) в группах мышей, получавших РНКазу А и ДНКазу I, 

соответственно (Рис. 20, А, Б). 

Гистологический анализ срезов легких показал, что ферменты существенно снижают 

количество и площадь метастазов, что сопровождается изменением локализации метастазов 

с паренхимальной на субплевральную зону (Рис. 20, В). Таким образом, и в отсутствие 

формирования первичного опухолевого узла ферменты оказывают антиметастатическое 

действие, выражающееся в снижении, как количества, так и площади метастазов. 

 

 

Рис. 20. Влияние РНКазы А и ДНКазы I на торможение роста метастазов в метастатической 

модели LLC. Мышам C57Bl/6 вводили внутривенно клетки LLC и начиная с четвертого дня 

после трансплантации ежедневно вводили в/м РНКазу А (0.7 мкг/кг) или ДНКазу I (0.12 мг/кг). 

А. Количество поверхностных легочных метастазов. Б. ИИМ. Для статистической обработки 

данных использовали t-тест критерия Стьюдента. В. Гистотопограмма долей легких контрольной 

и экспериментальных групп. Окрашивание гематоксилином и эозином. Стрелками указаны 

крупные метастазы. Шкала соответствует 5 мм. 
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4.2.4. Подавление инвазивных свойств меланомы В16 in vitro и in vivo под 

действием ДНКазы I 

Наши данные показали высокую антиметастатическую активность ДНКазы I на двух 

опухолевых моделях умеренной агрессивности и метастатического потенциала – LLC и 

гепатоме А1, на ранних стадиях опухолевой прогрессии. Представлялось интересным 

оценить влияние ДНКазы I на поздние стадии опухолевой прогрессии – когда опухолевые 

клетки приобретают инвазивный фенотип, мигрируют и проникают в отдаленные органы для 

формирования вторичных опухолевых центров. Для имитации поздних стадий 

метастатического процесса нами была выбрана высокоинвазивная опухолевая модель 

меланомы B16, которая характеризуется высокой агрессивностью развития, активной 

диссеминацией и при внутривенном введении дает множественные вторичные опухолевые 

образования во внутренних органах. 

Прежде всего, была проведена оценка чувствительности меланомы B16 к действию 

ДНКазы I in vitro с помощью МТТ-теста. Клетки меланомы инкубировали в течение 24 ч в 

присутствии ДНКазы I в диапазоне концентраций (1–20) × 10
3
 ед. акт./мл. Выяснилось, что 

уже при концентрации ДНКазы I 5 × 10
3
 ед. акт./мл жизнеспособность клеток B16 снижалась 

до 80%, а при максимальной используемой дозе, 20 × 10
3
 ед. акт./мл, выживаемость клеток 

составила лишь 25% (первичные данные не приведены). Значение IC50 для ДНКазы I 

составило (10.1 ± 1.2) × 10
3
 ед. акт./мл. (первичные данные не приведены). 

Поскольку одной из важнейших характеристик инвазивного потенциала опухолевых 

клеток является миграционная активность, была проведена оценка влияния ДНКазы I на 

миграционную активность клеток меланомы B16 in vitro методом зарастания царапины (Рис. 

21). Целостность сформированного клетками монослоя нарушали нанесением царапины и 

отслеживали скорость заполнения царапины опухолевыми клетками в отсутствие фермента 

(контроль) и в присутствии ДНКазы I (Рис. 21, А, см. п. 2.2.12.4). Было выявлено, что 

ДНКаза I вызывает замедление миграции клеток пропорционально дозе фермента (Рис. 21, Б 

- Г). Так, через 48 ч ДНКаза I в дозе 0.25 × 10
3
 ед. акт./мл и выше вызывала двукратное 

сокращение длины зоны миграции клеточного фронта (Рис. 21, Б). Кроме того, под 

действием ДНКазы I наблюдалось дозозависимое уменьшение общей площади миграции 

(Рис. 21, В). Наибольший эффект на скорость миграции клеток меланомы оказывали высокие 

дозы фермента: через 2 ч инкубации скорость зарастания царапины снижалась вдвое, а к 48 ч 

– падала в 5 раз (Рис. 21, Г). Следует отметить, что токсический эффект ДНКазы I на клетки 

меланомы B16 был незначителен, поскольку используемые дозы были в несколько раз 

меньше IC50. 
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Рис. 21. Анализ миграционной активности клеток меланомы B16 под действием ДНКазы I. 
Клетки B16 культивировали в присутствии ДНКазы I в концентрации (0.1–3.0) × 103 ед. акт./мл в 

течение 48 ч. А. Фотографические изображения заполнения царапины опухолевыми клетками 

через 48 ч инкубации с ДНКазой I в концентрациях 0.5 × 103 и 3 × 103 ед. акт./мл. (увеличение 

4×). Прерывистой линией отмечены первоначальные границы царапины, пунктирной линией 

обозначены границы клеточного монослоя через 48 ч после нанесения повреждения. Б. Длина 

зоны миграции. В. Площадь зарастания царапины в культуре клеток B16 через 48 ч инкубации с 

ДНКазой I (относительно контроля). Г. Степень зарастания царапины опухолевыми клетками 

через 2, 24 и 48 ч инкубации с ДНКазой I. Значения приведены как MEAN ± SEM. к* – контроль, 

клетки, инкубированные в отсутствие ДНКазы I в течение 48 ч. 
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Затем, действие ДНКазы I на процесс метастазирования было исследовано in vivo. 

Суспензию клеток меланомы вводили мышам линии C57Вl/6J в/в (см. п. 2.2.6.1). Начиная с 

четветых суток после трансплантации опухолевых клеток, животные получали ежедневно 

в/м инъекции физ/раствора (контроль) и ДНКазы I (0.12-1.2 мг/кг) (см. п. 2.2.9.10). 

Оказалось, что ДНКаза I статистически достоверно снижает число метастазов на 

поверхности легких мышей с меланомой В16 во всех группах по сравнению с контролем 

(Рис. 22). Медианное число метастатических центров в контрольной группе составило 115, а 

после применения ДНКазы I - 35-50 (Рис. 22). 

 

 

Рис. 22. Влияние ДНКазы I на количество поверхностных метастазов в легких мышей с 

метастатической меланомой В16. ДНКазу I вводили в дозах 0.12, 0.6 и 1.2 мг/кг в/м мышам 

C57Bl/6J с метастатической меланомой В16. В качестве контроля использовали мышей с 

меланомой В16, получавших в/м инъекции физ/раствора. Статистическая обработка данных 

проведена с помощью однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием 

Тьюки. Значение p отражает статистически достоверные отличия по сравнению с контролем.  

 

В связи с тем, что меланома характеризуется высокой агрессивностью, 

проявляющейся в стремительности развития заболевания и интенсивном метастазировании, 

выбор препаратов, способствующих снижению уровня ее метастазирования, является крайне 

актуальным. В ряде экспериментов с использованием различных типов опухолей показано, 

что ДНКаза I способна эффективно ингибировать метастазирование [576]. В данном разделе 

проанализировано влияние ДНКазы I на пролиферативные, инвазивные и метастатические 

свойства меланомы мышей B16. Впервые показано, что in vitro ДНКаза I способствует 

замедлению пролиферации клеток меланомы и снижает миграционную активность. Эти 

результаты хорошо согласуются с данными Wen с соавт [44], показавшими, что ДНКаза I 

уменьшает миграционную активность клеток рака поджелудочной железы. 

Впервые на метастатической модели меланомы мыши показано, что ДНКаза I 

достоверно сокращает количество легочных метастазов. Эти данные по высокой 

антиметастатической активности ДНКазы I согласуются с ранее полученными результатами 
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с использованием других опухолевых моделей: рака поджелудочной железы, спонтанного 

лимфолейкоза и рака печени L5178Y-ML [42, 44, 520]. 

4.2.5. Вклад каталитическая активности РНКазы А и ДНКазы I в 

противоопухолевое и антиметастатическое действие ферментов 

Для того, чтобы оценить вклад каталитической активности РНКазы А и ДНКазы I в 

антиметастатическое действие ферментов, была исследована антиметастатическая активность 

интактных и инактивированных РНКазы А и ДНКазы I на модели LLC. Для инактивации 

РНКазы А фермент инкубировали в присутствие DEPC в условиях, обеспечивающих 

количественную модификацию остатков гистидина, находящихся в активном центре 

фермента, но не влияющих на структуру белка [577]. Активность модифицированной 

РНКазы А проверяли в реакции расщепления РНК HIV-1 и проводили сравнение с 

активностью интактного фермента. Было показано, что после обработки DEPC РНКаза А 

полностью теряет способность расщеплять РНК. Для инактивации ДНКазы I фермент 

инкубировали при 65С в течение двух часов и проверяли в реакции расщепления плазмидной 

ДНК. Анализ показал, что в результате инактивации каталитическая активность ДНКазы I 

снизижается в 10 раз. 

LLC в солидной форме индуцировали у мышей С57Bl/6J (самок, см. п. 2.2.6.1). 

Начиная с восьмого дня после трансплантации мыши получали инъекции в/м физ/раствора 

(контроль), интактные РНКазу А (0.7 мкг/кг) и ДНКазу I (0.12 мг/кг), а также 

инактивированные ферменты в тех же дозах (см. п. 2.2.9.9). На Рис. 23 представлено 

торможение роста опухоли под действием интактных и инактивированных ферментов, а 

также их влияние на метастазы. Как видно из Рис. 23, на 12-ые сутки после трансплантации 

LLC инактивированная РНКаза А тормозила рост первичной опухоли в 2 раза менее 

эффективно, чем интактный фермент. Инактивированная ДНКаза I, как и интактный белок, не 

оказывала влияния на первичную опухоль. 

Так же как и после применения интактных ферментов в образцах лѐгких животных, 

получавших инактивированные РНКазу А и ДНКазу I, наблюдался индуцированный 

патоморфоз метастазов (Рис. 23, Б). Оценка ИИМ методом морфометрии показала, что в 

группе мышей, получавших инактивированную РНКазу А, ИИМ был в 1.3 раза меньше, чем в 

группе животных, получавших инъекции интактного фермента (Рис. 23, В). 

Инактивированная ДНКаза I вызывала торможение метастазов в 1.7 раз менее эффективно, 

чем исходный белок. Полученные данные свидетельствуют о том, что каталитическая 

активность РНКазы А и ДНКазы I вносит существенный вклад в проявляемую этими 

ферментами антиметастатическую активность. 
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Рис. 23. Влияние каталитической функции РНКазы А и ДНКазы I на противоопухолевую и 

антиметастатическую активность. А. Торможение роста опухоли LLC в группах мышей, 

получавших интактные РНКазу А в дозе 0.7 мкг/кг и ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг и 

инактивированные ферменты. Б. ИИМ. Для статистической обработки данных использовали t-

тест критерия Стьюдента * и *** - указывают на отличия от контроля с р < 0.05 и р < 0.001, 

соответственно. 

 

4.2.6. Противоопухолевое и антиметастатическое действие РНКазы А в составе 

комбинированной терапии с циклофосфамидом 

Для того, чтобы оценить возможность использования РНКазы А в качестве средства 

адъювантной терапии было проведено исследование ее противоопухолевого и 

антиметастатического действия в составе комбинированной терапии со стандартными 

химиопрепаратами на модели LLC. LLC трансплантировали мышам линии С57Bl и начиная с 

четвертого дня после трансплантации опухоли проводили инъекции физ/раствора в/в 

(контроль), РНКазы А в дозе 0.7 мкг/кг в/м течение двух недель, циклофосфамида в дозах 150 

и 100 мг/кг на седьмой и 11 дни после трансплантации, РНКазу А в дозе 0.7 мкг/кг в/м в 
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течение двух недель и циклофосфамид в дозах 150 и 100 мг/кг на седьмой и 11 дни после 

трансплантации (см. п. 2.2.9.7). 

Исследование динамики роста опухолей показало, что монотерапия РНКазой А или 

циклофосфамидом приводит к торможению роста первичной опухоли на 30% (p < 0.01) и 70% 

(p < 0.0001), соответственно, в том время как в составе комбинированной терапии эффект 

возрастает до 85% (p < 0.0001) (Рис. 24). 

При монотерапии РНКазой А DT составило 3.3±0.2 дня, циклофосфамидом - составило 

6.8±1.1 дня. Под действием комбинированной терапии DT значительно увеличилось и 

составило 10.3±1.8 дня. Анализ метастазов в легких показал, в отсутствие лечения число 

метастазов составляет в среднем 81. Монотерапия РНКазой А приводила к уменьшению 

количества метастазов до 42. В группе мышей, получавших монотерапию циклофосфамидом, 

метастазы были обнаружены только у двух животных, тогда как комбинированная терапия 

РНКазой А и циклофосфамидом приводила к полному подавлению метастазов. 

Морфометрический анализ показал, что ИИМ в группе животных, получавших 

комбинированную терапию, достигал 88%, что значительно превышало эффект монотерапии 

как РНКазой А (54%), так и циклофосфамидом (69%) (Рис. 24). 

 

Рис. 24. Влияние РНКазы А и циклофосфамида (СР) на скорость роста первичной опухоли (А) и 

метастазов (Б) на модели LLC. Мыши с LLC получали в/м инъекции физ/раствора (контроль, 

LLC(wt)), монотерапию РНКазой А (РНКаза А), монотерапию СР (СР) и комбинированную 

терапию РНКазой А и СР. РНКазу А вводили в/м в дозе 0.7 мкг/кг начиная с четвертого дня 

после трансплантации опухоли, СР вводили в/б на седьмой и 11 дни после трансплантации в 

дозах 150 и 100 мг/кг. Для статистической обработки данных использовали t-тест критерия 

Стьюдента. 
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Таким образом, в случае применения комбинированной терапии, состоящей их 

РНКазы А и циклофосфамида, известного своим апоптогенным действием на 

опухолевыеклетки, было отмечено значительное замедление роста первичной опухоли и 

ингибирование метастазов. По всей вероятности, это связано с аддитивным действием этих 

препаратов, обладающих различными механизмами противоопухолевой активности, которая 

складывается из апоптогенного действия циклофосфамида и влияния РНКазы А на какое-то 

другое звено канцерогенеза. 

4.3. Исследование противоопухолевого и антиметастатического действия 

биназы in vivo 

Исследование противоопухолевой и антиметастатической активности биназы 

проводили совместно с Лабораторией конформационного полиморфизма белков в норме и 

при патологии под руководством академика А.А. Макарова (ИМБ РАН, Москва). 

Митькевичем и коллегами (ИМБ РАН, Москва) в совместных работах с коллегами из 

ИХБФМ СО РАН была показана цитотоксичность биназы на культуре клеток меланомы В16 

и лимфосаркомы RLS40. Было обнаружено, что цитотоксический эффект биназы реализуется 

за счет запуска внешнего и внутреннего пути апоптоза [578]. Активация внутреннего пути 

апоптоза сопровождается падением митохондриального потенциала, увеличением 

концентрации кальция и ингибированием дыхательной активности. Синтез ФНО-α клетками 

под действием биназы способствует запуску внешнего пути апоптоза за счет связывания 

ФНО-α с рецепторами клеточной смерти и активации каспазы 8. Полученные данные 

показали, что биназа может представлять интерес в качестве противоопухолевого и 

антиметастатического препарата, и поэтому ее активнгость была исследована на широком 

спекте опухолевых моделей in vivo. 

4.3.1. Исследование токсичности биназы in vivo. 

Поскольку биназа имеет бактериальное происхождение, необходимым являлось 

исследовать ее токсичность. Поэтому вначале была исследована токсичность биназы в дозах 

1 и 5 мг/кг при в/б введении на здоровых мышах линий C57Bl/6J и CBA. В качестве контроля 

были взяты мыши, получавшие физ/раствор в/б. Биназа в используемых дозах не оказывала 

токсического действия на организм животных: не было выявлено изменений веса животных, 

состояния шерсти и кожных покровов, физической активности, уровня потребления воды и 

пищи. Исследование состояния печени после введения биназы показало, что в печени 

интактных животных и животных, получавших физ/раствор, объемная плотность 

нормальных гепатоцитов составляет 82.5±1.5% от общей паренхимы печени, уровень 

деструктивных изменений - 10.5±0.7%. Биназа в дозе 1 мг/кг не вызывала увеличения 
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деструктивных изменений печени. Биназа в дозе 5 мг/кг незначительно увеличивала 

деструктивные изменения, однако, это изменение было статистически недостоверно. 

Численная плотность двуядерных гепатоцитов в печени мышей, получавших инъекции 

биназы, не отличалась от этого показателя в контрольных группах (1.7±0.2) во всем 

диапазоне доз, что указывает на отсутствие снижения регенераторного потенциала печени 

под действием биназы, и, таким образом, на отстутствие гепатотоксичности. 

4.3.2. Исследование противоопухолевого и антиметастатического потенциала 

биназы на опухолевых моделях различного гистогенеза 

Для выявления противоопухолевого и антиметастатического потенциала биназа 

использовали три опухолевые модели: LLC, лекарственно-устойчивую лимфосаркому RLS40 

и метастатическую меланому В16. Мышам линии С57Bl/6J были в/м трансплантированы 

клетки LLC (см. п.2.2.6.1). Для определения наиболее эффективного диапазона доз и 

оптимального способа введения биназу вводили двумя способами в/б и в/м в дозах 0.1, 0.5 и 

1 мг/кг три раза в неделю в течение двух недель (см. п. 2.2.9.11). Исследование динамики 

роста опухоли показало, что при в/б введении биназа во всем диапазоне доз вызывает 

замедление роста первичной опухоли, которое достигает 45% (Рис. 25, A). При в/м введении 

биназы животным-опухоленосителям также было отмечено замедление роста первичной 

опухоли на 35%, однако, оно было статистически достоверным только для дозы 0.5 мг/кг 

(Рис. 25, A). Более высокий противоопухолевый эффект биназы при в/б введении по 

сравнению с в/м, по всей вероятности, связан с лучшей адсорбцией фермента. 

Гистологический анализ выявил существенное уменьшение площади легочных 

метастазов в группах мышей, получавших биназу, по сравнению с контролем (Рис. 25, Б). В 

группах мышей, получавших биназу в/м, наблюдалось увеличение ИИМ с возрастанием 

дозы биназы. В итоге ИИМ составил 30 - 47% (Рис. 25, В). Во всех группах животных, 

получавших биназу в/б, ИИМ составил около 50% (Рис. 25, В). 

С целью выявить действие биназы на опухоли различных гистологических типов, 

было проведено исследование ее противоопухолевого потенциала на модели лимфосаркомы 

RLS40 с МЛУ, способной формировать первичный опухолевый узел и метастазировать в 

печень. С целью повышения эффективности лечения были использованы дозы биназы 1 и 5 

мг/кг. Поскольку данная опухолевая модель проявляет фенотип МЛУ, для лечения 

использовали как режим монотерапии биназой, так и режим комбинированной терапии 

биназой и препаратами полихимиотерапии (ПХТ). Опухоль RLS40 индуцировали у мышей 

линии СВА и проводили инъекции биназы (см. п. 2.2.9.13). Начиная с четвертого дня после 
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Рис. 25. Влияние биназы на рост первичной опухоли и метастазов у мышей с LLC. А. Влияние 

биназы на рост первичной опухоли при введении в/б. Б. Влияние биназы на рост первичной 

опухоли при введении в/м. Биназу вводили трижды в неделю в дозах 0.1, 0.5 и 1 мг/кг с 

четвертого дня после трансплантации опухоли. В. Средний размер метастазов в группах и 

гистотопограммы срезов долей легких мышей, получавших биназу. Окрашивание 

гематоксилином и эозином. Метастазы указаны стрелками, границы метастазов отмечены 

пунктирной линией. Г. ИИМ. Для статистической обработки данных использовали t-тест 

критерия Стьюдента. Величины р указывают статистически достоверные различия по сравнению 

с контролем. 
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трансплантации опухоли, животные получали следующие инъекции в/б - физ/раствора 

(контроль); ПХТ; биназу в дозах 1 и 5 мг/кг, ПХТ и биназу в дозе 1 мг/кг в/б. Химиотерапию 

проводили двукратно на четвертый и 11 дни после трансплантации опухоли. 

Исследование динамики роста опухоли показало, что на 10 день после 

трансплантации в группах мышей, получавших биназу в дозе 1 мг/кг, замедление роста 

опухоли составило 40% (Рис. 26, A). Повышение дозы биназы до 5 мг/кг не привело к 

повышению терапевтического эффекта: замедление роста опухоли составило 28% (Рис. 26, 

A). К концу эксперимента замедление роста опухоли в группах, получавших биназу, было 

примерно одинаковым и составило 20%. Лечение животных-опухоленосителей в режиме 

ПХТ было в 1.5 – 2 раза более эффективно по сравнению с монотерапией биназой и 

приводило к замедлению роста первичной опухоли на 60 - 70% (Рис. 26, A). 

Комбинированная терапия с применением биназы и ПХТ не приводила к потенциированию 

противоопухолевого эффекта. 

 

 

Рис. 26. Влияние монотерапии биназой, монотерапии ПХТ и комбинированной терапии биназой 

и ПХТ на рост первичной опухоли и метастазов у мышей с лимфосаркомой RLS40. А. Влияние на 

рост первичной опухоли. Биназу вводили трижды в неделю в дозах 1 и 5 мг/кг с четвертого дня 

после трансплантации опухоли. ПХТ вводили дважды на четвертый и 11 дни после 

трансплантации опухоли. Б. ИИМ. Для статистической обработки данных использовали t-тест 

критерия Стьюдента. Величины р указывают статистически достоверные различия по сравнению 

с контролем. 

 

Гистологический и морфометрический анализ показал, что ИИМ в группе мышей, 

получавших ПХТ в составе монотерапии, составил 88% (Рис. 26, Б). Применение биназы в 

режиме монотерапии приводило к подавлению метастазов на 50% (Рис. 26, Б). При 

комбинированной терапии ИИМ составил 68%. Таким образом, биназа продемонстрировала 
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заметную эффективность при подавлении роста лекарственно-устойчивой лимфосаркомы и 

ее антиметастатическая активность была сравнима с активностью ПХТ. 

Антиметастатическое действие биназы было также исследовано на метастатической 

модели меланомы В16. Меланому В16 индуцировали у мышей С57Bl/6J и, начиная с 

четвертого дня после трансплантации опухоли, животные получали в/б инъекции 

физ/раствора (контроль); биназу в дозах 1 и 5 мг/кг, как описано в (см. п. 2.2.6.1 и 

п. 2.2.9.11). Морфометрический анализ легких экспериментальных животных показал, что 

биназа в дозе 1 мг/кг приводит к подавлению метастазов на 69% (Рис. 27, A и B). Как и в 

случае лимфосаркомы RLS40 в случае меланомы В16 повышение дозы биназы до 5 мг/кг не 

приводило к потенциированию антиметастатического эффекта: ИИМ составил 45%. 

 

Рис. 27. Влияние биназы на развитие метастазов у мышей с метастатической моделью меланомы 

В16. С четвертого дня после трансплантации В16 мыши получали биназу в/б в дозах 1 и 5 мг/кг 

трижды в неделю в течение двух недель. А. ИИМ. Б. Гистотопограммы срезов долей легких 

мышей с В16. Окрашивание гематоксилином и эозином. Границы метастазов обведены линией. 

Для статистической обработки данных использовали t-тест критерия Стьюдента. Величина р 

указывает статистически достоверное отличие по сравнению с контролем, * - статистически 

недостоверные отличие. 

 

4.3.3. Влияние биназы на регенераторный потенцил печени мышей-

опухоленосителей 

Поскольку биназа проявляет противоопухолевое действие в миллиграммовых, т.е., 

достаточно высоких дозах, и к тому же имеет бактериальное происхождение, то есть 

обладает достаточно высокой степенью ксеногенности для организма млекопитающих, 

необходимым являлось изучить влияние биназы на печень мышей-опухоленосителей. В 

эксперименте анализировали долю нормальной паренхимы печени, долю деструктивных 

изменений и некрозов, а также число двуядерных гепатоцитов, отражающих регенераторный 
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потенциал печени, на моделях LLC, RLS40 и метастатической модели меланомы В16 после 

введения животным-опухоленосителям биназы в/м и в/б.  

В печени контрольных животных-опухоленосителей, получавших инъекции 

физ/раствора, были обнаружены тяжелые деструктивные изменения, которые составили 

71.5±3.4%, 77.9±0.9% и 70.7±1.6% от общей паренхимы печени животных с опухолями LLC, 

RLS40 и B-16, соответственно, и были преимущественно представлены некрозами. Введение 

биназы приводило к снижению деструктивных изменений в 1.2 - 2.2 раза в печени мышей-

опухоленосителей [579]. 

При введении мышам с RLS40 биназы или лечения в режиме ПХТ наблюдалось 

снижение численной плотности двуядерных гепатоцитов в 1.6 раза по сравнению с 

контролем, при применении комбинированной терапии снижение достигало 4 раз [579]. 

Такие тяжелые деструктивные изменения могут быть объяснены вкладом нескольких 

факторов, таких как эндогенная интоксикация вследствие распада первичной опухоли, 

инфильтрирование печени метастазами, воздействием ПХТ и влиянием провоспалительных 

цитокинов. На метастатической модели меланомы В16 биназа в дозах 1 и 5 мг/кг вызывала 

снижение регенераторного потенциала печени в 1.7 и 1.3 раз, соответственно [579]. 

Совершенно другой результат был получен на модели LLC. Биназа приводила к 

снижению объемной плотности деструктивных изменений, а доля нормальной паренхимы 

печени увеличивалась с повышением дозы биназы с 0.1 до 1 мг/кг. При введении биназы в/м 

в дозах 0.1, 0.5 и 1 мг/кг доля нормальной паренхимы возрастала до 38.8, 49.2 и 64.2%, 

соответственно. При применении биназы в дозе 1 мг/кг в ткани печени наблюдалось 

значительное снижение доли деструктивных изменений: 30.8% против 72.1% в контрольной 

группе. Такое снижение деструктивных изменений и увеличение доли нормальной 

паренхимы печени хорошо коррелирует с противоопухолевым эффектом на модели LLC. 

При в/б введении биназы также было отмечено снижение деструктивных изменений в 

печени мышей с LLC, однако, изменения были более выраженными. Так, уже при 

применении биназы в дозе 0.1 мг/кг доля нормальной паренхимы печени возрастала с 22.3% 

до 56.8%. Увеличение дозы биназы до 1 мг/кг оказывало незначительный эффект: доля 

нормальной паренхимы возрастала до 64.2%, то есть до такого же уровня, что и при в/м 

введении биназы. При применении биназы происходило снижение доли некрозов паренхимы 

печени в 2.2-2.6 раз по сравнению с контролем. 

Численная плотность двуядерных гепатоцитов представлена в Таблице 14. 

Прогрессирование опухоли в отсутствие лечения приводило к снижению численной 

плотности в 3.3 раза, что отражало токсическую нагрузку опухоли на печень. Введение 
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биназы в/м во всем диапазоне доз не влияло на изменение численной плотности двуядерных 

гепатоцитов. Однако, введение биназы в/б в дозах 0.1, 0.5 и 1 мг/кг вызывало увеличение 

численной плотности двуядерных гепатоцитов в 1.8, 2.3 и 3.2 раза, соответственно, и, в 

итоге, достигался уровень регенерации, соответствующий уровню для здоровых животных. 

Таким образом, биназа наряду с проявляемой ее противоопухолевой и 

антиметастатической активностью на модели LLC способна оказывать гепатопротекторный 

эффект, заключающийся в значительном снижении дистрофичных изменений паренхимы и 

возрастании числа двуядерных гепатоцитов, отражающих регенераторный потенциал 

печени. 

 

Таблица 14. Численная плотность двуядерных гепатоцитов в печени здоровых мышей 

C57bl/6J и мышей с LLC, получавших биназу. 

Группы Биназа, мг/кг Двуядерные гепатоциты, Nv 

мыши с LLC   2 ± 0.4 

1 3.6 ± 0.4* 

мыши с LLC / физ/раствора   0.6 ± 0.2 

мыши с LLC / биназа в/м 0.1 0.8 ± 0.2 

0.5 0.9 ± 0.2 

1 0.7 ± 0.2 

мыши с LLC / биназа в/б 0.1 1.1 ± 0.1** 

0.5 1.4 ± 0.2**
#
 

1 1.9 ± 0.3**
#
 

Nv – численная плотность двуядерных гепатоцитов; * - статистически достоверные отличия по 

сравнению со здоровыми животными с р≤0.05; ** - статистически достоверные отличия по 

сравнению с мышами C57Bl/6J с LLC, получавшими инъекции физ/раствора, с р≤0.05; # - 

статистически достоверные отличия по сравнению с мышами C57Bl/6J с LLC, получавшими 

инъекции биназы в/м, с р≤0.05. Данные приведека как Mean±SEM. 

 

4.4. Заключение 

Впервые нами был продемонстрирован противоопухолевый потенциал РНКазы А на 

двух опухолевых моделях, карциноме легких Льюис и гепатоме НА-1, в дозах (0.35 – 50 

мкг/кг), значительно меньших по сравнению с использованными ранее (10-1000 мг/кг), при 

которых исследователи наблюдали противоречивые результаты. РНКаза А в дозах 0.35 - 1 

мкг/кг при ежедневном внутримышечном введении в течение двух недель приводила к 

подавлению роста первичной опухоли на 25 – 30% и ингибированию метастазов на 60%. 

Наблюдаемые эффекты РНКазы А в диапазоне низких доз и их отсутствие в высоких дозах 
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согласно данным других исследователей позволяют заключить, что либо РНКаза А в низких 

дозах по какой-то причине избегает инактивации под действием рибонуклеазного 

ингибитора внутри опухолевой клетки, либо, что более вероятно, ее механизм 

противоопухолевой активности не является механизмом прямого цитотоксического действия 

на опухолевые клетки, а реализуется на системном уровне. 

Впервые был показан антиметастатический потенциал ДНКазы I на трех опухолевых 

моделях – карциноме легких Льюис, гепатоме А-1 и меланоме В16. Следует отметить, что 

работ по исследованию противоопухолевой активности ДНКазы I на моделях опухолей 

животных крайне мало - это модели рака поджелудочной железы, спонтанного 

лимфолейкоза и рака печени L5178Y-ML [520, 521], и лишь в нескольких из них показано 

антиметастатическое действие ДНКазы I. Впервые было показано снижение миграционной 

активности меланомы in vitro под действием ДНКазы I, что и объясняет такой высокий 

антиметастатический эффект (до 70% ингибирования метастазов) на модели меланомы 

in vivo. 

Внимание к исследованию противоопухолевой активности РНКаз микробного 

происхождения объясняется их способностью избегать инактивации под действием 

внутриклеточного рибонуклеазного ингибитора и селективно запускать апоптоз в 

опухолевых клетках. Ранее цитотоксическая активность микробных РНКаз, включая биназу, 

была продемонстрирована in vitro на различных типах опухолевых клеток [479-581], однако 

до сих пор никогда не исследовалась in vivo. Впервые нами на трех опухолевых моделях 

различного гистогенеза, имеющих гомологию с опухолями человека, была 

продемонстрирована способность биназы замедлять рост первичной опухоли и рост 

метастазов. Биназа при введении в дозе 1 мг/кг замедляла рост первичных опухолей на 45% 

на моделях LLC и RLS40, и подавляла развитие метастазов на 50%. На модели меланомы В16 

антиметастатический эффект был более выражен и достигал 70%. Сходная 

противоопухолевая и антиметастатическая активность биназы на модели LLC и модели 

RLS40 с фенотипом МЛУустойчивости подчеркивают высокий терапевтический потенциал 

биназы.  

Известно, что терапевтический системный эффект препарата in vivo зависит от 

гистологического типа опухоли и степени ее злокачественности, чрезвычайно высокой в 

случае меланомы. Тем не менее, антиметастатическая активность ДНКазы I и биназы на 

модели меланомы была сравнима с эффектами других экспериментальных химиопрепаратов, 

например, ингибитора киназ сигнального пути МАРК [582], химерного проапоптотического 

индуктора дииндолметана [583], антител против онкобелка PRL-3 [584] и ингибиторов 
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HSP90 [585], которые продемонстрировали способность подавлять рост опухоли и 

метастазов на модели ксенографта меланомы. 

Нами было проведено сравнение противоопухолевой эффективности РНКазы А и 

биназы in vivo с эффектами других цитотоксических РНКаз. На крысиной модели карциномы 

легких Льюис BS-РНКаза в дозах 10 - 20 мг/кг при трехкратном введении в неделю в течение 

20 дней вызывала подавление роста первичной опухоли с эффективностью 30 и 66% и 

снижала количество метастазов на 52% [586]. На ксенографтах опухоли простаты человека у 

мышей линии nude онконаза в дозе 10 мг/кг приводила к замедлению роста опухоли на 50% 

[30]. РНКаза А и биназы вызывали сходные эффекты: 30-45% ингибирование роста 

первичной опухоли при значительно меньших дозах – в случае РНКазы А на три порядка (0.7 

мкг/кг), а биназы – на порядок (0.5 - 1 мг/кг). 

Таким образом, исследованные природные нуклеазы обладают высоким 

противоопухолевым и антиметастатическим потенциалом и являются кандидатными 

препаратами для исследования в пре-клинических и клинических исследованиях. 
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ГЛАВА 5. Иммуномодулирующее действие ДК-вакцин, РНКазы А, ДНКазы I и 

биназы 

Парадигма иммунного надзора за опухолью предполагает, что большинство клеток в 

состоянии пред-перерождения или на ранней стадии злокачественного перерождения могут 

быть устранены (или, по крайней мере, контролируются) клетками иммунной системы. 

Критической особенностью, которая отличает опухолевые клетки, является их способность 

уклоняться от иммунного контроля. Как следствие, подавляющее большинство 

существующих опухолей слабо иммуногенны и не индуцируют активацию АПК в организме, 

способных запускать Т-клеточный иммунный ответ, так же как и гуморальное звено 

противоопухолевого ответа, обеспечивающего правильный профиль цитокинов для их 

элиминации. Более того, прямая супрессия пролиферации и дифференцировки Т-

лимфоцитов опухолью или опухолевым окружением и подавление дифференцировки ДК 

составляют важный механизм ухода опухоли от действия иммунной системы. Таким 

образом, потенциирование иммуной системы, заключающееся в активации Т-клеточного 

звена и индукции синтеза цитокинов, крайне важно для терапии онкологических 

заболеваний. 

Задачей настощей главы являлось изучение иммуномодулирующего действия ДК-

вакцин, РНКазы А, ДНКазы I и биназы in vivo, вносящего вклад в противоопухолевый ответ. 

5.1. Иммуномодулирующее действие ДК-вакцин 

5.1.1. Влияние комплексов липосом серии N-DOPE с РНК-В16 на 

иммуномодулирующие свойства ДК in vitro и in vivo 

ДК играют ключевую роль в индукции антиген-специфического противоопухолевого 

Т-клеточного ответа. Следует ожидать, что наблюдаемый антиметастатический эффект ДК, 

нагруженных комплексами липосом с РНК-В16, опосредуется специфическими клонами 

ЦТЛ, праймированными этими ДК in vivo. Однако сами молекулы РНК, а также высокая 

концентрация положительного заряда липоплексов могут инициировать продукцию ДК 

провоспалительных цитокинов и интерферонов, что в итоге может привести к запуску 

нежелательного системного воспалительного ответа после введения таких ДК в организм 

[556]. Поскольку системный воспалительный ответ может обладать негативным влиянием на 

потенциал активированных ЦТЛ, был исследован уровень провоспалительных цитокинов в 

культуральной среде на этапе нагрузки ДК ex vivo комплексами липосом с РНК и в 

сыворотке крови экспериментальных животных с метастатической меланомой В16 после 

введения ДК-вакцин. 
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Продукция ДК провоспалительных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-1α и ИЛ-6, являющегося 

также маркером стимуляции ДК) и интерферонов (ИФН-α и ИФН-γ) была оценена в 

ростовой среде, в которой культивировали ДК, через 48 ч после нагрузки ДК РНК-В16 в 

комплексе с катионными липосомами N-DOPE (Рис. 28). Уровни продукции цитокинов 

нестимулированными ДК, ДК, обработанных липосомами, и ДК, нагруженных комплексами 

LF/РНК-В16, использовали в качестве контролей. 

Единственным цитокином, чья продукция значительно увеличивалась после 

трансфекции ДК всеми исследованными липосомальными композициями являлся ИЛ-6: его 

уровень возрастал в 6-8 раз по сравнению с ДК без стимуляции (Рис. 28, А). Уровень ИЛ-1α 

повышался в 1.6 раз в случае липоплексов X2-DOPE/РНК-В16 и незначительно повышался в  

 

 

Рис. 28. Уровень цитокинов в культуральной среде через 48 ч после трансфекции ДК РНК-В16 в 

комплексах с LF, 2X3-DOPE, 2D3-DOPE и X2-DOPE. w/s – нестимулированные ДК. Измерение 

цитокинов проводили с помощью наборов ELISA. Для статистической обработки данных 

использовали t-тест критерия Стьюдента. 
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случае остальных липоплексов. После обработки ДК липоплексами c 2D3-DOPE 

наблюдалось повышение уровня ИФН-γ в 2.3 раза, в случае других липосом – в 1.6 раз 

относительно нестимулированных ДК. После обработки ДК исследуемыми липоплексами 

также увеличились уровни ФНО-α в 1.5-1.8 раз и ИФН-α в 2-3 раза по сравнению с 

нестимулированными ДК. Следует отметить, что в случае ИФН-α только липоплексы 

LF/РНК-В16 и 2D3-DOPE/РНК-В16 стимулировали его продукцию (в 2.3 и 3 раза, 

соответственно), тогда как другие липоплексы не оказывали никакого эффекта (Рис. 28, Г). 

Обработка ДК пустыми липосомами приводила к незначительному увеличению уровня 

исследуемых цитокинов в ростовой среде, однако их величины достоверно не отличались от 

уровня цитокинов для нестимулированных ДК (первичные данные не приведены). 

Уровни этих же цитокинов были определены в сыворотке крови животных с 

метастатической меланомой после введения ДК, нагруженных комплексами катионных 

липосом серии N-DOPE и РНК В16 (Рис. 29). Инъекции ДК, нагруженных липоплексами, не 

вызывали достоверного повышения уровня провоспалительных цитокинов ИЛ-6 и ФНО-α, а 

также ИФН-γ (Рис. 29, А, В, Г). Введение ДК, нагруженных комплексами 2X3-DOPE/РНК-

В16, 2D3-DOPE/РНК-В16 и X2-DOPE/РНК-В16, приводило к увеличению уровня ИЛ-1α в 

1.4, 2.4 и 2.6 раза, соответственно, по сравнению с контрольной группой, однако 

статистически достоверное повышение было отмечено только для комплексов X2-

DOPE/РНК-В16 (Рис. 29, Б). Введение ДК, нагруженных липоплексами, не влияло на 

уровень интерферонов (данные для ИФН-γ представлены на Рис. 29, В, данные для ИФН-α 

не представлены, средний уровень ИФН-α составлял 45 пг/мл и не отличался между 

группами). 

Мы попытались оценить корреляцию между продукцией цитокинов ДК, 

нагруженными различными липоплексами, in vitro и системным ответом у мышей, 

получавших инъекции таких же ДК. В условиях in vitro нагрузка ДК липоплексами 

приводила к повышению продукции ДК ИЛ-6. ИЛ-6, помимо того, что является одним из 

главных провоспалительных цитокинов, также служит маркером ответа ДК на стимулы 

созревания/активации [587, 588]. Нагрузка ДК липоплексами 2X3-DOPE/РНК-B16 и 2D3-

DOPE/РНК-B16 приводила к 1.2-кратному увеличению продукции ИЛ-1α. Следует отметить, 

что ДК, нагруженные этими липоплексами, in vivo также индуцируют повышение уровня 

сывороточного ИЛ-1α. ИЛ-1α помимо того, что является провоспалительным цитокином, 

играет роль сигнала, способствующего миграции ДК из периферических тканей в 

лимфатические узлы [589], что является положительной функцией ИЛ-1α по отношению к 

ДК. Уровень другого важного индикатора провоспалительного ответа 
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Рис. 29. Уровень цитокинов в сыворотке крови животных с метастатической меланомой B16 

после введения ДК, нагруженных РНК-В16 в комплексах с LF, 2X3-DOPE, 2D3-DOPE и X2-

DOPE. Сыворотку крови животных-опухоленосителей, не получавших ДК, использовали в 

качестве контроля. Измерение цитокинов проводили с помощью наборов ELISA. Статистический 

анализ был проведен с помощью однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным 

критерием Тьюки. Значение p отражает статистически достоверные отличия по сравнению с 

контролем. 

 

ФНО-α практически оставался неизменным как in vitro, так и in vivo. Кроме того, липоплексы 

2D3-DOPE/РНК-B16 стимулировали in vitro сильное повышение продукции ИФН-α и ИФН-

γ, хотя таких эффектов и не наблюдалось in vivo. Таким образом, как in vitro, так и in vivo 

наблюдаемое изменение профиля цитокинов имеет позитивное влияние на активацию и 

миграцию ДК, и, следовательно, на индуцируемый ДК противоопухолевый ответ. 

5.1.2. Влияние липоплексов РНК-В16/липосомы серии МЛ на активацию 

иммунного ответа в организме-опухоленосителе 

Поскольку маннозилированные липосомы содержали в своем составе остатки 

маннозы и химические модификации, отличающие их от кóровых липосом 2X3-DOPE, было 

важным исследовать их способность влиять на уровень индукции провоспалительных 

цитокинов в организме мышей после введения ДК, нагруженных такими липоплексами. 
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Концентрации провоспалительных цитокинов (ИЛ-1β, ИЛ-6, ГМ-КСФ и ФНО-α) и 

цитокинов, определяющих тип Т-хелперного ответа, определяли в сыворотке крови мышей с 

метастатической меланомой В16 после однократной в/в инъекции ДК. Как видно из 

представленных данных, введение ДК не индуцировало продукцию цитокинов ИЛ-6, ФНО-α 

и ГМ-КСФ (Рис. 30, Б, В, Г). Уровень ИЛ-1β в контроле и группах М2 и М4 составил 

порядка 10 пг/мл, тогда как в группах 2X3-DOPE, М5 и М6 наблюдалось снижение уровня 

этого цитокина практически до нуля (Рис. 30, А). 

 

 

Рис. 30. Уровень провоспалительных цитокинов в сыворотке крови животных с метастатической 

меланомой В16 после введения ДК, нагруженных липоплексами МЛ/РНК-В16. А. ИЛ-1β. Б. ИЛ-

6. В. ГМ-КСФ. Г. ФНО-α. Сыворотку крови животных-опухоленосителей, не получавших ДК, 

использовали в качестве контроля. Статистические данные обрабатывали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием Тьюки, отличия при p < 

0.05 считали статистически достоверными. 

 

Далее были исследованы три важных звена иммунного ответа – Т хелперный ответ 1 

типа (Тh1), Т хелперный ответ 2 типа (Тh2) и провоспалительный ответ. Исследование 

поляризации Т-хелперного ответа 1 типа показало, что для групп М1, М2, М4, М5 и М6  
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Рис. 31. Уровень цитокинов в сыворотке крови животных с метастатической меланомой В16 

после введения ДК, нагруженных липоплексами МЛ/РНК-В16. Т-хелперный ответ 1 типа: (А) 

ИЛ-12, (Б) ИЛ-2, (В) ИФН-γ. Т-хелперный ответ 2 типа: (Г) ИЛ-4, (Д) ИЛ-10, (Е) ИЛ-5. 

Сыворотку крови животных-опухоленосителей, не получавших ДК, использовали в качестве 

контроля. Статистические данные обрабатывали с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа с апостериорным критерием Тьюки, отличия при p < 0.05 считали статистически 

достоверными. 

 

наблюдается повышение уровня ИЛ-12 в 1.3 – 2.6 раз (Рис. 31, А), а для групп 2X3-DOPE, 

М1, М2, М4 и М5 – повышение уровня ИЛ-2 в 2.8 – 9.4 раза (Рис. 31, Б). Ни для одной из 

липосомальных композиций не было выявлено изменения уровня ИФН-γ (Рис. 31, В). В 

случае цитокинов, специфических для Т-хелперного ответа 2 типа, для групп 2X3- DOPE, 

М2 и М4 наблюдалось повышение уровня ИЛ-4 в 50 – 100 раз (Рис. 31, Г), для группы М2 – 
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повышение уровня ИЛ-5 в 1.7 раз (Рис. 31, Е). Изменения уровня ИЛ-10 выявлено не было 

(Рис. 31, Д). Таким образом, для ДК, нагруженных липоплексами М1, М4 и М5, характерна 

поляризация Т-хелперного ответа 1 типа, тогда как для ДК, нагруженных липоплексами М2 

–Т-хелперного ответа как 1 так и 2 типа. 

ДК в селезенке животных подразделяются на CD8α+ и CD8α- ДК. CD8α+ ДК 

индуцируют Th1-ответ, тогда как CD8α- ДК - Th2 ответ. Th1 ответ, в большей степени, 

ответственен за дифференцировку CD8+ цитотоксических лимфоцитов и является более 

предпочтительным по сравнению с другими Т-хелперными ответами. Th1 клетки 

активируют макрофаги, NK клетки, и CD8+ цитотоксические Т-клетки, эффективно 

элиминирующие патогены в чистом виде, клетки, инфицированные патогенами, и 

опухолевые клетки. Индукция Th1-ответа CD8α+ ДК происходит благодаря продукции 

большого количества ИЛ-12p70 CD8α+ ДК. В противоположность этому, CD8α- ДК 

индуцируют Тh2-ответ за счет продукции цитокинов ИЛ-4 и ИЛ-10, хотя точный механизм 

активации Th2-ответа под действием CD8α- ДК неизвестен [590]. Известно, что Т-хелперные 

ответы 1 и 2 типов находятся в постоянном балансе друг с другом, дифференцировка Тh1 и 

Тh2 клеток является антагонистической. Поэтому можно предполагать, что снижение 

уровней Th2-специфических цитокинов в сыворотке крови мышей с меланомой В16, 

получавших профилактические ДК вакцины, указывает на поляризацию Т-хелперного ответа 

1 типа с последующей активацией противоопухолевого цитотоксического Т-клеточного 

ответа. 

5.1.3. Иммунологические характеристики организма-опухоленосителя после 

применения ДК вакцин по профилактической и терапевтической схемам 

Нами было исследовано соотношение CD4
+
/CD8

+
 клеток в селезенках животных с 

Кребс-2, получавших профилактические и терапевтические ДК вакцины, которое отражало 

баланс между Т-хелперным и цитотоксическим Т-клеточными ответами (Рис. 32). 

Количество CD4
+
 и CD8

+
 клеток в точках −7 день (Рис. 32, А-Г) и 0 день (Рис. 32, Д-З) 

измеряли до введения ДК вакцин и трансплантации опухоли, таким образом, данные 

показатели отражали количество CD4
+
 и CD8

+
 клеток в селезенках здоровых мышей, которое 

составило CD4
+
 (18%)/CD8

+
 (19%). 

Количество CD4
+
 клеток в контрольной группе профилактической схемы (животные с 

Кребс-2, получавшие инъекции физ/раствора, 19 день развития опухоли) слабо изменялось в 

ходе прогрессии опухоли (Рис. 32, А). Все профилактические вакцины 1/LF, 1/LF/РНК, 

1/лизат вызывали двукратное увеличение содержания CD4
+
 клеток на седьмой день после  
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Рис. 32. Количество CD4+ и CD8+ клеток в селезенках животных с Кребс-2, получавших 

профилактические и терапевтические ДК вакцины. А. w/t, контроль, мыши с Кребс-2, 

получавшие инъекции физ/раствора, 19 день развития опухоли. Б, В и Г. Мыши, получавшие 

профилактические ДК вакцины 1/LF, 1/LF/РНК и 1/лизат, соответственно. Д. w/t, контроль, 

мыши с Кребс-2, получавшие инъекции физ/раствора, 11 день развития опухоли. Е, Ж и З. 

Мыши, получавшие терапевтические ДК вакцины 2/LF, 2/LF/РНК и 2/лизат, соответственно. 

Количество CD4+ и CD8+ клеток в точке -7 день отражает содержание клеток в селезенках 

здоровых мышей. Тип ДК вакцины представлен в виде С-И/Т/А, где С – схема (1 – 

профилактическая, 2 - терапевтическая), И – количество иммунизаций, Т – трансфектант, А – 

источник антигена. Данные представлены как MEAN±S.E.M. 

 

введения ДК вакцин (день трансплантации опухоли) вне зависимости от источника антигена 

(Рис. 32, Б, В, Г). К окончанию эксперимента (день 19) количество CD4
+
 клеток снижалось 

до уровня животных из контрольной группы и находилось в пределах 18-22% (Рис. 32, А). 
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Количество CD8
+
 клеток слабо снижалось с 19% (базовый уровень) до 13-17% на 19 день 

развития опухоли во всех экспериментальных группах, включая контроль (Рис. 32, А - Г). 

Количество CD4
+
 клеток в контрольной группе терапевтической схемы (животные с 

Кребс-2, получавшие инъекции физ/раствора, 11 день развития опухоли) слабо 

увеличивалось с 17% (базовый уровень) до 21% в ходе развития опухоли (Рис. 32, Д). 

Терапевтические ДК вакцины 2/LF и 2/LF/РНК не влияли не содержание CD4
+
 клеток (Рис. 

32, Е, Ж). В случае ДК вакцины 2/лизат количество CD4
+
 клеток падало до 13% к концу 

эксперимента (Рис. 32, З). 

Количество CD8
+
 клеток в контрольной группе терапевтической схемы значительно 

росло с 19% (базовый уровень) до 29% к 11 дню (Рис. 32, Д). Все терапевтические ДК 

вакцины 2/LF, 2/LF/РНК и 2/лизат вызывали практически полное исчезновение CD8
+
 клеток 

в первый день после введения ДК вакцин (5 день после трансплантации опухоли) (Рис. 32, Е, 

Ж, З). Тем не менее, на 7 день после иммунизации мышей ДК (11 день после трансплантации 

опухоли) количество CD8
+
 клеток в группах 2/LF и 2/LF/РНК возвратилось к контрольному 

уровню (29%). В группе 2/лизат также наблюдалось увеличение содержания CD8
+
 клеток, но 

в меньшей степени по сравнению с терапевтическим контролем (22% и 29%, 

соответственно). 

Мы ожидали, что эффективность ДК-вакцин, то есть противоопухолевый и 

антиметастатический ответ, будет зависеть от соотношения CD4+/CD8+ клеток в селезенке 

мышей-опухоленосителей и будет коррелировать с Th1 и Th2 ответами. Значительное 

уменьшение размера первичной опухоли под действием терапевтической ДК-вакцины на 

модели Кребс-2 сопровождалось существенным снижением CD8+ клеток. По всей 

вероятности, это связано с рекрутированием CD8+ клеток ДК в лимфоузлах, в связи с чем 

наблюдается значительное снижение их количества в селезенке. В случае применения 

профилактической ДК-вакцины на модели Кребс-2 не было отмечено снижения скорости 

роста первичной опухоли, при этом в селезенке наблюдалось повышение количества CD4+ 

клеток и незначительное снижение CD8+ клеток. Очевидно, что не происходило 

рекрутирования CD8+ клеток ДК, и, как следствие, не было запуска Т-киллерного ответа и 

уменьшения размера опухоли. 

На следующем этапе для оценки иммунного статуса экспериментальных животных с 

меланомой В16, получавших профилактические и терапевтические ДК вакцины, были 

исследованы три важных звена иммунного ответа – Т хелперный ответ 1 типа (Тh1), Т 

хелперный ответ 2 типа (Тh2) и провоспалительный ответ. Концентрацию специфических 

цитокинов измеряли в сыворотке крови экспериментальных животных на 15 день развития 
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опухоли (см. Рис. 15, Б). Было показано, что вакцинация мышей ДК по профилактической 

схеме не приводила к статистически значимым изменениям в профилях цитокинов 

специфических для Тh1 типа (Рис. 33, А, Б, В). В случае терапевтической схемы 

наблюдалось увеличение уровней ИЛ-2 и ИЛ-12 (р40/р70) в группах 2-1/2D3/РНК и 2-

2/2D3/РНК, соответственно. 

Тем не менее, в группах животных, получавших профилактические ДК вакцины, 

наблюдалось падение уровня цитокинов, специфичных для Th2 ответа (Рис. 33, Г, Д, Е).  

 

 

Рис. 33. Уровень Th1- и Th2-цитокинов в сыворотке крови мышей с меланомой В16 после 

профилактической и терапевтической ДК вакцинации. Th1-специфические цитокины: (А) ИЛ-12 

(р40/р70); (Б) ИЛ-2; (В) ИФН-γ. Th2-специфические цитокины: (Г) ИЛ-4; (Д) ИЛ-10; (Е) ИЛ-5. 

w/t – контроль, мыши с метастатической меланомой В16, получавшие инъекции физ/раствора. 

Тип ДК вакцины приведен как С-И/Т/А, где С – схема (1- профилактическая, 2 - 

терапевтическая), И – количество иммунизаций, Т – трансфектант, А – источник антигена. 

Статистическая обработка данных была проведена с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа с апостериорным критерием наименьшей значимости Фишера. Значение p отражает 

статистически достоверные отличия по сравнению с контролем. 
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Можно отметить практически полное исчезновение ИЛ-4 (p=0.05 и p=0.041 для групп 1-

1/2D3/РНК и 1-2/2D3/РНК, соответственно, Рис. 33, Г), полное падение уровня ИЛ-10 для 1-

2/2D3/РНК и шестикратное падение уровня ИЛ-10 (p=0.033 для группы 1-1/2D3/РНК, Рис. 

32, Д). Также следует отметить 1.6-кратное снижение концентрации ИЛ-5 в группе 1-

1/2D3/РНК (Рис. 33, Е) и практически полное исчезновение ИЛ-5 в группе 1-2/2D3/РНК 

(p=0.009, Рис. 33, Е). В сыворотке крови животных, получавших терапевтические ДК 

вакцины 2-1/2D3/РНК и 2-2/2D3/РНК, изменений в концентрациях цитокинов, специфичных 

для Th2 ответа, обнаружено не было. Известно, что Т-хелперные ответы 1 и 2 типов 

находятся в постоянном балансе друг с другом, дифференцировка Тh1 и Тh2 клеток является 

антагонистической. В случае ухода опухоли от иммунного надзора баланс смещается в 

направлении Th2 > Th1, тогда как в случае нахождения опухоли под иммунным надзором – 

Th1 > Th2. Поэтому можно предположить, что снижение уровней Th2-специфических 

цитокинов в сыворотке крови мышей с меланомой В16, получавших профилактические ДК 

вакцины, указывает на поляризацию Т-хелперного ответа 1 типа со сдвигом равновесия 

Th1 > Th2 с последующей активацией противоопухолевого цитотоксического Т-клеточного 

ответа. 

Анализ провоспалительных цитокинов в сыворотке крови экспериментальных 

животных показал, что только в двух случаях наблюдается повышение их уровня: 1.3- 

кратное повышение уровня ИЛ-1β в группе 2-1/2D3/РНК (Рис. 34, А) и трехкратное 

повышение уровня ФНО-α в группе 1-1/2D3/РНК (Рис. 34, Г). Высокие концентрации таких 

цитокинов как ИЛ-6 и ФНО-α часто связаны с системным воспалением при опухолевой 

прогрессии и повышение синтеза данных цитокинов является плохим прогностическим 

признаком. Отсутствие активации провоспалительного ответа под действием ДК, 

нагруженных липосомальными композициями с опухолевой РНК, является важным 

результатом, поскольку свидетельствует об иммунологической безопасности используемых 

ДК-вакцин. 

5.1.4. Оценка экспрессии транскрипционных факторов Tbet, RORγ, GATA3 и 

Foxp3, специфичных для Т-хелперных ответов 

Анализ уровней Th1- и Th2-специфичных цитокинов в сыворотке крови мышей с 

меланомой после ДК вакцинации по профилактической и терапевтической схемам не 

позволил достоверно определить тип Т-хелперного ответа. Поэтому мы провели оценку 

уровня экспрессии транскрипционных факторов Tbet (специфичен для Th1 ответа), GATA3 

(специфичен для Th2 ответа), RORγ (специфичен для Th17 ответа) и маркера Т-регуляторных 

клеток Foxp3 в спленоцитах мышей с метастатической меланомой В16, получавших ДК  
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Рис. 34. Уровень провоспалительных цитокинов в сыворотке крови мышей с меланомой В16 

после профилактической и терапевтической ДК вакцинации. А. ИЛ-1β. Б. ИЛ-6. В. ГМ-КСФ. Г. 

ФНО-α. w/t – контроль, мыши с метастатической меланомой В16, получавшие инъекции 

физ/раствора. Тип ДК вакцины приведен как С-И/Т/А, где С – схема (1 – профилактическая, 2 - 

терапевтическая), И – количество иммунизаций, Т – трансфектант, А – источник антигена. 

Статистическая обработка данных была проведена с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа с апостериорным критерием наименьшей значимости Фишера. Значение p отражает 

статистически достоверные отличия по сравнению с контролем. 

 

вакцины, с помощью qПЦР (Рис. 35). Для этого использовали метастатическую модель 

меланомы В16 с одно- и двукратной иммунизацией ДК (Рис. 15, Б). Оказалось, что как 

однократная, так и двукратная профилактическая ДК вакцина не оказывала эффекта на 

уровень GATA3 (Рис. 35, А): уровень экспрессии данного гена не отличался от базовой 

линии (здоровые животные, точка пересечения с осью Y, Рис. 35, А-В) и контрольной 

группы (w/t, мыши с метастатической меланомой В16, не получавшие ДК вакцины, Рис. 35, 

Б). Увеличение количества профилактических ДК иммунизаций привело к исчезновению 

Tbet (p=0.0018) и двукратному увеличению уровня RORγ (p=0.04), с чем может быть связано 

отсутствие эффективности двукратной профилактической ДК вакцины, поскольку 

поляризация Th17-ответа свидетельствует о развитии аутоиммунных и провоспалительных 

реакций в организме. Кроме этого, наблюдалось трехкратное снижение уровня Foxp3 по 

сравнению с базовой линией (здоровые животные), однако отличия являлись статистически 

недостоверными (Рис. 35, А). 
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Рис. 35. Уровни экспрессии Tbet, GATA3, RORγ и Foxp3 в спленоцитах мышей после ДК 

вакцинации (данные qПЦР). А. Профилактическая схема: здоровые мыши получали ДК вакцины 

1-1/2D3/РНК и 1-2/2D3/РНК (однократная и двукратная иммунизация, соответственно). Б. Мыши 

с метастатической меланомой, получавшие инъекции физ/раствора. В. Терапевтическая схема: 

мыши с метастатической меланомой получали ДК вакцины 2-1/2D3/РНК и 2-2/2D3/РНК 

(однократная и двукратная иммунизация, соответственно). Перечеркнутый квадрат на оси Y 

отражает уровень экспрессии генов в здоровых интактных мышах (базовая линия). Тип ДК 

вакцины указан как С-И/Т/А, где С – схема применения 1 (профилактическая) или 2 

(терапевтическая), И – количество иммунизаций, Т – трансфектант, А – источник антигена. 

Экспрессию генов в группе, не получавшей ДК-вакцины (контроль), определяли на девятый и 16 

дни развития опухоли. Экспрессию генов в группах, получавших профилактические и 

терапевтические ДК вакцины, измеряли через пять дней после каждой иммунизации. Данные 

представлены в виде MEAN±S.E.M. Статистический анализ был проведен с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием наименьшей значимости 

Фишера (Fisher LSD). 

 

Однократная терапевтическая иммунизация мышей-опухоленосителей ДК вакциной 

приводила к увеличению уровня экспрессии Tbet, GATA3 и RORγ по сравнению с базовой 

линией и группой w/t (Рис. 35, В и Б). Уровни Tbet и GATA3 увеличивались в 1.3 и 2 раза 
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относительно группы w/t, но статистически недостоверно. Уровень RORγ увеличивался в 5 

раз по сравнению с группой w/t (p=0.019). Таким образом, увеличение уровней экспрессии 

RORγ и Tbet вместе с повышением уровня некоторых Th1-специфичных цитокинов в 

сыворотке крови мышей может указывать на то, что однократная терапевтическая 

вакцинация модифицированными ДК приводит к поляризации Th1/Th17 ответа. Следует 

отметить, что уровни экспрессии Tbet, GATA3 и RORγ после второй терапевтической ДК 

иммунизации не отличались от уровней в группе w/t (Рис. 35, В и Г). Уровень экспрессии 

Foxp3 снижался во всех группах животных, но статистически недостоверно, что, тем не 

менее, указывает на отсутствие индукции Т-регуляторных клеток. 

Таким образом, мы показали, что подавление метастазирования на модели 

метастатической меланомы под действием однократной профилактический ДК-вакцинации 

сопровождалось лишь незначительным снижением уровня Th2-специфических цитокинов в 

сыворотке крови экспериментальных животных, тем не менее, уровень экспрессии мастер-

регуляторов Th1/Th2/Th17 не изменялся. Двукратная ДК-вакцинация по профилактической 

схеме не приводила к подавлению метастазирования и характеризовалась 2-кратным 

повышением мастер-регулятора Th17-ответа RORγ. Поляризация Th17-ответа, 

ассоциированного с аутоиммунным и провоспалительным ответом, по всей вероятности, и 

является объяснением неэффективности двукратной иммунизации ДК в отношении 

подавления метастазирования. В случае однократной терапевтической вакцинации ДК было 

отмечено повышение уровня экспрессии RORγ и Tbet параллельно с повышением в 

сыворотке крови животных-опухоленосителей уровня некоторых цитокинов, специфичных 

для Th1-ответа, что свидетельствует о поляризации Th1/Th17 ответов. И, хотя статистически 

достоверного ингибирования метастазирования не было показано, тем не менее, тенденция к 

поляризации Th1-ответа, наиболее эффективного с точки зрения противоопухолевого ответа, 

свидетельствует о потенциале ДК и в качестве терапевтических вакцин. 

5.2. Иммуномодулирующее действие природных нуклеаз РНКазы А, 

ДНКазы I и биназы 

5.2.1. Иммуномодулирующий эффект монотерапии РНКазой А и 

комбинированной терапии РНКазой А и циклофосфамидом 

Для выявления иммуномодулирующего эффекта монотерапии РНКазой А и 

комбинированной терапии с циклофосфамидом в сыворотке крови животных с LLC были 

определены уровни ИФН-α и ИФН-γ, играющих ключевую роль в противоопухолевом 

иммунном ответе [591], и уровни провоспалительных цитокинов ИЛ-6 и ФНО-α (Рис. 36). 

Было обнаружено, что ни РНКаза А, ни циклофосфамид, как в составе монотерапии, так и в 
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составе комбинированной терапии, не оказывают влияния на уровень ИФН-α (Рис. 36, А). 

Монотерапия РНКазой А приводила к 2-кратному повышению уровня ИФН-γ (163±47 

пг/мл), тогда как монотерапия циклофосфамидом повышала его уровень в 20 раз (2365±665 

пг/мл) по сравнению с контролем (93±42 пг/мл) (Рис. 36, B). Комбинированная терапия 

РНКазой А и циклофосфамидом вызывала 8-кратное повышение уровня ИФН-γ по 

сравнению с контролем. Уровень ФНО-α в сыворотке крови мышей с LLC составил 33 пг/мл 

и соответствовал уровню данного цитокина для условно здоровых животных. Как 

монотерапия РНКазой А, так и комбинированная терапия, приводила к 2-кратному 

снижению уровня ФНО-α по сравнению с контрольной группой (Рис. 36, Б). Уровни ИЛ-6 в 

сыворотке мышей, получавших монотерапию как РНКазой А, так и циклофосфамидом, были 

близки к уровню контрольной группы, однако комбинированная терапия приводила к 3-

кратному снижению уровня ИЛ-6 по сравнению с контролем (Рис. 36, Г), что  

 

 

Рис. 36. Изменение уровня цитокинов в сыворотке крови мышей с LLC после монотерапии 

РНКазой А, монотерапии циклофосфамидом (СР) или комбинированной терапии РНКазой А и 

СР. A. ИФН-α. Б. ФНО-α. В. ИФН-γ. Г. ИЛ-6. Уровни цитокинов в сыворотке крови определяли 

с помощью ELISA. Статистические данные обрабатывали с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа с апостериорным критерием Тьюки, отличия при p < 0.05 считали 

статистически достоверными. 
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свидетельствует о значительном уменьшении воспаления в организме животных-

опухоленосителей. 

Комбинированная терапия мышей с LLC РНКазой А и циклофосфамидом приводила к 

значительному замедлению роста первичной опухоли (до 85%) и полному подавлению 

развития метастазов в легких по сравнению с монотерапией РНКазой А или 

циклофосфамидом. Было обнаружено, что РНКаза А сама по себе обладает некоторым 

иммуномодулирующим действием, заключающимся в повышении уровня интерферонов и 

снижении уровня провоспалительных цитокинов. В составе комбинированной терапии с 

циклофосфамидом мы наблюдали значительно более выраженный иммуномодулирующий 

эффект. Таким образом, РНКаза А наряду с противоопухолевым и антиметастатическим 

действием способна вызывать снижение уровня провоспалительного ответа и усиливать 

иммунный ответ против опухоли, что свидетельствует о ее высоком потенциале в качестве 

агента адьювантной терапии для лечения опухолей. 

5.2.2. Исследование способности ДНКазы I вызывать неспецифическую 

антигенную стимуляцию в организме животных-опухоленосителей 

Поскольку исследуемые нами нуклеазы являются для организма мыши чужеродными 

белками и способны вызывать неспецифическую антигенную стимуляцию в организме, 

необходимым являлось оценить состояние органов иммунной системы, что было выполнено 

на примере ДНКазы I. С целью оценки влияния ДНКазы I на морфофункциональное 

состояние органов иммунной системы (селезенки, тимуса) мышей с меланомой В16 

проведено морфологическое и морфометрическое исследование гистологических срезов этих 

органов. При морфологическом исследовании выявлено, что селезенка мышей с меланомой 

В16, получавших инъекции физ/раствора (контрольная группа), имела типичное строение: 

белая пульпа умеренно развита и представлена лимфоидными фолликулами, большая часть 

которых лежала изолированно; герминативные центры фолликулов не сформированы (Рис. 

37, А). После введения мышам-опухоленосителям ДНКазы I в дозе 1.2 мг/кг в селезенке 

обнаружили признаки значительной антигенной стимуляции: увеличение размеров и числа 

фолликулов, их слияние между собой, появление в фолликулах герминативных центров (Рис. 

37, Б). При морфометрическом исследовании выявлено, что ДНКаза I приводит к 

увеличению объемной плотности белой пульпы и диаметра лимфоидных фолликулов 

селезенки у мышей с меланомой В16 по сравнению с контрольными животными в 2 и 1.9 раз 

соответственно (Таблица 15). 
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Таблица 15. Морфофункциональные изменения в селезенке и тимусе мышей с меланомой 

В16 до и после введения ДНКазы I
a
. 

Орган Определяемые параметры Контроль
б
 ДНКаза I

в
 

Селезенка 

Объемная плотность белой пульпы, Vv, % 32.2 ± 4.4 63.8 ± 1.9 

Объемная плотность красной пульпы, Vv, % 62.5 ± 5.0 34.6 ± 1.8 

Диаметр фолликулов, мкм 297.0 ± 24.5 566.0 ± 31.5 

Тимус 

Объемная плотность коркового вещества, Vv, % 67.8 ± 1.2 83.5 ± 1.4 

Объемная плотность мозгового вещества, Vv, % 32.2 ± 1.2 16.5 ± 1.4 

Корково-мозговой индекс, КМИ 2.3 ± 0.1 7.1 ± 1.3 
aРезультаты представлены как MEAN ± SEM. 
бМыши с метастатической меланомой В16, получавшие инъекции физ/раствора в/м. 
вМыши с метастатической меланомой В16, получавшие в/м инъекции ДНКазы I в дозе 1.2 мг/кг. 

Отличия от контроля достоверны (p ≤ 0.05). 
 

5.2.3. Иммуномодулирующее действие биназы 

Иммуномодулирующее действие биназы на мышах С57Bl/6J с в/м 

трансплантированной LLC исследовали в дозах 0.1, 0.5 и 1 мг/кг при в/б и в/м введении (см. 

п. 2.2.9.11). Для этого в сыворотке крови экспериментальных животных были определены 

уровни интерферонов, как маркеров противоопухолевого ответа, а также уровни 

провоспалительных цитокинов ИЛ-1α, ИЛ-6 и ФНО-α. Введение биназы в/м в дозе 1 мг/кг 

приводило к повышению уровня ИФН-γ примерно в три раза по сравнению с контрольной 

группой (157±13 пг/мл, контроль, и 540±166 пг/мл, биназа 1 мг/кг в/м) 9первичные данные не 

приведены). Введение биназы в/б в той же дозе приводило к двукратному повышению 

уровня ИФН-γ (157±13 пг/мл, контроль, и 302±79 пг/мл, биназа 1 мг/кг, в/б). Статистически 

достоверное повышение ИЛ-1α было отмечено только при введении биназы в/б в дозе 1 

мг/кг. Во всем диапазоне доз биназа не вызывала изменений уровней ИФН-α (< 5 пг/мл) и 

ФНО-α (< 20 пг/мл) (первичные данные не приведены). 

Рис 37. Морфологические 

изменения в селезенке и тимусе 

мышей с меланомой В16 (А, В) и 

после применения ДНКазы I в дозе 

1.2 мг/кг (Б, Г). Окраска 

гематоксилином и эозином; 

увеличение ×100.  
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На Рис. 38 представлено изменение профиля цитокинов в крови животных с RLS40 

после лечения биназой и ПХТ в составе монотерапии и комбинированной терапии. Показано, 

что биназа в дозе 1 мг/кг вызывает 20-кратное увеличение уровня ИФН-γ в сыворотке крови 

мышей-опухоленосителей по сравнение с контрольной группой (p=0.004, Рис. 38, A). 

Монотерапия в режиме ПХТ также приводит к 8-кратному повышению уровня ИФН-γ 

(p=0.04, Рис. 44, A). В группе животных, получавших комбинированную терапию биназой в 

дозе 1 мг/кг и ПХТ, уровень ИФН-γ был сравним с его уровнем в сыворотке мышей, 

получавших монотерапию биназой. Статистически достоверное повышение уровня ИФН-α в 

9-10 раз было показано в сыворотке крови мышей, получавших как монотерапию ПХТ, так и 

комбинированную терапию (Рис. 38, Б). Поскольку сама биназа незначительно повышала 

уровень ИФН-α, наблюдаемый эффект связан с иммуномодулирующим действием ПХТ. 

Монотерапия биназой в дозах 1 и 5 мг/кг приводила к 2- и 3-кратному повышению 

уровня ИЛ-1α, соответственно, по сравнению с контрольной группой (Рис. 38, В). Следует 

отметить, что повышение уровня этого цитокина наблюдалось также на модели LLC при 

применении биназы в дозе 1 мг/кг (первичные данные не приведены). Монотерапия в 

режиме ПХТ и комбинированная терапия с биназой приводила к 8-кратному повышению 

уровня ИЛ-1α (Рис. 38, В). Поскольку обе опухолевые модели LLC и RLS40 представляют 

собой модели с первичным опухолевым узлом, повышение уровня ИЛ-1α под действием 

биназы является хорошим прогностическим признаком, поскольку этот цитокин участвует в 

регуляции Т-клеточного звена противоопухолевого ответа. Уровни провоспалительных 

цитокинов ИЛ-6 и ФНО-α, отражающих воспалительный и некротический процессы в 

организме (в частности, в первичной опухоли), повышались при терапии в режиме ПХТ (как 

моно-, так и комбинированной), но не при монотерапии биназой (Рис. 38, Г и Д). 

На метастатической модели меланомы биназа в дозе 5 мг/кг приводила к 3-кратному 

повышению уровней ИФН-γ и ФНО-α, однако, данные были статистически недостоверны. 

Во всем диапазоне доз биназа незначительно влияла на уровень ИЛ-1α, но снижала уровень 

ИЛ-6 в 4.5 раза (первичные данные не приведены). 

Следует отметить, что на модели RLS40 терапевтического выигрыша 

комбинированной терапии биназой и ПХТ в сравнении с монотерапией ПХТ не было 

обнаружено. Однако, позитивным вкладом биназы можно считать повышение уровня ИФН-γ 

в крови и снижение деструктивных и некротических изменений в печени животных-

опухоленосителей. ПХТ сама по себе оказывает токсический эффект и индуцирует синтез 

провоспалительных цитокинов, чего не наблюдается при монотерапии биназой. Биназа не  
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Рис. 38. Изменение профиля цитокинов сыворотки крови мышей с RLS40 после монотерапии 

РНКазой А, монотерапии ПХТ и комбинированной терапии РНКазой А и ПХТ. A. ИФН-γ, Б. 

ИФН-α, В. ИЛ-1α, Г. IL-6, Д. ФНО-α. Уровень цитокинов определяли с помощью ELISA. 

Статистические данные обрабатывали с помощью однофакторного дисперсионного анализа с 

апостериорным критерием Тьюки, отличия при p < 0.05 считали статистически достоверными. 

 

вызывала повышения уровней ИЛ-6 и ФНО-α и лишь незначительно повышала уровень ИЛ-

1α. Следует отметить, что на модели метастатической меланомы биназа также повышала 

уровень ИФН-γ и значительно снижала уровень ИЛ-6 (первичные данные не приведены). 
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5.3. Заключение 

15-20% случаев злокачественных новообразований связаны с хроническим 

воспалением. Это опухоли пищевода, желудка, печени, поджелудочной железы, кишечника и 

т.д. [592]. Медиаторы воспаления могут вырабатываться самими опухолевыми клетками, что 

приводит к повышению уровней этих цитокинов в крови пациентов с онкологическими 

заболеваниями. М-КСФ и ИЛ-6, относящийся к провоспалительных цитокинам, являются 

важными факторами, участвующими в процессе дифференцировки моноцитов [593, 594], а, 

следовательно, напрямую влияют на ДК и Т-клеточное звено иммунитета. Оба этих цитокина 

обнаруживаются в сыворотке крови онкологических больных и коррелируют с 

неблагоприятным прогнозом [595-597]. Повышенный уровень провоспалительных 

цитокинов ИЛ-6 и ФНО-α также является характерной чертой модельных опухолей мышей. 

Для карциномы легких Льюис (LLC) и лекарственно-устойчивой лимфосаркомы RLS40 

характерны повышенные уровни ИЛ-6 в сыворотке крови животных-опухоленосителей (300 

пг/мл для LLC, Рис. 36, Г, 400 пг/мл для RLS40, Рис. 38, Г). 

Иммуностимулирующее действие противоопухолевых препаратов, описанное ранее в 

литературе, было показано, в основном, для препаратов двуцепочечных РНК, например 

рибомунила [598], 19-звенной isРНК [599], комплексов конденсированной РНК с 

протамином [600]. Иммуностимулирующее действие противоопухолевых рибонуклеаз ранее 

практически не изучалось. Мы впервые показали, что применение РНКазы А и биназы для 

лечения животных с модельными опухолями сопровождалось положительной модуляцией 

противоопухолевого иммунного ответа, которая заключалось в снижении уровня 

провоспалительных цитокинов и повышении уровня интерферонов. Так, на модели LLC 

было показано, что комбинированная терапия РНКазой А и циклофосфамидом приводит к 

трехкратному снижению уровня ИЛ-6, при этом сам циклофосфамид не снижал уровень 

этого цитокина (Рис. 36, Г). На модели RLS40 биназа в дозе 1 мг/кг в несколько тысяч раз 

повышала уровень ИФН-γ (Рис. 38, А) и приводила к 2-3-кратному повышению уровня ИЛ-

1α, участвующем в регуляции Т-клеточного компонента противоопухолевого ответа. 

В нашей работе впервые показано, что ДНКаза I вызывает неспецифическую 

антигенную стимуляцию при введении в организм животных-опухоленосителей. Мы 

предполагаем, что иммуностимулирующее действие ДНКазы I может вносить вклад в 

наблюдаемый антиметастатический эффект за счет повышения функционирования 

компонентов иммунной системы, находящихся в состоянии супрессии при прогрессировании 

опухоли, в частности, АПК. 
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Исследованные нами ДК-вакцины наряду с наблюдаемым противоопухолевым и 

антиметастатическим действием характеризовались in vivo отсутствием активации 

провоспалительного ответа и поляризацией как Th1, так и Th2 типов Т-хелперного ответа со 

двигом равновесия Th1 > Th2. Кроме того, введение ДК, нагруженных РНК-В16 в 

комплексах с липосомами серии N-DOPE, приводило к увеличению уровня ИЛ-1α, 

поляризующего Т-клеточный компонент противоопухолевого ответа. Наблюдаемые 

иммунологические показатели свидетельствуют о специфическим противоопухолевом 

иммуномодулирующем действии ДК и природных нуклеаз, что позволяет их использовать в 

качестве противоопухолевых препаратов. 



191 

 

ГЛАВА 6. Исследование механизма противоопухолевого и антиметастатического 

действия РНКазы А: поиск молекулярных мишеней среди регуляторных и 

кодирующих РНК 

Стабильное изменение уровня циркулирующих нуклеиновых кислот в настоящее 

время является надежным и чувствительным показателем системной опухолевой прогрессии. 

Высокая рибонуклеазная активность РНКазы А позволила предположить, что 

антиметастатическое действие фермента может быть связано с влиянием на метаболизм 

нуклеиновых кислот у животных-опухоленосителей. 

Проведенные ранее исследования механизма цитотоксического действия природных 

рибонуклеаз на опухолевые клетки указывают на их возможные молекулярные мишени, 

среди которых называют как клеточные кодирующие РНК, так и некодирующие РНК, в 

частности, миРНК [484, 496, 509, 511, 513, 601]. Тем не менее, эти исследования отрывочны 

и фрагментарны и несут информацию о крайне ограниченном наборе РНК. Кроме того, нет 

исследований, позволяющих полномасштабно оценить изменения в профилях 

опухолеспецифических и/или циркулирующих миРНК, а также изменения в уровнях 

экспрессии их генов-мишеней и сигнальных путей с участием множества генов, что 

позволило бы выявить связь между событиями, вовлекающими регуляторные и кодирующие 

РНК, и терапевтической эффективностью рибонуклеаз in vivo. 

Принимая во внимание высокую рибонуклеазную активность РНКазы А [389] и тот 

факт, что согласно литературным данным РНКаза А не оказывает прямого цитотоксического 

действия на опухолевые клетки путем расщепления внутриклеточных РНК из-за ее 

инактивации под действием цитозольного рибонуклеазного ингибитора [390, 602], нами 

было сделано предположение, что фермент оказывает влияние на регуляторные пути 

канцерогенеза и сигнальные каскады, ответственные за опухолевую прогрессию. Целью 

данного раздела работы был поиск молекулярных мишеней РНКазы А среди внеклеточных и 

опухолевых кодирующих и регуляторных РНК, а также выяснение механизма ее 

противоопухолевого и антиметастатического действия. 

6.1. Влияние РНКазы А на концентрацию внРНК и суммарную РНКазную 

активность в плазме крови мышей с LLC и НА-1 

Мы проанализировали концентрацию внРНК в плазме крови здоровых мышей, мышей 

с LLC или НА-1, получавших инъекции физ/раствора (контроль), и мышей с LLC или НА-1, 

получавших РНКазу А в дозе 0.7 мкг/кг. Кровь собирали на 12 и 18 дни развития опухоли, что 

соответствовало 3-4-ой стадии опухолевой прогрессии, через один час после последней 
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инъекции РНКазы А. Время после инъекции фермента определялось исследованиями in vitro, 

показавшими, что за один час в крови наблюдается оптимальное соотношение между 

активностью РНКазы А, еще не подвергшейся действию протеолитических ферментов крови, 

и уровнем расщепления РНК. 

Из образцов крови получали плазму (см. п. 2.2.4.2), выделяли внРНК методом 

адсорбции на мелкодисперсном стекле и определяли ее концентрацию (см. п. 2.2.5.3). 

Суммарную РНКазную активность плазмы крови исследовали в реакции расщепления [
32

P]-

РНК HIV-1 (см. п. 2.2.9.2) и на основании полученных данных рассчитывали эффективные 

константы скорости расщепления РНК в плазме (см. п. 2.2.11.2). Концентрация внРНК и 

РНКазная активность плазмы крови представлены в Таблице 16. Как видно из 

представленных данных, концентрация внРНК в плазме крови здоровых мышей C57Bl/6J 

составила 54 нг/мл при РНКазной активности (4.9±0.6)×10
-4

 сек
-1

. В процессе развития LLC у 

мышей C57Bl/6J происходило увеличение концентрации внРНК до 240 нг/мг (в 4.5 раза по 

сравнению со здоровыми животными) и падение РНКазной активности до (3.6±0.5)×10
-4

 сек
-1

 

(в 1.4 раза) (Таблица 16). Введение мышам с LLC РНКазы А не приводило к достоверному 

снижению концентрации внРНК в плазме, тем не менее, было отмечено повышение РНКазной 

активности до (4.1±0.5)×10
-4

 сек
-1

, однако еѐ уровень всѐ же не достигал уровня здоровых 

мышей (Таблица 16). Уровень внРНК у мышей A/Sn не отличался между группами и 

варьировал от 123 до 168 нг/мг (Таблица 16). 

 

Таблица 16. Влияние РНКазы А на концентрацию внРНК и суммарную РНКазная активность 

в плазме крови мышей C56Bl/6J с LLC и мышей A/Sn с HA-1. 

Группа 
РНКазная активность 

плазмы, Keff сек
-1

, 30ºC 

Концентрация внРНК в 

плазме, нг/мл 

C57Bl/6 (4.9±0.6)×10
-4

 54±6 

C57Bl/6 / LLC (3.6±0.5)×10
-4

 244±78 

C57Bl/6 / LLC / РНКаза А 

(0.7 мкг/кг) 
(4.1±0.5)×10

-4
 248±73 

A/Sn - 168±34 

A/Sn / HA-1 - 135±23 

A/Sn / HA-1 / РНКаза А 

(0.7 мкг/кг) 
- 123±38 

 

Таким образом, полученные данные указывают на то, что применение РНКазы А 

приводит к восстановлению РНКазной активности плазмы крови, снижающейся при развитии 
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LLC, практически до уровня нормы (здоровых животных), хотя при этом мы не наблюдаем 

снижения повышенного уровня внРНК. Мы предположили, что РНКаза А не столько снижает 

уровень циркулирующих внРНК, сколько влияет на перераспределение репертуара РНК. 

6.2. Дизайн эксперимента 

С целью поиска молекулярных мишеней РНКазы А среди некодирующих 

регуляторных РНК мы исследовали изменение профилей миРНК в опухолевой ткани и 

сыворотке крови мышей с LLC после введения фермента, а с целью поиска мишеней 

РНКазы А среди кодирующих РНК - изменение транскриптома опухоли после воздействия 

РНКазы А. Схема эксперимента представлена на Рис. 39. 

 

Рис. 39. Схема эксперимента для приготовления кДНК-библиотек. Мыши с LLC получали в/м 

инъекции физ/раствора или РНКазы А в дозе 0.7 мкг/кг в течение 10 дней, начиная с четвертого 

дня после трансплантации опухоли. Через один час после последней инъекции образцы опухоли 

и крови собирали, получали первичные культуры и сыворотку и объединяли согласно группам. 

Фракции высокомолекулярных и низкомолекулярных РНК выделяли из опухолевых клеток и 

сыворотки и использовали для конструирования кДНК-библиотек. Библиотеки L1-L4 

секвенировали на платформе SOLiD 3.5, библиотеки L5 и L6 – на платформе SOLiD 5.5. 

 

Мышам линии C57Bl/6J трансплантировали LLC в/м и, начиная с четвертого дня 

после трансплантации, проводили инъекции физ/раствора или РНКазы А в дозе 0.7 мкг/кг, 

при которой наблюдался заметный противоопухолевый и антиметастатический эффект. 

После окончания эксперимента через час после последней инъекции РНКазы А образцы 

опухолевой ткани и крови собирали. Из крови готовили сыворотку и объединяли согласно 

группам. Опухолевую ткань гомогенизировали и также объединяли согласно группам. Из 
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опухолевой ткани и сыворотки крови получали фракции высокомолекулярных (>200 нк) и 

низкомолекулярных (<200 нк) РНК (см. п. 2.2.11.4). 

В результате были получены следующие фракции: фракции опухолеспецифических 

РНК – (1) фракция высокомолекулярных РНК из опухолевой ткани контрольных мышей, 

получавших инъекции физ/раствора (RNALTc); (2) фракция высокомолекулярных РНК из 

опухолевой ткани мышей, получавших инъекции РНКазы А (RNALTR); (3) фракция 

низкомолекулярных РНК из опухолевой ткани контрольных мышей, получавших инъекции 

физ/раствора (RNASTc); (4) фракция низкомолекулярных РНК из опухолевой ткани мышей, 

получавших инъекции РНКазы А (RNASTR); фракции сывороточных РНК – (5) фракция 

низкомолекулярных РНК из опухолевой ткани контрольных мышей, получавших инъекции 

физ/раствора (RNASSc); (6) фракция низкомолекулярных РНК из опухолевой ткани мышей, 

получавших инъекции РНКазы А (RNASSR). Полученные фракции опухолеспецифических 

низкомолекулярных РНК RNASTc и RNASTR, а также фракции сывороточных 

низкомолекулярных РНК RNASSc и RNASSR, были использованы для приготовления кДНК-

библиотек L1-L4 (Рис. 39). Библиотеки L1-L4 были секвенированы на платформе SOLiD 

ABA 3.5 (см. п. 2.2.11.5). Полученные фракции высокомолекулярных РНК RNALTc и RNALTR 

были использованы для приготовления библиотек L5 и L6, соответственно. Библиотеки L5 и 

L6 были секвенированы на платформе SOLiD ABA 5.5 (см. п. 2.2.11.7). 

6.3. Анализ данных секвенирования миРНК из опухолевой ткани и 

сыворотки крови мышей с LLC после воздействия РНКазы А 

В Таблице 17 приведена количественная оценка миРНК в исследуемых библиотеках. Всего 

от 0.6 до 1.4 миллионов прочтений в каждой библиотеке были Классифицированы, как 

миРНК. В библиотеках, полученных из опухолевой ткани и сыворотки крови, было 

обнаружено 2089 и 972 дифференциально экспрессирующихся генов (включающих 123 и 139 

генов миРНК), соответственно. Опухолеспецифические и сывороточные миРНК, для 

которых наблюдалось значительное изменение в уровнях после воздействия РНКазы А, 

представлены на тепловой карте (Рис. 40, Таблица S1 и S2, Приложение 1). 

Анализ данных секвенирования показал, что применение РНКазы А приводит к 

изменению уровней 123 из 615 опухолеспецифических миРНК и 139 из 617 циркулирующих 

миРНК сыворотки крови (Рис. 40, Таблицы S1 и S2, Приложение 1). Как и ожидалось, 

РНКаза А приводила к снижению уровня подавляющего большинства сывороточных 

миРНК: было обнаружено значительное снижение уровней 137 миРНК и повышение уровней 

только двух миРНК. Однако, в опухолевой ткани под действием РНКазы А были отмечены 
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Таблица 17. Оценка обогащенности миРНК в библиотеках. 

Библиотека миРНК мРНК рРНК 
Отфильт-

рованные* 

Картиро-

ванные 

Итого, кол-

во ридов 

L1 965 017 

(1.4%) 

31 407 252 

(43.8%) 

9 348 471 

(13%) 

6 511 041 

(9.1%) 

48 231 781 

(67.3%) 

71 675 921 

L2 1 399 612 

(2.7%) 

21 972 560 

(42.8%) 

5 783 418 

(11.3%) 

4 986 000 

(9.7%) 

34 141 590 

(66.5%) 

51 371 107 

L3 835 664 

(2.0%) 

20 476 883 

(48%) 

2 623 843 

(6.2%) 

8 200 681 

(19.3%) 

32 137 071 

(75.5%) 

42 561 316 

L4 560 568 

(1.0%) 

27 024 143 

(47.8%) 

3 195 154 

(5.7%) 

8 876 496 

(15.7%) 

39 656 361 

(70.2%) 

56 516 886 

Список референсных последовательностей: шпилечные миРНК транскрипты, мРНК, рРНК, 

«отфильтрованные» РНК (тРНК, геномные повторы, адаптерные последовательности системы 

секвенирования SOLiD). Картирование было произведено с помощью программы Bioscope v.1.3. 

Библиотеки: L1 – на основе фракции опухолеспецифических низкомолекулярных РНК из 

опухоли мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора (RNASTc); L2 – 

опухолеспецифических низкомолекулярных РНК из опухоли мышей c LLC, получавших 

инъекции РНКазы А (RNASTR); L3 - сывороточных низкомолекулярных РНК из крови мышей с 

LLC, получавших инъекции физ/раствора (RNASSc); L4 – сывороточных низкомолекулярных 

РНК из крови мышей c LLC, получавших инъекции РНКазы А (RNASSR).  

 

противоположные изменения: было обнаружено повышение уровней 116 

опухолеспецифических миРНК и снижение уровней только семи миРНК. Следует отметить, 

что четыре из семи опухолеспецифических миРНК, уровень которых снижался, и две 

сывороточные миРНК, уровень которых повышался после воздействия РНКазы А, 

характеризовались крайне низким числом прочтений согласно данным секвенирования 

(Таблица S1 и S2, Приложение 1). 81 миРНК, уровни которых изменились после воздействия 

РНКазы А, детектировались как в опухолевой ткани, так и в сыворотке крови (Рис. 40, 

Таблица S1 и S2, выделены жирным шрифтом). Кроме того, было обнаружено изменение 

уровня 42 опухолеспецифических миРНК (Рис. 40, отмечены светло-голубым цветом, 

Таблица S1 и S2, выделены простым шрифтом) и 58 сывороточных миРНК (Рис. 40, 

отмечены розовым цветом, Таблица S1 и S2, выделены курсивом). Анализ профилей миРНК 

выявил, что под действием РНКазы А изменялся уровень как онкогенных миРНК, так и 

миРНК-супрессоров, таких как миРНК семейства let-7, mmu-mir-107, mmu-mir-155, mmu-mir-

15, mmu-mir-16, mmu-mir-21, mmu-mir-10b, mmu-mir-145, mmu-mir-451a, mmu-mir-29b1, 

mmu-mir-17, mmu-mir-18a и другие (далее без указания видовой специфичности). 

6.4. Валидация данных секвенирования с помощью qПЦР. 

Валидацию изменения профиля миРНК в опухолевой ткани и сыворотке крови мышей 

с LLC после лечения РНКазой А проводили с использованием stem-loop qПЦР [524, 539].  
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Рис. 40. Тепловая карта, отражающая профили миРНК в сыворотке крови и опухолевой ткани в 

группе мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора (контроль), и группе мышей с LLC, 

получавших инъекции РНКазы А. Дендрограммы были получены путем кластеризации генов 

миРНК или образцов путем попарного среднего сцепления с использованием евклидовых 

расстояний между значениями масштабированных по ряду или масштабированных по столбцу 

значений RPKM, соответственно. 
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Для валидации использовали препараты РНК, на основе которых проводили 

конструирование библиотек, а также препараты РНК, полученные в независимых 

экспериментах. Алгоритм выбора миРНК для валидации состоял из нескольких шагов 

(Таблица 18). 

На первом этапе для выбора миРНК для валидации миРНК библиотеки L1 

(опухолеспецифические миРНК контрольной группы) и библиотеки L3 (сывороточные 

миРНК контрольной группы) сортировали по шкале представленности последовательностей 

(величинам RPKM) в порядке убывания, а для данных библиотек L2 (опухолеспецифические 

миРНК экспериментальной группы) и L4 (сывороточные миРНК экспериментальной группы) 

проводили суперпозицию соответственно изменившемуся порядку миРНК. Далее 

рассчитывали кратность изменения L2/L1 и L3/L4 (первичные данные представлены в 

Таблицах S1, S2 и 18), отбирали первые 100 миРНК в библиотеках L1 и L2, сортировали по 

кратности изменения L2/L1 в убывающем порядке и сравнивали с данными кратности 

изменения L3/L4. На первом этапе отбрасывали сывороточные миРНК, которые не были 

обнаружены в опухоли. Далее анализировали все миРНК, представленные в библиотеках. 

Конечный этап отбора заключался в выборе наиболее представленных миРНК, уровень 

которых наиболее значительно изменился после воздействия РНКазы А, путем расчета 

соотношения total score (TS)/total fold (TF), где TS= количественный показатель в L1+ 

количественный показатель в L3, а TF = кратность изменения в L2/L1 + кратность изменения 

в L3/L4. 

Далее миРНК сортировали по соотношению TS/TF в возрастающем порядке. миРНК с 

высоким TF и TS/TF от 0 до 20 рассматривали в качестве возможных мишеней для 

валидации. Девять из этих миРНК, как онкомиров, так и онкосупрессоров, были выбраны 

для валидации с помощью qПЦР: mir-29b, mir-21, 10b, mir-451a, mir-17, mir-18a, mir-145, mir-

31 и let-7g (Таблица 18). Выбранные миРНК находились среди первых 50 миРНК согласно 

нашим критериям отбора. Данные секвенирования выбранных для валидации 

опухолеспецифических и сывороточных миРНК, а также миРНК семейства let-7, 

представлены в логарифмических координатах на Рис. 41. Уровень mir-10b, mir-451a, mir-145 

был повышен в сыворотке крови по сравнению с опухолью, тогда как уровень mir-20b, mir-

21, mir-17, mir-18a и mir-31 был повышен в опухоли по сравнению с сывороткой крови (Рис. 

41, А) у мышей с LLC, получавших физ/раствор (контроль). Из миРНК, принадлежащих к 

миРНК семейства let-7, только let-7d преобладала в сыворотке крови по сравнению с 

опухолью у мышей контрольной группы (Рис. 41, Б). В опухолевой ткани мышей с LLC, 

получавших РНКазу А, происходило повышение уровня экспрессии выбранных миРНК,  
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Таблица 18. Критерии отбора миРНК для валидации. 

миРНК 
Score 

 L1 

Score 

 L3 

Total score 

(TS) 

fold change 

L2/L1 

fold change 

L3/L4 

Total fold 

(TF) 
TS/TF 

mmu-mir-451 2 2 4 3.2 3.6 6.8 0.6 

mmu-mir-23a 5 4 9 2.1 2.7 4.8 1.9 

mmu-mir-130a 6 7 13 2.1 3.5 5.5 2.4 

mmu-mir-125a 3 12 15 2.6 2.6 5.1 2.9 

mmu-mir-140 9 3 12 1.6 1.8 3.4 3.6 

mmu-mir-145 10 5 15 1.5 2.3 3.8 4.0 

mmu-mir-126 7 13 20 1.7 3.2 5.0 4.02 

mmu-mir-23b 11 10 21 2.3 2.8 5.0 4.2 

mmu-mir-21 1 39 40 2.2 7.0 9.2 4.3 

mmu-mir-15b 14 8 22 1.7 2.14 3.8 5.8 

mmu-mir-27a 17 16 33 2.1 2.99 5.1 6.5 

mmu-mir-10b 29 18 47 3.1 3.7 6.8 6.9 

mmu-mir-17 8 31 39 1.8 2.6 4.4 8.96 

mmu-mir-18 21 46 67 4.4 3.1 7.5 8.98 

mmu-mir-99a 22 9 31 0.6 2.5 3.0 10.1 

mmu-mir-20a 33 83 116 3.6 6.8 10.4 11.2 

mmu-mir-1839 53 35 88 2.9 4.9 7.7 11.4 

mmu-mir-19a 35 92 127 4.9 6.1 10.9 11.62 

mmu-mir-130b 20 41 61 2.1 3.1 5.2 11.64 

mmu-mir-1-1 75 37 112 2.8 6.5 9.2 12.1 

mmu-mir-186 68 111 179 2.9 11.5 14.4 12.5 

mmu-mir-31 15 80 95 3.2 4.05 7.3 13.1 

mmu-mir-192 74 29 103 2.2 5.3 7.5 13.7 

mmu-mir-19b-2 34 68 102 3.4 3.9 7.3 13.95 

mmu-mir-125b-1 28 44 72 2.6 2.6 5.1 14.04 

mmu-mir-15a 45 59 104 2.2 4.9 7.1 14.6 

mmu-mir-320 70 14 84 3.3 2.2 5.5 15.3 

mmu-mir-27b 49 47 96 2.3 3.9 6.2 15.5 

mmu-mir-30d 52 30 82 2.5 2.6 5.2 15.9 

mmu-mir-107 13 45 58 1.5 2.1 3.6 16.0 

mmu-mir-144 66 69 135 4.0 4.0 8.0 16.8 

mmu-mir-222 30 43 73 2.0 2.3 4.3 16.9 

mmu-mir-425 43 17 60 1.6 1.9 3.5 17.0 

mmu-mir-29b-1 27 114 141 3.9 4.3 8.2 17.1 

mmu-let-7d 48 33 81 2.3 2.4 4.6 17.5 

mmu-mir-19b-1 32 77 109 2.5 3.7 6.1 17.8 

mmu-mir-421 36 81 117 3.1 3.4 6.5 18.0 

mmu-mir-132 41 42 83 2.5 2.0 4.5 18.4 

mmu-mir-138-2 24 53 77 2.2 2.0 4.2 18.48 

mmu-mir-484 56 15 71 2.1 1.7 3.8 18.8 

mmu-mir-322 65 49 114 3.0 2.9 6.0 19.2 
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Таблица 18 (продолжение). Критерии отбора миРНК для валидации. 

миРНК 
Score 

 L1 

Score 

 L3 

Total score 

(TS) 

fold change 

L2/L1 

fold change 

L3/L4 

Total fold 

(TF) 
TS/TF 

mmu-mir-101a 84 131 215 4.2 6.8 11.1 19.4 

mmu-mir-143 19 87 106 2.0 3.5 5.5 19.5 

mmu-let-7b 26 61 87 2.0 2.5 4.4 19.6 

mmu-let-7g 46 100 146 3.5 3.8 7.3 20.0 

mmu-mir-92-2 51 22 73 2.1 1.4 3.5 20.7 

mmu-mir-10a 67 48 115 1.9 3.6 5.5 20.9 

mmu-mir-872 39 54 93 1.6 2.7 4.4 21.3 

mmu-mir-199b 25 123 148 3.2 3.5 6.7 22.0 

mmu-mir-34b 82 74 156 2.4 4.6 7.0 22.5 

mmu-let-7f-1 72 95 167 2.8 4.7 7.4 22.54 

mmu-mir-301 23 119 142 2.9 3.4 6.3 22.7 

mmu-mir-532 40 50 90 1.5 2.3 3.8 23.9 

mmu-mir-125b-2 50 98 148 2.8 3.2 6.1 24.3 

mmu-let-7c-1 80 130 210 3.2 5.2 8.4 25.1 

mmu-mir-30e 44 90 134 2.3 3.1 5.3 25.14 

mmu-mir-365-1 89 70 159 3.6 2.5 6.0 26.4 

mmu-mir-185 62 62 124 1.6 3.0 4.5 27.4 

mmu-let-7i 37 104 141 2.6 2.4 5.1 27.8 

mmu-let-7a-1 79 125 204 2.2 5.0 7.3 28.1 

mmu-mir-350 93 97 190 2.2 4.4 6.7 28.6 

mmu-mir-150 55 20 75 0.3 2.1 2.4 31.0 

mmu-mir-328 98 19 117 2.1 1.6 3.7 31.8 

mmu-mir-34c 64 95 159 2.7 2.2 4.9 32.7 

mmu-mir-511 95 55 150 2.0 2.5 4.4 34.0 

mmu-mir-500 83 65 148 2.3 2.0 4.3 34.4 

mmu-mir-674 78 57 135 2.2 1.5 3.7 36.9 

mmu-mir-16-1 63 116 179 2.2 2.7 4.8 37.1 

mmu-mir-205 96 6 102 0.3 2.5 2.7 37.7 

mmu-mir-503 58 85 143 1.6 1.8 3.4 42.2 

mmu-mir-139 57 32 89 0.6 1.5 2.1 42.4 

mmu-mir-7-1 85 115 200 1.8 2.4 4.2 47.4 

mmu-mir-212 87 79 166 1.9 1.5 3.4 49.1 

mmu-mir-221 31 225 256 1.6 3.0 4.5 56.4 

mmu-mir-148a 91 94 185 0.5 2.2 2.6 70.8 

L1: опухолеспецифические миРНК контрольной группы; L2: опухолеспецифические миРНК 

экспериментальной группы; L3: сывороточные миРНК контрольной группы; L4: сывороточные 

миРНК экспериментальной группы. Score - номер миРНК в порядке убывания представленности 

последовательностей (величинам RPKM) в библиотеке; Total score (TS) – сумма Score (L1+L3) 

или (L2+L4); fold change - кратность изменения L2/L1 и L3/L4, Total fold (TF) – сумма fold 

change. 
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Рис. 41. Представленность миРНК по данным секвенирования. А. Изменение уровней миРНК в 

опухоли и сыворотке крови после воздействия РНКазы  А. Б. Изменение миРНК семейства let-7 

в опухоли и сыворотке крови после воздействия РНКазы А. Q, RPKM). «-» – мыши с LLC, 

получавшие инъекции физ/раствора; «+» - мыши с LLC, получавшие инъекции РНКазы А. 
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Таблица 19. Сравнение изменения уровня миРНК в опухоли и сыворотке крови мышей с 

LLC под действием РНКазы А по данным qПЦР и данным секвенирования. 

миРНК Секвенирование
*
 

(опухоль/кровь) 

qПЦР in vivo
* 

(опухоль/кровь) 

mir-29b 3.5↑ / 4.6↓ 1.3↑ / 3.3↓ 

mir-21 2.0↑ / 5.4↓ 1.3↑ / 3.3↓ 

mir-10b 2.6↑ / 3.2↓ 1.8↑ / 2.2↓ 

mir-451a 2.8↑ / 3.2↓ 2.2↑ / 2.0↓ 

mir-17 3.5↑ / 4.6↓ 2.2↑ / - 

mir-18a 3.9↑ / 2.5↓ 1.7↑ / - 

mir-145 1.3↑ / 2.3↓ 1.7↑ / 1.7↓ 

mir-31 2.8↑ / 3.2↓ 1.9↑ / 2.5↓ 

let-7g 3.5↑ / 3.2↓ 1.8↑ / 2.0↓ 

* - определение уровня миРНК во фракциях опухолеспецифических низкомолекулярных РНК 

RNASTc и RNASTR, а также фракциях сывороточных низкомолекулярных РНК RNASSc и RNASSR. 

 

которое составило от 1.6 до 3.9 раз (Таблица 19). Наиболее значительное повышение уровня 

экспрессии миРНК после воздействия РНКазы А было отмечено для mir-18a (3.9 раз), mir-

29b (3.5 раза), mir-31 (2.8 раз, Рис. 41, А) и let-7g (3.5 раза, Рис. 41, Б, Таблица 19). Следует 

отметить, что уровень экспрессии всех миРНК семейства let-7, принадлежащих к 

опухолевым супрессорам, значительно повышался в опухоли после воздействия РНКазы А 

(Рис. 41, Б). 

В сыворотке крови РНКаза А вызывала снижение уровня всех выбранных миРНК, 

которое составило от 1.7 до 6.1 раз. Наиболее значительное снижение уровней миРНК в 

сыворотке крови мышей, получавших РНКазу А, было отмечено для let-7f-2 (6.1 раз), mir-21 

(5.4 раза), mir-29b (4.6 раза) и let-7f-1 (4.1 раз, Рис. 41, Таблица 19). 

Далее уровень выбранных миРНК mir-29b, mir-21, 10b, mir-451a, mir-17, mir-18a, mir-

145, mir-31 и let-7g был оценен во фракциях опухолеспецифических низкомолекулярных 

РНК RNASTc и RNASTR, а также фракциях сывороточных низкомолекулярных РНК RNASSc и 

RNASSR, использовавшихся для конструирования библиотек и секвенирования, с помощью 

qПЦР (Рис. 42). Такие же фракции РНК, полученные в независимых экспериментах, были 

использованы для оценки уровня выбранных миРНК с целью получения более точных 

данных. Как видно из полученных результатов, данные qПЦР коррелируют с данными 

секвенирования: в опухоли мышей с LLC, получавших РНКазу А, наблюдается повышение 

уровня экспрессии миРНК от 1.3 до 2.2 раз, тогда как в сыворотке крови отмечается  
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Рис. 42. Анализ экспрессии миРНК в опухоли и сыворотке крови мышей с LLC после 

применения РНКазы А методом stem-loop qПЦР. А. Уровень экспрессии миРНК в опухоли. В 

качестве референсного гена использовали U6. Б. Уровень миРНК в сыворотке крови, 

нормализованный на объем сыворотки. Для статистической обработки данных использовали t-

тест критерия Стьюдента. *, ** и *** указывают на статистически достоверные различия по 

сравнению с контролем с р=0.05, p=0.01 и p=0.001, соответственно. 

 

снижение уровня этих миРНК, которое составляет от 2 до 3.3 раз (Рис. 42, А, Б, Таблица 19). 

Таким образом, данные секвенирования отражают истинное изменение профиля миРНК как 

в опухоли, так и в сыворотке крови. 

6.5. Влияние РНКазы А на уровень миРНК и генов, участвующих в 

процессинге миРНК, в клетках LLC при воздействии in vitro 

Влияние РНКазы А на уровень экспрессии миРНК в опухолевых клетках было 

необходимо исследовать in vitro, для того, чтобы понять, является ли эффект системным на 

уровне организма, или на уровне клетки. Кроме того, одним из вопросов нашего 

исследования было выявление важности каталитической активности РНКазы А для 

проявляемого ею эффекта воздействия на регуляторные миРНК. Для ответа на поставленные 

вопросы нами был проведен эксперимент с использованием первичной культуры клеток 
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LLC, подвергнутых воздействию РНКазы А или РНКазы А, инактивированной с помощью 

DEPC, в концентрациях, в которых был получен эффект in vivo. Исследование показало, что 

инкубация клеток LLC в присутствии РНКазы А приводила к 2-3-кратному повышению 

уровня экспрессии миРНК (Рис. 43). Наиболее значительно повышались уровни экспрессии 

miR-31 (2.8 раз), mir-17 (2.6 раз), let-7g (2.5 раз) и mir-21 (2.5 раз, Рис. 43, Таблица 20).  

 

 

Рис. 43. Уровень экспрессии миРНК в клетках LLC, инкубированных in vitro с интактной 

РНКазой А и РНКазой А, инактивированной с помощью DEPC, в течение 48 ч. В качестве 

референсных генов использовали U6 и rpl30. Для статистической обработки данных 

использовали t-тест критерия Стьюдента. *, ** и *** указывают на статистически достоверные 

различия по сравнению с контролем с р=0.05, p=0.01 и p=0.001, соответственно. 

 

Таблица 20. Сравнение изменения уровня экспрессии миРНК под действием РНКазы А в 

клетках LLC по данным qПЦР. 

миРНК qПЦР in vitro
* 

mir-29b 1.6↑ 

mir-21 2.5↑ 

mir-10b 2.2↑ 

mir-451a 2.4↑ 

mir-17 2.6↑ 

mir-18a 2.2↑ 

mir-145 1.6↑ 

mir-31 2.8↑ 

let-7g 2.5↑ 

* - определение уровня миРНК в клетках LLC, инкубированных in vitro с РНКазой А, в течение 

48 ч. 



204 

 

РНКаза А, инактивированная с помощью DEPC (не проявляющая рибонуклеазной 

активности), вызывала незначительное повышение уровня экспрессии некоторых миРНК, 

однако, это повышение не было статистически достоверным (Рис. 43). Таким образом, было 

показано, что повышение экспрессии миРНК в опухоли является результатом воздействия 

РНКазы А, и рибонуклеазная активность фермента является для этого необходимым 

условием. 

Наблюдаемое повышение уровня экспрессии миРНК в опухолевой ткани может быть 

связано как с изменением транскрипционной активности генов миРНК, так и с изменением 

транскрипционной активности генов, участвующих в процессинге миРНК. С целью 

выяснить, с чем связана индукция синтеза миРНК в опухолевых клетках после воздействия 

РНКазы А, мы проанализировали экспрессию мРНК, кодирующих ключевые белки, 

ответственные за процессинг миРНК: RNASEN (Drosha), xpo5, dicer1 и eif2c2 (Ago2). Анализ 

их экспрессии с помощью qПЦР показал, что уровень всех исследуемых мРНК повышался в 

опухоли в ответ на введение РНКазы А (Рис. 44, А). Исследование экспрессии генов после 

обработки клеток LLC in vitro интактной РНКазой А и РНКазой А, инактивированной с 

помощью DEPC, показало, что интактная РНКаза А приводит к существенному повышению 

экспрессии генов Drosha и xpo5 (Рис. 44, Б), в то время как инактивированная РНКаза А не 

оказывала никакого влияния на компоненты биогенеза миРНК. 

Полученные данные показали, что однократное воздействие РНКазы А (до 48 ч) на 

опухолевые клетки in vitro приводит к активации транскрипции ряда генов, кодирующих 

миРНК, и некоторых мРНК, отвечающих за процессинг миРНК. Многократное воздействие 

РНКазы А на опухоль in vivo (до 10 дней) приводит к активации экспрессии всех ключевых 

генов, участвующих в биогенезе миРНК, что обеспечивает индукцию синтеза множества 

миРНК. 

Таким образом, впервые было показано, что противоопухолевый эффект РНКазы А 

связан с повышением уровня экспрессии миРНК в опухолевых клетках и снижением уровня 

миРНК в кровотоке животных-опухоленосителей, что сопровождается активацией 

транскрипции мРНК, кодирующих гены, которые участвуют в биогенезе и процессинге 

миРНК. Рибонуклеазная активность РНКазы А является ключевым элементом в активации 

как синтеза миРНК, так и генов, вовлеченных в биогенез миРНК. 

Следует отметить, что в целом весь репертуар миРНК, индуцируемых под действием 

РНКазы А в опухоли, не однозначен, потому что мы наблюдали активацию как опухолевых 

супрессоров (миРНК семейства let-7, mir-451), так и онкогенных миРНК (mir-29b, mir-21). Во  
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Рис. 44. Анализ экспрессии генов, кодирующих белки, которые участвуют в процессинге 

миРНК, методом qПЦР. А. Экспрессия генов в опухоли мышей, получавших инъекции 

физ/раствора и РНКазы А. Б. Экспрессия генов в клетках LLC, инкубированных в присутствии 

интактной РНКазы А или РНКазы А, инактивированной DEPC, в течение 48 ч. Для 

статистической обработки данных использовали t-тест критерия Стьюдента. *, ** и *** 

указывают на статистически достоверные различия по сравнению с контролем с р=0.05, p=0.01 и 

p=0.001, соответственно. В качестве референсных генов использовали hprt1 и rpl30. 

 

многих раковых клетках первичные транскрипты миРНК семейства let-7, которые являются 

главными негативными регуляторами опухолевой прогрессии, активно транскрибируются, 

однако уровень продукции зрелых миРНК остается низким. Тем не менее, среди 100 миРНК, 

уровень экспрессии которых значительно повышался в опухоли при применении РНКазы А, 

было выявлено 11 из 12 миРНК, принадлежащих к семейству let-7 (Рис. 41, Б). Таким 

образом, несмотря на активацию РНКазой А синтеза онкогенных миРНК наряду с 

опухолевыми супрессорными миРНК, реорганизация паттерна миРНК в опухолевой клетке 

приводит к снижению злокачественных свойств опухоли, и, в итоге, к ингибированию роста 

опухоли и метастазов. 
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6.6. Анализ данных секвенирования полного транскриптома опухоли 

мышей с LLC после воздействия РНКазы А 

При анализе профилей миРНК мы обнаружили, что действие РНКазы А in vivo 

приводит к изменению паттернов экспрессии миРНК в опухолевой ткани и сыворотке крови 

мышей с LLC, и при этом наблюдается ингибирование роста первичной опухоли и снижение 

уровня метастазирования. Поскольку нет доказательств, что РНКаза А проникает в клетки 

или избегает инактивации под действием внутриклеточного рибонуклеазного ингибитора, 

мы предположили, что наблюдаемый ответ является системным и не связан напрямую с 

деградацией внутриклеточных РНК. Учитывая изменение профилей миРНК, представлялось 

интересным оценить изменение уровней их генов-мишеней и комплексов генов, 

вовлеченных в сигнальные пути, которые являются ключевыми для жизнеспособности 

опухолевых клеток. 

Для этого библиотеки L5 и L6, полученные на основе фракций высокомолекулярных 

РНК из ткани опухоли мышей с LLC, получавших физ/раствор (L5) или РНКазу А (L6), были 

секвенированы на платформе SOLiD
TM

 ABA 5.5 (см. п. 2.2.11.7). Схема эксперимента 

представлена на Рис. 39. Суммарное количество прочтений для библиотек L5 и L6 составило 

5.3 × 10
7
 и 3.1 × 10

7
, соответственно. 

Гены были картированы на референсный геном Mus musculus (версия NCBI37) с 

использованием Bioscope software v.1.3. (ABI, США). Анализ дифференциальной экспрессии 

выявил 966 дифференциально экспрессирующихся транскриптов (qFDR < 0.05), уровень 322 

из которых был повышен, а 644 – понижен в опухолевой ткани группы мышей с LLC, 

получавших инъекции РНКазы А (библиотека L6), по сравнению с группой мышей с LLC, 

получавших инъекции физ/раствора (контроль, библиотека L5) (Рис. 45). 

 

Рис. 45. Вулканная 

диаграмма уровня 

экспрессии генов по 

данным секвенирования. 

Зеленым цветом показаны 

гены, чей уровень 

транскрипции 

существенно отличался 

между L5 и L6. 



207 

 

С использованием анализа Gene Ontology (GO) (Биологических процессов [BP], 

Молекулярных функций [MF] и Клеточных компонентов [CC]), нами было обнаружено, что 

в терминах BP наиболее существенные изменения в экспрессии наблюдались для генов, 

вовлеченных в метаболические и клеточные процессы (GO:0008152 и GO:0009987), 

регуляцию биологических процессов (GO:0065007) и ответ на стимулы (GO:0050896) (Рис. 

46). 

В терминах MF наиболее подверженными изменению процессами были 

каталитическая активность (GO:0003824) и связывание (GO:0005488). В терминах СС 

наибольшие изменения наблюдались для клеточных компонентов (GO:0044464) и органелл 

(GO:0043226) (Рис. 46). 

6.7. Интегрирование данных секвенирования полного транскриптома в 

метаболические процессы, обеспечивающие жизнедеятельность опухолевых 

клеток, и регуляторные пути, задействованные в опухолевой прогрессии 

Для наложения данных секвенирования на метаболические пути, важные для 

опухолевой прогрессии, и регуляторные пути, задействованные в неконтролируемой 

пролиферации клеток и злокачественной трансформации, мы использовали интернет-

ресурсы KEGG Automatic Annotation Server и Gene Card. С помощью данного подхода были 

идентифицированы опухолевые индукторы и супрессоры, миРНК-ассоциированные гены, 

активаторы, репрессоры и регуляторы транскрипции, а также транскрипционные факторы 

(Таблица 21, S3, S4, S5 и S6, приложение). При анализе принимали во внимание количество 

генов с повышенной и пониженной экспрессией в библиотеке L6 по сравнению с 

библиотекой L5 и их вовлечение в регуляторные пути, важные для выживаемости 

опухолевой клетки. 

Было обнаружено, что после воздействия РНКазы А на опухоль in vivo происходит 

изменение экспрессии генов, вовлеченных в метаболические пути (25.1%); события, 

связанные с опухолевой прогрессией (ответственные за клеточный цикл, модуляцию 

опухолевого микроокружения, компоненты внеклеточного матрикса, 17.9%); регуляторные 

пути, ответственные за клеточную пролиферацию и злокачественную трансформацию 

(25.4%); регуляцию транскрипции (23.5%); опухолевые индукторы и супрессоры (6.2%), а 

также гены, участвующие  в биогенезе миРНК (1.6%) (Таблица 21, Таблицы S3 – S6). 

Метаболические пути и каскады. Наиболее существенные изменения экспрессии 

генов наблюдались для следующих метаболических путей: метаболизм аминосахаров и 
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нуклеотидных сахаров, метаболизм аминокислот и нуклеотидов (повышен уровень  

 

 

Рис. 46. Функциональная аннотация генов, уровень которых изменился более чем в 1.4 раза в 

опухоли мышей с LLC после применения РНКазы А, согласно категоризации Gene Ontology. 

Зеленым цветом показано количество генов с повышенным уровнем экспрессии в L6, красным 

цветом – с пониженным уровнем экспрессии в L6. 
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Таблица 21. События и сигнальные пути, наиболее изменившиеся при снижении 

инвазивного потенциала LLC под действием РНКазы А 

Событие или 

сигнальный путь 

Гены с повышенным 

уровнем экспрессии
a
 

Гены с пониженным уровнем 

экспрессии
б
 

p-value 

Метаболические пути 

Метаболизм аминосахаров 

и нуклеотидных сахаров, 

метаболизм аминокислот 

и нуклеотидов 

4: Uap1l1, Mtap, Cant1, 
Impdh2 

8: Nos2, Dguok, Adprm, Twistnb, 
Setdb2, Hal, Amdhd1, Gnpnat1 

9.373E-4 

Метаболизм углеводов  

9: Pgls, Gaa, Bpgm, Mcee, 

B4galt2, Xylb, Pdk4, 
Aldoc, Lalba 

8: Eno3, Galnt3, Alg10b, 

Csgalnact2, Alg6, Ndst2, Gxylt1, 
Xylt1 

1.427E-13 

Р450-опосредованный 

метаболизм 
1: Akr7a5 3: Hsd11b1, Cyp27b1, Cyp26b1 2.075E-4 

Метаболизм инозитол 

фосфата 

5: Impa1, Gpaa1, Ip6k2, 

Plcd1, Pigb 
1: Pi4k2b  

Метаболизм жирных 

кислот и липидов 

11: Ech1, Hadh, Eci2, 

Acadvl, Pld3, Cbr4, 

Acat2, Phospho1, 

Plcxd2, Acsbg1, St3gal5 

7: Agpat2, Cd5l, Mcat, Elovl6, 

Lipt1, B4galt6, B3galnt1 
2.848E-11 

Окислительное 

фосфорилирование 

6: Ndufv3, Cox8a, Foxred1, 

Ndufb11, Bcs1l, Cox18 
3: Cox7b, Ndufa5, Atp8b4 7.042E-9 

Метаболизм никотината и 

никотинамида  
2: Nmnat3, Art5 1: Bst1 5.239E-6 

Метаболизм глутатиона 2: Chac1, Haghl 3: Gclm, Gss, Gpx7 2.322E-7 

События, важные для опухолевой прогрессии 

Ангиогенез 2: Adamts10, Robo4 4: Cxcl5, Filip1l, Smoc2, Angptl1 -
d
 

Апоптоз 
8: Pcbp4, Steap3, Ctsh, 

Faim, Pycard, Plekhf1, 

Nol3, Dapk1 

12: Lcn2, Ctsc, Gzmb, Hipk3, 

Phlda1, Bcl2l2, Casp9, Ctso, 

Casp12, Coro2a 

4.643E-9 

Клеточная адгезия, 

миграция и инвазия 

8: Rap2a, Myl12b, Emp2, 

Ptpn14, Bcas3, Abi3, 

Ajap1, Jup 

12: S100a4, Col1a1, Cav2, Rab1, 

Thbs1, Rasgrf1, Shc4, Lrg1, 

Cxcl5, Itga7, Smoc2, Ccnd2 

1.024E-11 

Контроль клеточного 

цикла, трансформация 

4: Usp10, Mad2l2, Cdc26, 

Rnf122 

5: S100a9, Nedd8, Incenp, Cenpw, 

Nudt6 
2.000E-3 

Сигнальные пути, участвующие в злокачественной трансформации 

PI3K/AKT 3: Angpt2, Il2rb, Hsp90aa1 

12: Col1a1, Thbs1, Il4ra, Csf3, 

Jak2, Tnc, Jak3, Itga7, Csf3r, 

Il7r, Ccnd2, Itga4 

2.827E-24 

RAS 
4: Rras, Grap, Angpt2, 

Rgs14 
4: Rasgrf1, Kras, Shc4, Pld1 9.345E-10 

MAPK 
6: Rras, Trib3, Map3k6, 

Hspa1b, Lamtor1, Dok4 

11: Ccl7, Dusp6, Il1b, Cd14, 

Rasgrf1, Stk24, Il1r2, Ccl5, 

Map2k4, Hspa2, Itgax 

1.869E-13 

TGF-β 2: Fam89b, Fmod 
6: Ccl7, Thbs1, Ccl5, Acvr1b, Rbx1, 

Fst 
2.863E-8 
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Таблица 21 (продолжение). События и сигнальные пути, наиболее изменившиеся при 

снижении инвазивного потенциала LLC под действием РНКазы А
 

Событие или 

сигнальный путь 

Гены с повышенным 

уровнем экспрессии
a
 

Гены с пониженным уровнем 

экспрессии
б
 

 

Wnt 
5: Serpinf1, Wnt8a, Vangl1, 

Bcl9, Shisa2 

7: Chd8, Lrrfip2, Dkk2, Hmgxb4, 

Rbx1, Lgr4, Ccnd2 
8.037E-13 

JAK-STAT 2: Il12rb1, Il2rb 

11: Ccl7, Il4ra, Shcbp1, Ccl5, Csf3, 

Jak2, Jak3, Csf3r, Il21r, Il7r, 

Ccnd2 

4.607E-18 

Кальциевый сигнальный 

путь 
3: Tnnc2, Camk2g, Tnnc1 2: P2rx7, Tnc  

миРНК при раке - 
5: Ezh2, Lin28a, Zcchc6, Tnrc6a, 

Zcchc11 
8.498E-7 

Опухоль-

ассоциированные гены 
- 

12: Orai1, Dpp3, Arhgef1, Steap1, 

Arhgef11, Skp2, Tpd52, Mllt11, 

Laptm4b, Rfng, Ehbp1, Rbm6 

-
d
 

Опухолевые супрессоры 3: Cyb561d2, Trit1, Pdgfrl 4: Armcx1, Brca2, Tssc1, Scai -
d
 

aДанные представлены в Таблице S3. 
бДанные представлены в Таблице S4. 
cp-value рассчитывали с помощью инструмента для аннотации транскриптома ToppFun 

(https://toppgene.cchmc.org). 
dгены, принадлежность которых к биологическим процессам была найдена с помощью базы 

данных Gene Card. 

Гены, уровень экспрессии которых в опухоли мышей с LLC после применения РНКазы А 

изменился более чем в 1.4 раз, были распределены в метаболические и сигнальные пути на 

основании аннотации с помощью базы данных KEGG и анализа с помощью базы данных Gene 

Card. 

 

экспрессии четырех генов, понижен – восьми генов, Таблица 21); метаболизм углеводов 

(повышен уровень экспрессии девяти генов, понижен – восьми генов, Таблица 21); 

метаболизм жирных кислот и липидов (повышен уровень экспрессии 11 генов, понижен – 

семи генов, Таблица 21). Окислительное фосфорилирование (повышен уровень экспрессии 

шести генов, понижен – трех генов, Таблица 21, Рис. 47) и метаболизм инозитол фосфата 

(повышен уровень экспрессии пяти генов, понижен – одного гена, Таблица 21) также 

подвергались изменениям после воздействия РНКазы А. 

Среди ключевых компонентов метаболизма инозитол фосфата мы наблюдали 

повышение уровня гена Impa 1, кодирующего инозитол(мио)-1(или 4)-монофосфатазу 1. 

Этот фермент дефосфорилирует мио-инозитол монофосфат с образованием свободного  мио-

инозитола, предшественника фосфатидилинозитола, и, таким образом, является важным 

модулятором внутриклеточной передачи сигнала (Таблица 21). 

https://toppgene.cchmc.org/
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Рис. 47. Гены и комплексы, вовлеченные в окислительное фосфорилирование. Цветовая кодировка: (0) – (-1) – снижение экспрессии; (0) – (+1) – 

повышение экспрессии. 
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Нами также было обнаружено изменение цитохром Р450-ассоциированного метаболизма 

(повышен уровень экспрессии одного гена, понижен – трех генов, Таблица 21), метаболизма 

никотината и никотинамида (повышен уровень экспрессии двух генов, понижен – одного 

гена, Таблица 21) и метаболизма глутатиона (повышен уровень экспрессии двух генов, 

понижен – трех генов, Таблица 21). 

События, связанные с опухолевой прогрессией. Среди таких событий, которые 

связаны с прогрессией опухоли, ее диссеминацией и выживаемостью, нами было обнаружено 

изменение в экспрессии генов, вовлеченных в ангиогенез (повышен уровень  двух генов, 

понижен – четырех генов, Таблица 21), апоптоз (повышен уровень восьми генов, понижен – 

12 генов, Таблица 21), а также контроль клеточного цикла и трансформацию (повышен 

уровень четырех генов, понижен – пяти генов, Таблица 21). Событиями, претерпевшими 

наибольшие изменения после воздействия РНКазы А, были  клеточная адгезия, миграция и 

инвазия (повышен уровень экспрессии восьми генов, понижен – 12 генов, Таблица 21). 

Среди восьми генов с повышенным уровнем экспрессии мы обнаружили три гена, 

участвующих в позитивной регуляции клеточной адгезии и негативной регуляции 

диссеминации опухоли (Ptpn14, Myl12b и Emp2) (Таблицы 21 и S3). Среди генов с 

пониженным уровнем экспрессии был выявлен Smoc2, содействующий пролиферации и 

миграции. Среди генов с повышенной экспрессией, вовлеченных в апоптоз, было 

обнаружено пять генов, кодирующих белки, которые функционируют как позитивные 

индукторы апоптоза, как каспазного, так и митохондриального (Pcpb4, Faim, Pycard, Plekhf1 

и Dapk1). Среди генов с пониженной экспрессией, вовлеченных в апоптоз, было выявлено 

два гена, кодирующих негативные регуляторы апоптоза (Hipk3 и Bcl2l2). 

Сигнальные пути, регулирующие опухолевую прогрессию. Нами было показано, что 

воздействие РНКазы А на опухоль приводит к негативной регуляции некоторых сигнальных 

путей, напрямую участвующих в опухолевой прогрессии: PI3K/AKT (повышен уровень 

экспрессии трех генов, понижен – 12 генов), TGF-β (повышен уровень двух генов, понижен – 

шести генов), JAK/STAT (повышен уровень экспрессии двух генов, понижен – 11 генов) и 

канонический WNT путь (повышен уровень шести генов, понижен – 11 генов, Таблица S3 и 

S4, Рис. 48 – Рис. 50). 

Из генов, ассоциированных с сигнальным путем TGF-β, следует отметить 

значительное повышение уровня экспрессии гена Fam89b, являющегося супрессором пути 

TGF-β (Таблица 21, S3 и S4, Рис. 50). Некоторые изменения также были отмечены для MAPK 

пути (повышен уровень шести генов, понижен – 11 генов, Рис. 51), а также пути RAS и 

сигнального кальциевого пути (Таблица 21, S3 и S4). 
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Рис. 48. Гены, вовлеченные в сигнальный путь PI3K-AKT. Цветовая кодировка: (0) – (-1) – снижение экспрессии; (0) – (+1) – повышение 

экспрессии. 
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Рис. 49. Гены, вовлеченные в сигнальный путь Wnt. Цветовая кодировка: (0) – (-1) – снижение экспрессии; (0) – (+1) – повышение экспрессии. 
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Рис. 50. Гены, вовлеченные с сигнальный путь TGF-β. Цветовая кодировка: (0) – (-1) – снижение экспрессии; (0) – (+1) – повышение экспрессии. 
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Рис. 51. Гены, вовлеченные в сигнальный путь MAPK. Цветовая кодировка: (0) – (-1) – снижение экспрессии; (0) – (+1) – повышение экспрессии. 
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Опухоль-ассоциированные гены и опухолевые супрессоры. Нами также было 

детектировано изменение уровня экспрессии генов, которые ассоциируют с развитием того 

или иного опухолевого заболевания. В клетках опухоли LLC после воздействия РНКазы А 

было обнаружено снижение уровня экспрессии 12 таких генов, а также перераспределение в 

паттерне опухолевых супрессоров (повышен уровень экспрессии трех генов, снижен – 

четырех, Таблица 21, S3 и S4). 

Гены, ассоциированные с биогенезом миРНК. В предыдущем разделе по 

исследованию механизма противоопухолевой активности РНКазы А нами было показано, 

что один из механизмов ингибирования роста опухоли и метастазов связан с изменениями в 

профилях миРНК сыворотки крови и опухоли. При исследовании влияния РНКазы А на 

полный транскриптом опухолевой клетки было выявлено пять генов со сниженным уровнем 

экспрессии, включая гены Lin28a, Zcchc6 и Zcchc11, выступающих в роли супрессоров 

биогенеза миРНК семейства let-7 и терминального процессинга предшественников миРНК 

(Таблица 21 и S4). 

Гены, вовлеченные в регуляцию транскрипции. Интересным фактом было 

обнаружение влияние РНКазы А на транскрипционную активность опухолевой клетки. Было 

показано, что воздействие РНКазы А приводит к существенным изменениям уровня 

экспрессии генов, кодирующих компоненты транскрипционной машины опухолевых клеток: 

регуляторы транскрипции (повышен уровень пяти генов, понижен – 24 генов), 

транскрипционные факторы (повышен уровень 16 генов, понижен – 13 генов), 

транскрипционные активаторы и ко-активаторы (повышен уровень трех генов, понижен – 

трех генов), репрессоры и ко-репрессоры (повышен уровень пяти генов, понижен – четырех 

генов, Таблицы S4 и S5). 

6.8. Валидация экспрессии генов – ключевых участников сигнальных 

путей, изменившихся после воздействия РНКазы А 

С целью валидации данных секвенирования была исследована экспрессия генов в 

ткани опухоли мышей с LLC после применения РНКазы А с помощью qПЦР. Для этого 

брали гены с повысившимся и понизившимся уровнями экспрессии, вовлеченные в 

различные сигнальные пути. В результате были выбраны следующие гены: Mtap 

(метаболизм аминосахаров, нуклеотидных сахаров, аминокислот и нуклеотидов); Angptl4 

(ангиогенез); Fam89b (негативный регулятор сигнального пути TGF-β); Serpinf1 (сигнальный 

путь Wnt); Dusp6 и Map2k4 (сигнальный путь MAPK). В эксперименте были использованы 

образцы суммарной РНК из опухолевой ткани мышей с LLC, получавших инъекции 

физ/раствора и РНКазы А, очищенные от рибосомальных РНК. 
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Было обнаружено, что уровень экспрессии генов Dusp6 и Map2k4 после применения 

РНКазы А снижались в 1.3 и 1.5 раз, соответственно (Рис. 52), что полностью совпадает с 

данными секвенирования (Таблица 22). Уровень экспрессии генов Mtap, Fam89b, Serpinf1 и 

Angptl4 под действием РНКазы А повышались в 1.6, 1.7, 1.3 и 2.5 раз, соответственно (Рис. 

52), что также коррелирует с данными секвенирования (Таблица 22). 

 

Таблица 22. Сравнение изменения уровней экспрессии генов по данным qПЦР и данным 

секвенирования. 

Ген  Данные qПЦР Данные 

секвенирования 

Mtap ↑1.6 ↑1.6 

Angptl4 ↑2.5 ↑1.5 

Fam89b ↑1.7 ↑1.6 

Serpinf1 ↑1.3 ↑1.9 

Dusp6 ↓1.3 ↓1.5 

Map2k4 ↓1.5 ↓1.6 

 

 

 

Рис. 52. Анализ уровня экспрессии генов Dusp6, Fam89b, Map2k4, Mtap, Serpinf1 и Angptl4 в 

опухоли мышей с LLC после лечения РНКазой А. В качестве референсных генов использовали 

Hprt1 и Ywhaz. Данные представлены как mean ± SE. Уровень соответствующего гена в контроле 

(мыши с LLC, получавшие инъекции физ/раствора) был принят за 1. 
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6.9. Механизм противоопухолевого действия РНКазы А на основании 

данных секвенирования регуляторных и кодирующих РНК 

Рибонуклеазы (РНКазы) проявляют цитотоксичность за счет своей способности 

деградировать РНК, и, следовательно, ингибировать синтез белков на уровне транскрипции и 

трансляции. Цитотоксические эффекты РНКаз связывают с: (1) каталитическим 

расщеплением доступных внутриклеточных РНК, включая тРНК, рРНК, мРНК и 

некодирующих РНК (в частности, миРНК), что приводит к изменению экспрессии генов 

опухолевой клетки [508, 511, 513, 603]; (2) электростатическим взаимодействием РНКаз с 

компонентами клетки [604]; (3) модуляцией активности мембранных кальций-зависимых 

калиевых каналов и функций ras-онкогена [605, 606]; (4) индукцией апоптоза [451, 458] и (5) 

регуляцией сигнальных путей, взаимодействующих между собой [483, 607].  

При анализе полного транскриптома опухоли после воздействия РНКазы А мы 

обнаружили 966 дифференциально экспрессирующихся транскриптов, вовлеченных в 

метаболические и сигнальные пути, важные для регуляции пролиферации опухоли, ее 

выживания и поддержания злокачественности (Таблицы 21, S3 – S6). Также было 

обнаружено некоторое изменение активности транскрипционной машины, связанное с 

изменением спектра транскрипционных активаторов, репрессоров, регуляторов и факторов 

транскрипции (Таблицы S5 и S6). 

Среди метаболических путей, подвергнувшихся наибольшему влиянию, следует 

выделить метаболизм аминосахаров и нуклеотидных сахаров, метаболизм аминокислот и 

нуклеотидов, метаболизм углеводов, а также жирных кислот и липидов. Воздействие 

РНКазы А приводило к значительному повышению функционирования окислительного 

фосфорилирования (Рис. 47) и метаболизма фосфатидил инозитола. 

За последние пять лет было накоплено много данных о биоэнергетике раковых 

клеток, что привело к лучшему пониманию регуляции энергетического метаболизма при 

опухолевой прогрессии. Так, в опухолевых клетках для адаптации производства энергии к 

изменениям микроокружения, а также к изменениям в энергетических потребностях 

опухолевой клетки и/или ее биосинтетической активности, существует перекрестное 

взаимодействие между гликолизом и окислительным фосфорилированием. Такая 

метаболическая гибкость используется клеткой для выживания в условия гипоксии. В 

некоторых исследованиях было показано снижение активности окислительного 

фосфорилирования во множестве типов опухолей, в то время как в других исследованиях 

было показано повышение его функционирования [2]. Для многих типов опухолей 

характерно отсутствие дыхательной активности, несмотря на присутствие высоких 
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концентраций кислорода (известно, как эффект Варбурга) [608]. Это связано с ослаблением 

функционирования митохондрий [3], что и приводит в результате к ингибированию процесса 

окислительного фосфорилирования. В нашем исследовании было показано повышение 

функциональной активности окислительного фосфорилирования после воздействия 

РНКазы А (Таблицы 21, S3 и S4, Рис. 47). Было обнаружено также некоторое повышение 

функционирования метаболизма NADPH после воздействия РНКазы А, который отличается 

у трансформированных и нормальных клеток [609]. 

Наблюдаемое повышение метаболизма углеводов, жирных кислот и липидов, 

пептидов и нуклеиновых кислот, так же, как и повышение функциональной активности 

окислительного фосфорилирования и метаболизма инозитолфосфата, свидетельствуют об 

изменении энергетических потребностей опухолевой клетки и переключении ее с 

энергетических путей, характерных для раковой клетки, на нормальное функционирование. 

Полученные данные коррелируют с данными для других рибонуклеаз. Так, например, было 

обнаружено, что модифицированная панкреатическая рибонуклеаза РЕ5 вызывает 

подавление экспрессии ряда генов, вовлеченных в метаболические пути, в раковых клетках 

[610]. 

После применения РНКазы А в опухоли также было отмечено изменение некоторых 

событий и путей, включая ангиогенез, апоптоз, контроль клеточного цикла, формирование 

клеточных контактов, что привело в результате к повышению клеточной адгезии и 

подавлению диссеминации опухоли. Положительным событием в регуляции клеточной 

адгезии является увеличение экспрессии гена Ptpn14, участвующего в регуляции 

межклеточной адгезии, адгезии между клетками и внеклеточным матриксом, клеточного 

роста и миграции. Белок, кодируемый Ptpn14, вовлечен в регуляцию экспрессии гена TGF-β, 

и, таким образом, в модулирование эпителиально-мезенхимального перерождения [611, 612]. 

Также показана способность Ptpn14 функционировать в качестве опухолевого супрессора [4]. 

Еще двумя положительными событиями клеточной адгезии является повышение 

уровня экспрессии гена Emp2, который регулирует экспрессию на плазматической мембране 

интегриновых гетеродимеров Itga6-Itgb1, Itga5-Itgb3 и Itga5-Itgb1, модулируя, таким образом, 

адгезию между клетками и внеклеточным матриксом [5], и гена Myl12b, который участвует в 

фокальной адгезии и формировании плотных контактов [6]. Важным результатом является 

обнаружение снижения экспрессии гена Smoc2, который стимулирует клеточную 

пролиферацию, миграцию и ангиогенез [7]. 

В литературе существуют данные, указывающие на возможное участие рибонуклеаз в 

контроле клеточной пролиферации и миграции. Так, было показано, что мутации в гене 
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РНКазы L, основная функция которой заключается в запуске ИФН-индуцируемого 

противовирусного иммунитета, могут усиливать клеточную миграцию и метастазирование, а 

выключение этого гена приводит к усилению опухолевого роста и метастазирования in vivo 

[613, 614]. Секретируемая рибонуклеаза RNASET2 человека участвует в контроле сборки 

актинового цитоскелета [615, 616], клеточной подвижности и миграции [617]. 

Изменение экспрессии генов, участвующих в событиях апоптоза, позволяет сделать 

вывод об активации внутреннего митохондриального пути апоптоза в клетках опухоли после 

воздействия РНКазы А. Нами было обнаружено повышение экспрессии генов Pycard, Plekhf1 

и Dapk1, активирующих митохондриальный путь апоптоза. Повышение экспрессии гена 

Faim, чей белок ингибирует запуск апоптоза через рецепторы клеточной смерти [8], также 

указывает на изменение в функционировании внутреннего митохондриального пути 

апоптоза. Также наблюдается снижение экспрессии гена Gzmb, который кодирует белок, 

участвующий в активации каспаз -3, -7, -9 и 10, и, таким образом, в развитии каспазного пути 

апоптоза. Из важных событий контроля клеточного цикла следует отметить повышение 

экспрессии гена Pcbp4, подавляющего клеточную пролиферацию путем индукции апоптоза и 

ареста клеточного цикла в фазе G(2)-M, а также способного подавлять рост легочных 

опухолей легких [9]. 

Важным результатом нашей работы было обнаружение того, что системное 

воздействие РНКазы А на организм-опухоленоситель приводит в опухоли к отрицательной 

регуляции сигнальных путей, участвующих в злокачественной трансформации: PI3K/AKT, 

TGF-β, JAK/STAT и канонического пути WNT (Рис. 48 – Рис. 50, Таблица S3 и S4). MAPK и 

PI3K/AKT вовлечены в фундаментальные физиологические процессы, такие как клеточная 

пролиферация, дифференцировка, метаболизм, организацию цитоскелета, а также 

выживание и клеточную смерть. Активация этих сигнальных путей является признаком 

дисрегуляции и развития опухолевых заболеваний и связана с инициацией, прогрессией и 

метастазированием при раке легких [10]. Сигнальный путь JAK/STAT является ключевым 

каскадом при развитии различных типов опухолей, таких как рак желудка [11], рак 

поджелудочной железы [12] и гематологических новообразований [13]). Среди генов, 

участвующих в путях JAK/STAT и PI3K/AKT, было обнаружено снижение уровня 

экспрессии генов, кодирующих Januse киназы Jak2 и Jak3, которые участвуют в активации 

белков семейства STAT, и, таким образом, способствуют опухолевой прогрессии [618]. 

Наши данные не позволили сделать однозначного заключения об активации или 

ингибировании сигнального пути MAPK под действием РНКазы А (Рис. 51, Таблица S3 и 

S4). Было выявлено повышение экспрессии гена Rras, участвующего в опухоль-
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ассоциированных каскадах, и снижение экспрессии гена Dusp6, участвующего в 

инактивации МАР киназ (Таблица 21). Тем не менее, было обнаружено снижение экспрессии 

гена Trib3, который регулирует активность МАР киназ [619] и блокирует Akt киназы, 

участвующие в клеточной пролиферации и выживании [620]. Также было показано снижение 

экспрессии гена Map2k4 (Таблица 21), высокая экспрессия которого обнаруживается при 

развитии остеосарком и связана с плохим ответом на лечение, опухолевой прогрессией и 

плохой выживаемостью [621]. Можно заключить, что РНКаза А оказывает влияние на 

сигнальный путь МАРК путем активации или ингибирования его отдельных ветвей, что, в 

итоге, приводит к изменению его активности. 

Сигнальный путь TGF-β способен оказывать как опухолесупрессивный, так и 

опухолестимулирующий эффекты в зависимости от типа и стадии опухолевого заболевания 

[14]. На поздней стадии опухолевой прогрессии путь TGF-β стимулирует метастазирование, 

связанное с эпителиально-мезенхимальным перерождением, модулированием опухолевого 

микроокружения и компонентов внеклеточного матрикса, воспалением и иммуносупрессией 

[622]. В нашей работе было показано ингибирование сигнального пути TGF-β в опухоли 

после воздействия РНКазы А, что связано с повышением экспрессии гена Fam89b (согласно 

данным базы UniProt, по гомологии последовательности), являющимся супрессором каскада 

TGF-β. 

Значительное повышение функционирования сигнального пути Wnt было отмечено 

при развитии различных раковых опухолей: желудочно-кишечных опухолей, лейкемии, 

меланоме и раке молочной железы [623]. Нами после воздействия РНКазы А на организм-

опухоленоситель было обнаружено в опухоли снижение экспрессии гена Lrrfip2, который 

является активатором канонического сигнального пути Wnt [624]. Наряду с этим происходит 

повышение экспрессии гена Shisa2, который участвует в ингибировании сигнального пути 

Wnt, что вместе приводит к ослаблению функционирования пути Wnt в клетках опухоли. 

Карцинома легких Льюис (LLC) имеет эпителиальное происхождение и гомологична 

немелкоклеточному раку легких человека (NSCLC) [625]. В связи с этим было 

проанализировано кросс-взаимодействие между сигнальными путями, участвующими в 

злокачественной трансформации, и путем развития NSCLC (Рис. 53). Согласно данным 

секвенирования под действием РНКазы А в опухоли происходило ослабление 

функционирования таких сигнальных путей, как PI3K/AKT, MAPK и кальциевый 

сигнальный путь, которые напрямую вовлечены в прогрессию NSCLC (Рис. 53). Снижение 

активности или ингибирование функционирования этих сигнальных путей приводило к  
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Рис. 53. Гены, вовлеченные в прогрессию немелкоклеточного рака легкого. Цветовая кодировка: (0) – (-1) – снижение экспрессии; (0) – (+1) – 

повышение экспрессии. 
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замедлению прогрессии LLC, что выражалось в замедлении роста первичной опухоли и 

снижении уровня метастазирования у мышей с LLC под действием РНКазы А. 

Другим важным результатом нашего исследования являлось обнаружение подавления 

экспрессии генов – супрессоров биогенеза миРНК (Lin28a, Zcchc6 и Zcchc11) (Таблица 21, 

S4). Lin28a предотвращает терминальный процессинг миРНК семейства let-7 [626]. Zcchc6 и 

Zcchc11 выступают в роли супрессоров биогенеза миРНК, опосредуя терминальное 

уридилирование некоторых предшественников миРНК, включающих pre-let-7 (при участии 

Zcchc6 и Zcchc11), а также mir-107, mir-143 и mir-200c (при участии Zcchc11) [627]. 

Полученные данные объясняют наблюдаемое повышение в опухолевой ткани уровней 

широкого спектра миРНК, включая и миРНК семейства let-7, под действием РНКазы А. 

Мы предполагаем, что после попадания РНКазы А в кровь после внутримышечной 

инъекции, ее главными мишенями оказываются циркулирующие внРНК, включая полный 

набор некодирующих РНК, в том числе и миРНК. С этой гипотезой коррелирует падение 

уровня подавляющего большинства миРНК в крови животных-опухоленосителей после 

применения РНКазы А. Такое изменение профиля миРНК в крови закономерно приводит к 

изменению спектра миРНК опухоли, и, как следствие, к индукции изменений в экспрессии 

генов в опухолевой клетке. В нашем случае мы наблюдали изменение экспрессии 922 

транскриптов. Положительно заряженная РНКаза А способна связываться с отрицательно 

заряженной мембраной опухолевых клеток [478]. Мы не можем исключить прямого 

цитотоксического действия РНКазы А на опухолевые клетки несмотря на множество 

литературных данных, указывающих на ее нейтрализацию в клетке за счет связывания с 

рибонуклеазным ингибитором (RI) [628]. 

Предполагаемый механизм противоопухолевого действия РНКазы А представлен на 

Рис. 54.  

 

 

Рис. 54. Механизм противоопухолевой активности РНКазы А. 
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Повышение экспрессии большинства миРНК в опухоли и повышение экспрессии 

генов, кодирующих белки, которые участвуют в процессинге миРНК, может быть 

результатом активации специфических транскрипционных факторов. Известно, что 

некоторые белки, принадлежащие семейству РНКазы А, способны выступать в роли 

транскрипционных факторов, например, ангиогенин, который на 33% идентичен РНКазе А 

по последовательности и на 65% гомологичен по структуре [629, 630]. Можно 

предположить, что после проникновения в клетку РНКаза А или ее ангиогенин-подобный 

фрагмент, образовавшийся в результате протеолиза in vivo, способны действовать в качестве 

транскрипционного фактора. Ранее было показано, что ангиогенин связывается с 

промоторной областью рибосомальной ДНК (рДНК) и стимулирует транскрипцию рРНК и 

синтез белков [323]. Повышенная экспрессия 18S рРНК в опухолевой ткани (первичные 

данные не приведены), наблюдавшаяся после многократных инъекций РНКазы А животным-

опухоленосителям, а также повышение экспрессии ряда генов позволяет предположить 

возможную роль РНКазы А в качестве активатора транскрипции. 

Гиперпродукция ангиогенина часто рассматривается, как негативное событие в 

опухолевой прогрессии, в связи с его способностью запускать неоваскуляризацию [631, 632], 

способствовать клеточной пролиферации [349] и миграции [633]. Одним из важных 

структурных различий между РНКазой А и ангиогенином является отсутствие в структуре 

ангиогенина четырех дисульфидных связей [634], что имеет функциональное значение – 

придает способность стимулировать неоваскуляризацию [635-637]. Таким образом, 

РНКаза А не обладая способностью стимулировать ангиогенез, однако, вполне может играть 

роль транскрипционного активатора. 

Наши данные показали важность рибонуклеазной активности РНКазы А для 

противоопухолевой активности. Так было показано, что инактивированная РНКаза А не 

индуцирует синтез миРНК в опухолевых клетках и не влияет на экспрессию генов, 

вовлеченных в биогенез миРНК. В подтверждение нашим данным есть исследования, 

проведенные на различных вариантах ангиогенина, которые продемонстрировали важность 

его рибонуклеазной активности для проявления активности ангиогенной [239, 638]. В 

экспериментах in vivo инактивированная РНКаза А снижает уровень метастазирования с 

эффективностью в 2 - 3 раза меньшей по сравнению с интактной РНКазой А. 

Недавние исследования показали, что глобальные нарушения процессинга миРНК 

приводят к злокачественному перерождению клетки и опухолевой прогрессии [234]. 

Значительное снижение содержания зрелых форм миРНК было выявлено при различных 

типах рака [639, 640]. Karube с коллегами обнаружили снижение экспрессии Drosha и Dicer у 
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пациентов с NSCLC, что коррелировало с плохо дифференцируемым статусом опухоли и 

укороченной пост-операционной выживаемостью [235]. Таким образом, повышение 

экспрессии зрелых миРНК в опухолевой клетке, опосредуемое РНКазой А, является 

позитивным событием, оказывающим влияние на супрессию опухоли и снижение ее 

злокачественности. Следует отметить, что спектр опухолевых миРНК, для которых 

наблюдалось повышение экспрессии, неоднозначен, поскольку мы наблюдали активацию как 

миРНК-супрессоров опухоли (миРНК семейства let-7, mir-451), так и онкогенных миРНК 

(mir-29b, mir-21). Однако, среди первых 100 опухолевых миРНК, уровень которых 

значительно повышался после воздействия РНКазы А, были миРНК-супрессоры, такие как 

миРНК семейства let-7 (11 из 12, Рис. 47), которые являются сильными негативными 

регуляторами опухолевой прогрессии [641, 642] и важны для выживаемости пациентов с 

различными типами рака легких [643].  

6.10. Заключение 

Впервые было показано, что противоопухолевое и антиметастатическое действие 

РНКазы А реализуется посредством многоуровневой регуляции, как на уровне опухолевой 

клетки, так и на уровне организма. На уровне опухолевой клетки и в кровотоке животных-

опухоленосителей РНКаза А вызывает перераспределение репертуара миРНК. В результате в 

опухоли происходит повышение функционирования энергетических каскадов, 

перераспределение в эффективности функционирования событий опухолевой прогрессии, 

связанных с регулированием клеточного роста и диссеминации, а также ослаблением 

функционирования сигнальных путей, участвующих в злокачественной трансформации. Эти 

события в совокупности приводят к подавлению опухолевой прогрессии, выражающемуся на 

уровне организма в ингибировании роста первичной опухоли и метастазов. 
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ГЛАВА 7. Исследование механизма противоопухолевого и антиметастатического 

действия ДНКазы I: поиск молекулярных мишеней среди внеклеточных 

опухоль-ассоциированных ДНК 

внДНК в последние два десятилетия рассматривается в качестве важного компонента 

плазмы крови, и повышенный уровень внДНК в крови является характерной особенностью 

пациентов с онкологическими заболеваниями и часто ассоциируется с тяжелой опухолевой 

прогрессией и плохим прогнозом [72, 73, 644]. Было установлено, что в состав 

циркулирующей внДНК входят последовательности, кодирующие онкогены, включая 

гиперметилированные гены-супрессоры опухолей, аберрантные микросателлиты, 

аберрантные метилированные гены и перегруппированные участки хромосом [645-648]. В 

настоящее время существует несколько гипотез, указывающих на возможную роль внДНК в 

канцерогенезе, в связи с чем внДНК стали объектом исследования в качестве возможных 

опухолевых маркеров, а также мишеней противоопухолевой терапии.  

Исследование дезоксирибонуклеаз в качестве противоопухолевых препаратов пока в 

самом начале, и по этой причине в очень небольшом количестве работ предпринимались 

попытки изучить механизм их противоопухолевого действия. Существует ряд работ, в 

которых была показана связь противоопухолевого действия ДНКазы I с разрушением так 

называемых нейтрофильных ловушек, которые представляют собой сеть ДНК нейтрофилов с 

интегрированными в нее белками и используется опухолью для встраивания собственных 

внДНК, укрепления этой сети и повышенной миграции. Однако, фактически нет работ, в 

которых проводили поиск корреляций между противоопухолевым действием 

дезоксирибонуклеаз и циркулирующими внДНК, которые могут вносить вклад в 

диссеминацию опухоли. 

Целью данного раздела работы был поиск молекулярных мишеней ДНКазы I среди 

опухоль-ассоциированных циркулирующих внДНК, а также выяснение механизма ее 

антиметастатического действия. 

7.1. Определение концентрации внДНК и суммарной ДНКазной 

активности в плазме крови мышей с LLC и НА-1 до и после введения ДНКазы I 

Вначале мы проанализировали концентрацию внДНК в плазме крови в группе 

здоровых мышей, в группе мышей с LLC или с НА-1, получавших инъекции физ/раствора, в 

группе мышей с LLC или с НА-1, получавших ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг. Кровь собирали на 

12 и 18 дни развития опухоли, что соответствовало 3-4-ой стадии опухолевой прогрессии, 

через один час после последней инъекции ДНКазы I. Из образцов крови получали плазму (см. 
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п. 2.2.4.2), выделяли из плазмы внДНК методом адсорбции на мелкодисперсном стекле и 

определяли ее концентрацию (см. 2.2.5.3). Суммарную ДНКазную активность плазмы крови 

определяли в реакции расщепления [
32

P]-ДНК59 и рассчитывали эффективные константы 

скорости расщепления ДНК в плазме (см. п. 2.2.11.2, Таблица 23). 

 

Таблица 23. Концентрация внДНК и суммарная ДНКазная активность в плазме крови мышей 

C56Bl/6J с LLC и мышей A/Sn с HA-1. 

Группа 
ДНКазная активность 

плазмы Keff сек
-1

, 30ºC 

Концентрация внДНК в 

плазме, нг/мл 

C57Bl/6 (2.71±0.15)×10
-4

 104±7.0 

C57Bl/6 / LLC (0.42±0.03)×10
-4

 131±12.0 

C57Bl/6 / LLC/  

ДНКаза I (0.12 мг/кг) 
(3.92±1.40)×10

-4
 101±16.0 

A/Sn - 134±5.9 

A/Sn / HA-1 - 150±8.5 

A/Sn / HA-1 / ДНКаза 

I (0.12 мг/кг) 
- 105±12.6 

 

Концентрация внДНК в плазме крови здоровых мышей C57Bl/6J составила 104 нг/мл 

при ДНКазной активности (2.71±0.15)×10
-4

 сек
-1
. При прогрессии LLC было отмечено 

увеличение концентрации внДНК в 1.3 раза по сравнению со здоровыми животными и 

значительное падение ДНКазной активности до (0.42±0.03)×10
-4 
сек

-1
 (в 6.5 раз) (Таблица 23). 

Введение мышам C57Bl/6J с LLC ДНКазы I приводило к снижению уровня внДНК в плазме 

до уровня здоровых животных, при этом происходило повышение ДНКазной активности 

плазмы крови до (3.92±1.40)×10
-4

 (в 9.3 раза по сравнению с животными без лечения), что 

даже превышало уровень ДНКазной активности плазмы крови здоровых животных (Таблица 

23). Концентрация внДНК в плазме крови здоровых животных A/Sn составила 134 нг/мл, а 

при прогрессировании НА-1 наблюдалось ее незначительное повышение до 150 нг (в 1.1 раза) 

(Таблица 23). Введение мышам A/Sn с НА-1 ДНКазы I приводило к выраженному снижению 

концентрации внДНК в плазме, даже ниже уровня внДНК у здоровых животных (Таблица 23). 

7.2. Дизайн эксперимента 

С целью поиска молекулярных мишеней ДНКазы I среди циркулирующих внДНК мы 

проанализировали профиль внДНК крови мышей с LLC после введения ДНКазы I с 
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помощью массового параллельного секвенирования. Схема эксперимента представлена на 

Рис. 55. 

 

Рис. 55. Схема эксперимента для получения библиотек внДНК. Клетки LLC (106 клеток, 0.1 мл) 

трансплантировали в/м мышам C57Bl/6J. Начиная с четвертого дня после трансплантации 

опухоли, животные получали в/м инъекции физ/раствора (контроль) или ДНКазы I (0.12 мг/кг) в 

течение двух недель. На 15 день через один час после последней инъекции ДНКазы I кровь 

собирали и получали сыворотку. внДНК выделяли из сыворотки и использовали для 

конструирования ДНК-библиотек. Библиотеки секвенировали на платформе SOLiD 5.5. 

 

Клетки LLC трансплантировали в/м в правую бедренную мышцу мышей C57Bl/6J и, 

начиная с четвертого дня после трансплантации, мыши получали инъекции физ/раствора 

(контроль) или ДНКазы I (0.12 мг/кг) в течение двух недель. Доза ДНКазы I была выбрана в 

соответствии с наблюдаемым антиметастатическим эффектом на модели LLC. На 15 день 

эксперимента через один час после последней инъекции ДНКазы I кровь собирали, получали 

сыворотку, объединяли согласно группам и выделяли из сыворотки внДНК (п. 2.2.5.3). 

На всех этапах контролировали концентрацию внДНК в образцах сыворотки крови. 

Измерение концентрации внДНК в образцах сыворотки показало, что в крови здоровых 

животных уровень внДНК составил 77 нг/мл. Развитие опухоли приводило к двукратному 

повышению уровня внДНК (до 162 нг/мл), в то время как введение ДНКазы I животным-

опухоленосителям приводило к снижению уровня внДНК (до 110 нг/мл) близко к значениям, 

характерным для здоровых животных (Таблица 24). 

ДНК библиотеки готовили по модифицированному протоколу ABS SOLiD™ Fragment 

Library Construction Kit (см. п. 2.2.12.7). Технология секвенирования позволяла с 

максимальной эффективностью секвенировать фрагменты длиной 50 п.н. Поскольку для 

образцов сыворотки крови основное содержание составляли ДНК фрагменты длиной 150-200 

п.н., а количество ДНК фрагментов длиной 400-10000 п.н. было в два-три раза меньше, 

первой модификацией протокола было озвучивание образцов внДНК с целью унификации  
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Таблица 24. Концентрация внДНК и ДНК-библиотек на разных стадиях конструирования. 

Стадия конструирования 

ДНК-библиотеки  

Тип библиотеки 

Lh
1 

LLLC
1 

LD
1 

2
Концентрация внДНК в 

сыворотке, нг/мл 
77 ± 2 162 ± 5 110 ± 4 

Стартовое количество ДНК для 

конструирования библиотеки, 

нг 

230 244 220 

Итоговое количество ДНК-

библиотеки, нг 
31.8 54.8 10.2 

Lh2 – здоровые мыши; LLLC – мыши с LLC, получавшие инъекции физ/раствора; LD – мыши с 

LLC, получавшие инъекции ДНКазы I (0.12 мг/кг).  

2 Данные статистически анализировали с использованием t-теста критерия Стьюдента. Данные 

представлены как mean ± SEM. Величины статистически достоверно различались с p < 10-12 (Lh 

vs LLLC), p < 10-7 (LD vs LLLC) и p < 10-7 (Lh vs LD). 

 

длины фрагмента до 50 п.н. Второй модификацией протокола конструирования ДНК 

библиотек было снижение количества циклов ПЦР до шести, что позволило, с одной 

стороны, избежать перепредставленности фрагментов, а с другой стороны, получить 

достаточное количество материала для запуска секвенирования.  

В результате были получены следующие библиотеки: Lh1 и Lh2 – внДНК сыворотки 

крови здоровых мышей (два технических репликата); LLLC – внДНК сыворотки крови 

животных с LLC, получавших инъекции физ/раствора; LD – внДНК сыворотки крови мышей 

с LLC, получавших инъекции ДНКазы I. Количество ДНК-библиотек, готовых для 

секенирования, составило 31.8, 54.8 и 10.2 нг для библиотек Lh, LLLC и LD, соответственно 

(Таблица 24). Секвенирование библиотек проводили на платформе ABS SOLiD 5.500. 

7.3. Анализ данных секвенирования внДНК сыворотки крови мышей с 

LLC после воздействия ДНКазы I 

Для каждой библиотеки внДНК было получено в среднем от 55 до 67 млн прочтений. 

Данные секвенирования были предварительно обработаны с помощью инструментария 

Trimmomatic 0.32 к.б.н. Курильщиковым А.М (Лаборатория молекулярной микробиологии, 

ИХБФМ СО РАН, Новосибирск) с целью исключить адаптерные последовательности и 

последовательности с низким качеством. После качество последовательностей было оценено 

с помощью программного обеспечения FastQC, и полученные последовательности были 

картированы на референсный геном Mus musculus (MM9, Ensemble release 67) с помощью 

программного обеспечения Bowtie version 1. Степень картирования варьировала от 6.95% до 

8.33%, что соответствует количеству прочтений от 3.8 до 5.6 млн. 
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Поскольку любая внДНК в кровотоке могла являться мишенью для ДНКазы I, во 

время анализа обращали пристальное внимание на перераспределение между фрагментами 

внДНК в библиотеках Lh, LD и LLLC. На Рис. 56, 57 и 58 представлены тепловые карты с 

иерархической кластеризацией, которые показывают, что расстояние между техническими 

репликатами контрольных групп очевидно меньше, чем расстояние между группами мышей, 

получавших инъекции физ/раствора, и группами, получавшими инъекции ДНКазы I. 

GC-обедненные фрагменты. Анализ данных FastQC выявил, что внДНК из библиотеки 

LLLC (из сыворотки крови мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора) 

характеризовались содержанием 3×10
6
 GC-обедненных последовательностей (0-2% общего 

содержания). ДНКаза I (библиотека LD, мыши с LLC, получавшие инъекции ДНКазы I) 

приводила к снижению содержания GC-обедненных последовательностей до 1.0×10
6
, что 

было близко по величине к содержанию последовательностей в библиотеке внДНК здоровых 

животных (0.5–1.0 × 10
6
, Lh). 

 

 

Рис. 56. Тепловая карта представленности тандемных повторов в ДНК-библиотеках Lh1, Lh2, LLLC 

и LD. Lh1 и Lh2 – здоровые мыши; LLLC – мыши с LLC, получавшие инъекции физ/раствора; LD – 

мыши с LLC, получавшие инъекции ДНКазы I (0.12 мг/кг). Повышение и снижение 

представленности уровня тандемных повторов показано диапазоном красного и зеленого цветов, 

соответственно. Дендрограммы были получены с помощью кластеризации тандемных повторов 

или образцов с использованием Евклидовых расстояний между нормированными 

логарифмическими величинами RPM, соответственно. 
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Рис. 57. Тепловая карта представленности тандемных повторов В-семейства, 

гомологичных ALU-повторам человека, в ДНК-библиотеках Lh1, Lh2, LLLC и LD. Lh1 и Lh2 – 

здоровые мыши; LLLC – мыши с LLC, получавшие инъекции физ/раствора; LD – мыши с LLC, 

получавшие инъекции ДНКазы I (0.12 мг/кг). Повышение и снижение представленности уровня 

тандемных повторов показано диапазоном красного и зеленого цветов, соответственно. 

Дендрограммы были получены с помощью кластеризации тандемных повторов или образцов с 

использованием Евклидовых расстояний между нормированными логарифмическими 

величинами RPM, соответственно. 

 

Тандемные повторы. Тандемные повторы представляют собой фрагменты мобильных 

генетических элементов, в том числе и ретротранспозонов, которые обнаруживаются в 

большом количестве в геноме опухолевых клеток, поэтому при поиске молекулярных 

мишеней ДНКазы I среди внДНК особое внимание было обращено именно на тандемные 

повторы. Наиболее значительные различия между библиотеками LLLC, LD и Lh наблюдались 

для тандемных повторов: внДНК сыворотки крови мышей с LLC характеризовалась  
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Рис. 58. Тепловая карта представленности фрагментов, кодирующих опухоль-ассоциированные 

гены Hmga2, Fos, Myc, Nras и Jun в ДНК-библиотеках Lh1, Lh2, LLLC и LD. Lh1 и Lh2 – здоровые 

мыши; LLLC – мыши с LLC, получавшие инъекции физ/раствора; LD – мыши с LLC, получавшие 

инъекции ДНКазы I (0.12 мг/кг). Повышение и снижение представленности уровня тандемных 

повторов показано диапазоном красного и зеленого цветов, соответственно. Дендрограммы были 

получены с помощью кластеризации тандемных повторов или образцов с использованием 

Евклидовых расстояний между нормированными логарифмическими величинами RPM, 

соответственно. 

 

присутствием большого количества тандемных повторов по сравнению с внДНК здоровых 

животных (Таблица 25). 

Был проведен сравнительный анализ 980 типов тандемных повторов, представленных в 

геноме Mus musculus. Для дальнейшего анализа было выбрано 250 типов тандемных 

повторов с представленностью не менее одной последовательности на 1 млн 

последовательностей библиотеки, характеризующихся сильными различиями между 

группами (Таблица 25, Рис. 56). Было обнаружено, что при развитии LLC внДНК 

характеризовались высокой представленностью 204 типов тандемных повторов по 

сравнению со здоровыми животными (LLLC vs Lh1, Lh2, Таблица 25, Рис. 56). 

Представленность 158 типов тандемных повторов в LLLC была в 1.5 - 2 раза выше, а 

представленность 46 типов повторов была в 2.5-3 раза выше, чем в Lh1 и Lh2 (Таблица 25, 

Рис. 56). ДНКаза I вызывала снижение представленности тандемных повторов, 

перепредставленных в крови мышей-опухоленосителей, получавших инъекции физ/раствора: 

было отмечено 1.5-кратное снижение представленности тандемных повторов в LD по 

сравнению с LLLC. 
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Таблица 25. Представленность 250 типов тандемных повторов в ДНК-библиотеках. 

 

*типы повторов, представленность которых выросла в 1.5 - 2 раза при развитии LLC (библиотека 

LLLC) и упала после введения ДНКазы I (библиотека LD). 
#типы повторов, представленность которых выросла в 2.5 – 3 раза при развитии LLC (библиотека 

LLLC) и упала после введения ДНКазы I (библиотека LD). 
¤ типы повторов, представленность которых упала в 1.5 – 2 раза при развитии LLC (библиотека 

LLLC) и еще более значительно упала после введения ДНКазы I (библиотека LD). 
£ типы повторов, представленность которых упала в 3 раза при развитии LLC (библиотека LLLC) и 

выросла после введения ДНКазы I (библиотека LD). 
1RPM – количество фрагмент-специфичных прочтений на млн прочтений в библиотеке. 

 

В 30% случаев снижение представленности повторов достигало значений, характерных для 

Lh1 и Lh2 (Таблица 25, Рис. 56). 

Представленность 46 типов тандемных повторов в LLLC была в 1.5-2 раза ниже, чем в 

Lh1 и Lh2 (LLLC < Lh, Таблица 25). Применение ДНКазы I в результате приводило к снижению 

представленности 39 типов повторов на 10-30% и повышению представленности семи типов 

повторов на 20-50% (Таблица 25, Рис. 56). Содержание внДНК сыворотки крови мышей с 

LLC характеризовалось повышенной представленностью тандемных повторов, 

принадлежащих к 15 главным подсемействам, по сравнению со здоровыми животными 

(Таблица 26). После применения ДНКазы I мы наблюдали снижение представленности этих 

повторов на 15-25% (Таблица 26). Следует отметить, что после применения ДНКазы I 

представленность повторов, принадлежащих к подсемействам ERVB, L1 и RLTR, достигала 

значений, характерных для здоровых животных (LD vs Lh1 и Lh2, Таблица 26).  

Другие тенденции наблюдались в случае повторов, принадлежащих к подсемействам 

Lx, MMERV и RMER. Представленность 14, пяти и 22 типов повторов, принадлежащих к 

подсемействам Lx, MMERV и RMER, соответственно, возросла в 1.5-2 раза при развитии 

LLC по сравнению со здоровыми животными (Таблица 26), а после применения ДНКазы I 

наблюдалось снижение представленности этих повторов на 30-50% по сравнению с 

содержанием повторов для здоровых животных (Таблица 26).  

 
Типы тандемных повторов, 

количество 

Представленность, RPM
1 

LLLC LD Lh1 Lh2 

LLLC > Lh: 204 

 

158* 53193 43612 34469 36318 

46
#
 10221 8341 3635 3859 

LLLC < Lh: 46 
39

¤
 17827 15726 28777 30996 

7
£
 431 504 1502 1489 

Total 250 81674 68186 38104 40176 
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Таблица 26. Представленность тандемных повторов, принадлежащих к 11 главным 

подсемействам, в ДНК-библиотеках. 

Подсемейства 

Типы 

повторов в 

внДНК, 

количество 

Представленность, RPM
1 

LLLC LD Lh1 Lh2 

B 19* 7548 6156 3326 3541 

ERVB 11* 930 770 693 688 

IAP 24* 6682 5583 3104 3272 

L1 19* 27508 23523 23984 25066 

LTRIS 5* 373 308 177 192 

Lx 
14* 3471 2861 2076 2222 

2
#
 51 46 55 59 

MERV 5* 1461 1247 995 1032 

MMERV 
5* 812 688 451 482 

2
#
 80 72 98 103 

ORR 14* 2158 1785 1237 1317 

RLTR 52* 10201 7603 5877 6380 

RMER 
22* 895 1119 667 753 

7
¤
 1518 1934 1916 2713 

RSINE 3* 201 178 132 123 

 

*типы повторов, представленность которых увеличивалась при развитии LLC (библиотека LLLC) 

и снижалась после введения ДНКазы I (библиотека LD). 
#типы повторов, представленность которых снижалась при развитии LLC (библиотека LLLC) и 

еще более снижалась после введения ДНКазы I (библиотека LD). 
¤типы повторов, представленность которых снижалась при развитии LLC (библиотека LLLC) и 

увеличивалась после введения ДНКазой I (библиотека LD). 
1RPM – количество фрагмент-специфичных прочтений на млн прочтений в библиотеке. 

 

ДНКазы I до уровня представленности у здоровых животных (Таблица 26). 

Отдельно было рассмотрено 19 типов повторов, принадлежащих к подсемействам B1, 

B2, B3 и B4, которые имеют высокую гомологию с ALU-повторами человека (Рис. 57). При 

развитии LLC представленность таких повторов среди внДНК крови двукратно возрастала 

по сравнению со здоровыми животными (7.5 × 10
3
 RPM в LLLC против 3.4 × 10

3
 RPM в Lh1 и 

Lh2). ДНКаза I вызывала снижение представленности таких повторов на 20% (6.1 × 10
3
 RPM 

в LD). При этом для повторов подсемейства B1, имеющего максимальную гомологию с ALU-

повторами человека, было показано увеличение представленности в 2.5 раза при развитии 
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опухоли (4.9 × 10
3
 RPM в LLLC против 1.9 × 10

3
 RPM в Lh1 и Lh2) и снижение до уровня 

здоровых животных после введения ДНКазы I (2.0 × 10
3
 RPM в LD). 

Фрагменты ДНК, кодирующие опухолеспецифические гены. С целью поиска 

возможных молекулярных мишеней ДНКазы I среди опухолеспецифических генов был 

проведен анализ генов Hmga2, Fos, Myc, Nras и Jun, которые обнаруживаются в крови при 

некоторых тиапх рака [649-653] (Таблица 27, Рис. 57). Среди внДНК здоровых мышей 

представленность таких фрагментов была низка: суммарная представленность не превышала 

6.87–10.78 RPM (Lh1 и Lh2, Таблица 27). Было показано, что большая часть фрагментов 

(около 50%) кодировала ген Myc, и, таким образом, представленность Myc-специфических 

фрагментов была в 4-5 раз выше по сравнению с фрагментами, кодирующими другие гены 

(Lh1 и Lh2, Таблица 27). При развитии LLC представленность фрагментов, кодирующих 

опухолеспецифические гены, возрастала в 10 раз по сравнению со здоровыми животными 

(LLLC против Lh1 и Lh2, Таблица 27), при этом 90% от всех фрагментов приходилось на долю 

гена Myc. Представленность фрагментов, кодирующих  гены Hmga2, Fos- и Jun, возрастала в 

2 - 3 раза по сравнению со здоровыми животными, в то время как представленность 

фрагмента, кодирующего ген Nras, не изменялась (Таблица 27). 

 

Таблица 27. Представленность фрагментов, кодирующих опухолеспецифические гены 

Hmga2, Fos, Myc, Nras и Jun, в ДНК-библиотеках. 

1RPM – количество фрагмент-специфичных прочтений на млн прочтений в библиотеке. 

 

При применении ДНКазы I наблюдалось снижение представленности 

опухолеспецифических фрагментов Myc и Jun в 1.5-2 раза, снижение представленности 

фрагмента, кодирующего ген Hmga2 достигало практически уровня здоровых животных, то 

время как представленность Fos-специфического фрагмента незначительно повышалась 

(Таблица 27). 

Опухолеспецифические 

гены 

Представленность, RPM
1 

LLLC LD Lh1 Lh2 

Hmga2 1.90 1.35 1.27 0.82 

Fos 2.74 2.93 0.95 0.84 

Myc 86.14 73.38 6.40 3.62 

Nras 1.14 1.39 1.25 0.97 

Jun 2.16 1.39 0.90 0.62 

Total 94.08 81.00 10.78 6.87 
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Валидацию представленности генов проводили с помощью qПЦР на примере 

фрагмента, кодирующего ген Myc. Ген Myc был выбран по причине его высокой 

представленности среди других фрагментов, кодирующих опухолеспецифические гены. 

Было проведено исследование шести образцов от каждой группы мышей с LLС, получавших 

инъекции физ/раствора (контроль) и инъекции ДНКазы I, которые были использованы для 

секвенирования. Полученные данные показали повышение уровня Myc-специфических 

фрагментов среди внДНК сыворотки крови мышей с LLC, получавших инъекции 

физ/раствора (Рис. 59). После применения ДНКазы I мы наблюдали примерно 3-кратное 

снижение представленности Myc-специфичных фрагментов среди внДНК, что коррелирует с 

данными секвенирования (Рис. 59). 

 

Рис. 59. Уровень Myc-специфических фрагментов в внДНК сыворотки крови мышей с LLC, 

получавших инъекции физ/раствора (контроль) и ДНКазы I (данные qПЦР). Уровень Myc 

определяли во внДНК, на основе которой конструировали библиотеки LLLC и LD. Уровень Myc 

нормализовали на уровень β-актина. Данные статистически анализировали с помощью 

дисперсионного анализа ANOVA с апостериорным критерием Фишера. Данные представлены 

как mean ± SE. 

 

7.4. Исследование уровня SINE и LINE элементов в крови мышей с LLC и 

метастатической меланомой В16 и их изменения под действием ДНКазы I 

С целью выявления влияния ДНКазы I на уровень ретротранспозонных фрагментов в 

крови животных-опухоленосителей было проведено определение уровня SINE и LINE 

элементов в крови мышей C57Bl/6J с LLC и с метастатической меланомой В16, получавших 

и не получавших ДНКазу I, с помощью qПЦР. Для этого была использована внДНК, 

выделенная из сыворотки крови: (1) здоровых мышей C57Bl/6J; (2) мышей с LLC; (3) мышей 

с LLC, получавших ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг (см. п. 2.2.9.6); (4) мышей с меланомой В16; 

(5) мышей с меланомой В16, получавших ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг (см. п. 2.2.9.10). На Рис. 

60 представлены данные qПЦР SINE и LINE элементов для двух опухолевых моделей. 
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Как видно из представленных данных, уровень и В1- и L1-повторов крайне низок в 

сыворотке крови здоровых животных, что согласуется с данными секвенирования. 

Прогрессия LLC приводит к 5-кратному возрастанию В1-повторов и 4-кратному 

возрастанию L1-повторов (Рис. 60, А, Б). В случае метастатической модели меланомы также 

происходило увеличение представленности этих типов повторов: В1- и L1-повторы 

возрастали в 2.6 раза (Рис. 60, В, Г). При применении ДНКазы I мы наблюдали снижение 

уровня тандемных повторов обоего типа до уровня здоровых животных. 

 

Рис. 60. Анализ уровня SINE (подсемейство В1) и LINE (подсемейство L1) элементов в 

сыворотке крови здоровых мышей, мышей с LLC и мышей с меланомой В16, получавших 

ДНКазу I, методом qПЦР. А, В. Уровень SINE элементов. а.u.=[SINE элементы]/[внДНК]. Б, Г. 

Уровень LINE элементов. а.u.=[LINE элементы]/[внДНК]. H – здоровые мыши C57Bl/6J; LLC(wt) 

– мыши C57Bl/6J с LLC; LLC/ДНКаза I - мыши C57Bl/6J с LLC, получавшие ДНКазу I в дозе 

0.12 мг/кг, В16(wt) – мыши C57Bl/6J с меланомой В16; В16/ДНКаза I - мыши C57Bl/6J с 

меланомой В16, получавшие ДНКазу I в дозе 0.12 мг/кг. Данные статистически анализировали с 

помощью дисперсионного анализа ANOVA с апостериорным критерием Фишера.  
 

7.5. Механизм противоопухолевого действия ДНКазы I на основании 

данных секвенирования циркулирующих внДНК 

Присутствие большого количества внДНК в плазме крови пациентов с различными 

типами рака было описано несколько десятилетий назад [654]. Было показано, что большая 

часть таких внДНК имеет опухолевое происхождение и появляется в крови в результате 
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некроза или апоптоза опухолевых клеток [59]. Неоднократно предпринимались попытки 

использовать внДНК в качестве источника онкомаркеров [655-657], однако, исследователи 

посчитали более значимым использовать в качестве онкомаркеров изменение профиля 

внДНК. При разных типах онкологических заболеваний у пациентов среди внДНК были 

обнаружены мутантные последовательности [66], содержащие точечные мутации (SNP) [78, 

81, 658], микросаттелиты [659, 660] и гиперметилированные последовательности [661], а 

также последовательности с потерей аллельных вариантов онкосупрессоров [662, 663]. Более 

того, обнаруживались мутантные последовательности митохондриальной ДНК [656]. 

Биологическая роль появления таких опухолеспецифических внДНК пока не до конца ясна. 

Группой Garcia-Olmo была выдвинута гипотеза участия внДНК в метастазировании 

(так называемая генометастатическая гипотеза), которая предполагает горизонтальный 

перенос опухолеспецифических внДНК из первичных опухолевых клеток в здоровые клетки 

органов-мишеней [100, 101, 664]. Другие авторы предполагают, что онкоген-содержащие 

внДНК могут действовать наподобие онковирусам, что является альтернативным путем 

распространения метастазов. 

Эта гипотеза была адаптирована другими авторами в качестве модели, объясняющей 

противоречивость экспериментальных данных, касающихся метастазирования. В 2010 г. 

Garcia-Olmo с коллегами показали, что внДНК из опухолевых клеток участвует в 

злокачественной трансформации здоровых клеток. Способность опухолеспецифической 

внДНК трансформировать здоровые клетки была доказана путем детекции мутантного 

фрагмента K-ras в клетках мыши NIH-3T3 после их культивирования в присутствии плазмы 

крови пациентов, обогащенной этим фрагментом [101]. 

Согласно другой гипотезе внДНК способна формировать комплексы с различными 

белками (гистонами, актином, пероксидазами и другими белками, генерирующими 

реактивные формы кислорода, интерлейкинами и т.д.), что приводит к образованию 

нейтрофильных ловушек (NET) [665]. NET используются нейтрофилами для улавливания 

патогенов и миграции иммунных клеток к месту локализации патогенов. Было показано, что 

опухолевые клетки способны встраивать свои собственные опухолеспецифические внДНК в 

NET и, таким образом, содействовать диссеминации опухолевых клеток [666]. 

В связи со способностью ДНКазы I приводить к деградации внДНК в кровотоке 

животных-опухоленосителей, можно заключить, что она оказывает непосредственное 

влияние на канцерогенез, опосредуемый опухоль-ассоциированными ДНК. Целью нашего 

исследования было детальной выяснение того, как ДНКаза I меняет профиль внДНК 

сыворотки крови при снижении инвазивного потенциала LLC мыши, гомологичной 

немелкоклеточному раку легкого человека. Мы провели сравнение профиля внДНК крови 
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мышей с LLC, получавших и не получавших ДНКазу I, с помощью секвенирования и 

выяснили ключевые последовательности среди внДНК, изменившиеся после введения 

фермента. И хотя следовало предположить неспецифическую деградацию всех 

циркулирующих внДНК в кровотоке после воздействия ДНКазы I, однако, мы наблюдали 

неслучайные изменения профиля внДНК. 

Мы показали, что прогрессирование LLC приводит к повышению в крови 

представленности GC-обедненных последовательностей, тандемных повторов, включая 

повторы подсемейств В1-В4, гомологичных ALU-повторам человека, и фрагментов, 

кодирующих опухолеспецифические гены. Повышение содержания фрагментов, 

принадлежащих к тандемным повторам и опухолеспецифическим генам, в внДНК крови 

было показано при различных заболеваниях, включая онкологические, в то время как 

содержание GC-обедненных последовательностей внДНК крови, по мнению большинства 

исследований, было сниженным [667]. Повышение содержания GC-обедненных 

последовательностей при прогрессировании LLC, являющихся нестабильными и 

чувствительными к деградации дезоксирибонуклеазами крови, коррелирует со сниженной 

ДНКазной активностью крови согласно данным нашего исследования и данным о снижении 

ДНКазной активности крови пациентов с онкологическими заболеваниями [668, 669]. 

Снижение представленности GC-обедненных последовательностей в крови мышей с LLC 

после введения ДНКазы I коррелирует с повышением ДНКазной активности крови. 

При прогрессировании LLC мы наблюдали увеличение представленности многих 

типов тандемных повторов, которые имеют отношение к мобильным генетическим 

элементам, таким как ретротранспозоны. Большая часть повторов относится к длинным 

концевым повторам, тем не менее, также представлены LINE и SINE элементы и другие 

короткие концевые повторы (RMER, ORR, IAP). 

На сегодня роль ретротранспозонов в патогенезе онкологических заболеваний 

остается открытой, тем не менее, существуют некоторые гипотезы, подкрепленные большим 

количеством данных об инсерциях SINE и LINE элементов, обнаруживаемых в геноме 

опухолевых клеток [19-21]. Так было показано, что микровезикулы, секретируемыми 

опухолевыми клетками, обогащены фрагментами генов, которые содержат инсерции LINE-1 

и Alu элементов [85]. В некоторых исследованиях доказано, что развитие неоплазии может 

быть инициировано ретротранспозон-опосредованной инативацией гена путем соматической 

инсерции [670] и инсерции в гены-супрессоры опухолей [671, 672]. Так инсерция 

полноразмерного фрагмента SVA (ретротранспозонов человека SINE-VNTR-Alu ) в 8-ой 

интрон гена каспазы-8 (CASP8) ассоциировано с развитием базально-клеточной карциномы 

кожи и рака молочной железы [673]. Сегодня наиболее частыми маркерами канцерогенеза 
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являются ALU повторы [674-676], высокая представленность которых была обнаружена у 

пациентов с раком молочной железы и колоректальным раком [659, 660, 674-677]. Кроме 

того, было показано, что прогрессирование различных типов онкологических заболеваний 

сопровождается увеличением представленности SINE и LINE элементов среди 

циркулирующих внДНК [83, 84]. 

Нами при развитии карциномы легких Льюис было показано повышение 

представленности повторов В-подсемейства, гомологичных ALU повторам человека [678], в 

кровотоке животных-опухоленосителей. Кроме того, следует отметить значительное 

повышение представленности Lx элементов при прогрессировании LLC, из чего можно 

заключить, что Lx элементы могут также служить маркерами развития опухолей, по крайней 

мере, эпителиального происхождения. По данным секвенирования ДНКаза I в крови мышей 

с LLC вызывала падение представленности повторов В-подсемейства на 20%. Кроме того, 

наблюдалось снижение представленности L1 элементов и значительное снижение 

представленности Lx элементов. Принимая во внимание роль таких мобильных элементов в 

канцерогенезе можно предположить, что снижение их представленности в крови животных-

опухоленосителей под действием ДНКазы I определяет интенсивность процесса 

метастазирования, что отражается в снижении как количества, так и площади метастазов. 

Существует ряд доказательств, что участки геномной ДНК, кодирующей 

опухолеспецифические гены, дуплицированы в опухолевых клетках различного гистогенеза. 

Так, например, было показано, что для остеосаркомы характерна дупликация гена c-Myc 

[679]. В качестве маркеров канцерогенеза также известны мутантные формы генов K-Ras, 

p53 и N-Myc [66, 72, 73, 78, 680, 681]. 

Было обнаружено, что при развитии LLC в кровотоке животных-опухоленосителей 

детектируется повышенная представленность фрагментов, кодирующих опухоль-

ассоциированные гены Hmga2, Fos, Myc и Jun. Принимая во внимание представленность Jun- 

и Fos-специфичных фрагментов среди внДНК крови мышей с LLC и сниженный в 2.5-3 раза 

уровень этих фрагментов в крови здоровых мышей, можно предложить эти гены в качестве 

возможных маркеров канцерогенеза, в частности, в качестве маркеров немелкоклеточного 

рака легких. ДНКаза I приводила к снижению представленности всех фрагментов за 

исключением Fos-специфического фрагмента. Исходя из генометастатической гипотезы, 

можно предположить прямую корреляцию между снижением представленности фрагментов 

опухоль-специфических генов в кровотоке животных-опухоленосителей и снижением 

метастазирования. 
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7.6. Заключение 

Впервые было показано, что антиметастатическое действие ДНКазы I ассоциировано 

с деградацией специфических внДНК в кровотоке животных-опухоленосителей, и 

основными ее мишенями являются фрагменты опухоль-ассоциированных генов Hmga2, Myc 

и Jun и тандемных повторов подсемейств В1 и L1, уровень которых повышен в кровотоке 

животных-опухоленосителей. Наиболее важным результатом является то, что в кровотоке 

мышей-опухоленосителей ДНКаза I снижает уровень тандемных повторов В-подсемейства, 

имеющих высокую степень гомологии с ALU повторами человека, которые являются 

маркерами канцерогенеза, до уровня здоровых животных. 

Таким образом, полученные данные позволяют предположить, что циркулирующие 

внДНК играют значительную роль в диссеминации опухоли, а изменение уровня множества 

молекулярных мишеней в кровотоке под действием ДНКазы I снижает инвазивный 

потенциал опухолей. 
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ВЫВОДЫ 

Данная работа представляет собой фундаментальное исследование, проведенное на 

широком спектре моделей опухолей различного гистогенеза мыши. В результате выяснены 

механизмы подавления опухолевой прогрессии под действием природных нуклеаз и 

дендритных клеток. Выявлен ряд значимых миРНК, мРНК, тандемных повторов и онкогенов 

мыши, ортологи которых у человека могут быть использованы в качестве молекулярных 

маркеров для диагностики опухолевых заболеваний, ответа на лечение и мишеней для ген-

направленной терапии. 

1. Разработаны прототипы высокоэффективных дендритно-клеточных вакцин против 

опухолей различного гистогенеза мыши, основанные на принципе избирательной и 

высокоэффективной доставки опухолеспецифической РНК в составе мультикомпонентных 

адресных липосом, состоящих из липида на основе двух остатков холестерина, липида-

хелпера и липоконъюгата, содержащего остаток маннозы, присоединенный к 

диалкилглицерину с помощью скваратного линкера. Показана возможность использования 

комплексов липосом с опухолевой РНК в качестве бесклеточных противоопухолевых 

вакцин, сравнимых по эффективности с ДК-вакцинами. 

2. Впервые продемонстрирован противоопухолевый и антиметастатический 

потенциал панкреатической РНКазы А человека и микробной рибонуклеазы Bacillus 

intermedius (биназы) и антиметастататический потенциал бычьей панкреатической ДНКазы I 

на широком спектре опухолевых моделей. Показано, что каталитическая активность 

ферментов является важным условием для проявления ими противоопухолевого и 

антиметастатического эффекта. 

3. Изучено иммуномодулирующее действие ДК-вакцин и природных нуклеаз, 

ассоциированное с противоопухолевым ответом. Показано, что ДК-вакцины in vivo 

индуцируют поляризацию Т-хелперных ответов как 1 так и 2 типов при сдвиге равновесия 

Th1 > Th2, не вызывают развития провоспалительного ответа и индукции регуляторных Т-

клеток. РНКаза А и биназа вызывают положительную модуляцию противоопухолевого 

иммунного ответа. 

4. Исследован механизм противоопухолевого действия РНКазы А и ДНКазы I: 

- Показано, что молекулярными мишенями РНКазы А являются миРНК в кровотоке и 

клетках опухоли. Под действием РНКазы А в крови происходит снижение уровня миРНК, а в 

опухолевых клетках – индукция их синтеза наряду с повышением уровня экспрессии генов, 

участвующих в биогенезе миРНК, и снижением уровня экспрессии ингибиторов биогенеза 
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миРНК. Важным результатом является повышение уровня миРНК семейства let-7, негативно 

регулирующих развитие опухоли. 

- РНКаза А вызывает изменение транскриптома опухолевой клетки, 

свидетельствующее о повышении энергетического метаболизма, изменении 

функционирования каскадов, регулирующих клеточный рост и метастазирование, а также 

значительном подавлении активности сигнальных путей TGF-β, JAK/STAT и MAPK, 

участвующих в злокачественной трансформации клетки, за счет негативной регуляции. 

- Показано, что антиметастатическое действие ДНКазы I сопровождается снижением 

представленности в крови животных-опухоленосителей фрагментов онкогенов Hmga2, Myc и 

Jun и 224 типов тандемных повторов, включая повторы L1 и В1-В4 подсемейств, уровень 

которых напрямую коррелирует с уровнем метастазирования. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

Таблица S1. Представленность миРНК в кДНК-библиотеках L1 и L2, сконструированных на 

основе фракций низкомолекулярных РНК из опухолевой ткани мышей с LLC, получавших 

инъекции физ/раствора и РНКазы А, соответственно. 

Score in L1 миРНК** value_L1, RPKM
*
 value_L2, RPKM

*
 Fold change

#
 

1 mmu-mir-21a 663960 1.5
.
10

6
 2.2 

2 mmu-mir-451a 197175 629581 3.2 

3 mmu-mir-125a 193444 496480 2.6 

4 mmu-mir-191 148778 244460 1.6 

5 mmu-mir-23a 144962 307627 2.2 

6 mmu-mir-130a 142445 294427 2.1 

7 mmu-mir-126 139759 242306 1.7 

8 mmu-mir-17 112977 197623 1.7 

9 mmu-mir-140 110787 175576 1.6 

10 mmu-mir-145 110102 161281 1.5 

11 mmu-mir-23b 89367.7 201004 2.3 

12 mmu-mir-99b 71637 131304 1.8 

13 mmu-mir-107 69363.5 106212 1.5 

14 mmu-mir-15b 63458.2 104735 1.7 

15 mmu-mir-31 59155.6 189672 3.2 

16 mmu-mir-93 46018 86762.8 1.9 

17 mmu-mir-27a 45753.6 97540.6 2.1 

18 mmu-mir-25 34458.6 71508.4 2.1 

19 mmu-mir-143 29087 57932 2.0 

20 mmu-mir-130b 28336.5 60497.8 2.1 

21 mmu-mir-18a 27846 122258 4.4 

22 mmu-mir-99a 23767 13807.7 -1.7
##

 

23 mmu-mir-301 21209.2 61342.4 2.9 

24 mmu-mir-138-2 21075.8 45326.3 2.2 

25 mmu-mir-199b 20850.2 67454 3.2 

26 mmu-let-7b 19200.2 37405.3 2.0 

27 mmu-mir-29b-1 17499 68431 3.9 

28 mmu-mir-125b-1 17042.3 43897.3 2.6 

29 mmu-mir-10b 16617.6 51173.4 3.1 

30 mmu-mir-222 16506.6 33401.2 2.0 

31 mmu-mir-221 15996 24781 1.6 

32 mmu-mir-19b-1 15450.7 38213.2 2.5 

33 mmu-mir-20a 14924.3 53026 3.6 

34 mmu-mir-19b-2 14630.7 50329.6 3.5 

35 mmu-mir-19a 13171.3 64012 4.9 

36 mmu-mir-421 12988.4 40445 3.1 
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Таблица S1 (продолжение).  

Score in L1 миРНК** value_L1, RPKM
*
 value_L2, RPKM

*
 Fold change

#
 

37 mmu-let-7i 12197.8 32186.3 2.6 

38 mmu-mir-138-1 10474 18905 1.8 

39 mmu-mir-872 1019.6 16588.2 1.6 

40 mmu-mir-532 1015.8 15340.4 1.5 

41 mmu-mir-132 9561 24092.3 2.5 

42 mmu-mir-193 9463.8 34518.6 3.7 

43 mmu-mir-425 8486.8 13615.4 1.6 

44 mmu-mir-30e 8041.7 18100 2.3 

45 mmu-mir-15a 7801.5 17192.8 2.2 

46 mmu-let-7g 7419.8 26008.2 3.5 

47 mmu-mir-155 7309 24016.8 3.3 

48 mmu-let-7d 6891.6 15629 2.3 

49 mmu-mir-27b 6857.8 15717.7 2.3 

50 mmu-mir-125b-2 6692 19013.5 2.8 

51 mmu-mir-92-2 6437.5 13638.7 2.1 

52 mmu-mir-30d 5909 14944 2.5 

53 mmu-mir-1839 5802.8 16659.7 2.9 

54 mmu-mir-3068 5793 10973.8 1.9 

55 mmu-mir-150 5699 1799.3 -3.2
##

 

56 mmu-mir-484 5377.3 11458.6 2.1 

57 mmu-mir-139 4883.6 3010.2 -1.6
##

 

58 mmu-mir-503 4788.2 7623 1.6 

59 mmu-let-7f-2 4485 23047.8 5.1 

60 mmu-mir-3074-2 4287.7 7042.4 1.6 

61 mmu-let-7e 4118.3 16809 4.1 

62 mmu-mir-185 4114.5 6454 1.6 

63 mmu-mir-16-1 4070.2 8785.5 2.1 

64 mmu-mir-34c 3494.3 9473 2.7 

65 mmu-mir-322 3280 9857.4 3.0 

66 mmu-mir-144 3211.4 12921.2 4.0 

67 mmu-mir-10a 3137.7 5849.3 1.9 

68 mmu-mir-186 3134.5 8918 2.9 

69 mmu-mir-374c 3052 22359 7.3 

70 mmu-mir-320 2827.6 9247.6 3.3 

71 mmu-mir-1949 2777.7 11060 4.0 

72 mmu-let-7f-1 2742.3 7558 2.8 

73 mmu-mir-345 2583.4 4807 1.9 
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Таблица S1 (продолжение) 

Score in L1 миРНК** value_L1, RPKM
*
 value_L2, RPKM

*
 Fold change

#
 

74 mmu-mir-192 2473.6 5501.8 2.2 

75 mmu-mir-1-1 2369 6504 2.7 

76 mmu-mir-26b 2076 4461.6 2.2 

77 mmu-mir-362 1907.5 6949.5 3.6 

78 mmu-mir-674 1614 3536.2 2.2 

79 mmu-let-7a-1 1573.7 3512.2 2.2 

80 mmu-let-7c-1 1519.5 4805.6 3.2 

81 mmu-mir-101b 1518 5813.6 3.8 

82 mmu-mir-34b 1453 3490 2.4 

83 mmu-mir-500 1430.4 3284 2.3 

84 mmu-mir-101a 1417.5 5993 4.2 

85 mmu-mir-7-1 1242.4 2262.4 1.8 

86 mmu-mir-127 1161.4 148 -7.8
##

 

87 mmu-mir-212 1111.7 2071 1.9 

88 mmu-mir-542 1022 4083 4.0 

89 mmu-mir-365-1 1017.4 3633.5 3.6 

90 mmu-mir-449a 836 3482.2 4.2 

91 mmu-mir-148a 817.8 370.5 -2.2
##

 

92 mmu-mir-188 817.6 2164.6 2.7 

93 mmu-mir-350 798 1772.4 2.2 

94 mmu-mir-196a-2 699.2 2601.3 3.7 

95 mmu-mir-511 681.5 1335.2 2.0 

96 mmu-mir-205 663 169 -3.9
##

 

97 mmu-mir-331 651.3 2182 3.4 

98 mmu-mir-328 538.6 1124.2 2.1 

99 mmu-let-7c-2 464.3 1008.7 2.2 

100 mmu-let-7a-2 448.7 1229.4 2.7 

101 mmu-mir-615 432.4 802 1.9 

102 mmu-mir-582 418.8 1141.8 2.7 

103 mmu-mir-181c 417 1021 2.5 

104 mmu-mir-18b 406.7 2436.4 6.0 

105 mmu-mir-449c 390.6 1057 2.7 

106 mmu-mir-330 385.5 911 2.4 

107 mmu-mir-196a-1 373.6 844.2 2.3 

108 mmu-mir-505 339.5 875 2.6 

109 mmu-mir-411 302 74 -4.1
##

 

110 mmu-mir-1843 260 1574 6.1 
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Таблица S1 (продолжение) 

Score in L1 миРНК** value_L1, RPKM
*
 value_L2, RPKM

*
 Fold change

#
 

111 mmu-mir-7-2 140 481.8 3.4 

112 mmu-mir-1249 135.3 455.5 3.4 

113 mmu-mir-134 96 588.7 6.1 

114 mmu-mir-181d 92 478.3 5.2 

115 mmu-mir-1-2 68.7 190.3 2.8 

116 mmu-mir-501 57.2 291.6 5.1 

117 mmu-mir-1199 28.5 141.5 5.0 

118 mmu-mir-718 27.4 312.3 11.4 

119 mmu-mir-1965 8.8 58.4 6.8 

120 mmu-mir-1969 0 71.2  

121 mmu-mir-3061 0 79  

122 mmu-mir-743 0 956.8  

123 mmu-mir-743b 0 226.6  

 

**Представлены миРНК, статистически достоверно отличающиеся в группе мышей с LLC, 

получавшей инъекции РНКазы А, от группы мышей с LLC, получавших инъекции физ/раствора. 
*RPKM (reads per kb per million)=number of reads of specific miRNA/(size of miRNA(kb) x total 

number of reads in library(mln)) 
#Fold change=RPKM_L2/RPKM_L1, ##Fold change= RPKM_L1/RPKM_L2. 

миРНК, специфические как для опухоли, так и для сыворотки крови, выделены жирным 

шрифтом. Опухолеспецифические миРНК выделены простым шрифтом. 
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Таблица S2. Представленность миРНК в кДНК-библиотеках L3 и L4, сконструированных на 

основе фракций низкомолекулярных РНК из сыворотки крови мышей с LLC, получавших 

инъекции физ/раствора и РНКазы А, соответственно. 

Score in L3 миРНК** value_L3, RPKM
*
 value_L4, RPKM

*
 Fold change

#
 

1 mmu-mir-29a 1309760 307410 4.3 

2 mmu-mir-451a 1043800 287144 3.6 

3 mmu-mir-140 869954 486671 1.8 

4 mmu-mir-23a 604959 222958 2.7 

5 mmu-mir-145 384463 168195 2.3 

6 mmu-mir-205 277686 113413 2.5 

7 mmu-mir-130a 215001 62320.4 3.5 

8 mmu-mir-15b 198555 92987.2 2.1 

9 mmu-mir-99a 191884 77512.6 2.5 

10 mmu-mir-23b 184451 67119 2.8 

11 mmu-mir-142 162985 40459 4.0 

12 mmu-mir-125a 157965 61373.7 2.6 

13 mmu-mir-126 118654 36665.4 3.24 

14 mmu-mir-320 96308.6 43308.5 2.2 

15 mmu-mir-484 75419 45546 1.7 

16 mmu-mir-27a 71993 24095.8 3.0 

17 mmu-mir-425 71773 37168.4 1.9 

18 mmu-mir-10b 66826.3 17919 3.7 

19 mmu-mir-328 61512.4 38717.2 1.6 

20 mmu-mir-150 55039.4 26210.6 2.1 

21 mmu-mir-149 51604.6 36499.9 1.4 

22 mmu-mir-92-2 50772.8 35829 1.4 

23 mmu-mir-122a 49724.5 4639.8 10.7 

24 mmu-mir-146 48906.6 13791.3 3.6 

25 mmu-mir-221 45156.6 15086 3.0 

26 mmu-mir-193b 38864.2 8607.4 4.5 

27 mmu-mir-30b 35615 16592 2.2 

28 mmu-mir-187 33816 23889 1.4 

29 mmu-mir-192 32576 6177.4 5.3 

30 mmu-mir-30d 32070 12171.4 2.6 

31 mmu-mir-17 29981.7 11510.7 2.6 

32 mmu-mir-139 26245.2 17700.3 1.5 

33 mmu-let-7d 25963.8 11034 2.4 

34 mmu-mir-193 23551 5842.7 4.0 

35 mmu-mir-1839 23244.5 4769.5 4.9 

36 mmu-mir-100 23156.7 6785.6 3.4 
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Таблица S2 (продолжение) 

Score in L3 миРНК** value_L3, RPKM
*
 value_L4, RPKM

*
 Fold change

#
 

37 mmu-mir-1-1 22102.2 3409.5 6.5 

38 mmu-mir-203 21734.6 5454.4 4.0 

39 mmu-mir-21a 21474.8 3075 7.0 

40 mmu-mir-133b 19414 10169.6 1.9 

41 mmu-mir-130b 18726 6026 3.1 

42 mmu-mir-132 17366.5 8764 2.0 

43 mmu-mir-222 16909.5 7355.8 2.3 

44 mmu-mir-125b-1 16862.7 6609.8 2.6 

45 mmu-mir-107 15092.3 7257 2.1 

46 mmu-mir-18a 14349 4672 3.1 

47 mmu-mir-27b 14197 3626.8 3.9 

48 mmu-mir-10a 13777.2 3779.8 3.6 

49 mmu-mir-322 13569.8 4633.8 2.9 

50 mmu-mir-532 13510 5970.2 2.3 

51 mmu-mir-339 13407 8014.8 1.7 

52 mmu-mir-409 12585 5488 2.3 

53 mmu-mir-138-2 11341.2 5623.3 2.0 

54 mmu-mir-872 10867 3978.6 2.7 

55 mmu-mir-511 10284.3 4197.8 2.5 

56 mmu-mir-744 10105 6509.8 1.6 

57 mmu-mir-674 9783.3 6661.8 1.5 

58 mmu-mir-30a 9385.8 3667.4 2.6 

59 mmu-mir-15a 9160.5 1863.2 4.9 

60 mmu-mir-543 8982.8 2814.5 3.2 

61 mmu-let-7b 8553.3 3434.2 2.5 

62 mmu-mir-185 7588 2563.3 3.0 

63 mmu-mir-200b 6999.9 1763 4.0 

64 mmu-mir-128-2 6815.6 2923.6 2.3 

65 mmu-mir-500 6596 3289.5 2.0 

66 mmu-mir-676 5784.2 3206.5 1.8 

67 mmu-mir-382 5747.7 2138 2.7 

68 mmu-mir-19b-2 5682.8 1468.4 3.9 

69 mmu-mir-144 5492 1374.8 4.0 

70 mmu-mir-365-1 5314.8 2170 2.5 

71 mmu-mir-134 5084 2553.6 2.0 

72 mmu-mir-494 5009.5 790.2 6.3 

73 mmu-mir-337 4979 1097 4.5 

74 mmu-mir-34b 4955.3 1089.5 4.6 
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Таблица S2 (продолжение) 

Score in L3 миРНК** value_L3, RPKM
*
 value_L4, RPKM

*
 Fold change

#
 

75 mmu-mir-664 4932.2 1448.8 3.4 

76 mmu-mir-224 4546.3 1178 3.9 

77 mmu-mir-19b-1 4422.2 1212 3.7 

78 mmu-mir-324 4314.6 2591.4 1.7 

79 mmu-mir-212 4311.4 2836.6 1.5 

80 mmu-mir-31 4302.7 1062.7 4.0 

81 mmu-mir-421 4114.5 1221.8 3.4 

82 mmu-mir-215 4031 766.5 5.3 

83 mmu-mir-20a 3862.2 565.2 6.8 

84 mmu-mir-34a 3847.5 2002.4 1.9 

85 mmu-mir-503 3754.3 2091.8 1.8 

86 mmu-mir-485 3719.1 1018.5 3.7 

87 mmu-mir-143 3449.2 998.3 3.5 

88 mmu-mir-667 3433.3 2197 1.6 

89 mmu-mir-326 3259.2 1967.8 1.7 

90 mmu-mir-30e 3112 1010.4 3.1 

91 mmu-mir-204 2921 1061.4 2.8 

92 mmu-mir-19a 2899.8 478 6.1 

93 mmu-mir-497 2886.8 1737 1.7 

94 mmu-mir-148a 2754 1275.4 2.2 

95 mmu-mir-34c 2650 1234 2.2 

96 mmu-let-7f-1 2619 562.8 4.7 

97 mmu-mir-350 2581 582.3 4.4 

98 mmu-mir-125b-2 2463.8 760.6 3.2 

99 mmu-mir-296 2273 847.3 2.7 

100 mmu-mir-206 2217.2 695.6 3.2 

101 mmu-mir-299 2012 599 3.4 

102 mmu-let-7g 1915.5 502.4 3.8 

103 mmu-mir-541 1907.7 303 6.3 

104 mmu-let-7i 1881.3 775 2.4 

105 mmu-mir-200c 1758 774.4 2.3 

106 mmu-mir-1943 1716.5 74.5 23.0 

107 mmu-mir-128-1 1678.3 739.3 2.3 

108 mmu-mir-1930 1659.3 647.4 2.6 

109 mmu-mir-877 1640.7 911.7 1.8 

110 mmu-mir-20b 1597 536.2 3.0 

111 mmu-mir-186 1564.3 135.8 11.5 

112 mmu-mir-434 1560.5 403 3.9 
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Таблица S2 (продолжение) 

Score in L3 миРНК** value_L3, RPKM
*
 value_L4, RPKM

*
 Fold change

#
 

113 mmu-mir-103-2 1453.2 395 3.7 

114 mmu-mir-29b-1 1408 326 4.3 

115 mmu-mir-7-1 1398.2 582.7 2.4 

116 mmu-mir-16-1 1240.8 465 2.7 

117 mmu-mir-133a-1 1213.4 312.2 4.0 

118 mmu-mir-200a 1144.6 315.5 3.6 

119 mmu-mir-301 1032 307.2 3.4 

120 mmu-mir-874 1005 2640 -2.6
##

 

121 mmu-mir-182 983.4 205 4.8 

122 mmu-mir-219-1 930.4 339.5 2.7 

123 mmu-mir-199b 911.6 261 3.5 

124 mmu-mir-411 909.3 102.4 8.9 

125 mmu-let-7a-1 883 175.2 5.0 

126 mmu-mir-329 839.3 355.8 2.4 

127 mmu-mir-1249 591.5 181.6 3.3 

128 mmu-mir-363 590 136.6 4.3 

129 mmu-mir-129-2 527 176.7 3.0 

130 mmu-let-7c-1 457.2 87.6 5.2 

131 mmu-mir-101a 449 65.7 6.8 

132 mmu-mir-429 401.7 82 4.9 

133 mmu-mir-715 347.7 835.6 -2.4
##

 

134 mmu-mir-195 315.3 65.7 4.8 

135 mmu-mir-743b 241 0  

136 mmu-mir-3101 234.6 0  

137 mmu-mir-218-1 216.2 26  

138 mmu-mir-802 113.8 0  

139 mmu-mir-196a-1 108.6 0  

 

** миРНК, достоверно отличающиеся в группе мышей с LLC, получавшей инъекции РНКазы А, 

от группы мышей с LLC, получавшей инъекции физ/раствора. 
*RPKM (reads per kb per million)=number of reads of specific miRNA/(size of miRNA(kb) x total 

number of reads in library(mln)). 
#Fold change=RPKM_L3/RPKM_L4, ##Fold change= RPKM_L4/RPKM_L3. 

миРНК, специфические как для опухоли, так и для сыворотки крови, выделены жирным 

шрифтом. Сывороточные миРНК выделены курсивом. 
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Таблица S3. Гены, уровень которых повышался в опухоли мышей с LLC после применения РНКазы А (сортированы по величине LC). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Метаболизм 

Метаболизм аминосахаров и нуклеотидных сахаров, метаболизм аминокислот и нуклеотидов 

Uap1l1  UDP-N-Acetylglucosamine pyrophosphorylase 1 like 1 17.34 26.29 0.6 0.00187 0.02923 

Mtap  Methylthioadenosine phosphorylase 13.66 22.33 0.71 9.81E-05 0.00481 

Cant1  Calcium activated nucleotidase 1 6.52 11.51 0.82 0.00256 0.03514 

Impdh2  IMP (Inosine 5'-monophosphate) dehydrogenase 2 1.02 2.74 1.43 0.00339 0.04178 

Метаболизм углеводов 

Pgls  6-Phosphoglucono-lactonase 18.58 33.22 0.84 0.00027 0.00901 

Gaa  Glucosidase, alpha 15.80 22.90 0.54 0.00144 0.02547 

Bpgm  2,3-Bisphosphoglycerate mutase 9.06 14.14 0.64 0.00292 0.03832 

Mcee  Methylmalonyl CoA epimerase 8.60 21.53 1.32 1.59E-05 0.00166 

B4galt2 
 UDP-Gal:BetaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 

polypeptide 2 
4.85 8.40 0.79 0.0037 0.04364 

Xylb  Xylulokinase 2.32 4.99 1.10 1.92E-05 0.00188 

Pdk4  Pyruvate dehydrogenase kinase 4 1.34 2.72 1.02 0.00103 0.02062 

Aldoc  Aldolase, fructose-bisphosphate C 0.64 2.39 1.90 0.00094 0.0197 

Lalba  Lactalbumin alpha 0 3.10 - 0.00011 0.00517 

Р450-опосредованный метаболизм  

Akr7a5  Succinic semialdehyde reductase 5.48 9.43 0.78 0.00315 0.04015 

Метаболизм инозитол фосфата 

Impa1  Inositol monophosphatase 1 15.79 22.55 0.51 0.0038 0.04436 

Gpaa1  Glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 7.43 12.18 0.71 0.00175 0.02796 

Ip6k2  Inositol hexakisphosphate kinase 2 2.89 8.04 1.48 4.76E-07 0.00016 

Plcd1  Phospholipase C, delta 1 2.64 4.78 0.852 0.00236 0.03338 
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Таблица S3 (продолжение) 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Pigb  Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class B 1.74 4.69 1.43 0.00128 0.0237 

Метаболизм жирных кислот и липидов 

Ech1  Enoyl CoA hydratase 1, peroxisomal 37.98 54.91 0.53 0.00310 0.03980 

Hadh  Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 11.77 25.37 1.11 6.51E-08 3.85E-05 

Eci2  Enoyl-CoA delta isomerase 2 8.82 19.01 1.11 0.00017 0.00663 

Acadvl  Acyl-CoA dehydrogenase, very long chain 7.85 13.03 0.73 0.00103 0.02062 

Pld3  Phospholipase D family, member 3 6.50 11.38 0.81 0.00045 0.01241 

Cbr4  Carbonyl reductase 4 2.33 5.91 1.34 0.0011 0.02151 

Acat2  Acetyl-CoA acetyltransferase 2 1.86 4.88 1.39 2.52E-05 0.00215 

Phospho1  Phosphoethanolamine/ phosphocholine phosphatase 1.24 3.77 1.60 0.00331 0.04151 

Plcxd2 
 Phosphatidylinositol specific phospholipase C X domain 

containing 2 
1.20 2.16 0.84 0.00105 0.02091 

Acsbg1  Lipidosin  0.68 1.75 1.37 0.00229 0.03303 

St3gal5 Ganglioside GM3 synthase 0.26 1.40 2.44 0.00243 0.03388 

Окислительное фосфорилирование 

Ndufv3  NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3, 10kDa 17.75 42.63 1.26 5.19E-05 0.00319 

Cox8a  Cytochrome C oxidase subunit VIIIA (ubiquitous) 24.20 41.03 0.76 0.00366 0.04343 

Foxred1  FAD-dependent oxidoreductase domain containing 1 10.74 16.27 0.6 0.00324 0.04087 

Ndufb11 
 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11, 

17.3kDa 
5.04 14.96 1.57 3.72E-05 0.00273 

Bcs1l  BC1 (Ubiquinol-cytochrome C reductase) synthesis-like 3.33 6.82 1.04 0.00038 0.0114 

Cox18  COX18 Cytochrome C oxidase assembly factor 2.06 6.37 1.63 5.05E-05 0.00317 

Метаболизм никотината и никотинамида 

Nmnat3  Nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 3 2.02 4.29 1.08 0.00073 0.01671 
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Таблица S3 (продолжение) 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Art5  ADP-ribosyltransferase 5 0.83 2.58 1.63 0.00147 0.02569 

Glutathione metabolism 

Chac1  ChaC glutathione-specific gamma-glutamylcyclotransferase 1 4.66 8.87 0.93 0.00091 0.01927 

Haghl  Hydroxyacylglutathione hydrolase-like 2.45 8.07 1.72 4.99E-05 0.00314 

События, важные для опухолевой прогрессии 

Ангиогенез 

Angptl4  Angiopoietin-Like 4 14.83 22.73 0.62 0.00148 0.02575 

Adamts10  ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 10 2.23 3.95 0.83 0.00166 0.0271 

Robo4  Roundabout guidance receptor 4 1.03 2.11 1.04 0.002 0.03073 

Апоптоз 

Pcbp4  Poly(RC) binding protein 4 47.48 69.55 0.55 0.00089 0.01913 

Steap3  Tumor suppressor-activated pathway protein 6 16.05 23.19 0.53 0.00242 0.03388 

Ctsh  Cathepsin H 13.46 20.99 0.64 0.00211 0.03174 

Faim  Fas apoptotic inhibitory molecule 5.57 13.60 1.29 2.18E-05 0.00199 

Pycard  Caspase recruitment domain-containing protein 5 4.75 8.99 0.92 0.00024 0.00846 

Plekhf1 
 Lysosome-associated apoptosis-inducing protein containing PH 

and FYVE domains 
1.57 5.74 1.87 2.63E-06 0.00054 

Nol3 Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD Domain) 0.39 1.88 2.28 0.00011 0.00519 

Dapk1  Death associated protein kinase 1 0.49 1.56 1.66 7.83E-06 0.00103 

Клеточная адгезия, миграция и инвазия 

Rap2a  RAP2A, member of RAS oncogene family 7.50 10.91 0.54 0.00381 0.04438 

Myl12b  Myosin, light chain 12B, regulatory 5.64 13.62 1.27 4.03E-05 0.00280 

Emp2  Epithelial membrane protein 5.40 8.84 0.71 0.00081 0.01776 

Ptpn14  Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 14 3.85 5.70 0.56 0.00152 0.02591 

 

297 



297 

 

Таблица S3 (продолжение) 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Bcas3  Microtubule associated cell migration factor 1.83 3.52 0.94 0.00246 0.03418 

Abi3  ABI family member 3 1.05 3.52 1.74 8.34E-06 0.00103 

Ajap1  Adherens junctions associated protein 1 1.28 2.83 1.14 0.00054 0.01361 

Jup  Desmoplakin III 0.82 1.78 1.11 0.00053 0.01352 

Macrod1  MACRO domain containing 1 0.72 2.79 1.96 0.0031 0.03979 

Контроль клеточного цикла, трансформация 

Usp10  Ubiquitin specific peptidase 10 15.57 22.53 0.53 0.00187 0.02923 

Mad2l2  MAD2 mitotic arrest deficient-like 2 (yeast) 3.31 6.89 1.06 0.00206 0.03139 

Cdc26 Cell division cycle 26 1.14 5.82 2.35 0.00042 0.01186 

Rnf122 Ring finger protein 122 0.26 1.79 2.79 1.58E-06 0.00037 

Гипоксия 

Higd1a  HIG1 hypoxia inducible domain family member 1A 1.21 2.96 1.29 0.00232 0.03304 

Сигнальные пути, участвующие в злокачественной трансформации 

PI3K/AKT  

Angpt2  Angiopoietin 2 3.91 7.65 0.97 0.00276 0.03705 

Il2rb  Interleukin 2 receptor subunit beta 1.32 3.13 1.25 0.00028 0.00905 

Hsp90aa1  Heat shock protein 90kDa alpha family class A member 1 1.20 2.60 1.11 0.00152 0.0259 

RAS  

Rras  Related RAS viral (R-Ras) oncogene homolog 13.76 29.60 1.11 4.08E-06 0.00069 

Grap  GRB2-related adaptor protein (RAS) 4.84 9.12 0.91 0.00091 0.01927 

Angpt2  Angiopoietin 2 3.91 7.65 0.97 0.00276 0.03705 

Rgs14  Regulator of G-protein signaling 1 3.14 5.64 0.84 0.00231 0.03303 

MAPK 

Rras  Related RAS viral (R-Ras) oncogene homolog 13.76 29.60 1.11 4.08E-06 0.00069 
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Таблица S3 (продолжение) 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Trib3  Tribbles pseudokinase 3 7.68 12.24 0.67 0.00292 0.03833 

Map3k6  Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 4.89 7.40 0.6 0.00368 0.0436 

Hspa1b  Heat shock protein family A (Hsp70) member 1B 1.26 3.28 1.38 4.91E-05 0.00313 

Lamtor1 Late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 1 0.59 3.05 2.37 0.00116 0.02209 

Dok4  Docking protein 4 0.69 1.84 1.42 0.00441 0.04917 

TGF-b 

Fam89b  Protein FAM89B 25.82 42.43 0.72 0.00069 0.01608 

Fmod  Fibromodulin 0.40 1.24 1.63 0.00344 0.04184 

Wnt 

Serpinf1 
 Serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment 

epithelium derived factor), member 1 
7.48 14.38 0.94 0.00013 0.00582 

Wnt8a  Wnt family member 8A 1.54 4.66 1.6 0.00011 0.00529 

Vangl1  VANGL planar cell polarity protein 1 2.11 4.29 1.02 0.00218 0.0325 

Bcl9  B-Cell CLL/lymphoma 9 1.00 1.98 0.99 0.00053 0.01355 

Shisa2 Shisa family member 3 0.26 1.43 2.44 8.27E-05 0.0044 

JAK-STAT 

Il12rb1  Interleukin 12 receptor subunit beta 1 1.41 3.31 1.23 0.00014 0.00606 

Il2rb  Interleukin 2 receptor subunit beta 1.32 3.13 1.25 0.00028 0.00905 

Кальциевый сигнальный путь 

Tnnc2  Troponin C2, fast 25.42 41.88 0.72 0.00204 0.03124 

Camk2g  Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase II gamma 4.66 7.63 0.71 0.00117 0.02215 

Tnnc1 Troponin C type 1 0.77 5.08 2.72 0.00164 0.02686 

Немелкоклеточный рак легких 

Erbb2  Erb-B2 receptor tyrosine kinase 2 1.21 2.56 1.08 0.00245 0.03404 
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Таблица S3 (продолжение) 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Опухолевые супрессоры 

Cyb561d2  Putative tumor suppressor protein 101F6 5.44 9.11 0.74 0.00426 0.04818 

Trit1  tRNA isopentenyltransferase 1 3.12 6.38 1.03 0.00031 0.00971 

Pdgfrl PDGF receptor beta-like tumor suppressor 0.65 2.70 2.05 0.00062 0.01489 
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Таблица S4. Гены, уровень которых снижался в опухоли мышей с LLC после применения РНКазы А (сортированы по величине LC). 

ID гена 
Название гена 

Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Метаболизм 

Метаболизм аминосахаров и нуклеотидных сахаров, метаболизм аминокислот и нуклеотидов 

Nos2  Nitric oxide synthase 2, inducible 11.73 7.52 -0.64 0.00063 0.01509 

Dguok  Deoxyguanosine kinase 16.41 6.93 -1.24 5.16E-05 0.00319 

Adprm  CDP-choline phosphohydrolase 6.44 3.37 -0.93 0.00294 0.03855 

Twistnb  TWIST neighbor 4.51 2.05 -1.14 0.00023 0.00824 

Setdb2  Lysine N-methyltransferase 1F 3.48 1.80 -0.95 0.00146 0.02569 

Hal  Histidine ammonia-lyase 2.87 1.11 -1.37 0.00016 0.00644 

Amdhd1  Amidohydrolase domain containing 1 2.79 0.81 -1.78 3.77E-05 0.00274 

Gnpnat1  Glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 1 1.41 0.26 -2.45 0.00050 0.01322 

Метаболизм углеводов 

Eno3  Enolase 3 (beta, muscle) 27.34 12.82 -1.09 7.20E-06 0.00098 

Galnt3  Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3 13.85 6.54 -1.08 2.23E-08 1.98E-05 

Alg10b  Asparagine-linked glycosylation protein 10 homolog B 10.12 5.74 -0.82 5.42E-05 0.00330 

Csgalnact2  Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 2 8.60 5.68 -0.60 0.00385 0.04445 

Alg6  ALG6, alpha-1,3-glucosyltransferase 4.31 2.47 -0.80 0.00320 0.04047 

Ndst2  Glucosaminyl N-deacetylase/N-sulfotransferase 4.43 2.42 -0.87 0.00061 0.01489 

Gxylt1  Glucoside xylosyltransferase 1 3.86 2.18 -0.83 0.00024 0.00839 

Xylt1  Xylosyltransferase I 1.25 0.42 -1.58 0.00285 0.03775 

Р450-опосредованный метаболизм 

Hsd11b1  Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 4.45 1.92 -1.21 0.00280 0.03745 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Cyp27b1  Cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1 3.27 1.62 -1.01 0.00263 0.03584 

Cyp26b1  Cytochrome P450, family 26, subfamily B, polypeptide 1 1.22 0.27 -2.20 4.08E-05 0.00280 

Метаболизм инозитол фосфата 

Pi4k2b  Phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta 31.67 22.66 -0.48 0.00374 0.04384 

Метаболизм жирных кислот и липидов 

Agpat2  1-Acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2 26.46 14.39 -0.89 0.00049 0.01309 

Cd5l  CD5 molecule-like 10.16 4.57 -1.15 5.47E-06 0.00087 

Mcat  Mitochondrial malonyltransferase 7.60 4.17 -0.87 0.00149 0.02575 

Elovl6  ELOVL fatty acid elongase 6 6.49 3.36 -0.95 3.02E-06 0.00058 

Lipt1  Lipoyltransferase 1 4.78 2.33 -1.04 0.00337 0.04165 

B4galt6  Beta-1,4-galactosyltransferase 6 2.34 1.12 -1.06 0.00013 0.00582 

B3galnt1  Globoside synthase 1.71 0.26 -2.69 0.00080 0.01775 

Окислительное фосфорилирование 

Cox7b  Cytochrome C oxidase subunit VIIb 38.69 19.50 -0.99 4.08E-06 0.00070 

Ndufa5  NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5 29.21 16.40 -0.83 0.00435 0.04875 

Atp8b4  ATPase, class I, type 8B, member 4 1.80 0.73 -1.30 4.48E-05 0.00298 

Метаболизм никотината и никотинамида 

Bst1  Bone marrow stromal cell antigen 1 10.19 4.78 -1.09 5.47E-06 0.00087 

Метаболизм глутатиона 

Gclm  Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit 19.43 12.17 -0.67 0.00222 0.03272 

Gss  Glutathione synthetase 7.18 3.89 -0.88 0.00162 0.02674 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Gpx7  Glutathione peroxidase 7 2.20 0.30 -2.89 0.00300 0.03875 

Метаболизм фолата 

Dhfr  Dihydrofolate reductase 9.83 6.54 -0.59 0.00360 0.04319 

Mthfd2l 
 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ 

dependent) 2-like 
1.90 0.66 -1.52 0.00241 0.03383 

События, важные для опухолевой прогрессии 

Ангиогенез 

Cxcl5  Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 5.32 2.37 -1.17 0.00057 0.01409 

Filip1l  Filamin A interacting protein 1-like 4.18 2.11 -0.98 0.00424 0.04799 

Smoc2  Secreted modular calcium-binding protein 2 2.79 1.37 -1.03 0.00219 0.03251 

Angptl1  Angiopoietin-like 1 1.21 0.15 -3.01 0.00445 0.04935 

Апоптоз  

Lcn2  Lipocalin 2 (Oncogene 24p3) 58.01 34.52 -0.75 0.00016 0.00643 

Ctsc  Cathepsin C 37.67 26.68 -0.50 0.00284 0.03775 

Gzmb  Cathepsin G-Like 9.07 2.59 -1.81 7.68E-08 4.09E-05 

Hipk3  Homeodomain interacting protein kinase 3 8.96 6.27 -0.51 0.00374 0.04384 

Phlda1  Apoptosis-associated nuclear protein 7.17 3.00 -1.26 1.32E-05 0.00149 

Bcl2l2  BCL2-like 4.95 2.71 -0.87 0.00067 0.01571 

Casp9  Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidas 4.68 2.43 -0.94 0.00025 0.00849 

Ctso  Cathepsin O 2.44 0.92 -1.40 7.07E-05 0.00394 

Casp12  Caspase 12 2.21 0.81 -1.45 0.00066 0.01571 

Coro2a  Coronin, actin binding protein, 2A 1.31 0.33 -2.01 0.00018 0.00710 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Клеточная адгезия, миграция и инвазия 

S100a4  Metastasin 72.78 42.34 -0.78 0.00074 0.01684 

Col1a1  Collagen, Type I, Alpha 1 55.80 35.41 -0.66 0.00018 0.00689 

Cav2  Caveolin 2 54.16 37.09 -0.55 0.00092 0.01947 

Rab1  RAB1A, member RAS oncogene family 46.64 33.27 -0.49 0.00310 0.03979 

Thbs1  Thrombospondin 1 30.29 20.16 -0.59 0.00045 0.01237 

Rasgrf1  Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 29.90 10.33 -1.53 1.11E-09 2.35E-06 

Shc4 
 SHC (Src homology 2 domain containing) family, member 

4 
8.01 0.91 -3.14 6.86E-14 3.65E-10 

Lrg1  Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 5.37 2.60 -1.04 0.00393 0.04504 

Cxcl5  Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 5.32 2.37 -1.17 0.00057 0.01409 

Itga7  Integrin, alpha 7 3.72 1.53 -1.28 6.95E-06 0.00097 

Smoc2  Secreted modular calcium-binding protein 2 2.79 1.37 -1.03 0.00219 0.03251 

Ccnd2  Cyclin D2 1.63 0.59 -1.46 1.89E-05 0.00188 

Контроль клеточного цикла, трансформация 

S100a9  Calgranulin-B 269.93 188.42 -0.52 0.00209 0.03155 

Nedd8  Neddylin 83.75 46.05 -0.86 3.01E-05 0.00239 

Incenp  Inner centromere protein antigens 135/155kDa 13.08 8.20 -0.67 0.00053 0.01355 

Cenpw  Cancer-up-regulated gene 2 protein 4.13 1.83 -1.17 0.00297 0.03870 

Nudt6  Antisense basic fibroblast growth factor 4.44 1.21 -1.88 0.00064 0.01526 

Сигнальные пути, участвующие в злокачественной трансформации 

PI3K/AKT 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Col1a1  Collagen, Type I, Alpha 1 55.80 35.41 -0.66 0.00018 0.00689 

Thbs1  Thrombospondin 1 30.29 20.16 -0.59 0.00045 0.01237 

Il4ra  Interleukin 4 receptor 20.39 14.71 -0.47 0.00436 0.04880 

Csf3  Colony stimulating factor 3 (granulocyte) 9.32 3.87 -1.27 2.87E-05 0.00234 

Jak2  Janus kinase 2 8.78 5.24 -0.74 0.00120 0.02258 

Tnc  Tenascin C 6.86 4.59 -0.58 0.00156 0.02626 

Jak3  Janus kinase 3 4.25 1.88 -1.18 1.93E-05 0.00188 

Itga7  Integrin, alpha 7 3.72 1.53 -1.28 6.95E-06 0.00097 

Csf3r  CD114 antigen 2.16 0.93 -1.22 0.00045 0.01241 

Il7r  Interleukin 7 receptor 1.86 0.45 -2.05 2.37E-05 0.00207 

Ccnd2  Cyclin D2 1.63 0.59 -1.46 1.89E-05 0.00188 

Itga4  Integrin Subunit Alpha 4 1.33 0.75 -0.83 0.00257 0.03522 

RAS 

Rasgrf1  Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 29.90 10.33 -1.53 1.11E-09 2.35E-06 

Kras  Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 18.49 13.00 -0.51 0.00231 0.03303 

Shc4 
 SHC (Src homology 2 domain containing) family, member 

4 
8.01 0.91 -3.14 6.86E-14 3.65E-10 

Pld1  Choline phosphatase 1 1.88 0.63 -1.59 1.04E-05 0.00123 

MAPK 

Ccl7  Monocyte chemoattractant protein 3 89.78 42.91 -1.07 1.56E-08 1.67E-05 

Dusp6  Dual specificity phosphatase 6 76.41 50.37 -0.60 0.00040 0.01164 

Il1b  Interleukin 1, beta 61.23 38.23 -0.68 8.56E-05 0.00442 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Cd14  Cd14 molecule 32.23 19.21 -0.75 0.00011 0.00523 

Rasgrf1  Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 29.90 10.33 -1.53 1.11E-09 2.35E-06 

Stk24  Serine/threonine kinase 24 16.21 10.17 -0.67 0.00058 0.01432 

Il1r2  Interleukin 1 receptor, type II 10.66 5.51 -0.95 0.00074 0.01684 

Ccl5  Chemokine (C-C motif) ligand 5 10.56 3.19 -1.73 0.00192 0.02980 

Map2k4  Mitogen-activated protein kinase kinase 4 6.70 4.12 -0.70 0.00184 0.02888 

Hspa2  Heat shock 70kDa protein 2 5.88 2.73 -1.11 5.93E-05 0.00357 

Itgax  CD11C 1.42 0.47 -1.59 0.00028 0.00905 

TGF-β 

Ccl7  Monocyte chemoattractant protein 3 89.78 42.91 -1.07 1.56E-08 1.67E-05 

Thbs1  Thrombospondin 1 30.29 20.16 -0.59 0.00045 0.01237 

Ccl5  Chemokine (C-C motif) ligand 5 10.56 3.19 -1.73 0.00192 0.02980 

Acvr1b  Activin A receptor, type IB 5.06 2.63 -0.94 0.00029 0.00939 

Rbx1  Ring-Box 1, E3 ubiquitin protein ligase 3.13 0.52 -2.60 3.29E-05 0.00249 

Fst  Follistatin 1.22 0.14 -3.12 0.00122 0.02287 

Wnt 

Chd8  Chromodomain helicase DNA binding protein 8 10.71 7.09 -0.59 0.00044 0.01229 

Lrrfip2  LRR binding FLII interacting protein 2 10.20 6.72 -0.60 0.00344 0.04184 

Dkk2  Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 2 8.50 5.09 -0.74 0.00046 0.01241 

Hmgxb4  HMG box domain containing 4 3.26 1.61 -1.02 0.00033 0.01009 

Rbx1  Ring-Box 1, E3 ubiquitin protein ligase 3.13 0.52 -2.60 3.29E-05 0.00249 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Lgr4  Leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 4 2.84 1.67 -0.77 0.00346 0.04197 

Ccnd2  Cyclin D2 1.63 0.59 -1.46 1.89E-05 0.00188 

JAK-STAT 

Ccl7  Monocyte chemoattractant protein 3 89.78 42.91 -1.07 1.56E-08 1.67E-05 

Il4ra  Interleukin 4 receptor 20.39 14.71 -0.47 0.00436 0.04880 

Shcbp1  Protein expressed in activated lymphocytes 16.22 9.86 -0.72 0.00054 0.01356 

Ccl5  Chemokine (C-C motif) ligand 5 10.56 3.19 -1.73 0.00192 0.02980 

Csf3  Colony stimulating factor 3 (granulocyte) 9.32 3.87 -1.27 2.87E-05 0.00234 

Jak2  Janus kinase 2 8.78 5.24 -0.74 0.00120 0.02258 

Jak3  Janus kinase 3 4.25 1.88 -1.18 1.93E-05 0.00188 

Csf3r  CD114 antigen 2.16 0.93 -1.22 0.00045 0.01241 

Il21r  Interleukin 21 receptor 1.93 0.69 -1.49 0.00109 0.02143 

Il7r  Interleukin 7 receptor 1.86 0.45 -2.05 2.37E-05 0.00207 

Ccnd2  Cyclin D2 1.63 0.59 -1.46 1.89E-05 0.00188 

Кальциевый сигнальный путь 

P2rx7  Purinergic receptor P2X, ligand gated ion channel, 7 7.45 2.82 -1.40 0.00100 0.02030 

Tnc  Tenascin C 6.86 4.59 -0.58 0.00156 0.02626 

Опухоль-ассоциированные гены* 

Orai1  ORAI calcium release-activated calcium modulator 13.60 6.73 -1.01 1.59E-05 0.00166 

Dpp3  Dipeptidyl-peptidase 3 24.46 17.34 -0.50 0.00431 0.04856 

Arhgef1  Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1 23.04 15.28 -0.59 0.00069 0.01611 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Steap1  Six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 19.82 11.67 -0.76 0.00123 0.02290 

Arhgef11  Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 11 10.10 5.77 -0.81 1.18E-05 0.00135 

Skp2 
 S-phase kinase-associated protein 2, E3 ubiquitin protein 

ligase 
8.89 5.29 -0.75 0.00097 0.01984 

Tpd52  Tumor protein D5 9.46 4.87 -0.96 9.17E-05 0.00457 

Mllt11 
 Myeloid/Lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated 

to, 11 
3.39 0.97 -1.80 4.11E-06 0.00070 

Laptm4b  Lysosomal protein transmembrane 4 beta 2.51 0.97 -1.37 0.00298 0.03875 

Rfng 
 RFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-

acetylglucosaminyltransferase 
2.47 0.94 -1.40 0.00158 0.02648 

Ehbp1  NPF calponin-like protein 1.74 0.85 -1.04 0.00313 0.04002 

Rbm6  Lung cancer antigen NY-LU-12 1.40 0.44 -1.69 0.00081 0.01775 

Немелкоклеточный рак легкого 

Jak3  Janus kinase 3 4.25 1.88 -1.18 1.93E-05 0.00188 

миРНК при раке 

Ezh2 
 Enhancer of Zeste 2 polycomb repressive complex 2 

subunit 
27.39 15.17 -0.85 3.19E-06 0.00060 

Lin28a  Lin-28 homolog A 15.71 8.78 -0.84 5.95E-06 0.00087 

Zcchc6  Zinc finger, CCHC domain containing 6 10.04 6.04 -0.73 6.89E-05 0.00393 

Tnrc6a  Trinucleotide repeat containing 6A 6.30 4.22 -0.58 0.00130 0.02375 

Zcchc11  TUTase 4.00 2.48 -0.69 0.00222 0.03269 

Опухолевые супрессоры 
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Таблица S4 (продолжение). 

ID гена Название гена 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 
Log2 (L5/L6) p-value q-value 

Armcx1  Armadillo repeat containing, X-linked 1 5.26 2.24 -1.23 0.00016 0.00644 

Brca2  BRCA2, DNA repair associated 2.83 1.48 -0.93 0.00016 0.00644 

Tssc1  Tumor suppressing subtransferable candidate 1 2.07 0.50 -2.04 0.00151 0.02586 

Scai  Suppressor of cancer cell invasion 1.39 0.81 -0.77 0.00362 0.04321 

 

* Экспрессия этих генов повышена в клетках различных опухолевых линий. 
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Таблица S5. Гены – участники транскрипции, уровень которых повышался в опухоли 

мышей с LLC после применения РНКазы А (сортировано по value L6) 

ID гена Функция 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Pmf1 Транскрипционные 

активаторы и ко-

активаторы 

27.88 45.89 0.72 0.00031 0.00970 

Klf9 5.93 9.45 0.67 0.00151 0.02586 

Bcas3 1.83 3.52 0.94 0.00246 0.03418 

Zfp513 

Транскрипционные 

регуляторы 

3.29 5.99 0.86 0.00206 0.03139 

Zfp296 1.60 3.72 1.22 0.00335 0.04165 

Zfp790 2.06 3.61 0.81 0.00174 0.02796 

Zfp651 1.71 2.83 0.72 0.00317 0.04026 

Zfp316 0.59 1.68 1.50 1.24E-06 0.0003 

Mbd1 

Транскрипционные 

репрессоры и ко-

репрессоры 

6.10 10.07 0.72 0.00108 0.02126 

Pcgf5 5.40 9.98 0.89 0.00114 0.02193 

Nelf 5.61 9.80 0.80 0.00098 0.02002 

Cbfa2t2 3.40 6.20 0.86 3.20E-05 0.00247 

Per1 3.75 6.04 0.69 0.00145 0.02565 

Gtf2h2 

Факторы 

транскрипции 

15.21 25.89 0.77 9.74E-05 0.00480 

E2f1 7.3 12.28 0.74 0.00059 0.01442 

Gabpb1 4.14 8.16 0.98 0.00041 0.01178 

Klf5 2.85 6.59 1.21 8.55E-05 0.00442 

Zfp691 1.05 4.88 2.22 6.19E-05 0.00368 

Hoxc10 1.86 4.47 1.26 0.00028 0.00905 

Gas7 2.48 4.13 0.74 0.00129 0.02375 

Tfeb 0.93 4.13 2.14 1.08E-06 0.00027 

Hes6 1.62 4.10 1.34 0.00231 0.03303 

Ovol1 1.07 2.56 1.25 0.00055 0.01385 

Hnf1b 0.69 2.13 1.63 0.00022 0.00812 

Zscan10 0.12 1.98 4.09 1.96E-05 0.00188 

Hoxb8 0.40 1.53 1.96 0.00062 0.01489 

Cc2d1a 0.50 1.51 1.68 0.00045 0.01241 

Zfp167 0.24 1.33 2.48 0.00151 0.02586 

Pou2f3 0.12 1.23 3.30 0.00073 0.01671 
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Таблица S6. Гены – участники транскрипции, уровень которых снижался в опухоли мышей 

с LLC после применения РНКазы А (сортировано по value L5) 

ID гена Функция 
Value L5, 

RPKM 

Value L6, 

RPKM 

Log2 

(L6/L5) 
p-value q-value 

Bcl9l  Транскрипционные 

активаторы и ко-

активаторы 

3.37 1.46 -1.21 3.76E-06 0.00067 

Zmiz2 2.91 1.44 -1.02 0.00187 0.02923 

Hipk2 2.82 1.12 -1.33 0.00022 0.00801 

Znrd1 

 Транскрипционные 

регуляторы 

7.98 2.79 -1.52 0.00241 0.03383 

Sertad2 7.51 4.76 -0.66 0.00171 0.02762 

Zfp292 7.33 4.94 -0.57 0.00085 0.01824 

Tfe3 6.59 2.97 -1.15 0.00035 0.01047 

Chd7 5.15 3.34 -0.62 0.00074 0.01684 

Zfp81 5.14 2.34 -1.13 0.00016 0.00643 

Rfx5 2.86 1.13 -1.34 8.27E-06 0.00103 

Med21 58.00 37.32 -0.64 0.00168 0.02737 

Med6 12.53 5.98 -1.07 0.00041 0.01178 

Zbtb6 10.50 7.02 -0.58 0.00176 0.02807 

Bmp2k 10.37 7.02 -0.56 0.00118 0.02236 

Zfp948 8.67 5.13 -0.76 0.00120 0.02252 

Esf1 8.66 5.36 -0.69 0.00119 0.02244 

Zkscan1 8.28 4.89 -0.76 0.00018 0.00710 

Mll1 7.18 5.15 -0.48 0.00358 0.04306 

Pias1 5.00 2.83 -0.82 0.00079 0.01761 

Kdm6a 2.50 1.18 -1.08 0.00013 0.00577 

Zfp7 2.46 1.17 -1.07 0.00317 0.04026 

Zfp597 2.12 0.91 -1.22 3.78E-05 0.00274 

Zbtb24 1.95 0.86 -1.19 0.00345 0.04184 

Prdm10 1.93 0.89 -1.12 0.00238 0.03364 

Pak6 1.90 0.39 -1.72 0.00180 0.02853 

Kdm5b 1.89 1.01 -0.90 0.00144 0.02550 

Spint1 1.77 0.58 -1.61 0.00216 0.03229 

Thap7 
 Транскрипционные 

репрессоры и ко-

репрессоры 

7.63 3.12 -1.29 0.00028 0.00905 

Mxd4 7.02 3.37 -1.06 0.00235 0.03326 

Tle1 5.06 3.10 -0.10 0.00220 0.03265 

Sfmbt1 3.07 1.90 -0.69 0.00362 0.04321 

Gtf2h5 

 Факторы 

транскрипции 

17.35 10.52 -0.72 0.00352 0.04258 

Tceb1 14.37 5.37 -1.42 4.51E-06 0.00074 

Ccnc 13.60 6.94 -0.97 6.55E-05 0.00379 

Top1 12.25 7.94 -0.63 0.00084 0.01808 

Adnp 10.85 7.49 -0.53 0.00301 0.03888 

Ccnt2 7.21 4.39 -0.72 0.00138 0.02472 

Iws1 4.38 2.42 -0.86 1.22E-05 0.00138 

Atf7 3.28 1.53 -1.10 0.00050 0.01322 

Dlx6 3.00 0.34 -3.12 0.00297 0.03870 

Rhox2d 2.61 0.00 - 0.00017 0.00672 

Gpbp1l1 2.30 0.67 -1.77 8.38E-06 0.00103 

Akna 2.18 1.19 -0.87 0.00209 0.03155 

Dlx1 1.69 0.51 -1.73 0.00291 0.03823 
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