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Лечение злокачественных новообразований зачастую требует использования комбинаций химиоте-
рапевтических средств. Однако, чтобы подобрать комбинации, эффективные против конкретных
опухолевых клеток, необходимо понимать механизмы действия препаратов, входящих в состав ком-
бинации. Рибонуклеаза Bacillus pumilus (биназа) рассматривается в качестве адъювантного противо-
опухолевого средства, причем чувствительность злокачественных клеток к апоптогенному дей-
ствию биназы зависит от определенных онкогенов. В линии клеток острого миелогенного лейкоза
Касуми-1 биназа блокирует путь пролиферации, опосредованный мутантной тирозинкиназой KIT,
что, как показано в нашей работе, активирует альтернативный путь пролиферации через AKT-ки-
назу. В клетках Касуми-1 биназа в сочетании с ингибитором Akt1/2 индуцирует апоптоз, при этом
их токсические эффекты складываются: ингибитор Akt1/2 блокирует путь, индуцируемый биназой,
после подавления KIT-зависимого пути. Таким образом комбинация биназы и ингибиторов AKT-
киназ может эффективно блокировать различные пути пролиферации опухолевых клеток и исполь-
зоваться для их элиминации.
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ВВЕДЕНИЕ
Монотерапия злокачественных заболеваний

зачастую не позволяет полностью элиминировать
раковые клетки из организма. Поэтому необхо-
димо подбирать комбинации химиотерапевтиче-
ских препаратов, эффективные для конкретной
опухоли. Как правило, такой подбор основан на
эмпирических закономерностях, он занимает до-
статочно много времени, отнимает силы у паци-
ента и является дорогостоящей процедурой. Для
разработки схем лечения злокачественных забо-
леваний требуется понимание механизмов дей-
ствия химиотерапевтических препаратов на кон-
кретные опухолевые клетки [1].

Считается, что рибонуклеазы могут использо-
ваться в качестве средств адьювантной терапии
опухолей, воздействующих как на сами злокаче-
ственные клетки, так и на продукты их “зловред-
ной” деятельности – циркулирующие РНК [2–4].
Ранее мы показали эффективность РНКазы Ba-
cillus pumilus (биназы) в направленной элимина-
ции различных опухолевых клеток человека и в
терапии опухолей у мышей [5–9]. В основе моле-
кулярного механизма действия биназы лежит за-
пуск апоптоза в опухолевых клетках, причем
чувствительность злокачественных клеток к
апоптогенному действию биназы определяется
определенными онкогенами – KIT, RAS, FLT3,
AML1-ETO, E6, E7 [5, 7, 10–12]. Присутствие этих
онкогенов можно рассматривать как фактор,
предсказывающий эффективное уничтожение
опухолевых клеток под действием РНКазы бина-
зы [4, 13]. Кроме того, повысить эффективность

биназы можно, используя ее в сочетании с други- ми терапевтическими средствами [7, 14].

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; ДМСО
– диметилсульфоксид; DHR123 – дигидрородамин 123;
FITC – флуоресцеинизотиоцианат; PBS – фосфатно-соле-
вой буфер; PI – йодид пропидия; SD – стандартное откло-
нение.
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ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ: ОТ МЕХАНИЗМОВ РЕПЛИКАЦИИ
И ПАТОГЕНЕЗА К ПОДХОДАМ ТЕРАПИИ
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Мишенью токсического действия биназы в
клеточной линии Касуми-1 острого миелогенно-
го лейкоза служит онкоген KIT, кодирующий ре-
цепторную тирозинкиназу [5]. Точечные мутации
в гене KIT приводят к конститутивной активации
белка KIT и к неконтролируемой пролиферации
и выживанию клеток острого миелогенного лей-
коза [15]. Биназа блокирует путь пролиферации,
обусловленный экспрессией этого онкогена, и
запускает таким образом апоптоз в опухолевых
клетках [13]. При этом блокирование активно-
сти тирозинкиназы KIT в клетках Касуми-1 спе-
цифическим ингибитором иматинибом снижает
токсическое действие биназы [5]. Мы предполо-
жили, что выживаемость клеток в условиях бло-
кирования сигнального пути KIT-JNK может
быть связана с активацией альтернативного, не-
зависимого от KIT пути пролиферации, опосре-
дованного AKT-киназой, поскольку известно,
что в клетках Касуми-1 AKT-киназа конститутив-
но активирована и эта активация не связана с
PI3K [16, 17]. В представленной работе изучено
токсическое действие ингибитора киназ Akt1/2 и
его сочетания с биназой на клетки Касуми-1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Фермент и клеточная культура. В работе ис-

пользовали гуанилспецифичную РНКазу B. pumi-
lis дикого типа (молекулярная масса 12.3 кДа, 109
аминокислотных остатков, pI 9.5), полученную
согласно [18]. Ингибитор киназ Akt1/2 (“Merck”,
США) растворяли в ДМСО в концентрации
20 мМ и использовали в концентрации от 2.5 до
60 мкМ. Суспензионную клеточную культуру Ка-
суми-1 выращивали на среде RPMI-1640, содер-
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки,
2 мМ глутамина, 100 Ед./мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина, при температуре 37°C
в атмосфере 5% СО2.

Оценка жизнеспособности клеток. Жизнеспо-
собность клеток оценивали с помощью теста
WST-1 (“Roche Diagnostics”, Швейцария). Тест
основан на расщеплении водорастворимой соли
тетразолия митохондриальными дегидрогеназа-
ми в живых клетках. Клетки Касуми-1 рассажи-
вали в 96-луночные планшеты на 24 ч, затем обра-
батывали биназой и/или ингибитором Akt1/2 в
течение 24 ч. После этого клетки инкубировали в
течение 60 мин при 37°C в присутствии реагента
WST-1. Поглощение образцов измеряли с помо-
щью микропланшетного ридера Multiscan FC
(“Thermo Fisher Scientific”, США) на длине вол-
ны 450 нм. Референсные значения определяли на
длине волны 620 нм. В качестве контроля исполь-
зовали смесь среды без клеток с реагентом WST-1.
Жизнеспособность необработанных клеток при-
нимали за 100%. Приведены средние значения,
вычисленные из трех независимых измерений.

Проточная цитометрия. Апоптоз. Клетки иссле-
довали методом проточной цитометрии на цито-
флуориметре BD LSRFortessa (“Becton Dickin-
son“, США). При проведении цитометрических
опытов клетки с поврежденной мембраной выяв-
ляли с помощью йодида пропидия (PI, “Sigma”,
США) (Ex/Em = 535/617 нм). PI добавляли к кле-
точной суспензии до конечной концентрации
10 мкг/мл за 1 мин до начала измерений. Окраши-
ваемые PI (PI-положительные) клетки считали не-
кротическими. Апоптотические клетки регистри-
ровали с помощью аннексина V (“Invitrogen”,
США), меченного флуоресцеинизотиоцианатом
(FITC, Ex/Em = 494/518 нм). Клетки, которые
окрашивались как PI, так и аннексином V, счита-
ли находящимися на поздних стадиях апоптоза.
Для определения апоптоза суспензию клеток
центрифугировали (1000 об./мин, 10 мин), отби-
рали супернатант и ресуспендировали в буфере
для связывания аннексина (10 мM HEPES, 140 мM
NaCl, 2.5 мM CaCl2, pH 7.4). Затем к 100 мкл сус-
пензии клеток (106 клеток/мл) добавляли 5 мкл
раствора конъюгата аннексина. Пробы инкуби-
ровали в течение 15 мин в темноте при комнатной
температуре, после чего добавляли 400 мкл буфе-
ра для связывания аннексина и ставили на лед.

Изменение митохондриального потенциала.
Митохондриальный потенциал (Ψ) определяли с
помощью красителя MitoProbeDilC1(5) (Ex/Em =
= 638/658 нм, “Invitrogen”, США). Клетки (1 × 106)
инкубировали с 0.5 мкМ DilC1(5) в течение
30 мин при 37°C в темноте. Затем клетки промы-
вали фосфатно-солевым буфером (PBS) при 4°C
и ресуспендировали в PBS.

Уровень активных форм кислорода, кальция и
восстановленного глутатиона. Уровень активных
форм кислорода (АФК) оценивали с помощью ди-
гидрородамина 123 (DHR123, Ex/Em = 507/525 нм,
“Invitrogen”), который позволил определять уро-
вень АФК не только в цитозоле, но и в митохон-
дриях. Клетки окрашивали, добавляя DHR123 до
конечной концентрации 10 мкМ, и инкубировали
в течение 30 мин при 37°C в темноте. Уровень
восстановленного глутатиона определяли с ис-
пользованием ThiolTracker (Ex/Em = 405/525 нм,
“Invitrogen”). Для окрашивания клеток ThiolTracker
добавляли до конечной концентрации 7.5 мкМ и
инкубировали в течение 30 мин при 37°C в темно-
те. Уровень Ca2+ определяли, окрашивая клетки
fluo-4 (Ex/Em = 494/516 нм, “Invitrogen”). Клет-
ки инкубировали с красителем в концентрации
2.5 мкМ в течение 30 мин при 37°C. Затем клетки
отмывали и ресуспендировали в PBS. Данные
представлены как среднее из трех независимых
экспериментов в трех повторностях со стандарт-
ными отклонениями.

Вестерн-блотинг. Клетки собирали, отмывали
в холодном PBS, а затем лизировали при +4°С в
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течение 30–60 мин при постоянном перемешива-
нии в RIPA-буфере (25 мМ Трис-HCl pH 7.6,
150 мМ NaCl, 1% NP-40, 1% дезоксихолата на-
трия, 0.1% додецилсульфата Na (ДДС-Na), 0.2 мМ
фенилметансульфонилфторид (PMSF), коктейль
ингибиторов протеаз (“Roсhe”, Швейцария, одна
таблетка на 10 мл буфера) из расчета 30 мкл буфе-
ра на 1 млн. клеток. Полученные лизаты центри-
фугировали (10 мин, 16000 g), надосадочный рас-
твор отбирали и определяли в нем концентрацию
белка. Далее образцы разделяли с помощью одно-
мерного электрофореза в полиакриламидном ге-
ле и переносили на мембраны PVDF. Мембраны
блокировали 5%-ным раствором обезжиренного
молока в буфере PBSТ (10 мМ KH2PO4, 150 мМ
NaCl, 0.1% Tween-20) в течение 2 ч при комнат-
ной температуре на качалке и инкубировали с
первичными антителами к AKT (#4691, разбав-
ление 1 : 5000) и Phospho-Akt (Ser473) (#9271, раз-
бавление 1 : 2000) от (“Cell Signaling Technol”,
США) в течение ночи при 4°C. Затем блоты инку-
бировали в течение 30 мин при комнатной темпе-
ратуре с вторичными антителами (“ИМТЕК”,
Россия), конъюгированными с пероксидазой
хрена, которые брали в разведении 1 : 10000. Для
визуализации использовали Bio-Rad ChemiDoc
MP. Результаты обрабатывали в программе Image
Lab. Перед визуализацией мембрану инкубирова-
ли в течение 2 мин с хемилюминесцентным суб-
стратом SuperSignal™ West Femto Maximum Sensi-
tivity Substrate kit (“Thermo Scientific”). Данные
нормировали по актину, детектированному с по-
мощью антител AM4302 (“Ambion”, США). В ра-
боте приведены средние значения, вычисленные
из трех независимых измерений со стандартным
отклонением.

Статистический анализ. Приведены средние
данные со стандартным отклонением (±SD), вы-
численные не менее чем из трех независимых экс-
периментов. Сравнение групп данных проводи-
ли с использованием t-критерия Стьюдента.
Данные считали статистически значимыми при
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Действие биназы и ингибитора киназ Akt1/2
на жизнеспособность клеток Касуми-1

Для оценки влияния биназы и ингибитора
Akt1/2 на жизнеспособность клеток Касуми-1
мы обработали клетки биназой в концентрации
0.8 мкM и ингибитором Akt1/2 (2.5, 5, 10, 25, 40 и
60 мкM) по отдельности и в комбинациях (рис. 1).
Через 24 ч жизнеспособность клеток под действи-
ем биназы снижалась на 29%. Действие ингиби-
тора Akt1/2 в использованных концентрациях
приводило к снижению жизнеспособности кле-
ток на 41, 48, 55, 85, 92 и 95%, а в комбинации с

биназой – на 64, 69, 86, 98, 98 и 98% соответ-
ственно.

Биназа усиливает чувствительность клеток 
Касуми-1 к ингибитору киназ Akt1/2

Чтобы проверить гипотезу об активации неза-
висимого от KIT пути пролиферации, мы оцени-
ли уровень активации AKT-киназы в клетках Ка-
суми-1 в ответ на обработку биназой (0.8 мкM) и
ингибитором Akt1/2 (5 мкM). Киназа AKT кон-
ститутивно активирована в клетках этой линии,
поэтому соотношение фосфо-AKT к общему ко-
личеству AKT в контрольных клетках приняли за
базальный уровень. Под действием биназы уро-
вень активации AKT-киназы увеличивается на
25% (рис. 2). Это свидетельствует о том, что в
клетках Касуми-1 биназа активирует путь проли-
ферации, опосредуемый AKT-киназой. Ингиби-
тор Akt1/2 снижал уровень активации киназы на
22%, тогда как комбинация биназы и ингибитора
Akt1/2 снижала уровень активации AKT-киназы
на 90% (рис. 2). Таким образом, в присутствии би-
назы ингибитор Akt1/2 более эффективно блокиру-
ет активацию AKT-киназы в клетках Касуми-1.

Биназа и ингибитор Akt1/2 оказывают 
проапоптическое действие на клетки Касуми-1

С помощью проточной цитометрии установ-
лено, что под действием биназы (0.8 мкМ) коли-
чество мертвых клеток в популяции увеличива-
лось в 2.1 раза, тогда как под влиянием ингибито-
ра Akt1/2 (5 мкM) доля PI-положительных клеток
возросла в 2.4 раза по сравнению с контролем
(рис. 3а). Применение комбинации этих агентов
привело к увеличению количества мертвых кле-
ток в популяции в 3.4 раза. Применение биназы и
ингибитора AKT-киназ по отдельности приводи-
ло в обоих случаях к повышению количества апо-
птотических клеток в популяции в 1.7 раза, а сов-
местное воздействие этих веществ вызывало дву-
кратное увеличение количества таких клеток.

Апоптоз, вызываемый биназой и ингибитором
Akt1/2, сопровождается увеличением количества
клеток со сниженным мембранным потенциалом
митохондрий (рис. 3б). Так, в присутствии бина-
зы, ингибитора Akt1/2 и их комбинации количе-
ство таких клеток в популяции возрастает в 1.5,
1.7 и 2 раза соответственно. Под действием бина-
зы уровень активных форм кислорода (АФК) в
клетках Касуми-1 снижается на 27% (рис. 3в). На-
против, ингибитор Akt1/2 приводил к повыше-
нию уровня АФК в клетках на 58%, а сочетанное
действие двух агентов увеличило содержание
АФК на 112%. Сходным было и изменение уровня
восстановленного глутатиона (рис. 3г). В присут-
ствии биназы, ингибитора Akt1/2 и их комбина-
ции уровень глутатиона составил 65, 158 и 167% от
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уровня в контроле соответственно. Уровень внут-
риклеточного Ca2+ в клетках Касуми-1, обрабо-
танных биназой и ингибитором Akt1/2, возраста-
ет на 50 и 80% соответственно, а при их совмест-
ном применении – на 245%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами показано, что совместное применение
биназы и ингибитора Akt1/2 индуцирует гибель
клеток Касуми-1, при этом токсические эффекты
этих соединений складываются. Под действием
биназы в клетках Касуми-1, как показано ранее,
блокируется пролиферативный путь, опосредуе-
мый тирозинкиназой KIT [5]. Однако из полу-
ченных данных следует, что в условиях блокады
антиапоптотического сигнала через KIT под дей-
ствием биназы в клетках Касуми-1 активируется
AKT-киназа (рис. 2), что приводит к выживанию
части клеток.

Известно, что конститутивно активированная
в клетках Касуми-1 AKT-киназа может дополни-
тельно активироваться в ответ на различные сти-
мулы [19, 20]. Путь PI3K/AKT конститутивно ак-
тивирован у 50–80% больных острыми миелоген-

ными лейкозами [20], хотя активирующих мутаций
самой киназы AKT при миелогенных лейкозах до
сих пор не обнаружено [21]. Имеющиеся данные
указывают на то, что различные ингибиторы AKT-
или PI3K-киназ могут оказывать проапоптотиче-
ское действие на разные линии миелогенных лей-
козов. Например, показано значительное снижение
темпов роста опухоли, а также увеличение количе-
ства апоптотических клеток при ингибировании
AKT-киназы [21]. Известно, что активация AKT-
киназ оказывает антиапоптотическое действие
на клетки преимущественно через ингибирова-
ние апоптоз-зависимых событий в митохондриях
[22]. Данные, полученные в этой работе, свиде-
тельствуют, что апоптоз, индуцируемый инги-
битором Akt1/2 в клетках Касуми-1, сопровожда-
ется падением митохондриального потенциала,
увеличением уровней АФК, восстановленного
глутатиона и внутриклеточного кальция.

Апоптоз, индуцируемый биназой в клетках
Касуми-1, сопровождается снижением уровня
АФК и восстановленного глутатиона, увеличе-
нием количества клеток со сниженным мито-
хондриальным потенциалом и ростом уровня
внутриклеточного кальция. Ранее также было по-

Рис. 1. Действие биназы (0.8 мкМ), ингибитора Akt1/2 (2.5, 5, 10, 25, 40 и 60 мкМ) и их комбинаций на жизнеспособ-
ность клеток Касуми-1 после 24 ч обработки. Жизнеспособность клеток в контроле взята за 100%. Представлены сред-
ние значения, вычисленные из трех независимых экспериментов в трипликатах ± SD; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
***p < 0.0001.
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казано, что индуцируемый биназой апоптоз име-
ет признаки как рецепторного, так и митохондри-
ального: действие биназы приводит к активации
каспазы-8 и повреждению митохондрий [23].

Повышение уровня АФК в опухолевых клет-
ках тесно связано с их метаболизмом и увеличен-
ной скоростью пролиферации [24, 25]. При этом
повышение уровня GSH во многих опухолевых
клетках человека считается важным патологиче-
ским фактором и указывает на устойчивость к

противоопухолевой терапии [26, 27]. Роль ре-
докс-баланса и, в частности, глутатиона в жизне-
способности раковых клеток активно изучается
[28]. В качестве одного из средств терапии рас-
сматривается истощение клеток по глутатиону
[28]. Индукция небольшого сдвига редокс-стату-
са раковых клеток в сторону окислительного стрес-
са вызывает адаптацию клеток к повышенному
уровню АФК вследствие регуляции целого ряда
белков антиоксидантной защиты, способствуя вы-
живанию клеток и возникновению агрессивных,

Рис. 2. Влияние биназы и ингибитора Akt1/2 на активацию AKT-киназы в клетках Касуми-1. Репрезентативный Ве-
стерн-блот, показывающий уровни белков AKT, р-AKT Ser473 и актина в клетках Касуми-1, обработанных 0.8 мкМ
биназы, 5 мкМ ингибитора Akt1/2 и их комбинацией в течение 24 ч, относительно необработанных клеток. Гисто-
грамма показывает уровень активации AKT-киназы в клетках, определенный как отношение уровней р-AKT Ser473 к
общему уровню внутриклеточной AKT-киназы. Каждый столбик представляет среднее значение ± SD, вычисленное
из трех независимых экспериментов. *p < 0.05, ***p < 0.01.
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терапевтически устойчивых форм рака [29]. Не-
смотря на очевидное влияние АФК на развитие и
прогрессию опухолей, лечение онкологических
больных антиоксидантами не улучшает, а в неко-
торых случаях даже ухудшает исход болезни [30].
Для индукции гибели раковых клеток необходи-

мо значительное смещение их редокс-состояния
в крайнее окислительное состояние [29].

Установлена тесная связь между редокс-стату-
сом клеток и активностью AKT-киназы. Экзоген-
ная или эндогенная индукция АФК способствует
активации AKT-киназы в клетках гепатомы через

Рис. 3. Влияние биназы (0.8 мкМ), ингибитора Akt1/2 (5 мкM) и их комбинации на клетки Касуми-1 через 24 ч инку-
бации. Количество мертвых клеток (пустые колонки) и апоптотических клеток (серые колонки) (а), и клеток с низким
митохондриальным потенциалом ψ (б) представлено как процент от общего числа клеток в каждом варианте. Уровни
АФК (в), GSH (г) и внутриклеточного Ca2+ (д) представлены относительно уровня в необработанном контроле. При-
ведены средние значения, вычисленные из трех независимых экспериментов в трипликатах ± SD; *p < 0.05, **p < 0.02,
***p < 0.005, ***p < 0.0003.
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PI3K-зависимый путь [31], увеличивая пролифе-
рацию клеток. Позже показали, что пероксид во-
дорода или ингибирование синтеза глутатиона
индуцирует фосфорилирование AKT, что приво-
дит к эндотелиальной дифференцировке сфери-
ческих, подобных стволовым, клеток рака печени
из линии HEP-G2 [32]. Оказалось, что редокс-
чувствительность AKT обусловлена модифика-
циями остатков цистеина. Установлено, что AKT
содержит остатки цистеина, редокс-зависимая
модификация которых может вызывать измене-
ние ее фосфорилирования в ответ на изменение
редокс-статуса клетки [33]. Замены этих остатков
не влияют на базовую активность AKT, но нару-
шают ее редокс-регуляцию и снижают способ-
ность клеток выживать в условиях окислительно-
го стресса [33]. Обнаружено, что определяющую
роль в редокс-регуляции AKT играет глутатиони-
лирование остатков цистеина [34, 35]. Снижение
активности глутаредоксина, катализирующего ре-
акцию глутатионилирования-деглутатионилиро-
вания, в зависимости от редокс-условий приводит
к снижению активации (фосфорилирования) AKT
при окислительном стрессе [33, 34]. В частности,
на клетках пигментного эпителия сетчатки показа-
но, что при окислительном стрессе происходит
активация AKT и одновременное повышение
глутатионилирования AKT, при этом глутаредок-
син снижает глутатионилирование AKT, способ-
ствуя длительному существованию ее активной
фосфорилированной формы (Ser473), что спо-
собствует выживанию клеток [34]. C другой сто-
роны, в клетках нейробластомы SH-SY5Y наблю-
дается увеличение глутатионилирования фосфо-
AKT (Ser473) под действием липополисахаридов
или ингибитора глутатионтрансферазы Omega 1-1,
что предполагает клеточно-специфичную ре-
докс-регуляцию AKT [35]. Можно заключить, что
умеренный окислительный стресс приводит к ак-
тивации AKT, способствуя выживаемости клеток,
тогда как сильный окислительный стресс может
приводить к полному окислению белка и его про-
теасомной деградации [33], что будет снижать жиз-
неспособность клеток.

Таким образом, нельзя исключить, что в акти-
вацию AKT-зависимого пути пролиферации кле-
ток Касуми-1 [19, 20] вовлечено повышение уров-
ня АФК. Активация AKT-зависимого пути проли-
ферации биназой может быть связана не только с
инактивацией KIT-зависимого пути, как мы
предполагали ранее [5], но и с изменением ре-
докс-статуса клеток под действием биназы. Так,
ранее мы показали, что биназа в концентрации
от 1.5 до 40 мкМ приводит к дозозависимому сни-
жению уровня АФК в клетках Касуми-1 [23]. В
данной работе нами установлено, что биназа (уже
в концентрации 0.8 мкМ) одновременно со сни-
жением уровня АФК, повышенного в злокаче-
ственных клетках, приводит к снижению уровня

глутатиона, тем самым приближая величину ре-
докс-статуса клеток Касуми-1 к значениям, ха-
рактерным для нормальных клеток. В условиях
опухолевого роста это должно отрицательно ска-
заться на адаптационном потенциале клеток. Cдвиг
редокс-статуса клеток может приводить к измене-
нию глутатионилирования белков. Действительно,
инкубация клеток Касуми-1 с биназой в концен-
трации 0.8 мкМ приводит к глутатионилированию
Na,K-АТРазы, что вносит вклад в ингибирование
ее активности [4]. Таким образом, можно предпо-
ложить, что повышение уровня фосфорилирова-
ния AKT cвязано с изменением уровня ее глутатио-
нилирования вследствие изменения редокс-усло-
вий под действием биназы.

В отличие от биназы, ингибирование AKT-за-
висимого пути пролиферации с помощью инги-
битора Akt/2 приводит к существенному росту
АФК и повышению уровня GSH (рис. 3в, г). Это
свидетельствует о разных механизмах действия
данных веществ, что, вероятно, позволяет им
дополнять и усиливать действие друг друга. По-
вышение уровня АФК под действием ингибито-
ра AКТ1/2 наблюдали ранее в кардиомиоцитах,
однако это повышение было гораздо менее зна-
чительным [36]. Причина этого пока не установ-
лена. Возрастание уровня кальция и содержания
(%) клеток со сниженным митохондриальным
потенциалом позволяет предположить, что в этот
процесс вовлечено изменение состояния мито-
хондрий, причем основной вклад в изменение пу-
ла АФК вносят митохондрии. Это предположение
подтверждается тем фактом, что при использова-
нии красителя DHR, позволяющего детектировать
как цитозольные, так и митохондриальные АФК,
мы наблюдали гораздо более выраженный рост
АФК, чем при использовании красителя DCF [36],
который выявляет только цитозольные АФК. Сов-
местное применение биназы и ингибитора Akt1/2
приводит к существенному снижению уровня ак-
тивной, фосфорилированной формы AKT-1 и бо-
лее значительному росту АФК, что и определяет
повышение цитотоксического действия при сов-
местном применении двух веществ.

Описано комбинированное применение инги-
биторов AKT-киназ с другими противоопухоле-
выми препаратами [37–39]. Нами показано, что
обработка биназой делает клетки Касуми-1 более
чувствительными к ингибированию AKT-киназ,
что проявляется в снижении соотношения р-
AKT: AKT по сравнению с клетками, обработан-
ными ингибитором Akt1/2 без биназы. Этот под-
ход приводит к усилению процессов апоптоза и
гибели большего количества клеток, чем при ис-
пользовании этих агентов по отдельности.

Ранее биназу уже рассматривали в качестве ком-
понента комплексной терапии. Так показано, что
биназа восстанавливает чувствительность HPV-16-
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положительных клеток SiHa (вирус папилломы че-
ловека типа 16) к интерферону [7]. Этот эффект
обусловлен подавлением биназой вирусных белков
E6 и E7, блокирующих проведение сигнала от ре-
цептора интерферона. Также установлено, что би-
наза повышает эффективность полихимиотера-
певтической комбинации доксорубицина, винкри-
стина, циклофосфамида и преднизолона, снижая
при этом гепатотоксичность химиотерапии [8].

Полученные данные свидетельствуют о взаи-
модополняющем действии ингибитора Akt1/2 и
биназы, которое достигается за счет ингибирова-
ния различных путей пролиферации опухолевых
клеток и повышения эффективности действия ин-
гибитора Akt1/2, в присутствии биназы. Таким
образом, сочетанное применение биназы и ин-
гибитора Akt1/2 может быть перспективным для
терапии лейкозов и других злокачественных за-
болеваний, в основе которых лежит онкотранс-
формация, включающая изменение функцио-
нирования KIT.
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COMBINATION OF RNase BINASE AND AKT1/2 KINASE INHIBITOR 
BLOCKS TWO ALTERNATIVE SURVIVAL PATHWAYS IN KASUMI-1 CELLS

V. A. Mitkevich1, 2, *, I. Yu. Petrushanko1, M. G. Engelhardt1, O. I. Kechko1, and A. A. Makarov1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2 Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia

*e-mail: mitkevich@gmail.com

The treatment of malignant neoplasms often requires the selection of effective combinations of chemothera-
peutic agents. This requires an understanding of the molecular mechanisms of action of chemotherapeutic
agents on specific tumor cells. Ribonuclease binase is considered as an antitumor agent, and the sensitivity of
malignant cells to the apoptogenic action of binase is determined by the presence of certain oncogenes. In
acute myelogenous leukemia cells, Kasumi-1 binase blocks the proliferation pathway mediated by the mutant
tyrosine kinase KIT, while, as shown in this work by Western blot, an alternative proliferation pathway
through AKT kinase is activated in cells. Using cell proliferation assay and flow cytometry we have shown that
binase in combination with an Akt1/2 inhibitor induces apoptosis in Kasumi-1 cells, while their toxic effects
add up. The complementary effects of the Akt1/2 inhibitor and binase are achieved by inhibiting different
pathways of tumor cell proliferation, and increasing the sensitivity of Kasumi-1 cells to inhibition of AKT ac-
tivation by binase. Thus, the combined use of binase and AKT kinase inhibitors can effectively block various
pathways of tumor cell proliferation and be used for their elimination.

Keywords: ribonuclease, malignant cell, cancer therapy, proliferation pathway, acute myelogenous leukemia
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