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Аннотация

Исследована связь между активностью Са2+-зависимых калиевых каналов (КСа-
каналов), искусственно внесенных в клетки эмбриональной почки человека, и подвер-
женностью данных клеток цитотоксическому действию катионных микробных РНКаз.
Показано, что внесение экзогенной РНКазы в среду через 24 ч культивирования приво-
дило к увеличению мембранного тока через КСа-каналы. Дальнейшее культивирование
приводило к угнетению функций канальных белков. Удаление из среды культивирова-
ния РНКаз приводило к восстановлению активности КСа-каналов. Полученные экспе-
риментальные данные свидетельствуют о возможной регуляции функций КСа-каналов
катионными экзогенными РНКазами на трансляционном и транскрипционном уровнях.

Ключевые слова: бактериальные РНКазы, цитотоксичность, Са2+-зависимые ка-
лиевые каналы.

Введение

Токсическое действие экзогенных РНКаз на раковые клетки послужило
толчком к изучению этих ферментов в качестве противоопухолевых препара-
тов. Значительный объем экспериментальных и теоретических данных, полу-
ченных в разных лабораториях и исследовательских центрах мира, существен-
но расширил представления о свойствах и механизмах действия цитотоксич-
ных РНКаз. Тем не менее в силу многих причин говорить о массовом практи-
ческом применении противораковых препаратов на основе РНКаз пока преж-
девременно. На сегодняшний день известно значительное количество РНКаз,
обладающих селективным цитотоксическим действием по отношению к клеткам
опухолей [1–3]. Наиболее известным ферментом этого ряда является РНКаза
лягушки Rana pipiens – онконаза [4] – перспективный препарат для терапии
злокачественной мезателиомы легких, которая индуцирует апоптоз опухолевых
клеток преимущественно по митохондриальному пути. РНКаза бычьих семен-
ников (BS-РНКаза) индуцирует апоптоз клеток миелоидного лейкоза, нейроб-
ластомы [5] и агрессивных субтипов опухолей щитовидной железы [6]. Рибо-
нуклеаза Bacillus intermedius (биназа) индуцирует апоптоз клеток миелогенного
лейкоза К562, не оказывая негативного влияния на нормальные лимфоциты
периферической крови [7].
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Несмотря на то что основной эффект взаимодействия клетки с экзогенной
РНКазой состоит в деградации доступных клеточных РНК, необходимо отметить
регуляторные эффекты продуктов этой деградации. Последние могут относиться
к различным типам малых некодирующих РНК, способных влиять на процессы
РНК-интерференции. На сегодняшний день многие описанные регуляторные
эффекты экзогенных РНКаз объясняются именно их воздействием на образо-
вание или разрушение малых некодирующих РНК [8].

Известно, что антипролиферативное действие биназы на фибробласты,
трансформированные онкогеном ras, ассоциировано с угнетением в них тока
ионов через Са2+-зависимые калиевые каналы [9], в то время как в нормальных
клетках тесной связи между функционированием КСа-каналов и степенью ток-
сического действия РНКазы на клетки не наблюдалось. В то же время показано,
что КСа-каналы играют важную роль в реализации механизмов начальной стадии
апоптоза [10]. Таким образом, КСа-каналы могут быть объектами направленного
воздействия в терапии опухолевых заболеваний цитотоксичными РНКазами.

В настоящей работе исследованы изменения физиологической активности
КСа-каналов, инициированные воздействием микробных РНКаз: биназы, РНКазы
Streptomyces aureofaciens (РНКаза Sa) и ее катионного мутанта 5К.

1. Материалы и методы исследования

В работе использовали биназу – гуанилспецифичную РНКазу Bacillus
intermedius 7Р дикого типа (молекулярная масса 12.3 кДа, 109 аминокислотных
остатков, pI 9.5) [6], а также нативную РНКазу Sa (молекулярная масса 10.2 кДа,
96 аминокислотных остатков, pI 3.5) и ее мутантный вариант 5К (pI 9.1). Физи-
ко-химические и каталитические свойства биназы и РНКаз Sa и 5К охарактери-
зованы в [11–13].

Исследование эффектов РНКаз проводили на клетках эмбриональной почки
человека (HEK293), в норме лишенных КСа-каналов. Клетки были трансфециро-
ваны геном кальций-зависимых калиевых каналов hSK4, как это описано ранее
[14]. Клетки выращивали в питательной среде DMEM, содержащей 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Sigma), 2 мМ глутамина, по 100 ед./мл пеницил-
лина и стрептомицина и 400 мкг/мл генецитина при 37 °С в атмосфере 6% СО2.

Мембранный ток отдельных клеток измеряли с помощью патч-кламп тех-
нологии, как это описано в [15]. Для определения значения тока измерения
проводили для 9–15 клеток в серии.

Математическую обработку результатов цитометрии проводили с помощью
Statistica 6.0, используя непараметрический критерий Манна – Уитни в качестве
критерия достоверности. При этом р ≤ 0.05 принимали за достоверный уровень
значимости.

2. Результаты и обсуждение

При культивировании с биназой (300 мкг/мл) в течение 24 и 48 ч в популя-
ции клеток HEKhSK4 происходило снижение количества клеток с активными
Са2+-зависимыми калиевыми каналами. После 24 и 48 ч инкубации число клеток
с активными КСа-каналами снизилось до 55% и 45% соответственно (рис. 1).
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Рис. 1. Изменение доли клеток с активными КСа-каналами под действием биназы (300
мкг/мл) после 24 и 48 ч инкубирования. За 100% принято количество клеток с актив-
ными КСа-каналами в пробах необработанных биназой
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Рис. 2. Изменение К+ тока через КСа-каналы клеток HEKhSK4 под действием РНКаз
(300 мкг/мл) после 24 и 48 ч инкубирования

Одновременно со снижением доли клеток, несущих активные КСа-каналы,
в течение первых 24 часов культивирования с биназой происходило увеличе-
ние калиевого мембранного тока через эти каналы у клеток, их сохранивших.
Значение К+-тока у клеток, обработанных биназой, возрастало на 40% по срав-
нению с контролем. Через 48 ч культивирования значение К+-мембранного то-
ка у клеток, имеющих активные КСа-каналы, в опытных пробах снижалось по
сравнению с контролем на 25% (рис. 2). РНКаза 5К сходным образом изменяла
калиевый ток через каналы клеток HEKhSK4 через 48 ч культивирования, сни-
жая его на 54%. Нецитотоксичная РНКаза Sa не вызывала снижения активно-
сти КСа-каналов после 48 ч совместного инкубирования (рис. 2). Поскольку ин-
гибирование активности каналов было немгновенным и требовало времени, это

24 ч 48 ч
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Рис. 3. Восстановления функций КСа-каналов клеток HEKhSK4 после инкубации
с РНКазой. Клетки культивировали с РНКазой 5К (300 мкг/мл) 96 ч, затем переносили
в среду без РНКазы. За 100% принято значение мембранного тока контрольных клеток,
не подвергавшихся обработке РНКазой

косвенно свидетельствует не о прямом ингибировании активности каналов
РНКазами, а об опосредованном действии этих ферментов, возможно влияю-
щих на экспрессию генов канального белка.

Данное предположение подтвердили результаты эксперимента по восста-
новлению функций КСа-каналов после инкубации с РНКазами. После инкуба-
ции с РНКазой 5К (300 мкг/мл) в течение 96 ч клетки HEKhSK4 переносили в
среду без РНКазы и регистрировали восстановление кальций-зависимого ка-
лиевого тока отдельных клеток. Полное восстановление функций КСа-каналов
таких клеток происходило за 48 ч (рис. 3).

Полученные результаты свидетельствуют о принципиальной роли КСа-ка-
налов в проявлении цитотоксических эффектов РНКаз и должны быть учтены
при разработке лекарственных препаратов на их основе.

Работа выполнена при поддержке ФЦП «Исследования и разработки по
приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса
России на 2007–2012 годы» (ГК № 02.512.12.2014), «Развитие научного потен-
циала высшей школы (РНП.2.1.1.1005), РФФИ (проект № 07-04-01051) и
НИОКР АН РТ ГК 03-3.5.2/2008 (ФП).

Summary

P.V. Zelenikhin, A.I. Kolpakov, V.A. Mitkevich, A.A. Makarov, O.N. Ilinskaya. The Effect
of the Exogenious Bacrerial RNase on Calcium-activated Potassum Channels in Human Em-
brio Kidney Cells Functioning.

The connection between the action of cationic microbial RNases and Ca2+-activated K+

channel was investigated in human embrio kidney cells HEKhSK4 artificially expressing the
channels. After 24 hours potassum current of RNase-treated cells increased, whereas after
48 hours the K+ membrane current significantly decreased. Removing the RNases from cul-
ture medium led to potassum channels reactivation. Basing on this pattern, we hypothesize
that RNases downregulate KCa-channels at the level of transcription and translation.

Key words: bacterial RNases, cytotoxicity, Ca2+-activated K+ channels.
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