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Вирус папилломы человека 16 типа (ВПЧ-16) относится к  группе вирусов высокого риска 
и  характеризуется гиперэкспрессией онкобелков Е6 и  Е7, определяющих онкогенные свойства 
вируса: иммортализацию и злокачественную трансформацию пролиферирующих эпителиальных 
клеток. Биогенез редоксчувствительных белков Е6 и  Е7 на ранних этапах вирусной инфекции 
приводит к блокированию антиоксидантных систем клетки и убиквинтинзависимой деградации 
опухолевых супрессоров р53 и  Rb. Поддержание высоких темпов пролиферации опухолевых 
клеток способствует повышению уровня продукции активных форм кислорода (АФК) и смещению 
окислительно-восстановительного баланса в сторону окислительных процессов. Восстановленный 
глутатион (GSH) через S-глутатионилирование тиоловых групп редоксчувствительных белков 
обеспечивает антиоксидантную защиту опухолевых клеток, что приводит к  появлению 
лекарственно устойчивых злокачественных новообразований. В  связи с  этим особое значение 
приобретают лекарственные препараты, действие которых направлено на восстановление редокс-
баланса в раковых клетках и тем самым на повышение их чувствительности к химиотерапии. Нами 
установлено, что в ВПЧ-16-положительной линии клеток SiHa плоскоклеточной карциномы шейки 
матки РНКаза Bacillus pumilus (биназа) модулирует редоксзависимые регуляторные механизмы, 
обеспечивающие нечувствительность этих клеток к  апоптозу. Действие биназы в  нетоксичных 
концентрациях (0.8 мкМ) инициирует ряд начальных апоптогенных изменений, а именно: снижает 
уровень АФК и GSH, ингибирует экспрессию онкобелка Е6, активирует экспрессию супрессора 
опухоли р53, снижает уровень глутатионилирования р53 и повышает глутатионилирование Na,K-
АTРазы. Индуцированное биназой нарушение целостности мембран митохондрий является 
сигналом к активации митохондриального пути апоптоза. 
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ВВЕДЕНИЕ
Восстановленный глутатион (GSH)  – три

пептид, состоящий из трех аминокислотных 
остатков: L-глутамата, L-цистеина и  глицина. 
GSH синтезируется в цитозоле, где его концен-
трация составляет 5–10 мМ; из цитозоля GSH 
транспортируется в  митохондрии, эндопла
зматический ретикулум, пероксисомы и  ядро 
[1]. Ключевые функции GSH  – вывод ксено
биотиков из клетки, антиоксидантная защи
та и  редоксзависимая модификация тиоловых 
групп белков, в результате которой происходит 

образование дисульфидного мостика между 
белком и  глутатионом (S-глутатионилирова-
ние) [2]. 

В норме на долю GSH приходится около 99% 
от его общего внутриклеточного содержания 
[1, 3]. Окислительно-восстановительный по-
тенциал пары GSH/GSSG часто использу-
ют для определения редокс-статуса клетки 
[3, 4]. Нарушение внутриклеточного баланса 
GSH/GSSG наблюдается при ряде патологий, 
включая нейродегенеративные заболевания, 
муковисцидоз, ВИЧ и  злокачественные но-
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вообразования [2, 5]. Редокс-статус опухоле-
вых клеток кардинально отличается от здо-
ровых вследствие повышенного содержания 
активных форм кислорода (АФК), вызванно-
го гиперэкспрессией онкогенов MYC и  KRAS, 
мутации в  которых обнаруживают в  20–30% 
всех опухолей [6, 7]. Помимо антиоксидантной 
активности, GSH действует как детоксикант, 
образуя конъюгаты с химиотерапевтиками, ко-
торые затем выводятся из клетки эффлюкс-
системой [8]. В  связи с  этим глутатион 
считают важным звеном разработок стратегии 
противоопухолевой терапии. 

Сдвиг внутриклеточного редокс-статуса 
в  более окисленную область, характерный 
для злокачественных клеток, индуцирует 
S-глутатионилирование редоксчувствительных 
белков (киназ, факторов транскрипции, ионных 
транспортеров). Это защищает тиоловые группы 
от необратимого окисления либо приводит 
к  изменению функциональной активности 
белков [9, 10]. Так, вирус папилломы человека 
(ВПЧ) ингибирует антиоксидантные системы 
клетки для активации редоксчувствительных 
онкобелков Е6 и Е7, подавляющих активность 
опухолевых супрессоров p53 и Rb. Злокачествен-
ная трансформация клеток SiHa поддерживается 
за счет экспрессии белков E6 и E7, кодируемых 
ВПЧ типа 16 (ВПЧ-16), относящегося к вирусам 
высокого канцерогенного риска [11].

Терапевтическая эффективность препаратов, 
направленных на восстановление редокс-
статуса клетки, уже доказана при лечении 
некоторых онкологических заболеваний, вклю
чая промиелоцитарный лейкоз, рак пищевода, 
толстой кишки, молочной железы и  немел
коклеточный рак легкого [12, 13]. Установлено, 
что РНКазы также обладают антиоксидантными 
свойствами. Так, РНКаза Bacillus pumilus 
(биназа) снижает уровень АФК в клетках Kasu-
mi-1, меланомы В16 и Jurkat [14–16]. Таким об-
разом, восстановление редокс-статуса опухоле-
вых клеток РНКазами до уровня, характерного 
для нормы, препятствует их неконтролируемой 
пролиферации и  приводит к  повышению чув-
ствительности клеток к апоптозу.

Здесь проанализированы опосредованные 
модуляцией редокс-статуса клеток и глутатиони
лирования белков механизмы цитотоксического 
действия биназы на ВПЧ-16-положительные 
клетки SiHa плоскоклеточной карциномы 
шейки матки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Линию клеток  

SiHa  – ВПЧ-16-позитивной плоскоклеточной 
карциномы шейки матки человека (АТСС, 
США)  – культивировали на питательной сре

де RPMI-1640, содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS; 
“ПанЭко”, Россия), 2 мМ глутамина (“ПанЭко”), 
100 ед/мл пенициллина и  100  мкг/мл стрепто-
мицина (“ПанЭко”), при 37°C в атмосфере 5% 
CO2. Клетки засевали в  12-луночные плоско-
донные планшеты (“Nest”, Китай) и растили до 
образования 50%-ного монослоя.

Ферментативная обработка клеток. В работе 
использовали биназу – РНКазу B. pumilus дикого 
типа (EC 3.1.27.3, 109 а.о., Mr 12.3 кДа, pI 9.5), 
полученную как описано ранее [17]. Учитывая 
данные V. Mitkevich и др. [18] по коэффициенту 
цитотоксичности биназы (CC50  – 50% cytoto
xicity concentration) для клеток SiHa, который 
составляет 1.2 ± 0.2 мкM за 72 ч инкубации, мы 
использовали фермент в концентрации 0.8 мкМ. 
Клетки инкубировали с биназой в течение 24, 48 
и 72 ч. 

Цитофлуориметрический анализ. Внутри
клеточные параметры оценивали с  помощью 
проточного цитофлуориметра BD LSRFortessa™ 
(“Becton Dickinson”, США). 

Процент клеток с поврежденной мембраной 
в  популяции определяли с  помощью йодида 
пропидия (PI; “Sigma-Aldirch”, США). Краситель 
в  конечной концентрации 10 мкг/мл вносили 
в  суспензию клеток за 1 мин до проведения 
измерений. Окрашенные PI (PI+) клет-
ки определяли как мертвые (некротические) 
и исключали из рассмотрения при оценке уров
ня АФК, глутатиона и  митохондриального по
тенциала. 

Для определения уровня АФК клетки обра
батывали дигидрородамином 123 (DHR123; “In-
vitrogen”, США) в концентрации 10 мкМ. 

Содержание восстановленного глутатиона, 
GSH, в  клетках определяли с  использованием 
красителя ThiolTrackerTM Violet (“Invitrogen”), 
конечная концентрация которого составляла 
7.5 мкМ. 

Величину митохондриального потенциала 
(ΔΨm) в  клетках с  неповрежденной мембра-
ной оценивали с  использованием красителя 
MitoProbe™ DiIC1(5) (“Invitrogen”) в конечной 
концентрации 0.5 мкМ. 

Обработанные красителями клетки инкуби
ровали при 37°C в  темноте в  течение 30 мин. 
В клетках с неповрежденной мембраной содер
жание АФК и  GSH оценивали по интенсив
ности флуоресценции зеленого цвета для соот
ветствующих красителей, а  изменение мито
хондриального потенциала  – по изменению 
интенсивности флуоресценции красного цвета 
для красителя DiIC1(5).
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ДЕЙСТВИЕ БИНАЗЫ НА КЛЕТКИ SiHa

Иммуноблотинг. Осадок клеток ресуспен
дировали в  200 мкл лизирующего буфера 
RIPA (25 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 150 мМ NaCl, 
1% Nonidet P40, 0.1% SDS, 1% дезоксихолата 
натрия). Суспензию инкубировали при 4°С 
в  течение 1 ч  при перемешивании, после че
го центрифугировали (10 000 g, при 4°C) 
и  собирали супернатант. Концентрацию белка 
в клеточных лизатах определяли методом Лоу
ри. Электрофоретическое разделение белков 
проводили в денатурирующем 10%-ном ПААГ. 
После разделения белки переносили на PVDF-
мембрану с  использованием системы Trans-
Blot Turbo (“Bio-Rad”, США). По окончании 
процесса мембраны инкубировали сначала 
в  течение 30 мин в  блокирующем буфере, 
содержащем 5% обезжиренного молока в PBST 
(50 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.05% 
Tween 20), а  затем при 4°С в  течение ночи 
с  мышиными моноклональными антителами 
против следующих белков: p53 (“Santa Cruz Bio-
technology”, США; в разведении 1 : 1 000), Е6, 
Na,K-АТPазы-α1 (“Sigma-Aldrich”; 1 : 10 000), 
β-актина (“Invitrogen”; 1 : 10 000), глутатиона 
(“Sigma-Aldrich”; 1 : 1 000) – или с кроличьими 
антителами против р53, глутатионилированного 
по Cys141 (“Sigma-Aldrich”; 1 : 1 000). После 
тщательной промывки в PBST мембраны инку
бировали с  меченными пероксидазой хрена 
козьими антителами против IgG соответственно 
мыши или кролика. Для визуализации резуль
татов использовали набор SuperSignal West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate (“Thermo 
Fisher Scientific”, США) на гель-документато-
ре ChemiDoc MP (“Bio-Rad”). Денситометри-
ческий анализ содержания белков проводили 
с  использованием программного пакета Image 
Lab (“Bio-Rad”).

Статистическая обработка результатов. Все 
эксперименты проведены в трех биологических 
повторах. Для статистической обработки данных 

использовали t-тест Стьюдента. Значение 
p ≤ 0.05 отражало статистически значимые раз-
личия. Для статистического анализа исполь-
зовали программные пакеты STATISTICA 10.0 
и MS Excel 2020 (p ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние биназы на редокс-статус клеток  
линии SiHa

Повышенный уровень продукции АФК  – 
следствие высоких темпов пролиферации опухо
левых клеток. Адаптация клеток к избыточному 
уровню АФК посредством глутатионилирования 
редоксчувствительных белков способствует 
увеличению их выживаемости и  появлению 
агрессивных опухолей, обладающих лекарст
венной устойчивостью [19]. Влияние биназы 
на редокс-статус клеток SiHa оценивали по 
изменению уровня АФК и  восстановленного 
глутатиона. Инкубация клеток с биназой в те
чение 24 ч приводила к снижению уровня АФК 
в клетках SiHa на 25%; при увеличении времени 
инкубации до 48 и 72 ч антиоксидантный эффект 
биназы сохранялся (рис. 1а). Уровень восста-
новленного глутатиона достоверно снижался 
только через 72 ч инкубации с биназой (рис. 1б). 

Проапоптотический эффект биназы

Снижение митохондрильного потенциала  – 
один из ярких маркеров внутреннего (митохон
дриального) пути апоптоза. Изменения мито
хондриального потенциала в  клетках после 
обработки биназой в  концентрации ниже 
СС50 (0.8 vs 1.2 мкМ) оценивали с  помощью 
флуоресцентного трекера DilC1(5), накапливаю-
щегося в митохондриях. Анализ изменения доли 
живых клеток со сниженным митохондриальным 
потенциалом в течение 72 ч инкубации с биназой 

Рис. 1. Цитофлуориметрический анализ содержания АФК (а) и восстановленного глутатиона (б) в клетках SiHa, 
инкубированных с биназой (0.8 мкМ) в течение 24, 48 и 72 ч. Результаты представлены как сигнал флуоресценции 
красителей DHR123 (АФК) и ThiolTrackerTM Violet (GSH), полученный от клеток, инкубированных с биназой, 
относительно необработанных. *p ≤ 0.05.
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приведен на рис. 2а. Как видно, резкий рост доли 
клеток со сниженным митохондриальным потен
циалом зарегистрирован через 72 ч; при этом 
увеличения доли мертвых клеток не наблюдали 
(рис. 2б). 

Влияние биназы на глутатионилирование  
p53 и Na,K-АТPазы

Чувствительность опухолевых клеток к цито
токсическому действию биназы зависит от экс
прессии специфических онкогенов: KIT, RUNX1 
(AML1-ETO), FLT3 и KRAS [20–22]. Линия клеток 
SiHa, ВПЧ-16-положительной плоскоклеточной 
карциномы шейки матки, характеризуется 
экспрессией редоксчувствительных вирусных 
онкобелков Е6 и  Е7. Их основная функция 
заключается в блокировании антиоксидантных 
систем и  подавлении опухолевых супрессоров 
р53 и  Rb. Так, вирусный белок Е6 индуцирует 
убиквинтинзависимую деградацию онкосуп
рессора р53 [23]. Кроме того, известно, что 
в  условиях оксидативного стресса белок p53 

подвергается редоксзависимому глутатиони
лированию, что препятствует его связыва-
нию с ДНК и, как следствие, реализации про
тивоопухолевой активности [24].

Как видно из данных, представленных 
на рис. 3, инкубация клеток SiHa с  биназой 
в концентрации 0.8 мкМ приводит к снижению 
экспрессии вирусного белка Е6 и  усилению 
биогенеза р53. Это согласуется с результатами, 
полученными нами ранее для более высоких 
концентраций фермента (8 мкМ) [18]. Кроме 
того, в  присутствии биназы снижен уровень 
глутатионилирования белка р53 (рис. 3), что по-
вышает его онкосупрессорный потенциал. 

Na,K-АТPаза относится к ключевым редокс
чувствительным белкам клетки. Функциональная 
активность этого фермента напрямую зависит 
от окислительно-восстановительного стату-
са клетки и  снижается при окислительном 
стрессе, гипоксии и  глутатионилировании 
каталитической α1-субъединицы [25]. Раковые 
клетки характеризуются повышенной актив-

Рис. 2. Цитофлуориметрический анализ содержания клеток со сниженным митохондриальным потенциалом (а) 
и мертвых клеток (б) после обработки биназой (0.8 мкМ) в течение 24, 48 и 72 ч. *p ≤ 0.05.
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Рис. 3. Влияние биназы на уровни белков Е6 ВПЧ-16 и р53 в клетках SiHa. а – Электрофоретический анализ белков 
в лизатах клеток SiHa. Здесь и далее: M – маркеры молекулярной массы белков PageRuler Prestained Protein Ladder 
(“Thermo Fisher Scientific”, США), контроль – необработанные клетки; биназа – клетки инкубировали с 0.8 мкМ 
биназой в течение 48 ч. б – Относительное содержание белков р53 и Е6 в лизатах, обработанных биназой клеток 
SiHa. За 100% принят уровень соответствующих белков в контроле. в – Изменение степени глутатионилирования 
белка р53 (GSS-р53) при обработке клеток SiHa биназой. Кратность изменения рассчитывали как GSS-р53/р53; за 
единицу принято значение GSS-р53/р53 в контроле. *p ≤ 0.05. 
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ностью Na,K-АТPазы, поэтому ингибиторы 
ее ферментативной  активности относятся 
к  перспективным препаратам для лечения 
онкологических заболеваний [26, 27].

Нами показано, что в клетках SiHa, инкуби-
рованных с  биназой в  концентрации 0.8 мкМ 
в течение 48 ч, уровень Na,K-АТPазы снижался 
на 45% относительно необработанных клеток; 
при этом на 20% повышалось содержание 
глутатионилированной формы каталитической 
α1-субъединицы фермента (рис. 4). Все 
эти процессы приводит к  ингибированию 
АТPазной активности фермента и,  как след
ствие, к  нарушению ионного гомеостаза 
и последующему апоптозу клеток. Таким обра
зом, конечным результатом действия биназы 
даже в  нетоксичной концентрации можно 
считать ее проапоптотический эффект. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Антиоксидантный потенциал биназы

Антиоксидантная функция восстановленного 
глутатиона, GSH, заключается в предотвращении 
развития окислительного стресса, защите белков 
от необратимого окисления и  поддержании 
окислительно-восстановительного гомеостаза 
в клетках. GSH взаимодействует с окисленными 
формами молекул и  АФК как напрямую, так 
и  в  качестве косубстрата фермента глутатион
пероксидазы. В  ходе ферментативной реакции 
глутатионпероксидаза восстанавливает H2O2 
и перекиси липидов до воды и соответствующих 
спиртов [28]. Детоксикация ксенобиотиков также 
одна из важнейших функций GSH. В реакции, 
катализируемой глутатион-S-трансферазой, 
GSH образует конъюгаты с  электрофильными 
ксенобиотиками. Такие конъюгаты (GS-X) вы-
брасываются из клетки ABC-транспортером 
MRP1 (multidrug resistance protein 1), что при-
водит к  развитию лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток [29, 30].

Изучению антиоксидантной активности 
РНКаз животного и бактериального происхож
дения посвящен ряд исследований. Так, B. Ardelt 
с соавт. [31] установили снижение АФК в клетках 
канальцевой карциномы молочной железы 
и  фибросаркомы после обработки РНКазой 
из ооцитов лягушки Rana pipiens (онконазой). 
На модели опухолевых клеток Kasumi-1 
В. Митькевич (Mitkevich) с соавт. [15] выявили 
дозозависимое снижение продукции АФК под 
действием биназы. Интересно отметить, что оно 
коррелировало с ростом внутриклеточного каль-
ция и процента апоптических клеток. Подавление 
окислительного стресса в  клетках Jurkat после 
обработки биназой коррелировало со снижением 
уровня экспрессии транскрипционного фактора 
NF-κB1, при этом возрастала доля клеток 
в  состоянии апоптоза [16]. Онконаза также 
снижала уровень экспрессии NF-κB1 в клетках 
мезотелиомы [32]. Известно, что повышенное со-
держание АФК в клетках индуцирует экспрессию 
NF-κB, что приводит к активации генов проли-
ферации и снижению чувствительности клеток 
апоптозу. По-видимому, подавление продукции 
АФК и  снижение уровня NF-κB характерны 
для цитотоксичных РНКаз различного про
исхождения. Установленное нами снижение 
уровня АФК в  клетках SiHa после инкубации 
с  биназой в  нетоксичной концентрации, по-
видимому, тоже связано с  этим механизмом. 
Наблюдаемое под действием биназы снижение 
уровня АФК в  клетках SiHa, предшествую-
щее снижению уровня глутатиона и  индукции 
падения митохондриального потенциала, 
является еще одним подтверждением важнос
ти антиоксидантной активности РНКаз в  реа
лизации их цитотоксического действия. 

Проапоптотический потенциал биназы

Более 200 белков млекопитающих участ
вует в  тиол-дисульфидном обмене [33, 34]. 
Установлено, что S-глутатионилирование 
ингибирует активность ядерного фактора NF1, 

Рис. 4. Влияние биназы на уровень α1-субъединицы Na,K-АТPазы в  клетках SiHa. а  – Электрофоретический 
анализ содержания α1-субъединицы Na,K-АТPазы в клетках SiHa. Обозначения см. в подписи к рис. 3. Изменение 
степени глутатионилирования (б) и содержания (в) α1-субъединицы Na,K-АТPазы в лизатах клеток SiHa, обрабо-
танных биназой. За единицу приняты значения в контроле. *p ≤ 0.05.
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актина, транскрипционного фактора NF-κB, 
опухолевого супрессора р53 и киназы IκB (IKK). 
Функционирование клеточного актина проис-
ходит при посредничестве обратимого S-глута-
тионилирования, нарушение которого меняет 
структурную организацию стресс-фибрилл 
актинового цитоскелета [35]. Сохранение 
оптимального соотношения восстановленного 
глутатиона к  окиcленному (GSH/GSSG) 
в  клетке  – ключевой фактор ее нормального 
функционирования. Дисбаланс GSH/GSSG, 
вызванный ингибированием синтеза GSH, при-
водит к редоксзависимой активации сигнальных 
путей ERK/JNK/p38 и  запуску апоптоза [36–
38]. Баланс GSH/GSSG сдвигается в  сторону 
GSSG при развитии окислительного стресса, 
что индуцирует глутатионилирование белков 
[25]. Таким образом, повышенный уровень 
АФК, характерный для опухолевых клеток, 
индуцирует глутатионилирование белков, что 
в ряде случаев изменяет их функционирование. 
Так, глутатионилирование транскрипционного 
фактора р53 препятствует его связыванию 
с  молекулой ДНК. Это приводит к  тому, 
что опухолевые клетки реализуют механизм 
адаптации, который подавляет развитие 
апоптотического ответа на ранней стадии 
окислительного стресса, и тем самым избегают 
немедленной гибели [39]. Здесь нами показано, 
что снижение уровня АФК в клетках SiHa под 
действием биназы приводит  к  уменьшению 
степени глутатионилирования p53 (рис.  3в). 
Ранее V.  Mitkevich и  др. [18] показали, 
что под действием биназы в  этих клетках 
снижалась экспрессия  белка Е6 ВПЧ-16, 
что сопровождалось повышением уровня 
р53. Таким образом, биназа даже в  низкой, 
нетоксичной концентрации оказывает про
апоптотический эффект на клетки SiHa. Уве-
личение транскриптов белка p53 под действи-
ем биназы ранее было показано и  на моделях 
опухолевых клеток HEKhSK4 [40].

Интересно отметить, что при инкубации 
с  биназой уровень глутатионилирования 
мембранного белка Na,K-АТPазы возрастает 
(рис. 4а,б), а  это, как показано нами ранее 
[25], приводит к  ингибированию ее актив-
ности и,  как следствие, снижению выживае
мости опухолевых клеток. Возрастание глута
тионилирования Na,K-АТPазы под действием 
биназы (0.8 мкМ) было нами показано ранее 
и  на клетках Kasumi-1 миелогенного лейкоза 
[41]. Ключевая функция Na,K-АТPазы в  клет
ке заключается в  поддержании ионного 
гомеостаза и  трансмембранного потенциала. 
В  раковых клетках активность Na,K-АТPазы 
часто повышена в  связи с  особенностями 
их метаболизма. Во многих типах раковых 
клеток замечена активация каталитической 

α1-субъединицы этого фермента [42]. Кроме 
того, в  опухолевых клетках некаталитическая 
β-субъединица Na,K-АТPазы играет ключевую 
роль в  механизмах клеточной адгезии и  миг
рации, а ее блокирование приводит к опухолевой 
инвазии и метастазированию [43]. В связи с этим 
Na,K-АТPаза может служить перспективной 
мишенью для противоопухолевой терапии. 
Кардиотонические стероиды (КТС), содер
жащиеся в  том числе в  организме человека, 
относятся к  специфическим ингибиторам 
и  регуляторам Na,K-АТРазы. Длительное 
время КТС применяли для лечения сердечной 
недостаточности, так как ингибирование 
Na,K-АТPазы и,  как следствие, увеличение 
концентрации кальция приводит к  усилению 
сердечных сокращений [44]. В ряде исследований 
показана эффективность таких КТС, как 
уабаин, дигиталин и  буфалин, в  лечении 
рака простаты [45, 46], хотя для некоторых 
препаратов этой группы повышен риск 
возникновения онкологических заболеваний 
[47]. Терапевтический индекс большинства 
КТС, обладающих противоопухолевой актив-
ностью, достаточно низок, что ограничивает 
перспективы их применения в  лечении 
онкологических заболеваний. В  то же время 
биназа в  концентрации 0.8 мкМ блокирует 
активность Na,K-АТРазы, снижая адаптивный 
потенциал опухолевых клеток, что обосновывает 
возможность применения в противоопухолевой 
терапии даже малых доз этой РНКазы. 

Митохондрии играют ключевую роль в ини
циации Bcl-2-зависимого механизма апоптоза 
опухолевых клеток. Падение митохондриального 
мембранного потенциала (∆Ψm) приводит к из-
менению проницаемости мембран, ускорению 
высвобождения апоптотических факторов 
(цитохром c, Smac/Diablo и  AIF), активации 
каспаз и,  как следствие, к  гибели клеток [48]. 
Так, в  диабетических кардиомиоцитах стресс-
индуцированное окисление митохондриального 
GSH приводило к снижению ∆Ψm, активации ка-
спазы-9 и каспазы-3 [49]. В клетках В-клеточной 
лимфомы человека АФК-зависимое снижение 
митохондриального глутатиона (mGSH) ини-
циировало апоптоз и  сопровождалось резким 
падением ∆Ψ, высвобождением цитохрома  с 
и  активацией каспазы-3 [50]. Нами показано, 
что в клетках SiHa через 72 ч инкубации с бина
зой снижается как уровень глутатиона, так 
и  величина митохондриального потенциала, 
то есть нарушается работа митохондрий. Ранее 
показано, что индуцированный биназой апоптоз 
клеток Kasumi-1 и HEKhSK4 опосредован депо-
ляризацией мембран митохондрий и повышени-
ем содержания Ca2+ внутри клеток [15, 51]. Веро-
ятно, снижение митохондриального потенциала 
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в клетках SiHa также служит ранним маркером 
последующих апоптотических изменений. 

Таким образом, нами установлено, что бина
за в  низких концентрациях приводит к  сни
жению уровня АФК, индуцируя снижение 
глутатионилирования p53, повышению уровня 
немодифицированного p53 и  тем самым спо
собствует восстановлению нормальной функ
ции белка p53 в клетках SiHa – ВПЧ-16-поло
жительной плоскоклеточной карциномы. 
Падение уровня восстановленного глутатиона 
под действием биназы, вероятно, вносит вклад 
в  падение митохондриального потенциала, 
что индуцирует развитие митохондриального 
пути апоптоза. Под действием биназы уровень 
Na,K-АТPазы снижается и  увеличивается 
доля глутатионилированной формы. Логично 
предположить, что это приводит к  падению 
ферментативной активности Na,K-АТPазы 
в  клетке, а  значит и  нарушению ионно
го гомеостаза. Следовательно, в  низких кон
центрациях биназа снижает защитные свойства 
раковых клеток за счет нормализации работы 
редоксчувствительных систем и  изменения 
глутатионилирования ряда белков. Полученные 
результаты позволяют рассматривать биназу 
в качестве агента, регулирующего редокс-баланс 
опухолевых клеток в составе комплексной тера-
пии онкопатологий.

Работа выполнена в  рамках программы 
“Приоритет-2030” Министерства науки и выс
шего образования Российской Федерации при 
финансовой поддержке Российского научного 
фонда (проект № 21-74-10036) и гранта ICGEB 
(CRP/RUS20-01).

Настоящее исследование проводилось без 
использования биологических материалов, 
полученных от людей и животных. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Redox Status and Protein Glutathionylation  
in Binase-Treated HPV16-Positive SiHa Carcinoma Cells 
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Human papillomavirus type 16 (HPV16) belongs to the high-risk type viruses and is associated by 
overexpression of E6 and E7 oncoproteins, which determine the oncogenic properties of the virus such 
as immortalization and malignant transformation of proliferating epithelial cells. The biogenesis of redox-
sensitive proteins E6 and E7 at the early stages of viral infection leads to blocking of cell antioxidant defense 
system and ubiquintin-dependent degradation of p53 and Rb tumor suppressors. Maintaining high rates 
of tumor cell proliferation contributes to an increase in the reactive oxygen species (ROS) production 
level and a shift in the redox balance towards oxidative processes. Reduced glutathione (GSH) provides 
antioxidant protection to tumor cells through S-glutathionylation of thiol groups of redox-sensitive proteins, 
which leads to the appearance of multidrug-resistant forms of cancer. In this regard, drugs restoring redox 
balance and increasing susceptibility to antitumor therapy are of particular importance. We have established 
that in HPV-16-positive SiHa cells of cervical squamous cell carcinoma, Bacillus pumilus RNase (binase) 
modulates the redox-dependent regulatory mechanisms that ensure tumor cell resistance to apoptosis. 
Binase in nontoxic concentrations initiates a number of pre-apoptogenic changes, i.g., decreases ROS and 
GSH levels, suppresses the expression of E6 oncoprotein, activates the expression of p53 tumor suppressor, 
and reduces the mitochondrial potential of tumor cells. Binase-induced disruption of the mitochondrial 
membrane integrity is a signal for the mitochondrial apoptosis pathway activation.

Keywords: binase, redox status, malignant cells, glutathionylation, p53, Na/K-ATPase 


