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Р Е Ф Е Р А Т

В последние годы в области разработки новых противоопухолевых 
препаратов на основе ферментов продемонстрированы существенные 
достижения. Помимо L-аспарагиназы, которая применяется в онкоге-
матологии уже более 30 лет, два фермента — L-аргининдезиминаза и 
ранпирназа — прошли несколько этапов клинических исследований. 
Для целого ряда ферментов показана противоопухолевая активность на 
доклиническом этапе в экспериментах in vivo: L-метионин-гамма-лиаза, 
L-лизин-альфа-оксидаза, биназа. В настоящем обзоре представлены 
ферменты, продемонстрировавшие на различных этапах исследований 
противоопухолевую активность, и перспективы их использования в он-
когематологии.

Ключевые слова: 
противоопухолевые ферменты, L-аспарагиназа, L-метионин-гамма-лиаза, 
L-лизин-альфа-оксидаза, L-аргининдезиминаза, L-фенилаланин-аммиак-
лиаза, ранпирназа.

Принято в печать: 12 ноября 2013 г.

ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» РАМН, Москва

115478, Каширское шоссе, д. 24, Moсква, Российская Федерация

Enzymes in oncohematology: 

relevant directions of experimental 

studies and prospects of clinical use

V.S. Pokrovskiy and Ye. M. Treshchalina

ABSTRACT

Recently, the field of development of the novel enzyme-

based drugs showed remarkable advances. In addition to 

L-asparaginase which have been already used in oncohe-

matology for more than 30 years, the two new enzymes, 

L-arginine deiminase and ranpirnase, underwent the several 

phases of clinical trials. Anticancer activity in vivo at the 

preclinical stage was shown for a number of enzymes: 

L-methionine-gamma-lyase, L-lysine-alpha-oxydase, 

and binase. This review discusses the enzymes which 

possess anticancer activity and prospects for their use in 

oncohematology.
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ВВЕДЕНИЕ

Благодаря успехам биохимии и 
биотехнологии все более широкое 
применение в клинической медицине 
находят препараты с ферментативной 
активностью. Уже более 50 лет они 
используются для заместительной 
терапии при недостаточности под-
желудочной железы, для ускорения 
заживления ран, в качестве тромбо-
литических средств, а также для 
лечения злокачественных новооб-
разований.

Первым бактериальным фер-
ментом со специфическим действием 
на опухолевые клетки, нашедшим 
применение в клинической онкоге-
матологии, стала L-аспарагиназа. В 
настоящее время с успехом исполь-
зуются для лечения больных острым 
лимфобластным лейкозом препараты 
нативной и иммобилизованной 
L-аспарагиназы из различных бак-

териальных источников (Escherichia  
coli и Erwinia chrysanthemi, пеги-
лированная L-аспарагиназа E. coli). 
Помимо этого получены доказатель-
ства противоопухолевой активности 
и ряда других ферментов различного 
происхождения: пегилированной ар -
ги ниндезиминазы, ранпирназы, L-ме-
тионин-гамма-лиазы и др. Таким об-
разом, ряд белков с ферментативной 
активностью представляет большой 
интерес с точки зрения создания на 
их основе противоопухолевых пре-
паратов, а исследования различных 
аспектов биохимических свойств и 
молекулярных механизмов действия 
кандидатов для клинического приме-
нения представляются актуальными.

В настоящем обзоре обобщены 
данные о противоопухолевых фер -
ментах с доказанным противо-
опухолевым действием в отношении 
различных опухолей кроветворной и 
лимфоидной тканей.
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ФЕРМЕНТЫ, РАЗРУШАЮЩИЕ АМИНОКИСЛОТЫ

Применение противоопухолевых ферментных препа-
ратов, необратимо разрушающих определенные амино-
кислоты, основано на метаболической специфичности 
некоторых опухолевых клеток, характерная особенность 
которых заключается в отсутствии или низкой актив-
ности определенных синтетаз аминокислот. Среди пред-
ставителей этого класса выделяются L-аспарагиназа, 
L-лизин-альфа-оксидаза, L-метионин-гамма-лиаза, 
L-аргининдезиминаза и др.

L-аспарагиназа (КФ 3.5.1.1)
История обнаружения противоопухолевых свойств 

L-аспарагиназы связана с именем J.G. Kidd, который 
в 1953 г. впервые обнаружил, что сыворотка морских 
свинок способна тормозить рост лимфомы Гарднера у 
мышей С3Н [1]. В 1961 г. J.D. Broome выделил из сы-
воротки морских свинок сам фермент и установил, что 
именно с ним связано ее противоопухолевое действие [2]. 
Впоследствии был доказан основной механизм противо-
опухолевого действия L-аспарагиназы, который заклю-
чается в остановке синтеза белка вследствие гидролиза 
аспарагина в плазме с образованием аспарагиновой 
кислоты и аммиака (рис. 1). Наиболее чувствительными 
к аспарагиназе оказались лимфобласты, лишенные 
аспарагинсинтетазы и, соответственно, не способные, в 
отличие от здоровых клеток, к самостоятельному синтезу 
L-аспарагина.

В экспериментальных исследованиях 1970 г. была вы-
явлена наиболее чувствительная опухоль мышей — лим-
фаденоз Фишера L5178Y. Эта модель стала сигнальной 
для первичной оценки противоопухолевого действия 
новых препаратов L-аспарагиназы in vivо [3]. Начиная 
с 70-х годов прошлого века и по настоящее время 
L-аспарагиназа E. coli (EcA) используется в составе 
схем комбинированной индукционной химиотерапии 
при острых лимфобластных лейкозах. В последние годы 
появились сообщения об ее эффективности при NK/T-
клеточных лимфомах, включая кожные [4–6].

Исследования последних лет направлены на умень-
шение выявленных в ходе клинического применения 
недостатков существующих препаратов L-аспарагиназ: 
иммуногенности, отдельных побочных эффектов, а 
также предупреждение формирования лекарственной 
резистентности при повторном применении. С этой 
целью исследуют L-аспарагиназы из новых источников, а 
также модифицированные (конъюгированные с другими 
макромолекулами или мутантные) формы известных 
ферментов.

Минимизация L-глутаминазной активности L-аспарагиназ

Помимо расщепления L-аспарагина большинство 
L-аспарагиназ бактериального происхождения также 
способны к дезаминированию L-глутамина. При этом 

многие авторы полагают, что именно с L-глутаминазной 
активностью связаны гепатотоксичность, нарушения 
свертываемости крови и нейротоксичность [7–10]. 
Это обусловлено тем, что в основном пути биосинтеза 
L-аспарагина в клетках млекопитающих (трансаминиро-
вании аспарагиновой кислоты аспарагинсинтетазой) до-
нором амидной группы выступает L-глутамин [11]. Таким 
образом, снижение концентрации L-глутамина лишает 
нормальные клетки возможности избежать токсического 
действия фермента путем внутриклеточного синтеза 
L-аспарагина.

На культуре гепатоцитов крысы показано, что EcA 
вызывает угнетение синтеза белка, которое сопрово-
ждается пропорциональным снижением внутрикле-
точной концентрации L-глутамина [8]. В клинических 
исследованиях было установлено, что через 1 ч после 
внутривенного введения EcA больным острым лим-
фобластным лейкозом концентрация L-глутамина 
плазмы уменьшалась до 5 % от исходного значения. 
Это позволило ряду авторов предположить, что уг-
нетение синтетической функции печени коррелирует 
с L-глутаминазной активностью [7]. Эту гипотезу 
подтверждают результаты доклинического изучения 
L-аспарагиназы Wolinella succinogenes, лишенной 
L-глутаминазной активности, которая продемонстри-
ровала, в отличие от EcA, отсутствие гепатотоксич-
ности или иммуносупрессивного эффекта in vivo [12, 
13]. Позднее было установлено, что EcA угнетает 
синтез белка в печени путем фосфорилирования транс-
ляционного фактора eIF2 [10].

Существуют предположения, что нейротоксичность 
препаратов L-аспарагиназ, также как и гепатотоксич-
ность, зависит от L-глутаминазной активности. Они 
основаны на том, что дезаминирование L-глутамина 
приводит к образованию L-глутаминовой кислоты, 
повышенная концентрация которой может оказывать 
угнетающее воздействие на ЦНС [14, 15]. Показано, 
что через 24 ч после введения EcA мышам концентрация 
глутаминовой кислоты в плазме может возрастать в 
6 раз [16]. Эти предположения подтверждаются резуль-
татами I фазы клинического исследования фермента из 
Acinetobacter, обладающего высокой L-глутаминазной 
активностью: нейротоксичность аспарагиназы-глутами-
назы Acinetobacter проявляется выраженным угнетением 
ЦНС вплоть до комы с летальным исходом и является 
дозолимитирующей [9]. В качестве альтернативной при-
чины нейротоксичности L-аспарагиназ рассматривается 
повышение концентрации аммиака в плазме [15, 17]. 
Так, концентрация аммиака в сыворотке увеличивается в 
течение 1-го дня после введения EcA до уровня, в 7 раз 
превышающего исходный, после чего в течение 2 дней 
полностью нормализуется, что соответствует длитель-
ности циркуляции EcA [17, 18].

Попытки уменьшить L-глутаминазную активность 
препаратов L-аспарагиназ традиционно предпринима-

Рис. 1. Реакция ферментативного расщепления L-аспарагина 
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ются двумя путями. Первый из них предполагает поиск 
аспарагиназ с низкой L-глутаминазной активностью из 
других источников и детальное изучение их биохимиче-
ских и биологических свойств. Например, практически 
отсутствует L-глутаминазная активность у L-аспарагиназ 
Wolinella succinogenes и Helicobacter pylori [13, 19, 20].

Второй подход — модификация уже изученных 
ферментов; замена аминокислотных остатков фермента, 
определяющих субстратную специфичность. В частности, 
к избирательному снижению L-глутаминазной актив-
ности EcA приводит замена Asp248 [21]. Путем направлен-
ного мутагенеза были получены гены, кодирующие EcA с 
различными заменами Asp248, которые в составе вектора 
pT7-7 использовались при трансформации штамма E. coli 
CU1783. Из полученных рекомбинантных ферментов 
наиболее перспективным оказался белок с заменой 
Asp248Ala: константа скорости ферментативной реакции 
kcat в отношении L-глутамина по сравнению с природным 
ферментом снижалась с 3,3  10–1 до 2,9  10–3, сни-
жение kcat в отношении L-аспарагина было значительно 
менее выраженным [21].

Однако помимо увеличения токсичности L-глу-
таминазная активность EcA вносит существенный вклад в 
реализацию ее противоопухолевого действия. Так, суще-
ствуют данные о том, что дезаминирование L-глутамина 
дополнительно снижает концентрацию L-аспарагина в 
плазме и отчасти предопределяет эффективность лечения 
[22–24]. Это предположение подкрепляется исследо-
ваниями in vitro, показавшими, что целенаправленное 
угнетение активности глутаминсинтетазы повышает 
цитотоксический эффект EcA [25, 26].

Снижение иммуногенности L-аспарагиназ

Наиболее хорошо изучены следующие способы:
 химическая модификация молекулы белка;
 иммобилизация на водорастворимых полиме-

рах;
 создание липосомальной лекарственной фор-

мы.
«Закрытие» поверхности белка затрудняет процесс 

распознавания антигена и презентации макрофагами 
его фрагментов Т-хелперам, что определяет снижение 
иммуногенности. В настоящее время существуют раз-
личные методы модификации белковых препаратов, 
одним из наиболее эффективных считается химическая 
модификация белка полиэтиленгликолем (ПЭГ). Так, 
пегилирование EcA существенно увеличивает продол-
жительность ее циркуляции в кровотоке: период полувы-
ведения увеличивается с 1,24  0,17 до 5,73  3,24 дня 
[27, 28]. Однако при развитии аллергической реакции 
на нативную EcA период полувыведения как нативной, 
так и пегилированной L-аспарагиназы существенно со-
кращается, что объясняется идентичными антигенными 
свойствами указанных ферментов [29].

Пегилирование позволяет частично решить 
только одну проблему, связанную с применением 
L-аспарагиназы, — уменьшить интенсивность иммунного 
ответа. При этом на частоту развития и выраженность 
других побочных эффектов пегилирование не влияет [23]. 
Так, сравнительное исследование нативной и пегилиро-
ванной EcA у детей с острым лимфобластным лейкозом 
показало, что при применении последней панкреатит 
развивается у 18 % больных, что статистически значимо 

выше, чем после введения нативной EcA [30]. Как на-
тивная, так и пегилированная EcA in vivo вызывают 
иммуносупрессию [12].

Помимо EcA получена также пегилированная 
L-аспарагиназа Erw. carotovora (ErA) с исполь-
зованием в качестве модифицирующего реагента 
метоксиполиэтиленгликоль-n-нитрофенилкарбоната с 
молекулярной массой 5000 Да [31]. Наряду с пониженной 
иммуногенностью пегилированная ErA более стабильна 
при протеолизе трипсином и трипсиноподобными про-
теазами плазмы, а также при воздействии повышенной 
температуры по сравнению с нативным ферментом. 
Кроме того, на культурах клеток лейкозов Molt-4 и Raji 
для модифицированной L-аспарагиназы показана более 
высокая цитостатическая активность, что, вероятно, объ-
ясняется ее более медленным разрушением [31].

Помимо пегилирования к снижению иммуногенности 
приводят инкапсулирование L-аспарагиназы в липосомы 
диаметром 158–180 нм [32], иммобилизация на гидро-
геле ПЭГ-альбумина [33], инкапсулирование фермента в 
поли(лактид-ко-гликолид) наночастицы [34], химическая 
модификация L-аспарагиназы N2O-карбоксиметил-
хитoзаном в присутствии L-аспарагиновой кислоты [35]. 
Период полувыведения из плазмы макак-резус поли-
DL-аланил-модифицированной L-аспарагиназы Erw. 
carotovora более чем в 100 раз больше, чем у нативного 
фермента [36]. Инкапсулирование в липосомы конъю-
гатов пальмитоил-L-аспарагиназы увеличивает период 
их полувыведения более чем в 8 раз [37]. Для уменьшения 
иммуногенности L-аспарагиназ и увеличения времени 
их циркуляции в крови путем «закрытия» поверхности 
белка от иммунокомпетентных клеток и протеолитиче-
ских ферментов можно также использовать другие ре-
комбинантные белки, обладающие низкой токсичностью 
и иммуногенностью, например, различные белки шелка 
[38–40]. Среди изучаемых в настоящее время перспек-
тивных способов снижения иммуногенности можно от-
метить и инкапсуляцию фермента в эритроциты in vitro 
[41].

Другой возможный подход к снижению иммуноген-
ности — эпитопное картирование антигенных детерми-
нант L-аспарагиназ и получение мутантных ферментов 
со сниженной иммуногенностью. Так, показано, что для 
ErA основным антигенным эпитопом служит участок 
282GIVPPDEELP287, а замена Pro285 на Thr285 снижает 
иммуногенность фермента в 8 раз [42].

Третьим возможным способом решения этой 
проб лемы может быть последовательное применение 
L-аспарагиназ с различными антигенными свойствами. 
В   частности, показано, что антитела к EсА не вызывают 
разрушение ErA, и это позволяет применять ее с эффектом 
у больных с исчерпанными возможностями [43–45]. 
Применение L-аспарагиназ, не инактивирующихся анти-
телами к EcA и ErA, может оказаться эффективным при 
выработке иммунной резистентности к EcA и ErA после 
многократных курсов химиотерапии. Экспериментально 
доказано, что отличными от EcA иммуногенными свой-
ствами обладают L-аспарагиназы Wolinella succinogenes 
и Helicobacter pylori [19, 46].

Изучение L-аспарагиназ из других источников

Для понимания причин токсического действия 
и расширения показаний к применению препаратов 
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L-аспарагиназ ценную информацию может дать детальное 
сравнительное изучение ферментов различного проис-
хождения и последующее сопоставление их биохимиче-
ских свойств и биологических эффектов. Эффективность 
в отношении лейкозных клеток in vitro или in vivo была 
обнаружена у ряда бактериальных L-аспарагиназ II типа 
(периплазматических): Wollinella succinogenes, Thermus 
thermophilus, Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescens, 
Serratia marcescens, Erwinia aroidea, Aspergillus terreus, 
Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis и Yer-
sinia pseudotuberculosis [19, 20, 47–52]. В 2012 г. было 
установлено наличие противоопухолевой активности и у 
бактериальной L-аспарагиназы I типа (внутриклеточной) 
Rhodospirillum rubrum, которая продемонстрировала 
эффект на ряде культур клеток опухолей человека in vitro 
и на модели лимфаденоза Фишера in vivo [53]. Успешно 
проведены клинические исследования L-aспарагиназы 
Erw. chrysanthemi, которая в отличие от L-аспарагиназы 
E. coli не снижает уровень антитромбина, 2-антиплаз-
мина и плазминогена в плазме и, следовательно, не повы-
шает риск тромбообразования [54, 55].

Аналогичные данные получены in vivo для ErA [56]. 
В III фазе сравнительного изучения EcA и ErA у детей, 
больных острым лимфобластным лейкозом (n = 702), 
показано, что при одинаковых дозах (10 000 МЕ/м2 2 раза 
в неделю в течение 4 нед.) нарушения свертываемости 
крови наблюдались значительно чаще при применении 
EcA (30,2 и 11,8 % соответственно; p < 0,0001), а выра-
женность и частота развития других побочных эффектов 
существенно не отличались [55]. При этом как непосред-
ственная эффективность лечения (частота ремиссий), так 
и отдаленные результаты (риск рецидива, бессобытийная 
и общая выживаемость) при применении ErA были 
ста тистически значимо хуже [55]. По данным другого 
масштабного (n = 758), но не рандомизированного ис-
следования, применение ErA также реже осложняется 
панкреатитом и нейротоксичностью [57].

В то же время ErA относится к L-аспарагиназам с 
относительно высокой L-глутаминазной активностью, 
которая достигает 10–15 % от L-аспарагиназной и 
значительно выше, чем L-глутаминазная активность EcA 
(составляет около 2 % от L-аспарагиназной) [54, 55, 58]. 
Этот факт позволяет усомниться в прямой зависимости 
выраженности токсического действия L-аспарагиназ от 
их L-глутаминазной активности и предположить наличие 
других факторов, влияющих на переносимость лечения. 
С другой стороны, меньшая токсичность, как и более 
низкая, чем у ЕсА, эффективность лечения, может быть 
связана с меньшим периодом полувыведения ErA из кро-
вотока (0,65 дня для ErA и 1,24 дня для EcA) [28].

Таким образом, детальное изучение физико-химиче-
ских свойств L-аспарагиназ и молекулярных механизмов 
нарушения внутриклеточных путей передачи сигнала 
может позволить выявить новые пути реализации ток-
сического действия и возможности его снижения. Все 
это может служить основанием для разработки новых 
L-аспарагиназ в онкогематологии.

L-аргининдезиминаза (КФ 3.5.3.6)
Появление в середине 1940-х годов интереса 

к антипролиферативным свойствам L-аргиназы и 
L-аргининдезиминазы (ADI) — ферментов, катализи-
рующих разрушение аргинина, было обусловлено обна-

ружением стимулирующего действия аргинина на мито-
тическую активность клеток карциномы 63 мышей и его 
участие в синтезе креатинина у крыс с саркомой Йенсена 
[59, 60]. Кроме того, в работах начала 1970-х годов было 
показано, что аргинин необходим для выживания клеток 
лимфомы Беркитта и моделей лимфом у мышей [61, 62].

Исторически первой была изучена аргиназа (катализи-
рует расщепление аргинина на орнитин и мочевину) (рис. 2). 
Как и для L-аспарагиназ, была создана пегилированная 
рекомбинантная аргиназа, которая эффективно ингибиро-
вала рост гепатоцеллюлярного рака in vitro и in vivo [63]. 
Обе формы аргиназы, нативная и пегилированная, угнетали 
пролиферацию клеток лимфаденоза Фишера, но были не-
эффективны на этой модели in vivo [64]. Рекомбинантная 
пегилированная аргиназа продемонстрировала лишь 
спо собность модифицировать противоопухолевый эффект 
цитарабина на ксенографтах (экспериментальных онко-
логических моделях, при которых используются привитые 
мышам опухоли человека) Т-клеточного лейкоза человека 
[65]. В последние годы опубликованы данные о высокой 
цитотоксичности рекомбинантной аргиназы человеческого 
происхождения в отношении клеток рака простаты [66].

Преимущества ADI (катализирует расщепление арги-
нина до цитруллина и аммиака) по сравнению с аргиназой 
определяются отсутствием мочевины среди продуктов ре-
акции и большей ферментативной активностью при физио-
логических значениях рН и температуры (рис. 3). Впервые 
ADI была выделена в 1970-е годы из клеток Pseudomonas 
putida [67]. Позднее аналогичный фермент был получен из 
Mycoplasma arginini и оказался эффективным in vivo на 
модели гепатомы МН134 и других опухолях животных [68]. 
Помимо противоопухолевого эффекта для рекомбинантной 
ADI Mycoplasma arginini в экспериментах на культуре 
эндотелиальных клеток и в опытах in vivo с матригелем 
показано антиангиогенное действие [69]. Характеризуется 
противоопухолевым эффектом также и рекомбинантная 
ADI из Pseudomonas plecoglossicida [70].

Пегилированная ADI Mycoplasma homimis ADI-SS 
PEG20 000 оказалась эффективной на различных моделях 
меланомы и гепатоцеллюлярного рака in vitro и in vivo 
[71]. На культурах опухолевых клеток лимфоидного про-
исхождения ADI продемонстрировала существенно более 
высокий эффект по сравнению с миелоидными клетками 
[72]. На культуре клеток T-лимфобластного лейкоза 
CCRF-CEM также показан синергизм действия пегили-
рованной ADI с глюкокортикоидами [73].

Рис. 2. Реакция ферментативного расщепления аргинина при 

участии L-аргиназы

Рис. 3. Реакция ферментативного расщепления аргинина при 

участии L-аргининдезиминазы
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Эффективность фермента была подтверждена 
в клинике при лечении солидных опухолей. При не-
операбельном гепатоцеллюлярном раке контроль 
роста опухоли составил 83 %, а объективный эффект 
достиг 47 % (11 % полных и 36 % частичных ремиссий 
при 36 % стабилизаций), медиана выживаемости до-
стигла 15,8 мес. При диссеминированной меланоме 
отмечено значительное увеличение выживаемости с 
контролем роста опухоли и объективным эффектом в 
24 % случаев (4 % полных и 20 % частичных ремиссий) 
[74–78]. В   более позднем исследовании I–II фазы 
ADI-PEG20 при распространенной меланоме у 9 
из 31 пациента была зафиксирована стабилизация 
процесса при хорошей переносимости терапии [79]. 
Опубликованы результаты единичных клинических 
наблюдений эффекта пегилированной ADI у пациентов 
c рефрактерной к терапии кожной Т-клеточной лим-
фомой (синдром Сезари). Так, препарат вводили при 
прогрессировании заболевания на фоне высокодозной 
терапии глюкокортикоидами и стандартной цитоста-
тической терапии. После первого внутримышечного 
введения ADI-PEG20 в дозе 160 МЕ/м2 у пациента 
наступило симптоматическое улучшение, сопрово-
ждавшееся некоторым снижением числа лейкоцитов и 
снижением уровня L-аргинина плазмы. После дости-
жения симптоматического эффекта пациент получил 
еще 3 дозы ADI, после чего лечение пришлось прервать 
из-за присоединения инфекции [80].

Позднее для солидных опухолей было установлено, 
что прямым биохимическим маркером, позволяющим 
прогнозировать эффективность ADI, служит дефицит ар-
гининосукцинатсинтетазы-1 (ASS1) [81–85]. Отсутствие 
последней выявлено в культурах клеток гепатоцеллю-
лярного рака, меланомы, рака поджелудочной железы, 
почки, простаты, мезотелиомы плевры и ретинобластомы 
человека [71, 86–91]. В исследованиях B. Delage и 
соавт. было показано, что для клеток гематологических 
опухолей характерен особый путь «выключения» гена 
ASS1, а именно метилирование его промотора, которое 
можно использовать для прогнозирования эффектив-
ности терапии ADI даже с большей достоверностью, чем 
отсутствие продукта экспрессии гена — самого белка 
ASS1. Метилирование промотора ASS1 служит отличи-
тельной чертой клеток ряда лимфом, что сопровождается 
активацией каспазозависимой гибели клеток после коин-
кубации с ADI. Этот эффект был изучен на клетках фол-
ликулярной лимфомы, диффузной В-крупноклеточной 
лимфомы, лимфомы из клеток мантийной зоны, лимфомы 
Беркитта и лимфомы Ходжкина [80]. C другой стороны, 
индукция экспрессии ASS1 связана с резистентностью к 
аргинин-депривирующей терапии [92].

Как и для L-аспарагиназ, актуальные направления 
экспериментальных исследований ADI включают поиск 
ферментов с улучшенными терапевтическими характери-

стиками. В частности, мутантная форма ADI Mycoplasma 
arginini M314 (аминокислотные замены A128T, H404R, 
I410L) обладает в 20 раз большей удельной активностью 
по сравнению с нативной формой [93]. Пегилирование 
увеличивает период полувыведения ADI из организма 
мышей от 5 ч до 7 дней, при этом снижая его иммуноген-
ность [71, 94].

L-метионин-гамма-лиаза (КФ 4.4.1.11)
В 1973 г. были опубликованы данные об эффектив-

ности L-метионин-гамма-лиазы (MGL) Clostridium spo-
rogenes in vitro в культуре клеток мышиной мастоцитомы 
P815 и in vivo при саркоме Уокера 256 крыс [95]. Впо-
следствии тот же фермент был выделен из Pseudomonas 
putida, Pseudomonas ovalis, Entamoeba histolytica, 
Citrobacter freundii, Aspergillus flavipes и Trichomonas 
vaginalis [96–102].

Антипролиферативный эффект MGL связан с 
разрушением L-метионина и образованием метил-
меркаптана, аммиака, -кетобутирата (рис. 4) [16]. 
Дефицит L-метионина лишает клетки органической 
серы и лабильной метильной (СН3)-группы S-аде-
нозилметионина, которая используется в реакциях 
постсинтетического метилирования полимерных мо-
лекул нуклеиновых кислот и белков, а также для синтеза 
адреналина, холина, фосфолипидов и креатина [53, 96]. 
Помимо основной функции ,-элиминирования мети-
онина MGL катализирует также реакции -замещения 
метионина, ,-элиминирования и -замещения 
цис теина, S-метил-L-цистеина и других тиоловых со-
единений [53]. Фермент останавливает клеточный цикл 
в G2-фазе [103–105].

Эффективность фермента (нативного или рекомби-
нантного) из Pseudomonas putida показана на широком 
спектре перевиваемых солидных опухолей животных 
и человека [104–108]. К MGL из Pseudomonas putida 
чувст вительны культуры клеток гематологических 
опухолей CEM, Molt4, Molt16, K562, HL60 [109]. 
Цитотоксичность MGL из Aspergillus flavipes продемон-
стрирована на культурах клеток рака простаты, печени и 
молочной железы [110].

Доклиническое изучение продемонстрировало, 
что MGL практически не имеет гематологической 
токсичности (за исключением эритроцитопении I–II 
степени) и обладает слабыми антигенными свойствами 
[108]. В   рамках пилотного клинического исследования 
I фазы подтверждена безопасность применения MGL 
Pseudomonas putida у больных метастатическим раком 
молочной железы и зарегистрирован слабый противо-
опухолевый эффект на фоне значительного снижения 
концентрации метионина в сыворотке [111].

В начале XXI в. была создана пегилированная MGL, 
обладающая сопоставимой с нативным ферментом 
эффективностью in vivo. Пегилирование позволило 

Рис. 4. Реакция ферментативного расщепления метионина

ONCO_1_2014.indd   Sec3:32 03.04.2014   17:36:38



33

Ферментные препараты в онкогематологии

www.medprint.ru

увеличить в 20 раз период полувыведения фермента из 
плазмы и существенно снизить его иммуногенность [112]. 
Разработка новых лекарственных форм доставки с ис-
пользованием катионных липосом, конъюгированных с 
анти-CAGE одноцепочечным фрагментом антител scFV, 
может повысить эффективность проникновения фер-
мента внутрь клеток. Однако клиническое значение этого 
феномена пока остается неясным [113].

L-лизин-альфа-оксидаза (КФ 1.4.3.14)
L-лизин-альфа-оксидаза (LO) — дезаминаза неза-

менимой L-аминокислоты — L-лизина. Интенсивное 
изучение противоопухолевых свойств фермента началось 
в 1980–1984 гг. после выделения из клеток грибов 
Trichoderma viride Y244-2 (Япония) и Trichoderma 
harzianum Rifai (СССР) [114, 115]. Было известно, 
что LO подвергает окислительному дезаминированию 
L-лизин с образованием пероксида водорода и -кето-
-аминокапроновой кислоты (рис. 5). Соответственно 
механизм антипролиферативного действия объясняли 
уменьшением снабжения опухолевых клеток L-лизином, 
который служит составной частью гистоновых белков и 
участвует не только в формировании хроматина, но и в 
тонких механизмах передачи наследст венной информации 
[53]. Позже было установлено, что цитотоксический 
эффект фермента также связан с накоплением пероксида 
водорода, повреждающего молекулы ДНК [115]. Кроме 
того, в культуре клеток лимфомы Беркитта (P3HRj) по-
казано, что фермент блокирует переход клеток из фазы S 
в G2/М клеточного цикла [116].

LO Trichoderma harzianum Rifai изучена на ши-
рокой панели опухолевых моделей in vivo. В отличие от 
L-аспарагиназы она обладает существенно более широким 
спектром противоопухолевой активности и проявляет эф-
фективность в отношении гематологических (L1210, P388, 
La), а также ряда солидных опухолей [3]. В   то же время на 
высокочувствительном к L-аспарагиназам лимфаденозе 
Фишера L5178Y LO оказалась совершенно неактивной. 
Токсикологическое изучение показало, что LO обладает 
большим терапевтическим диапазоном, что позволяет 
варьировать величину эффективной дозы в 10 раз без 
опасности токсичности [3]. Фермент имеет слабый аллер-
генный потенциал, практически не включает гуморальный 
иммунный ответ на белковые антигены и не меняет функци-
ональную активность Т-лимфоцитов [3].

Для облегчения доставки LO к клеткам-мишеням 
были разработаны методы получения конъюгатов с анти-
телами, в т. ч. с моноклональными ICO-80, к рецептору 
CD5 [53, 117, 118]. Связывание моноклональных антител 
с ферментом не изменило их специфичности в отношении 
рецептора CD5 на поверхности клеток Jurkat при незна-
чительном снижении цитотоксичности химерного белка 
по сравнению с нативным ферментом [118].

L-фенилаланин-аммиак-лиаза (КФ 4.3.1.24)
L-фенилаланин-аммиак-лиазы (PAL) катализируют 

превращение L-фенилаланина в транс-коричную кислоту 
и аммиак (рис. 6) [119]. PAL выделены из различных 
штаммов грибов и бактериальных источников и изучены 
прежде всего в качестве средств для заместительной 
терапии фенилкетонурии [120–123]. В эксперимен-
тальных онкогематологических исследованиях показана 
эффективность PAL в отношении лимфаденоза Фишера 
L5178Y in vitro и in vivo, где достигнуто излечение около 
40 % мышей [124, 125]. Как и для других ферментов, 
разрушающих аминокислоты, считается, что механизм 
противоопухолевого действия PAL связан с уменьшением 
концентрации L-фенилаланина [126].

РИБОНУКЛЕАЗЫ

Антипролиферативные свойства рибонуклеаз панкреа-
тического типа впервые были описаны в начале 1950-х 
годов, когда in vitro и in vivo был выявлен противоопухо-
левый эффект РНКазы А. В частности, панкреатическая 
РНКаза при внутрибрюшинном введении на 30–50 % 
увеличивала продолжительность жизни мышей с ас цит -
ной карциномой Эрлиха или саркомой Уокера 256 [127]. 
Антипролиферативное действие рибонуклеаз связывают 
с регуляцией РНК-зависимых механизмов клеточной 
пролиферации и апоптоза, а также их взаимодействием с 
Ca2+-активируемыми калиевыми каналами [128].

Ранпирназа (онконаза)
Изучение ранпирназы как противоопухолевого 

фермента началось во второй половине 1980-х годов с 
выделения из ооцитов леопардовой лягушки Rana pipiens 
белка P-30, обладающего цитостатической активностью 
in vitro [129]. Ранпирназа принадлежит к суперсемей-
ству рибонуклеаз панкреатического типа, активных в 
отношении высокомолекулярной РНК [130]. Механизм 
антипролиферативного действия фермента объясняется 
разрушением фосфодиэфирных связей рибосомной РНК, 
которое приводит к угнетению синтеза белка опухолевыми 
клетками [131]. Ранпирназа угнетает синтез циклина D3 
и стимулирует p27KIP1, p16INKA и p21WAF1/CIP1, что 
препятствует фосфорилированию pRb в фазе G0–G1 
и приводит к остановке клеточного цикла в сверочной 
точке, контролируемой циклином D и циклинзависимыми 
киназами Cdk4/6 [132]. Существуют также данные о том, 
что фермент потенцирует действие фактора некроза опу-
холей  на опухолевые клетки и вызывает апоптоз [133].

В 1990 г. была установлена противоопухолевая 
активность ранпирназы in vivo на ксенографтах рака под-
желудочной железы ASPC-1 и немелкоклеточного рака 
легкого (НМРЛ) А549 у бестимусных мышей [134, 135]. 
В конце 1990-х годов были созданы рекомбинантные 

Рис. 5. Реакция ферментативного расщепления лизина 

при участии L-лизин-альфа-оксидазы

Рис. 6. Реакция ферментативного расщепления фенилала-

нина
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штаммы E. coli, позволяющие существенно облегчить 
получение фермента [136, 137]. Среди опухолей кровет-
ворной и лимфоидной тканей к ранпирназе оказались чув-
ствительны клетки промиелоцитарного лейкоза HL-60, 
лимфомы U937 и множественной миеломы RPMI-8228 
[138].

В 2002 г. были опубликованы результаты II фазы 
клинического исследования ранпирназы у 105 пациентов 
с мезотелиомой плевры, практически нечувствительной 
к стандартной химиотерапии (в 77 % случаев был заре-
гистрирован объективный эффект, прогностически зна-
чимый для выживаемости). Положительные результаты 
были зарегистрированы также при раке молочной железы, 
почки и НМРЛ [139, 140]. В III фазе изучения показано, 
что эффективность ранпирназы в монорежиме при ме-
зотелиоме плевры сопоставима со стандартом лечения 
доксорубицином, а их комбинация превосходит по эффек-
тивности результаты монохимиотерапии [141]. Приме-
нение ранпирназы не сопровождается гематологической, 
кардио- или гепатотоксичностью, а также мукозитами.

В последние годы опубликованы результаты изучения 
in vitro и in vivo конъюгата ранпирназы с иммуноток-
сином 2L-Rap-hLL1-4P, состоящего из двух молекул 
ранпирназы, конъюгированных с N-концом легкой цепи 
hLL1 антитела к CD74. Применение конъюгата у мышей 
с ксенографтами лимфомы Беркитта CD74+ Raji и Daudi 
продемонстрировало возможность излечения у большин-
ства животных [142]. Многообещающие результаты были 
получены на тех же моделях для конъюгатов ранпирназы 
с моноклональными антителами к CD22. Так, продолжи-
тельность жизни мышей с диссеминированной лимфомой 
Daudi (после внутривенной трансплантации опухолевых 
клеток) увеличивалась в 1,3 раза (на 135 %) [143].

Амфиназа
Аналог ранпирназы, выделена из ооцитов Rana 

pipiens. Антипролиферативная активность фермента по-
казана на культурах клеток лейкозов человека — промие-
лоцитарного HL60, T-клеточного Jurkat и моноцитарного 
U937. В сравнении с ранпирназой при эквимолярных 
концентрациях амфиназа оказалась более активной [144].

Биназа
Биназа — секретируемая микробная рибонуклеаза 

Bacillus intermedius, которая принадлежит к семейству 
рибонуклеаз N1/T1 и обладает эндонуклеазной актив-
ностью в отношении гидролиза РНК и динуклеозидфос-
фатов. Биназа оказывает цитотоксическое действие 
на фибробласты, трансформированные онкогенами 
ras, fms, src, AML и AML/ETO [128, 145]. На культуре 
клеток острого миелобластного лейкоза Kasumi-1 про-
демонстрирован выраженный проапоптотический эффект 
биназы, сопровождающийся усилением экспрессии 
целого ряда проапоптотических генов [146]. Возможным 
маркером прогноза чувствительности клеток гематоло-
гических опухолей к биназе может служить экспрессия 
онкогенов KIT и AML1-ETO [147].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ опубликованных данных позволяет объединить 
известные ферменты с доказанной противоопухолевой 
активностью in vivo или в клинических исследованиях в 

две группы, различающиеся по особенностям механизма 
антипролиферативного действия:

1)  ферменты, расщепляющие аминокислоты, необхо-
димые для роста опухолевых клеток;

2) ферменты, разрушающие РНК опухолевых клеток.
Ферменты первой группы вызывают регрессию 

опухоли, препятствуя поступлению в опухолевые клетки 
питательных веществ извне. Это принципиально отли-
чает их от большинства других современных противоопу-
холевых препаратов, которым для реализации эффектов 
необходим либо непосредственный контакт с мембран-
ными белками, либо проникновение внутрь клетки. 
Рибонуклеазы, напротив, действуют непосредственно на 
внутриклеточно локализованные нуклеиновые кислоты, 
аналогично «классическим» цитостатическим средствам: 
антиметаболитам, алкилирующим агентам, ингибиторам 
топоизомераз и др.

Анализ биохимических свойств и основных фар-
макологических эффектов позволил выявить ряд 
существенных преимуществ описанных выше противо-
опухолевых ферментов по сравнению с классическими 
цитостатическими препаратами. Очевидно, что ферменты 
с антипролиферативной активностью:

 обладают оригинальным механизмом действия 
и относительно высокой специфичностью по от-
ношению к конкретному молекулярному суб-
страту;

 могут иметь биологические маркеры, позволя-
ющие прогнозировать их клиническую эффек-
тивность (например, отсутствие аргининосук-
цинатсинтетазы в опухолевых клетках);

 не имеют традиционных для классических ци-
тостатических препаратов лимитирующих по-
бочных эффектов (например, выраженной мие-
лосупрессии), что позволяет включать их в 
многокомпонентные схемы высокодозной ком-
бинированной химиотерапии.

Помимо преимуществ описанных ферментных пре-
паратов следует, однако, указать и ряд недостатков самих 
ферментов и технологий их получения. Во-первых, экзо-
генные ферменты являются чужеродными для человека 
белками и проявляют выраженные антигенные свойства, 
что предопределяет гуморальный ответ, обусловливает 
аллергенность, возможность развития анафилактических 
реакций и резистентности. Этот недостаток устраним, на-
пример, путем пегилирования, химической модификации 
белка или последовательного применения ферментов 
с разными антигенными свойствами либо полученных 
из различных источников. Во-вторых, ферментные пре-
параты, как показала клиническая практика, характери-
зуются достаточно узким спектром противоопухолевой 
активности.

Онкогематологические заболевания исторически 
стали первыми злокачественными опухолями, при 
которых был показан эффект препарата с фермента-
тивным механизмом действия. L-аспарагиназы до сих пор 
включаются в схемы комбинированной терапии острых 
лимфобластных лейкозов. При этом с учетом имеющихся 
данных перспективы расширения спектра показаний 
к применению L-аспарагиназы E. coli представляются 
ограниченными и включают лишь отдельные подтипы 
неходжкинских лимфом. Расширение сферы применения 
L-аспарагиназ в онкогематологии связано с разработкой 
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и внедрением в практику препаратов L-аспарагиназ с 
иными биологическими характеристиками, выделенными 
из других источников.

Другие ферменты, прошедшие ряд клинических 
исследований (ранпирназа и ADI), были изначально 
разработаны для лечения труднокурабельных солидных 
опухолей (мезотелиома плевры, гепатоцеллюлярный 
рак и меланома). Однако приведенные в обзоре экс-
периментальные данные позволяют прогнозировать 
чувствительность к ним и опухолей системы крови. 
Результаты единичных наблюдений использования пеги-
лированной ADI в сочетании с наличием установленного 
предиктора эффективности терапии (метилирование 
ASS1) у пациентов c рефрактерной к терапии кожной 
Т-клеточной лимфомой дают основания предполагать 
перспективность применения ADI при отдельных 
вариантах неходжкинских лимфом. Аналогично экс-
периментальные данные об эффективности конъюгатов 
ранпирназы с антителами к специфическим рецепторам 
на поверхности опухолевых клеток лимфоидного или 
миелоидного происхождения позволяют считать их пер-
спективными агентами для таргетной терапии опухолей 
с гиперэкспрессией соответствующих антигенов. Таким 
образом, перспективность клинического применения 
новых препаратов рибонуклеаз в онкогематологии во 
многом определяется поиском путей повышения изби-
рательности действия на опухолевые клетки и, прежде 
всего, разработкой соответствующих систем доставки. 
При этом для действующего вещества основным кри-
терием результативности конъюгирования считается 
незначительная потеря ферментативной активности, а 
для антител — иммунологической [118]. Как для ADI, 
так и для ранпирназы целесообразен поиск комбинаций 
с оптимальными терапевтическими характеристиками 
(противоопухолевый эффект, токсичность и лекар-
ственное взаимодействие), ориентированных на лечение 
конкретных типов опухолей. Предполагаемые ниши для 
использования противоопухолевых ферментов в онко-
гематологии с учетом имеющихся экспериментальных и 
клинических данных суммированы в табл. 1.

Перспективы использования в клинической онкоге-
матологии других ферментов пока остаются менее оче-
видными, прежде всего из-за недостатка эксперимен-
тальных данных как на уровне молекулярных маркеров, 
так и специфической антипролиферативной активности 
in vitro или in vivo. Однако даже приведенные в обзоре 
сведения позволяют заключить, что среди огромного 
разнообразия ферментов существуют практически не-
исчерпаемые ресурсы создания новых оригинальных 
препаратов для лечения онкогематологических заболе-
ваний.
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