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Аннотация

В условиях ухудшения экологической обстановки возрастающая частота возник-
новения злокачественных новообразований у людей и животных остро ставит проблему
поиска новых способов элиминации малигнизированных клеток из организма. В дан-
ной работе охарактеризована способность рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы)
оказывать цитотоксическое действие на фибробласты, трансформированные онкогена-
ми ras, fms, src, AML и AML/ETO. Установлено, что биназа способна избирательно
подавлять жизнеспособность клеток, трансформированных онкогеном ras, чья экспрес-
сия обязательна при колоноректальной карциноме, и клеток, экспрессирующих химер-
ный онкоген AML/ETO, характерный для острого миелоидного лейкоза.
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Введение

Современная модель западной цивилизации направлена на сохранение ка-
ждой личности как уникальной и неповторимой части общества в течение как
можно более длительного срока. Руководствуясь этой целью и развиваясь в этом
направлении, медицина позволила уверенно отодвинуть границу полноценного
существования человека в среднем до 70–80 лет. Однако в условиях отягчаю-
щегося с каждым годом состояния экологической обстановки сохранение дее-
способности и здоровья в течение всей жизни человека становится все более
трудным. Одной из граней данной проблематики, напрямую соотносящейся с
экологической обстановкой в конкретном регионе, является увеличение часто-
ты возникновения онкологических заболеваний, коррелирующее с загрязнен-
ностью окружающей среды. Среди подходов, призванных облегчить онкологи-
ческий прессинг на человека, привлекает внимание поиск способов целена-
правленной элиминации злокачественных клеток из организма путем избира-
тельной индукции их апоптической гибели. Такой подход может быть реализо-
ван путем использования биопрепаратов, обладающих способностью селектив-
но индуцировать апоптоз опухолевых клеток, являясь тем самым альтернати-
вой классическим химиотерапевтическим препаратам, имеющим низкую изби-
рательность действия.

Среди возможных кандидатов на роль таких биопрепаратов рибонуклеазы
различных организмов, в частности рибонуклеазы бактерий. В настоящее вре-
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мя особое внимание уделяется биологическим эффектам рибонуклеаз, таким, как
контроль роста кровеносных сосудов, токсичность по отношению к клеткам
опухолей, противовирусная активность. Современные представления о роли и
функциях РНКаз в клетках позволяют рассматривать эти ферменты как пер-
спективную альтернативу традиционным химиотерапевтическим средствам в
щадящей терапии злокачественных новообразований. На сегодняшний день
известно значительное количество РНКаз, обладающих селективным цитоток-
сическим действием по отношению к клеткам опухолей [1–3]. Наиболее извест-
ным ферментом этого ряда является РНКаза лягушки Rana pipiens – онконаза
[4], которая успешно проходит стадию III клинических испытаний как проти-
воопухолевый препарат в терапии злокачественных новообразований легких.
Целенаправленный поиск терапевтически перспективных ферментов среди
РНКаз млекопитающих не всегда тактически оправдан в связи с эволюционно
сформировавшейся системой защиты клетки млекопитающих от излишней ак-
тивности собственных РНКаз, опосредованной действием специфического ци-
тозольного ингибитора РНКаз [5]. В связи с этим особое внимание на себя об-
ращают РНКазы, филогенетически далекие от своих аналогов у млекопитаю-
щих, такие, как РНКазы амфибий, грибов и микроорганизмов, нечувствитель-
ные к действию ингибитора РНКаз млекопитающих [6]. Таким образом, отсут-
ствие возможности у бактериальных рибонуклеаз быть инактивированными
ингибитором РНКаз, а также широкие возможности для биоинженерии этих
ферментов делает их весьма привлекательными для разработки новых терапев-
тических средств.

Поиск молекулярных клеточных мишеней, за счет которых реализуется
механизм цитотоксической активности РНКаз, важен для обоснования принци-
пов создания противоопухолевых препаратов селективного действия на их ос-
нове. Маркерами подверженности действию РНКаз или непосредственными
мишенями их действия могут быть различные онкогены, экспрессирующиеся
раковой клеткой и отличающие ее от нормальной.

В связи с вышесказанным целью настоящей работы стал анализ возможно-
сти селективного подавления роста рибонуклеазой Bacillus intermedius (бина-
зой) культур фибробластов мыши, трансформированных онкогенами ras, src,
fms, AML и AML/ETO, в сравнении с нормальными фибробластами.

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]. Каталитическая активность биназы охарактеризована
ранее по отношению к синтетическим субстратам [7] и высокополимерной
дрожжевой РНК [8].

Исследование апоптогенных эффектов биназы проводили на нормальных
фибробластах мыши NIH3T3 и SC-1 и трансгенных клетках, в которых осуще-
ствляется экспрессия активированных онкогенов ras-NIH3T3, src-NIH3T3, fms-
NIH3T3, AML-SC-1 и AML/ETO-SC-1. Клетки выращивали в питательной сре-
де DMEM, содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma), 2 мМ
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глутамина и по 100 ед./мл пенициллина и стрептомицина при 37 °С в атмосфе-
ре 5% СО2.

Антипролиферативное и цитотоксическое действие биназы оценивали в
WST-тесте с использованием коммерческого реагента WST (Rosha Diagnostics,
Германия), дающего в качестве восстановленного продукта окрашенную соль
тетразолия в реакции с митохондриальными дегидрогеназами живых клеток,
согласно методике, приведенной в работе Кука и Митчелла [9]. Посев клеточ-
ных культур производили в 96-ти луночные планшеты в количестве 1·104 кле-
ток на лунку. В среду культивирования добавляли биназу в конечной концен-
трации 500 мкг/мл. Клетки инкубировали в течение 24, 48 и 72 ч, добавляли в
лунки по 10 мкл WST-реагента и инкубировали еще 1 ч. Поглощение измеряли
при 450 нм на мультиплашечном ридере ELX-800 (США). Падение жизнеспо-
собности обработанных РНКазой культур выражали в процентах по отноше-
нию к активности митохондриальных дегидрогеназ клеток, выращенных за то-
же время без обработки.

Статистическую обработку результатов проводили с помощью компьютер-
ной программы “Microsoft Excel”.

2. Результаты и обсуждение

Экспериментальные данные по оценке изменения жизнеспособности нор-
мальных и онкотрансформированных фибробластов под действием биназы в
зависимости от времени культивирования представлены на рис. 1. Прежде все-
го необходимо отметить, что различные линии клеток обладают разной чувст-
вительностью по отношению к цитотоксической РНКазе. Как представлено на
рис. 1, фибробласты, трансформированные ras-онкогеном, онкогенами AML и
AML/ETO, оказались более чувствительны к действию бактериального фер-
мента. Это согласуется с данными литературы для цитотоксических мутантов
РНКазы Sa [10] и онконазы [11]. Вместе с тем биназа (500 мкг/мл) была отно-
сительно токсична и для нормальных фибробластов линии SC-1, снижая их
жизнеспособность через 72 ч культивирования до 20% по сравнению с необра-
ботанными биназой клетками SC-1. Цитотоксическое действие биназы через
72 ч культивирования привело к снижению жизнеспособности фибробластов,
трансформированных ras-онкогеном, онкогенами AML и AML/ETO, до 39, 21 и
5% соответственно. Клетки NIH3T3, трансформированные онкогенами fms и
src, токсическому действию РНКазы не подвергались. Принимая во внимание
высокую чувствительность клеток линии SC-1 к действию биназы, можно сде-
лать вывод, что биназа оказывает преимущественное токсическое действие на
фибробласты, трансформированные онкогенами ras и AML/ETO. Таким обра-
зом, можно сделать предположение о существовании целого спектра клеточ-
ных детерминант действия цитотоксичных катионных РНКаз, отличных от пря-
мой молекулярной мишени действия ферментов − РНК. Некоторые структуры,
детерминирующие определенный характер действия РНКазы на живую клетку,
были уже обнаружены и описаны ранее.

Так, известно, что действие биназы на клетки эмбриональной почки, не содер-
жащие искусственно внесенные кальций-зависимые калиевые каналы (HEK283),
оказывается более выраженным. Тем же характером  действия  на  клетки  HEK
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Рис. 1. Выживаемость нормальных и онкотрансформированных фибробластов при дей-
ствии биназы (500 мкг/мл) в зависимости от времени культивирования

обладали цитотоксичные катионные мутанты 5К и 7К РНКазы Strepomyces
aureofaciens, исходя из чего было сделано заключение, что данный тип ионных
каналов вносит вклад в преодоление цитотоксического действия РНКаз [12].

Важно отметить, что выбранные нами для исследования онкогены относятся
к группе регуляторных белков, кодирующих элементы сигнальной сети клетки.
Онкоген ras − это G-белок, мутации которого сопровождают более 25% случаев
рака у человека и обязательно обнаруживаются при определенных видах рака,
например колоноректальной карциноме; при исследовании индукции опухолей
животных такие мутации зарегистрированы в 20–60% случаев [13]. С-src являет-
ся полифункциональным белком, принимающим участие в регуляции различных
процессов клетки в норме и при малигнезации: пролиферации клеток и их диф-
ференциации, ответе на стресс, функциональной активности дифференцирован-
ных клеток. [14]. Активность С-src проявляется через его взаимодействие с ря-
дом различных клеточных структур, таких, как рецепторы факторов роста, моле-
кулы интегринов и клеточных факторов адгезии, рецепторы стероидных гормо-
нов, компоненты сигнальных путей. Fms-онкоген – рецептор колониестимули-
рующего фактора макрофагов, принимающий участие в процессах дифферен-
циации моноцитов и макрофагов, имплантации эмбриона в стенку матки и раз-
вития плаценты, дифференцировки тканей молочной железы. Экспрессия акти-
вированного fms-онкогена характерна для большинства случаев опухолей груди
и яичников у женщин [15] и простаты у мужчин [16]. Белок AML-1 является ча-
стью транскрипционного фактора, необходимого для нормального кроветворе-
ния. Мутации гена AML часто фиксируются в случаях острых миелогенных лей-
козов. В результате транслокации между 8-й и 21-й хромосомами образуется хи-
мерный ген AML/ETO, являющийся одной из наиболее часто встречающихся
аберраций при миелогенном лейкозе. Конститутивная экспрессия гена AML/ETO
повышает частоту встречаемости самоподдерживающихся клеток и при наличии
дополнительной мутации создает опухолевый фенотип [17].

Принимая во внимание вышесказанное, результаты наших исследований
позволяют считать катионные каталитически активные бактериальные РНКазы
перспективными для создания новых средств щадящей противоопухолевой те-
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рапии, альтернативных классическим ДНК-повреждающим агентам, обладаю-
щим невысокой селективностью действия. Эффективность и селективность
действия таких средств будет зависеть от спектра онкогенов, экспрессирую-
щихся определенным типом раковых клеток.

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

O.N. Ilinskaya, P.V. Zelenikhin, A.I. Kolpakov, A.A. Makarov, V.A. Mitkevich, V.S. Pra-
solov, D.R. Safiullina. Selective Cytotoxicity of Binase towards Fibroblasts with Expression
of the ras- and AML/ETO Oncogenes.

Empairment of environmental and ecological conditions leads to increasing of malignant
neoplasia number in humans and animals. Therefore, it is necessary to investigate new ways
for elimination of malignant cells from the organism. In present study we characterized the
ability of Bacillus intermedius ribonuclease (binase) to cause cytotoxic effects in mouse fibro-
blasts transformed with ras-, fms-, src-, AML- and AML/ETO oncogenes. It was shown that
binase selectively inhibits viability of cells transformed with ras- and AML/ETO oncogenes.

Key words: bacterial ribonucleases, ras-, fms-, src-, AML-, AML/ETO oncogenes,
cytotoxicity.
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