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Аннотация

Благодаря своей биологической активности рибонуклеазы способны стать основой
для разработки новых препаратов, предназначенных к использованию в терапии злока-
чественных новообразований. В настоящей работе охарактеризовано цитотоксическое
действие рибонуклеазы Bacillus intermedius по отношению к клеткам линий солидных
опухолей: аденокарциномы легких (А549), фибросаркомы человека (HT1080) и глиомы
мышей С6 [ATCC]. Фермент обладает выраженным цитотоксическим действием в от-
ношении клеток линий А549 и С6, в то же время не подавляет пролиферацию клеток
HT1080, что, вероятно, связано с разным уровнем экспрессии ras-онкогенов клетками
данных линий. Во всем диапазоне исследованных концентраций (0.1–300 мкг/мл) ри-
бонуклеаза не проявляла выраженной цитотоксичности по отношению к линии клеток
эпителия пуповинной вены человека (HUVEC). Полученные данные свидетельствуют о
перспективности работ, направленных на выявление в опухолевых клетках определен-
ных онкогенов как маркеров их подверженности цитотоксическому действию биназы.
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Введение

Рибонуклеазы, кроме своих непосредственных каталитических функций,
обладают широчайшим спектром биологических эффектов. Это участие в регу-
ляторных системах клетки, контроль роста кровеносных сосудов, токсичность
по отношению к клеткам опухолей, противовирусная активность. Выявлено
значительное количество РНКаз, обладающих селективным цитотоксическим
действием по отношению к клеткам опухолей [1–3]. Наиболее известным фер-
ментом этого ряда является РНКаза лягушки Rana pipiens – онконаза [4], кото-
рая успешно проходит III стадию клинических испытаний как противоопухо-
левый препарат, предназначенный к использованию в терапии злокачествен-
ных новообразований легких. Особое внимание обращают на себя РНКазы,
филогенетически далекие от своих аналогов у млекопитающих, такие, как
РНКазы амфибий, грибов и микроорганизмов, нечувствительные к действию
присутствующего в клетках млекопитающих ингибитора РНКаз [5]. Отсутствие
возможности у бактериальных рибонуклеаз быть инактивированными ингиби-
тором РНКаз, а также широкие возможности для биоинженерии этих фермен-
тов делает их привлекательными для разработки новых терапевтических
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средств [6]. В связи с вышеизложенным целью настоящей работы стал сравни-
тельный анализ цитотоксичности рибонуклеазы Bacillus intermedius (биназы)
для обнаружения ее избирательного действия по отношению к опухолевым клет-
кам. Важнейшим аспектом для обоснования практического применения рибо-
нуклеаз является выявление их селективного действия на раковые клетки, ко-
торое, как показано нами ранее, связано с экспрессией определенных онкоге-
нов [7–9]. Установлено, что экспрессия мутантного гена ras увеличивает чувст-
вительность ras-трансформированных фибробластов к действию рибонуклеазы
Bacillus intermedius (биназы) [9], рибонуклеазы ооцитов лягушки Rana pipiens
(онконазе) [10] и катионного мутанта РНКазы Streptomyces aureofaciens (кати-
онной РНКазе Sa) [11] по сравнению с нетрансформированными клетками. По-
скольку активирующие мутации в семействе генов ras обнаружены в 20–25%
всех опухолей и в 90% случаев специфических опухолей человека [12], в на-
стоящей работе мы обсуждаем возможность взаимосвязи чувствительности
опухолевых клеток к биназе с экспрессией мутантных ras-генов

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) [13]. Каталитическая активность биназы охарактеризована
ранее по отношению к синтетическим субстратам [14] и высокополимерной
дрожжевой РНК [15]. Биназа была изолирована как гомогенный белок из культу-
ральной жидкости Escherichia coli BL21, несущей плазмиду pGEMGX1/ent/Bi.
Очистка фермента проведена согласно процедуре, описанной Шульгой с соав-
торами. [13]. Чистота препарата подтверждена электрофоретически (рис. 1).

Биназа     0.1    1     10    100   200   300 мкг/мл

 Мол. масса, кДа

Рис. 1. Электрофореграмма препарата биназы высокой степени очистки

Клеточные линии эпителия пуповинной вены человека (HUVEC), адено-
карциномы легких (А549), фибросаркомы человека (HT1080) и клетки глиомы
мышей С6 [ATCC] из коллекции клеточных культур США (АССС) выращивали
соответственно на стандартных средах ECGM (Endothelial Cell Growth Medium,
PromoCell) для HUVEC; DMEM для А549, HT1080; М199 (Invitrogen) для С6
с добавлением пенициллина/стрептомицина (по 10000 ед.) и 10%-ной телячьей
сыворотки в атмосфере 5%-ного СО2.

Анализ цитотоксичности биназы проводили с использованием теста, осно-
ванного на ингибировании пролиферации клеток, измеренной по активности
митохондриальных дегидрогеназ, восстанавливающих производные формазана
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(The CellTiter 96R AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega)
и теста, основанного на увеличении выхода в среду внутриклеточной лактатде-
гидрогеназы при токсическом действии на клетки исследуемой РНКзы (Cytoto-
xicity Detection Kit LDH, Roche). Клетки засевали с плотностью 5–10 тыс./мл,
выращивали до образования монослоя и заменяли среду на аналогичную, содер-
жащую концентрации биназы до 300 мкг/мл. После роста в течение 48 ч прово-
дили анализ цитотоксичности.

Статистическая обработка результатов, полученных из трехкратных повтор-
ностей каждого эксперимента, проводилась стандартными методами в про-
грамме Microsoft Excel 2007.

2. Результаты и их обсуждение

В течение 48 ч биназа в концентрациях от 0.1 до 300 мкг/мл среды не инги-
бировала пролиферацию нормальных клеток эпителия HUVEC. В максимальной
из использованных концентраций снижение активности пролиферации не пре-
вышало 5% (рис. 2, а). В то же время биназа на 20% снижала пролиферацию он-
котрансформированных клеток А549, начиная с концентрации более 100 мкг/мл,
а при концентрации 300 мкг/мл это снижение составило 35% от уровня проли-
ферации необработанных РНКазой клеток. За 72 ч обработки клеток биназа
вызывала снижение уровня пролиферации линии опухолевых клеток на 60%
при концентрации 300 мкг/мл, действие фермента на нормальные клетки эпи-
телия оставалось незначительным (данные не представлены). Результаты, по-
лученные в тесте по активации выхода лактат дегидрогеназы из клеток после
токсического действия биназы, оказались схожими, хотя показатели токсично-
сти имели более высокое значение, что позволяет говорить о более высокой
чувствительности теста по сравнению с тестом по ингибированию пролифера-
ции. Установлено, что цитотоксичность биназы в максимальной из использо-
ванных концентраций достигала 42% по отношению к клеткам карциномы лег-
ких А549 и не проявлялась по отношению к нормальным эпителиальным клет-
кам HUVEC (рис. 2, б). Более того, если время обработки биназой продлевали
до 72 ч, выход лактат дегидрогеназы из клеток А549 на 50% превышал таковой
в контрольном варианте под действием Тритона Х-100 и лишь незначительно
возрастал у клеток HUVEC. Полученные данные однозначно свидетельствуют
о том, что биназа избирательно ингибирует пролиферацию раковых клеток
эпителиального происхождения.

Для других опухолевых клеток, использованных в работе, выявлены разли-
чающиеся эффекты биназы. Так, клетки глиомы мышей нейроэпителиального
происхождения С6 так же, как и линяя клеток А549, проявили чувствитель-
ность к токсическому действию фермента: активация выхода лактатдегидроге-
назы составила 24% при концентрации биназы 300 мкг/мл. В то же время клетки
фибросаркомы человека мезенхимного происхождения HT1080 не были подвер-
жены влиянию РНКазы (рис. 2, в). Мы предположили, что на чувствительность
клеток к действию РНКаз оказывает влияние экспрессия активированных онко-
генов, в частности семейства ras. Выявление связи спектра экспрессируемых он-
когенов с подверженностью опухолевых клеток цитотоксическому действию
РНКаз представляет собой важную задачу, решение которой может определить
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перспективы применения РНКаз как противоопухолевых агентов. Известно, что
семейство генов ras у млекопитающих состоит из основных генов Харви (H-ras),
Кирстена (K-ras) и нейробластомного (N-ras), которые различаются только по
40 С-терминальным аминокислотам. В нормальных клетках эпителия активи-
рованные гены ras не экспрессируются, для нечувствительных к биназе клеток
НТ1080 показана экспрессия N-ras [16], для клеток С6 – H-ras [17], а для наибо-
лее чувствительной линии клеток А549 – экспрессия K-ras [18] и H-ras [19].
С учетом того, что опухолевые клетки мезенхимального происхождения оказа-
лись нечувствительными к биназе, в отличие от опухолей эпителиального про-
исхождения, можно предполагать определенную роль экспрессии активиро-
ванных H-ras и K-ras генов в восприимчивости к РНКазам эпителиальных ра-
ковых клеток. Известно, что именно мутантный K-ras причастен к инициации
многих опухолей [20], поэтому связь между поражением опухолевых клеток
биназой и его экспрессией заслуживает пристального внимания и дальнейшего
изучения.

а) б) в)

Биназа, мкг/мл

Рис. 2. Цитотоксичность биназы за 48 ч действия по отношению к линиям клеток А549,
HUVEC, HT1080 и С6 в тесте по ингибированию уровня пролиферации (а) и по акти-
вации выхода лактат дегидрогеназы (б, в). За 100% цитотоксичности принят вариант
с отсутствием пролиферирующих клеток (а) и вариант, где выход лактатдегидрогеназы
индуцирован Тритоном Х-100 (б, в)
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Summary

H.A. Cabrera Fuentes, P.V. Zelenikhin, A.I. Kolpakov, K.T. Preissner, O.N. Ilinskaya.
Comparative Toxicity of Binase towards Tumor and Normal Cells.

Due to their biological activity ribonucleases are able to become the basis for the devel-
opment of novel drugs in malignant neoplasms therapy. The work characterizes cytotoxic
activity of Bacillus intermedius ribonuclease towards solid tumor cells: pulmonary adenocar-
cinoma (A549), human fibrosarcoma (HT1080) and murine glioma C6 (ATCC). The enzyme
possesses high cytotoxic effect on A549 and C6 cells and does not at the same time inhibit
proliferation of HT1080 cells. This fact could be explained by the different expression levels
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of ras-oncogenes by the tested cell lines. Ribonuclease did not show cytotoxicity towards
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) in concentration range of 0.1–300 µg/ml.
The data obtained indicate that detection of certain oncogenes in tumor cell as markers
of their susceptibility to binase cytotoxic action is very promising.

Key words: binase, cytotoxicity, ras-oncogenes, A549, C6, HT1080, HUVEC cell lines.
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