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Бактериальная рибонуклеаза B. pumilus (биназа) зарекомендовала себя как перспек-
тивный противоопухолевый агент, проявляющий избирательность действия по отноше-
нию к линиям опухолевых клеток, экспрессирующих специфические онкогены KIT, ras,
AML/ETO, FLT3 [1, 2], а также ингибирующий процессы метастазирования опухолей у
животных [3]. Принципиальная роль каталитической активности в проявлении цитотокси-
ческих эффектов РНКаз вызывает немало дискуссий, в связи с этим целью данной работы
стала оценка вклада каталитической активности биназы в цитотоксичность фермента.

Активный центр биназы представлен пятью аминокислотными остатками: Lys 26, Glu
72, Arg 82, Arg 86, His 101 [4]. За непосредственное связывание с субстратом отвечают Glu
72, His 101, Lys 26. Методом сайт-направленного мутагенеза мы внесли радикальные за-
мены в активный центр фермента His101Glu и Lys26Ala, с использованием шаттл-вектора
pGP380 в качестве матрицы. Мутации в гене биназы детектировали секвенированием по
Сэнгеру.

Рекомбинантные белки выделяли из культуральной жидкости протеазодефицитного
штамма B. subtilis 2036. На первом этапе белки пропускали через ДЭАЭ-целлюлозу, затем
сорбировали на фосфоцеллюлозе, а на третьем этапе белки очищали с помощью ВЭЖХ,
элюцию проводили в линейном градиенте NaCl. Полученный хроматографический про-
филь образцов был представлен в виде одиночных симметричных пиков, что указывало
на однородность белковых фракций (рис. 1). На ДСН-электрофорезе пиковых фракций
были обнаружены только белки с молекулярной массой 12 кДа, которые также были де-
тектированы антителами к биназе в ходе Вестерн-блот анализа (рис. 2). Каталитическая
активность мутанта Lys26Ala на высокополимерном субстрате составила 11% от нативного
фермента, а His101Glu - 0.02%.

Исследование цитотоксичности полученных ферментов проводили в МТТ-тесте на мо-
делях опухолевых клеток человека линий А549, ВТ-20, HuTu80, а также на модели нор-
мальных клеток эмбриона человека WI38. Было показано, что мутантные производные
наряду с нативной биназой обладают избирательной цитотоксичностью по отношению к
опухолевым клеткам, не оказывая при этом существенного влияния на популяцию нор-
мальных клеток. Биназа с мутацией Lys26Ala как и нативный фермент в концентрации 300
мкг/мл снижала жизнеспособность клеток А549 и ВТ-20 на 25%, при этом клетки HuTu80
оказались более чувствительными к действию биназы: их жизнеспособность снижалась на
75% (рис. 3). Мутант без каталитической активности не оказывал значительного влияния
на жизнеспособность опухолевых клеток.

В ходе работы было показано, что остаточный уровень каталитической активности
мутанта биназы Lys26Ala в размере 11% является достаточным для проявления цитоток-
сичности, присущей нативному ферменту. При этом утрата ферментом каталитической
активности является критической, что лишает его цитотоксических свойств. Таким обра-
зом, наличие каталитической активности является ключевой составляющей цитотоксиче-
ского действия биназы.
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Рис. : Рисунок 1 – Хроматографический профиль элюции рекомбинантной биназы в ли-
нейном градиенте NaCl 0-1 M с использованием системы FPLC BioLogic Duo Flow. А –
биназа; Б – His101Glu; В – Lys26Ala. AU: единицы поглощения, mS × cm−1: кондуктив-
ность.
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Рис. : Рисунок 2 – Электрофореграмма фракций рекомбинантной биназы (А), мутантов
Lys26Ala (Б) и His101Glu (В) на различных этапах очистки: 1 – Культуральная жидкость
до очистки; 2 – После сорбции на ДЭАЭ-целлюлозе; 3 – Пиковая фракция после элюции
на фосфоцеллюлозе 4 – После ВЭЖХ (3 мкг на лунку); M – Precision Plus Protein Dual
Xtra Prestained Protein Standards. Г – Вестерн-блот анализ пиковых фракций биназы после
ВЭЖХ: 1 – Нативная биназа; 2 – Рекомбинантная биназа; 3 – Lys26Ala; 4 – His101Glu; M
- Precision Plus Protein Dual Xtra Prestained Protein Standards.

Рис. : Рисунок 3 – Оценка цитотоксичности нативной биназы и мутантов His101Glu и
Lys26Ala по отношению к линиям опухолевых клеток А549, ВТ-20, HuTu80 и к нормаль-
ным клеткам WI-38 через 48 часов.
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