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Злокачественные опухолевые заболевания нахо-
дятся на втором месте после сердечно-сосудистых 
по количеству смертей и являются одной из основ-
ных причин смертности в мире. По данным ВОЗ, 
в 2012 году от злокачественных опухолей умерло 
более 8,2 млн человек [1]. Большая часть смертей 
зарегистрирована в развивающихся странах, для 
которых современные способы ранней диагностики 
и эффективного лечения злокачественных новооб-
разований остаются малодоступными. В России от 
рака ежегодно умирает более 285 000 человек [2]. 
На сегодняшний день одним из ведущих направле-
ний в противоопухолевой терапии является создание 
систем адресной доставки лекарственных средств  
в очаги злокачественных новообразований [3]. 
Предпосылкой к развитию данной тенденции послу-
жила неэффективность фармацевтического лечения 
при традиционных способах введения препаратов, 
поскольку в этом случае действие лекарств являет-
ся общим, проникая не только в органы-мишени, но  
и в другие ткани, где часто обладает нежелатель-
ными эффектами. При этом лечебная доза тера-
певтического средства значительно снижается, что 
вынуждает применять дозы, на несколько порядков 
превышающие необходимые [4].

Наиболее перспективным методом лечения он-
кологических заболеваний, отличающимся высо-
кой степенью целевой направленности препарата, 
является генотерапия [5]. Данный вид лечения за-
ключается во введении специальных терапевтиче-
ских генетических конструкций в клетки организма.  
Доставку гена производят с помощью вирусных или 
невирусных систем, ex vivo или in vivo [5]. Подхо-
ды генной терапии основаны на многофакторности  
онкологических заболеваний [6], среди них различа-
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Today, the targeted drug delivery to tumors is one of 
the leading researches in anticancer therapy. Using gene 
engineering techniques the new expression system based 
on pCS2+ vector was created. Gene of Bacillus pumilis 
ribonuclease – binase, and gene of intracellular inhibitor 
of Bacillus amyloliquefaciens – barstar were cloned under 
promotor of cytomegalovirus. The possibility of binase’s 
gene expression in transformed murine lung epithelial cells 
was shown. The new plasmid system provides selective 
cytotoxic action of binase against target tumor cells due 
to high expression level of foreign protein in transformed 
cells.
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ют: введение генов-супрессоров опухолевого роста; 
генов, обеспечивающих устойчивость к противоопу-
холевым средствам для проведения более активной 
химиотерапии; ингибирование доминантных генов;  
а также методы иммуностимуляции и введения ге-
нов пролекарств [5]. Генотерапия потенциально мо-
жет обеспечить эффективную доставку чужеродного 
гена в клетки-мишени, а также его длительную экс-
прессию в них. 

Одними из основных критериев для практического 
применения противоопухолевого средства являются 
его селективное действие по отношению к раковым 
клеткам и низкая иммуногенность препарата [7]. 
Поэтому особое внимание привлекают ферменты – 
рибонуклеазы (РНКазы), обладающие селективной 
цитотоксичностью по отношению к злокачествен-
ным клеткам. Наиболее известным представителем 
РНКаз животного происхождения является РНКаза 
овоцитов лягушки Rana pipiens – онконаза, достиг-
шая III фазы клинических исследований в протоколе 
лечения мезотелиомы легких человека [8]. Препа-
рат используется в комплексной терапии с противо-
опухолевым антибиотиком – доксорубицином [9]. 

Среди микробных РНКаз особое место занимает 
РНКаза Bacillus pumilis – биназа. Это фермент се-
лективно ингибирует рост клеток, экспрессирующих 
ras, kit и AML-ETO онкогены, при этом не оказывая 
значимого токсического действия на нормальные 
клетки [10–12]. Кроме того, показано, что биназа 
не индуцирует поликлональный Т-клеточный от-
вет, что говорит о ее низкой иммуногенности [13]. 
Перечисленные свойства позволяют рассматривать 
биназу в качестве активного вещества потенциально-
го противоракового препарата. Однако при введении  
чужеродных ферментов в живой организм они 
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быстро утрачивают свою активность вследствие 
действия внутриклеточных протеаз и ряда других 
факторов, что, возможно, объясняет невысокие по-
казатели клинических испытаний онконазы. В связи 
с этим очевидна необходимость защиты и пролонга-
ции функционирования введенного фермента в ор-
ганизме. 

В настоящей работе нами была создана векторная 
конструкция, на основе которой ген биназы на плаз-
мидном векторе pСS2+ был введен в опухолевые 
клетки MLE-12 эпителия легких мыши. Экспрессия 
гена и секреция фермента подтверждены иммуно-
блотингом. Биназа оказывала токсическое действие 
на линию трансформированных клеток легких без 
интернализации фермента [14]. В перспективе би-
наза, экспрессирующаяся в эпителии легких, может 
адресно воздействовать на опухолевые клетки, не 
оказывая при этом токсического действия на здоро-
вые клетки организма.

Материал и методы

Плазмиды и клетки 

В работе были использованы: плазмида pMZ55, 
несущая полный ген РНКазы B. pumilis и сце-
пленный с ним ген внутриклеточного ингибитора  
B. amyloliquefaciens – барстара, сконструированная 
Знаменской с соавторами [15], и коммерческий 
вектор pСS2+, обеспечивающий экспрессию бина-
зы в клетках млекопитающих. Трансформированные 
клетки эпителия легких мыши (MLE-12) были полу-
чены из коллекции клеточных культур США (ATCC  
CRL-2110). Клетки выращивали при 37°С на стан-
дартной среде DMEM (Invitrogen, США) с добав-
лением 5% телячьей сыворотки и пенициллина/
стрептомицина (по 100 ед.) в атмосфере 5% СО2. 
Химически компетентные клетки E. coli Top10 предо-
ставлены компанией Invitrogen (США).

Создание генетической конструкции 

Ген РНКазы и барстара амплифицировали с плаз-
миды pMZ55 с использованием двух пар праймеров 
Bin-For-EcoRI и Rnase-Brst-Rev-XhoI, содержащих 
сайты рестрикции XhoI и EcoRI, сконструированных 
сотрудниками лаборатории «Биоинженерии и био-
синтеза ферментов» К(П)ФУ, производитель (Си-
бЭнзим, Россия).

Bin-For-EcoRI: 
ATCGTGAATTCTTATTTATTTCATCAGAAGGTTATC
Rnase-Brst-Rev-XhoI: 
GCTGATCTCGAGGGGTTTGTGTTTCCATATTG
Условия реакции: 94°C – 2 мин, 94°C – 15 с,  

55°C – 30 с, 68°C – 90 с, всего – 30 циклов.  
Реакцию проводили с использованием термоцикле-
ра «T3000» (Biometra, Германия). ПЦР-продукт, со-
держащий сайты рестрикции Xho I и Eco RI, и ДНК 
вектор pСS2+ гидролизовали рестриктазами Xho I 
и Eco RI (Invitrogen, CША). Рестрикцию проводили 
при температуре 37°С в течение 8 ч. Количество 
ДНК вектора в реакции составляло 4–6 мкг, ПЦР-
продукта – 500 нг. Рестриктазы инактивировали при 
температуре 80°С в течение 20 мин.

С целью очистки рестрицированного вектора плаз-
мидную ДНК наносили на агарозный гель и выделя-
ли из геля с использованием набора «PureLink Quick 
Gel Extraction kit» (Invitrogen, США). ПЦР продукт 
очищали «PureLink PCR Purification Kit» (Invitrogen, 

США) в соответствии с инструкцией производите-
ля. Продукт амплификации лигировали с вектором 
pСS2+ с использованием Т4 – лигазы (Thermo 
Scientific, США). Лигирование проводили при темпе-
ратуре 16°С в течение 6 ч. Лигазной смесью транс-
формировали компетентные клетки E.coli Top10.

Трансформация и анализ векторной ДНК

Компетентные клетки E. coli Top10 (Invitrogen, 
США) трансформировали лигазной смесью. К 50 мкл  
химически компетентных клеток добавляли 1/2 
объема лигазной смеси. Клетки подвергали темпе-
ратурному шоку, выдерживая во льду в течение 30 
мин, затем 90 с при 42°С, и снова во льду в течение  
2 мин. Далее к клеткам добавляли 400 мкл среды 
LB, инкубировали в течение 1 ч при 37°С c аэрацией. 
Высевали на чашки с L-агаром и ампициллином, вы-
ращивали при 37°С 14–16 ч.

Для подтверждения встраивания клонируемо-
го фрагмента в состав вектора pСS2+ плазмиды  
выделяли из рекомбинантных клонов E. coli Top10  
с использованием «PureLink Quick Plasmid MiniPrep 
Kit» (Invitrogen, США) и анализировали с помощью 
ПЦР и рестрикционного анализа, как описано выше. 

Трансфекция

Полученной генной конструкцией трансфициро-
вали клетки MLE-12 и выращивали в течение 48 ч. 
Трансфекцию проводили с использованием «Ли-
пофектамина 2000» (Invitrogen, США) согласно 
инструкции производителя. В качестве отрицатель-
ного контроля клетки трансфицировали вектором 
pСS2+ без вставки, положительным контролем 
служил вектор, экспрессирующий флуоресцентный 
белок GFP, меченый myc-полипептидом (Invitrogen, 
США). 

После роста в течение 48 ч клетки собирали, 
промывали в PBS-буфере и центрифугировали на 
холоду при 1200 rpm 10 мин. Белки в супернатан-
те осаждали по стандартной методике [16]. Кле-
точный осадок ресуспензировали в 300 мкл лизи-
рующего буфера (50 mM Трис-HCl, 150 mM NaCl,  
15 mM ЭДТА, 0,4% Тритон Х-100, 0.2 mM Имида-
зол, 20 mM NaF, 0,5 mM Na3VO4, 40 мкг/мл PMSF, 
рН 7,4), разрушали ультразвуком (5 циклов по  
10 с) и центрифугировали на холоду при 14 000 rpm  
10 мин. Супернатант собирали для проведения элек-
трофореза в ПААГ. 

Электрофорез в ПААГ и вестерн блот 

Электрофорез в 15% полиакриламидном геле 
проводили согласно стандартной методике, описан-
ной Лэммли [17]. После разделения белков в ПААГ, 
белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану, 
центры связывания блокировали добавлением 5% 
сухого молока в буфере TBS. Мембрану инкубиро-
вали с первичными антителами против myc-белка 
(1:2000) (Santa Cruz, США) в течение ночи при 4°С. 
Не связавшиеся антитела отмывали, мембрану ин-
кубировали с вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с пероксидазой хрена. Детекцию иммунных 
комплексов проводили с использованием «Super 
Signal West Femto detection solutions» (Thermo 
Scientific, США) на гель-документаторе Luminescent 
Image Analyzer (Las 4000, Fujifilm, Япония).
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Зимограмма

Оценку каталитической активности фермента 
проводили путем разделения белков в 15% полиа-
криламидном геле по модифицированной методике 
Лэммли [17], в качестве субстрата в разделяющий 
гель добавляли дрожжевую РНК (Sigma-Aldrich, 
США) в концентрации 7 мг/мл. После электрофо-
ретического разделения белков, гель отмывали по  
10 мин в буфере I (10 мM Tрис-HCl, 20% изопро-
панол, pH 7,5), буфере II (10 мM Tрис-HCl, pH 7,5) и 
буфере III (100 мM Tрис-HCl, pH 7,5). Окрашивание 
гелей проводили в 0,2% растворе толуидинового  
синего (Sigma-Aldrich, США).

Результаты и обсуждение

Гены рибонуклеазы Bacillus pumilus – биназы и 
сцепленного с ним гена внутриклеточного ингибито-
ра B. amyloliquefaciens – барстара были клонированы 
в вектор pCS2+, способный экспрессироваться в 
клетках млекопитающих. На первом этапе с помо-
щью ПЦР гены РНКазы и барстара были амплифици-
рованы с плазмиды pMZ55 с использованием двух 
пар праймеров Bin-For-EcoRI и Rnase-Brst-Rev-XhoI, 
несущих сайты рестрикции EcoRI и XhoI (рис. 1). 
Плазмида pMZ55 была сконструирована Знаменской 
с соавторами [15] с целью эффективной экспрессии 
биназы в клетках B. subtilis. Ампликон, полученный  
с плазмиды pMZ55, и вектор pCS2+ рестрициро-
вали по сайтам EcoRI и XhoI с образованием лип-
ких концов. Полученные фрагменты лигировали, 
лигазной смесью трансформировали компетентные 
клетки E. coli Тор 10. Отбор клонов проводили на 
питательной среде с ампициллином. Успешность 

клонирования была подтверждена ПЦР (рис. 2), ре-
стрикцией (рис. 3) и секвенированием полученной 
векторной конструкции, сборка фрагментов кото-
рой выявила наличие полноразмерного гена биназы 
(http://www.uniprot.org/uniprot/P00649) и барстара 
(http://www.uniprot.org/uniprot/P11540). Размер 
ПЦР-продукта, созданных векторных конструкций, 
совпадал с ампликоном pMZ55, что подтверждает 
наличие вставки в составе вектора pCS2+ (рис. 2). 
Рестрикция векторных конструкций эндонуклеазами 
EcoRI и XhoI, имеющими по одному сайту рестрикции, 
показала наличие двух полос на электрофорезе, со-
ответствующих размеру клонируемого гена и векто-
ра (рис. 3). Ген РНКазы в составе вектора pCS2+ 
мечен myc-белком, позволяющим детектировать  
биназу анти-myc антителами.

Рис. 1. Амплификация гена биназы и сцепленного  
с ним гена барстара с плазмиды pMZ55  
с использованием двух пар праймеров  
Bin-For-EcoRI и Rnase-Brst-Rev-XhoI: 
1, 2 – ПЦР-продукт с pMZ55; К(-) – отрицательный 
контроль; M – ДНК маркер «100 bp plus»

Рис. 3. Рестрикция готовых векторных конструкций, 
выделенных из клонов E. coli Top10:
1, 3, 5, 7 – гидролиз векторных конструкций 
эндонуклеазой XbaI; 2, 4, 6, 8 – гидролиз векторных 
конструкций эндонуклеазами EcoRI и XhoI;  
9 – нерестрицированный вектор pCS2+;  
M – ДНК маркер «1 kb plus»

Рис. 2. ПЦР полученной векторной конструкции, 
выделенной из клонов E. coli Top10 после 
трансформации: 1–5 – векторные конструкции 
клонов E. coli Top10; К(-) – отрицательный 
контроль; К(+) – положительный контроль 
(амплификация с плазмиды pMZ55);  
M – ДНК маркер «100 bp plus»
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Сконструированная векторная система была 
трансфицирована в клетки MLE-12. В качестве по-
ложительного контроля использовали векторную 
систему, экспрессирующую ген флуоресцентного 
белка GFP. Высокая интенсивность флуоресценции 
маркерного белка подтвердила успешность прове-
денной трансфекции. Результаты экспрессии гена 
биназы показали, что вестерн блот анализ с при-
менением антител против myc удостоверяет наличие 
ферментного белка в супернатанте трансформиро-
ванных клеток (рис. 4). Отсутствие биназы в клеточ-
ном лизате MLE-12 подтверждает факт, что белок 
секретировался в среду. Отметим, что как отрица-
тельный (лиофилизированный препарат биназы), 
так и положительный (GFP-myc tag белок) контроль-
ные варианты свидетельствуют о достоверности по-
лученных данных (рис. 4).

Размер детектируемого продукта составил  
25 кДа, что, вероятно, говорит о взаимодействии 
антител с димерной формой биназы. Стандартная 
масса мономерной биназы 12 кДа, однако, мы не 
выявили соответствующую мономерную полосу на 
вестерн блоте (рис. 4). Поскольку детекцию осу-
ществляли антителами к myc, ген которого встроен 
в плазмиду pCS2+ до структурного гена биназы, 
экспрессирующийся полипептид метит одну моле-
кулу биназы. Вероятно, димеризация белка проис-
ходит на стадии трансляции, что мешает myc присо-
единиться к мономеру и затрудняет его детекцию в 
данной системе. На сегодняшний день многие авто-
ры сообщают о возможности димеризации РНКазы  
B. pumilus. Хотя доказательства димеризации бази-
руются на исследованиях кристаллической структу-
ры фермента [18, 19], при высоких концентрациях 
белка образование димеров может происходить и 
в растворе [19, 20]. С целью подтверждения полу-
ченных результатов, а также для исключения воз-
можности секреции мономера биназы совместно  
с ингибитором барстаром, нами была проведена ка-
чественная оценка каталитической активности фер-

мента в полиакриламидном геле. Было показано, что 
биназа расщепляет РНК и образует зоны гидролиза, 
соответствующие молекулярной массе 12 и 25 кДа.  
Те же данные были получены для лиофилизирован-
ного препарата биназы, что говорит о наличии у бел-
ка димерной формы (рис. 5). 

Отметим, что трансфицированные клетки MLE-12 
сохраняют жизнеспособность: после 48 ч роста уро-
вень апоптических клеток в культуре не превышает 
15%, так же, как и в исходных клетках (рис. 6).

Таким образом экспериментально продемон-
стрирована возможность экспрессии гена микроб-
ной РНКазы в эпителиальных клетках легких мыши. 
Вестерн-блот анализом с помощью анти-myc антител, 
в среде был детектирован иммунный комплекс с мо-
лекулярной массой 25 кДа, указывающий на обнару-
жение димерной формы биназы, поскольку именно 
РНКаза в составе вектора pCS2+ была мечена поли-
пептидом myc (см. рис. 4). Возможность димеризации 
фермента была подтверждена методом зимографии, 
который выявил наличие двух зон гидролиза РНК, со-
ответствующих ферменту с молекулярной массой 12 

Рис. 5. Определение РНКазной активности  
в полиакриламидном геле методом зимографии: 
1 – лиофилизированный препарат биназы;
2 – супернатант MLE-12; 
М – белковый маркер «PageRuler»

Рис. 6. Визуализация апоптических изменений 
популяции клеток MLE-12 спустя 48 ч роста  
после трансфекции (А) и без транфекции (Б)

А Б

Рис. 4. Детекция биназы методом вестерн блотта  
с использованием анти myc-антител: 
1 – вектор pCS2+ без вставки; 2 – векторная 
система, экспрессирующая флуоресцентный белок 
GFP-myc; 3 – клеточный лизат MLE-12; 
4 – супернатант MLE-12;
5 – лиофилизированный препарат биназы; 
М – ДНК маркер

М           1           2           3             4             5
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и 25 кДа (см. рис. 5). Таким образом, мы обнаружили 
также мономер биназы, обладающий каталитической 
активностью и описанный в ряде работ как классиче-
ская РНКаза B. pumilus [21]. 

В настоящее время способность к димеризации 
показана для многих РНКаз: панкреатической РНКа-
зы А [22], рибонуклеазы семенников быка (BS-
РНКазы) [23], РНКазы L [24] и других. Однако лишь 
одна из них, РНКаза семенников быка (BS-РНКаза) 
является природным димером [23]. Для биназы об-
разование димеров обнаружено в кристаллах [18], 
однако, возможность димеризации фермента в рас-
творе также не исключается [19]. 

Известно, что обработка клеток MLE-12 биназой 
в концентрации 100 нМ приводит к гибели 50% 
трансформированной клеточной популяции эпите-
лия легких уже в первые 24 ч инкубации, возможно, 
расщепляя РНК в составе онкогена Tag и запуская 
апоптоз [14]. Также можно предположить, что би-
наза связывается с мембранными белками – участ-
никами сигнальных путей, либо разрушает опреде-
ленную доступную РНК в клетках, приводя в итоге к 
гибели клеток. Так, для kit-экспрессирующих клеток 
показано, что разрушение мРНК kit-онкогена – не-
обходимый этап проявления дальнейших цитотокси-
ческих свойств фермента [12]. Однако, для клеток 
MLE-12 показано, что биназа в основном индуци-
рует их гибель практически без проникновения, че-
рез взаимодействие с поверхностными структурами 
[14]. Рассматривая трансфицированные клетки, не-
обходимо помнить, что они защищены от цитотокси-
ческого действия секретируемой биназы барстаром, 
экспрессирующимся на трансфицирующей плазмиде 
pCS2+. Действительно, нами было показано, что 
клетки секретировали в среду биназу, однако оста-
вались жизнеспособными (см. рис. 6).

Сегодня в генотерапии наиболее эффективным 
методом доставки генетического материала счита-
ется трансдукция, при которой чужеродная ДНК упа-
ковывается в вирусную частицу, а перенос генов осу-
ществляется путем нормальной вирусной инфекции, 
обеспечивающей эффективность и селективность 
экспрессии гена [25]. Несмотря на основное пре-
имущество вирусной доставки – высокой эффектив-
ности, этот способ остается малоизученным и небез-
опасным, ввиду высокой имунногенности вирусных 
векторов, а также риска возникновения мутаций. 
Кроме того, вирусные частицы обладают малой ем-
костью, ограничивающей возможности генотерапии 
[5, 25]. Невирусные системы безопасны, но, воз-
можно, менее перспективны ввиду низкой эффек-
тивности трансфекции in vivo [5]. Результаты данных 
экспериментов свидетельствуют о перспективности 
исследования новой экспрессионной системы на 
основе вектора pCS2+, поскольку введение полу-
ченной векторной конструкции в опухоли обеспечит 
экспрессию чужеродного белка в группе трансфи-
цированных клеток, и соответственно, селективное 
цитотоксическое действие биназы на близлежащие 
нетранфицированные опухолевые клетки, причем, 
сами клетки-продуценты будут защищены от токси-
ческого действия фермента внутриклеточным инги-
битором – барстаром.
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