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Аннотация

Перспективными препаратами для лечения рака являются рибонуклеазы различ-
ных организмов, представляющие собой альтернативу общепринятой химиотерапии.
Целесообразным представляется использование бактериальных рибонуклеаз в виду их
низкой стоимости, широких возможностей биоинженерии, а также невозможности ин-
гибирования этих ферментов цитозольным ингибитором рибонуклеаз млекопитающих.
Изучена возможность индукции апоптоза клеток миелоидного лейкоза К562 и нор-
мальных мононуклеарных клеток периферической крови здоровых доноров под дейст-
вием рибонуклеазы B. intermedius, а также оценена способность биназы вызывать не-
специфический иммунный ответ. Впервые установлено избирательное антипролифера-
тивное и апоптозиндуцирующее действие биназы на злокачественные клетки крови. По
отношению к лимфоцитам периферической крови здоровых доноров апоптогенного
эффекта биназы выявлено не было. Под воздействием фермента не происходило уси-
ления экспрессии активационных маркеров CD69 и интерферона-γ лимфоцитами, что
указывает на отсутствие у биназы суперантигенных свойств. Обнаруженное селектив-
ное цитотоксическое действие биназы на малигнизированные клетки обосновывает
перспективность разработки противоопухолевых средств на основе бактериальных ри-
бонуклеаз.

Введение

Рибонуклеазы (РНКазы) играют основную роль в метаболизме РНК в жи-
вых организмах. Они вовлечены во многие внутри- и внеклеточные физиоло-
гические процессы и могут быть компонентами супрамолекулярных комплек-
сов и функционировать совместно с другими ферментами [1]. На сегодняшний
день активно изучаются биологические функции РНКаз, связанные с регуляци-
ей экспрессии генов, роста и развития клеток, защитой от патогенов, индукци-
ей апоптоза. Известны РНКазы, обладающие широким спектром антимикроб-
ной активности [2], а также противовирусным действием [3, 4]. В последнее
время все большее внимание исследователей обращается на РНКазы различных
организмов, проявляющие значительную противоопухолевую активность. По-
казано, что цитотоксичностью по отношению к клеткам опухолевых линий об-
ладают РНКАзы млекопитающих, земноводных и других организмов, в том
числе бактерий и грибов. РНКаза семенников быка обладает противоопухоле-
вой активностью по отношению к клеткам карциномы щитовидной железы и
нейробластомы [5]. Высокую апоптогенность и цитотоксичность по отноше-
нию ко многим опухолевым линиям проявляет рибонуклеаза ооцитов лягушки
Rana pipiens, коммерческий препарат которой – онконаза – находится на III
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стадии клинических испытаний против мезотелиомы легких [6]. Токсическое
действие на злокачественные клетки оказывают РНКазы грибов, в частности
α-сарцин [7]. Значительным цитотоксическим действием по отношению к клет-
кам миелоидного лейкоза обладает РНКаза Sa3, секретируемая Streptomyces
aureofaciens [8]. РНКаза Bacillus intermedius – биназа – оказывает преимущест-
венное токсическое действие на клетки, трансформированные онкогеном ras
[9], экспрессия которого характерна для многих типов опухолей человека и
животных [10], однако возможность индукции апоптоза опухолевых клеток
этой РНКазой до сих пор не была показана.

Для использования рибонуклеаз в качестве противоопухолевых агентов
большое значение имеют два фактора: их высокая цитотоксичность по отно-
шению к раковым клеткам и низкий иммуногенный эффект этих ферментов.
Клетки млекопитающих содержат в цитозоле ингибитор РНКаз (РИ). Противо-
опухолевая активность РНКаз млекопитающих коррелирует с их устойчиво-
стью к действию РИ. Онконаза обладает такой устойчивостью, что позволяет
ей катализировать деградацию внутриклеточной РНК, тем самым вызывая
смерть клетки [11]. Рибонуклеаза бычьих семенников обладает селективной
цитотоксичностью в отношении различных опухолевых линий, поскольку она
находится в состоянии димера, что делает ее нечувствительной к действию РИ
[5]. Рибонуклеазы бактерий изначально не могут ингибироваться РИ, так как
функция последнего состоит в защите клеточной РНК преимущественно от
близкородственных рибонуклеаз млекопитающих. В связи с этим особенно ин-
тересным представляется изучение апоптогенных эффектов бактериальных ри-
бонуклеаз, которые в силу своего происхождения не требуют больших затрат
при получении. Для белковых препаратов, которые в перспективе могут быть
использованы в терапии, необходима предварительная оценка их возможных
иммунных эффектов [12].

Таким образом, представляется актуальным оценить апоптогенное дейст-
вие биназы на клетки злокачественных опухолей, а также установить возмож-
ность инициации неспецифического иммунного ответа под действием препара-
та фермента, что позволит в первом приближении обосновать возможность его
использования в терапии опухолевых заболеваний.

1. Условия эксперимента

В работе использовали биназу – рибонуклезу Bacillus intermedius 7Р дикого
типа (молекулярная масса 12.3 кДа, I 9.5p = ) производства экспериментально-
го завода органического синтеза АН Латвии, г. Рига, с описанными ранее ката-
литическими свойствами [13].

Апоптогенное действие биназы фиксировали цитометрически на линии
клеток миелоидного лейкоза К562, полученной из коллекции Института меди-
цинской иммунологии (Шарите, Берлин), и мононуклеарных клетках перифе-
рической крови здоровых доноров (КЗД), выделенных по классической мето-
дике центрифугированием в градиенте фиколверографина (Pharmacia, Швеция)
[14]. Для культивирования клеточных культур применяли питательную среду
RPMI 1640, содержащую 10% эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma),
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2 мМ глутамина и по 100 ед./мл пенициллина и стрептомицина. Культуры кле-
ток выращивали при 37°С в атмосфере 5% СО2.

Апоптические клетки в экспериментах фиксировали с помощью проточно-
го цитометра FACSCalibur (США) после инкубации культур клеток с биназой в
течение 48 ч и последующего двойного окрашивания флюоресцентными краси-
телями МЦ540 (Sigma), связывающимися с остатками фосфатидилсерина на
внешней стороне мембраны апоптических клеток [15] и 7-ААД (Sigma), взаи-
модействующими с деградирующей ДНК на участках между гуанином и цито-
зином [16].

В ходе апоптоза остатки фосфатидилсерина, в норме находящиеся только
на внутренней стороне цитоплазматической мембраны, начинают переноситься
на внешнюю. МС540 связывается с этими остатками и начинает флуоресциро-
вать, что детектируется цитометром. Соответственно, клетки, окрашенные
мерроцианином, можно подразделить на МС540-положительные (апоптиче-
ские) и МС540-отрицательные (нормальные) клетки.

На поздних стадиях апоптоза мембрана клетки компрометируется, а ее хро-
мосомы начинают фрагментироваться. 7-ААД обладает способностью проникать
через такую мембрану к ядру и связывается там с фрагментами ДНК. Таким об-
разом, клетки, подвергнутые двойному окрашиванию МС540 и 7-ААД, можно
разделить на три популяции, отражающие стадийность апоптоза: МС540-/7-
ААД- – неапоптические (нормальные) клетки; МС540+/7-ААД- – клетки в ран-
нем апоптозе и МС540+/7-ААД+ – позднеапоптические клетки (рис. 1).

Рис. 1. Цитометрическое распределение клеток К562 по популяциям при двойном ок-
рашивании MC540 и 7-AAD: квадрант I – нормальные неапоптические клетки, II –
клетки в раннем апоптозе, III – клетки в позднем апоптозе, IV – некротические клетки

В качестве позитивного контроля в экспериментах по индукции апоптоза
применяли камптотецин (Sigma) в концентрации 50 мМ [17].

Индукцию неспецифического иммунного ответа под действием биназы оп-
ределяли цитометрически на CD4+, CD8+ лимфоцитах, выделенных из пери-
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ферической крови здоровых доноров. Активация Т-клеток в ходе развития им-
мунного ответа сопровождается экспрессированием на их внешней поверхно-
сти специфического активационного антигена СD69 [18], а также продуцирова-
нием такой клеткой ряда цитокинов, в частности интерферона-гамма [19]. Та-
ким образом, измеряя количество клеток, начинающих экспрессию таких акти-
вационных маркеров под действием антигена, можно охарактеризовать его им-
муногенные свойства.

Уровень экспрессии антигена CD69 и интерферона-гамма Т-клетками оп-
ределяли после культивирования клеток в присутствии РНКазы, последующей
обработки и окрашивания по специальному протоколу, как описано в [19]. Ок-
рашивание клеток производилось комплексом антител, коньюгированных с
флюоресцентными красителями: anti-IFN-g–FITC (BD-Science), anti-CD69-PE
(BD- Science), anti-CD3-PerCP (BD- Science), anti-CD8-APC (BD- Science), anti-
CD-4-APC (BD- Science).

В качестве позитивного контроля в экспериментах по индукции неспеци-
фического иммунного ответа применялся стафилококковый энтеротоксин Б,
обладающий суперантигенными свойствами [20], в концентрации 100 нг/мл.

Математическую обработку результатов проводили в программе Statistica 6.0
с использованием непараметрического критерия Манна – Уитни в качестве
критерия достоверности. При этом 0.05p ≤  принимали за достоверный уро-
вень значимости.

2. Результаты и обсуждение

Для биназы установлено концентрационнозависимое избирательное апоп-
позиндуцирующее и антипролиферативное действие в отношении клеток К562
в диапазоне концентраций от 30 до 750 мкг/мл (рис. 2). В первую очередь ци-
тотоксическая активность РНКазы проявилась в уменьшении общего числа
клеток. Общее количество клеток под действием биназы за 48 ч инкубирования
уменьшилось по сравнению с контролем без фермента на 24, 37 и 42% для кон-
центраций биназы 30, 150 и 750 мкг/мл, соответственно. Классический индук-
тор апоптоза камптотецин также обладал цитотоксическими свойствами, сни-
жая общее количество клеток по сравнению с контролем на 47%. При инкуба-
ции клеток К562 с препаратом фермента уменьшалась доля жизнеспособных
неапоптических клеток до 56% для концентрации биназы 750 мкг/мл, тогда как
в контроле доля этих клеток составляла 94%, а в варианте с камптотецином –
83%. С увеличением концентрации фермента увеличивалась доля раннеапоп-
тических клеток до 31% (750 мкг/мл) против 5% в контроле и 15% в варианте с
камптотецином. Доля позднеапоптических клеток также увеличивалась и со-
ставляла величину от 5% при концентрации биназы 30 мкг/мл до 13% для 750
мкг/мл. В контрольном варианте доля клеток, находящихся на стадии позднего
апоптоза, не превышала 1%, а в варианте с камптотецином – 2%. Таким обра-
зом, проведенное исследование позволяет говорить о высоком апоптогенном
потенциале биназы в отношении клеток К562, превосходящем таковой у клас-
сического индуктора апоптоза – камптотецина.
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Рис. 2. Распределение клеток К562, обработанных РНКазой в течение 48 ч, по популя-
циям, отражающим стадийность апоптоза (MC+/AAD+ – поздний апоптоз, MC+/AAD-
– ранний апоптоз, MC-/AAD- – неапоптические клетки). Варианты: К – контрольные
необработанные клетки в начале эксперимента и спустя 48 ч культивирования; В – об-
работка биназой; С – камптотецином
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Рис. 3. Распределение лимфоцитов, обработанных РНКазой в течение 48 ч, по популя-
циям, отражающим стадийность апоптоза (MC+/AAD+ – поздний, MC+/AAD- – ранний
апоптоз, MC-/AAD- – неапоптические клетки). Варианты: К – контрольные необрабо-
танные клетки спустя 48 ч культивирования; В – обработка биназой; С – камптотеци-
ном (50мМ)

Для оценки возможности цитотоксического действия биназы на нормаль-
ные клетки человека исследовали влияние фермента на лимфоциты, выделен-
ные из крови здоровых доноров. Во всем диапазоне исследованных концентра-
ций (6–750 мкг/мл) биназа не оказала апоптозиндуцирующего действия на эти
клетки (рис. 3), что позволяет  сделать  вывод  об  избирательном  цитотоксиче-
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Рис. 4. Индукция экспрессии активационных маркеров CD69 и интерферона-γ CD4+,
CD8+ лимфоцитами под действием биназы. Варианты: К – контрольные необработан-
ные клетки спустя 48 ч культивирования, В – обработка биназой, СЭБ – стафилококко-
вый энтеротоксин Б (100 нг/мл)

ском действии фермента на опухолевые клетки. Ранее было показано преиму-
щественное угнетение роста ras-трансформированных фибробластов по срав-
нению с нормальными [21], что подтвержает возможность избирательного дей-
ствия фермента на опухолевые клетки. Такое действие, по-видимому, обуслов-
лено тем, что молекула этого фермента несет на своей поверхности значитель-
ный положительный заряд ( I 9.5)p = . Известно, что селективность действия
РНКаз главным образом зависит от их катионности [22], поскольку злокачест-
венные клетки по сравнению с нормальными экспрессируют на своей поверх-
ности повышенное число отрицательно заряженных фосфолипидов, гликоли-
пидов и гликопротеинов [23]. Таким образом, электростатическое взаимодей-
ствие молекулы фермента и поверхности опухолевой клетки повышает вероят-
ность интернализации РНКазы.

При изучении индукции неспецифического иммунного ответа под действи-
ем биназы установлено, что в исследованном диапазоне концентраций (6–750
мкг/мл) фермент не вызывал повышения уровня экспрессии CD69-антигена и
образования интерферона-гамма Т-клетками. В присутствии стафилококкового
энтеротоксина Б происходило образование CD69 и интерферона-гамма у 30%
CD4+, CD8+ лимфоцитов (рис. 4), т. е. по отсутствию у биназы возможности
активировать CD4+, CD8+ Т-клетки можно сделать вывод об отсутствии у нее
свойств индуктора поликлонального Т-клеточного ответа – суперантигена.

Отсутствие у биназы суперантигенных свойств является весьма интерес-
ным фактом. Преимущественный интерес исследователей в отношении цито-
токсических РНКаз млекопитающих вполне обоснованно связан с ожиданием
низких иммуногенных эффектов этих белков в организме человека. Однако по-
казано, что и филогенетически далекие от человека РНКазы могут обладать
минимальным воздействием на его иммунную систему. Так, установлено, что
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онконаза – препарат РНКазы ооцитов лягушки – не обладает иммунотоксиче-
ским и иммуногенным действием [6].

В результате наших исследований установлено, что РНКаза Bacillus inter-
medius обладает достоверным избирательным антипролиферативным и апопто-
зиндуцирующим действием в отношении клеток миелоидного лейкоза К562.
Кроме того, полученные экспериментальные данные позволяют обосновать
возможность применения препаратов биназы в терапии опухолей человека в
связи с отсутствием у данного фермента иммунотоксических и суперантиген-
ных свойств.

Работа выполнена при финансовой поддержке Фонда палаты депутатов
г. Берлина, РФФИ (проект № 04-04-49385), Фонда НИОКР Республики Татар-
стан (проект № 03-3.10-292) и ФцНТП ЖС-12.2/002.

Summary

P.V. Zelenikhin, G.V. Cherepnev, O.I. Ilinskaya. Apoptogenic and immunogenic effects
of Bacillus intermedius ribonuclease.

Ribonucleases (RNAses), obtained from different organisms could be considered as new
antitumor drugs. Bacterial RNAses are perspective as antitumor agents because they are re-
sistant to mammal cytosolic RNAse inhibitor and not expensive. The aim of the present study
was to investigate the apoptogenic effects of Bacillus intermedius RNAse (binase) and to de-
termine immunogenic properties of the enzyme. The binase was shown to obtain the cyto-
static and apoptogenic effects on K562 cells. To investigate binase cytotoxic effects on nor-
mal (nonmalignant) human cells we used the peripheral blood lymphocytes, obtained from
healthy donors. The binase was not shown to posses the apoptogenic effects to the human
blood lymphocytes. The absence of RNAse’s apoptotic effects toward human peripheral
blood mononuclear cells confirms the selective antitumor action of enzyme. The induction of
nonspecific immune response was determined by the expression level of CD69 and IFN-gam-
ma in human peripheral blood lymphocytes under enzyme action. Neither CD69, nor IFN-
gamma were not expressed by CD4+,CD8+ lymphocytes in the presence of binase. Thus, it
should be noted, that binase does not induct the nonspecific immune response as superantigen
or mitogen.
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