
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2020, том 54, № 5, с. 872–880

872

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ГИДРОЛИЗА РНК БИНАЗОЙ ИЗ Bacillus pumilus: 
ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ СУБСТРАТА, ИОНОВ МЕТАЛЛОВ

И НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ СОЕДИНЕНИЙ
НУКЛЕОТИДНОЙ ПРИРОДЫ

© 2020 г.   А. А. Кузнецоваa, А. А. Ахметгалиеваb, В. В. Ульяноваb,
О. Н. Ильинскаяb, О. С. Федороваa, *, Н. А. Кузнецовa, **

aИнститут химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения
Российской академии наук, Новосибирск, 630090 Россия

bИнститут фундаментальной медицины и биологии Казанского (Приволжского) федерального университета, 
Казань, 420008 Россия

*e-mail: fedorova@niboch.nsc.ru
**e-mail: nikita.kuznetsov@niboch.nsc.ru

Поступила в редакцию 13.04.2020 г.
После доработки 28.04.2020 г.

Принята к публикации 28.04.2020 г.

Биназа – внеклеточная гуанилспецифичная рибонуклеаза из Bacillus pumilus, основной биологиче-
ской функцией которой является деградация РНК с образованием 2',3'-гуанозинциклофосфата и
его последующим гидролизом до 3'-фосфата. Внеклеточные РНКазы относятся к важным агентам,
влияющим на функциональную активность организма, поскольку они взаимодействуют непосред-
ственно с эпителиальными и иммунными клетками. При этом биологические эффекты фермента
могут реализоваться как за счет прямой деградации РНК, так и вследствие накопления 2',3'-cGMP
в организме человека. В настоящей работе проведен сравнительный анализ эффективности рас-
щепления модельных РНК-субстратов, представляющих собой короткие шпилечные структуры, в
которых варьировали положение гуанозина. Показано, что эффективность гидролиза модельных
РНК-субстратов зависит от положения гуанозина. Кроме того, выявлено влияние ионов различных
двухвалентных металлов и низкомолекулярных соединений нуклеотидной природы на протекание
эндорибонуклеазной реакции, катализируемой биназой.
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ВВЕДЕНИЕ

Биназа (Bi) – внеклеточная гуанилспецифич-
ная рибонуклеаза из Bacillus pumilus [1], относится
к семейству РНКаз N1/T1/U2 (IPR001887). Фер-
мент катализирует гидролиз фосфодиэфирной
связи между гуанозин-3'-фосфатом и 5'-ОН-груп-
пой соседнего нуклеотида с образованием 2',3'-гу-
анозинциклофосфата, после чего происходит гид-
ролиз 2',3'-гуанозинциклофосфата до 3'-фосфата
[2]. Несмотря на то, что основным сайтом расщеп-
ления РНК биназой является гуанозин, фермент
способен также проводить гидролиз РНК по остат-
кам аденозина, но с меньшей эффективностью.
Показано [3, 4], что стадия гидролиза 2',3'-цикло-
фосфатного интермедиата происходит существен-
но медленнее, чем стадия его образования. В случае
последовательно расположенных пуриннуклеоти-

дов в РНК это будет приводить к накоплению 2',3'-
cGMP и 2',3'-cAMP.

Биологические эффекты биназы, такие как
противоопухолевая и противовирусная активно-
сти [5‒7], могут быть реализованы как за счет
прямой деградации РНК, так и вследствие накоп-
ления 2',3'-cGMP в организме человека. Необхо-
димо отметить, что биологическая роль 2',3'-цик-
лических производных еще не изучена детально, но
уже появляются данные об их участии в защите
клеток при повреждениях и инфекциях [8‒10].
Можно предположить, что 2',3'-циклические про-
изводные также влияют на активность РНКазы и
таким образом могут регулировать биологический
эффект РНКаз. Кроме того, еще одним фактором,
влияющим на активность РНКаз, могут быть ионы
металлов. Несмотря на то что биназу рассматри-
вают как фермент, которому не требуются ионы
металлов для каталитического гидролиза РНК,
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ранее было установлено, что некоторые ионы ме-
таллов влияют на протекание эндорибонуклеаз-
ной реакции [11, 12]. Однако роль ионов металлов
в ферментативном процессе может заключаться
как в прямом участии в каталитической реакции,
так и в стабилизации структуры РНК. Действи-
тельно, показано [12], что скорость образования
2',3'-cGMP возрастает в присутствии ионов Mg2+,
Ca2+, Zn2+, которые, по-видимому, стабилизиру-
ют структуру РНК. В то же время в присутствии
ионов Mn2+, Co2+, Fe2+ происходило значитель-
ное уменьшение количества 2',3'-cGMP за счет
нарушения контактов с атомом N7 гуанина в ак-
тивном центре биназы.

Нами проведен комплексный предстационар-
ный кинетический анализ процесса взаимодей-
ствия биназы с модельными РНК-субстратами. В
качестве модельных субстратов использовали ко-
роткие шпилечные структуры, в которых варьи-
ровалось местоположение гуанозина. Протека-
ние ферментативного процесса регистрировали
методом “остановленного потока” по изменению
интенсивности флуоресценции остатка флуорес-
цеина, вводимого в состав субстратов. Образова-
ние продуктов реакции также регистрировали с
помощью разделения реакционной смеси мето-
дом гель-электрофореза (PAGE). Сравнительный
анализ эффективности расщепления модельных
РНК-субстратов, представляющих собой корот-
кие шпилечные структуры, показал, что эффек-
тивность гидролиза РНК зависит от местополо-
жения гуанозина в молекуле субстрата. Установ-
лено влияние различных ионов двухвалентных
металлов и низкомолекулярных соединений нук-
леотидной природы на протекание эндорибону-
клеазной реакции, катализируемой биназой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали реактивы производства
фирмы “Sigma-Aldrich” (США): акриламид, N,Nꞌ -
метиленбисакриламид, дитиотреитол, мочевину,
глицерин, HEPES, изопропил-β-D-тиогалакто-
пиранозид, Tрис, NaCl, NaOH, EDТА, HCl, соли
двухвалентных металлов (CaCl2, CoCl2, MgCl2,
MnCl2, ZnCl2, NiSO4). Все растворы готовили на
дважды дистиллированной воде.

Ферменты. Биназа (молекулярная масса
12.3 кДа, 109 аминокислотных остатков, pI = 9.5)
очищена в виде гомогенного белка из культураль-
ной жидкости B. pumilus 7P. Каталитическая ак-
тивность биназы в отношении дрожжевой РНК
равна 14 × 106 ед. акт./мг при рН 8.5. В качестве
контрольного фермента использовали пиримидин-
специфичную панкреатическую РНКазу А крупно-
го рогатого скота (13.7 кДа, 124 аминокислотных
остатка, pI = 9.63) (“Sigma-Aldrich”).

Олигорибонуклеотиды. Олигорибонуклеотиды
получали твердофазным фосфитамидным мето-
дом на синтезаторе АСМ-800 (“Биоссет”, Рос-
сия) с использованием соответствующих фос-
фитамидов 2'-O-трет-бутилдиметилсилильных
(2'-О-TBDMS) рибонуклеотидов (“ChemGenes”,
США), как описано ранее [13]. Для введения флу-
оресцеина на 5'-конец использовали фосфитамид
флуоресцеина (“Glen Research”, США). Олиго-
нуклеотиды, содержащие на 3'-конце тушитель
флуоресценции BHQ1, получали с использовани-
ем соответствующего модифицированного поли-
мерного носителя 3'-BHQ-1 CPG (Black Hole
Quencher) (“Glen Research”). Деблокирование
олигорибонуклеотидов проводили в стандартных
условиях. Деблокированные олигорибонуклеоти-
ды выделяли с помощью препаративного PAGE.
Оптическую плотность растворов олигонуклео-
тидов измеряли на спектрофотометре NanoDrop
1000 (“ThermoScientific”, США) относительно де-
ионизованной воды. Концентрации олигонук-
леотидов в исходном растворе рассчитывали с ис-
пользованием коэффициента молярного погло-
щения олигорибонуклеотидов или их конъюгатов
при 260 нм. Последовательности модельных оли-
горибонуклеотидов представлены в табл. 1.

Кинетический анализ гидролиза РНК-субстра-
тов методом “остановленного потока”. Кинетику
протекания ферментативного процесса регистри-
ровали по изменению интенсивности флуорес-
ценции остатка флуоресцеина, входящего в состав
модельных субстратов (табл. 1). Флуоресцентные
кинетические кривые зарегистрированы на спек-
трометре “остановленного потока” SX.18MV (“Ap-
plied Photophysics”, Великобретания), как описа-
но ранее [14]. Эффективность резонансного пере-
носа энергии флуоресценции (FRET) в составе
пары FAM/BHQ1 регистрировали при возбужде-
нии флуоресценции красителя FAM на длине
волны 494 нм. FRET-сигнал регистрировали на
длинах волн более 530 нм при использовании све-
тофильтра OG-515 (“Schott”, Германия). Мертвое
время прибора составляло 1.38 мс. Каждую кине-
тическую кривую усредняли по результатам не
менее четырех экспериментов. Эксперименты
выполняли в буферном растворе 50 мM Tрис-HCl
(pH 7.5, 6.5 и 8.5) с 50 мM KCl, 1 мM EDТА, 1 мM
дитиотреитолом, 9% глицерина при 25°С. Влия-
ние ионов металлов и низкомолекулярных соеди-
нений изучали в буферном растворе 50 мM Tрис-
HCl (pH 7.5) с 1 мM дитиотреитолом, 9% глицери-
на при 25°С, дополнительно содержащим 0.1 мМ
соль двухвалентного металла (CaCl2, CoCl2, MgCl2,
MnCl2, ZnCl2, NiSO4) или соответствующее про-
изводное NADH, 3',5'-cycloA, ATP, pG, pppG,
3',5'-cycloG.

Для определения наблюдаемых констант ско-
рости ферментативной реакции каждую кинети-
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ческую кривую аппроксимировали суммой экс-
понент по уравнению (1) в программном пакете
OriginPro 8.0 (OriginLab Corp., США):

(1)

где F – интенсивность флуоресценции FAM в мо-
мент времени t, A – коэффициент, kobs – наблюда-
емая константа скорости, C – интенсивность
флуоресценции при t → ∞.

Зависимость наблюдаемых констант скорости
kobs от начальной концентрации биназы аппрок-
симировали линейным уравнением (2)

(2)
Кинетический анализ гидролиза РНК-субстра-

тов методом PAGE. Кинетические зависимости
степени расщепления субстрата получали по сле-
дующей методике. К 30 мкл буферного раствора,
содержащего субстрат G-loop, ds-G или no-G (2.0
мкМ), добавляли 30 мкл (20 нМ или 2.0 мкМ)
фермента в том же буферном растворе. После
быстрого перемешивания реакционной смеси че-
рез определенные промежутки времени из нее от-
бирали аликвоты объемом 10 мкл, которые поме-
щали в пробирки с 10 мкл раствора 9 М мочевины
и 25 мМ EDТА и выдерживали в течение 2 мин
при 96°С. PAGE в 20%-ном геле проводили в вер-
тикальной термостатируемой камере Protean II xi
(“Bio-Rad Lab. Inc”.) при напряжении 200–300 В
и 50°С. Гель визуализировали с помощью гель-
документирующей системы E-Box CX.5 TS (“Vil-
ber Lourman”, Франция). Степень расщепления
субстрата определяли в программном пакете Gel-
Pro Analyzer 4.0 (“Media Cybernetics”, США). Сте-
пень расщепления расcчитывали как отношение
площади пика продукта расщепления к сумме
площадей пиков продукта и исходного олигори-
бонуклеотида. Ошибка определения степени мо-
дификации не превышала, как правило, 20%.

Частичный гидролиз субстрата РНКазы A про-
водили по следующей методике. Реакционную
смесь (20 мкл), содержащую 3.0 мкМ субстрата и

( )= Σ − +obsexp ,F A k t C

−= +obs 1 1Bi[ ] .k k k

3.0 нМ РНКазы A в буферном растворе (50 мM
Tрис-HCl, pH 8.5, 50 мM NaCl, 1 мM EDТА, 1 мM
дитиотреитол, 9%-ный глицерин), выдерживали
в течение 5 мин при 25°С. После этого в реакци-
онную смесь добавляли 20 мкл раствора, содер-
жащего 9 М мочевины и 25 мМ EDТА, и выдер-
живали в течение 5 мин при 96°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ продуктов реакции методом
гель-электрофореза

В настоящей работе нами использован ряд мо-
дельных РНК-субстратов длиной 17 н., представ-
ляющих собой короткие шпилечные структуры, в
которых длина стебля равна 6 п.н., а размер петли
составлял 5 н. Остаток гуанозина находился в
петле (G-loop-субстрат), стебле (ds-G-субстрат)
или отсутствовал (no-G-субстрат) (табл. 1).

Поскольку биназа может расщеплять РНК не
только по остаткам гуанозина, но и по другим
нуклеотидам, была изучена кинетика накопления
продуктов, образующихся из разных субстратов.
С этой целью проводили электрофоретическое
разделение продуктов реакции, полученных при
100-кратном избытке субстрата над ферментом.
На рис. 1 видно, что в присутствии субстратов G-
loop (рис. 1а) и ds-G (рис. 1б) реакция протекает
очень быстро, и спустя 30 с исходный олигорибо-
нуклеотид полностью гидролизован. В первый мо-
мент времени накапливается продукт гидролиза
по остатку гуанозина (G7 в G-loop и G14 в ds-G),
который далее гидролизуется биназой по остаткам
аденозина. При взаимодействии биназы с субстра-
том no-G наблюдается статистическое расщепле-
ние по остаткам аденина (рис. 1в). При эквимоляр-
ном соотношении фермента и субстратов процесс
протекает очень быстро и уже через 30 с в смеси
присутствует только конечный продукт (рис. 1г).

Таблица 1. Модельные РНК-субстраты, использованные в работе

Примечание. FAM – остаток 6-карбоксифлуоресцеина, BHQ1 – тушитель флуоресценции “black hole quencher”.

Название Нуклеотидная последовательность Структура

G-loop FAM-r(AUAUAAGAUCAUUAUAU)-BHQ1

ds-G FAM-r(AUACAACAUAAUUGUAU)-BHQ1

no-G FAM-r(AUAUAACAUCAUUAUAU)-BHQ1

5'-FAM
3'-BHQ1

5'-FAM
3'-BHQ1

5'-FAM
3'-BHQ1
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Анализ взаимодействия биназы с субстратами
G-loop, ds-G и no-G методом

“остановленного потока”

Нами проведен сравнительный анализ кинети-
ки расщепления модельных РНК-субстратов, в
которых варьировалось местоположение гуанози-
на (табл. 1). Олигорибонуклеотиды G-loop, no-G и
ds-G содержат FRET-пару, состоящую из остатка
флуоресцеина (FAM) и тушителя (BHQ1). При рас-
щеплении субстрата происходит отдаление в про-
странстве остатков флуорофора и тушителя и, как
следствие, рост интенсивности флуоресценции
остатка FAM.

При взаимодействии биназы с субстратами G-
loop, ds-G и no-G наблюдали рост интенсивности
флуоресценции FAM (рис. 2). При этом скорость
расщепления уменьшалась в ряду G-loop  ds-G 

no-G, что свидетельствует о более эффектив-
ном расщеплении гуанозина, находящегося в
петле, по сравнению с остатком G в стебле. Более
того, статистическое расщепление no-G-субстра-
та по остаткам аденозина, расположенным как в
петле, так и в стебле, происходит значительно

@ @

@

медленнее, чем обоих субстратов, содержащих гу-
анозин.

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов реакции G-loop (а), ds-G (б) и no-G (в) при избыточной концен-
трации субстрата (1.0 мкМ) по отношению к ферменту (10 нM). г – Электрофоретическое разделение продуктов реак-
ции гидролиза субстратов G-loop, ds-G и no-G при эквимолярных концентрациях субстрата и фермента, равных 1.0 мкМ.
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Рис. 2. Изменение интенсивности флуоресценции
FAM в процессе взаимодействия биназы с субстрата-
ми G-loop, ds-G и no-G. Концентрация фермента и
субстратов – 0.1 мкM.
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Для каждого субстрата получена серия кинети-
ческих кривых, в которой концентрация субстра-
тов составляла 0.1 мкM, а концентрация фермен-
та варьировала от 1.0 нM до 10 мкM. Как видно из
рис. 3, при увеличении концентрации фермента
скорость гидролиза субстрата возрастала. По-
скольку каждый субстрат имеет несколько сайтов
расщепления, то кинетические кривые должны от-
ражать несколько независимых процессов, проте-
кающих с разной скоростью, например, расщепле-
ние субстрата по остатку гуанозина и различным
остаткам аденозина. Таким образом, можно пред-
положить, что начальный участок кинетических
кривых отражает расщепление по самому эффек-
тивному сайту (гуанозин в случае G-loop и ds-G), в
то время как последующая часть кривой характе-
ризует совокупный статистический гидролиз
РНК-субстратов по остаткам аденозина вплоть до
полной деградации РНК. Действительно, в слу-
чае G-loop-субстрата различие в константах ско-
ростей этих параллельных процессов настолько

велико, что на кинетических кривых видна до-
полнительная фаза роста интенсивности флуо-
ресценции FAM (рис. 3а). Начальную фазу роста
интенсивности флуоресценции FAM на кинети-
ческих кривых использовали для аппроксимации
экспоненциальным уравнением (1), которое поз-
волило рассчитать значение наблюдаемой кон-
станты скорости.

Зависимости наблюдаемых констант скорости
kobs от начальной концентрации биназы имели ли-
нейный вид (рис. 4). Линейная зависимость свиде-
тельствует о том, что наблюдаемая константа ско-
рости характеризует бимолекулярный процесс и
позволяет рассчитать кажущиеся константы ско-
рости образования продукта по уравнению (2)
(табл. 2). В этом случае кинетическая схема фер-
ментативного процесса может быть представлена
в виде Схемы 1, причем величина константы ско-
рости каталитической реакции должна соответ-
ствовать условию k2  k1 × S.@

Рис. 3. Изменение интенсивности флуоресценции FAM в процессе взаимодействия биназы с субстратами G-loop (а),
ds-G (б) и no-G (в). Концентрация субстратов составляла 0.1 мкM, концентрация фермента варьировала от 1.0 нM до
10 мкM.
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Схема 1. E – биназа, S – субстрат, E•S – катали-
тический комплекс фермента с субстратом, P –
продукт реакции.

Видно (табл. 2), что значение константы ско-
рости k-1 является малой величиной по сравне-
нию с произведением k1 × [Bi] для [Bi] > 1 мкМ.
Это свидетельствует о том, что эффективность
образования каталитического комплекса в боль-
шей степени зависит от величины константы ско-
рости k1. При этом значение константы скорости
k1 для образования каталитического комплекса с
G-loop-субстратом, в котором остаток гуанозина
расположен в петле шпильки, в 5.5 раз больше,
чем при расположении гуанозина в двухцепочеч-
ном участке ds-G-субстрата. Необходимо отме-
тить, что константа скорости образования ката-
литического комплекса с субстратами G-loop и
ds-G, содержащими гуанозин, в 36 и 6.5 раз боль-
ше, чем с no-G-субстратом, включающим только
остатки аденозина.

Влияние низкомолекулярных соединений
на активность биназы

Нами проанализировано влияние низкомоле-
кулярных соединений (NADH, 3',5'-cycloA, ATP,
pG, pppG, 3',5'-cycloG) на процесс взаимодей-

E + S
k1

k1

k2
E    S E + P.

ствия биназы с субстратами G-loop и ds-G. Из
рис. 5а, б видно, что в присутствии низкомолеку-
лярных соединений происходит незначительное
замедление реакции. Полученные кинетические
кривые удовлетворительно описывались уравне-
нием (1). В табл. 3 приведены значения наблюда-
емых констант. Анализ наблюдаемых констант
скоростей, полученных для субстрата G-loop и ds-
G, показывает, что природа добавляемого низко-
молекулярного компонента влияет на kobs. Значе-
ние наблюдаемой константы скорости kobs для
субстрата G-loop и ds-G уменьшается в ряду: No
(без добавочного компонента) > 3',5'-cycloA ~
~ NADH > ATP > pG > pppG > 3',5'-cycloG (табл. 3).
При этом наибольшее влияние на скорость реак-
ции оказывал 3',5'-cycloG. В целом, можно за-
ключить, что производные гуанина приводили к
уменьшению kobs в 1.5–2 раза, в то время как про-
изводные аденина лишь незначительно влияли на
значения kobs.

Влияние ионов двухвалентных металлов

Изучено влияние ионов двухвалентных метал-
лов Mg2+, Ca2+, Ni2+, Mn2+, Zn2+ и Co2+ на взаимо-
действие биназы с субстратом G-loop (рис. 6). До-
бавление в реакционную смесь солей различных
двухвалентных металлов в концентрации 0.1 мM
приводило к замедлению реакции. Полученные
кинетические кривые удовлетворительно описы-
вались уравнением (1). Полученные значения на-
блюдаемых констант скорости kobs приведены в
табл. 4. Видно, что ионы Mg2+, Ca2+ и Zn2+ незначи-
тельно влияют на эффективность гидролиза РНК, в
то время как ионы Co2+ уменьшают наблюдаемую
константу гидролиза в 1.5 раза, а ионы Ni2+ и Mn2+ –
в 2 раза.

Таким образом, анализ влияния ионов металлов
на ферментативный процесс, катализируемый би-
назой, свидетельствует, что первая стадия гидроли-
за субстрата и образования 2',3'-гуанозинцикло-
фосфата незначительно замедляется только в при-
сутствии ионов Mn2+, Ni2+ и Co2+. Известно, что
взаимодействие некоторых ионов переходных ме-
таллов с азотистыми основаниями нарушает обра-
зование водородных связей между парами основа-
ний и тем самым дестабилизирует двойную спираль
[15, 16]. В то же время катионы, более специфично
связывающие фосфатные группы, стабилизируют

Рис. 4. Зависимость наблюдаемой константы скоро-
сти kobs от концентрации биназы.
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Таблица 2. Значение констант скоростей, характеризующих процесс взаимодействия биназы с субстратами
G-loop, ds-G и no-G

Константа скорости G-loop ds-G no-G

k1, (мкM × c)–1 0.930 ± 0.004 0.170 ± 0.002 0.026 ± 0.001

k–1, c–1 0.002 ± 0.003 0.02 ± 0.01 0.003 ± 0.002
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двойную спираль за счет нейтрализации зарядов
рибозофосфатного остова. Кроме того, еще од-
ним фактором, который может влиять на эффек-
тивность гидролиза, может быть ионный радиус,
вследствие чего ионы могут связываться с разны-
ми функциональными группами на поверхности
фермента и субстрата. Как известно, эффектив-
ные радиусы ионов для координационного числа
6 уменьшаются в ряду: 1.0 Å у Ca2+, 0.74 Å у Zn2+,
0.72 Å у Mg2+, 0.69 Å у Ni2+, 0.67 Å у Mn2+ и 0.65 Å
у Co2+ [17], что примерно коррелирует с уменьше-
нием величины kobs (табл. 4). Таким образом, ио-
ны с наименьшим радиусом наиболее существен-
но ингибируют фермент.

В работе проведен предстационарный кинети-
ческий анализ процесса взаимодействия биназы
из B. pumilus с модельными РНК-субстратами –
короткими шпилечными структурами, в которых
варьировало местоположение гуанозина. Показа-
но, что фермент наиболее эффективно гидроли-
зует G-loop-субстрат, в котором остаток гуанозина
расположен в петле шпильки. При расположении
гуанозина в двухцепочечном участке (ds-G-суб-
страт) константа скорости, характеризующая об-
разование каталитического комплекса, уменьша-
ется в 5.5 раз. Биназа также способна гидролизовать
РНК по остаткам аденозина, однако константа ско-
рости образования каталитического комплекса с
субстратами G-loop и ds-G, содержащими гуано-
зин, в 36 и 6.5 раз больше, чем с no-G-субстратом,
включающим только остатки аденозина. В ходе ра-
боты выявлено влияние низкомолекулярных со-
единений нуклеотидной природы и ионов двух-
валентных металлов на процесс взаимодействия
биназы с субстратами. При этом эффективность
гидролиза РНК уменьшается в ряду: No (без доба-
вочного компонента) > 3',5'-cycloA ~ NADH >

Рис. 5. Изменение интенсивности флуоресценции FAM при взаимодействии биназы с субстратами G-loop (а) и ds-G
(б) в присутствии различных низкомолекулярных компонентов. Концентрация фермента и субстрата составляла 0.1
мкМ, концентрация низкомолекулярного компонента – 0.1 мM.
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Таблица 3. Значение наблюдаемых констант скорости
kobs (с–1), характеризующих процесс взаимодействия
биназы с субстратами G-loop и ds-G, в присутствии
различных низкомолекулярных компонентов

Низкомолекулярный 
компонент G-loop ds-G

– 0.48 ± 0.0004 0.14 ± 0.0004
3',5'-cycloA 0.39 ± 0.0004 0.13 ± 0.0003
NADH 0.39 ± 0.0004 0.12 ± 0.0004
ATP 0.35 ± 0.0003 0.11 ± 0.0002
pG 0.31 ± 0.0002 0.10 ± 0.0002
pppG 0.27 ± 0.0002 0.082 ± 0.0002
3',5'-cycloG 0.24 ± 0.0002 0.082 ± 0.0003

Рис. 6. Изменение интенсивности флуоресценции
FAM при взаимодействии биназы с G-loop-субстра-
том в присутствии солей двухвалентных металлов.
Концентрация фермента и субстрата – 0.1 мкM, кон-
центрация соли двухвалентного металла – 0.1 мM.
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> ATP > pG > pppG > 3',5'-cycloG. Установлено,
что гидролиз РНК также незначительно замедля-
ется в присутствии ионов Mn2+, Ni2+ и Co2+. Од-
нако максимальный ингибирующий эффект ис-
пользованных низкомолекулярных соединений и
ионов двухвалентных металлов, рассчитанный
как отношение константы скорости без эффекто-
ра и константы скорости в присутствии соответ-
ствующего компонента, не превышал коэффици-
ент 2. Таким образом, наибольшее влияние на
эффективность гидролиза РНК оказывает распо-
ложение остатка гуанозина в структуре РНК-суб-
страта.
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NiSO4 2.5 ± 0.002
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THE EFFECTIVENESS OF RNA HYDROLYSIS BY BINASE 
FROM Bacillus pumilus: THE IMPACT OF THE SUBSTRATE STRUCTURE, 

METAL IONS AND LOW-MOLECULAR NUCLEOTIDE COMPOUNDS
A. A. Kuznetsova1, A. A. Akhmetgalieva2, V. V. Ulyanova2, O. N. Ilinskaya2,

O. S. Fedorova1, *, and N. A. Kuznetsov1, **
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk,630090 Russia
2Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan (Volga Region) Federal University, Kazan, 420008 Russia

*е-mail: fedorova@niboch.nsc.ru
**е-mail: nikita.kuznetsov@niboch.nsc.ru

Binase is an extracellular guanylpreferring ribonuclease from Bacillus pumilus. The main biological function
of binase is RNA degradation with the formation of guanosine-2',3'-cyclic phosphate and its subsequent hy-
drolysis to 3'-phosphate. Extracellular RNases are believed to be key agents that affect the functional activity
of the body, as they directly interact with epithelial and immune cells. Moreover, the biological effects of the
enzyme can be realized due to both direct RNA degradation and the accumulation of 2',3'-cGMP in the hu-
man body. In this work, a comparative analysis of the cleavage efficiency of model RNA substrates, represent-
ed by short hairpin structures in which the location of guanosine was varied, was carried out. In the course of
the work, it was shown that the efficiency of hydrolysis of model RNA substrates depends on the position of
guanosine. In addition, the effect of various ions of divalent metals and low molecular weight compounds of
a nucleotide nature on the course of the endoribonucleolytic reaction catalyzed by binase has been estab-
lished.

Keywords: ribonuclease, binase, pre-steady-state kinetics, f luorescence
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