Модификация L-аспарагиназы Rhodospirillum rubrum сополимерами 
хитозана и полиаминами улучшают биокаталитические свойства и противоопухолевую активность
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L-аспарагиназы – ферменты класса амидогидролаз ﻿(E.C. 3.5.1.1), которые успешно применяются в медицинской практике для лечения различных видов лейкозов. В терапии обычно принимают L-аспарагиназы из ﻿Esherichia coli (EcA) и Erwinia carotovora (EwA). Однако, в ходе лечения выявляются побочные эффекты, связанные с их иммуногенностью и глутаминазной активностью. L-аспарагиназа ﻿Rhodospirillum rubrum (RrA), по сравнению с EwA и EcA имеет почти в 2 раза меньшую  аминокислотную последовательность (172 а.к.) и сниженную глутаминазную активность. Несмотря на более высокую константу Михаэлиса и более низкую каталитическую активность по отношению к L-аспарагину, фермент имеет более высокую противоопухолевую. Однако, как и RrA, так и другие L-аспарагиназы имеют ряд недостатков. pH оптимум ферментов находится ближе к щелочной области, что может сказываться на каталитической активности при физиологических условиях (pH 7.0-7.5). Также ферменты недостаточно стабильны и могут подвергаться деградации в кровотоке различными трипсиноподобными протеазами. Для повышения стабильности L-аспарагиназ используют различные методы конъюгирования c полимерами. В нашей лаборатории ранее был разработан метод конъюгирования с сополимерами хитозана, который позволил увеличить каталитическую активность EwA, её термостабильность, а также противоопухолевую активность [1].
В ходе работы был получен ряд ковалентных конъюгатов RrA с полиэтиленгликолем (ПЭГ), сополимерами хитозана, полиэтиленимина (ПЭИ), а также с полиаминами. Активность гидролиза 20 мМ L-аспарагина нативной  RrA и её конъюгатов определяли методом КД-спектроскопии. Наибольший прирост активности по сравнению с нативным ферментом (46 МЕ/мг) наблюдался для конъюгата RrA с хитозан-ПЭГ (64 МЕ/мг). Термостабильность фермента при температуре 53 °С повышалась при конъюгировании с сополимером ПЭИ-ПЭГ и полиаминами (спермин, спермидин). Их константа термоинактивации снижалась в 2 раза по сравнению с нативной RrA. Также для конъюгатов RrA наблюдалось увеличение стабильности к трипсинолизу. При инкубации с трипсином при 37 °С в течение 1 ч сохранялось около 77 % от начальной активности фермента, что превосходит значение для нативного фермента, который сохранял менее 20 % активности в таких условиях. Определена цитотоксическая активность на клетках хронического миелоидного лейкоза K-562 и Т-клеточного острого лимфобластного лейкоза Jurkat, обладающими аспарагинсинтетазными активностями. МТТ-тест показал, что выживаемость данных клеток была наименьшей для конъюгатов RrA-спермин и RrA-ПЭИ-ПЭГ.

Работа выполнена с использованием оборудования (ИК-Фурье-спектрометр Bruker Tensor 27 (Германия) и Jasco J-815 CD Spectrometer) по программе развития МГУ.
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