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    В последние годы происходит интенсивное 
 ,   накопление информации необходимой для по-

   нимания молекулярных механизмов возникнове-
    . ния и развития раковых заболеваний Получен-
    ные знания способствуют разработке новых 

  , классов противоопухолевых агентов направлен-
    . ных на ингибирование пролиферации клеток В 

     настоящее время для лечения некоторых типов 
    опухолей довольно успешно используются пре-

,    параты направленные на специфическое блоки-
   ,  рование функции определенных белков ответ-
 ственных за разви   ,тие опухолевого процесса  

,  2-например фениламино  (пиримидин Gleevec) [43] 

—  низкомолеку   лярный ингибитор тирозинкиназ 
,  или Trastuzumab (Herceptin), — , препарат полученный 

     на основе антител к рецептору HER-2/neu [83].

   Важной мишенью для направленной 
   ,терапии являются транскрипционные факторы  

    , участвующие в регуляции клеточного цикла так 
       как они стоят в начале каскада сигнальных со-

,    бытий приводящих к злокачественному переро-
 .   ждению клеток Гены семейства myc, кодирую-

   щие транскрипционные факторы MYC, рассмат-
   риваются как перспективные терапевтические 

,     мишени поскольку их повышенная экспрессия 
     наблюдается во многих типах опухолей челове-

,   ,    ка и имеются данные что она напрямую свя-
      зана с активацией пролиферации клеток и их 

  [30,  34].  злокачественной трансформацией Ги-
  перэкспрессия гена c-myc   наблюдается в таких 

,   ,  ,  ,опухолях как миеломы лимфомы карциномы  

,    нейробластомы повышенный уровень мРНК 
 гена L-myc    ,  выявляется при раке яичников в то 

  время как N-myc    играет ключевую роль при 
 -   [121]. развитии ретино и нейробластом Тради-

   ,  ционные схемы лечения нейробластом а также 
     некоторых других типов опухолей включают α-

интер    ,  ферон и ретиноевую кислоту которые 
    оказывают ингибирующее действие на экспрес-

   сию генов семейства myc   и индуцируют диф-

  .   ференцировку опухолевых клеток Однако при 
     наличии мутаций в регуляторных районах генов 

myc     опухоли проявляют резистентность к тако-
  [127].му лечению

 ,   Разработка препаратов направленных на 
   ингибирование онкогенов семейства myc яв-

    ляется важным направлением в противоопухо-
 .   ,левой терапии Серии экспериментов показали  

   что индукция экспрессии myc  в гематопоэтиче-
  [44],   [32], ских клетках молочных железах печени 

[135],  [5, 135]     [117]коже и в островках Лангерганса  

   приводит к злокачественной трансформации 
,     клеток тогда как ингибирование экспрессии 

myc     в большинстве случаев вызывает регрес-
  [72].сию опухолей

   ,  Сегодня существует ряд стратегий наце-
    ленных на блокирование функции MYC  в опухо-

 :      левых клетках одни из них направлены на ин-
  гибирование экспрессии  генов myc  на уровне 
  ,   —  транскрипции или трансляции другие на 
 -  блокирование белок белковых взаимодей-

,    ствий необходимых для выполнения функции 
MYC   , ,как транскрипционного фактора например  

 образование MYC/MAX .  гетеродимера В настоя-
    щем обзоре рассмотрены различные страте-

,    гии направленные на ингибирование функции 
MYC    в разных типах опухолей. 

Гены семейства myc
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  Семейство генов myc  человека объединяет 
 : шесть генов c-myc, N-myc, L-myc, S-myc, B-myc и 

P-myc. ,    Известно что активация генов c-myc,  N-
myc  или L-myc приво   дит к злокачественному 

  [34].  перерождению клеток Гены S-myc  и B-myc, 
,   ,   напротив кодируют белки ингибирующие зло-

   [8, 126]. качественную трансформацию клеток P-
myc  ,  является псевдогеном образовавшимся из 

  участка гена L-myc [34]. 
     В данном обзоре более подробно рассмот-
 рены протоонкогены c-myc,  N-myc  и L-myc. Они 

  :  обладают сходной топологией имеется основ-
  ,  ная рамка считывания высокогомологичные 

     районы генов чередуются с уникальными по-
.    следовательностями Транскрипты генов c-myc 

 и N-myc    ,  состоят из трех экзонов включая пер-
  ,    вый нетранслируемый экзон тогда как транс-

 крипт L-myc  подвергается альтернативному 
    сплайсингу и полиаденилированию по различ-

     ным сайтам с образованием нескольких видов 
 [79].мРНК

      Все три гена в норме экспрессируются на 
  ,    эмбриональной стадии развития а в тканях 

    взрослых особей экспрессируется только c-myc. 
   -В нетрансформированных клетках с MYC участ-

    , вует практически во всех каскадах передающих 
  пролиферативные или антипролиферативные 

.  сигналы c-myc    является геном раннего ответа 
  ,    на воздействие митогенов активация его экс-

     прессии необходима и достаточна для вхожде-
   ния клетки в S-    (фазу клеточного цикла G1/S 

) [129].  , -переход Кроме того с MYC  играет важную 

     роль при переходе клетки из G2-  в M-  фазу кле-
  [1].  точного цикла Как c-myc ,   мРНК так и cчиты-
     ваемый с нее белок характеризуются коротким 

  (  0,5—1 ) [31, 58, 125],временем жизни примерно ч  

, ,     что вероятно необходимо для быстрой и точ-
    . ной регуляции экспрессии данного гена

    В большинстве типов опухолей человека 
   наблюдается нарушение регуляции экспрессии 

  протоонкогенов семейства myc,   связанное с ге-
 .  нетическими изменениями Злокачественное 
     перерождение клеток может происходить в ре-

 зультате ,  амплификаций хромосомных трансло-
,      каций вирусных инсерций и мутаций в кодиру-
   ,  ющих или регуляторных районах которые при-
     водят к усилению экспрессии генов myc [107]. В 

91%     случаев лимфомы Беркитта наблюдается 
  транслокация гена c-myc   под энхансер генов 

,    иммуноглобулинов что обеспечивает высокий и 
     [16].постоянный уровень экспрессии этого гена  

,   Транслокации затрагивающие ген c-myc, также 
   ,  обнаружены в таких опухолях как диффузная 

 ,  -крупноклеточная лимфома острая Т клеточная 
   [107].  лейкемия и миелома Амплификация гена 

c-myc     или нарушение регуляции его экспрессии 
     также обнаруживаются во многих типах опухо-

,  ,   ,лей включая меланомы рак молочной железы  

     рак предстательной железы и рак кишечника 
[30, 107, 123].   Амплификация гена N-myc является 

    ключевым моментом в развитии нейробластом 
[132],  [85],  [120] ретинобластом медуллобластом и 

 [27,  65],      глиобластом в то время как
L-myc     часто амплифицирован при раке яични-

 [160].     ков Все три онкогена семейства myc могут 
    быть амплифицированы в клетках карциномы 
 [107].     легких В последние годы становится по-
,      нятным что нарушение регуляции генов се-
 мейства myc    не ограничивается крупными гене-

 ,   тическими изменениями такими как транслока-
  ,    ции или амплификация но также может быть 

    результатом мутаций в промоторных районах 
 генов myc [54].    Другим механизмом усиления 

   экспрессии является стабилизация myc мРНК 
     за счет добавления или потери последователь-

  3’-   5’-  ностей в или нетранслируемых районах 
[13].     При некоторых видах лимфом наблюдается 

  стабилизация белка MYC     за счет мутаций как в 
 ,     ,   самом белке так и в белках участвующих в 

  [73].его деградации
    В норме экспрессия генов myc регулируется 

  определенными внеклеточными сигналами 
( , ),  например митогенами нарушение регуляции 

       этих генов приводит не только к активации кле-
    точной пролиферации и злокачественной транс-

,     , формации но и к индукции апоптоза геномной 
,    нестабильности усилению ангиогенеза и блоки-

  [61, 96, 109, 130,  131].рованию дифференцировки  

MYC      играет ключевую роль в поддержании плю-

   рипотентности эмбриональных стоволовых кле-
 [114, 151]. ,   ток Так трансдукция клеток фибробла-
    стов кожи транскрипционными факторами Oct3/4, 

Sox2, Klf4  и c-Myc    приводит к их перепрограммиро-
    ,ванию в плюрипотентные стволовые клетки  
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   способные дифференцироваться в клеточные 
    . линии всех трех зародышевых листков Недав-

      но в литературе появились данные о способно-
 сти MYC    ,активировать не только пролиферацию  

    но и дифференцировку эпидермальных стволо-
  [156]   -  [56].вых клеток и первичных В лимфоцитов  

 :   Возникает вопрос каким образом MYC регулиру-
    ет такие разнонаправленные процессы в 

  ? - , разных типах клеток По видимому клеточный 
     ответ зависит от продолжительности и степени 

  активации экспрессии MYC, ,   которые в свою оче-
,     редь регулируются действием многих транс-

    [156].крипционных факторов и кофакторов

Структура белков семейства MYC

 Белки MYC    относят к суперсемейству транс-
 ,   крипционных факторов содержащих участок b-

HLH-LZ (  ,   —   —основный участок спираль петля  

,  ) [95].  спираль лейциновая молния MYC содержит 
 : два домена N-кон   [78]цевой трансактивационный  

 -   [11].  и С концевой гетеродимеризационный В 
 -     состав С концевого домена входит участок b-

HLH-LZ,    необходимый для связывания MYC  с его 
  —  ближайшим партнером белком МAX,  также со-

 держащим b-HLH-LZ .  домен Димер MYC/MAX спосо-
    ,бен специфически связываться с ДНК  содержа-
   щей коровую гексануклеотидную последова-

 тельность CACGTG ( - ) [15].  , -Е бокс Кроме того С
ко      нец белка содержит сигнал ядерной локали-

,     зации необходимый для транслокации MYC в 
,        ядро где он и выполняет свои функции как 

 транскрипционный фак . тор N-  конец представляет 
c   ,   обой регуляторный домен отвечающий за сбор-

   [111]ку транскрипционного комплекса .  В N-конце-
    вом домене находятся несколько высококонсер-

 ,  вативных последовательностей называемых 
MYC-  (боксами МВI-III),     -которые совместно с С
кон  цевым b-HLH-LZ    доменом и являются отличи-

    тельной особенностью белков семейства MYC. 

Регуляция транскрипции белками 
семейства MYC

   Для функционирования белка MYC  как транс-
    крипционного фактора необходима его димери-

   зация с белком MAX,   высокий уровень экспрес-
      сии которого наблюдается во всех типах кле-
,      ток однако в отличие от генов семейства myc, 

  гиперэкспрессия гена max    не приводит к злока-
   чественной трансформации клеток млекопитаю-

 [103]. щих In vitro ,   показано что могут формиро-
  ваться как MAX/MAX,    так и MYC/MAX ,  димеры но 

  эффективность образования последнего 
  .     ,комплекса намного выше Это связано с тем  

  что гомодимеры MAX/MAX   образуются только за 
  ,   счет полярных взаимодействий тогда как 

MYC/MAX    гетеродимеры формируются при уча-
    стии более стабильных ионных взаимодействий 

 между α-   спиралями в LZ-  [104]. районах Данные 
  ,  рентгеноструктурного анализа показали что MYC 

 и MAX   образуют антипараллельный
,    тетрамер состоящий из двух MYC/MAX гетероди-

 [104].    меров Константа ассоциации такого тетра-
  ,    мера настолько высока что даже малые коли-

 чества MYC/MAX  комплексов in vivo ,существуют  
,   . вероятно в виде тетрамеров

   Активация транскрипции реализуется при 
-свя

  зывании гетеродимера MYC/MAX  с последова-
 тельностью CACGTG ( - )  Е бокс в MYC-регулируемых 

-про
мото  [15].     рах Гетеродимер при этом активирует

 ,   ацетилирование гистонов взаимодействуя с 
 ацетилтрансферазами GCN5,  TIP60   или p300/CBP, 

 что при     водит к локальным изменениям степе-
     [28].   ни упаковки ДНК в хроматине Также в 

  -  комплексе с Е боксом MYC/MAX активирует 
 ,  элонгацию транскрипции осуществляемую 

  -всеми тремя РНК поли  (меразами RNAP I, II  и III) 

[4,  40,  52].    В случае
  подавления транскрипции MYC/MAX формируют 

   комплекс с белком MIZ1    или с другими транс-
 .   крипционными факторами Эти комплексы об-

     ладают другой специфичностью и узнают по-
    следовательности в промоторах других генов 

[134, 147].     ,Как и активация генной транскрипции  

MYC-    опосредуемая репрессия может осуще-
   ствляться через регуляцию активности 

 комплекса RNAP II [10].

 ,   Следует отметить что гомодимеры МAX/MAX 

    действуют как конкурентные ингибиторы гетеро-
 димеров MYC/MAX [3].  ,  Было показано что гипер-

 экспрессия МAX    в клетках млекопитающих при-
    водит к уменьшению экспрессии репортерных 
,  - ,    генов содержащих Е бокс и к супрессии MYC-
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  [55].  индуцированной трансформации Супрес-
  сорное действие МAX   также проявляется через 

   взаимодействие с альтернативными b-HLH-LZ-со-
 ,    держащими белками такими как MAD1 [9],  MXI-1 

[163], MAD3, MAD4 [67]  и MNT [66],   которые в составе 
    димера также связываются с последовательно-

 -     стью Е бокса и являются антагонистами MYC/MAX 

 [15].комплексов

Нетранскрипционные функции белков 
семейства MYC

    ,Недавно в литературе появились данные  

указы     вающие на существование функций MYC, не 
 связанных   . , с регуляцией транскрипции Так вве-

 ,   дение мутаций нарушающих связывание MYC с 
      ДНК или с его ближайшим партнером MAX, не 

  блокировало способность MYC  активировать кле-
  [29]. точную пролиферацию

  Примером нетранскрипционной активности 
MYC     является его способность повышать уро-

     вень трансляции определенных мРНК путем ак-
  5’-  тивации метилирования концевого гуанина 

 [26].     мРНК Другим примером является непо-
  средственное участие MYC   в процессе инициа-

   [37]. ,  ции репликации ДНК Обнаружено что MYC 

   связывается с компонентами пререпликативного 
      -комплекса и локализован в ранних сайтах ДНК
 (репликации origin ).   репликации Эти данные ука-

    зывают на возможную способность MYC непо-
   средственно контролировать инициацию S-фазы 
    независимо от его транскрипционной активно-

.сти

MYC как терапевтическая мишень

  Белки семейства MYC  являются важными 
    .терапевтическими мишенями по ряду причин  

- ,     Во первых на некоторых типах опухолей 
(  [71],   [44]   остеосаркомы лимфомы и опухоли 

  [117]) ,  поджелудочной железы показано что вре-
   -менное снижение уровня с MYC  приводит к 

  ,   остановке клеточного роста апоптозу и регрес-
 .   сии опухолей В остеосаркомах ингибирование 

  экспрессии гена c-myc   приводит к дифференци-
    ,  ровке опухолевых клеток в остеоциты а после 

    его реактивации наблюдается массовый апо-
  [71].  ,   птоз клеток Таким образом в отличие от 

 ,   традиционной химиотерапии не исключающей 
 ,   возможность рецидивов возобновление экс-

 прессии MYC     может приводить к дальнейшей ре-
 .грессии опухолей

   Транскрипционные факторы семейства MYC 

     находятся в начале каскада сигнальных собы-

,     тий приводящих к злокачественному переро-
 .   ждению клетки Ингибирование экспрессии MYC-

 ,   регулируемых генов также обладающих транс-
 ,    формирующей активностью будет в меньшей 

    ,  степени влиять на развитие опухоли чем инги-
   бирование экспрессии самого myc [69]. 

  Постоянная экспрессия myc наблюдается 
   ,   только в делящихся клетках которые состав-

     ляют меньшую часть клеточной популяции в 
 .  ,  большинстве органов Следовательно побоч-

 ,   -ные эффекты связанные с анти MYC- ,терапией  

      будут проявляться только в зонах с высокой 
 ,   пролиферативной активностью таких как кост-

   -  ,  ный мозг и желудочно кишечный тракт что на-
    блюдается и при использовании традиционных 

химио .препаратов
   Подавление экспрессии гена c-myc снимает 

   запрет репарации двуцепочечных разрывов 
    ДНК и снижает вероятность возникновения 

    транслокаций и других повреждений геномной 
 [45, 77, 152],     ДНК которые могут приводить к воз-

    никновению устойчивости опухолей к различ-
  .ным терапевтическим препаратам

     Ниже будут рассмотрены как достаточно хо-
  ,   рошо разработанные стратегии так и недавно 

  ,предложенные экспериментальные подходы  

    направленные на ингибирование функции MYC в 
 .различных опухолях

Блокирование взаимодействий MYC с MAX. 
  ,   Одним из подходов направленных на ингиби-
  рование функции MYC,  является использование 
 ,   вирусных векторов экспрессирующих потенци-

   —  альные раковые супрессоры белки семейства 
MAD  и MXI,     которые в комплексе с MAX связыва-

   -   ются с последовательностями Е бокса и функ-
   ционируют как антагонисты MYC/MAX .димеров  

,     Показано что эндогенная экспрессия MXI1  [157] 

 или MAD [22,  47]    с помощью аденовирусных 
    конструкций приводит к снижению скорости 

  , пролиферации клеток глиобластомы астроцито-
     мы или клеток рака печени in vitro,   а также к 
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    ингибированию образования опухолей в экспе-
   риментах на животных in vivo.  Однако исполь-

    зование такой стратегии в противоопухолевой 
   ,   терапии имеет ряд ограничений связанных с 

  . -применением аденовирусных векторов Во пер-
,      вых не все типы клеток экспрессируют доста-

   ,  точное количество вирусных рецепторов что 
   ограничивает доставку аденовирусных конструк-

. ,    ций Например уровень трансфекции в клетки 
  (IGROV)   карциномы яичников и лимфомы 

 (Беркитта CA46)   5% [22]. -составил менее Во вто-
,    рых при использовании аденовирусных векто-
     ров в экспериментах на животных наблюдается 

    значительное накопление препаратов в печени 
    [47].  и их гепатотоксическое действие Еще од-

   ним ограничением использования аденовирус-
  ных конструкций in vivo   является развитие им-

  ,   ,  мунного ответа и как следствие невозмож-
     -ность введения повторных доз препарата из за 

   [93]. сильной сенсибилизации организма Поэто-
    му безопасное использование таких препаратов 

    возможно лишь при инъекциях непосредственно 
 .в опухоль

  ,   Еще одним подходом направленным на ин-
   гибирование онкогенной функции MYC, является 

 ,  использование агентов вызывающих нарушение 
  образования комплекса MYC/MAX.  Развитию дан-

    ного подхода способствовали детальные иссле-
  дования структуры MYC/MAX . гетеродимеров При-
   менение методов молекулярного моделирова-

     ,ния и мутагенеза позволило выявить участки  

   ответственные за специфичность димеризации 
[143].     ,Были обнаружены четыре аминокислоты  

  расположенные в LZ-  районе MYC  и участвующие 
   в димеризации с MAX. 

  Для ингибирования MYC/MAX  димеризации ис-
  ,  ,   пользуют мутантные белки пептиды а также 

низко  .   молекулярные соединения В работе Nasi и 
. [144]соавт  ,   отмечено что эндогенная экспрессия 

  мутантного по b-HLH   домену белка Omomyc ингиби-
    рует образование колоний клетками NIH3T3.  Omo-

myc    образует комплексы с MYC,   не способные 
   - .связываться с последовательностью Е бокса  

   Анализ уровня экспрессии MYC-  регулируемых ге-
 ,  нов показал что Omomyc при   водит к блокирова-
  нию экспрессии MYC-индуци  ,  руемых генов од-
     нако не влияет на экспрессию MYC-ингибируе-

 .  , мых генов Кроме того Omomyc  может селектив-
   ,  но запускать апоптоз клеток характеризую-

  щихся гиперэкспрессией myc, ,  возможно по ме-
ханизму   .транскрипционной репрессии генов  

  , Микроинъекции трансгенной ДНК кодирующей 
Omomyc,    мышам с MYC-  индуцируемым раком 

   ,  кожи ингибировало образование папиллом а 
   также восстанавливало нормальную диффе-

    ренцировку кератиноцитов и архитектуру кожи 
[145].   ,  Таким образом Omomyc   как бы перепро-

   граммирует функции онкогенного MYC.  С 
   ,  терапевтической точки зрения важно что Omo-

myc      воздействует только на клетки с нарушен-
  ной функцией MYC     и не оказывает влияния на 

  окружающие нормальные клетки. 
  Мутантные белки MYC,   содержащие только 

 гетеродимеризационный b-HLH-LZ  или HLH-LZ до-
,    мен специфично ингибируют связывание c-MYC/

MAX   ,     димеров с ДНК что приводит к индукции 
    3 3-апоптоза в фибробластах мыши Т L1 [82]. По-

,   , казано что модифицированный пептид состоя-
  14   (щий из аминокислотных остатков H1-S6A, F8A), 

  гомологичный участку   первой спирали b-HLH-LZ 

 домена c-MYC,  также на   рушает связывание c-MYC 

  [38].     с ДНК При реализации этих подходов од-
     ной из основных является проблема эффектив-
     ной доставки препаратов в ядра опухолевых 

 клеток in vivo.     Примером ее решения может 
   служить объединение модифицированного пеп-

 тида H1-S6A, F8A  16-  , с звенным пептидом гомоло-
    гичным фрагменту третьей спирали гомеодоме-

 на Antennapedia (Int) ,  дрозофилы который содержит 
   сигнал ядерной локализации NLS  и эффективно 

     проникает в разные типы клеток млекопитаю-

 [49].     щих Такой химерный пептид способен эф-

    фективно проникать в клетки MCF-7,  ингибиро-
  ,  ,   вать их рост вызывать апоптоз а также подав-
   лять экспрессию двух c-MYC-  регулируемых генов 

odc (  )  орнитин декарбоксилазы и p53. Химерный 
 пептид Int-H1-S6A,  F8A    был также исследован in 

vivo.  

    ,   В экспериментах на мышах выявлено что он 
    обладает повышенной активностью и стабиль-

 [108]. ,   ностью Показано что пептид накапливает-
   ся в высоких концен    трациях в различных орга-
  (  , ,   нах мышей в печени легких селезенке и поч-
,     )   ках но не в мозгу и эффективно ингибирует 
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    [108].пролиферацию раковых клеток кишечника  

   Необходимость использования найденного пеп-
     (10тида в относительно высоких концентрациях

—50   5 /    )мкмоль или мг кг массы тела животного  

   ограничивает его применение in vivo.
   При скрининге комбинаторных химических 

   библиотек были найдены низкомолекулярные 
,    ингибиторы блокирующие образование MYC/MAX 

.     димеров Одной из групп исследователей обна-
  ,   -ружены два соединения которые ингибируют с

MYC-   или JUN-индуцирован  ную трансформацию 

   .  клеток фибробластов куриных эмбрионов К со-
,    жалению молекулярные механизмы действия 

     таких соединений на образование димеров MYC/

MAX    ,  пока достоверно не выяснены однако пред-
,     полагается что ингибиторы воздействуют на LZ 

,     домены содержащиеся как в белке MYC,   так и в 
 белке JUN [12].    Другая группа исследователей 

  , идентифицировала семь ингибиторов нарушаю-

  щих взаимодействие b-HLH-LZ  -доменов с MYC и 
MAX [161].    Данные соединения блокируют актива-

  ,   цию репортерного гена находящегося под MYC-

 ,    регулируемым промотором и ингибируют рост 
  фибробластов крысы in vitro.  Инкубирование 

   трансформированных фибробластов с четырьмя 
     3  из этих соединений в течение дней предот-

   вращает образование опухолей in vivo  при по-
     следующей инъекции клеток мышам линии nude. 

 ,     Кроме того одно из найденных соединений 
(10058-F4)    ингибирует пролиферацию клеток 

  [51].   лимфомы человека Третьей группой иссле-
    дователей были обнаружены два низкомолеку-

 ,   лярных соединения способных индуцировать 
 ,   апоптоз клеток характеризующихся повышен-

   ной экспрессией гена c-myc,   но не действующих 
 ,   на клетки мутантные по c-myc [101].  Еще одна 

   , группа обнаружила пять соединений вызываю-

  50%  щих более ингибирования N-MYC-зависимой 
    люциферазной активности в клетках нейробла-

 [94].   стомы Активность соединений in vivo пока 
 .не исследована

    Одним из недостатков найденных низкомо-
   лекулярных ингибиторов является необходи-

     мость использования их в относительно высо-
  (10—100 )  ких концентрациях мкмоль для дости-

   . жения значимых биологических эффектов Тем 
       не менее в перспективе на основе этих соеди-

     нений возможно создание новых библиотек для 
   поиска более эффективных низкомолекулярных 

 ингибиторов MYC/MAX- .димеризации
Экспрессия токсинов под контролем MYC-

регулируемых промоторов.   ,Другим подходом  

   направленным на ингибирование пролиферации 
 ,   опухолевых клеток является создание 

,    конструкций экспрессирующих гены токсинов 
  под контролем MYC-  .регулируемого промотора  

      Авторами одной из таких работ был создан 
,    вектор кодирующий тимидинкиназу вируса гер-

 (песа HSV-TK)    под контролем четырех тандем-
  -  [84].  ных последовательностей Е бокса Транс-

    фекция разных линий мелкоклеточной карцино-
  (мы легкого SCLC),   характеризующихся повы-

   шенным уровнем экспрессии c-,  L-  или N-myc 
,     генов исследуемым вектором приводит к повы-

    .шению чувствительности клеток к ганцикловиру  

     В экспериментах на мышах наблюдается значи-
   , тельное ингибирование роста опухолей транс-

 ,   фецированных вектором после обработки ган-
.    цикловиром Аналогичный подход был применен 

 ,    ,другой группой которая использовала вектор  

  (экспрессирующий карбоксилэстеразу CE) пече-
    ни крысы под контролем c-  или N-MYC-активиру-

   (емого промотора орнитиндекарбоксилазы ODC) 

[116]. ,   ,   СЕ в свою очередь необходима для акти-
   вации предшественника лекарственного сред-

 .   ства иринотекана Трансфекция клеточных ли-
     ний нейробластом таким вектором приводит к 

   повышению чувствительности опухолевых кле-
   ток к иринотекану in vitro [116]   и in vivo [154]. 

   Чтобы избежать возникновения неспецифиче-
 ,    ских эффектов связанных с проникновением 

     ,  вектора в нормальные клетки и ткани в группе 
L.  Johnson [149]    был создан модифицированный 

 ,   ,аденовирусный вектор экспрессирующий СЕ  

   репликация которого могла осуществляться 
   ,   только в опухолевых клетках мутантных по р53. 

Показано in vivo,   что цитотоксическое действие 
-СЕ экспрессирую    щих вирусных конструкций в 

     комбинации с иринотеканом на опухоли значи-
     тельно увеличивается по сравнению с действи-

   .ем вектора без СЕ

Ингибирование экспрессии MYC
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,    Олигонуклеотиды их производные и анало-
     ги находят широкое применение в генной 

   терапии благодаря своей универсальной 
    способности связываться с нуклеиновыми кис-

       . лотами и влиять на их функции в клетках Та-
     кое влияние может осуществляться путем бло-

  (  )кирования транскрипции антигенный подход  

  (  , -или трансляции антисмысловой подход РНК
интерфе ).ренция

Антигенный  подход   основан на специфи-
   -ческом блокировании транскрипции генов ми-
    шеней путем нарушения связывания транскрип-

    ционных факторов с регуляторными последова-
 .тельностями генов

Триплекс-формирующие  олигонуклеотиды 
(TFO)   -  способны сиквенс специфически связы-

    .  ваться с большой бороздкой дцДНК Такое свя-
   зывание обеспечивается образованием хугсте-
   новских взаимодействий между полипуриновым 

( )    -полипиримидиновым трактом дцДНК и пурин  

 -  или пиримидин богатым TFO.  Образование три-
   плексов нарушает связывание транскрипцион-

     ,ных активаторов с промоторным участком ДНК  

     что приводит к ингибированию инициации или 
  [50].    элонгации транскрипции Одной из основ-

    ных проблем использования указанного подхо-
    да является нестабильность триплексов при 

 .    физиологических условиях Для решения этой 
    проблемы используют введение химических мо-
   дификаций в составе TFO,   5-таких как метилци-

, 8- ,   тозин оксоаденин также используют положи-
    тельно заряженные тимидиновые аналоги или 

  , модификации сахарофосфатного остова напри-
,  2’- -(2- )   мер О аминоэтил производные рибозы 

[21].   Тиофосфатные аналоги TFO  применяют для 
   повышения стабильности олигонуклеотидов в 

  [97].биологических средах
 Действие TFO   как специфических ингибито-

    ров транскрипции генов семейства myc было 
    продемонстрировано на клеточных культурах in 

vitro.  Группой C.V. Catapano ,  установлено что тио-
  фосфатный аналог TFO  способен эффективно 
   ингибировать экспрессию гена с-myc  в клетках 

  ,     лейкемии и лимфомы что приводит к сниже-
       нию скорости пролиферации клеток и к их апо-
 [97].     птозу В более поздних исследованиях эти-

   ,   ми же авторами доказано что присоединение к 

TFO -   ДНК интеркалирующего агента дауномицина 
   значительно увеличивает стабильность образу-

 ,    емых триплексов а также повышает эффектив-
   ность ингибирующего действия TFO  на экспрес-

  сию гена c-myc    в клетках рака предстательной 
       железы или рака груди по сравнению с дей-
  ствием немодифицированного TFO [19, 105]. Обна-
,   ружено что конъюгат TFO   с дауномицином инги-
   ,  бирует пролиферацию опухолевых клеток но 

      не оказывает влияния на рост нормальных фи-
,   бробластов экспрессирующих низкий уровень c-

myc,      что свидетельствует о селективном дей-
 .ствии препарата

Соединения, стабилизирующие образование 
G-тетраплексов.    ,Еще одним подходом  

   направленным на блокирование транскрипции 
c-myc,    является использование катионных пор-

   ,  фиринов или их производных способных свя-
     зываться с ДНК и стабилизировать образование 

G-     тетраплексных структур в районе промотора 
 гена c-myc,     что приводит к ингибированию 

 [137].  ,   транскрипции Показано что катионный 
 порфирин TMPyP4   эффективно ингибирует транс-

  крипцию гена с-myc in vitro,   а также замедляет 
    рост опухолей у крыс in vivo [53].  Однако для 

   достижения биологических эффектов необходи-
  мо использовать TMPyP4   в  достаточно высоких 

 (100  ).    концентрациях мкмоль В более поздних 
     работах были описаны аналоги порфирина или 

  , другие низкомолекулярные соединения исполь-
    зование которых позволяет значительно повы-

 сить    селективность связывания с промотором 
 гена c-myc,     а также увеличить стабильность G-

 [86,  133],тетраплексов     однако их действие на 
 -    экспрессию гена мишени и пролиферацию кле-

  .ток не исследовано
  В работе T. Simonsson  и M. Henriksson показано 

[138],      что при инкубировании клеток лимфомы 

  ,   Беркитта с олигонуклеотидом образующим в 
  физиологических условиях G-тетраплексную 

, структуру наблю   дается ингибирование пролифе-
  рации клеток вследствие  нарушения связывания 

    транскрипционных факторов с промотором гена 
c-myc. 

Антисмысловой подход.   Одним из перспек-
 ,   тивных направлений разрабатываемых для ле-
   ,  чения ряда онкологических заболеваний яв-
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  ,   ляется антисмысловой подход основанный на 
  специфическом связывании  олигонуклеотида с 

- .    РНК мишенью Ингибирующее действие антис-
  (мысловых олигонуклеотидов ASO)  основано на 
 -  ,   активности РНК азы Н которая гидролизует РНК 

 /    3’в ДНК РНК гетеродуплексах в →5’ направлении 
[100].  -     Действие РНК азы Н практически не зави-

  сит от     последовательности и даже от введения 
    в состав олигонуклеотида некоторых химиче-

  [91].   ских модификаций Другой возможный меха-
 низм дейс  твия ASO   ,  основан на том что образо-
    вание гибридного дуплекса с определенными 

    последовательностями может приводить к нару-
       шению связывания рибосом с мРНК или к на-

  - . рушению сплайсинга пре мРНК Эффективность 
   —  образования комплекса олигомер мРНК зави-

     сит главным образом от вторичной структуры 
,     мРНК что необходимо учитывать при подборе 

 .   антисмыслового олигонуклеотида Одно из пер-
   вых успешных исследований ингибирования 

  экспрессии гена с-myc   с помощью антисмысло-
     20вой технологии было осуществлено более  

  [59,  159].     лет назад С тех пор антисмыловая 
    технология развивается по пути увеличения 

 стабильности ASO     и улучшения их доставки в 
.   клетки Использование химически модифициро-
 ,   ванных олигонуклеотидов например тиофос-
,  ,   фатных фосфорамидатных морфолиновых и 

 ,   других производных позволяет увеличить срок 
    [146].их жизни в клетках

 Исследования in vitro ,  показали что подав-
    ление экспрессии генов семейства myc (c-myc, 

N-myc)   антисмысловыми олигонуклеотидами 
     или их тиофосфатными аналогами приводит к 

   ингибированию пролиферации клеток лейкемии 
[62, 92, 124],    [20]  рака молочной железы или ней-

 [106],     робластомы а также к блокированию пере-
   хода клеток из G1-  в S-   , фазу клеточного цикла к 

   .  индукции апоптоза или дифференцировки В 
    более поздних работах тиофосфатные аналоги 

ASO,     направленные на ингибирование экспрес-
  сии генов myc,     исследовали на модельных жи-

    [88,вотных с ксенотрансплантатами меланомы  

115],  [64, 140, 141]  лимфомы   [18].и нейробластомы  

,  Установлено что in vivo  исследуемые ASO инги-
  ,   бируют опухолевый рост уменьшают число ме-
,     тастазов а также увеличивают продолжитель-

  .   ность жизни животных Однако для достижения 
   противоопухолевого эффекта требуется доста-

  (1—6 )  точно продолжительное нед введение жи-
   вотным больших доз ASO (15—20  /  мг кг массы 

  ).  тела в день   Значительное снижение концен-
,    трации необходимой для достижения биологиче-

  ского эффекта ASO (    10 /общая доза составила мг
  ),    кг массы тела было достигнуто при использо-

     вании в качестве трансфектанта катионных ли-
,     пидов способных селективно связываться с GD2-

ре     цепторами на поверхности клеток меланомы 

[115].

  ,   Интересным является факт что устойчи-
     вость некоторых видов опухолей к цитостатику 

    цисплатину коррелирует с повышенным уров-
   нем экспрессии гена c-myc [139].  ,  Так in vitro 
-анти с-myc ASO     в комбинации с цисплатином бо-
   лее эффективно ингибируют пролиферацию 

    [100]  клеток рака мочевого пузыря или карцино-
  [153],     мы легких чем каждый препарат по 

.     отдельности В более поздних работах прове-
   ,   дены исследования на мышах которым были 

  .  трансплантированы клетки меланомы Тиофос-
  фатный аналог ASO  увеличивает эффективность 
     действия цисплатина на клетки меланомы in 

vitro  и in vivo [25],    что приводит к ингибирова-
  ,   нию роста опухолей уменьшению числа мета-

    стазов и увеличению продолжительности жизни 
. .  животных С Leonetti  .  [87], и соавт показали что 

   внутривенное введение мышам тиофосфатного 
 аналога ASO INX-6295,   инкапсулированного в ли-
 ,    пидные частицы приводит к ингибированию 

  .   опухолевого роста меланомы При введении 
     30%олигонуклеотида вместе с цисплатином у  

    подопытных животных наблюдалась полная ре-
 .  , грессия опухолей Кроме того комбинированное 

 -применение анти bcl-2 ASO,   цисплатина и INX-6295 

    на мышах с ксенотрансплантатами меланомы 
,   человека характеризующейся повышенной экс-
  прессией онкогенов bcl-2  или c-myc,  приводит к 
    задержке или полному блокированию опухоле-

 ,    ,  вого роста увеличению степени апоптоза а 
   [164].также ингибированию ангиогенеза

   Одними из многообещающих олигонуклео-
-тид
    ных аналогов являются морфолиновые произ-

водные (PMO) —  ,  незаряженные молекулы в ко-
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 торых сахаро     фосфатный остов заменен на мор-
 ,  фолиновые кольца соединенные фосфодиамид-

 . ными связями PMO  характеризуются повышенной 
  ,  устойчивостью к нуклеазам достаточно эффек-

   ,    тивно проникают в клетки а также образуют с 
- ,    РНК дуплексы обладающие повышенной ста-

.     бильностью В экспериментах на мышах показа-
,   но что ингибирование MYC   с помощью морфоли-

  нового аналога ASO AVI-4126   приводит к преодоле-
     нию устойчивости к цисплатину клеток карцино-

  [81].  мы легких Потенцирование противоопухоле-
  вой активности AVI-4126    было также показано при 

     использовании его в комбинации с ASO, направ-
     —ленным на ингибирование ростового фактора  

  ,  человеческого хориального гонадотропина в 
    [36]. клетках рака предстательной железы Кро-

 ,  ме того эксперименты in vivo ,  показали что AVI-

4126     эффективно ингибирует клеточную проли-
    [128], ферацию при поликистозах почек регене-

  [7]    ,рации печени и при сосудистых рестенозах  

   развивающихся после оперативных вмеша-
 [80].    тельств Первая фаза клинических испыта-

 ,     ний показала что внутривенное введение AVI-

4126     [35,не вызывает цитотоксических эффектов  

69]    ,  и таких побочных эффектов как увеличение 
 уровня APTT  и C3a, ,   анемии гипотонии и сниже-

  ,   ния уровня тромбоцитов часто наблюдаемых 
    при использовании тиофосфатных аналогов ASO 

   [60, 70, 89].на уровне организма
   Другими перспективными агентами являются 

пеп     (тидные аналоги нуклеиновых кислот PNA). PNA 

—  это   синтетические аналоги дезоксирибоолиго-
,    нуклеотидов в которых сахарофосфатный 

  остов заменен -(2- ) полиамид аминоэтил глицино-
 .    вым скелетом Благодаря этому PNA обладают 

   нуклеазоустойчивостью и способностью специ-
    фично гибридизоваться с комплементарными по-

   ,  следовательностями ДНК или РНК что позволя-
    ет ингибировать транскрипцию и трансляцию 

[122].    Ингибирование экспрессии гена N-myc в 
    клетках нейробластом с помощью PNA-аналогов 

ASO      было исследовано в двух недавних работах 
[119, 150]. L. Sun  . [150]  и соавт использовали конъ-

 -югаты анти N-myc PNA   с аналогом соматостати-
,    на который обеспечивает проникновение конъ-

   , югатов в опухолевые клетки характеризующие-
     ся повышенной экспрессией рецепторов к со-

.    матостатину Такие конъюгаты эффективно ин-
   гибируют экспрессию гена N-myc  и клеточную 

пролиферацию in vitro,   тогда как PNA  без сома-
    тостатина не оказывают подобного действия 

     . при использовании в тех же концентрациях В 
 .  исследовании А Pession  .  ,  и соавт показано что 

-анти N-myc PNA    способны проникать в клетки 
    некоторых типов нейробластом без использова-

 -    ния каких либо трансфектантов и ингибировать 
  экспрессию гена N-myc,   вызывать накопление 

  клеток в G1-   ,   фазе клеточного цикла а также ин-
    [119].дуцировать дифференцировку и апоптоз

 ,   Таким образом антисмысловой подход ши-
    роко использовали для ингибирования экспрес-

   сии генов семейства myc  на экспериментальных 
  .   моделях различных опухолей Некоторые из 

-анти c-myc    препаратов уже успешно прошли 
     первую стадию клинических испытаний и пока-

   [35, 69]. зали свою биобезопасность Ингибирова-
  ние экспрессии N-myc  антисмысловыми олиго-

   ,нуклеотидами исследовали менее подробно  

   ,  однако существует несколько работ в которых 
     описаны эксперименты не только на клеточных 
,       [118,культурах но и на модельных животных  

158].

Рибозимы.    Рибозимы представляют собой 
,  олигорибонуклеотиды обладающие выраженной 

    вторичной структурой и каталитической функци-
,      ей их действие основано на специфическом 

  -связывании с мРНК ми   шенью и последующем 
 .ее расщеплении

    Эксперименты на клетках гепатомы показа-
,      ли что эндогенная экспрессия рибозима с ви-

     русного вектора приводит к эффективному ин-
   гибированию экспрессии гена c-myc,   а также к 

    снижению скорости клеточной пролиферации и 
   [24],   к индукции апоптоза однако дальнейшие 

 исследования in vivo  .не проводились
РНК-интерференция  —   это современный 

 ,   перспективный подход направленный на специ-
   -фическое ингибирование экспрессии генов ми-

.      шеней В экспериментах на нематоде Caen-
orhabditis elegans ,    обнаружено что при введе-

     , нии в клетки длинной двуцепочечной РНК го-
   ,  мологичной участку определенного гена на-
   блюдается специфическая деградация его 

 [46].   -  мРНК Процесс РНК интерференции свой-

Бюллетень сибирской медицины, 2008. Приложение 3 19



Кабилова Т.О., Черноловская Е.Л. Онкогены семейства myc как терапевтические мишени

    ственен клеткам всех многоклеточных организ-
 [99]     мов и является природным механизмом 

    ,  клеточной защиты от вирусной инфекции ак-
   .тивности транспозонов и ретротранспозонов  

,     Установлено что в эукариотических клетках 
 ,    присутствуют гены кодирующие особый тип не-

  ( - ),  транслируемых РНК микро РНК которые иг-
      рают важную роль в регуляции генной экспрес-

   [98].   сии и онтогенеза Механизмы созревания и 
  -   ингибирующего действия микро РНК во многом 

   - . сходны с процессом РНК интерференции
     При попадании дцРНК в клетку происходит 

    ее ферментативное фрагментирование с об-
   21—25 . .  разованием дуплексов длиной п н с вы-
 2—3   3’-  [98,ступающими нуклеотидами на концах  

162],      которые в составе белкового комплекса RISC 

(RNA-induced silencing complex, -  РНК зависимый ингиби-
 )   рующий комплекс связываются с комплемен-
  -    тарной им РНК мишенью и вызывают ее 

  [57]. направленную деградацию
-   РНК интерференция рассматривается как 

   перспективный инструмент для специфической 
     деградации вирусных или онкогенных мРНК в 

   противовирусной и противоопухолевой терапии 
[102, 112].

  Отсутствие компонентов интерфероновой 
    системы у беспозвоночных позволяет приме-

     нять длинные дцРНК для подавления генной 
   - ,экспрессии по механизму РНК интерференции  

     однако использование длинной дцРНК в клет-
   -  ках млекопитающих ограничено из за развития 

   [110].неспецифического интерферонового ответа  

    В клетках млекопитающих механизм специфи-
     ,ческой деградации РНК может быть запущен  

    ,  если использовать не протяженные дцРНК а 
  , короткие синтетические дуплексы имитирующие 

 ,     фрагменты РНК получающиеся в ходе ее 
   — фрагментации ферментом Дайсер si  [42]. РНК
 -   Поскольку РНК интерференция является по-

все    местно распространенным эндогенным кле-
 ,  точным механизмом эффективность ингибиро-

,     вания достигаемая при использовании si ,РНК  

   существенно выше эффективности действия 
   антисмысловых олигонуклеотидов или рибози-

 [39].  ,  ,  мов Так например непосредственное 
 ,  сравнение показало что si   100—1000  РНК в раз бо-

    -лее эффективно ингибирует экспрессию гена

,    мишени чем антисмысловой олигонуклеотид 
[14].     Высокая эффективность ингибирования с 

 -помощью РНК интерферен    ции может быть свя-
     зана с каталитической природой этого процес-

,     са где одна молекула si   РНК может
    вызывать расщепление многих молекул мРНК 

[68].     Еще одной причиной высокой эффективно-
 - ,  ,  сти РНК интерференции вероятно является 

   защита антисмысловой цепи si   РНК от эндоген-
 -   ных РНК аз комплексом RISC. 

Ингибирование  экспрессии  генов  се-
мейства  myc с  помощью  интерферирующих 
РНК.    Подавление экспрессии гена c-myc  в клет-

    ках карциномы легкого человека A549, гепатомы 
HepG2     и аденокарциномы молочной железы MCF-7 

    , было достигнуто с помощью векторов экспрес-
 сирующих si   РНК или sh  (РНК short hairpin RNA,  ко-

  ) [63, 155]. , роткая шпилечная РНК Показано что 
   ,  под действием аденовирусного вектора экс-

 прессирующего si ,   РНК направленную к последо-
  3-     вательности в м экзоне мРНК гена c-myc, в 

 клетках A549   и HepG2   существенно снижается 
  уровень белка c-MYC [63].   В результате другого 

 ,    исследования выявлено что трансфекция в 
 клетки MCF-7    с помощью липофектамина плаз-

,  миды экспрессирующей sh ,  РНК направленную к 
3’-     нетранслируемому району мРНК гена c-myc, 

      также снижет уровень экспрессии белка и инги-
    бирует рост раковых клеток in vitro  и in vivo 

[155].    Использование плазмидных или вирусных 
   векторов для экспрессии интерферирующих 

 РНК in vivo    связано с опасностью неконтроли-
     руемого встраивания фрагментов ДНК в геном 

[148],    поэтому из соображений биобезопасности 
 использование si    РНК для подавления экспрес-

    сии терапевтически значимых генов является 
.предпочтительным

    Успешное подавление экспрессии генов c-
myc  и
N-myc   с помощью si    РНК в клетках человека 
GT38, HeLa, MCF-7, KB-3-1, SK-N-MC  и IMR-32  было про-

   демонстрировано несколькими группами иссле-
 дователей [33, 48, 74—76, 136].  Подавление экспрес-

  сии гена c-myc   с помощью si ,  РНК направленной к 
3’-      нетранслируемому району мРНК этого гена в 

 клетках GT38,   инфицированных вирусом Эпштейна
—  (Барра EBV),     не влияет на пролиферацию этих 
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,     клеток однако блокирует реактивацию ,вируса  

   [48].индуцированную форболовым эфиром
   Эффективное и специфичное ингибирование 

  экспрессии генов c-myc и N-myc,   а также проли-
   ферации клеток карциномы KB-3-1  и нейробла-

 стом SK-N-MC, IMR-32    было достигнуто с помощью 

si ,     —  РНК одна из которых siEx3   направлена к 
 3-   участку го экзона

c-myc ,   — мРНК а другая siEx2 —  к гомологичным 
 2-    районам х экзонов генов c-  и N-myc [74—76]. 

  si  siEx2  Выбор последовательности РНК в высоко-
    консервативных участках мРНК генов myc обу-

  : словлен следующими преимуществами возмож-
   ность использования этой si   РНК для ингибиро-
   вания экспрессии генов c-  и N-myc одновремен-

,      но что особенно важно для нейробластом 
( ,  например клетки IMR-32),   где зачастую подав-

     ление экспрессии одного из генов семейства 
myc (с-myc  или N-myc)   приводит к активации 

 [18];  другого использование siEx2  для ингибиро-
 -    вания генов мишеней в клетках млекопитающих 
 .  разных видов Сравнение последовательностей 

  мРНК генов c-myc , , , мыши крысы собаки кроли-
   ,   , ка и человека показало что для участка соот-

   ветствующего по последовательности siEx2, на-
 100%-  ,  блюдается я консервативность что позво-

  ляет использовать siE 2    х в экспериментах на жи-
-вотных мо     делях с целью оценки потенциала 

si    РНК как противоопухолевых лекарственных 
. препаратов

L. Shen  .  -2’-и соавт использовали поли O-(2,4-

)-  21-динитрофенил модифицированную звенную 

  ( - - )  [136],антисмысловую РНК поли ДНФ РНК  

  комплементарную району AUG-   кодона мРНК гена 
c-myc,     для подавления экспрессии последнего 
in vitro  и in vivo. - - -   Поли ДНФ РНК аналог был ис-

   пользован для увеличения нуклеазоустойчивости 
      [23]. РНК и облегчения ее захвата клетками Из-

,    вестно что антисмысловые одноцепочечные РНК 
    -могут действовать по механизму РНК интерфе-
   ,   ренции в том случае когда химические моди-
     фикации такой РНК обеспечивают ее устойчи-

    [6]. вость к действию рибонуклеаз Эксперимен-
 ,  тальные данные полученные in vitro, ,показали  

   что трансфекция клеток MCF-7 c  помощью олиго-
 100фектамина   - -   нмоль поли ДНФ РНК не только 

     снижает уровень мРНК и белка c-MYC,   но и ин-

   . , гибирует рост раковых клеток Результаты по-
 лученные in vivo,  подтверждают эффективность 
 -    действия ДНФ модифицированных РНК как ин-
  ,   гибиторов опухолевого роста тогда как немоди-

 фицированные si    РНК без использования специ-
     альных средств направленной доставки в клет-

      . ки оказались в этой системе не активны
    Несмотря на очевидные преимущества в 

 ,  эффективности действия применение si  РНК in 
vivo    ,    имеет такие же ограничения как и при-

  ,  менение антисмысловой технологии а именно 
 стабильность si    РНК во внеклеточных жидкостях 

    .  и ее доставка внутрь клеток Увеличение ста-
 бильности si    РНК достигается введением различ-

     ных химических модификаций по всей длине 
   молекулы или в нуклеазочувствительных 

 [2,  17].    участках Наиболее актуальной пробле-
    мой остается направленная доставка siРНК 

 .      внутрь клеток Одним из возможных путей ее 
    решения является ковалентное или нековалент-

   ное присоединение к si    РНК антител или лиган-
,     дов способных связываться с рецепторами на 

 .   поверхности клеток Направленная доставка siР-
      НК в определенные типы клеток приведет не 

    только к снижению концентраций si , РНК необхо-
    димых для эффективного ингибирования генной 

,     экспрессии но и ограничит возможные токсиче-
 ,    ские эффекты связанные с действием si  РНК на 

    .  другие клетки и ткани организма Проблему 
  направленной доставки si   РНК в опухолевые 

 клетки in vivo     попытались решить в группе Lieber-

man [162]    путем использования нескольких si ,РНК  

    направленных на ингибирование экспрессии ге-
 нов c-myc, hdm2  и VEGF,   в составе нековалент-
    , ного комплекса с химерным белком состоящим 

    из положительно заряженного белка протамина 
  .  ,  и специфического антитела Установлено что 

  такой препарат in vivo  эффективно ингибирует 
  ,  пролиферацию клеток меланомы эктопически 

    экспрессирующих лиганд для используемого ан-
 [142].     титела Использование антител для до-
     ставки в определенные типы клеток позволяет 
 снизить концен  трацию si   15   РНК в раз по сравне-

  нию с использованием   в качестве транспортера 
  [90].   молекулы холестерина Этот новый подход 
    позволяет создать летальную смесь si , РНК дей-
  ствующих через MYC-  индуцируемые клеточные 
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,    рецепторы для направленного ингибирования 
 .прогрессии опухолей

 , -  Таким образом РНК интерференция являет-
     ся наиболее перспективным из известных сего-
    дня методов регуляции экспрессии терапевти-
  .    чески значимых генов В последнее время ин-

    терферирующие РНК широко применяются для 
   , подавления экспрессии генов млекопитающих в 
-   молекулярно биологических и биомедицинских 

.   исследованиях Несколько препартов si  РНК уже 
     находятся на второй стадии клинических испы-

, , si ,   таний например РНК направленная на инги-
   бирование ангиогенного ростового фактора 

(VEGF),   а также si ,   РНК предназначенная для ле-
 чения возраст    ной дистрофии сетчатки глаза 

[113].    Предварительные результаты исследова-
     ний в небольшой группе людей свидетельству-
  ,  si    ют о том что РНК не вызывают токсических 

    .эффектов или дальнейшей прогрессии болезни  

,   si  Следовательно использование РНК рассмат-
    ривается как эффективный и многообещающий 

   . подход в противоопухолевой терапии Несмотря 
     на большой прогресс в понимании механизмов 

    ,  действия двуцепочечных РНК на клетку для 
    перехода их из категории эффективного 

   инструмента биомедицинских исследований в 
   категорию лекарственных препаратов целый 

   .   спектр вопросов требует решения К ним отно-
    сятся вопросы обеспечения направленной и 

      эффективной доставки в органы и ткани орга-
,    низма предотвращения неспецифических эф-

    фектов и безопасного дозирования препарата 
   для исключения нежелательного снижения 

  -   уровня экспрессии гена мишени в здоровых 
.тканях
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