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ПЕРСПЕКТИВИ ВИКОРИСТАННЯ РНК-ІНТЕРФЕРЕНЦІЇ У ЛІКУВАННІ ВІЛ-ІНФЕКЦІЇ. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
Чернікова Л.І., Коваленко Н.І.
Харківський національний медичний університет, м. Харків
У статті представлений огляд літератури з досліджень можливого застосування РНК-інтерференції у лікуванні ВІЛ-інфекції. Проведено аналіз результатів досліджень використання системи РНК-інтерференції для пригнічення репродукції ВІЛ у чутливих клітинах на різних етапах життєвого циклу вірусу та для блокування ко-рецепторів CXCR4 і CCR5 клітин людини з метою попередження проникнення вірусу. Доказана ефективність сумісного використання ламівудину та siRNA-інгібіторів синтезу зворотної транскриптази вірусу для пригнічення реплікації мутантного штаму вірусу, резистентного до даного препарату.
Розглядаються способи безпечної вибіркової доставки інтерферуючих РНК в інфіковані клітини за допомогою синтетичних антитіл, лентивірусного вектора або трансплантації гематопоетичних стовбурових клітин-попередників, які експресують siRNA.
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ВІЛ-інфекція є важливою проблемою охорони здоров'я в усьому світі. У Східній Європі і Центральній Азії масштаби епідемії ВІЛ-інфекції продовжують зростати. Сьогодні Україна посідає одне з перших місць серед країн Європи за кількістю ВІЛ-позитивних осіб. Станом на початок 2014 року кумулятивна кількість офіційно зареєстрованих випадків ВІЛ-інфекції в Україні, починаючи з 1987 року, становила 245 216 випадків, з них на диспансерному обліку з діагнозом ВІЛ-інфекція перебувало 139 573 особи та 29 005 хворих на СНІД [1]. 
	З початку застосування перших антиретровірусних препаратів у лікуванні ВІЛ-інфекції досягнуто суттєвого прогресу. Сьогодні при адекватно вибраному режимі високоактивної антиретровірусної терапії пацієнти можуть жити десятки років [10]. Але, незважаючи на успіхи, досягнуті в лікуванні ВІЛ-інфекції, ще не вдається повністю елімінувати вірус з організму інфікованої людини [3]. Ситуація ускладнюється тим, що у відповідь на застосування антиретровірусних препаратів, ВІЛ може селекціонувати певні мутації, які часто призводять до формування штамів, резистентних до окремого класу препаратів [4, 19, 21, 29], що у свою чергу вимагає призначення нових антиретровірусних препаратів.
Експерти в галузі СНІДу вважають, що в лікуванні ВІЛ-інфекції ще може настати новий прорив завдяки новим підходам і технологіям. Потенційні методи лікування були представлені у березні 2014 року в США на 21-й Конференції, присвяченій ретровірусам та опортуністичним інфекціям [6].
Сьогодні перспективним напрямком у лікування ВІЛ-інфекції є генотерапія. Основа сучасної генотерапії – це використання природних механізмів клітин, які регулюють експресію генів. Одним із принципово нових підходів до боротьби із ВІЛ-інфекцією є метод, який ґрунтується на використанні механізму РНК-інтерференції – вибіркового відключення окремих генів за допомогою інтерферуючих РНК.
РНК-інтерференція – універсальний спосіб регуляції активності генів у живих організмах. У 2006 році американські вчені Ендрю Файер і Крейг Мелло отримали Нобелівську премію в галузі фізіології та медицини за роботи з вивчення РНК-інтерференції у нематоди Caenorhabditis elegans, результати яких були опубліковані у 1998 році [12, 35]. РНК-інтерференція (англ. RNA interference, RNAi) – процес пригнічення експресії гена за допомогою малих молекул РНК. Вона виявлена у клітинах багатьох еукаріот, у тому числі у тварин, рослин і грибів. Система РНК-інтерференції відіграє важливу роль у захисті від транспозонів і вірусів, а також у регуляції розвитку, диференціації та експресії генів організму [13, 26, 27].
Механізм РНК-інтерференції полягає в індукції дволанцюговими РНК процесів розпізнавання і деградації клітинної м-РНК. Процес починається з розрізання дволанцюгових РНК на короткі одноланцюгові мікро-РНК (англ. small interfering RNA, siRNA) за допомогою ферменту Dicer. Далі одноланцюгова РНК включається до складу РНК-білкового комплексу RISC (комплекс сайлесингу, індукований РНК, англ. RNA-induced silencing complex), у результаті активності якого РНК приєднується до комплементарної мРНК і викликає розрізання мРНК білком Argonaute. Ці процеси спричиняють пригнічення експресії (сайленсингу) відповідного гена [7]. Крім регуляції активності власних генів, спеціальні мікро-РНК спрямовують білок Argonaute на чужорідну РНК, яку вносять до клітини віруси. Це своєрідна захисна система, яка існує не тільки у високоорганізованих тварин, але й в рослин та примітивних організмів.
Відкриття РНК-інтерференції дає можливість блокувати активність небажаних генів без будь-якого втручання в геном, спрямовуючи власний захисний апарат клітини RISC на певну інформаційну РНК, таким чином блокуючи синтез небажаного продукту. Правильно сконструйований інтерферуючий фрагмент РНК може «виключити» непотрібний ген і зупинити тим самим розвиток хвороби на ранній стадії.
РНК-iнтерференція використовується у широкомасштабних дослідженнях в галузі молекулярної біології, біохімії, біотехнології та медицини [32]. 
Так, наприклад, були проведені клінічні дослідження систем на основі РНК-інтерференції для лікування інфекцій, викликаних респіраторно-синцитіальним вірусом [31] і вірусом простого герпесу 2-го типу [18], пригнічення генів гепатиту А [22] і гепатиту В [17], генів вірусу грипу [25], пригнічення реплікації вірусу кору [14]. РНК-інтерференцію також вважають можливим способом лікування пухлин шляхом виключення генів, які активно експресуються в клітинах пухлин, або генів, які беруть участь у поділі клітин [18, 30]. Була показана ефективність системи РНК-інтерференції щодо пригнічення росту пухлинних клітин та експресії онкобілків вірусу папіломи людини 16-го типу Е6 і Е7 [37].
З відкриттям РНК-інтерференції з’явилася нова надія, що СНІД можна подолати. Можливо, використання терапії siRNA разом із традиційною антиретровірусною терапією дасть змогу досягти ефекту потенціювання, коли два чинники дають більш виражений лікувальний ефект. Зараз розробляються способи використання РНК-інтерференції щодо лікування персистуючої ВІЛ-інфекції першого типу [27]. ВІЛ є складною мішенню і потребує поєднання декількох шляхів застосування РНК-інтерференції [9, 27, 36]. Тому вчені розробляють шляхи впливу на різні етапи реплікації ВІЛ у вже зараженій клітині, зокрема на стадії інтеграції, збирання і виходу вірусу із клітини. 
На початку вивчення явища РНК-інтерференції дослідники показали можливість блокувати реплікацію ВІЛ за допомогою siRNA в культурі клітин лімфоцитів людини на етапі синтезу провірусної ДНК [16].
Знання принципів РНК-інтерференції теоретично дозволяє припинити розмноження вірусу за допомогою вибіркового виключення генів, які він використовує. Проте для запобігання небажаних побічних реакцій необхідно знайти способи безпечної вибіркової доставки інтерферуючих РНК до інфікованих клітин [24]. Вирішенням цієї проблеми займається ціла галузь сучасної науки (drug delivery). Існує дві стратегії: по-перше, використання «готових» систем доставки РНК до клітини, отриманих із деяких вірусів, по-друге, створення штучних конструкцій із молекул.
Дослідники із медичної школи Гарварда використали синтетичні антитіла для доставки до Т-лімфоцитів інтерферуючих РНК, здатних блокувати активність вірусних генів, відповідальних за проникнення вірусу в клітину та синтез вірусних білків. На моделі ВІЛ-інфекції імунодефіцитних мишей з пересадженими стовбуровими клітинами кісткового мозку людини було показано пригнічення розмноження вірусу [20]. 
O. ter Brake та ін. використали лентивірусний вектор для доставки противірусної інтерферуючої РНК до стовбурових клітин, які потім вводили мишам. Т-хелпери таких мишей  виявилися резистентними до ВІЛ [33-34].
Іншим можливим клінічним застосуванням РНК-інтерференції є блокування рецепторів і ко-рецепторів до ВІЛ. Так, використання siRNA спричинювало пригнічення експресії ко-рецепторів CXCR4 і CCR5 та блокування проникнення ВІЛ-1 до чутливих клітин [8, 28].
Спіробітники Інституту молекулярної біології ім. В.А.Енгельгардта РАН и ДНЦ вірусології та біотехнології «Вектор» створили і випробували на культурі клітин три генетичні конструкції, здатні пригнічувати розмноження ВІЛ за допомогою РНК-інтерференції. Дані конструкції продукують siPHK-інгібітори репродукції ВІЛ-1 і гену CCR5 людини [2]. 
Інтерферуючі РНК були використані для пригнічення синтезу ко-рецепторів CCR5 на макрофагах. Для цього лентивірусний вектор таких РНК був введений у гемопоетичні клітини-попередники, які потім трансформувалися в макрофаги, резистентні до штаму R5 ВІЛ-1 [23].
На приматах була показана стабільна експресія siRNA проти ко-рецепторів CCR5, введених шляхом трансплантації гематопоетичних стовбурових клітин-попередників. Зазначені клітини проявляли резистентність до вірусу імунодефіциту мавп Simian ex vivo [5].
Для лікування лімфоми у хворих на СНІД були використані гемопоетичні клітини-попередники, частина яких була геномодифікована і була здатна на експресію антивірусних інтерферуючих РНК завдяки лентивірусному вектору. Вчені виявили стабільну експресію таких РНК у клітинах крові хворих протягом 24 місяців. Введені інтерферуючі РНК блокували синтез ко-рецепторів CCR5 і реплікацію вірусу [11].
Інтерферуючі РНК, які пригнічують синтез зворотної транскриптази ВІЛ-1, були використані для подолання резистентності вірусу до ламівудину. Спільне використання ламівудину та siRNA пригнічувало реплікацію мутантного штаму вірусу, резистентного до даного препарату [15].
Таким чином, знання принципів РНК-інтерференції дозволяє припинити розмноження вірусу за допомогою вибіркового виключення тих генів, які він використовує. Це підтверджує можливість терапії препаратами на основі компонентів системи РНК-інтерференції. Проте для запобігання тяжких побічних реакцій необхідно ще знайти способи вибіркової доставки інтерферуючих РНК до інфікованих клітин. Крім того, залишається невирішеним питання щодо безпеки таких методів лікування, у тому числі, щодо побічних ефектів репресії генів з подібними нуклеотидними послідовностями. На даний час дослідники працюють над створенням генетичних конструкцій, які можна використовувати в генотерапії ВІЛ-інфекції, у тому числі і таких, які здатні подолати високу швидкість мутацій вірусу. Нові методи боротьби з ВІЛ можуть бути використані для лікування хворих, яким не допомагає стандартна антиретровірусна терапія.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ РНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИИ В ЛЕЧЕНИИ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
Черникова Л.И., Коваленко Н.И.
Харьковский национальный медицинский университет, г. Харьков
В статье представлен обзор литературы по исследованию возможного применения РНК-интерференции в лечении ВИЧ-инфекции. Проведен анализ результатов исследований применения системы РНК-интерференции для подавления репродукции ВИЧ в чувствительных клетках на разных этапах жизненного цикла вируса и для блокирования ко-рецепторов CXCR4 и CCR5 клеток человека для предупреждения проникновения вируса. Доказана эффективность совместного применения ламивудина и siRNA-ингибиторов синтеза обратной транскриптазы вируса для подавления репликации мутантного штамма вируса, резистентного к данному препарату.
Рассматриваются способы безопасной избирательной доставки интерферирующих РНК в инфицированные клетки с помощью синтетических антител, лентивирусного вектора или трансплантации гематопоэтических стволовых клеток-предшественников, которые экспрессируют siRNA.
Ключевые слова: генотерапия, РНК-интерференция, ВИЧ-инфекция.

PROSPECTS OF RNA-INTERFERENCE IN THE TREATMENT OF HIV-INFECTION. REVIEW
Chernikova L.I., Kovalenko N.I.
Kharkiv National Medical University, Kharkіv
The article presents a review of the literature on the study of possible application of RNA-isnterference in the treatment of HIV infection. The results of trials of RNA-interference system to inhibit HIV replication in sensitive cells at different stages of the viral life cycle and blocking of CXCR4 and CCR5 co-receptor of human cells to prevent penetration of the virus were conducted. The efficacy of lamivudine and joint siRNA-reverse transcriptase synthesis inhibitors to inhibit viral replication of mutant strains of the virus resistant to the drug has been proven.
The methods of safe selectively delivering of interfering RNA in the infected cells by using synthetic antibodies, a lentiviral vector or transplantation of hematopoietic progenitor stem cells which express siRNA are considered.
Keywords: gene therapy, RNA interference, HIV infection.
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