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Внутриклеточные мишени антибиотиков-производных ауреоловой кислоты – оливомицина А и его
полусинтетического производного оливамида – GC-богатые участки в малой бороздке ДНК. Нами
установлено, что оба соединения в наномолярных концентрациях ингибируют транскрипцию он-
когена c-Myc в опухолевых клетках человека. Механизм ингибирования не требует взаимодействия
антибиотиков с полноразмерным сайтом связывания GC-специфического транскрипционного
фактора Sp1, а обусловлен присутствием GC-квартетов с оптимальной константой комплексообра-
зования.
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Оливомицин А (I; рис. 1) и другие антибиоти-
ки-производные ауреоловой кислоты активно
исследовались и некоторое время применялись в
качестве противоопухолевых агентов. Мишень
этих соединений – малая бороздка ДНК [1, 2].
Образование стабильного комплекса I с мишенью
приводит к ингибированию транскрипции и ре-
пликации; гибель опухолевых клеток достигается в
наномолярных концентрациях [3]. Общерезорб-
тивная токсичность ограничивает клиническое
использование столь активного природного со-
единения. Требуется исследование молекулярных
механизмов действия I для создания его эффек-
тивных и менее токсичных аналогов.

Предпочтительные сайты связывания I содер-
жат GC-квартеты; наибольшую константу связы-
вания обеспечивают центральные динуклеотиды

5'-GG-3' или 5'-GC-3' [4]. Подобные последова-
тельности часто встречаются в регуляторных об-
ластях генов и могут полностью или частично пере-
крываться участками узнавания транскрипцион-
ных факторов (ТФ), например, Sp1. Аффинность к
ДНК и выраженная GC-специфичность объясняют
способность I и других соединений этого класса ин-
гибировать транскрипцию генов. Детальное изуче-
ние комплексов с ДНК позволило создать полусин-
тетический аналог I – оливамид (II; рис.1) с
уменьшенной константой комплексообразова-
ния, терапевтической активностью и переноси-
мостью в моделях in vivo [5].

Антибиотик I подавляет экспрессию c-Myc –
онкогена [6, 7], экспрессированного во многих
опухолях [8]. Существенная часть транскрибиру-
емого участка гена c-Myc, а также его 5'-UTR об-
ласть представлены CpG-богатыми участками и
содержат GC-консенсусы, с которыми способны
связываться I и II [9]. Промоторы P0-P3 гена c-Myc
также содержат GC-богатые области. Правомер-
но предположить, что подавление транскрипции
c-Myc может происходить из-за связывания I и II
с регуляторными участками гена или с сайтами
связывания ТФ. Взаимодействуют ли I и II только
с определенными регуляторными областями, в
частности, с консенсусными участками для GC-
зависимых ТФ, или и с другими GC-участками?
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В настоящей работе ингибирование c-Myc со-
единениями I и II исследовали на культивируе-
мых опухолевых клетках человека: родительской
линии НСТ116 (аденокарцинома кишки) и суб-
линиях HCT116TRE-CMV-Fl-cMyc и A375-TRE-
CMV-Fl-cMyc (меланома) с соответствующими
индуцибельными генетическими конструкция-
ми.

Относительное содержание мРНК эндогенно-
го c-Myc определяли на клетках НСТ116. После
добавления I или II (100 нМ) клетки HCT116 ин-
кубировали в течение 3–24 ч и оценивали уровень
мРНК c-Myc с помощью количественной ПЦР
после обратной транскрипции. Интенсивность
сигналов рассчитывали относительно уровня
мРНК гена RPLP0. Соединения I и II после 6 ч
инкубации снижали количество мРНК c-Myc
на ~25% по сравнению с интактными клетками
(рис. 2); к 24 ч транскрипты c-Myc почти не опре-
делялись.

Известно, что производные ауреоловой кисло-
ты ингибируют транскрипцию Sp1-зависимых ге-
нов [10]. Консенсусный участок связывания ТФ
Sp1 (G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(C/T)) содержит
GC-участки – вероятные сайты связывания I.
Показано, что производные ауреоловой кислоты
специфичны именно для Sр1-зависимых промо-
торов [10, 11]. Однако экспрессия самого Sp1 так-
же ингибируется производными ауреоловой кис-
лоты [11, 12]; 5'-нетранслируемый район и об-
ласть старта транскрипции этого гена содержат
большое число CpG-островков. Для решения во-
проса о том, обязательно ли мишень I и II должна
включать сайт взаимодействия указанного ТФ,
получена сублиния клеток HCT116-TRE-CMV-
Fl-cMyc с возможностью индукции экзогенного
c-Myc доксициклином (Dox). Генетическая кон-

струкция, использованная для получения субли-
нии, включала последовательность TRE-CMV, не
имеющую GC-участков связывания Sp1 (рис. 3а,
верхняя и средняя панели).

Принцип функционирования индуцибельной
системы Tet-On: в отсутствие Dox элемент rtTA
блокирует инициацию транскрипции (верхняя
панель); Dox cвязывает элемент rtTA, активируя
транскрипцию (средняя панель). Связывание I
или II с GC-участками возможно только в CMV-
промоторе (нижняя панель), поэтому действие
антибиотиков на экспрессию репортерного гена
c-Myc обусловлено их комплексообразованием
только с этими участками.

Экспрессию рекомбинантного белка Fl-cMyc
активировали добавлением Dox (рис. 3б). Соеди-
нение I (100 нМ, 24 ч) полностью подавляло экс-
прессию эндогенного c-Myc. В комбинации с Dox I
ингибировал и эндогенный белок c-Myc, и экзо-
генную форму, активируемую Dox. Схожие эф-
фекты наблюдали при добавлении I и II к клеткам
сублинии A375-TRE-CMV-Fl-cMyc (конструкция
Fl-cMyc под контролем Tet-On элемента и CMV-
промотора; рис. 3в). Соединения I и II оказывали
выраженный ингибирующий эффект на обе фор-
мы белка cMyc (рис. 3в, дорожки 3, 4 и 6, 7 по
сравнению с контролями). Если клетки предва-
рительно инкубировали 1 ч с Dox, подавление
cMyc было менее выраженным (рис. 3в, дорожки
5 и 8). Сравнивая эффективность I и II для разных
линий клеток, можно предположить, что степень
ингибирования эндогенного и экзогенного cMyc
может быть тканеспецифичной и определяться
молекулярным окружением генов-мишеней и от-
дельных сайтов связывания I и II.

Полученные результаты подтверждают пред-
положение о том, что для связывания с ДНК и
ингибирования транскрипции производными
ауреоловой кислоты наличие полноразмерного
сайта связывания Sp1 не обязательно. Определя-
ющим для формирования комплекса с ДНК и,
следовательно, ингибирования транскрипции яв-
ляются предпочтительные для I или II GC-участ-
ки. Таким образом, производные ауреоловой
кислоты ингибируют транскрипцию не сайт-спе-
цифическим, а сиквенс-специфическим обра-
зом. Для I нуклеотидные последовательности в
GC-квартетах, предпочтительные для формиро-
вания стабильных комплексов, установлены [4];
требуется выявить закономерности предпочте-
ния для II. Важно, что активность II как ингиби-
тора онкогена с-Мус почти не уступает I. Наряду
со способностью вызывать гибель опухолевых
клеток разного тканевого происхождения и при-
емлемыми характеристиками in vivo [5], оливамид
II приобретает значение противоопухолевого ле-
карственного “кандидата”.

Рис. 2. Уровень мРНК c-Myc в клетках HCT116 после
инкубации с соединениями I и II (100 нМ) в течение
3–24 ч. Уровень мРНК c-Myc в необработанных клет-
ках принят за 1. Представлены средние величины и
стандартные отклонения по результатам трех экспе-
риментов.
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GC-rich stretches in the DNA minor groove are the established intracellular targets for the aureolic acid
group of antibiotics such as olivomycin A and its semi-synthetic analogue olivamide. We demonstrated here
that both antibiotics at nanomolar concentrations inhibited transcription of the c-Myc oncogene in cultured
human tumor cells. The mechanism of transcriptional inhibition did not require the full length binding site
for Sp1, a GC-dependent transcriptional factor. GC quartets with the nucleotide sequences optimal for drug
binding are sufficient for c-Myc transcriptional block by the aureolic acid derivatives.

Keywords: antitumor antibiotics, olivomycin A, c-Myc oncogene, transcription, low molecular weight chem-
ical compounds
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