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РЕФЕРАт Меланома – злокачественная опухоль, развивающаяся из пигментообразующих клеток мелано-
цитов, – относится к наиболее агрессивным формам рака. Использование генетических конструкций, спе-
цифически убивающих клетки меланомы, не затрагивая здоровые клетки, могло бы продлить время жизни 
больных и улучшить качество их жизни. Один из способов достижения избирательности действия тера-
певтических генов по отношению к опухолевым клеткам – использование для стимуляции транскрипции 
терапевтического гена промоторов, активных только в опухолевых, но не в нормальных клетках. В пред-
ставленном обзоре описаны промоторы генов, экспрессирующихся преимущественно в клетках меланомы. 
Использование таких строго специфических к опухоли этого вида промоторов и регуляторных элементов 
позволяет снизить вероятность неспецифической экспрессии генов в нормальных тканях. В то же время 
при создании универсальных противоопухолевых средств преимущество имеют опухолеспецифические 
промоторы и их регуляторные элементы. В обзоре приведены примеры использования двойных промото-
ров, имеющих большие перспективы для генной терапии опухолей.
КЛЮчЕВыЕ СЛОВА меланома, генная терапия, тканеспецифические промоторы, специфическая экспрессия 
трансгена.
СПИСОК СОКРАщЕНИй Ad – аденовирус; CRAds (conditionally replicative adenoviruses) – условно реплици-
рующиеся аденовирусы; DT-A – А-цепь дифтерийного токсина; HSVtk – тимидинкиназа вируса простого 
герпеса; МРЛ – мелкоклеточный рак легкого; MC1R (melanocortin 1 receptor) – рецептор 1 меланокортина; 
MIA (melanoma inhibitory activity) – белок меланомной ингибирующей активности; MITF (microphthalmia-
associated transcription factor) – фактор транскрипции, ассоциированный с микрофтальмией; TERT – обрат-
ная транскриптаза теломеразы человека; TSP (tumor specific promoter) – опухолеспецифический промотор; 
TSS (transcription start site) – точка начала транскрипции.

ВВЕДЕНИЕ
В последние годы во всем мире, в том числе и в Рос-
сии, отмечается неуклонный рост заболеваемости 
злокачественной меланомой кожи. Злокачественная 
меланома относится к наиболее агрессивным опу-
холям, пятилетняя выживаемость больных не пре-
вышает 50%. Особенность меланомы заключается 
в раннем метастазировании, поэтому химио- и луче-
вая терапии малоэффективны при этом заболевании 
[1–3].

В перспективе важное место в терапии злокаче-
ственной меланомы отводится методам генотера-
пии, основанным на введении терапевтического гена 
(трансгена) в меланомные клетки больного. Терапев-

тические конструкции могут содержать гены, компен-
сирующие снижение экспрессии генов-супрессоров, 
которое приводит к развитию опухоли, или, наобо-
рот, гены, продукты которых нейтрализуют повы-
шенную экспрессию нежелательного гена (онкогена) 
[4–7]. Среди генных стратегий уничтожения раковых 
клеток одним из наиболее универсальных считает-
ся подход, в котором используются так называемые 
гены-убийцы [8–10]. При этом в опухолевую клетку 
вводится ген, кодирующий фермент, несвойствен-
ный нормальной клетке и способный превращать не-
токсичное для здоровых клеток соединение (проле-
карство) в токсин, вызывающий гибель опухолевых 
клеток, содержащих ген-убийцу. Таким образом, обе-
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спечивается селективное уничтожение раковых кле-
ток, в которых работает ген-убийца [11–13]. Наибо-
лее известными и используемыми генами-убийцами 
служат ген тимидинкиназы вируса простого герпеса 
(HSVtk) и ген цитозиндезаминазы дрожжей (FcY1). 
В отличие от клеточной тимидинкиназы, HSVtk об-
ладает способностью фосфорилировать противо-
герпетические средства ацикловир и ганцикловир. 
Клетки, трансформированные геном HSVtk, погиба-
ют в присутствии этих агентов, поскольку клеточные 
киназы превращают фосфорилированные ацикловир 
и ганцикловир в трифосфаты, которые при клеточ-
ном делении включаются во вновь синтезированную 
ДНК и обрывают дальнейший ее синтез. При этом по-
гибают именно делящиеся клетки, а не покоящиеся, 
в которых не синтезируется ДНК и не включается 
ганцикловир или ацикловир [14]. Ген HSVtk успешно 
использовали в экспериментальной терапии многих 
видов опухолей у животных. Ряд систем с исполь-
зованием этого гена проходит клинические испыта-
ния [13, 15, 16]. Использование гена FCY1 основано 
на отсутствии его продукта – цитозиндезаминазы – 
в клетках млекопитающих и на его способности пре-
вращать нетоксичный для человека 5-фторцитозин 
в известный цитостатик – 5-фторурацил [17, 18]. 
После внедрения цитозиндезаминазы в опухолевые 
клетки и ее специфической экспрессии в них вве-
дение в организм больного фторцитозина приводит 
к его внутриклеточному превращению во фторура-
цил, что снижает токсический эффект фторурацила 
на нормальные клетки.

Специфичность вектора к ткани данного типа мо-
жет задаваться либо путем его доставки именно в эту 
ткань, либо путем создания условий для специфиче-
ской экспрессии трансгена в заданной ткани. Послед-
ний метод ввиду его простоты используется чаще. 
С этой целью в конструкции векторов используют 
промоторы и энхансеры, работающие специфично 
в опухолях данной ткани [19, 20]. В случае злока-
чественной меланомы используют промоторы и эн-
хансеры генов, вовлеченных в биосинтез меланина. 
Преимуществом строго специфических к опухолям 
данного типа промоторов и других регуляторных 
элементов является обеспечение экспрессии трансге-
на только в опухолевых, но не в нормальных тканях. 
Однако недостатком таких подходов является их не-
универсальность и связанное с этим неизбежное уве-
личение стоимости препаратов, основанных на таких 
промоторах. Компромиссный вариант состоит в ис-
пользовании более универсальных опухолеспецифи-
ческих промоторов, способных работать в широком 
спектре опухолей, но не в нормальных клетках. Не-
сколько увеличивая риск поражения нормальных 
тканей, такой подход считается экономически более 

оправданным: одни и те же конструкции могут ис-
пользоваться в терапии широкого спектра опухолей. 
Существует и еще одно соображение в пользу промо-
торов более широкого спектра действия. Оно связано 
с плохо изученной специфичностью экспрессии генов 
в метастазах данной опухоли. Нет строгой гарантии, 
что узкоспецифический промотор, хорошо работаю-
щий в первичной опухоли, сохранит эту способность 
во всех ее метастазах. Использование универсаль-
ных промоторов снижает вероятность инактивации 
промотора в метастазах. 

В представленном обзоре описаны структура 
и свойства как промоторов, специфических для кле-
ток меланомы, так и промоторов, активных в широ-
ком спектре опухолей, но, тем не менее, используе-
мых в генной терапии меланомы.

ПРОмОтОРы, СПЕЦИФИчЕСКИ АКтИВНыЕ 
В мЕЛАНОЦИтАХ 
Наиболее изученные и используемые в настоящее 
время промоторные модули, контролирующие специ-
фическую экспрессию терапевтического гена в клет-
ках меланомы, – промоторы генов тирозиназы (TYR) 
или меланомной ингибирующей активности (MIA), 
иногда в сочетании с дистальными элементами дру-
гих промоторов и/или энхансерами [21, 22]. 

Промотор гена тирозиназы
Тирозиназа (tYr) – один из ключевых ферментов, 
необходимых для синтеза пигмента меланина, ко-
торый образуется только в меланоцитах и пигмент-
ном эпителии сетчатки. Ген TYR экспрессируется 
исключительно в указанных клетках и во многих – 
но не во всех – меланомах человека и служит хоро-
шим маркером дифференцировки меланоцитов [23]. 
Показано, что 5’-область относительно точки ини-
циации транскрипции (transcription start site, tSS) 
определяет специфичность экспрессии гена тирози-
назы [24, 25]. Делеционный анализ показал, что ми-
нимальный промотор гена тирозиназы человека, 
по-видимому, находится в координатах -209/+51 
относительно tSS [26] (рис. А). Для тканеспецифи-
ческой активности промотора TYR человека доста-
точно фрагмента 115 п.н. [24]. Этот фрагмент про-
мотора содержит три позитивных регуляторных 
элемента: консервативный элемент, характерный 
для меланоцит-специфических промоторов – М-бокс 
(-104/-37 от tSS), соединенный с девятью нуклеоти-
дами, названными cr1, Sp1-сайт (-45/-37 от tSS), 
и эволюционно консервативный элемент cr2, состоя-
щий из мотива Е-бокса и перекрывающегося с ним 
октамерного элемента (-14/+1 от tSS) [24]. Харак-
терно, что октамерный элемент в промоторе TYR вы-
рожден у многих млекопитающих, включая мышь 
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[27]. Е-бокс содержит мотив cAnntG, связывающий 
факторы транскрипции семейства bHLH (basic-helix-
loop-helix). Этот мотив обнаружен в промоторах гена 
TYR у разных видов животных, подобный мотив вхо-
дит и в состав М-бокса, а также в энхансерный уча-
сток гена тирозиназы [27]. Меланоцит-специфическая 
экспрессия гена тирозиназы активируется при свя-
зывании продукта гена MITF с участком промотора, 
включающего М-бокс и начало Е-бокса [24].

Промоторы генов тирозиназы человека и мыши 
обладают высокой степенью идентичности нуклео-
тидной последовательности [25]. Однако функцио-
нальное сравнение промоторов этих генов человека 
и мыши показало, что промотор TYR человека прояв-
лял меньшую эффективность и специфичность экс-
прессии в меланоцитах, чем промотор Tyr мыши [25]. 
Предполагается, что в активности промотора TYR 
человека большую роль играет энхансер. Энхансер 
TYR человека, названный тирозиназным дисталь-
ным элементом (tDe), расположен в координатах 
-2014/-1810 и содержит Е-бокс [25]. Для проявления 
специфической активности гена тирозиназы челове-
ка важно связывание двух факторов транскрипции 
MItF с Е-боксами, входящими в состав как промото-
ра, так и энхансера [21].

В 5’-области гена тирозиназы мыши также об-
наружен энхансер размером 200 п.н., идентичный 
энхансеру TYR человека, однако, для проявления 
специфической активности гена мыши важен только 
промотор [26, 28].

Промотор гена меланомной ингибирующей актив-
ности (MIA)
Ген меланомной ингибирующей активности (MIA) 
экспрессируется преимущественно в клетках ме-
ланомы, хондросаркомы, в некоторых аденокар-
циномах и хондроцитах, но при этом он не активен 
в нормальных меланоцитах [29–31]. Белок MIA – 
секретируемый ингибитор клеточного роста, кото-
рый препятствует присоединению клеток меланомы 
к внеклеточному матриксу, тем самым способствуя 
инвазии и метастазированию [32–34]. В отличие 
от промотора гена TYR, активность промотора гена 
MIA человека коррелирует с прогрессией меланомы 
[35]. Известно, что участок длиной 1.4 т.п.н., флан-
кирующий 5’-участок гена MIA относительно точки 
инициации транскрипции, обеспечивает специфич-
ность экспрессии этого гена только в меланомных 
клетках, но не в меланоцитах [36]. С помощью делеци-
онного анализа показано, что минимальный промотор 

Схематическое изображе-
ние структуры промоторов 
генов тирозиназы и ме-
ланомной ингибирующей 
активности (MIA) человека 
и мыши. а – Схема про-
мотора гена тирозиназы; 
Б – схема промотора MIA. 
Прямоугольником с косой 
штриховкой обозначен 
энхансер, белым прямо-
угольником – сайт связыва-
ния фактора транскрипции 
NF-κB; темно-серым пря-
моугольником – М-бокс, 
светло-серым – E-бокс, 
черным – сайт связывания 
фактора Sp1; круглыми 
скобками выделен уча-
сток, соответствующий 
минимальному промотору. 
Стрелкой указан сайт ини-
циации транскрипции.
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гена MIA человека состоит из 212 п.н. (координаты 
-211/+1), мыши – 230 п.н. (-229/+1), как это показано 
на рис. Б. При этом элементы промоторов этого гена 
человека и мыши, ответственные за специфичность 
экспрессии в клетках меланомы, расположены в ко-
ординатах -212/-170 и -230/-130 соответственно [36, 
37]. Структура и размер промоторов MIA у человека 
и мыши консервативны и содержат одинаковые эле-
менты, которые могут различаться своим положени-
ем [38]. Так, оба промотора MIA не содержат tAtA-
бокс и/или cAAt-последовательность вблизи точки 
инициации транскрипции. Сайт Sp1 консервативен, 
он находится в положении -108/-103 в промоторе MIA 
человека и -106/-101 в промоторе мыши. Промоторы 
MIA содержат множественные Е-боксы с сайтами 
связывания мотивов типа «спираль-петля-спираль» 
(bHLH-binding motif) [36] (рис. Б). Сайт связывания 
фактора транскрипции nF-kB также высококонсер-
вативен в генах человека и мыши, но при этом имеет 
разные координаты (-207/-198 и -819/-811 соответ-
ственно) [36]. Делеция или мутация этого сайта при-
водит к значительному снижению активности про-
мотора MIA человека в клетках меланомных линий 
[36]. Промоторы MIA человека и мыши включают 
и такие распространенные элементы, как сайты свя-
зывания α-InF-2, c/eBP, GAtA-1, GM-cSF, nF-IL6, 
nF-κB, tcF-2 и другие. Интересно, что активность 
промотора MIA может зависеть от фактора nF-κB, 
контролирующего экспрессию генов иммунного отве-
та, апоптоза и клеточного цикла [36]. Об энхансерных 
элементах гена MIA до настоящего времени ничего 
не известно.

Промотор гена рецептора меланокортина
Рецептор Mc1r (рецептор 1 меланокортина) экс-
прессируется преимущественно в меланоцитах 
и меланомах [39, 40]. Mc1r представляет собой со-
пряженный с G-белком трансмембранный рецеп-
тор α-меланоцитстимулирующего гормона (α-МСГ). 
Высокая экспрессия гена MC1R характерна также 
для клеточных линий, происходящих из первичных 
и метастатических меланом [41]. Минорные количе-
ства этого рецептора встречаются и в других тканях 
и клетках, например в яичке, яичнике, надпочечни-
ках, кератиноцитах, дендритных клетках и активи-
рованных моноцитах [41, 42]. Участок длиной 3.2 т.п.н., 
расположенный в 5’-области относительно tSS гена 
MC1R, содержит несколько Sp1-связывающих моти-
вов, консенсусные последовательности AP-1- и AP-
2-сайтов и несколько Е-боксов. Промотор гена MC1R 
не содержит ТАТА- и СААТ-последовательностей 
вблизи tSS [43, 44]. Меланоцит-специфическая экс-
прессия MC1R, как и гена тирозиназы, активиру-
ется при связывании фактора транскрипции MItF 

с Е-боксом [45–48]. Показано, что 150 п.н., располо-
женных выше AtG-кодона гена MC1R, достаточно 
для инициации меланоцит-специфической транс-
крипции [49]. Этот минимальный промотор может 
рассматриваться как один из возможных кандидатов, 
вовлеченных в транскрипционный контроль экспрес-
сии трансгена в клетках меланомы. 

Использование гетерологичных регуляторных эле-
ментов для усиления промоторов меланомы
Использование контролирующих транскрипцию 
цис-регуляторных элементов на основе различных 
сочетаний промотора гена тирозиназы и дополни-
тельных гетерологичных энхансеров для специфи-
ческой экспрессии трансгена в меланоме описано 
в ряде работ [21, 22, 26]. Оказалось, что только в при-
сутствии энхансерного элемента промотор TYR обе-
спечивает высокую активность и специфичность 
гена TYR человека [25]. Конструкция, состоящая 
из промотора TYR человека (209 п.н.) и двух и бо-
лее последовательно присоединенных энхансеров 
TYR человека (по 200 п.н. каждый), проявляет наи-
больший специфический эффект при трансфекции 
клеток меланомных линий [26]. Димер энхансера 
гена тирозиназы мыши, соединенный с промотором 
гена мыши, также усиливает активность и специ-
фичность гена мыши [26]. Подобные конструкции 
использовали при создании условно реплицирую-
щихся аденовирусов (crAds), где промотор адено-
вирусного гена Е1А заменяли специфически актив-
ным в меланомах промотором htyr2e/P, состоящим 
из димера энхансера гена тирозиназы человека 
и корового промотора этого гена человека [50]. Полу-
ченные аденовирусы проявляли выраженное онко-
литическое действие на клетки меланомных линий. 
Цитотоксический эффект таких конструкций был 
сравним по уровню с действием crAd с сильным не-
специфическим цитомегаловирусным (cMV) промо-
тором. В то же время наблюдалось сильное снижение 
цитотоксического эффекта аденовируса на нормаль-
ные фибробласты и кератиноциты [50]. Таким обра-
зом, использование специфического промотора в об-
ласти E1A генома аденовируса позволило добиться 
селективного воздействия на клетки меланомы. Еще 
больший эффект на активность и специфичность 
промотора TYR человека оказывало присоедине-
ние нескольких энхансеров гена тирозиназы мыши. 
Так, например, при создании онколитических аде-
новирусных векторов использовали промоторную 
конструкцию tetP, которая содержала коровый 
промотор TYR человека (tyrosinase promoter – tP) 
и тандем из четырех энхансеров гена тирозиназы 
мыши (tyrosinase enhancer – te) [51]. Использова-
ние этого промотора для контроля экспрессии гена-
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репортера люциферазы повышало активность по-
следнего в клетках меланомы на несколько порядков 
по сравнению с активностью в немеланомных клет-
ках [51]. Замена энхансеров мыши на энхансерные 
последовательности человека в данных конструк-
циях приводила к повышению активности репор-
терного гена только в 2–3 раза [51]. Этот же промо-
тор (tetP) использовали для контроля экспрессии 
суицидных генов, доставляемых в клетки мелано-
мы с помощью бактерий Listeria monocytogenes [52]. 
Ранее было показано, что невирулентные штаммы 
листерий могут проникать в клетки солидных опу-
холей и обеспечивать в них репликацию доставляе-
мых плазмид [53–55]. При бактериальной доставке 
плазмид, в которых промотор tetP контролиру-
ет суицидный ген пурин-нуклеозидфосфорилазы 
(PnP) или химерный ген цитозиндезаминазы и фос-
форибозилтрансферазы (Fcu1) дрожжей, трансген 
специфически экспрессируется в клетках мелано-
мы B16, но не в фибробластах почки cOS-1. Если 
используется неспецифический cMV-промотор, 
то суицидные гены экспрессируются в обеих лини-
ях клеток [52].

Еще одним примером использования гетерологич-
ных регуляторных элементов для усиления промо-
тора TYR может служить промотор tyrex2, содер-
жащий коровый промотор TYR человека и тандем 
из двух энхансеров гена тирозиназы мыши [56]. 
При создании аденовирусного вектора этот промотор 
использовали для контроля работы суицидного гена 
PNP, способного превращать пролекарство 6-ме-
тилпуриндезоксирибонуклеозид в высокотоксичное 
пуриновое основание 6-метилпурин [57]. При обра-
ботке клеток меланомы аденовирусом tyrex2-PnP 
и внесения пролекарства погибало около 90% клеток. 
В немеланомных клеточных линиях, цитотоксиче-
ский эффект наблюдался только при использовании 
неспецифического конститутивного cMV-промотора 
[56].

С использованием репортерного гена хлорамфе-
николацетилтрансферазы (САТ) и терапевтических 
генов HSVtk и DT-A (А-цепь дифтерийного токсина) 
сравнили активность промоторов генов Tyr мыши 
и MIA человека и их сочетаний с одним или несколь-
кими энхансерами гена тирозиназы мыши [22]. Про-
моторы генов Tyr, MIA и их различные сочетания 
с энхансерами гена тирозиназы мыши обеспечивали 
специфическую экспрессию как репортерного гена 
САТ, так и терапевтических генов HSVtk и DT-A 
в клетках линий меланомы. Показано, что присоеди-
нение нескольких энхансеров гена тирозиназы к про-
мотору MIA значительно повышает специфическую 
активность промотора MIA в клетках меланомных 
линий, причем, как и в случае промотора гена ти-

розиназы, эффект от энхансеров мыши на порядок 
выше, чем от энхансеров TYR человека. Наибольший 
эффект в обоих случаях наблюдался при использо-
вании конструкций, содержащих одновременно три-
четыре энхансера мыши [22].

Описан рекомбинантный аденоассоциирован-
ный вектор, в котором использован суицидный 
ген под промотором MIA, соединенным с тандемом 
из четырех энхансерных элементов гена тирозиназы 
мыши [58]. Изучены конструкции с полноразмерным 
промотором MIA (1386 п.н.) и минимальным промо-
тором MIA (493 п.н.), достаточным для поддержания 
специфической транскрипции в клетках меланомы 
(рис. Б). Показано, что конструкции, содержащие 
только промоторы MIA, имели слабую транскрипци-
онную активность, добавление тандема из четырех 
энхансеров гена тирозиназы мыши значительно уве-
личивало специфическую активность только в клет-
ках меланомных линий [58]. Транскрипционный по-
тенциал конструкции с энхансерами гена тирозиназы 
и минимальным промотором MIA был немного ниже, 
чем у конструкции с полным промотором. Эффект 
ингибирования роста клеток меланомы при исполь-
зовании промоторов MIA с четырьмя энхансерами 
гена тирозиназы лишь немного уступает эффекту 
конструкции с cMV-промотором, который, однако, 
не обеспечивает избирательности экспрессии транс-
гена [58].

Приведенные результаты показывают, что ис-
пользование различных сочетаний меланомоспеци-
фических промоторов и энхансеров обеспечивает 
высокий уровень экспрессии трансгенов в клетках 
меланомы и может решать проблему специфично-
сти при генотерапии данного заболевания [50, 52, 56]. 
Особый интерес представляет промотор гена MIA, 
так как этот ген, в отличие от гена TYR, экспресси-
руется только в клетках злокачественной меланомы, 
но не в других клетках меланоцитарного ряда. Таким 
образом, регуляторные элементы этого гена могут со-
четать как тканеспецифические, так и опухолеспе-
цифические свойства. Однако до настоящего времени 
промотор гена MIA мало изучен в качестве кандидата 
для генной терапии меланомы и практически ничего 
не известно о возможностях промотора гена MC1R.

ПРОмОтОРы, СПЕЦИФИчЕСКИ АКтИВНыЕ 
В КЛЕтКАХ мЕЛАНОмы И ДРУгИХ ОПУХОЛЕй 
Другой подход, позволяющий специфически кон-
тролировать экспрессию трансгена в клетках мела-
номы, – использование промоторов, специфических 
не только для меланомы, но и других опухолевых 
клеток – tSP (tumor specific promoter). Примерами 
tSP-промоторов являются промоторы генов TERT, 
Cox-2, CXCR4 и BIRC5, для которых характерна 
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сверхэкспрессия контролируемых ими генов во мно-
гих типах опухолей и отсутствие или минимальная 
экспрессия в нормальных тканях. 

Ген TERT кодирует каталитическую субъединицу 
теломеразы человека. Этот ген активен во время эм-
брионального развития, а также в опухолевых клет-
ках (примерно в 85% случаев), тогда как в подавля-
ющем большинстве нормальных клеток организма 
экспрессия TERT подавлена [59]. Экспрессия TERT 
повышена при поверхностно распространяющейся 
меланоме [60], что, как предполагается, защищает 
клетки меланомы от вхождения в апоптоз. 

Циклооксигеназа 2 (cox-2) – это индуцибельная 
изоформа cox-1, которая, в отличие от Сох-1, не де-
тектируется в большинстве нормальных тканей [61]. 
Экспрессия гена Cox-2 тесно связана с канцерогене-
зом и прогрессией некоторых типов интестинальных 
неоплазий и опухолей эпителиального происхожде-
ния [62, 63]. Ген Cox-2 экспрессируется на высоком 
уровне в клетках меланомы и не экспрессируется 
в родинках и нормальном эпителии гена [64]. 

Экспрессия гена CDF-1 рецептора α-хемокина – 
CXCR4 – характерна для клеток рака молочной же-
лезы и практически не детектируется в нормальном 
эпителии молочной железы [65]. Сверхэкспрессия 
рецепторов cXcr3 и cXcr4 показана и в клетках 
меланомы. Предполагается, что рецепторы играют 
важную роль при инвазии меланомы, модулируя 
клеточную подвижность, пролиферацию и выжива-
ние [66]. 

Сурвивин, кодируемый геном BIRC5, относится 
к белкам-ингибиторам апоптоза, он играет важную 
роль в росте и прогрессии опухолей различного типа 
[67]. BIRC5 экспрессируется в эмбриональных и фе-
тальных тканях [68], многих типах неоплазий, вклю-
чая меланому [69–71], и не детектируется в диффе-
ренцированных взрослых тканях [72]. 

Опухолеспецифические промоторы могут исполь-
зоваться в составе описанных выше условно репли-
цирующихся аденовирусов (crAds) для достижения 
онколитического эффекта. Так, промотор TERT ис-
пользовали вместо промотора гена E1A для транс-
крипционного контроля репликации аденовируса. 
Кроме того, эта конструкция содержала ген апопти-
на под сильным конститутивным cMV-промотором 
[73]. Апоптин – вирусный белок, который специфи-
ческим образом индуцирует апоптоз раковых клеток 
[74]. Таким образом, создана система, обладающая 
«двойной» опухолеспецифичностью – определяемой 
промотором TERT, который активируется в опухо-
левых клетках, и апоптином, избирательно воздей-
ствующим на опухолевые клетки. При инфицирова-
нии клеток вирусами Ad-tert-Apoptin происходило 
подавление роста меланомных клеток линий A375 

и B16, приводящее в итоге к апоптозу, в то время 
как нормальные эпидермальные меланоциты были 
защищены от подобного действия [73]. Более того, 
на модели метастатической меланомы мыши по-
казано уменьшение легочных метастазов при вну-
триопухолевом и системном введении конструкции 
Ad-tert-Apoptin. При использовании этой системы 
наблюдалось также увеличение выживаемости мы-
шей [73].

Перспективность использования других опухо-
леспецифических промоторов в терапии меланомы 
оценили, определяя активность репортерного гена 
люциферазы, находящегося под транскрипционным 
контролем промоторов генов Cox-2, CXCR4 и BIRC5. 
В качестве вектора использовали рекомбинантные 
аденовирусы, содержащие вместо Е1-области один 
из tSP-промоторов и контролируемый им ген люци-
феразы [75]. Активность люциферазы измеряли в че-
тырех клеточных линиях меланомы (Mel-624, A375M, 
SK-MeL-28 и MeWo) и в нормальных эпителиальных 
меланоцитах (HeM) [75]. Промотор гена CXCR4 не об-
ладал требуемой специфичностью – в нормальных 
меланоцитах его активность была даже выше, чем 
в клетках меланомы [75]. Ранее в меланомных кле-
точных линиях выявили транскрипционную актив-
ность промотора Cox-2, который не работал в первич-
ных меланоцитах [76]. Однако активность промотора 
гена Cox-2 сильно варьирует в зависимости от типа 
клеточных линий [75]. Наибольшую специфическую 
активность показал промотор гена сурвивина. Более 
того, его активность в нормальных меланоцитах была 
значительно ниже, чем в клетках меланомы [75]. Не-
давно показали, что при использовании промотора 
гена сурвивина для контроля экспрессии гена йо-
дидного симпортера (nIS) клетки меланомной линии 
А375 приобретают способность поглощать радиоак-
тивный йод-131, что отрицательно влияет на их вы-
живание [77]. В то же время нормальные фибробла-
сты зубной пульпы человека, трансфицированные 
этой же конструкцией, йод не поглощают и не поги-
бают. Таким образом, из сравниваемых опухолеспе-
цифических промоторов оптимальным для терапии 
меланомы был сурвивиновый промотор.

У большинства опухолеспецифических промото-
ров активность ниже, чем у конститутивных сильных 
промоторов, таких, как промоторы SV40 и cMV [75, 
78, 79]. При этом активность даже сравнительно силь-
ных опухолеспецифических промоторов значитель-
но варьирует в зависимости от типа раковых клеток. 
В различных линиях опухолевых клеток активность 
промотора гена сурвивина варьирует от 0.3 до 16% 
от активности cMV-промотора [80–82], а эффектив-
ность работы промотора TERT может различаться 
до 20 раз [83].
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Использование промоторов, обладающих опреде-
ленной тканеспецифической активностью, позво-
ляет решить множество проблем, связанных с не-
специфической токсичностью вектора доставки. 
Так, аденовирусные векторы имеют существенные 
ограничения, обусловленные низкой эффективно-
стью трансдукции клеток меланомы из-за малой 
концентрации или отсутствия на клетках меланомы 
коксаки-аденовирусных рецепторов (cAr), опосре-
дующих трансдукцию клеток [84]. Введение высоких 
доз аденовирусов отрицательно сказывалось на ор-
ганизме в целом. Созданы конструкции AdrGD аде-
новирусов, обладающие тропизмом к α

V
-интегринам 

и более эффективно трансдуцирующие клетки ме-
ланомы, нежели стандартные аденовирусы [85]. 
Тем не менее, системное введение таких аденови-
русных конструкций приводило к неспецифической 
трансдукции и гибели нормальных клеток. Решени-
ем этой проблемы стало использование специфи-
ческих промоторов. Перспективными для терапии 
меланомы оказались аденовирусы AdrGD, со-
держащие суицидный ген HSVtk под транскрип-
ционным контролем опухолеспецифического про-
мотора TERT или специфического для меланомы 
промотора tyrex2 вместо стандартного неспеци-
фического cMV-промотора [86]. При внутриопу-
холевом введении векторов AdrGD-tert-HSVtk 
или AdrGD-tyrex2-HSVtk отмечено уменьшение 
размеров опухоли у мышей после введения ганци-
кловира. Такой же эффект достигается при введе-
нии низких доз неспецифического AdrGD-СМV-
HSVtk, однако в этом случае при повышении дозы 
вектора наблюдалась потеря веса у мыши и токси-
ческие повреждения печени [86]. С другой стороны, 
даже внутривенное введение высоких доз векторов 
AdrGD-tert-HSVtk или AdrGD-tyrex2-HSVtk 
не вызывает токсических повреждений печени. 
Таким образом, благодаря использованию специ-
фических промоторов достигается супрессия не-
специфической цитотоксичности аденовирусов 
в нормальных, не опухолевых клетках [86].

Для создания эффективных генно-терапевтических 
средств большое значение имеет размер промото-
ра, поскольку многие векторы имеют ограниченную 
емкость. Показано, например, что у ретровирусных 
векторов, содержащих длинные промоторные моду-
ли, титр вируса зачастую снижается при увеличении 
размера введенного промотора [87]. Однако многие 
короткие промоторы либо очень слабы, либо теряют 
свою тканевую специфичность, поэтому возможность 
создания коротких и специфических промоторов, об-
ладающих достаточным транскрипционным потен-
циалом, представляется важной задачей. Способом, 
позволяющим справиться с этими ограничениями, 

может стать создание синтетических и/или двойных 
(химерных) промоторов.

СОЗДАНИЕ И ОПтИмИЗАЦИя СИНтЕтИчЕСКИХ 
И ДВОйНыХ ПРОмОтОРОВ, ОБЛАДАЮщИХ 
тКАНЕСПЕЦИФИчЕСКОй АКтИВНОСтЬЮ
Для создания специфических промоторных модулей 
de novo используются охарактеризованные контроли-
рующие элементы известных промоторов. Например, 
созданы искусственные промоторы на основе элемен-
тов промоторов генов тирозиназы и α-фетопротеина 
(AFP1) человека, обладающих сильной и специфи-
ческой экспрессией в клеточных линиях меланомы 
[88]. Как отмечено ранее, промотор тирозиназы со-
держит М-бокс – консервативный элемент, харак-
терный для меланоцит-специфических промоторов 
[89]. Этот элемент использовали в сочетании с эле-
ментами из 5’-области промотора AFP1 – специ-
фическим для клеточного цикла элементом Gre 
и AP1-связывающим элементом. При различных ком-
бинациях одной или нескольких копий фрагментов 
промоторов тирозиназы и α-фетопротеина – М-бокса, 
AP1- и Gre-элементов, получены несколько эффек-
тивных меланоцит-специфических промоторов. Эти 
промоторы были селективно активны в меланомной 
линии B16, но не в клетках линии HeLa [88]. Длина 
искусственных конструкций не превышала 300 п.н., 
наиболее эффективным был промотор, состоящий 
из трех Gre-, трех AP1-элементов и двух М-боксов. 
Установлено, что если число регуляторных элемен-
тов промотора в химерной конструкции превышает 
восемь единиц, то наблюдается потеря специфич-
ности промотора [88]. По-видимому, активность син-
тетических промоторов зависит как от числа регу-
ляторных элементов, так и от вектора. Оптимальное 
число регуляторных элементов необходимо подби-
рать в каждом случае. Например, в описанной выше 
работе Ротфелса и соавт. [22] показано, что для уве-
личения активности промоторов как MIA, так и TYR, 
достаточно присоединить четыре копии энхансеров 
гена тирозиназы мыши. 

Другой подход к конструированию специфических 
промоторов состоит в создании химерных или двой-
ных промоторов.

Как отмечалось выше, большинство опухолеспе-
цифических промоторов обладают более низкой ак-
тивностью, чем конститутивные сильные промоторы, 
такие, как промоторы вирусов SV40 и cMV. Одним 
из подходов, позволяющих решить проблемы эффек-
тивности опухолеспецифических промоторов, явля-
ется использование гибридных двойных промоторов: 
(i) один из которых опухолеспецифический, тогда 
как другой – сильный неспецифический; (ii) каждый 
промотор опухолеспецифический. Описанные двой-



ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 2 (9)  2011 | ActA nAturAe | 21

ные промоторы обладают более высокой активностью 
в опухолях определенного типа, чем природные. 

В качестве примера первой конструкции можно 
привести химерный промотор cMV-htert [90]. Хи-
мерная конструкция была получена на основе про-
мотора гена обратной транскриптазы теломеразы 
человека (htert) и минимального СMV-промотора, 
который обладает большей активностью, чем немоди-
фицированный промотор hTERT, сохраняя при этом 
опухолеспецифичность. 

Описаны также двойные опухолеспецифические 
промоторы [91, 92]. С целью повышения эффектив-
ности экспрессии терапевтических генов в клетках 
мелкоклеточного рака легкого (МРЛ) получен хи-
мерный двойной промотор на основе промоторов 
генов hASH1 и EZH2, имеющих высокий уровень 
экспрессии в клетках МРЛ. Активность двойного 
химерного промотора превышала активности соот-
ветствующих одиночных промоторов в 1–8 раз в за-
висимости от клеточной линии МРЛ [92]. В другой 
работе удалось достичь высокого уровня экспрессии 
активатора апоптоза tBid в клетках рака молочной 
железы, используя гибридный промотор, состоящий 
из промоторов гена сурвивина человека и гена, коди-
рующего гликопротеин муцин, экспрессия которо-
го повышена в клетках опухолей молочной железы 
[91]. Таким образом, применение двойных промото-
ров позволяет обеспечить высокий уровень экспрес-
сии терапевтического гена в опухолевых клетках, 
сохраняя при этом раковую специфичность. Ис-
пользование двойных опухолеспецифических про-
моторов позволяет получать более универсальные 
генно-терапевтические конструкции, т.е. конструк-
ции, обеспечивающие экспрессию терапевтическо-
го гена во многих типах раковых клеток. Например, 
создан вектор, несущий два фрагмента гена DT-A 
под контролем промоторов генов IGF2-P4 и H19 [93]. 
Введение такого вектора в клетки нескольких линий 
рака мочевого пузыря обеспечивало экспрессию гена 
во всех линиях, тогда как ген DT-A под контролем 
одного из промоторов – IGF2-P4 или H19, проявлял 
активность не во всех использованных линиях опу-
холевых клеток.

В настоящее время не описано систем двойных 
промоторов, содержащих меланомоспецифические 
промоторы. Однако создание систем на основе мела-
номоспецифических промоторов таких, например, 
как промоторы генов MIA и TYR, возможно, позволи-
ло бы обеспечить универсальную, высокоэффектив-
ную и специфическую экспрессию терапевтического 
гена в клетках меланомы.

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Терапия меланомы сопряжена с множеством труд-
ностей, в числе которых высокая устойчивость 
меланомных клеток и раннее метастазирование, 
определяющее плохой прогноз. Необходимость воз-
действия на диссеминированные по всему организму 
метастатические локусы требует системного вве-
дения противомеланомных средств, что сопряжено 
с определенным риском воздействия на остальные 
клетки организма. Быстро развивающаяся геноте-
рапия предлагает новые методики, позволяющие 
усилить специфичность воздействия на меланом-
ные клетки одновременно со снижением вероятно-
сти повреждения здоровых клеток. Использование 
меланомоспецифических промоторов позволяет на-
правленно воздействовать на клетки меланомы. Эти 
методы находятся на стадии развития и постоянно 
совершенствуются в поисках наиболее эффектив-
ных решений – от выбора оптимальных регулятор-
ных элементов и создания конструкций на их основе 
до поиска новых векторов, в качестве которых ис-
пользуют как природные вирусы, так и искусствен-
но создаваемые системы упаковки генетического ма-
териала [94, 95]. Можно надеяться, что в результате 
должна появиться простая и эффективная система 
элиминации меланом и ее метастазов.

Работа получила финансовую поддержку 
Российской Президентской программы «Ведущие 
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