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РЕФЕРАТ Современной стратегией лечения наследственных заболеваний, приводящих к патологии мышц, 
является заместительная генная терапия, при которой функциональную копию поврежденного гена до-
ставляют в пораженные ткани с помощью вирусных векторов. Для этого необходимы также короткие 
регуляторные последовательности, которые обеспечивают устойчивую высокую экспрессию терапевтиче-
ского гена в скелетных мышцах, диафрагме и сердце и имеют ограниченную активность в других тканях. 
В представленном обзоре рассмотрены этапы создания и совершенствования мышечно-специфических 
промоторов на основе генов α-скелетного актина, мышечной креатинкиназы, десмина и других генов, экс-
прессирующихся в мышцах. Описаны современные подходы к созданию синтетических мышечно-специ-
фических промоторов, а также рассмотрены элементы вектора, способные (помимо промотора) влиять 
на экспрессию терапевтического гена. Приведены результаты клинических и доклинических исследований 
генотерапевтических препаратов с применением мышечно-специфических промоторов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА генная терапия, мышечно-специфические промоторы, ААВ, синтетические промоторы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ААВ – аденоассоциированный вирус; ДИ – доклинические исследования; КИ – кли-
нические исследования; КПМД – конечностно-поясная мышечная дистрофия; НТО – нетранслируемая 
область; ТФ – фактор транскрипции; CMV – цитомегаловирус; MVM – мелкий вирус мышей; TSS – сайт 
начала транскрипции; TFBS – сайт связывания фактора транскрипции.
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ВВЕДЕНИЕ
Наследственные мышечные заболевания диагности-
руют у четырех-пяти человек на каждые 20000 насе-
ления [1]. К таким заболеваниям относят клинически 
и генетически гетерогенную группу мышечных дис-
трофий, врожденных миопатий, лизосомных болез-
ней накопления, каналопатий и митохондриальных 
болезней, вызывающих поражения мышечной ткани. 
Слабость скелетной мускулатуры приводит к ограни-
чению двигательной активности, нарушение работы 
глотательных мышц затрудняет самостоятельный 
прием пищи, а сердечная и дыхательная недостаточ-
ность требуют аппаратной поддержки и могут слу-
жить причиной ранней смерти. Лечение наследствен-
ных мышечных заболеваний носит по большей части 
симптоматический характер [2].

Многие наследственные мышечные заболевания 
обусловлены дефицитом определенного белка, вы-
званным мутацией в соответствующем гене (табли-
ца). В качестве перспективной стратегии лечения 
таких заболеваний рассматривается заместитель-

ная генная терапия, т.е. доставка генетической 
конструкции с функциональной копией гена в мы-
шечные ткани. В качестве инструмента для достав-
ки генетических конструкций in vivo наиболее пер-
спективны и безопасны рекомбинантные вирусные 
векторы, созданные на основе аденоассоциирован-
ных вирусов (ААВ) [3]. Природные серотипы ААВ, 
такие, как ААВ9, ААВ8, ААВrh74, ААВ1 обладают 
естественным тропизмом к мышцам, что позволяет 
доставлять функциональную копию гена преимуще-
ственно в поврежденные ткани. В таблице приведе-
ны примеры разрабатываемых в настоящее время 
препаратов на основе ААВ для генной терапии на-
следственных мышечных заболеваний.

Эффективность генной терапии во многом опреде-
ляется уровнем экспрессии гена интереса в целевых 
тканях. С одной стороны, мышцы являются удобной 
мишенью для генной терапии из-за продолжитель-
ной жизни мышечных волокон, доступности для вну-
тримышечного введения, а также высокой способ-
ности к синтезу белка [12]. С другой стороны, мышцы 
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Наследственные мышечные заболевания и разрабатываемые препараты генной терапии 

Заболевание Ген,  
мутация 

Тип  
наследо-

вания
Белок Препараты генной терапии* в клинических 

и доклинических испытаниях

Миодистрофия Дюшенна DMD ХР Дистрофин
КИ: AAVrh74.MHCK7.miDMD NCT03769116

КИ: AAV9.CK8e.miDMD NCT03368742
КИ: AAV9.tMCK.miDMD NCT04281485

Болезнь Данона LAMP2 ХР LAMP2 ДИ: AAV9.CAG.LAMP2B [4] 
КИ: NCT03882437 

Синдром Барта TAZ ХР Тафаззин ДИ: AAV9.Des.TAZ [5]

Миотубулярная миопатия MTM1 ХР Миотубулярин ДИ: AAV8.DES.hMTM1 [6]
КИ: NCT03199469

Первичный дефицит мерозина LAMA2 АР Мерозин ДИ: AAV9.CB.mini-agrin [7]

Болезнь Помпе GAA АР α-1,4-
глюкозидаза

ДИ: AAV2/8.MHCK7.hGAA [8]
КИ: AAV2/8.LSP.hGAA

NCT03533673
КИ: rAAV9.DES.hGAA

NCT02240407
Конечностно-поясная мышечная 

дистрофия (КПМД), 2A CAPN3 АР Кальпаин 3 ДИ: AAV9.desmin.hCAPN3 [9]

КПМД, 2B DYSF АР Дисферлин КИ: rAAVrh.74.MHCK7.DYSF
NCT02710500

КПМД, 2D SGCA АР α-саркогликан КИ: rAAV1.tMCK.hαSG NCT00494195
КИ: scAAVrh74.tMCK.hSGCA NCT01976091

КПМД, 2E SGCB АР  β-саркогликан КИ: scAAVrh74.MHCK7.hSGCB 
NCT03652259

КПМД, 2I FKRP АР Фукутин-
подобный белок ДИ: AAV9.Des.mFkrp [10]

Окулофарингеальная миоди-
строфия PABPN1 АД PABPN1 ДИ: AAV9.spc512.PABPN1 [11]

* В названии препаратов указан серотип вектора ААВ, промотор и ген интереса.
Примечание. АД – аутосомно-доминантный, АР – аутосомно-рецессивный, ХР – Х-сцепленный, рецессивный, 
ДИ – доклинические исследования, КИ – клинические исследования.

составляют до 30–40% массы тела, что требует высо-
ких доз генотерапевтического препарата [13]. Кроме 
того, мышечная ткань разнородна по своей структуре 
и подразделяется на сердечную, скелетную и глад-
кую мускулатуру. Это затрудняет создание препа-
ратов, способных одинаково эффективно работать 
в разных типах мышечной ткани [14].

Правильно выбранный промотор для регуляции 
экспрессии гена интереса – залог успешной генной 
терапии. Такой промотор должен обеспечивать ста-
бильную, высокую экспрессию функциональной 
копии гена в пораженных мышцах в течение дли-
тельного периода и обладать при этом ограниченной 
активностью в других тканях. При использовании 
ААВ в качестве вектора для генной терапии так-
же необходимо уменьшить размер промотора из-за 
небольшой емкости вируса (4.7 т.п.н.) [3]. Сильные 
и конститутивные промоторы, такие, как промо-
торы респираторно-синцитиального вируса (RSV), 
цитомегаловируса (CMV) или фактора элонгации 

1a (EF1a), имеют небольшой размер и могут приме-
няться для достижения высоких уровней экспрессии. 
Однако экспрессия в нецелевых клетках, особенно 
в антигенпрезентирующих, приводит к активации 
клеточного и гуморального иммунного ответа [15]. 
Кроме того, вирусные промоторы быстро метилиру-
ются в трансдуцированных клетках, что приводит 
к снижению их активности [16]. 

В нашем обзоре описаны принципы создания и со-
вершенствования природных мышечно-специфиче-
ских промоторов, современные подходы к дизайну 
синтетических промоторов, а также их применение 
в генотерапевтических конструкциях.

СТРУКТУРА ЭУКАРИОТИЧЕСКОГО ПРОМОТОРА
Транскрипция генов эукариот управляется регу-
ляторными элементами двух классов: промотора-
ми, в структуре которых можно выделить коровую 
и проксимальные части, и дистальными регулятор-
ными элементами (рис. 1) [17]. 
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Коровый (базальный, минимальный) промо-
тор – участок ДНК, который расположен в положе-
нии примерно -50… +50 нуклеотидов относительно 
начального сайта транскрипции (TSS) и отвечает 
за инициацию транскрипции [18]. Выделяют несколь-
ко типов коровых промоторов. В «сфокусированном» 
коровом промоторе присутствует один хорошо раз-
личимый TSS. Если в области 50–100 нуклеотидов 
присутствует большое количество близко располо-
женных TSS, то такой коровый промотор называют 
«дисперсным» [19]. Промоторы сфокусированного 
типа встречаются преимущественно в генах с тка-
неспецифичной экспрессией, тогда как дисперсные 
коровые промоторы характерны для повсеместно 
экспрессирующихся генов [18]. 

На коровом промоторе происходит сборка пре-
инициаторного комплекса, который состоит из РНК-
полимеразы II и базальных факторов транскрипции 
(ТФ). Коровые промоторы содержат различные кон-
сервативные мотивы, которые определяют их свой-
ства (рис. 1). Наиболее распространенным элементом 
коровых промоторов является инициатор (Inr) – по-
следовательность нуклеотидов, которая окружает 
TSS и узнается мультисубъединичным транскрипци-
онным фактором IID (TFIID) [20]. Другой распростра-
ненный элемент корового промотора – TATA-бокс. 
TATA-подобную последовательность содержит 28% 
сфокусированных промоторов человека [19]. ТАТА-
бокс узнается субъединицей TBP транскрипционного 
фактора TFIID [21]. В промоторах без TATA-бокса 
Inr часто сопровождается мотивом DPE (downstream 
promoter element), который расположен после ини-
циатора и также распознается субъединицами TFIID 
[22]. MTE (motif ten element) располагается близко 
или перекрывается с DPE-элементом [23]. В коровых 
промоторах также часто встречаются такие элемен-

ты, как BREu (upstream TFIIB recognition element) 
и BREd (downstream TFIIB recognition element) [24].

Проксимальная часть промотора составляет ~50–
1000 п.н. и содержит множество сайтов связывания 
транскрипционных факторов (TFBS, transcription 
factor binding site) [25]. Именно уникальные сочета-
ния таких сайтов связывания для каждого промотора 
позволяют всего ~1600 ТФ управлять экспрессией 
~25000 генов человека, контролируя время, место 
и продолжительность экспрессии каждого из них [26]. 

К дистальным регуляторным элементам генов 
эукариот относятcя энхансеры, сайленсеры, инсу-
ляторы и области контроля локуса (LCR) (рис. 1). 
Наибольший интерес для данного обзора представ-
ляют энхансерные элементы – последовательности 
ДНК длиной ~100–1000 п.н., которые могут усили-
вать транскрипцию генов независимо от ориентации 
и расстояния до целевого промотора [27]. Эти элемен-
ты могут быть найдены в 5’- и 3’-нетранслируемых 
областях (НТО) генов, в пределах экзонов и интро-
нов, и даже на расстоянии до 1 млн п.н. от TSS [28]. 
Многие из энхансеров являются высококонсерва-
тивными последовательностями, активность кото-
рых может быть ограничена конкретным типом тка-
ни или клеток, этапом развития или определенными 
физиологическими условиями [25].

ПРИРОДНЫЕ ПРОМОТОРЫ
Простой путь создания мышечно-специфическо-
го промотора основан на использовании природно-
го промотора гена, активно экспрессирующегося 
в мышцах. Полноразмерный природный промотор 
укорачивают, оставляя коровый и проксимальный 
промоторы, добавляя дистальные энхансеры [29]. 
Вносимые делеции обычно затрагивают низкокон-
сервативные последовательности. Значимость остав-

Рис. 1. Структура эукариотического промотора. Промотор эукариот представлен коровым промотором, прок-
симальными элементами, а также дистальными регуляторными элементами. Показаны консервативные элемен-
ты корового промотора, их последовательность и положение от сайта начала транскрипции
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ленных последовательностей для экспрессии под-
тверждают мутационным анализом [29]. В других 
случаях создают гибридные/химерные промоторы, 
добавляя энхансеры других генов [30]. Варьируя ко-
личество копий энхансеров и отдельных TFBS, раци-
онально комбинируя эти последовательности, можно 
добиться значительного увеличения уровня экспрес-
сии и тканеспецифичности промотора [31]. 

Промоторы на основе гена α-скелетного актина 
Для создания мышечно-специфических промоторов 
исследователи в первую очередь обратились к изуче-
нию промоторных областей генов, экспрессирующих-
ся в миоцитах. Актин является одним из основных 
белков саркомера – базовой сократительной едини-
цы поперечно-полосатых мышц. У высших позво-
ночных выделяют шесть основных изоформ актина, 
кодируемых шестью разными генами: α-скелетный, 
α-сердечный актин, α-гладкомышечный, γ-гладко-
мышечный, а также две повсеместно экспрес-
сирующиеся немышечные изоформы – β-цито-
плазматический и γ-цитоплазматический актин [32]. 
Наибольший интерес вызывал промотор гена α-ске-
лет ного актина человека (HSA, human α-skeletal 
actin), так как во взрослых мышцах среди актиновых 
белков преобладает эта изоформа [33].

Первые работы показали, что область размером 
2000 п.н. перед геном HSA, а также первый экзон 
и фрагмент первого интрона необходимы и достаточ-
ны для мышечно-специфической экспрессии в куль-
туре клеток (рис. 2А) [34]. В промоторе выделили 
три главных региона: дистальный (–1300...–626 п.н. 
от TSS), проксимальный (–153...–87) и базальный 
(–87...+239), которые обеспечивали тканеспецифи-
ческую экспрессию, если разместить их (вместе 
или по отдельности) перед промотором SV40 [34].

Фрагмент -2000…+7500 п.н. гена HSA (промотор-
ный регион -2000…+239) использовали для создания 
трансгенной линии мышей (рис. 2А) [35]. С исполь-

зованием данного промотора впервые было показа-
но, что уровни экспрессии трансгена и эндогенного 
α-скелетного актина в поперечно-полосатых мышцах 
мыши сопоставимы. Промотор HSA стал довольно по-
пулярным, его использовали в большом числе иссле-
дований. Так, этот промотор применяли для создания 
трансгенных мышей с делециями гена дистрофина 
[36], мышей со сверхэкспрессией дисферлина [37], 
моделей мышей со спинальной мышечной атрофией 
[38], а также для доставки микродистрофина в мыш-
цы мышей с помощью лентивирусных векторов [39]. 

Укороченную модификацию промотора HSA че-
ловека использовали в векторе ААВ для лечения 
миодистрофии Дюшенна [40]. Высокий уровень экс-
прессии трансгена в мышцах обеспечивали с помо-
щью фрагмента длиной 1542 п.н., состоящего из дис-
тального региона, промотора, а также части первого 
интрона (рис. 2Б). Трансген активно экспрессировал-
ся в скелетных мышцах и сердце, но отсутствовал 
в печени. 

Xимерный промотор HSA/CMV использовали 
для продукции в мышцах фактора свертываемости 
крови IX при гемофилии B [41]. Этот промотор пред-
ставлял собой фрагмент промотора HSA (-1281...-84), 
сшитого с CMV-промотором (рис. 2В). В культуре 
клеток миобластов химерный промотор превосходил 
по уровню экспрессии CMV-промотор и полнораз-
мерный промотор HSA, однако был столь же акти-
вен, как и CMV-промотор в немышечных культурах 
клеток. По-видимому, добавление повсеместно экс-
прессирующегося CMV-промотора хотя и увеличило 
активность химерного промотора, однако лишило его 
тканевой специфичности.

Для создания мышечно-специфических промоторов 
по аналогии с промотором HSA были модифицирова-
ны регуляторные области гомологичных генов курицы 
[42], крысы [43] и быка [44]. Полученные конструкции 
успешно применяли в экспериментах in vitro и in vivo, 
а также для создания трансгенных мышей.

Рис. 2. Промоторы на основе гена ACTA1/HSA. А – полноразмерный HSA-промотор содержит дистальный 
регион, проксимальный регион (ПР) и базальный, который состоит из некодирующего экзона (+1…+90) и фраг-
мента первого интрона (+91…+239); Б – HSA-промотор с внесенными делециями; В – химерный HSA/CMV-
промотор, состоящий из фрагмента промотора HSA и CMV-промотора 

А

Б

В



ОБЗОРЫ

 ТОМ 13  № 1 (48)   2021 | ACTA NATURAE | 51

В целом, промоторы α-скелетного актина прояв-
ляют высокий уровень и специфичность экспрессии 
в мышечных клетках, однако из-за большого размера 
они реже используются в настоящее время.

Промоторы на основе гена мышечной 
креатинкиназы
Второй наиболее часто встречающейся мРНК в ске-
летных мышцах является транскрипт гена мышеч-
ной креатинкиназы (MCK/CKM, creatine kinase, 
M-type) [45]. Мышечная креатинкиназа катализиру-
ет обратимый перенос фосфорильного остатка с АТР 
на креатин и с креатинфосфата на АDP, обеспечи-
вая тем самым энергией мышечные сокращения. Ген 
MCK также проявляет высокую активность в сердеч-
ной мышце, и его транскрипция активируется в ходе 
дифференцировки миобластов в миоциты [46]. 

Промотор гена MCK хорошо охарактеризован in 
vitro и in vivo. В число основных регуляторных об-
ластей гена Mck мыши входит мышечно-специфи-
ческий (206 п.н.) энхансер, расположенный в регио-
не -1256…-1050 [47]. Этот энхансер функционирует 
независимо от ориентации и содержит ряд мотивов 
для связывания миогенных ТФ, а именно, E-боксы, 
CarG, MEF-2-сайты. Мутационный анализ этих мо-
тивов подтвердил их значение для мышечно-специ-
фической экспрессии [48].

Другой ключевой регуляторный элемент это-
го гена – проксимальный промотор 358 п.н. [47]. 
Так, один этот промотор обеспечивал высокий уро-
вень экспрессии трансгена в мышцах конечностей 

и брюшных скелетных мышцах мышей, но был неак-
тивен в мышцах сердца и языка. Тем не менее, когда 
соединили энхансер (206 п.н.) и промотор (358 п.н.), 
то экспрессия восстановилась во всех типах мышц 
[47]. Данные, полученные на трансгенных мышах, 
подтвердили необходимость энхансера для запуска 
экспрессии в сердце [49]. 

На основе перечисленных регуляторных последо-
вательностей созданы и протестированы серии не-
больших MCK-кассет для аденовирусных векторов 
[50]. Так, СК6-конструкция, которая состояла из эн-
хансера 206 п.н. и проксимального промотора 358 п.н. 
(рис. 3), обеспечивала высокую мышечную специ-
фичность. Однако уровень экспрессии в мышцах 
не превышал 12% по сравнению с аналогичной кон-
струкцией с CMV-промотором, экспрессия в сердце 
оставалась низкой [50]. 

Чтобы добиться высокого уровня экспрессии 
трансгена в сердечной мышце, был сконструирован 
химерный промотор MHCK7 (рис. 3) [29]. Он так-
же состоял из энхансера (206 п.н.) и проксимального 
промотора, но содержал четыре важные модифи-
кации. Так, из 206 п.н. энхансера был удален регион 
между правым E-боксом и MEF-2-сайтом, представ-
ленный низкоконсервативной последовательностью. 
К промотору были добавлены высококонсерватив-
ные 50 п.н. из первого некодирующего экзона MCK. 
Последовательность, содержащую TSS, заменили 
на консенсусную последовательность Inr. Главная 
модификация состояла в том, что к описанной кассе-
те был добавлен энхансер 188 п.н. гена тяжелой цепи 

Рис. 3. Промоторы на основе гена Mck. Все конструкции содержат в себе энхансер MCK и промотор МСК с раз-
личными внесенными изменениями
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α-миозина мыши (α-Mhc), обеспечивающий высокий 
уровень экспрессии в сердце [51]. Новый промотор 
MHCK7 протестировали в контексте ААВ-векторов. 
Этот промотор обеспечивал экспрессию трансгена, со-
поставимую со значениями экспрессии, направляемой 
промоторами СMV и RSV, в скелетных и сердечных 
мышцах. При этом при внутривенном введении мы-
шам ААВ6 наблюдалась низкая экспрессия трансгена 
в печени, легких и селезенке. Интересно, что MHCK7 
был в 400 раз более активен в сердце и в 50 раз – в ди-
афрагме по сравнению с промотором СК6. 

Почти одновременно с промотором MHCK7 были 
созданы промоторы dMCK и tMCK (рис. 3) [52]. 
В этих конструкциях проксимальный промотор (358 
п.н.) был сокращен до размеров базального промотора 
87 п.н. (-80…+7), к которому добавлены две (dMCK) 
или три (tMCK) копии энхансера MCK (206 п.н.). 
В экспериментах по доставке трансгена с помощью 
векторов ААВ tMCK показал себя как наиболее эф-
фективный промотор, опередив по уровню мышечно-
специфической экспрессии промоторы CMV, dMCK 
и СК6. Промотор dMCK не приводил к экспрессии 
трансгена в сердце и диафрагме. 

На этом поиск эффективных мышечно-специфи-
ческих промоторов не закончился. В лаборатории, 
создавшей промоторы СК6 и MHCK7, были разра-
ботаны конструкции, названные CK8 (рис. 3). Так, 
при внутримышечной ААВ8-опосредованной до-
ставке гена гормона роста использовали промотор 
СК8, который представлял собой MHCK7 с двумя 
копиями энхансера МСК вместо энхансера тяжелой 
цепи α-миозина [53]. У мышей, получавших препа-
рат, длина и масса тела были значительно больше 
по сравнению с мышами без лечения. В другой ра-
боте промотор СК8 был аналогичен вышеописанной 
конструкции, но содержал уже три копии энхансера 
МСК [31]. Отмечено, что использование трех копий 
энхансера вместо двух обеспечивает увеличение 
уровня экспрессии в 4 и 3 раза в скелетных миоцитах 
и сердце соответственно [31]. Конструкция CК8е (436 
п.н.), содержащая ряд делеций в энхансере и прок-
симальном промоторе мышечной креатинкиназы 
(рис. 3), была активнее CMV-промотора в культу-
ре дифференцированных миобластов человека [54]. 
Удаление низкоконсервативных областей из промо-
тора не только способствовало уменьшению его дли-
ны, но также увеличивало его активность [31]. 

Благодаря высокой специфичности и активно-
сти в мышечных тканях, промоторы на основе гена 
MCK активно используются в векторах, прохо-
дящих клинические и доклинические испытания 
(таблица). MHCK7-промотор входит в состав век-
торов для генной терапии болезни Помпе, которые 
проходят доклинические исследования (ДИ) [8]. 

Уже ведутся клинические испытания (КИ) по лече-
нию КПМД типа Е (NCT03652259), при которой па-
циентам доставляют функциональную копию гена 
β-саркогликана под MHCK7-промотором [55]. Этот 
промотор также применяют в КИ в составе конструк-
ции для доставки гена дисферлина (NCT02710500) 
[56]. Проводятся КИ препарата на основе ААВrh74 
для лечения миодистрофии Дюшенна с MHCK7-
промотором (NCT03769116) [57]. Опосредованная 
ААВ9 доставка гена микродистрофина с СК8е-
промотором (NCT03368742) [58] и tMCK-промотором 
использованы в других КИ (NCT04281485) [57]. 
Проходят также КИ доставки гена α-саркогликана 
под tMCK-промотором в терапии КПМД типа 2D 
(NCT01976091).

Промоторы на основе гена десмина
Десмин – мышечно-специфический белок семей-
ства промежуточных филаментов цитоскелета [59]. 
Десмин кодируется геном DES и является одним 
из самых ранних маркеров миогенеза [59]. Этот ген 
уникален тем, что экспрессируется в сателлитных 
клетках и делящихся миобластах, при этом он в не-
сколько раз более активен в дифференцированных 
мышечных клетках [60].

Функциональный анализ 5’-фланкирующей об-
ласти гена десмина человека выявил в ней энхансер 
(-973…-693), который отвечает за мышечно-специ-
фическую экспрессию [60]. 5’-Область энхансера 
содержит сайты связывания MEF-2, E-бокс и эле-
мент Mt, она необходима для активации экспрессии 
в мышечных волокнах; 3’-половина энхансера от-
ветственна за транскрипцию десмина в миобластах 
за счет связывания факторов SP1 и KROX-20 [60]. 
Регион -692…-228 является сайленсером, снижаю-
щим в 3–7 раз экспрессию в миобластах и мышечных 
волокнах, а область -228...+75 достаточна для запу-
ска мышечно-специфической экспрессии на низком 
уровне [61, 62]. 

Полноразмерный ген дистрофина под промотором 
десмина человека (9546 п.н., регион -18662…+60) ис-
пользовали в плазмидном векторе для внутриарте-
риального введения мышам (рис. 4A) [63]. Промотор 
десмина обеспечивал на протяжении не менее 6 ме-
сяцев такой же уровень экспрессии дистрофина, 
как и промотор CMV. 

Вариант промотора десмина человека (715 п.н.) c 
удаленным сайленсером использовали в сравнитель-
ном исследовании мышечно-специфических промо-
торов при опосредованной ААВ9 внутривенной до-
ставке трансгена мышам (рис. 4Б) [64]. В этой работе 
десминовый промотор превзошел CMV-промотор 
и другие мышечно-специфические промоторы 
по уровню экспрессии трансгена в скелетных мыш-
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цах и диафрагме. По уровню экспрессии в сердце он 
уступал только CMV-промотору, однако обеспечивал 
высокий уровень экспрессии трансгена в мозге [64]. 

Другой вариант промотора десмина челове-
ка использовали для доставки трансгена в мышцы 
мышей с помощью лентивирусных векторов [65]. 
Использован регион (-1700…+35), включающий про-
мотор, сайленсер и энхансер (рис. 4В). По активности 
такой промотор соответствовал СMV-промотору in 
vitro и in vivo и даже превосходил в 6–8 раз по уров-
ню экспрессии промотор человека MCK (-1061…+28). 

Десминовые промоторы применяли в целом ряде 
работ (таблица), посвященных болезни Помпе [66]. 
В настоящий момент препарат rAAV9.DES.hGAA 
для лечения данного заболевания успешно проходит 
КИ (NCT02240407). Вариант промотора [64] исполь-
зовали в ДИ при разработке генной терапии синдро-
ма Барта [5]. Также промотор десмина применяли 
в ДИ в составе вектора для генной терапии КПМД 
2А, характеризующейся нехваткой кальпаина 3 [9], 
и КПМД 2I с дефицитом фукутин-подобного белка 
[10]. Промотор гена десмина человека (-984…+76) 
(рис. 4Г) использовали в ДИ генной терапии миотубу-
лярной миопатии, заболевания, обусловленного му-
тациями в гене MTM1 [6]. В настоящий момент этот 
препарат успешно завершает КИ (NCT03199469).

Промоторы на основе других генов
Регуляторные области множества других генов, 
демонстрирующих мышечно-специфическую экс-
прессию, также были использованы для создания 
промоторов. Работы по поиску эффективного промо-
тора велись параллельно во многих лабораториях, 
но только некоторые из них завершились успешно. 

Так, были созданы лентивирусные конструкции, 
призванные обеспечить кардиоспецифическую экс-

прессию трансгена для заместительной терапии сер-
дечного варианта болезни Фабри [67]. Среди них был 
промотор гена α-цепи миозина человека (α-MHC), 
представленный участком –1198…+1, промотор лег-
кой цепи миозина (MLC2v, –250…+13) и сердечно-
го тропонина Т (cTnT, –300…+1). Все три промото-
ра превосходили повсеместно активный промотор 
EF1α по уровню экспрессии трансгена в сердце мы-
шей. Промоторы cTnT и MLC2v экспрессировались 
не только в сердце, они были активны в печени и се-
лезенке, тогда как под контролем α-MHC трансген 
экспрессировался строго в сердце [67]. Однако в дру-
гом исследовании промоторы на основе этих генов 
уступали десминовому промотору по уровню экс-
прессии в скелетных мышцах и сердце [64]. 

Для доставки микродистрофина в сердце мышей 
с помощью ААВ9 применяли также химерный про-
мотор, который включал CMV-IE-энхансер, присо-
единенный к фрагменту (1.5 т.п.н.) промотора MLC 
крысы [68]. Такой промотор был в 4 раза более актив-
ным в сердце, чем СMV-промотор, где обеспечивал 
устойчивую экспрессию трансгена на протяжении 
10 месяцев, но был неактивен в скелетных мышцах 
и печени [69]. 

На основе гена медленного тропонина I человека 
(TNNI1) создан промотор ΔUSEx3, который включал 
три копии энхансера этого гена (-1036…-873) и ми-
нимальный промотор гена TNNI1 с частью перво-
го экзона (-95…+56) [70]. Промотор ΔUSEx3 слабо 
активен в немышечных клетках и тканях в экспе-
риментах in vivo и in vitro. Стоит отметить, что про-
мотор ΔUSEx3 при доставке с помощью аденовиру-
сов обеспечивал сопоставимый уровень экспрессии 
трансгена с синтетическим промотором SPcΔ5-12 
[71], однако при лентивирусной доставке ΔUSEx3 
был в 5 раз менее активен, чем промотор SPcΔ5-

Рис. 4. Промоторы на основе гена DES человека. Промотор (А) содержит область контроля локуса гена десмина 
(18.7 т.п.н.) с внесенными делециями, энхансер, сайленсер и проксимальный промотор (ПП). Промотор (Б) с де-
лецией сайленсера и ТАТА-боксом, внесенным в коровый промотор. Промоторы (В) и (Г) с делециями дисталь-
ных регионов
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12, что, вероятно, связано с эффектами интеграции 
конструкции в геном. 

Ген unc45b, кодирующий мышечно-специфиче-
ский шаперон миозина у рыб, также использовали 
для создания мышечно-специфического промотора 
[72]. Так, фрагмент промотора 195 п.н. (-505…-310) 
был способен запускать экспрессию в скелетных 
и сердечных мышцах рыб, а также обеспечивал 
экспрессию репортерного белка в мышцах мышей 
при доставке плазмид с помощью электропорации.

Стоит отметить, что описанные выше промоторы 
обеспечивали мышечно-специфическую экспрессию, 
но были менее активными, чем промоторы на основе 
генов актина, мышечной креатинкиназы или десмина. 

Синтетические промоторы
В настоящий момент наиболее перспективным и мно-
гообещающим подходом представляется создание 
гибридных или синтетических промоторов. Данная 
стратегия позволяет конструировать промоторы не-
обходимого размера, задавать время, место и уровень 
экспрессии целевого гена. 

В основе создания синтетических промоторов ле-
жат биоинформатические методы выявления ре-
гуляторных областей генома, TFBS, предсказания 
промоторных областей [73–75]. Сайты связывания 
миогенных ТФ, как правило, меньше 10 п.н. [73], 
что позволяет создавать библиотеки конструкций, 
представленные комбинациями из мышечно-специ-
фических TFBS. При этом подходе проводится тру-
доемкий анализ множества новых синтетических 
конструкций. Экспериментальным путем необхо-
димо выяснить количество копий нужного мотива, 
расстояния между TFBS для успешного связывания 
фактора транскрипции, мотивы, которые работают 
синергично, и TFBS, вносящие наибольший вклад 
в усиление экспрессии. Чтобы обойти подобные 
трудности, можно вернуться к анализу природных 
промоторов, извлекая уже готовые работающие ком-
бинации мышечно-специфических TFBS, и констру-
ировать промоторы из подобных кластеров. In silico 
анализ может существенно упростить выявление ре-
гуляторных областей.

В одной из первых работ по созданию синтетиче-
ского мышечно-специфического промотора проана-
лизировали организацию сильных мышечных промо-
торов и вычленили в их структуре распространенные 
сайты связывания миогенных факторов транскрип-
ции: SRE, MEF2, MEF1 и TEF1, которые рандомно 
лигировали друг с другом в прямой и обратной ори-
ентации. Полученные фрагменты поместили перед 
минимальным промотором гена α-скелетного актина 
курицы (рис. 5) с целью создания библиотеки из бо-
лее чем 1000 вариантов промоторов. Активность по-

лученных конструкций проанализировали на пер-
вичных миобластах и отобрали промотор SPc5-12 
(рис. 5), который был в 6 раз более активным в мы-
шечных волокнах по сравнению с CMV-промотором. 
При этом промотор был неактивен в недифферен-
цированных миобластах, а также в различных не-
мышечных клеточных линиях, что подтвердилось 
в экспериментах in vivo.

Промотор SPc5-12 использовали для экспрессии 
трансгена в экспериментах на животных моделях 
миодистрофии Дюшенна [76], болезни Помпе [77], 
дисферлинопатии [78], а также для обеспечения экс-
прессии гормона роста [79]. SPc5-12-промотор при-
меняли также в ДИ в составе генотерапевтического 
препарата для коррекции окулофарингеальной мы-
шечной дистрофии [11]. 

Сходным подходом воспользовались при создании 
синтетического промотора [80] с использованием 19 
элементов, среди которых было восемь мышечно-
специфических TFBS, шесть вирусных элементов 
из CMV и SV40-промоторов, а также пять консер-
вативных cis-действующих элементов промоторов 
эукариот (ТАТА-бокс и др.). Эти мотивы были про-
извольным образом лигированы друг с другом 
для создания библиотеки из 1200 первичных клонов, 
которые тестировали in vitro и in vivo. Наилучшие 
результаты показал промотор SP-301 (рис. 5), кото-
рый был активнее CMV-промотора в 6.6 раза спустя 2 
дня после введения конструкции мышам и сохранял 
активность на протяжении минимум месяца. Многие 
промоторы, более активные, чем CMV in vitro, име-
ли меньшую активность по сравнению с этим про-
мотором in vivo. Промотор SP-301 подтвердил свою 
тканевую специфичность в трансгенных мышах. 
Проведенное исследование подтвердило успеш-
ность стратегии создания синтетических промото-
ров из комбинации TFBS, а также потенциальную 
важность использования не только мышечно-специ-
фических TFBS, но и вирусных мотивов, способных 
значительно увеличить показатели экспрессии. 

Другой успешный подход, который мы уже частич-
но рассмотрели на примере промотора MHCK7 [29], 
предполагает создание гибридных промоторов. В ра-
боте, использующей эту стратегию, был проведен in 
silico анализ различных мышечно-специфических 
генов [30]. Выявлены четыре кластера, состоящие 
из комбинации сайтов связывания миогенных ТФ. 
Первым кластером был ранее рассмотренный энхан-
сер гена десмина человека (–970…–826) [81], а осталь-
ные три были регионами энхансера (-1262… -1060), 
проксимального промотора (-358…+7) и первого ин-
трона (+901…+995) гена Ckm мыши. MH-промотор, 
включающий в себя все четыре элемента, показал 
наилучшие результаты в культурах клеток, опередив 
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по уровню экспрессии в мышечных культурах клеток 
десминовый и CMV-промоторы, а также остальные 
гибридные промоторы. Интересно, что наибольший 
вклад в уровень экспрессии вносил интрон, в то время 
как удаление одного или двух энхансеров или даже 
корового промотора не приводило к значительному 
изменению уровня экспрессии. Для проверки ак-
тивности гибридного промотора in vivo мышам вну-
тривенно вводили ААВ9, несущий репортерный ген 
под данным промотором. MH-промотор оказался 
более активным в сердце и скелетных мышцах, чем 
промоторы гена десмина и СMV, и при этом не приво-
дил к экспрессии трансгена в печени [30]. 

Стратегию использования мышечно-специфиче-
ских cis-регуляторных модулей (Sk-CRM) исполь-
зовали в следующей статье [82]. В данной работе 
разметили TFBS на промоторах генов человека, ак-
тивно экспрессирующихся в мышцах, и проанали-
зировали, склонны ли они к образованию кластеров. 
Были сделаны множественные выравнивания таких 
кластеров разных видов животных с целью поис-
ка консервативных фрагментов. Подразумевалось, 
что более консервативная комбинация регуляторных 
элементов наиболее эффективна для обеспечения 
высокой мышечно-специфической экспрессии. Было 
также проверено, относятся ли выбранные кластеры 
к открытым участкам хроматина, и по итогам всех 
манипуляций отобрано семь вариантов. По резуль-
татам анализа биолюминесценции выбран модуль 

Sk-CRM4 (рис. 5), который в 200–400 раз усиливал 
работу промотора десмина в различных скелетных 
мышцах, диафрагме и сердце через 6 недель по-
сле системной доставки с помощью ААВ9. При этом 
Sk-CRM4 был неактивен в немышечных органах. 
Позднее показали, что Sk-CRM4/Des в 25–173 раза 
эффективнее CMV-промотора в различных мышцах, 
а также эффективнее Sk-CRM4/SPc5-12 и SPc5-12. 
По итогам работы был создан чрезвычайно сильный 
промотор Sk-CRM4/Des, единственным недостатком 
которого была большая длина – около 1500 п.н.

Создание синтетических промоторов – очень 
перспективное направление, успешность которого 
определяется качеством биоинформатической ра-
боты и эффективным скринингом предложенных 
вариантов. Пополнение баз данных регуляторных 
элементов, обнаружение новых ТФ, совершенство-
вание программ выявления промоторов безусловно 
будут способствовать развитию этого направления 
[73–75].

ДРУГИЕ ФАКТОРЫ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ МЫШЕЧНО-
СПЕЦИФИЧЕСКУЮ ЭКСПРЕССИЮ
Экспрессия генов интереса в нужном месте и в нуж-
ное время при разработке генотерапевтических 
препаратов рассматривается комплексно и зависит 
не только от активности промотора. На посттран-
скрипционном уровне многие факторы также ока-
зывают влияние на экспрессию доставляемого гена. 

Рис. 5. Синтетические промоторы. Промотор SPc5-12 состоит из комбинации четырех мышечно-специфических 
TFBS: TEF1, SRE, MEF1 и MEF2, а также корового промотора – фрагмента промотора скелетного α-актина кури-
цы. SP-301-промотор представляет комбинацию мышечно-специфических TFBS, вирусных элементов и консер-
вативных cis-действующих элементов, сшитых в прямой и обратной ориентации. MH-промотор состоит из эн-
хансера гена десмина человека, а также энхансера, корового промотора и первого интрона гена Ckm мыши. 
Sk-CRM4/Des представляет собой регуляторный модуль Sk-CRM4, сшитый с десминовым промотором, а также 
с интроном MVM 
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Наличие интрона в векторе, который обычно по-
мещают между промотором и кодирующей последо-
вательностью, способно улучшить экспрессию це-
левого гена (рис. 6). Интрон повышает стабильность 
РНК в ядре благодаря включению в сплайсосому 
[74], а также способствует эффективному экспорту 
сплайсированной мРНК из ядра в цитоплазму [83]. 
Интроны также могут содержать регуляторные по-
следовательности, влияющие на тканевую специ-
фичность экспрессии и ее уровень. Так, именно на-
личие интрона из гена Ckm внесло наибольший 
вклад в уровень экспрессии трансгена, направляе-
мой сконструированным химерным промотором [30]. 
При ААВ-опосредованной доставке трансгена фак-
тора свертывания крови IX MVM-интрон обеспечил 
повышение экспрессии более чем в 80 раз по сравне-
нию с конструкцией без интрона [84]. 

Помимо промоторов к кассете в 3’-НТО для по-
вышения экспрессии могут быть добавлены другие 
cis-регуляторные элементы (рис. 6). Так, посттран-
скрипционный регуляторный элемент вируса гепа-
тита сурка (WPRE) длиной 600 п.н. в несколько раз 
улучшал экспрессию трансгена, доставленного с ис-
пользованием ААВ, в печени, мозге и мышцах мы-
шей и крыс [85]. WPRE способствует экспорту мРНК 
из ядра, а также предотвращает сайленсинг на пост-
транскрипционном уровне [86].

К обеспечению тканевой специфичности можно 
подойти и с другой стороны, не только стимулируя 
экспрессию в целевых тканях, но и подавляя ее в не-
желательных органах с помощью механизмов РНК-
интерференции [74]. С этой целью в 3’-НТО-кассеты 
добавляют сайты связывания микроРНК, присут-
ствующих строго в нецелевых органах (рис. 6) [87]. 

Если мРНК трансгена оказывается в нежелательном 
органе, то микроРНК связывается с комплементар-
ными сайтами в транскрипте и запускает его дегра-
дацию [87]. 

Большую роль в доставке генетических конструк-
ций в определенные органы и ткани играет также 
правильный выбор вирусного вектора. Помимо ис-
пользования природных серотипов ААВ, для улуч-
шения целевой доставки модифицируют капси-
ды, создавая новые геноинженерные векторы [88]. 
Ведется поиск новых натуральных капсидов с улуч-
шенным тропизмом к сердцу и скелетным мышцам 
[89]. В зависимости от способа введения препарата 
(внутривенный, внутримышечный и др.) паттерны 
экспрессии также будут отличаться [90].

Продуманная комбинация вышеперечисленных 
элементов в кассете, правильный выбор вектора 
и оптимальный способ введения генотерапевтиче-
ского препарата могут существенно повысить экс-
прессию гена интереса, сохраняя при этом тканеспе-
цифичность экспрессии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
История поиска и создания мышечно-специфиче-
ских промоторов для генной терапии насчитывает 
уже более 30 лет, и до сих пор работы в этом направ-
лении не окончены. Так, размеры первых мышечно-
специфических промоторов, представляющих собой 
фрагменты генов актина, десмина или мышечной 
креатинкиназы, превышали 1 т.п.н. Созданные позд-
нее синтетические варианты, содержащие наиболее 
представленные ТFBS из промоторов этих генов, были 
в несколько раз короче, но не уступали естественным 
аналогам по эффективности экспрессии [30, 71].

Рис. 6. Компоненты типичной кассеты ААВ-вектора. Оранжевые блоки (промотор, трансген и сигнал полиаде-
нилирования (рА)) являются обязательными компонентами кассеты. Для повышения эффективности экспрессии 
могут быть включены необязательные cis-регуляторные элементы, такие, как интрон (I), WPRE и сайты связыва-
ния микроРНК (3’-НТО). Кассета фланкирована инвертированными концевыми повторами (ITR)
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Факторы транскрипции позвоночных и их сайты 
связывания довольно консервативны, что показано 
в многочисленных работах [42, 72]. Благодаря такому 
консервативному составу промоторов в доклиниче-
ских исследованиях для демонстрации эффектив-
ности генотерапевтических препаратов можно ис-
пользовать различных модельных животных. Однако 
следует учесть, что активность промотора in vitro 
не всегда будет совпадать с его активностью in vivo 
[80].

Принимая во внимание гетерогенность генети-
ческих мышечных заболеваний, невозможно гово-
рить об одном универсальном промоторе, который 

можно использовать для разработки всех терапев-
тических векторов. Это связано, в первую очередь, 
с особенностями патогенеза, разными функциями 
белков, дефицит или дисфункция которых вызыва-
ют то или иное заболевание (таблица). При разных 
заболеваниях в большей степени поражаются раз-
ные группы мышц и типы мышечных волокон [14]. 
Накопленный опыт создания синтетических мышеч-
ных промоторов дает надежду на то, что исследова-
телям удастся создать идеальные конструкции, что-
бы сымитировать уникальный профиль экспрессии 
мышечно-специфических белков и полностью вос-
становить утраченные функции. 
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