
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2013, том 47, № 3, с. 363–387

363

 ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия – появившееся два десятиле�
тия назад перспективное и быстро развивающее�
ся направление современной медицины. Геноте�
рапия открывает возможность разработки тера�
певтических систем, позволяющих значительно
улучшить состояние или даже полностью изле�
чить больных, помочь которым известные клас�

сические методы в достаточной степени не могут.
В ряде клинических испытаний, проведенных за
последнее десятилетие, были получены первые
доказательства реальной эффективности генной
терапии. Особенно значительными представля�
ются успехи в случае моногенных наследствен�
ных заболеваний. Например, удалось восстано�
вить иммунитет у больных несколькими видами
врожденного иммунодефицита, введя им функ�
циональную копию поврежденного гена [1, 2].
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БРУТЕР и др.

Определенные успехи достигнуты в лечении
больных амаврозом Лебера – слепотой, возника�
ющей вскоре после рождения из�за гибели свето�
чувствительных клеток [3]. Кроме медицинских
перспектив, немаловажен также экономический
аспект генной терапии. Длительность действия
и активация синтетических и регенерационных
возможностей самого организма позволит, как
представляется в настоящее время, значительно
снизить расходы на лекарственные средства и
медицинское обслуживание больных, особенно
старших возрастных групп. 

Основное внимание в представленном обзоре
будет уделено системам, функционирование ко�
торых регулируется на уровне транскрипции тера�
певтических генов. Учитывая множественность
уровней и способов регуляции работы белков,
очевидно, что будут разработаны новые варианты
систем генной терапии, работающие с другими
уровнями регуляции. В настоящее время эти рабо�
ты слишком немногочисленны и представляют
собой скорее наброски будущих терапевтических
стратегий.

Несмотря на то, что генотерапевтические под�
ходы страдают в основном от недостаточной эф�
фективности и/или кратковременности продукции
терапевтических белков, остается мало сомнений в
том, что в ближайшие годы эти проблемы будут
успешно решаться. Исследователи и клиницисты
встретятся тогда лицом к лицу с наиболее принци�
пиальной особенностью генной терапии – пролон�
гированностью действия. Неконтролируемая про�
должительная экспрессия терапевтических генов
при этом может представлять собой значительную
опасность. Например, бесконтрольная продукция
фактора роста сосудистого эндотелия (VEGF), ча�
сто применяемого в экспериментальной генной
терапии сердечно�сосудистых заболеваний, мо�
жет вызывать ряд негативных побочных эффек�
тов, в том числе, повышение проницаемости со�
судов, вплоть до кровотечения, и образование ге�
мангиом [4, 5]. Более того, при постоянной
продукции VEGF не происходит формирования
зрелых, полностью функциональных сосудов [6].

В зависимости от патологии требования к ре�
гуляции работы конструкций могут сильно раз�
личаться. В случае наследственных заболеваний
желательно, чтобы терапевтические конструкции
работали как можно дольше – в идеале, в течение
всей жизни. Регуляция экспрессии при таких си�
туациях теоретически не требуется. Тем не менее,
возможны случаи, когда уровни экспрессии тера�
певтических генов недостаточны или избыточны,
поэтому даже при терапии наследственных забо�
леваний желательно иметь возможность коррек�
тировать уровни экспрессии. В других случаях не�
обходимо, чтобы введенные конструкции работали
ограниченное время – до излечения (например,
при ишемических заболеваниях). Часто, например

при сахарном диабете, нужна быстрая реакция си�
стемы в ответ на изменения физиологического па�
раметра, в данном случае уровня глюкозы в крови.
Наконец, в некоторых ситуациях важно иметь воз�
можность регулировать работу конструкции в ходе
лечения или в связи с отклонением ситуации от
стандартных сценариев.

Регулируемые системы генной терапии можно
разделить на два основных класса. Первый класс
образуют системы, в которых экспрессия тера�
певтического гена индуцируется внешним, вво�
димым в организм индуктором. Во второй класс
входят системы без внешнего индуктора, осно�
ванные на принципе ауторегуляции. В них работа
терапевтического гена определяется, прежде все�
го, физиологическим состоянием регулируемого
процесса. Для больных, очевидно, более удобны
системы второго типа, однако, вопрос сравни�
тельной безопасности двух систем остается весь�
ма непростым. С одной стороны, ауторегулируе�
мые системы обеспечивают более тонкий и во
многих случаях более оперативный контроль ра�
боты. В то же время, при их использовании за�
труднено вмешательство в работу системы и ее
коррекция в тех случаях, когда это становится же�
лательным.

В данном обзоре будут рассмотрены некоторые
наиболее широко применяемые на сегодняшний
день и наиболее близкие к применению в клинике
системы контроля экспрессии – пять систем пер�
вого класса и две – второго, а также системы перво�
го класса, основанные на физических принципах.

Надо отметить, что несмотря на многочислен�
ные работы, выполненные с использованием раз�
личных лабораторных животных, ни одна систе�
ма контроля экспрессии еще не находится на ста�
дии клинических испытаний. Более того, опыты с
использованием приматов, которые могли бы
стать последним шагом на пути к клиническим
испытаниям, до сих пор остаются единичными.
Как правило, в них изучается поведение кон�
струкций, несущих репортерный, а не терапевти�
ческий, ген. Таким образом, несмотря на много�
обещающие результаты, полученные при исполь�
зовании более простых моделей, еще немало
работы необходимо проделать до того, как систе�
мы контроля экспрессии начнут применяться на
практике.

СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ, 
РЕГУЛИРУЕМЫЕ ТЕТРАЦИКЛИНОМ

Принципы работы

В основу данной системы положен транспозон
Tn10 Escherichia coli, обеспечивающий устойчи�
вость к антибиотику тетрациклину и его аналогам.
В состав этого транспозона входят гены, кодирую�
щие белок�репрессор TetR и ассоциированный с
мембраной белок TetA, который и обеспечивает
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устойчивость к тетрациклину. В регуляторных об�
ластях этих генов локализованы операторы tetO.
Связываясь с ними, TetR подавляет транскрипцию
как tetA, так и tetR, регулируя таким образом устой�
чивость к тетрациклину по принципу отрицатель�
ной обратной связи (рис. 1а). При связывании с
тетрациклином сродство TetR к tetO снижается,
что вызывает дерепрессию tetA и самого tetR [7].

Поскольку логика транскрипционного кон�
троля у прокариот и эукариот кардинально разли�
чается, описанную схему невозможно использо�
вать в клетках эукариот. Изменив направление
регуляции транспозона Tn10 на противополож�
ное, в 1992 году создали первую систему тетра�
циклин�зависимой экспрессии генов в клетках
эукариот [8]. В основу системы был положен ва�
риант репрессора TetR, слитого с активационным
доменом белка 16 вируса простого герпеса. Такой
репрессор фактически действует как контролиру�
емый тетрациклином трансактиватор (tTA). В от�
сутствие тетрациклина он способен активировать
транскрипцию генов, находящихся под контро�
лем базального промотора (предранний цитоме�
галовирусный промотор (CMV) и др.), соединен�
ного с мультимерами (от 1 до 7) tetO. Простейшая
тетрациклин�зависимая система регуляции экс�
прессии состоит при этом из двух транскрипци�
онных единиц, одна из которых содержит ген
трансактиватора под контролем конститутивно
активного промотора, в то время как в состав вто�
рой входит регулируемый ген, контролируемый
чувствительным к тетрациклину промотором
(рис. 1б). Созданная система оказалась способ�
ной к плавной регуляции уровня экспрессии
трансгена в зависимости от концентрации тетра�
циклина [8]. Эта система получила название Tet�
Off, поскольку в присутствии тетрациклина уро�
вень экспрессии падает; очевидно, она оптималь�
на в ситуациях, когда требуется длительная
экспрессия трансгена, а тетрациклин применяет�
ся кратковременно. Длительное применение тет�
рациклина, очевидно, мало приемлемо, хотя бы
потому, что тетрациклин имеет тенденцию накап�
ливаться в костях, а его полное выведение из ор�
ганизма и, соответственно, “включение” регули�
руемого гена требуют длительного промежутка
времени. 

Впоследствии за счет введения четырех мута�
ций в ген, кодирующий репрессор TetR, была раз�
работана система TetOn. Мутантный белок, в
противоположность TetR, связывается с реаги�
рующим на тетрациклин промотором только в
присутствии тетрациклина. В слитом с VP16 ва�
рианте, названном rtTA, такой регулятор акти�
вирует транскрипцию под действием тетрацик�
лина (рис. 1в) [9]. Недостатки первых вариантов
трансактиватора rtTA – прежде всего низкая сте�
пень индукции и высокий базальный уровень
экспрессии трансгена, были устранены введени�
ем дополнительных мутаций в TetR [10].

Поскольку оба трансактиватора представляют
собой искусственные белки, новые для организ�
ма, при использовании in vivo они вызывают им�
мунный ответ. В целях снижения остроты пробле�
мы фрагмент VP16 уменьшили до 12 аминокислот�
ных остатков, что позволило снизить иммунную
реакцию и избежать нежелательного взаимодей�
ствия трансактиватора с регуляторными белками
хозяйского организма, хотя и не без падения актив�
ности [11]. Другой способ снизить иммунный ответ
состоит в замене вирусного белка VP16 на клеточ�
ный полипептид. Одним из подходящих вариан�
тов оказался домен KRAB, входящий в состав
примерно трети белков с мотивом цинковых
пальцев [12]. В отличие от VP16 домены KRAB не
активируют, а подавляют транскрипцию [13]. В
результате слияния TetR и домена KRAB получи�
ли трансингибитор tTS. В отсутствие тетрацикли�
на tTS связывается с промотором, содержащим
сайты связывания TetR, и подавляет транскрипцию
гена, регулируемого этим промотором (рис. 1г).
Данная система относится к классу TetOn [14]. Сле�
дует упомянуть, впрочем, что меры, направленные
на снижение иммунного ответа против активаци�
онного домена, вряд ли способны решить пробле�
му возникновения иммунного ответа против са�
мого бактериального репрессора.

Одну из серьезных проблем регулируемых тран�
скрипционных систем, в том числе и тетрацикли�
новой, представляет недостаточно низкий базаль�
ный уровень экспрессии регулируемого гена. Ре�
шить эту проблему попытались, объединив
трансактиватор rtTA и трансингибитор tTS(KRAB)
в одной экспрессионной кассете и разделив их сай�
том IRES (internal ribosome entry site – внутренний
участок посадки рибосомы) (рис. 1д) [15]. В такой
системе значительно снижен уровень экспрессии
трансгена в отсутствие активации, а уровень экс�
прессии при активации почти так же высок, как и
в предшествующих системах [16]. Предложен и
другой способ снижения базального уровня экс�
прессии регулируемого гена, а также иммунного
ответа на трансактиватор [17], в котором исполь�
зовали систему с положительной обратной свя�
зью, поместив под контроль промотора, индуци�
руемого тетрациклином, не только регулируемый
ген, но и сам трансактиватор (рис. 1е). При ис�
пользовании такой системы в отсутствие тетра�
циклина в клетке резко уменьшается концентра�
ция трансактиватора, приводя к дополнительному
снижению уровня транскрипции регулируемого
гена. Предложенные системы, однако, не решают
проблемы высокого базального уровня работы ре�
гулируемого промотора, вызванного расположени�
ем активных промоторов вблизи места интеграции
терапевтической конструкции.
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Рис. 1. Системы экспрессии, регулируемые тетрациклином. а – Бактериальный транспозон Tn10. Поступивший в клетку
доксициклин (D) связывается с Tet�репрессором, вследствие чего репрессор теряет способность взаимодействовать с
ДНК. Происходит активация гена, ответственного за устойчивость к доксициклину. б – Система TetOff контроля экс�
прессии у эукариот. В качестве фактора транскрипции используется химерный белок, состоящий из Tet�репрессора
транспозона Tn10 и вирусного активатора транскрипции VP16. В присутствии доксициклина Tet�репрессор связывается
с соответствующим фрагментом ДНК, а VP16 инициирует транскрипцию. При поступлении доксициклина в клетку Tet�
репрессор теряет способность связываться с ДНК, и транскрипция не инициируется. в – Система TetOn. Получена му�
тированием трансактиватора, при этом принцип действия изменен на противоположный. г – Система Tet�KRAB. Полу�
чена заменой вирусного активатора транскрипции на эукариотический домен KRAB, репрессирующий транскрипцию;
при отсутствии в клетке доксициклина трансингибитор Tet�KRAB связывается с ДНК, и транскрипция прекращается.
д – Система TetOn + KRAB. Создана для снижения уровня экспрессии в “выключенном” состоянии, сочетает в себе хи�
мерный трансингибитор Tet + KRAB и химерный трансактиватор системы TetOn. е – Система с петлей положительной
обратной связи. Создана для снижения уровня экспрессии в “выключенном” состоянии и риска иммунного ответа, что
достигается индуцируемой в присутствии доксициклина экспрессией самого трансактиватора.
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Рис. 1. Окончание.

Эксперименты in vivo. 
Применение в фундаментальных исследованиях

Впервые трансгенных мышей с тетрацикли�
новым (TetOff) контролем экспрессии трансгена
получили в 1994 году, при этом в качестве репор�

терных генов использовали гены люциферазы и
β�галактозидазы. Различия в уровнях экспрес�
сии трансгена в отсутствие тетрациклина и в его
присутствии достигали в некоторых случаях не�
скольких тысяч раз [18]. Эффективность тетра�
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циклин�зависимой системы экспрессии для по�
лучения новых экспериментальных данных впер�
вые показали в 1996 году Мэйфорд (Mayford) и
соавт. [19]. Они использовали трансгенных мышей,
у которых конститутивно активная мутантная фор�
ма кальций/кальмодулин�зависимой протеинки�
назы II (CaMKII) контролировалась специфичным
для переднего мозга промотором с целью про�
странственного ограничения экспрессии и TetOff�
системой для временного ограничения экспрес�
сии. Оказалось, что наблюдаемые дефекты памяти
обусловлены не нарушениями в развитии, а имен�
но присутствием в клетках мозга мутантной формы
CamKII: нарушения памяти появлялись каждый
раз при “включении” экспрессии и исчезали при
“выключении”. Сходным образом тетрациклин�
зависимые системы использовали, например, для
выяснения механизмов прионных заболеваний
[20] и болезни Гентингтона [21]. 

Применение в генной терапии

На сегодняшний день опубликован целый ряд
работ [6, 22–41], в которых изучается возмож�
ность применения тетрациклин�зависимых си�
стем в генной терапии. Большинство из них вы�
полнено на мышиных или крысиных моделях, хо�
тя в некоторых случаях уже удалось перейти к
исследованиям на приматах. До сих пор, однако,
ни одна методика не получила разрешения на
проведение клинических испытаний. 

Фундаментальные аспекты применения геноте7
рапевтических Tet7регулируемых систем. В одной
из работ [22] мышам внутримышечно вводили
аденоассоциированные вирусы, несущие репор�
терный ген эритропоэтина под контролем системы
TetOn. При этом у мышей, в течение 1 нед получав�
ших питьевую воду с доксициклином, уровень
эритропоэтина в сыворотке крови увеличивался в
10 раз и возвращался к базальному через 2 нед после
окончания приема доксициклина [22]. В другой ра�
боте [23] мышам внутримышечно вводили первич�
ные миогенные клетки, зараженные ретровиру�
сом, несущим ген эритропоэтина под контролем
тетрациклин�зависимой системы. В такой си�
стеме синтез эритропоэтина удавалось “вклю�
чать” и “выключать” с помощью доксициклина
на протяжении 5 мес [23]. Результаты, получен�
ные с использованием системы TetOn и аденоас�
социированных вирусов, в опытах на обезьянах
оказались гораздо менее радужными, поскольку
регуляция синтеза эритропоэтина наблюдалась в
течение не более двух–пяти циклов введения
доксициклина. Непродолжительность регуля�
ции была связана с возникновением клеточного
и гуморального иммунных ответов на трансакти�
ватор rtTA и элиминацией клеток, синтезирую�
щих rtTA [24, 25]. Примечательно, что введение
подобных же вирусов под сетчатку глаза не при�
вело к развитию у обезьян иммунного ответа и

выработке антител к rtTA, что, очевидно, обу�
словлено иммунопривилегированным статусом
глаза. В такой системе даже спустя 5 лет после
введения rtTA сохранялась эффективная регуля�
ция экспрессии под действием доксициклина
[26]. В случае генной терапии других органов пона�
добятся менее иммуногенные конструкции, уже
разработанные, но еще не прошедшие более ран�
них стадий исследования, например, конструкции,
содержащие KRAB, вместо вирусного VP16, или
конструкции, в которых синтез трансактиватора
контролируется тетрациклином [14–16].

Генная терапия аутоиммунных заболеваний. Про�
тивовоспалительный цитокин интерлейкин�10
(IL�10), как показано на экспериментальных моде�
лях, эффективен при генной терапии воспалитель�
ных процессов, однако его постоянная продукция
может вызывать побочные эффекты. TetOn�систе�
му использовали для регуляции синтеза IL�10 при
проведении генной терапии ревматоидного артри�
та, вызванного иммунизацией мышей коллагеном.
Показано, что при внутримышечной доставке
векторов на основе аденоассоциированных виру�
сов, несущих терапевтический ген, вероятность
развития артрита снижалась. В эксперименталь�
ной группе заболевание развилось у 30% живот�
ных против 89% –в контрольной. Тем не менее, в
отсутствие доксициклина базальный уровень
транскрипции терапевтического гена оставался
слишком высоким [27]. Переход на комбиниро�
ванную систему (rtTA + tTS) с использованием
плазмидных векторов позволил значительно сни�
зить фоновый синтез IL�10, при этом регуляция
продукции IL�10 наблюдалась в течение 3 мес по�
сле введения конструкций. Отмечено также зна�
чительное улучшение состояния мышей с инду�
цированным артритом [28].

Систему TetOn, регулирующую продукцию
IL�10, применяли при экспериментальном ауто�
иммунном увеите у крыс. После введения S�ан�
тигена крупного рогатого скота у крыс из кон�
трольной группы развивались тяжелые формы
увеита с практически полной потерей фоторе�
цепторов, в то время как у крыс, которым вводи�
ли терапевтические конструкции, после индук�
ции доксициклином развивались более легкие
формы заболевания [29]. Описано успешное при�
менение системы TetOn и гена IL(10 в качестве
терапевтического при генной терапии аутоим�
мунного дакриоаденита у кроликов [30].

Генная терапия заболеваний центральной нерв7
ной системы. Гены нейротрофических факторов
часто выбирают в качестве терапевтических при
разработке методов генной терапии нейродегене�
ративных заболеваний, включая болезни Альц�
геймера, Паркинсона и Гентингтона. В мышиной
модели болезни Альцгеймера использовали систе�
му TetOff и ген NGF, кодирующий фактор роста
нервов, в качестве терапевтического. Конструк�
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цию, несущую ген NGF, доставляли при помощи
ретровирусных векторов в фибробласты, которые
затем имплантировали животным; в других опы�
тах конструкцию доставляли непосредственно
лентивирусами. Показано, что такая система
обеспечивает регулируемую экспрессию на про�
тяжении как минимум 3 мес. Анализ выживания
холинергических нейронов показал положитель�
ный эффект такой терапии [31].

Продукция глиального нейротрофического
фактора (GDNF) в головном мозге приводит к
ослаблению симптомов болезни Паркинсона у
крыс, однако сопровождается нежелательными по�
бочными эффектами, например, снижением син�
теза тирозингидроксилазы. Для регуляции продук�
ции GDNF использовали систему TetOn, доставля�
емую в головной мозг при помощи лентивирусных
векторов. Базальный уровень синтеза GDNF и
степень индукции доксициклином зависели от
вводимой дозы вирусов, при этом через 2 нед по�
сле прекращения приема доксициклина продук�
ция GDNF прекращалась, а исходный уровень
синтеза тирозингидроксилазы восстанавливался
через 2–8 нед [32]. Базальный уровень GDNF
снизили, использовав описанную выше систему с
положительной обратной связью, в результате че�
го удалось в 12 раз повысить индукцию экспрес�
сии гена GDNF [33].

Регулируемую продукцию нейротрофических
факторов использовали также в терапии механи�
ческих повреждений нервной системы. Так, для
регенерации аксонов после механического по�
вреждения спинного мозга крысам имплантиро�
вали первичные фибробласты, в которые с помо�
щью ретровирусной трансдукции вводили ген
нейротрофического фактора головного мозга
(BDNF) под контролем системы TetOn [34].

Генная терапия сердечно7сосудистых заболева7
ний. В генной терапии сердечно�сосудистых забо�
леваний, проводимой на животных, часто ис�
пользуют ангиогенные факторы: VEGF, основной
фактор роста фибробластов (bFGF) и др. Резуль�
таты этих экспериментов были обнадеживающи�
ми, однако продолжительная продукция факто�
ров роста вызывала ряд нежелательных побочных
эффектов. Так, например, VEGF повышает про�
ницаемость стенок сосудов, может вызывать кро�
вотечение [4], и даже приводит к образованию ге�
мангиом [5]. Вектор на основе аденоассоциирован�
ных вирусов, несущий ген VEGF под контролем
системы TetOn, использовали для оптимизации вы�
званного VEGF неоангиогенеза у мышей [6]. Пока�
зано, что для формирования функциональных со�
судов оптимальна продукция VEGF на протяжении
30 дней. При менее продолжительной (15 дней)
продукции новообразовавшиеся сосуды деградиро�
вали, при длительной – были дефектными. В случае
индуцированной ишемии конечности продукция
VEGF приводила к более быстрому восстановле�
нию ее функции, а гистологический анализ выявил

гораздо более обширные области некроза у мышей,
не получавших доксициклина.

Аденоассоциированными вирусами, экспрес�
сирующими ген bFGF под контролем системы
TetOff, заражали мезенхимные стволовые клетки
[35]. Модифицированные клетки трансплантиро�
вали животным с повреждениями костей черепа.
В группе животных, не получавших доксицик�
лин, ангиогенез и формирование костей были бо�
лее выражены [35].

Генная терапия онкологических заболеваний. В
генной терапии онкологических заболеваний ча�
ще всего используются гены, кодирующие цито�
токсичные белки, или гены, экспрессия которых
делает клетки чувствительными к нужному ле�
карственному средству. В таких случаях особенно
важно иметь возможность прекратить экспрессию
терапевтических генов, например, после выздо�
ровления. Одна из перспективных стратегий ген�
ной терапии онкологических заболеваний – экс�
прессия в опухолевых клетках гена тимидинкина�
зы вируса простого герпеса человека (HSV�1�TK) в
сочетании с введением в организм ганцикловира.
Тимидинкиназа катализирует превращение без�
опасного ганцикловира в продукт, токсичный для
клеток. В некоторых случаях вместе с геном тими�
динкиназы используют и другие терапевтические
гены, например, ген лиганда FMS�подобной ти�
розинкиназы 3 (Flt3L). Этот белок способен
привлекать к месту своей продукции дендрит�
ные клетки, которые фагоцитируют остатки опу�
холевых клеток, усиливая иммунный ответ к
ним. Хорошие результаты получены с помощью
этого подхода в случае генотерапии глиобласто�
мы у крыс [36]. Систему на основе аденоассоци�
ированных векторов HSV�1�TK/Flt3L использо�
вали в генной терапии глиомы у собак. Примене�
ние системы TetOn позволило добиться высокого
уровня экспрессии трансгенов и отсутствия побоч�
ных эффектов in vivo [37]. Еще один пример приме�
нения TetOn вместе с HSV�1�TK – генная терапия
рака молочной железы в мышиной модели [38, 39].

Другая стратегия связана со специфической
продукцией в опухолевых клетках цитотоксиче�
ских белков. С этой целью использовали проапо�
птотический ген BAX [40]. Высокий уровень селек�
тивности и регулируемости работы терапевтиче�
ского гена обеспечивала система TetOff, в которой
опухолевую специфичность продукции трансакти�
ватора tTA обеспечивал промотор гена теломераз�
ной обратной транскриптазы, активный во многих
типах раковых клеток. Показана эффективность
этой системы in vivo, отсутствие экспрессии регу�
лируемого гена в нормальных клетках и возмож�
ность его регуляции доксициклином в опухоле�
вых клетках [40].

Еще одна стратегия генной терапии онкологи�
ческих заболеваний заключается в активации им�
мунного ответа на клетки опухоли. В опытах на
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мышах изучали влияние системы TetOn, несущей
ген IL(12, на метастазирование опухоли прямой
кишки в печень [41]. В этой системе доксицик�
лин индуцировал экспрессию не только IL(12,
но и rtTA, что приводило к дозозависимому росту
уровня IL�12. Такая конструкция обеспечивала
значительное снижение уровня метастазирова�
ния, а также активацию Т�клеток памяти.

СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ, 
РЕГУЛИРУЕМЫЕ РАПАМИЦИНОМ 

И ЕГО ПРОИЗВОДНЫМИ

Принцип работы и устройство

В основе этой системы лежит известная спо�
собность рапамицина, природного антибиотика
из класса макролидов, связываться с клеточным
белком FKBP12 и стимулировать взаимодействие
последнего с белком FRAP, иначе называемым
mTOR (mammalian target of rapamycin) – протеин�
киназой, участвующей в регуляции целого ряда
клеточных процессов. Рапамицин выступает как
димеризатор FKBP12 и FRAP (рис. 2а). Первые
регуляторные системы, разработанные на этой
основе, состояли из ДНК�связывающего и акти�
вационного компонентов, способных к димери�
зации под действием рапамицина. В ДНК�связы�
вающем компоненте три тандемных повтора
FKBP12 были слиты с составным ДНК�связыва�
ющим доменом ZFHD1, который содержит фраг�
мент фактора транскрипции Zif268, соединенный
с гомеодоменом фактора Oct�1, и обладает новой
ДНК�связывающей специфичностью [42]. Акти�
вационным компонентом служил названный
FRB (FKBP�rapamycin binding, FKBP�рапами�
цин�связывающий) домен FRAP/mTOR (89 ами�
нокислотных остатков), слитый с C�концевым ак�
тивационным доменом фактора NF�κB. Цис�регу�
ляторный элемент включал в себя минимальный
СМV�промотор, функцию энхансера при этом вы�
полняли 12 тандемных повторов сайта связывания
домена ZFHD1 (рис. 2б, в). Обнадеживающие ре�
зультаты получены при тестировании этой систе�
мы in vitro и in vivo: уровень экспрессии репортер�
ного гена в отсутствие рапамицина был крайне
низким, уровень индукции после введения рапа�
мицина достигал четырех порядков. Линейный
дозозависимый эффект наблюдали в определен�
ном диапазоне концентраций рапамицина [43].

Таким образом, рапамициновая система кон�
троля экспрессии оказалась вполне эффектив�
ной, однако не без существенных недостатков.
Белок FRAP/mTOR выполняет в клетке ряд фун�
даментальных функций, регулируя, прежде всего,
клеточный цикл и пролиферацию, его ингибиро�
вание может приводить к нежелательным побоч�
ным эффектам. Так, например, широко известно,
что рапамицин (также называемый сиролимусом)
обладает иммуносупрессорным эффектом – он ча�

сто используется для предотвращения отторжения
органов и тканей после трансплантации. Предот�
вратить взаимодействие системы индукции с им�
мунной системой удалось путем химической моди�
фикации рапамицина и подбора варианта FRAP
таким образом, чтобы комплекс FKBP/лиганд свя�
зывался только с этим мутантным FRAP, но не с
белком дикого типа.

Существенно улучшить систему регуляции тран�
скрипции помогло использование химической ди�
меризации [44, 45]. Получена мутантная (F36V)
форма FKBP12, обладающая высоким сродством
к модифицированным вариантам такролимуса
(FK506), природного FKBP12�связывающего ли�
ганда. Создана также серия димерных модифициро�
ванных лигандов, обладаюших высоким и средним
сродством к мутантному FKBP12, и низким – к при�
родному белку, что позволило использовать мульти�
мерный мутантный FKBP12 в качестве димеризаци�
онного домена как в ДНК�связывающем, так и в ак�
тивационном компоненте. Интересно, что наиболее
эффективная регуляция транскрипции в такой си�
стеме достигается с использованием лигандов, обла�
дающих невысоким сродством, в то время как лиган�
ды с высоким сродством неэффективны [44, 45].

Эксперименты in vivo. 
Применение в генной терапии

Исследования на приматах с использованием ре7
портерных генов. В различных тканях приматов
изучали экспрессию гена эритропоэтина, выпол�
нявшего функцию репортерного, под контролем
рапамициновой системы. Макакам�резус ввели
вспомогательные аденоассоциированные виру�
сы, экспрессирующие регуляторные компонен�
ты системы, и вирусы, несущие регулируемый
ген эритропоэтина, в соотношении 1 : 10. Значи�
тельное увеличение уровня эритропоэтина и рост
гематокрита отмечали лишь в ходе двух первых ра�
ундов индукции рапамицином, что, скорее всего,
определялось постепенным падением уровня регу�
ляторных компонентов системы ниже порогового
[46]. В 2004 году та же группа авторов сообщила о
продолжительной (до 6 лет) регулируемой экспрес�
сии введенного внутримышечно макакам�резус ге�
на эритропоэтина под контролем рапамициновой
системы [47]. Успех этой работы предположительно
определялся повышенным уровнем экспрессии ре�
гуляторных компонентов системы оптимизирован�
ными векторами второго поколения. Использова�
ние нового синтетического аналога рапамицина,
AP2259, который обладал сходной с рапамицином
способностью активировать транскрипцию гена
эритропоэтина, имея при этом в 100 раз более низ�
кую иммуносупрессорную активность, позволило
еженедельно вводить индуктор, что привело к ста�
билизации уровня эритропоэтина в крови [47].

Рапамициновую систему контроля экспрессии
применили в генной терапии заболеваний сетчат�
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ки. Вирусные частицы вводили макакам�резус
локально. После введения рапамицина высокая
дозозависимая индукция синтеза эритропоэтина в
сетчатке наблюдалась даже через 100 дней. Кроме
того, в отсутствие рапамицина уровень эритропоэ�
тина оказался пренебрежимо низким. При этом

уровень эритропоэтина в сыворотке крови изме�
нялся минимально, а гематокрит не изменялся во�
все, что указывает на относительную безопасность
такой системы [48].

Генная терапия онкологических заболеваний. Од�
на из стратегий генной терапии опухолей, состоя�
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Рис. 2. Системы экспрессии, регулируемые рапамицином (R). Добавление рапамицина индуцирует димеризацию как
естественных FKBP и FRAP (а), так и генноинженерных FKBP + ZFHD1 и FRAP + p65 (б). в – Схема генетической
конструкции для рапамицинового контроля экспрессии трансгена. Конструкция состоит из двух экспрессионных
кассет. Одна из них содержит под контролем конститутивного промотора гены, кодирующие химерные белки, диме�
ризация которых приводит к запуску транскрипции во второй экспрессионной кассете, содержащей в промоторной
области сайт связывания ZFHD1 и трансген.
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щая в использовании онколитических вирусов, се�
лективно поражающих раковые клетки, была реа�
лизована с помощью рапамициновой системы
контроля экспрессии на основе бинарной аденови�
русной системы, в которой вспомогательный век�
тор содержал регуляторные компоненты, а основ�
ной – ген белка E1, необходимого для репликации
вируса. Эффективное функционирование такой
системы показано как в опытах на опухолевых клет�
ках нескольких типов (HT1080, Mel17), так и в опы�
тах in vivo с подкожным введением клеток НТ1080
мышам с иммунодефицитом. Максимальное коли�
чество аденовирусной ДНК выявлено в опухолях, в
которые аденовирусную систему вводили вместе с
аналогом рапамицина (АР21967). В этом случае ко�
личество аденовирусной ДНК было в 6 раз больше,
чем при применении только аденовируса [49]. 

Использование рапамициновой системы в те�
рапии опухолей особенно перспективно с учетом
того, что рапамицин обладает ингибирующим
действием на рост многих опухолей [50]. Вспомо�
гательный вектор бинарной аденовирусной си�
стемы кодировал одновременно ДНК�связываю�
щий и активирующий домены, при этом вектор с
двумя противоположно направленными тран�
скрипционными единицами обеспечивал значи�
тельно более высокий уровень регулируемой экс�
прессии, чем вектор, содержащий IRES�элемент
вируса энцефаломиокардита. В качестве терапев�
тических генов использовали гены ингибиторов
ангиогенеза – ангиостатина и растворимого ре�
цептора sVEGFR1/R2. Последний белок, как от�
мечали и ранее [51, 52], обладал более выраженны�
ми антиангиогенными свойствами. На мышиной
модели глиобластомы 4C8, имплантированной под
кожу, показано, что и сам рапамицин существенно
замедлял рост опухоли. Введение вместе с рапами�
цином бинарной системы, экспрессирующей
sVEGFR1/R2, значительно усиливало противоопу�
холевый эффект. Сходные результаты получены в
опытах с клетками глиобластомы U�251 человека,
трансплантированными под кожу мышам с имму�
нодефицитом NCR�Nu, хотя эффект самого рапа�
мицина на рост опухоли был менее выражен [52].

Генная терапия заболеваний центральной нервной
системы. На модели болезни Паркинсона у обезьян
показано, что использование конститутивной экс�
прессии гена декарбоксилазы ароматических

L�аминокислот (AADC) в полосатом теле головного
мозга в комбинации с приемом дигидроксифенил�
аланина (ДОФА) позволяет существенно снизить
дозы ДОФА, необходимые для достижения терапев�
тического эффекта [53]. Аналогичную схему тера�
пии применяли на крысах, но в этом случае исполь�
зовали регулируемую рапамицином экспрессию
AADC. Вспомогательные аденовирусы, продуциру�
ющие регуляторные факторы, и терапевтические
вирусы, регулируемые индуцибельным промото�
ром, вводили в головной мозг крыс, у которых дофа�
минергические нейроны были повреждены 6�гид�
роксидофамином. Через 3 нед после трехкратного
введения рапамицина при помощи поведенческих
тестов оценивали реакцию организма на ДОФА.
Оказалось, что у крыс, которым вводили и терапев�
тические векторы, и рапамицин, нормализация по�
ведения обеспечивалась применением ДОФА в низ�
ких (нетерапевтических) дозах [54].

СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ, 
РЕГУЛИРУЕМЫЕ ЯДЕРНЫМИ 

ГОРМОНАМИ

Принцип работы и устройство

Стероидные гормоны и их рецепторы играют
важную роль в регуляции транскрипции генов
млекопитающих, и располагаются они, как пра�
вило, в цитоплазме или на цитоплазматической
мембране. Рецепторы стероидных гормонов со�
держат ДНК�связывающий домен и обладают ак�
тивностью факторов транскрипции, однако в от�
сутствие гормона они находятся в цитоплазме,
поскольку образуют комплекс с белком теплового
шока, который и удерживает рецептор в цито�
плазме. Стероидные гормоны способны прони�
кать через клеточную мембрану в цитоплазму
клетки, где связываются с рецептором и высво�
бождают его из комплекса с белком теплового
шока, что приводит к перемещению рецептора в
ядро. Участок ДНК, узнаваемый рецептором, на�
ходится в регуляторных областях генов, регулиру�
емых гормоном, поэтому называется реагирую�
щим на гормон элементом (hormone�responsive el�
ement, HRE) (рис. 3а) [55]. Стероидные гормоны
и их рецепторы представляют интерес для регуля�
ции экспрессии генов, особенно терапевтических,
т.е. вводимых в организм при генной терапии. До�

Рис. 3. Системы экспрессии, регулируемые ядерными гормонами (Н). а – Схема проведения сигнала в клетке ядерны�
ми гормонами. Попадая в клетку, гормон связывается с находящимся в цитоплазме рецептором. Это приводит к отде�
лению от рецептора удерживающих его в цитоплазме белков теплового шока, после чего рецептор направляется в яд�
ро, где, связавшись со специфичным участком ДНК, инициирует транскрипцию. б – Базовая система контроля экс�
прессии, основанная на прогестероне. Одна экспрессионная кассета содержит ген рецептора прогестерона (prR) под
контролем конститутивного промотора. Другая кассета несет трансген под контролем реагирующего на гормон про�
мотора. в – Система контроля, основанная на мифепристоне (М). Прогестерон утратил способность связываться с му�
тированными рецепторами, а нужные для индукции дозы мифепристона достаточно малы и не влияют значительно
на процессы, происходящие в организме. mprR – ген рецептора мифепристона. г – Встраивание в систему элементов
системы транскрипции GAL4/UAS дрожжей и вирусного активатора транскрипции VP16 позволяет дополнительно
снизить дозу индуктора, необходимую для экспрессии трансгена. GAL4bs – сайт связывания GAL4; mprRlbd – ли�
ганд�связывающий домен рецептора мифепристона.
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полнительную привлекательность придает им спо�
собность проникать сквозь гематоэнцефалический
барьер. В состав бинарной системы регуляции с по�
мощью гормонов входит вспомогательный компо�
нент, экспрессирующий ген рецептора, и терапев�
тический компонент, содержащий трансген под
контролем HRE (рис. 3б). Подобная система регу�
ляции не содержит чужеродных белков, поэтому
она не вызывает иммунной реакции, что делает ее
особенно привлекательной в тех случаях, когда
требуется длительная экспрессия. У этой системы
в ее изначальном виде есть, однако, два суще�
ственных недостатка. Во�первых, введение стеро�
идных гормонов с целью регуляции трансгена
влияет на экспрессию не только самого трансге�
на, но и мишеней данного гормона в организме.
Во�вторых, естественные колебания в содержа�
нии соответствующего гормона будут приводить
к незапланированным изменениям уровня экс�
прессии трансгена [56].

В течение последних двух десятилетий предло�
жено несколько стратегий, позволяющих преодо�
леть эти сложности. Установлено [57], что рецеп�
тор прогестерона с делецией С�концевого домена
перестает связывать прогестерон, но приобретает
способность быть активированным мифепристо�
ном – синтетическим аналогом и антагонистом
прогестерона (он же RU486). Несколько точеч�
ных мутаций в рецепторе эстрогенов мышей при�
водят к тому, что рецептор не может связывать
эстроген, но может связывать антиэстроген (4�
OH�тамоксифен) и запускать тот же сигнальный
каскад (рис. 3в) [58]. В такой системе исключено
влияние эндогенных гормонов на экспрессию ре�
гулируемого трансгена, однако остается проблема
воздействия 4�OH�тамоксифена как антагониста
прогестерона на физиологические процессы в ор�
ганизме. Частично эту проблему удалось решить,
существенно снизив дозу, необходимую для индук�
ции экспрессии, с помощью химерного трансакти�
ватора, состоящего из лиганд�связывающего доме�
на рецептора прогестерона, ДНК�связывающего
домена GAL4 и вирусного активатора транскрип�
ции VP16. При этом элемент HRE в регуляторной
области трансгена заменяли на последователь�
ность, связывающую GAL4 (рис. 3г) [59]. Вероятно,
впрочем, что данная система, включающая дрож�
жевой (GAL4) и вирусный (VP16) белки, способна
вызывать иммунный ответ в организме.

Другая стратегия, позволяющая избежать вза�
имного влияния процессов, происходящих в ор�
ганизме, и системы регуляции экспрессии транс�
гена, заключается в использовании пар лиганд�
рецептор, принадлежащих другим видам. Так, на�
пример, у Drosophila melanogaster метаморфозом
управляет гормон экдизон. Этот гормон связыва�
ется со своим рецептором (EcR), который, фор�
мируя гетеродимер с USP (ultraspiracle protein),
инициирует транскрипцию генов, содержащих
определенную регуляторную последователь�

ность. Помимо экдизона с его рецептором могут
связываться стероиды растительного происхож�
дения – муристерон А и понастерон А, а также
некоторые нестероидные лиганды [60]. Таким об�
разом, регуляторный компонент бинарной систе�
мы регуляции должен включать экспрессионные
единицы EcR и USP, а регулируемый компонент –
сайт связывания EcR в регуляторной области
трансгена. В первоначальном виде такая система
обеспечивала лишь трехкратную индукцию регу�
лируемого гена [61]. Более чем двухсоткратную сте�
пень индукции удалось получить, заменив N�кон�
цевой участок EcR активационным доменом VP16,
а USP – его гомологом у млекопитающих – рети�
ноидным рецептором Х (RXR). Модифицирован�
ный рецептор имел также измененный сайт узнава�
ния [62]. Сходную степень индукции обеспечивала
альтернативная система, в которой трансактиватор
VP16 был слит с RXR, а EcR – с GAL4, при этом в
регуляторную область экспрессируемого гена был
встроен пентамер сайта связывания GAL4 [63].

Недавно была разработана, по�видимому, еще
более безопасная система контроля экспрессии.
В качестве лиганд�связывающего домена в этой
системе используется бензоатный X�рецептор β
лягушки Xenopus laevis, а ДНК�связывающий до�
мен состоит из нескольких цинковых пальцев, спе�
цифически узнающих определенные триплеты
нуклеотидов. Лиганды этого рецептора – этил�4�
гидроксибензоат и пропил�4�гидроксибензоат –
уже многие годы используются в качестве консер�
вантов, их безопасность и отсутствие побочных эф�
фектов можно считать доказанными [64]. Следует,
однако, подчеркнуть, что повышенная безопас�
ность систем с использованием рецепторов дрозо�
филы и лягушки имеет обратную сторону, посколь�
ку, вероятно, будет сопровождаться иммунным
ответом организма против чужеродных белков.

Эксперименты in vivo. 
Применение в генной терапии

Генная терапия онкологических заболеваний. Ре�
гуляцию стероидными гормонами использовали
для создания онколитического вируса, который
реплицируется в присутствии тамоксифена. С
этой целью использовали мутантный вариант гор�
мон�связывающего домена [58] и тамоксифен для
индукции. Реагирующие на эстроген элементы по�
мещали в регуляторную область вирусного белка
E1A, участвующего в репликации вируса. Проти�
воопухолевую эффективность онколитических
вирусов изучали на модели клеток H441, ксено�
трансплантированных мышам с иммунодефици�
том. Клетки предварительно заражали тестируе�
мыми конструкциями, а введение тамоксифена
приводило к 30�кратной индукции репликации
вирусов и значительному замедлению роста опу�
холи in vivo [65].



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 3  2013

РЕГУЛИРУЕМЫЕ СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ ДЛЯ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ 375

СИСТЕМЫ АУТОРЕГУЛЯЦИИ

Системы, регулируемые уровнем кислорода

Принцип работы и устройство. Известно, что
при некоторых патологиях в отдельных клетках,
тканях или во всем организме снижается содер�
жание кислорода, т.е. развивается гипоксия. Так,
например, при сердечно�сосудистых заболевани�
ях недостаточное поступление кислорода может
не только нарушать функции тканей, но даже
приводить к их необратимым повреждениям. В
опухолях из�за их быстрого роста, не сопровожда�
ющегося адекватным образованием сосудов, так�
же зачастую развивается гипоксия [66, 67]. Жи�
вотные, особенно позвоночные, в ходе эволюции
выработали клеточные, тканевые и организмен�
ные адаптивные реакции на гипоксический
стресс [68, 69]. К настоящему времени молеку�
лярные механизмы этих реакций и генные ансам�
бли, участвующие в них, в значительной мере
изучены. В промоторных областях генов, индуци�
руемых при гипоксии, находятся так называемые
HRE�мотивы (hypoxia response elements, не путать
с описанными выше hormone�responsive elements,
которые также обозначают как HRE), содержа�
щие сайты (A/G)CGTG, узнаваемые фактором
транскрипции HIF�1 [70, 71] (hypoxia inducible
factor 1), гетеродимерным белком, состоящим из
субъединиц HIF�1α и HIF�1β (ARNT). Ответ на
гипоксию обеспечивается субъединицей HIF�1α,
весьма нестабильной при нормальном уровне
кислорода (период полужизни около 10 мин) [72].
На C�концевом участке HIF�1α расположен до�
мен ODD (домен, вызывающий деградацию в
присутствии кислорода), с которым связывается
убиквитин�лигаза VHL (von Hippel�Lindau), спо�
собствующая протеасомной деградации HIF�1α
путем убиквитинирования [73]. Взаимодействие
ODD и VHL обеспечивается гидроксилировани�
ем двух остатков пролина в составе ODD, которое
катализируется пролилгидроксилазами, использу�
ющими в качестве субстрата молекулярный кисло�
род [74, 75]. При недостатке кислорода замедление
гидроксилирования остатков пролина снижает
взаимодействие с VHL и, соответственно, деграда�
цию HIF�1α. В результате стабилизации HIF�1α
концентрация активного HIF�1 повышается, ин�
дуцируя транскрипцию генов�мишеней (рис. 4).

Описанный сигнальный каскад использовали
для создания систем регуляции экспрессии, зави�
сящих от уровня кислорода. В настоящее время в
основном используется транскрипционная стра�
тегия регуляции, реализуемая путем введения в
промоторные области мультимеров HRE, что де�
лает транскрипцию трансгена индуцируемой в
условиях гипоксии. Впервые подобную систему
создали в 1997 г. на основе HRE фосфоглицерат�
киназы 1 (PGK 1) и минимального промотора
SV40. Систему тестировали на клетках фибросар�
комы и показали, что она достаточна для индук�

ции экспрессии трансгена при гипоксии [76]. Во
второй, менее распространенной, стратегии экс�
прессия регулируется на посттрансляционном
уровне за счет слияния регулируемого белка с
ODD. При этом слитый белок, подобно HIF�1α,
оказывается стабильным только в условиях гипо�
ксии [77]. Третья стратегия, посттранскрипцион�
ная, основана на обнаружении в 3'�нетранслируе�
мых областях мРНК генов, отвечающих на гипо�
ксию, участков, которые влияют на стабильность
мРНК при изменении концентрации кислорода. В
этих областях, как правило, находят AU�богатые
участки, способствующие быстрой деградации не�
сущих их РНК. Нейтрализация действия этих
участков при гипоксии происходит за счет РНК�
белковых взаимодействий и сопровождается ста�
билизацией РНК и повышением уровня соответ�
ствующих белков. Подобный механизм существу�
ет, в частности, у тирозингидроксилазы [78] и
VEGF [79]. В основанных на этом принципе рабо�
тах по регулируемой генной терапии использовали
3'�нетранслируемые области генов VEGF и эритро�
поэтина [80–82]. Повышение степени индукции
регулируемого гена при гипоксии в таких системах
может, однако, сопровождаться снижением мак�
симального уровня экспрессии из�за присутствия
вышеупомянутых дестабилизирующих участков.

Применение в генной терапии

Генная терапия онкологических заболеваний. Ги�
поксия, возникающая в быстрорастущих опухо�
лях, дает возможность разработки стратегий спе�
цифичной противоопухолевой генной терапии. Во
многих подходах используется присутствие в опу�
холевых клетках ферментов, способных катализи�
ровать превращение неактивных нетоксичных со�
единений в цитотоксические, т.е. так называемая
суицидная генная терапия. В частности, проверена
пригодность разных вариантов индуцируемых ги�
поксией конструкций для суицидной генной тера�
пии рака яичника. Наибольшей эффективностью
в эксперимента обладали конструкции, содержа�
щие минимальный СMV�промотор, соединен�
ный с пентамером HRE гена VEGF. При этом си�
стема, в которой для превращения неактивной
формы препарата CB1954 в цитотоксическую ис�
пользуется ген нитратредуктазы, показала лучшие
результаты, чем сходная система, содержащая ген
тимидинкиназы и ганцикловир. Обнаружено сни�
жение скорости роста имплантированных опухо�
лей у мышей, а также высокая корреляция в лока�
лизации областей экспрессии трансгенов и гипо�
ксии [83].

На основе HRE�элемента PGK1 получили чув�
ствительный к гипоксии аденовирусный вектор,
содержащий промотор, названый OBHRE [84]. В
культуре клеток при наступлении гипоксии
OBHRE обеспечивал 100�кратную индукцию и
высокий уровень экспрессии. In vivo уровень
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экспрессии генов, регулируемых промотором
OBHRE, сравнивали с уровнем экспрессии ге�
нов под контролем конститутивного CMV�промо�
тора в опухолях, а также в печени, почках и легких.
Оказалось, что в опухоли промотор OBHRE обес�
печивал примерно такой же уровень экспрес�
сии, как и CMV�промотор. В остальных тканях
активность CMV�промотора была на три поряд�
ка выше. В терапии опухолей использовали си�
стемы суицидной генной терапии с применени�
ем пар тимидинкиназа/ганцикловир или цито�
хром P450(CYP2B6)/циклофосфамид [84]. В
этих условиях промоторы OBHRE и сильный
СМV�промотор обеспечивали сходное сниже�
ние темпов роста опухолей. В то же время по�
бочные эффекты были менее выражены, на�
пример, отсутствовала обусловленная гепато�
тропизмом аденовирусов гепатотоксичность,
наблюдаемая при использовании СМV�промото�
ра [85]. Для усиления терапевтического эффекта
генную терапию совместили с клеточной. Адено�
вирусами, несущими систему CYP2B6 под кон�
тролем OBHRE, заражали макрофаги, способные

не только проникать внутрь опухоли, но и оказы�
вать противоопухолевый эффект. Инъекции цик�
лофосфамида позволили увеличить продолжи�
тельность жизни мышей экспериментальной груп�
пы с трансплантированными опухолями [86].

Разрабатывается и другой способ использова�
ния гипоксии в терапии опухолей с помощью он�
колитических аденовирусов. На основе гексамера
HRE�элемента гена VEGF [87] создан индуцируе�
мый гипоксией промотор, под контроль которого
поместили ген вирусного белка E1A, необходи�
мого для репликации вирусов. Вследствие этого
аденовирусы реплицировались только в клетках,
находящихся в условиях гипоксии и содержащих
активный HIF�1, что приводило к клеточной ги�
бели [88]. Инъекции вирусов в уже сформирован�
ные опухоли значительно снижали скорость роста
опухолей у мышей [89]. Применение двунаправ�
ленного промотора, активируемого гипоксией,
позволило в дальнейшем экспрессировать также
ген интерлейкина�4 и добиться дополнительного
увеличения терапевтического эффекта онколити�
ческих вирусов [90]. Недавно при помощи оптими�
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Рис. 4. Схема зависимой от концентрации кислорода регуляции экспрессии. При нормоксии цитоплазматическая
субъединица HIF�1α фактора транскрипции HIF�1 убиквитинируется и подвергается быстрой деградации в протеа�
сомах. При гипоксии она стабилизируется и проникает в ядро, где вместе с ядерной субъединицей HIF�1β образует
димерный фактор, связывающийся со специфическими сайтами узнавания ДНК. Ub.l – убиквитинлигаза. U – уби�
квитин.
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зации активируемого гипоксией промотора и вве�
дения ранее отсутствовавшей аденовирусной обла�
сти Е3 создано второе поколение онколитических
вирусов этого типа. Эти модификации позволили
значительно повысить репликацию аденовирусов в
условиях гипоксии и их противоопухолевый эф�
фект [91]. Использование онколитических вирусов
такого класса представляется весьма перспектив�
ным, так как они могут действовать на опухоли са�
мой разной этиологии, а также на метастазирую�
щие опухоли.

Генная терапия сердечно7сосудистых заболева7
ний. Впервые попытку создания вектора для ин�
дуцируемой гипоксией экспрессии генов в мио�
карде предприняли в 2002 году. Этот вектор на ос�
нове аденоассоциированного вируса содержал
промотор, состоящий из нонамера HRE гена
эритропоэтина, минимального промотора SV40 и
гена VEGF в качестве терапевтического. После
прямой инъекции вирусов в ишемизированный
миокард крыс синтез VEGF в нем возрастал в 20 раз
по сравнению с контрольной группой [92].

Системное введение генотерапевтических век�
торов во многих случаях предпочтительнее ло�
кального, поэтому сконструировали пригодный
для системного введения индуцируемый гипо�
ксией вектор, предназначенный для генной тера�
пии ишемической болезни сердца. С этой целью
использовали укороченный вариант промотора ге�
на легкой цепи миозина желудочкового типа
(MLC2v), соединенный с содержащим HRE фраг�
ментом промотора гена енолазы�1. Хотя введенные
конструкции и обнаруживались во многих органах,
репортерный ген экспрессировался только в серд�
це. Использование такого варианта промотора
MLC2v приводило, однако, к слишком высокому
базальному уровню экспрессии трансгена. Четы�
рехкратную индукцию уровня экспрессии репор�
терного гена при гипоксии удалось наблюдать,
только вводя одновременно плазмиду, дополни�
тельно экспрессирующую ген HIF(1α [93]. 

На основе аденоассоциированного вируса со�
здан вектор, экспрессирующий терапевтический
ген VEGF под контролем промотора MLC2v и нона�
мера HRE. Этот вектор вводили непосредственно в
миокард мыши. Благодаря промотору MLC2v про�
дукцию VEGF наблюдали только в сердце, однако
уровень индукции при гипоксии был низким и не
превышал 74% [94].

В 2002 году описали новый ген RTP801, индуци�
руемый гипоксией [95]. Экспрессия этого гена воз�
растала в 14 раз за 4 ч экспозиции при гипоксии и в
37 раз за 16 ч, что в несколько раз превышало анало�
гичные показатели для гена VEGF. В дальнейшем
показали, что свой вклад в индукцию вносят как
сайты связывания HIF1, находящиеся в промоторе,
так и сайты связывания фактора Sp1. Многообеща�
ющие результаты получены при использовании
плазмидной конструкции с этим промотором в

опытах in vitro на клеточных линиях [96]. На in vivo
модели инфаркта миокарда у кроликов конструк�
ция также показала высокий уровень экспрессии и
шестикратную индукцию [97]. 

В некоторых случаях для гипоксической ин�
дукции экспрессии генов используют двухплаз�
мидную систему. При этом в одной плазмиде под
контролем индуцируемого гипоксией промотора
находится гибридный трансактиватор (или тран�
сактиватор, слитый с ODD), а в другой под кон�
тролем промотора, соответствующего трансакти�
ватору, – терапевтический или репортерный ген.
В первом исследовании, выполненном с исполь�
зованием этой стратегии [98], в качестве трансак�
тиватора выбрали гибридный белок, состоящий
из ДНК�связывающей части дрожжевого фактора
GAL4 и субъединицы p65 эукариотического факто�
ра транскрипции NF�κB. В качестве сенсора гипо�
ксии авторы использовали мономерный HRE гена
енолазы�1. Вторая плазмида содержала гексамер
участка длиной 17 п.н., связывающего GAL4, и ре�
портерный ген люциферазы. Эта стратегия привела
к увеличению базального уровня экспрессии ре�
портерного гена в 200–400 раз при сохранении
уровня индукции при гипоксии в 2–7 раз [98].

Для регуляции экспрессии терапевтического
гена гемоксигеназы�1 человека (hHO�1) исполь�
зовали также ODD HIF�1α [99]. Последователь�
ность, кодирующую ODD, встроили в регулятор�
ную плазмиду, аналогичную описанной выше, но
без HRE�элемента между GAL4 и p65. В клеточной
культуре система обеспечила 12�кратную индук�
цию уровня экспрессии трансгена. После введе�
ния плазмид мышам продукцию hHO�1 обнару�
живали только в сердце и только в условиях ише�
мии, при этом наблюдался ряд положительных
терапевтических эффектов [99]. В дальнейшем
объединили два предыдущих подхода [100]. Регу�
ляторная плазмида в этой двухплазмидной си�
стеме содержала димер или гексамер HRE�эле�
мента и экспрессировала GAL4�p65, слитый с
ODD. In vitro система обеспечила 1000�кратную
индукцию экспрессии репортерного гена. В
опытах in vivo также выявлен высокий уровень
экспрессии и значительный уровень индукции
репортерного гена [100]. Хотя системы гипокси�
ческой индукции, основанные на применении
дрожжевого белка GAL4, доказали свою высокую
эффективность, их работоспособность при дли�
тельном или повторном использовании вызывает
сомнения, связанные с возможностью иммунно�
го ответа организма на чужеродный белок.

В последние годы во многих лабораториях ве�
дутся исследования, направленные на совмест�
ное применение стратегий генной и клеточной
терапии. Так, в мезенхимные стволовые клетки
вводили плазмидные конструкции, обеспечиваю�
щие синтез VEGF в ответ на гипоксию. Эти клет�
ки имплантировали крысам в зону инфаркта, после
чего наблюдали продукцию VEGF. Последствия
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инфаркта в экспериментальной группе были менее
выражены, чем в контрольной, неоваскуляризация
поврежденного миокарда существенно повыша�
лась, а количество апоптотических клеток в обла�
сти инфаркта, наоборот, снижалось. Интересно,
что модифицированные клетки задерживаются в
миокарде в большем количестве и на более долгий
срок, чем интактные [101].

Генная терапия заболеваний нервной системы.
Помимо уже перечисленных заболеваний, связь
которых с гипоксией очевидна, вызывать времен�
ную гипоксию могут также травмы центральной
нервной системы, например, повреждения спин�
ного мозга [102]. Предпринимались попытки ис�
пользования нейрональных стволовых клеток с
целью терапии этих заболеваний [103]. Эти по�
пытки были, в основном, не слишком удачными,
преимущественно из�за высокой гибели транс�
плантированных клеток. Существенно улучшить
ситуацию мог бы синтез в нейрональных стволовых
клетках какого�либо фактора, повышающего вы�
живаемость трансплантированных клеток [103,
104]. Зависимость уровня синтеза этого фактора от
концентрации кислорода сделала бы такой подход
более безопасным. В качестве такого фактора был
выбран гранулоцитарно�макрофагальный колони�
естимулирующий фактор (GM�CSF), который яв�
ляется не только ростовым фактором кроветвор�
ных клеток, но и стимулирует пролиферацию
предшественников нервных клеток, а также вы�
живание дофаминергических нейронов. Плазми�
дой, в которой ген GM(CSF находится под контро�
лем промотора SV40 и энхансера гена эритропоэти�
на, трансфицировали нейрональные стволовые
клетки, а затем трансплантировали эти клетки в зо�
ну повреждения спинного мозга. Такая модифика�
ция привела к росту выживаемости транспланти�
рованных клеток и улучшению двигательных
функций у подопытных животных [105]. 

Системы, регулируемые уровнем глюкозы, – 
генная терапия сахарного диабета

Первые попытки генной терапии сахарного
диабета выполнены на экспериментальных моде�
лях. В фибробласты вводили нерегулируемые кон�
струкции, продуцирующие природный проинсу�
лин, а затем модифицированные фибробласты
вводили животным перитонеально. Эффектив�
ность этой стратегии была, однако, низкой, так как
превращение препроинсулина в функциональ�
ный гормон происходит при участии ферментов
конвертаз PC1/3 и PC2, которые присутствуют в
β�клетках, но не в фибробластах и в большинстве
других типов клеток [106]. Для решения этой про�
блемы в дальнейшем использовали модифициро�
ванный генноинженерный инсулин (hIns�M3), в
котором сайты расщепления конвертазами PC1/3
и PC2 заменили на сайт фуриновой протеазы,
присутствующей в клетках разного типа, что сде�

лало возможным секрецию зрелой формы инсу�
лина в фибробластах и других клетках [107, 108].
Результаты этих начальных исследований, в том
числе экспрессии гена модифицированного ин�
сулина в составе аденовирусных векторов в клет�
ках печени [109], показали, что конститутивная
продукция инсулина в различных тканях позво�
ляет уменьшить метаболические нарушения при
сахарном диабете, а также обеспечить нормаль�
ный уровень глюкозы в ответ на прием пищи или
голодание. Показано также, что продукцию инсу�
лина, определяемую генными конструкциями,
необходимо регулировать, чтобы поддерживать
нормальный уровень глюкозы в разных физиоло�
гических состояниях, поскольку инсулин высво�
бождается из клеток в кровоток не постоянно, а в
ответ на поступление глюкозы.

В качестве одной из таких регулируемых си�
стем использовали описанную выше рапами�
цин�зависимую систему экспрессии гена генно�
инженерного инсулина hIns�M3. Оказалось, что
введение рапамицина вызывает обратимое и до�
зозависимое повышение уровня инсулина и по�
нижение уровня глюкозы в сыворотке крови.
Снижение уровня глюкозы становилось замет�
ным через 12 ч после введения рапамицина и
продолжалось в течение 2–3 сут, тогда как уро�
вень инсулина достигал максимума через 15 ч
после введения рапамицина и поддерживался в
течение примерно 40 ч [110].

В дальнейшем, однако, опробовали различ�
ные варианты продуцирующих инсулин кон�
струкций, которые регулировались уровнем
глюкозы в крови. Поскольку глюкозный кон�
троль инсулинового и других промоторов в β�
клетках осуществляется с помощью нескольких,
не универсальных для всех клеток механизмов,
эффективность и точность работы регулируе�
мых глюкозой конструкций зависит от ткани
или органа, выбранных для введения терапевти�
ческих конструкций. Одним из наиболее подхо�
дящих органов считается печень, поскольку в ней
экспрессируются ключевые компоненты системы
глюкозного контроля β�клеток, а именно, глюкоз�
ный транспортер GLUT2 и глюкокиназа.

На основе промотора гена IGFBP1, репресси�
руемого инсулином, в сочетании с мультимерами
реагирующего на глюкозу элемента (GIRE) гена
печеночной пируваткиназы получена ауторегули�
руемая конструкция [111]. Подобные конструк�
ции, введенные в гепатоциты крысы, были спо�
собны в 2–3 раза увеличивать секрецию инсулина
в среду при добавлении глюкозы.

С помощью аденовирусных векторов терапев�
тические конструкции доставляли в печень боль�
ных сахарным диабетом крыс линии DP�BB/Wor,
имевших врожденную предрасположенность к
этому заболеванию. Оказалось, что нормальный
уровень глюкозы у них мог восстанавливаться
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уже через 2 ч после введения глюкозы. Тем не ме�
нее, уровень глюкагона и свободных жирных кис�
лот у этих крыс был выше, чем в контроле (здоро�
вые животные) [112]. 

Принцип ауторегуляции использовали также в
работе [113], в которой действие активируемого
глюкозой и ингибируемого инсулином промото�
ра гена глюкозо�6�фосфатазы, проявляющего
низкую транскрипционную активность в клетках
печени, усиливали добавлением двух копий эн�
хансера гена альдолазы. В составе аденовирусно�
го вектора активность такой конструкции в си�
стеме in vitro возрастала не менее чем в 10 раз при
добавлении глюкозы и существенно снижалась
при добавлении инсулина. У крыс с индуциро�
ванным стрептозотоцином сахарным диабетом
после введения конструкций в печень наблюдали
увеличение уровня инсулина после еды и значи�
тельное снижение гипергликемии. Содержание
глюкозы приходило в норму через 4 ч, тогда как
гипогликемия не возникала даже после продол�
жительного голодания [113]. Ген инсулина экс�
прессировали также под контролем промотора
гена GLP(1, чувствительного к уровню глюкозы, в
L�клетках кишечника, которые обладают глюко�
зо�чувствительным секреторным аппаратом,
сходным с этим аппаратом в β�клетках, и поэтому
должны быстрее и более адекватно реагировать на
изменения уровня глюкозы [114].

Предложена весьма интересная и перспектив�
ная стратегия создания искусственных промото�
ров, предназначенных для терапии сахарного
диабета [115]. На основе базального промотора
гена печеночной пируваткиназы и трехэлемент�
ных модулей, сочетающих в разном порядке эле�
мент, реагирующий на глюкозу, и участки связы�
вания гепатоцитарных факторов транскрипции
HNF�1 и C/EBP, создана библиотека синтетиче�
ских промоторов. После анализа уровней экс�
прессии и индукции глюкозой полученных соче�
таний к этим конструкциям итеративно добавля�
ли еще два трехэлементных модуля. Активность
некоторых вариантов промоторов составила бо�
лее 40% от активности CMV�промотора. При си�
стемном введении аденовирусов, экспрессирую�
щих ген инсулина под контролем наиболее эф�
фективного промотора, продукцию инсулина
обнаруживали только в печени. Введение регули�
руемых конструкций животным с сахарным диа�
бетом обеспечивало поддержание нормального
уровня глюкозы в крови, однако для этого им тре�
бовалось в 2 раза больше времени, чем здоровым
животным [115].

Обнадеживающие результаты получены с ис�
пользованием в качестве модели крупных живот�
ных. Свиньям с иммуносупрессией удаляли подже�
лудочную железу и в печень через портальную вену
трансплантировали обратимо иммортализованные
гепатоциты человека, синтезирующие инсулин под
контролем чувствительного к глюкозе промотора

печеночной пируваткиназы. Однако, несмотря на
частичную реверсию гипергликемии, гибель таких
животных удалось лишь замедлить [116].

Более удовлетворительными были результаты,
полученные на свиньях со стрептозотоциновым
диабетом [117]. В изолированные гепатоциты
этих животных методом электропорации вводили
плазмидные конструкции, содержащие металло�
тионеиновый промотор в сочетании с GIRE�эле�
ментом гена печеночной пируваткиназы, а затем
гепатоциты реимплантировали в печень. После
такой процедуры около 70% модифицированных
гепатоцитов прижились в печени и продуцирова�
ли инсулин более 10 мес, что выразилось в кор�
рекции гипергликемии и дислипидемии, а также
других метаболических нарушений, связанных с
недостатком инсулина, причем гипогликемия не
развивалась даже в периоды относительного го�
лодания животных [117].

Определенный недостаток описанных систем
регулируемой глюкозой продукции инсулина –
их опора исключительно на транскрипционную
регуляцию, что приводит к относительно медлен�
ной реакции на изменения уровня глюкозы, в то
время как β�клетки могут делать это весьма быст�
ро за счет активации или торможения секреции
накопленного в секреторных гранулах инсулина.
По�видимому, в будущем для более физиологич�
ной регуляции продукции инсулина необходимо
разработать системы, использующие подобного
рода механизмы. 

Следует упомянуть, что, кроме регулируемой
продукции инсулина в гепатоцитах или клетках
другого типа, предложена и другая стратегия, на�
правленная на пролиферацию или повышение
выживаемости β�клеток при сахарном диабете. В
рамках этой стратегии в островках Лангерганса
поджелудочной железы человека синтезировали
активируемый аналогом рапамицина AP20187 ва�
риант рецептора эритропоэтина, способный за�
пускать пролиферацию β�клеток. В результате
пролиферация β�клеток повышалась в 2.5 раза по
сравнению с контролем. После трансплантации
500 модифицированных островков под капсулу
почки мышам NOD�SCID с иммунодефицитом и
стрептозотоциновым диабетом концентрация
глюкозы в крови животных быстро восстанавли�
валась и поддерживалась на нормальном уровне
на протяжении 3 мес, если димеризующий аналог
рапамицина вводили каждые 2 сут; в то же время
при введении интактных островков коррекции
диабета у мышей не наблюдали. Таким образом,
удалось разработать методику пролиферации ост�
ровковых клеток ex vivo и добиться длительного
снижения уровня глюкозы после аллогенной
трансплантации у мышей с индуцированным са�
харным диабетом [118]. Другие варианты упомя�
нутой стратегии реализуются с использованием
подходов (на данный момент, правда, в нерегули�
руемых вариантах), направленных на продукцию
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глюкагоноподобного пептида�1, который стиму�
лирует пролиферацию и дифференцировку β�кле�
ток и усиливают глюкозозависимую секрецию ин�
сулина [119]. В наиболее продвинутом варианте
этой стратегии использовали сочетание продукции
глюкагоноподобного пептида�1 и стимуляторов
пролиферации β�клеток – циклина D2 и протеин�
киназы CDK4 [120].

СИСТЕМЫ РЕГУЛЯЦИИ, ОСНОВАННЫЕ 
НА ФИЗИЧЕСКИХ ПРИНЦИПАХ

Это направление, получившее заметное разви�
тие лишь в последние годы, предполагает ради�
кальную смену принципов регуляции и заслужи�
вает внимания хотя бы поэтому. Некоторые вари�
анты могут иметь вполне серьезную клиническую
перспективу. Одно из этих направлений связано с
использованием промоторов, индуцируемых рент�
геновским или γ�излучением [121]. Параметры ра�
боты таких промоторов в последние годы постоян�
но улучшались. Создана библиотека синтетиче�
ских промоторов, активность лучшего из
которых усиливалась более чем в 20 раз при
рентгеновском облучении [122]. Эту стратегию
ограничивает возможность повреждения клеток
и развитие мутагенных эффектов, что делает ее
приемлемой в основном лишь при онкологиче�
ских заболеваниях.

Создана оптогенетическая система, позволяю�
щая с помощью видимого света индуцировать
транскрипцию нужных генов. Используя под�
кожную трансплантацию инкапсулированных
клеток, продуцирующих глюкагоноподобный
пептид�1 под контролем этой системы, удалось
повысить уровень инсулина в крови после облу�
чения и снизить гипергликемию [123]. Важный
недостаток этого метода – неспособность види�
мого света проникать в глубоко лежащие слои
тканей.

Недавно предложили, по�видимому, наиболее
перспективный подход. Созданы модифициро�
ванные варианты температурочувствительного
кальциевого канала TRPV1, способные связывать
добавленные извне наночастицы, содержащие
оксид железа. Оказалось, что возможно даже ге�
нетически модифицировать клетки таким обра�
зом, чтобы ферритиновые наночастицы синтези�
ровались внутри клеток. Облучение радиоволнами
клеток в культуре или тканей in vivo, содержащих
конструкции, которые продуцируют модифици�
рованные каналы TRPV1 и инсулин под контро�
лем кальций�зависимого промотора, приводило к
локальному нагреванию клеток с поступлением в
них ионов кальция, что вызывало быструю индук�
цию синтеза и секреции инсулина [124]. Принци�
пиальное преимущество предложенного подхода
состоит в способности радиоволн проникать глу�
боко в ткани, что делает возможным проведение

регулируемой радиоволнами генной терапии
внутренних органов.

СИСТЕМЫ, ОСНОВАННЫЕ 
НА РЕГУЛЯТОРНЫХ РНК

В последней части обзора нам хотелось бы рас�
смотреть новую, еще малоизученную, но пер�
спективную стратегию регуляции экспрессии ге�
нов, лишенную многих недостатков подходов,
перечисленных выше. Речь пойдет о методе, ос�
нованном на использовании регуляторных РНК:
аптамеров и рибозимов. Нуклеиновые аптамеры
представляют собой олигонуклеотиды, способ�
ные специфически связываться с определенными
молекулами. В природе, чаще всего у бактерий, ап�
тамеры входят в состав так называемых РНК�пере�
ключателей – структур, способных запускать или
прекращать экспрессию гена в ответ на связывание
лиганда. При связывании лиганда аптамером, вхо�
дящим в состав РНК�переключателя, изменяется
вторичная структура всего комплекса. Рибозимы
представляют собой молекулы РНК, обладающие
каталитическими свойствами. Некоторые из них,
например молотообразный (hammerhead) рибо�
зим, способны к саморазрезанию без участия ка�
ких бы то ни было других молекул.

В природе существует широкий спектр РНК�
переключателей, отличающихся механизмом дей�
ствия и лигандами. Кроме того, современные ме�
тоды селекции позволяют довольно эффективно
подбирать пары лиганд�аптамер [125, 126]. По
механизмам регуляции можно выделить РНК�пе�
реключатели, действующие на стадии транскрип�
ции, сплайсинга и трансляции.

У прокариот существует механизм термина�
ции транскрипции, при котором транскрипция
прекращается из�за диссоциации молекул ДНК и
РНК. К диссоциации приводит образование в
только что синтезированной РНК терминатора –
особой структуры стебель�петля, за которой сле�
дует поли(U)�цепочка [127, 128]. У Bacillus subtilis
обнаружено несколько механизмов регуляции
экспрессии генов, основанных на этом принци�
пе. В 5'�нетранслируемой области ряда генов най�
дены участки, способные формировать термина�
тор в присутствии лиганда. Так, например, в регу�
ляторных областях 17 генов, кодирующих белки,
вовлеченные в метаболизм пуринов, находится
регуляторный элемент, формирующий терми�
натор при связывании гуанина [129]. В опероне
ribDEAHT также найден аналогичный элемент,
связывающий флавинмононуклеотид [130].
Описанные механизмы позволяют “выключать”
экспрессию с помощью молекул�лигандов, од�
нако у той же B. subtilis есть и противоположный
механизм, основанный на связывании аденина.
При связывании аденина структура терминатора
изменяется, он превращается в антитерминатор,
и синтезируется функциональная мРНК [131]. 
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Локализация аптамера возле 3'� или 5'�сайта
сплайсинга может влиять на эффективность
сплайсинга эукариотической РНК. Подобный
механизм регуляции обнаружен у мицелиального
гриба Neurospora crassa возле 5'�сайта сплайсинга
гена белка, вовлеченного в метаболизм тиамин�
пирофосфата. Этот принцип применили для ре�
гуляции пре�мРНК у дрожжей, поместив сайт
сплайсинга внутрь тетрациклинового аптамера.
При этом в присутстствии лиганда сайт сплай�
синга оказывался недоступным для сплайсосомы.
Использовав одновременно несколько аптаме�
ров, удалось добиться 32�кратного изменения
уровня экспрессии репортерного гена [132]. 

В качестве примера трансляционной регуля�
ции экспрессии генов можно привести механизм,
обнаруженный в клетках E. coli, в котором ис�
пользуется аптамер, подавляющий трансляцию
РНК при связывании с лигандом. Регуляторная
аптамерная последовательность располагается в
5'�нетранслируемой области генов, кодирующих
белки, вовлеченные в биосинтез витамина B1. Свя�
зывание лиганда – тиаминпирофосфата – приво�
дит к изменению конформации аптамерной по�
следовательности таким образом, что сайт связы�
вания рибосомы становится недоступным для
рибосомы, и РНК не транслируется [133].

Предпринимались попытки создать искус�
ственные РНК�переключатели (аптазимы), объ�
единив аптамер с саморазрезающимся рибозимом.
Присоединяя случайными последовательностями
аптамеры, связывающие различные лиганды, ко
второму стволу саморазрезающегося рибозима,
удалось получить теофиллин�, АТР� и флавинмо�
нонуклеотид�зависимые рибозимы. При этом в од�
них случаях связывание лиганда приводило к уве�
личению активности рибозима, а в других – к
уменьшению [134, 135]. В дальнейшем путем под�
бора оптимальной последовательности, связыва�
ющей рибозим и аптамер, получены улучшенные
варианты этих аптазимов [136]. Добавление ме�
нее консервативных участков к минимально воз�
можной последовательности рибозима позволи�
ло увеличить скорость реакции саморазрезания
[137]. Хотя такой принцип регуляции экспрессии
генов и представляется перспективным для при�
менения в генной терапии, при переходе к эука�
риотическим моделям возникли существенные
трудности, связанные в значительной степени со
сложностью скрининга экспериментальных кон�
струкций в эукариотических клетках. Только от�
носительно недавно получен модифицированный
теофиллин�зависимый аптазим, обеспечивший за�
метную индукцию экспрессии репортерного гена в
нескольких линиях эукариотических клеток [138].
При помощи описанного выше бактериального гу�
анинового аптамера создан еще один аптазим, ин�
дуцирующий экспрессию трансгена в клетках мле�
копитающих [139]. Разработан высокоэффектив�
ный метод скрининга потенциальных аптазимов, с

помощью которого протестировали 106 соедине�
ний и обнаружили одно, усилившее экспрессию
трансгена в 10 раз. Этот аптазим состоит из рибо�
зима вируса кольцевой мозаики табака и аптаме�
ра, способного связывать теофиллин [140].

Однако упомянутые системы пока еще доволь�
но далеки не только от клинических испытаний,
но и от экспериментов in vivo. Нам известна всего
одна работа, в которой рибозимы использовали
для регуляции экспрессии репортерного гена в
организме животных [141]. Связывание рибозима
с определенной малой молекулой может подав�
лять его саморазрезание. Если такой рибозим
окажется между кеп�структурой и стартовым ко�
доном, то в отсутствие ингибитора кеп окажется
отрезанным от мРНК, и белок не будет синтезиро�
ваться. Создана система регуляции, основанная на
этом принципе [141]. Тестирование большого ко�
личества потенциальных рибозимов и лигандов�
ингибиторов позволило отобрать модифицирован�
ный вариант рибозима Sm1 трематоды Schistosoma
mansoni и лиганд тойокамицин. Конструкция, со�
держащая два рибозима подряд, обеспечивала
2000�кратную индукцию экспрессии репортерного
гена при общем высоком уровне экспрессии по
сравнению с конструкцией без рибозима. В опытах
на животных конструкция обеспечивала 200�крат�
ную индукцию экспрессии гена люциферазы [141].

Как представляется, системы регуляции экс�
прессии генов, основанные на рибозимах и аптаме�
рах, имеют значительные перспективы при приме�
нении генной терапии в клинической практике.
Главное их преимущество перед другими система�
ми заключается в отсутствии иммунного ответа на
регуляторные компоненты, в том числе и чужерод�
ные. Хотя на сегодняшний день такие системы еще
далеки от практического применения, однако,
многообразие встречающихся в природе меха�
низмов и развитие технологий скрининга синте�
тических аналогов позволят, вероятно, в недале�
ком будущем разработать эффективные и без�
опасные стратегии регуляции экспрессии генов в
организме млекопитающих. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В связи с обширностью темы и недостатком
места нами рассмотрены только наиболее пер�
спективные системы контроля экспрессии тера�
певтических генов при генной терапии. Среди си�
стем, регулируемых извне, наиболее хорошо раз�
работана система тетрациклиновой регуляции,
которая отличается высокими техническими ха�
рактеристиками, однако возможности ее клини�
ческого применения неясны, поскольку исполь�
зование бактериального белка для регуляции
транскрипции несет реальную опасность разви�
тия иммунного ответа, ограничение времени
применения или необходимость применения
только в иммуннопривилегированных областях
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организма. Наиболее перспективной, учитывая
длительность работы и отсутствие иммунного
ответа, считается система контроля экспрессии
за счет димеризации под действием рапамици�
новых производных. Не исключено, впрочем,
что стратегии, направленные на индукцию имму�
нологической толерантности к тетрациклиново�
му репрессору и другим чужеродным регулято�
рам, смогут серьезно изменить клинические пер�
спективы соответствующих систем.

Свои преимущества и недостатки имеют как
системы, основанные на применении внешних
индукторов, так и ауторегулируемые системы.
Ауторегулируемые системы, построенные на за�
имствовании или имитации физиологических ре�
гуляторных механизмов, обеспечивают высокую
гибкость реагирования, близкую к физиологиче�
ской, и позволяют в перспективе минимизиро�
вать медицинское обслуживание больного. В то
же время, к принципиальным недостатком таких
систем относится невозможность, при необходи�
мости, коррекции уровня экспрессии. При нару�
шении их работы, в том числе при изменении
внутренних параметров физиологических реак�
ций, возможности коррекции сводятся практиче�
ски только к повторному введению терапевтиче�
ских векторов.

Мы предполагаем, что идеальным вариантом
для многих применений генной терапии могут
стать ауторегулируемые системы, дополненные
элементами систем, регулируемых извне. В этом
случае при не вполне правильно выбранных пара�
метрах регулируемой системы или возникающих
осложнениях станет возможным скорректиро�
вать ее работу в нужную сторону. Необходимо, ко�
нечно, разрабатывать варианты сочетания двух
различных стратегий. Представляется, что вариант,
в котором система, регулируемая извне, интеграль�
но входит в состав ауторегулируемой (например,
позволяет регулировать уровни или активность
главных физиологических регуляторов), а не явля�
ется простым сочетанием двух независимых си�
стем, будет почти идеально объединять преимуще�
ства двух стратегий регуляции экспрессии при ген�
ной терапии. Также вероятно, что в будущем
заметно большее, нежели сейчас, распростране�
ние получат системы, в которых происходит не
индукция, а подавление экспрессии нужного гена
за счет использования микроРНК или коротких
шпилечных РНК.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки Российской
Федерации (ГК № 16.512.11.2051), а также Про�
граммы фундаментальных исследований Прези�
диума РАН “Молекулярная и клеточная биоло�
гия” (грант А.В. Белявскому).
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