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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Несмотря на широкое использование в генотерапевтических препаратах 
на основе рекомбинантных аденоассоциированных вирусов (rAAV) искусственных промо-
торов, основанных на промоторе β-актина курицы (обозначаемых как CAG, CBA или CB), 
данные об активности таких промоторов в разных тканях и возрастной динамике оста-
ются ограниченными. В настоящей работе проведена количественная оценка активности 
CAG-промотора в различных органах мышей в постнатальном периоде для определения 
его применимости при разработке rAAV-опосредованной терапии.
ЦЕЛЬ. Оценка относительной активности CAG-промотора и ее динамики в органах мышей 
в возрасте 3–12 недель.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. 2-дневным мышам линии ICR (CD-1) однократно вводили rAAV9 
с кассетой для экспрессии SMN под контролем CAG-промотора. На 3, 6 и 12-й нед. после 
инъекции из образцов органов (головной мозг, спинной мозг, печень, легкие, сердце, 
четырехглавая мышца бедра) выделяли тотальную ДНК и РНК. Содержание вирусных 
геномов rAAV и мРНК SMN в препаратах нуклеиновых кислот определяли методом ко-
личественной ПЦР. Относительную активность промотора рассчитывали как отношение 
концентрации мРНК SMN к концентрации вирусных геномов (rAAV), нормализованное 
на соотношение РНК:ДНК в органе. Для анализа данных вычисляли среднее геометриче-
ское и использовали регрессионный анализ.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Активность CAG-промотора значительно варьировала в разных органах. 
На 3 нед. после инъекции наибольшие значения активности отмечены в четырехглавой 
мышце бедра, в 4,7–9,7 раза превышающие таковые в других органах. Также обнаружено, 
что в головном мозге и легких с 3 по 12 нед. после инъекции активность промотора снижа-
лась в 4,7 раза (p=0,0094) и в 5,2 раза (p=0,0039) соответственно, в то время как в других 
тканях существенных изменений активности не наблюдалось.
ВЫВОДЫ. CAG-промотор малопригоден для экспрессии трансгена в клетках легких и го-
ловного мозга вследствие транскрипционного сайленсинга, а также не является опти-
мальным для экспрессии в клетках печени из-за относительно низкой активности. Эти 
данные следует учитывать при разработке генотерапевтических препаратов.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Artificial promoters based on the chicken beta-actin promoter (CAG, CBA, or 
CB) are frequently used in recombinant adeno‑associated virus (rAAV)‑based gene therapy 
products. However, data on the activity and age-related activity dynamic of these promoters 
remain quite limited. In this study, we quantitatively assessed CAG promoter activity in various 
organs of postnatal mice to determine its suitability for the development of rAAV-mediated 
gene therapy.
AIM. Evaluation of the relative CAG promoter activity and its dynamics in mouse organs from 
3 to 12 weeks of life.
MATERIALS AND METHODS. Two-day-old ICR (CD-1) mice were injected once with rAAV9 carry-
ing a cassette for SMN expression under the control of the CAG promoter. At 3, 6, and 12 weeks 
after administration, total DNA and RNA were isolated from organ samples (brain, spinal cord, 
liver, lungs, heart, quadriceps femoris muscle). The content of rAAV genomes and SMN mRNA in 
nucleic acid preparations were determined by quantitative PCR. Relative promoter activity was 
calculated as the ratio of the SMN mRNA concentration to the concentration of rAAV genomes, 
normalized on the RNA:DNA ratio in the organ. Data were analyzed using the geometric mean 
and regression analysis.
RESULTS. CAG promoter activity varies significantly in different organs. At week 3 after injec-
tion, the highest values were observed for the quadriceps femoris muscle, 4.7–9.7 times higher 
than those in other organs. It was also found that in the brain and lungs, promoter activity 
decreased 4.7-fold (p=0.0094) and 5.2-fold (p=0.0039), respectively, from 3 to 12 weeks after 
injection, while in other tissues no significant changes in activity were observed.
CONCLUSIONS. The CAG promoter is poorly suited for transgene expression in the lung and 
brain cells due to promoter silencing and is suboptimal for expression in the liver cells because 
of relatively low activity; these findings should be taken into account in the development of 
gene therapy products.
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ВВЕДЕНИЕ
Рекомбинантные аденоассоциированные ви-

русы (recombinant adeno-associated viruses, rAAV) 
в настоящее время из высокотехнологичного 
инструмента превращаются в один из базовых 
методов генной терапии. В настоящее время за-
регистрировано несколько препаратов на осно-
ве rAAV, применяемых для терапии орфанных 
заболеваний (семейная недостаточность липо-

протеинлипазы, наследственная дистрофия сет-
чатки, гемофилия B) [1]. rAAV считаются относи-
тельно малоиммуногенными  [2, 3], инфицируют 
широкий спектр клеток  [4] и относительно про-
сты в производстве  [5]. Геном rAAV существует 
в клетке хозяина в виде нереплицирующихся 
эписом [6], поэтому применение rAAV для устой-
чивого терапевтического эффекта ограничено 
долгоживущими и медленно делящимися клет-
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ками  [7], а возможность системного введения 
лимитирована возникновением иммунного 
ответа [8].

Геном rAAV представляет собой экспрес-
сионную кассету, включающую промотор, ко-
дирующую последовательность и сайт поли- 
аденилирования, фланкированную инвертиро-
ванными повторами (inverted terminal repeats, 
ITR). Промоторы условно разделяют на ткане-
специфичные (например, производные про-
мотора мышечной креатинкиназы, широко ис-
пользуемые в конструкциях для генной терапии 
наследственных заболеваний мышц  [9]) и про-
моторы широкого спектра, позволяющие экс-
прессировать трансген в клетках практически 
любых тканей (например, промоторы PGK, CMV, 
EF1a) [10]. Одними из самых популярных промо-
торов в клинических исследованиях являются 
укороченные производные искусственного CAG-
промотора, состоящего из раннего энхансера 
цитомегаловируса, промотора, первого интрона 
и экзона β-актина курицы, а также акцептора 
сплайсинга β-глобина кролика  [11]. Поскольку 
исходный промотор имеет очень большие раз-
меры (около 1,7 тыс. п.н.), обычно используются 
его укороченные варианты, в которых неизмен-
ной остается только коровая часть промотора 
β-актина. Эти производные обозначаются в ли-
тературе как «CAG» [12–15], «CBA» (chicken beta 
actin) [16] и «CB» [17]. Такой промотор, состоящий 
из промотора β-актина курицы, энхансера цито-
мегаловируса и модифицированного позднего 
16S интрона вируса SV40, используется, напри-
мер, в экспрессионной конструкции препарата 
Золгенсма (онасемноген абепарвовек, Novartis), 
применяемого для терапии спинальной мышеч-
ной атрофии [18].

Однако в действительности широкая специ-
фичность промотеров не абсолютна, их актив-
ность сильно зависит от видовой принадлежно-
сти и типа клеток [19]. Например, промотор CMV, 
часто используемый для экспрессии трансгена 
в клетках HEK293 и CHO, имеет низкую актив-
ность в B-лимфоцитах [20] и практически полно-
стью инактивируется в эмбриональных стволо-
вых клетках мыши [21]. Кроме того, активность 
промоторов в разных тканях может по-разному 
изменяться со временем из-за влияния эпигене-
тических факторов (CpG-метилирование, моди-
фикация гистонов) [22–24].

Эти особенности промоторов необходи-
мо учитывать при разработке генетической 
конструкции генотерапевтических препаратов, 
так как обеспечение достаточного уровня экс-
прессии трансгена в целевой ткани в течение 
долгого времени определяет эффективность, 

безопасность и стоимость препарата. Однако, 
несмотря на объективную необходимость оцен-
ки активности промоторов и ее динамики в раз-
личных органах и тканях, имеющиеся данные 
весьма ограничены.

Исследователи, тестирующие новые ва-
рианты rAAV или способы их введения, часто 
ограничиваются только определением уров-
ня экспрессии репортерного гена (зеленый 
флуоресцентный белок (GFP), β-галактозидаза 
или хлорамфениколацетилтрансфераза) в целе-
вых органах и клетках [16, 25–27]. Такой подход 
достаточен для целей исследований, но не дает 
информации об активности промотора, посколь-
ку уровень экспрессии зависит также от эффек-
тивности вирусной трансдукции клеток органа.

Более информативен подход, рекомен-
дуемый ведущими регуляторными органами 
(Европейское агентство по лекарственным сред-
ствам и Управление по контролю за качеством 
продуктов питания и лекарственных средств 
США), в котором для оценки биораспределения 
вектора и экспрессии трансгена используется 
количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени (ПЦР-РВ) и количественная 
полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР)  [28]. В таких исследованиях 
применяют нормализацию на единицу массы то-
тальной ДНК и РНК  [28, 29]. Располагая данны-
ми о количестве вирусной ДНК и РНК трансгена 
в органах, можно оценить относительную ак-
тивность промоторов, что позволяет прогнози-
ровать результаты исследований с использо-
ванием тех же промоторов в экспрессионных 
кассетах rAAV. Однако при этом не учитывается, 
что количество РНК в клетках организма может 
варьировать более чем в 16 раз в зависимости 
от органа [30]. Соответственно, при теоретически 
одинаковой активности промотора для печени, 
где соотношение РНК:ДНК максимально среди 
органов, измеряемые значения активности бу-
дут занижены в 3 раза по сравнению с таковыми 
в сердце и в 8–9 раз — в легких. Таким образом, 
для корректного расчета относительной активно-
сти промотора в разных органах следует вводить 
поправочный коэффициент, отражающий отно-
сительное содержание РНК, то есть соотношение 
РНК:ДНК для каждого органа.

Цель работы — оценка относительной актив-
ности CAG-промотора и ее динамики в органах 
мышей в возрасте 3–12 недель.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сборка плазмид

Фланкированная ITR экспрессионная кас-
сета (Последовательность 1, опубликована 
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в Приложении 1 на сайте журнала1), содер-
жащая последовательность гибридного CAG-
промотора, оптимизированную для экспрес-
сии в клетках млекопитающих кодирующую 
последовательность белка SMN (survival motor 
neuron) и сайт полиаденилирования SV40, 
была синтезирована в TOP Gene Technologies 
(Канада). В последовательности одного из ITR 
была делетирована область trs (терминаль-
ный сайт расщепления, terminal resolution site) 
для получения scrAAV (самокомплементар-
ный рекомбинантный AAV, self-complementary 
recombinant AAV)  [31]. Последовательность 
CAG-промотора была аналогична использовав-
шейся в оригинальном препарате (Золгенсма, 
Novartis)  [18], с измененными сайтами кло-
нирования между элементами промотора 
и добавленной канонической последователь-
ностью Козак ACCGCCACCATG. Полученная по-
следовательность была клонирована в вектор, 
производный от pUС, с геном устойчивости 
к канамицину для получения rAAV-плазмиды 
pAAV-CAG-SMN.

Плазмида pT7-SMN для наработки РНК SMN 
с помощью Т7 РНК-полимеразы была создана 
путем замены последовательности энхансера 
цитомегаловируса и промотора β-актина курицы 
в плазмиде pAAV-CAG-SMN1 на последователь-
ность Т7 промотора TAATACGACTCACTATAGGG.

Получение и характеристика rAAV
Наработку вирусов проводили по тради-

ционной методике  [32] c использованием 
трех плазмид: pHelper (GenBank AF369965.1), 
pRep2Cap9 (кат. №  112865, Addgene) 
и pAAV-CAG-SMN, которыми в эквимолярных со-
отношениях одновременно трансфицировали 
клетки HEK293. Вирусы выделяли из клеточно-
го лизата с помощью последовательных хро-
матографических очисток на сорбентах POROS 
Capture Select AAV9 и POROS 50 HQ (Thermo 
Fisher Scientific, США) согласно инструкции 
производителя. Полученный препарат анали-
зировали на содержание остаточных белков 
хозяина (менее 10 нг/мл) и концентрировали 
до 2,0×1013 вирусных геномов/мл в буфере гото-
вой лекарственной формы (ГЛФ) (200 мМ NaCl, 
2 мМ MgCl2, 20 мМ трис(гидроксиметил)амино-
метана, 0,005% Poloxamer 188 (Pluronic F68), 
pH  8,0). Заполненность капсидов оценивали  

методом аналитического ультрацентрифу-
гирования (≈97,2%). Целостность и само-
комплементарность ДНК рекомбинантного 
вируса подтверждены методом щелочного 
электрофореза [33].

Экспериментальные животные
Мыши линии ICR CD-1 обоего пола были по-

лучены из НПП «Питомник лабораторных жи-
вотных» (Филиал ФГБУН «Государственный 
научный центр Институт биоорганиче-
ской химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова» РАН, Пущино, Московская 
обл.). Перед введением в исследование жи-
вотные, из которых впоследствии фор-
мировались родительские пары, проходили 
адаптацию в течение 8 сут. Содержание и мани-
пуляции с животными проводили в соответствии 
с требованиями Международной конвенции 
по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и научных целей2, 
а также Директивы 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета Европейского союза 
по охране животных, используемых в научных 
целях3. Протокол исследования рассмотрен 
и утвержден на заседании Комиссии по биоэ-
тике АО «ГЕНЕРИУМ» (ветеринарный протокол  
№ 64, версия 1 от 05.08.2022).

Дизайн исследования
Для изучения активности CAG-промотора 

в органах использовались новорожденные  
2-дневные мыши линии CD-1 (n=20) в соответствии 
с утвержденной схемой исследования (рис.  1; 
раздел «Схема исследований», Приложение 1) 
и с учетом данных доклинических исследова-
ний оригинального препарата4. Работа с экспе-
риментальными животными описана в разделе 
«Манипуляции с экспериментальными животны-
ми» Приложения 1.

Забор образцов тканей и выделение нуклеиновых 
кислот

Для выделения нуклеиновых кислот забира-
ли по три образца тканей сердца, легких, печени, 
мозга и четырехглавой мышцы бедра (квадри-
цепса) массой 10±2 мг, а также спинной мозг (це-
ликом). Процедура детально описана в разделе 
«Забор образцов тканей и выделение нуклеино-
вых кислот» Приложения 1.

1	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-2-159-170-annex1
2	 European Convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes. Council of 

Europe; 1986. 
3	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 

for scientific purposes. European Parliament and Council; 2010. 
4	 Pharmacology/Toxicology Review for ZOLGENSMA. BLA NUMBER: 125694. https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/

zolgensma 

https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/zolgensma
https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/zolgensma
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Количественная оценка вирусной ДНК и мРНК 
в образцах тканей, расчет активности 
промотора

Оценка количества геномов rAAV в тканях 
была проведена методом количественной ПЦР 
в реальном времени (ПЦР-РВ) с использованием 
системы CFX96 Touch real-time PCR detection sys-
tem (Bio-Rad, США). Условия проведения ПЦР-РВ 
приведены в разделе «Количественная оцен-
ка вирусной ДНК и мРНК в образцах тканей» 
Приложения 1 и таблицах S1–S4 Приложения 1.

Относительную активность промотора рас-
считывали как отношение числа транскриптов 
SMN в 25 нг тотальной РНК к числу копий вирус-
ных геномов в 50 нг тотальной ДНК для каждого 
образца, умноженное на коэффициент РНК:ДНК 
(табл. S5, Приложение 1). Данные о соотно-
шении РНК:ДНК для головного мозга, печени, 
легких и сердца взяты из работы E.E. Schmidt 
и U. Schibler [30]; для спинного мозга использо-
вались те же значения, что и для головного мозга. 
Для четырехглавой мышцы бедра использовали 
усредненные значения, полученные W.M. Fowler 

с соавт.  [34] для икроножной мышцы мышей 
в возрасте 4–13 нед. (табл. S5, Приложение 1).

Статистический анализ
Все процедуры статистического анализа вы-

полняли с использованием программного обес-
печения GraphPad Prism 9.5 (GraphPad Software 
Inc., США). Распределение значений содержа-
ния векторной ДНК, мРНК-транскриптов SMN 
и относительной активности CAG-промотора 
статистически значимо отличалось от нор-
мального и соответствовало лог-нормально-
му распределению (критерии Шапиро  — Уилка  
и д’Агостино  — Пирсона). В связи с этим 
для оценки математического ожидания и разма-
ха данных использовали геометрическое сред-
нее (GM) и геометрический коэффициент ва-
риации (GCV, %) (табл. S6–S8 опубликованы 
в Приложении 2 на сайте журнала6). Для оценки 
временной динамики содержания векторной 
ДНК и относительной активности промотора (по-
сле логарифмического преобразования по осно-
ванию 10 для приведения данных к нормальному 

 

Внутривенная инъекция мышам
Intravenous injection in mice

Отбор образцов тканей
Tissue sample collection

Выделение препаратов РНК и ДНК
RNA and DNA extraction

Количественная оценка вирусной ДНК и РНК
Viral DNA and RNA quantification

SMN CAG 

scrAAV  

Рисунок подготовлен авторами с использованием ресурса NIH BIOART5 / The figure was prepared by the authors using the NIH BIOART Source5

Рис. 1. Схема исследования. scrAAV — самокомплементарный рекомбинантный AAV.

Fig. 1. Experimental design. scrAAV, self‑complementary recombinant AAV.

5	 https://bioart.niaid.nih.gov
6	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-2-159-170-annex2 
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распределению) применяли метод линейного 
регрессионного анализа. Для оценки средней 
скорости изменения показателей (Δ, % в нед.) 
использовали формулу (1):

	 Δ = 100% × (10k – 1),	 (1)

где k — угловой коэффициент линейной зависи-
мости логарифма показателя от времени.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Динамика содержания вирусных геномов 
в органах

По количеству вирусных геномов в 50 нг то-
тальной ДНК, выделенной из образцов органов 
мышей в возрасте 3 нед., органы можно разде-
лить на две категории: с условно низким содержа-
нием (до 6000 копий) — головной мозг, спинной 
мозг и печень; с высоким содержанием (более 
20000 копий)  — легкие, сердце, четырехглавая 
мышца бедра (рис. 2; табл. S6 Приложение 2). 
Наименьшее содержание было отмечено в ДНК, 
выделенной из спинного мозга (1863 копии, GCV 
102%), а наибольшее  — в препарате из сердца 
(42365 копий, GCV 34%).

С течением времени содержание вирусных 
геномов изменялось неравномерно (табл. S9, 
Приложение 2). Так, в головном мозге и легких 
оно находилось примерно на одном уровне; 
в печени наблюдалось более чем двукратное 
снижение с 3 по 6 нед. с дальнейшим выходом 
на плато; для остальных органов происходи-
ло снижение в 2–3 раза с 3 по 12 нед., наибо-
лее выраженное для препаратов из четырех-
главой мышцы (с GM 23800 до 5609 копий,  
p=0,0001).

Для головного и спинного мозга отмечена 
наибольшая вариативность: содержание гено-
мов rAAV для разных животных в одной вре-
менной точке могло различаться более чем 
на порядок.

Относительная активность CAG-промотора 
в органах и ее динамика

Активность промотора сильно различалась 
в органах. Наименьшая активность промотора 
у мышей в возрасте 3 нед. наблюдалась в голов-
ном мозге (11,85), а наибольшая  — в четырех-
главой мышце (115,33), в 4,7–9,7 раза превы-
шающая активность в других органах (рис. 3; 
табл.  S8, Приложение 2). В головном мозге 
также отмечена наибольшая вариативность 
(GCV 348%). Активность промотора для ча-
сти проб менялась со временем как в сторо-
ну увеличения, так и уменьшения (табл. S10, 
Приложение  2). По этому признаку органы 
можно разделить на две условные группы: 
в одной активность промотора с 3 по 12 нед. 
значимо снижалась в несколько раз (головной 
мозг p=0,0094; легкие p=0,0039), в другой оста-
валась приблизительно постоянной (печень, 
сердце) или умеренно повышалась (спинной 
мозг р>0,05; четырехглавая мышца р=0,0226). 
Так, активность промотора в головном мозге 
снизилась в 4,7 раза (с 11,85 до 2,52), в то время 
как в четырехглавой мышце бедра увеличилась 
на 68% (со 115,33 до 194,24).

ОБСУЖДЕНИЕ
В проведенном исследовании использовал-

ся rAAV, аналогичный таковому в оригиналь-
ном препарате (Золгенсма), предназначенном 
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Рис. 2. Число копий геномов rAAV в 50 нг тотальной ДНК органов мышей. 

Fig. 2. rAAV genome copy number in 50 ng of total DNA from mouse organs. 
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для лечения спинальной мышечной атрофии. 
При этом заболевании из-за мутаций в гене 
SMN1 происходит дегенерация двигательных 
нейронов спинного мозга в постнатальный пе-
риод  [35]. Предполагается, что оригинальный 
препарат, представляющий собой rAAV9, содер-
жащий кассету для экспрессии SMN, восполня-
ет мутированный ген. Однако в клинических 
испытаниях вводимый внутривенно препа-
рат показал низкую эффективность  [36, 37]. 
Предположительно, одной из причин является 
неудачный выбор промотора экспрессионной 
кассеты и способа введения, приводящие к повы-
шенной вирусной нагрузке в нецелевых органах 
и низкой экспрессии в целевых. В представлен-
ном исследовании проведена оценка возможно-
сти применения CAG-промотора для экспрессии 
трансгена в различных органах и тканях.

Результаты исследования динамики содержания 
rAAV и активности CAG-промотора в органах 
мышей

Головной и спинной мозг. Серотип AAV9 часто 
используется для генной терапии благодаря 
способности проникать через гематоэнцефали-
ческий барьер и заражать клетки центральной 
нервной системы  [26, 38, 39], но он так же эф-
фективно трансдуцирует клетки тканей других 
органов, в частности сердца, печени и скелет-
ных мышц [40, 41]. Из полученных нами данных 
следует, что головной и спинной мозг не являют-
ся предпочтительной целью для rAAV9 у новоро-
жденных мышей.

Среднее содержание геномов rAAV (GM) в го-
ловном мозге оставалось постоянным в тече-
ние всего эксперимента и снижалось примерно 

вдвое в образцах спинного мозга. Это можно 
объяснить тем, что объем головного мозга мы-
шей, а соответственно, и количество клеток по-
сле 3-недельного возраста увеличивается при-
близительно лишь на 10% [42], объем же других 
органов, в том числе спинного мозга, увели-
чивается пропорционально массе тела мы-
шей, которая в течение эксперимента возросла  
в 1,5–2 раза.

Средняя активность CAG-промотора в голов-
ном и спинном мозге у мышей 3-недельного воз-
раста находилась на самом низком уровне среди 
образцов проанализированных органов. В даль-
нейшем активность CAG-промотора в головном 
мозге уменьшалась в 4,7 раза, что, возможно, 
связано с изменением профиля метилирования 
ДНК в первые 4 нед. жизни  [43, 44], которое 
теоретически способно вызывать наблюдаемое 
снижение активности промотора.

Для головного и спинного мозга, несмотря 
на общность происхождения и непосредствен-
ную связь, отмечена резко различающаяся 
динамика активности CAG-промотора: в спин-
ном мозге измеряемая активность не только 
не уменьшалась, но даже увеличилась на 67%. 
Предположительно, разница в динамике ак-
тивности обусловлена различным клеточным 
составом органа. Известно, что AAV9 способен 
инфицировать как нейроны, так и глиальные 
клетки [39], общие для обоих органов. Однако 
отбираемые образцы спинного мозга также 
содержали фибробласты и эндотелиоциты мяг-
кой оболочки спинного мозга (pia mater)  [45], 
которые являются значительно более доступ-
ной мишенью для AAV9, поскольку именно 
pia mater представляет собой основной барьер 
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Рис. 3. Относительная активность CAG-промотора в органах мышей. 

Fig. 3. Relative activity of the CAG promoter in mouse organs. 
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для проникновения AAV в паренхиму спинно-
го мозга  [46]. Поэтому, возможно, ассоциация 
относительно высокого уровня трансдукции 
клеток спинного мозга rAAV9 и последующей 
экспрессии трансгена, наблюдаемой во мно-
гих исследованиях  [26, 47], только с нейро-
нами несостоятельна. Преимущественная 
трансдукция ненейронных клеток могла 
бы объяснить низкую эффективность ориги-
нального препарата.

Печень. Ранее была отмечена высокая ге-
патотоксичность оригинального препарата 
Золгенсма, предположительно из-за иммунного 
ответа на вирусные капсиды  [48]. Однако в на-
шем исследовании вирусная нагрузка клеток пе-
чени оказалась значительно ниже, чем в мышцах 
и легких, и сравнима с таковой в клетках ЦНС. 
Скорее всего, наблюдаемое нами низкое содер-
жание вирусных геномов связано с выбранным 
способом введения (в лицевую вену), который 
не предполагает первоначальной фильтрации 
в печени, в отличие от традиционной инъекции 
в периферические вены (конечностей и хвоста), 
при которых наибольшее содержание вирус-
ных геномов обнаруживается именно в печени, 
как, например, в работе S.A. Khan с соавт. [49].

Кроме того, относительно постоянная ак-
тивность CAG-промотора в печени у мышей 
3-недельного возраста лишь незначительно 
превышает таковую в головном мозге. Таким 
образом, CAG-промотор не является оптималь-
ным для экспрессии трансгена в клетках печени 
из-за относительно низкой активности. Подбор 
более эффективного промотора позволит су-
щественно снизить вирусную нагрузку на орган 
при генной терапии, направленной на печень.

Легкие. Легкие, так же как сердце и ске-
летные мышцы, являются преимущественной 
мишенью AAV9: относительное содержание 
ДНК rAAV в этих органах было значительно 
выше, чем в других исследованных органах. 
Количество вирусных геномов в легочной ткани 
варьировало в широких пределах у экспери-
ментальных животных, но среднее содержание 
с 3 по 12 нед. менялось незначительно (табл. S6, 
Приложение 2). Однако, как и в случае голов-
ного мозга, наблюдалось снижение активности 
промотора с 3 по 6 нед. почти в 5 раз, с после-
дующей стабилизацией на приблизительно по-
стоянном уровне. Возможно, это связано с тем, 
что в легких к концу 3 нед. завершается активная 
стадия альвеоляризации и начинается формиро-
вание взрослой структуры [50, 51]. Этот процесс 
сопровождается увеличением метилирования 
ДНК, приводящим к изменению экспрессии ряда 
генов, связанных с развитием легких  [52, 53]. 

Возможно, при этом также метилируется CAG-
промотор, что и вызывает резкое снижение его 
активности с 3 по 6 нед.

Сердце и четырехглавая мышца бедра. Среди 
проанализированных тканей именно в квадри-
цепсе CAG-промотор наиболее активен, про-
дуцируя к 12 нед. в 16 и 77 раз больше транс-
криптов, чем в печени или головном мозге 
соответственно. При отсутствии мышечно- 
специфических промоторов, основанных  
на промоторах генов креатинкиназы или десми-
на  [9], или невозможности их использования 
CAG-промотор может обеспечить высокий уро-
вень экспрессии трансгена в мышечной ткани.

Считается, что мышечная ткань является 
подходящей мишенью для rAAV благодаря ста-
бильности: средний возраст миоцитов человека 
составляет около 15 лет  [54]. Соответственно, 
снижение содержания существующих в виде 
эписом вирусных геномов из-за деления клеток 
происходит очень медленно, что обеспечивает 
большую устойчивость (durability) экспрессии 
трансгена  [7]. Однако нами было обнаружено 
значительное снижение содержания геномов 
rAAV в образцах квадрицепса (в 4 раза) и сердца 
(в 2 раза) с 3 по 12 нед. после инъекции при уве-
личивающемся уровне экспрессии на 68 и 29% 
соответственно. Полученные результаты проти-
воречат ранее опубликованным заключениям 
Z. Wang с соавт.  [55] о стабильном числе копий 
вирусного генома в мышцах. Однако следует от-
метить, что в упомянутой работе не приведено 
сведений о динамике и представлены данные 
по биораспределению только для одной вре-
менной точки (2 месяца после введения вируса). 
Возможно, наблюдаемая нами потеря геномов 
rAAV имеет место только в мышечных волок-
нах и кардиомиоцитах в стадии гипертрофии; 
с возрастом число вирусных геномов в этих 
тканях стабилизируется. В пользу этого говорит 
замедление снижения среднего содержания ге-
номов rAAV с возрастом животного: изменение, 
которое происходит с 6 по 12 нед., сопоставимо 
с периодом с 3 по 6 нед.

Наблюдаемое снижение содержания геномов 
rAAV не может быть объяснено процессами де-
ления мышечной ткани. Известно, что период 
созревания мышечных волокон, сопровождаю-
щийся увеличением числа ядер в миофибрилле, 
завершается к 3 нед., а дальнейший рост мы-
шечного волокна происходит только за счет ги-
пертрофии  [56]. В сердечной мышце в экспери-
ментальный период стадия активного деления 
кардиомиоцитов (1–15 сут жизни) уже завер-
шилась, и происходит плавное увеличение раз-
меров сердечной мышцы за счет гипертрофии 
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кардиомиоцитов, коррелирующее с увеличени-
ем массы тела [57]. Возрастное увеличение пло-
идности в 3-недельном возрасте  [58, 59] также 
слишком незначительно, чтобы обеспечить на-
блюдаемое снижение.

Увеличение активности CAG-промотора 
в мышечной ткани также труднообъяснимо. 
Как указано выше, стадии активных изменений 
в мышцах и сердце в экспериментальный пе-
риод завершились, и логично было бы ожидать 
стабильного уровня экспрессии. Единственное 
значительное изменение, происходящее в ске-
летных мышцах,  — появление специализации 
мышечных волокон, выражающееся в разделе-
нии их на окислительные («медленные») и глико-
литические («быстрые»), начинающееся как ми-
нимум с 2-недельного возраста  [60]. Возможно, 
увеличение активности CAG-промотора может 
быть связано с этим процессом.

Еще одним объяснением как снижения изме-
ряемого числа вирусных геномов, так и роста 
измеряемой активности CAG-промотора в мыш-
цах может быть присутствие в мышечной ткани 
транскрипционно неактивных вирусных частиц 
после инъекции. Известно, что в иммуноприви-
легированных тканях интактные вирусные ча-
стицы могут обнаруживаться в течение как ми-
нимум 6 лет  [61]. В прочих тканях срок жизни 
вирусных частиц намного меньше, так как вос-
палительная реакция в ответ на присутствие ви-
русных капсидов разных серотипов полностью 
завершается у взрослых мышей уже в течение 
72 ч  [62]. Иммунная система новорожденных 
мышей отличается от таковой у взрослых  [63], 
и, возможно, элиминация вирусных частиц 
в мышечной ткани происходит медленнее. Если 
вирусные частицы присутствуют в мышечной 
ткани в количествах, сравнимых с количеством 
трансдуцированных вирусных геномов или пре-
вышающих его, их элиминация ведет к увеличе-
нию измеряемой активности промотора даже 
при снижении относительного содержания РНК 
транскриптов (табл. S7, Приложение 2).

Экстраполяция полученных данных на другие 
варианты CAG-промоторов

Предположительно, полученные данные 
о динамике активности можно распространить 
на другие варианты CAG/CBA/CB-промоторов, от-
личающиеся размерами энхансера и 5'-нетранс-
лируемыми областями (5'UTR). Ранее было пока-
зано, что, несмотря на общий основной элемент 
(промотор β-актина курицы) и наличие энхансера 
CMV, в прямом сравнении такие конструкции мо-
гут демонстрировать разный уровень экспрессии 
целевого белка [16, 64]. Однако можно ожидать, 

что динамика изменения активности этих промо-
торов и их относительная органоспецифичность 
будут схожи, так как активность промоторов и из-
менения экспрессии, вызываемые эпигенетиче-
скими факторами, в значительной мере опреде-
ляются именно промоторами и энхансерами [65], 
в то время как 5'UTR регулируют трансляцию 
и стабильность мРНК [66]. В подтверждение этого 
предположения можно привести работу I.T. Garza 
с соавт. [67], в которой при использовании промо-
тора CBh [16] отмечалось аналогичное снижение 
уровня экспрессии трансгена в головном мозге 
мышей с течением времени.

Ограничения исследования и перспективы 
будущих исследований

Приведенные в данной работе значения от-
носительной активности промоторов получены 
на основании ранее опубликованных данных 
о соотношении РНК:ДНК в различных органах 
мышей. Следует заметить, что информации 
по этому вопросу крайне мало: имеются дан-
ные только по ограниченному списку органов, 
как правило, для одной возрастной группы жи-
вотных. Это вносит неточность в определение 
активности промоторов, так как количество 
и состав РНК в клетке непостоянны и в отдель-
ных описанных случаях способны изменяться 
даже в течение суток [68]. Определение соотно-
шения РНК:ДНК в анализируемых органах могло 
бы повысить достоверность получаемых значе-
ний активности промоторов.

Также представляет интерес проверка пред-
положения о связи замалчивания CAG-промотора 
в головном мозге и легких мышей с его метили-
рованием. В случае обнаружения сайтов мети-
лирования их мутагенез мог бы потенциально 
отменить замалчивание промотора, повысив 
устойчивость экспрессии в этих органах.

ВЫВОДЫ
1.	 Предложена и апробирована методика рас-

чета относительной активности промоторов 
в образцах тканей. Обнаружено, что CAG- 
промотор не обеспечивает высокой и стабиль-
ной экспрессии трансгена в головном мозге, 
легких и печени. Напротив, в скелетных мышцах 
(квадрицепс) CAG-промотор демонстрирует вы-
сокую активность, что делает его перспектив-
ным для мышечно-ориентированной терапии.

2.	 Наблюдаемое снижение активности CAG- 
промотора в головном мозге и легких с 3 по  
12 нед. после инъекции коррелирует с описанным  
в литературе возрастным изменением профиля 
метилирования ДНК в органах мышей. Предпо-
ложительно, эти процессы взаимосвязаны.
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