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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Одной из основных проблем современной онкотерапии является отсутствие избирательности действия 
используемых противоопухолевых препаратов, приводящее к их системной токсичности на организм. Направленная 
экспрессия терапевтических генов представляет собой новый подход в генотерапии рака. Одним из способов дости-
жения избирательности действия терапевтических генов по отношению к опухолевым клеткам является использова-
ние промоторов, которые активны только в опухолевых, но не в нормальных клетках.
Цель. Оценить функциональную активность и специфичность промотора ингибитора секреторной лейкоцитарной про-
теазы человека hSLPI.
Материалы и методы. Промотор гена hSLPI клонировали в беспромоторный вектор pTurboGFP-PRL. Функциональную 
активность и специфичность промотора оценивали по экспрессии мРНК репортёрного гена TurboGFP и интенсивности 
его свечения в опухолевых клетках A549, MCF-7, HeLa и нормальных — WI-38 методами полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени с обратной транскрипцией и флуоресцентного анализа, соответственно.
Результаты. Несмотря на данные литературы, промотор гена hSLPIa продемонстрировал высокую транскрипционную 
активность только в отношении опухолевых клеток рака шейки матки HeLa. При этом в клетках аденокарциномы 
легкого А549 и рака груди MCF-7, как и в нормальных клетках WI-38, наблюдался пониженный уровень активности 
промотора. 
Заключение. Полученные данные подтверждают необходимость проведения предварительной оценки функциональ-
ной активности опухоль-специфичных промоторов в отношении опухолевых и нормальных клеток.
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ABSTRACT
BACKGROUND: One of the main problems of modern oncotherapy is the lack of selectivity of the antitumor drugs, leading to 
their systemic toxicity on the body. Targeted expression of therapeutic genes represents a new approach in cancer gene therapy. 
One of the ways to achieve the selectivity of action of the therapeutic genes towards tumor cells is the use of promoters that 
are active only in tumor cells, but not in normal cells.
AIM: To evaluate the functional activity and specificity of the promoter of the human secretory leukocyte protease inhibitor 
hSLPI.
MATERIALS AND METHODS: The promoter of the hSLPI gene was cloned into the promotorless vector pTurboGFP-PRL. 
The functional activity and specificity of the promoter were assessed by the expression of the mRNA of the TurboGFP 
reporter gene and the intensity of its luminescence in A549, MCF-7, HeLa tumor cells and WI-38 normal cells using  
real-time polymerase chain reaction with reverse transcription and fluorescence analysis, respectively.
RESULTS: Despite the literature data, the promoter of the hSLPIa gene demonstrated high transcriptional activity only against 
HeLa cervical cancer tumor cells. At the same time, in the cells of lung adenocarcinoma A549 and breast cancer MCF-7, as in 
normal WI-38 cells, a reduced level of promoter activity was observed. 
CONCLUSION: The data obtained confirm the need for a preliminary assessment of the functional activity of tumor-specific 
promoters in relation to tumor and normal cells.
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ОБОСНОВАНИЕ
Рак является одной из основных причин смертности 

во всём мире, как среди мужчин, так и среди женщин. 
Несмотря на успехи в области химиотерапии, хирургии 
и лучевой терапии, по-прежнему существуют ограни-
ченные возможности лечения рака на поздних стади-
ях, которые включают лишь паллиативные методы [1]. 
Согласно стандартным протоколам противоопухоле-
вой терапии, для лечения местных неметастатических 
опухолей применяют хирургию и лучевую терапию, 
в то время как системная химиотерапия, гормональная 
и биологическая терапия предпочтительно использу-
ются для лечения прогрессирующих метастатических 
опухолей. Улучшение понимания молекулярной биоло-
гии опухолевых клеток, исключительные особенности 
опухолевого роста, а также токсичность, оказываемая 
химиотерапевтическими препаратами и вызывающая 
нежелательное массивное разрушение нормальных кле-
ток организма, обусловили необходимость поиска аль-
тернативных целенаправленных и эффективных методов 
лечения рака, среди которых наиболее перспективным 
считается генная терапия [2].

Подходы генной терапии основаны на внесении 
в клетки-мишени терапевтического гена с целью заме-
ны мутантных генов, ассоциированных с развитием кан-
церогенеза, или генов, вызывающих гибель опухолевых 
клеток [3–5]. Первые генотерапевтические конструкции, 
в которых терапевтический ген находился под контро-
лем конститутивных промоторов цитомегаловируса (CMV) 
или вируса обезьян (SV-40), не обладали избирательно-
стью действия и экспрессировали противоопухолевый 
агент во всех клетках организма, оказывая токсический 
эффект и на нормальные клетки. Достичь строгого уровня 
селективности генотерапевтических препаратов позволи-
ло открытие опухоль-специфичных промоторов, гиперак-
тивных в определённых типах раковых клеток и прак-
тически не активных в нормальных клетках [6]. Среди 
них выделяют регуляторные области генов, кодирующих 
белки, гиперэкспрессированные в различных типах опу-
холевых клеток и ассоциированные с их злокачественной 
трансформацией: теломеразу (hTERT), блокаторы апоп-
тоза (BIRC5), рецептор эпидермального фактора роста 
(EGFR), белки гомологичной рекомбинации (Rad51), ти-
роидный транскрипционный фактор 1 (TTF-1), ингибитор 
секреторной лейкоцитарной протеазы человека (hSLPI), 
карциноэмбриональный антиген (CEA) и другие [2, 7–9]. 
Кроме того, известны промоторы, гиперактивные на опре-
делённых стадиях канцерогенеза, таких как ангиогенез 
и метастазирование [10].

Несмотря на полученные данные, характеризующие 
специфичность и активность опухоль-специфичных ре-
гуляторных областей, гетерогенность раковых клеток 
не позволяет чётко спрогнозировать транскрипцион-
ную активность определённой промоторной области, 

и как следствие, эффективность терапии. Поэтому крити-
чески важным фактором в разработке селективных гено-
терапевтических подходов является подбор оптимального 
опухоль-специфичного промотора для конкретного типа 
опухолевой ткани. 

Цель — оценка функциональной активности и специ-
фичности промотора ингибитора секреторной лейкоцитар-
ной протеазы человека hSLPI для последующей разработ-
ки на его основе генетической конструкции, селективно 
экспрессирующей цитотоксические терапевтические гены 
в опухолевых клетках.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные плазмиды, штаммы и условия 
культивирования

Промоторную область гена ингибитора секреторной 
лейкоцитарной протеазы человека (hSLPI) клонировали 
в вектор pTurboGFP-PRL (Евроген, Россия) с использова-
нием штамма Escherichia coli NEB5α (New England Biolabs, 
США). Бактерии выращивали на стандартной среде LB 
(пептон — 1,5%, NaCl — 0,5%, дрожжевой экстракт — 
0,5%) при 37 ℃ в шейкер-инкубаторе Multitron Standart 
(INFORS HT, Швейцария) при 160 об./мин. При выращи-
вании штаммов, несущих плазмиды, в среду добавляли 
канамицин (30 мкг/мл).

Для оценки эффективности трансфекции использова-
ли плазмиду pTurboGFP-C (Евроген, Россия), в которой ре-
портёрный ген зелёного флуоресцентного белка TurboGFP 
находится под контролем конститутивного промотора ци-
томегаловируса CMV.

Клеточные линии
Для трансфекции использовали линии опухолевых 

клеток аденокарциномы лёгких человека А549, эпите-
лиоидной карциномы шейки матки HeLa, аденокарцино-
мы молочной железы MCF-7, полученные из коллекции 
АТСС (США), и культуру клеток нормальных фибро-
бластов лёгких эмбриона человека WI-38, полученную 
из «Коллекции клеточных культур позвоночных» Инсти-
тута цитологии Российской академии наук. Клетки рас-
тили при 37 ℃ в атмосфере с 5% CO2 на стандартной 
среде DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10% фе-
тальной сыворотки крупного рогатого скота (FBS), 2 мМ 
глутамина, пенициллина/стрептомицина и канамицина 
(по 100 ед.).

Полимеразная цепная реакция
Полноразмерный промотор гена hSLPI и его фраг-

менты амплифицировали с геномной ДНК фибробла-
стов лёгкого L-68 (Сибэнзим, Россия) с использованием 
высокоточных Phusion (Thermo Fisher Scientific, США) 
и Encyclo (Евроген, Россия) ДНК-полимераз и праймеров 
F-hSLPI-Xho, F-hSLPIa-Xho, F-hSLPIb-Xho и R-hSLPI-Bam, 



DOI: https://doi.org/10.17816/onco629570

16
ORIGINAL STUDY ARTICLES Russian Journal of OncologyVol. 29 (1) 2024

последовательность которых представлена в табл. 1. Тем-
пературу отжига праймеров рассчитывали с использова-
нием сервиса Tm Calculator (Thermo Fisher Scientific, США).

Для оптимизации условий полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) подбирали ДНК-полимеразу, варьировали со-
став реакционной смеси (количество матрицы, праймеров 
и ионов Mg2

+), а также режим амплификации (длительность 
каждого этапа реакции, температуру отжига праймеров). 
Оптимизированный режим амплификации полноразмерно-
го промотора hSLPI и его фрагментов представлен в табл. 2.

Электрофорез 
Горизонтальный электрофорез ДНК проводили 

в 1–1,5% агарозном геле в ТАЕ буфере (48,4 г/л трис-
аминометана, 11,4 мл/л ледяной уксусной кислоты, 
100 мл/л 0,5 М ЭДТА, рН 8,5), при напряжении 100 В, в те-
чение 30–45 мин. Для контроля подвижности ДНК в геле, 
а также для детекции ДНК в ультрафиолетовом свете ис-
пользовали раствор 6×DNA-Dye NonTox (AppliChem GmgH, 
Германия). Гель просматривали в ультрафиолетовом свете 
при длине волны 365 нм. Для приблизительной оценки 
длин фрагментов ДНК использовали ДНК-маркёры 1 Kb 
(Сибэнзим, Россия) и 50 bp+ (Евроген, Россия).

Клонирование промотора
Полученный продукт амплификации промотора гена 

hSLPIа и вектор pTurboGFP-PRL гидролизовали по сай-
там рестрикции XhoI и BamHI в течение 3 ч при 37 ℃. 
ПЦР-продукт до и после проведения рестрикции очи-
щали от примесей с помощью GeneJet PCR Purification 
kit (Thermo Fisher Scientific, США). Рестрицированные 
фрагменты вектора разделяли в агарозном геле, а участ-
ки, соответствующие необходимым фрагментам, выре-
зали из геля и экстрагировали с использованием набора 
LumiPure DNA Gel Extraction Kit (Lumiprobe, Россия). Очи-
щенные продукты рестрикции лигировали при темпера-
туре 4 ℃ в течение 14–16 ч с использованием T4 ДНК 
лигазы (Евроген, Россия).

Полученной конструкцией трансформировали хи-
мически-компетентные клетки E. coli NEB 5α методом 
теплового шока [11]. Для трансформации к 100 мкл 
компетентных клеток добавляли 10 мкл лигазной сме-
си. Далее подвергали клетки температурному шоку: ин-
кубировали на льду в течение 40 мин, затем нагревали 
до 42 ℃ на водяной бане в течение 90 с, после чего 
снова помещали на лед на 2 мин. В каждый образец 
добавляли 600 мкл среды LB и инкубировали при 37 ℃ 
в течение 60 мин с аэрацией. После инкубации клетки 
высевали на чашки с L-агаром с добавлением кана-
мицина (30 мкг/мл) и отбирали канамицин-устойчивые 
клоны. Правильность сборки конструкции подтвержда-
ли ПЦР и рестрикционным анализом и секвенированием 
по Сэнгеру.

Трансфекция клеток
Для проведения трансфекции культуры клеток 

A549 (105 кл./лунку), HeLa (1,5×105 кл./лунку) MCF-7 
(2×105 кл./лунку), и WI-38 (2×105 кл./лунку), высева-
ли в 24-луночные культуральные планшеты и расти-
ли до достижения клетками 70–85% конфлюентности. 
На следующий день клетки трансфицировали соз-
данной репортёрной конструкцией pTurboGFP-hSLPIа 
и плазмидой pTurboGFP-C, применяемой для оценки 
эффективности трансфекции, при помощи реагента 
Lipofectamine-3000 (Invitrogen, США), согласно про-
токолу производителя. Соотношение реагента к ДНК 
в реакции составило 3:1, количество ДНК в лунке — 
500 нг. В отдельных пробирках смешивали 1,5 мкл 
Липофектамина 3000 и 25 мкл среды Opti-MEM 
(Thermo Fisher Scientific, США), и 500 нг ДНК и 25 мкл 
среды Opti-MEM, содержащей 1 мкл реагента P3000 
(Thermo Fisher Scientific, США). Содержимое пробирок 
объединяли и инкубировали 15 мин при комнатной 
температуре. Полученную смесь добавляли к клеткам 
и инкубировали в атмосфере 5% СО2 при 37 ℃ в те-
чение 48 ч. 

Таблица 1. Праймеры, используемые в работе
Table 1. Primers used in the study

Праймер Последовательность 5’→3’

F-hSLPI-Xho ACTATACTCGAGCTCACTGCAGCCTCAAAC

F-hSLPIa-Xho ACTATACTCGAGAGATCTCAAATTATCTCACAGCT

F-hSLPIb-Xho ACTATACTCGAGCTGAGACAACTGAGCTCCAG

R-hSLPI-Bam AGATAAGGATCCGGTGAAGGCAGGAGTGAC

GFP_F GAGATCGAGTGCCGCATCAC

GFP_R GCCTTTGGTGCTCTTCATCTTG

GAPDH_F CCAGGTGGTCTCCTCTGACTTC

GAPDH_R CAAAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

Таблица 2. Режимы амплификации полноразмерного промото-
ра гена hSLPI и его фрагментов
Table 2. Modes of amplification of the full-size hSLPI gene 
promoter and its fragments

Этапы реакции hSLPI hSLPIa/ hSLPb

Предварительная 
денатурация 95 ℃, 3 мин 95 ℃, 3 мин

Денатурация 95 ℃, 10 с 95 ℃, 1 мин

Отжиг 56 ℃, 30 с 64 ℃, 45 с

Элонгация 72 ℃, 51 с 72 ℃, 1 мин

Количество циклов 30 35

Финальная элонгация
ДНК-полимераза

72 ℃, 5 мин 
Phusion

72 ℃, 10 мин 
Encyclo
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Оценка эффективности трансфекции
Эффективность трансфекции оценивали по интенсив-

ности флуоресценции репортёрного белка TurboGFP в го-
лубом спектре (480 нм) на флуоресцентном микроскопе 
Axio Imager 2.0 (Carl Zeiss, Германия). Максимум возбуж-
дения флуоресценции для TurboGFP составляет 482 нм, 
максимум эмиссии — 502 нм. 

Выделение суммарной рибонуклеиновой 
кислоты

Суммарную РНК трансфицированных клеток A549, 
MCF-7, HeLa и WI-38 выделяли реагентом RiZol (Диа-М, 
Россия) согласно протоколу производителя. Концентра-
цию выделенных образцов РНК измеряли на флуориметре 
Qubit 2.0 (Invitrogen, США). Полученную суммарную РНК 
обрабатывали ДНКазой I, прогревали 10 минут при 75 ℃.

Полимеразная цепная реакция в реальном 
времени с обратной транскрипцией 

Уровень экспрессии промотора hSLPa оценивали по ко-
личеству транскриптов гена зелёного флуоресцентного 
белка TurboGFP. Реакцию обратной транскрипции прово-
дили с использованием набора RNAscribe RT (Biolabmix, 
Россия). Реакционную смесь, состоящую из 10 нг сум-
марной РНК и 2,5 мкМ смеси случайных нонануклеотидов 
и олиго(dT)18 (Biolabmix, Россия), прогревали в течение 
3 минут при 70 ℃. В охлаждённую смесь добавляли 5×RT-
буфер и 100 ед. RNAscribe RT ревертазы, инкубировали 
5 минут при 25 ℃, а затем 30 минут при 50 ℃. Реакцию 
останавливали прогреванием при 85 ℃ в течение 5 ми-
нут. Полученную кДНК использовали для ПЦР в реальном 
времени, добавляя 2,5 мкл в реакционную смесь, состо-
ящую из 2×ПЦР-смеси БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue 
(Biolabmix, Россия), 0,4 мкМ прямого и обратного олиго-
нуклеотидов. Последовательности олигонуклеотидов, ис-
пользуемых для амплификации генов GAPDH и TurboGFP, 
представлены в табл. 1. Программа ПЦР включала пер-
вичную денатурацию в течение 5 минут при 95 ℃ и 39 
циклов, состоящих из денатурации (15 секунд, 95 ℃), от-
жига (15 секунд, 60 ℃) и элонгации (20 секунд, 72 ℃). 
Амплификацию проводили с использованием CFX96 Touch 
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, США). Режим 
реакции представлен в табл. 2.

Полученные данные ПЦР анализировали с помо-
щью стандартной программы Bio-Rad iQ5 v.2.0 (Bio-Rad 
Laboratories, США). Для каждого образца определяли 
пороговый цикл (Ct). Уровень представленности транс-
криптов и относительной экспрессии мРНК в опухолевых 
клетках нормализовали на уровень экспрессии гена до-
машнего хозяйства GAPDH. Уровень экспрессии промо-
тора hSLPa оценивали относительно уровня экспрессии 
конститутивного промотора CMV в контроле. Для этого 
вычисляли уровень экспрессии TurboGFP в контрольном 
(ΔСtCMV=CtCMV–CtGADPH) и опытных (ΔСthSlpa=CthSlpa–
CtGADPH) образцах. Изменение экспрессии TurboGFP 

в опытных образцах относительно контрольного вычис-
ляли по формуле ΔΔCt=ΔСthSlpa–ΔСtCMV. Относитель-
ный уровень экспрессии GFP рассчитывали, как 2–ΔΔCt, 
что определяет кратное увеличение или уменьшение экс-
прессии исследуемого гена в опытных образцах относи-
тельно контрольного.

Статистическая обработка
Статистическую обработку и визуализацию получен-

ных данных выполняли в программе GraphPad Prism 8 
(GraphPad Software, США). Для множественного срав-
нения нескольких независимых выборок использовали 
дисперсионный анализ (ANOVA) с апостериорным тестом 
Тьюки. Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез в данном исследовании прини-
мался p=0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Создание генетической конструкции  
для экспрессии репортёрного гена  
под управлением промотора hSLPа

Для промотора гена ингибитора секреторной проте-
азы лейкоцитов человека hSLPI показано, что высокой 
транскрипционной активностью помимо полноразмерно-
го участка размером 1250 пар оснований обладают и его 
редуцированные фрагменты протяжённостью 877 пар 
оснований (область с −849 до +22) и 684 пар основа-
ний (область с −650 до +22), обозначенные как hSLPIа 
и hSLPIb соответственно [12]. Для получения промотор-
ных областей гена hSLPI в данной работе использовали 
соответствующие праймеры, позволяющие амплифи-
цировать участки различной протяжённости, отличаю-
щиеся 5’-областями (рис. 1, a). Поскольку промоторные 
области, ввиду высокого ГЦ-состава, относятся к слож-
ноамплифицируемым матрицам [13], на первом этапе 
работы проводили оптимизацию условий полимераз-
ной цепной реакции: увеличивали продолжительность 
первичной денатурации, варьировали концентрацию 
праймеров и ионов магния, изменяли температуру от-
жига, а также подбирали ДНК-полимеразу. В качестве 
матрицы использовали геномную ДНК фибробластов 
лёгких человека L-68. В результате высокоспецифичные 
фрагменты hSLPIa и hSLPIb, размером около 900 пар 
оснований и 700 пар оснований соответственно, уда-
лось получить с использованием полимеразы Encyclo 
при увеличении первичной денатурации ДНК-матрицы 
до 3 минут, а концентрации магния до 2 мМ, темпера-
тура отжига праймеров составила 64 ℃ (см. рис. 1, b). 
ПЦР-продукт полноразмерного участка промотора hSLPI 
содержал примесные фрагменты (см. рис. 1, b), поэтому 
для следующего этапа работы среди полученных участ-
ков промотора hSLPI был выбран более протяжённый — 
hSLPа, размером 877 пар оснований. 
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Для оценки функциональной активности и специфич-
ности промотора hSLPа его клонировали по сайтам BamHI 
и XhoI в беспромоторный вектор pTurboGFP-PRL, содер-
жащий репортёрный ген зелёного флуоресцентного белка 
TurboGFP. Наличие вставки в составе полученной плазми-
ды подтверждали рестрикционным анализом (см. рис. 1, с), 
правильность нуклеотидной последовательности клонируе-
мого участка — секвенированием по Сэнгеру.

Таким образом, была создана генетическая репортёр-
ная конструкция pTurboGFP-hSLPа, содержащая ген зе-
лёного флуоресцентного белка TurboGFP под контролем 
промотора hSLPIa.

Оценка функциональной активности 
и специфичности промотора hSLPIa 

Специфичность транскрипционной активности промотора 
hSLPIа оценивали на опухолевых клетках аденокарциномы 
лёгких человека A549, рака шейки матки HeLa, рака груди 
MCF-7 и нормальной линии фибробластов лёгкого эмбриона 
человека WI-38 с помощью флуоресцентной микроскопии 
по интенсивности свечения зелёного флуоресцентного белка 

TurboGFP. Клетки-реципиенты трансфицировали созданной 
репортёрной конструкцией pTurboGFP-hSLPа, в качестве по-
ложительного контроля использовали вектор pTurboGFP-С, 
в котором репортёрный ген TurboGFP находится 
под управлением конститутивного промотора цитоме-
галовируса CMV, активного во всех клетках млекопита-
ющих. Для трансфекции использовали метод липофек-
ции, оптимальные условия подбирали с использованием 
репортёрной конструкции pTurboGFP-С. При проведении 
трансфекции использовали соотношение липофектамина 
к ДНК — 3:1, количество ДНК в лунке — 200 нг/лунку.

Флуоресценция зелёного белка TurboGFP, экспрессиру-
емого под управлением промотора CMV, была детектирова-
на во всех клеточных линиях, трансфицированных плазми-
дой pTurboGFP-С (рис. 2). При этом при трансфекции клеток 
созданной репортёрной конструкцией pTurboGFP-hSLPа 
флуоресценция белка TurboGFP, обусловленная активно-
стью работы промотора hSLPа, активно детектировалась 
только в клетках рака шейки матки HeLa (см. рис. 2). В нор-
мальных клетках WI-38 сигнал флуоресценции выявлялся 
лишь в единичных клетках (см. рис. 2). 

Рис. 1. Клонирование фрагментов промотора гена hSLPI в вектор pTurboGFP-PRL: a — последовательность фрагментов промотора 
гена hSLPI и схема плазмиды pTurboGFP-PRL; b — продукты амплификации фрагментов промотора гена hSLPI; c — рестрикцион-
ный анализ вектора pTurboGFP-PRL и вставки hSLPа, размером 4070 пар оснований и 877 пар оснований соответственно. 
Fig. 1. Cloning of fragments of the hSLPI gene promoter into the pTurboGFP-PRL vector: a — nucleotide sequence of the hSLPI promoter 
fragments and the scheme of the pTurboGFP-PRL plasmid; b — products of amplification of the hSLPI gene promoter fragments; c — 
restriction analysis of the pTurboGFP-PRL vector (4070 base pairs) and the hSLPa insertion (877 base pairs).
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Количественную оценку функциональной активно-
сти промотора hSLPа в составе созданной конструкции 
pTurboGFP-hSLPа проводили методом ПЦР в реальном 
времени по уровню экспрессии мРНК репортёрного гена 
TurboGFP в трансфицированных клетках через 48 ч куль-
тивирования. Транскрипционную активность промотора 
hSLPа рассчитывали относительно конститутивного про-
мотора CMV, активного во всех клетках. Так, повышенный 
уровень экспрессии мРНК гена TurboGFP был выявлен 
в опухолевых клетках HeLa, что говорит о наибольшей 
транскрипционной активности промотора hSLPа в данном 
типе опухолевых клеток (рис. 3). При этом в опухолевых 
клетках рака лёгкого А549 и рака груди MCF-7, также 
как в нормальных клетках WI-38, экспрессия мРНК де-
тектировалась на низком уровне (см. рис. 3). 

Таким образом, было показано, что истинной функ-
циональной активностью и специфичностью промотор 
hSLPIа обладает лишь в отношении опухолевых клеток 
рака шейки матки HeLa. В других исследованных в ра-
боте опухолевых линиях А549 и MCF-7 промотор hSLPа 
не проявлял транскрипционной активности. При этом 
в нормальных клетках WI-38 активность промотора так-
же не детектировалась, что указывает на возможность 
разработки высокоселективной генотерапевтической кон-
струкции на основе промотора hSLPа.

ОБСУЖДЕНИЕ
Опухоль-специфичные промоторы — одни из много-

обещающих инструментов в генотерапии рака, позволя-
ющих селективно запускать экспрессию терапевтических 
генов исключительно в опухолевых клетках [2]. В настоя-
щее время изучен широкий спектр промоторных областей 
генов, гиперэкспрессируемых в раковых клетках [7–9]. 

Рис. 3. Анализ экспрессии мРНК гена TurboGFP с промотора 
hSLPа в клетках, трансфицированных генетической конструк-
цией pTurboGFP-hSLPа. За единицу принят уровень экспрес-
сии мРНК гена TurboGFP с промотора CMV в тех же клеточ-
ных линиях, трансфицированных плазмидой pTurboGFP-C; 
*** p=0,0002.
Fig. 3. Analysis of TurboGFP mRNA expression from the hSLPа 
promoter in cells transfected by the pTurboGFP-hSLPa genetic 
construct. The expression level of the TurboGFP mRNA from 
the CMV promoter in the same cell lines transfected with the 
pTurboGFP-C plasmid was taken as 1; *** p=0.0002.

Рис. 2. Флуоресцентный анализ специфичности работы промотора hSLPа в клетках, трансфицированных генетической конструк-
цией pTurboGFP-hSLPа, спустя 48 ч культивирования; увеличение ×100.
Fig. 2. Fluorescent analysis of the specificity of the hSLPa promoter in cells transfected by the pTurboGFP-hSLPa after 48 hours of 
cultivation; magnification ×100.
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Одним из перспективных считается промотор ингибито-
ра секреторной протеазы лейкоцитов человека (hSLPI). 
Целью данной работы стала оценка его функциональной 
активности и специфичности. 

Для этого на первом этапе работы было необходи-
мо создать репортёрную генетическую конструкцию, 
в которой ген зелёного флуоресцентного белка нахо-
дится под контролем промотора hSLPI. Промоторные 
области представляют собой сложные матрицы, богатые 
большим количеством ГЦ-повторов, устойчивых к плав-
лению вторичных структур, и вызывающих остановку 
ДНК-полимераз, что часто приводит к неполной и неспец-
ифической амплификации [13]. Именно поэтому для по-
лучения промотора hSLPI были использован набор прай-
меров, позволяющий амплифицировать его фрагменты 
различной протяжённости. В результате была получена 
репортёрная генетическая конструкция pTurboGFP-hSLPа, 
содержащая фрагмент промотора hSLPI, размером 877 
пар оснований (см. рис. 1, b). 

Известно, что промотор hSLPI обладает широким спек-
тром функциональной активности. Гиперэкспрессия гена 
hSLPI обнаружена в клетках рака лёгких [14], шейки матки 
[15], поджелудочной железы [16] и яичников [17]. При этом 
в клеточной линии нормальных клеток лёгкого INR-90 де-
тектируется низкий уровень экспрессии мРНК гена SLPI [18]. 
Трансфекция опухолевых клеток созданной нами репор-
тёрной конструкцией pTurboGFP-hSLPа показала, что про-
мотор hSLPIа способен эффективно запускать экспрессию 
гена флуоресцентного зелёного белка только в опухоле-
вых клетках HeLa (см. рис. 2). В линиях опухолевых кле-
ток рака лёгкого А549 и рака груди MCF-7 флуоресценция 
белка TurboGFP наблюдалась лишь в единичных клетках. 
Количественный анализ экспрессии мРНК гена TurboGFP 
показал, что активность промотора hSLPIа в клетках HeLa 
многократно превышает его активность как в опухолевых 
клетках А549 и MCF-7, так и в нормальных клетках WI-38 
(см. рис. 3). При этом уровень активности опухоль-специ-
фичного промотора hSLPIа в клетках HeLa был сопоставим 
с активностью неспецифичного сильного промотора CMV 
и составил 72% относительно активности промотора CMV 
в тех же клетках, которую принимали за 100%.

Таким образом, показано, что промотор ингибитора 
секреторной протеазы лейкоцитов человека hSLPI обла-
дает высокой функциональной активностью и специфич-
ностью по отношению к опухолевым клеткам рака шейки 
матки HeLa, что делает его перспективным инструментом 
для создания на его основе генотерапевтических кон-
струкций, нацеленных на лечение рака шейки матки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на большое количество исследований, по-

свящённых изучению активности опухоль-специфичных 
промоторов, гетерогенность раковых клеток не позволяет 
чётко спрогнозировать транскрипционную активность той 

или иной промоторной области и, как следствие, эффек-
тивность терапии. Согласно данным литературы, промо-
тор hSLPI активен в широком спектре опухолевых линий. 
Однако в данной работе транскрипционная активность 
промотора hSLPI была обнаружена только в клетках рака 
шейки матки HeLa. В связи с этим необходимо проводить 
подбор оптимального опухоль-специфичного промотора 
для определённой опухолевой ткани. 
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