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Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè

Ãåííàÿ òåðàïèÿ ñ 1970-õ ãîäîâ îñòàåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëüíîé, íî íåðåøåííîé äî ñèõ ïîð çàäà÷åé. Ïîÿâëåíèå ìåòîäîâ
ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷íûõ íóêëåàç îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â ëå÷åíèè ðàçëè÷íûõ çà-
áîëåâàíèé, â òîì ÷èñëå ìîíîãåííûõ. Â îáçîðå äàíà êðàòêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìåòîäà CRISPR/Cas9, îñíîâíûå ïðèíöèïû ðàáî-
òû, äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè ìåòîäà, à òàêæå ïðåäñòàâëåíû ïðèìåðû óñïåøíîãî ïðèìåíåíèÿ CRISPR/Cas9 äëÿ êîððåêöèè
ìóòàöèé, ïðèâîäÿùèõ ê ìîíîãåííûì íàñëåäñòâåííûì çàáîëåâàíèÿì, íà ìûøèíûõ ìîäåëÿõ è ýìáðèîíàõ ÷åëîâåêà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: CRISPR/Cas9, ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå, ìèîäèñòðîôèÿ Äþøåííà, ìîäåëüíûå æèâîòíûå

Ââåäåíèå

Ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå — íîâûé ïîäõîä, øèðîêî
ïðèìåíÿåìûé â ãåííîé òåðàïèè è â èññëåäîâàíèÿõ ïî
ôóíêöèîíàëüíîé ãåíîìèêå. Â îñíîâå ìåòîäà ëåæèò èñ-
ïîëüçîâàíèå ñïåöèôè÷íûõ íóêëåàç, ñïîñîáíûõ âûçû-
âàòü ñàéò-ñïåöèôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ãåíîìîâ. Äàííàÿ
îáëàñòü èññëåäîâàíèé ðàçâèâàåòñÿ ñòðåìèòåëüíî, óæå
÷åðåç 5—10 ëåò ïîñëå îòêðûòèÿ ìåòîäà ïîÿâëÿþòñÿ ðà-
áîòû ïî óñïåøíîìó ïðèìåíåíèþ èõ ó ÷åëîâåêà. Ïåð-
âûé ìåòîä ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ íà îñíîâå íóêëå-
àç öèíêîâûõ ïàëüöåâ (ZFN) ïîÿâèëñÿ â 1996 ã. [1], à
â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíû ìåòîäû ëå÷åíèÿ ðàç-
ëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, êîòîðûå óñïåøíî ïðîõîäÿò 1-þ è
2-þ ôàçû êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Íàèëó÷øèå ðå-
çóëüòàòû ïîëó÷åíû ïðè ëå÷åíèè ïàöèåíòîâ îò ÂÈ×-èí-
ôåêöèè [2]. Â 2011 ã. áûë ðàçðàáîòàí åùå îäèí ìåòîä,
îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ýíäîíóêëåàç ýôôåêòî-
ðîâ, ïîäîáíûõ àêòèâàòîðó òðàíñêðèïöèè (TALEN) [3].
Øèðîêîãî âíåäðåíèÿ â êëèíèêó ìåòîä íà îñíîâå
TALEN ïîêà íå ïîëó÷èë, îäíàêî óæå ñåé÷àñ åñòü îïûò
óñïåøíîãî èçëå÷åíèÿ ëåéêîçà ó äåâî÷êè [4]. Îïèñàí-
íûå ìåòîäû ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ, íåñìîòðÿ íà
âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü è ýôôåêòèâíîñòü, îñòàþòñÿ
÷ðåçâû÷àéíî çàòðàòíûìè è òðóäîåìêèìè, ÷òî ñèëüíî
çàòðóäíÿåò èõ ðàçðàáîòêó è èñïîëüçîâàíèå â íåñïåöèà-
ëèçèðîâàííîé ëàáîðàòîðèè. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà
â 2012 ã. J. Doudna (Êàëèôîðíèéñêèé óíèâåðñèòåò
â Áåðêëè, ÑØÀ) è E. Charpentier (Óíèâåðñèòåò Óìåî,
Øâåöèÿ) [5] ÐÍÊ-îïîñðåäîâàííîãî ìåòîäà ñîçäàíèÿ
äâóöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïå-
öèôè÷åñêèõ íóêëåàç — CRISPR/Cas9, è ïîÿâëåíèå íà
åãî îñíîâå ìåòîäà ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ áóêâàëü-
íî ñîâåðøèëî ïðîðûâ â ýòîé îáëàñòè [6]. Ïî äàííûì
áàçû PubMed çà òðè ãîäà èñïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè

îïóáëèêîâàíî ñâûøå 1700 ñòàòåé, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëü-
ñòâîâàòü î âûñîêîì èíòåðåñå ê ýòîé ìåòîäèêå. Ñòîèò
îòìåòèòü, ÷òî íàèáîëüøèé âêëàä â ðàçâèòèå ýòîé òåõ-
íîëîãèè âíåñëè ëàáîðàòîðèè ïîä ðóêîâîäñòâîì
F. Zhang èç Ìàññà÷óñåòñêîãî òåõíîëîãè÷åñêîãî èíñòè-
òóòà, ÑØÀ, è G. Church èç Ãàðâàðäñêîé ìåäèöèíñêîé
øêîëû, ÑØÀ.

Äëÿ ëå÷åíèÿ íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé ìåòîäà-
ìè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ òðàäèöèîííî èñïîëüçó-
þò äâà ïîäõîäà: ãåííóþ (in vivo) è êëåòî÷íóþ òåðàïèþ
(ex vivo). Ñóòü ãåííîé òåðàïèè çàêëþ÷àåòñÿ âî ââåäå-
íèè â æèâóþ êëåòêó íóêëåèíîâûõ êèñëîò èëè èõ ïðî-
èçâîäíûõ, êîòîðûå ëèáî èçìåíÿþò ñòðóêòóðó ãåíà ïó-
òåì âñòðàèâàíèÿ â ÄÍÊ êëåòêè-õîçÿèíà, íàïðèìåð,
ïðè ëåíòèâèðóñíîé òðàíñäóêöèè [7], ëèáî âîñïîëíÿþò
íåäîñòàòîê ìÐÍÊ ãåíà, íàïðèìåð, ôóíêöèîíèðóÿ
â âèäå ïëàçìèäû [8], ëèáî ìîäèôèöèðóþò ýêñïðåññèþ
ãåíà, íàïðèìåð, ïîäàâëÿÿ ïóòåì ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè
â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ
ÐÍÊ [9]. Êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî
ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå îñóùåñòâëÿþò â êëåòêàõ,
ïîëó÷åííûõ îò áîëüíîãî ÷åëîâåêà. ×àùå âñåãî èõ ðå-
ïðîãðàììèðóþò â èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè, êîòîðûå çàòåì ðåäàêòèðóþò, äèô-
ôåðåíöèðóþò â íåîáõîäèìûé òèï êëåòîê è ïîñëå ýòîãî
òðàíñïëàíòèðóþò áîëüíîìó ÷åëîâåêó, ó êîòîðîãî îíè
äîëæíû ëèáî çàìåñòèòü ñîáîé ïîðàæåííûå êëåòêè,
ëèáî ñîçäàòü î÷àã «ïðàâèëüíî» ôóíêöèîíèðóþùèõ
êëåòîê. Ðàáîò, îïèñûâàþùèõ ñîçäàíèå òàêèõ êëåòîê
äî ýòàïà òðàíñïëàíòàöèè, îïóáëèêîâàíî óæå î÷åíü
ìíîãî è èõ îñâåùåíèå — ýòî ïðåäìåò îòäåëüíîé ñòà-
òüè, íàïðèìåð, íåäàâíî D. Hockemeyer ñ ñîàâòîðàìè
áûëà îïóáëèêîâàíà îáçîðíàÿ ñòàòüÿ ñ îñíîâíûìè äî-
ñòèæåíèÿ â ýòîé îáëàñòè [10].
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* Èíôîðìàöèÿ î êîíôëèêòå èíòåðåñîâ: Àâòîðû çàÿâëÿþò îá îòñóòñòâèè êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.



Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ðàçðàáîòêà ëå÷åíèÿ íàñëåäñò-
âåííûõ çàáîëåâàíèé èäåò êàê ïî ïóòè èñïîëüçîâàíèÿ
ãåííîé òåðàïèè, òàê è êëåòî÷íîé. Îñíîâíûå ïîäõîäû
ê òåðàïèè ðàçëè÷íûõ ìîíîãåííûõ áîëåçíåé îòðàæåíû
â íåñêîëüêèõ îáçîðíûõ ñòàòüÿõ, íàïðèìåð, â ñòàòüÿõ
M.L. Maeder è C.A. Gersbach [11] è V. Prakash ñ ñîàâòî-
ðàìè [12]. Â ýòîì îáçîðå ìû ñîñðåäîòî÷èëèñü íà ãåííîé
òåðàïèè íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé in vivo ñ èñïîëüçî-
âàíèåì òåõíîëîãèè CRISPR/Cas9.

Ìåòîä CRISPR/Cas9 è åãî îñîáåííîñòè

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palind-
romic Repeats) — ãðóïïà ðåãóëÿðíî ïåðåìåæàþùèõñÿ êî-
ðîòêèõ ïàëèíäðîìíûõ ïîâòîðîâ — áûëà âïåðâûå îáíà-
ðóæåíà â ãåíîìå ïðîêàðèîò â 1987 ã. [13]. Ïîçæå áûë îá-
íàðóæåí CRISPR-àññîöèèðîâàííûé áåëîê 9 (Cas9).
Òàêæå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ëîêóñ CRISPR ñïîñîáåí
ê òðàíñêðèïöèè. Îáðàçóþùàÿñÿ ÐÍÊ (CRISPR RNA,
crRNA) ñâÿçûâàåòñÿ ñî âñïîìîãàòåëüíîé òðàíñàêòèâè-
ðóþùåé CRISPR ÐÍÊ (trans-activating CRISPR RNA,
tracrRNA) è íàçûâàåòñÿ íàïðàâëÿþùåé ÐÍÊ (guide
RNA, gRNA). Ïåðâàÿ îáåñïå÷èâàåò ñâÿçûâàíèå ñ ÄÍÊ, à
âòîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ Cas9. gRNA ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ Cas9, ïîñëå ÷åãî íóêëåàçíûé äîìåí Cas9 ïðîèç-
âîäèò äâóöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ (ÄÖÐ) ÄÍÊ.

Äëÿ óäîáñòâà ðàáîòû ñ ñèñòåìîé CRISPR/Cas9 ýòè
ÐÍÊ óäàëîñü îáúåäèíèòü â åäèíóþ íàïðàâëÿþùóþ ÐÍÊ
(single guide RNA, sgRNA), êîòîðàÿ ñîñòîèò èç äâóõ

ôðàãìåíòîâ: 20—22 íóêëåîòèäà ñ 5’ êîíöà, êîìïëåìåí-
òàðíûå íóæíîìó ó÷àñòêó ÄÍÊ, è «õâîñò», ñîñòîÿùèé èç
ïðèìåðíî 80 íóêëåîòèäîâ, íåîáõîäèìûé äëÿ ñâÿçûâà-
íèÿ ñ íóêëåàçîé Cas9 (ðèñ. 1). sgRNA ïîäáèðàåòñÿ òàêèì
îáðàçîì, ÷òîáû ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÄÍÊ ðÿäîì ñ ìåñòîì ðàñ-
ïîëîæåíèÿ PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ñìåæíàÿ ñ ïðîòîñïåéñåðîì), êîòîðàÿ íåîáõîäèìà
äëÿ ñâÿçûâàíèÿ Cas9 ñ ÄÍÊ. Äëÿ êàæäîãî îðòîëîãà Cas9
ñóùåñòâóåò ñâîÿ PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íàïðèìåð,
äëÿ íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìîãî SpCas9 ýòî 5’-NGG,
äëÿ SaCas9 — 5’-NNGRRT. Ïðè ñâÿçûâàíèè sgRNA
ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, à Cas9 ñ PAM-ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ â ÄÍÊ, Cas9 îñóùåñòâëÿåò ÄÖÐ ÄÍÊ çà 3
íóêëåîòèäà îò PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ 5’- êîíöà.
ÄÖÐ çàïóñêàåò ðåïàðàöèþ îäíèì èç äâóõ ñïîñîáîâ: íå-
ãîìîëîãè÷íûì ñîåäèíåíèåì êîíöîâ (ÍÃÑÊ, NHEJ) èëè
íàïðàâëåííîé ãîìîëîãè÷íîé ðåïàðàöèåé (ÍÃÐ, HDR)
(ðèñ. 2). Â ïåðâîì ñëó÷àå êîíöû ÄÍÊ ïî ñòîðîíàì îò
ðàçðûâà ñøèâàþòñÿ, ïðè ýòîì â ìåñòå ñøèâàíèÿ îáû÷íî
ôîðìèðóþòñÿ ñëó÷àéíûå èíñåðöèè èëè äåëåöèè íå-
ñêîëüêèõ íóêëåîòèäîâ (indel). Åñëè indel íå êðàòåí òðåì,
òî ïðîèñõîäèò ñäâèã ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ, è âîçìîæíî îá-
ðàçîâàíèå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòîï-êîäîíà. Âî âòîðîì
ñëó÷àå ïðè íàëè÷èè äîíîðíîé ÄÍÊ (äâóöåïî÷å÷íîé
ÄÍÊ èëè îäíîöåïî÷å÷íûõ îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòè-
äîâ (ssODN)) ïðîèñõîäèò íàïðàâëåííàÿ ãîìîëîãè÷íàÿ
ðåïàðàöèÿ è çàìåùåíèå äåôåêòà. ÍÃÑÊ ÷àùå âñåãî ïðî-
èñõîäèò â äèôôåðåíöèðîâàííûõ íåäåëÿùèõñÿ êëåòêàõ,
òîãäà êàê ÍÃÐ — â äåëÿùèõñÿ [14].
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ðàáîòû Cas9 íóêëåàçû. Îáúÿñíåíèå â òåêñòå. Target — öåëü, bp — ïàðû íóêëåîòèäîâ. Èç ñòàòüè F.A. Ran ñ ñîàâò. ñ ìîäèôèêàöèÿìè [14].



Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííóþ ïðîñòîòó èñïîëüçîâàíèÿ
òåõíîëîãèè CRISPR/Cas9, îñíîâíûì åå íåäîñòàòêîì ÿâ-
ëÿåòñÿ îòíîñèòåëüíî âûñîêàÿ ÷àñòîòà íåñïåöèôè÷åñêîé
àêòèâíîñòè, â îòëè÷èå îò TALEN è ZFN. Ýòà íåñïåöè-
ôè÷íîñòü îáóñëîâëåíà äëèíîé sgRNA, êîìïëåìåíòàð-
íîé òàðãåòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, à òàêæå íàëè-
÷èåì ïñåâäîãåíîâ è âûñîêîãîìîëîãè÷íûõ ó÷àñòêîâ â ãå-
íîìå, ê êîòîðûì ìîæåò ïðèñîåäèíèòüñÿ sgRNA [6]. Ñó-
ùåñòâóåò ïÿòü îñíîâíûõ ñòðàòåãèé óìåíüøåíèÿ íåñïå-
öèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè Cas9:

1) òùàòåëüíûé ñïåöèôè÷åñêèé ïîäáîð sgRNA, ìè-
íèìèçèðóþùèé ñâÿçûâàíèå sgRNA ñ íåöåëåâîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ [15];

2) ïîäáîð îïòèìàëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ Cas9 è sgRNA
[16];

3) ïîâûøåíèå ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ Cas9 ïóòåì
âíåñåíèÿ â íåãî ìîäèôèêàöèé, ñíèæàþùèõ ñèëó ýëåêò-
ðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ íóêëåàçû è ÄÍÊ, òàêèì
îáðàçîì, ïîâûøàÿ çíà÷èìîñòü ñâÿçè ìåæäó ÄÍÊ è
sgRNA [17];

4) êîíâåðòàöèÿ Cas9 â íèêàçó Cas9n — ôåðìåíò, ðàç-
ðåçàþùèé òîëüêî îäíó öåïü ÄÍÊ. Ñîâìåñòíîå èñïîëü-
çîâàíèå äâóõ Cas9n ñ äâóìÿ sgRNA îáåñïå÷èâàåò öåëåâîé
ÄÖÐ [18];

5) ñîçäàíèå áåëêà, îáúåäèíÿþùåãî èíàêòèâèðîâàí-
íóþ íóêëåàçó Cas9 è àêòèâíóþ íóêëåàçó FokI — íèêàçó
fCas9. Ñîâìåñòíîå èñïîëüçîâàíèå äâóõ fCas9 ñ äâóìÿ
sgRNA óâåëè÷èâàåò ñïåöèôè÷íîñòü â 140 ðàç [19].

Äëÿ äîñòàâêè Cas9, sgRNA è äîíîðíîé ÄÍÊ â êëåòêè
èñïîëüçóþò òðàäèöèîííûå ïîäõîäû ïåðåíîñà ãåíîâ: íå-
âèðóñíûå (ýëåêòðîïîðàöèþ è ëèïîôåêöèþ) è âèðóñíóþ
òðàíñäóêöèþ (îñîáåííî äëÿ èññëåäîâàíèé in vivo). Â ïî-
ñëåäíåì ñëó÷àå ìîæíî èñïîëüçîâàòü àäåíîâèðóñû, íî

÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò àäåíîàññîöèèðîâàííûå âèðóñû
(ÀÀÂ), ïðåèìóùåñòâàìè êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ:

1) áîëüøàÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè;
2) ñòàáèëüíàÿ äëèòåëüíàÿ òðàíñäóêöèÿ áåç âñòðàèâà-

íèÿ âèðóñíîé ÄÍÊ â ãåíîì êëåòêè-õîçÿèíà;
3) âîçìîæíîñòü ïîäáîðà îïðåäåëåííîãî ñåðîòèïà âè-

ðóñà, èìåþùåãî òðîïíîñòü ê îïðåäåëåííîé òêàíè;
4) îòñóòñòâèå âûðàæåííîãî èììóííîãî îòâåòà [20].
Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå ÀÀÂ íàêëàäûâàåò îïðåäåëåí-

íûå îãðàíè÷åíèÿ — ïàêóþùàÿ ñïîñîáíîñòü âèðóñà íå
ïðåâûøàåò 4,5 ò.ï.í., òîãäà êàê ðàçìåð íàèáîëåå ÷àñòî
èñïîëüçóåìîé íóêëåàçû Cas9 èç Streptococcus pyogenes

(SpCas9) îêîëî 4,2 ò.ï.í., ÷òî íå ïîçâîëÿåò ïîìåñòèòü
â îäíó âèðóñíóþ ÷àñòèöó âñå êîìïîíåíòû CRISPR/Cas9.
Ïîýòîìó ñ 2015 ã. ó÷åíûå ñòàëè øèðîêî èñïîëüçîâàòü
íóêëåàçó Cas9 èç Staphylococcus aureus (SaCas9), êîòîðàÿ
áîëåå ÷åì íà 1 ò.ï.í. êîðî÷å, à åå ýôôåêòèâíîñòü ðàçðå-
çàíèÿ ÄÍÊ ñîïîñòàâèìà ñ SpCas9 [21].

Ïî ñîñòîÿíèþ íà èþíü 2016 ã. îïóáëèêîâàíà ëèøü
îäíà ðàáîòà [22] îá èñïîëüçîâàíèè CRISPR/Cas9 â ëå÷å-
íèè íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé (áåòà-òàëàññåìèÿ)
ó ÷åëîâåêà in vivo, ïðîâåäåííàÿ íà ýìáðèîíàõ, îíà áóäåò
ðàññìîòðåíà íèæå. Îñòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ ñåé÷àñ ïðî-
õîäÿò äîêëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ íà ìîäåëüíûõ æè-
âîòíûõ [23—30]. Áåçóñëîâíî, ïðîâåðêà ðàçðàáîòàííûõ
ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ íà ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ in vivo ìîæåò
äàòü ïðåäñòàâëåíèå î áåçîïàñíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè
ýòèõ ìåòîäîâ äëÿ äàëüíåéøåãî ïðèìåíåíèè ó ÷åëîâåêà,
â òî âðåìÿ êàê èññëåäîâàíèÿ in vitro ìîãóò òîëüêî ïîêà-
çàòü âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ìåòîäèêè. Îäíàêî èññëåäî-
âàíèÿ íà ìûøèíûõ ìîäåëÿõ èìåþò ðÿä îñîáåííîñòåé.
Âî-ïåðâûõ, â òàêèõ ýêñïåðèìåíòàõ çà÷àñòóþ êîìïîíåí-
òû CRISPR/Cas9 ñèñòåìû ââîäÿò íåïîñðåäñòâåííî â çè-
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Ðèñ. 2. Äâóöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ ÄÍÊ çàïóñêàåò ðåïàðàöèþ. Îáúÿñíåíèå â òåêñòå. ÄÖÐ — äâóöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ, ÍÃÑÊ — íåãîìîëîãè÷íîå ñîå-
äèíåíèå êîíöîâ, ÍÃÐ — íàïðàâëåííàÿ ãîìîëîãè÷íàÿ ðåïàðàöèÿ. Èç ñòàòüè F.A. Ran ñ ñîàâò. ñ ìîäèôèêàöèÿìè [14].



ãîòó ìûøè è äàëüøå àíàëèçèðóþò ðîæäåííûõ ìûøåé.
Áåññïîðíî, ïî ýòè÷åñêèì ñîîáðàæåíèÿì íà ÷åëîâå÷å-
ñêèõ ýìáðèîíàõ òàêàÿ ðàáîòà íåâîçìîæíà. Ðàáîòà ïî ãå-
íîìíîìó ðåäàêòèðîâàíèþ ÷åëîâå÷åñêèõ ýìáðèîíîâ ðàç-
ðåøåíà â Êèòàå è ñ 2016 ã. â Âåëèêîáðèòàíèè â ëàáîðà-
òîðèè ïîä ðóêîâîäñòâîì K. Niakan èç Èíñòèòóòà Ôðåí-
ñèñà Êðèêà [31]. Îäíàêî ëþáûå ìàíèïóëÿöèè ñ ýìáðèî-
íàìè ÷åëîâåêà ðàçðåøåíû â òå÷åíèå 7—14 äíåé ïîñëå
îïëîäîòâîðåíèÿ, è òàêèå ýìáðèîíû íèêîãäà íå áóäóò
ïåðåñàæåíû äëÿ äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, ñóùåñòâóåò îñîáûé âèä äîñòàâêè ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ
â îðãàíèçì ìûøåé ïîñòíàòàëüíî. Ðå÷ü èäåò î ãèäðîäè-
íàìè÷åñêîé èíúåêöèè â õâîñòîâóþ âåíó ìûøè. Åå îñî-
áåííîñòü â òîì, ÷òî ìûøè âíóòðèâåííî ââîäÿò êîìïî-
íåíòû CRISPR/Cas9 â ðàñòâîðå îáúåìîì 10% îò ìàññû
òåëà â òå÷åíèå 4—7 ñåêóíä, ÷òî ïîçâîëÿåò áûñòðî äîñòà-
âèòü â ðàçíûå îðãàíû, â ÷àñòíîñòè, â ïå÷åíü íåîáõîäè-
ìûå âåùåñòâà. Áåçóñëîâíî, òàêîé âèä ââåäåíèÿ íåëüçÿ
ïðèìåíèòü ó ÷åëîâåêà. Â-òðåòüèõ, ãåíîì ìûøè ñóùåñò-
âåííî îòëè÷àåòñÿ îò ÷åëîâå÷åñêîãî, è ðÿä áèîëîãè÷å-
ñêèõ ïðîöåññîâ ïðîòåêàåò ïî-ðàçíîìó. Ïåðå÷èñëåííûå
âûøå ïðèìåðû óêàçûâàþò íà îñîáåííîñòè èñïîëüçîâà-
íèÿ CRISPR/Cas9 íà ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ è ó ÷åëîâåêà,
ïðèâîäÿùèå ê âîçìîæíûì ðàçëè÷èÿì â ïîëó÷àåìûõ ðå-
çóëüòàòàõ.

Ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåííà

Ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåííà (ÌÄÄ, OMIM
310200) — Õ-ñöåïëåííîå ðåöåññèâíîå çàáîëåâàíèå, ïî-
ðàæàþùåå ñêåëåòíóþ ìóñêóëàòóðó è ñåðäå÷íóþ ìûøöó;
ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ïàöèåíòîâ ñîñòàâëÿ-
åò 24 ãîäà [32]. Îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè ÌÄÄ ÿâëÿþòñÿ
äåëåöèè (79% ñëó÷àåâ [33]), äóïëèêàöèè è íîíñåíñ-ìó-
òàöèè â ãåíå DMD. Â ðåçóëüòàòå ýòèõ ìóòàöèé íå ïðîèñ-
õîäèò ñîçðåâàíèå áåëêà äèñòðîôèíà, êîäèðóåìîãî ãåíîì
DMD, åãî ýêñïðåññèÿ íå îáíàðóæèâàåòñÿ íè â ñêåëåòíîé
ìóñêóëàòóðå, íè â ñåðäå÷íîé ìûøöå. Íà òåêóùèé ìî-
ìåíò ðàçðàáîòêà ëå÷åíèÿ ÌÄÄ ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõíî-
ëîãèè CRISPR/Cas9 äåìîíñòðèðóåò íàèáîëåå âïå÷àòëÿ-
þùèå ðåçóëüòàòû, êîòîðûå äàâíî âûøëè çà ïðåäåëû èñ-
ñëåäîâàíèé in vitro, è ñåé÷àñ èçâåñòíî êàê ìèíèìóì ïÿòü
ðàáîò, îïèñûâàþùèõ óñïåøíîå ëå÷åíèå ÌÄÄ ó ìîäåëü-
íûõ ìûøåé [23—25, 34, 35], ÷òî ïîçâîëÿåò íàäåÿòüñÿ íà
ñêîðóþ òðàíñëÿöèþ ýòîé òåõíîëîãèè äëÿ ëå÷åíèÿ ÷åëî-
âåêà.

Ïåðâàÿ ðàáîòà in vivo áûëà îïóáëèêîâàíà C. Long
ñ ñîàâò. â 2014 ã. [34] è îïèñûâàëà óñïåøíîå ðåäàêòèðî-
âàíèå ãåíîìà â çèãîòàõ ìîäåëüíûõ ìûøåé mdx ñ íîí-
ñåíñ-ìóòàöèåé â ýêçîíå 23 ãåíà Dmd. Èññëåäîâàòåëè íå-
ïîñðåäñòâåííî â çèãîòó ââîäèëè ìÐÍÊ Cas9, sgRNA è
ssODN â êà÷åñòâå äîíîðíîé ÄÍÊ, äàëåå ïåðåñàæèâàëè
ýìáðèîí ïñåâäîáåðåìåííîé ñàìêå ìûøè, à ïîñëå ðîæ-
äåíèÿ ÷åðåç 3 è 9 íåäåëü îöåíèâàëè èçìåíåíèÿ. Â ðàáîòå
ïîêàçàíî, ÷òî òàêîé ñïîñîá êîððåêöèè ìóòàöèè ïðèâî-
äèò ê îáðàçîâàíèþ ìûøåé ñ ãåíåòè÷åñêèì ìîçàèöèç-

ìîì, íåñóùèõ îò 2 äî 100% «îòêîððåêòèðîâàííûõ» ãåíîâ
Dmd, ÷òî àâòîðû ñâÿçûâàþò ñ òåì, ÷òî ãåíîìíîå ðåäàê-
òèðîâàíèå ïðîèñõîäèò íå âî âñåõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåò-
êàõ, à ëèøü â îïðåäåëåííîé ãðóïïå êëåòîê. Íàäî îòìå-
òèòü, ÷òî â ïîñëåäóþùèõ ðàáîòàõ íà çèãîòàõ ìûøè è ÷å-
ëîâåêà [22, 29, 30] âñå ýìáðèîíû, ïîäâåðãøèåñÿ ãåíîì-
íîìó ðåäàêòèðîâàíèþ, äåìîíñòðèðîâàëè ìîçàèöèçì,
÷òî, íåñîìíåííî, ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì íåäîñòàòêîì
îïèñûâàåìîãî ìåòîäà. Â öèòèðóåìîé ðàáîòå [34] ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî, ÷òî êîððåêöèÿ ëèøü 17% àëëåëåé ãåíà
Dmd ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëü-
íûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí äî 60%, ÷åãî âïîëíå äîñòàòî÷íî
äëÿ êîððåêöèè ÌÄÄ. Èíòåðåñíî, ÷òî ïðè îöåíêå äèñò-
ðîôèíà â ìèîôèáðèëëàõ ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû ÷åðåç
3 íåäåëè ïîñëå ðîæäåíèÿ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ÷àñòü èç
íèõ åãî íå ñîäåðæàò, òîãäà êàê íà 9-é íåäåëå âñå ìèî-
ôèáðèëëû ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû áûëè äèñòðîôèí-ïî-
ëîæèòåëüíû. Äëÿ ñåðäå÷íîé ìûøöû òàêîé òåíäåíöèè íå
îòìå÷åíî. Â ýòîé æå ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî CRISPR/Cas9
òàêæå ïîçâîëÿåò ðåäàêòèðîâàòü ãåíîì ñàòåëëèòíûõ êëå-
òîê, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ àíàëîãîì ñòâîëîâûõ êëåòîê
â ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðå è îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ äå-
ëèòüñÿ è âîññòàíàâëèâàòü ìûøå÷íóþ òêàíü. Ìûøåé,
ðàçâèâøèõñÿ èç «îòðåäàêòèðîâàííûõ» çèãîò, íàáëþäàëè
â òå÷åíèå æèçíè, è ó íèõ íå áûëî îòìå÷åíî ïðèçíàêîâ
îïóõîëåâîãî ðîñòà èëè äðóãèõ àíîìàëèé ôåíîòèïà [34].
Ïîñëåäóþùèå ðàáîòû ïî ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ
ÌÄÄ [23—25, 35] áûëè ñîñðåäîòî÷åíû íà ãåíîìíîì ðå-
äàêòèðîâàíèè ó ìîäåëüíûõ ìûøåé ïîñòíàòàëüíî (÷òî
ïðèáëèæàåò íàñ ê êëèíè÷åñêîìó èñïîëüçîâàíèþ ó ÷åëî-
âåêà), à òàêæå íà èñïîëüçîâàíèè ÍÃÑÊ, òàê êàê ãåíîì-
íîå ðåäàêòèðîâàíèå íà îñíîâå ÍÃÐ êàê ìåòîäà ðåïàðà-
öèè ÄÖÐ ÄÍÊ ïðîèñõîäèò ëèøü â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ è
ñ ìåíüøåé ÷àñòîòîé, ÷åì ÍÃÑÊ.

Èçâåñòíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå DMD òàêæå ÿâëÿþòñÿ
ïðè÷èíîé ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Áåêêåðà (ÌÄÁ, OMIM
300376), îäíàêî â äàííîì ñëó÷àå îíè ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé, íàïðèìåð, äåëåöèè áåç ñäâèãà ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ
èëè ìèññåíñ-ìóòàöèè, ïðèâîäÿùèå ê áîëåå ìÿãêîìó òå-
÷åíèþ çàáîëåâàíèÿ. Ïðè ÌÄÁ ÷àùå âñåãî ïðîèñõîäèò
îáðàçîâàíèå «óêîðî÷åííîãî» äèñòðîôèíà, êîòîðûé ìî-
æåò íå â ïîëíîé ìåðå, íî âñå æå âûïîëíÿòü ñâîè ôóíê-
öèè, ïîýòîìó êëèíè÷åñêàÿ êàðòèíà ìûøå÷íîé äèñòðî-
ôèè ðàçâèâàåòñÿ ïîçæå è ïðîòåêàåò ëåã÷å, ÷åì ïðè ÌÄÄ
[36]. Â ñâÿçè ñ ýòèì, ñåé÷àñ îñíîâíûì ïîäõîäîì ê êîð-
ðåêöèè ìóòàöèé â ãåíå DMD ïðè ÌÄÄ ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷å-
íèå ìèíèìàëüíîé ýêñïðåññèè áåëêà çà ñ÷åò âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ è äîñòèæåíèå Áåêêåð-ïîäîá-
íîãî ôåíîòèïà. Ïîêàçàíî, ÷òî äàæå íèçêàÿ ýêñïðåññèÿ
äèñòðîôèíà (4—15% îò íîðìû) ñóùåñòâåííî óëó÷øàåò
ñîêðàùåíèå ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû è ñåðäå÷íîé ìûø-
öû [37, 38]. Â 2016 ã. â îäíîì èç ÿíâàðñêèõ íîìåðîâ æóð-
íàëà Science îïóáëèêîâàíû òðè ñòàòüè, îïèñûâàþùèå
óñïåøíîå ëå÷åíèå ÌÄÄ in vivo íà ìîäåëè æèâîòíûõ, âû-
ïîëíåííîå òðåìÿ íåçàâèñèìûìè êîëëåêòèâàìè èç ÑØÀ
[23—25]. Âñå òðè ãðóïïû èññëåäîâàòåëåé ïðèìåíèëè
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îäèí è òîò æå ïîäõîä — âûðåçàíèå ñ ïîìîùüþ
CRISPR/Cas9 ýêçîíà 23 ãåíà Dmd, ñîäåðæàùåãî íîí-
ñåíñ-ìóòàöèþ ó ëèíèè ìûøåé mdx, è ñøèâàíèå ýêçîíîâ
22 è 24 ïóòåì ÍÃÑÊ. Ïðèíöèïèàëüíàÿ ñõåìà òàêîãî
ïîäõîäà ïîêàçàíà íà ðèñ. 3. Íàäî îòìåòèòü, ÷òî òàêîé
ïîäõîä âîçìîæåí íå òîëüêî â ñëó÷àå ìóòàöèé â ýêçîíå
23, íî è äëÿ äðóãèõ ýêçîíîâ ãåíà DMD. Áûëî ïîñ÷èòàíî,
÷òî ñóììàðíî îêîëî 83% ïàöèåíòîâ ñ ÌÄÄ ìîãóò áûòü
èçëå÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòðàòåãèè âûðåçàíèÿ ïîðà-
æåííîãî ýêçîíà [39]. Ïðåèìóùåñòâàìè òàêîãî ïîäõîäà
ÿâëÿþòñÿ îòñóòñòâèå íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàíèÿ äî-
íîðíîé ÄÍÊ äëÿ ÍÃÐ, à òàêæå áîëåå âûñîêàÿ ÷àñòîòà
ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïóòåì ÍÃÑÊ, ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÃÐ, òàê
êàê ïîñëåäíÿÿ ïðîèñõîäèò òîëüêî âî âðåìÿ äåëåíèÿ
êëåòêè, òîãäà êàê äèôôåðåíöèðîâàííûå ìèîöèòû óòðà-
÷èâàþò ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ [40].

Âî âñåõ òðåõ ðàáîòàõ òðàíñäóêöèþ âåêòîðîâ, ñîäåð-
æàùèõ SpCas9 [23] èëè SaCas9 [24, 25] âìåñòå ñ sgRNA
[23] èëè ïàðíûõ gRNA [24, 25], in vivo ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì àäåíîàññîöèèðîâàííûõ âèðóñîâ: ÀÀÂ8
[24] èëè ÀÀÂ9 [23, 25], èìåþùèõ òðîïíîñòü ê ñêåëåòíîé
ìóñêóëàòóðå è ñåðäå÷íîé ìûøöå. Ïðè èññëåäîâàíèÿõ in

vitro è in vivo âñå òðè êîëëåêòèâà ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
î÷åíü íèçêóþ íåñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíîñòü Cas9 — äî
1% indel â íåñïåöèôè÷íûõ ñàéòàõ (èíòðîíû ãåíîâ Ad-

cy2-201 è Y1G0141A14) [24].

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âíóòðèìûøå÷íîì ââåäåíèè ÀÀÂ
âåêòîðà ñ SaCas9/gRNA ìûøàì â ïîñòíàòàëüíûé ïåðèîä
ýêçîí 23 óñïåøíî âûðåçàåòñÿ ëèøü â 2% àëëåëåé [24].
Îäíàêî òàêîé íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè ðàáîòû Cas9 è
ÍÃÑÊ âïîëíå äîñòàòî÷íî äëÿ òîãî, ÷òîáû ñèíòåçèðîâà-
ëîñü 59% [24] èëè 40% [25] òðàíñêðèïòîâ áåç ýòîãî ýêçî-
íà. Òàêîå ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå äîëè «ïðàâèëüíûõ»
òðàíñêðèïòîâ äàåò ëèøü 8%-å âîññòàíîâëåíèå óðîâíÿ
äèñòðîôèíà â ìûøöàõ, ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé. Îäíàêî,
êàê óêàçàíî âûøå [37, 38], ýòîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè äîë-
æíî áûòü äîñòàòî÷íî äëÿ êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ èçìåíå-
íèé â ìûøöàõ, ÷òî è áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â îäíîé
èç ðàáîò [24]. Â èññëåäîâàíèè Ñ. Long ñ ñîàâò. ïðèâåäå-
íû áîëåå îïòèìèñòè÷íûå öèôðû: ÷åðåç 6 íåäåëü ïîñëå
âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèè â 25% ìèîôèáðèëë îïðåäå-
ëÿëè ýêñïðåññèþ äèñòðîôèíà, ïðè ýòîì óðîâåíü áåëêà
ñîñòàâëÿë äî 53% îò íîðìû [23].

Íåñìîòðÿ íà óñïåøíîå âîññòàíîâëåíèå óðîâíÿ äèñò-
ðîôèíà â ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðå ïðè âíóòðèìûøå÷íîì
ââåäåíèè, îñòàåòñÿ ïðîáëåìà îòñóòñòâèÿ äèñòðîôèíà
â ñåðäå÷íîé ìûøöå, ïîýòîìó âòîðîé çàäà÷åé âñåõ òðåõ
êîëëåêòèâîâ áûëî âîññòàíîâèòü ýêñïðåññèþ ãåíà Dmd

ïóòåì ñèñòåìíîãî ââåäåíèÿ ÀÀÂ âåêòîðà (èíòðàïåðèòî-
íåàëüíî [23—25], âíóòðèâåííî [25] è ðåòðîîðáèòàëüíî
[23]) ìûøàì â íåîíàòàëüíûé è ïîñòíàòàëüíûé ïåðèîäû.
Âî âñåõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî âîññòàíîâëåíèå ýêñïðåññèè
äèñòðîôèíà è åãî ôóíêöèè, êàê â ñåðäå÷íîé ìûøöå, òàê
è â ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðå. Ïðè ýòîì â ðàáîòå M. Tabe-
bordbar ñ ñîàâò. [25] óêàçàíî, ÷òî 3—18% òðàíñêðèïòîâ
èç ðàçíûõ ìûøö íå ñîäåðæàò ýêçîí 23, à êîëëåêòèâó ïîä

ðóêîâîäñòâîì E. Olson [23] óäàëîñü âîññòàíîâèòü ýêñï-
ðåññèþ äèñòðîôèíà â ñåðäå÷íîé ìûøöå äî 71% è â ñêå-
ëåòíîé ìóñêóëàòóðå äî 28% îò íîðìû.

M. Tabebordbar ñ ñîàâò. [25] òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî êàê
ïðè ñèñòåìíîì, òàê è ïðè âíóòðèìûøå÷íîì ñïîñîáå
ââåäåíèÿ ÀÀÂ, ñîäåðæàùåãî SaCas9, óñïåøíî ðåäàêòè-
ðóåòñÿ ãåíîì íå òîëüêî äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîöè-
òîâ, íî òàêæå è ñàòåëëèòíûõ êëåòîê â ñêåëåòíîé ìóñêó-
ëàòóðå. Â ðàáîòå C. Long ñ ñîàâò. [23] òàêæå ïðèâåäåíû
äàííûå îá îòñóòñòâèè íåñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè
Cas9 â ñïåðìàòîçîèäàõ ìûøåé ìóæñêîãî ïîëà ïîñëå ãå-
íîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ. Êðîìå òîãî, êîëëåêòèâ ïðîâåë
ðàáîòó ïî ðåäàêòèðîâàíèþ çèãîò ìûøåé mdx è ïîêàçàë,
÷òî ïðè ââåäåíèè ïëàçìèä íåïîñðåäñòâåííî â çèãîòó
80% òðàíñêðèïòîâ ðîæäåííûõ ìûøåé ñîäåðæàò äåëå-
öèþ ýêçîíà 23 [23].

Ïîñëåäíÿÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îïóáëèêîâàííàÿ
ðàáîòà [35] ïðîâîäèëàñü íà ìîäåëüíûõ ìûøàõ mdx

â ïîñòíàòàëüíûé ïåðèîä (1—3 äåíü ïîñëå ðîæäåíèÿ).
Èì ââîäèëè âíóòðèìûøå÷íî àäåíîâèðóñíûé âåêòîð
ñ Cas9 è äâóìÿ gRNA, ïîäîáðàííûìè íà èíòðîíû 20 è
23. Â ðåçóëüòàòå ïðîèñõîäèëî «âûðåçàíèå» íå òîëüêî ýê-
çîíà 23, â êîòîðîì äàííûå ìûøè èìåëè íîíñåíñ-ìóòà-
öèþ, íî òàêæå ýêçîíîâ 21 è 22. Àâòîðû îáúÿñíèëè, ÷òî
èì ïðèøëîñü èñïîëüçîâàòü òàêîé ïîäõîä, òàê êàê èì íå
óäàëîñü ïîäîáðàòü âûñîêîñïåöèôè÷íóþ gRNA íà èíò-
ðîí 22 äëÿ âûðåçàíèÿ òîëüêî ýêçîíà 23. Ê ñîæàëåíèþ,
ìåòîäè÷åñêè ðàáîòà âûïîëíåíà íà íèçêîì óðîâíå, àâòî-
ðû íå ïðèâîäÿò äàííûå îá ýôôåêòèâíîñòè ÍÃÑÊ, î êî-
ëè÷åñòâå òðàíñêðèïòîâ áåç ýêçîíîâ 21—23 è î íåñïåöè-
ôè÷åñêîé àêòèâíîñòè Cas9. Ýôôåêòèâíîñòü ãåíîìíîãî
ðåäàêòèðîâàíèÿ áûëà îöåíåíà òîëüêî íà óðîâíå ìÐÍÊ
ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ, ãäå ðåôåðåíñíûì ãåíîì
âûñòóïàë òîëüêî Gapdh. Ïî ïðèâåäåííûì â ñòàòüå äàí-
íûì, ýêñïðåññèÿ äèñòðîôèíà â ìèîöèòàõ ó ìûøåé ïî-
ñëå àäåíîâèðóñíîé òðàíñäóêöèè ñîñòàâèëà 50% îò íîð-
ìû [35]. Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííûå íåäîñòàòêè äàííîãî
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èññëåäîâàíèÿ, îíî âñå æå ëèøíèé ðàç äåìîíñòðèðóåò
âîçìîæíîñòü ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ÌÄÄ ó ìîäåëü-
íûõ ìûøåé.

Òèðîçèíåìèÿ

Òèðîçèíåìèÿ I òèïà (OMIM 276700) — àóòîñîì-
íî-ðåöåññèâíîå çàáîëåâàíèå, ñîïðîâîæäàþùååñÿ íåäî-
ñòàòî÷íîñòüþ ôóìàðèëàöåòîàöåòàòãèäðîëàçû (ÔÀÃ),
ó÷àñòâóþùåé â ìåòàáîëèçìå òèðîçèíà, è íàêîïëåíèåì
ìåòàáîëèòîâ-ïðåäøåñòâåííèêîâ â ïå÷åíè, ïðèâîäÿùèì
ê öèððîçó ïå÷åíè, ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìå è
âòîðè÷íîé ïî÷å÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè [41].

H. Yin ñ ñîàâò. [42] îïóáëèêîâàëè ðåçóëüòàòû ðàáîòû
ïî êîððåêöèè ìóòàöèè â ãåíå Fah ó ìîäåëüíûõ ìûøåé
Fah5981SB, íåñóùèõ òî÷êîâóþ ìóòàöèþ â ïîñëåäíåì
íóêëåîòèäå 8-ãî ýêçîíà, ïðèâîäÿùóþ ê íàðóøåíèþ
ñïëàéñèíãà è ïðîïóñêó 8 ýêçîíà â ìÐÍÊ. Â ðåçóëüòàòå
ìóòàöèè îáðàçóåòñÿ óêîðî÷åííûé è íåñòàáèëüíûé áåëîê
ÔÀÃ. Ñ öåëüþ êîððåêöèè ìóòàöèè áûëà ðàçðàáîòàíà ñè-
ñòåìà CRISPR/Cas9 ñ èñïîëüçîâàíèåì ssODN â êà÷åñòâå
äîíîðíîé ÄÍÊ äëÿ ÍÃÐ. Ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè
ìûøàì ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé SpCas9 è sgRNA, à òàêæå
ssODN, ïîêàçàíî, ÷òî ÍÃÐ óñïåøíî ïðîèñõîäèò ëèøü
â 0,4% ãåïàòîöèòîâ, ïðè ýòîì óðîâåíü ìÐÍÊ, ñîäåðæà-
ùåé 8 ýêçîí, ñîñòàâèë 8—36% îò íîðìû. Â ðàáîòå ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíà âûñîêàÿ ÷àñòîòà (26%) ôîðìèðîâàíèÿ
indel â ìåñòå ñïåöèôè÷åñêîãî äåéñòâèÿ Cas9, ïðè ýòîì
÷àñòîòà íåñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè áûëà îöåíåíà
â 0,3% [42].

Êàê áûëî îòìå÷åíî ðàíåå, ÀÀÂ îáëàäàåò íèçêîé ïà-
êóþùåé ñïîñîáíîñòüþ, íå ïðåâûøàþùåé 4,5 ò.ï.í. [21],
ïîýòîìó äàæå ïðè èñïîëüçîâàíèè SaCas9 íåâîçìîæíî
ïîìåñòèòü â îäíó âèðóñíóþ ÷àñòèöó íóêëåàçó, sgRNA è
äîíîðíóþ ÄÍÊ äëÿ ÍÃÐ. Â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ ïîêàçà-
íî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ýêâèìîëÿðíûõ êîëè÷åñòâ ÀÀÂ,
íåñóùèõ Cas9 è sgRNA, äàåò âûñîêóþ ñóììàðíóþ ýô-
ôåêòèâíîñòü ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ [24]. Îäíàêî
åñòü ðàáîòû, èñïîëüçóþùèå äðóãîé ïîäõîä — êîìáèíà-
öèþ âèðóñíîé è íåâèðóñíîé äîñòàâêè ðàçíûõ êîìïî-
íåíòîâ ñèñòåìû CRISPR/Cas9. Â ðàáîòå H. Yin ñ ñîàâò.
[26] äëÿ ëå÷åíèÿ òèðîçèíåìèè I òèïà ó ìîäåëüíûõ ìû-
øåé Fah5981SB èñïîëüçîâàëè ÀÀÂ2/8, òðîïíûé ê ãåïà-
òîöèòàì, äëÿ äîñòàâêè sgRNA è äîíîðíîé ÄÍÊ äëÿ
ÍÃÐ, òîãäà êàê SpCas9 äîñòàâëÿëè â âèäå ìÐÍÊ ïóòåì
ëèïîôåêöèè. Ïî ðåçóëüòàòàì èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî
àíàëèçà áåëîê ÔÀÃ ýêñïðåññèðîâàëñÿ â 6,2 ± 1,0% ãåïà-
òîöèòîâ, ïðè ýòîì 9,5% òðàíñêðèïòîâ ãåíà Fah ñîäåðæà-
ëè 8 ýêçîí. Ïðîâåäåííîå ãëóáîêîå ñåêâåíèðîâàíèå ïî-
êàçàëî íèçêóþ ÷àñòîòó íåñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè
Cas9 — ìåíåå 0,3% indel [26].

Áåòà-òàëàññåìèÿ

Áåòà-òàëàññåìèÿ (OMIM 613985) — íàñëåäñòâåííîå
êëèíè÷åñêè ãåòåðîãåííîå çàáîëåâàíèå, âûçûâàåìîå ãî-

ìîçèãîòíûìè èëè êîìïàóíä-ãåòåðîçèãîòíûìè ìóòàöèÿ-
ìè â ãåíå HBB. Â ñëó÷àå ìóòàöèé íàðóøàåòñÿ ïðîäóêöèÿ
ãåìîãëîáèíà À, ÷òî ïðèâîäèò ê àíîìàëüíîìó ýðèòðîïîý-
çó [43]. Èññëåäîâàíèÿ ïî ðàçðàáîòêå ëå÷åíèÿ áåòà-òàëàñ-
ñåìèè â ìèðå ñåé÷àñ ïðîâîäÿò òîëüêî íà êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ [44, 45], íåò íè îäíîé ðàáîòû, âûïîëíåííîé
íà ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ. Îäíàêî P. Liang c ñîàâò.
â 2015 ã. îïóáëèêîâàëè ñòàòüþ [22] ñ îïèñàíèåì ïåðâîãî
â ìèðå èññëåäîâàíèÿ ïî ãåíîìíîìó ðåäàêòèðîâàíèþ ýì-
áðèîíîâ ÷åëîâåêà. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû òàê íà-
çûâàåìûå òðåõÿäåðíûå çèãîòû, îáðàçîâàííûå â ðåçóëü-
òàòå îïëîäîòâîðåíèÿ ÿéöåêëåòêè äâóìÿ ñïåðìàòîçîèäà-
ìè â ïðîòîêîëå ÝÊÎ. Òàêèå ýìáðèîíû íåæèçíåñïîñîá-
íû è èõ íå ïåðåñàæèâàþò ìàòåðè äëÿ äàëüíåéøåãî ðàç-
âèòèÿ. Ïðåäâàðèòåëüíî àâòîðû ñäåëàëè ñåðèþ ýêñïåðè-
ìåíòîâ íà êëåòî÷íîé êóëüòóðå HEK293T, â êîòîðûõ ïî-
ëó÷èëè î÷åíü îïòèìèñòè÷íûå ðåçóëüòàòû, ïîçâîëèâøèå
ïðîäîëæèòü ðàáîòó óæå íà ýìáðèîíàõ ÷åëîâåêà. Èññëå-
äîâàòåëè ââîäèëè â çèãîòó ìÐÍÊ Cas9, sgRNA è ssODN
è íàáëþäàëè 48 ÷àñîâ, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè îöåíêó ýô-
ôåêòèâíîñòè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ìåòîäîì ÏÖÐ
è ñåêâåíèðîâàíèÿ. Â 52% æèâûõ ýìáðèîíîâ (28 èç 54)
áûëè îáíàðóæåíû ïðèçíàêè íóêëåàçíîé àêòèâíîñòè
Cas9. Îäíàêî òîëüêî â 14% èç íèõ (4 èç 28) ïðîèçîøëà
ÍÃÐ ñ ïîìîùüþ ssODN, òîãäà êàê â áîëüøåé ÷àñòè
(25%, 7 èç 28) äîíîðíîé ÄÍÊ ïîñëóæèë ýíäîãåííûé ãåí
HBD, èìåþùèé âûñîêóþ ãîìîëîãèþ ñ HBB. Êðîìå òîãî,
âî âñåõ ÷åòûðåõ ýìáðèîíàõ ïîñëå ãåíîìíîãî ðåäàêòèðî-
âàíèÿ îïðåäåëÿëñÿ ãåíåòè÷åñêèé ìîçàèöèçì, ÷òî â ïåðñ-
ïåêòèâå äåëàåò íåýôôåêòèâíîé ïðåäèìïëàíòàöèîííóþ
ãåíåòè÷åñêóþ äèàãíîñòèêó. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî â ðàáîòå
áûëè ïîëó÷åíû âûñîêèå ÷àñòîòû íåñïåöèôè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè Cas9 â ïðåäñêàçàííûõ ñàéòàõ, òîãäà êàê ïðåä-
âàðèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû in vitro íå ïîêàçàëè òàêèõ
ðåçóëüòàòîâ [22]. Íèçêàÿ ÷àñòîòà öåëåâîãî ãåíîìíîãî ðå-
äàêòèðîâàíèÿ íàðÿäó ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé íåñïåöèôè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè, îáðàçîâàíèåì ìîçàè÷íûõ ôîðì, à òàê-
æå âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ ÍÃÐ ñ ýíäîãåííûìè ãåíàìè
ïîêàçûâàþò, íàñêîëüêî îñòîðîæíûìè íåîáõîäèìî áûòü
ïðè ïëàíèðîâàíèè ýêñïåðèìåíòîâ íà ýìáðèîíàõ ÷åëî-
âåêà.

Íåäîñòàòî÷íîñòü îðíèòèíòðàíñêàðáàìèëàçû

Íåäîñòàòî÷íîñòü îðíèòèíòðàíñêàðáàìèëàçû (ÎÒÊ,
OMIM 311250) — Õ-ñöåïëåííîå ðåöåññèâíîå çàáîëåâà-
íèå, ñîïðîâîæäàþùååñÿ íàðóøåíèåì îáìåíà â öèêëå
ìî÷åâèíû è ãèïåðàììîíèåìèåé. Ïðè÷èíàìè çàáîëåâà-
íèÿ ÿâëÿþòñÿ òî÷êîâûå ìóòàöèè è äåëåöèè ãåíà OTC

[46]. Y. Yang ñ ñîàâò. [27] îïóáëèêîâàëè ñòàòüþ ñ ðåçóëü-
òàòàìè ðàáîòû ïî ãåíîìíîìó ðåäàêòèðîâàíèþ ãåíà Otc

ó ìîäåëüíûõ ìûøåé ñ íåäîñòàòî÷íîñòüþ ÎÒÊ (spfash).
Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ÀÀÂ8 ñ SaCas9 â îäíîé
âèðóñíîé ÷àñòèöå è sgRNA è äîíîðíóþ ÄÍÊ — â äðó-
ãîé. Îáà ÀÀÂ ââîäèëè âíóòðèâåííî ìûøàì è îöåíèâàëè
ýôôåêò ÷åðåç 3 è 8 íåäåëü ïîñëå ââåäåíèÿ. Ïðè ââåäåíèè
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âåêòîðîâ íîâîðîæäåííûì ìûøàì ÷àñòîòà îáðàçîâàíèÿ
indel â ãåíå Otc â ñðåäíåì áûëà îêîëî 31%, ÷àñòîòà ÍÃÐ
— 10%. Â ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî óñèëåíèå àêòèâ-
íîñòè ôåðìåíòà â ãåïàòîöèòàõ äî 20% îò íîðìàëüíûõ
çíà÷åíèé è óâåëè÷åíèå ìÐÍÊ ãåíà Otc äî 13% îò íîðìû.
Ïðè ýòîì ïðè îöåíêå ðàñïîëîæåíèÿ ãåïàòîöèòîâ, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ ôåðìåíò, ïîêàçàíî, ÷òî îíè ðàñïîëîæåíû
ãðóïïàìè, ïîäòâåðæäàÿ êëîíàëüíóþ ýêñïàíñèþ ðåäàê-
òèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 4). Â ñòàòüå òàêæå ïðèâåäåíû
ïîäðîáíûå äàííûå î êëèíè÷åñêîì ýôôåêòå, äîêàçûâàþ-
ùèå óñïåøíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíà Otc ó íîâîðîæ-
äåííûõ ìûøåé, êîòîðûì ââîäèëè âñå êîìïîíåíòû ñèñ-
òåìû CRISPR/Cas9. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî àíàëîãè÷íîå
èññëåäîâàíèå íà âçðîñëûõ ìûøàõ ïðîäåìîíñòðèðîâàëî
çíà÷èòåëüíî ìåíüøóþ ýôôåêòèâíîñòü ãåíîìíîãî ðåäàê-
òèðîâàíèÿ — ÍÃÐ ñîñòàâèëà îò 0,3% äî 1,7% â çàâèñè-
ìîñòè îò äîçû ÀÀÂ. Àâòîðû ñ÷èòàþò, ÷òî íèçêàÿ ÷àñòîòà
ÍÃÐ â äàííîì ñëó÷àå âîçíèêàåò â ðåçóëüòàòå íèçêîé
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ïå÷åíè ó âçðîñëûõ ìûøåé, ïî
ñðàâíåíèþ ñ íîâîðîæäåííûìè [27].

Ãåìîôèëèÿ Â

Ãåìîôèëèÿ Â (OMIM 306900) — Õ-ñöåïëåííîå ðåöåñ-
ñèâíîå çàáîëåâàíèå, âîçíèêàþùåå â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè
â ãåíå, êîäèðóþùåì ôàêòîð ñâåðòûâàíèÿ êðîâè IX (F9),
ïðèâîäÿùåé ê êðîâîòå÷åíèÿì è ãåìàòîìàì [47]. Y. Guan
ñ ñîàâò. [28] îïóáëèêîâàëè ðàáîòó ñ ðåçóëüòàòàìè ãåíîì-
íîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ïðè ãåìîôèëèè Â. Â ñåìüå áûëî
äèàãíîñòèðîâàíî ýòî çàáîëåâàíèå, è îáíàðóæåíà íîâàÿ
ðàíåå íå îïèñàííàÿ ìóòàöèÿ Y371D â ãåíå F9. Ñ ïîìî-
ùüþ òåõíîëîãèè CRISPR/Cas9 àâòîðû ñîçäàëè ìûøèíóþ
ìîäåëü ñ ýòîé ìóòàöèåé è äîêàçàëè, ÷òî àêòèâèðîâàííîå
÷àñòè÷íîå òðîìáîïëàñòèíîâîå âðåìÿ (À×ÒÂ) ó ìûøåé
ñ ìóòàöèåé Y381D (àíàëîã Y371D ó ÷åëîâåêà) áûëî áîëåå
÷åì â 2 ðàçà âûøå, ÷åì ó ìûøåé ñ àëëåëåì äèêîãî òèïà.
Äàëåå ñ èñïîëüçîâàíèåì òîé æå òåõíîëîãèè CRISPR/Cas9
èññëåäîâàòåëè ïîïûòàëèñü èñïðàâèòü ýòó ìóòàöèþ íà ëè-
íèè ìûøåé, êîòîðóþ îíè ñîçäàëè. Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî
ïðè ââåäåíèè ïëàçìèä ñ Cas9 ìûøàì íåïîñðåäñòâåííî
â õâîñòîâóþ âåíó ÷àñòîòà ÍÃÐ ñîñòàâèëà 0,56% ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ssODN è 1,5% — ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóöå-
ïî÷å÷íîé äîíîðíîé ÄÍÊ. ×åðåç 8 íåäåëü ïîñëå èíúåê-
öèè À×ÒÂ â îáîèõ ñëó÷àÿõ áûëî äîñòîâåðíî íèæå, ÷åì
â êîíòðîëå áåç ðåäàêòèðîâàíèÿ. Âòîðàÿ ÷àñòü ðàáîòû áû-
ëà ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì àäåíîâèðóñíîé òðàíñäóê-
öèè; âèðóñíûå âåêòîðû òàêæå ââîäèëè âíóòðèâåííî
â äâóõ äîçàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 8 íåäåëü ïîñëå èíúåê-
öèè àäåíîâèðóñà â áîëåå âûñîêîé äîçå ÷àñòîòà ÍÃÐ ñî-
ñòàâèëà 5,5%, îäíàêî ïîêàçàòåëè ñâåðòûâàíèÿ êðîâè íå
èçìåíèëèñü. Áîëåå òîãî, èññëåäîâàòåëè íàáëþäàëè âûðà-
æåííûé èììóííûé îòâåò íà ââåäåíèå àäåíîâèðóñà, çà-
êëþ÷àâøèéñÿ â çíà÷èòåëüíîì ïîâûøåíèè óðîâíåé ÀÑÒ
è ÀËÒ. Îòñóòñòâèå ñíèæåíèÿ À×ÒÂ àâòîðû ñâÿçûâàþò
èìåííî ñ ðàçâèòèåì òàêîé ïîáî÷íîé ðåàêöèè íà àäåíî-
âèðóñíóþ òðàíñäóêöèþ [28].

Ïèãìåíòíûé ðåòèíèò

Ïèãìåíòíûé ðåòèíèò (ÏÐ, OMIM 268000) — ãåíåòè-
÷åñêè ãåòåðîãåííîå íàñëåäñòâåííîå çàáîëåâàíèå, ïðèâî-
äÿùåå ê ïðîãðåññèðóþùåé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè. Îäíà
èç åãî ôîðì (ÏÐ 40, OMIM 613801) ðàçâèâàåòñÿ â ðå-
çóëüòàòå ãîìîçèãîòíîé èëè êîìïàóíä-ãåòåðîçèãîòíîé
ìóòàöèè â ãåíå PDE6B [48]. Â 2016 ã. W.H. Wu ñ ñîàâò.
[29] îïóáëèêîâàíà ñòàòüÿ, îïèñûâàþùàÿ óñïåøíóþ êîð-
ðåêöèþ ìóòàöèè â ãåíå Pde6b ñ èñïîëüçîâàíèåì
CRISPR/Cas9 ó ëèíèè ìûøåé ñ ïèãìåíòíûì ðåòèíè-
òîì, âûçâàííûì íîíñåíñ-ìóòàöèåé Y347X â ýòîì ãåíå
(rd1). Â ìûøèíóþ çèãîòó ââîäèëè Cas9, sgRNA è ssODN
è àíàëèçèðîâàëè ïîòîìñòâî. Èç 11 ìûøåé ïîêîëåíèÿ F0
ëèøü ó äâóõ áûëè ïðèçíàêè óñïåøíîãî «ðåäàêòèðîâà-
íèÿ» ìóòàöèè, ïðè÷åì â ïåðâîì ñëó÷àå â 35,7% êëåòîê, à
âî âòîðîì — ëèøü â 18,8%, óêàçûâàÿ íà ìîçàèöèçì. Èñ-
ñëåäîâàòåëè ïîêàçàëè äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð âîññòà-
íîâëåíèÿ ôóíêöèè ãåíà, òî åñòü ó ìûøè ñ áîëüøèì ïðî-
öåíòîì ÍÃÐ (35,7%) îòâåò êîëáî÷åê è ïàëî÷åê íà ðàç-
äðàæèòåëè áûë ñîïîñòàâèì ñ ìûøàìè áåç ìóòàöèè, òîã-
äà êàê ó âòîðîé ìûøè (ñ 18,8% ÍÃÐ) îòâåò áûë çíà÷è-
òåëüíî íèæå [29].
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Ðèñ. 4. Ãðóïïû ãåïàòîöèòîâ ïîñëå ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ
ìåòîäîì CRISPR/Cas9, ýêñïðåññèðóþùèå ÎÒÊ (OTC), ïî ðåçóëüòà-
òàì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà. Êðàñíûì öâåòîì ïîêàçàíà
ÎÒÊ, çåëåíûì — ìå÷åííûé ëåêòèí òîìàòà (Lycopersicon esculentum
lectin, LEL), ïîêàçûâàþùèé êîíòóðû ãåïàòîöèòîâ. Ðàçìåð øêàëû
50 ìêì. Èç ñòàòüè Y. Yang ñ ñîàâò. [27].



Êàòàðàêòà

Íàñëåäñòâåííàÿ ôîðìà êàòàðàêòû òèïà 2 (OMIM
604307) — òÿæåëîå àóòîñîìíî-äîìèíàíòíîå çàáîëåâà-
íèå, âûçûâàåìîå ìóòàöèåé â ãåíå ãàììà-Ñ êðèñòàëëèíà
CRYGC. Ýòî äîâîëüíî ðåäêîå çàáîëåâàíèå, îäíàêî åãî
òÿæåñòü îáóñëîâëèâàåò íåîáõîäèìîñòü êîððåêöèè äàí-
íîãî ñîñòîÿíèÿ. Ðàáîòà, îïóáëèêîâàííàÿ Y. Wu ñ ñîàâò.
[30], äåìîíñòðèðóåò âîçìîæíîñòü ðåäàêòèðîâàíèÿ ìóòà-
öèè íà ìûøèíîé ìîäåëè êàòàðàêòû. Â äàííîé ìîäåëè
äåëåöèÿ îäíîãî íóêëåîòèäà â ãåíå Crygc âûçûâàåò ñäâèã
ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ è ïðåæäåâðåìåííîå îáðàçîâàíèå
ñòîï-êîäîíà. Ïðè ýòîì äåëåöèÿ îáóñëîâëèâàåò òàêæå
îáðàçîâàíèå íîâîé PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ Cas9,
÷òî ïîçâîëèëî ïîäîáðàòü sgRNA òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
îíà ñâÿçûâàëàñü òîëüêî ñ ìóòàíòíûì àëëåëåì. Â èññëå-
äîâàíèè ââîäèëè ìÐÍÊ Cas9 è sgRNA íåïîñðåäñòâåííî
â çèãîòó ìûøè è îáíàðóæèëè, ÷òî 10 èç 22 ðîæäåííûõ
ìûøåé èìåþò ïðèçíàêè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ,
ïðè÷åì 6 èç íèõ ïóòåì ÍÃÑÊ, à 4 — ïóòåì ÍÃÐ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ýíäîãåííîãî ãåíà Crygc (âòîðîãî àëëåëÿ),
òàê êàê â çèãîòó íå âíîñèëè ìàòðèöó äëÿ ÍÃÐ. Ïðè ïî-
âòîðå ýêñïåðèìåíòà ñ ssODN äëÿ ÍÃÐ äàííûå ïî óñïåø-
íîìó ðåäàêòèðîâàíèþ íåçíà÷èòåëüíî ïðåâûøàëè ðå-
çóëüòàòû ïåðâîãî ýêñïåðèìåíòà, ïîýòîìó àâòîðû äåëàþò
âûâîä î íåîáÿçàòåëüíîì ââåäåíèè ìàòðèöû äëÿ ÍÃÐ, åñ-
ëè â êëåòêå åñòü íåïîâðåæäåííûé àëëåëü, êàê â ñëó÷àå
àóòîñîìíî-äîìèíàíòíîãî çàáîëåâàíèÿ. Ïðè îöåíêå íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî äåéñòâèÿ Cas9 ïîêàçàíî, ÷òî ëèøü
ó 2 ìûøåé èç 12 ïðèñóòñòâóþò indel â îñíîâíûõ ïðåäñêà-
çàííûõ ñàéòàõ. Òàêæå àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ñêðåùè-
âàíèè ìûøåé ñ «îòðåäàêòèðîâàííîé» ìóòàöèåé è ìû-
øåé áåç ìóòàöèè, ïîòîìñòâî íàñëåäóåò, â òîì ÷èñëå, îò-
êîððåêòèðîâàííûé ãåíîòèï [30].

Çàêëþ÷åíèå

Ïðèâåäåííûå âûøå ïðèìåðû èñïîëüçîâàíèÿ
CRISPR/Cas9 äëÿ ëå÷åíèÿ íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâà-
íèé, áåçóñëîâíî, äåìîíñòðèðóþò ÷ðåçâû÷àéíî øèðîêèå
âîçìîæíîñòè è âûñîêèé ïîòåíöèàë äëÿ êîððåêöèè ìóòà-
öèé ìîíîãåííûõ çàáîëåâàíèé in vivo. Êîíå÷íî, ïîäõîä
ïî ãåíîìíîìó ðåäàêòèðîâàíèþ çèãîò ñëîæíî òðàíñëè-
ðîâàòü íà ÷åëîâåêà, íî ëå÷åíèå ìûøåé ïîñòíàòàëüíî
ïîêàçûâàåò î÷åíü îïòèìèñòè÷íûå ðåçóëüòàòû, ïîçâîëÿ-
þùèå ðàññ÷èòûâàòü íà ñêîðîå ïðèìåíåíèå ìåòîäà ó ÷å-
ëîâåêà. Âåðîÿòíî, ãëàâíûì ïðåïÿòñòâèåì ñêîðåéøåãî
ïåðåõîäà ê êëèíè÷åñêèì èññëåäîâàíèÿì ÿâëÿåòñÿ îòíî-
ñèòåëüíî âûñîêàÿ ÷àñòîòà íåñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè
Cas9. Îäíàêî â ýòîì íàïðàâëåíèè èä¸ò àêòèâíûé ïîèñê
ðåøåíèé, è ïî ìíîãèì íàïðàâëåíèÿì åñòü óñïåõè: èíæå-
íåðèÿ íîâûõ áîëåå ñïåöèôè÷íûõ Cas9, ïîèñê è îòêðû-
òèå Cas9 è Cas-ïîäîáíûõ ôåðìåíòîâ ó äðóãèõ âèäîâ
ìèêðîîðãàíèçìîâ, äèçàéí sgRNA è óâåëè÷åíèå äîëè
ÍÃÐ îòíîñèòåëüíî ÍÃÑÊ. Ëþáîïûòíî òàêæå, ÷òî ïîêà
íåò äàííûõ î ïðîáëåìàõ, ôàêòè÷åñêè îñòàíîâèâøèõ ðàç-
âèòèå ãåííîé òåðàïèè â ïðåäûäóùåå äåñÿòèëåòèå — íèç-

êîé ýôôåêòèâíîñòè àäðåñíîé äîñòàâêè. Ïî âñåé âèäè-
ìîñòè, ïðîáëåìà ñòàíîâèòñÿ íå òàêîé ñóùåñòâåííîé ïðè
ãåíîìíîì ðåäàêòèðîâàíèè, ò.ê. äàæå íåáîëüøàÿ äîëÿ
ïëàçìèä èëè âåêòîðîâ ñ CRISPR/Cas9, äîñòèãàÿ öåëåâûõ
êëåòîê, ïîçâîëÿåò èñïðàâèòü èõ ðàç è íàâñåãäà, â îòëè-
÷èå îò êëàññè÷åñêîé ãåííîé òåðàïèè, ïðè êîòîðîé íåîá-
õîäèìà ïîñòîÿííî äåéñòâóþùàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóê-
öèÿ. Åñòü âñå îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî CRISPR/Cas9 ñòà-
íåò òåì ìåòîäîì, êîòîðûé ïîçâîëèò èçëå÷èòü ìíîãèå íà-
ñëåäñòâåííûå çàáîëåâàíèÿ.
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Gene therapy of hereditary diseases by CRISRP/Cas9 technology in vivo
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Since 1970’s gene therapy remains very actual, but still unachievable problem. Discover of genome editing technologies using
specific nucleases gives us new possibilities in the treatment of various diseases, including monogenic disorders. This review summa-
rizes brief characteristics of CRISPR/Cas9 method, basic principles, advantages and disadvantages of the method and provides ex-
amples of successful application of CRISPR/Cas9 to correct mutations of monogenic hereditary diseases in mouse models and hu-
man embryos.
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