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Обзор текущих исследований по разработке генной терапии  
на основе геномного редактирования для лечения муковисцидоза
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Муковисцидоз (МВ) – частое моногенное заболевание, возникающее в результате мутаций в гене CFTR. Патогенетическая 
терапия, несмотря на ее высокую эффективность, подходит не всем пациентам, является пожизненной и сопряжена с побочными 
эффектами. В связи с этим в мире ведутся масштабные исследования, направленные на разработку этиотропной терапии МВ, 
в частности, основанные на геномном редактировании. В обзоре рассмотрены некоторые недостатки существующей терапии, 
описаны методы геномного редактирования и проанализированы опубликованные на текущий момент данные по генной 
терапии МВ с использованием методов геномного редактирования. 
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Cystic fibrosis (CF) is a prevalent monogenic disease caused by mutations in the CFTR gene. Although pathogenetic therapy is highly 
effective, it is not suitable for all patients, requires lifelong treatment, and is associated with side effects. Consequently, extensive research 
is being conducted globally to develop etiotropic therapy for CF, particularly focusing on genome editing methods. This review explores 
the limitations of current therapy, outlines genome editing techniques, and evaluates all currently available data on gene therapy for 
CF utilizing genome editing techniques.
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Введение

Муковисцидоз (МВ) – тяжелое системное аутосо-
мно-рецессивное заболевание, связанное с нарушени-
ем транспорта ионов хлора. Поражения легких и желу-
дочно-кишечного тракта обусловливают тяжесть кли-
нической картины. Причиной МВ являются мутации 
в гене CFTR, который кодирует трансмембранный бе-
лок-регулятор проведения ионов хлора (CFTR) [1]. 

В норме ген CFTR кодирует одноименный белок, 
выполняющий функцию ионного канала на мембра-
не клетки, пропускающего ионы хлора из клетки нару-
жу [2-3]. Различают несколько классов мутаций в гене 
CFTR при МВ в зависимости от того, какие изменения 
белка CFTR они обусловливают. К мутациям первого 
класса относят нонсенс-мутации, приводящие к пол-
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ному отсутствию белка на поверхности клетки. Эти му-
тации приводят к наиболее тяжелому течению забо-
левания. С повышением класса мутаций тяжесть МВ 
уменьшается. Мутации, относящиеся ко второму клас-
су, ведут к нарушению транспортировки белка к мем-
бране. К этому классу относится самая частая в Евро-
пе мутация в гене CFTR – F508del. 

Тип мутации в гене CFTR неразрывно связан с воз-
можной патогенетической терапией МВ. Прорывом 
в области лечения МВ стало появление CFTR-моду-
ляторов (корректоров и потенциаторов), которые ком-
пенсируют последствия мутаций: корректоры улучша-
ют созревание белка CFTR, потенциаторы усиливают 
открытие ионного канала CFTR. Необходимо отме-
тить, что CFTR-модуляторы действуют только в том 
случае, если белок CFTR синтезируется в клетке. Если 
у пациента мутация CFTR I класса, при которой синтез 
белка не происходит, CFTR-модуляторы бесполезны. 

Среди всех CFTR-модуляторов можно выделить 
Трикафта (элексакафтор, тезакафтор и ивакафтор; 
тройная терапия). Трикафта эффективна у пациентов, 
имеющих одну или две мутации из перечня в 178 па-
тогенных вариантов, включая F508del в гомо- или ге-
терозиготном состоянии, начиная с 6 лет [4]. Появле-
ние тройной терапии – знаковое событие для пациен-
тов с МВ, отмеченное премией «Прорыв» в 2023 г. [5]. 
Трикафта демонстрирует довольно хорошую перено-
симость, высокую эффективность и, что самое главное, 
прием препарата ведет к снижению частоты трансплан-
тации легких пациентам с МВ за счет того, что паци-
енты на фоне терапии перестали соответствовать кри-
териям направления на трансплантацию.

Несмотря на высокую эффективность тройной те-
рапии, у большинства пациентов (около 90%) отмеча-
ются побочные эффекты [6]. Зачастую они характери-
зуются легкой или умеренной степенью тяжести. По-
бочные эффекты включают кашель, головную боль, 
увеличение выделения мокроты, повышение активно-
сти печеночных ферментов, сыпь, снижение тромбо-
цитов [7]. Одним из неожиданных побочных эффек-
тов является влияние на психическое здоровье: часть 
пациентов отмечает депрессию, около четверти (23%) 
сообщают о проблемах со сном после начала приема 
Трикафта [7-8], зарегистрированы попытки суицида 
на фоне приема препарата [9]. Часть пациентов вы-
нуждена отменять терапию Трикафта или переходить 
на другие препараты патогенетической терапии из-за 
возникших побочных эффектов [7].

Важным моментом является и стоимость лече-
ния. Препараты патогенетической терапии необходи-

мо применять пожизненно, при этом стоимость годо-
вого курса лечения Трикафта, по данным Фармацев-
тического вестника, составляет 21-22 млн руб. [10]. 

Таким образом, несмотря на очевидные плюсы те-
рапии CFTR-модуляторами, разработка этиотропной 
терапии МВ является актуальной задачей, в теории по-
зволяющей добиться еще большей эффективности при 
снижении затрат на лечение.

С тех пор как была впервые предложена концеп-
ция генной терапии [11] и установлена молекуляр-
но-генетическая причина МВ [12] начались много-
летние исследования по разработке метода лечения 
этого заболевания, которые, к сожалению, до сих пор 
не увенчались успехом [13-16]. При этом технологии 
генной терапии постоянно развиваются, появляются 
новые методы редактирования генома, имеющие свои 
преимущества в продолжительности эффекта [17-19], 
но даже это не смогло переломить ситуацию настоль-
ко, чтобы хотя бы один из разрабатываемых препара-
тов был одобрен для лечения. Причины неэффектив-
ности всех разработанных подходов различны и мно-
гогранны, но обусловлены преимущественно низкой 
эффективностью доставки генотерапевтических кон-
струкций и быстрой их элиминацией из организма.

В ряде исследований in vitro показано, что для 
нормализации транспорта ионов хлора в эпители-
альных клетках при МВ достаточно 6-20% CFTR 
экспрессирующих клеток [20-21]. Это позволяет 
разрабатывать генотерапию МВ с учетом не 100% эф-
фективности доставки и активности генотерапевтиче-
ских конструкций в клетках человека. 

Основным разрабатываемым подходом к геноте-
рапии МВ является генозаместительная терапия с до-
ставкой кДНК или мРНК гена CFTR. Проводимые 
сейчас клинические исследования включают достав-
ку кДНК с помощью адено-ассоциированных вирусов 
(клиническое исследование NCT05248230) и вирусов 
герпеса (NCT05504837). Также разрабатываются под-
ходы по доставке мРНК гена CFTR в составе липосом 
(NCT05712538, NCT05668741, NCT03375047). Кроме 
того, зарегистрированы клинические исследования 
препарата на основе антисмысловых олигонуклеотидов 
для изменения сплайсинга гена CFTR (NCT06217952) 
и препаратов, направленных на ингибирование гена, 
кодирующего канал ENaC (SCNN1A), с помощью ми-
кроРНК (NCT03647228, NCT04375514). Во всех иссле-
дованиях препараты используют ингаляторно. 

Доклинические исследования на основе генозаме-
стительной терапии (доставка кДНК гена CFTR в со-
ставе вирусных векторов) на модельных МВ животных 



5

ISSN 2073-7998� Медицинская генетика 2024. Том 23. Номер 9

Медицинская генетика [Medical genetics] 2024; 23(9)

https://doi.org/10.25557/2073-7998.2024.09.3-17� Medical genetics 2024. Vol. 23. Issue 9

(мышах [22-23], мартышках [24], крысах [25] и свиньях 
[26-27]) продемонстрировали не только успешную до-
ставку кДНК гена CFTR, но и восстановление функ-
ции канала CFTR. При использовании CFTR-модуля-
торов показано, что при восстановлении работы канала 
CFTR симптомы МВ у человека обратимы. Следова-
тельно, генотерапия также должна быть эффективна 
у человека. Однако клинические исследования, про-
веденные ранее, демонстрируют незначительный кли-
нический эффект [16].

Основными проблемами генозаместительной те-
рапии МВ являются: 1) терапевтические конструкции 
при ингаляторном способе введения попадают преиму-
щественно в верхние дыхательные пути, тогда как при 
МВ поражаются, в первую очередь, терминальные от-
делы легкого; 2) терапевтические конструкции попа-
дают в терминально дифференцированные эпители-
альные клетки, которые регулярно обновляются, что 
ведет к быстрой утрате «функционального» гена. Эти 
проблемы могут быть решены за счет модификации ба-
зальных клеток легкого, служащих источников терми-
нально дифференцированных эпителиальных клеток, 
и за счет использования геномного редактирования 
для стабильного изменения генома этого типа клеток. 

В конце XX века и начале XXI века появились но-
вые молекулярно-генетические методы, позволяющие 
целенаправленно изменять гены, что потенциально 
можно использовать для создания лекарственных пре-
паратов, в основе которых будет лежать коррекция му-
таций, вызывающих заболевания.

Методы геномного редактирования

Геномное редактирование – группа молекуляр-
но-генетических методов, в основе которых лежит ис-
пользование так называемых программируемых нукле-
аз. Технологии геномного редактирования развиваются 
настолько стремительно, что уже сейчас это определе-
ние не совсем верно, так как существует ряд модифи-
каций геномного редактирования с использованием 
никаз и неактивных нуклеаз. 

Классические варианты геномного редактирова-
ния нацелены на создание двухцепочечного разрыва 
(ДЦР) ДНК в нужном исследователю месте (напри-
мер, в районе мутации, которую необходимо испра-
вить), после чего созданный ДЦР репарируется од-
ним из двух способов – негомологичным соединени-
ем концов (НГСК) или направленной гомологичной 
репарацией (НГР). При репарации путём НГР необ-
ходимо дополнительно добавлять матрицу для репара-

ции, с которой произойдет рекомбинация. При этом 
репарация ДНК по механизму НГСК зачастую приво-
дит к нокауту аллеля, а по пути НГР – к рекомбинации 
с донорной молекулой и замещению фрагмента ДНК 
в области разрыва. Эти события как раз и лежат в ос-
нове направленного изменения генома с использова-
нием методов геномного редактирования.

Существует четыре метода геномного редактиро-
вания: мегануклеазы, нуклеазы ZFN, TALEN и метод 
CRISPR-Cas.

Метод редактирования генома с использовани-
ем мегануклеаз является самым первым. В основе ле-
жит использование модифицированных эндонуклеаз 
рестрикции, полученных из разных бактерий. Моди-
фикации эндонуклеаз заключаются во внесении мута-
ций в кодирующую их последовательность ДНК, ме-
няющих конформацию фермента так, что он начинает 
обнаруживать специфический локус ДНК. Чаще все-
го используют мегануклеазы I-SceI и I-CreI. Мегану-
клеазы обычно работают в виде гомодимера и образу-
ют ДЦР с липкими концами [28].

Вторым по хронологии методом геномного ре-
дактирования является технология с использовани-
ем нуклеаз цинковых пальцев (ZFNs) [29]. В качестве 
нуклеазы в этом методе используют фермент FokI, 
состоящий из двух доменов, к каждому из которых 
присоединен ДНК-связывающий локус, распознаю-
щий таргетный фрагмент ДНК. Структурной единицей 
для связывания ДНК у ZFN является аминокислота 
в альфа-спирали цинкового пальца. Три или реже че-
тыре расположенные в определенных положениях ами-
нокислотных остатка цинкового пальца распознают 
и связываются с тремя или реже с четырьмя основани-
ями целевого локуса ДНК. Таким образом, один мотив 
цинкового пальца обеспечивает связывание с трипле-
том ДНК. Обычно ДНК-распознающий домен состо-
ит из 3-6 мотивов. ДНК-связывающие локусы подби-
раются на разные цепи ДНК таким образом, чтобы два 
домена FokI собрались в одном месте, в котором бу-
дет произведен ДЦР. В результате действия FokI об-
разуется ДЦР с липкими концами. ZFN считается од-
ним из самых специфичных методов геномного ре-
дактирования.

Следующим методом геномного редактирования 
является использование подходов с нуклеазами TALEN 
(Transcription activator-like effector nucleases) [30]. Этот 
метод похож на ZFNs, отличия состоят, прежде все-
го, в строении ДНК-связывающего локуса. У TALEN 
ДНК-связывающий локус представлен повторами мо-
номеров из 34 аминокислот. Аминокислоты, располо-
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женные в положениях 12 и 13, отвечают за распозна-
вание и связывание одного основания ДНК. Обычно 
ДНК-связывающий локус представлен 17,5 мономера-
ми. Это существенно повышает размер TALEN и   огра-
ничивает его доставку в таргетные клетки. В остальном 
метод практически идентичен ZFN: в качестве нукле-
азы используется FokI, состоящий из двух доменов, 
к каждому из которых присоединен ДНК-связываю-
щий локус, состоящий из аминокислотных остатков.

Среди методов геномного редактирования выде-
ляется технология CRISPR-Cas, на основе которой 
разрабатывается львиная доля генотерапевтических 
подходов. Метод CRISPR-Cas появился в 2012 г. [31] 
и за 12 лет получил такое большое распространение, 
что в 2020 г. его создатели получили Нобелевскую пре-
мию [32]. В 2023 г. появился первый одобренный пре-
парат, в основе которого лежит технология CRISPR-
Cas, и инициировано порядка 70 клинических иссле-
дований (КИ) [33] по лечению разных заболеваний 
человека с использованием этого метода.

В классическом варианте CRISPR-Cas использу-
ют нуклеазы – ферменты, расщепляющие обе нити 
ДНК. Cas9 состоит из двух доменов (HNH и RuvC), 
обладающих способностью создавать разрыв. Если вне-
сти мутацию в один из этих доменов, то нуклеазу мож-
но превратить в никазу (nCas9) – фермент, создающий 
одноцепочечный разрыв ДНК. При этом существуют 
два варианта nCas9 – с мутациями в одном (D10A – 
RuvC) или другом домене (H840A – HNH). При вне-
сении мутаций в оба режущих домена Cas9 получают 
неактивную форму (dead Cas9 или dCas9). 

Основным свойством никазы и неактивной формы 
Cas9 является возможность присоединения различных 
белков, которые будут функционировать в таргетном 
локусе. Таким образом эти модификации можно ис-
пользовать для таргетного воздействия на определен-
ный регион, внося в него однонитевые разрывы или 
не внося разрывов вовсе. Основными методами, в ос-
нове которых лежит использование никаз и неактив-
ных Cas9, являются редакторы оснований, праймиро-
ванное и эпигенетическое редактирование.

Редакторы оснований – модификация CRISPR-
Cas, позволяющая таргетно корректировать геном без 
расщепления ДНК. Это достигается путем слияния 
nCas9 (или в некоторых случаях dCas9) с белками, по-
зволяющими конвертировать цитозин в тимин (цито-
зиновые редакторы) [18] или аденин в гуанин (адени-
новые редакторы) [34]. 

Существует несколько поколений редакторов ос-
нований, их совершенствование заключается, прежде 

всего, в уменьшении так называемого окна редакти-
рования – той области, в которой происходит замена 
нуклеотида. Первые редакторы оснований отличались 
довольно широким окном редактирования, тогда как 
последующие имели уже меньшие окна. Кроме того, 
модификации редакторов оснований используют раз-
личные молекулы, потенцирующие конверсию [35]. 

В целом, каждая последующая модификация ре-
дакторов оснований является более точной и специ-
фичной, чем ранние. Сейчас в арсенале исследовате-
лей имеется несколько десятков редакторов основа-
ний, которые могут быть использованы в том числе 
и для генной терапии. Основным преимуществом этой 
методики является то, что в процессе редактирования 
не создается двухцепочечный разрыв, в связи с этим 
частота ошибок при репарации ДНК заметно снижа-
ется, как в локусе редактирования, так и за его преде-
лами в случае неспецифического действия CRISPR-
Cas. При использовании редакторов, которые работа-
ют через создание однонитевых разрывов, репарация 
осуществляется по механизму эксцизионной репара-
ции оснований, который более точен, и следователь-
но более безопасен с точки зрения создания нецелевых 
изменений генома. С помощью редакторов оснований 
можно корректировать несколько типов точковых му-
таций, включая нонсенс-мутации (например, W1282X) 
в гене CFTR [36].

Праймированное редактирование (prime editing) – 
относительно новая модификация CRISPR-Cas, опи-
санная впервые в 2019 г. [19]. Основное отличие этой ме-
тодики, которое также является и преимуществом, – это 
использование никазы nCas9, слитой с обратной транс-
криптазой, что позволяет строить на месте матрицу для 
восстановления правильной последовательности ДНК. 
Для этого используется сконструированная особым об-
разом направляющая РНК, в данном случае она назы-
вается pegRNA (от prime editing guide RNA). PegRNA 
состоит из sgRNA (стандартной направляющей РНК 
для распознавания таргетного участка ДНК), а также 
из двух других вариативных частей: PBS (primer binding 
site, сайт начала синтеза кДНК) и RT template (матрица 
для обратной транскриптазы). Наличие этих двух эле-
ментов позволяет на месте синтезировать матрицу для 
рекомбинации, которая встраивается в место одноцепо-
чечного разрыва ДНК. Необходимо отметить, что прай-
мированное редактирование позволяет корректировать 
практически все типы мутаций, за исключением деле-
ций, дупликаций, инверсий и инсерций, превышающих 
50 нуклеотидов, поэтому может явиться универсальным 
методом для лечения многих заболеваний.
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Основным клинически значимым преимуществом 
методов геномного редактирования является необра-
тимость изменений генома, которая потенциально мо-
жет обусловливать необходимость однократного вве-
дения/применения препарата для стабильного клини-
ческого эффекта. Необходимость повторных введений 
генотерапевтических препаратов сопряжена не толь-
ко с итоговой высокой стоимостью лечения, но также 
и с побочными эффектами, включая иммунный ответ 
на вектор. Однократность введения препарата позво-
ляет минимизировать стоимость и побочные эффекты. 

Методы геномного редактирования, включая но-
вые модификации CRISPR-Cas, демонстрируют до-
вольно высокую эффективность, особенно при но-
кауте генов. Именно это обстоятельство вкупе с под-
ходом ex vivo позволило первому препарату на основе 
геномного редактирования для лечения бета-талассе-
мии и серповидно-клеточной анемии получить одо-
брение FDA в 2023 г. [37].

Генетические редакторы могут быть доставлены 
в клетку в виде ДНК, мРНК, комплексов белок-РНК 
и различных комбинаций этих подходов. Это позволя-
ет подобрать наиболее эффективный и безопасный ме-
тод доставки, например, липидные наночастицы [38].

Многообразие инструментов геномного редакти-
рования, ортологов нуклеаз, модификаций нуклеаз 
и белков, соединенных с ними, позволяет использо-
вать методы редактирования генома для решения мно-
гих задач. 

Клеточные объекты  
для разработки генной терапии МВ

Клеточные модели, на которых проводятся ис-
следования генной терапии МВ, можно разделить на 
индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК), 2D и 3D-модели. Исследования на ИПСК 
от пациентов с МВ проводят в том случае, когда необ-
ходимо получить клон редактированных клеток, затем, 
после его дифференцировки в разные типы CFTR-экс-
прессирующих клеток, продемонстрировать восстанов-
ление работы канала CFTR [39-40]. 

Чаще всего этап исследования in vitro проводят на 
2D-культурах. Иммортализованные клеточные линии 
от пациентов с МВ являются наиболее часто исполь-
зуемыми клеточными моделями для разработки гено-
терапевтических подходов. Они представляют собой 
эпителиальные клетки бронхов или трахеи от пациен-
тов с МВ, подвергшиеся иммортализации с помощью 
различных вирусных генов [41-42]. Второй по частоте 

использования клеточной моделью являются первич-
ные клетки, полученные при биопсии дыхательных 
путей пациентов с МВ. Зачастую проводят биопсию 
тканей верхних дыхательных путей, поэтому наибо-
лее доступными являются клетки назального и брон-
хиального эпителия. Эти клетки довольно просто по-
лучить, и они пригодны для небольших (не длитель-
ных) экспериментов [43-45].

Наконец, 3D-клеточные модели включают в себя 
кишечные органоиды [46-47], а также бронхиальные 
и легочные органоиды, полученные из ИПСК [48-49]. 
Основным преимуществом 3D-моделей является гете-
рогенный клеточный состав, схожий с тем, что встре-
чается в целом органе человека, например, легком или 
кишечнике. Разработанные функциональные тесты на 
3D-моделях позволяют быстро оценить эффективность 
восстановления канала CFTR [49-50].

При выборе объекта исследования необходимо ру-
ководствоваться не только тем, экспрессирует ли клет-
ка CFTR, но также и тем, насколько быстро генетиче-
ски модифицированная клетка будет элиминирована 
из организма. Время жизни редактированных клеток 
определяет, как быстро потребуется повторное введе-
ние генотерапевтического препарата. С этой точки зре-
ния особый интерес представляют базальные клетки 
легкого – это клетки, из которых образуются все более 
дифференцированные типы эпителиальных клеток лег-
кого. Редактировав мутацию в базальных клетках лег-
кого, можно ожидать, что клинический эффект будет 
длительным за счет того, что эти клетки сами по себе 
экспрессируют CFTR, а также служат источником всех 
других типов клеток легкого [51]. Этот тип клеток мож-
но получить путем дифференцировки из ИПСК (в ви-
де 2D модели), также они входят в состав бронхиаль-
ных и легочных органоидов.

Основным разрабатываемым подходом генотера-
пии МВ является in vivo терапия, при которой препа-
рат вводят непосредственно в организм пациента. Есть 
ряд работ, проведенных на мышах, демонстрирующих 
потенциал ex vivo терапии, то есть трансплантации мо-
дифицированных клеток легкого. Несмотря на то, что 
в целом, такой подход показывает хорошие результаты, 
он сопряжен с дополнительным повреждением легко-
го нафталеном [48] или блеомицином [52] с последу-
ющим облучением легкого для того, чтобы элимини-
ровать стволовые и прогениторные клетки из легких. 
Показано, что если этого не сделать, то регенерация 
легкого будет идти преимущественно за счет собствен-
ных клеток, а не донорских [53]. Также есть работы, по-
казывающие, что гемопоэтические стволовые клетки 
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(ГСК, CD34+ клетки) не могут быть применены для ex 
vivo терапии МВ, так как после трансплантации ГСК 
с Cftr дикого типа в легких нокаутных Cftr мышей на-
ходят единичные Cftr+ клетки [54].

ИПСК после редактирования сами по себе не мо-
гут быть трансплантированы, так как доказано, что 
они вызывают образование тератом [55]. Для мини-
мизации риска развития тератом необходима 100% 
терминальная дифференцировка всех ИПСК в куль-
туре, потому что не полностью дифференцированные 
клетки (производные ИПСК) также могут приводить 
к развитию тератом [56]. В связи с этим рекомендует-
ся включать этап селекции терминально дифференци-
рованных клеток для последующей трансплантации. 
Предсказать долгосрочные последствия транспланта-
ции производных ИПСК сейчас не представляется воз-
можным, так как нет достаточного количества прове-
денных исследований.

Геномное редактирование для лечения МВ 

По состоянию на июль 2024 г. не инициировано 
ни одного КИ по лечению МВ с использованием тех-
нологий редактирования генома. Подавляющее боль-
шинство исследований сейчас находится на стадии in 
vitro – проведение экспериментов на клеточных моде-
лях от пациентов, часть исследований проводится на 
модельных животных. Сводные данные по опублико-
ванным результатам исследований на клеточных мо-
делях представлены в таблице.

В силу актуальности исследований по коррекции 
мутаций в гене CFTR, включая самую частую в Евро-
пе F508del, по состоянию на июль 2024 г. опубликова-
но довольно много работ, демонстрирующих разные 
результаты. Первые исследования в этой области бы-
ли мало эффективными, исследователям редко удава-
лось получить эффективность исправления мутации 
F508del в разных клетках выше 2% [42; 57-68]. Такого 
эффекта, безусловно, недостаточно для использования 
методов геномного редактирования в клинике. Однако 
недавние исследования по коррекции мутации F508del 
в ИПСК [69] и в базальных стволовых клетках верхних 
дыхательных путей [43] показали многообещающие ре-
зультаты. Обе исследовательские группы использова-
ли электропорацию белка Cas9 и направляющей РНК. 
Первая группа добавила одноцепочечную донорную 
молекулу ДНК к смеси для электропорации и полу-
чила 12,7% отредактированных с помощью НГР алле-
лей CFTR [69]. Вторая группа доставила НГР-матрицу 
с использованием вектора AAВ6 и добилась 41% эф-

фективности коррекции мутации F508del [43]. Одной 
из последних по хронологии работ по редактированию 
мутации F508del в гене CFTR стало исследование Wei T. 
с соавт. [44], в котором показана 16% эффективность 
коррекции мутации в первичных эпителиальных клет-
ках бронхов от пациентов с МВ при невирусной до-
ставке. Перечисленные исследования показывают, что 
технология CRISPR-Cas постоянно развивается и со-
вершенствуется, особенно с появлением новых мето-
дов доставки нуклеиновых кислот в клетку. Зачастую 
именно высокая эффективность доставки обеспечива-
ет высокую эффективность редактирования.

Метод праймированного редактирования так-
же был апробирован для коррекции мутации F508del 
в гене CFTR, однако показал низкую эффективность 
в кишечных органоидах от пациентов с МВ [68]. 
При этом, при коррекции мутаций c.680T>G (L227R) 
и c.3909C>G (N1303K) показано значимое улучшение 
проводимости канала CFTR в кишечных органоидах 
и первичных базальных клетках из назального эпите-
лия. В этой работе были использованы различные мо-
дификации праймированного редактирования, до-
ставленные с помощью лентивирусных векторов [70].

Начиная с 2017 г. исследователи всего мира стали 
активно проводить исследования по редактированию 
нонсенс мутаций и мутаций сплайсинга в гене CFTR 
[36; 39-41; 45; 71-83]. Основная часть работ приходит-
ся на 2022-2023 гг., что, вероятно, связано с высокой 
эффективностью и доступностью тройной терапии МВ 
у пациентов с мутацией F508del, в то время как паци-
енты с нонсенс мутациями и мутациями сплайсинга 
остаются без лечения.

Большинство исследований связано с редактирова-
нием мутации W1282X, что обусловлено ее относитель-
но высокой частотой в мире и накоплением в Израиле 
[84-87]. Наилучших результатов удалось добиться на-
учным коллективам Santos L. с соавт. [76] – 17,7±2,1% 
при использовании классического подхода CRISPR-
Cas с донорной молекулой и Krishnamurthy S. с соавт. 
[41] – 69% при использовании аденинового редактора 
оснований. Мутацию W1282X также пытались коррек-
тировать методом праймированного редактирования, 
доставленного аденовирусным вектором в эпителиаль-
ные клетки дыхательных путей, полученные из ИПСК, 
с эффективностью в 2,5% аллелей [78].

Также соответствующие исследования проводятся 
в отношении нонсенс мутаций R785X, R553X и G542X 
[36; 41; 77; 83].

Что касается мутаций сплайсинга, то в мире сей-
час проводятся исследования, направленные на кор-
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Таблица. Результаты исследований по коррекции мутаций в гене CFTR в клеточных культурах человека  
методами геномного редактирования

Table. The results of research on the correction of mutations in the CFTR gene in human cell cultures by genomic editing methods

  Способ доставки в клетки Мутация  
в гене CFTR

Объект  
(клеточная культура)

Эффективность  
коррекции мутации

Библиогра-
фическая 

ссылка

Метод геномного редактирования ZFN

1 Трансфекция плазмид с ZFN F508del Клетки линии Flp-In T-REx 293 1,2% аллелей [88]

2 Трансфекция плазмид с ZFN 
с использованием липофекции 
(Липофектамин 2000)

F508del Клетки линии бронхиально-
го эпителия человека (Human 
bronchial epithelial (HBE)) 

До 1% аллелей [57]

Клетки эпителия трахеи боль-
ного МВ (cystic fibrosis tracheal 
epithelial (CFTE))

До 1% аллелей

3 Трансфекция плазмид с ZFN 
с использованием липофекции 
(TransIT transfection reagent)

Попытка интегри-
ровать кДНК гена 
CFTR в локус CCR5

ИПСК Единичные колонии [89]

4 Нуклеофекция плазмид с ZFN ΔF508/ΔI507  ИПСК Единичные колонии [60]

5 Трансфекция плазмид с ZFN 
с использованием липофекции 
(Липофектамин 2000)

F508del Клеточная линия CFBE41o- До 10% аллелей [42]

6 Электропорация  
мРНК ZFN и ssODN

F508del Базальные клетки легкого 10,6% ± 2,6% аллелей [65]

Электропорация  
мРНК ZFN + ААВ6

31,0% ± 4,0% аллелей

Попытка интегри-
ровать супер-экзон 
(9-27) кДНК гена 
CFTR в локус CFTR

56,5% ± 7,4% аллелей

Метод геномного редактирования TALEN

7 Нуклеофекция плазмид 
с TALEN

F508del ИПСК  Единичные колонии [62]

8 Электропорация плазмид 
с TALEN (прибор Neon)

F508del ИПСК  Единичные колонии [63]

9 Трансдукция с помощью хел-
пер-зависимого аденовирусно-
го вектора 

Попытка интегри-
ровать мини-ген 
CFTR в локус CFTR

Эпителиальные клетки  
дыхательных путей IB3-1

Около 5% аллелей [90]

10 Нуклеофекция плазмид 
с TALEN (прибор Lonza)

F508del ИПСК  Единичные колонии [66]

Метод геномного редактирования CRISPR-Cas (классический вариант с гомологичной рекомбинацией)

11 Трансфекция плазмид с  
CRISPR-Cas9 с использованием 
липофекции  
(Липофектамин 2000)

F508del Кишечные органоиды Единичные колонии [58]

12 Нуклеофекция плазмид с  
CRISPR-Cas9 (прибор Lonza)

F508del ИПСК  Единичные колонии [59]

13 Трансфекция плазмид  
с CRISPR-Cas9  
с использованием липофекции 
(Липофектамин 2000)

F508del Клетки эпителия трахеи  
больного МВ (cystic fibrosis 
tracheal epithelial (CFTE))

1,9% аллелей [61]

Продолжение таблицы см. на стр. 10
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  Способ доставки в клетки Мутация  
в гене CFTR

Объект  
(клеточная культура)

Эффективность  
коррекции мутации

Библиогра-
фическая 

ссылка

14 Трансфекция плазмид  
с CRISPR-Cas9 с  
использованием липофекции 
(Transfex)

F508del Базальные клетки  
эпителия бронхов челове-
ка (human bronchial epithelial 
basal cells (HBECs))

Единичные колонии [64]

15 Трансдукция лентивирусным 
вектором с CRISPR-Cas9

3272-26A>G 
и 3849+10kbC>T

Первичные эпителиальные 
клетки дыхательных путей 

1,4% аллелей [72]

Кишечные органоиды 0,9% аллелей

16 Электропорация и трансфекция 
RNP с использованием липо-
фекции (Липофектамин 2000)

F508del ИПСК  12,7% аллелей и 22,0% 
клеток

[69]

17 Электропорация  
(нуклеофекция) RNP  
и доставка донорной молекулы 
с помощью ААВ6

F508del Базальные стволовые клетки 
верхних дыхательных путей 
(upper-airway basal stem cells 
(UABCs))

28% ± 5% аллелей [43]

Эпителиальные клетки 
 бронхов человека (human 
bronchial epithelial cells 
(HBECs))

41% ± 4% аллелей

F508del/другая  
мутация

Базальные стволовые клетки 
верхних дыхательных путей 
(upper-airway basal stem cells 
(UABCs))

42% ± 15% аллелей

18 Аденовирусная трансдукция 
компонентов CRISPR-Cas

ΔF508/ΔI507  ИПСК 0,2% аллелей [67]

19 Электропорация (Neon) RNP 
и ssODN

W1282X Эпителиальные клетки 
 бронхов человека (human 
bronchial epithelium (HBE))

17,7±2,1%  
(HiFi-SpCas9)

[76]

8,7±0,5%  
(AsCas12a (Cpf1))

20 Нуклеофекция плазмид 
с CRISPR-Cas и донорной  
молекулы (прибор Lonza)

W1282X ИПСК Единичные колонии, 
селекция  
на антибиотике

[39]

21 Нуклеофекция плазмид 
с CRISPR-Cas и донорной  
молекулы 

W1282X ИПСК До 10% колоний  
с селекцией  
на антибиотике

[40]

22 Липидные наночастицы 
(DOTAP10 LNPs) с мРНК Cas9, 
sgRNA и донорной молекулой

F508del Первичные 
 эпителиальные клетки  
бронхов человека (HBE) 

16% аллелей [44] 

23 Электропорация RNP и ААВ  
доставка донора

Попытка  
интегрировать  
кДНК гена CFTR 
с геном селекции 
в локус CFTR

Базальные клетки легкого После сортировки – 
от 56 до 97% аллелей, 
в зависимости  
от линии

[91]

Метод геномного редактирования CRISPR-Cas (редакторы оснований)

24 Электропорация плазмид c 
CRISPR-Cas9 (прибор NEPA21)

Нонсенс-мутации 
R785X, W1282X, 
R553X, R1162X

Кишечные органоиды R785X – 8,88% аллелей 
(SpCas9-ABE)
W1282X – 1,43% 
аллелей, R553X 
– 1,43% аллелей 
и R1162X – 8% аллелей 
(все xCas9-ABE)

[36]

Продолжение таблицы см. на стр. 11
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  Способ доставки в клетки Мутация  
в гене CFTR

Объект  
(клеточная культура)

Эффективность  
коррекции мутации

Библиогра-
фическая 

ссылка

25 Нуклеофекция плазмид  
c ABE7.10-SpCas9-NG ( 
прибор Lonza)

Нонсенс-мутации 
R553X и W1282X, 
мутация сплайсинга 
3849+10kb C>T

CuFi-3 и первичные клетки от 38 до 82% аллелей 
в зависимости  
от мутации

[41]

26 Лентивирусный вектор 
с NG-ABEmax, NG-ABE8.20m, 
NG-ABE8e

2789+5G>A  Кишечные органоиды 10% аллелей [79]

27 Электропорация  
мРНК NG-ABEmax

5% аллелей

28 Электропорация плазмид  
c NG-ABEmax (прибор Neon)

W1282X Первичные эпителиальные 
назальные клетки (HNEs)

27% аллелей [45]

29 Электропорация плазмид 
с NRCH-ABE8e (прибор Neon)

c.2988+1G>A 
(3120+1G>A)

Эпителиальные клетки 
бронхов человека (human 
bronchial epithelium (HBE))

28% аллелей [81]

Электропорация мРНК 
с NRCH-ABE8e (прибор Neon)

90% аллелей

30 Амфифильный челночный 
пептид S315 с ABE8e-Cas9 NG 
(RNP)

R553X  Первичные эпителиальные 
клетки дыхательных путей

5% аллелей [83]

Метод геномного редактирования CRISPR-Cas (праймированное редактирование)

31 Электропорация плазмид  
c CRISPR-Cas (прибор NEPA21)

F508del Кишечные органоиды Единичные  
органоиды

[68]

32 Аденовирусная доставка 
CRISPR-Cas

W1282X Эпителиальные клетки 
 дыхательных путей,  
полученные из ИПСК

2,5% аллелей [78]

33 Лентивирусный вектор 
 с CRISPR-Cas

c.3909C>G 
(N1303K)

Кишечные органоиды Значимое  
увеличение площади 
органоидов  
после редактирования

[70]

c.680T>G (L227R) Первичные эпителиальные 
назальные клетки (HNEs)

c.3909C>G 
(N1303K)

Кишечные органоиды 2,3% проводимость 
CFTR  
от нормального  
уровня 

c.680T>G (L227R) Первичные эпителиальные 
назальные клетки (HNEs)

29,4% проводимость 
CFTR  
от нормального уровня

G542X Линия клеток 16HBE-G542X

Примечание: CFBE41o- – Cystic fibrosis bronchial epithelial 41о- (клетки бронхов трахеи больного МВ), CFTE – Cystic fibrosis tracheal epithelial 
(клетки эпителия трахеи больного МВ), HBE – Human bronchial epithelial (клетки линии бронхиального эпителия человека), HBECs – 
Human bronchial epithelial basal cells (базальные клетки эпителия бронхов человека), HNEs – Human nasal epithelial (первичные эпители-
альные назальные клетки), LNPs – Lipid nanoparticles (липидные наночастицы), RNP – Ribonucleoprotein (рибунуклеопротеин), sgRNA – 
single guide RNA (единая направляющая РНК), ssODN – Single-stranded oligodeoxynucleotide (одноцепочечный олигодезоксирибонуклеотид), 
TALEN – Transcription activator-like effector nucleases (эффекторные нуклеазы, подобные активаторам транскрипции), UABCs – Upper-air-
way basal stem cells (базальные стволовые клетки верхних дыхательных путей), ZFN – Zink Finger Nucleases (нуклеазы цинковых пальцев), 
ААВ6 – Аденоассоциированный вирус серотипа 6, ИПСК – Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, кДНК – Комплемен-
тарная ДНК, мРНК – Матричная РНК
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рекцию мутаций c.1679+1634A>G (1811+1.6kbA>G), 
c .2657+5G>A (2789+5G>A),  c .2988+1G>A 
(3120+1G>A), c.3140-26A>G (3272-26A>G), c.3718-
2477C>T (3849+10kbC>T) [41; 71-73; 79-81], демон-
стрирующие эффективность от 1,4% до 90%.

Обращает на себя внимание факт, что последние 
публикации с использованием методов ZFN и TALEN 
для редактирования мутаций в гене CFTR датируются 
2020 г., после которого подобные исследования не пу-
бликовались [65-66].

Таким образом, видно, что исследования, связан-
ные с разработкой генной терапии на основе техноло-
гий редактирования генома, проводятся довольно ин-
тенсивно. Если раньше в фокусе исследователей пре-
имущественно была самая частая мутация при МВ 
(F508del), то сейчас предпочтение отдают более ред-
ким мутациям. Также можно отметить, что современ-
ные модификации CRISPR-Cas вышли на первый план 
и занимают лидирующие позиции в списке методов, на 
основе которых разрабатываются генотерапевтические 
подходы для МВ. Это связано, безусловно, с их высо-
кой безопасностью, точностью и эффективностью.

Заключение 

Генная терапия наследственных заболеваний сей-
час активно развивается. Между тем, все еще суще-
ствуют моногенные болезни, для которых такое ле-
чение не разработано, несмотря на многочисленные 
клинические исследования разных генотерапевтиче-
ских подходов. Одним из таких заболеваний является 
МВ. Появление методов геномного редактирования 
позволяет создавать лекарственные препараты и те-
рапевтические технологии на основе коррекции мута-
ции, вызывающей заболевание. Разработка таких те-
рапевтических решений сейчас также активно ведет-
ся как в отношении МВ, так и других наследственных 
заболеваний. В ноябре 2023 года был одобрен первый 
препарат на основе редактирования генома для лече-
ния серповидно-клеточной анемии и бета-талассе-
мии. Пока ни одна из разработок на основе редакти-
рования генома для лечения МВ не дошла до стадии 
КИ, однако в мире проводится несколько десятков 
исследований на доклинической стадии. Эволюция 
методов геномного редактирования привела к появ-
лению высокоточных и эффективных методов – ре-
дакторов оснований и праймированного редактиро-
вания. Возможно, именно на основе этих платформ 
будут разработаны лекарственные препараты генной 
терапии МВ.
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