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ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà CRISPR/Cas ïðè íàñëåäñòâåííûõ
áîëåçíÿõ ó ÷åëîâåêà è ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ
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Ñ ìîìåíòà îòêðûòèÿ ñèñòåìû ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà CRISPR/Cas ýòà òåõíîëîãèÿ áëàãîäàðÿ ìíîãî÷èñëåííûì ìîäèôèêà-
öèÿì è óñîâåðøåíñòâîâàíèÿì ñóùåñòâåííî ïðîäâèíóëàñü, ïðèáëèçèâøèñü âïëîòíóþ ê ïðèìåíåíèþ â êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíå.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ïîâåñòêå äíÿ ñòîèò âîïðîñ îá å¸ èñïîëüçîâàíèè äëÿ ëå÷åíèÿ íàñëåäñòâåííûõ áîëåçíåé, ãäå èçâåñòåí
ãåí, âûçûâàþùèé áîëåçíü.
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Àâòîðû çàÿâëÿþò îá îòñóòñòâèè êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.

Therapeutic approaches of the CRISPR/Cas genome editing system for genetic diseases
in humans and model animals
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Since the opening of the CRISPR / Cas genome editing system, this technology has made significant progress thanks to numer-
ous modifications and improvements, coming close to application in clinical medicine. At present, the issue on its use for the treat-
ment of genetic diseases, where the gene causing the disease is known, is on the agenda. With the help of this system, it is supposed
to correct the mutant gene in cells taken from the patients themselves with the subsequent introduction of these cells back to the pa-
tient, or to correct in situ the mutation directly on the spot in the target gene in patients.
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Ââåäåíèå

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ [1, 11] áûëè ðàññìîòðåíû ïðèí-
öèïû äåéñòâèÿ, ìîäèôèêàöèè è âñåâîçìîæíûå óëó÷øåíèÿ
ñèñòåìû CRISPR/Cas9 ïî ðåäàêòèðîâàíèþ ãåíîìà. Ðåäàê-
òèðîâàíèå ãåíîìà ñ ïîìîùüþ ýòîé ñèñòåìû îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ êîìïëåêñîì, ñîñòîÿùèì èç îäèíî÷íîé ãèä-ÐÍÊ
(sgRNA), îáåñïå÷èâàþùåé ðàñïîçíàâàíèå ëîêóñà ìèøåíè
â ÄÍÊ, è íóêëåàçû Cas9, ðàçðåçàþùåé ÄÍÊ ìèøåíü. Ïðè
ýòîì ìåñòà ðàçðåçîâ ðåïàðèðóþòñÿ ïóòåì âñòàâêè íîâûõ
ó÷àñòêîâ èç äîíîðñêîé ÄÍÊ ïðè èñïîëüçîâàíèè ãîìîëî-
ãèÿ-óïðàâëÿåìîé ðåïàðàöèè (HDR) ÄÍÊ [77]. Â óñòðàíå-
íèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ó÷àñòâóåò ñïåöèàëüíûé ýíçèì
ÄÍÊ-ëèãàçà, îêðóæàþùàÿ äâîéíóþ ñïèðàëü è ðåïàðèðóþ-
ùàÿ ðàçðåçàííóþ íèòü ÄÍÊ. Â õîäå îáû÷íîé æèçíè êëåò-
êè ïðîèñõîäèò ðåïàðèðîâàíèå ìèëëèîíîâ ðàçðûâîâ ÄÍÊ.
ÄÍÊ-ëèãàçà êàòàëèçèðóåò êðèòè÷åñêóþ ñòóïåíü ñîåäèíå-
íèÿ ðàçðûâîâ â äóïëåêñíîé ÄÍÊ â ïðîöåññàõ ðåïàðàöèè,
ðåïëèêàöèè è ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ è äåéñòâóåò â ïðèñóòñò-
âèè ÀÒÔ èëè NAD+ (Nicotinamide adenine dinucleotide)
â êà÷åñòâå êîôàêòîðîâ.

Â ïîíÿòèå «ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìà ñ èñïîëüçîâàíèåì
CRISPR/Cas9 ñèñòåìû» âõîäèò íå òîëüêî óñòðàíåíèå èç

ãåíîìà èìåþùèõñÿ ìóòàöèé, íî è öåëåíàïðàâëåííàÿ èí-
äóêöèÿ ýêñïðåññèè æåëàòåëüíûõ ãåíîâ è èíäóêöèÿ ìóòà-
öèé îïðåäåëåííûõ ãåíîâ, íàïðèìåð, äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ
áîëåçíåé ÷åëîâåêà ó æèâîòíûõ. Äëÿ ýòîãî íàèáîëåå ïîäõî-
äèò ñèñòåìà ðåïàðàöèè NHEJ (nonhomologous end joining).
Çäåñü ìû ðàññìîòðèì ïîïûòêè èñïîëüçîâàíèÿ ñèñòåìû
CRISPR/Cas äëÿ ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà ó æèâîòíûõ, ìî-
äåëèðóþùèõ áîëåçíè ÷åëîâåêà, è ó ëþäåé ñ îïðåäåëåííû-
ìè íàñëåäñòâåííûìè çàáîëåâàíèÿìè.

Âñå ïîäõîäû â îáùåì ìîæíî ïîäðàçäåëèòü íà âìåøà-
òåëüñòâî in vitro, ex vivo è in vivo. Ïîä ýêñïåðèìåíòàìè in

vitro ìû áóäåì èìåòü â âèäó ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìà êëå-
òîê, ïîëó÷åííûõ îò ìóòàíòíûõ èíäèâèäîâ, ïðè ýòîì ðåçó-
ëüòàòû èñïðàâëåíèÿ ãåíîâ èññëåäóþòñÿ â êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ ïóòåì àíàëèçà ïðîäóêöèè èìè ôóíêöèîíàëüíîãî
ïðîäóêòà è âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèè ìóòàíòíûõ êëåòîê.
Ïîä ýêñïåðèìåíòàìè ex vivo ìû áóäåì èìåòü â âèäó âûäå-
ëåíèå êëåòîê îò ïàöèåíòîâ èëè ìóòàíòíûõ æèâîòíûõ, èñ-
ïðàâëåíèå èõ âíå òåëà è îáðàòíîå ââåäåíèå èõ â òîò æå îð-
ãàíèçì. È, íàêîíåö, ïîä ýêñïåðèìåíòàìè in vivo ìû áóäåì
èìåòü â âèäó ââåäåíèå ñèñòåìû ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ
íåïîñðåäñòâåííî â îðãàíèçì äëÿ èñïðàâëåíèÿ ìóòàíòíîãî
ãåíà â ìåñòå åãî ëîêàëèçàöèè (in situ).
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Èñïîëüçîâàíèå CRISPR/Cas ñèñòåìû
ó ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ

Ýêñïåðèìåíòû in vitro

Áåçóñëîâíî, ñàìûìè ïåðâûìè ïîäõîäàìè èçó÷åíèÿ
ñèñòåìû CRISPR-Cas ñòàëè èññëåäîâàíèÿ in vitro. Òàê,
áûëè ïðåäïðèíÿòû óñïåøíûå ïîïûòêè òåðàïèè íàñëåä-
ñòâåííîé òèðîçèíåìèè òèïà I, âûçûâàåìîé ìóòàöèÿìè
ãåíà FAH (Fumarylacetoacetate Hydrolase), íà ìûøàõ [84].
Ýòè ìóòàöèè, âûçûâàÿ ïðîïóñê ýêçîíà 8 âî âðåìÿ ñïëàé-
ñèíãà, äàâàëè óêîðî÷åííûé, íåñòàáèëüíûé áåëîê FAH,
÷òî ïðèâîäèëî ê íàêîïëåíèþ òîêñè÷åñêèõ ìåòàáîëèòîâ
è ê òÿæåëûì ïîâðåæäåíèÿì ïå÷åíè ó æèâîòíûõ.

Ïóòåì çàìåùåíèÿ ìåòèëèðîâàííîãî ïðîìîòîðà íà íå-
ìåòèëèðîâàííûé ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû CRISPR/Cas9 áû-
ëà îñóùåñòâëåíà àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà íåðâíûõ
êëåòîê OLIG2 (oligodendrocyte transcription factor 2) è ãåíà
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê NANOG (Nk2 homeo-
box domain gene) â êëåòêàõ HEK293T. Êðîìå òîãî, ïóòåì
àêòèâàöèè ãåíà OLIG2 ñ ïîìîùüþ CRISPR/Cas9 â êëå-
òî÷íîé ëèíèè ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû NTERA-2 óäà-
ëîñü äîáèòüñÿ ýêñïðåññèè íåðâíîãî ìàðêåðà �III-tubulin
[40]. Áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýôôåêòèâíîñòü äàííîé
òåõíèêè ïî êîððåêöèè àññîöèèðîâàííûõ ñ áîëåçíüþ ìó-
òàöèé íà ïðèìåðå ïðåâðàùåíèÿ ìóòàíòíîãî ãåíà APOE,
àññîöèèðóþùåãî ñ áîëåçíüþ Àëüöãåéìåðà, â åãî âåðñèþ
ñ íèçêèì ðèñêîì çàáîëåâàíèÿ ó ìûøåé [46].

Îãðîìíîå âíèìàíèå ïðè èñïîëüçîâàíèè òåõíîëîãèè
ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîâ óäåëÿåòñÿ ñïîñîáàì àêòèâàöèè
(CRISPRa) âàæíûõ ãåíîâ è ðåïðåññèè íåæåëàòåëüíûõ ãå-
íîâ [70]. Ñ ýòîé öåëüþ ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà CRISPR in-
terference (CRISPRi). Òåõíîëîãèÿ CRISPRi ìîæåò
èíãèáèðîâàòü êàê èíèöèàöèþ òðàíñêðèïöèè, òàê è ýëîí-
ãàöèþ ìÐÍÊ ïóòåì öåëåíàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà
ó÷àñòêè ñàìîãî ãåíà [64]. Ýòà ñèñòåìà ðåïðåññèè ìîæåò
áûòü óñèëåíà ïóòåì ñëèÿíèÿ áåëêîâ dCas9 è KRAB
(Kruppel-associated box) ðåïðåññîðà [29, 79] èëè ïóòåì èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ýïèãåíåòè÷åñêîãî ðåïðåññîðà, óäàëÿþùåãî
àêòèâèðóþùóþ ìåòèëèðóþùóþ ìåòêó H3K4 [43]. Íàïðè-
ìåð, ñèñòåìà, ñîñòîÿùàÿ èç 4 êîïèé äîìåíà mSin3 inte-
raction domain (tSID4X) òàíäåìíî ïðèñîåäèíåííûõ
ê êàðêàñó dCas9, ñïîñîáíà ðåïðåññèðîâàòü ýíäîãåííûé
ãåí SOX2 (SRY-Box 2) â êëåòêàõ HEK293T [47].

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñû
dSpCas9-VP64 èíäóöèðóþò âàæíûå äëÿ ðàçâèòèÿ ãåíû,
òàêèå, êàê SOX17 (SRY-Box 2) è OCT4 (octamer-binding
transcription factor 4) [25, 41] è çàïóñêàþò êëåòî÷íîå ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèå. Òàê, öåëåíàïðàâëåííîå âîçäåéñòâèå
íà ãåí Myod1 (myogenic differentiation 1) â ôèáðîáëàñòàõ
ìûøè óñèëåííîãî àêòèâàòîðà VP64-dSpCas9-BFP-VP64
âûçûâàëî êëåòî÷íîå ïåðåïðîãðàììèðîâàíèå â íàïðàâ-
ëåíèè ìèîöèòîâ [13]. Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ êîìïëåê-
ñà ñ óëó÷øåííûì àêòèâàòîðîì dSpCas9-VPR (Viral prote-
in R of HIV-1) óäàëîñü àêòèâèðîâàòü ãåíû ãëàâíûõ ðåãó-
ëÿòîðîâ íåéðîíàëüíûõ êëîíîâ NEUROD1 and NEUROG2

â èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ,

çàñòàâëÿÿ èõ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåðâíûå êëåòêè.
Áûëè èñïîëüçîâàíû ïðîãðàììèðóåìûå àêòèâàòîðû Cas9
äëÿ ñïåöèôè÷åñêîé èíäóêöèè ýêñïðåññèè ëàòåíòíîãî
ãåíîìà âèðóñà ÂÈ× HIV (Human immunodeficiency virus)
[51, 87]. Àêòèâàöèÿ ìîë÷àùåãî ãåíîìà HIV äåëàåò ðåòðî-
âèðóñ ÷óâñòâèòåëüíûì ê ïðîòèâîâèðóñíûì ëåêàðñòâàì,
â ðåçóëüòàòå ÷åãî ðåòðîâèðóñ ìîæåò áûòü óäàë¸í èììóí-
íîé ñèñòåìîé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ïîâåñòêå äíÿ ñòîèò èñïîëüçî-
âàíèå íåñêîëüêèõ ïîäõîäîâ ïî àêòèâàöèè òåðàïåâòè÷å-
ñêèõ ãàïëîíåäîñòàòî÷íûõ ãåíîâ, ïðîòèâîðàêîâûõ ãåíîâ,
à òàêæå ïîäõîäîâ ïî ðåïðåññèè îíêîãåíîâ, ãåíîâ ðåçè-
ñòåíòíîñòè ê ïðîòèâîðàêîâûì ëåêàðñòâàì è äîìèíàíòíî
íåãàòèâíûõ ãåíîâ. Òàê, ïðè ñèíäðîìàõ Ïðàäåðà-Âèëëè è
Ýíæåëüìåíà àêòèâàòîðû, âñòðîåííûå â ãåíîì íà îñíîâå
èñïîëüçîâàíèÿ ñèñòåìû Cas9, ìîãëè áû öåëåíàïðàâëåí-
íî âûçâàòü ýêñïðåññèþ ìîë÷àùåãî àëëåëÿ, ñîçäàâàÿ ïîë-
íîñòüþ èíòàêòíóþ êîïèþ ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà [2].

Íåñêîëüêî èíîé ïîäõîä ïðåäëîæåí äëÿ ïîèñêà
ñïîñîáà ëå÷åíèÿ áîëåçíè Ïàðêèíñîíà [3]. Èñïîëüçóÿ
òåõíèêó CRISPR, ðåäàêòèðîâàëè ãåí alpha-synuclein,
âñòàâèâ ïðè ýòîì ëþìèíèñöåíòíóþ ìåòêó èç áåëêà, êî-
òîðûé âûçûâàåò ñâå÷åíèå ó ñâåòëÿ÷êîâ. Êàæäûé ðàç,
êîãäà êëåòêà ïðîäóöèðóåò áåëîê alpha-synuclein, ìåòêà
èñïóñêàåò ñâåò. Ýòà ðåàêöèÿ ïîçâîëÿåò ëåãêî åãî èçìå-
ðÿòü. Åñëè òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå êëåòêè îáðàáîòàòü
îïðåäåëåííûì ëåêàðñòâîì è ïîñëå òàêîãî âîçäåéñòâèÿ
ñâåò áîëüøå íå èíäóöèðóåòñÿ, òî ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ëå-
êàðñòâî îáëàäàåò ïîòåíöèàëîì ëå÷åíèÿ ýòîé áîëåçíè.
Èññëåäîâàòåëè ìîãóò ïðîâåðÿòü íîâûå è óæå ñóùåñòâóþ-
ùèå ëåêàðñòâà, ÷òîáû ïîñìîòðåòü, êàê îíè ðåãóëèðóþò
óðîâåíü alpha-synuclein ó ïàöèåíòîâ. Ñ ïîìîùüþ ýòîé
òåõíîëîãèè ó÷åíûå íàäåþòñÿ âûÿâèòü ïóòè ñíèæåíèÿ
ïðîäóêöèè alpha-synuclein, ÷òî, âîçìîæíî, ïîçâîëèò
ïðåäóïðåæäàòü áîëåçíü Ïàðêèíñîíà èëè å¸ ïðîãðåññè-
ðîâàíèå.

Ýêcïåðèìåíòû ex vivo

Îáû÷íî êëåòêè, ïîëó÷åííûå îò ìóòàíòíûõ îðãàíèç-
ìîâ, ìîæíî îòêîððåêòèðîâàòü ex vivo, ââîäÿ â íèõ íîð-
ìàëüíûé ãåí èëè åãî ìèíè-âàðèàíò. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçó-
þòñÿ ðàçíîîáðàçíûå ïîäõîäû, â òîì ÷èñëå è êîððåêòèðîâ-
êà ãåíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì cèñòåìû CRISPER/Cas9. Íà-
ïðèìåð, â ñëó÷àå SCID-X1 [67] êîððåêòèðîâàëè ex vivo ãåí
IL2RG (interleukin-2 receptor common �-chain) â ãåìàòîïîý-
òè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ è êëåòêàõ ïðåäøåñòâåííèêàõ
(HSPCs) ïåðåä èõ ââåäåíèåì ìîäåëüíûì ìûøàì.

Áûëà òàêæå îñóùåñòâëåíà ïåðåñòðîéêà èììóííûõ
êëåòîê òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíè ýêñïðåññèðîâàëè ðå-
öåïòîðû TCR (T-cell receptor), îáëàäàþùèå ïîâûøåííûì
ñðîäñòâîì ê ðàêîâûì àíòèãåíàì NY-ESO-1 è LAGE-1.
Èçìåíåííûå ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû CRISPR/Cas9 ðåöåïòî-
ðû TCR ââîäèëèñü â Ò-êëåòêè, ÷òîáû íåéòðàëèçîâàòü
êëåòêè ñ ïðåæíèìè TCR è íàöåëèòü èçìåíåííûå èììóí-
íûå êëåòêè íà îïóõîëåâûå [23].

4

ÍÀÓ×ÍÛÅ ÎÁÇÎÐÛ



Ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè ëåíòèâèðóñîâ, íåñóùèõ
òðàíñãåí, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî ðåàëèçóåòñÿ â ãåïàòî-
öèòàõ, âûÿâëåíà òåðàïåâòè÷åñêàÿ ýôôåêòèâíîñòü òàêîãî
ïîäõîäà ó ñîáàê ñ ãåìîôèëèåé Â èç-çà ìóòàöèé â êîäèðó-
þùåì ãåíå ôàêòîðà IX [10].

Ïîäõîä ñ äîáàâëåíèåì íîðìàëüíîãî ãåíà äèñòðîôèíà
áûë èñïîëüçîâàí ïðè ëå÷åíèè ìûøå÷íîé äèñòðîôèè
Äþøåííà ó ìûøåé [54]. Ñèñòåìà ðåêîìáèíàçû Cre, èñ-
ïîëüçóåìàÿ äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
â äëèííûõ òåðìèíàëüíûõ ïîâòîðàõ ëåíòèâèðóñà HIV,
ïîçâîëÿþùàÿ âûðåçàòü ýòîò ïðîâèðóñ HIV èç ãåíîìà
êëåòîê [87] â ïðèíöèïå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà è äëÿ
äîñòàâêè òåðàïåâòè÷åñêèõ ãåíîâ â ìûøöû ïðè ìûøå÷-
íîé äèñòðîôèè [88].

Ïóòåì öåëåíàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ îäèíî÷íîé
Cas-íèêàçû íà ôèáðîáëàñòû ïëîäîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà áûëè ïîëó÷åíû êîëîíèè òðàíñãåííûõ êëåòîê
NRAMP1 (Natural resistance-associated macrophage pro-
tein 1), êîòîðûå ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè äàâàëè òðàíñ-
ãåííûõ êîðîâ ñ ïîâûøåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê òóáåðêó-
ëåçó [26]. Ïîêàçàíî, ÷òî ó ñâèíåé, ìîäåëèðóþùèõ êèñ-
òîçíûé ôèáðîç, çàìåùåíèå ìóòàíòíîãî ãåíà CFTR íà
íîðìàëüíûé ìîæåò ïðèâîäèòü ê íîðìàëèçàöèè âàæíûõ
áèîëîãè÷åñêèõ àñïåêòîâ ôóíêöèè ëåãêèõ è óëó÷øåíèþ
ñïîñîáíîñòè ëåãî÷íûõ ñåêðåòîâ óáèâàòü áàêòåðèè [16].
Íà ìûøàõ, ìîäåëèðóþùèõ ìíîæåñòâåííûé ñêëåðîç,
áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà óñïåøíàÿ ãåíîòåðàïèÿ
ïóò¸ì âíåñåíèÿ ãåíà myelin oligodendrocyte glycoprotein
(MOG) [42].

Îäíàêî íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ÿâëÿåòñÿ çàìåùåíèå
ïîâðåæäåííûõ êëåòîê íîðìàëüíûìè, ïîëó÷åííûìè èç
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ESC) è èíäóöèðîâàí-
íûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (iPSC) ñ ïîìî-
ùüþ ñèñòåìû CRISPR/Cas. Îíî èñïîëüçîâàíî äëÿ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ çðåíèÿ ó ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ [85] è äëÿ ñî-
çäàíèÿ ïîäõîäîâ ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëå-
âàíèé [6]. Õðîíè÷åñêèé ãðàíóëîìàòîç âûçûâàåòñÿ äåôåê-
òîì áåëêà NOX2, êëþ÷åâîé ìîëåêóëû, ïîçâîëÿþùåé èì-
ìóííîé ñèñòåìå ðàçðóøàòü âðåäíûå áàêòåðèè. Ìóòàöèÿ
NOX2 â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ îò ïàöèåíòîâ ñ ãðàíóëîìàòî-
çîì áûëà ðåïàðèðîâàíà ñ èñïîëüçîâàíèåì âûøåóêàçàí-
íîé òåõíîëîãèè, êëåòêè äèôôåðåíöèðîâàëèñü â èììóí-
íûå, ñ âîññòàíîâëåííîé àíòèìèêðîáíîé ôóíêöèåé. Áó-
äó÷è èìïëàíòèðîâàííûìè ìûøàì, èçìåíåííûå êëåòêè
ñîõðàíÿëè ñâîþ ñïîñîáíîñòü äîëãîâðåìåííîãî ðåäàêòè-
ðîâàíèÿ ãåíîâ áåç ïðèçíàêîâ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ [19].
Ñõîäíûì îáðàçîì, ìîäèôèöèðîâàííûå ñòâîëîâûå êëåò-
êè SMART (Stem cells Modified for Autonomous Regenera-
tive Therapy), ïðåâðàùåííûå â õðÿùåâûå êëåòêè çàùèùà-
ëè ñóñòàâû îò ïîâðåæäåíèé, âûçûâàåìûõ õðîíè÷åñêèì
àðòðèòîì [8].

Ýêñïåðèìåíòû in vivo

Äî ïîÿâëåíèÿ ñèñòåìû CRISPR/Cas çàìåñòèòåëüíàÿ
òåðàïèÿ ñ ââåäåíèåì íîðìàëüíûõ ãåíîâ, íàïðèìåð, ãå-
íîâ SDF-1 (Stromal cell-derived factor-1), ãåíà survivin,

ìèêðîÐÍÊ miR-133 â èøåìè÷åñêèé ìèîêàðä ñïîñîáñò-
âîâàëà âîññòàíîâëåíèþ ôóíêöèè ñåðäöà ïîñëå èøåìèè
ó êðûñ. Ñõîäíûé ïîäõîä ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ óñòðàíåíèÿ
ãëóõîòû è íàðóøåíèÿ ÷óâñòâà ðàâíîâåñèÿ ó ìûøåé [32].
Òàê, ó ìûøåé, ìîäåëèðóþùèõ ñèíäðîì Usher òèïà 1c,
ïðè ââåäåíèè èñïðàâëåííîé âåðñèè ãåíà Ush1c âî âíóò-
ðåííèå è íàðóæíûå âîëîñêîâûå êëåòêè ñëóõîâîé óëèòêè
íà÷èíàåò ïðîäóöèðîâàòü íîðìàëüíûé áåëîê harmonin
ïîëíîé äëèíû [63]. Çàìåñòèòåëüíàÿ ãåíîòåðàïèÿ íå çà-
âèñèò îò õàðàêòåðà ìóòàöèè [5], òîãäà êàê òåðàïèÿ ñ ïî-
ìîùüþ ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîâ òðåáóåò ïîäãîòîâêè ñïå-
öèôè÷åñêîé ãèä-ÐÍÊ sgRNA, ïîäõîäÿùåé òîëüêî
ê îïðåäåëåííîé ìóòàöèè [31].

Ïðè ðàçíûõ ãëàçíûõ áîëåçíÿõ íàáëþäàåòñÿ ïàòîëî-
ãè÷åñêèé âíóòðèãëàçíîé àíãèîãåíåç, êîãäà êðîâåíîñíûå
ñîñóäû íà÷èíàþò ðàñòè ïî ïîâåðõíîñòè ñåò÷àòêè, ïðîòå-
êàòü, ðàçðûâàòüñÿ èëè âûçûâàòü îòñëîåíèå ñåò÷àòêè,
ïðèâîäÿ ê ïîòåðå çðåíèÿ. Îäèíî÷íàÿ èíúåêöèÿ ðåäàêòè-
ðóþùåé ãåíîì ñèñòåìû CRISPR Cas9 äëÿ ãåíà VEGFR2,
êðèòè÷åñêîãî äëÿ àíãèîãåíåçà, îêàçàëàñü ñïîñîáíîé
ïðåäóïðåæäàòü àíãèîãåíåç â ñåò÷àòêå ó ìîäåëüíûõ ìû-
øåé [37].

Cèñòåìà CRISPR Cas9 ýôôåêòèâíî êîððåêòèðóåò äî-
ìèíàíòíóþ ìóòàöèþ ãåíà Crygc ó ìûøåé ñ âðîæäåííîé
êàòàðàêòîé ïðè ñîâìåñòíîé èíúåêöèè ìÐÍÊ Cas9 è
sgRNA, íàöåëåííûõ íà ìóòàíòíûé àëëåëü Crygc â çèãîòå
[80]. À â äðóãîì èññëåäîâàíèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñè-
ñòåìà CRISPR Cas9 ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ìîäè-
ôèêàöèè òðàíñãåíà EGFP èëè ýíäîãåííîãî ãåíà Crygc

â ñïåðìàòîãîíèàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìûøåé. Â ïî-
ñëåäíåì ñëó÷àå êîððåêöèÿ ìóòàöèè Crygc ïðèâîäèëà
ê âîññòàíîâëåíèþ ñïåðìàòîãåíåçà è ïðîäóêöèè ïîòîì-
ñòâà ñ èñïðàâëåííûì ôåíîòèïîì â 100% ñëó÷àåâ [81].

Ñ ïîìîùüþ ñòðàòåãèè HITI (homology-independent
targeted integration), ïîçâîëÿþùåé âîçäåéñòâîâàòü íà
íåéðîíû ìëåêîïèòàþùèõ â ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäå,
îñóùåñòâëÿëè èíñåðöèè êîïèè ýêçîíà 2 ãåíà Mertk â èí-
òðîí 1 è áûëî îòìå÷åíî óëó÷øåíèå çðèòåëüíîé ôóíêöèè
ó ìîäåëüíûõ êðûñ ñ ïèãìåíòíûì ðåòèíèòîì [74].

Ïóòåì ìîäèôèêàöèè íóêëåàçû Cas9 ìîæíî ñäåëàòü
ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìà ïðîãðàììèðóåìûì [38]. Ðåãóëÿ-
öèÿ àêòèâíîñòè ýíäîíóêëåàçû Cas9 ñ ïîìîùüþ ìàëûõ
ìîëåêóë èñïîëüçóåòñÿ ïðè ðàçíûõ ïîäõîäàõ [89], íàïðè-
ìåð, êîãäà áåëîê intein ðàçìåðîì â 412 àìèíîêèñëîò
âñòàâëÿþò â ïîëîæåíèå Ser219 èëè â ïîëîæåíèå Cys574
áåëêà Cas9, ýíçèì îêàçûâàåòñÿ èíàêòèâèðîâàííûì äî
òåõ ïîð, ïîêà íå áóäåò àêòèâèðîâàí intein ñ ïîìîùüþ
4-hydroxytamoxifen (4-HT) è îí íå áóäåò óäàëåí â ïðî-
öåññå ñïëàéñèíãà. Ïðè òàêîì âðåìåííîì êîíòðîëå ðå-
äàêòèðîâàíèÿ ãåíà êîëè÷åñòâî ýôôåêòîâ âíå ìèøåíè,
âûçûâàåìûõ ñèñòåìîé CRISPR/Cas óìåíüøàþòñÿ
â 25 ðàç. Íàïðèìåð, ìîæíî ïîëó÷àòü æèâîòíûõ, ó êîòî-
ðûõ Cas9 ðåäàêòèðîâàíèå áóäåò ïðîèñõîäèòü òîëüêî
â êëåòêàõ òåõ òêàíåé, ãäå ýêñïðåññèðóåòñÿ òðàíñàêòèâà-
òîð rtTA (reverse tetracycline transactivator) [20]. Òàê, ñî-
çäàíà òðàíñãåííàÿ ñèñòåìà CRISPR/Cas, ñïîñîáíàÿ
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ê ðåäàêòèðîâàíèþ ãåíîìà èñêëþ÷èòåëüíî â êàðäèîìèî-
öèòàõ. Èñïîëüçîâàíèå tamoxifen-èíäóöèáåëüíîãî ïðî-
ìîòîðà Myh6 (myosin heavy chain 6), óïðàâëÿþùåãî ýêñï-
ðåññèåé ãåíà Cas9, ïîçâîëÿåò êîíòðîëèðîâàòü èíäóêöèþ
íóêëåàçû Cas9 è âî âðåìåíè [12].

Âûøå óæå óïîìèíàëîñü îá èíòåðåñíîì ïîäõîäå ê ðå-
äàêòèðîâàíèþ ãåíîâ ïóòåì ïðåâðàùåíèÿ îñíîâàíèé öè-
òèäèíà â óðèäèí in situ, êîòîðîå ìîæåò ïðèâîäèòü ê èñï-
ðàâëåíèþ ìóòàíòíûõ ãåíîâ [46]. Òàêèå ïîäõîäû î÷åíü
âàæíû äëÿ êëèíèêè, íî ïîêà îíè ðàçðàáàòûâàþòñÿ òîëü-
êî íà ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ.

Òàê, ñ öåëüþ ëîêàëüíîé ìîäèôèêàöèè ãåíà VEGF

ó ìîäåëüíûõ ìûøåé ñ âîçðàñòíîé ìàêóëÿðíîé äåãåíåðà-
öèåé AMD (age-related macular degeneration), â èõ ãëàçà
ââîäèëè ïðåäâàðèòåëüíî ñîáðàííûé ñïåöèàëüíûé êîì-
ïëåêñ CRISPR/Cas9 [45]. Ïðè ýòîì in situ îáëàñòü õîðîè-
äàëüíîé íåîâàñêóëÿðèçàöèè óìåíüøàëàñü íà 58%.
Â äðóãîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ýòîé ñèñòåìû ó ìûøåé
ñ ïèãìåíòíûì ðåòèíèòîì äåàêòèâèðîâàëè ãåíû Nrl èëè
Nr2e3, â ðåçóëüòàòå ðåïðîãðàììèðîâàííûå ïàëî÷êîâèä-
íûå ôîòîðåöåïòîðû ñòàíîâèëèñü êîëáî÷êîâèäíûìè ôî-
òîðåöåïòîðàìè è çðåíèå óëó÷øàëîñü [90].

Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî âîçìîæíà êîððåêöèÿ òî÷-
êîâîé ìóòàöèè ãåíà F9 (coagulation factor IX) ñ ïîìîùüþ
ñèñòåìû CRISPR/Cas in situ â ïå÷åíè ìûøåé, ÷òî ìîæåò
ñëóæèòü â äåëüíåéøåì òåðàïåâòè÷åñêîé ñòðàòåãèåé äàí-
íîé è äðóãèõ íàñëåäñòâåííûõ áîëåçíåé ó ÷åëîâåêà [31].

Óñòàíîâëåíî, ÷òî òåõíîëîãèÿ CRISPR/Cas9 ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ëå÷åíèÿ óãðîæàþùåé æèçíè ñêî-
ðîòå÷íîé ïå÷åíî÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè fulminant hepatic
failure (FHF). Áûëà ðàçðàáîòàíà õèìåðíàÿ sgRNA, ñïå-
öèôè÷åñêè è öåëåíàïðàâëåííî âîçäåéñòâóþùàÿ íà ãå-
íîìíûå ðåãèîíû ãåíà Fas (Fas cell surface death receptor)
ìûøè. Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî äîñòàâêà in vivo CRISPR/Cas9 â êëåòêè ïå÷åíè ìî-
äåëüíûõ æèâîòíûõ ñ FHF ñïîñîáíà ïîääåðæèâàòü ãîìå-
îñòàç ïå÷åíè è çàùèùàòü ãåïàòîöèòû îò àïîïòîçà, âûçû-
âàåìîãî ìóòàöèåé ãåíà Fas [50].

Èñïîëüçóÿ ýëåêòðîïîðàöèþ ïëàçìèä ñ ñèñòåìîé Cas9
in utero èëè ìèêðîèíúåêöèè áåëêîâîãî êîìïëåêñà Cas9,
óäàëîñü íàðóøèòü ýêñïðåññèþ in situ ãåíà Eomes/Tbr2,
(Eomesodermin/T-Box Brain Protein 2), ôóíäàìåíòàëüíî-
ãî äëÿ íåéðîãåíåçà íåîêîðòåêñà. Ýòî íàðóøåíèå ïðèâî-
äèëî ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà îñíîâíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
è ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà äèôôåðåíöèðîâàííûõ íåé-
ðîíîâ. Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âîçäåéñò-
âèå in vivo CRISPR/Cas9 ñèñòåìû íà íåéðàëüíûå ñòâîëî-
âûå êëåòêè ïðèâîäèò ê áûñòðîìó, ýôôåêòèâíîìó è äëè-
òåëüíîìó èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ íåé-
ðîíàëüíûõ ãåíîâ, âëèÿþùèõ íà ðàçâèòèå ãîëîâíîãî ìîç-
ãà ìëåêîïèòàþùèõ [39]. Ïóòåì èíúåêöèè ðèáîíóêëåîï-
ðîòåèíîâûõ êîìïëåêñîâ Cas9 â ãèïïîêàìï, ïîëîñàòîå
òåëî è êîðó ãîëîâíîãî ìîçãà ìûøåé ìîæíî ðåäàêòèðî-
âàòü ãåíû â ïîñòìèòîòè÷åñêèõ íåéðîíàõ. Cas9 íóêëåàçà
áûëà ìîäèôèöèðîâàíà ïóòåì äîáàâëåíèÿ ìíîæåñòâåí-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè NLS,

÷òî ïîçâîëèëo äåñÿòèêðàòíî óñèëèòü ýôôåêòèâíîñòü ðå-
äàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà in vivo [72].

Âåðñèÿ nuclease-dead (dCas9) ìîæåò áûòü çàïðîãðàì-
ìèðîâàíà íà ðàçíîîáðàçíûå èíæåíåðíûå ïðåîáðàçîâà-
íèÿ ãåíîìà, òàêèå, êàê ðåïðåññèÿ ãåíà KRAB (Krup-
pel-associated box) [29]. Ïðîèñõîäÿùàÿ èç Campylobacter

jejuni, íóêëåàçà CjCas9, äîñòàâëÿåìàÿ â ñåò÷àòêó ñ ïîìî-
ùüþ âèðóñíîãî âåêòîðà AAV, ìîæåò ýôôåêòèâíî èíàê-
òèâèðîâàòü äåôåêòíûå ãåíû Hif1a (Hypoxia-inducible fac-
tor 1-alpha) è VEGF A, óìåíüøàÿ îáëàñòü õîðèîèäàëüíîé
íåîâàñêóëÿðèçàöèè ó ìûøåé ñ âîçðàñòíîé ìàêóëÿðíîé
äåãåíåðàöèåé [44]. Ìàëåíüêîãî ðàçìåðà íóêëåàçà Cas9 îò
áàêòåðèé Staphylococcus aureus (SaCas9) áûëà èñïîëüçî-
âàíà äëÿ öåëåíàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà ëîêóñ Pcsk9

(proprotein convertase subtilisin/kexin type 9), è ñóùåñò-
âåííî ñíèæàëà óðîâåíü ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà è õîëå-
ñòåðèíà â ñûâîðîòêå ìóòàíòíûõ ìûøåé [65].

Ìåòîä CRISPR/Cas9 áûë èñïîëüçîâàí äëÿ öåëåíà-
ïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà òî÷êîâûå ìóòàöèè â ýêçî-
íàõ ãåíà äèñòðîôèíà ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx, ìîäåëèðó-
þùèõ äèñòðîôèþ Äþøåííà ÷åëîâåêà [53, 61, 75, 83].
Âîçíèêíîâåíèå ñòîï-êîäîíà â ãåíå äèñòðîôèíà ïðèâî-
äèò ê ìûøå÷íîé äèñòðîôèè ó ìûøåé mdx. Â ýòèõ èññëå-
äîâàíèÿõ äëÿ âûðåçàíèÿ ðåãèîíà, íåñóùåãî ìóòàöèþ,
áûëè èñïîëüçîâàíû ïàðíûå CRISPR/Cas9 ñèñòåìû
ñ sgRNAs, ðàñïîçíàþùèìè èíòðîííûå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè, êîòîðûå îáðàìëÿþò ìóòàíòíûé ýêçîí ñ äâóõ ñòî-
ðîí. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêçîí 23, íåñóùèé òî÷êîâóþ
ìóòàöèþ, âûðåçàííûé ñ äâóõ ñòîðîí ñ ïîìîùüþ Cas9,
ïðîïóñêàëñÿ ïðè ñ÷èòûâàíèè è DMD-òðàíñêðèïò îêà-
çûâàëñÿ ñîîòâåòñòâóþùèì ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ (in-frame).
Ýòî ïðèâîäèëî ê âîññòàíîâëåíèþ áåëêà äèñòðîôèíà è
êîìïîíåíòîâ äèñòðîôèí-ãëèêîïðîòåèíîâîãî êîìïëåêñà
è ê ôóíêöèîíàëüíîìó âîññòàíîâëåíèþ ìûøö ìûøåé,
ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ ñèñòåìû ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíî-
ìà CRISPR/Cas9. Ïðè ýòîì âîññòàíàâëèâàëèñü ëîêàëè-
çàöèÿ è àêòèâíîñòü ñîîòâåòñòâóþùåé ñèíòàçû îêñèäà
àçîòà (nNOS). Íåäàâíî áûëà óñïåøíî èñïîëüçîâàíà áî-
ëåå êîðîòêàÿ Cpf1-like Cas9 íóêëåàçà, âûçûâàþùàÿ îäè-
íî÷íûé ðàçðåç è èñïîëüçóþùàÿ äîíîðñêóþ ÄÍÊ äëÿ
âîññòàíîâëåíèÿ ãåíà äèñòðîôèíà â êëåòêàõ ìûøåé è ÷å-
ëîâåêà [86]. Íàêîíåö, áûë ðàçðàáîòàí íîâûé ïîäõîä, íà-
çûâàåìûé CRISPR-Gold, êîòîðûé èñïîëüçóåò íàíî÷à-
ñòèöû çîëîòà äëÿ äîñòàâêè êîìïîíåíòîâ ýòîé ñèñòåìû
ó ìûøåé, ìîäåëèðóþùèõ DMD [48]. Îäíà âíóòðèìû-
øå÷íàÿ èíúåêöèÿ CRISPR-Gold ìûøàì ñ DMD ñïîñîá-
íà âîññòàíîâèòü 5,4% ãåíîâ äèñòðîôèíà. Ýòî â 18 ðàç áî-
ëüøå, ÷åì ïðè äåéñòâèè óïîìÿíóòîé âûøå
CRISPR-Cas9 ñèñòåìû, âûçûâàþùåé ëèøü 0,3% âîññòà-
íîâëåíèÿ. Êðîìå òîãî, CRISPR-Gold ýôôåêòèâíî ðåäó-
öèðóåò òêàíåâîé ôèáðîç è óëó÷øàåò ñèëó è ïîäâèæíîñòü
ó ìûøåé.

Ìèîòîíè÷åñêàÿ äèñòðîôèÿ òèïà I (DM1) âûçûâàåòñÿ
óâåëè÷åíèåì ïîâòîðîâ òðèïëåòîâ CTG â ãåíå DMPK

(Myotonic dystrophy protein kinase). Îïèñàíà íàöåëåííàÿ
íà ÐÍÊ Cas9 (RCas9) ñèñòåìà, êîòîðàÿ îáåñïå÷èëà ýô-
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ôåêòèâíîå óñòðàíåíèå ïðîÿâëåíèé äèñòðîôèè DM1 ïó-
òåì äîñòàâêè â ìûøöû âçðîñëûõ ìûøåé RCas9, èñïîëü-
çóÿ àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñ. Íàáëþäàëàñü ýëèìè-
íàöèÿ CUG ÐÍÊ, âîññòàíîâëåíèå àññîöèèðîâàííîãî
ñ íèìè áåëêà Mbnl1 è èñïðàâëåíèå õàðàêòåðà DM1-òèïà
àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà â ãåíàõ-êàíäèäàòàõ, âêëþ-
÷àÿ ãåí õëîðíîãî êàíàëà 1, óïðàâëÿåìîãî íàïðÿæåíèåì
(Clcn1), îòâåòñòâåííûõ çà ïðîÿâëåíèÿ ìèîòîíèè [4].

Ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîâ â êëåòêàõ ÷åëîâåêà

Ýêñïåðèìåíòû in vitro

Â ïðåäñòàâëåííîé âûøå ðàáîòå Batra ñ ñîàâò., 2017
[4] ñõîäíûé ðåçóëüòàò ïîëó÷åí íà ìèîáëàñòàõ îò ïàöèåí-
òîâ ñ ìèîòîíè÷åñêîé äèñòðîôèåé DM1, êîòîðûå òàêæå
îáíàðóæèâàëè ñõîäíóþ ñïåöèôè÷íóþ ýëèìèíàöèþ
ÐÍÊ ñ èçáûòî÷íî ïîâòîðÿþùèìèñÿ CUG è íîðìàëèçà-
öèþ ìîëåêóëÿðíûõ õàðàêòåðèñòèê ìèîáëàñòîâ.

Âïåðâûå â 2013 ã. áûëî ñîîáùåíî îá óñïåøíîé äå-
ìîíñòðàöèè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ êëåòîê ÷åëîâå-
êà, áàçèðóþùåéñÿ íà èñïîëüçîâàíèè ñèñòåìû Cas9 [15,
56]. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèñòåìà CRISPR/Cas9 ìîæåò
öåëåíàïðàâëåííî âîçäåéñòâîâàòü íà ñïåöèôè÷åñêèå ìå-
ñòà â ãåíîìå êëåòîê ÷åëîâåêà.

C èñïîëüçîâàíèåì CRISPR/Cas ñèñòåìû ïðîèçâî-
äèëèñü çàìåíû íà ó÷àñòêå ïðèáëèçèòåëüíî îò 5 äî
1—2 íóêëåîòèäîâ, ýôôåêòèâíî êîððåêòèðóÿ ðàçíîîá-
ðàçíûå òî÷êîâûå ìóòàöèè, èìåþùèå îòíîøåíèå ê áî-
ëåçíÿì ÷åëîâåêà in vitro. Îñóùåñòâëåíà óäà÷íàÿ öåëåíà-
ïðàâëåííàÿ êîððåêöèÿ îñíîâàíèé â êëåòêàõ ÷åëîâåêà
â 6 ãåíåòè÷åñêèõ ëîêóñàõ [46]. Â ÷àñòíîñòè, îñóùåñòâ-
ëåíî óñòðàíåíèå ìóòàöèè, àññîöèèðîâàííîé ñ ãåíåòè-
÷åñêîé áîëåçíüþ íàêîïëåíèÿ æåëåçà, èçâåñòíîé êàê ãå-
ìîõðîìàòîç â êëåòêàõ îò ïàöèåíòîâ. Êðîìå òîãî, óäà-
ëîñü âîññòàíàâëèâàòü ôóíêöèþ ãåíà ãåìîãëîáèíà
â êëåòêàõ ÷åëîâåêà [27].

Èññëåäîâàòåëè ìóêîâèñöèäîçà (êèñòîçíîãî ôèáðîçà,
CF) [68] îêàçàëèñü ñïîñîáíû ïðîäåìîíñòðèðîâàòü ïðè-
ãîäíîñòü ñèñòåìû ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîâ CRISPR/Cas9
äëÿ èñïðàâëåíèÿ ïîâðåæäåííîãî ãåíà CFTR (DF508)
â êèøå÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåí-
òîâ. Ýòî ïîçâîëÿëî in vitro âîçâðàùàòü êëåòêè ê íîðìàëü-
íîìó ôåíîòèïó. Ñõîäíàÿ ñèòóàöèÿ íàáëþäàëàñü ñ áîëåå
ðåäêîé ìóòàöèåé ãåíà CFTR â áðîíõèàëüíûõ ýïèòåëè-
àëüíûõ êëåòêàõ [59].

Ñèíäðîì ïðîãåðèè Hutchinson-Gilford (HGPS) âîç-
íèêàåò â ðåçóëüòàòå òî÷êîâîé ìóòàöèè â ãåíå LMNA, çà-
ìåùàþùåé öèòîçèíà â ïîçèöèè 1824 íà òèìèí. Áûëà
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ïðèãîäíîñòü ñèñòåìû
CRISPR/Cas9 ñ èñïîëüçîâàíèåì HDR-ðåïàðàöèè äëÿ
ñèíäðîìà HGPS, èñïîëüçóÿ ôèáðîáëàñòû îò ïàöèåíòîâ,
êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû è äå-äèôôåðåíöèðîâàíû
â iPSC ïåðåä èõ îáðàáîòêîé [52]. Èçìåíåíèå ãåíîìà HIV
c ïîìîùüþ CRISPR/Cas9, èñïîëüçóÿ êëåòêè, ïîëó÷àå-
ìûå îò ïàöèåíòîâ, òàêæå áûëî óñïåøíî ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàíî in vitro [22, 35], è ýòî ÿâëÿåòñÿ âàæíîé ïåðâîé

ñòóïåíüþ ãåíîòåðàïèè â êà÷åñòâå âîçìîæíîãî ëå÷åíèÿ
HIV/AIDS [71].

Áûëà ðàçðàáîòàíà in vitro ñèñòåìà âåêòîðîâ, ñîäåð-
æàùèõ CRISPR Cas9-íóêëåàçó è Cas9-íèêàçó, îäíî-
âðåìåííîãî âîçäåéñòâóþùèõ íà ìíîãèå äîìåíû ãåíî-
ìà âèðóñà ãåïàòèòà HBV. Â ðåçóëüòàòå íàáëþäàëîñü
äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå êàê ïðîìåæóòî÷íûõ ôîðì ðàç-
ìíîæàþùåãîñÿ âèðóñà, òàê è àíòèãåííûõ äîìåíîâ åãî
îáîëî÷êè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî òàêîé ïîäõîä â áóäó-
ùåì ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ëå÷åíèÿ ïàöèåíòîâ
ñ ãåïàòèòîì Â [66].

Â óïîìÿíóòîé âûøå ðàáîòå Zhang ñ ñîàâò. (2017) [86]
ðåäàêòèðîâàëè ôèáðîáëàñòû íå òîëüêî ìûøåé mdx, íî è
ôèðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò ïàöèåíòîâ ñ DMD, êîòîðûå
èñïðàâëÿëè è ïðåâðàùàëè â iPSCs. Êîãäà îòðåäàêòèðî-
âàííûå ñòâîëîâûå êëåòêè äèôôåðåíöèðîâàëèñü â êàð-
äèîìèîöèòû, òî îíè ýêñïðåññèðîâàëè âîññòàíîâëåííûé
áåëîê äèñòðîôèí è ïî ñâîèì ïàðàìåòðàì áûëè áëèçêè
ê îáû÷íûì êàðäèîìèîöèòàì.

Ðàññìàòðèâàåòñÿ ïîòåíöèàëüíàÿ âîçìîæíîñòü èñ-
ïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè CRISPR/Cas â îáëàñòè ðåâìà-
òîëîãèè [21]. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñ ïîìîùüþ
ñèñòåìû CRISPR ìîæíî èñïðàâëÿòü êëåòêè Treg çà ñ÷åò
ðåäàêòèðîâàíèÿ èõ ýïèãåíîìà [62].

Êîíñóëüòàòèâíûì ñîâåòîì ïðè NIH áûëà îäîáðåíà
çàÿâêà íà èñïîëüçîâàíèå CRISPR/Cas9, ñ öåëüþ óñèëå-
íèÿ òåðàïèè ðàêà íà îñíîâå èñïîëüçîâàíèÿ Ò êëåòîê ðà-
êîâûõ ïàöèåíòîâ, ðåäàêòèðîâàíèå è íîðìàëèçàöèÿ êî-
òîðûõ ïîçâîëèëè áû ýòèì êëåòêàì áîëåå ýôôåêòèâíî
àòàêîâàòü ðàêîâûå êëåòêè [23].

Ïîäõîä ex vivo

Äëÿ çàìåùåíèÿ ãåíîâ íåîáõîäèìî ex vivo ïîäãîòî-
âèòü êëåòêè è âíåñòè â íèõ èëè íîðìàëüíûé ãåí èëè åãî
ôðàãìåíòû [9]. Òåðàïåâòè÷åñêèå ïîäõîäû, áàçèðóþùèå-
ñÿ íà çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè, ñ àóòîëîãè÷åñêèìè è ãå-
òåðîëîãè÷åñêèìè ïåðåñàäêàìè ñêîððåêòèðîâàííûõ iPSC
ðàññìîòðåíû â íåäàâíåì îáçîðå Shi ñ ñîàâò. (2017) [69].
Ïðåêðàñíûì ïðèìåðîì äàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ ñëó-
÷àé ãåí-ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê êîæè ìàëü÷èêó
ñ áóëëåçíûì ýïèäåðìîëèçîì [36]. Èç êîæè ïàöèåíòà áû-
ëè ïîëó÷åíû ñòâîëîâûå êëåòêè, â êîòîðûå áûë ââåäåí
íîðìàëüíûé ãåí LAMB3. Èç ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîëó÷åíû
òðàíñïëàíòàòû êîæè, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ óäàëîñü çàìå-
ñòèòü 80% êîæè ïàöèåíòà.

Ïîêàçàòåëüíîé äëÿ êîíöåïöèè ãåíîòåðàïèè ñòàëà
ãðóïïà áîëåçíåé, õàðàêòåðèçóþùàÿñÿ òÿæåëûì êîìáèíè-
ðîâàííûì èììóíîäåôèöèòîì SCID (Severe combined im-
munodeficiency), âîçíèêàþùèõ â ðåçóëüòàòå ìóòàöèé ðàç-
íûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ
êëåòêàõ [14], â ÷àñòíîñòè ãåíà ADA (àäåíîçèíäåàìèíàçû).
Ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà äëÿ ïåðåíî-
ñà â ãåíîì íîðìàëüíîãî ãåíà óäàëîñü âûëå÷èòü äåñÿòêè
ïàöèåíòîâ ñ SCID èëè îáëåã÷èòü èõ ñîñòîÿíèå. Ðåçóëüòà-
òû ADA-ãåíîòåðàïèè ñ ïîìîùüþ àóòîëîãè÷åñêèõ ëèìôî-
öèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïîêàçàëè, ÷òî âåëè÷èíà
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ïðîèçâîäèìûõ âåêòîðàìè ñèñòåìíûõ óðîâíåé àäåíîçèí-
äåàìèíàçû íåäîñòàòî÷íà äëÿ ïîëó÷åíèÿ àäåêâàòíûõ
óðîâíåé öèðêóëèðóþùèõ ýíçèìîâ äëÿ äåòîêñèôèêàöèè
òêàíåé è îðãàíîâ ïàöèåíòîâ. Áûëî ïðåäïîëîæåíî, ÷òî
ïîìåùåíèå ãåíîâ â ïëþðèïîòåíòíûå ãåìàòîïîýòè÷åñêèå
ñòâîëîâûå êëåòêè áóäåò ïðèâîäèòü ê ïðîäóêöèè ìóëüòè-
êëîíàëüíîãî ïîòîìñòâà ãåíåòè÷åñêè ñêîððåêòèðîâàííûõ
êëåòîê è ïðèâîäèòü ê ïîëíîé êîððåêöèè èììóííîé ñèñ-
òåìû è àäåêâàòíîé äåòîêñèôèêàöèè òîêñè÷åñêèõ ìåòàáî-
ëèòîâ, ýëèìèíèðóÿ òåì ñàìûì áîëüøèíñòâî ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïîñëåäñòâèé áîëåçíè. Èñïîëüçîâàíèå ãåíîòåðàïèè
ex vivo áûëî ðàçðåøåíî äëÿ ïðîäóêòîâ êîìïàíèé Strimve-
lis è Zalmoxis [7].

Ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìà ñ ïîìîùüþ CRISPR/Cas9
ñèñòåìû â ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äëÿ ëå÷åíèÿ íåêîòîðûõ çàáî-
ëåâàíèé ïóòåì âíåñåíèÿ èõ â îðãàíèçì ÷åëîâåêà [30].
Îêàçàëàñü îñóùåñòâèìîé ðåïàðàöèÿ ãåíà IL2R-gamma
â ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà è ââå-
äåíèÿ èõ ìûøàì. Ïîñëå ðåäàêòèðîâàíèÿ êëåòêè HSCs
îêàçàëèñü ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü íîðìàëüíûé ãåìàòî-
ïîýç è äàâàòü ôóíêöèîíàëüíûå ëèìôîèäíûå êëåòêè, íî
äî êëèíè÷åñêîãî òåñòèðîâàíèÿ äåëî íå äîøëî [28].

Âîçðîñ èíòåðåñ ê èììóííî-îíêîëîãè÷åñêèì ïîäõî-
äàì äëÿ ëå÷åíèÿ ðåçèñòåíòíûõ ðàêîâûõ îïóõîëåé ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèôè÷íûõ äëÿ îïóõîëåé ýôôåêòîðíûõ T êëå-
òîê, è ê ïîòåíöèàëüíîìó âêëàäó ãåíåòè÷åñêè ïðåîáðàçî-
âàííûõ ýôôåêòîðíûõ T êëåòîê ñ ãåíàìè ðåöåïòîðà õè-
ìåðíîãî àíòèãåíà CAR èëè T-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà
TCR. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî CAR T-êëåòêè îáëàäàþò ïî-
òåíöèàëîì ïðîíèêàòü â ñîëèäíûå îïóõîëè è óáèâàòü ðà-
êîâûå êëåòêè ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Íîâûå òåõíî-
ëîãèè, òàêèå, êàê ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîâ CRISP, òàêæå
ñïîñîáñòâóþò ïðîäâèæåíèþ â íàïðàâëåíèè êëèíè÷å-
ñêîãî èõ èñïîëüçîâàíèÿ [7].

Ýòîò ïîäõîä áûë óñïåøíî èñïîëüçîâàí è äëÿ äîáàâ-
ëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ãåíà �-ãëîáèíà äëÿ ëå÷åíèÿ
�-òàëàññåìèè [57]. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ïðèãîäíîñòü
ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ óëó÷øåíèÿ ôóíêöèè ñåðäöà ñ ïî-
ìîùüþ èñïðàâëåííûõ êàðäèàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ ïðè èíôàðêòå ìèîêàðäà [58] è íåéðàëüíûõ êà-
íàëîïàòèÿõ [82].

Ãðóïïîé êèòàéñêèõ ó÷åíûõ ïðîòåñòèðîâàíà ñèñòåìà
CRISPR â êóëüòóðàõ Ò êëåòîê ÷åëîâåêà ñ ðàêîì ëåãêèõ
[73]. Èñïîëüçîâàíèå ýòîé ñèñòåìû äëÿ êëèíè÷åñêîãî èñ-
ïûòàíèÿ ïîëó÷èëî ðàçðåøåíèå îò ýòè÷åñêîãî êîìèòåòà
è ðóêîâîäñòâà ãîñïèòàëÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà÷àòî ïî-
ëó÷åíèå èììóííûõ Ò êëåòîê èç êðîâè ïàöèåíòîâ, ÷òîáû
ñ ïîìîùüþ CRISPR/Cas9 äåëåòèðîâàòü ãåí, ïðîäóöèðó-
þùèé áåëîê PD-1 (programmed cell death protein 1),
óäåðæèâàþùèé èììóííûé îòâåò ïîä êîíòðîëåì. Ýòîò
ãåí áîëüøèíñòâî ðàêîâûõ îïóõîëåé ìîæåò âûêëþ÷àòü,
áëîêèðóÿ òåì ñàìûì T-êëåòî÷íûå ïðîòèâîîïóõîëåâûå
àòàêè. Ìîäèôèöèðîâàííûå Ò êëåòêè ïðåäïîëàãàåòñÿ
êóëüòèâèðîâàòü è çàòåì ââîäèòü îáðàòíî ïàöèåíòàì.
Êàæäûé èç 10 ó÷àñòíèêîâ ïîëó÷èò ïî 2—4 èíúåêöèè.

Ïåðâûå èíúåêöèè ïðîâåäåíû â îêòÿáðå 2016 ã. Öåëü
êëèíè÷åñêîãî èñïûòàíèÿ — óñòàíîâèòü ñòåïåíü íàäåæ-
íîñòè è áåçîïàñíîñòè äàííîé òåõíîëîãèè [18]. Çàêëþ÷å-
íèå î ðåçóëüòàòàõ êëèíè÷åñêîãî èñïûòàíèÿ îæèäàåòñÿ
â 2018 ã.

Â äðóãîé èññëåäîâàòåëüñêîé ãðóïïå äëÿ íåéòðàëèçà-
öèè ãåíà PD-1 ïðåäëîæåí ìåòîä óëó÷øåíèÿ äîñòàâêè
Cas9 ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâîãî (RNP) êîìïëåêñà â ðàç-
íûå òèïû êëåòîê, âêëþ÷àÿ è ïåðâè÷íûå CD4+ T êëåòêè
ñ èñïîëüçîâàíèåì äåôîðìàöèè êëåòîê ñ ïîìîùüþ ìèê-
ðî-æèäêîñòíîãî ïîòîêà. RNP Cas9/sgRNA âìåñòå ñ ãîìî-
ëîãè÷íîé äîíîðñêîé ÄÍÊ äîñòàâëÿëè â CD4+ T êëåòêè
÷åëîâåêà. Ïðè ýòîì crRNA è ìàòðèöà äëÿ HDR ñîäåðæà-
ëè íîâûé HindIII ñàéò, ñïîñîáíûé íàïðàâëÿòü ïðîöåññ
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ, îãðàíè÷èâàÿñü òîëüêî
ëîêóñîì PD-1. Ýòîò ïîäõîä äîñòîâåðíî ñíèæàë ïðîöåíò
êëåòîê ñ âûñîêèì óðîâíåì PD-1 íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíî-
ñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, óêîðà÷èâàë âðåìÿ ðåàê-
öèè è ñíèæàë ÷àñòîòó ýôôåêòîâ âíå ìèøåíè [33].

Âñëåä çà ðàçðåøåíèåì êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ
ïðåïàðàòà Glybera äëÿ äîñòàâêè íîðìàëüíîãî òåðàïåâòè-
÷åñêîãî ãåíà äëÿ ëå÷åíèÿ äåôèöèòà ëèïîïðîòåèíëèïà-
çû, àäìèíèñòðàöèÿ ÑØÀ ïî êîíòðîëþ çà ïðîäóêòàìè è
ëåêàðñòâàìè (Food and Drug Administration, FDA) ðàçðå-
øèëà èñïîëüçîâàíèå ãåí-òåðàïåâòè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ
Kymriah (tisagenlecleucel), ðàçðàáîòàííîãî Novartis Phar-
maceuticals Corp., ïðè îñòðîì ëèìôîáëàñòíîì ëåéêîçå
(https://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnno-
uncements/ucm57405). Ëèìôîöèòàðíûå Ò-êëåòêè ïàöè-
åíòà ñîáèðàþòñÿ è îòïðàâëÿþòñÿ â ïðîèçâîäñòâåííûé
öåíòð, ãäå îíè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðóþòñÿ, ââîäèòñÿ
íîðìàëüíûé ãåí, êîòîðûé ïðîäóöèðóåò ñïåöèôè÷åñêèé
áåëîê (ðåöåïòîð õèìåðíîãî àíòèãåíà èëè CAR), íàöå-
ëåííûé íà óíè÷òîæåíèå ëåéêåìè÷åñêèõ êëåòîê, êîòî-
ðûå èìåþò íà ïîâåðõíîñòè ñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí
CD19. Èçìåíåííûå àóòîëîãè÷íûå êëåòêè ââîäÿò îáðàò-
íî ïàöèåíòó, ÷òîáû óáèòü ðàêîâûå êëåòêè. Ïðè êëèíè-
÷åñêîì èññëåäîâàíèè 63 äåòåé è ìîëîäûõ âçðîñëûõ ïà-
öèåíòîâ îáùèé ïîêàçàòåëü ðåìèññèè â òå÷åíèå òðåõ ìå-
ñÿöåâ ëå÷åíèÿ ñîñòàâèë 83%.

Ïîäõîäû in vivo

Êîìïàíèÿ Myonexus Therapeutics îáúÿâèëà î íà÷àëå
êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ïî ãåíîòåðàïèè ìûøå÷íîé äè-
ñòðîôèè ïîÿñîâ êîíå÷íîñòåé (limb-girdle muscular dyst-
rophies (LGMDs)) (http://www.prweb.com/relea-
ses/2017/06/prweb14395332.htm).

Îäíàêî ïåðåõîä îò ýêñïåðèìåíòîâ íà æèâîòíûõ
ê êëèíè÷åñêèì èñïûòàíèÿì íà ÷åëîâåêå íàòàëêèâàåòñÿ
íà ñåðüåçíûå çàòðóäíåíèÿ. Â ïåðâóþ î÷åðåäü, ýòî êðàé-
íå íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü èñïðàâëåíèÿ ãåíîìà. Òàê,
ïðè ïîïûòêå òåðàïèè íàñëåäñòâåííîé òèðîçèíåìèè òè-
ïà I íà ìûøàõ, âûçûâàåìîé ìóòàöåé ãåíà FAH óäàâà-
ëîñü ðåïàðèðîâàòü îäíó íà êàæäûå 250 êëåòîê ïå÷åíè
[84]. Îáíàðóæåíî òàêæå áûñòðîå ðàçðóøåíèå ñèñòåìû
ðåäàêòèðîâàíèÿ â òåëå [66], è âûÿâëåí îãðàíè÷åííûé
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ïåðèîä ýôôåêòèâíîñòè. Åù¸ áîëåå ñóùåñòâåííûì ïðå-
ïÿòñòâèåì ÿâëÿåòñÿ âîçíèêíîâåíèå ýôôåêòîâ îò äåéñò-
âèÿ ñèñòåìû CRISPR/Cas âíå ìèøåíè (ò.e. ðàçðåçàíèå
DNA â íåæåëàòåëüíûõ ìåñòàõ).

Â ñëó÷àå ðàêà ëåãêîãî âîçìîæíî ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû
CRISPR/Cas9 êîððåêòèðîâàòü èëè ðàçðóøàòü ìóòàíò-
íûé ãåí EGFR (Epidermal growth factor receptor). Ïîñëå
îáíàðóæåíèÿ ìóòàöèé EGFR â áèîïòàòàõ, âçÿòûõ îò èí-
äèâèäóàëüíûõ ïàöèåíòîâ, ìóòàíòíûé ãåí EGFR â êëåò-
êàõ ëåãêîãî äîëæåí áûòü ðåïàðèðîâàí èëè ðàçðóøåí.
Ðàçðàáîòàíà ïîòåíöèàëüíàÿ ðàñïîçíàþùàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü sgRNA äëÿ ýêçîíà 20 T790M è ýêçîíà 19 del.
Â ýòîì ñëó÷àå ðåäàêòèðîâàíèå äîëæíî ïðèâîäèòü ê èí-
ñåðöèè ñòîï-êîäîíà ïóòåì HDR-ðåïàðàöèè, ÷òî äîëæíî
âûçûâàòü çàâåðøåíèå òðàíñëÿöèè EGFR íà óðîâíå ýêçî-
íà 19 èëè 20, èëè, â ñëó÷àå NHEJ-ðåïàðàöèè, ê ñëó÷àé-
íûì äåëåöèÿì è/èëè èíñåðöèÿì, íàðóøàþùèì àêòèâ-
íîñòü ìóòàíòíîãî ãåíà EGFR è ïðåêðàùàþùèì ïðîãðåñ-
ñèðîâàíèå ðàêà. Îäíàêî ïîäîáíàÿ òåðàïèÿ ìîæåò ëèøü
ïðåäóïðåæäàòü ïîÿâëåíèå âòîðè÷íûõ ãåíîìíûõ ìóòàöèé
[76]. Ïðèìåíåíèå ýòîãî ïîäõîäà äîëæíî ñîïðîâîæäàòüñÿ
òðàäèöèîííîé õèðóðãèåé, îáëó÷åíèåì èëè õèìèîòåðà-
ïèåé.

Ãðóïïîé êèòàéñêèõ ó÷åíûõ òåõíîëîãèÿ CRISPR/Cas9
áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ ðåäàêòèðîâàíèÿ òðåõÿäåðíûõ çè-
ãîò — íåæèçíåñïîñîáíûõ ðàííèõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà
[49]. Çàòåì ñèñòåìà ðåäàêòèðîâàíèÿ CRISPR/Cas9 áûëà
èñïîëüçîâàíà äëÿ èñïðàâëåíèÿ ýíäîãåííîãî ãåíà �-ãëî-
áèíà â êëåòêàõ îò ïàöèåíòîâ ñ �-òàëàññåìèåé. Áûëè âû-
áðàíû òðè ñàéòà-ìèøåíè â ëîêóñå HBB (beta-globin ge-
ne), ñîîòâåòñòâóþùèå òðåì íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì
ìóòàöèÿì, è ïîëó÷åíû ñîîòâåòñòâóþùèå ñïåöèôè÷åñêèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàæäîé sgRNA (G1, G2 è G3).
Êëåòêè 293T áûëè èíäèâèäóàëüíî òðàíñôåöèðîâàíû
òðåìÿ âåêòîðàìè ýêñïðåññèè, ñîäåðæàùèìè êîìïëåêñ
sgRNA-Cas9. Ñïóñòÿ 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè ãåíîìíàÿ
ÄÍÊ áûëà âûäåëåíà, ðåãèîíû, ñîîòâåòñòâóþùèå ñàéòàì
ìèøåíÿì, áûëè àìïëèôèöèðîâàíû ìåòîäîì PCR.
PCR-ïðîäóêòû áûëè çàòåì ñóáêëîíèðîâàíû. Àâòîðû
áûëè óäèâëåíû áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ýôôåêòîâ (ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ) âíå ìèøåíè, âêëþ÷àÿ äàæå íåêîòîðûå óäà-
ëåííûå ìåñòà â ãåíîìå.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ýêñïåðòû ïðåäëîæèëè íàëîæèòü ìî-
ðàòîðèé íà òàêèå èññëåäîâàíèÿ íà êëåòêàõ ÷åëîâåêà
(http://www.the-scientist.com/?articles.view/article-
No/42425/title/Call-for-Germline-Editing-Moratorium/).
Îäíàêî íåäàâíî ýêñïåðòíûì ñîâåòîì áûëî ïðåäëîæåíî
îãðàíè÷èòü ýòîò çàïðåò òîëüêî ðåäàêòèðîâàíèåì ãåíîâ
ïîëîâûõ êëåòîê, îñòàâëÿÿ âîçìîæíûì èñïîëüçîâàíèÿ
ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîâ â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà
(http://www8.nationalacademies.org/onpinews/newsi-
tem.aspx?RecordID=24623).

Îäíàêî â ðàáîòå Ma ñ ñîàâò. (2017) [55] óäàëîñü ïðå-
îäîëåòü è ýòîò çàïðåò ñ áîëüøîé îñòîðîæíîñòüþ, êîãäà
ðàçâèòèå ãåí-ìîäèôèöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà
îãðàíè÷èâàëîñü ïåðâûìè íåìíîãèìè äåëåíèÿìè. Ãè-

ïåðòðîôè÷åñêàÿ êàðäèîìèîïàòèÿ (HCM) ÿâëÿåòñÿ íàè-
áîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé ïðè÷èíîé âíåçàïíîé ñìåðòè
ó â îáùåì-òî çäîðîâûõ ìîëîäûõ àòëåòîâ è âñòðå÷àåòñÿ
ïðèáëèçèòåëüíî ó 1 íà 500 ÷åëîâåê. Îíà âûçûâàåòñÿ äî-
ìèíàíòíîé ìóòàöèåé â ãåíå MYBPC3, íî ÷àñòî îñòàåòñÿ
íåäèàãíîñòèðîâàííîé. Èññëåäîâàòåëè ñãåíåðèðîâàëè
iPSC èç êîæíîãî áèîïòàòà, ïîëó÷åííîãî îò ìàëü÷èêà
ñ HCM êàðäèîìèîïàòèåé è ðàçðàáîòàëè ñòðàòåãèþ ðå-
äàêòèðîâàíèÿ ãåíà íà áàçå òåõíîëîãèè CRISPR-Cas9,
êîòîðàÿ ñïåöèôè÷åñêè íàöåëåíà íà ìóòàíòíóþ êîïèþ
ãåíà MYBPC3. Èñïîëüçóÿ òåõíèêó îïëîäîòâîðåíèÿ
in vitro, èññëåäîâàòåëè èíúåöèðîâàëè ïðèãîòîâëåííûå
êîìïîíåíòû äëÿ ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíà â äîíîðñêóþ ÿé-
öåêëåòêó, îïëîäîòâîðåííóþ äîíîðñêèì ñïåðìèåì. Çà-
òåì îíè ïîñëå íåñêîëüêèõ öèêëîâ äåëåíèÿ àíàëèçèðî-
âàëè âñå êëåòêè ðàííèõ ýìáðèîíîâ ïî îòäåëüíîñòè,
÷òîáû ïîñìîòðåòü íàñêîëüêî ýôôåêòèâíî ðåïàðèðóåòñÿ
ìóòàöèÿ. Áûë ïîëó÷åí íå òîëüêî âûñîêèé ïðîöåíò ðå-
ïàðèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê, íî è òàêæå èñï-
ðàâëåíèå ãåíà íå âûçûâàëî èíäóêöèþ êàêèõ-ëèáî îá-
íàðóæèìûõ ìóòàöèé âíå ìèøåíè è ãåíîìíóþ íåñòàáè-
ëüíîñòü. Óñòàíîâëåíî, ÷òî êîððåêöèÿ ãåíà, ïî-âèäèìî-
ìó, áîëåå ýôôåêòèâíà ó ýìáðèîíîâ ñ îäíîé ìóòàíòíîé
êîïèåé ãåíà MYBPC3. Ýòî ÷àñòè÷íî îáóñëîâëåíî òåì,
÷òî ïîñëå CRISPR-Cas9-îáóñëîâëåííîãî ôåðìåíòàòèâ-
íîãî ðàçðåçàíèÿ ìóòàíòíîé êîïèè ãåíà, ýìáðèîí èíè-
öèèðóåò ñâîþ ñîáñòâåííóþ ðåïàðàöèþ. Âìåñòî èñïîëü-
çîâàíèÿ ïðåäóñìîòðåííîé ñèíòåòè÷åñêîé ÄÍÊ-ìàòðè-
öû ýìáðèîí ïðåäïî÷èòàë èñïîëüçîâàòü äîñòóïíóþ çäî-
ðîâóþ êîïèþ ãåíà, ÷òîáû ðåïàðèðîâàòü ìóòàíòíóþ
÷àñòü.

Ñõîäíûé ïîäõîä ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà ðàííèõ ýì-
áðèîíîâ ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ CRISPR-Cas9 áûë èñ-
ïîëüçîâàí äëÿ èíàêòèâàöèè ãåíà OCT4 [24]. Ýòîò ïîä-
õîä, áåçóñëîâíî, ÿâëÿåòñÿ î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì è â îò-
íîøåíèè äðóãèõ ãåííûõ çàáîëåâàíèé.

Çàêëþ÷åíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ áîëüøèìè ôèíàíñîâû-
ìè çàòðàòàìè íà ðàçðàáîòêó íîâûõ òåõíîëîãèé è èõ óñî-
âåðøåíñòâîâàíèå, ïðèâëåêàþòñÿ ãðàíòû îò âñåâîçìîæ-
íûõ ôîíäîâ. Êàæäîå óñîâåðøåíñòâîâàíèå ñåé÷àñ æå çà-
êðåïëÿåòñÿ ïàòåíòàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì íàáëþäàåòñÿ âïå-
÷àòëÿþùåå çðåëèùå âîéíû ïàòåíòîâ ìåæäó áèîòåõíè÷å-
ñêèìè êîìïàíèÿìè çà ïðîäâèæåíèå CRISPR-ñèñòåìû
íà òåðàïåâòè÷åñêèé ðûíîê. Ïðîäîëæàåòñÿ è áîðüáà çà
òåõíîëîãèþ ìåæäó àêàäåìè÷åñêèìè èíñòèòóòàìè. Â öå-
ëîì, íåñìîòðÿ íà îãðîìíûå íàäåæäû, âîçëàãàåìûå íà
òåõíîëîãèþ CRISPR/Cas9, äåíåæíûå âëèâàíèÿ è ïðè-
âëå÷åíèå îãðîìíûõ ëþäñêèõ ðåñóðñîâ, îíà ïðîáèâàåò
ñåáå äîðîãó â êëèíèêó ìåäëåííî è ñ òðóäîì èç-çà çíà÷è-
òåëüíûõ ïðåïÿòñòâèé [17, 34]. Îäíàêî, áåçóñëîâíî, ýòà
òåõíîëîãèÿ ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ — òåõíîëîãèÿ
áóäóùåãî è îãðîìíûå çàòðàòû íà å¸ ðàçðàáîòêó áóäóò
îïðàâäàíû.
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Ïðèÿòíî îòìåòèòü, ÷òî â î÷åíü âàæíîé ðàáîòå ïî ðå-
äàêòèðîâàíèþ ãåíîìà êëåòîê ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà [55]
ó÷àñòâóåò áûâøèé ñîòðóäíèê íàøåãî èíñòèòóòà Ø. Ìè-
òàëèïîâ.
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